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POVZETEK

Valprojska kislina (VPA) je Siroko sprektralno protiepilepticno zdravilo, ki se uporablja za
zdravljenje vseh vrst epilepsije, bipolarne motnje, kot preventiva pri migrenah in za
zdravljenje nevropatske bolecCine. Pri zdravljenju epilepsije in bipolarne motnje z
valprojsko kislino je potrebno spremljanje njenih plazemskih koncentracij (terapevtsko
spremljanje koncentracij — TDM). Kot alternativa tradicionalnemu terapevtskemu
spremljanju koncentracij v plazmi prihaja v ospredje nova oblika vzorCenja krvnih
vzorcev, tehnika posusenih krvnih madezev (DBS).

V okviru magistrskega dela smo uspeSno razvili analizno metodo za dolocanje
koncentracije valprojske kisline v posuSenih krvnih madezih. Ekstrakcijo analitov iz 10 uL
posusenih krvnih madezev smo izvedli z etilacetatom in 10 mM klorovodikovo kislino. Za
interni standard smo uporabili oktanojsko kislino. Ekstrakcijo smo pospesili z inkubacijo
vzorcev v ultrazvoc¢ni kadicki. Organsko fazo z analitoma smo derivatizirali s kumarinom
ter sklopitvenimi reagenti HOBt in EDC v 0,50 M fosfatnem pufru pH 7,0. Po
centrifugiranju smo del organske faze posusili s segrevanjem in prepihovanjem z duSikom.
Suh ostanek smo nato rekonstituirali z acetonitrilom in vodo (60:40, v/v). Vzorec smo
analizirali s tekoCinsko kromatografijo visoke locCljivosti s fluorescen¢no detekcijo, pri
¢emer smo uporabili kolono Luna 3 pm, C18, ki smo jo segreli na 30 °C. Mobilna faza je
bila sestavljena iz acetonitrila in 1,5% ocetne kisline v vodi, v razmerju 50:50 (v/v).
Volumen injiciranja je bil 5 pL, pretok 1 mL/min. Izbrani analit smo detektirali pri
ekscitacijski valovni dolzini 300 nm in emisijski valovni dolZini 400 nm.

Metodo smo validirali po smernicah za bioanalizne metode AmeriSke agencije za hrano in
zdravila. Dokazali smo, da je metoda selektivna in linearna v izbranem koncentracijskem
obmocju (2,5 pg/mL-250 pg/mL). Toc¢nost metode se giblje med 90,6-103%, dnevna
ponovljivost znaSa 2,75-8,28% in meddnevna ponovljivost 1,2-7,5%, tako da parametri
ustrezajo postavljenim kriterijem. Tudi izkoristek ekstrakcije je bil ponovljiv in v vseh
primerih enak ali vecji od 74%. Vzorci so po ekstrakciji stabilni vsaj 24 h pri 5 °C,
posuseni krvni madeZi z analitom pa so pri vseh treh testiranih pogojih stabilni 1 teden
(sobna temperatura, -20°C, 45 °C). Validacijski parametri nakazujejo, da je metoda

uporabna za dolo¢anje valprojske kisline v krvi bolnikov.

KLJUCNE BESEDE: valprojska kislina, terapevtsko spremljanje koncentracij, teko¢inska

kromatografija visoke loc¢ljivosti, posuSeni krvni madezi, fluorescencni detektor

vi



ABSTRACT

Valproic acid (VPA) is a broadspectrum antiepileptic drug, used in the treatment of all
types of epilepsy, bipolar disorders, in migraine prophylaxis and for the treatment of
neuropathic pain. When treating epilepsy and bipolar disorders with valproic acid it is
necessary to monitor its plasma concentration (therapeutic drug monitoring — TDM). As an
alternative to the traditional therapeutic drug monitoring there is a novel tehnique of
sampling blood samples available, the techique of dried blood spots (DBS).

In master thesis we have succesfully developed the analytical method for determining the
concentration of valproic acid in dried blood spots. Extraction of analytes from the dried
blood spots was performed with ethyl acetate and 10 mM hydrochloric acid. For internal
standard octanoic acid was used. Extraction was accelerated by incubating the samples in
ultrasound bath. Organic phase with the analytes was derivatized with coumarine and
coupling agents HOBt and EDC in 0,5 M phosphate buffer with pH 7,0. Following
centrifugation a portion of the organic phase was dried by heating under nitrogen stream.
The dry residue was then reconstituted with acetonitrile and water (60:40, v/v).
Chromatographic separation of the analyte was achieved with high performance liquid
chromatography and fluorescence detection, where we used coloumn Luna 3 pum, C18,
which was heated to 30 °C. Mobile phase consisted of acetonitrile and 1,5% acetic acid in
water in a ratio 50:50 (v/v). Injection volume was 5 puL, flow rate 1 mL/min. The analyte
was detected at an excitation wavelenght of 300 nm and an emission wavelenght of 400
nm.

The method was validated according to the guidelines for bio-analythical methods of Food
and Drug Administration. We proved that the method is selective and linear in the chosen
concentration range (2,5 mg/mL-250 mg/mL). The accuracy of the method was between
90,6 to 103%, relative standard deviation of within run repeatability ranged between 2,75
to 8,28% and between-run repeatability between 1,2 to 7,5%. Also, the recovery was
reproducible and in all cases equal or greater than 74%. At 5 °C, samples are stable for at
least 24 h after extraction and the dried blood spoots with the analyte are stable for 1 week
in all three conditions (room temperature, -20 °C, 45 °C). Validation parameters indicate

that the method is applicable for the determination of valproic acid in patients blood.

KEY WORDS: valproic acid, therapeutic drug monitoring, high performance liquid

chromatography, dried blood spots, fluorescence detector
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SEZNAM OKRAJSAV

4-en VPA
A

Ax

AcN
AED

Ars

CYP
CZS8
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DCM
DMF
DPPE
EDC
EDTA
EMIT
EtAc
FDA
FLD
GABA
GABA,
GHB
HDAC
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HPLC

Ht
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k

kumarin

2-propilpent-4-enojska kislina

povrsina

povrsina analita

acetonitril

protiepilepti¢na zdravila (antiepileptic drugs)

povrsina internega standarda

koncentracija

citokrom P450 (cytochrome P450)

centralni zivéni sistem

posuseni krvni madezi (dried blood spots)

diklorometan

dimetilformamid

etilenbis(difenilfosfin)
1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilkarboiimid
etilendiamintetraocetna kislina (ethylenediaminetetraacetic acid)
multiencimska imunoloska tehnika

etil acetat

AmeriSka agencija za hrano in zdravila (Food and Drug Administration)
fluorescen¢ni detektor

y-aminomaslena kislina (y-aminobutyric acid)

podtip GABA receptorja

v-hidroksibutirat

histonska deacetilaza

zgornja meja kvantifikacije (higher limit of quantification)
hidroksibenzotriazol

tekoCinska kromatografija visoke loCljivosti (high performance liquid
chromatography)

hematokrit

interni standard

smerni koeficient

4-(aminometil)-7-metoksi-kumarin
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LLOQ spodnja meja kvantifikacije (lower limit of quantification)

LOD meja detekcije (limit of detection)

logP logaritem porazdelitvenega koeficienta

M molska masa

m masa

MF mobilna faza

MF, vodni del mobilne faze

MFg organski del mobilne faze

n presecis$€e z ordinatno 0sjo

NMDA podtip glutamatnega receptorja

OR osnovna raztopina

QC kontrolni vzorec (quality control)

QCy kontrolni vzorec visoke koncentracije (high)

QC. kontrolni vzorec nizke koncentracije (low)

QCwm kontrolni vzorec srednje koncentracije (medium)

R’ determinacijski koeficient

RSD relativna standardna deviacija

RT sobna temperatura (room temperature)

SD standardna deviacija

TDM terapevtsko spremljanje koncentracij (therapeutic drug monitoring)

THF tetrahidrofuran

tmax Cas potreben za dosego maksimalne koncentracije

TMS trimetilklorosilan

tr retencijski Cas

\% volumen

viv razmerje volumnov

VAMS volumetri¢ni  absorptivni  mikrovzorcevalnik  (volumetric absorptive
microsampler)

Vb volumen porazdelitve

VPA valprojska kislina

Y masna koncentracija

A valovna dolzina
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1 UVOD

1.1 VALPROJSKA KISLINA

Valprojska kislina (2-propilvalerijanska kislina, 2-propilpentanojska kislina, n-
dipropilocetna kislina), katere struktura je prikazana na sliki 1, je enostavna, razvejana
karboksilna kislina sestavljena iz osmih ogljikovih atomov. Izpeljana je iz valerijanske

kisline, ki je naravno prisotna v baldrijanu (Valeriana officinalis) (1).

COOH

Slika 1: Struktura valprojske kisline

Danes je eno izmed najpogosteje uporabljanih Sirokospektralnih protiepilepti¢nih zdravil.
Predpisuje se za vse vrste napadov pri epilepsiji, tako pri odraslih kot pri otrocih, in se
lahko uporablja v mono in politerapiji. Uporablja se tudi pri zdravljenju bipolarne motnje
ter kot preventiva pri migrenah (2, 3). Trenutno potekajo klini¢ne Studije o uporabi pri

terapiji raka (4). Osnovne fizikalno-kemijske lastnosti so predstavljene v preglednici I.

Preglednica I: Fizikalno-kemijske lastnosti valprojske kisline (VPA) (3)

Kemijska formula CsH 60>

Molekulska masa 144,21 g/mol

pKa 4,56

Topnost v vodi 50 mg/mL

Temperatura taliS¢a 120-121 °C

Izgled brezbarvna tekocCina pri sobni temperaturi

Valprojsko kislino najpogosteje uporabljamo v obliki natrijeve soli, ki je bel higroskopen
prah, dobro topen v polarnih topilih. Po zauzitju natrijev valproat hitro disociira v

valprojsko kislino (3).




1.1.1 Zgodovina odkritja valprojske Kisline

Zgodovina valprojske kisline je relativno dolga v primerjavi z ostalimi farmakolosko
aktivnimi substancami. Skoraj stoletje dolgo se je v raziskovalne namene uporabljala kot
organsko topilo (5). Tako kot mnoga druga zdravila tudi valprojska kislina ni bila odkrita
na podlagi strateSkega nacrtovanja nove protiepilepticne ucinkovine, ampak jo je po
nakljucju leta 1962 v Franciji odkril Pierre Eymard. Prvi€ jo je sintetiziral Burton leta
1882, vendar se, dokler ni njene protiepilepticne aktivnosti dokazal Eymard, ni uporabljala
v klini¢ne namene (3).

Zaradi tekoCega agregatnega stanja so valprojsko kislino uporabljali kot lipofilni medij, v
katerem so raztapljali v vodi netopne substance. Sodelavca v Berthier Laboratories H.
Meunier in Y. Meunier sta valprojsko kislino uporabljala za raztapljanje bizmutovih soli.
Skupaj z Eymardom so razmisljali, da bi valprojsko kislino lahko uporabili za raztapljanje
derivatov, ki jih je Eymard sintetiziral v okviru svoje teze na Fakulteti za farmacijo v
Grenoblu v Franciji (3). Glodavcem so intravensko vbrizgali pentilentetranidazol, s
katerim so izzvali epilepti¢ni napad. Nato so aplicirali derivate, raztopljene v valprojski
kislini. Pri tem so ugotovili, da valprojska kislina ze sama po sebi izkazuje protiepilepti¢no
aktivnost. Menuir je isti poskus ponovil na zajcih in prav tako opazil protiepilepticno
aktivnost. Sledila so nadaljnja testiranja in klini¢ne Studije. Valproat se je prvi¢ pojavil na
trziScu leta 1967 v Franciji pod imenom “Depakine”, kmalu pa Se v ostalih drzavah (3).
Valprojsko kislino so v klinicne namene najprej uporabljali v terapiji absenc pri
generalizirani epilepsiji. Po dveh desetletjih klini¢nih raziskav so jo zaceli uporabljati tudi
za druge vrste napadov in jo oznacili kot Sirokospektralno protiepilepticno ucinkovino.
Kasneje so pri bolnikih, ki so poleg epilepsije bolehali tudi za migrenskimi glavoboli,
ugotovili, da ué¢inkuje tudi proti migrenam. Se desetletje kasneje so jo uveljavili tudi pri
zdravljenju manije. Trenutno potekajo Studije o vlogi VPA pri kemoterapiji, uporablja se

tudi pri zdravljenju nevropatske bolecine (5).

1.1.2 Farmakodinamika valprojske Kkisline

Tako kot pri ostalih protiepilepti¢nih u¢inkovinah tudi pri valprojski kislini mehanizem
delovanja ni popolnoma razjasnjen. Posebnost valprojske kisline je njena struktura, ki se
precej razlikuje od ostalih protiepilepticnih zdravil. Ravno zaradi njene strukture ji

pripisujemo ve¢ mehanizmov delovanja (6).



U¢inki VPA na GABA in inhibitorni Zivéni prenos

Oslabitev Zivénega prenosa po GABAergi¢ni poti vodi v konvulzije, medtem ko se
ojacanje prenosa izraza v antikonvulzivnem ucinku (7). V vecih Studijah je bilo objavljeno,
da VPA ojada GABAergi¢ne inhibitorne u¢inke v centralnem Zivénem sistemu (CZS). In
vitro so pokazali, da VPA zavira GABA transaminazo, sukcin semialdehid degidrogenazo
in a-ketoglutarat dehidrogenazo, ki sodelujejo pri sintezi in razgradnji GABA-e. Nivoji
GABA-e se zato zelo povecajo. GABA »turnover« je poviSan v doloCenih regijah
mozganov, ki so pomembni za iniciacijo in propagacijo napadov, kot je ¢rna substanca
(substantia nigra). Potencirajo¢i u¢inek VPA na GABA bi naj bil koristen predvsem pri
zdravljenju akutnih napadov (8, 9). VPA reagira tudi z metabolizmom vy-hidroksibutirata
(GHB), metabolitom GABA. ZmanjSano sproscanje GHB bi lahko bilo pomembno pri
zdravljenju absenc. VPA bi naj vplivala tudi na ravnotezje med GABA in glutamatom.
Zaradi tega jo uporabljajo tudi pri zdravljenju migren, saj bi naj modulirala biokemic¢ni
fenomen aure oziroma vplivala na nocicepcijo z modulacijo zivénega prenosa, ki poteka
preko GABA-e in/ali glutamata. Pri zdravljenju nevropatske bolecCine bi naj VPA blokirala
nevrogensko vnetje prek inhibicije GABA,A receptorjev, najverjetneje z moduliranjem

trigeminalnih trinociceptivnih nevronov, ki se kopicijo v menignu (8).

Uc¢inki na ekscitatorne nevrotransmitorje

ZviSana zunajceli¢na koncentracija glutamata povzroci neprimerno zviSano znotrajceli¢no
koncentracijo Ca”", kar spodbuja spontano proZenje akcijskih potencialov in posledi¢no se
poveca tveganje za razvoj epilepticnega napada. VPA z antagonisticnim delovanjem na
NMDA receptorje zmanjsa Stevilo sprozenih akcijskih potencialov in tako oslabi zivéni
prenos po ekscitatorni poti v mozganih ter tako zmanjSa tveganje za razvoj epilepti¢nega
napada (10). Vpliv VPA na NMDA receptorje bi naj bil pomemben tudi pri zdravljenju
maniénih epizod, vendar tonih dokazov o tem $e ni. Studije nakazujejo, da imajo bolniki z

bipolarno motnjo povecano vsebnost glutamata v vecih delih mozganov (8, 11).

U¢inki na monoamine

Bipolarna motnja je motnja, za katero so znacilna ponavljajoc¢a se nihanja v razpolozZenju.
Prihaja do nepredvidljivega nihanja faze manije in depresije (12). Pri zdravljenju z VPA so
se nivoji noradrenalina, dopamina in serotonina (ki so glavni mediatorji pri depresiji)
znizali v nekaterih regijah mozganov, v drugih pa zvisali. Modulacija nivojev monoaminov

ima uporabno vrednost pri terapiji depresivne faze bipolarne motnje (8).
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Uc¢inki na napetostno odvisne kanalcke

Pri epilepsiji je pove€ana vzdrazenost nevronov. Depolarizacija nevronov v epileptiénem
zariSCu je, v primerjavi z normalno, neprimerno daljSa. Posledi¢no prihaja do spontanega
visoko frekvencnega sprozanja nevronov (10). VPA zavira tovrstno sprozanje in tako

pripomore k ucinkovitosti pri zdravljenju epilepsije (8).

U¢inki na presnovo glukoze v moZganih

Med epilepticnim napadom se poveca presnova v prizadetem delu mozganov. Poraba
kisika je do 2,5-krat vecja, pretok krvi do 9-krat in poraba ATP do 4-krat, medtem ko je
koncentracija glukoze znizana (10). Pri bolnikih z epilepsijo so raziskave pokazale, da

VPA zmanjsa presnovo glukoze v mozganih ter tako prispeva k zdravljenju epilepsije (8).

U¢inki na histonske deacetilaze
Valprojska kislina je direktni inhibitor histonskih deacetilaz (HDAC), te pa igrajo
pomembno vlogo pri diferenciacijski terapiji raka. Inhibicija HDAC povzroci

diferenciacijo rakavih celic (13).

Slika 2 prikazuje mehanizme delovanja valprojske kisline.
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Slika 2: Mehanizmi delovanja VPA. Povzeto po Johannessen in Ghodke-Puranik et. al. (9, 14)
1.1.3 Farmakokinetika valprojske Kisline

Farmakokinetika valprojske kisline Se ni docela razjasnjena in se lahko razlikuje od
bolnika do bolnika.



Absorpcija

VPA se po zauzitju hitro absorbira, njena bioloSka uporabnost je skoraj popolna, in sicer
med 96-100% za sploSno uporabljane farmacevtske oblike. Hitrost absorpcije in Cas za
dosego maksimalne koncentracije v krvi (tymax) s€ med razli¢nimi farmacevtskimi oblikami
razlikujeta. tyax pri sirupih, kapsulah in tabletah je 1-2 h, 3-6 h pri gastrorezistentnih
tabletah in 10-12 h pri tabletah s podaljSanim spros¢anjem. Absorpcija pri vzdrZevanju
odmerka je hitrejSa kot pri zacCetnih odmerkih. Lahko se znatno upocasni, ¢e zdravilo

vzamemo 2-3 h po obroku. Absorpcija poteka hitreje v jutranjem casu (2, 8).

Vezava na plazemske proteine

VPA je vec kot 90% vezana na serumske proteine, predvsem albumin, vendar se delez
vezave ob poveCanju koncentracije zmanjsa zaradi nasi¢enja, kar se kaze v porastu proste
oblike VPA. Tako znaSa pri plazemski koncentraciji VPA 80 pg/mL delez vezave le 67%.
Delez vezave je zmanjSan tudi pri bolnikih z ledvicno boleznijo, kroni¢no jetrno boleznijo,
pri starostnikih, med nose€nostjo in v prisotnosti drugih zdravil, ki se vezejo na plazemske
proteine (npr. fenilbutazon, acetil salicilna kislina). Ne vemo pa, ali je deleZz vezave
odvisen tudi od interakcij z drugimi protiepilepti€nimi zdravili. Delez proste oblike VPA je
priblizno enak delezu proste oblike v cerebrospinalni teko€ini in solzah, ni pa primerljiv z

delezem proste oblike v slini (2, 8, 15).

Porazdelitev

V obtoku je VPA v kemijskem ravnotezju, ki se vzpostavi med razlicnimi oblikami: na
proteine vezano obliko, nevezano obliko, ionizirano obliko in neionizirano obliko. Samo
prosta oblika VPA prehaja skozi membrane in vstopa v celice. Terapevtske koncentracije v

plazmi znaSajo od 40 pg-100 pg/mL, v mozganih 6-27 pg/g (2).

Presnova

Razpolovni ¢as (t;2) VPA v serumu je 11-20 h. Skoraj v celoti se presnovi. Le majhen del
kemijsko nespremenjene VPA najdemo v urinu. VPA se presnavlja po kinetiki prvega
reda, neodvisno od plazemskih koncentracij. Zaradi velikih razlik v presnovi med
posamezniki obstaja slaba povezava med odmerkom in serumsko koncentracijo VPA.
Presnova ufinkovine poteka po vecih poteh, ki vsebujejo glukuronidacijo, B in Q —

oksidacijo, vendar pa aktivni presnovki predstavljajo le majhen delez celotne koncentracije



VPA v plazmi. Pretvorba VPA v njene aktivne presnovke je predstavljena na sliki 3. Vpliv

presnovkov na terapevtske oziroma toksi¢ne u¢inke Se ni to¢no opredeljen (8).
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Slika 3: Presnovki VPA. Povzeto po Lu (16).

Izloc¢anje

Manj kot 3% VPA se v nespremenjeni obliki izlo¢i v urin, kar je posledica obSirnega
metabolizma VPA. Jetrni metabolizem je zato glavna pot izloanja VPA in njenih
metabolitov, ki se izlo¢ajo predvsem z urinom, manjsi deleZ pa tudi z Zol¢em, blatom in z

izdihanim zrakom (2).

Osnovni farmakokineti¢ni parametri so povzeti v preglednici 11.

Preglednica II: Farmakokineticne lastnosti VPA(17-19)

Bioloska uporabnost >90%

sirup, kapsule in tablete: 1-2 h
e gastrorezistentne tablete: 3-6 h

tablete s podaljSanim spros¢anjem: 10-12 h

Razpolovni Cas (t;/2) 11-20 h




Vezava na proteine > 90% (do nasi¢enja)

Volumen porazdelitve (Vp) 0,14 L/kg

Presnova glukuronidacija, B-oksidacija

urin, majhen delez tudi preko zolca, blata in
IzloCanje
izdihanega zraka

1.1.4 NeZeleni ucinki valprojske Kkisline

Vecina bolnikov VPA dobro prenasa, kljub temu pa velja za protiepilepti¢no zdravilo, pri
katerem so najveckrat porocali o toksi¢nosti (17). Najbolj pogosti nezeleni uc¢inki VPA
vkljucujejo: gastrointestinalne tezave, tremor ter povecanje telesne teze. Teratogenost in
hepatotoksi¢nost se redko pojavljata in veljata za najbolj resna in nezelena stranska ucinka.
Drugi resni neZeleni ucinki so: fatalni hemoragi¢ni pankreatitis, zaviranje kostnega mozga
in hiperamonijeva encelofatija. Pri nekaterih bolnikih je prislo tudi do odpovedi jeter. Pri
zdravljenju z VPA bi naj prislo tudi do milejSe oblike hepatotoksicnosti, kjer imajo bolniki
povisano Stevilo jetrnih encimov, ampak brez izraZzenih klini¢nih znakov (2).

Mehanizmi hepatotoksi¢nosti VPA so Se vedno neznani, kljub ve¢im prepostavkam.
Opazili so, da je pojavnost hepatotoksicnosti ve¢ja pri politerapiji z VPA in induktorji
CYP encimov kot v primeru monoterapije. Induktorji CYP encimov povecajo presnovo
VPA in s tem koli¢ino presnovkov, kar nakazuje, da je hepatotoksicnost VPA posledica

toksi¢nosti njenih presnovkov. Toksi¢nost pripisujejo predvsem presnovku 4-en VPA (6).

1.2 TERAPEVTSKO SPREMLJANJE ZDRAVLJENJA Z AED

Terapevtsko spremljanje koncentracij (TDM) je multi-disciplinarna dejavnost, ki je
namenjena izboljSanju oskrbe bolnikov z individualnim prilagajanjem odmerka zdravil, pri
katerih so klini¢ne izku$nje in Studije pokazale, da terapevtsko spremljanje koncentracij
izboljSa rezultate v splosnih in posebnih populacijah. Lahko temelji na predhodno znanih
demografskih, klinicnih in farmakogenetskih podatkih in/ali na naknadno izmerjenih
koncentracijah ucinkovine v krvi (farmakokinetiéno spremljanje) ali/in na bioloskih

oznacevalcih (farmakodinamicno spremljanje) (20).




Uporaba TDM pri zdravljenju s protiepilepti¢nimi zdravili je najbolj smiselna v naslednjih

situacijah (18):

kadar pri bolnikih, ki so dosegli terapevtski uc¢inek, Zelimo izmeriti individualno
terapevtsko koncentracijo;

kadar Zelimo diagnosticirati toksi¢nost zdravila;

kadar Zelimo oceniti bolnikovo sodelovalnost;

kadar Zelimo nadzirati spremembo odmerka v primerih s povecano variabilnostjo
farmakokinetike (npr. pri otrocih, starostnikih, bolnikih s pridruzenimi boleznimi,
sprememba farmacevtske oblike);

kadar je pricakovana sprememba v farmakokinetiki (npr. nosecnost, spremenjena
terapija — dodano ali ukinjeno zdravilo);

kadar Zelimo nadzirati spremembe odmerkov pri protiepilepticnih uéinkovinah,

katerih farmakokinetika je odvisna od odmerka (npr. fenitoin).

Z rutinskim spremljanjem koncentracij merimo koncentracijo celokupne ucinkovine,

vendar pa je pri dolocenih u¢inkovinah smiselno meriti tudi prosto obliko u¢inkovine, in

sicer, ko so izpolnjeni naslednji kriteriji:

vezana oblika u¢inkovine je neaktivna, aktivna je prosta oblika;

obstaja ravnotezje med vezano in nevezano obliko in temelji na koncentraciji
ucinkovine in plazemskih proteinov;

kot posledica znizanja plazemskih proteinov pride do spremembe v vezavi, kar
pomeni drugacen delez proste oblike, kar vodi v drugacne farmakoloske odzive pri

doloceni koncentraciji zdravila.

Merjenje plazemske koncentracije proste oblike je klinicno pomembno, kadar:

je ucinkovina vezana na plazemske proteine vec kot 85-90% (za te uCinkovine je ze
majhen upad v koncentraciji vezavnih proteinov lahko povzro¢i pomembno
poviSanje proste oblike);

se delez vezave spreminja zaradi spremembe koncentracije proteinov ali
ucinkovine ali kot posledica spremembe Stevila razpolozljivih vezavnih mest in

spremembe vezavne afinitete.

Tem kriterijem ustrezata VPA in fenitoin (21).



Ravno zaradi narave epilepti¢nih napadov, ti se pri bolniku pojavljajo sporadi¢no, je TDM
pri epilepsiji zelo zapleten, saj je tezko oceniti, ali se bolnik odziva na terapijo ali je zgolj
brez napadov. Obenem gre za dolgotrajen proces, saj ucinek terapije lahko ocenimo le
glede na frekvenco pojavljanja epilepti¢nih napadov. Pogosto je tezko locCiti simptome
bolezni od toksi¢nih ucinkov ksenobiotikov. Glavna predpostavka pri TDM
protiepilepticnih zdravil je, da obstaja boljSa povezava med serumskimi koncentracijami in
terapevtskim u€ikom kot samim odmerkom (18, 21). Kljub temu da se TDM pogosto
uporablja v rutinski obravnavi bolnikov z epilepsijo, je slabo podkrepljen z dokazi.
Rezultat TDM S$e ni bil sistemati¢no ovrednoten (17).

Prvi zapisi uporabe metode za spremljanje krvnih koncentracij fenitoina in fenobarbitala
izvirajo iz leta 1956 (ZDA). Izpoplnili so ga v zacetku 70-ih let, ko je v uporabo prisla
plinsko tekocinska kromatografija. Kasneje so TDM poskusili z imunoloskimi testi, kjer so
kot oznacevalce uporabili radioaktivne izotope, kar so opustili zaradi kompleksnosti
postopka in regulatornih problemov pri rokovanju z radioaktivnimi substancami v
bolniSnicah. TDM je postal rutinska analizna metoda, ko so razvili multiencimsko
imunoloSko tehniko (EMIT). Pri tej metodi analit tvori kompleks s specificnim
protitelesom in postane netopen. Motnost, ki je posledica nastanka imunskega kompleksa,
ustreza koncentraciji v vzorcu in se nato spektrofotometricno detektira. Pri metodi pa
obstaja tveganje, da bi protitelo reagiralo tudi z metaboliti analita, kar bi lahko imelo za
posledico lazno previsoke plazemske koncentracije. V zadnjih letih se je kot najbolj
obetavna in prakticna metoda za spremljanje terapevtskih koncentracij izkazala tekocinska

kromatografija visoke loCljivosti (22, 23).

1.2.1 Ucinkovitost TDM pri valprojski kislini

Rutinsko spremljanje plazemskih koncentracij VPA je v uporabi ze veC kot 35 let (24).
Posebnost valprojske kisline je, da se delez vezane oblike zmanjSa, ko koncentracija v
plazmi doseze doloceno vrednost (75 pg/mL). Ob vecanju koncentracij pride do hitrega
porasta proste oblike, ki je tudi aktivna oblika VPA (25). Zato je potrebno previdno
spremljanje koncentracij VPA v prvih 6-ih mesecih terapije z valprojsko kislino.

VPA se dolo¢a v razli¢nih medijih, plazmi, serumu, cerebrospinalni tekocCini, solzah ter
tudi v slini. Medtem ko je delez proste oblike VPA izmerjen v plazmi, serumu, CSF ali

solzah primerljiv, koncentracij izmerjenih v slini ne gre primerjati (15).
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V objavljeni literaturi smo zasledili samo dve randomizirani Studiji, ki sta raziskovali
ucinkovitost TDM protiepilepticnih zdravil. V obeh Studijah so bolnike razdelili v dve
skupini, kjer so eni skupini s pomocjo TDM prirejali terapijo, da so dosegli terapevtske
koncentracije, medtem ko so v drugi skupini zdravljenje kontrolirali glede na klini¢ne
izkusnje. Rezultati so pokazali, da med skupinama ni bistvenih razlik. Tudi pogostost
pojava nezelenih u¢inkov je bila v obeh skupinah enaka (26, 27).

Forooghipour in sodelavci so v svoji Studiji obravnavali 18 bolnikov z epilepsijo, katerim
so merili plazemske koncentracije VPA. Ugotovili so, da je ve¢ kot polovica bolnikov
imelo koncentracijo VPA v serumu nizjo od terapevtske, ampak je bilo zdravljenje vseeno
uspesno (odsotnost napadov oziroma zmanjSana frekvenca pojavnosti). Rezultati so
pokazali, da med serumsko koncentracijo VPA in terapevtskim u¢inkom ni jasne povezave
(28).

Siroka variabilnost v farmakokinetiki VPA med posameznimi bolniki in priakovana
dolgotrajna terapija govorita v prid uporabe TDM pri VPA. Po drugi strani pa je med
plazemskimi koncentracijami in terapevtskim u¢inkom nejasna povezava. VPA za razliko
od vecine ostalih protiepileptiénih zdravil nima tako ozkega terapevtskega okna, ki bi
terjalo pozorno spremljanje plazemskih koncentracij u¢inkovine. Vsekakor pa lahko TDM
izboljSa nadzor v situacijah, ko gre za nenavaden metabolizem VPA, pri
polifarmakoterapiji s pomembnimi interakcijami med zdravilnimi u¢inkovinami ter kot del

celovite ocene sodelovalnosti bolnika (15).

1.3 ALTERNATIVNI NACINI VZORCENJA BIOLOSKIH
VZORCEV

1.3.1 PosuS$eni krvni madezi

Pri tehniki posuSenih krvnih madeZev (DBS) gre za vzorcenje relativno majhnih vzorcev,
kjer majhno koli¢ino kapilarne krvi odvzamemo iz prsta ali pete in jo kanemo na posebne
papirnate kartice (17). V farmacevtski industriji posvecajo metodi v zadnjem ¢asu veliko
pozornosti (29). Implementacija in u€inkovitost tehnologije posusenih madezev bi v praksi
pomenila poenostavljeno vzorcenje krvi in nadaljnjo analizo. DBS predstavlja obetavno
tehniko, ki bi lahko nadomestila Ze obstojece tehnike v farmakokineti¢nih in toksikoloskih

studijah (30).
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Prednosti DBS tehnike

Poglavitna prednost tehnike DBS je enostaven in minimalno invaziven odvzem vzorca, ki
ga odvzamemo iz pete ali prsta. Nacin vzorCenja prinasa Se dodatno prednost, saj pri
odvzemu ni potrebna prisotnost zdravstvenega delavca, kot se to zahteva pri ostalih
tehnikah (17). Prav tako odvzamemo majhen volumen vzorca (10-50 pL), kar omogoca
bolj pogosto vzorcenje in vzorcenje pri bolj obcutljivih populacijah, kot so novorojencki,
nosecnice in kriti¢no bolni (17). Ker se kri po dodatku na kartico za DBS posusi, dobimo
analit v trdnem stanju, kateremu pripisujemo vecjo stabilnost kot vzorcu v teko¢em stanju.
Na voljo so tudi kartice, premazane s snovmi, ki lizirajo celice in denaturirajo proteine, kar
je lahko uporabno pri posameznih analitih (17). Poleg naStetih prednosti tehnike je
pomembna tudi enostavna priprava vzorca, nizji stroSki transporta in enostavno

shranjevanje (17).

Slabosti tehnike DBS

Zaradi majhnega volumna vzorca, ki je ena izmed prednosti te tehnike, pa metoda zahteva
zelo visoko obcutljive analizne metode. Tehnika tudi ni primerna za hlapljive ali vnetljive
zdravilne uc¢inkovine. Pri DBS odvzamemo kapilarno kri, medtem ko pri drugih metodah
uporabljamo vensko kri. Vendar ni dokazov, da so koncentracije izbranih ucinkovin v
kapilarni in venski krvi primerljive, npr. paracetamol se v kapilarni krvi pojavlja v precej
vi$jih koncentracijah kot v venski (30), kar onemogoca neposredno primerjavo podatkov.
Pri metodi gre tudi za kompleksno dolocanje analitov. Ovire predstavljajo izbira ustrezne
kartice za DBS, dodatek internega standarda, hematokrit, volumen nanosa, homogenost
med krvnimi madezi, izkoristek ekstrakcije itd. Velik problem pri vkljucitvi metode v
rutinsko spremljanje koncentracij pa predstavlja tudi dejstvo, da na tem podrocju Se ne
obstajajo standardizirane smernice, ki bi omogocale celovito validacijo metod. Nenazadnje

pa ne poznamo to¢ne povezave med koncentracijo analitov v DBS in plazmi (17).

Tehnika DBS predstavlja alternativo konvencionalnemu TDM AED, ki temelji na
plazemskih vzorcih. Kot tehnika, ki je le minimalno invazivna, nam omogoca delo z
majhnimi volumni krvi, neodvisno od Casa vzorcenja, pospesi obdelavo vzorca in olajSa
shranjevanje. Tehnika DBS je uporabna predvsem pri novorojenckih, nose¢nicah in

kriti¢no bolnih. Seveda pa ima tehnika vseeno nekaj ovir, ki jih bo Se potrebno obiti (17).
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Volumetri¢ni absorptivni mikrovzoréevalnik (VAMS)

Da bi se izognili slabostim tehnike povezanim s hematokritom in homogenostjo krvnih
madeZev, se na trgu trenutno uveljavlja nov pripomocek pri vzorcenju krvnih vzorcev —
volumetri¢ni  absorptivni mikrovzorcevalnik (VAMS). VAMS ima nastavek iz
adsorptivnega polimera, ki vpije tocno dolocen volumen kapilarne krvi (ponavadi 10 pL).
Nastavek je pritrjen na roc¢aj s plasticno konico (slika 4). Postopek izvajamo tako, da
nastavek potopimo v kri, pri tem pa pazimo, da ne potopimo celotnega nastavka, saj bi
tako polimer lahko vpil vecji volumen krvi od dolocenega. Postopek je koncan, ko je
celoten nastavek obarvan rdeCe, kar ponavadi traja 2-5 s. Dodatna prednost uporabe
VAMS je, da je rocaj primeren tudi kot nastavek za avtomatsko pipeto, kar omogoca

takojs$no nadaljno obravnavo (31).

Slika 4: VAMS (32)
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2 HIPOTEZA IN NACRT ZA DELO

Valprojska kislina (VPA) je protiepilepticna ucinkovina z moc¢nim ucinkom, njene
plazemske koncentracije pa se od bolnika do bolnika zelo razlikujejo. Zaradi tega je
spremljanje plazemskih koncetracij pri bolnikih izjemnega pomena. Ker se pri zdravljenju
s protiepilepticnimi  zdravili bojimo neZelenith ucinkov, pri VPA predvsem
hepatotoksi¢nosti, se bomo v magistrskem delu osredotocili tudi na dolo¢anje domnevno
toksi¢nega metabolita valprojske kisline, 4-en VPA v krvi.

Namen magistrskega dela je razviti in validirati metodo, s katero bi lahko soCasno in
enostavno dolocili koncentracijo valprojske kisline in njenega metabolita v krvi bolnikov s
pomocjo posusenih krvnih madezev. Metoda bo temeljila na Ze obstojeci metodi, kjer so
dolocali plazemske koncentracije valprojske kisline in njenega metabolita 4-en VPA s
pomocjo derivatizacije analitov in teko¢inske kromatografije visoke locljivosti. Pri razvoju
metode se bomo najprej osredotocili na izbiro kartice za DBS, na katero bomo nanasSali kri.
Naslednji izziv v nalogi bo predstavljala ekstrakcija analitov iz kartice. Raziskovali bomo
vpliv razliénih topil, njihovih volumnov in nac¢ina ekstrakcije. Ker valprojske kisline in
njenega metabolita ni moc detektirati s fluorescencno detekcijo brez predhodne
derivatizacije, bomo analita najprej derivatizirali, pri ¢emer bomo preizkusili vpliv
razlicnih koncentracij derivatizacijskih reagentov. Na koncu bomo optimizirali tudi
kromatografsko metodo. Testirali bomo razli¢ne kolone, ugotavljali kakSen vpliv ima na
odzive analitov temperatura kolone, pH mobilne faze, vrsta in sestava mobilne faze.
Razvito metodo bomo validirali po smernicah za bioanalizne metode Ameriske agencije za
hrano in zdravila (FDA). V sklopu validacije bomo preverjali selektivnost, dolocali
obmocje linearnosti, ponovljivost, to¢nost, stabilnost ter preverili kakSen je izkoristek
ekstrakcije. Glavna hipoteza naloge je torej, da bomo razvili in validirali enostavno metodo
za doloCevanje VPA in njenega metabolita 4-en VPA v krvi s pomoc¢jo posusenih krvnih

madezev.

Na sliki 5 je predstavljen shematski prikaz nacrta dela.
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Slika 5: Shematski pregled nacrta dela

[ IZHODISCNA METODA ]
[ OPTIMIZACIJA METODE ]
s N e
OPTIMIZACIJA OPTIMIZACIJA
PRIPRAVE VZORCA KROMATOGRAFIJE
*  izbira papircka *  izbira mobilne faze
»  ckstrakcija *  izbira sestave mobilne faze
. izbor IS . izbira kolone
*  derivatizacija *  temperatura kolone
*  pretok
\_ J \_
[ OPTIMALNA METODA ]
( N
VALIDACIJA

. selektivnost

. linearnost

. toc¢nost

*  ponovljivost

. izkoristek

. stabilnost

*  vpliv hematokrita
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3 MATERIALI

3.1 BIOLOSKI MATERIAL

Pri pripravi vzorcev smo uporabljali svezo kri istega darovalca. Kri je bila odvzeta v

vakuumsko epruveto z antikoagulatom etilendiamintetraocetno kislino (EDTA), s katerim

smo preprecili strjevanje krvi. Po enakem postopku smo odvzeli kri Se Sestim darovalcem

pri ugotavljanju specifi¢nosti metode.

3.2 STANDARDI

Kemikalija Formula M [g/mol] Proizvajalec
Natrijeva sol . .
CgH5sNaO, 166,19 Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija
valprojske kisline
2-propilpent-4- Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
CgH 40, 142,20 .
enojska kislina Heidelberg, Nemcija
Oktanojska kislina CHj;(CH,)¢COOH 144,21 Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija
Pentanojska kislina CHj;(CH,);COOH 102,13 Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija
Heptanojska kislina CHj;(CH,)sCOOH 130,18 Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija
5-metil salicilna
CH;C¢H;(OH)CO,H 152,15 Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija
kislina
Benzojska kislina CcsHsCOOH 122,12 Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija
2-bromobenzojska . o .
BrCsH4,CO,H 201,02 Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija
kislina
Klofibri¢na kislina CioH;ClO; 214,65 Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija
Cikloheksanojska . . o N
il CeH1COH 128,17 Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija
islina

3.3 REAGENTIIN TOPILA

Metanol CH;0H CHROMASOLV®, for HPLC, > 99,9%; M = 32,04 g/mol (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Nemcija)
Acetonitril C;HsN Chromasol V® gradient grade, for HPLC, > 99,9%; M = 41,05 g/mol,

(Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija)

1 M raztopina natrijevega hidroksida NaOH

1 M raztopina klorovodikove kisline HCI
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Standardne pufrske raztopine pH = 3,00 do 9,00; (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija) in
(Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Spanija)

Ultra cista voda pridobljena z aparatom Milli-Q Advantage A10 Ultrapure Water
Purification System (Millipore, Bedford, ZDA), specificna upornost > 18,2 mQcm,
celokupni organski ogljik (TOC) < 6 ppb (pri T = 25 °C), Fakulteta za farmacijo, Ljubljana
Kalijev dihidrogen fosfat for analysis KH,PO4; M = 136,08 g/mol, (Merck, Darmstadt,
Nemcija)

98-100% mravljin¢na kislina HCOOH, M = 46,03 g/mol, (Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija)

Amonijev acetat CH3COONH4, M = 77,08 g/mol, (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija)
Etilacetat CH3COOC2Hs, > 99,5%, M = 88,10 g/mol, (Panreac, Barcelona, Spanija)
Stisnjen dusik N2 za prepihavanje (Messer, Ruse, Slovenija)

Ocetna kislina CH;COOH, 100%, M = 60,05 g/mol, (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija)
Dimetil formamid HCON(CHj3),, > 99,5%, M = 73,09 g/mol, (Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija)

EDC hidroklorid CgH;7N3 - HCI, 191,70 g/mol (Apollo Scientific, Stockport, Anglija)
HOBt hidrat C¢HsN3O - H,0, 135,12 g/mol, (Acros, Geel, Belgija)

3-metoksifenol C7HgO, 124,14 g/mol, (Acros, Geel, Belgija)

Etil 4-kloroacetoacetat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija)

Zveplova kislina H,SO4, 98,08 g/mol (Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija)

Natrijev azid NaN3s, 65,01 g/mol, (Janssen, Hamburg, Nemcija)

Tetrahidrofuran C4HgO, 72,11 g/mol (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija)

Diklorometan CH,Cl,, 84,93 g/mol (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija)

3.4 NAPRAVE IN PRIBOR

Hladilnik 3 °C z zamrzovalnikom -20 °C (Gorenje, Velenje, Slovenija)

Zamrzovalnik SANYO (T = -80 °C) (SANYO electric Co., Ltd., Osaka, Japonska)
Zamrzovalnik Gorenje (T =-20 °C) (Gorenje, Velenje, Slovenija)

Termostat kolone Varian Pro star 510 (VARIAN medical systems, Palo Alto, Kalifornija,
ZdruZene drzave Amerike)

Tehtnica AG 245 (Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica)

Tehtnica XP 105 (Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica)
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pH meter MA 5750 (Iskra, Kranj, Slovenija)

Centrifuga Eppendorf, tip: 5415R (Eppendorf research, Hamburg, Nemcija)

Centrifuga Centric 322A (Tehtnica®, Zelezniki, Slovenija)

Stresalnik VORTEMP 56EVC (Tehtnica®, Zelezniki, Slovenija)

Turbovap®LV (Caliper, Hopkinton-MA, ZDA)

Magnetno meSalo HI 190M (Hanna instruments, Koper, Slovenija)

Mesalnik Vibromix 10 (Tehtnica®, Zelezniki, Slovenija)

Ultrazvocna kadicka SONIS 4 (Iskra, Kranj, Slovenija)

Ultrazvocna kadicka BANDELIN SONOREX (Bandelin electronic, Berlin, Nemcija)
Polavtomatske pipete 2 - 20 ul, 20 - 200 pl, 200 - 1000 pl, 500 - 5000 pl in 1 - 10 ml
(Eppendorf research, Hamburg, Nemcija)

Polavtomatska pipeta 2 - 20 pl (Sartorius Biohit Liquid Handling Oy, Helsinki, Finska)
Plasti¢ne epruvete 1,5 in 2 ml (Eppendorf research, Hamburg, Nemcija) in 1,5 ml
(Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija)

Celulozno acetatni filter 0,45 pm (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen, Nemcija)
Program za izracunavanje logP ChemDraw Professional 15.0

HPLC kolona; Phenomenex, Luna Phenyl-Hexyl, 150 x 46 mm x 5 pum
(Phenomenex,Torrance, Kalifornija, ZDA)

HPLC kolona; Phenomenex Luna C8 100A 150 x 4,6 mm 5 um, (Phenomenex, Torrance,
Kalifornija, Zdruzene drzave Amerike)

HPLC kolona; Phenomenex Luna CI8 (2) 100A 150 x 4,6 mm 3 um, (Phenomenex,
Torrance, Kalifornija, ZdruZene drzave Amerike)

Predkolona za HPLC; Phenomenex 4 x 3 mm CI18 (Phenomenex, Torrance, Kalifornija,
ZdruZene drzave Amerike)

HPLC sistem Agilent 1100 series z UV in FLD detektorjem (Agilent technologies, Santa
Clara, Kalifornija, ZDA)

Stekleni inventar: merilne bucke, CaSe, tehtici, viale, inserti za vijale, presesalna buca in

lij za presesalno buco.

Ostali inventar: spatule, nastavki za pipete, magneti, magnetna palica za odstranjevanje
magnetov, pokrovcki za viale, plasticne kapalke, epruvete namenjene za vakuumski

odvzem venske krvi (EDTA), lateks rokavice in Parafilm®M.
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4 METODE

Razvoj metode je temeljil na ze obstojeci metodi, kjer so dolocali koncentracijo valprojske
kisline in njenega metabolita 4-en VPA v plazemskih vzorcih (33). Pri prenosu metode iz
plazemskih na krvne vzorce smo optimizirali Stevilne pogoje. Testirali smo razli¢ne vrste
kartic za nanos krvnih kapljic, spreminjali volumen ekstrakcijskega topila in pogoje
ekstrakcije, preizkuSali smo razlicne interne standarde ter poizkusili optimizirati
kromatografske pogoje tako, da smo dobili maksimalne in ¢iste kromatografske odzive

analitov.

4.1 IZHODISCNA PLAZEMSKA METODA

4.1.1 Priprava osnovnih raztopin (OR) valprojske Kkisline in 4-en VPA

Za pripravo osnovne raztopine VPA zatehtamo natrijev valproat in pripravimo vodno
raztopino s koncentracijo 4,6 mg/mL, kar ustreza koncentraciji 4,0 mg/mL valprojske
kisline. Pri pripravi osnovne raztopine 4-en VPA kot topilo uporabimo metanol. Pripravo

osnovnih raztopin prikazujeta preglednici Il in I'V.

Preglednica III: Postopek priprave osnovne raztopine VPA (OR1)

SPOjiIla Ckonéna [mg/ mL] mspojine [mg] Vtopila [mL]

Na-VPA 4,60 4,60 1,000

Preglednica IV: Postopek priprave osnovne (OR2) in delovne raztopine 4-en VPA

Osnovna raztopina Delovna raztopina 4-en
4-en VPA (OR2) VPA
My_en vra [ME] 100 Vora [pUL] 22,0
Viopita [ML] 1,000 Viopita [ML] 1978
Ckongna [Mg/mL] 100 Ckonena [Lg/mL] 1000

4.1.2 Priprava internega standarda

Za interni standard (IS) uporabimo pentojsko kislino. Pripravimo vodno raztopino

pentanojske kisline s koncentracijo 2,3 mmol/L.
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4.1.3 Priprava delovnih raztopin

Delovne raztopine pripravimo iz osnovnih raztopin. Postopek priprave je prikazan v

preglednicah V in VI.

Preglednica V: Postopek priprave delovnih raztopin VPA

Delovna CVPAvvzoreu | CVPA v del. razt.

raztopina [ng/mL] [ng/mL] Vou 1L Vezo (L] Viowai L]
ST1 200 4000 1000 0 1000
ST2 150 3000 375 125 500
ST3 100 2000 250 250 500
ST4 75 1500 225 375 600
STS 50 1000 125 375 500
ST6 25 500 75 525 600
ST7 16 320 40 460 500
ST8 10 200 25 475 500
ST9 5 100 25 975 1000

ST10 2,5 50 25 1975 2000

Preglednica VI: Postopek priprave delovnih raztopin 4-en VPA

Delovna | Ca.en VPA vvzoren | Cd-en VPA v del. razt. Vor Vizo Vikoneni
raztopina [ng/mL] [ng/mL] [nL] [nL] [nL]
ST1 50 1000 1000 0 1000
ST2 30 600 300 200 500
ST3 20 400 200 300 500
ST4 10 200 100 400 500
ST5 6 120 60 440 500
ST6 4 80 40 460 500
ST7 2 40 20 480 500
ST8 1 20 20 980 1000
ST9 0,5 10 20 1980 2000
ST10 0,25 5 500 500 1000
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4.1.4 Priprava plazemskih vzorcev

Za pripravo vzorcev najprej v 1,5 mL epico odpipetiramo 170 pL plazme, dodamo 10 pL
delovne raztopine ST1-ST10 VPA, 10 uL delovne raztopine ST1-ST10 4-en VPA in 10 puL
IS.

4.1.5 Ekstrakcija

Od predhodno pripravljenega vzorca odvzamemo 50 uL, dodamo 200 uL EtAc in 100 uL
10 mM HCI. Zmes meSamo na vibracijskem meSalu 10 sekund in prestavimo na stresalnik
za 5 min pri temperaturi 25 °C in 70 obratih na minuto. Po stresanju vzorce centrifugiramo

5 min pri 16 000 obratih na minuto pri sobni temperaturi.

4.1.6 Derivatizacija

Odvzamemo 100 pL organske faze in ji dodamo 25 pL kumarina, 25 pLL. HOBt-a, 100 pL
EDC-ja in 40 uL 0,5 M fosfatnega pufra (pH = 7,0). Priprava reagentov je prikazana v
preglednici VII. Sinteza kumarina je prikazana na sliki 6 (izhajamo iz sinteze objavljene v
literaturi (34)). Zmes vorteksiramo 10 sekund in prestavimo v stresalnik za 5 min pri
tempraturi 25 °C in 70 obratih na minuto. Po stresanju vzorce centrifugiramo za 5 min 16

000 obratih na minuto pri sobni temperaturi.

Preglednica VII: Postopek priprave derivatizacijskih reagentov

Reagent M [g/mol] ¢ [mg/mL] m [mg] V [mL]
Kumarin 205 12,3 22,0 1790*
HOBt 135,1 99,8 186 1860*
EDC 155,2 765.,9 3240 4230*

*Kumarin in HOBt raztopimo v DMF-ju, EDC pa v vodi.
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1. stopnja: Pechmann-ova kondenzacija

Q 0 H,S0 0 0._0
2 4 -
R
=
3-metoksifenol etil 4-kloroacetoacetat cl

4-(klorometil)-7-metoksi-kumarin

2. stopnja: substitucija halogena z azidom

0 0._0 NaN; 0 0.0

-

-
= KI, DMF

Cl N3

4-klorometil-7-metoksi-kumarin 4-(azidometil)-7-metoksi-kumarin

3. stopnja: Staudingerjeva reakcija

o} 0.__0 O 0._.0O
- DPPE ank
— NS
THF, DCM
Na NH
4-(azidometil)-7-metoksi-kumarin 4-(aminometil)-7-metoksi-kumarin

Slika 6: Sinteza kumarina. 1. stopnja: na ledeni kopeli dodajamo H>SO4 in meSamo pod atmosfero argona

Cez no¢. Naslednji dan zmes ohladimo na ledu, oborino odnucamo in posusimo na zraku. 2. stopnja: klorid

suspendiramo v DMF, ohladimo na ledeni kopeli in nato postopoma dodamo NaN; in KI. Reakcijsko zmes

meSamo pri sobni temperaturi cez noc. Naslednji dan izvedemo ekstrakcijo, kjer organsko fazo suSimo z

Na,S0O,, filtriramo in topilo uparimo na rotavaporju. 3. stopnja: Azid raztopimo v THF in DCM, dodamo

DPPE in mesamo pri sobni temperaturi ¢ez noc¢. Zmes cistimo s kolonsko kromatografijo.

4.1.7 SuSenje

Odvzamemo 25 pL organske faze in jo posusSimo (Tyeqe = 40 °C, prepihovanje pri tlaku 2

bar). Posusene vzorce rehidriramo v 150 uLL 60% acetonitrila in jih prenesemo v inserte.

4.1.8 Kromatografska analizna metoda

Kromatografski pogoji izhodi§¢ne metode so podani v preglednici VIII.
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Preglednica VIII: Kromatografski pogoji izhodiscne metode

Analizni ¢as 16 min

Mobilna faza 1,5% AcOH v vodi

Kolona Luna® 3 pm C18(2) 100 A, 250 x 4.6 mm
Temperatura kolone 50°C

Sestava mobilne faze 54:46

Pretok 0,7 mL/min

Detekcija Eks.: 330 nm Em.: 400 nm

4.2 OPTIMIZACIJA PRIPRAVE VZORCA

Kri poleg plazme vsebuje Se rdece krvne celice in druge komponente, zato plazemskih in
krvnih vzorcev ne gre enostavno enaciti. Pri optimizaciji metode smo posebno pozornost
namenili pripravi vzorca, izbiri kartice za DBS, derivatizacijskim pogojem ter ekstrakciji iz
kartice. Tekom razvoja metode smo ugotovili, da bomo metodo lahko razvili samo za
valprojsko kislino, zato smo nekatere parametre optimizirali za oba analita, nekatere pa le

za valprojsko kislino.

4.2.1 Priprava posuSenih krvnih madezev

Pripravili smo dve osnovni in delovne raztopine, kot je opisano v to¢kah 4.1.1 in 4.1.3. Pri
pripravi vzorca je bila potrebna optimizacija, saj se pri vzorcih DBS interni standard ne
dodaja k vzorcu, temveC v ekstrakcijski medij. Zato smo za pripravo vzorca najprej
odpipetirali 180 pL krvi in nato dodali 10 pL delovne raztopine VPA in 10 uL delovne
raztopine 4-en VPA. Vzorec smo narahlo pretresli in 10 pL obogatene krvi nanesli na
kartico za DBS. Krvne madeZe smo susili 24 h pri sobni temperaturi in jih nato pospravili

v plasti¢no vrecko opremljeno s suSilnim sredstvom ter jih shranili pri sobni temperaturi.

4.2.2 1Izbira Kkartice za DBS

A%

Na trziSc€u so na voljo razli¢ne kartice za pripravo posuSenih krvnih madezev. Pri razvoju
metode smo se odlocili, da bomo primerjali kromatografske odzive valprojske kisline na
naslednjih karticah: Whatman 903, FTA DMPK-A, FTA DMPK-B, FTA DMPK-C. Na
kartice smo nanesli kapljice sveze krvi obogatene z raztopino valprojske kisline, s

koncentracijo 16 pg/mL in 4-en VPA s koncentracijo 2 pg/mL in jih su$ili 24 h pri sobni
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temperaturi. Obogatene vzorce krvi smo pripravili po postopku opisanem v prejsni tocki in

jih nato obdelali kot plazemske vzorce opisane v tockah od 4.1.5 do 4.1.8.

4.2.3 Ekstrakcijski pogoji

Pri metodah s posuSenimi krvnimi madezi predstavlja najvecjo oviro predvsem ekstrakcija
analita iz kartice za DBS. Da bi dosegli ¢im vecjo ekstrakcijo, smo k postopku ekstrakcije
izhodis¢ne metode dodali Se inkubacijo vzorca v ultrazvoc¢ni kadicki in preizkusali vpliv

volumna ekstrakcijskega topila na izkoristek ekstrakcije.

Ultrazvocéna kadicka
Izhodis¢no metodo smo optimizirali tako, da smo po dodatku HCl, vzorec vorteksirali 30 s
in nato postavili za 3 min v ultrazvono kadicko. Nato smo dodali etilacetat, vzorec

ponovno vorteksirali 30 s in postavili v ultrazvo¢no kadi¢ko za 10 min.

Volumen ekstrakcijskega topila

V izhodis¢ni metodi je za ekstrakcijo analita Bau (33) uporabil 100 uL 10 mM HCI. Ta
volumen smo Zeleli zmanjsati, saj volumen vzorca ni bil 50 pL, temve¢ le 10 pL krvi, ki
smo jo nakapljali na kartico in posusili. Naredili smo poskus, v katerem smo pripravili
krvne madeze s koncentracijo valprojske kisline 100 pg/mL. Pri ekstrakciji smo nato
vsakemu madeZu dodali razli¢en volumen HCl, predstavljen v preglednici IX. Vzorce smo

potem pripravili, kot je opisano v tockah 4.1.6 in 4.1.7.

Preglednica IX: Razlicni volumni ekstrakcijskega topila

Vher [pL]

10

20

30

50

70
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4.2.4 Izbor internega standarda

V izhodis¢ni metodi so kot interni standard uporabili pentanojsko kislino. Zaradi necistoc,
ki se se pri analizi soCasno eluirale, ni idealen interni standard. Pri izbiri internega
standarda naj bi se drzali pravila, da je interni standard Cimbolj strukturno podoben
analitom, saj se potem tudi podobno obnaSa med pripravo vzorca in nadaljnji analizi (35).
Izbrali smo si osem substanc (preglednica X), ki so bile dostopne na fakulteti in so bile
potencialno primerne za interni standard (imajo COOH skupino, ki s kumarinom tvori
amid). S programom ChemDraw Professional 15.0 smo narisali s kumarinom oznacene
spojine in pregledali njihove logaritme porazdelitvenih koeficientov (logP). Glede na
vrednosti logP smo predvideli, kak$ne retencijske c¢ase bodo imele, saj se iz podanih logP
lahko izracuna tg (36). Strukturne formule s kumarinom oznacenih spojin in njihovi logP

so prikazani v preglednici X.

Preglednica X: Strukturne formule in logP testiranih IS in valprojske kisline

Spojina Spojina + kumarin log P
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Pripravili smo raztopine vseh spojin s koncentracijo 2,30 mmol/L. Heptanojsko kislino
smo raztopili v dimetilformamidu, pentanojsko v vodi, ostale pa v metanolu. 2,5 uL
posameznega IS smo dodali k vzorcem s koncentracijo VPA 100 ug/mL, ki smo jih nato
pripravili po postopku opisanem pod tocko 4.1. Po enakem postopku smo pripravili tudi
slept krvni vzorec, s katerim smo preverili, ali so na tg preiskovanih spojin kaksne

koelucije, ki bi lahko motile analizo.

Pri dodatku internega standarda smo opazili, da kromatografski odzivi precej nihajo, kar
pripisujemo napakam pri pipetiranju zaradi majhnega volumna pipetiranja (2,5 pL).
Odlocili smo se, da v prihodnje izbrani IS pripravimo v HCI in ga skupaj dodamo k
posusenemu krvnemu madeZzu. Tako smo vsaki€ pripravili vecje koli¢ine zmesi IS in HCl
(v enakem razmerju kot v izhodi§¢ni metodi) in nato 50 pL odpipetirali v posamezen

VZorec.

4.2.5 Optimizacija derivatizacije

Pri derivatizaciji smo izhajali iz metode Sasomota in sodelavcev (37). V fazi derivatizacije
smo spojine oznacili s fluorescentnim oznacevalcem kumarinskega tipa, pri ¢emer smo
uporabili razlicne sklopitvene reagente. Da bi dosegli ¢im vi§jo oznacenost valprojske
kisline, smo spreminjali masne koncentracije posameznega reagenta in preverjali, kako to

vpliva na kromatografske odzive. Pri tem smo v vsakem pogoju spremenili koncentracijo
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le enega sklopitvenega reagenta, da smo lahko dolocili, kateri od reagentov vpliva.

Kombinacije, ki smo jih preizkusali, so podane v preglednici XI.

Preglednica XI: Razlicne kombinacije derivatizacijskih reagentov

Kombinacija Ykumarina [Mg/ML] Yhost [mg/mL] Yepc [mg/mL]
Kombinacija 1 6,00 99,8 765
Kombinacija 2 12,3 99,8 765
Kombinacija 3 18,0 99,8 765
Kombinacija 4 12,3 50,0 765
Kombinacija 5 12,3 150 765
Kombinacija 6 12,3 99,8 380
Kombinacija 7 12,3 99,8 1150

4.2.6 Izbor topila za rekonstitucijo suhega ostanka

Pri optimizaciji metode nas je zanimal tudi vpliv rekonstitucijskega topila na

kromatografske odzive valprojske kisline. Preverili smo, kako se odzivi spreminjajo glede

na delez vodne faze. Za rekonstitucijsko topilo smo izbrali acetonitril. DeleZi vodne faze so

podani v preglednici XII. V vseh primerih smo pripravili vzorec s koncentracijo 5 pg/mL

in slepi krvni vzorec. Pripravili smo ju po postopku opisanem v to¢kah 4.1.5-4.1.7.

Preglednica XII: Sestava topila za rekonstitucijo suhega ostanka

AcN:H,0 (v/v)

40:60

50:50

60:40

70:30

4.2.7 Vpliv Casa priprave obogatene krvi na kromatografski odziv

valprojske Kisline

Iz sveze krvi smo po postopku, opisanem v tocki 4.1.4, pripravili vzorce krvi za

umeritveno krivuljo VPA in 4-en VPA. Nekaj madeZev smo nanesli takoj po pripravi

obogatene krvi, druge pa smo nanesli kasneje (pred nanosom smo vzorce narahlo
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premesali). S tem smo Zeleli preveriti, ali se z analitom v krvi med nanosom na kartice kaj

dogaja, Ce je pomemben ¢as nanosa krvnih kapljic.

4.2.8 Vpliv temperature suSenja na kromatografski odziv valprojske
kisline
Pripravili smo dve paralelki vzorcev s koncentracijo 100 pg/mL in 5 pg/mL. Eno paralelko
papirckov smo susili pri 70 °C, drugo pa pri sobni temperaturi. Preverili smo, ali

temperatura susenja vpliva na odzive na kromatogramu.

4.3 OPTIMIZACIJA KROMATOGRAFSKE ANALIZNE
METODE

Do razlik med plazemskimi in krvnimi vzorci prihaja tudi pri kromatografskih odzivih,
zato smo v zadnji fazi optimizacije metode poskusali optimizirati tudi kromatografske
parametre. Ker so se pod vrhovi analitov pojavljale necistoe ter koelucije, smo s
spreminjanjem sestave mobilne faze in njenega pH, s testiranjem razli¢nih stacionarnih faz
in spreminjanjem temperature kolone Zeleli dose¢i ¢imboljSo separacijo in maksimalne

povrsine vrhov analitov.

4.3.1 Mobilna faza

Izbira mobilne faze z optimalnim pH

Testirali smo osem razlicnih mobilnih faz, ki so podane v preglednici XIII. Izbrali smo
mobilne faze razli¢nih pH. S tem smo Zeleli vplivati na ionizacijo koelucij v slepem vzorcu
in posledi¢no njihovo separacijo. Poleg pH pa na separacijo analitov vpliva tudi ionska
moc¢ oziroma pufrna kapaciteta. Ta se z veCanjem koncentracije kisline povecuje, zato smo

testirali tudi razli¢ne koncentracije ocetne kisline.

Preglednica XIII: Preiskovane mobilne faze

Mobilna faza pH

10 mM mravljin¢na kislina 2,31
20 mM amonijev acetat 3,5,7,9

1% ocetna kislina v vodi 2,87

1,5% ocetna kislina v vodi 2,77

2% ocetna kislina v vodi 2,71
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Pri testiranju vsake mobilne faze smo pripravili slepi vzorec in vzorec s koncentracijo VPA
25 png/mL (pri 2% ocetni kislini vzorec s koncentracijo 5 pg/mL) po postopku opisanem

pod tocko 4.4.1.

Izbira optimalne sestave MF

V tocki 4.3.2 smo kot ustrezno kolono izbrali kolono Luna C18. Pri testiranju kolone smo
ze preizkuSali razlicno sestavo mobilne faze in ugotovili, da z narasCanjem deleza
acetonitrila dobimo lepSe kromatograme, zato smo se odlocili, da kromatografske odzive
izmerimo Se pri naslednjih delezih AcN v 1,5% vodni raztopini ocetne kisline: 48%, 50%,
52%, 54%, 56% in 58%. Pripravili smo slepi vzorec in vzorca s koncentracijo VPA 50

pg/mL in 75 pg/mL.

4.3.2 Stacionarna faza

Vrsta kolone

Pripravili smo slepi vzorec DBS in vzorec s koncentracijo 75 pug/mL VPA. Testirali smo
tri razli¢ne kolone, da smo ugotovili, katera kolona da maksimalne kromatografske odzive
analitov. Kromatografijo smo izvajali pri temperaturi 50 °C in treh razli¢nih delezih AcN

(42%, 46%, 48%). Testirane kolone so predstavljene v preglednici XIV.

Preglednica XIV: Lastnosti testiranih kolon

Ime kolone Luna C8 Luna C18 (2) Luna Phenyl hexyl

Proizvajalec Phenomex Phenomex Phenomex

Stacionarna faza | C8 zaestrene s TMS | C18 zaestrene s TMS | Fenilheksil zaestrene s

TMS
Velikost delcev | 5 um 3 um 5 um
Velikost por 100 A 100 A 100 A
Velikost kolone | 4,6 x 250 mm 4,6 x 250 mm 4,6 x 250 mm

Temperatura kolone
Najprej smo testirali pri delezih acetonitrila 48%, 50%, 52%, ki so se pri testiranju sestave
zdeli najbolj optimalni. Preverili smo, kaks$ni so kromatogrami pri teh delezih, pri

temperaturah 45 °C, 50 °C, 55 °C. Pripravili smo slepi vzorec in vzorec s koncentracijo 50
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png/mL. Izmed teh pogojev smo potem ugotovili, da je pogoj 50% AcN najbolj optimalen
in ker je za kolono dobro, da jo ¢immanj segrevamo, smo poizkusili §e pri temperaturah 20

°C,30°Cin 35 °C.

4.3.3 Sprememba pretoka

Optimizirali smo tudi pretok. Kot je napisano v tocki 4.4, smo pripravili vzorce za
umeritveno krivuljo in jih testirali z metodo, ki se je izkazala za najbolj optimalno. Najprej

smo vzorce analizirali s pretokom 0,7 mL/min nato pa Se s pretokom 1 mL/min.

4.3.4 Sprememba valovne dolZine

Zadnji parameter, ki smo ga poskuSali optimizirati, je bila valovna dolZina, pri kateri smo
detektirali analite. Pripravili smo slepi vzorec in vzorec s koncentracijo VPA 75 pg/mL.
Nato smo FLD detektor nastavili tako, da je posnel kromatograme pri razli¢nih
ekscitacijskih in emisijskih valovnih dolzinah. Najprej smo spreminjali ekscitacijsko
dolzino in pri tem imeli konstantno emisijsko, nato pa ravno obratno. Kombinacije

valovnih dolzin, ki smo jih preverjali, so podane v preglednici XV.

Preglednica XV: Valovne dolzine

FLD Ekscitacijska A [nm] Emisijska A [nm]
FLDI 300 400
FLD2 320 400
FLD3 330 400
FLD4 340 400
FLD5 330 390
FLD6 330 380
FLD7 330 410

4.4 OPTIMALNA METODA

Tekom optimizacije metode smo ugotovili, da nam ne bo uspelo so¢asno detektirati VPA
in njenega metabolita 4-en VPA, zato smo validirali samo metodo dolo¢anja koncentracij

VPA v posusenih krvnih madeZih.
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4.4.1 Priprava vzorca

V 180 uL krvi smo odpipetirali 20 pL delovnih raztopin VPA (preglednica XVI) in nezno
pomesali. 10 pL krvi smo nato nanesli na Whatman 903™ kartico in pustili, da so se
madezi 24 h susSili na sobni temperaturi. PosuSen krvni madeZ smo natan¢no obrezali in mu
dodali 50 pL 10 mM HCI z dodanim internim standardom (oktanojska kislina). Vzorec
smo nato mesSali z vibracijskim meSalom (vortex) 30 sekund ter za 3 minute postavili v
ultrazvo¢no kadic¢ko. V epico smo nato dodali 200 pL etilacetata in ponovno 30 sekund
meSali z vibracijskim meSalom in za 10 minut postavili v ultrazvo¢no kadicko. Vzorec smo
nato 5 minut stresali s stresalnikom in nato Se 5 minut centifugirali pri 16 000 obr/min pri
sobni temperaturi. Nato smo 100 uL organske faze prenesli v novo 1,5 mL epico ter po
vrsti dodali 25 pL kumarina, 25 pLL. HOBt-a, 100 uL. EDC-ja in 40 pL. 20 mM fosfatnega
pufra (pH 7). Vzorec smo nato 5 min stresali s stresalnikom in 5 min centrifugirali pri
16000 obr/min. Iz dobljene raztopine smo nato odvzeli 25 pL organske faze in jo na
aparaturi TurboVap sus$ili 5 min pri temperaturi vode 40 °C in tlaku duSika 2 barov. Suhi
ostanek v epici smo rekonstituirali s 150 pL. 60% AcN in vorteksirali 30 sekund. Celotno
vsebino smo potem prenesli v inserte. Viale smo opremili z vzmetmi in vanje vstavili

inserte.

Preglednica XVI: Priprava delovnih raztopin VPA - optimalna metoda

Delovna CVPAvvzoreu | CVPA v del. razt.
raztopina [ng/mL] [ng/mL] Vou 1L Vezo (L] Viowai L]
ST1 200 4000 50 50 100
ST2 150 3000 45 75 125
ST3 100 2000 25 75 100
ST4 75 1500 60 260 320
STS 50 1000 50 350 400
ST6 25 500 50 750 800
ST7 16 320 40 960 1000
ST8 10 200 50 1950 2000
ST9 5 100 50 3950 4000
ST10 2,5 50 50 7950 8000
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4.4.2 Kromatografska analizna metoda

V preglednici XVII so predstavljeni kon¢ni kromatografski pogoji.

Preglednica XVII: Optimalni kromatografski pogoji

Analizni ¢as 16 min

Mobilna faza 1,5% AcOH v vodi

Kolona Luna® 3 pm C18(2) 100 A, 250 x 4.6 mm
Temperatura kolone 30°C

Sestava mobilne faze 50% AcN in 50% AcOH v vodi

Pretok 1 mL/min

Volumen injiciranja 5uL

Detekcija Eks.: 300 nm Em.: 400 nm

4.5 VALIDACIJA

Validacijo smo izvajali v skladu s smernicami FDA. Parametri, ki smo jih testirali, so bili
tocnost, ponovljivost, obmocje linearnosti, selektivnost, delez ekstrakcije valprojske
kisline iz kartice in stabilnost. Vsak dan validacije smo pripravili vzorce za umeritveno
krivuljo, kontrolne vzorce (QC) in slepi vzorec.

Pri preverjanju posameznega parametra validacije smo vzorce vedno pripravili in
detektirali, kot je navedeno pod tocko 4.4. V sklopu validacije smo preverili tudi stabilnost

VZOrcCev.

4.5.1 Priprava standardov za kontrolo kakovosti

Za preverjanje kakovosti smo pripravili kontrolne vzorce nizke (QCy), srednje (QCy) in
visoke (QCpy) koncentracije. Z njimi smo pokrili celotno koncentracijsko obmocje, ki smo
ga zeleli validirati. Postopek priprave raztopin, s katerimi smo nato obogatili kri, prikazuje
preglednica XVIII. Na kartice za DBS smo nato nanesli 10 pL krvi. Vsak dan smo

pripravili pet paralelk kontrolnih vzorcev vsake koncentracije.
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Preglednica XVIII: Postopek priprave delovnih raztopin za pripravo krvnih kontrolnih vzorcev

QC Cvpa [pg/mL] Vor vea [uL] Vhzo [HL]
QCL 7 35 45
QCwu 60 75 425
QCy 175 35 1965

4.5.2 Selektivnost

Selektivnost je definirana kot zmoznost metode, da nedvoumno prepozna in doloci testiran
analit glede na druge substance prisotne v vzorcu (38-40). FDA smernice narekujejo, da se
za dokazovanje selektivnosti uporabi bioloski matriks vsaj Sestih razli¢nih ljudi. V skladu s
smernicami smo zato testirali kri Sestih oseb. Iz vsakega vzorca krvi smo pripravili slep
vzorec (180uL krvi smo dodali 20uL vode) in ga analizirali pod kromatografskimi pogoji

podanimi pod tocko 4.4 (brez dodatka IS).

4.5.3 Linearnost, meja kvantifikacije (LLOQ) in umeritvene Kkrivulje

Linearnost metode je definirana kot njena sposobnost, da znotraj nekega obmocja daje
odzive, ki so premosorazmerni koncentraciji analita v preiskovanem vzorcu (38-40). V
sklopu wugotavljanja linearnosti smo naredili umeritveno krivuljo, ki pokriva
koncentracijsko obmocje, ki ga za VPA napoveduje literatura. Po smernicah mora
umeritvena krivulja vsebovati slep vzorec, niCli vzorec (slep brez IS) ter Sest do osem
standardov znanih koncentracij (vklju¢no z LLOQ). Za zagotavljanje linearnosti morajo
vsaj 4 standardi od 6, vklju¢no s standardom pri spodnji meji kvantifikacije (LLOQ) in pri
20% pri LLOQ.

Umeritvene krivulje smo dobili tako, da smo z linearno regresijo obdelali podatke, pri
¢emer smo dobili enacbo premice odziv = kc + n. Odziv (vrednost na abcisi) je
predstavljal razmerje povrSin vrhov VPA in internega standarda, na ordinato pa smo
nanesli teoreticne koncentracije VPA v vzorcu. Korelacijo med koncentracijo in odzivom
smo podali s Pearsonovim koeficientom (r) oz. determinacijskim koeficientom (R?).
Spodnja meja kvantifikacije (LLOQ) predstavlja najnizjo koncentracijo analita v vzorcu s

IR

krivulje, Ce sta izpolnjena naslednja pogoja:
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- odziv analita pri LLOQ mora biti vsaj 5-krat vi§ji od odziva slepega vzorca,
- odziv analita je dolo€ljiv in ponovljiv z relativno standardno deviacijo 20% in

to¢nostjo 80-120% (39).
Obmocje linearnosti in LLOQ prikazuje slika 7:

Odziv A

HLOQ

Obmog¢je linearnosti

LLOQ

/ LOD

Koncentracija

B

Slika 7: Obmocje linearnosti in LLOQ (38)

4.5.4 Tocnost

To€nost metode nam pove, za koliko se dobljeni rezultati razlikujejo od dejanskih
vrednosti. Preverili smo jo tako, da smo vsak dan validacije analizirali 6 paralelk vzorca z
enako koncentracijo analita pri treh razlicnih koncentracijah (QCr, QCy, QCp), ki so
pokrile celotno koncetracijsko obmocje. Priprava vzorcev je opisana pod tocko 4.5.1. Z
linearno regresijo smo iz umeritvene premice dobili koeficienta n in k ter nato iz razmerja
odzivov valprojske kisline in internega standarda po enacbi / izracunali koncentracije.

Tocnost smo izra¢unali po enacbi 2.

_(G-n)

C. v o
izrac. k
Enacba 1
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C. v
Toénost [%] = ———— - 100

Cteoretitna

Enacba 2

Da lahko za metodo trdimo, da je to¢na, lahko povprecna vrednost rezultatov odstopa za
najve¢ 15% od teoreticne vrednosti, razen v primeru spodnje meje kvantifikacije (LLOQ),

kjer ne sme odstopati za vec¢ kot 20% (39).

4.5.5 Ponovljivost

Pri preverjanju ali je metoda ponovljiva, smo pripravili 6 paralelk kontrolnih vzorcev treh
razliénih koncentracij (QCp, QCy, QCpy). Ponovljivost metode ponavadi podamo z
relativno standardno deviacijo (RSD), ki smo jo izracunali po enacbi 3. Znotraj

ponovljivosti smo izracunali dnevno in meddnevno ponovljivost.

RSD =

o |G

-100

Enacba 3

Da lahko za analitsko metodo trdimo, da je ponovljiva, RSD posameznega QC ne sme biti

vecji od 15%, izjema je spodnja meja kvantifikacije, kjer lahko znaSa maksimalno 20%.

4.5.6 Delez ekstrakcije valprojske kisline iz kartice

V sklopu validacije metode smo preverjali tudi kolikSen je izkoristek ekstrakcije VPA iz
kartice za DBS. Smernice ne zahtevajo, da je izkoristek zelo visok, mora pa biti konstanten
in ponovljiv. Pripravili smo tri paralelke koncentracij QCr, QCy in QCy vzorcev DBS in
tri paralelke koncentracij QCr, QCym, QCy vodnih vzorcev. Postopek priprave je prikazan v

preglednici XIX. Derivatizirali in detektirali smo jih, kot je navedeno pod tocko 4.4.

Preglednica XIX: Postopek priprave vzorcev za dolocanje izkoristka ekstrakcije

Vzorci DBS Vodni vzorci
10 pL posuSen krvni madez 10 pL vodne raztopine
+ 50 uL HC1+ 2,5 uL IS + 40 uL HCI + 2,5 uL IS
+ 200 puL EtAc + 200 puL EtAc
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Dobljene rezultate smo podali kot razmerja med odzivom VPA in IS. Razmerje VPA/IS pri

vodnih vzorcih je predstavljalo 100%.

4.5.7 Stabilnost

Postpreparativna stabilnost

Ker med testiranjem vzorci ve¢ ur stojijo v avtomatskem vzorCevalniku, smo zeleli
preveriti njihovo stabilnost med samo analizo. Pripravili smo tri paralelke kontrolnih
vzorcev QCr, QCy, QCy in jih takoj analizirali, nato pa pustili stati v avtomatskem

vzorcevalniku pri temperaturi 5 °C in jih ponovno analizirali po 24 urah.

Dolgorocna stabilnost VPA v posuSenih krvnih madezih

Dolgoroc¢no stabilnost smo preverjali tako, da smo pripravili posusene krvne madeze
kontrolnih vzorcev (QCr, QCwym, QCp). Krvne madeze smo nato shranili pri treh razli¢nih
pogojih: -20 °C, sobni temperaturi in 45 °C. Vsebnost VPA smo preverili v roku Stirih
tednov (teden 0, teden 1, teden 2, teden 3). Vsak teden smo pripravili tri paralelke vsakega
kontrolnega vzorca iz vsakega pogoja. Vzorce smo pripravili in analizirali po postopku

podanem pod tocko 4.4.

4.6 VPLIV HEMATOKRITA

Pri dolo€anju porazdelitve valprojske kisline med plazmo in krvnimi celicami smo svezo
kri najprej 10 minut centrifugirali pri sobni temperaturi in pri 2400 obratih na minuto. S
tem smo dosegli, da so se krvne celice loCile od plazme. Nato smo pripravili kri z
razlicnimi vrednostmi hematokrita (0,3; 0,4; 0,6). Pripravo krvi z razlicnimi vrednostmi

hematokrita prikazuje preglednica XX.

Preglednica XX: Priprava krvi z razlicnimi vrednostmi hematokrita

Ht Virvnih celic [LL] Vplazme [PL] Vpolne kevi [UL]
0,3 576 1344 1920
0,4 768 1152 1920
0,6 1152 768 1920
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Predhodno smo pripravili osnovne raztopine treh koncentracij (QCp, QCwm, QCp), s
katerimi smo nato obogatili kri. 380 pul polne krvi smo dodali 20 pL. osnovnih raztopin.
Dobljene vzorce obogatene krvi smo nato nezno premesali in inkubirali 30 min pri 37 °C.
Po inkubaciji smo iz vsakega vzorca na kartice za DBS nakapljali 7 krvnih kapljic z
volumnom 10 pL. Preostanek obogatene krvi smo 10 min centrifugirali pri sobni
temperaturi in 2400 obratih na minuto ter nato lo¢eno zamrznili dele plazme in krvi na -80

°C.
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 OPTIMIZACIJA PRIPRAVE VZORCA

5.1.1 Izbira Kkartice

Testirali smo S§tiri razline kartice za nanaSanje krvi, in sicer Whatman 903™, FTA
DMPK-A, FTA DMPK-B in FTA DMPK-C. Vse so narejene iz celuloznega matriksa
(filter papirja) s specifi¢no velikostjo por in debelino papircka. DMPK-A in DMPK-B
kartici sta premazani s snovmi, ki ob stiku lizirajo celice in denaturirajo proteine, medtem
ko Whatman 903™ in DMPK-C nista obdelani s snovmi in se razlikujeta glede na

kakovost. Whatman 903™ kartica je manj nadzorovana v smislu specifikacij kakovosti

(41).

Kot kriterij pri izboru kartice so sluzile povrSine VPA, 4-en VPA in internega standarda,
slednje so podane v preglednici XXI. Kartici FTA DMPK-A in FTA DMPK-B smo takoj
1zlo¢ili, saj so bile povrSine vrhov analitov precej nizje. Sklepamo, da je prislo do vezave
analitov na kartico in je bila posledi¢no ekstrakcija nizja. Kromatogrami se, razen po
povrsini vrhov analitov, med seboj niso znatno razlikovali. Primerjali smo Se razmerja

odzivov analitov in IS in se na koncu odlo¢ili za kartico Whatman 903™.,

Preglednica XXI: Povrsine analitov na posameznih karticah za DBS

Kartica Avpa Agenvra Ars*
Whatman 903™ 248 32,6 1245
FTA DMPK-A 194 4,30 1147
FTA DMPK-B 34,0 3.60 461
FTA DMPK-C 265 22,8 1331

*[S=oktanojska kislina

5.1.2 Vpliv ¢asa nanosa krvnih madezev

Pri pripravi velikega Stevila vzorcev lahko nanos madeZev traja tudi vec ur. Zeleli smo

preveriti, ali je analit v krvi stabilen tekom nanosa krvi. Naredili smo umeritveno krivuljo
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iz posuSenih krvnih madezev, ki smo jih nanesli takoj, in iz krvnih madezev, ki smo jih
nanesli 1 h po pripravi obogatene krvi.

PovrSine vrhov dolo€anih analitov pri takojSnem nanosu madezev in pri nanosu po lh
shranjevanja so primerljive, ravno tako to¢nost rezultatov. Tudi na kromatogramih ni bilo
opaziti nobenih zaznavnih razlik v obliki vrhov. S tem smo preverili, kakSen vpliv ima ¢as
nanosa krvnih madeZzev po pripravi obogatene krvi, in ugotovili, da je analit stabilen vsaj 1

h po dodatku v kri.

5.1.3 Vpliv temperature suSenja krvnih madezev

V primeru nestabilnosti analita tekom suSenja, bi slednjega lahko stabilizirali tako, da bi ga
susili pri vi§jih temperaturah, kar bi posledi¢no pomenilo krajsi ¢as susenja. V preglednici
XXII so prikazane povrSine vrhov analitov, glede na temperaturo susenja krvnih madezev.
Povrsine se le malo razlikujejo, zato smo se odlocili, da krvnih madezev ne bomo susili pri
temperaturi 70 °C. S tem bi metodo samo oteZili ter jo naredili manj primerno za TDM, saj
bi pacienti morali imeti posebne suSilnike, v katerih bi pri odvzemu krvi in nanosu susili

kartice.

Preglednica XXII: Vpliv temperature susenja krvnih madezev

A
Analit ¢ [ug/mL]
Tsuéenja: RT Tsuéenja: 70 °C

5,00 71,8 74,9
VPA

100 1582 1529

5,00 7,50 6,70

4-en VPA
100 296 283

5.1.4 Volumen ekstrakcijskega topila

Pri ekstrakciji analita iz krvnih madeZev smo Zeleli zmanjSati volumen vodne faze, zato
smo opazovali, kaj se dogaja s povrSinami vrhov analitov, ¢e zmanjSamo volumen HCI.

V preglednici XXIII je prikazano, kako se spreminja povrSina vrhov analitov, glede na
volumen topila, ki smo ga uporabili pri ekstrakeiji. Kromatogrami se, razen po povrSini

vrhov, niso razlikovali.
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Preglednica XXIII: Vpliv volumna ekstrakcijskega topila

VPA 4-en VPA
Viar [nL] Ars*
Avpa Avpa/ Ars Asenvra Asenvra /Ass

10 2687,4 10,7 615,6 2.4 251,7
20 3126,9 6,2 689,6 1.4 507,2
30 3180,8 4,3 679,8 0,9 736,4
50 2972.2 2.4 696.1 0.6 1222.6
70 3137,1 1,8 709,4 04 1770,0

*IS = oktanojska kislina

Pri izbiri optimalnega volumna ekstrakcijskega topila smo najprej kot kriterij upostevali
absolutne kromatografske odzive analitov in se odlocili za zadnja dva pogoja. Nato smo
izraCunali razmerja Aa/Ajs in ugotovili, da dobimo najboljSe odzive, ¢e uporabimo 50 uL

ekstrakcijskega topila, kar smo tudi uporabili kot optimalen volumen.

5.1.5 Izbor internega standarda

Pri izboru internega standarda nam je bil pomemben tg, saj smo Zeleli, da je metoda hitra in
uporabna v rutinskih spremljanjih koncentracij VPA. Zeleli smo, da bi interni standard
imel tg med tg VPA in 4-en VPA. Vendar med analiziranimi spojinami zal nismo nasli
primerne. Analizirali smo tudi slepi vzorec in ugotovili, da se pod vsemi spojinami
pojavljajo necistoce. NajmanjsSa necistoca glede na povrsino analiziranega IS je bila pod
klofibri¢no kislino, vendar pa je imela klofibri¢na kislina najdalj$i tr izmed preiskovanih
spojin. Na koncu smo izbrali oktanojsko kislino in se odlocili, da bomo z optimizacijo

kromatografije poskuSali zmanjSati oziroma odstraniti necistoce v slepem vzorcu.

5.1.6 Optimizacija derivatizacije

UspesSnost  derivatizacije smo preverjali s sedmimi razliénimi kombinacijami
derivatizacijskih reagentov. Za najbolj optimalno se je izkazala kombinacija, ki so jo
uporabljali tudi v izhodi$¢ni metodi. Pri povecevanju koncentracije kumarina smo videli,
da se povecajo tudi koelucije v slepem vzorcu, ¢e pa koncentracijo zmanjSamo, se zmanjsa
tudi odziv pri vi§jih koncentracijah, medtem ko pri niZji koncentraciji ostane enak. Videli

smo, da je niZja koncentracija EDC-ja premajhna, da bi v celoti prislo do derivatizacije pri

40




vi$jih koncentracijah VPA, ¢e pa koncentracijo EDC povecujemo nad dolo¢eno mejo, se
povrsine vrhov ne povecujejo. Koncentracija HOBt v preizkuSanih obmocjih ni imela
vpliva na povrsino vrhov.

Odlocili smo se, da uporabimo derivatizacijske reagente v takih koncentracijah, kot so

navedene v izhodis¢ni metodi.

5.1.7 Izbor topila za rekonstitucijo suhega ostanka

PreizkusSali smo acetonitril z razli¢nimi delezi vodne faze. V preglednici XXIV so podana
razmerja povrsin analitov in povrsin koelucij, ki smo jih detektirali pri odgovarjajo¢em tg v
slepem vzorcu. Za optimalno topilo se je izkazal 60% AcN. Pri uporabi tega topila so bila

razmerja povrsin vrhov analitov in koelucij najbolj ugodna.

Preglednica XXIV: Vpliv koncentriranosti AcN na kromatografske odzive analitov

AcN:H,O (v/v) Avra / Aglep vzorec Asenvea / Aglep vzoree Ars/ Aglep vzorec
40:60 4,13 32,0 86,6
50:50 4,25 30,4 151
60:40 4,43 34,0 170
70:30 5,70 40,0 99,0

5.2 OPTIMIZACIJA KROMATOGRAFSKE ANALIZNE
METODE

5.2.1 Mobilna faza

Izbira mobilne faze z optimalnim pH

Testirali smo 8 razli€nih mobilnih faz. Vse meritve smo izvedli na koloni Phenyl-hexyl, pri
temperaturi 50 °C in 44% delezu AcN (MFg) v mobilni fazi. Na koloni Phenyl hexyl, ki
smo jo uporabljali tekom razvoja, so bili vrhovi lepSe loceni pri uporabi amonijevega
acetata (necistoCe na retencijskih Casih analitov so se manjSale s povecevanjem pH). Na
koncu smo izbrali kolono C18, ker je bila za doloCevanje same VPA bolj primerna. Zato

smo kot MF, izbrali 1,5% ocetno kislino.
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Izbira optimalne sestave MF

Pod tocko 5.2.2 je opisano, zakaj smo izbrali kolono C18. Ker smo pri pregledu rezultatov
opazili, da se je z veCanjem deleza acetonitrila v mobilni fazi manjSal delez necisto¢ pod
VPA ter IS, smo pri temperaturi 50 °C preverili, kakSne kromatograme dobimo, ce
poizkusimo Se z vis§jim delezem acetonitrila. Poskusili smo z 48%, 50%, 52%, 54%, 56%

in 58%.

Z vecanjem deleza AcN v mobilni fazi so se krajsali tg, kar je ugodno z vidika uporabe
metode za rutinsko spremljanje koncentracij, ki zahteva ¢im krajsi tg, ampak so se vrhovi
med seboj najlepse locili pri 50% AcN. Tudi delez koelucij v slepem vzorcu v primerjavi z

odzivom analita je bil pri tem odstotku najman;jsi (slika 8).

[J FLD1 A, Ex=330, Em=400 (VAL_DBS_14WPA_DBS_201507 16 2015-07-16 15-35-47°'20150716000011.D)
—— FLD1 A, Ex=330, Em=400 (VAL_DBS_14WPA_DBS_20150716 2015-07-16 15-35-47'201507 16000012.D)
.7 FLD1 A, Ex=330, Em=400 (VAL_DBS_14WPA_DBS_20150716 2015-07-16 15-35-47'201507 16000013.D)

& VPA 7S pg/ml g £

L A

20 4

T T T T T T
8.5 ] 95 10 105 11 miry

Slika 8: Kromatogram pri sestavi mobilne faze 50:50 (AcN:H,0)

5.2.2 Stacionarna faza

Vrsta kolone
Pri izbiri vrste kolone smo bili predvsem pozorni na obliko vrhov testiranih analitov in
velikost povrSine vrhov koelucij, ki se pojavljajo v slepem vzorcu. Izracunali smo razmerje

med povrSinami vrhov VPA in IS ter odzivom, ki se pri istem tg kaze v slepem vzorcu.
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Razmerja so podana v preglednici XXV. Ker Zelimo, da bi bila metoda uporabna za
rutinsko vzoréenje, je pomemben tudi tr. Zelimo, da bi bil le-ta ¢&im manjsi. Zato smo pri

izbiri kolone spremljali tudi tg, ki se razlikuje med kolonami.

Preglednica XXV: Odstotek necistoce v slepem vzorcu glede na VPA in IS

Vrsta kolone

Delez AcN Analit Phenyl-hexyl C8 C18
tr [70] tr [70] tr [%0]
, VPA 75ug/mL 20,4 2,86 17,3 | 0,965 22,0 | 0,965
2% IS 26,3 6,18 20,5 9,29 28,7 9,29
. VPA 75pug/mL 12,7 2,50 9,94 8,32 15,4 8,32
0% IS 15,9 5,76 11,9 8,43 19,3 8,43
, VPA 75pug/mL 11,7 | 0,505 8,86 1,87 13,1 1,87
e IS 13,8 8,21 10,4 10,0 16,1 10,0

Pri pregledu rezultatov smo kljub ugodnim tg najprej izloc€ili kolono C8, saj smo imeli pod
testiranimi analiti najvecji deleZ necCisto€. Nato smo primerjali Se kolono Phenyl-hexyl in
kolono CI18 in pri pregledu kromatogramov ugotovili, da pri C18 dobimo IepSe

kromatograme (slika 9 in slika 10).

[ FLD1 A, Ex=330, Em=400 (VAL_DBS_14WPA_DBS_20150710_1 2015-07-10 15-00-58\201507 10000016.D)
w7 § ‘g"\
w s
koelucija ;
& VPA 75 pg/mL

T T T T T T T T
8 9 10 11 12 13 14 15 mirn

Slika 9: Kromatogram vzorca s koncentracijo VPA 75ug/mL — kolona phenyl-hexyl
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3 FLD1 A, Ex=330, Em=400 (VAL_DBS_14WPA_DBS_20150714 2015-07-14 07-35-41\201507 14000019.D)
—— FLD1 A, Ex=330, Em=400 (VAL_DBS_14WPA_DBS_20150714 2015-07-14 07-35-41\201507 14000021.D)

= B

? *s@’ﬁr
y

17.5 [ t

VPA 75 pg/mL

|

r

[

I
12.5 | llll
; [ i
L

|
rf | slep vzorec

7.5

oy (polna ¢rta)

| j
oA

Slika 10: Slep vzorec in vzorec VPA s koncentracijo 75 ug/mL — kolona CI18

Temperatura kolone

Najprej smo testirali kolono pri razlicnih sestavah MF pri temperaturah 45 °C, 50 °C in 55
°C. Glede na velikost koelucij smo ugotovili, da je najbolj ugodna sestava mobilne faze pri
50% AcN. Nato smo pri tej sestavi MF testirali Se tri razlicne temperature kolone (20 °C,

30 °C in 35 °C). Za najbolj optimalno se je izkazala temperatura 30 °C (slika 11).
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[CJ FLD1 A, Ex=330, Em=400 (VAL_DBS_14WPA_DBS_201507204 2015-07-20 14-31-40'20150720A000035.D)
—— FLD1 A, Ex=330, Em=400 (VAL_DBS_14WPA_DBS_20150720A 2015-07-20 14-31-40'20150720A000036.D)
Lu g Qj?&’?/
20 & o
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J Lﬁ slep vzorec f |
v ; 15 (polna Crta) ; \1
Lo P
| .
o b
f
T \ fF o &
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Slika 11: Kromatogram slepega vzorca in vzorca s koncentracijo 50 ug/mL VPA, Tioione = 30 °C

5.2.3 Sprememba pretoka

S povecanjem pretoka smo sicer skorajda razpolovili povrSine vrhov analitov, ampak smo
znatno skrajsali tg. Ker so povrSine Se vedno dovolj velike za detekcijo vseh koncentracij v

izbranem obmocju, smo se odlocili za pretok 1 mL/min, ker je za rutinsko spremljanje

koncentracij v krvi zaZeljen ¢im krajsi tr (slika 12).
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I FLD1 A, Ex=300, Em=400 (VAL_DBS_14WPA_DBS5_20150722 2016-07-22 16-40-2520150721A000011.D)

w ] g
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T FLD1 A, Ex=300. Em=400 (VAL_DBS_14WPA_DBS_20150722 2015-07-22 16-40- 1 1A000024.0)

9
8
g
F

0] VPA

11.302
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9 a5 10 105 11 115 minj

Slika 12: Sprememba pretoka: pretok 0,7 mL/min (zgoraj), pretok ImL/min (spodaj)

5.2.4 Sprememba valovne dolZine

Pri pregledu vseh pogojev in povrSin vrhov analitov smo ugotovili, da dobimo maksimalne
kromatografske odzive analitov pri ekscitacijski valovni dolzini 300 nm in emisijski

valovni dolzini 400 nm.

5.3 VALIDACIJA

5.3.1 Selektivnost

Pri preverjanju selektivnosti metode smo ugotavljali, ali se v slepem vzorcu pri retencijskih
¢asih VPA in IS pojavljajo koelucije. Tako pri retencijskem casu VPA kot pri retencijskem
casu IS so v slepem vzorcu koelucije, ampak so vse pod mejo dolocljivosti ter se pojavljajo
pri vseh Sestih preiskovancih. Sklepamo, da nastanejo ob derivatizaciji in so konstantne,

zato trdimo, da je metoda vseeno selektivna (slika 13).
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[ FLD1 A, Ex=300, Em=400 (VAL_DBS_14WPA_DBS_20150903 2015-09-03 14-34-37120150903000013.0)
—— FLD1A, Ex=300, Em=400 (VAL_DBS_14\WPA_DBS_20150727 2015-07-29 17-31-47'20150727000005.0)
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Slika 13: Kromatogram slepega vzorca in vzorca s koncentracijo VPA 2,5 ug/mL

5.3.2 Spodnja meja dolocljivosti, umeritvene Krivulje in obmocje
linearnosti

Dokazali smo, da je LLOQ metode 2,5 pg/mL, saj je viSina analita vsaj petkrat vecja od

odziva slepega vzorca in njena vrednost ne odstopa ve¢ kot 20 % od tocne vrednosti (slika

13).

Za vsak dan validacije smo narisali umeritveno krivuljo in z nje razbrali determinacijski

koeficient (R?). Umeritvene krivulje so prikazane na slikah 14-16.
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Umeritvena krivulja
1. dan validacije

3.50
3.00 /
2.50
y =0.0146x + 0.0005
R?=0.99909
2.00
1.50 /
1.00 /
0.50 //
0.00
0 50 100 150 200 250
Koncentracija VPA [ng/mL]

AL A

Slika 14: Umeritvena krivulja 1. dneva validacije

Umeritvena krivulja
2. dan validacije

3.00

2.50 /
y=0.0138x - 0.0073 /
2.00 R2=0.99949 €
1.50 //
1.00 /
0.50 //
0.00
0 50 100 150 200 250
Koncentracija VPA [pg/mL]

A, /A

Slika 15: Umeritvena krivulja 2. dneva validacije
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Umeritvena Krivulja
3. dan validacije

3.50

3.00 *
y =0.0143x + 0.0007

Rz=0.98284

2.50

2.00

A, A

1.50

1.00

0.50

0.00
0 50 100 150 200 250

Koncentracija VPA [pg/mL]
Slika 16: Umeritvena krivulja 3. dneva validacije

Vse tri dni validacije dobimo linearne premice. Malo slabSo linearnost dobimo zadnji dan
in kot je razvidno z grafa odstopa odziv pri koncentraciji VPA 150 ug/mL. Vseeno so vsi
odzivi znotraj dovoljenega obmocja toCnosti (£15%) in tudi, ¢e pri zadnjem dnevu ne
upostevamo vzorca s koncentracijo 150 pg/mL, imamo Se vedno 90% standardov, ki
ustrezajo. S tem smo potrdili, da je metoda linearna v obmocju od 2,5 pg/mL do 250

pug/mL.

5.3.3 Tocnost

Preglednica XX VI prikazuje izracunano to¢nost rezultatov.

Preglednica XXVI: Tocnost metode za vsak dan validacije

Izracunana koncentracija VPA [ug/ml]
QCL [7 pg/m] QCwm [60 pg/ml] QCr [175 pg/ml]
l.dan | 2.dan  3.dan 1.dan  2.dan 3.dan 1l.dan 2.dan 3. dan
1. 7,43 | 6,28 7,63 53,9 61,1 55,8 171 173 177
2. 7,15 | 6,37 7,16 544 | 64,6 60,6 170 177 188
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3. 7,59 | 6,08 | 6,39 | 533 52,8 | 61,0 180 166 175
4. 7,04 | 6,21 6,90 | 542 | 54,0 | 60,5 176 182 180
5. 7,16 | 6,62 | 7,88 | 53,1 58,8 | 65,0 182 175 179
6. 6,74 | 6,46 | 788 | 61,7 | 63,6 | 64,1 178 184 /
c[ug/mL]| 7,19 | 6,34 | 7,31 55,1 59,1 61,2 176 176 180
tocnost
(%] 103 = 90,6 104 91,8 98,6 102 101 101 103

Pri zadnjem dnevu validacije je pri eni paralelki priSlo do napake v derivatizaciji, zato

odziv na kromatogramu ni bil viden in smo paralelko izpustili, vendar pa to¢nost metode

vseeno ustreza, saj je po kriterijth FDA potrebnih 5 paralelk. Kot je razvidno iz

preglednice XXVI, so vsi rezultati to¢nosti znotraj meja =15%, kar dokazuje, da je metoda

toCna.

5.3.4 Ponovljivost

Preglednici XXII in XXIII prikazujeta, da je validirana metoda ponovljiva tako znotraj

dneva, kot med posameznimi dnevi (vse RSD vrednosti so manjse od 15%).

Preglednica XXVII: Dnevna ponovljivost

1. dan validacije 2. dan validacije 3. dan validacije
Y Cizratunana
QC Cizraunana RSD Cizradunana RSD RSD
[ng/mL] SD SD [ug/mL = SD
[ng/mL] % | [ug/mL] % | %

QCL 7,00 7,18 0,298 | 4,15 6,34 0,190 | 3,00 7,31 0,589 | 8,18
QCwm 60,0 55,1 3,27 5,94 59,1 4,90 8,28 61,2 3,25 5,31
QCy 175 176 5,02 2,85 176 6,48 3,68 180 494 | 2,75
Preglednica XXVIII: Meddnevna ponovljivost

QC C [l’lg/mL] Cizradunana [“’g/mL] SD RSD [%]

QC. 7,00 6,94 0,527 7,60

QCwm 60,0 58,5 3,10 5,30

QCy 175 177 2,12 1,20
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5.3.5 Delez ekstrakcije valprojske kisline iz kartice

Preglednica XXIX prikazuje izkoristek ekstrakcije valprojske kisline, ki znaSa med 74,0%
in 98,7%.

Preglednica XXIX: Izkoristek ekstrakcije

. Izkoristek RSD

QC Aa/Ais (DBS) | A /A5 (H20) 4] 4]
0,0966 91,9

QCL 0,0968 0,105 92,2 4,07
0,104 98,7
0,762 83,7

QCwum 0,748 0,910 82,2 3,61
0,802 88,1
1,93 74,0

QCy 2,13 2,61 81,6 5,10
1,98 76,0

Pri pregledu rezultatov smo opazili, da izkoristek z ve¢anjem koncentracij pada, medtem
ko je med paralelkami dobro ponovljiv (RSD < 5,10%). Rezultati so nas opozorili na
pomanjkljivo izveden poskus, saj postopka priprave DBS in vodnih vzorcev nista direktno
primerljiva in posledi¢no tudi ne dobljeni kromatografski odzivi. Sklepamo, da se del
analita veze na kartico. Ker smo vseeno dobili premico, se stopnja vezave na kartico
najverjetneje z veCanjem koncentracij konstantno povecuje.

Poskus bi pravilno izvedli tako, da bi v epico z vodnim vzorcem dodali prazno DBS liso.
Ker pa smernice ne zahtevajo visokega izkoristka, temve¢ da je ponovljiv, upamo vseeno

trditi, da z ekstrakcijo dosezemo zadovoljiv izkoristek.

5.3.6 Stabilnost

Post preparativna stabilnost
Preverili smo post preparativno stabilnost, in sicer smo vzorce testirali po 24 h v

avtomatskem vzorcevalniku na 5 °C. Kot je razvidno iz preglednice XXX, to€nost ustreza
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kriterijem podanih v smernicah (maksimalno odstopanje za 15%), torej so vzorci stabilni

24 h.

Preglednica XXX: Post preparativna stabilnost kontrolnih vzorcev po 24h

QC ¢ [ng/mL] (%)tzoi SD (%)tzmi SD  tonost [%]
QCy 7,00 0,0990 + 0,000403 0,101 + 0,000178 102
QC 60,0 0,771 = 0,0278 0,763 + 0,0345 99,1
QCy 175 2,01 £0,103 1,97 = 0,0868 97,7

Dolgorocna stabilnost

Preglednica XXXI prikazuje rezultate dolgoro¢ne stabilnosti analita na kartici za DBS do

vkljucno 3. tedna, iz katerih je razvidno, da je VPA na kartici stabilna le 1 teden. Tako med

paralelkami posameznih koncentracij kot med vzorci, ki smo jih hranili na razli¢nih

temperaturah, ni posebnih razlik v stabilnosti.

Preglednica XXXI: Dolgorocna stabilnost analita na kartici za DBS

1. teden 2. teden 3. teden
T QC | c[ug/mL] | tocnost RSD to¢nost RSD tocnost RSD
[70] [70] [70] [70] [70] [70]
QCL 7,00 88,9 3,43 115 0,839 97,4 4,46
% QCwum 60,0 104 5,95 129 3,59 116 2,96
' QCy 175 108 4,27 133 7,54 133 2,30
QCL 7,00 89,1 9,32 108 6,02 106 242
E QCwum 60,0 96,3 14,7 125 4,26 123 1,49
QCy 175 109 5,20 135 2,31 128 9,22
QCL 7,00 86,3 1,86 104 3,96 97,9 9,14
l%i QCwum 60,0 94,9 1,39 127 1,33 112 0,43
N QCy 175 108 4,62 138 4,06 132 2,36

Po podatkih o stabilnosti krvnih madezev iz objavljene literature (42, 43) so posuseni krvni

madezi stabilni vsaj 3 tedne pri vseh treh pogojih. Tudi sami smo med razvojem metode

vcasih uporabljali krvne madeze, stare dva tedna ali ve¢ in nismo ugotovili, da bi bili
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madezi nestabilni. Sklepamo, da so rezultati neustrezne stabilnosti posledica neustrezno
postavljene metode doloCevanja stabilnosti ne pa nestabilnosti analita, saj so
kromatografski odzivi analitov od tedna do tedna precej nihali. BoljSe bi bilo, da bi vsak
dan pripravili tudi vzorce za umeritveno krivuljo in iz njih izraunali koncentracije in nato
s pomoc¢jo koncentracij ugotavljali stabilnost analitov. Zaradi zgoraj nastetih razlogov in
rezultatov stabilnosti iz do sedaj objavljene literature sklepamo, da so rezultati neustrezne
stabilnosti posledica neustrezno postavljene metode doloCevanja stabilnosti ne pa

nestabilnosti analita.

5.4.VPLIV HEMATOKRITA

Normalna vrednost hematokrita se lahko v Casu razli€nih boleznih zvisa ali zniza. Preverili
smo ali delez hematokrita v krvi vpliva na kromatografski odziv valprojske kisline v
vzorcih DBS. Odzive valprojske kisline smo preverili pri deleZzih hematokrita 0,3 0,4 in
0,6. Ker se normalna vrednost hematokrita giblje okrog 0,4, smo podatke pri 0,4 podali kot

100%. Ujemanje razmerja smo izracunali po enacbi 4.

Avpa/As
ujemanje [%] = vea/tis 100
AVPA 0,4/AIS 0,4
Enacba 4
Preglednica XXXII: Vpliv hematokrita
Ht QC AVPA AIS AVPA/AIS AVPA /AIS SD RSD ujemanje
10,9 106 0,102
QC. 11,2 102 0,110 0,103 0,00667 6,47 108
9,50 98,1 0,0968
78,3 105 0,744
0,30 QCum 69,2 92,1 0,751 0,751 0,00628 0,836 90,5
66,6 88,0 0,757
246 113 2,18
1,96 0,192 9,83 88,7
QCy 203 110 1,85
203 110 1,85
9,20 97,4 0,0945 0,0956 0,000980 1,03 100
0,40 QC,
9,80 102 0,0962
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9,70 | 101 0,0961
86,0 | 103 0,833

0,829 0,0111 1,34 100
QCv | 87,8 | 105 0,839
82,6 | 101 0,817
204 103 1,98

221 0,204 9,25 100
QCx 247 104 2,37
201 | 88,7 2,27
102 | 973 0,105

0,104 | 0,000810 0,778 109
QC: 11,2 | 108 0,104
10,6 | 103 0,103
91,0 | 111 0,824

0,60 0,833 0,0473 5,67 100
QCyv | 872 | 98,6 0,884
838 | 106 0,791
232 104 2,22

2,15 0,0753 3,50 97,6
QCy 232 107 2,16
235 113 2,07

Kot je razvidno iz preglednice XXXII, je odziv valprojske kisline neodvisen od vrednosti

hematokrita (0,3 < Ht < 0,6) v krvi. Vse izraCunane vrednosti so znotraj meja dopustnosti

(* 15%).

5.5 PREDLOGI IZBOLJSAV

Med samim raziskovalnim delom kot tudi pri interpretaciji rezultatov smo opazili dolo¢ene

pomanjkljivosti, za katere predlagamo sledece izboljSave:

pri dolocanju izkoristka ekstrakcije bi bilo potrebno k vodnim vzorcem dodati tudi
prazni krvni madez, tako bi se izognili vplivu vezave analitov na kartico za DBS;
pri doloc¢evanju dolgorocne stabilnosti bi bilo smiselno, da bi vsak dan analize
poleg kontrolnih vzorcev pripravili Se umeritveno krivuljo, iz nje bi izracunali
koncentracije in nato s pomocjo koncentracij ugotavljali stabilnost analitov, saj se
odzivi analitov lahko od dneva do dneva signifikantno razlikujejo;

v sklopu validacije bi bilo smiselno testirati S¢ homogenost lise in vpliv volumna
kapljice krvi;

za boljSo uporabnost metode bi bila potrebna aplikacija metode na realne vzorce.

54




6 SKLEP

V magistrski nalogi smo uspe$no razvili metodo za dolo¢anje valprojske kisline v krvi, pri
¢emer nismo v celoti potrdili hipoteze, saj nam metode ni uspelo razviti za doloCanje
metabolita valprojske kisline 4-en VPA.

Kromatografsko metodo smo razvili na koloni Luna 3 um, C18 (2), ki smo jo segreli na 30
°C. Mobilna faza je bila sestavljena iz AcN in 1,5% vodne raztopine ocetne kisline v
razmerju 50:50 (v/v). Analit smo detektirali s FLD pri ekscitacijski valovni dolzini 330 nm
in emisijski valovni dolZini 400 nm.

Najvecjo oviro pri razvijanju metode so predstavljale koelucije na retencijskih casih
analitov. Ker so se z viSanjem koncentracije kumarina povecevale, sklepamo, da so
posledica derivatizacije s kumarinom. Ob nadaljnji optimizaciji metode bi bilo smiselno
razmisliti o pripravi CistejSega derivatizacijskega reagenta.

Metodo smo uspesno validirali po smernicah FDA za bioanalizne metode. Preverjali smo
selektivnost, tocnost, ponovljivost, mejo kvantifikacije, linearnost, izkoristek ekstrakcije in
stabilnost. Metoda je selektivna in linearna v koncentracijskem obmoc¢ju VPA od 2,5
png/mL do 250 pg/mL, kjer koncentracija 2,5 pg/mL predstavlja LLOQ. To¢nost metode se
giblje med 90,6-103%, dnevna ponovljivost znasa 2,75-8,28% in meddnevna ponovljivost
1,2-7,5%, torej ustrezajo kriterijem. Izkoristek ekstrakcije je ponovljiv in znasa minimalno
74%. Validacija metode je bila ustrezna. Vsekakor pa moramo upostevati dejstvo, da smo
metodo prvotno razvijali za dolocanje valprojske kisline in njenega metabolita, pri cemer
smo testirali izbrane pogoje, ki so bili najbolj optimalni za oba analita. Po odlocitvi, da
nadaljujemo razvoj metode samo za valprojsko kislino, bi bilo smiselno ponovno testirati
posamezne parametre in izbrati najbolj optimalne pogoje za valprojsko kislino. Tako bi
lahko izbrali interni standard s krajSim retencijskim ¢asom in s tem obcCutno skrajsali cas
analize, s tem pa bi postala tudi bolj primerna za rutinsko analizo vzorcev.

Pri preverjanju stabilnosti vzorcev smo ugotovili, da so pripravljeni vzorci v avtomatskem
vzorcevalniku, ki je ohlajen na 5 °C, stabilni vsaj 24 ur, medtem ko je analit po nanosu na
kartico za DBS stabilen le 1 teden. Preverili smo tudi vpliv hematokrita na odzive analita
in ugotovili, da hematokrit ne igra posebne vloge.

Zaklju¢imo lahko, da je bila metoda uspesno validirana in predstavlja dobro osnovo za
nadaljnji razvoj rutinskega spremljanja koncentracij valprojske kisline v krvi. Za so€asno

detekcijo 4-en VPA menimo, da bi bilo metodo smiselno prenesti na masni detektor.
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