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POVZETEK

V diplomski nalogi smo razvili novo, obc¢utljivo metodo za dolo¢anje koncentracij $tirih
novejSih antiepileptikov v plazmi. Doloc¢ali smo koncentracije vigabatrina, topiramata,
pregabalina in gabapentina. Za detekcijo naSih analitov s fluorescencnim detektorjem
vezanim na HPLC smo izvedli derivatizacijo s 4-kloro-7-nitrobenzofurazanom. Pred
izvajanjem analize smo ocistili plazemske vzorce z ekstrakcijo na trdnih nosilcih Oasis

MCX. Kot interni standard smo uporabili DL-p-klorofenilalanin.

Za lo¢bo analitov smo uporabili kolono Gemini C18 150 x 4,6 mm 5 um. Ekscitacijsko
valovno dolzino smo nastavili na 470 nm, emisijsko pa 530 nm. Uporabili smo gradient
mobilne faze, kjer smo ob peti minuti analize spremenili odstotek organske faze s 50 na 56
%. Kot vodno fazo smo uporabili 50 mM fosfatni pufer s pH 4,5, medtem ko je bila
organska faza metanol. Pretok je bil konstanten pri 1,3 mL/min. Kolono smo termostatirali

na 45 °C. Injicirali smo 5 plL vzorca.

Kromatografsko metodo smo validirali po FDA smernicah in dolo¢ili mejo kvantifikacije,
linearnost, ponovljivost in toCnost. Meja kvantifikacije za vigabatrin, pregabalin in
gabapentin je bila pri koncentraciji 0,5 ug/mL in linearno obmog¢je od 0,5 do 40 ug/mL.
Meja kvantifikacije za topiramat je bila pri 0,625 pug/mL. Pri doloCanju vigabatrina,
pregabalina in gabapentina je bilo pri dolo¢anju dnevne ponovljivosti odstopanje manjse
kot 10 %, medtem ko je bilo najveje odstopanje pri topiramatu 18 % pri meji
kvantifikacije, kar Se vedno ustreza zahtevam FDA. Tocnost za vigabatrin, pregabalin in
gabapentin z uporabo kontrolnih vzorcev je ustrezala, saj je povpre¢na vrednost petih
kontrolnih vzorcev pri razli¢nih koncentracijah odstopala za manj kot 15 % oziroma 20 %
pri meji kvantifikacije od pri¢akovane vrednosti. Pri dolocanju toc¢nosti koncentracij

topiramata so bila odstopanja prevelika za uspesno validacijo metode.

VI



ABSTRACT

A new, sensitive method for the determination of four recent antiepileptic drugs was
developed. We have determined concentrations of vigabatrin, topiramate, pregabalin and
gabapentin in plasma samples. The drugs were derivatised using 4-chloro-7-
nitrobenzofurazane and detected using a fluorescence detector. The plasma samples were
extracted using OASIS MCX solid phase extraction cartridges. DL-p-chlorophenylalanine
was used as the internal standard.

Gemini C18 150 x 4,6 mm 5 pum column was used for derivatives separation. Excitation
wavelength was set at 470 nm and emission wavelength at 530 nm. A gradient method was
used, changing from 50 to 56 % of methanol at fifth minute of analysis. The water part
consisted of 50 mM phoshate buffer at pH 4.5. The flow was set at 1.3 mL/min and the

column was heated to 45°C. 5 uL of the sample was injected in the system.

The method was validated according to FDA guidelines and limit of quantification,
linearity, precision and accuracy was determined. Limit of quantification at 0.5 ng/mL was
reached for the determination of vigabatrin, pregabalin and gabapentine and the standard
curve was linear between 0.5-40 pg/mL. Limit of quantification was at 0.625 ug/mL for
topiramate. The intra-day precison assay was lower than 10 % for the determination of
vigabatrin, pregabaline and gabapentin, and lower than 18 % at the determination of
topiramate at its limit of quantification which is still within FDA determined validation
limits. Accuracy at the determination of vigabatrin, pregabalin and gabapentine had the
mean value deviating less than 15 % and less than 20 % at LOQ from the expected value.

Topiramate samples deviated too much for successful method validation.

VIl



SEZNAM OKRAJSAV

PEZ - protiepilepti¢na zdravila

GABA - y-aminomaslena kislina

HPLC - tekocinska kromatografija visoke locljivosti
NBD-X - halogeniran nitrobenzofurazan

OPA - ortoftaldialdehid

FMOC-CI - 9-fluorenilmetil kloroformat

DNS - CI - 5-(dimetilamino)naftalen-1-sulfonil klorid
MS - masni spektrograf

LC - tekoc¢a kromatografija

TDM - terapevtsko spremljanje koncentracij zdravil (Therapeutic Drug Monitoring)-
UV - ultra vijoli¢no

LL - tekocCe - tekoce

SPE - ekstrakcija na trdnih nosilcih

FLD - fluorescen¢ni detektor

FDA - Ameriska agencija za hrano in zdravila (Food and Drug Administration)
MeOH - metanol

ACN - acetonitril

TFA - trifluorocetna kislina

DKM - diklorometan

TBME - terc-butil metil eter

iPr - izopropanol

QC - kontrolni vzorec

AVG - povpre¢na vrednost

SD - standardni odklon

CV - koeficent variacije

Vil



Marko Benkovi¢ — Diplomska naloga

1. Uvod

1.1. Epilepsija

Izraz epilepsija se nanasa na skupino kroni¢nih nevroloskih obolenj, ki jih oznacujejo
ponavljajo¢i epilepticni napadi. Epilepticni napadi so znaki in simptomi epilepsije.
Pojavijo se ob nenormalni aktivnosti nevronov v mozganih. Osebi, ki doZivi en epilepti¢ni
napad, epilepsije ne moremo diagnosticirati. Potrdimo jo lahko Sele po dolgotrajni

epilepti¢ni mozganski aktivnosti (1).

1.2. Sodobno zdravljenje epilepsije

Ob optimalnem zdravljenju lahko prenehanje epilepticnih napadov pri¢akujemo pri
priblizno 70 % bolnikov. Zdravljenje je uspesnejse pri bolnikih, ki so imeli manj napadov.
Cilj zdravljenja je preprecevanje epileptiénih napadov brez neZelenih ucinkov in z

ohranjeno kakovostjo Zivljenja.

V zadnjih 10 letih so se uveljavila Stevilna novejSa protiepilepticna zdravila (PEZ):
vigabatrin, lamotrigin, gabapentin, topiramat, tiagabin, okskarbazepin, zonisamid,
levetiracetam in pregabalin. Bolniki ta zdravila ve¢inoma bolje prenasajo kot starejsa PEZ

(fenobarbital, fenitoin, valproat, karbamazepin) (2).

1.3. NovejSe ucinkovine za zdravljenje epilepsije

1.3.1. Vigabatrin

Vigabatrin z molsko maso 129,2 g/mol je analog y-
aminomaslene kisline (GABA) (slika 1). Ireverzibilno se

veze na GABA-transaminazo, ki omogoc¢i razgradnjo =

OH

GABA, in povzro¢i trajno deaktivacijo, kar poveca

mozgansko koncentracijo GABA. NH

Slika 1: Vigabatrin
Uporablja se za zacetno ali dodatno zdravljenje zaris¢nih

napadov z ali brez sekundarne generalizacije. Ima ugodno kinetiko, saj ne inducira jetrnih
encimov. Skozi ledvice se izlo¢i nespremenjen. Z ostalimi zdravili nima znanih interakcij.
Pogost nezelen ucinek vigabatrina je zozenje perifernega vida, ki ni vedno reverzibilno,

zato se zdravilo v mnogo primerih opusca (2, 3).
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1.3.2. Topiramat

|°|
Topiramat je sulfamatno substituiran o O——S——NH,
monosaharid, pridobljen iz D- ||

o)

enantiomera  fruktoze.  Njegova

molska masa je 339,37 g/mol (slika

2). Topiramat ojaca zaviralne ucinke

GABA in zavira napetostno odvisne sjika 2: Topiramat
natrijeve kanale. Ojaca prenos

signala v kalijevih kanalih in zavira napetostno odvisne kalcijeve kanale L-tipa.

Uporablja se za preprecevanje zariS¢nih napadov, toni¢no-kloni¢nih napadov in napadov
pri miokloni epilepsiji. Ugodno deluje tudi pri preprecevanju migrenskih glavobolov. Le
manjsi del se ga presnavlja. 40 — 50 % se ga izlo¢i skozi ledvice nespremenjenega. Do
sedaj so identificirali dva hidroksi in dva diolna metabolita, ki niso farmakolosko aktivni.
Pogosti nezeleni ucinki pri zdravljenju so: upocasnjena psihomotorika, utrujenost,
kognitivne spremembe, tezave pri govoru, zmanj$ana pozornost, anoreksija in izguba teze,
metaboli¢na acidoza (predvsem pri otrocih), hipohidroza, sedacija ter meglen ali dvojni vid
2, 3).

1.3.3. Pregabalin

Pregabalin je spojina z molekulsko maso 159,2

NH
g/mol (slika 3). Veze se na 026 podenoto napetostno ?
odvisnega kalcijeva kanala. To zapre N in P/Q

presinapticne kalcijeve kanale in s tem izniCi oH

odvecno nevronsko aktivnost ter sproScanje sjika 3: Pregabalin
nevrotransmitorjev. Kljub strukturni podobnosti z

GABA, nanjo ali na njene receptorje neposredno nima vpliva.

Uporablja se kot dodatno zdravilo za prepreCevanje zariS¢nih epileptinih napadov s
sekundarno generalizacijo ali brez nje. Njegov ulinek je precej mocnejSi kot ucinek
gabapentina. Uporablja se tudi pri zdravljenju nevropatske bolecine. V prihodnje bo

verjetno registriran kot monoterapija, naprimer pri bolnikih s simptomatsko epilepsijo po
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mozganski kapi. Bioloska uporabnost je veéja od 90 %. Kot analog levcina prehaja
krvnomozgansko pregrado. Skozi ledvice se izlo¢a nespremenjen. Pogosti nezeleni ucinki
so: somnolenca, ataksija, utrujenost, parestezija, zmanjSanje pozornosti, zmedenoOst,

evfori¢nost, razdrazljivost, bruhanje, suha usta, meglen vid, periferni edemi in zmanjSanje

libida (2, 3).

1.3.4. Gabapentin

Gabapentin je spojina z molekulsko maso 171,23 on
g/mol. Deluje na enak naéin kot pregabalin (slika 4). H,N

Uporablja se za zacetno ali dodatno zdravljenje

zaris¢nih napadov s sekundarno generalizacijo ali

brez nje. Pri prepre¢evanju epilepti¢nih napadov nima

zelo mocénega delovanja, zato se pogosteje uporablja Slika 4: Gabapentin

pri zdravljenju nevropatske bolecine. Peroralna

bioloska uporabnost je pod 60 %. Nizka bioloSka uporabnost je posledica nasi¢enosti
transportnega sistema L-amino kislin in se pri visokih odmerkih $e dodatno zniza. Tako kot
pregabalin prehaja krvnomoZgansko pregrado. Izlo¢a se le preko ledvic v nespremenjeni
obliki. Pogosti neZeleni uéinki so: somnolenca, vrtoglavica, bruhanje, zaprtje, anoreksija,
povecan apetit, suha usta, meglen vid, obrazni edem, izpuscaji, impotenca, pri otrocih pod
12 let se pojavi tudi agresivno obnaSanje, Custvena nestabilnost, hiperkinezija, vnetje

dihalnega trakta in bronhitis (2, 3).

1.4. Dolocanje novejsih antiepileptikov v bioloskih vzorcih

Novejsi PEZ ne vsebujejo kromofornih skupin in kot taki ne absorbirajo, zato jih ne
moremo detektirati s klasi¢nimi tekocinsko kromatografskimi metodami visoke locljivosti
(HPLC) z UV detektorjem. Za detekcijo so potrebne metode kot je HPLC, vezan z masnim
spektrometrom. Mozna je tudi derivatizacija spojin, ki nato omogoc¢i detekcijo S

fluorescen¢nim ali UV detektorjem.
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1.4.1. Pogosto uporabljeni reagenti za derivatizacijo novejsih antiepileptikov

Benzofurazani (NBD-X)

Halogenobenzofurazani reagirajo s primarnimi in sekundarnimi amini pri temperaturi 50-
60°C v alkalnih pogojih (slika 5). Uporabljata se kloriran in fluoriran derivat
benzofurazana. Reakcija s fluoriranim derivatom je priblizno desetkrat hitrejsa. Oba

reagenta se uporabljata za predkolonsko derivatizacijo (4).

R R
N N
O + R1\ / 2 O
S / N \N/
N H
N
X R\

Slika 5: Reakcije benzofurazanov
Derivati pridobljeni pri reakciji z NBD-X so bolj stabilni kot derivati pridobljeni s
pomocjo ortoftaldialdehida (OPA) in imajo man;j$i Sum kot derivati pridobljeni s pomocjo
9-fluorenilmetil kloroformata (FMOC-CI) (5, 6). Bahrami s sod. so razvili metode za
dolocCanje gabapentina in topiramata v ¢loveskem serumu s pomocjo derivatizacije z NBD-
Cl (7, 8). Olgun s sod. so razvili spektrofotometricno metodo za dolocanje vigabatrina v
tabletah s pomocjo derivatizacije z NBD-CI (9), Erturk s sod. pa metodo za dolocanje

vigabatrina v plazmi po derivatizaciji z NBD-CI (6).
9-fluorenilmetil kloroformat (FMOC)

FMOC se je najprej uporabljal kot zascita amino skupine med peptidno sintezo. Njegovi
derivati kazejo izjemno reaktivnost, obcutljivost in stabilnost. Reagira s primarnimi in
sekundarnimi amini (slika 6). Tezava pri uporabi FMOC je v tem, da Ze sam fluorescira in
posledi¢no povzroc¢i ve¢ji Sum na detektorju (4). Bahrami s sod. so derivatizacijo z njim

uporabili za dolocanje gabapentina in topiramata v serumu (5, 10).
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Slika 6: Reakcija FMOC s primarnim aminom
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Fluorescamin

Fluorescamin je reagent, ki sam po sebi ne fluorescira, toda po reakciji s primarnimi amini
nastane fluorescencen produkt. Pri sobni temperaturi reagira s primarnimi in sekundarnimi
amini v alkalnih pogojih (slika 7). Uporaben je predvsem za dolo¢anje primarnih aminov,
saj produkt s sekundarnimi amini ne fluorescira. Reagent se uporablja za predkolonsko in
postkolonsko derivatizacijo. Fluorescenéni derivati v vodnih raztopinah niso stabilni.
Obcutljivost detekcije je 2-5 krat manjsa kot pri derivatizaciji z OPA (4). Belal s sod. so
razvili metodo za dolo¢anje gabapentina in vigabatrina po derivatizaciji s fluorescaminom

v urinu in farmacevtskih oblikah (11).

RN

\ +RNH, + H,0 _— —<o0 + H
(0] -

\\ COOH

Slika 7: Reakcija fluorescamina s primarnim aminom
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O-ftalaldialdehid (OPA)

OPA se pogosto uporablja za derivatizacijo primarnih aminov in aminokislin (slika 8).
Reakcija poteka v alkalnem pH v prisotnosti alkiltiolov, kot je 2-merkaptoetanol. Reakcija
povzroCi nastanek visoko fluorescencnih izoindolnih derivatov. V mesanici boratnega
pufra (pH 6-8 za amine in pH 9,7-10 za aminokisline) potec¢e v dveh minutah. Tezava pri
reakcijah z OPA je v nestabilnih derivatih in tezko ponovljivih rezultatih. Za pridobitev
stabilnejSih derivatov se v postopek derivatizacije uvaja veliko sprememb (npr. izbira
drugacnega alkiltiola) (4). Vermeij s sod. so razvili metodo za doloCanje pregabalina,
gabapentina in vigabatrina v ¢loveskem serumu s pomocjo derivatizacije z OPA in 3-
merkaptopropionsko kislino (12). Razvili so tudi metodo, kjer so uporabili derivatizacijo z
OPA in N-acetil-L-cisteinom, kar je omogocilo analizo enantiomerov vigabatrina v

¢loveskem serumu (13).

|O SR'
R'SH —
+ RNH, -_— N—R
\

O

Slika 8: Reakcija OPA s primarnim aminom

5- (dimetilamino) naftalen-1-sulfonil klorid (DNS-CI)

Danzil klorid (DNS-CI) pod sibko alkalnimi pogoji reagira s sekundarnimi in primarnimi
amino skupinami (slika 9). Optimizirani Casi derivatizacije so med 30 in 120 minut.
Odvisni so od vrste amino skupine. DNS derivati so dokaj stabilni. DNS-CI se ve¢inoma
uporablja za predkolonsko derivatizacijo. Obcutljivost detekcije je primerljiva z derivati,
pridobljenimi z derivatizacijo z OPA (4). Mercolini s sod. so razvili metodo za hkratno

doloc¢anje vigabatrina, topiramata in gabapentina v plazmi po derivatizaciji z DNS-CI (14).
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Slika 9: Reakcija DNS-CI z aminom

1.4.2. Ostale metode za doloCanje novejsih antiepileptikov

Pogosto uporabljana metoda za dolocanje novejsih antiepileptikov je tekocinska
kromatografija, vezana z MS (masni spektrograf) detektorjem. Zaradi visoke specifi¢nosti
MS/MS metod popolna kromatografska lo¢ba analitov in bioloskega nosilca, iz katerih jih
pridobivamo, ni vedno potrebna (15). Slabosti omenjene metode sta visoka cena in
nedosegljivost potrebnih aparatur v analitskih laboratorijih. Analitika s pomoc¢jo masne
spektrometrije omogoca zelo nizko mejo detekcije in kvantifikacije, ve¢inoma v rangu
nekaj ng/mL. To za dolo¢anje PEZ ni bistvenega pomena, saj so njihove terapevtske
koncentracije pri odraslih v vec¢ini primerov visje od 1 pg/mL. Nizka meja kvantifikacije
nima smiselne uporabnosti pri razvoju analitskih metod za aplikacijo pri terapevtskem

spremljanju koncentracij zdravil (TDM).

Oertel s sod. so uporabili tekocinsko kromatografijo (LC) z MS s hidrofilnimi
interakcijami za doloCanje pregabalina, gabapentina in pregabalina v ¢loveskem serumu
(15). Nirogi s sod. so razvili metodo za dolocanje pregabalina s pomocjo kemijske
ionizacije pri atmosferskem tlaku, vezane z MS detektorjem. Dosegli so zelo nizko mejo
kvantifikacije pri 1 ng/mL (16). Matar je razvil metodo za dolocanje topiramata z LC-MS
tehniko, ki je bila uporabljena pri TDM (17).

Za dolocanje novejSih PEZ se uporabljajo tudi metode z derivatizacijskimi reagenti, ki

omogocajo UV detekcijo. Tak$ne metode so primerne za laboratorije, ki nimajo na voljo
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fluorescencnega detektorja. Zhu s sod. so razvili metodo za dolocanje gabapentina Vv
cloveski plazmi po derivatizaciji s fenilizotiocianatom (18). Jalalizadeh s sod. so kot
derivatizacijski reagent za doloCanje gabapentina uporabili 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen
(19).

1.5. Terapevtsko spremljanje koncentracij zdravil (TDM)

TDM (Therapeutic Drug Monitoring) je meritev in klini¢no spremljanje koncentracij
zdravil v telesu, navadno v serumu ali plazmi, ki dolo¢i individualno odmerjanje zdravila,
prilagojeno vsakemu pacientu posebej. Epilepsija je eno prvih obolenj, katerega uspesnost
zdravljenja se je izboljsala z uporabo TDM. Koncentracija u¢inkovine, ki jo dolo¢imo v
plazmi ali serumu, omogoca individualno odmerjanje zdravil in prilagoditev odmerka

specificnim zahtevam posameznika.

Razvoj analitskih metod je omogo¢il merjenje koncentracij zdravil v bioloskih vzorcih in
tako preucevanje povezave med odmerkom zdravila, njegovo koncentracijo in
farmakoloskim uc¢inkom. TDM je splosno sprejeta metoda za izboljSanje ucinkovitosti

zdravil, katerih uc¢inek bolje korelira s koncentracijo v telesu kot z odmerkom (20).

1.5.1. Smiselnost TDM

Potreba po TDM je v glavnem povezana s farmakokineti¢no variabilnostjo PEZ in tudi z

naravo epilepsije in njene terapije.
Za TDM se odlo¢amo, kadar u¢inkovine izkazujejo naslednje lastnosti:

e Velika interindividualna variabilnost v farmakokinetiki,

e intraindividualna variabilnost v kinetiki zaradi interakcij z drugimi zdravili,

e ugotovljen odnos med koncentracijo zdravila in terapevtskim ali toksi¢nim
ucinkom,

e 0zko terapevtsko referenéno obmogje,

e zdravilo naj bi delovalo reverzibilno brez razvoja tolerance,

e ucinkovalo naj bi samo zdravilo in ne njegovi metaboliti, razen ¢e te merimo,

e koncentracija nevezanega zdravila v krvi naj bi bila enaka koncentraciji v

mozganih (20).
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1.5.2. Uporabnost TDM pri doloCenih u¢inkovinah

Vigabatrin

Serumske koncentracije so znotraj Klini¢nega odmerjanja vigabatrina linearno odvisne od
odmerka. Pri pacientih z manjSim ledvicnim ocistkom je potrebno zniZanje, pri pacientih z
zveCanim ledvi¢nim o€istkom pa zviSanje odmerka zdravila. Vigabatrin se ne metabolizira
in se ne veze na serumske proteine. Interakcij, ki bi vplivale na farmakokinetiko zato ni

pricakovati.

Povezava med serumskimi koncentracijami in toksi¢nostjo $e ni bila ugotovljena. TDM pri
vigabatrinu zato ni zelo potreben, so pa meritve uporabne pri nadzoru sodelovanja bolnika
pri zdravljenju. Pri odmerkih med 1000 in 3000 mg naj bi bile serumske koncentracije med
0,8 — 36 ng/mL (21).

Topiramat

Topiramat se po zauzitju hitro absorbira. Najvisje serumske koncentracije nastopijo po eni

do stirih urah. 15 % uc¢inkovine se veze na serumske proteine in se slabo presnavlja.

Pri uporabi terapevtskih odmerkov je koncentracijski interval v krvi relativno S$irok.
Serumske koncentracije z istim odmerkom (mg/kg) so pri otrocih za 30 % nizje kot pri
odraslih. Pri pacientih s kreatininskim o¢istkom < 70 mL/minuto je odmerek potrebno
zmanjsati za 50 %. Pozornost je potrebna tudi pri pacientih z jetrno disfunkcijo, saj se
lahko ocistek topiramata zniza. PEZ, ki inducirajo encime lahko zmanjsajo plazemsko

koncentracijo topiramata za priblizno 50 %.

Serumska koncentracija topiramata je od odmerka linearno odvisna. Do sedaj je bilo
podano Siroko obmocje koncentracij z zelenim Kliniénim odzivom. Terapevtske
koncentracije topiramata so med 5 — 20 ug/mL. TDM topiramata se izvaja za doloCanje
optimalne referencne koncentracije za posameznika pri neuspehu predhodne terapije in v

povezavi z interakcijami z drugimi zdravili (22).
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Pregabalin

Absorpcija pregabalina je hitra in linearno povezana z odmerkom. Najvisje serumske
koncentracije dosezemo eno uro po peroralni administraciji. Na serumske proteine se ne

veze. Skozi ledvice se izlo¢a nespremenjen.

Vpliv starosti ali nose¢nosti na serumske koncentracije do danes $e nista bila raziskana.
Pregabalin ni podvrzen jetrnemu metabolizmu in ne inducira ali inhibira jetrnih encimov.

Prilagoditev odmerka je potencialno potrebna pri pacientih z ledvi¢no insuficienco.

Zaradi dejstva, da se pregabalin izlo¢a skozi ledvice, naj bi bila pomembnost TDM

relativno majhna. Koncentracijsko obmoc¢je pregabalina naj bi bilo med 2,8 — 8,2 ug/mL
(22).

Gabapentin

Gabapentin se iz prebavnega trakta absorbira hitro. Najvisje koncentracije v krvi doseze po
dveh do treh urah po peroralnem zauzitju. BioloSka uporabnost, ki je najmanj 60 % se s
soCasnim jemanjem doloCenih antacidov zmanjsa do 24 %. Absorpcijska kinetika je,
verjetno zaradi nasiCenosti transportnega sistema, odvisna od odmerka. Skozi ledvice se

izlo¢i nespremenjen. Na serumske proteine se ne veze.

Razmerje med koncentracijo v krvi in odmerkom se s starostjo pacienta pomembno
spremeni. Pri mlajsih otrocih (< 5 let) so potrebni priblizno 30 % vecji odmerki kot pri
starej$ih otrocih. Renalna insuficienca linearno zveca koncentracijo gabapentina. Primeren
je za paciente z jetrno disfunkcijo. Ne veZe se na proteine in se izlo¢i skozi ledvice. O
interakcijah z ostalimi PEZ $e ni podatkov. Cimetidin lahko zmanj$a njegov ledvic¢ni

ocistek, aluminijevi ter magnezijevi antacidi pa lahko zmanjsajo absorpcijo do 20 %.

Zaradi z odmerkom povezane absorpcijske kinetike je TDM gabapentina primeren po
spremembi odmerka in v primeru neuspesne terapije. Raziskav z merjenjem koncentracij v
telesu, ki bi se uporabile za TDM $e ni bilo navedenih. Pri pacientih s terapevtskimi

odmerki so njegove koncentracije med 12 — 20 ug/mL (22).

10
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2. Namen dela

V diplomski nalogi bomo razvili analitsko metodo za hkratno doloc¢anje plazemskih
koncentracij Stirih novej$ih antiepileptikov: vigabatrina, topiramata, pregabalina in
gabapentina. Pri razvoju metode si bomo pomagali z Ze objavljenimi metodami za

dolocanje teh spojin.

Preucevane ucinkovine so slabi kromofori, zato dolocanje v UV obmocju ni mozno.
Ucinkovine bomo derivatizirali z NBD-Cl, saj reagent tvori fluorescenc¢ne derivate tako s
primarnimi amini kot tudi s sulfamati. Analite bomo ekstrahirali z ekstrakcijo tekoce-
tekoc¢e (LL), oziroma na trdnih nosilcih (SPE). Ekstrahirane analite bomo kvantificirali s

HPLC z uporabo fluorescencénega detektorja.

Najprej bomo razvili metodo za dolo¢anje spojin v vodnih vzorcih. Med drugim bomo
dolocili optimalno sestavo mobilne faze. Ta nam mora zagotoviti dobro resolucijo nasih
analitov ter ustrezno kratke analitske ¢ase. V tem delu bomo razvili tudi optimalne pogoje
derivatizacije. Najve¢ji odziv na FLD bomo dosegli z optimizacijo ekscitacijske in

emisijske valovne dolzine. Analite bomo identificirali s pomoc¢jo masnega spektrografa.

Metodo, ki jo bomo razvili na vodnih vzorcih bomo prenesli na bioloske vzorce, kjer bomo
vzorce pred HPLC analizo ustrezno ocistili z ekstrakcijsko metodo. Metodo bomo ustrezno
prilagodili novim pogojem, nastalih zaradi ostalih snovi v plazmi, ki jih ne bomo uspeli

ocistiti pred postopkom derivatizacije.

Po razvoju ustrezne metode za plazemske vzorce bomo metodo validirali po smernicah
ameri$ke agencije za hrano in zdravila (FDA) (Food and Drug Administration). Dolo¢ili
bomo to¢nost, natan¢nost, ponovljivost, mejo kvantifikacije in dolocili stabilnost naSih

analitov. Ugotovili bomo ustreznost metode za uporabnost pri TDM.

11
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3. Materiali in metode

3.1. Materiali

3.1.1. Bioloski material

Uporabljali smo humano plazmo (antikoagulant EDTA), pridobljeno na Zavodu za

transfuzijsko medicino, Slajmerjeva ulica 6, 1000 Ljubljana.

3.1.2. Standardi

Vigabatrin, CgH11NO, M =129.157 g/mol, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija)
Topiramat, C;,H21NOgS, M = 339.363 g/mol, (Sequoia Research Products Ltd.,
Pangbourne, Zdruzeno kraljestvo)

Pregabalin, CgH17NO,, M = 159.23 g/mol, (Sequoia Research Products Ltd., Pangbourne,
Zdruzeno kraljestvo)

Gabapentin, CgHi7NO, M = 171.237 g/mol, (Sequoia Research Products Ltd.,
Pangbourne, Zdruzeno kraljestvo)

DL-norvalin, CsH;;NO, M = 117.15 g/mol, Sigma grade, (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemcija)

Izoniazid, CsH7N30, M = 137.139 g/mol, Fluka Analytical

DL-p-klorofenilalanin, CgH;oCINO,, M = 199.63 g/mol, (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemcija)

p-fluoro-DL-fenilalanin, CgHioFNO,, M = 183.18 g/mol, (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemcija)

Cikloheksil-D-alanin hidrat, CgH;7;NO, xH,O, M = 171.24 g/mol (anhidrid), (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Nemcija)

4-kloro-7-nitrobenzofurazan, C¢H,CIN3O3, M = 199,55 g/mol, (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Nemcija)
3.1.3. Reagenti in topila

Metanol CH3;OH M = 32,04 g/mol, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija)
Acetonitril C;H3N M = 41,05 g/mol, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija)
Borna kislina H3BO3 M = 61,83 g/mol, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija)
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Puferske raztopine pH =2, pH =3, pH =5,pH =6, pH =7, pH =9, pH = 10 (Kefolab,
Ljubljana, Slovenija)

85 % ortofosforna kislina H3PO4 M = 98, (Merck, Darmstadt, Nemcija)

Kalijev dihidrogen fosfat pro analysi KH,PO4 M=136,09 g/mol (Merck, Darmstadt,
Nemcija)

2 M amonijak v metanolu NH3, M = 17.03 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemc¢ija)

25% vodna raztopina amonijaka NH3, M = 17.03 (Merck, Darmstadt, Nem¢ija)

3.1.4. Naprave in pribor

HLADILNIK (LTH, Skofja Loka, Slovenija)
ZAMRZOVALNIK -20°C (Gorenje, Velenje, Slovenija)
TEHTNICA AG 245 (Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica)
TEHTNICA H 54 AR (Mettler, Greinfansee, Svica)

PH METER MA 5750 (Iskra, Kranj, Slovenija)

ELEKTROMAGNETNO MESALO HI 190M (Hanna instruments, Pévoa de Varzim,
Portugalska)

MESALNIK VIBROMIX 114EV (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)
ULTRAZVOCNA KADICKA SONIS 4 (Iskra, Kranj, Slovenija)

POLAVTOMATSKE PIPETE 2-20 pl, 20-200 pl in 200-1000 ul (Eppendorf research,

Hamburg, Nemcija)

MIKROCENTRIFUGIRKE 1,5 ml (Eppendorf research, Hamburg, Nemcija)
CELULOZNO ACETATNI FILTER 0,45 pm (Sartorius AG, Gottingen, Nemcija)
HPLC KOLONE

e Gemini C18 150 x 4,6 mm 5 pum, (Phenomenex, Torrance, Kalifornija, Zdruzene
drzave Amerike)
e Gemini C18 150 x 4,6 mm 3 um, (Phenomenex, Torrance, Kalifornija, Zdruzene

drzave Amerike)

13
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e Gemini C6 Phenyl 150 x 4,6 mm 5 um, (Phenomenex, Torrance, Kalifornija, Zdruzene

drzave Amerike)

HPLC PREDKOLONA Gemini C18 5 um, (Phenomenex, Torrance, Kalifornija, Zdruzene

drzave Amerike)

SPE KOLONE

e Strata X 33 um 60 mg/3 mL (Phenomenex, Torrance, Kalifornija, Zdruzene drzave
Amerike)

e Strata X-C 33 um 60 mg/3 mL (Phenomenex, Torrance, Kalifornija, Zdruzene drzave
Amerike)

e Qasis MCX 3 mL/60 mg (Waters, Milford Massachusetts Zdruzene drzave Amerike)

STEKLENI INVENTAR: merilne bucke, ¢ase, tehti¢i, merilni valji, viale, inserti za viale

OSTALI INVENTAR: spatule, nastavki za pipete, palcke za meSanje, Parafilm® M

HPLC SISTEM Agilent technologies 1100 series z UV in FLD detektorjem (Agilent

technologies, Santa Clara, Kalifornija, ZdruZene drzave Amerike)

TEKOCINSKI KROMATOGRAF 1290 Infinity z masnim detektorjem tipa trojni
kvadrupol Agilent 6460 (Agilent technologies, Santa Clara, Kalifornija, Zdruzene drzave
Amerike)

3.2. Metode

Pri razvoju ustreznih metod smo se soocali s Stevilnimi spremenljivkami, ki smo jih lahko
pri doloCanju nasih spojin optimirali. Spremembe smo lahko naredili v postopku
ekstrakcije vzorca, lahko smo spremenili postopek derivatizacije ali pa HPLC metodo.
Med razvijanjem HPLC metod smo preizkusili ve¢ razli¢nih kolon in na koncu izbrali
optimalno. Priprava nasih vzorcev je potekala tako, da smo najprej izvedli ekstrakcijo za
¢is¢enje pripravljenih plazemskih vzorcev, nato odpareli topilo, s katerim smo ekstrahirali
vzorce in nazadnje izvedli derivatizacijo nase spojine. Po derivatizaciji smo nekatere
derivate med razvojem metod centrifugirali in te vzorce injicirali na HPLC, ki nam je na

koncu podal rezultate v obliki kromatograma.
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3.2.1. Priprava osnovnih raztopin za razvoj metode

Osnovne vodne raztopine ucinkovin smo pripravili v 5 ml bucke. Pripravljene
koncentracije topiramata, pregabalina in gabapentina v raztopini so bile 200 pg/mL.
Koncentracija osnovne raztopine vigabatrina je bila 762 pg/mL. Osnovne raztopine
topiramata, pregabalina in gabapentina smo hranili v hladilniku pri 4°C. Osnovno
raztopino vigabatrina smo razdelili v 0,5 mL alikvote, ki smo jih shranjevali v

zamrzovalniku pri -20°C.

Osnovno raztopino NBD-CI s koncentracijo 10 mg/mL smo pripravili dnevno svezo,
raztopljeno v MeOH/ACN 50/50 (vol/vol).

3.2.2. Priprava pufrov

V razvoju metode smo uporabljali razne fosfatne in boratne pufre.
Priprava fosfatnih pufrov za mobilno fazo in spiranje SPE kolon

Priprava 10 mM fosfatnega pufra: 10 mM fosfatni pufer smo pripravili tako, da smo v 500

mL bucko dodali 337 pL ortofosforne kisline in dopolnili z vodo do 500 mL.

Priprava 50 mM fosfatnih pufrov pri pH 2, 4, 4,5, 1,8 in 3,0: Za pripravo teh fosfatnih
pufrov smo zatehtali 3,402 g KH,POy in dopolnili do 500 mL z vodo. Da smo dobili pufer
s pH 2,4 3,0 in 1,8, smo umerili pH meter med 2 in 3 s standardnimi puferskimi
raztopinami in nato naSo raztopino KH,PO, nakisali do Zzelenega pH s pomocjo
ortofosforne kisline. Za pripravo pufra s pH 4,5 smo 3,402 g KH,PO, dodali vodo v bucki
do 500 mL.

Za pripravo pufra s pH 5 in 6 smo pH meter umerili med 5 in 6 ter 100 mL alikvot
osnovne puferske raztopine titrirali z NaOH do zelenega pH. Te pufre smo uporabljali za
spiranje SPE kolon.

Priprava boratnih pufrov za postopek derivatizacije

Boratne pufre smo pripravljali v 100 mL bucki. Za pripravo 50 mM smo zatehtali 0,309 g
H3BO3 za 250 mM pa 1,544 g. Na ustrezno kalibriranem pH metru smo raztopine titrirali

do Zelenega pH z NaOH. Pripravljali smo raztopine s pH 9, 10 in 11.
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3.2.3. Razvoj metode za ekstrakcijo iz plazemskih vzorcev

Ekstrakcija tekoce-tekoce

Ekstrakcijo tekoce-tekoce smo izvedli tako, da smo 1 mL ¢loveske plazme dodali 5 pL
osnovne raztopine vigabatrina, pregabalina in gabapentina ter 40 pL standardne raztopine
topiramata. 1 mL te raztopine smo dodali 5 mL ekstrakcijskega topila. Ekstrahirali smo
ucinkovine iz plazme v organsko topilo. Po dodatku ekstrakcijskega topila smo vzorce 30 s
mesali na vortexu in nato 3 min centrifugirali pri 12000 g. Kot ekstrakcijska topila smo
preizkusili diklorometan (DKM), mesanico DKM in izopropanola (iPr), me$anico DKM in
acetona ter mesanico diklorometana in terc-butil metil etra (TBME). Topila smo izbrali na
podlagi ¢lankov, ki navajajo LL ekstrakcijo pri analitiki doloc¢anih spojin (8, 10, 16).
Poskusili smo Se s suSenjem organske faze z Na,SO, in z dodatkom 1 % TFA

(trifluorocetna kislina) v mesanico organskega topila in plazme.
Ekstrakcija na trdnih nosilcih

SPE nosilci, ki smo jih uporabili pri razvoju ekstrakcijskin metod delujejo tako, da
stacionarno fazo s kondicioniranjem in ekvilibriranjem aktiviramo. V fazi nanosa se med
ucinkovinami in stacionarno fazo tvorijo interakcije, ki omogocijo, da se ucinkovine
zadrzijo na stacionarni fazi. Z nosilca jih nato speremo z elucijskim topilom. Kolone, ki
smo jih uporabili so temeljile na lipofilnih interakcijah med nosilcem in u¢inkovino ali pa
na kationskih interakcijah. Kolone STRATA-X zadrzijo u¢inkovine na koloni z lipofilnimi
interakcijami, STRATA XC ter OASIS MCX pa s kationskimi in lipofilnimi interakcijami.

Plazemske vzorce smo pripravili tako, da smo 1 ali 0,5 mL odmrznjene plazme dodali 5 pL
standardne raztopine vigabatrina, pregabalina in gabapentina ter 40 pL standardne
raztopine topiramata. Ekstrakcijo smo zaceli z metodo za razvoj optimalne ekstrakcije, ki
je temeljila na pogojih, katere nam je podal racunalniski program: Strata Sample
Preparation Method Development Software Version 1.x 2005 Phenomenex Inc., v katerega

smo vnesli strukturne formule nasih spojin. Uporabljeni pogoji So opisani v metodi SPE 1:

Vzorce ki smo jih smo uporabili pri validaciji HPLC metode smo pripravili tako, da smo
500 pL plazme dodali 20 uL zmesi koncentracij u¢inkovin, ki so opisane v poglavju 3.3.1.

in 10 pL raztopine internega standarda. Raztopino smo 15 s mesali na vortexu in nato
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dodali 1 mL 0,1 M HCI. Po dodatku HCI smo vzorce ponovno 15 s mesali na vortexu. Taki
vzorci so bili pripravljeni za ekstrakcijo. Pri validaciji smo uporabili ekstrakcijo SPE 2.6

SPE1

SPE kolona: Strata X 60 mg/mL, strata-x polimerni RP nosilec
Kondicioniranje: 1 mL metanola

Ekvilibracija: 1 mL vode

Nanos vzorca: 1 mL plazme razred¢en z 1 mL vode

Spiranje: 1 mL vode

Elucija: 1 mL 1:1 metanol/acetonitril

Naslednjo uporabljeno metodo smo povzeli po ¢lanku, ki so ga objavili Mercolini s sod.
(14):

SPE 2

SPE kolona: Oasis MCX 60 mg/mL

Kondicioniranje: dvakrat po 2 mL

Ekvilibracija: dvakrat po 2 mL vode

Dodajanje vzorca: 500 puL plazme in 1 mL 0,1 M HCI

Spiranje: dvakrat 1 mL 0,1 M HCI in dvakrat 1 mL 50 mM fosfatni pufer pH = 5 in 50 pL
metanola

Elucija: 2 mL NH3:H,O:ACN (5:15:80)

Metodo SPE 2 smo modificirali na naslednje nacine:

SPE2.1

Spiranje vzorca smo povecali na 500 pL namesto 50 uL.
SPE 2.2
Spiranje vzorca smo povecali na 1 mL metanola namesto 50 pL.

SPE 2.3
Spiranje z 0,1 M HCI smo povecali na 3 mL.
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SPE2.4

Elucijo smo zmanjSali na 1 mL namesto dveh.

SPE 2.5

Za elucijo smo uporabili 2 M NH3 v metanolu in spirali z 1 mL H,O namesto metanola.
SPE 2.6

Za spiranje smo uporabili 1 mL H,O namesto metanola

Enako metodo kot SPE 2 smo uporabili Se s kolono STRATA XC (SPE 3) ter STRATA X
(SPE 4).

3.2.4. Susenje vzorcev

Vzorce smo susili s pomo¢jo Turbovapa v dusikovi atmosferi pri povisanem tlaku. Z vsako
spremenjeno elucijo ali spremenjeno organsko fazo se je spremenil ¢as suSenja naSih

vzorcev. Spremembe so podane v preglednici I.

Preglednica I: Cas susenja v odvisnosti od topila in tlaka N,

Topilo Cas susenja Tlak N,
5mLDKM:iPr1:1 30 min 2 bar 20 min, 5 bar 10 min
5 mL DKM 20 min 2 bar
5 mL DKM : aceton 1:2 45 min 2 bar 30 min, 5 bar 15 min
5 mL DKM : aceton 1:1 35 min 2 bar 20 min, 5 bar 15 min
5 mL TBME: DKM 4:1 30 min 2 bar
5mL TBME: DKM 1:1 30 min 2 bar
5mL TBME: DKM 1:1 30 min 2 bar
1 mL 1:1 MeOH/ACN 15 min 5 bar
2 mL NH3:H>,0:ACN 5:15:80 35 min 5 bar 20 min, 7 bar 15 min
2 mL 2M NH; v MeOH 30 min 5 bar

3.2.5. Derivatizacija u¢inkovin

Za osnovni postopek derivatizacije u¢inkovin smo si izbrali metodo, ki so jo uporabili
Bahrami s sod. (8). Po susenju vzorcev smo jim dodali 100 puL raztopine NBD-CI, 100 uL
diklorometana in 25 uL 50 mM boratnega pufra pri pH=10. Po 10 sekundnem mes$anju
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vzorcev na vortexu smo 200 pL vzorca prenesli iz steklenih epruvet za susenje v

mikrocentrifugirke, v katerih je derivatizacija potekala 15 minut.

Pri optimizaciji metode smo poleg 50 mM uporabili §e¢ 250 mM boratni pufer s pH 9, 10 in
11.

Na koncu postopka smo raztopino centrifugirali 3 minute pri 12000 g ter 140 pL

supernatanta prenesli v inserte, ki smo jih vstavili v viale.

3.2.6. Izbor kolone na HPLC

Pri razvoju metode smo preizkusili tri razli¢ne kolone :
e Gemini C18 150 x 4,6 mm 5 um

e Gemini C18 150 x 4,6 mm 3 um

e Gemini C6 Phenyl 150 x 4,6 mm 5 pum

3.2.7. Izbor optimalnih pogojev HPLC analize

Kot organski del mobilne faze smo preizkusili acetonitril in metanol, kot vodni del mobilne
faze pa fosfatni pufer z razlicnimi pHji: 1,8 2,4 3,0 in 4,5. Pri pH 2,4 smo spreminjali tudi
pufersko mo¢. Pri tem pH smo uporabili 10 mM in 50 mM raztopino. Ostale pufre smo
pripravili kot 50 mM raztopino. Spreminjali smo pretok mobilne faze in odstotek organske
faze. Preverili smo tudi vpliv temperature na lo¢bo, metode smo izvedli s termostatiranjem
kolone na 45, 50 in 55°C.

3.2.8. Optimizacija pogojev fotopomnozevalke

Pri razvoju metode smo preizkusili detekcijo z ojacitvami fotopomnozevalke med

vrednostma 9 in 13.

3.2.9. Identifikacija derivatov

V potrditev predvidenega poteka reakcije derivatizacije smo derivate analizirali z masnim
spektrometrom. Vodni vzorec derivatov smo pripravili po optimiziranem postopku in
vzorec analizirali na HPLC s FLD z optimalno metodo za dolofanje koncentracije
derivatov. Spremenili smo le mobilno fazo in namesto fosfatnega pufra uporabili 50 mM
amonijev acetat. Vzorce derivatov, ki so se eluirali iz kolone, smo lo¢eno zbrali v viale in

jih uporabili za analize na masnem spektrometru. Uporabili smo tekocinski kromatograf
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1290 Infinity z masnim detektorjem tipa trojni kvadrupol Agilent 6460. VVzorce smo
direktno injicirali v masni spektrometer brez kolone in kot mobilno fazo uporabili ACN/50
mM amonijev acetat 1/1 (vol/vol). lonski izvor je bil elektrosprej pri atmosferskem tlaku in

negativnem nacinu ionizacije. Spektre vzorcev smo posneli v »full scan« nacinu.

3.2.10. Dolocanje ekscitacijske in emisijske valovne dolzine

Kot osnovo za ekscitacijsko in emisijsko valovno dolzino smo izbrali vrednosti, Ki so jih
pri derivatizaciji topiramata z NBD-CI uporabili Bahrami s sod. (8). Kot izhodno
ekscitacijsko valovno dolzino smo zato uporabili 470 nm. Bahrami sod. so uporabili

emisijsko valovno dolzino pri 537, mi smo uporabili 530 nm.

Za dolocanje optimalne ekscitacijske in emisijske valovne dolZzine smo posneli spektre
derivatiziranih uéinkovin tako, da smo z UV detektorjem posneli spekter ekscitacijskih

valovnih dolzin. Spekter emisijskih valovnih dolzin smo posneli s FLD detektorjem.

3.2.11. Izbira internega standarda

Izbirali smo med naslednjimi internimi standardi:

o Cikloheksil-D-alanin hidrat
e DL-norvalin

e DL-p-klorofenilalanin

e |zoniazid

e p-fluoro-DL-fenilalanin

e 2-fluoro-DL-fenilalanin
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3.3. Validacija HPLC metode

Za dokazovanje primernosti nase metode za uporabo na plazemskih vzorcih smo izvedli

validacijo na podlagi FDA standardov za validacijo bioanaliznih metod (23)

3.3.1. Priprava standardov za validacijo

Standarde za validacijo smo pripravili v mikrocentrifugirkah, razen interni standard.

Zatehte so prikazane v preglednici I1.

Preglednica Il: Zatehta standardnih raztopin

Spojina Masa (mg) Volumen (mL)
Vigabatrin 4,97 1
Topiramat 4,87 1
Pregabalin 5,02 1
Gabapentin 4,90 1

IS: DL-p-kloro-fenilalanin 1,90 5

Za postopek validacije smo pripravili osem koncentracij nasih spojin in tri koncentracije za
kontrolo kakovosti. Poleg osmih koncentracij smo analizirali $e vzorec brez dodatka nasih

uéinkovin.

Plazemske vzorce smo pripravili v plasti¢nih epruvetah. 500 pL plazme smo dodali 20 pL

zmesi nasih Stirih spojin v ustrezni koncentraciji ter 10 pL raztopine internega standarda.

Pripravili smo osnovno zmes naSih raztopin, ki je ustrezala koncentraciji 50 ug/mL
topiramata ter 40 ug/mL ostalih treh spojin. V osnovno meSanico smo dodali 125,75 uL
topiramata, 102,6 pL gabapentina, 99,6 uL pregabalina in 102 uL vigabatrina. Dodali smo
Se 70 uL vode, da smo imeli 500 uL osnovne raztopine (OR1), iz katere smo pripravili

nadaljnje red¢itve. Redcitve so prikazane v preglednici IV.
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Priprava osnovnih raztopin je opisana v preglednici Ill.

Preglednica I11: Priprava osnovnih raztopin

Koncentracija
_(ug/mL) Koncentracija Volumen Volumen H,0
vigabatrina, (ug/mL) oshovne (uL)
pregabalina, topiramata raztopine (uL) K
gabapentina
OR 3 1 1,25 40 uL OR2 360
OR 2 10 12,5 100 uL OR1 300

Preglednica I1V: Priprava standardnih koncentracij

Koncentracija
(ng/mL) vigabatrina, Koncentracija Volumen osnovne Volumen H,0
pregabalina, (ug/mL) topiramata raztopine (uL) (uL)
gabapentina
0 0 - -
OR3
0,5 0,625 50 50
0,75 0,9375 75 25
1 1,25 40 360
OR2
2,5 3,125 25 75
5 6,25 50 50
10 12,5 100 300
OR1
20 25 50 50
40 50 500 0

Na skrajni desni so zapisane vmesne redcitve, iz katerih smo redc¢ili nadaljnje vzorce.

Osnovne raztopine smo oznacili

koncentracije in sluzile za nadaljnjo pripravo le-teh.
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Priprava standardov za nadzor kakovosti je prikazana v preglednici V.

Preglednica V: Priprava QC standardov

Koncentracija QC
(ng/mL) Koncentracija QC .
vigabatrina, (ng/mL) POStOpekOr;dcenJa v V H,0
pregabalina, topiramata
gabapentina
Nizka QC
koncentracija 0,875 1,094 175 pL OR3 25
QN
Srednja QC
koncentracija 7,500 9,375 150 uL OR2 50
(Qm)
Visoka QC
koncentracija 30.00 37,50 150 uL OR1 50
(Qh)

3.3.2. Linearnost

Linearnost je sposobnost metode, da znotraj doloCenega intervala zagotavlja odzive
instrumenta, ki so sorazmerni s koncentracijo analizirane substance v vzorcu. Linearnost
preverimo s statisticno obdelavo analize standardov. Z dobljenimi rezultati dolo¢imo
regresijsko premico z metodo najmanjSe vsote kvadratov odstopanj. Premica ima enacbo y
=k - x + n, pri ¢emer je y intenziteta odziva, za kar smo izbrali povr§ino kromatografskih
vrhov, x koncentracija analita, n odsek na ordinati in k naklon premice. Korelacijo med
koncentracijo in odzivom podajamo s Pearsonovim koeficientom (R) oz. determinacijskim
koeficientom (R?). Dovoljena odstopanja pri koncentracijah vzorcev so 15 oziroma 20 %
pri limiti kvantifikacije. Za ugotavljanje linearnosti se priporoca vsaj 6 standardov in slepi
vzorec. Da metoda ustreza merilom FDA mora vsaj 75 % vzorcev ustrezati danim
zahtevam, oziroma najmanj Stiri od Sestih vzorcev pri razlicnih koncentracijah, ne

upostevajo¢ slepi vzorec (23).

3.3.3. Tocnost

Tocnost je sposobnost metode, da dolo¢i pravo vrednost oziroma da izmerjena vrednost
signifikantno ne odstopa od dejanske. Toc¢nost ugotavljamo s preverjanjem odzivov
standardov oziroma vzorcev znanih koncentracij. Iz odzivov s pomocjo enacbe umeritvene
krivulje izraunamo dolo¢eno koncentracijo in jo primerjamo z dejansko. IzraCunana

vrednost ne sme odstopati od dejanske za vec kot 15 %. Za toc¢ke blizu meje kvantifikacije
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je dovoljeno rahlo vecje odstopanje, do 20 %. To¢nost dolocamo s QC vzorci, kjer imamo
tri razli¢cne koncentracije QC vzorcev in pri vsakem pet ponovitev. Za zagotovitev tocnosti

mora biti odstopanje povprecne vrednosti manjSe od 15 %, oziroma 20 % pri meji
kvantifikacije (23).
3.3.4. Ponovljivost

Ponovljivost je sposobnost metode, da daje vedno enake rezultate pri istem homogenem
vzorcu. Ponovljivost bomo doloc¢ali s QC vzorci, Kjer smo vsak dan injicirali pet vzorcev
pri isti koncentraciji. Ovrednotimo jo s standardnim odmikom (SD) in koeficientom
variacije (CV) (%). Koeficient variacije ne sme odstopati za ve¢ kot 15 % in 20 % pri meji
kvantifikacije (23). Dolocili bomo znotrajdnevno ponovljivost in meddnevno ponovljivost

za tri dni.

3.3.5. Obmocje linearnosti

V analitiki poskusamo dosedi linearnost v celotnem obmodju, ki ga dolotamo. Ce

........

analita ni vec¢je od 20 %, je metoda linearna v celotnem dolo¢anem obmocju (23).

3.3.6. Meja kvantifikacije (LOQ)

Po FDA smernicah najnizja to¢ka v umeritveni premici ustreza meji kvantifikacije, kadar

ta ustreza naslednjim merilom:

oy

e e

to¢nost med 80 - 120 % (23).
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4. Rezultati

4.1. Ekstrakcija u¢inkovin

Ekstracija tekoce-tekoce

V poglavju 3.2.3 so opisana topila, ki smo jih uporabili pri poskusih LL ekstrakcije.
Izkoristek ekstrakcije smo dolocili iz razmerja odzivov ekstrahiranih vzorcev in vzorcev

iste koncentracije, ki jih nismo ekstrahirali.
V preglednici VI so opisani izkoristki ekstrakcije z razlicnimi organskimi topili.

Preglednica VI: Izkoristek ekstrakcije z razli¢nimi organskimi topil

Izkoristek ekstrakcije (%)

Poskus Vigabatrin | Topiramat Pregabalin Gabapentin)
CH.Cl,:iPr1:1 Mote¢ vrh | Motec vrh 46,21 40,70
Cfi%'zl\;;géil Moted vrh | Motet vrh 35,26 25,53

CH.Cl; - 57,34 - -

CHCl, : aceton 1:2 - - 30,20 38,35
CHCl, : aceton 1:1 - - 20,24 10,98
TBME: CH.Cl; 4:1 - 60,25 - -
TBME: CH.Cl; 1:1 - 70,85 - -
TBME: CH.CI, 1:4 - 40,56 - -
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Ekstrakcija na trdnih nosilcih

Izkoristki razlicnih SPE metod so opisani v preglednici VII. Podatkov o izkoristku
ekstrakcije za vse ucinkovine ob vseh razli¢nih ekstrakcijah nimamo na voljo, saj so bile
prekrite s koelucijo. Ob uporabi kon¢ne kromatografske metode bi ponekod lahko dobili

rezultate o izkoristkih ostalih analitov. Izkoristek ekstrakcije smo dolocili iz razmerja

odzivov ekstrahiranih vzorcev in vzorcev iste koncentracije, ki jih nismo ekstrahirali.

Preglednica VII: Izkoristek ekstrakcije na trdnih nosilcih

Izkoristek ekstrakcije

Metoda Vigabatrin Topiramat Pregabalin Gabapentin
SPE 1 - - 1,87 5,77
SPE 2 63,88 63,64 77,16 101,85
SPE 3 - - 58,42 44,09
SPE 4 74,37 28,06 81,16 73,42
SPE 2.1 - - 88,17 87,28
SPE 2.2 - - 129,09 89,38
SPE 2.3 - - 84,30 69,41
SPE 24 - - 23,41 13,47
SPE 2.5 76,64 180,72 75,233 75,87
SPE 2.6 71,11 84,64 97,17 96,69

4.2. Derivatizacija u¢inkovin

Osnovni postopek derivatizacije, opisan v poglavju 3.2.5 smo prilagodili za uporabo
dolo¢anih analitov. V postopku optimizacije smo preizkusili postopek derivatizacije z
uporabo boratnega pufra pri pH 9, 10 in 11. Med pH 9 in 10 ni bilo razlike. Pri pH 11 je v
mesanici nastala oborina, ki je bila preve¢ moteca za nadaljnjo analizo s HPLC. Molarnost
pufra smo kasneje spremenili na 250 mM, saj smo tako dosegli boljsi obseg derivatizacije
po ekstrakciji na trdnih nosilcih, kjer smo za spiranje kolone uporabljali 0,1 M HCI. Za
uspesno derivatizacijo potrebujemo alkalne pogoje. Vecja molarnost alkalnega pufra je

uspesneje naalkalila naSo derivatizacijsko raztopino, ¢e so ob eluciji ucinkovin s SPE
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kolone $e bili prisotni ostanki HCl. Ko smo razvijali metode HPLC smo odkrili, da
uporaba DKM kot derivatizacijskega topila razvlece vrhove vigabatrina. Zato smo namesto

100 uL. DKM uporabili 100 uL mesanice acetonitril in metanol v razmerju 1:1 (vol/vol).

Postopku derivatizacije smo na koncu dodali 3 minutno centrifugiranje pri 12000 g pri
T=8°C. S tem smo odstranili oborino, ki je nastala med derivatizacijo, najverjetneje boratni
pufer. Oborino smo odstranili, da bi zas¢itili HPLC injektor in kolono pred zamasitvijo

zaradi nedistot.

Optimalni pogoji derivatizacije: posusenim vzorcem smo dodali 100 uL raztopine NBD-CI
koncentracije 10 mg/mL, 100 uL ACN:MeOH v razmerju 1:1 (vol/vol) ter 25 uL 250 mM
H3BO3 s pH 10. Te pogoje smo uporabili tudi pri validaciji. MeSanico smo vorteksirali 30
sekund. Iz steklenih epruvet smo jo prenesli v mikrocentrifugirke z zamaski, ki so
onemogocile hlapenje topila. Vzorce smo derivatizirali 15 min pri 60°C na vodni kopeli.
Po kon¢anem postopku derivatizacije smo vzorce centrifugirali 3 minute pri 12000 g pri

8°C ter prenesli 140 pL vzorca v 180 uL inserte, ki smo jih vstavili v viale.

4.3. Dolocanje ekscitacijske in emisijske valovne dolZine

Na sliki 10 je prikazan spekter za dolocanje ekscitacijske valovne dolzine pregabalina, na

sliki 11 pa emisijski spekter. Spektri ostalih analitov so enaki.

| oAl FESE (113 mAl, - ) Ref=E.738 & 2444 of WIGAOO00005. [

mALl -
10—

200 200 400 500 GO0 nm

Slika 10: Ekscitacijski spekter valovnih dolZin derivata pregabalina
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Slika 11: Emisijski spekter valovnih dolZin derivata pregabalina

4.4. lzbira internega standarda

Optimalni interni standard smo izbrali tako, da smo ga dodali vzorcu na zacetku priprave
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le-tega. Njegova koncentracija je bila priblizno enaka koncentraciji nasih vzorcev. Kot

optimalen interni standard smo izbrali DL-p-klorofenilalanin, saj ¢asa analize na HPLC ni
bistveno podaljsal. Tudi eluiral se je kot zadnji, kar ga je lepo loc¢ilo od ostalih snovi,
prisotnih v plazmi. Ostale spojine so se eluirale ob istih ¢asih kot snovi iz plazme.

Cikloheksil-D-alanin hidrat se je eluiral 5 minut kasneje kot ostali analiti, torej bi nam kot

interni standard ¢as analize nepotrebno podaljsal.

4.5. Kromatografija

4.5.1. Izbira kolone

Kot optimalno kolono za izvajanje kromatografske locbe smo izbrali kolono Gemini C18

150 mm x 4,6 mm 5 um. Z njo smo dosegli ustrezno locbo dolo¢anih vrhov. Dolzina

metode z uporabo te kolone je bila okrog 10 minut.

4.5.2. Temperatura segrevanja kolone

Kot optimalno temperaturo smo uporabili 45°C, saj pri vi§jih temperaturah nismo dosegli

opaznih razlik v lo¢bi nasih analitov.
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4.5.3. Optimalna mobilna faza

V postopku razvoja kromatografske metode smo preizkusili veliko razliénih. Na koncu
smo se odlocili za gradientno, ki je omogocila relativno kratke analizne case in dobro
lo¢bo dolocanih vrhov. Vodni del mobilne faze je predstavljal 250 mM fosfatni pufer pri
pH = 4,5, kot organski del mobilne faze pa smo uporabili metanol. Metoda je predstavljena

v preglednici VIII.

Preglednica VII1: Gradient mobilne faze

Cas (min) % organske faze Pretok (mL/min) Tlak (bar)
0,00 50 1,3 145
5,00 50 1,3 145
5,10 56 1,3 132
15,00 56 1,3 132
15,10 50 1,3 145
18,00 50 1,3 145

4.5.4. Nastavitve ojacitve fotopomnozevalke

Za dosego priblizno enakomernih odzivov smo ¢asu elucije posameznih spojin prilagodili
ojacitve fotopomnozevalke. Pri ¢asu, ko se eluira topiramat, Smo ojacitev nastavili na 13,
medtem ko smo za ostale tri spojine potrebovali ojacitev 9. Le tako smo socasno izmerili
odziv za vse analite v celotnem koncentracijskem obmoc¢ju

Nastavitve ojacitve fotopomnozevalke v odvisnosti od ¢asa So predstavljene v preglednici
IX.

Preglednica IX: Ojaditve fotopomnoZevalke med potekom HPLC analize plazemskih vzorcev

Cas Ojacitev fotopomnozevalke
0 9

5,30 9

531 13

8,25 13

8,26 9

18,00 9
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4.5.5. Kromatografska lo¢ba nasih spojin.

S kon¢no optimizirano metodo so se vsi derivati NBD-CI eluirali v ¢asu do 11 minut.
Kromatogram plazemskega vzorca z analiti je prikazan na sliki 12. Slika prikazuje vrhove
derivatov vigabatrina, pregabalina in gabapentina koncentracije 20 ug/mL, topiramata pa
koncentracije 25 ug/mL. Spojine se eluirajo pri Casih, oznacenih v preglednici X. Na sliki

13 je prikazan kromatogram plazemskega vzorca brez analitov.

Preglednica X: Casi elucije analitov

Spojina Cas
Vigabatrin 3,205
Topiramat 7,825
Pregabalin 8,832
Gabapentin 9,759
Interni standard 10,302
e - R e e 0 o — — —— ——
FLD1 A, Ex=470, Em=535, TT (AED_HBDWAED _NBD_Z208VALZ 2010-08-22 17.06-800018-.0801.0)
L -
120-:
-
80—: @b
- g .":ZA‘
1 %@
a-
n-
o
-20—:
2 4 5 5 0 2 i
[4 O

Slika 12: Kromatogram derivatov z NBD-CI v plazemskem vzorcu
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FLD1 A, Ex=470, Em=535, TT (AED_NBDWWED_NBD_Z208VALZ 2010-09-22 17-06-500011-0101.0)

a

Slika 13: Kromatogram plazemskega vzorca brez analitov

4.6. ldentifikacija derivatov

V potrditev predvidenega poteka derivatizacije smo derivate analizirali na masnem
spektrometru. Vodne vzorce derivatov smo zbirali v viale na HPLC ob njihovem
retencijskem c¢asu. Zanimala nas je predvsem derivatizacija topiramata, saj v literaturi
nismo zasledili poteka reakcije NBD-CIl z sulfamatno skupino. Analiza na MS se v
fosfatnem pufru ne izvaja, zato smo kot vodno fazo izbrali 50 mM pufer amonijevega

acetata.

Reakcija vigabatrina z NBD-CI

Reakcija vigabatrina z NBD-CI je prikazana na sliki 14. Masni spekter pa na sliki 15.

Q 0
/\K\/J\O /\(\/H\O
/N\
o
~ /

N M=129,157
Cl

N T=60°C, pH=10

O N
= /

N e M=292,25
_ M=199,551 0N
N

0N

Slika 14: Reakcija vigabatrina z NBD-CI
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User Chromatograms

Fragmentor Voltage 135 Collision Energy 0 Ionization Mode  ESI

x10 2 [-ESI TIC Scan Frag=135.0V p1b1 vigabatrin 0001.d
T 1 P

0.8
0.6+
0.4

0.2

0l

0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.9
Counts (%) vs. Acquisition Time {min)

User Spectra

Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
135 0 Esi

x10 2 [-ESI Scan (0.293 min) Frag=135.0V p1b1 vigabatrin 0001.d
14 2250

0.84
0.6+

137.0
0.44

TR L b N A

Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 15: Masni spektrogram derivata vigabatrina

Ar
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600

Vrh z m/z  291,1 predstavlja derivat vigabatrina, ki bi ga pricakovali glede na naSe

predvidevanje o poteku reakcije. Dokazuje nam, da je reakcija res potekla na predviden

nadin.

Na sliki 16 so prikazani fragmentni produkti vrha z maso 291,1.

«10 1 |-ESI Produet lon (0.276 min) Frag=135.0V CID@15.0 (281.0 -> **) pib1 vigabatrin product 0001.d
al 185.8
7] 147.9

|

3 1683
2470 5558
e | H i

Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 16: Fragmentacija derivata NBD-CL z vigabatrinom
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Reakcija topiramata z NBD-CI

Reakcija topiramata z NBD-CI je prikazana na sliki 17.

o _
NP
N
N
cl /=
o
N \N/
— \
o)
— /
N
, M=199,551
N
-~ \
o~ N\ o
N4
A
/ \O
o0
o E—o) M=502,46
71\0‘\ o
M=339,36

Slika 17: Reakcija topiramata z NBD-ClI

Na sliki 18 je prikazan masni spektrogram topiramata, derivatiziranega z NBD-CI.

User Chromatograms

Fragmentor Voltage 135 Collision Energy 0 Ionization Mode  ESI

%10 2 [-ESI TIC Scan Frag=135.0V p1b3 topira fullscan poz 0009.d
1

0.84
0.6+
0.4

0.2

04

0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.9 3
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

User Spectra

Fragmentor Voltage Collision Energy Tonization Mode
135 o Esi

w10 2 |-ESI Scan (0.283 min) Frag=135.0V p1b3 topira fullscan poz 0009.d
1 5011

0.84
0.6
0.4

0.2 ||

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600
5 Counts (%) vs. Mass-to-Charge (miz)
Peak List

Slika 18: Masni spekter derivata topiramata z NBD-ClI

Derivatizacija je potekla po nacrtih, saj vrh z m/z 501,1 predstavlja derivat topiramata.
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Reakcija pregabalina z NBD-CI

Na sliki 19 je prikazana reakcija pregabalina z NBD-CI.

H,C CH, H,C CH,
OH OH
(o] (o]
HN" \M=150,226) HN
+ T=60°C, pH=10 N
_—
cl = \o
= /
N N
— \
o]
Nt M=322,32
=~/ N

N
’o/ \\OM—199,551

Slika 19: Reakcija pregabalina z NBD-CI
Na sliki 20 je prikazan masni spekter derivata pregabalina z NBD-CI.

User Chromatograms

Fragmentor Veltage 135 Collision Energy 0 Ionization Mode ESI

%10 2 |-ESI TIC Scan Frag=135.0V p1b2 pregabalin fulscan 0002.d
T

0.84
0.6+
0.44

0.2 | S

0

0204 0608 1 1.2 14 16 1.8 2 2224 26 28 3 3.2 3.4 3.6 3.8 4 4.2
Counts (%) vs, Acquisition Time (min)
User Spectra

Fragmentor Veltage Collision Energy Ienization Mode
135 1] Esi

x10 2 |-ESI Scan (1.465 min) Frag=135.0V p1b2 pregabalin fulscan 0002.d
14 211

0.8
0.6+
0.44

0.2
| 390.2

0 }= e B R e e ec SRS SRS S IR a4 g )
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)
Peak List

Slika 20: Masni spekter derivata pregabalina z NBD-CI
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Tudi tu nam je masni spekter potrdil predviden potek reakcije, in sicer je na$ analit
predstavlja vrh z m/z 321,1.

Na sliki 21 so prikazani fragmentni produkti vrha z m/z 321,1.

User Chromatograms

Fragmentor Yoltage 110 Collision Energy [} Tonization Mode ESI

%10 2 |-ESI TIC Product lon Frag=110.0V (** -> **) pregabalin_nbd__fullscan_tomez__PIScan_Phase2.d
T

0.8
0.6
0.4

0.2

0]

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

User Spectra

Fragmentor Voltage Collision Energy Teonization Mode
110 o Esi

%10 2 [-ESI Product lon:1 (0.441 min) Frag=110.0V (321.1 -= **) pregabalin_nbd__fullscan_tomaz__P|Sca..
1 321.0

0.84
0.6+
0.44

277.0
0.2

0.

60 80 100 120 140 150 180 200 220 240 =260 260 300 320
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)

[ S

Slika 21: Fragmentni produkti vrha m/z 321,1

Reakcija gabapentina z NBD-CI

Na sliki 22 je prikazana reakcija gabapentina z NBD-CI.

0]
O
(0]
o

N
| M=171,237
N
/
+ T=60°C, pH=10 /o
—_—
\
Cl N
N 1 M=33433
/
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\N/

ND
70/ \\é\/l—199,551

Slika 22: Reakcija gabapentina z NBD-CI
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Na sliki 23 je prikazan masni spekter derivata gabapentina z NBD-CI.

User Chromatograms
Fragmentor Veltage 135 Collision Energy [} Ionization Mede ESI
x10 1|-ESIEIC(319.1-366.6) Scan Frag=135.0V p1b4 gaba product 0015.d
741
5
54
44
34
24
14
0 ; ; ; ; ; ; ; ; ; :
01 02 0.3 04 05 06 07 08 0.9 7
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)
User Spectra
Fragmentor Veltage Collision Energy Tenization Mode
135 0 Esi

%10 2 |-ESI Sean (0.252 min) Frag=135.0V p1b4 gaba product 0015.d
14 333,

0.84
0.6
0.44

0.24
383,0

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 23: Masni spekter gabapentina z NBD-CI

Vrh z m/z 331,1 nam potrjuje predvidevanja o poteku reakcije gabapentina z NBD-CI.

4.7. Validacija HPLC metode

Validacijo smo izvedli v treh dneh. Iste vzorce smo vsak dan trikrat injicirali na HPLC in
iz povpre¢nih vrednosti dolocili umeritveno krivuljo, to¢nost in ponovljivost za vsak analit
posebej. Odebeljenih vrednosti v tabeli odzivov analitov pri izra¢unu umeritvene krivulje
nismo upostevali, saj bi upostevanje teh vrednosti povzrocilo preveliko odstopanje v
linearnosti. Standarde smo pripravili po opisu v poglavju 3.3.1. Za dolo¢anje umeritvene
premice z upostevanjem IS se namesto povrSine odziva analita kot osnova uporablja

razmerje med povrSino odziva analita in IS.

4.7.1. Linearnost

Linearnost smo doloc¢ali z umeritveno premico, s pomocjo katere smo izracunali teoreti¢ne
vrednosti koncentracij, ki bi jih morali dobiti glede na odziv analitov. Te izracunane
vrednosti smo primerjali z dejanskimi in dolo¢ili odstotek ujemanja izracunanih in

dejanskih vrednosti. Odzive analitov smo merili s povr$ino pod vrhom doloc¢anega analita.
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Vigabatrin

Odzivi derivata vigabatrina so opisani v preglednici XI. Odebeljenih rezultatov nismo

upostevali pri dolo¢anju umeritvene premice.

Preglednica XI: Odzivi derivata vigabatrina

Odziv analita (povrsina)
¢ (ug/mL) 1. dan 2. dan 3. dan
viga IS viga IS viga IS

0,00 0,00 194,20 0,00 169,10 0,00 114,87
0,50 11,60 190,55 8,93 163,97 6,63 120,00
0,75 15,50 186,00 11,93 159,30 10,50 123,63
1,00 18,70 144,10 16,30 161,30 13,30 121,40
2,50 47,75 142,55 40,53 156,03 34,53 130,03
5,00 99,05 201,40 74,30 158,40 64,10 126,77
10,00 247,35 184,20 172,10 163,33 147,77 135,10
20,00 451,20 187,65 339,03 159,00 278,17 118,10
40,00 805,20 175,90 618,87 159,03 530,13 140,00

Enacba premice brez upoStevanja IS Enacba premice z upoStevanjem IS

1. dan: y = 20,53x + 2,16, R” = 0.997 1. dan: y = 0,115x + 0,005, R? = 0,999

2. dan: y = 15,49x + 2,16, R? = 0,999 2.dan: y =0,97x + 0,011, R? = 0,999

3. dan: y = 13,35x + 0,75, R? = 0,999 3. dan: y = 0,094x + 0,016, R = 1,000
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Tocnost umeritvene premice vigabatrina je opisana v preglednici XII. Odebeljeni rezultati

odstopajo vec kot je dovoljeno po smernicah.

Preglednica XII: Toénosti odzivov derivata vigabatrina

Toc¢nost %
¢ (ug/mL) 1. dan 2. dan 3. dan
brez IS zIS brez IS zIS brez IS zIS
0,00 - - - - - -
0,50 113,02 96,24 115,33 89,45 99,35 82,42
0,75 86,67 90,14 84,08 87,61 97,38 96,86
1,00 80,59 107,89 91,25 92,56 94,00 98,75
2,50 88,85 114,37 99,07 102,24 101,21 105,66
5,00 94,41 84,40 93,13 94,12 94,89 103,73
10,00 - - 109,69 107,11 - -
20,00 109,38 104,07 - - 103,88 -
40,00 97,80 99,17 99,52 99,65 99,11 99,92

Metoda je vse dni ustrezala FDA zahtevam za dolocanje linearnosti.
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Topiramat

Odzivi derivatov topiramata so opisani v preglednici XIII. Odebeljenih rezultatov nismo

upostevali pri dolo¢anju umeritvene premice.

Preglednica XII1: Odzivi derivata topiramata

Odziv analita (povrsina)
¢ (ug/mL) 1. dan 2. dan 3. dan
topi IS topi IS topi IS
0 18,80 194,20 19,27 169,10 23,03 114,87
0,63 31,20 190,55 29,10 163,97 28,87 120,00
0,94 47,50 186,00 27,90 159,30 36,70 123,63
1,25 35,30 144,10 32,33 161,30 38,23 121,40
3,13 57,75 142,55 51,90 156,03 48,40 130,03
6,25 109,05 201,40 68,87 158,40 62,17 126,77
12,50 291,45 184,20 188,53 163,33 139,57 135,10
25,00 461,05 187,65 328,30 159,00 210,10 118,10
50,00 834,05 175,90 636,90 159,03 340,00 140,00
Enacba premice brez upoStevanja IS Enacba premice z upoStevanjem IS
1. dan: y = 16,54x + 19,10, R>= 0,998 1. dan:y =0,093x + 0,101, R? = 0,999
2. dan:y =12,40x + 19,48, R*= 0,999 2.dan:y=0,078x + 0,117, R2= 0,999
3.dan: y= 6,43x + 28,39, R2=0,994 3. dan: y =0,044x + 0,260, R? = 0,985
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Tocnost umeritvene premice topiramata je opisana v preglednici XIV. Odebeljeni rezultati

odstopajo vec kot je dovoljeno po smernicah.

Preglednica XIV: Toénosti odzivov derivata topiramata

Tocnost %
¢ (ug/mL) 1. dan 2. dan 3. dan
brez IS zIS brez IS zIS brez IS zIS

0 - - - - - -
0,63 116,99 107,65 124,18 124,30 -46,80 -63,44
0,94 183,13 177,03 72,46 79,68 101,17 93,05
1,25 78,33 123,81 82,95 85,72 95,31 102,42
3,13 74,77 104,71 83,69 88,51 89,66 82,28
6,25 87,02 75,85 - - 79,73 83,77
12,50 - - 109,09 106,40 138,19 139,99
25,00 106,90 101,48 99,64 99,89 - -
50,00 98,56 99,95 99,60 99,69 98,00 97,85

Metoda samo drugi dan ustreza zahtevam linearnosti metode
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Pregabalin

Odzivi derivatov pregabalina so opisani v preglednici XV. Odebeljenih rezultatov nismo

upostevali pri dolo¢anju umeritvene premice.

Preglednica XV: Odzivi derivata pregabalina

Odziv analita (povrsina)
¢ (ug/mL 1. dan 2. dan 3. dan
pregabalin IS pregabalin IS pregabalin IS

0,00 0,00 194,20 0,00 169,10 0,00 114,87
0,50 15,90 190,55 12,10 163,97 12,57 120,00
0,75 25,20 186,00 20,23 159,30 24,67 123,63
1,00 29,35 144,10 30,43 161,30 27,43 121,40
2,50 78,10 142,55 70,87 156,03 73,57 130,03
5,00 147,75 201,40 140,47 158,40 131,97 126,77
10,00 298,45 184,20 277,10 163,33 264,13 135,10
20,00 593,50 187,65 564,60 159,00 514,07 118,10
40,00 1210,35 175,90 1110,70 159,03 1079,40 140,00

Enacba premice brez upoStevanja IS Enacba premice z upoStevanjem IS

1. dan: y = 30,15x - 0,64, R>= 1,000 1. dan: y =0,169x + 0,000, R? = 0,998

2. dan: y=27,83x + 0,81, R2= 1,000 2.dan: y=0,175x + 0,001, R>= 1,000

3.dan:y =26,74x - 0,51, R2= 0,999 3. dan: y=0,192x + 0,043, R = 1,000
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Tocnost umeritvene premice pregabalina je opisana v preglednici XVI. Odebeljeni rezultati

odstopajo vec kot je dovoljeno po smernicah.

Preglednica XVI: To&nosti odzivov derivata pregabalina

Toc¢nost %
¢ (ug/mL 1. dan 2. dan 3. dan
brez IS zIS brez IS zIS brez IS zIS
0,00 - - - - - -
0,50 109,75 99,49 81,17 82,93 97,84 64,86
0,75 114,29 107,36 93,08 95,85 125,56 109,13
1,00 99,49 120,85 106,47 107,14 104,52 95,64
2,50 104,47 129,76 100,71 103,57 110,82 109,10
5,00 98,44 - 100,38 101,24 99,09 104,10
10,00 99,20 95,86 99,29 96,91 98,97 99,70
20,00 98,53 93,54 101,30 101,46 96,22 -
40,00 100,42 101,74 99,71 99,79 100,97 99,92

Metoda vse dni ustreza FDA zahtevam za dolo¢anje linearnosti.
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Gabapentin

Odzivi derivatov gabapentina so opisani v preglednici XVII. Odebeljenih rezultatov nismo

upostevali pri dolo¢anju umeritvene premice.

Preglednica XVI1I: Odzivi derivata gabapentina

Odziv analita (povrsina)
¢ (ug/mL 1. dan 2. dan 3. dan
gabapentin IS gabapentin IS gabapentin IS
0,00 0,00 194,20 0,00 169,10 0,00 114,87
0,50 13,20 190,55 11,23 163,97 14,03 120,00
0,75 16,40 186,00 21,20 159,30 18,93 123,63
1,00 29,00 144,10 25,70 161,30 22,10 121,40
2,50 69,85 142,55 59,50 156,03 56,80 130,03
5,00 128,35 201,40 119,90 158,40 110,97 126,77
10,00 270,40 184,20 246,63 163,33 226,33 135,10
20,00 536,55 187,65 497,57 159,00 465,27 118,10
40,00 1081,05 175,90 974,17 159,03 914,80 140,00

Enacba premice brez upostevanja IS

1. dan:y =27,02x - 1,09, R2= 1,000
2. dan: y =24,43x + 0,83, R2= 1,000
3. dan: y=22,92x + 0,16, R*= 1,000

Enacba premice z upoStevanjem IS

1. dan:y =0,152x - 0,016, R? = 0,998
2. dan: y=0,154x + 0,002, R>= 1,000
3.dan: y=0,163x + 0,031, R = 1,000
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Tocnost umeritvene premice gabapentina je opisana v preglednici XVIII. Odebeljeni

rezultati odstopajo vec kot je dovoljeno po smernicah.

Preglednica XVI1II: Toénosti odzivov derivata gabapentina

Toc¢nost %

¢ (ug/mL) 1. dan 2. dan 3. dan
brez IS zIS brez IS zIS brez IS zIS

0,00 - - - - - -

0,50 105,75 112,14 85,12 86,91 121,08 105,56
0,75 86,29 91,36 111,14 114,00 109,23 100,03
1,00 111,36 143,04 101,78 102,59 95,74 92,78
2,50 105,02 133,33 96,05 98,85 98,85 99,72
5,00 95,82 86,08 97,47 98,34 96,69 103,74
10,00 100,49 97,78 100,61 98,20 98,68 101,02
20,00 99,50 94,74 101,66 101,82 101,47 -

40,00 100,14 101,52 99,60 99,68 99,77 99,88

Metoda vse dni ustreza FDA zahtevam za dolocanje linearnosti.

4.7.2. ToCnost

Tocnost smo dolocali na podlagi smernic z zahtevo, da povpre¢na vrednost petih QC

vzorcev ne odstopa ve€ kot 15 % od predvidene oziroma 20 % pri meji kvantifikacije.
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Vigabatrin

V preglednici X1X so dolo¢ene to¢nosti na podlagi QC vzorcev brez upostevanja IS.

Preglednica XIX: To¢nost metode za dolo¢anje vigabatrina brez upostevanja IS

¢ (0,875 pg/mL)

¢ (7,50 pg/mL)

¢ (30,00 pg/mL)

1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan
7854 | 89,06 | 86,07 | 107,94 | 117,95 | 81,57 | 98,34 | 114,58 | 103,85
90,47 82,70 52,28 93,33 | 110,01 | 110,41 | 112,24 | 118,24 | 112,35
94,94 | 105,60 | 86,07 | 118,25 | 123,19 | 107,34 | 117,66 | 128,71 | 122,89
93,95 98,61 | 111,00 | 116,84 | 119,81 | 112,59 | 116,17 | 129,23 | 118,78
98,42 88,43 75,61 | 111,01 | 117,70 | 103,08 | 108,13 | 121,56 | 121,80
Povprecna vrednost
91,26 92,88 82,21 | 109,48 | 117,73 | 103,00 | 110,51 | 122,46 | 116,00

Tocnost za vigabatrin ni zadovoljiva samo pri analitiki v drugem dnevu, ko odstopata dve

povprecni vrednosti ve¢ kot 15 % pri srednjem in visokem QC vzorcu.

V preglednici XX je dolo¢ena to¢nost derivata vigabatrina z upostevanjem IS.

Preglednica XX: To¢nost metode za dolo¢anje vigabatrina z upo$tevanjem IS

¢ (0,875 pg/mL)

¢ (7,50 pug/mL)

¢ (30,00 pg/mL)

1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan

74,01 92,94 80,64 | 111,77 | 113,20 | 101,97 | 110,43 | 107,54 | 138,28
94,47 | 85,00 | 54,29 | 129,34 | 106,80 | 131,31 | 108,73 | 113,80 | 129,64
111,15 | 111,34 | 79,58 | 109,96 | 138,64 | 151,43 | 110,03 | 125,01 | 134,95
100,65 | 103,30 | 127,61 | 109,44 | 130,34 | 141,38 | 106,58 | 122,15 | 136,28
112,92 | 93,47 | 47,67 | 121,33 | 116,39 - 111,20 | 113,63 | 137,15

Povprecna vrednost
98,64 | 97,21 | 77,96 | 116,37 | 121,08 | 131,52 | 109,39 | 116,42 | 136,23

To¢nost metode z upostevanjem IS je primerna samo prvi dan.
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Topiramat

To¢nost metode za dolocanje topiramata na podlagi QC vzorcev brez upostevanja IS je

predstavljena v preglednici XXI.

Preglednica XXI: To¢nost metode za dolo¢anje topiramata brez upo$tevanja IS

¢ (1,09375 pg/mL) ¢ (9,375 pg/mL) ¢ (37,50 pg/mL)
1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan
111,30 | 81,42 82,41 | 124,84 | 131,83 | 85,88 | 106,25 | 199,84 | 119,55
98,67 91,41 65,66 88,38 | 138,98 | 162,53 | 164,02 | 208,24 | 173,88
131,74 | 98,98 98,63 | 174,28 | 159,09 | 151,07 | 160,50 | 219,26 | 223,99
140,34 | 131,67 | 87,46 | 159,24 | 180,39 | 155,30 | 196,04 | 221,99 | 195,42
135,23 | 105,03 | 108,73 | 142,81 | 171,84 | 135,28 | 144,28 | 206,75 | 214,29
Povprecna vrednost
123,45 | 101,70 | 88,58 | 137,91 | 156,43 | 138,01 | 154,22 | 211,22 | 186,09

Toc¢nost pri dolo¢anju topiramata ni ustrezna pri nobenem od treh dni.

Tocnost metode za doloCanje topiramata z upoStevanjem IS je predstavljena v preglednici

XXII.

Preglednica XXI1: To¢nost metode za dolo¢anje topiramata z upostevanjem IS

¢ (1,09375 pg/mL) ¢ (9,375 pg/mL) ¢ (37,50 pg/mL)
1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan
101,60 | 84,90 75,38 | 129,09 | 126,76 | 102,72 | 119,28 | 187,51 | 157,09
99,80 93,88 66,57 | 122,29 | 135,17 | 184,94 | 158,85 | 200,36 | 198,01
149,40 | 104,27 | 89,02 | 161,82 | 179,39 | 203,92 | 150,06 | 212,89 | 242,76
145,65 | 137,82 | 98,15 | 148,93 | 196,61 | 186,58 | 179,81 | 209,78 | 221,27
150,30 | 110,94 | 66,92 | 155,86 | 170,25 - 148,35 | 193,20 | 240,48
Povprec¢na vrednost
129,35 | 106,36 | 79,21 | 143,60 | 161,64 | 169,54 | 151,27 | 200,75 | 213,75

Tudi z upostevanjem IS to¢nost metode za doloCanje topiramata ne ustreza smernicam.
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Pregabalin

Toc¢nost metode za doloCanje pregabalina brez upostevanja IS je predstavljena na

preglednici XXIII.

Preglednica XXII1: To¢nost metode za dolo¢anje pregabalina brez uposStevanja IS

¢ (0,875 pg/mL) ¢ (7,50 ug/mL) ¢ (30,00 pg/mL)
1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan
112,68 | 92,23 | 118,87 | 95,49 97,13 99,84 93,76 94,90 | 100,19
117,73 | 102,17 | 86,96 | 94,33 | 94,70 | 9599 | 102,97 | 9565 | 93,37
96,36 94,61 | 109,25 | 96,42 98,28 92,29 | 105,32 | 99,65 99,48
102,19 | 85,47 | 112,31 | 100,37 | 84,58 | 103,59 | 101,82 | 101,74 | 100,53
96,36 | 82,29 | 101,82 | 102,89 | 96,75 | 87,99 | 94,64 | 100,39 | 94,84
Povprecna vrednost
105,06 | 91,35 | 105,84 | 97,90 94,29 95,94 99,70 98,47 97,36

Metoda za doloCanje brez upoStevanja IS vse dni ustreza smernicam za dolo¢anje tocnosti.

Toc¢nost metode za doloCanje pregabalina z upoStevanjem IS je predstavljena na

preglednici XXIIV.

Preglednica XXIV: : To¢nost metode za dolo¢anje pregabalina z upostevanjem IS

¢ (0,875 pg/mL) ¢ (7,50 ug/mL) ¢ (30,00 pg/mL)
1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan
98,01 | 9594 | 96,42 | 98,01 | 93,13 | 120,91 | 105,14 | 89,02 | 130,82
113,47 | 104,67 | 78,18 | 129,58 | 91,84 | 110,60 | 99,62 | 92,01 | 105,65
104,13 | 99,44 | 87,45 | 88,87 | 110,49 | 126,14 | 98,36 | 96,73 | 107,13
101,05 | 89,25 | 111,78 | 93,18 | 91,92 | 126,02 | 93,29 | 96,12 | 113,11
102,05 | 86,71 | 96,42 | 111,47 | 95,57 - 97,20 | 93,79 | 107,00
Povprec¢na vrednost
103,74 | 95,20 | 85,88 | 104,22 | 96,59 | 120,92 | 98,72 | 93,53 | 112,59

Metoda ustreza smernicam za dolocanje to¢nosti. Edino odstopanje je 3. dan pri srednji

koncentraciji.
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Gabapentin

Toc¢nost metode za doloCanje gabapentina brez upostevanja IS je predstavljena na

preglednici XXV.

Preglednica XXV: To¢nost metode za dolo¢anje gabapentina brez upostevanja IS

¢ (0,875 pg/mL) ¢ (7,50 pg/mL) ¢ (30,00 pg/mL)
1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan 1.dan 2.dan 3.dan
117,94 | 95,44 | 109,83 | 99,14 | 105,02 | 97,59 | 95,04 | 95,67 | 102,04
106,85 | 93,19 | 127,15 | 92,79 | 100,34 | 102,18 | 99,99 | 100,07 | 97,22
122,37 | 94,99 | 148,42 | 110,20 | 96,27 96,71 | 107,07 | 99,06 | 103,37
101,53 | 97,24 | 92,02 | 99,19 | 100,83 | 103,46 | 97,65 | 99,75 | 102,77
118,82 | 79,24 | 8064 | 97,05 | 97,52 | 100,09 | 92,70 | 97,29 | 96,93
Povprecna vrednost
113,50 | 92,02 | 111,61 | 99,67 | 100,00 | 100,00 | 98,49 98,37 | 100,59

Metoda vse dni ustreza smernicam za dolo¢anje to¢nosti.

Toc¢nost metode za dolocanje gabapentina z upoStevanjem IS je predstavljena na

preglednici XXVI.

Preglednica XXVI: To¢nost metode za dolo¢anje gabapentina z upostevanjem IS

¢ (0,875 pg/mL)

¢ (7,50 pg/mL)

€ (30,00 pg/mL)

ldan | 2dan | 3.dan | l.dan | 2.dan 3.dan l.dan | 2.dan 3.dan

113,20 | 99,36 | 95,44 | 102,73 | 100,70 | 120,291 | 106,72 | 89,75 | 134,8542
113,64 | 95,56 | 122,45 | 128,67 | 97,33 |119,8253 | 96,85 | 96,26 | 111,3377
145,92 | 99,91 | 127,27 | 102,54 | 108,25 | 134,5407 | 100,12 | 96,16 | 112,6654
110,80 | 101,63 | 98,11 | 92,97 | 109,59 |128,1015| 89,58 | 94,24 | 117,0286
138,86 | 83,56 | 47,15 | 106,15 | 96,34 - 95,33 | 90,90 | 112,5161

Povpre¢na vrednost

124,48 | 96,00 | 98,08 | 106,61 | 102,44 | 125,69 97,72 | 93,46 | 117,68
Metoda za doloCanje gabapentina z upoStevanjem IS ustreza smernicam za doloCanje

to¢nosti prva dva dni, tretji dan pa so odstopanja prevelika.
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4.7.3. Ponovljivost metode

Znotrajdnevna ponovljivost

Za doloc¢anje znotrajdnevne ponovljivosti smo uporabili podatke QC vzorcev drugega dne
validacije. Najnizjo koncentracijo bomo oznacili s Ql, srednjo s Qm in visoko s Qh.
Uporabili smo podatke 0 povrsini vrhov, iz katerih smo dolo¢il SD (standardni odklon) in
CV (koeficient variacije). Rezultati znotrajdnevne ponovljivosti metode za nase analite SO

podani v preglednici XXVII.

Preglednica XXVII: Znotrajdnevna ponovljivost metode

Ql Qm Qh

. CVv CVv Cv
Analit AVG | SD (%) AVG SD (%) AVG SD (%)

Vigabatrin | 1460 | 143} 98213934 | 573 | 411 57182| 30,05| 525

Topiramat | 33,60 | 6,25| 18,61 (212,28 | 28,21 | 13,29 [ 1023,12 | 44,60 | 4,36

Pregabalin | 2298 | 197 | 857 |197,54 | 11,69 | 592 | 822,82 | 2524 | 3,07

Gabapentin | 2044 | 162 | 7,.92(18406| 6,25| 3,39 | 721,80 | 13,59 | 1,88

Meddnevna ponovljivost

Meddnevno ponovljivost smo dolocili z uporabo QC vzorcev. NajniZjo koncentracijo
bomo oznacili z QI, srednjo z Qm in visoko z Qh. Uporabili smo vzorce vseh treh dni in z
uporabo povrSin odziva analitov dolocili povpre¢no vrednost, standardni odklon ter

koeficient variacije. Rezultati so predstavljeni v preglednici XXVIII.

Preglednica XXVI11: Meddnevna ponovljivost metode

Ql Qm Qh

. Ccv Ccv Cv
Analit AVG | SD (%) AVG SD (%) AVG SD (%)

Vigabatrin | 15,03 | 1,09 | 7,17 | 135,03 | 18,56 | 13,75 | 545,30 | 57,94 | 10,63

Topiramat | 35,70 | 1,41 | 4,14 | 159,63 | 17,14 | 10,73 | 748,73 | 194,08 | 25,92

Pregabalin | 25,40 | 0,52 | 2,05 | 208,60 | 3,61 | 1,73 |828,67| 21,04 | 2,54

Gabapentin | 22,10 | 0,85 | 3,87 | 183,23 | 4,68 | 2,55 | 72503 | 21,93 | 3,03
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4.7.4. 1zkoristek ekstrakcije

V preglednici XXIX so podani izkoristki ekstrakcije nasih analitov in internega standarda

za ekstrakcijsko metodo, uporabljeno pri validaciji.

Preglednica XXIX: Izkoristki ekstrakcije

Koncentracija . , : . . Interni
analitov Vigabatrin Topiramat Pregabalin | Gabapentin standard
1 ng/mL 73,57 53,41 98,15 96,67 85,36
10 pg/mL 71,11 84,64 97,17 96,68 105,06

4.7.5. Limita kvantifikacije (LOQ)

Kot limito kvantifikacije po FDA smernicah smo uporabili najnizjo koncentracijo iz

umeritvene krivulje, ki ustreza zahtevam, da je odstopanje v to¢nosti manjse od 20 %.

Pri vigabatrinu, pregabalinu in gabapentinu je bila ta vrednost 0,5 pg/mL. Pri dolo¢anju

limite kvantifikacije topiramata pa je najnizja koncentracija ustrezala zahtevam samo prvi

dan, ta koncentracija je 0,63 pug/mL, medtem ko je drugi dan zahtevam ustrezala

koncentracija analita pri 1,25 pg/mL, tretji dan pa koncentracija 0,94 ug/mL.

4.7.6. Stabilnost analitov

Pri doloc¢anju linearnosti metode smo iste vzorce analizirali v dveh zaporednih dneh

Povprecni odziv se je po tem, ko so vzorci stali ¢ez no€ povecal za 4 %.
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5. Razprava

V diplomski nalogi smo razvili analizno metodo z uporabo derivatizacijskega reagenta
NBD-Cl za dolo¢anje S$tirih novejsih antiepileptikov, ki ne absorbirajo UV svetlobe.
Metodo smo zeleli razviti za rutinsko uporabo v laboratoriju za TDM Kkaterekoli od
dolocanih §tirih u¢inkovin. V literaturi analizne metode, ki bi omogocila hkratno dolo¢anje
teh Stirih u¢inkovin nismo zasledili. Metoda je izkazala zadovoljive rezultate za doloCanje
vigabatrina, pregabalina in gabapentina. Za dolo¢anje topiramata se ni izkazala za
ustrezno. Z ustreznimi modifikacijami metode bi verjetno lahko dosegli ustrezne

validacijske podatke tudi za dolo¢anje topiramata.

5.1. Ekstrakcija

Ekstrakcija tekoce-tekoce

Z DKM smo dosegli uspesno ekstrakcijo topiramata iz plazme, a nismo uspeli ekstrahirati
ostalih spojin. Z uporabo acetona ali izopropanola v kombinaciji z DKM se je izboljsala
ekstrakcija pregabalina in gabapentina. Bahrami in sod. so uporabili za ekstrakcijo
gabapentina kombinacijo DKM in izopropanola skupaj s susenjem organske faze z Na,SO4
(10). Z uporabo te metode je bil izkoristek priblizno 35 % in pri retencijskem ¢asu
topiramata je bila vidna koelucija z vrhovi iz plazme. V nasem primeru je bila ekstrakcija
uspesnejSa brez uporabe Na,SO,4. Poskusi s TBME in DKM so bili ravno tako primerni
samo za ekstrakcijo topiramata. Nirogi s sod. so TBME in DKM uporabili za ekstrakcijo
pregabalina, a pri nas ta s temi topili ni bila uspes$na (16). Uporabili so kombinacijo TBME
in DKM z dodatkom 1% ortofosforne kisline. Slednjo smo nadomestili s TFA zaradi njene
boljse hlapnosti, saj bi nam prisotnost kisline po susenju vzorca ovirala derivatizacijo. Ob
dodatku TFA je bila ekstrakcija vseh spojin neuspesna, saj smo dobili dva vrhova v
kromatogramu, kjer smo imeli prej vrh topiramata, ostalih analitov pa nismo uspeli
detektirati.

Lipofilnost ekstrakcijskih topil glede na dielektricno konstanto poteka padajoce po
naslednjem vrstnem redu: TBME>DKM>Aceton=iPr. Nasi rezultati kazejo, da lipofilnejsa
topila omogocijo uspesno ekstrakcijo topiramata. Ob dodatku izopropanola ali acetona, ki
sta bolj hidrofilna, pa lahko ekstrahiramo $e pregabalin in gabapentin. Zal po tej metodi

ekstrahiramo tudi ostale snovi, prisotne v plazmi.
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Ekstrakcija na trdnih nosilcih

Za ekstrakcijo smo uporabili razlicne kolone. Vse ucinkovine smo lahko uspes$no
ekstrahirali z uporabo metod SPE 2, in 4. Podatkov za SPE 3 z optimizirano HPLC metodo
nimamo na voljo. Zaradi niZjih izkoristkov smo uporabo teh kolon namre¢ opustili, saj
nismo dosegli zadovoljivih izkoristkov ekstrakcije pregabalina in gabapentina. Z uporabo
kolone Strata-X smo dosegli ekstrakcijo vseh ucinkovin, vendar je bil izkoristek
ekstrakcije topiramata nizek. Pri ekstrakciji pregabalina in gabapentina so bile prisotne

koelucije.

Metodo SPE 2 smo poskusali optimizirati za ekstrakcijo nasih spojin. Nosilec stacionarne
faze je meSanega tipa, saj vsebuje tako reverznofazne kot tudi kationsko izmenjevalne
funkcionalne skupine. Z uporabo osnovne metode smo uspes$no ekstrahirali vigabatrin,
pregabalin in gabapentin. Za uspesno ckstrakcijo topiramata je bila potrebna nadaljnja

optimizacija.

Izvedli smo spremembe pri spiranju. Volumen HCI smo povecali na 3 mL. Spemenili smo
tudi volumen spiranja z MeOH. Ni¢ od tega ni povzrocilo bistvenih sprememb v odzivih.
Ko smo zmanj$ali volumen elucije, SO Se za priblizno 50 % zmanjsali odzivi analitov, zato
smo vztrajali pri eluciji z 2 mL. Za elucijo smo uporabili tudi metanolno raztopino
amoniaka, ki je zmanjSala Cas suSenja vzorcev. Vzorci pri uporabi tega eluenta niso
zgledali enako Cisto, saj so bili rumenkasti. Po optimizaciji metode na HPLC smo odkrili,
da za ustrezno Cistost vzorcev ne potrebujemo spiranja z metanolom. Po tej spremembi
smo lahko pri kromatografiji detektirali tudi topiramat. Namesto spiranja z metanolom smo
vzorce spirali z 1 mL H,0. Metodo SPE 2.6 smo uporabili tudi za ekstrakcijo pri validaciji.

Pri metodi SPE 2.6 smo pred elucijo sprali kolono z vodo namesto metanolom, kar nam je
lahko nekoliko podaljsalo ¢as suSenja nasih vzorcev pred derivatizacijo. Voda je bila
prisotna tudi v elucijski raztopini. Za dosego ponovljivejsih rezultatov pri analizi
topiramata bi lahko uporabili metanolno raztopino amoniaka. V primeru, da se nasi vzorci
niso ustrezno posusili je mozno, da je voda preprecila dobro derivatizacijo topiramata.

Neponovljivost rezultatov pri dolo¢anju topiramata je vidna pri postopku validacije.

Kot osnovo smo uporabili SPE, ki so ga uporabili Mercolini s sod. (14). Pri njihovi metodi
so uporabili za ekstrakcijo topiramata drugacno kolono kot za ekstrakcijo gabapentina in

vigabatrina. To pomeni, da so imeli za ekstrakcijo treh analitov dva razli¢na postopka, kar
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onemogoca socasno ekstrakcijo analitov iz vzorca. Za ekstrakcijo gabapentina in
vigabatrina so uporabili enako kolono kot mi (Oasis MCX), vendar je bila masa nosilca v
njihovem postopku 30 mg, v naSem pa 60 mg. Druga poglavitna razlika med postopkoma
je bila, da smo mi namesto spiranja z metanolom vzorec sprali z vodo. Posledi¢no se je

topiramat v fazi spiranja v na§em primeru zadrzal na nosilcu, v njihovem pa se je spral.

5.2. Derivatizacija

Kot derivatizacijski reagent smo izbrali NBD-CI, ker smo njegovo uporabo zasledili pri
treh od Stirih dolo€anih spojin. Bahrami s sod. so ga uporabili pri dolo¢anju gabapentina in
topiramata (7, 8). Za dolocanje gabapentina so NBD-CI uporabili Erturk s sod. (6). Na
podlagi njihovih rezultatov smo sklepali, da je mozno dolocati vse tri Spojine hkrati. Glede
na to, da ima pregabalin podobne lastnosti kot vigabatrin in gabapentin smo sklepali, da bo
derivatizacija potekla tudi z molekulo pregabalina. Derivati NBD-CI so stabilni, kar daje
taki derivatizaciji prednost pred metodami z uporabo OPA, kjer je ponavadi potrebno vse
vzorce pripravljati sproti, kot so to delali Chollet s sod. (24). V nasprotnem primeru
namre¢ pride do prevelikega razpada derivatov. Mercolini s sod. so uporabili danzil klorid,
s katerim bi bilo mozno izboljsati to¢nost metode pri dolo¢anju za topiramat (14). Ob
uporabi danzil klorida se bistveno podaljsa ¢as derivatizacije, saj reakcija poteka 30 do 120

minut, kar predstavlja veliko oviro pri rutinskem delu.

Pri izvajanju derivatizacije smo najprej uporabili metodo, ki so jo opisali Bahrami s sod.
(8). Ta metoda je bila optimizirana za derivatizacijo topiramata, zato smo jo vzeli kot
izhodisce. Pricakovali Smo slabse odzive derivatov topiramata, saj se NBD-CI navadno ne
uporablja za derivatizacijo sulfamatne skupine. Derivatizacija vseh spojin je uspes$no
potekla, a smo potem, ko smo kromatografsko metodo optimizirali za plazemske vzorce,
opazili razvleCene vrhove vigabatrina. Ko smo iste vzorce injicirali naslednji dan, so bili
vrhovi vigabatrina bistveno ozji. Sklepali smo, da nam je v tem ¢asu izhlapel DKM, ki je
bil uporabljen v prvotni metodi derivatizacije. Posledicno smo ga zamenjali s topilom, v
katerem smo raztopili NBD-CI. Ob zamenjavi DKM z ACN/MeOH 1/1 (vol/vol) ni prislo
do bistvene razlike pri vrhu topiramata, nasprotno pa se je razvlecenost vrhov vigabatrina

bistveno zmanjsala.
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5.3. Kromatografija

Razvita kromatografska metoda je zaradi hkratnega dolo¢anja 4 novejsih antiepileptikov
zelo kompleksna. Izokratske metode analize so se posledi¢no izkazale za neuspesSne.
Uporabili smo gradientno metodo s spreminjanjem odstotka organskega dela mobilne faze

in konstantnim pretokom.

Kljub temu, da bi lahko nase analite dolocali tudi v UV obmocju, saj derivati NBD-CI
absorbirajo UV svetlobo, smo izbrali fluorescenéno detekcijo. Ta nam je omogocila
izboljSane odzive topiramata pri niZjih koncentracijah. Z ojacitvijo fotopomnozevalke sSmo

lahko znizali mejo kvantifikacije v primerjavi z UV detekcijo istega analita.

Za izvajanje kromatografije smo uporabili Gemini C18 kolono s 5 pm delci. Ta kolona
nam je omogocila relativno kratek cas analize. Zadnji vrh, ki je predstavljal interni
standard se je eluiral ob ¢asu 10,3 minute. Razvoj metode smo zaceli z vodnimi vzorci, da
ne bi po nepotrebnem uporabljali plazme in tako omogo¢ili detekcijo analitov brez motecih
vrhov ostalih spojin, ki se eluirajo iz plazme. Pri razvoju metode z vodnimi vzorci smo
uporabljali izokratsko metodo za dolocanje vseh analiziranih spojin in dosegli zadovoljivo
lo¢bo. Ko smo metodo prenesli na plazemske vzorce, smo lahko z njo detektirali samo
pregabalin in gabapentin, ki sta se kot zadnji dve spojini eluirala iz plazemskih vzorcev. Tu
smo imeli mobilno fazo sestavljeno iz 60 % metanola in 40 % 50 mM fosfatnega pufra s
pH 2.,4. Ker s to metodo nismo dosegli ustrezne locbe vseh spojin, sSmo poskusili zmanjsati
odstotek organske mobilne faze. Ko smo odstotek organske faze zmanjsali na 50 %, smo
lahko uspesno detektirali vigabatrin, ki se je sedaj umestil med ve¢ vrhov, ki so izhajali iz
plazme. Poskusali smo $e s spremembo pH in ugotovili, da ob uporabi pufra s pH 4,5 lahko
detektiramo tudi topiramat, saj do koelucije, ki je prej zakrivala njegov vrh ni vec prislo. Z
nadaljnjim poskuSanjem smo odkrili, da potrebujemo nizek odstotek organske faze le prvih
5 minut, da lo¢imo vigabatrin. Kasneje lahko odstotek organske faze zvisamo, da
skrajSamo Cas analize. Uporabili smo spremembo iz 50 na 56 %, saj nam je to omogocilo
tudi dobro lo¢bo internega standarda od gabapentina. Pretok, ki smo ga uporabili na
zacetni metodi smo povecali z 1,2 na 1,3 mL, da smo skrajsali ¢as analize. Pri nasi metodi
so se vsi analiti loc¢ili v 11 minutah, kar je primerljivo z metodo Mercolini s sod., ki je
trajala 12 minut za 3 razli¢ne uc¢inkovine (14). Pri metodi, ki so jo razvili Vermeij s sod. za
dolocanje treh ucinkovin po derivatizaciji z OPA se je zadnji analit eluiral pri ¢asu 22

minut (12). Metode, ki so prilagojene dolo¢anju ene uéinkovine so ponavadi krajSe. Pri
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dolo¢anju gabapentina z NBD-C1 so Bahrami s sod. potrebovali 5,2 minut za lo¢bo analita

(8).

Za istocasno doloc¢anje vseh Sstirih spojin smo morali med analizo spreminjati ojacitev
fotopomnozevalke. To je bilo potrebno, ker je imel derivat topiramata za priblizno 16 Krat
nizji odziv od naSih ostalih analitov na fluorescencnem detektorju. ZviSanje ojacitve
fotopomnozevalke za eno enoto podvoji viSino odziva analita. Ob retencijskem casu

topiramata smo zato imeli ojacitev 13, pri retencijskem ¢asu ostalih analitov pa 9.

Kolono smo segrevali na temperaturo 45°C, saj tako nismo pospesili njene obrabe, do

katere lahko pride pri uporabi visokih temperatur, in ohranili ustrezno lo¢bo analitov.

Derivatizirane antiepileptike z NBD-Cl smo identificirali s pomocjo tekoCinske

kromatografije z masnim spektrometrom. Potrdili smo predviden potek reakcije.

5.4. Validacija HPLC metode

Validacijo smo ovrednotili s pomoc¢jo FDA smernic za dolocanje bioloskih vzorcev.

Izvedli pa smo teste za linearnost, to¢nost, ponovljivost ter za 12 urno stabilnost vzorcev.

5.4.1. Linearnost

Metoda je bila linearna v obmo¢ju med 0,5 do 40 pug/mL za vigabatrin, pregabalin in
gabapentin. Linearnost za topiramat smo ugotovljali v obmo¢ju od 0,63 - 50 ug/mL, a je
nismo uspeli potrditi. Rezultati so vse dni precej nihali in dolo¢anje linearnosti ni bilo

zanesljivo.

5.4.2. To¢nost

Pri dolo¢anju to¢nosti za vigabatrin, pregabalin in gabapentin brez upostevanja IS tocnost
ustreza FDA smernicam, po katerih naj bi povpreéna vrednost to¢nosti QC vzorcev
odstopala za manj kot 15 %, pri meji kvantifikacije pa manj kot 20 %. Pri dolocanju
to¢nosti z upostevanjem IS tretji dan toCnost ne ustreza smernicam. Vzrok za slabSo
to¢nost vigabatrina z upostevanjem IS je lahko tudi relativno nizek volumen IS (10 pl), ki
smo ga dodajali k vzorcu. NiZji volumni so lahko slabse ponovljivi in to¢ni. Zato bi bilo

smiselno za bodoce delo volumen IS povecati na 20 pl.
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Pri dolo¢anju to¢nosti metode za doloCanje topiramata smo z ali brez upostevanja IS imeli
velika odstopanja od pri¢akovanih rezultatov. Bahrami s sod. so pri metodi z istim
derivatizacijskim reagentom dosegli to¢nost, ki ni odstopala ve¢ kot 10 % (8). Uporabili so
LL, mi pa SPE ekstrakcijo. To bi lahko bil eden od dejavnikov, zakaj so pri nas odstopanja
tako velika. Predvsem pri najvisjem QC vzorcu je bil odziv veckrat 200 % pricakovanega.
Mozno, da je do tega prislo zaradi nepopolnega susenja pri povisanem tlaku z N,. To
napako bi morda lahko odpravili, ¢e bi za elucijo pri ekstrakciji uporabili spojino, ki ne

vsebuje vode.

5.4.3. Ponovljivost

Pri dolocanju znotrajdnevne ponovljivosti metode se je metoda izkazala kot ponovljiva za

dolocanje vseh §tirih spojin.

Meddnevna ponovljivost je bila pri vseh analitih razen pri topiramatu znotraj zahtevanih

meja. Pri topiramatu je bilo odstopanje vecje od 15 % pri srednjem in visokem QC vzorcu.

5.4.4. Izkoristek ekstrakcije

Izkoristek ekstrakcije vigabatrina je med 71 do 73 %, izkoristek ekstrakcija pregabalina in
gabapentina med 96 in 98 %, izkoristek ekstrakcije internega standarda pa je med 85 in
105 %.

Najbolj problematicen je izkoristek ekstrakcije topiramata, Ki niha med 50 in 85 %.
Zanimivo je, da se je ob uporabi elucijskega topila, ki ne vsebuje vode izkoristek
ekstrakcije povecal za ve¢ kot 100 %. Na podlagi tega sklepamo, da prisotnost vode pri
derivatizaciji lahko vpliva na obseg derivatizacije topiramata z NBD-CI, ki bi lahko bila
prisotna v primeru nepopolno posusenega vzorca. lzkoristek ekstrakcije internega
standarda precej niha, kar nam lahko razlozi nekoliko slabse rezultate linearnosti pri

dolocanju le-te z upostevanjem internega standarda.

5.4.5. Limita kvantifikacije

Limita kvantifikacije, ki smo jo dolocili za vigabatrin, pregabalin in gabapentin je 0,5
ug/mL. To mejo bi lahko z uporabo vecje ojacitve fotopomnozevalke Se precej znizali, saj
smo odzive teh treh analitov z zmanj$ano ojacitvijo ob ¢asu njihove elucije prilagodili

jakosti odziva topiramata. Pri teh analitih smo uporabili ojaditev, ki da priblizno
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Sestnajstkrat nizje rezultate kot ojacitev, ki smo jo uporabili pri ¢asu elucije topiramata. Ta
limita kvantifikacije je primerljiva z ostalimi metodami, ki so Ze bile razvite z uporabo
istega ali drugih derivatizacijskih reagentov, saj so tam dosegali limite kvantifikacije med
0,05in 1 ug/mL (6, 12, 14, 25). To bi z ustrezno spremembo ojacitve fotopomnozevalke
lahko dosegli tudi mi. Metoda, ki so jo razvili Bahrami s sod. za dolo¢anje gabapentina je
imela LOQ pri 0,002 pg/mL (10), kar bi nam morda uspelo pri razvijanju metode,
specificne za gabapentin. V metodi, Ki so jo razvili Nirogi s sod. sega LOQ za doloc¢anje

pregabalina do 1 ng/mL, a je ta razvita s pomo¢jo masne spektrometrije (16).

Limita kvantifikacije za topiramat, ki smo jo dolo¢ili na dan z najboljSimi rezultati je 0,625
ng/mL. Bahrami s sod. so z istim derivatizacijskim reagentom dosegli limito kvantifikacije
0,01 pg/mL kar kaze, da je pri nas derivatizacija potekla nekoliko drugace kot pri njih (8).

Pri nas tak$na kvantifikacija ne bi bila mozna niti z vzorci brez ekstrakcije.
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6. Sklepi

V diplomski nalogi smo razvili enostavno in hitro HPLC metodo s fluorescen¢no detekcijo
za dolo¢anje Stirih novejSih antiepileptikov: vigabatrina, topiramata, pregabalina in
gabapentina. Metoda je primerljiva z ostalimi, podanimi v literaturi. Njena prednost je v
dolocanju stirih razli¢nih u¢inkovin hkrati. Primerna je za uporabo v vecini laboratorijev,
saj ne zahteva dragih analiz, kot je masna spektrometrija. Za uspe$no analizo je bilo
potrebno dolo¢ane uéinkovine derivatizirati, saj same ne absorbirajo svetlobe v UV ali
vidnem obmo¢ju. Derivatizacijo smo izvedli z NBD-CI, poteka namre¢ hitro in na
detektorju ne povzro¢a dodatnega Suma. Plazemske vzorce smo pred derivatizacijo odistili

z ekstrakcijo na trdnih nosilcih

Metodo smo validirali po FDA smernicah. Uspesno smo jo validirali za dolocanje
vigabatrina, pregabalina in gabapentina, kjer smo limite kvantifikacije dolo¢ili pri 0,5
ug/mL in linearno obmoc¢je med 0,5 in 40 pg/mL. Metoda je izkazala ustrezno
znotrajdnevno in meddnevno ponovljivost. Kon¢na razvita metoda je potekla v Casu 11

minut.

Tezave smo imeli pri validaciji metode za topiramat, saj tam nismo dosegli ustrezne
to¢nosti, linearnosti in ponovljivosti. Za to je moznih ve¢ vzrokov: slaba ekstrakcija,
neuspesna derivatizacija ali neuspes$no susSenje vzorca pred postopkom derivatizacije. Z
ustrezno modifikacijo postopka bi verjetno lahko dosegli ustrezne rezultate tudi za

dolocanje topiramata.

Metoda je uporabna za TDM pri vigabatrinu, pregabalinu in gabapentinu, saj je linearna v

.....

od 0,8 do 36 pg/mL. Nasa metoda v celoti pokriva to koncentracijsko obmocje.
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