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UVOD
I pored niza nuspojava koje se javljaju prilikom le~enja

citostaticima, hemoterapija se smatra jednim od najefikasni-
jih na~ina le~enja malignih oboljenja. Hemoterapija koristi
lekove-citostatike koji uni{tavaju }elije tumora ili zaustavl-
jaju njihov rast. Prema mehanizmu delovanja citostatici
naj~e{}e ometaju sintezu i/ili funkciju makromolekula
(DNA, RNA, belan~evine) ili funkciju }elijskih organela
koji omogu}avaju deobu }elija. Kao posledica dejstva leko-
va -citostaika  dolazi do smrti }elija. [1]

Busulfan (butan-1,4-diol dimetansufonat) pripada grupi
alkiliraju}ih citostatika i  upotrebljava se za le~enje neoplaz-
mi.  Koristi se u le~enju hroni~ne granulocitne leukemije.
Busulfan pokazuje selektivno dejstvo na kostnu sr`, smanju-

je stvaranje granulocita i trombocita u manjim dozama, a
eritrocita u ve}im dozama. Slabo deluje na limfoidna tkiva i
gastrointestinalni trakt. [2]

Busulfan je mali, visoko lipofilni molekul, koji lako
prelazi krvno-mo`danu barijeru. Nakon oralne primene lek
se dobro resorbuje, a apsorpcija busulfana iz gastrointesti-
nalnog trakta je potpuna. [3] To je dokazano u studijiama sa
radioaktivnim busulfanom, nakon {to je  intravenski ili per-
oralno primenjen radioaktivni 35S-busulfan, 14C-busulfan, i
3H-busulfan.

Posle apsorpcije, 32% leka vezano je za proteine plazme.
Maksimalne koncentracije leka u plazmi se posti`u posle 20-
60 minuta. Tokom metaboli~kih procesa nastaje  najmanje
12 metabolita, me|u kojima je najzna~ajniji 3-hidroksite-
trahidrotiofen-1,1-dioksid. Nastali metaboliti nemaju cito-
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Apstrakt
Busulfan je lek iz grupe alkil sufonata koji se koristi u terapiji hroni~ne granulocitne
leukemije i transplantacije ko{tane sr`i. Odr`avanje optimalnih koncentracija busulfana u
serumu pacijenata posle transplantacije ko{tane sr`i veoma je va`no, jer niske koncen-
tracije mogu da prouzokuju odbacivanje transplanta, dok visoke pove}avaju rizik od
pojave toksi~nih efekata. Koncentracija busulfana u serumu naj~e}e se odre|uje metodom
gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom (GC-MS). U radu je prikazano
odre|ivanje busulfana u serumu metodom GC-MS preko derivata 1,4-dijodobutana i dife-
nilamina kao internog standarda. Kao derivatizacioni reagens kori{}en je 1 M natrijumjo-
did u acetonu, a vreme derivatizacije je 20 minuta na temperaturi od 70°C. Uzorci krvi su
sakupljni  0, 1, 2, 4 i 6 sati posle oralne doze tokom ~etiri dana. Za analizu je kori{}ena
kapilarna kolona VF 5, a pra}ene su slede}e jonske mase: m/z 183 (1,4-dijodobutan) i m/z
169 za difenilamin (IS). Kalibraciona kriva je  linearna u opsegu od 0,1 do 3,0 mg/L, limit
kvantifikacije (LOQ) je 0.100 mg/L, a koeficijent korelacije r2>0.9999. Pod ovim hro-
matografskim uslovima nije prime}eno ometanje od strane metabolita buslufana i klon-
azepama ili fenobarbitona, koji se mogu koristiti kao antikonvulzivna profilaksa, {to
ukazuje na to da je primenjena  procedura selektivna, precizna, ta~na i da zbog osetljivosti
i reproduktivnosti,  mo`e da se koristi za pra}enje terapijskih koncentracija busulfana. 
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toksi~no delovanje. Oko 1% primenjene doze leka izlu~uje
se nepromenjeno urinom. [4]

Terapijski indeks busulfana je mali. Terapijske koncen-
tracije u krvi se kre}u od 0,5 do 1,7 mg/L, a toksi~ni efekti
se ispoljavaju koncentracijama ve}im od 4 mg/L. Busulfan
je poznat pod imenom "Myleran" i "Busaflex". 

Busulfan je 1,4-butandiol dimetanesulfonat. To je bela
kristalna supstanca sa ta~kom topljenja 114-118°C.
Rastvorljiv je u vodi i acetonu, a slabo u etanolu. 

Slika 1. Strukturna formula busulfana
Odre|ivanje koncentracije busulfana u serumu pacijena-

ta, posebno dece,  od velikog je zna~aja zbog uskog terapij-
skog indeksa. [5-10]

Naj~e{}e primenjivana tehnika za odre|ivanje busulfana
u biolo{kim te~nostima (plazma, serum ili cerebrospinalna
te~nost) je gasna hromatografija sa maseno spektrometri-
jskim detektorom (GC-MS) [13] mada se mo`e primeniti i
osetljivija i komplikovanija metoda te~ne hromatografije sa
masenom detekcijom (LC-MS) [11] [12] . 

Ve}ina metoda za odre|ivanje busulfana koje su opisane
u literaturi zahtevaju njegovu prethodnu derivatizaciju. U
svakom slu~aju, kvantitativna analiza busulfana u bio-
lo{kom matriksu zahteva osetljive i selektivne metode, koje
omogu}avaju odre|ivanje opsega terapijskih koncentracija u
mg/L.  

Na{ cilj je bio razvijanje osetljive i specifi~ne metode
gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom (GC-
MS),  koja se mo`e primeniti za spektralnu identifikaciju i
kvantifikovanje kako niskih tako i toksi~nih koncentracija
busulfana u uzorcima seruma. Uzorci seruma dobijeni su od
pacijenta, koji je primao ovaj citostatik po odgovaraju}em
protokolu.  

Primenjenom metodom, busulfan se derivatizacijom pre-
vodi u 1,4-dijodobutan. Reakcija derivatizacije busulfana sa
natrijum jodidom u kojoj nastaje 1,4-dijodobutan, odvija se
na slede}i na~in:

CH3-SO2-O-(CH2)4-O-SO2-CH3+ I- gI-(CH2)4-O-SO2-
CH3+ I-g I-(CH2)4-I 

MATERIJAL I METODE
Uzorci seruma dostavljeni su od pacijenta A. S. sa Kli-

nike za hematologiju, Vojnomedicinske akademije.  Pacijent
je bio u remisiji sa dijagnozom: AML-M2. Uzorci seruma su
sakupljani ~etiri dana u slede}oj farmakokineti~koj funkciji
vremena, izra`eno u ~asovima: 0.0; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0. U toku
prvog sata od prikupljanja uzoraka, sve epruvete su bile cen-
trifugirane 20 min na 3000 rpm., a zatim je serum  odvojen
i zale|en na -40°C do analize. 

Svi rastvara~i su bili HPLC ~isto}e (etilacetat, metanol,
aceton). Natrijumjodid bio je p.a. ~isto}e. Nabavljeni su od
firme Merck (Darmastadt, Nema~ka). Analiti~ki standard
busulfana, koji je kori{}en za analizu, nabavljen je od firme
Sigma-Aldrih. 

Busulfan je odre|en tehnikom gasne hromatografije sa
maseno-spektrometrijskim detektorom i bibliotekom GC-

MS spektara NIST, na gasnom hromatografu (GC) Varian
3400, sa autosamplerom Varian 8100 i kapilarnom kolonom
VF 5 MS, 60 m, 0,32 mm, 1 µm (Palo Alto, USA). Maseni
spektrometar detektor (MS) je bio marke Varian Saturn
(Palo Alto, USA).

Hromatografski uslovi su bili slede}i: temperatura injek-
tora: 260ºC; temperaturni program kolone od 80ºC do 260ºC
imao je slede}i temperaturni re`im: 80ºC, 0ºC min, 1 min -
260ºC, 10ºC min., 15 min - 260ºC, 0 ºC min., 20 min. Te-
mperatura transfer linije bila je 260ºC. Uslovi za izvo|enje
masene spektrometrije su: opseg snimanja 50-350 m/z.
Brzina snimanja: 4 scan/s. Vreme hromatografske analize:
45 min. Retenciono vreme za 1,4-dijodobutan bilo je 14,9
min, a za interni standard (IS) difenilamin 19,9  min. 

Standardni rastvori
Osnovni rastvori analiti~kih standarda busulfana i dife-

nilamina imali su koncentracije mg mL u metanolu i etilac-
etatu. Reagens za derivatizaciju, 1M NaJ (natrijumjodid),
dobijen je rastvaranjem 1,4 g natrijumjodida u 10 mL acet-
ona. Koncentracije za kalibracionu krivu pripremljene su
razbla`ivanjem osnovnih rastvora i dodavanjem u kontrolne
serume u opsegu  o~ekivanih terapijskih koncentracija od
0,1 do 3,0 mg/L. 

Na slici 2. prikazan je maseni spektar nastalog jedinjen-
ja, derivatizovanog 1,4-dijodobutana, koji  odgovara MS
spektru 1,4-dijodobutana  iz biblioteke NIST masenih spek-
tara.

Priprema uzoraka
Uzorci seruma za analizu pripremani su na slede}i na~in:

busulfan je iz 1 mL seruma ekstrahovan te~no-te~nom
ekstrakcijom sa etilacetatom u kiseloj sredini (pH 3). Or-
ganska faza je odvojena i uparena do suvog ostataka.
Derivatizacija je izvr{ena dodatkom 0,1 mL 1 M natrijum
jodidom u acetonu na suvi ostatak, 20 min. na temperaturi
od 70ºC. Posle zavr{ene derivatiyacije, uzorak je rekonstitu-
isan u rasvoru difenilamina (DFA) u etilacetatu, koji je
kori{}en kao interni standard (IS). Koncentracija difenilam-
ina bila je 5 mg/L. Injektovano je 1 µL uzorka u GC-MS. 

REZULTATI
Analiza uzoraka seruma vr{ena je pra}enjem jonske

mase m/z 183 za 1,4-dijodobutan  i m/z 169 za interni stan-
dard difenilamin (slika 3 i 4). 

Slika 2.  Maseni spektar  1,4-dijodobutana 
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Retenciona vremena bila su: 14,9 ± 0.5 min za 1,4-dijo-
dobutan, 19,9 ± 0.5 min za difenilamin. Komponente iz ma-
triksa nisu ometale odre|ivanje busulfana. Analizirani uzor-
ci seruma koji potencijalno sadr`e metabolite busulfana ili
lekove koji mogu biti prisutni u ovakvim klini~kim uzorci-
ma, kao {to su klonazepam ili fenobarbiton, a koji se koris-
tite kao antikonvulzivna profilaksa, pod ovim hromatograf-
skim uslovima ne interferiraju, {to ukazuje na to da je pri-
menjena procedura selektivna za busulfan. Na slici 3. pri-
kazan je jonski hromatogram  seruma pacijenta na terapiji
ovim lekom.

Metoda je linearna u rasponu 0,1-3,0 mg/L (r2> 0,99).
Limit kvantifikacije (LOQ)  iznosi 0,1 mg/L. Prinosi ekstra-
kcije i derivatizacije iz seruma za busulfan kretali su se u
rasponu od 74,5 - 83,9%  za analizirane koncentracije  (0,1;
0,2; 0,4; 1,0; 2,0 i 3,0 mg/L).

Kalibraciona kriva, prikazana na slici br. 5, dobijena je
izra~unavanjem faktora iz odnosa povr{ina hromatografskih
pikova busulfan/interni standard. Jedna~ina prave izra~unata
je primenom linearne regresije i konstruisana metodom naj-
manjih kvadrata, sa srednjim vrednostima povr{ine pikova
za svaku koncentraciju, kori{}enjem programa Excel 5.
Istim programom izra~unat je koeficijenti korelacije (r) i
jedna~ina prave y = a ± bx.

Izra~unavaje koncentracije busulfana u serumu ispiti-
vanog pacijenta vr{eno je na osnovu jedna~ine kalibracione
krive. 

Primenom opisane metode dobijene su koncentracije
busulfana u serumu pra}ene u funkciji vremena, za  pacijen-
ta na per os terapiji ovim lekom. 

DISKUSIJA I ZAKLJU^AK
Primena tehnike gasne hromatografije sa MS detekcijom

od velikog je zna~aja za pra}enje terapijskih koncentracija
busulfana u hitnim medicinskim analizama. 

Primenom navedene metode izra~unate koncentracije
busulfana za posmatrana ~etiri dana su odgovarale liter-
aturnim podacima i nisu izlazile iz uskog terapijskog opsega
koji je karakteristi~an za busulfan[14]. 

Prema prikazanim rezultatima GC-MS metode za
odre|ivanje busulfana u serumu (prinos ekstakcije, derivati-
zacija, limit kvantifikacije) mo`e se zaklju~iti da je metoda
osetljiva i specifi~na i primenljiva za spektralnu identifikaci-
ju i kvantifikovanje niskih koncentracija busulfana kod paci-
jenta koji je dobijao ovaj citostatik po odgovaraju}em pro-
tokolu. 

Slika 3.  Hromatogram fokusiran na jon m/z 183 
za 1,4-dijodobutan

Slika 5.  Kalibraciona kriva i regresiona jedna~ina za
optere}eni serum standardnim rastvorima busulfana  

Slika 6. Srednje koncentracije busulfana u funkciji vremenau serumu pacijenta  prvog dana  posle oralne primenebusulfana 

Slika 4.  Hromatogram fokusiran na jon m/z 169 za interni
standard
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Abstract
Busulfan is a chemotherapy drug that is an alkylating agent and its main use is in bone
marrow transplantation. Patients who received oral busulfan achieve widely varying serum
concentrations. Low concentrations predispose to graft rejection, while high levels
increase the risk of toxicity. Busulfan concentration in serum was assayed by gas chro-
matography-mass spectrometry (GC-MS). This paper describes the conversion of busulfan
to 1,4-diiodobutan, and quantification of this material by GC-MS. Blood samples were
collected at 0, 1, 2, 4 and 6 hours after orally taken doses during four days. Serum samples
(1 mL) were extracted with ethyl acetate. Organic phase was separated and evaporated to
dryness. The derivatization was performed using 1 M sodium iodide in acetone with a
reaction time of 20 min at 70°C. The analysis was carried out by GC-MS, monitoring m/z
183 (1,4-diiodobutan) and m/z 169 for diphenylamine (IS). Chromatography was accom-
plished using a DB5 capillary column. Calibration curves were linear from 0.1 to 3.0
mg/L. The limit of quantification (LOQ) was 0.1 mg/L. The linearity value (correlation
coefficient 0.9999) was very satisfactory. Serum samples containing potential busulfan
metabolites and co-administered drugs, which may be present in clinical samples, like
clonazepam or phenobarbital which can be used as anticonvulsive prophylaxis, provided
no response, indicating this assay procedure is selective for busulfan. The proposed
GC/MS method on the capillary column under the applied chromatographic conditions is
selective, precise, accurate, and, because of its sensitivity and reproducibility, it may be
used for therapeutic monitoring of busulfan.
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