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Povzetek

V diplomski nalogi smo s pomocjo tekocinske kromatografije visoke locljivosti razvili hitro in
enostavno metodo za analizo protiepilepticne ucinkovine lamotrigina in njegovih glavnih
neaktivnih metabolitov lamotrigin-2-N-glukuronida in lamotrigin-5-N-glukuronida v
plazemskih vzorcih. Analite smo detektirali z diodnim nizom (DAD), saj vsi trije v svoji
strukturi vsebujejo kromofore. Ustrezno locbo analitov smo dosegli s kolono Zorbax Eclipse
XDB-C8 (4,6 x 150) in izokratsko mobilno fazo, ki je bila sestavljena iz 76 % 25 mM
fostatnega pufra s pH 2,5 in 24 % metanola. Kot interni standard smo uporabili kloramfenikol.
Z DAD detektorjem smo izmerili najvi§je odzive pri valovni dolZini 220 nm. Pretok mobilne
faze je bil konstanten pri 1,6 mL/min, temperaturo kolone smo termostatirali na 50 °C, v

HPLC sistem pa smo injicirali 10 pL vzorca.

Proteine iz plazemskih vzorcev smo oborili z metanolom, izkoristek ekstrakcije je bil nad 85
lamotrigin linearna v obmoc¢ju med 0,1 in 20 pg/mL, za lamotrigin-2-N-glukuronid pa v
obmocju med 0,25 in 15 pg/mL. Meja dolo€ljivosti za lamotrigin je bila pri koncentraciji 0,1
pg/mL, za lamotrigin-2-N-glukuronid pa pri 0,25 pg/mL. Pri preucevanju postpreparativne
stabilnosti vzorcev smo ugotovili, da so le-ti stabilni najmanj 12 h, ob pogoju, da jih hranimo

v avtomatskem vzor¢evalniku pri temperaturi 4 °C. Metoda je izkazala tudi ustrezno tocnost in

evee

19,8 %.

Metoda je primerna za analizo plazemskih vzorcev bolnikov z epilepsijo, ki prejemajo

lamotrigin.

VI



Abstract

A rapid and simple high-performance liquid chromatographic (HPLC) method with diode
array detection (DAD) has been developed for the analysis of the antiepileptic agent
lamotrigine and its main inactive metabolites lamotrigine-2-N-glucuronide and lamotrigine-5-
N-glucuronide in plasma samples. The analytes were separated on a Zorbax Eclipse XDB-C8
(4,6 x 150) column in isocratic elution, using a mobile phase composed of a 25 mM, pH 2.5
phosphate buffer and methanol (76:24 v/v). Chloramphenicol was used as the internal
standard. The highest analyte responses were achieved with the DAD detector set at 220 nm.
The flow rate was set at 1.6 mL/min, the column was heated to 50 °C and the samples were

injected into the HPLC system by means of a 10 uL loop.

The plasma samples were treated with deproteinization by methanol with the extraction yields
above 85 % and precise (the coefficient of variation values never exceeded 9.67 %). Good
linearity was obtained in the 0.1 - 20 pg/mL range for lamotrigine and in the 0.25 - 15 pg/mL
range for lamotrigine-2-N-glucuronide. The lower limits of quantification at 0.1 pg/mL and
0.25 pg/mL were reached for lamotrigine and lamotrigine-2-N-glucuronide respectively.
Plasma samples were stable for at least 12 hours when stored in an autosampler at 4 °C. The
analytical method was successfully validated in terms of accuracy as well as precision. The
coefficient of variation values were lower than 13,3 % and 19,8 % for lamotrigine and

lamotrigine-2-N-glucuronide respectively.

The method has proven to be suitable for the analysis of plasma samples from epileptic

patients treated with lamotrigine.
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ILAE — Mednarodna Liga proti epilepsiji (International League Against Epilepsy)
PEZ — protiepilepti¢no zdravilo
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1. Uvod

1.1. Epilepsija

Izraz epilepsija zajema skupino nevroloskih motenj, ki se izraZzajo v obliki epilepticnih
napadov. Ti se pojavijo ob nenormalni aktivnosti nevronov v mozganih in predstavljajo znake
in simptome bolezni. Epilepsija prizadene 0,5 — 1 % populacije. Vzrok nastanka pogosto ni
dolocljiv, lahko pa se razvije kot posledica mozganskih okvar, kot so travma, kap, infekcija ali
rast tumorja. Diagnoza epilepsije je pogojena z dolgotrajno epilepticno mozgansko

aktivnostjo, en sam epilepti¢ni napad Se ne pomeni bolezni (1, 2).

Organizacija Mednarodna liga proti epilepsiji (ILAE) razvrs¢a epilepti¢ne napade po izvoru na
dve glavni skupini, in sicer na generalizirane napade in fokalne (ZariS¢ne) napade.
Generalizirani napadi izvirajo iz motnje v dolo¢enemu delu mozganov, ki se hitro razsiri in
zajame obe mozganski hemisferi. Pogosto pride do motnje ali izgube zavesti. Zari§¢ni napadi
so navadno omejeni in obi¢ajno zajemajo samo eno mozgansko hemisfero. Simptomi so
odvisni od predela mozganov, ki jih motnja zajame. KaZejo se v obliki miSi¢nih kontrakcij,

nenavadnih ¢utnih zaznavah in spremembah razpolozZenja in obnaSanja (1, 3, 4).

Preglednica I: Razvrstitev epilepti¢nih napadov po ILAE (4)

»  Generalizirani epilepti¢ni napadi:
o  toni¢ni — kloni¢ni napadi,
o absence:
= tipicne,
= atipiCne,
= s posebnimi lastnostmi:
e  miokloni¢ne absence,
e mioklonija vek,
o  miokloni¢ni napadi:
=  miokloni¢ni,
=  miokloni¢ni atipi¢ni,
= miokloni¢ni tipi¢ni,
o kloni¢ni napadi,
o tonicni napadi,
o  atoni¢ni napadi.

»  Fokalni (zari$¢ni) napadi, ki se opredelijo na podlagi specifi¢nih deskriptorjev, kot so npr. stanje zavesti in drugi.




Bostjan Piltaver — Diplomska naloga

1.2. Sodobno zdravljenje epilepsije

Osnovni cilj zdravljenja je preprecevanje epilepticnih napadov z enim samim (monoterapija)
protiepileptiénim zdravilom (PEZ) ali z racionalno kombinacijo PEZ z razli¢nim nacinom
delovanja, v enem ali dveh dnevnih odmerkih, brez nezelenih u¢inkov zdravila in ohranjeno
kakovostjo zivljenja. Odlocitev o izbiri zdravljenja naj bo individualna, upostevati moramo

starost bolnika, rodno obdobje pri Zenskah in so¢asno jemanje drugih zdravil (5).

PEZ uc¢inkujejo po treh glavnih mehanizmih:
= povecujejo ucinek y-aminomaslene kisline (GABE),
* inhibirajo natrijeve kanale,

* inhibirajo kalcijeve kanale.

Vecina jih deluje na ve¢ tar¢ hkrati in najveckrat ni znano, katera pot najbolj doprinese k

protiepilepticnemu ucinku.

1.2.1. Ojacanje u¢inka GABE

Nekatere spojine (fenobarbital in benzodiazepini) povecajo aktivacijo GABA, receptorjev,
vigabatrin ireverzibilno inhibira encim GABA transaminazo v astrocitih, ki je odgovoren za
inaktivacijo GABE, tiagabin pa preprecuje ponovni privzem GABE v celicah glije. Tako se

poveca njena ekstracelularna koncentracija in s tem inhibitorni uc¢inek.

1.2.2. Inhibicija natrijevih kanalov

Veliko PEZ vpliva na vzdraznost celicne membrane preko napetostno odvisnih natrijevih
kanalov, ki sodelujejo pri tvorbi akcijskega potenciala. Ob depolarizaciji nevrona se poveca
Stevilo natrijevih kanalov v neaktivirani obliki. Takrat se nanje vezejo PEZ in jim preprecujejo
vrnitev v osnovno stanje. Tako se zniZa Stevilo kanalov, ki so sposobni tvorbe akcijskih

potencialov.
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1.2.3. Inhibicija kalcijevih kanalov

Spojine, ki so ucinkovite proti absencam (valproat, klonazepam, etosuksimid), delujejo
zaviralno na T-tip napetostno odvisnih kalcijevih kanalov. Ti so pomembni pri dolo¢anju

ritmicne aktivnosti nevronov talamusa, ki sodelujejo ob napadih (1).

Med predstavnike 1. generacije PEZ spadajo fenitoin, karbamazepin, valproat, etosuksimid in
fenobarbital. Uporaba le-teh se opusca, saj so v zadnjem Casu razvili ve¢ novih PEZ, ki imajo
manj neZelenih u€inkov in tvorijo manj interakcij z drugimi zdravili. V 2. generacijo PEZ tako
uvr§Camo vigabatrin, gabapentin, lamotrigin, felbamat, tiagabin, topiramat, levetiracetam in

zonisamid (1).

1.3. Lamotrigin

Lamotrigin, [3,5-diamino-6-(2,3-diklorofenil)-1,2,4-triazin], je

novejSa protiepilepticna ucinkovina z molekulsko maso

HoN. _N._NH,
Il/ 3
N. =

256.091 g/mol. Uporablja se v monoterapiji zariS¢nih N R
epilepti¢nih napadov s sekundarno generalizacijo ali brez nje, |

lahko pa se uporablja tudi kot dodatno zdravilo. Njegovo Cl =
delovanje temelji na stabilizaciji presinapticne membrane Cl

preko zaviralnega ucinka na napetostno odvisne natrijeve
Slika 1: Lameotrigin
kanale ter inhibiciji sproS¢anja glutamata in aspartata (6, 9).
Lamotrigin je lipofilna Sibka baza in se po peroralni aplikaciji dobro absorbira. Metabolizira se
v jetrih z glukuronidacijo z uridin 5'-difosfat-glukuronozil transferazo (UGT1A4), ki se nahaja

v endoplazemskih retikulumih. Aktivni del encima je usmerjen v lumen.

HM. N, _NH,
[
M
N=" UGTIA4
Cl
l
Lamotrigin Lamotrigin-2N-glukuronid

Slika 2: Sinteza lamotrigin-2-N-glukuronida
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Glavni metabolit predstavlja neaktivni lamotrigin-2-N-glukuronid, nastajajo pa tudi drugi, npr.
lamotrigin-5-N-glukuronid, = 2-N-metil-lamotrigin  in
HoN__ N
lamotrigin-2-N-oksid, vendar ti nastopajo v zelo nizkih \‘T:r |N
M
koncentracijah (< 0,6 % od zacetnega odmerka). Dnevni {“#
odmerek ucinkovine je med 25 in 400 mg, odvisno od NH C|

soCasno uporabljenih zdravil. Lahko pa naraste tudi do

700 mg, ¢e ni soCasno apliciran tudi natrijev valproat.
Terapevtsko obmocje se giblje med 1 in 15 pg/ml,
Slika 3: Lamotrigin-5-N-glukuronid

odvisno od posameznika (6, 7, 10).

Absorpcija je hitra in linearno odvisna od odmerka, najvi§je plazemske koncentracije doseze v
3 urah po peroralni administraciji. Na serumske proteine se veze 56 % spojine. Razpolovni ¢as
lamotrigina pri monoterapiji se giblje med 22,8 in 37,4 h. Antiepileptiki, ki spodbujajo jetrne
encime (fenitoin, fenobarbital, karbamazepin), zniZajo razpolovni ¢as lamotrigina na 13,5-15
h. Soc¢asna uporaba valprojske kisline zniza obseg metabolizma lamotrigina, posledi¢no pa se
njegov razpolovni ¢as poveca na 48,3—59 h. Spojina ne vpliva na plazemske koncentracije
socasno uporabljenih protiepilepticnih zdravil, poveca se edino koncentracija karbamazepin-
10,11-epoksida, ki je glavni metabolit karbamazepina. Ob hkratnem jemanju nekaterih oralnih
kontraceptivov, ki spodbujajo delovanje UGT, se plazemske koncentracije lamotrigina znizajo

(7,8, 9).

Lamotrigin se ¢edalje ve¢ uporablja tudi pri nosecnicah z epilepsijo, Ceprav je malo znanega o
farmakokineti¢nih karakteristikah spojine med nosecnostjo. Skozi placento prehaja hitro in
neovirano, zato lahko sklepamo, da materina terapija vpliva tudi na plod. Plazemske
koncentracije novorojenca so 48 h po porodu enake materinim ob porodu. Proces
glukuronidacije pri novorojencih $e ni optimalno razvit, zato je tudi eliminacija lamotrigina
upocasnjena. Ocistek lamotrigina se med nosecnostjo zvisa za 330 % in ve¢, kar naj bi bilo
predvsem posledica povecane metaboli¢ne aktivnosti v jetrih. Po porodu se stanje hitro zopet

normalizira. Zato je smiselno spremljanje koncentracij pred, med in po nosecnosti, da je nivo

R



Bostjan Piltaver — Diplomska naloga

Stranski ucinki lamotrigina se najveckrat izrazajo v obliki omoti¢nosti, ataksije, somnolence,
glavobolov, slabosti, bruhanju, zamegljenem vidu in koznih izpu$cajih. Pojavnost slednjih

lahko znacilno poveca soCasna uporaba valproata (7).

1.4. Metode za dolocanje lamotrigina in njegovih metabolitov v bioloSkih

vzorcih

Ob enakih odmerkih prihaja med posameznimi pacienti do velikih razlik v plazemskih
koncentracijah lamotrigina. NajpogostejSi vzrok je soCasna uporaba ostalih protiepilepticnih
zdravil in farmakokineticne interakcije, ki se tvorijo med njimi. Pojavljajo se vedno nove
Studije, ki preucujejo povezavo med koncentracijo in ucinkom spojine ter vpliv ostalih
soCasno uporabljenih zdravil na farmakokinetiko lamotrigina. Za to so potrebne obcutljive in

specificne metode, ki hkrati omogocajo tudi kvantitativno ovrednotenje analitov (13).

Imunoloske metode so hitre, enostavne, specificne in obcutljive, vendar ne omogocajo analiz
ve¢ substanc hkrati, z reagenti pa lahko reagirajo tudi metaboliti. Produkt nastaja in vitro po
reakciji med tar¢no spojino in proti njej usmerjenim specificnim protitelesom. Kvantifikacija
je mozna na ve¢ nacinov, npr. z merjenjem fluorescence, Ce je protitelo oznaceno s
fluorokromom.  Poznamo  polarizacijsko  imunofluorescenéno  metodo  (FPIA),
kemiluminiscentno ~ imunoloSko  metodo z  uporabo  mikrodelcev = (CMIA),

imunoturbidimetri¢no metodo ali kvantitativni mikrosferi¢ni sistem (QMS) in druge.

Najpogosteje uporabljena separacijska metoda je tekocinska kromatografija visoke locljivosti
(HPLC). Slabosti metode so zahtevna priprava vzorcev, relativno veliki volumni vzorcev in

nizka uspesnost ekstrakcije (recovery) (6, 14, 15, 23).

Martinavarro-Dominguez in sodelavei so uporabili metodo micelarne tekocCinske
kromatografije (MLC), ki spada med RF-HPLC metode. Plazemske vzorce so injicirali
direktno, brez predhodne obdelave. Mobilna faza je bila sestavljena iz surfaktanta (npr.
natrijev dodecilsulfat — SDS) v koncentraciji nad kriticno micelarno koncentracijo. Pomembna
prednost MLC je zmoznost dolocanja analitov v fizioloskih vzorcih brez predhodne locbe
proteinov, ki so prisotni v vzorcih. SDS miceli kompetitivno vezejo proteine in tako sprostijo

na proteine vezane spojine. V primerjavi z drugimi so micelarne mobilne faze manj gorljive,
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cenejSe, biorazgradljive, niso toksi¢ne in lahko raztapljajo tako hidrofobne kot hidrofilne

analite (19).

Soons in sodelavci pa so razvili metodo za dolocevanje lamotrigina v vzorcih posusene krvi
(dried blood spots — DBS). Analizirali so obi¢ajne vzorce plazme (200 puL) in manjSe vzorce
(10 pL) ter primerjali njihove rezultate. Za DBS so uporabili papir Schleicher and Schuell (RC
55, 0,45 pm). Lamotrigin so ekstrahirali z diklorometanom pri pH 10,4 in dodali 3% 2-
propanola za optimizacijo ekstrakcije. Vzorce so nato posusili in rekonstituirali v mobilni fazi
ter jih nato analizirali na HPLC sistemu. Ugotovili so, da zmanjSanje volumna vzorca za
faktor 20 Se zmeraj daje sprejemljivo reproducibilnost. Koncentracije lamotrigina, ki so bile
doloc¢ene iz DBS, so dobro korelirale s plazemskimi. Metode z DBS so v primerjavi z ostalimi
zelo malo uporabljane, Ceprav prinasajo dolo¢ene prednosti. Vzorci so zelo majhnega

volumna, zato jih pacienti lahko pridobijo kar sami in jih nato posljejo na analizo (22).

Kombinirane metode tekocinske kromatografije (LC) z zaporedno vezanim masnim
spektrometrom (MS) omogocajo hkratno dolocanje ve¢ spojin, vkljuno z metaboliti, vendar
SirSo uporabo v klini¢nih laboratorijih omejujejo predvsem visoka cena instrumenta in
tehnoloske zahteve. Te metode so zelo specificne, obcutljive in selektivne, prav tako ni

potrebna predhodna derivatizacija.

Beck in sodelavci so razvili metodo za dolo¢evanje lamotrigina in njegovih metabolitov —
lamotrigin-2-N-glukuronida, 2-N-metil lamotrigina in lamotrigin-2-N-oksida — s pomo¢jo ESI
(lonizacija z razprSevanjem raztopin v elektriénem polju) in LC/MS. Proteine so oborili z
acetonitrilom, kromatografsko lo¢bo so dosegli z gradientno elucijo na RF-sistemu, dolocevali
pa so protonirane molekulske ione. Dosegli so mejo dolocljivosti 0,05 pmol/L. Z metodo so
analizirali 55 kliniénih vzorcev, ki so bili odvzeti pri pacientih, ki so se zdravili z
lamotriginom. V vseh vzorcih so dolocili lamotrigin in njegov 2-N-glukuronid, medtem ko 2-

N-metil lamotrigina in lamotrigin-2-N-oksida v vecini vzorcev niso zaznali (18).

Queiroz in sodelavci so uporabili metodo trdno-fazne mikroekstrakcije (SPME) s plinsko
kromatografijo (GC) za doloc¢evanje lamotrigina in Se nekaterih PEZ v plazmi. SPME je nova

tehnika priprave vzorca in vzorcenja, ki uporablja silikonska vlakna, ki so prekrita s primerno
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stacionarno fazo. Prednosti metode so eliminacija topil in majhni volumni vzorca, visoka

ucinkovitost in obcutljivost, hitrost in moznost avtomatizacije (17).

Wyszomirska in sodelavci so s pomocjo plinske kromatografije in denzitometrije dolocevali
lamotrigin v vzorcih mleka dojecih Zensk. Ekstrakcijo so izvedli z metilen kloridom iz bazi¢ne
raztopine. Vzorce so nato posusili in suhi ostanek raztopili v kloroformu. Analite so detektirali
s plamensko ionizacijskim detektorjem (FID). Dosegli so mejo zaznavnosti 0,2 ng pri GC in
0,2 pg pri denzitometriji. GC je bolj obcutljiva metoda, po drugi strani pa je metoda
denzitometrije dosti cenejSa in hitrejSa in je uporabna zlasti za hitre analize vecjega Stevila

vzorcev (20).

Gupta in sodelavei so razvili metodo za doloevanje nekaterih protiepilepticnih zdravil
(vklju€no z lamotriginom) v plazmi in urinu s pomocjo ion-selektivnih membranskih elektrod.
Metoda je preprosta in cenovno ugodna. Osnovo elektrode predstavlja polivinil kloridna
membrana, na katero so nanesli komplekse ionskih parov ucinkovina — tetrafenil borat ali
ucinkovina — fosfovolframova kislina. Detekcija temelji na meritvi Nernstovega potenciala,
meja zaznavnosti pa doseze vrednost 10”7 M. Membrane so stabilne do 4 tedne, selektivnost pa
je v veliki meri odvisna od uporabljenega plastifikatorja. V primerjavi s standardnimi postopki
se je metoda z ion-selektivnimi elektrodami izkazala za obcutljivo, zanesljivo in to¢no, brez

zahtevne priprave vzorcev (16).

Lancas in sodelavci so s pomocjo micelarne elektrokineticne kapilarne kromatografije
(MECC) razvili metodo za hkratno dolo¢evanje nekaterth PEZ v plazmi. Locitev spojin so
dosegli s spreminjanjem razli¢nih parametrov, kot so koncentracija SDS, sestava pufra, pH,
napetost, temperatura in notranji premer kapilare. Metodo so nato primerjali Se s HPLC in GC.
Rezultati so bili primerljivi, vseeno pa so z uporabo HPLC in GC dosegli nizje meje
zaznavnosti in dolo€ljivosti ter boljSo znotrajdnevno in meddnevno ponovljivost. Prednosti

MECC pa sta predvsem majhna poraba organskih topil ter dobra locljivost (21).
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1.5.

Terapevtsko spremljanje koncentracij zdravil (TDM)

TDM (Therapeutic Drug Monitoring) omogoca natan¢no spremljanje uporabe in delovanja

zdravila z namenom dolociti individualno odmerjanje zdravila, prilagojeno vsakemu pacientu

posebej. Z uporabo TDM se je ucinkovitost zdravljenja epilepsije povecala tako pri terapiji s

starejSimi kot novejSimi PEZ.

Uporabnost TDM pride Se posebej do izraza v naslednjih primerih:

po uvedbi zdravljenja za dolocitev individualne terapevtske koncentracije,

po spremembi odmerka zdravila, Se posebej Ce gre za nelinearno farmakokinetiko,

po neuspesni terapiji za ovrednotenje vzrokov (stranski ucinki, interakcije z drugimi
zdravili, sprememba farmakokineti¢nih lastnosti zaradi fizioloskih ali patoloskih stanj,
kot so nosecnost in starost, jetrna insuficienca, ledvi¢na insuficienca, bolezni
gastrointestinalnega trakta, ki vplivajo na absorpcijo...),

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

kadar u¢inkovina izkazuje ozko terapevtsko referencno obmocje,

kadar naj bi u¢inkovalo le zdravilo in ne njegovi metaboliti, razen ¢e te tudi merimo,
kadar naj bi bila koncentracija nevezanega zdravila v krvi enaka koncentraciji v
mozganih,

kadar naj bi zdravilo delovalo reverzibilno brez razvoja tolerance (24, 27).

Koncentracije PEZ se najpogosteje doloc¢ajo v plazmi ali serumu, lahko pa tudi v polni krvi,

cerebrospinalni tekocini, solzah, slini in tkivih. S TDM spremljamo tudi koncentracije

metabolitov. Metoda je uporabnejSa pri zdravilih, ki izkazujejo dobro korelacijo med njihovo

koncentracijo in uc¢inkom. Terapevtske koncentracije se tako doloCijo za vsakega pacienta

posebej in so definirane v obmo¢jih, v katerih ucinkovina preprecuje pojav epilepticnih

napadov brez izrazitih neZelenih ucinkov. Referencne koncentracije pa so definirane kot

koncentracije, v katerih je zdravljenje optimalno za vecino bolnikov. Dolo¢ene so s spodnjo

mejo, pod katero je terapevtski ucinek malo verjeten, in zgornjo mejo, nad katero so zelo

verjetni toksi¢ni ucinki (25, 26).
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Najpogosteje uporabljane metode za TDM so imunoloske metode, plinska kromatografija ter
HPLC z razli¢nimi detektorji (UV, ECD, FID, MS). 1z vidika stroskovne ucinkovitosti pa je
pomembno, da se TDM ne uporablja ob vsaki priloznosti, ampak samo takrat, ko je to klini¢no

pomembno (25).

Glavne prednosti TDM se kazejo v vecji ucinkovitosti zdravljenja epilepsije, hitrejsi dolocitvi
optimalne individualne koncentracije zdravila, manjsi pojavnosti in hitrej$i zaznavi stranskih

ucinkov zaradi predoziranja ter hitrejSem odkrivanju nezdruZzljivosti z drugimi zdravili (26).

1.5.1. TDM lamotrigina

Terapevtsko obmoc¢je lamotrigina ni to¢no doloceno zaradi velikih intraindividualnih razlik.
Vseeno pa so ocenili srednjo koncentracijo, pri kateri se pojavnost mese¢nih napadov zmanjsa
za najmanj 50 %. Ta naj bi bila 7,9 mg/L. Predlagali so tudi srednjo koncentracijo, pri kateri

se pojavijo od odmerka odvisni nezeleni ucinki, in sicer 16,0 mg/L.

Zelo pomembna je souporaba ostalih PEZ, ki zavirajo ali spodbujajo jetrne encime. Pri
mnogih pacientih so dosegli najboljSe rezultate zdravljenja Sele ob prekinitvi zdravljenja z
PEZ, ki inducirajo jetrne encime. Koncentracija lamotrigina se je povecala. Nasprotno je
potrebno ob uvedbi terapije z valproatom odmerke lamotrigina znizati. Glavna kriterija za

dolocitev odmerka pa sta vseeno pojavnost napadov in nezeleni ucinki (28).

Zaradi velikih interindividualnih odstopanj v razmerju med odmerkom in koncentracijo, zaradi
velikih vplivov soCasno uporabljenih zdravil in zaradi razlicnih fizioloSkih (nosecnost) ali
patoloSkih stanj (jetrna insuficienca), ki vplivajo na farmakokineticne in farmakodinamicne
lastnosti lamotrigina, uporaba TDM poveéa ucinkovitost in varnost zdravljenja. Se boljso
klini€éno uporabnost TDM v najvec¢ji meri omejuje pomanjkanje kakovostnih raziskav in
podatkov glede korelacije med plazemskimi koncentracijami zdravila in u¢inkom. V nekaterih
primerih pa jo omejujejo tudi pomanjkljivo poznavanje farmakokinetike in posledicno tudi

slabsa interpretacija dobljenih rezultatov (25, 28).
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2. Namen dela

V diplomski nalogi bomo razvili analizno metodo za hkratno dolocanje plazemskih
koncentracij protiepilepticne ucinkovine lamotrigina in njegovega glavnega metabolita —
lamotrigin-2-N-glukuronida. Z metodo bomo od ostalih komponent v plazmi ustrezno locili
tudi vrh lamotrigin-5-N-glukuronida. Pri razvoju metode si bomo pomagali z zZe objavljenimi

metodami.

Pred razvojem metode bomo biosintetizirali lamotriginova metabolita s pomocjo cloveSkih

jetrnih mikrosomov.

Za i1zhodis¢e bomo uporabili metodo po Saracinovi, ki je objavljena v ¢lanku z naslovom
»Rapid HPLC analysis of the antiepileptic lamotrigine and its metabolites in human plazma«
(7). Lamotrigin absorbira svetlobo v UV obmocju, zato bomo spojine detektirali z UV

detektorjem oziroma z diodnim nizom (DAD — diode array detection).

Metodo bomo najprej razvili na vodnih vzorcih. Izbrali bomo ustrezno kolono, interni standard
ter dolocili optimalno sestavo mobilne faze. Ta nam mora zagotavljati dobro resolucijo nasih
spojin ter ustrezno kratke analitske ¢ase. Metodo bomo nato prenesli na bioloske vzorce, ki jih
bomo pred analizo na HPLC sistemu ustrezno ocistili. Analite bomo ekstrahirali iz plazme z
metanolom, nato jih bomo centrifugirali in supernatante posuSili v duSikovi atmosferi pri
poviSanem tlaku. Nato jih bomo rekonstituirali v mobilni fazi in kvantificirali s HPLC
sistemom. Metodo bomo ustrezno prilagodili in optimizirali na podlagi sprememb zaradi

primesi v bioloskih vzorcih.

Na koncu bomo metodo validirali po smernicah ameriSke agencije za hrano in zdravila (FDA
— Food and Drug Administration). Dolo¢ili bomo toc¢nost, natan¢nost (znotrajdnevno in
meddnevno), obmocje linearnosti, mejo dolocljivosti, postpreparativno stabilnost in uspesnost
ekstrakcije (recovery). Metodo bomo tudi aplicirali na vzorce bolnikov z epilepsijo, ki

prejemajo lamotrigin.

10
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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

Lamotrigin, CoH7;CI,Ns; M = 256.091 g/mol (Sequoia Research Products Ltd., Pangbourne,

Zdruzeno kraljestvo).

Lamotrigin-2-N-glukuronid, C;sH;¢Cl,NsOg; M = 432.22 g/mol (Sussex Research, Ottawa,
Kanada).

Kloramfenikol, C;;H,CI,N,05; M = 323.132 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija).

Guanabenz acetat, CsHsCILN4CH3;COH; M = 291.14 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Nemcija).

Metformin, C4H;Ns; M = 129.16 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija).

3.1.3. Reagenti in topila

Metanol, CH;OH, Chromasol V*; M = 32,04 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nem¢&ija).
Acetonitril, C;H3;N, Chromasol V®; M = 41,05 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija).
Mravlji¢na kislina, HCOOH; M = 46,03 g/mol (Merck, Darmstadt, Nemcija).

Puferske raztopine pH = 2, pH = 3, pH =4, pH = 6, pH = 7 (Kefolab, Ljubljana, Slovenija).
85 % ortofosforna kislina, H;PO4; M = 98 g/mol (Merck, Darmstadt, Nemcija).

Ultracista voda, pridobljena z Milli Q — Advantage A10 (Millipore Corp., Billerica, MA);
specifi¢na upornost 18,2 MQcm, total organic carbon (TOC) 5.

11
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Kalijev dihidrogen fosfat pro analysi, KH,POs; M = 136,09 g/mol (Merck, Darmstadt,

Nemcija).

Trietilamin, CcH;sN; M = 101,19 g/mol (Merck, Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Nemcija).
3.1.4. Naprave in pribor

HLADILNIK (LTH, Skofja Loka, Slovenija).

ZAMRZOVALNIK -20 °C (Gorenje, Velenje, Slovenija).

ZAMRZOVALNIK -80 °C MDF-U50V (Sanyo Electric Biomedical, Japonska).
TEHTNICA AG 245 (Mettler Toledo, Schwarzenbach, gvica).

TEHTNICA H 54 AR (Mettler, Greinfansee, Svica).

PH METER MA 5750 (Iskra, Kranj, Slovenija).

TURBOVAP®LV (Caliper, Hopkinton-MA, ZDA).

LIOFILIZATOR LIO 2000 (Kambi¢, Semi¢, Slovenija).

ELEKTROMAGNETNO MESALO HI 190M (Hanna instruments, Povoa 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).

PLASTICNE EPRUVETE oziroma MIKROCENTRIFUGIRKE 1,5 ml (Eppendorf research,
Hamburg, Nemcija) in 2,0 mL (Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija).

CELULOZNO ACETATNI FILTER 0,45 um (Sartorius AG, Gottingen, Nemcija).

12
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STEKLENI INVENTAR: merilne bucke, CaSe, tehti¢i, merilni valji, viale, inserti za viale,

presesalna buca, lij za presesalno buco.
OSTALI INVENTAR: spatule, nastavki za pipete, pal¢ke za meSanje, Parafilm® M.

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

technologies, Santa Clara, Kalifornija, ZdruZene drzave Amerike).

HPLC kolone:

e Gemini C6 Phenyl 110, 150 x 4,6 mm 3p (Phenomenex, Torrance, Kalifornija,
ZdruzZene drzave Amerike),

e Chromolith Performance RP-8, 100 x 4,6 mm (Merck Chemicals, Darmstadt,
Nemcija),

e Zorbax Eclipse XDB-C8, 4,6 x 150 (Agilent technologies, Santa Clara, Kalifornija,
Zdruzene drzave Amerike).

e Onyx Monolithic Semi-PREP C18, 100 x 10 mm (Phenomenex, Torrance, Kalifornija,

Zdruzene drzave Amerike).

HPLC predkolone:

e Gemini C18 5 pm (Phenomenex, Torrance, Kalifornija, Zdruzene drZzave Amerike).

LC-MS/MS SISTEM Agilent 1290 Infinity LC in Agilent 6460 Triple Quadrupole Jetstream®
LC/MS (Agilent technologies, Santa Clara, Kalifornija, ZDA).

Kolona Kinetex C18, 50 x 2.1 nm, 2.6 pum (Phenomenex, Chesire, Velika Britanija).

3.2. Metode

Pri razvoju metode smo se soocali s Stevilnimi parametri, s katerimi smo vplivali na kon¢ne
rezultate naSih analitov. Metode smo tako lahko optimirali na nivoju priprave vzorca
(ekstrakcija, susenje) in kromatografije (sestava mobilne faze — pufri z razlicnimi vrednostmi
pH, razli¢na razmerja med vodno in organsko fazo, izokratske in gradientne mobilne faze,
razli¢ne stacionarne faze). Med razvijanjem HPLC metod smo preizkusili ve¢ razli¢nih kolon

in med njimi izbrali optimalno.

13
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3.2.1. Biosinteza glukuronidov lamotrigina

Reagenti:
A: 25 mM uridin 5'-difosfoglukuronska kislina (UDPGA),
B: 250 mM Tris-HCI, 40 mM MgCl,, 0125 mg/mL alameticin.

Sestava kon¢nega inkubata:
e 8 mL zmes (571,4 pL ¢loveskih jetrnih mikrosomov, 571 mL reagenta B, 1'714 mL
vode); to zmes smo za 15 min postavili na led, da je alameticin (sestavni del reagenta
B) na mikrosomih naredil pore za prehod lamotrigina v celice. Z niZjo temperaturo
smo tudi povecali stabilnost mikrosomov.
e 16,1 mL vode + 150 pL. 100 mM lamotrigina v DMSO,
o 588mLA.

Zacetna koncentracija lamotrigina v inkubatu je bila 0,5 mM. Inkubat smo nato postavili na
stresalnik in mu dodajali po 150 pL 100 mM lamotrigina v DMSO po 2, 4, 6 in 8 urah do
kon¢ne koncentracije lamotrigina 2,5 mM. Po 24 h smo reakcijo ustavili z dodatkom 7,5 mL
ledeno hladnega acetonitrila. To zmes smo nato pustili v zamrzovalniku 24 h pri temperaturi -
20 °C, nato pa smo jo centrifugirali 20 min pri 16000 g in temperaturi 4 °C. Supernatant smo
analizirali na LC-MS/MS za potrditev prisotnosti glukuronida, nato smo ga ocistili na

preparativni HPLC.
Za ¢iS¢enje smo uporabili sledeco metodo:

e kolona: Onyx Monolithic Semi-PREP C18 100 x 10 mm,
e predkolona: Monolithic C18,

e gradientna mobilna faza, sestavljena iz vode in metanola:

t (min) Delez metanola (%) Pretok (mL/min)
0 10 4
5,4 50 4
5,5 80 5
6,8 80 5
6,9 10 5
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e volumen injiciranja: 800 uL,
e nastavitev valovne dolzine detektorja: 220 nm,

e (Cas analize: 7,5 min.

Glukuronid se je eluiral ob ¢asu 4,3 min, zato smo zbirali frakcijo med 3,3 in 4,7 min. Zbrani
frakciji smo nato z rotacijskim uparjevalnikom odstranili organski del topila. Sledila je
liofilizacija vodnega vzorca. Vzorec smo susili 12 h pri temperaturi -20 °C in tlaku 0,001
mbar. Uporabili smo liofilizator LIO 2000. Suhi liofilizat smo nato raztopili v 2 mL raztopine
metanola in vode v volumskem razmerju 60:40 ter ga analizirali na LC-MS/MS sistemu.
Uporabili smo LC sistem Agilent 1290 Infinity. Analizo smo izvajali na koloni Kinetex C18
(50 x 2.1 mm, velikost delcev 5 pm). MF je bila sestavljena iz 0,1 % mravlji¢ne kisline in

acetonitrila. Obe topili smo pred analizo razplinjevali v ultrazvoc¢ni kadicki.
Uporabili smo sledeco metodo:

e gradientna mobilna faza:

t (min) DeleZ acetonitrila (%)
0 30
2 50
2,05 30

e volumen injiciranja: 5 pL,

e pretok mobilne faze: 0,5 mL/min.

Kot masni analizator smo uporabili sistem Agilent 6460 s trojnim kvadrupolnim MS/MS
analizatorjem. Za metodo ionizacije smo uporabili ionizacijo z razprSevanjem raztopin v
elektricnem polju oziroma elektrorazprSevalno ionizacijo — ESI. Slika 4 prikazuje masni

spekter liofilizata.
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Slika 4: Masni spekter liofilizata za potrditev prisotnosti glukuronida.

Dobili smo odziva z molekulskima masama 432 in 433, ki ustrezata lamotrigin-2-N-

glukuronidu in lamotrigin-5-N-glukuronidu. Tvorila sta se torej dva razli¢na glukuronida.

Glukuronida smo loc¢ili na analitski koloni Zorbax Eclipse XDB-C8 4,6 x 150, eluirala pa sta

se ob Casih 3,9 in 6,0 min. Zbirali smo frakciji med 3,5 in 4,3 min ter med 5,6 in 6,4 min.
Uporabili smo naslednjo metodo:

izokratska mobilna faza:

o 75 % vodni del: 25 mM fosfatni pufer, pH = 3'5,

o 25 % organski del: metanol,
e volumen injiciranja: 10 pL,
e pretok mobilne faze: 1,0 mL/min,
e nastavitev valovne dolZine detektorja: 220 nm,

e Cas analize: 7,0 min.
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Posamezni frakciji smo zbrali v viali in ju shranili v hladilniku pri 4 °C. Lo¢ena glukuronida
smo nato analizirali na LC-MS/MS sistemu. Sliki 5 in 6 prikazujeta masna spektra lamotrigin-
2-N in 5-N-glukuronida iz liofilizata. Slika 7 prikazuje masni spekter standarda za lamotrigin-

2-N-glukuronid.
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Slika 5: Masni spekter lamotrigin-2-N-glukuronida iz liofilizata (vrh pri 432,0).
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Slika 6: Masni spekter lamotrigin-5-N-glukuronida iz liofilizata (vrh pri 433,0).
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Slika 7: Masni spekter standarda lamotrigin-2-N-glukuronida (vrh pri 432,1).

3.2.2. Priprava osnovnih raztopin za razvoj metode

Osnovno raztopino lamotrigina smo pripravili v 2 mL mikrocentrifugirki. Priblizno 1 mg
ucinkovine smo najprej zatehtali v mikrocentrifugirki in jo raztopili v ustreznem volumnu
metanola do kon¢ne koncentracije 1 mg/mL. Raztopino smo hranili v hladilniku pri 4 °C.
Osnovno raztopino glukuronida smo pripravili tako, da smo suhi liofilizat, ki smo ga
biosintetizirali, raztopili v 2 mL zmesi metanola in vode v volumskem razmerju 60:40.
Raztopino smo hranili v zamrzovalniku pri -80 °C. Osnovne raztopine internih standardov
smo pripravili tako, da smo posamezne spojine zatehtali v 2 mL mikrocentrifugirke in jih
raztopili v ustreznih topilih do kon¢nih koncentracij 1 mg/mL. Hranili smo jih v hladilniku pri

4°C.
3.2.3. Priprava pufrov

Uporabljali smo fosfatne pufre pri pH 35, 6°0, 7°0, 2°5 in 3°0. Preizkusili smo tudi pufre z
dodatkom 0,17 % trietilamina pri pH 35, 6°0 in 7°0.
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Za pripravo 25 mM fosfatnih pufrov pri vrednostih pH 35, 3°0 in 2°5 smo na tehti¢ zatehtali
1,627 g KH,PO4. To maso smo nato kvantitativno prenesli v 500 mL merilno bucko in jo z
vodo dopolnili do oznake. Nato smo vsebino bucke prelili v ¢aSo in s pomo¢jo pH metra, ki
smo ga predhodno umerili s standardnimi puferskimi raztopinami, naso raztopino titrirali z
ortofosforno kislino do Zelenega pH. Za pripravo pufrov s pH 6°0 in 7°0 smo zatehtali 1,627 g
KH,POy, ga raztopili z vodo v 500 mL bucki do oznake in dodali 0,17 % TEA (850 uL). Nato
smo pH meter umerili med 6°0 in 7°0 in z ortofosforno kislino nakisali pufer do pH 7°0

oziroma 6°0.

3.2.4. Priprava plazemskih vzorcev za razvoj metode

Plazemske vzorce smo pripravili tako, da smo 165 pL plazme dodali 20 pL razredcene
osnovne raztopine lamotrigina, 15 pL razredCene osnovne raztopine liofilizata glukuronida ter
20 uL razredCene osnovne raztopine internega standarda. Raztopino smo nato mesali 15 s na
meSalu na ekscenter. Nato smo odvzeli alikvot 200 pL in mu dodali 600 pL ohlajenega
metanola ter ponovno meSali na meSalu na ekscenter 1 minuto. Vzorce smo nato pustili v
zamrzovalniku na -70 °C. Preizkusili smo razli¢ne Case obarjanja, in sicer po 0, 1, 3, 6 in 24
urah. Nato smo vzorce centrifugirali pri 16000 obratih/min na temperaturi 5 °C. Preizkusili
smo tudi vpliv centrifugiranja s €asi centrifugiranja 10, 15 in 20 min. Nato smo odvzeli 600
uL supernatanta ter ga posusili v dusikovi atmosferi pri povecanem tlaku. Postopek suSenja

prikazuje preglednica II. Suhi ostanek smo nato rekonstituirali v 100 pL mobilne faze.

Preglednica II: Postopek suSenja plazemskih vzorcev

Cas suSenja Tlak N,
10 min 1,5 psi 10,3 kPa
10 min 2,5 psi 17,2 kPa
10 min 3,5 psi 24,1 kPa
15 min 4,5 psi 31,0 kPa

3.2.5. Izbira internega standarda

Izbirali smo med naslednjimi internimi standardi:
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e guanabenz acetat,

metformin,

kloramfenikol,

nortriptilin,

melatonin,

citalopram,

BW725C78 (3,5-diamino-6-(2-metoksifenil)-1,2,4-triazin).

Interni standard smo izbirali po naslednjih kriterijih:
e dobra lo¢ba z vrhovi nasih analitov in komponentami plazme,
e ustrezen retencijski Cas, ki bi ¢im manj oziroma sploh ne bi vplival na analizni ¢as,

e dostopnost.

Tu smo uporabili gradientno metodo, mobilno fazo pa smo imeli na zacetku sestavljeno iz 75
% 25 mM fosfatnega pufra s pH 3,5 in 25 % metanola. Odstotek organske faze smo v ¢asu 4,1
min povecali na 45 % in ga vrnili na zafetno vrednost v ¢asu 7,6 min. Pretok mobilne faze je
znaSal 1'0 mL/min, temperatura termostata kolone je bila 30 °C, analizni ¢as pa je znaSal 11

min.
3.2.6. Razvoj kromatografije
Izbira kolone

Pri razvoju metode smo preizkusili tri razlicne kolone:
e Gemini C6 Phenyl 110 150 x 4,6 mm 3y,
e Chromolith Performance RP-8 100 x 4,6 mm,
e Zorbax Eclipse XDB-C8 4,6 x 150.

Pri1 1zbir1 kolone smo upostevali njen vpliv na dolZine analiznih ¢asov ter na resolucijo vrhov

preiskovanih analitov, internega standarda in komponent v plazmi.

Razvoj optimalne mobilne faze
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Kot vodni del mobilne faze smo uporabili fosfatni pufer pri razlicnih vrednostih pH in dveh
puferskih moceh. Preizkusili smo tudi razli¢ne pufre z dodatkom 0,17 % TEA. Lastnosti

preizkusenih pufrov prikazuje preglednica III.

Preglednica III: PreizkuSeni fosfatni pufri

Moc pufra pH pufra Dodatek 0,17 % TEA
25 mM 3,5;3,0; 2,5 ne
25 mM 3,5 da
0,45 mM 3,5;6,0; 7,0 da

Kot organski del smo v vseh primerih uporabili metanol. Spreminjali smo razmerje med
organsko in vodno fazo ter preizkusili razlicne izokratske (deleza vodne in organske faze sta
ves Cas analize enaka) in gradientne mobilne faze (v doloenem c¢asu spremenimo delez
organske faze). Izokratske metode smo preizkusili v 2040 % obmocju organske faze,

gradientne pa v obmocju 21-48 % ob razli¢nih Casih.

Izbira pretoka mobilne faze

Preizkusili smo pretoke mobilne faze 1,0; 1,2; 1,4 in 1,6 mL/min.
Izbira optimalne temperature termostata kolone

Preizkusili smo temperature kolone 30, 40, 45 in 50 °C.

Izbira optimalnih nastavitev DAD detektorja

S pomocjo DAD detektorja smo hkrati snemali spektre pri valovnih dolzinah 220, 240, 250,
260 in 270 nm.

3.2.7. Kvantifikacija lamotrigin-2-N-glukuronida v liofilizatu

Koncentracijo lamotrigin-2-N-glukuronida v liofilizatu smo dolocili s pomoc¢jo umeritvene
premice, ki smo jo izraCunali iz odzivov standardnih vodnih raztopin lamotrigin-2-N-
glukuronida razli¢nih koncentracij. Koncentracije standardnih vodnih raztopin lamotrigin-2-N-

glukuronida in njihovo pripravo prikazuje preglednica IV.
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Osnovno raztopino lamotrigin-2-N-glukuronida (OR) s koncentracijo 1 mg/mL smo pripravili
tako, da smo 1,4 mg standarda raztopili v 1,4 mL raztopine metanola in vode v volumskem
razmerju 60:40. Nato smo iz te raztopine pripravili dve red¢itvi (R1 in R2), ki smo ju uporabili

za pripravo standardnih vodnih raztopin.

Preglednica I'V: Priprava raztopin za umeritveno premico za lamotrigin-2-N-glukuronid

Priprava red¢enih raztopin R1 in R2

Raztopina Koncentracija (ng/mL) Sestava vol/vol (uL)
R1 50 12,5 OR +237,5 MF
R2 5 25 R1 + 225 MF
Standardne raztopine lamotrigin-2-N-glukuronida za umeritveno premico
Koncentracija (ng/mL) Volumen R1/R2 (nL) Volumen MF (uL)
0 0 100
0,1 10 R2 490
0,25 10 R2 190
0,5 20 R2 180
1 20 R2 80
2,5 50 R2 50
5 20 R1 180
10 20 R1 80
15 30R1 70
20 40 R1 60
40 80 R1 20

Nato smo analizirali Se vzorec liofilizata, ki smo ga 10-krat razred¢ili z mobilno fazo. Iz

enacbe premice smo nato izracunali koncentracijo lamotrigin-2-N-glukuronida v liofilizatu.
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3.3. Validacija metode

V predklini¢nih in kliniénih Studijah ucinkovin in njihovih metabolitov so selektivne in
obcutljive metode za kvantitativno ovrednotenje kljucnega pomena. Validacija bioanaliznih
metod je dokumentiran postopek dokazovanja, ki z veliko stopnjo zaupanja zagotavlja, da
metoda daje to¢ne in ponovljive rezultate. Z validacijo potrjujemo zanesljivost in ustreznost

metode v danih pogojih.

Osnovni parametri validacijskega postopka so to¢nost, natan¢nost (ponovljivost), selektivnost,
obcutljivost, reproducibilnost in robustnost metode. Mi smo ovrednotili naslednje parametre:
tocnost, ponovljivost, linearnost, mejo dolocljivosti (LOQ), postpreparativno stabilnost in

uspesnost ekstrakcije (recovery).

Validacijo smo izvedli na podlagi FDA standardov za validacijo bioanaliznih metod (29).

3.3.1. Priprava standardnih vodnih raztopin in standardnih plazemskih

vzorcev za validacijo

V mikrocentrifugirkah smo najprej pripravili osnovne raztopine (OR) lamotrigina, liofilizata
glukuronidov ter internega standarda. Vsako raztopino smo nato Se ustrezno redc¢ili (R1, R2,
R3 raztopine). Za postopek validacije smo iz red¢enih osnovnih raztopin pripravili standardne
plazemske vzorce z 9 razlicnimi koncentracijami in slepi vzorec. Te smo uporabili kot
kalibratorje za umeritveno premico. Pripravili smo Se 3 kontrolne vzorce (Qc) v nizkem (QcL
— trikratna vrednost LOQ), srednjem (QcM) in visokem (QcH) koncentracijskem obmocju. Za
vsako koncentracijo Qc smo pripravili in analizirali 5 paralel, skupno torej 15 vzorcev za
kontrolo kakovosti. Preglednica V prikazuje pripravo osnovnih raztopin in njihovih redcitev,
preglednica VI pripravo standardnih raztopin, ki smo jih uporabili za pripravo standardnih

plazemskih vzorcev za umeritveno premico, preglednica VII pa pripravo Qc.

Preglednica V: Priprava osnovnih raztopin in njihovih redcenj

Lamotrigin (OR =1 mg/mL)

. Koncentracija
Raztopina Volumen OR (uL Volumen MF (uL
p (ug/mL) (L) (uL)
R1 250 75 OR 225
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R2 25 25R1 225
R3 5 50R2 200
Liofilizat (OR =173 pg/mL)
R1 55 63,6 OR 136,4
R2 5,5 20 R1 180
Interni standard (kloramfenikol, OR =1 mg/mL)
R1 100 110 OR 990
Preglednica VI: Priprava standardnih raztopin za umeritveno premico
Lamotrigin (OR =1 mg/mL)
Koncentracija (ng/mL) Volumen OR (uL) Volumen MF (uL)
0,825 9,9 R3 50,1
2,063 24,75 R3 35,25
4,125 9,9 R2 50,1
8,25 19,8 R2 40,2
20,625 49,5 R2 10,5
41,25 9,9 R1 50,1
82,5 19,8 R1 40,2
123,75 29,7R1 30,3
165 39,6 R1 20,4
Liofilizat (OR =173 ng/mL)
Koncentracija (ng/mL) Volumen OR (nL) Volumen MF (uL)
1,1 12 R2 48
2,75 30R2 30
5,5 20 R1 180
11 12 R1 48
27,5 30R1 30
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55 19,1 OR 40,9
110 57,2 OR 32,8
137,5 71,5 OR 18,5
165 286,1 OR 13,9

Preglednica VII: Priprava kontrolnih vzorcev

Lamotrigin (OR =1 mg/mL)

Standard K"?:;;‘I;‘E)Cija Volumen OR (uL) | Volumen MF (uL)
QcL 2,475 59.4 R3 60,6
QcM 41,25 19,8 R1 100,2
QcH 148,5 7128 R1 48,72
Liofilizat (OR = 173 pg/mL)
QcL 33 54R3 36
QcM 55 28,6 OR 61,4
QcH 132 68,7 OR 213

Plazemske vzorce smo pripravili po postopku, ki je opisan v poglavju 3.2.4. Preglednica VIII

prikazuje koncne koncentracije nasih analitov v standardnih plazemskih vzorcih za umeritveno

premico in plazemskih vzorcih za kontrolo kakovosti.

Preglednica VIII: Konéne koncentracije analitov v plazemskih vzorcih

Vzorec Koncentracija lamotrigina Koncentracija liofilizata
(ng/mL) (ng/mL)
C() 0 0
Ci 0,1 0.1
G 0,25 0,25
G 0,5 0,5
C4 1 1
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Cs 2,5 2,5
Ce 5 5
C; 10 10
Csg 15 12,5
Co 20 15
QcL 0,3 0,3
QcM 5 5
QcH 18 12

Validacija je trajala 3 dni. Pufer, standardne raztopine in plazemske vzorce smo pripravljali

vsak dan sveze. Osnovne raztopine smo hranili v hladilniku pri 4 °C.

3.3.2. Linearnost

Linearnost je sposobnost metode, da znotraj dolocenega obmocja zagotavlja odzive
instrumenta, ki so neposredno ali preko definirane matematicne funkcije sorazmerni s
koncentracijami preiskovanih analitov v danem vzorcu. Ovrednotimo jo s statisticno obdelavo
odzivov standardnih vzorcev po metodi najmanjSe vsote kvadratov odstopanj. Dobljena
premica ima enacbo y = k - x + n, pri ¢emer predstavljajo vrednosti na ordinati analitske
odzive (povrSine kromatografskih vrhov analitov ali razmerja med povrSinami
kromatografskih vrhov analitov in IS), vrednosti na abscisi koncentracije analitov, n odsek na
ordinati in k naklon premice. Korelacijo med koncentracijo analita v vzorcu in odzivom

ovrednotimo s Pearsonovim korelacijskim koeficientom (r) oz. determinacijskim koeficientom

(rz).

Po FDA priporoc€ilih moramo za dolocitev umeritvene premice in linearnosti poleg slepega
vzorca uporabiti Se 6—8 standardov, ki naj bi pokrivali celotno pricakovano koncentracijsko
obmocje, vklju¢no s spodnjo mejo dolocljivosti (LLOQ). Dovoljena odstopanja znaSajo 15

oziroma 20 % pri LLOQ od nominalne vrednosti. Da metoda ustreza merilom FDA, mora
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danim zahtevam ustrezati vsaj 75 % vzorcev, oziroma najmanj $tiri od Sestih, ne upostevajoc

slepi vzorec (29, 30).

3.3.3. TocCnost

Toc¢nost analizne metode je definirana kot ujemanje rezultatov, ki jih daje metoda, s pravimi
vrednostmi oziroma sprejetimi referencnimi vrednostmi. Dolo¢amo jo s kontrolnimi vzorci
(Qc) pri vsaj treh razlicnih koncentracijah, ki zajemajo celotno obmoc¢je metode. Pri vsaki
koncentraciji Qc (QcL, QcM, QcH) moramo dolociti vsaj pet meritev. 1z njihovih odzivov
nato s pomocjo umeritvene premice dolo¢imo dejanske koncentracije in izraCunamo povprecje
petih meritev. Dobljeno vrednost primerjamo z referen¢no. Razlika ne sme biti vecja od 15 %

oziroma 20 % pri LLOQ (29, 30).

3.3.4. Ponovljivost

Ponovljivost je sposobnost metode, da daje vedno enake rezultate za serijo analiz istega
homogenega vzorca pod predpisanimi pogoji. Ponovljivost predstavlja natan¢nost znotraj
metode, dolocujemo pa jo s kontrolnimi vzorci pri vsaj treh razlicnih koncentracijah, ki
zajemajo celotno obmocje metode. Pri vsaki koncentraciji Qc (QcL, QcM, QcH) moramo
dolociti vsaj pet meritev. Ponavadi jo ovrednotimo s standardnim odmikom (SD) in
koeficientom variance (CV) (%). Ta znotraj petih ponovitev ne sme odstopati za vec kot 15 %
oziroma 20 % pri meji dolocljivosti. Dolo€ili smo znotrajdnevno ponovljivost in meddnevno

ponovljivost za tri dni (29, 30).

3.3.5. Obmo¢je linearnosti

Obmocje linearnosti analizne metode predstavlja interval med najnizjo in najvisjo

koncentracijo analita v vzorcu, za katerega so bile dokazane to¢nost, ponovljivost in

........

koncentraciji pa ne vecje od 20 % (29, 30).

3.3.6. Meja dolo€ljivosti (LOQ)

Spodnja meja dolo€ljivosti (LLOQ) je definirana kot najnizja koncentracija analita v vzorcu,

ki jo z dano metodo Se lahko ustrezno ovrednotimo z ustrezno to¢nostjo in natan¢nostjo pod
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predpisanimi pogoji. Po FDA smernicah LLOQ predstavlja najnizja tocka umeritvene
premice, kadar ta izpolnjuje naslednje pogoje:

ev e

e odziv analita pri najnizji tocki je vsaj 5-krat vecji od odziva pri analizi slepega vzorca,

e ponovljivost analita pri najniZji koncentraciji ne sme odstopati za ve¢ kot 20 %, to€nost

pa mora biti med 80 in 120 % (29, 30).

3.3.7. Postpreparativna stabilnost

Drugi dan validacije smo Qc dolocili Se postpreparativno stabilnost. Pri vsaki koncentraciji
smo analizirali 3 vzorce, ki smo jih pustili v avtomatskem vzorcevalniku pri 4 °C. Iste vzorce
smo analizirali Se po 12 h in 24 h. Nato smo primerjali odzive analitov v istih vzorcih ob

razli¢nih Casih analize (0, 12 in 24 h).

3.3.8. Uspesnost ekstrakcije

UspesSnost ekstrakcije (recovery) smo ugotavljali iz razmerja odzivov ekstrahiranega
plazemskega vzorca in standardnega vodnega vzorca v enakih koncentracijah. Plazemske
vzorce smo pripravili v koncentracijah Qc po postopku, ki je opisan v poglavju 3.2.4. Zmes
standardnih vodnih vzorcev v ustreznih koncentracijah smo pripravili iz red¢enith osnovnih
raztopin nasih analitov. Zmes 55 pL smo pripravili iz 20 pL standardne raztopine lamotrigina,
15 pL standardne raztopine liofilizata in 20 pL standardne raztopine internega standarda.
Pripravo standardnih vodnih vzorcev prikazujeta preglednici IX in X. Pri vsaki koncentraciji
smo analizirali 3 paralele, s ¢imer smo dolo¢ili tudi ponovljivost. Odziv standardnih vodnih

vzorcev je predstavljal 100 %.

Preglednica IX: Priprava standardov za ugotavljanje uspeSnosti ekstrakcije

Lamotrigin (OR =1 mg/mL)

. Koncentracija
Raztopina Volumen OR (nL Volumen MF (uLL
P (ng/mL) (nL) (nL)
R1 250 75 OR 225
R2 25 25 R1 225
R3 5 50 R2 200

Liofilizat (OR =173 pg/mL)
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R1 110 57,2 OR 32,8
R2 5,5 20 R1 380
Kloramfenikol (OR =1 mg/mL)
R1 100 25 OR 225
R2 37,4 93,5R1 156,5
Preglednica X: Priprava Qc standardov za ugotavljanje uspeSnosti ekstrakcije
Lamotrigin (OR =1 mg/mL)

Vzorec KO?:;;‘&'E)C ija Volumen OR (nL) Volumen MF (uL)
QcL 0,93 18,6 R3 81,4
QcM 15,47 61,9 R2 38,1
QcH 55,7 22,3 R1 77,7

Liofilizat (OR =173 pg/mL)
QcL 1,24 27,1 R2 92,9
QcM 20,6 22,5R1 97,5
QcH 49,5 27R1 33

3.3.9. Validacija redCenja

Tretji dan validacijskega postopka smo izvedli Se kontrolo red¢enja za 4 vzorce umeritvene
razmerju 1:1. Pri vsaki koncentraciji smo analizirali 3 paralele. Nato smo i1z povprecnih
odzivov red¢enih vzorcev s pomoc¢jo umeritvene premice dolocili to€nost za posamezni analit.
Preglednica XI prikazuje zaetne in kon¢ne koncentracije analitov v vzorcih pred in po

redcenju.

Preglednica XI: Zacetne in kon¢ne koncentracije analitov za validacijo red¢enja

Koncentracija lamotrigina Koncentracija lamotrigin-2-N-
(ng/mL) glukuronida (ug/mlL)

Raztopina Zacetna Kon¢na Zacetna Kon¢na
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R1 20 10 15 7,5
R2 15 7,5 12,5 6,25
R3 10 5 10 5

R4 5 2,5 5 2,5

3.4. Aplikacija metode na realne plazemske vzorce

Po validaciji smo z metodo analizirali Se dva vzorca krvi bolnika z epilepsijo, ki se zdravi z
lamotriginom. Vzorca sta vsebovala razlicna antikoagulanta (heparin oziroma EDTA).
Pripravili smo ju tako, da smo 165 pL bolnikove plazme dodali 35 pL vode in 20 pL raztopine
internega standarda s koncentracijo 100 pg/mL. Nato smo sledili postopku, ki je opisan v

poglavju 4.4.1.
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4. Rezultati

4.1. Izbira internega standarda

Interni standard smo izbrali na podlagi njihove dostopnosti, dobre separacije od ostalih
preiskovanih analitov in ¢im krajSega retencijskega Casa, da nam ne bi po nepotrebnem
podaljSeval analiznih ¢asov. Tu smo uporabili gradientno metodo, ki je opisana v poglavju
3.2.5. Iz nabora internih standardov smo izbrali 3 spojine za analizo, in sicer metformin,
kloramfenikol ter guanabenz acetat. Prvi se je eluiral skupaj z biomatriksom iz plazme ob ¢asu
2,5 min. Dobro separacijo sta dosegla guanabenz acetat in kloramfenikol. Prvi se je eluiral ob
¢asu 9,4 min, drugi pa ob ¢asu 9,6 min. Oba sta se eluirala za preiskovanimi spojinami, prav
tako ni bilo prisotnih koelucij s komponentami plazme. Na koncu smo izbrali kloramfenikol

zaradi nekoliko krajSega retencijskega Casa.

4.2. Razvoj kromatografije

Izbira kolone

Za optimalno kolono se je izkazala kolona Zorbax Eclipse XDB-C8 4,6 x 150 (Agilent
technologies, ZDA). Z njo smo dosegli najboljSo lo¢bo kromatografskih vrhov preiskovanih
analitov od komponent plazme. V primerjavi z drugima preizkuSenima kolonama so bili

optimalni tako retencijski Casi preiskovanih analitov kot tudi celoten ¢as analize.
Razvoj optimalne mobilne faze

Preizkusili smo veliko razlicnih izokratskih in gradientnih mobilnih faz, ki so opisane v
poglavju 3.2.6. Zaceli smo z izokratskimi, nadaljevali pa z gradientnimi mobilnimi fazami,
predvsem zaradi daljSih retencijskih ¢asov lamotrigina in internega standarda. Na koncu se je
za optimalno vseeno izkazala naslednja izokratska metoda:

e vodni del v 76 %: 25 mM fosfatni pufer, pH =25,

e organski del v 24 %: metanol.

Izbira pretoka mobilne faze
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Za optimalnega smo izbrali pretok 1,6 mL/min, saj smo s tem pretokom dosegli ustrezno locbo
kromatografskih vrhov preiskovanih analitov od komponent plazme in relativno kratek cas

analize 10,5 min.
Izbira optimalne temperature termostata kolone

Za optimalno temperaturo termostata kolone smo izbrali 50 °C, saj smo pri tej temperaturi
dosegli ustrezno locbo kromatografskih vrhov preiskovanih analitov od komponent plazme in

relativno kratek Cas analize 10,5 min.

4.3. Kvantifikacija lamotrigin-2-N-glukuronida v liofilizatu

Umeritveno premico za lamotrigin-2-N-glukuronid smo izracunali iz odzivov 10 vzorcev
vodnih standardov z naraS¢ajo¢imi koncentracijami in slepega vzorca. Postopek priprave
standardov je opisan v poglavju 3.2.7. Dobljena premica ima enacbo y = 28,722 x + 0,4377. 1z
odziva vzorca liofilizata, ki je znaSal 497,3 enote, smo izra¢unali koncentracijo lamotrigin-2-
N-glukuronida v liofilizatu . Pri tem smo upoStevali 10-kratno red¢itev vzorca liofilizata.
Preglednica XII prikazuje odzive vzorcev vodnih standardov in liofilizata ter izraCun
koncentracije lamotrigin-2-N-glukuronida v liofilizatu.

Preglednica XII: Odzivi vodnih standardov in izrac¢un koncentracije lamotrigin-2-N-glukuronida v
liofilizatu

Vzorec Koncentracija (ug/mL) Odziv gﬂﬁzlfli)na pod
stl o1 .
s 0,25 .
St3 0.5 6
St4 1 28.5
St5 2,5 711
St6 5 1351
St7 10 297,1
St8 15 439,5
St9 20 572,4
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St10 40

1146,3

Liofilizat (red¢itev 1/10)

497,3

Izracun koncentracije lamotrigin-2-N-glukuronida v liofilizatu

y =28,722 x + 0,4377; 1> = 0,9998 > x = (497,3 —0,4377) / 28,722 x 10 = 173 pg/mL

4.4. Kon¢na optimizirana metoda

4.4.1. Priprava plazemskega vzorca

165 pL plazme dodamo 20 pL razredCene osnovne raztopine lamotrigina, 15 pL razred¢ene
osnovne raztopine liofilizata glukuronida ter 20 pL razredCene osnovne raztopine internega
standarda s koncentracijo 100 ng/mL. Raztopino nato meSamo 15 s na meSalu na ekscenter.
Odvzamemo alikvot 200 pL in mu dodamo 600 uL ohlajenega metanola ter ponovno meSamo
na meSalu na ekscenter 1 minuto. Vzorce nato centrifugiramo 10 min pri 16000 g na
temperaturi 5 °C. 600 pL supernatanta posuSimo v duSikovi atmosferi pri poveCanem tlaku.
Suhi ostanek nato rekonstituiramo v 100 pL mobilne faze. Konéni produkt meSamo na mesalu

na ekscenter 15 s in polnimo v inserte za viale. Vzorec je pripravljen za analizo na HPLC-ju.

4.4.2. Kromatografija

e Kolona: Zorbax Eclipse XDB-C8 4,6 x 150 (Agilent technologies, ZDA),

e izokratska mobilna faza:
o 76 % vodni del: 25 mM fosfatni pufer, pH =2"5,
o 24 % organski del: metanol,

e volumen injiciranja: 10 pL,

e pretok mobilne faze: 1,6 mL/min,

e temperatura termostata kolone: 50 °C,

e nastavitve DAD detektorja: 220 nm,

e interni standard: kloramfenikol,

e (Cas analize: 10,5 min.
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S kon¢no optimizirano metodo smo uspesno lo€ili kromatografske vrhove nasih analitov od
vrhov komponent plazme v relativno kratkem analiznem casu 10,5 min. Retencijski casi
posameznih spojin so prikazani v preglednici XIII. Sliki 8 in 9 prikazujeta kromatograma
slepega plazemskega vzorca in plazemskega vzorca z lamotriginom in glukuronidom v

koncentraciji 5 pg/mL.

Preglednica XIII: Retencijski ¢asi preiskovanih analitov in internega standarda

Spojina Retencijski ¢as (min)
Lamotrigin-2-N-glukuronid 2,37
Lamotrigin-5-N-glukuronid 4,38

Lamotrigin 6,8
Kloramfenikol (IS) 9,39
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Slika 9: Kromatogram plazemskega vzorca s preiskovanimi analiti: vrh pri ¢asu 2,37 pripada lamotrigin-
2-N-glukuronidu, vrh pri 4,38 lamotrigin-5-N-glukuronidu, vrh pri 6,8 lamotriginu in vrh pri 9,39
internemu standardu.
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4.5. Validacija metode

Metodo smo validirali 3 dni po postopkih, ki so opisani v poglavju 3.3. Kontrolne vzorce in
vzorce za umeritveno premico smo pripravljali dnevno sveze. Rezultati so prikazani z in brez

upostevanja internega standarda.

4.5.1. Linearnost

Za dolocitev linearnosti smo vsak dan validacijskega postopka izracunali umeritveno premico
za posamezni analit. Iz enacbe premice smo iz odzivov analitov izracunali teoreticne vrednosti
koncentracij in jih primerjali z dejanskimi. Rezultate smo podali z in brez upoStevanja

internega standarda.

36



Bostjan Piltaver — Diplomska naloga

Lamotrigin

Preglednica XIV prikazuje odzive lamotrigina in internega standarda za standardne plazemske
vzorce, ki smo jih uporabili za umeritveno premico za posamezni dan validacijskega postopka.

Pri dolo€anju umeritvene premice nismo upostevali odebeljenih vrednosti.

Preglednica XIV: Odzivi lamotrigina in IS v standardnih plazemskih vzorcih za umeritveno premico

Odziv analita (povrsina)
¢ (ng/mL) 1. dan 2. dan 3. dan

lamotrigin IS lamotrigin IS lamotrigin IS
0 0 94,4 0 98 0 83,9
0,1 6,1 94,8 7,8 91,6 5,6 65,1

0,25 12,6 94,4 15,1 96,1 14 88
0,5 25,7 98,8 234 92,3 21,5 76,5
1 45,1 95,2 48,1 92,2 45,7 82,6
2,5 120 95,6 115,6 95 110,2 87,9
5 2248 98 210,5 92,7 2144 85,2
10 432 90,4 454,7 92,6 408,7 73,4
15 762,4 98,4 683 92,2 658,1 81,6
20 1013,4 94,8 891.,9 92,9 819.,5 79,9

37



Bostjan Piltaver — Diplomska naloga

Preglednica XV prikazuje enacbe umeritvenih premic za lamotrigin z in brez upoStevanja

internega standarda ter vrednosti determinacijskih koeficientov (r?).

Preglednica XV: Enacbe umeritvenih premic in vrednosti determinacijskih koeficientov za lamotrigin

Validacijski dan Brez upostevanja IS Z upostevanjem IS
1 y=243,3x+3,65 y=0,2474x+0,0113
' r=0,9992 " =0,9994
) y =244,8x + 3,11 y= 0,2484x +0,0305
' r=0,9998 " =0,9997
3 y=241,7x+3,18 y=0,2524x+0,0276
' r"=0,9983 " =0,9983

Preglednica X VI prikazuje tocnost umeritvene premice za lamotrigin z in brez upoStevanja

internega standarda.

Preglednica XVI: To¢nosti odzivov lamotrigina, izra¢unane iz umeritvene premice

Tocnost (v %)
¢ (ng/mL) 1. dan 2. dan 3. dan

Brez IS Z1S Brez IS Z1S Brez IS Z1S

0 - - - - - -
0,1 56,5 111,9 104,6 113,0 58,0 111,6
0,25 82,7 103,1 107,0 104,7 103,8 100,5
0,5 101,9 105,0 90,5 92,2 87,9 96,8
1 95,8 97,6 100,4 101,5 102,0 100,4
2,5 107,6 105,0 100,4 98,1 102,7 93,7
5 102,2 96,3 - - 101,3 95,0
10 99,0 100,6 100,8 100,9 97,3 105,8
15 - - 101,1 101,6 104,7 102,3
20 - - 99,2 98,9 97,9 97,7
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Lamotrigin-2-N-glukuronid

Preglednica XVII prikazuje odzive lamotrigin-2-N-glukuronida in internega standarda za
standardne plazemske vzorce, ki smo jih uporabili za umeritveno premico za posamezni dan
validacijskega postopka. Pri doloCanju umeritvene premice nismo upoStevali odebeljenih

vrednosti.

Preglednica XVII: Odzivi lamotrigin-2-N-glukuronida in IS v standardnih plazemskih vzorcih za
umeritveno premico

Odziv analita (povrsSina)
¢ (ng/mL) 1. dan 2.dan 3. dan
Lamo-Z-N- IS Lamo-Z-N- IS Lam0-2-1\.1- IS
glukuronid glukuronid glukuronid
0 0 94,4 0 98 0 83,9
0,1 2,5 94,8 2,5 91,6 2,4 65,1
0,25 5,6 94,4 7,3 96,1 6,7 88
0,5 13,5 98,8 12,5 92,3 13 76,5
1 21,3 95,2 23,1 92,2 25,7 82,6
2,5 61,9 95,6 61,1 95 61,9 87,9
5 117,9 98 113,6 92,7 114,8 85,2
10 208 90,4 240,9 92,6 230,8 73,4
12,5 301,3 98,4 289,3 92,2 302,1 81,6
15 367,6 94,8 329,6 92,9 3422 79,9

39



Bostjan Piltaver — Diplomska naloga

Preglednica XVIII prikazuje enacbe umeritvenih premic za lamotrigin-2-N-glukuronid z in

brez upostevanja internega standarda ter vrednosti determinacijskih koeficientov (1%).

Preglednica XVIII: Enacbe umeritvenih premic in vrednosti determinacijskih koeficientov za lamotrigin-
2-N-glukuronid

Validacijski dan Brez upostevanja IS Z upostevanjem IS
| y =24,4x - 1,06 y=0,254x - 0,0154
' r’ =0,9998 r’ =0,9987
) y =222,6x +2,30 y= 0,2244x +0,0222
' r"=0,9976 r°=0,9973
3 y=232x+1,27 y=10,293x + 0,0031
' r’ =0,9988 r’ = 0,997

Preglednica XIX prikazuje tocnost umeritvene premice za lamotrigin-2-N-glukuronid z in brez

upostevanja internega standarda.

Preglednica XIX: To¢nosti odzivov lamotrigin-2-N-glukuronida, izracunane iz umeritvene premice

Tocnost (v %)
¢ (ng/mL) 1. dan 2. dan 3. dan
Brez IS Z1S Brez IS Z1S Brez IS Z1S
0 - - - - - -
0,1 - - - - 48,8 115,0
0,25 104,3 112,8 88,4 88,0 93,7 99,5
0,5 111,2 111,9 90,2 92,7 101,1 113,7
1 91,7 94,3 92,0 93,5 105,3 105,0
2,5 103,3 104,6 104,1 101,7 104,5 95,6
5 97,6 96,1 98,5 98,5 97,9 91,6
10 - - 105,6 105,6 98,9 107,1
12,5 99,2 97,1 101,6 102,1 103,7 100,9
15 100,8 102,3 96,5 96,2 98,0 97,3
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4.5.2. Tocnost

Toc¢nost metode za posamezni analit smo dolocali s pomoc¢jo Qc po postopku, opisanem v

poglavju 3.3.3. Rezultate smo podali z in brez upoStevanja internega standarda.
Lamotrigin

Preglednica XX prikazuje odzive in to¢nost metode za lamotrigin v Qc brez upoStevanja IS.

Preglednica XX: Odzivi in to¢nost metode za lamotrigin brez upoStevanja IS

QcL (0,3 pg/mL) QcM (5 ng/mL) QcH (18 pg/mL)

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

Odziv (povrsina pod vrhom)

1. 15,2 15,8 14,6 228,5 | 213,0 | 217,2 | 877,9 | 785,8 | 807,1
2. 15,7 16,1 14,5 228,7 | 211,6 | 206,8 | 9129 | 816,9 | 8769
3. 15,4 15,5 15,1 224,1 | 203,1 172,4 | 857,6 | 827,1 920,5
4. 15,8 15,9 15,8 232,6 | 2249 | 2299 | 983,44 | 814,77 | 835,5
S. 15,6 16,0 13,9 204,3 | 231,9 | 2434 | 906,6 | 881,2 | 917,2

AVG | 15,5 15,9 14,8 223,6 | 216,9 | 213,9 | 907,7 | 825,1 871,4

Tocnost (%)

1. 89,0 94,4 91,3 104,0 93,7 102,7 112,3 97,0 107,1

92,8 96,6 90,5 104,0 93,1 97,7 116,8 100,9 116,4

90,5 92,1 95,3 101,9 89,3 81,2 109,7 102,2 122,2

93,6 95,1 100,9 105,9 99,0 108,8 125,8 100,6 110,9

AR ol Bl I

92,1 95,9 85,7 92,8 102,1 115,2 116,0 | 108,9 121,8

AVG | 91,6 94,8 92,7 101,7 95,4 101,1 116,1 101,9 | 115,7

Toc¢nost metode ne ustreza smernicam samo za QcH za prvi in tretji dan, saj povprecni

vrednosti odstopata nekaj vec¢ kot 15 %.
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Preglednica XXI prikazuje odzive in to¢nost metode za lamotrigin v Qc z upostevanjem IS.

Preglednica XXI: Odzivi in to¢nost metode za lamotrigin z upoStevanjem IS

QcL (0,3 pg/mL) QcM (5 ng/mL) QcH (18 pg/mL)

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

Razmerje odzivov analita in IS

1. 0,163 | 0,171 | 0,183 2,41 2,39 2,26 9,18 9,23 9,18

0,167 | 0,177 | 0,174 2,38 2,45 2,34 9,75 8,88 10,0

0,169 | 0,171 | 0,190 2,38 2,43 1,86 9,08 9,37 9,94

0,163 | 0,172 | 0,184 2,42 2,37 2,56 9,46 9,30 9,68

ARl ol I

0,170 | 0,178 | 0,162 2,34 2,43 2,65 9,73 9,64 10,2

AVG | 0,166 | 0,174 | 0,178 2,39 2,42 2,34 9,44 9,28 9,80

Tocnost (%)

1. 106,8 96,7 98,8 101,3 97,6 85,3 107,5 105,7 97,1

109,5 101,0 93,0 100,1 100,2 88,5 114,2 101,6 105,8

110,8 96,5 103,2 100,2 99,3 70,0 106,4 107,2 105,2

106,4 97,2 99,7 101,8 96,9 96,6 110,7 106,4 102,4

ANl B I

111,3 101,6 85,3 98,4 99,0 100,3 113,9 110,4 108,1

AVG | 109,0 98,6 96,0 100,3 98,6 88,1 110,6 | 106,3 | 103,7

Tocnost metode za lamotrigin z upoStevanjem IS ustreza smernicam za vse dni validacijskega

postopka.
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Lamotrigin-2-N-glukuronid

Preglednica XXII prikazuje odzive in tocnost metode za lamotrigin-2-N-glukuronid v Qc brez

upostevanja IS.

Preglednica XXII: Odzivi in to¢nost metode za lamotrigin-2-N-glukuronid brez upoStevanja IS

QcL (0,3 pg/mL) QcM (5 ng/mL) QcH (12 pg/mL)

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

Odziv (povrsina pod vrhom)

1. 5,6 7,9 7,4 122,0 | 120,1 128,9 | 280,0 | 276,6 | 301,3
2. 5,9 7,7 7,8 125,5 | 124,0 | 128,5 | 2955 | 291,9 | 3193
3. 5,8 7,9 7,4 122,4 112,5 129,3 269,2 2932 3133
4. 6,2 7,6 8,1 129,1 1239 | 1294 | 3019 | 282,8 | 3148
5. 5,6 7,6 7,8 1142 | 1222 | 127,1 | 292,3 | 288,8 | 2973
AVG 5,8 7,7 7,7 122,6 | 120,5 | 128,6 | 287,8 | 286,7 | 309,2
Toénost (%)
1. 91,0 82,5 88,1 100,9 | 104,2 | 110,0 96,0 101,1 107,8

95,1 79,6 93,9 103,8 107,7 109,7 101,3 106,8 114,2

93,8 82,5 88,1 101,2 97,5 110,4 92,3 107,3 112,1

99,2 78,1 98,2 106,7 107,6 | 110,5 103,5 103,4 | 112,6

ANl B I

91,0 78,1 93,9 94,5 106,1 108,5 100,2 | 105,6 | 106,3

AVG | 94,0 80,2 92,4 101,4 | 104,6 | 109,8 98,7 104,8 | 110,6

Tocnost metode ne ustreza smernicam samo za QcL drugega dne, saj povprecna vrednost

odstopa vec kot 15 %.

Preglednica XXIII prikazuje odzive in tocnost metode za lamotrigin-2-N-glukuronid v Qc z

upostevanjem IS.
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Preglednica XXIII: Odzivi in to¢nost metode za lamotrigin-2-N-glukuronid z upostevanjem IS

QcL (0,3 pg/mL) QcM (5 ng/mL) QcH (12 pg/mL)

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

Razmerje odzivov analita in IS

1. 0,0601 | 0,0854 | 0,0926 | 1,29 1,35 1,34 2,93 3,25 3,43

0,0628 | 0,0847 | 0,0934 1,31 1,44 1,46 3,16 3,17 3,64

0,0636 | 0,0869 | 0,0930 1,30 1,35 1,39 2,85 3,32 3,38

0,0638 | 0,0820 | 0,0944 | 1,34 1,31 1,44 2,90 3,23 3,65

ARl BB I

0,0609 | 0,0845 | 0,0907 1,31 1,28 1,39 3,14 3,16 3,31

AVG | 0,0622 | 0,0847 | 0,0928 1,31 1,34 1,40 3,00 3,23 3,48

Tocnost (%)

1. 99,2 86,3 101,7 102,7 108,6 91,2 96,8 110,1 97,3

102,7 85,3 102,6 | 104,3 116,0 99,1 104,3 107,5 103,3

103,8 88,3 102,1 103,9 108,5 94,9 94,2 112,5 96,0

104,0 81,6 103,7 107,3 105,3 97,9 95,9 109,4 | 103.,5

ARl BB I

100,2 85,1 99,5 104,5 102,9 94,3 103,6 | 107,1 94,0

AVG | 102,0 85,3 101,9 | 104,5 | 108,33 95,5 98,9 109,3 98,8

Tocnost metode za lamotrigin-2-N-glukuronid zadostuje pogojem za vse dni validacijskega

postopka.
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4.5.3. Ponovljivost

Ponovljivost metode za posamezni analit smo dolocali s pomocjo Qc po postopku, opisanem v

poglavju 3.3.4. Rezultate smo podali z in brez upoStevanja internega standarda.
Znotrajdnevna ponovljivost

S pomocjo odzivov petih paralel Qc pri treh razli¢nih koncentracijah (QcL, QcM, QcH) smo
dolocili povprecni odziv (AVG), standardni odmik (SD) in koeficient variance (CV).
Rezultate smo podali z in brez upoStevanja internega standarda. Preglednica XXIV prikazuje

rezultate za znotrajdnevno ponovljivost.

Preglednica XXIV: Rezultati za znotrajdnevno ponovljivost

Lamotrigin (brez IS)
QcL QcM QcH
Validacyski |, =1 5 130 o |20 | 3 | L |2 | s
dan
AVG 15,5 | 159 | 148 | 224 217 214 908 825 871
SD 0,24 | 0,23 | 0,71 11,2 11,4 27,0 47,9 34,9 49,9
CV (%) 1,55 | 1,45 | 482 | 5,02 5,27 12,6 5,27 4,23 5,73
Lamotrigin-2-N-glukuronid (brez IS)
Validacijski [y |5 |3, 1. 2. 3. 1. 2. 3.
dan
AVG 5,82 | 7,74 | 7,70 123 121 129 288 287 309
SD 0,25 | 0,15 | 0,30 | 5,51 4,77 0,93 13,1 6,91 9,41
CV (%) 428 | 1,96 | 3,90 | 4,50 3,95 0,72 4,55 2,41 3,04
Lamotrigin (z IS)
QcL QcM QcH
Validacijski 1 ) 3 1 2 3 1 ) 3
dan
AVG 0,17 | 0,17 | 0,18 | 2,39 2,42 2,34 9,44 9,28 9,80
SD 0,00 | 0,00 | 0,01 | 0,03 0,03 0,31 0,31 0,27 0,40
CV (%) 1,95 | 2,10 | 6,16 | 1,29 1,34 13,3 3,24 2,95 4,04
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Lamotrigin-2-N-glukuronid (z IS)

Validacijski |, 15 | 5 1. 2. 3. 1. 2. 3.
dan
AVG 0.06 | 008 | 0,09 | 131 | 134 | 140 | 3,00 | 323 | 3.48
SD 0,00 | 0,00 | 0,00 | 002 | 006 | 005 | 014 | 006 | 0.5
CV (%) 267 | 211 | 147 | 1.62 | 449 | 326 | 471 | 2,01 | 442

Rezultati ustrezajo smernicam za vse 3 dni validacijskega postopka z in brez upoStevanja

internega standarda.

Meddnevna ponovljivost

S pomocjo odzivov Qc vseh treh dni validacijskega postopka smo dolocili povpre¢no vrednost

(AVQ), standardni odmik (SD) in koeficient variance (CV). Rezultate smo podali z in brez

upoStevanja internega standarda. Preglednica XXV prikazuje rezultate za meddnevno

ponovljivost.

Preglednica XXV: Rezultati za meddnevno ponovljivost

Lamotrigin (brez IS)

QcL QcM QcH

AVG 15,4 218 868

SD 0,55 4,97 41,4

CV (%) 3,60 2,28 4,77
Lamotrigin-2-N-glukuronid (brez IS)

QcL QcM QcH

AVG 7,09 124 295

SD 1,10 4,20 12,7

CV (%) 15,5 3,39 4,31

Lamotrigin (z IS)
QcL QcM QcH
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AVG 0,17 2,38 9,51
SD 0,01 0,04 0,27
CV (%) 3,54 1,72 2,80

Lamotrigin-2-N-glukuronid (z IS)

QcL QcM QcH

AVG 0,08 1,35 3,23
SD 0,02 0,05 0,24
CV (%) 19,8 3,50 7,53

4.5.4. Meja dolocljivosti (LOQ)

Za mejo dolocljivosti za posamezni analit smo dolocili najniZjo to€ko umeritvene premice, ki
zadosca kriterijem, ki so opisani v poglavju 3.3.6. Preglednica XXVI prikazuje LOQ vrednosti

z in brez upoStevanja internega standarda.

Preglednica XXVI: Meje dolo¢ljivosti

LOQ (ug/mL)
Spojina
Brez upoStevanja IS Z upostevanjem IS
Lamotrigin 0,25 0,1
Lamotrigin-2-N-glukuronid 0,25 0,25
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4.5.5. Postpreparativna stabilnost

Postpreparativno stabilnost smo dolocali po postopku, ki je opisan v poglavju 3.3.7. Uporabili
smo Qc, pri vsaki koncentraciji 3 paralele. Povprecno vrednost odzivov ob Casu t smo
primerjali s povprecno vrednostjo odzivov pri Casu 0. Relativne spremembe odzivov v

odvisnosti od ¢asa prikazuje preglednica XXVIIL

Preglednica XXVII: Postpreparativna stabilnost vzorcev

Relativna sprememba odziva v odvisnosti od ¢asa (%)
Cas (h) 12 24
Koncentracija QcL QcM QcH QcL QcM QcH
Lamotrigin -0,63 49,18 +5,16 +18,11 +34,88 +29,50
Lamotrigin-2-N- 129 | +0,78 -0,53 +043 | 4280 | +1,62
glukuronid

Vzoreci so stabilni najmanj 12 h.

4.5.6. Uspesnost ekstrakcije

Uspesnost ekstrakcije (recovery) smo dolocili po postopku, ki je opisan v poglavju 3.3.8.

Odzivi standardnega vzorca so predstavljali 100 %. Rezultate prikazuje preglednica XX VIIL

Preglednica XXVIII: UspesSnost ekstrakcije

Povprecni odzivi plazemskih vzorcev

Koncentracija Lamotrigin Lamotrlgm-z -N- IS
glukuronid
QcL 14,78 7,70 82,96
QcM 213,94 128,64 91,72
QcH 871,44 309,20 88,86
Povprecni odzivi standardnih vzorcev
Koncentracija Lamotrigin Lamotrlgm-z -N- IS
glukuronid
QcL 14,33 8,83 113,67
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QcM 250,47 141,60 116,30

QcH 880,17 342,90 113,63

Uspesnost ekstrakcije (recovery)

Lamotrigin-2-N-

Koncentracija Lamotrigin olukuronid IS
QcL 103,1 87,2 73,0
QcM 85,4 90,9 78,9
QcH 99,0 90,2 78,2

CV (%) 9,67 2,19 4,20

4.5.7. Validacija redCenja

Vzorce za analizo smo red¢ili po postopku, ki je opisan v poglavju 3.3.9. Vzorce smo
razredCili tako, da smo 15 pL osnovne raztopine preiskovanih analitov v ustreznih
koncentracijah dodali 15 pL mobilne faze. S pomocjo umeritvene premice tretjega dne
validacije smo 1z povprecnih odzivov dolocili tocnost odzivov za posamezni analit.

Preglednica XXIX prikazuje rezultate pri posameznih koncentracijah analitov.

Preglednica XXIX: Validacija red¢enja

Lamotrigin
Zacetna Kon¢na cv
Vzorec koncentracija koncentracija | AVG (%) Tocnost (%)
o
(ng/mL) (ng/mL)
R1 20 10 423,80 | 3,99 97,0
R2 15 7,5 322,57 | 1,40 119,1
R3 10 5 206,97 | 8,77 89,3
R4 5 2,5 109,07 | 0,70 87,6
Lamotrigin-2-N-glukuronid
Zacetna Kon¢na cv
Vzorec koncentracija koncentracija AVG (%) Tocnost (%)
o
(ng/mL) (ng/mL)
R1 15 7,5 181,30 | 5,27 99,0
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R2 12,5 6,25 150,83 | 1,23 119,5
R3 10 5 118,63 | 10,38 91,8
R4 5 2,5 58,17 0,44 84,2

4.6. Aplikacija metode na realne plazemske vzorce

Z metodo smo analizirali Se dva plazemska vzorca bolnika z epilepsijo, ki se zdravi z

lamotriginom. Prvi vzorec je kot antikoagulant vseboval heparin, drugi pa EDTA. Vzorca smo

pripravili po postopku, ki je opisan v poglavju 3.4. Preglednica XXX prikazuje odzive za

lamotrigin, lamotrigin-2-N-glukuronid in IS ter izraCunane koncentracije za lamotrigin in

lamotrigin-2-N-glukuronid v realnih vzorcih iz enacbe umeritvene premice tretjega dne

validacije z upoStevanjem internega standarda.

Preglednica XXX: Realna plazemska vzorca

Odzivi

Izra¢unane koncentracije

(ng/mL)
Vzorec Lamotrigin- Lamotrigin-
Lamotrigin 2-N- IS Lamotrigin 2-N-
glukuronid glukuronid
Realni 263,1 48,2 110,9 4,48 1,47
(heparin)
Realni
(EDTA) 2817,5 52,4 119,5 4,53 1,48
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5. Razprava

V okviru raziskovalnega dela na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko poteka klini¢na
raziskava z naslovom »Napovedni dejavniki za variabilnost farmakokinetike lamotrigina pri
bolnikih z epilepsijo«. Cilj raziskave je razvoj populacijskega farmakokineti¢nega modela, ki
bo omogocal optimizacijo odmerjanja lamotrigina med nosecnostjo, za kar pa je potrebna

ustrezna analizna metoda.

V diplomski nalogi smo razvili hitro in enostavno metodo za dolocCanje plazemskih
koncentracij lamotrigina in njegovega glavnega neaktivnega metabolita lamotrigin-2-N-
glukuronida. Z metodo smo uspe$no locili tudi lamotrigin-5-N-glukuronid, ki pa ga
kvantitativno nismo ovrednotili zaradi pomanjkanja ustreznega standarda. V literaturi je
objavljenih veliko metod za dolo¢anje lamotrigina in ostalih protiepilepti¢nih ucinkovin. Zelo
malo pa je metod za socasno doloCanje lamotrigina in njegovih metabolitov. Metoda je

izkazala zadovoljive validacijske rezultate in je kot taka ustrezna za uporabo.

5.1. Razvoj kromatografije

Po preucitvi obstojece literature smo kot izhodis¢e za naSe raziskovalno delo izbrali metodo,
ki so jo razvili Saracino in sodelavci (7). Ti so dolocevali lamotrigin, lamotrigin-2-N-
glukuronid in 2-N-metil-lamotrigin. Kot vodni del mobilne faze so uporabili 0,45 mM fosfatni
pufer s pH 3°5, ki je vseboval 0,17 % trietilamina. Vodni del je predstavljal 76 % v/v deleza

mobilne faze, za preostali organski del so uporabili metanol. Analizni Cas je znaSal 10 min.

Metodo smo zaceli razvijati na vodnih vzorcih, da smo ocenili retencijske ¢ase analitov pri
uporabi razli¢nih kolon. S tem smo se tudi izognili motec¢im vrhovom ostalih komponent iz
plazme. Uporabljali smo izokratske metode z razlicnimi sestavami mobilne faze. S
povecanjem deleza vodne faze smo povecali tudi retencijske case naSih analitov in obratno. S
kolono Zorbax Eclipse XDB-C8 4,6 x 150 smo dosegli ustrezno loc¢bo vseh analitov. Mobilno
fazo smo imeli sestavljeno iz 25 % metanola in 75 % 25 mM fosfatnega pufra s pH 3,5.
Temperaturo termostata kolone smo nastavili na 30 °C, pretok mobilne faze pa je znasal 1,0

mL/min.
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Metodo smo nato prenesli na plazemske vzorce. Pri teh pogojih smo uspesno locili le
lamotrigin, ki se je eluiral ob ¢asu 16,6 min. Lo¢bo glukuronidov smo poizkusili popraviti z
uporabo trietilamina, vendar neuspesno. Nato smo poizkuSali Se s spreminjanjem sestave
mobilne faze. Retencijo glukuronidov smo zeleli povecati s postopnim zmanjSevanjem
organskega dela mobilne faze. Ker tudi pri 20 % delezu metanola v mobilni fazi nismo dosegli
zelenih rezultatov, hkrati pa smo tudi povecali retencijski ¢as lamotrigina, smo poizkusili s
spremembo pH fosfatnega pufra. Ugotovili smo, da se z nizanjem pH povecujejo retencijski
¢asi naSih analitov. Pri pH 3 smo uspesno lo€ili lamotrigin-5-N-glukuronid, pri pH 2,5 pa tudi
lamotrigin-2-N-glukuronid. NiZje se nismo spuscali, saj nasa kolona ni stabilna pri pH

vrednostih pod 2.

Iz nabora internih standardov smo na podlagi njihovih lastnosti in dostopnosti izbrali 3 spojine
za analizo, in sicer metformin, kloramfenikol ter guanabenz acetat. Prvi se je eluiral skupaj z
biomatriksom iz plazme, ostala dva pa celo za lamotriginom. Zaradi krajSega retencijskega

¢asa smo izbrali kloramfenikol.

Z uvedbo gradienta v sestavi mobilne faze smo Zeleli priblizati vrhova lamotrigina in IS h
kraj$im retencijskim ¢asom. Oba glukuronida sta se eluirala v ¢asu 4 min, zato smo po tem
casu lahko povecali deleZ metanola v mobilni fazi. Uporaba gradientnih metod nam je sicer
skrajSala retencijske Case za lamotrigin in IS, vendar pa se je zaradi vecjega deleza metanola
poslabsala locba. Preizkusili smo razli¢ne sestave mobilne faze z deleZem metanola v obmocju
21-48 %. Cas analize smo skrajiali tudi s pove¢anjem pretoka mobilne faze iz 1,0 na 1,2
oziroma 1,4 mL/min, kar na lo¢bo analitskih vrhov ni imelo vpliva, povecal pa se je tlak na
koloni. Vi§ji tlaki lahko povzrocijo poskodbe na koloni, zato smo tlak znizali s postopnim
poviSanjem temperature termostata kolone iz zacetnih 30 na 40 oziroma 45 °C. Na loc¢bo in
analizni ¢as smo tako vplivali s Stevilnimi spremenljivkami: s sestavo mobilne faze pred
zacetkom gradienta, s sestavo mobilne faze med gradientom, s pretokom mobilne faze in
temperaturo kolone. Optimalno lo¢bo kromatografskih vrhov nasih analitov smo dosegli z
gradientno metodo, pri kateri smo ob ¢asu 2,3 min delez organske faze povecali z zacetnih 23

na 29 %. Ob ¢asu 10 min smo delez metanola znova znizali na 23 %.
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Zaradi relativno majhne razlike v gradientu smo znova poizkusili z izokratskimi metodami, saj
so te dokaj enostavnejSe za uporabo, poleg tega pa se izognemo tudi spremembi bazne linije.
Ta se namre¢ med gradientno metodo rahlo poviSa. Ustrezno resolucijo smo dosegli ob
razmerju delezev vodnega in organskega dela mobilne faze 76:24. Z dvigom pretoka na 1,6
mL/min in temperature na 50 °C smo ¢as analize skrajSali na 10,5 min. Retencijski ¢as za
lamotrigin-2-N-glukuronid je znaSal 2,37 min, za lamotrigin pa 6,8 min. Z metodo, ki so jo
razvili Saracino in sodelavci, sta se spojini eluirali ob ¢asih 2,4 in 6,1. Metodi sta torej

primerljivi.

Analizni ¢as metode bi lahko Se skrajSali z uporabo internega standarda, ki bi se eluiral pred

lamotriginom.

5.2. Validacija metode

Metodo smo validirali na podlagi smernic FDA za validacijo bioanaliznih metod. Izvedli smo
postopke za ugotavljanje linearnosti, tocnosti in ponovljivosti. Dolo€ili smo tudi mejo
dolocljivosti (LOQ), postpreparativno stabilnost za 12 in 24 h in uspeSnost ekstrakcije

(recovery). Z validacijo smo potrdili zanesljivost in ustreznost metode v danih pogojih.

5.2.1. Linearnost

Metoda je linearna v obmocju 0,1-20 pg/mL za lamotrigin, za lamotrigin-2-N-glukuronid pa v
obmocju 0,25-15 pg/mL. Metoda pokriva celotno plazemsko referencno obmocje za
lamotrigin, ki se giblje med 1 in 15 pg/mL. Metoda, ki so jo razvili Saracino in sodelavci, je
bila linearna v obmoc¢ju 0,1-15 pg/mL za oba analita. Nasa metoda ima torej vi§jo zgornjo
mejo za lamotrigin, za lamotrigin-2-N-glukuronid pa linearnosti pri koncentraciji 0,1 pg/mL

nismo uspeli potrditi.

Vrednosti determinacijskih koeficientov (r*) so bile vse dni enake ali vi§je od 0,997 za obe

spojini.
5.2.2. Toénost

Toc¢nost metode je za vse tri dni validacijskega postopka ob upostevanju internega standarda

ustrezna tako za lamotrigin kot za lamotrigin-2-N-glukuronid. To¢nost za lamotrigin v vseh
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treh dneh ne odstopa za ve€ kot 11,9 %, za lamotrigin-2-N-glukuronid pa ne ve¢ kot za 14,9
%, kar pa $e vedno ustreza smernicam. Ce internega standarda ne upostevamo, metoda ni
toCna za lamotrigin za QcH prvega in tretjega dne, za lamotrigin-2-N-glukuronid pa za QcL

drugega dne.

Uporaba internega standarda torej zmanjSuje vpliv napak na konéni rezultat, npr. napak

inStrumenta, ali napak, ki jih naredimo med pripravo vzorca.

5.2.3. Ponovljivost

Dolocili smo znotrajdnevno in meddnevno ponovljivost. Znotrajdnevna ponovljivost ustreza
% za lamotrigin-2-N-glukuronid pri QcL. Nekoliko vi§je odstopanje izvira iz rezultatov
prvega dne validacije, saj so odzivi za lamotrigin-2-N-glukuronid pri QcL iz tega dneva v
primerjavi z rezultati preostalih dni v povpre¢ju nizji za 24,7 %. Koncentracija QcL (0,3
pg/mL) je zelo blizu meji doloc€ljivosti, po smernicah FDA pa je tu dovoljeno odstopanje do

20 %.

5.2.4. Meja dolocljivosti (LOQ)

Meji dolocljivosti, ki smo jo dolocili ob uposStevanju internega standarda, sta za lamotrigin 0,1
pg/mL, za lamotrigin-2-N-glukuronid pa 0,25 pg/mL. LOQ smo dolo¢ili po kriterijih, ki so
opisani v poglavju 3.3.6. Nizjo mejo dolocljivosti bi mogoce lahko dosegli s poviSanjem
ojacitve fotopomnozevalke na detektorju za lamotrigin-2-N-glukuronid. Metoda, ki so jo
razvili Saracino in sodelavci, je dosegla mejo dolo€ljivosti 0,1 za obe spojini, pri cemer velja

omeniti, da so v HPLC sistem injicirali enkrat vecjo koli¢ino vzorca, torej 20 pL.

LOQ za lamotrigin, ki smo jo dolo¢ili z naSo metodo, je primerljiva s Stevilnimi Ze
objavljenimi metodami (6, 7, 11, 12, 31, 32), kjer so dosegli LOQ med 0,1 in 0,4 pg/mL.
Matar in sodelavci so razvili metodo, ki je za lamotrigin dosegla LOQ 0,05 pg/mL. Kot
ekstrakcijski medij so uporabili 5 % izopropanol v kloroformu, s ¢imer so dosegli lepse
kromatograme z manjSim Sumom (15). V literaturi nismo zasledili nobenih obcutljivejsih

metod z detekcijo v UV obmocju.
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5.2.5. Postpreparativna stabilnost

Vzorci so stabilni najmanj 12 h, ¢e jih hranimo v avtomatskem vzorcevalniku pri 4 °C. Noben
odziv se ni spremenil za ve¢ kot 9,18 %, ne glede na koncentracijo nasih analitov. Odzivi po
24 h za lamotrigin-2-N-glukuronid narastejo za najve¢ 2,8 %, medtem ko so odzivi za
lamotrigin bistveno visji (do 34,88 %). Vzrok za taksno odstopanje bi lahko bila nestabilnost
glukuronida, ki razpade na glukuronsko kislino in lamotrigin. Posledi¢no se poveca tudi odziv
lamotrigina. Dvig odzivov bi lahko bil tudi posledica hlapenja topila, ki ga sestavljata metanol

in voda.

5.2.6. UspesSnost ekstrakcije

Izkoristek ekstrakcije je za lamotrigin med 85 in 103 %, za lamotrigin-2-N-glukuronid med 87

in 91 %, in za interni standard med 73 in 79 %.

Pri ekstrakciji plazemskih vzorcev zelo tezko dosezemo 100 % izkoristek, zato je toliko bolj

ey e

znasa 9,67 % za lamotrigin.

Ustrezna ponovljivost pri ekstrakciji je pomemben element priprave vzorca, saj ima velik

vpliv na ponovljivost in to¢nost celotne metode.

5.2.7. Validacija redCenja

Ob majhnih koli¢inah razpolozljivih vzorcev lahko z red¢enjem le-teh uspesno pridobimo na
volumnu vzorcev. Uporabili smo vzorce, s katerimi smo dolo¢ili umeritveni premici za tretji
nato analizirali v treh paralelah, s ¢imer smo doloc¢ili tudi ponovljivost postopka redcenja.
Odzivom redcenih vzorcev smo nato dolocili to¢nost iz umeritvenih premic za tretji dan
validacije. Odzivi red¢enih vzorcev so ponovljivi, saj noben CV ne presega 10,4 %, njihova

toCnost pa je med 84,2 % in 119,5 %.
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5.3. Aplikacija metode na realne plazemske vzorce

Analizirali smo dva plazemska vzorca bolnika z epilepsijo, ki se zdravi z lamotriginom.
Vzorca sta vsebovala razlicna antikoagulanta, in sicer heparin in EDTA. V obeh vzorcih smo
izraCunali enaki koncentraciji tako za lamotrigin kot za lamotrigin-2-N-glukuronid. Iz
rezultatov lahko sklepamo, da vrsta antikoagulanta ne vpliva na plazemske koncentracije nasih

analitov.
5.4. Preucevanje vpliva strukture analitov na absorbanco

Spojine, ki jih Zelimo detektirati v UV obmoc¢ju, morajo v svoji strukturi vsebovati ustrezne
kromofore. Vsi nasi analiti imajo v svoji strukturi aromatski obro¢, ki dobro absorbira v UV
obmocju. Glukuronska kislina glukuronida ni kromofor, zato smo preucili njen vpliv na
absorbanco. Uporabili smo podatke tretjega dne validacije. Odzive Qc za lamotrigin-2-N-
glukuronid smo preracunali na odzive za lamotrigin ob predpostavki, da gre za enake masne
koncentracije. Odzive za glukuronid smo pomnoZili z razmerjem molekulskih mas lamotrigin-
2-N-glukuronida in lamotrigina. Dobljenim vrednostim smo nato s pomo¢jo umeritvene
premice za lamotrigin dolocili to€nost. Za QcL smo dobili povprecno vrednost 82,2 %, za
QcM 89,4 % in za QcH 93,1 %. Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da bi iz umeritvene
premice lamotrigina ob upoStevanju razmerja molekulskih mas lahko ocenili tudi plazemske

koncentracije lamotrigin-5-N-glukuronida.
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6. Sklepi

V diplomski nalogi smo razvili hitro in enostavno HPLC metodo za lamotrigin in njegova
glavna metabolita, lamotrigin-2-N-glukuronid in lamotrigin-5-N-glukuronid. Metoda je
primerna za rutinsko uporabo v laboratorijih, saj je preprosta in tudi cenovno ugodna. Vsi trije
analiti vsebujejo dobre kromofore, zato jih lahko detektiramo v UV obmoc¢ju. Uporabili smo
DAD detektor, najvi§je odzive pa smo izmerili pri valovni dolZini 220 nm. Uporabili smo
1zokratsko mobilno fazo, sestavljeno iz 76 % vodnega dela (25 mM fosfatni pufer s pH = 2,5)
in 24 % organskega dela (metanol). Preiskovane spojine in interni standard smo uspesno locili
s kolono Zorbax Eclipse XDB-C8 4,6 x 150 (Agilent technologies, ZDA). Pretok mobilne faze
je znasal 1,6 mL/min, temperatura termostata na koloni pa 50 °C. Celotna analiza je potekla v

10,5 min.

Metodo smo validirali na podlagi FDA standardov za validacijo bioanaliznih metod. Metoda
je to¢na in za lamotrigin linearna v obmoc¢ju med 0,1 in 20 pg/mL, za lamotrigin-2-N-
glukuronid pa v obmoc¢ju med 0,25 in 15 pg/mL. Meji dolo€ljivosti smo dolo¢ili 0,1 pg/mL za
lamotrigin in 0,25 pg/mL za lamotrigin-2-N-glukuronid. Pri preufevanju postpreparativne
stabilnosti vzorcev smo ugotovili, da so le-ti stabilni najmanj 12 h v avtomatskem
vzorcevalniku pri 4 °C. Metoda je izkazala ustrezno znotrajdnevno in meddnevno ponovljivost
za lamotrigin. CV ni nikoli presegel 13,3 % oziroma 3,54 %. Za lamotrigin-2-N-glukuronid je
%. Zadnja vrednost je pripadala QcL iz prvega dne validacije, katerih koncentracija (0,3
pg/mL) je bila blizu meji dolocljivosti. Po smernicah FDA je pri meji dolocljivosti dovoljeno

odstopanje do 20 %.

Metoda je primerna za terapevtsko spremljanje koncentracij lamotrigina. Terapevtsko obmocje
ucinkovine se giblje med 1 in 15 pg/mL. Nasa metoda je linearna v obmoc¢ju med 0,1 in 20

pg/mL in tako v celoti pokrije terapevtsko obmocje.
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