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POVZETEK

Epilepsija je ena izmed najpogostnejSih nevroloskih bolezni. Terapevtsko spremljanje
koncentracije zdravila (TDM) predstavlja orodje za optimizacijo terapije s
protiepilepti¢nimi zdravili. Razumna in preudarna uporaba TDM, pravocasni odvzem
vzorca, poznavanje klini¢nega statusa pacienta, dobro poznavanje zgodovine odmerjanja,
pridruzenih zdravil in bolezenskih stanj so bistvenega pomena za kvalitetno TDM, zlasti v
primeru ozkega terapevtskega obmocja in velike interindividualne variabilnosti v
farmakokinetiki. V okviru magistrske naloge smo s pomoc¢jo teko¢inske kromatografije
visoke lo¢ljivosti z UV detekcijo razvili obcutljivo analizno metodo, ki omogoca
terapevtsko spremljanje celokupnih plazemskih koncentracij protiepilepti¢nih zdravil:
levetiracetama, zonisamida, primidona, lakozamida, lamotrigina, fenitoina, klobazama,
okskarbazepina in njegovega metabolita likarbazepina ter karbamazepina in njegovega
metabolita karbamazepin epoksida. LocCevanje analitov je potekalo na kromatografski
koloni Luna Phenyl-Hexyl, 5 um, 150 mm x 4,6 mm termostatirani na 40 °C. Z uporabo
gradientne elucije in sestave mobilne faze iz 35 — 86 % 50 mM K,;HPO, vrednosti pH 6,9
in acetonitrila smo dosegli elucijo vseh 12 protiepilepti¢nih u¢inkovin, vkljuéno z izbranim
internim standardom (10,11-dihidrokarbamazepinom) v priblizno 22 minutah. Odzive
preucevanih analitov smo spremljali na detekorju z nizom diod (DAD), ki je omogocal
soasno merjenje absorbance pri valovnih dolzinah 210, 235 in 280 nm. Pri razvoju
analizne metode smo vecji poudarek namenili predvsem pripravi vzorca, saj so bili ciljana
populacija otroci. Konéni postopek ekstrakcije analitov iz 100 uL vzorca plazme temelji na
obarjanju proteinov plazme z uporabo ohlajenega acetonitrila. Razvita in validirana
analizna metoda ustreza validacijskim kriterijem Ameriske agencije za hrano in zdravila za
validacijo bioanaliznih metod. Analizna metoda je enostavna, obcutljiva, to¢na, ponovljiva
in specificna ter linearna v pripadajo¢em obmocju za vsak posamezen analit. Validirano
analizno metodo smo uporabili za merjenje plazemskih koncentracij protiepilepti¢nih
zdravil pri bolnikih z epilepsijo. S tem smo potrdili njeno primernost za terapevtsko
spremljanje ze omenjenih zdravil. Poleg tega je analizna metoda primerna tudi za

dolocanje protiepilepti¢nih uc¢inkovin v farmakokineti¢nih Studijah.

Kljucne besede: epilepsija, protiepilepticna zdravila, plazemski vzorci, TDM, referencno
obmodje, individulano terapevtsko obmocje, HPLC-UV, razvoj in validacija bioanalizne

metode.

VI
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ABSTRACT

Epilepsy is one of the most common neurological diseases. Therapeutic drug monitoring
(TDM) is a tool for optimization of antiepileptic drug therapy. Reasonable and rational use
of TDM, time of blood sampling, awareness of the patient’s clinical status, dosage history
of simultaneously administered drugs and patient’s medical history are essential for
successful TDM, particularly in the case of narrow therapeutic range and high inter-
individual variability in pharmacokinetics. In the thesis we have developed a sensitive
analytical method using HPLC system with UV detection, which enables TDM of
antiepileptic drugs levetiracetam, zonisamide, primidone, lacosamide, lamotrigine,
phenytoin, clobazam, oxcarbazepine and its active metabolite licarbazepine,
carbamazepine and its metabolite carbamazepine-epoxide in plasma. The separation of
analytes was performed on chromatographic column Luna Phenyl-Hexyl, 5 pm, 150 mm X
4,6 mm at temperature 40 °C. Using a gradient elution with 35 — 86 % 50 mM K2HPO4
pH 6,9 and acetonitrile we achieved elution of all 12 antiepileptic substances including
selected internal standard (10,11-dihydrocarbamazepine) in approximately 22 minutes.
Responses of studied analytes were monitored with diode array detector (DAD), which
allows simultaneous measurements of absorbance at wavelengths of 210, 235 and 280 nm.
During the development of analytical method, we focused on sample preparation, since the
targeted population for application of the method were children. Final extraction procedure
of the analytes in 100 uL plasma sample is based on deproteinisation from plasma using
cold acetonitrile. Developed and validated analytical method meets the criteria of the US
Food and Drug Administration for the bioanalytical methods validation. Analytical method
is simple, sensitive, precise, specific and linear in the corresponding range for each analyte.
We have used the validated analytical method for determination of antiepileptic drug
concentration in patients with epilepsy. We confirmed that the method is appropriate for
TDM. In addition, the analytical method is suitable for the determination of antiepileptic

drugs in pharmacokinetic studies.

Keywords: epilepsy, antiepileptic drugs, plasma sample, TDM, reference range, individual
therapeutic concentration, HPLC-UV, development and validation of bioanalytical

method.
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SEZNAM OKRAJSAV
CYP Citokrom P450
CVv koeficent variacije
DBS posuseni krvni madez (ang. Dried Blood Spot)
EEG elektroencefalografija (ang. Electroencephalography)
FENI fenitoin
FDA Ameriska agencija za hrano in zdravila
(ang. Food and Drug Administration)
GABA gama aminomaslena kislina (ang. Gamma Amino Butyric Acid)
GIT gastrointestinalni trakt (ang. Gastro Intestinal Tract)
HPLC tekocinska kromatografija visoke locljivosti
(ang. High Performance Liquid Chromatography)
HPLC/MS tekocCinska kromatografija visoke loCljivosti z masno spektrometrijo
IS Interni Standard
k naklon umeritvene premice
KAL kalibrator
KARBA karbamazepin
KARBA-EPO | karbamazepin epoksid
KLOBA klobazam
LAMO lamotrigin
LAKO lakozamid
LEVE levetiracetam
LIKAR likarbazepin
LLOQ spodnja meja kvantifikacije (ang. Lower Limit of Quantitation)
MHD mono hidroksi derivat
n odsek umeritvene premice na ordinati
nm nanometer
OKS okskarbazepin
PRIMI primidon
QC kontrola kakovosti (ang. Quality Control)
QCI kontrola kakovosti pri nizki koncentraciji (ang. Quality Control Low)
QCm kontrola kakovosti pri srednji koncentraciji
(ang. Quality Control Medium)
QCh kontrola kakovosti pri nizki koncentraciji (ang. Quality Control High)
r Pearsonov koeficent korelacije
r° determinacijski koeficent
RCF relativna centrifugalna sila (ang. Relative Centrifugal Force)
RSD relativni standardni odklon (ang. Relative Standard Deviation)
tr retencijski Cas
TDM terapevtsko spremljanje koncetracije zdravil (ang. Therapeutic Drug
Monitoring)
uv ultravijol¢na svetloba
X neodvisna spremenljivka (koncentracija)
y odvisna spremenljivka (odziv)
ZONI zonisamid




1. UVOD
1.1 EPILEPSIJA

Epilepsija (sinonimi: padavica, bozjast, epilepsia, morbus sacer) ni specifi¢na bolezen,
temvec je definirana kot kroni¢na motnja mozganske funkcije, za katero so znacilni napadi
nezavesti, ki se ponavljajo. Poleg tega so lahko prisotne tudi motnje zavesti in/ali
kombinacija motenj senzori¢nih, vegetativnih, motori¢nih in psihi¢nih funkcij (1). V
razvitem svetu se epilepsija pojavi pri 1 % prebivalstva, pogosto Sele po 60. letu starosti.
Prevalenca pri moskem in zenskem spolu je enaka, najpogosteje zbolevajo mladi, pri ve¢

kot polovici pa se bolezen razvije pred 18. letom starosti (2, 3).

Epilepsije ne uvrs¢éamo med enovito bolezen, ampak je epilepticni napad le eden od
simptomov epilepsije, ki je praviloma kratek prehoden znak nenormalnega delovanja
mozganov, ki obi€ajno sponatno preneha. Epilepticni napadi se lahko pojavijo zaradi
razlicnih motenj (mehanska poskodba glave, nepravilen razvoj mozganov, virusne ali
bakterijske okuzbe mozganov, mozganske kapi, mozganski tumorji in druge motnje).
Epilepticni napadi so lahko znak zelo razliénih bolezni osrednjega ZivCevja. Pri
marsikaterem bolniku lahko ostane vzrok za bolezen nepojasnjen, znanstveniki pa

predvidevajo, da je vzrok za nastanek epilepsije tudi genetska predispozicija (4, 5).

Epilepti¢ni napad lahko nastane zaradi nenormalnega izbruha elektricnih impulzov v
mozganski skorji. V osnovi so epilepticni napadi razdeljeni v tri velike skupine. Epilepticni
napadi, ki spontano prenehajo po nekaj minutah so predstavniki prve skupine (samo
omejujoci). V drugo skupino uvr§¢amo kontinuirane epilepticne napade, ki spontano ne
prenehajo brez zdravljenja z zdravili. Tretjo skupino predstavljajo napadi, ki jih sprozijo
endo- ali eksogeni dejavniki (stimulatorji: glasba, hranjenje, vro¢a voda, ipd.). Glede na
mesto izbruha lo¢imo dve osnovni skupini epileptiénih napadov: generalizirane in
parcialne (ZariS¢ne) napade ter skupino neopredeljenih napadov. Za generilizirane napade
(toni¢no-kloni¢ni, toni¢ni, kloni¢ni, absence, atoni¢ni, bilateralni mioklonus...) je znacilno,
da nenormalen elektri¢ni izbruh zajame celotno mozgansko skorjo. Bolnik izgubi zavest le
za nekaj sekund, lahko se pojavijo miSi¢ni kr¢i (v rokah in nogah), motnje miSi¢nega

tonusa, ki vodijo v nenadzorovano trzanje misic in nenadne padce bolnika (5, 6).

Dihanje bolnika je neenakomerno, bolnik je po napadu zmeden in se ga ne spomni. Druga

skupina epilepticnih napadov so parcialni napadi (preprosti, kompleksni, s sekundarno
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generalizacijo...), ki so znacilni predvsem za otroke. Gre za znacilno bolj prikrite napade,
ki so omejeni le na dolo¢en predel mozganske skorje (epilepti¢no zarisce) in pri katerih se
pojavijo nenormalni elektri¢ni izbruhi. Napadi lahko potekajo brez motnje zavesti ali z

delno motnjo zavesti, mozen je pojav misi¢nih kré¢ev in motnje ¢util (tip, vonj, sluh) (5, 6).

1.1.1 Patofiziologija epilepticnega napada

Mozganska elektricna dejavnost poteka obicajno nesinhrono, pri ¢emer poteka prenos med
razliénimi regijami mozganov posamezne skupine nevronov. V primeru strukturnih ali
funkcionalnih teZav v mozganih se skupina nevronov za¢ne proZziti na nenormalen,
sinhroniziran nacin, kar vodi v epilepti¢ni napad. Sinhrona aktivacija nevronov lahko v
mozganih poteka v zaris¢u (fokalno) ali po celotnem obmocju mozganov, ki vodi do
paroksizmalnega depolarizacijskega premika. Med napadi se zmanjSa proZenje in
odpornost akcijskih potencialov v vzbujajo¢ih nevronih. Ciklicnost tega procesa
modulirajo zaviralni zivéni prenasalec y-aminomaslena kislina (GABA) in vzbujajoci
kemi¢ni obvescevalci (glutamat). V depolariziranem vzbujajo¢em nevronu so prisotni tudi
od kalcija odvisni in napetostno odvisni kalijevi kanalcki, ki zavrejo vzdraznost. Ko je
zmanj$anje vzdraznosti nepopolno, se epileptiéni napadi lahko sprozijo zaradi
nenadzorovanega vkljucevanja sosednjih nevronov v prozenje. Med vzbujanjem nevronov
se v kalijevih kanalCkih iz adenozin trifosfata proizvede adenozin, ki se sprosti iz nevrona
in Se dodatno zmanjSa vzdraznost nevronov tako, da se veze na adenozinske receptorje na
bliznjih nevronih. V primeru motnje zaviralnih mehanizmov zaradi poskodb sinaps ali
nevronov lahko pride do razvoja zaris¢a. Tako vkljucevanje je lahko lokalizirano
(posledica je parcialni napad, Slika 1A) ali pa se razSiri na celotno mozgansko skorjo
(generalizirani epilepti¢ni napad, Slika 1B). Med generaliziranim epilepti¢nim napadom se
namesto normalnega ritma alfa v elektroencefalogramu (EEG) pojavijo veliki, pocasni,

sinhroni valovi elektri¢ne aktivnosti v obeh mozganskih poloblah (7, 8).


https://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Paroksizmalni_depolarizacijski_premik&action=edit&redlink=1
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Slika 1: A) Elektroencefalogram (EEG) pacienta v primeru parcialnega epilepticnega
napada in B) EEG pacienta v primeru generaliziranega epilepticnega napada (9).

1.2 PROTIEPILEPTICNA ZDRAVILA

Protiepilepti¢na zdravila predstavljajo skupino zdravil s katerimi preprecujemo in
nadziramo epilepti¢ne napade. Osnovni cilj zdravljenja s protiepilepti¢nimi zdravili je
preprecevanje epileptiénih napadov brez neZelenih ucinkov ter ohranjeno kakovostjo
zivljenja. Ker nastanejo epilepti¢ni napadi predvsem zaradi nenormalnega sinhronega
delovanja nevronov, ki so posledica porusenega ravnotezja med sinapticnem zaviranjem
(sinapti¢na inhibicija) in sinapti¢nim vzdrazenjem (sinapti¢na ekscitacija), je najvedji
poudarek delovanja protiepilepti¢nih zdravil pri vzpostavitvi poruSenega ravnoteZzja.
Poznamo ve¢ mehanizmov delovanja protiepilepticnih zdravil, poznavanje pa nam
omogoc¢a racionalno farmakoterapijo, predvsem pa boljSe razumevanje nezelenih in
toksicnih ucinkov ter prepoznavanje posledic medsebojnega delovanja zdravil. Ucinki
posameznih protiepilepticnih zdravil pa so obicajno posledica vecih mehanizmov

delovanja (10).

Vse do danes nastanek epilepsije kot tudi delovanje nekaterih protiepilepti¢nih zdravil Se
nista v celoti pojasnjena. Glede na mehanizem nastanka epilepti¢énih napadov poznamo ve¢
vrst protiepilepti¢nih zdravil, ki jih uvrs¢amo v posamezne skupine glede na njihov

mehanizem delovanja. Glavni mehanizmi delovanja in pripadajo¢a protiepilepti¢na
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zdravila so navedena v preglednici I. Doloc¢ena protiepilepti¢na zdravila lahko delujejo na
ve¢ razliénih tar¢ hkrati, v razlicnem obsegu in intenziteti. Slikovno ponazoritev
molekulskih tar¢ in pripadajofa zdravila, glede na mehanizem in znacilnost delovanja
prikazuje slika 2. Vefinoma gre za skupine zdravil, ki imajo podobno heterocikli¢no
strukturo z razlicnimi substituenti (barbiturati, derivati hidantoina, sukcinamidi,

oksazolidindioni) (11, 12).

Preglednica I: Pregled najpomembnejsih mehanizmov delovanja protiepilepti¢nih zdravil
(prirejeno po 11-15).
PROTIEPILEPTICNA ZDRAVILA

(UCINKOVINA)

zonisamid, etosuksimid, klonazepam, valprojska
zaviranje nepetostno odvisnih kislina, topiramat, gabapentin, fenobarbital, primidon,

MEHANIZEM DELOVANJA

Na* kanalov karbamazepin, okskarbazepin, eslikarbazepin, fenitoin,
lakozamid, lamotrigin, rufinamid
Zaviranje valprojska kislina, etosuksimid, zonisamid, topiramat,
Ca’* kanalov tipa T levetiracetam, karbamazepin

lamotrigin, karbamazepin, okskarbazepin, valprojska
kislina, topiramat, gabapentin, primidon, fenobarbital,

povecano delovanje GABA vigabatrin, tiagabin, stiripentol, klonazepam,
levetiracetam, felbamat
zmanjS$anje aktivnosti perampanel, felbamat, topiramat, valprojska
glutamatnega vzbujajocega kislina,primidon, fenobarbital, lamotrigin,
sistema okskarbazepin, karbamazepin
odpiranje K* kanalov retigabin

Idealne farmakokineti¢ne lastnosti protiepileptiénega zdravila so: popolna absorpcija v
GIT, dolg eliminacijski razpolovni ¢as, linearna kinetika, odsotnost aktivnih metabolitov,
velika bioloska uporabnost, zanemarljiva vezava na plazemske proteine, izlo¢anje skozi

ledvice, kar omogoca lazje titriranje zdravila in ¢im manj moznih interakceij (13, 14).

Danes poznamo dve osnovni skupini protiepilepti¢nih zdravil. StarejSa protiepilepti¢na
zdravila (prva generacija protiepilepticnih zdravil), ki so v uporabi ze vec desetletij in
novejSa protiepilepti¢na zdravila (druga in tretja generacija protiepilepti¢nih zdravil), ki
zaradi boljSih farmakokineti¢nih lastnosti v veliki meri izpodrivajo terapevtsko uporabo
protiepilepti¢nih zdravil starejSe generacije. StarejSo generacijo protiepilepti¢nih zdravil
(valprojska kislina, klonazepam, karbamazepin, etosuksimid, fenitoin, primidon,

fenobarbital, metilfenobarbital, fosfenitoin...) predstavljajo izredno uc¢inkovita zdravila, ki
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imajo iz vidika farmakokineti¢nih lastnosti veliko pomanjkljivosti. V veliki meri se vezejo
na plazemske proteine in imajo nelinearno farmakokinetiko. Poleg tega vstopajo v
interakcije z drugimi u¢inkovinami, ker se presnavljajo s citokromom P450 (CYP) 2C9 in
CYP 2C19 in ga inducirajo ali inhibirajo. Prednost novejsih protiepilepti¢nih zdravil
(vigabatrin, rufinamid, okskarbazepin, eslikarbazepin, lakozamid, levetiracetam, topiramat,
retigabin, zonisamid, lamotrigin, pregabalin, gabapentin, stiripentol...) je, da vsa izkazujejo
linearno farmakokinetiko. Z izjemo nekaterih se v bistveno manjS$i meri vezejo na
plazemske proteine, aktivne metabolite pa tvori samo okskarbazepin. V primerjavi s
starej§imi povzroc¢ajo manj nezelenih u€inkov in se v manjsi meri presnavljajo, posledi¢no

pa je prisotnih tudi manj farmakokineti¢nih interakcij z drugimi zdravili (12, 13, 17).

Predstavniki tretje generacije protiepilepti¢nih zdravil so lakozamid, retigabin, rufinamid
in brivaracetam, ki delujejo preko razliénih mehanizmov in ponujajo naprednejSe in nove
pristope pri zdravljenju epilepsije. Glavne karakteristike predstavnikov tretje generacije so
linearna farmakokinetika, hitra absorpcija in presnavljanje v jetrih, manj interakcij z
ostalimi zdravili in hormoni in §ibkej$i nezeleni uc¢inki (12, 17).

eslikarbazepin,
fentoin, karbamazepin,

5 l okskarbazepin
retlgabm ¢// r— Iamptrigfn, lakosamid,
) Nat | napetostno zonisamid,
KCNQ \ C oy odvnsm Na kanal
pregabalin, —'\Q depolarlzaci]a\ levetiracetam
gabapentin Ca?\ SV2A=>—

\‘ ) ) S
% ;r @ | & %DI« / etosuksimid
o/ Y. Ve ©
GAT-1 + tiagabin . gar1 1 & @

o Glutamat % A
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klonazepam,primidon, o ‘o GABA AR K+ Ca
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fenobarbital ot ‘ ° oo\)’ P ,J p ,\kanala
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Slika 2: Prikaz pomembnejsih molekulskih tarc in protiepilepticnih zdravil na inhibitorni
(zaviralni) in ekscitatorni (vzbujajoci) sinapsi (prirejeno po 18).

Izbira protiepilepticnega zdravila je odvisna od razlicnih dejavnikov, ki upoStevajo
individualne znacilnosti bolnika, kot so spol, starost, telesna teza, rodna doba pri zenskah,
oblika epilepsije, ter tudi znacilnosti protiepileptiénega zdravila (mehanizem delovanja in
mozni nezeleni uéinki). Pri izbiri zdravila je potreben vecji poudarek pri populaciji otrok,

mladostnikih in starejsih. Zdravilo uvajamo postopoma, z nizkim odmerkom in ga nato
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postopoma povecujemo. Pred zdravljenjem s protiepilepticnimi zdravili (z enim -
monoterapija ali kombinacijo razli¢nih - politerapija) je potrebno preuciti vse potrebne
farmakokineti¢ne in farmakodinami¢ne interakcije med posameznimi zdravili. Izbira
zdravila je odvisna od vrste epileptinega napada in rezultatov preiskav, ki jih opravi
nevrolog. Pomembna je tudi opredelitev potencialnih farmakodinami¢nih interakcij. Gre za
interakcije pri katerih je spremenjen ucinek protiepilepticnega zdravila kljub
nespremenjeni koncentraciji. Farmakodinamicne interakcije tezko odkrijemo, lahko so tudi
zazeljene. Na drugi strani pa je potrebno preuciti farmakokineticne interakcije ucinkovin,
ki povzrocijo spremembo koncentracije u¢inkovine in/ali koncentracijo njenega metabolita

in se najveckrat pokazejo v procesu presnavljanja (13, 14).

Pregled protiepilepti¢nih u€inkovin z glavnimi farmakokineticnimi lastnostmi, za katere
smo v nadaljevanju razvili in validirali analizno metodo je v preglednici Il (prirejeno po
12, 17-27).

Preglednica I1: Pregled farmakokineti¢nih lastnosti nekaterih protiepilepti¢nih u¢inkovin.

BIOLOSKA
UCINKOVINA/ LASTNOSTI / UPORABNOS:I‘
STRUKTURNA MESTO IN DELEZ IZLOCANJA RAZPOLOVNI CAS
FORMULA VEZAVA NA
PROTEINE
levetiracetam e Hitra absorpcija iz prebavnega
. >95%
trakta. Glavna presnovna pot je
0 encimska hidroliza acetamidne
skupine 6-8ur
e [zloCanje z urinom
(66 % odmerka v nespremenjeni
obliki, 27 % v obliki neaktivnih 10 %
metabolitov)
zonisamid
<65%
O—n O e Jetra 70 %, acetilacija, redukcija
| I (CYP3A4), glukuronidacija 50- 70 ur
W NH, e Izlocanje z urinom
© (30 % v nespremenjeni obliki)
40 - 60 %
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lakozamid
100 %
| e Jetra (60 %), demetilacija
o _/c. (C\_(P2C19) in druge presnovne 12 -16 ur
J\N H poti
N
H/\E <15%
okskarbazepin e Jetra70 %
0
o) e Hitra in popolna pretvorba 90 %
e Ketoredukcija do aktivnega
monohidroksi derivata, MHD 8-15ur
oz. likarbazepin potem
N glukuronidacija
)\ HO
@] NH-
Q N O 40 %
o//]\ NH,
karbamazepin e Jetra (se intenzivno presnavlja),
glavna presnovna pot vkljucuje 75-85%
— oksidacijo s CYP 3A4 in
CYP2C8 do aktivnega
. . 8-20h
N metabolita karbamazepin-10,11-
)\ epoksida (epoksidacija)
O NH,
O
A
N
H,N A 0
fenitoin
o) >80 %
HNA{ e Jetra, oksidacijas CYP2C9 in
O e [zloCanje: z urinom
(2 % v nespremenjeni obliki)
90 %
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primidon e Jetra (se intenzivno presnavlja), .
H oksidacijas CYP2C9 in >90 %
KN © CYP2C19
_N e IzloCanje z urinom 7-22ur
: (\)\ o Eden izmed glavnih metabolitov
je tudi
fenobarbital
H
O~ _N__O
Y 10%
HN
@]
lamotrigin
>95%
Jetra (se intenzivno presnavlja),
HoN. N, _NH *
2 YOS 2 glukuronidacija z UGT1A4 in 15 - 35 %
N. = UGT1A9
N e [zlocanje z urinom (10 %
cl nespremenjen) 55 %
Cl
klobazam
N
O e Jetra (se intenzivno presnavlja),
O.N =N oksidacija s CYP3A4 in 10-30 %
° CYP2C19
Cl
85 %

1.3 TERAPEVTSKO SPREMLJANJE KONCENTRACIJ
PROTIEPILEPTICNIH ZDRAVIL

Terapevtsko spremljanje koncentracij zdravil (ang. Therapeutic Drug Monitoring, TDM) je
multi-disciplinarna klini¢na metoda, ki se uporablja za individualno prilagajanje rezimov
odmerjanja zdravil z namenom izboljSanja oskrbe bolnikov. Gre za laboratorijsko meritev
dolo¢enega parametra, Ki z ustrezno interpretacijo neposredno vpliva na rezim odmerjanja

doloCenega zdravila. TDM omogoca vzdrzevanje serumskih, plazemskih ali krvnih
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koncentracij dolo¢ene ucinkovine znotraj zeljenega terapevtskega obmocja. Terapevisko
spremljanje koncentracij protiepilepti¢nih zdravil je nujno za doseganje optimalne varnosti
in ucinkovitosti, saj omogoc¢a maksimalne Zelene protiepilepti¢ne uc¢inke ob minimalnem

pojavu nezelenih ucinkov, ki so sprejemljivi (17, 25).

Pri  TDM protiepilepticnih ucinkovin je pomembno razlikovati med pojmomoma
referencno obmocje in individualna terapevtska koncentracija. Referencno obmocje
predstavlja obmocje koncentracij zdravilne uc¢inkovine, ki je znacilno za vsak laboratorij in
znotraj katerega je zdravljenje optimalno pri vecini bolnikov v populaciji. Doloc¢a spodnjo
mejo plazemske koncentracije, pod katero je verjetnost pojava terapevtskega uéinka
majhna, na drugi strani pa zgornjo mejo plazemske koncentracije, nad katero obstaja vecja
verjetnost pojava nezelenih stranskih ucinkov. Individualna terapevtska koncentracija pa
predstavlja plazemsko koncentracijo ucinkovine, ki pri posamezniku povzro¢i najboljsi
klini¢ni odziv (odsotnost epilepti¢nih napadov in sprejemljiv pojav neZelenih ucinkov).
Individualne terapevtske koncentracije se med posamezniki lahko razlikujejo in niso nujno

v obmocju referencnih vrednosti (25, 28).

Klini¢na uporabnost TDM je v veliki meri odvisna od farmakoloskih lastnosti zdravila. Pri
individualnem bolniku z epilepsijo le na podlagi klini¢nih znakov velikokrat tezko
dolo¢imo optimalni odmerek protiepilepticnega zdravila, saj znakov toksi¢nosti
protiepilepticnega zdravila in kliniénih simptomov ni vedno enostavno prepoznati.
Zdravljenje s protiepilepti¢nimi zdravili predstavlja profilakticno zdravljenje, zato je kljub
zdravljenju tezko napovedati ali bo predpisan odmerek zagotavljal dolgorocno kontrolo
nad nenapovedanimi epilepticnimi napadi, ki se pojavljajo v neznanih intervalih. V boju
proti epilepsiji Se vedno ne obstajajo direktni klini¢ni laboratorijski kazalniki za klini¢no

ucinkovitost in toksicnost (25, 29).

Indikacije za uporabo TDM so pri vseh protiepilepti¢nih zdravilih zelo podobne, vendar pa
se uporabnost zaradi velike intra- in interindividualne farmakokineti¢ne variabilnosti teh
ucéinkovin razlikuje. Pomembno je upostevati celotno klini¢no sliko in stanje bolnika (29).

Indikacije za uporabo TDM:

» uvedba/prilagoditev/sprememba (odmerka) protiepileptinega zdravila za oceno
referencnega obmoc;ja,

» ugotavljanje in preverjanje bolnikove vodljivosti (ang. compliance),
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ugotavljanje individualne terapevtske koncentracije protiepilepti¢nega zdravila,
ocena potencialnih vzrokov toksi¢nih u€inkov protiepilepti¢nih zdravil,

ocena potencialnih vzrokov za zmanjsanje ucinkovitosti protiepilepti¢nih zdravil

Y V VYV V

pri uvedbi socasnega zdravljenja z drugim zdravilom, prepoznavanje interakcij med
zdravili (28, 29).

Glavni cilj pri zdravljenju epilepsije je, da dosezemo ustrezno terapevtsko koncentracijo
protiepilepticnega zdravila na mestu njegovega delovanja, torej v centralnem Zzivénem
sistemu. Koncentracija protiepilepticne ucinkovine Vv centralnem Zzivénem sistemu je
odvisna od njene koncentracije v krvi. Koncentracijo v krvi lahko merimo in na ta nacin
omogo¢imo prilagoditev odmerka protiepilepti¢nega zdravila. Pri prilagajanju odmerjanja
so nam v pomo¢ farmakokineti¢ni modeli. S prileganjem modelov meritvam koncentracije
protiepilepticne zdravilne ucinkovine dobimo individualne ocene farmakokineti¢nih
parametrov. Z njimi lahko potem napovemo kak$no koncentracijo zdravilne uéinkovine
bomo dosegli z dolo¢enim rezimom odmerjanja. Ko najdemo ustrezen terapevtski odmerek
pri posamezniku, skuSamo dosezeno terapevtsko koncentracijo protiepilepticnega zdravila
v krvi bolnika ohranjati vse do zakljucka zdravljenja. Pregled referenénih obmocij in ¢asov
do nastopa stacionarnega stanja za protiepilepti¢ne uc¢inkovine, ki so predmet razvoja in
validacije bioanalizne metode v nadaljevanju magistrske naloge prikazuje preglednica Ill
(17, 25, 28).

Preglednica I11: Referen¢na obmocja in ¢asi do nastopa stacionarnega stanja za razli¢ne
protiepilepti¢ne ucinkovine (prirejeno po 17, 25, 28).

REFERENCNO STACIONARNO

PROTIEPILEPTICNA %
UCINKOVINA OBOCJE SIEANIIS

(mg/L) (dnevi)

Zonisamid 10 - 40 9-12

Primidon 5-10 2-4

okskarbazepin

(likarbazepin, oz. monohidroksi derivat, 3-35 2-3

MHD je aktivni metabolit okskarbazepina)

Levetiracetam 12 - 46 1-2

Fenitoin 10- 20 5-17

Lamotrigin 2,5-15 3-6

Klobazam 0,03-0,3 7-10

Lakozamid 10- 20 3-4

karbamazepin

(karbamazepin epoksid je aktivni 4-12 2-4

metabolit karbamazepina)

Fenobarbital 10 - 40 12 -24

10
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Slika 3 prikazuje biotransformacijo okskarbazepina preko redukcije 10-keto skupine do
farmakolosko aktivnega monohidroksi derivata, oziroma likarbazepina, saj TDM samega
okskarbazepina ni uporaben. Medtem ko Slika 4 prikazuje pretvorbo karbamazepina s
citokromom P450 3A4 do farmakolosko aktivnega metabolita karbamazepin-10,11-
epoksida in nato z mikrosomalno epoksidno hidrolazo do farmakoloSko neaktivnega trans-

10,11-dihidroksi karbamazepina (31,32).

H
S
o~ Y
2\ RS
— TN =
£l
okskarbazepin 0 NH;
0 R(-)-likarbazepin
b (R)-MHD
X TN
e N N
¢ H
2 HOL <
0" "NH ‘\,
TN
\ I
NN
JG.
Q- NH

S(+)-likarbazepin
(5)-MHD

Slika 3: Biotransformacija okskarbazepina do farmakolosko aktivnega metabolita
likarbazepina (dveh izomer), oz. MHD-monohidroksi derivata (prirejeno po 31).

10_11 %
—~CL0—C
o%\NH2 o4|'\NH2

karbamazepin karbamazepin-10,11-epoksid trans-10,11-dihidroksi
karbamazepin

Slika 4: Biotransformacija karbamazepina (prirejeno po 32).
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1.3.1 VZOREC IN CAS VZORCENJA

Za TDM protiepilepticnih ucinkovin vefinoma uporabljamo krvno plazmo ali serum.
Obicajno pri TDM merimo celokupno koncentracijo u¢inkovine v krvni plazmi, torej
u¢inkovino, ki je v plazmi prosta, in uinkovino, Ki je vezana na plazemske proteine
(vec¢inoma albumin). V nekaterih primerih: hipoalbuminemija, uremija ali ob prisotnosti
drugih snovi, ki tekmujejo s protiepilepticnimi ucéinkovinami za vezavna mesta na
proteinih, se obseg vezave na plazemske proteine lahko spremeni in vodi v napa¢no
interpretacijo meritve koncentracije. V tak$nih primerih je smiselno dolo¢iti koncentracijo

proste u¢inkovine v plazmi (25, 28).

V zadnjih letih zelo aktualen bioloski vzorec za TDM predstavljajo posuseni krvni madezi
(ang Dried Blood Spot, DBS). Znacilnost tega vzorca je bolniku prijaznejsi odvzem krvi
(volumen nekaj uL, lahko tudi kapilarna kri, ki si jo bolnik odvzame sam) in enostavnejse
rokovanje z vzorci in njihov transport. Potrebna pa je obcutljiva analizna metoda, kar je
glavna omejitev za rutinski TDM protiepilepti¢nih u¢inkovin (17, 29). Mozen bioloski
vzorec za TDM je tudi slina. Plazemska koncentracija vecine protiepilepti¢nih zdravilnih
uc¢inkovin, z izjemo nekaterih (npr. valprojska kislina) razmeroma dobro korelira z njihovo

koncentracijo v slini (30).

Pri TDM je potrebno naértovati tudi ¢as odvzema vzorca. Obic¢ajno odvzamemo vzorec v
stacionarnem stanju, ki nastopi 4 do 5 razpolovnih dob po pri¢etku terapije ali spremembi
odmerjanja. Pri protiepilepti¢nih zdravilih z dolgo razpolovno dobo (npr. zonisamid,
fenobarbital in drugi) in takrat, ko je ocistek ucinkovine zelo zmanjSan, lahko
koncentracijo ucinkovine izmerimo S$e pred nastopom stacionarnega stanja. \Vzorec
obi¢ajno odvzamemo tik pred naslednjim odmerkom zdravila, ko je plazemska
koncentracija zdravila najmanjsa. V primeru suma zastrupitve vzorec odvzamemo takoj, ko

je mogoce (25).
1.4 TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE LOCLJIVOSTI

Kromatografija je analizna metoda s katero lo¢imo posamezne komponente vzorca in jih
nato zaznamo z ustrezno detekcijo. Kromatografska separacija je posledica razli¢nih
fizikalno - kemijskih lastnosti preiskovanega vzorca. Zaradi razli¢nih interakcij med

komponentami vzorca, mobilno in stacionarno fazo je zadrzevanje (retencija) posameznih

12
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komponent na stacionarni fazi razli¢no. Hitrosti s katerimi posamezne komponente z
mobilno fazo potujejo skozi kromatografsko kolono se zato razlikujejo. Sestava mobilne
faze je za separacijo bistvenega pomena. Glavne zahteve za izbiro mobilne faze so: ne sme
vplivati na lastnost kolone, topiti mora vzorec, kompatibilnost z detektorjem, imeti mora
tudi nizko viskoznost. Locitev poteka tako, da mobilna faza stalno potuje vzdolz kolone in
prenese komponente vzorca, ki jih injiciramo na kromatografsko kolono. Kolona je srce
HPLC sistema, saj se v njej dogajajo najpomembnejsi procesi separacije. Slednja je
odvisna od velikosti in oblike polnila (stacionarna faza), ter ucinkovitosti kolone (oblika,
dimenzije). Polnila so praskasti materiali, velikosti 2 do 5 pum, ki so razli¢no oblikovani.
Delci so pravilne sferi¢ne oblike, od njihove velikosti pa je odvisen potreben tlak topila, da
premagamo upor kolone.Upor je veéji pri daljsi koloni in manjsih delcih stacionarne faze.
Pomemben parameter je tudi notranji premer kolone in geometrija kolone. Od geometrije
kolone je odvisen mrtvi volumen kolone. Mrtvi volumen predstavlja prostor, kjer prihaja
do vrtinéenja, kar povzro¢i Sirjenje vrhov, cepljenje ali popolno deformacijo vrhov.
Molekule na svoji poti vzdolz kolone stalno prehajajo med mobilno in stacionarno fazo, pri
¢emer se premikajo le v mobilni fazi, medtem ko v stacionarni fazi mirujejo. Sestava
mobilne faze je lahko med celotno analizo stalna (izokratska analiza) ali pa se spreminja
(gradientna analiza). S spremembo kemicne Sestave oziroma polarnosti mobilne faze med
procesom doseZemo krajSe Case zadrZzevanja moc¢no vezanih komponent na koloni in s tem
bistveno skrajSamo cas analize. Z uporabo gradientne analize, doseZemo celotno lo¢ljivost
komponent v meSanici, ter izboljSamo obliko vrhov (ustrezen faktor popacenja) in
obcutljivost. Ucinkovitost kromatografije je obratno sorazmerna velikosti uporabljenih
delcev, prav majhnost delcev stacionarne faze, pa je razlog za visoke tlake, ki so potrebni,
da vzdrzujemo ustrezne pretoke mobilne faze skozi kolono. HPLC omogoca veliko visje
lo¢ljivosti ob visjih tlakih. Na koncu kolone se locene komponente eluirajo in jih lahko
zaznamo s specificnim ali nespecifiénim detektorjem. Signali detektorja so podani kot
kromatografski vrhovi v kromatogramu. PovrSina pod kromatografskim vrhom je
proporcionalna koncentraciji in podaja kvantitativno oceno merjenega analita. Zaradi svoje
prilagodljivosti, ter visoke obcutljivosti je HPLC zelo uporabna tehnika v biomedicinskih
laboratorijih, predvsem za spremljanje koncentracije zdravilnih u¢inkovin v bioloskih
vzorcih in TDM (33, 34).
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Osnovne komponente HPLC sistema so shematsko predstavljene na sliki 5: 1 rezervoar za
mobilno fazo, 2 razplinjevalec, 3 ¢rpalka, 4 avtomatski vzorcevalnik , 5 kromatografska
kolona s predkolono, 6 UV detektor z nizom diod (DAD), 7 fluorescen¢ni detektor in poleg

levo racunalnik za kontrolo procesa.

Slika 5: Komponente HPLC sistema (fotografija posneta na Fakulteti za farmacijo,
Askerceva cesta 7, 1000 Ljubljana na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko, M. K.
Zupanc, maj 2014)

HPLC metode lahko delimo na metode, pri katerih vzorec injiciramo direktno na kolono
in metode, ki zahtevajo predpripravo vzorca. Analiza bioloskih vzorcev (npr. serum ali
plazma) obiCajno zahteva predpripravo vzorca z uporabo ekstrakcije (tekoce-tekoce ali
tekoce-trdno) ali z obarjanjem proteinov (deproteinizacijo). Pri TDM obic¢ajno lo¢ujemo
polarne zdravilne ucinkovine in metabolite z reverzno-fazno HPLC. Pogosto, kot
stacionarno fazo uporabljamo modificiran silikagel, ki ima na povrSino vezane verige
ogljikovodikov (C18), ter polarna topila (acetonitril, metanol). Molekule, ki imajo nizjo
afiniteto (npr. bolj polarne molekule v primeru reverzno-fazne porazdelitvene HPLC) do
stacionarne faze, se eluirajo prve. Vecja kot je afiniteta molekul v vzorcu do stacionarne
faze , kasneje se eluirajo iz kolone. Manj polarne pa se v primeru reverzno-fazne
porazdelitvene HPLC bolj intenzivno porazdelijo v stacionarno fazo, zato je njihov
retencijski ¢as daljsi. Pri TDM najpogosteje uporabljamo UV-detekcijo z merjenjem
absorbance eluenta pri specificni valovni dolzini. Uporabljajo se tudi fluorescenc¢ni

detektorji, ki se uporabljajo predvsem za kvantitativno dolo¢anje spojin, ki fluorescirajo in
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elektrokemijski detektor za analizo spojin, ki se lahko oksidirajo ali reducirajo. Zdravila, ki
nimajo specifi¢nih funkcionalnih skupin ali znacilnih spektrov, lahko pretvorimo v
ustrezne spojine (derivate) z znac¢ilnim UV maksimumom, najpogosteje s predkolonsko ali
postkolonsko derivatizacijo. V zadnjem casu se je zelo uveljavila tudi kombinacija HPLC z
masno spektometrijo (HPLC-MS), zaradi velike specificnosti pri analizi zdravilnih
ucinkovin. Kljub dobri obcutljivosti, Siroki uporabnosti in hitri prilagoditvi na novo
ucinkovino, pa ima HPLC tudi slabosti, kot so: draga in zahtevna oprema, potrebno je
dodatno usposobljeno operativno osebje, vecji volumni vzorca, zahtevna predpriprava

vzorca ter dolgotrajne analize (35).
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2. NAMEN DELA

Zaradi ozkega terapevtskega obmogja in interindividualne variabilnosti v farmakokinetiki
je potrebno terapevtsko spremljanje koncentracij protiepilepti¢nih zdravilnih u¢inkovin. V
magistrski nalogi bomo s pomocjo tekoCinske kromatografije visoke locljivosti z UV
detekcijo razvili obcutljivo analizno metodo, ki bo primerna za terapevtsko spremljanje
celokupnih plazemskih koncentracij protiepilepti¢nih ué¢inkovin. Ker so ciljana populacija
otroci, bomo za analizo vzorcev uporabili ¢im manj$i mozni volumen plazme. Pri razvoju
analizne metode bomo vec¢ji poudarek namenili predvsem pripravi vzorca. Razvito
analizno metodo bomo nato potrdili z validacijo metode v skladu s smernicami Ameriske
agencije za hrano in zdravila (FDA). Ovrednotili bomo naslednje validacijske parametre:
to¢nost, ponovljivost, ucinkovitost ekstrakcije, obmocje linearnosti, spodnjo mejo
dolocljivosti, kratkorocno in dolgoro¢no stabilnost, stabilnost v avtomatskem
vzoréevalniku in stabilnost po treh ciklih zamrzovanja in odtajanja. Validirano analizno
metodo bomo nato uporabili za analizo realnih vzorcev iz farmakokineti¢ne raziskave pri

bolnikih na terapiji s protiepilepti¢nimi zdravili.

Cilji magistrske naloge

» Razvita analizna metoda bo enostavna in zadosti obcutljiva za terapevtsko
spremljanje celokupnih koncentracij levetiracetama, zonisamida, primidona,
lakozamida, lamotrigina, fenitoina, klobazama, okskarbazepina in njegovega
metabolita likarbazepina (oz. monohidroksi derivata, MHD) ter karbamazepina in
njegovega metabolita karbamazepin epoksida).

» Volumen uporabljene plazme bo zaradi ciljane populacije otrok, ki se zdravijo s
protiepilepti¢nimi zdravili 100 pL.

» Razvito HPLC-UV analizno metodo bo mogoce validirati po FDA smernicah.

» Validirano HPLC-UV analizno metodo bo mogoce uporabiti za analizo realnih
plazemskih vzorcih za namen TDM.

» Razvita analizna metoda bo s staliS¢a izvedbe primerna za rutinsko uporabo za
TDM.
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3. EKSPERIMENTALNI DEL
3.1 MATERIALI

3.1.1 Bioloski material

V raziskavo smo vkljucili 10 plazemskih vzorcev bolnikov z epilepsijo, ki smo jih pridobili
na Nevroloski kliniki na Kliniénem oddelku za bolezni ziv€evja, kjer je potekala klini¢na
raziskava z naslovom » Napovedni dejavniki za variabilnost farmakokinetike lamotrigina
pri bolnikih z epilepsijo«. Izvedba raziskave je bila odobrena s strani Komisije Republike
Slovenije za medicinsko etiko (odloc¢ba st.: 25p/04/12). Uporabili smo tudi humano plazmo
zdravih prostovoljcev, ki niso prejemali nobenega zdravila (Zavod za transfuzijsko

medicino v Ljubljani).

Vsi vzorci so bili do nasega testiranja shranjeni v zamrzovalniku pri -80°C ali -20 °C v
zaprtih plasti¢nih epruvetah. VVzorce smo pred uporabo odmrznili pri sobni temperaturi in

jih previdno premesali.
3.1.2 Standardi

Pri delu smo uporabili naslednje standarde proizvajalca Sequoia Research Products Ltd.

(Pangbourne, Zdruzeno kraljestvo Velike Britanije in Severne Irske):

levetiracetam, Levetiracetam, CgH14N20,; M = 170,21 g/mol,

karbamazepin epoksid, Carbamazepine-10,11-epoxide,Ci5H12N20y;

M = 252,27 g/mol,

- karbamazepin diol, Carbamazepine-10,11-dihydrodiol,C15H14N,Os3;
M = 270,28 g/mol

- likarbazepin, Licarbazepine,C15sH14N>O,; M = 254,28 g/mol,

- karbamazepin, Carbamazepine, C15sH12N2O; M = 236,27g/mol,

- lamotrigin, Lamotrigine, CgH;CI,Ns; M = 256,10 g/mol,

- lakozamid, Lacosamide, C13H13N2O3; M = 250,29 g/mol,

- zonisamid, Zonisamide, CgHgN,O3S; M = 212,23 g/mol,

- okskarbazepin, Oxcarbazepine, C15H12N20,; M = 252,27 g/mol,

- klobazam, Clobazam, C1sH13CIN2O,; M = 300,74 g/mol,
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Uporabili smo tudi standarde proizvajalca (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija):

- fenitoin, Phenytoin,Ci5H12N202; M = 252,27 g/mol

- primidon, Primidone, C15H14N202; M = 218,25 g/mol,

- fenobarbital, Phenobarbital, C1,H1,N203; M = 232,24 g/mol,

- kloramfenikol, Chloramphenicol, C1;H12CI;N,Os; M = 323,13 g/mol,

- 10,11-dihidrokarbamazepin, 10,11-Dihydrocarbamazepine, C15H14N,0;
M = 238,28 g/mol.

3.1.3 Reagenti in topila

Pri delu smo uporabili naslednje reagente in topila:

Kalijev dihidrogenfosfat, pro analysi, KH,PO,4, Merck KgaA (Darmstadt, Nem¢ija),
Metanol, CH3OH, Chromasol V, C¢istote za kromatografijo, Sigma-Aldrich
(Steinheim, Nemcija),

Acetonitril, CH3CN, Chromasol V, distote za kromatografijo, Sigma-Aldrich
(Steinheim, Nemcija),

Natrijev hidroksid, NaOH,Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemcija),

Klorovodikova kislina, HCI (Castellar del Valles- Barcelona Spanija),

Puferske raztopine pH =3, pH =6, pH =7, (Kefolab, Ljubljana, Slovenija),

Cista voda pridobljena z aparatom Milli-Q Advantage A10 Ultrapure Water
Purification System (Millipore, Bedford, ZDA).

3.1.4 Aparature in laboratorijski pripomocki

Pri delu smo uporabili naslednje aparature in laboratorijske pripomocke:

- Tehtnica AG 245, Mettler Toledo (Schwarzenbach, Svica),

- Tehtnica XP 2105, Mettler Toledo (Schwarzenbach, Svica),

- Ultrazvoc¢na kadicka Sonis 4, Iskra (Kranj, Slovenija),

- Magnetno mesSalo HI 190M, Hanna instuments (P6voa de Varzim, Portugalska),

- pH meter MA5750, Iskra (Kranj, Slovenija),

- Hladilnik (T = 3 °C) z zamrzovalnikom (T = - 20 °C), Gorenje (Velenje, Slovenija),
- Zamrzovalnik MDF-U50V (T = - 80 °C), Sanyo Electric Biomedical (Japonska),

- Centrifuga Eppendor, tip: 5415 R, Eppendorf research (Hamburg, Nemcija),
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- Koncentrator in evaporator Turbovap ® LV, Caliper Life Sciences (Hopkinton-M,
ZDA),

- Polavtomatske pipete 2 - 20 ul, 20 - 200 ul, 100 - 1000 ul, Eppendorf (Hamburg,
Nemcija),

- Mesalnik Vibromix 10, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija),

- Mikrocentrifugirke velikosti 0,5 mL; 1,5 mL in 2,0 mL, Eppendorf (Hamburg,
Nemcija),

- stekleni inventar: merilne bucke, ¢ase, valji, tehti¢i, HPLC viale in inserti za viale,
presesalna nuca in lij; razli¢nih velikosti in razli¢nih proizvajalcev,

- ostali inventar: stojala za viale in epruvete, pokrovcki za viale, spatule, Zlicke,
nastavki za pipete, parafinski film Parafilm®M, magneti za magnetno mesalo,
lateks rokavice, Stoparica.

- digestorij,

- HPLC sistem Agilent technologies 1100 series z UV detektorjem, kvarterna
¢rpalka, razplinjevalec, avtomatski vzorcevalnik, termostat za kolono, programska
oprema (ChemStation), Agilent technologies (Santa Clara, Kalifornija, ZDA),

- HPLC kolona: Luna Phenyl-Hexyl, 5um, 150 mm x 4,6 mm, Phenomenex,
Torrance (Kalifornija, ZDA),

- Predkolona za HPLC: Gemini C6-Pheny, 4 mm x 3,0 mm, Phenomenex, Torrance
(Kalifornija, ZDA).

Po uporabi smo vse uporabljene reagente in pripomoc¢ke varno in ustrezno zavrgli. Med
samo izvedbo testa smo upoStevali vse varnostne predpise in navodila za delo v

laboratoriju in se ustrezno za$¢itili z za$€itnimi in dezinfekcijskimi sredstvi.

3.2 METODE

3.2.1 Razvoj analizne metode s pomocjo teko¢inske kromatografijse visoke
lo¢ljivosti z UV detekcijo

3.2.1.1 Izbira in priprava internega standarda ter osnovnih standardnih raztopin

Med Ze poznanimi metodami dolocanja protiepilepti¢nih u¢inkovin s HPLC-UV metodo v
objavljenih ¢lankih (19-24) smo ugotovili, da je vecina raziskovalcev uporabila razli¢ne
interne standarde kot so: citalopram, melatonin, 10,11-dihidrokarbamazepin, kloramfenikol

in oksazepam.
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V nasi raziskavi smo preizkusili dva interna standarda (IS): kloramfenikol in 10,11-
dihidrokarbamazepin. Ustreznost internega standarda smo ovrednotili z vidika retencijskih
Casov, cenovne dostopnosti, predvsem pa lo¢itve kromatografskih vrhov v primerjavi s

preucevanimi analiti.

Osnovno raztopino internega standarda (IS) s koncentracijo 1,25 mg/mL smo pripravili

tako, da smo 1,25 mg internega standarda kvantitativno prenesli v 2 mL mikrocentrifugirko

in ga raztopili v 1 mL metanola.

Osnovne standardne raztopine (OSR) s priblizno koncentracijo 3 mg/mL smo pripravili

tako, da smo v 2 mL mikrocentrifugirko zatehtali posamezno uc¢inkovino in jo raztopili v 1
mL metanola. Vse uéinkovine, vklju¢no z internimima standardoma, so bile dobro topne v

metanolu.

Osnovne raztopine standardov in osnovni raztopini internega standarda smo hranili v
hladilniku pri 4 °C priblizno 1 mesec do zakljucka validacije bioanalizne metode, nato smo

vse raztopine varno in ustrezno zavrgli.

3.2.1.2 Dolocitev kromatografskih pogojev

Med razvojem HPLC metode (izbira kromatografske kolone in njene temperature, mobilne
faze, pretoka mobilne faze in pogojev detekcije) smo iskali optimalne pogoje za analizo
preiskovanih analitov. Najvecji poudarek smo namenili casu (dolZini) analize, ter
predvsem kromatografski loc¢bi vrhov preiskovanih analitov, internega standarda ter

komponent iz plazme.

Izbira kromatografske kolone

Uporabili smo fenil-heksilno kromatografsko kolono Luna Phenyl-Hexyl dimenzije 150 x
4,6 mm z velikostjo delcev 5 pm in predkolono Gemini C6-Phenyl, 4 mm x 3,0 mm, da
smo kolono zavarovali pred morebitnimi necistotami. Izhodis¢e za izbiro kromatografske
kolone je bila magistrska naloga Janje Ramsak z naslovom »Razvoj in validacija analizne
metode za doloCanje plazemskih koncentracij karbamazepina, okskarbazepina in njunih

presnovkov s tekoc¢insko kromatografijo visoke loc¢ljivosti (36)«.
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Izbira in priprava mobilne faze

Za vodno komponento mobilne faze smo uporabili fosfatni pufer z ionsko mocjo 25 mM.
Preizkusili smo razli¢ne pH vrednosti pufra: 3,0, 6,5, 6,8, 6,9, 6,95 in 7,0. Kot organsko
komponento mobilne faze smo uporabili metanol. Mobilno fazo smo pripravljali vsak dan

svezo z lo¢eno vodno in organsko komponento.

Razvoj metode smo zaceli z izokratsko metodo. Za mobilno fazo smo uporabili 25 mM
fosfatni pufer : metanol = 50:50 (v/v). Nadaljevali smo z gradientno metodo in preizkusali
razlicne kombinacije deleza organske faze in sicer od 20 - 90 % v kombinaciji s
spremenjenimi preostalimi dejavniki vpliva na kromatografijo preiskovanih analitov (T,

razli¢ne pH vrednosti pufrov).

Priprava pufrov (25 mM KH,PO,) za mobilno fazo: 3,403 g KH,PO4 smo raztopili v 1000

mL preciScene vode za kromatografijo. Za pripravo pufra pH vrednosti 3,0 smo pH meter
umerili na 3 s standardno pufersko raztopino, ter nato pufersko raztopino nakisali do
zeljenega pH s pomocjo klorovodikove kisline. Za pripravo pufrov s pH vrednostmi: 6,5,
6,8, 6,9, 6,95 in 7,0 smo pH meter umerili med 6 in 7 ter nato pufersko raztopino KH,PO,
titrirali z raztopino natrijevega hidroksida do Zeljene pH vrednosti. Pred uporabo puferske
raztopine smo raztopino filtrirali preko 0,45 um celulozno acetatnega filtra, da smo
odstranili morebitno prisotne delce in jo nato priblizno 20 minut razplinjevali v ultrazvoc¢ni

kadicki.

Izbira temperature kromatografske kolone

Preizkusili smo razli¢ne temperature kolone: 40, 42, 45, 48 in 50 °C.

Izbira pretoka

Preizkusili smo razli¢ne pretoke mobilne faze v obmocju od 0,5 — 1,5 mL/min.

Izbira valovne dolZine detekcije

Odzive preucevanih analitov smo spremljali na detekorju z nizom diod (DAD), ki
omogoca sofasno merjenje absorbance pri vseh valovnih dolzinah. Analite smo merili pri
valovnih dolzinah 210, 215, 221, 230, 235, 260 in 280 nm. Za vsak preu¢evani analit smo

dolocili tudi absorpcijski maksimum.
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Izbira volumna injiciranja

Razvoj metode smo zaceli s 5 uL volumni injiciranja in nato nadaljevali z 10 in 20 pL.

Temperatura avtomatskega vzorcevalnika

Temperaturo v avtomatskem vzorcevalniku smo nastavili na 4 °C.

3.2.2 Razvoj metode za pripravo plazemskih vzorcev

Za pripravo plazemskih vzorcev smo uporabili osnovne metanolne raztopine analitov, iz
katerih smo pripravili delovno raztopino analitov (preglednica V). Delovno raztopino
analitov smo pripravili na osnovi referenénega obmocja (preglednica III) za vsak

preucevani analit.

Po pregledu objavljenih ¢lankov (19-24) 0 dolo¢anju protiepilepti¢nih uéinkovin v Krvni
plazmi s pomoc¢jo HPLC-UV metode smo ugotovili, da so raziskovalci najveckrat
plazemske vzorce pripravljali s pomocjo ekstrakcije tekoce—tekoce ali tekoc¢e — trdno. V
nasi raziskavi smo proteine plazme odstranili z uporabo razli¢nih obarjalnih reagentov

(preglednica V) na osnovi enostavne precipitacije.
Razvoj metode za pripravo plazemskih vzorcev je potekal po spodaj navedenih tockah.

e Dolocitev volumna plazme

Ker so bili ciljana populacija otroci smo se odlo€ili, da bo uporabljen volumen
plazme ¢im manjsi in sicer 100 pL. Volumnu plazme smo prilagodili tudi kasnejsi

izbor obarjalnega reagenta in njegovega volumna.

Plazemski vzorec: v 2 mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 uL plazme
zdravega preiskovanca in dodali 25 uL delovne raztopine analitov (priprava
opisana v tocki 3.3.1 magistrske naloge) ter raztopino intenzivno premesali na

vrtinénem mesalu priblizno 30 sekund.

e Dolocitev obarjalnega reagenta

Pri izbiri obarjalnega reagenta smo testirali razlicne kombinacije organskih topil v
razlicnih volumskih delezih (preglednica 1V). Vsa dodana organska topila so bila

ohlajena na — 20 °C.
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Preglednica 1V: Testirane kombinacije organskih topil in volumskih delezev.

VOLUMEN VOLUMEN
ZS'?‘[P' ORBISARC\-]QII\_I"I\'“ OBARJALNEGA SUPERNATANTA

) REAGENTA (mL) (mL)

1. acetonitril 300 250
2. acetonitril 500 450
700

3. 750

acetonitril 800

800

4, metanol 500 450
5. metanol: acetonitril =1 : 1 500 450

Doloditev pogojev centrifugiranja

Izhajali smo iz magistrske naloge Janje Rams$ak z naslovom »Razvoj in validacija
analizne metode za dolocanje plazemskih koncentracij karbamazepina,
okskarbazepina in njunih presnovkov s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti

(36), kjer so vzorce centrifugirali 10 minut pri 4 °C pri 2,5 RCF.

Volumen supernatanta

V kombinaciji razli¢nih volumnov in tipov obarjalnega reagenta smo preizkusili
razlicne volumne odvzetih supernatantov. PreizkuSene kombinacije odvzetih

volumnov supernatantov prikazuje preglednica IV.

SuSenje organske faze

Organsko fazo smo posusili v duSikovi atmosferi pri poviSanem tlaku. Cas susenja

je bil odvisen od $tevila vzorcev in intezitete dovoda duSika.

Rekonstitucija in ¢as vrtinénega mes$anja po rekonstituciji

Pri tem parametru smo izhajali iz magistrske naloge Janje Ramsak (36), kjer so za
raztapljanje suhega vzorca uporabili raztopino metanola in pufra v razli¢nih

volumskih razmerjih.
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Pri rekonstituciji smo pufer nadomestili z vodo v razmerju 1 : 1 (v/v), ki je
predstavljal topilo. VVzorce smo po rekonstituciji mesali na vrtinénem mesalniku 1

minuto.

Priprava topila za redcenje in rekonstitucijo: v merilnem valju smo zmesali 150 mL

metanola in 150 mL prec¢iséene vode (v/v).

3.3 VALIDACIJA BIOANALIZNE METODE

Validacija analizne metode je sistemati¢éno dokumentiran postopek s katerim dokazemo, da
analizna metoda z veliko gotovostjo zagotavlja ponovljive in to¢ne rezultate kvantitativnih
meritev preiskovanih analitov v bioloSkem matriksu (serum, kri, plazma, urin). Validacijo
analizne metode smo izvedli v skladu s priporo¢ili Ameriske agencije za hrano in zdravila
(FDA) o validaciji bionaliznih metod. Ovrednotili smo naslednje validacijske parametre:
selektivnost, to¢nost, ponovljivost, linearnost, uspesnost ekstrakcije, mejo dolo¢ljivosti in

stabilnost. Validacijo smo izvajali tri dni (37).

Pri vrednotenju zgoraj nastetih parametrov validacije smo pri odzivih vseh preuc¢evanih
analitov upostevali razmerje odziva preuevanega analita in odziva internega standarda
(IS). Vsak vzorec smo injicirali dvakrat ter dolo¢ili povpre¢je odzivov. Odzivi analitov in

internega standarda so predstavljale povrsine pod kromatografskimi vrhovi (enacba 1).

odziv analita
odziv IS (enacba 1)

Odziv =

3.3.1 Priprava delovne raztopine, standardnih in kontrolnih raztopin

Iz osnovnih raztopin preucevanih analitov (OSR) smo pripravili delovno raztopino
standardov (DRS) (preglednica V). Delovno raztopino standardov smo pripravili v 2 mL
mikrocentrifugirki z namenom kasnej$e priprave umeritvene krivulje (preglednica VII) in
kontrolnih raztopin (preglednica VIII). Kontrolne raztopine so predstavljali trije
koncentracijski nivoji: nizki (QCI), srednji (QCm) in visoki (QCh). Pripravo delovne
raztopine smo prilagodili glede na referen¢no obmocje posameznih preiskovanih analitov
tako, da je bila kon¢na koncentracija analita 312,5 pg/mL, 187,5 pg/mL ali 62,5 pg/mL.

Priprava delovne raztopine prikazuje preglednica V.
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Preglednica V: Priprava delovne raztopine standardov (DRS).

VOLUMEN KONCENTRACIJA
ANALIT OSR/VODE/METANOLA UCINKOVINE V DRS
(uL) (ng/mL)

levetiracetam 100

zonisamid 100

likarbazepin 100 312,5 pg/mL
okskarbazepin 100

lakozamid 60

karbamazepin 60

fenitoin 60 187,5 pg/mL
primidon 60

lamotrigin 60

karbamazepin-epoksid 10

klobazam 10 62,5 pg/mL
precis¢ena voda 10 /

metanol 230 /

Delovno raztopino internega standarda (D-1S) s koncentracijo 250 pg/mL smo pripravili

tako, da smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 250 uL osnovne metanolne raztopine 10,11-

dihidrokarbamazepina in dodali 750 pL topila.

Preglednica VI: Priprava standardnih in kontrolnih raztopin.

OZNAKA VDRrs VTopiLA Vb.is
RAZTOPINE (nL) (nL) (nL)
KAL 9 80 / 20
QCh 360 40 100
KAL 8 70 30 25
KAL 7 40 60 25
KAL 6 20 80 25
QCm 12 328 100
KAL 5 20 180 50
KAL 4 20 380 100
KAL 3 %50 (RS) 50 25
Qcl *180 (RS) 220 100
KAL 2 *50 (RS) 150 50
KAL 1 *25 (RS) 175 50

*Priprava RS: 20 pL DRS smo dodali 480 uL metanola in dobro premesali.

Za postopek validacije smo nato iz standardnih in kontrolnih raztopin pripravili plazemske

vzorce tako, da smo 100 pL plazme dodali 25 pL kalibracijske raztopine standardov (od
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KAL 1 do KAL 9), oziroma QCI, QCm in QCh. Raztopine smo nato obdelovali po

kon¢nem postopku priprave plazemskih vzorecv, ki je opisan v poglavju 4.2. Koncne

koncentracije v posameznih kalibracijskih raztopinah za umeritveno krivuljo in kontrolnih

vzorcih prikazujeta preglednica VII in preglednica VIII.

Preglednica VI1I: Koncentracija protiepilepti¢nih u¢inkovin v standardnih raztopinah za
umertitveno krivuljo.

ANALIT

KAL9 KAL8 KAL7

KONCENTRACIJA ANALITOV V STANDARDNIH RAZTOPINAH (pg/mL)
KAL6 KAL5 KAL4 KAL3 KAL2 KAL1

LEVE

ZONI

LIKAR 50

OKS

35

20

10

2,5

0,5

0,25

LAKO

KARBA

FENI 30

PRIMI

LAMO

21

12

1,5

0,6

0,3

0,15

KARBA-
EPO 5

KLOBA

3,5

0,5

0,25

0,1

0,05

0,025

Preglednica VIII:

Koncentracija posameznih protiepilepti¢nih u¢inkovin v kontrolnih

raztopinah.
KONCENTRACIJA UCINKOVIN V

KONTROLNIH RAZTOPINAH (ug/mL)
ANALIT QcCl QCm QCh
LEVE
ZONI
LIKAR 0,9 9 45
OKS
LAKO
KARBA
FENI 0,54 54 27
PRIMI
LAMO
KARBA-EPO
KLOBA 0,09 0,9 4,5
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3.3.2 Selektivnost

Selektivnost je sposobnost analizne metode, da lo¢i preucevani analit od ostalih
komponent, ki so morebiti prisotne v vzorcu (urin, plazma, metaboliti, razgradni produkti,
zdravila, ki jih bolnik socasno uziva in druge snovi v vzorcu) in na ta nafin omogoca
njegovo dolocanje v preucevanem bioloSkem vzorcu (37). Selektivnost nase analizne
metode smo preverili z analizo 5 slepih plazemskih vzorcev, ki so bili odvzeti petim
razliénim zdravim preiskovancem in z analizo topila. Dobljene kromatograme slepih
plazemskih vzorcev smo nato ovrednotili pri meji dolo¢ljivosti in preucili ali se ob
retencijskih Casih analitov pojavijo mote¢i kromatografski vrhovi (endogene substance in

razpadni produkti).

Priprava slepega vzorca plazme: v 2 mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 uL

plazme zdravega preiskovanca in dodali 25 pL topila ter raztopino intenzivno premesali na
vrtincnem mesSalu priblizno 30 sekund. Raztopino smo nato obdelovali po kon¢nem

postopku priprave plazemskih vzorcev, Ki je opisan v poglavju 4.2.

3.3.3 Toénost

To¢nost analizne metode izraza ujemanje med izmerjeno koncentracijo analita, ki smo jo
dolo¢ili z analizno metodo in referen¢no (dejansko) koncentracijo analita. FDA priporoca
dolocitev to¢nosti na vsaj treh koncentracijskih nivojih, ki so enakomerno porazdeljeni cez
celotno obmodje in se analizirajo v vsaj petih ponovitvah (37).

To¢nost smo dolo¢ili z analizo QCIl, QCm, QCh znanih koncentracij analitov. To¢nost
analizne metode smo izracunali z enacbo 2, Kjer je Cpoprecna (iZmerjena) aritmeticna sredina
petih izmerjenih vrednosti za vsak QC.

preing (ZMerjenal

C .
povp

Toenost [%] =

: ———— 100
c (referencna) (enacba 2)

Kriterij
Povprecje izmerjenih vrednosti ne sme odstopati od referen¢ne vrednosti za ve€ kot 15 %.
Izjema je spodnja meja dolocljivosti, kjer je dovoljeno odstopanje znotraj 20 % referencne

vrednosti (37).
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3.3.4 Ponovljivost

Ponovljivost analizne metode je definirana kot ujemanje veckratnih meritev posameznih
koncentracij analita, pripravljenih in izmerjenih pri istem homogenem vzorcu v
predpisanih pogojih. Je merilo za natan¢nost uporabljenega postopka. Smernice FDA
priporo¢ajo dolocitev ponovljivosti na vsaj treh koncentracijskih nivojih, ki so enakomerno
porazdeljeni ¢ez celotno obmocje in se analizirajo v vsaj petih ponovitvah (37). Tudi mi
smo ponovljivost metode dolocali z analizo QCl, QCm in QCh vzorcev v petih ponovitvah
tekom treh dni validacije. Nato smo jo ovrednotili s koeficentom variacije (CV). Pri
vrednotenju analizne metode smo dolo¢ili med-dnevno in znotraj-dnevno ponovljivost za

vse tri dni validacije.

Kriterij
Koeficent variacije ne sme biti vec¢ji od 15 % pri petih ponovitvah na vsaj treh razli¢nih
koncentracijskih nivojih. Izjema je vzorec na spodnji meji dolocljivosti, kjer koeficent

variacije ne sme biti ve¢ji od 20 % (37).

3.3.5 Obmoc¢je metode

Obmocje metode predstavlja interval med najniZjo in najvi§jo koncentracijo analita v
vzorcu, v katerem analizna metoda Se ustreza zahtevanim kriterijem to¢nosti, ponovljivosti
in linearnosti. Obicajno obmoc¢je metode dolo¢amo v obmodju linearnosti analizne metode
(37).

3.3.6 Linearnost metode

Linearnost je lastnost metode, s katero lahko znotraj doloCenega obmocja (intervala)
dolo¢imo meritve vzorcev, ki so lahko neposredno ali po pretvorbi z uporabo matemati¢nih
postopkov premosorazmerne s koncentracijami preucevanih analitov v vzorcu. V obmocju
linearnosti metode je odziv inStrumenta oziroma detektorja neposredno sorazmeren
koncentraciji analita v vzorcu. Linearnost razmerja med spremenljivko koncentracija

analita v vzorcu in odzivom preverimo s pomocjo regresijske premice z enacho 3 (38).

y=kx+n (enachba 3)

Kjer je:
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Yy - odziv (npr. povrsina pod kromatografskim vrhom analita oziroma razmerje povrsin pod
kromatografskima vrhoma analita in 1S,

n - odsek na ordinatni osi,

X - koncentracija analita v vzorcu in

k - naklon regresijske premice.

Statisticni model je premica, ki opisuje odnos med koncentracijo analita in izmerjenim
odzivom (signalom). Korelacijo med odzivom in koncentracijo podamo s Pearsonovim
korelacijskim (r), oziroma determinacijskim koeficentom (). Zazeljeno je, da so njegove
vrednosti ¢im visje, oziroma blizu vrednosti 1. Linearnost odnosa potrdimo vizualno ter z
vrednostima Korelacijskega koeficienta in odseka z ordinatno osjo. Njuna meja je
postavljena glede na namen analizne metode (38). Linearnost metode smo dolocili s
pomocjo Kalibracijskih standardnih raztopin (KAL 1-KAL 9), priprava katerih je navedena
v tocki 3.3.1 (preglednica VI). Na podlagi meritev smo dolo¢ili odzive v odvisnosti od

koncentracije, ter dolocili ena¢be umeritvenih premic in determinacijske koeficente.

Kriterij

Priporocilo FDA je, da se za doloCanje linearnosti uporabi najmanj Sest standardnih
kalibracijskih raztopin. Najmanj 75 % standardnih vzorcev mora pri izracunu koncentracij
analitov iz umeritvene premice odstopati za manj kot 15 % od njihove referen¢ne
(nominalne) vrednosti koncentracije, 0z. za 20 % v primeru vzorca nha spodnji meji
dolocljivosti (37).

3.3.7 Spodnja meja dolo¢ljivosti (LLOQ)

Spodnja meja dolocljivosti (LLOQ) predstavlja standard z najniZjo koncentracijo v
umeritveni krivulji, ki jo z izbrano analizno metodo lahko kvantitativno ovrednotimo z
zeleno toc¢nostjo in natan¢nostjo. Po FDA smernicah je to najnizja tocka v umeritveni

premici, ki mora ustrezati spodaj opisanim kriterijem (37).

Kriterij

Smernice FDA priporocajo, da je koncentracija LLOQ tista vrednost, pri kateri je odziv
analita vsaj 5 krat visji od odziva pri analizi slepega vzorca. Koeficent variacije mora imeti

ponovljivost znotraj 20% in to¢nost med 80 in 120 % (37).
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3.3.8 lIzkoristek metode

Uspesnost izkoristka metode (ang. recovery) za vseh 11 preucevanih analitov smo
vrednotili tako, da smo primerjali povprecne odzive analitov plazemskih vzorcev
(ekstrahirani plazemski vzorec) s standardnimi vodnimi vzorci (ekstrahirani slepi vzorec,
matriks je voda) na treh koncentracijskih nivojih (QCI, QCm in QCh). Ker nas je poleg
uc¢inkovitosti izkoristka zanimala tudi ponovljivost izkoristka metode, smo izvedli po 5
meritev za vsako od koncentracij. Vodni vzorci so predstavljali 100 % uspeSnost

ekstrakcije.

Priprava vodnega vzorca: v 2 mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 pL preciscene
vode in dodali 25 pL. DRS na posameznem koncentracijskem nivoju ter raztopino
intenzivno premesSali na vrtincnem mesalu priblizno 30 sekund. Raztopino smo nato

obdelovali po kon¢nem postopku priprave plazemskih vzorcev, ki je opisan v poglavju 4.2.

3.3.9 Stabilnost

Analizo stabilnosti plazemskih vzorcev smo izvedli v skladu s priporo¢ili smernic FDA,
kjer smo v sklopu validacije ocenili naslednje vrste stabilnosti: kratkorocno in dolgoro¢no
stabilnost analitov v plazemskih vzorcih, post-preparativno stabilnost plazemskih vzorcev
analitov in stabilnost plazemskih vzorcev po zamrzovanju in odtajanju. Stabilnost smo
izraunali kot relativno razliko med merjenjem po dolocenem casu (tx) in zacetnim

merjenjem (to) (enacba 4) (37).

odziv pri t (x)- odziv pri t (0)
odziv prit (0} x 100 (enacha 4)

Relativna razlika (%) =

3.3.9.1 Kratkoro¢na in dolgorocna stabilnost

Kratkoro¢no stabilnost analitov v plazemskih vzorcih smo v skladu s smernicami FDA
izvedli s pomocjo kontrolnih vzorcev na treh koncentracijskih nivojih, ki so enakomerno
porazdeljeni ¢ez celotno obmocje metode (QCl, QCm, QCh). Dolgoro¢no stabilnost smo
izvedli s pomo¢jo kontrolnih vzorcev na dveh koncentracijskih nivojih (QCm in QCh)
(37). Plazemske vzorce za kratkoro¢no in dolgoro¢no stabilnost smo pripravili v treh

paralelkah tako, da smo na vsakem koncentracijskem nivoju 100 pL plazme dodali 25 pL
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kontrolnega vzorca za posamezen koncentracijski nivo. Za oceno kratkoro¢ne stabilnosti
analitov smo nato tako pripravljeno raztopino do nadaljnje obdelave vzorcev in analize
shranili 1 dan v laboratoriju na delovni povrSini pri sobni temparaturi. Za oceno
dolgorocne stabilnosti pa smo tako pripravljene vzorce do nadaljnje obdelave in analize
zamrznili na — 80 °C za obdobje priblizno 1 mesec. Po preteku ¢asa hrambe vzorcev
kratkoro¢ne in dolgoro¢ne stabilnosti smo nato izvedli ekstrakcijo in analizo vzorcev, ter
dobljene odzive primerjali z izmerjenimi odzivi vzorcev, ki smo jih takoj ekstrahirali in

analizirali (to = ¢as 0).

3.3.9.2 Post-preparativna stabilnost

Post-preparativna stabilnost odraza stabilnost ze pripravljenih plazemskih vzorcev v
avtomatskem vzorcevalniku HPLC pri 4 °C in sicer za c¢as, ki se predvideva, da bo v
rutinski uporabi potreben za analizo vzorca (37). Izvedli smo 24 — urno post preparativno
stabilnost v treh paralelkah s pomocjo kontrolnih vzorcev (QCl, QCm, QCh), ki so
enakomerno porazdeljeni ¢ez celotno obmocje metode. VVzorce smo pripravili po postopku,
ki je opisan v poglavju 4.2 in jih nato analizirali prvi dan validacije, takoj po njihovi
pripravi ter po 24 — urnem hranjenju v avtomatskem vzorcevalniku HPLC pri 4 °C. Nato

smo primerjali odzive raztopin analitov po 24 urah glede na odzive neposredno po pripravi.

3.3.9.3 Stabilnost plazemskih vzorcev po zamrzovanju in odtajanju

Stabilnost plazemskih vzorcev po zamrzovanju in odtajanju smo opredlili skladno s
smernicami FDA, ki navajajo, da je potrebno stabilnost analita dolociti po treh izvedenih
ciklih zamrzovanja in odtajanja vzorca (37). Stabilnost smo ocenili s pomocjo kontrolnih
vzorcev (QCL, QCm, QCh), ki so enakomerno porazdeljeni ¢ez celotno obmocje metode, ki
smo jih pripravili po postopku opisanem v poglavju 4.2. Na vsakem koncentracijskem
nivoju, smo pripravili 3 paralelke vzorcev. V vsakem ciklu zamrzovanja in odtajanja smo
vzorce zamrznili za najmanj 12 ur na - 80 °C, nato pa jih odtalili pri sobni temperaturi.
Vzorec smo analizirali po treh ciklih zamrzovanja in odtajanja in primerjali odzive z odzivi

neposredno po pripravi vzorcev.

3.3.10 Vrednotenje rezultatov validacije analizne metode

Za lazje razumevanje in predstavitev dobljenih rezultatov smo za vrednotenje podatkov

uporabili program Excel (Microsoft Office 2010). Na osnovi dolo¢enih naklonov
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umeritvenih premic in odsekov na ordinatni osi standardnih plazemskih vzorcev smo nato
vsem 11 preucevanim analitom na podlagi teh rezultatov dolo¢ili posamezne koncentracije

v realnih vzorcih bolnikov z epilepsijo z upostevanjem internega standarda.

3.3.11 Analiza vzorcev bolnikov

Validirano analizno metodo smo v nadaljevanju uporabili za doloCanje celokupnih
plazemskih koncentracij analitov pri 10 pacientih na terapiji s protiepilepti¢nimi zdravili in
morebitnimi drugimi sofasnimi zdravili (preglednica IX). Plazemske vzorce smo do
prietka analize hranili v polipropilenskih epruvetah na — 80 °C. Na dan analize smo
plazmo odtalili pri sobni temperaturi. Koncentracije analitov v vzorcih bolnikov smo
ovrednotili na osnovi socasno analiziranih standardnih plazemskih vzorcev. Za analizo

plazemskih vzorcev smo uporabili 100 pL vsakega plazemskega vzorca.

Priprava realnih plazemskih vzorcev bolnikov: v 2 mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali
100 uL predhodno pri sobni temperaturi odtaljenega in dobro premeSanega plazemskega
vzorca posameznega bolnika in dodali 25 pL internega standarda s koncentracijo 0,2
png/mL in 400 mL topila. Raztopino smo nato intenzivno premesali na vrtincnem mesalu
priblizno 30 sekund in jo nato obdelovali po konénem postopku priprave plazemskih

vzorecv, ki je opisan v poglavju 4.2.

Preglednica 1X: Realni vzorci 10 pacientov na terapiji s protiepilepti¢nimi zdravili, 0z.
drugimi socasnimi zdravili, ki smo jih uporabili za analizo.

PROTIEPILEPTICNO | PROTIEPILEPTICNO PROTIEPILEPTICNO
PACIENT ZDRAVILO/
ST. ZDRAVILO/ ZDRAVILO/ DRUGA SOCASNA
DNEVNI ODMEREK DNEVNI ODMEREK ZDRAVILA
B10 LAMOTRIGIN LAKOZAMID /
(400mgQ) (200mg)
B26 LAMOTRIGIN KARBAMAZEPIN escitalopram
(300mg) (800mg)
B27 LAMOTRIGIN OKSKARBAZEPIN /
(600mgQ) (2400mg)
837 LAMOTRIGIN KLOBAZAM levotiroksin
(400mgQ) (15mg)
valprojska kislina,
B40 LAMOTRIGIN ZONISAMID diosmin, acetilsalicilna
(150mg) (300mg) kislina, hesperidin,
folna kislina
B67 LAMOTRIGIN KARBAMAZEPIN /
(250mg) (800mg)
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B80 LAIEZSJHITI)G I OKSKARBAZEPIN fenobarbital
g (1200mg)
LAMOTRIGIN FENTOIN . .
B86 (400mg) (100mg) ecitalopram, duloksetin
B95 LAMOTRIGIN LEVETIRACETAM /
(300mgQ) (1500mg)
LAMOTRIGIN OKSKARBAZEPIN acetilsalicilna kislina,
B98 simvastatin, losartan
(300mgQ) (1200mgq) )
flutikazon

Po uporabi smo vse uporabljene vzorce in uporabljene pripomoc¢ke varno in ustrezno
zavrgli. Med samo izvedbo testa smo upoStevali vse varnostne predpise in navodila za delo

v laboratoriju in se ustrezno zascitili z zas¢itnimi in dezinfekcijskimi sredstvi.

4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Razvoj analizne metode s pomocjo tekocinske kromatografijse visoke
lo¢ljivosti z UV detekcijo

Na osnovi pregleda objavljenih ¢lankov je bila najpogosteje uporabljena tehnika za
dolocanje protiepilepticnih u€inkovin tekoc¢inska kromatografija visoke loc¢ljivosti (HPLC)
z razlicnmi vrstami detekcije (19-24). Kromatografsko kolono smo izbrali na osnovi
predhodnih raziskav (36). Uporabili smo fenil heksilno kromatografsko kolono Luna
Phenyl-Hexyl dimenzije 150 mm x 4,6 mm in velikostjo delcev 5 pm. Uporabili smo tudi
predkolono Gemini C6-Phenyl, 4 mm x 3,0 mm. Preucevali smo vpliv izbrane kolone na
trajanje analize ter obliko in locbo kromatografskih vrhov od ostalih sestavin plazme.
Izbrana kolona s fenilno-heksilnimi skupinami se je izkazala za zelo primerno, saj imajo

vsi preucevani analiti aromatske obroce, ki omogocajo I1-IT interakcije s stacionarno fazo.

Pri izbiri vodne komponente mobilne faze smo izhajali iz iste raziskave v kateri so testirali
razli¢ne fosfatne pufre z razlicnimi ionskimi mo¢mi (36). Izbrali smo 25 mM fosfatni
pufer, ki ima manjSo kapaciteto. Tekom preizkuSanja razlicnih pH vrednosti vodne faze
smo ugotovili, da pH vrednost 25 mM fosfatnega pufra 6,9 omogoca zadostno lo¢ljivost in
hitro elucijo vseh preu¢evanih vrhov (analitov), vklju¢no z internim standardom. Pri nizjih
vrednostih (pH = 3,0) nismo dosegli ustrezne locbe preucevanih vrhov, predvsem smo
imeli neustrezno lo¢bo vrha fenobarbitala, ki je zelo mo¢no odvisen od vrednosti pH. Nizje
vrednosti pH so povzrocile elucijo fenobarbitala pri visjih retencijskih ¢asih in obratno, kar

je mocno vplivalo na lo¢bo kasnejsih vrhov. Izrazit vpliv na elucijo vrha fenobarbitala pa
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je imela tudi temperatura kromatografske kolone. Nizja temperatura kolone je povzrocila
elucijo vrha fenobarbitala pri daljsih retencijskih casih in obratno. Vrh fenobarbitala se je
eluiral skupaj z vrhovoma lakozamida in lamotrigina. Kljub gradientni eluciji in
optimizaciji pH vrednosti pufra ter temperature kolone se je eluiral med obema
omenjenima vrhovoma, posledica slednjega pa je bila neustrezna kromatografska locba
(slika 6 in slika 7). Kon¢no shemo gradientne clucije prikazuje preglednica X. Kljub
nadaljnji optimizaciji metode in iskanju ustreznih resitev se prekrivanju vrhov nismo mogli
izogniti, zato smo se odlo¢ili, da fenobarbital izklju¢imo iz naSe raziskave. Kot organsko
fazo smo uporabili metanol, tudi iz stali$¢a uporabe fenil-heksilne kromatografske kolone,
kjer metanol omogoca IT - IT interakcije med aromatskimi obroci analitov in stacionarno

fazo.

00 | FENOBARBITAL

LAMOTRIGIN

/

LAKOZAMID

100

| J - /

i T { T T { T { T r
o 2 4 5 [} 10 12 14 18 18 min

Slika 6: Prekrivajoca razvojna kromatograma preucevanih analitov in prikaz vpliva
temperature kromatografske kolone: 40 °C (zelena barva) in 50 °C (modra barva) na
elucijo vrha fenobarbitala med vrhovoma lakozamida in lamotrigina, pri valovni dolZini
210 nm.

Kljub temu, da smo zeleli za delo enostavno in ponovljivo metodo, se je tekom razvoja
izkazalo, da izokratski tip metode daje predolge Case kromatografiranja, slabo lo¢bo in
nesimetricne vrhove analitov. Zato smo se odlocili za gradientno elucijo, ki je povzrocila
zozanje kromatografskih vrhov in krajsi Cas elucije v primerjavi z izokratsko elucijo za
vseh 12 vrhov analitov. Vrhovi preuc¢evanih analitov so bili ustrezne oblike, dosegli smo

tudi boljso kromatografsko locbo med preuc¢evanimi vrhovi, vendar je koncni Cas analize
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sorazmeroma dolg. Celotna analiza je s kon¢no razvito metodo trajala 22 minut, ¢as

reekvilibracije pa je bil 4 minute.

Preglednica X: Shema gradientne elucije uporabljena pri kon¢ni analizi.

CAS % organske faze
(min) (metanol)

0 35

5 40

10 50

15 70

19 86

LAMOTRIGIN + FENOBARBITAL ooy
(zelen kromatogram)

600 \

)l FENOBARBITAL
400 \

200 | LAKOZAMID UJL
T { T { 7 r r

: A

{moder kromatogram]

Slika 7: Prekrivajoca razvojna kromatograma preucevanih analitov in prikaz vpliva pH
vrednosti 3,0 (zelena barva) in 6,8 (modra barva) 25 mM fosfatnega pufrana na elucijo
vrha fenobarbitala med vrhovoma lakozamida in lamotrigina, pri valovni dolzini 210 nm.

Konéna temperatura kromatografske kolone je bila 40 °C, ki je v kombinaciji z gradientno
elucijo moc¢no pripomogla h krajSemu casu elucije vrhov in njeni obliki. Z viSanjem
temperature smo vplivali na selektivnost in velikost vrhov. Temperatura avtomatskega
vzoréevalnika je bila zaradi preuCevanega bioloSkega materiala 4 ©C, konéni pretok
mobilne faze pa 1 mL/min. Vi§ji pretok je povzrocil visok tlak na koloni, ki je v primeru
kon¢ne analize znaSal priblizno 100 barov. Pri kon¢ni izbiri volumna injiciranja, ki je
odvisen od koncentracije in ponovljivosti odziva analita smo se odlocili za volumen 20 uL.
Po vsakem vmesnem injiciranju se nam je igla za injiciranje spirala v meSanici vode in

metanola (50 : 50, v/v). S tem smo preprecili ostajanje analitov na igli za injiciranje in s
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tem prenos na naslednje injiciranje, kar bi se pri doloCanju tako nizkih koncenracij

odrazalo v lazno visjih vrednostih.

Pri izbiri internega standarda smo se odlocali med kloramfenikolom in 10,11-
dihidrokarbamazepinom. Ustreznost internega standarda smo ovrednotili z vidika
retencijskih ¢asov in loCitve kromatografskih vrhov v primerjavi s preucevanimi analiti in
ostalimi sestavinami plazme. Slednje smo potrdili s kon¢no izbiro internega standarda

10,11-dihidrokarbamazepina, ki se je eluiral pri retencijskem Casu priblizno 16,6 minut.

Pri izbiri valovne dolzine za detekcijo analitov smo vsakemu preuc¢evanemu analitu
dolocili absorpcijski maksimum (preglednica XI). Analite smo na podlagi absorpcijskih
maksimumov ucinkovin razdelili v tri skupine in jih detektirali pri za njih najbolj optimalni
valovni dolZini (210 nm, 235 nm in 280 nm). Uporabili smo DAD detektor, ki je omogocil
socasno detekcijo pri razlicnih valovnih dolzinah. Razvrstitev posameznih analitov glede
na odzive vrhov analitov pri dolo¢enih valovnih dolzinah v kon¢ni kromatografski metodi
so prikazane v preglednici XI. Pri valovni dolzini 210 nm so izrazito vidni vrhovi plazme,
Ki so zadostno lo¢eni od preucevanih analitov, ki se eluirajo ob kasnejsih retencijskih
Casih.

Preglednica XI: Prikaz retencijskih ¢asov in absorpcijskih maksimumov preiskovanih
analitov v kon¢ni kromatograski metodi.

VALOVNA RETENCIJSKI ABSORPCIJSKI
DOLZINA PREUCEVANI ANALIT CAS MAKSIMUM
(nm) (min) (nm)
levetiracetam 3,6 220
zonisamid 6,6 200, 240, 285
primidon 7,6 220
210 lakozamid 8,2 210
lamotrigin 9,8 310
likarbazepin 11,3 240
karbamazepin-epoksid 12,9 220
okskarbazepin 13,8 210, 260, 310
235 fenitoin 15,2 220
klobazam 18,3 230
280 karbamazepin 16,8 280

36



Kobe Zupanc Maja Magistrska naloga

maAL |
700 |

i 6

10
EUU—- 8
ﬁﬂD—-
2 5

s odzivi plazme 9
300; 11

i 1
ZUU*- 3

b 4 12
- MUT_/

o ; ) ;L QL&&}L

0 2 4 5 8 10 2 1a 8 ©  min

Slika 8: Prekrivajoci se kromatogrami pri izbranih valovnih dolzinah, pri katerih smo
izvedli koncno detekcijo (kromatogrami: moder - 210 nm, tm. zelen — 235 nm, sv. zelen —
280 nm). Zaporedne Stevilke na kromatogramu predstavijajo naslednje ucinkovine: 1-
levetiracetam, 2 - zonisamid, 3 - primidon, 4 - lakozamid, 5 - lamotrigin, 6 - likarbazepin,
7 - karbamazepin-epoksid, 8 - okskarbazepin, 9 - fenitoin, 10 — IS, 11- karbamazepin, 12 —
klobazam.
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Slika 9: Kromatogram raztopine standarda KAL 9 za umeritveno krivuljo pri valovni
dolzini 210 nm.

Primernost kon¢no razvite HPLC metode z UV detekcijo smo v nadaljevanju ovrednotili z

validacijo.
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4.2 Razvoj metode za pripravo plazemskih vzorcev

V prvi stopnji smo na osnovi referencnega obmocja (preglednica III) za vsak preucevani
analit dolocili posamezne koncentracije analitov. Za pripravo osnovnih raztopin smo zaradi
dobre topnosti uporabili metanol. Kot medij za vmesno redCenje raztopin smo uporabili
mesanico metanola in pre¢iS¢ene vode za kromatografijo. Ker so bili ciljna populacija
otroci, smo za razvoj analizne metode Ze na zacetku eksperimentalnega dela dolocili ¢im
manj$i volumen odvzete plazme in sicer 100 uL. Ker smo zeleli enostaven postopek
priprave plazemskih vzorcev smo izbrali metodo z obarjanjem proteinov. VVzorcem plazme
smo dodali preucevane analite in intenzivno premesali. Obarjanje proteinov iz plazme smo
pospesili z dodajanjem ohlajenega obarjalnega reagenta. Pri preizkuSanju razli¢nih
kombinacij; tipov in volumnov obarjalnih reagentov je bila najboljsa izbira na — 20 °C
ohlajen acetonitril. V primerjavi s preostalima dvema; metanolom in meSanico metanola in
acetonitrila, so bili vzorci po mes$anju na vrtinénem mesalu in centrifugiranju bolj cisti.
Zaradi boljse ponovljivosti smo za konéni volumen dodanega obarjalnega reagenta izbrali
najvecji volumen 800 uL. Po 10 minutah centrifugiranja pri temperaturi 4 °C in s hitrostijo
2,5 RCF smo se odlocili, da bomo kot konéni volumen odvzetega supernatanta izbrali
volumen 800 pL. Najvecji volumen 900 pL ni bil primeren, saj smo pri pipetiraju posrkali
oborjene ostanke plazme. Ekstrahirane vzorce smo nato glede na Stevilo vzorcev razli¢no
dolgo susili do suhega ostanka v duSikovi atmosferi pri pove€anem tlaku. PosuSene vzorce
smo nato rekonstituirali v 100 pL topila in nato raztopino intenzivno mesali 1 minuto na
vrtincnem mesSalu. Kon¢no raztopino smo nato prenesli v HPLC vialo z insertom. Kon¢no
pripravo plazemskih vzorcev po korakih prikazuje preglednica XII in shematsko slika 10.
Cas mesanja (1 minuto), smo izbrali na podlagi predhodne raziskave v kateri so testirali
razli¢ne Case vrtin¢nega meSanja po rekonstituciji. Metoda je bila najbolj ponovljiva, ko je
bil ¢as mesanja 1 minuto (36). Izbiro in uspesnost obarjanja z izbranim organskim topilom

smo ugotavljali po postopku, ki je opisan v podpoglavju 4.3.4 1zkoristek metode.
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Preglednica XI1: Posamezni koraki priprave plazemskih vzorcev v konéni metodi .

FAZA POSTOPEK PRIPRAVE

100 pL plazemskega vzorca + mesanje na

MESANJE vrtingnem mesalu
25 uL DRS 30 sekund
. mesanje na
dodamo 800 pL acetonitrila . y
OBARJANJE - o vrtinénem mesSalu
(ohlajenega na - 20 °C) 30 sekund
CENTRIFUGIRANJE centifugiramo 10 minut pri 4 °C in 2,5 RCF
ODVZEM
SUPERNATANTA odvzamemo 800 pL supernatanta
SUSENJE ORGANSKE susimo do suhega ostanka v dusikovi atmosferi pri
FAZE povecanem tlaku
mesSanje na
REKONSTITUCIJA dodamo 100 pL topila vrtinénem mesSalu

1 minuto
PRENOS V HPLC VIALO Z INSERTOM IN ANALIZA

Centrifugiranje:

@ Obarianje proteinov z @ Intenzivno mesanje @ A0minpd g%¢
Jjanje pi 2,5RCF

organskim topilom 30 sekund

,
- -
®

plazma plazma + acetoniril

Prenos supernatanta
v novo rekonstitucija v topilu

mikrocentrifugirko " in intenzivno me3anje
suenje do suhega 1 minuto

‘‘‘‘‘

KROMATOGRAM

Slika 10: Shematski prikaz koncne priprave plazemskih vzorcev.
4.3 Rezultati validacije analizne metode

Z validacijo analizne metode, smo Zeleli potrditi ustreznost, primernost in zanesljivost
analizne metode za dolocanje celokupnih plazemskih koncentracij protiepilepti¢nih
zdravil: levetiracetama, zonisamida, primidona, lakozamida, lamotrigina, fenitoina,
klobazama, okskarbazepina in njegovega metabolita likarbazepina ter karbamazepina in

njegovega metabolita karbamazepin epoksida. V skladu s smernicami FDA smo jo izvajali
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tri dni. Pri podajanju in vrednotenju rezultatov smo upostevali interni standard (10,11-

dihidrokarbamazapin) tako, kot narekujejo smernice FDA.

4.3.1 Selektivnost

Selektivnost analizne metode smo dokazali z analizo 5 slepih plazemskih vzorcev,
razli¢nih zdravih preiskovancev. Posneli smo pet kromatogramov pri izbranih valovnih
dolzinah (slika 11 - 13) kjer smo preverili ali so pri ¢asu elucije preiskovanih analitov in
internega standarda prisotni vrhovi spojin iz matriksa vzorca in ali morebiti prihaja do
interferenc. V podrocju retencijskih ¢asov analitov nismo opazili motecih vrhov endogenih
substanc, oziroma so bili petkrat manj$i od vrha najnizjega standarda zato smo potrdili

selektivnost nase analizne metode.

mal |
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Slika 11: Prekrivajoci se kromatogrami slepih plazemskih vzorcev petih preiskovancev pri
valovni dolzini 210 nm.
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Slika 12: Prekrivajoci se kromatogrami slepih plazemskih vzorcev petih preiskovancev pri
valovni dolZini 235 nm.
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Slika 13: Prekrivajoci se kromatogrami slepih plazemskih vzorcev petih preiskovancev pri
valovni dolzini 280 nm.

4.3.2 Linearnost (obmocje metode) in spodnja meja dolocljivosti (LLOQ)

Linearnost metode smo dolocali tri dni validacije s pomocjo kalibracijskih standardov, ki
so predstavljali umeritveno premico. Za vsak analit smo na osnovi referenénega obmocja
doloc¢ili pricakovane vrednosti koncentracij kalibracijskih standardov na vsakem

koncentracijskem nivoju. Odziv Kalibracijskih standardov je bil sorazmeren njihovi
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koncentraciji v koncentracijskem obmocju. Za vsak preucevani analit smo dolocili
obmocje analizne metode, ki je predstavljalo interval med najnizjo (LLOQ) in najvisjo
koncentracijo analita v vzorcu. Iz odzivov v standardnih (kalibracijskih) plazemskih
vzorcih smo dolo¢ili ena¢be umeritvenih krivulj in determinacijski koeficent za posamezen

preucevani analit.

Obmocje metode predstavlja interval v katerem smo v skladu s smernicami FDA potrdili
kriterij za tocnost (£ 15 %), ponovljivost in linearnost umeritvene premice. Analizna
metoda je v vseh treh dneh validacije ustrezala FDA kriterijem za vseh 11 preucevanih
analitov. Determinacijski koeficenti (r°) so pri vseh preudevanih analitih v vseh treh dneh
validacije bili vecji od 0,9910.

Na osnovi kriterija; najmanj$a koncentracija kalibratorja v umeritveni krivulji z ustrezno
tocnostjo (£ 20 %), ter z vsaj petkrat vecjim odzivom, kot je bil odziv slepe plazme, smo
dolocili spodnjo mejo dolo¢ljivosti (LLOQ) za posamezen analit. Regresijske parametre
umeritvene premice v treh dneh validacije in obmoéje metode posameznega analita

prikazuje preglednica XIV.

Preglednica X1V: Regresijski parametri umeritvene premice v treh dneh validacije in
obmocje metode za vsak preucevani analit.

DAN VALIDACIJE
(enacba umeritvene premice/determinacijski koefiecnt)

ANALIT OBMOCJE
METODE
1.dan 2. dan 3. dan (ng/mL)
LEVE y=0,0146x-0,0019 | y=0,0146x+0,0019 y=0,0146x+0,0019 0.5 - 50
r 0,9993 0,9997 0,9995 '
ZONI y=0,0395x+0,0006 | y=0,0386x+0,0017 y=0,0374x+0,00007 0.5 - 50
r’ 0,9967 0,9996 0,9996 '
PRIMI y=0,0330x-0,0025 | y=0,0297x+0,0014 y=0,3058x-0,0022 0.6 - 30
r’ 0,9993 0,9994 0,9998 '
LAKO y=0,0256x-0,0023 | y=0,02266x+0,0013 | y=0,0235x-0,0026 0.6 - 30
r’ 0,9996 0,9991 0,9995 '
LAMO y=0,08015x-0,0135 | y=0,0781x-0,0061 y=0,0774x-0,0104 0.6-30
r 0,9993 0,9971 0,9971 '
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LIKAR |y=0,0692x-0,0214 |y=0,0692x-0,0214 | y=0,0680x-0,0109 05 50
rl 0,9946 0,9914 0,9910 ’
KARBA- | _ B

Epox| | Y=0.0829x+0,0034 | y=0,0889x-0,0008 y=0,0907+0,0028 0.05-5
r? 0,9991 0,9940 0,9931

OKS y=0,0303x-0,0155 | y=0,0297x-0,0189 y=0,0285x-0,0167 05 50
r? 0,9906 0,9902 0,9938 :
FENI y=0,0083x+0,0007 | y=0,0072x+0,0014 | y=0,0088x+0,0006 06- 30
r? 0,99836 0,99421 0,9996 ’
KLOBA | y=0,0662x-0,0022 | y=0,0584x-0,0016 y=0,0678x-0,0041 0.05. 5
r? 0,9992 0,9984 0,9922 ’
KARBA | y=0,0306x-0,0142 | y=0,0310x-0,0146 y=0,029x-0,0121 0.6 30
r? 0,9976 0,9930 0,9948 aa

4.3.3 Toc¢nost in ponovljivost
Tocnost in ponovljivost metode smo skladno s postopkom opisanim v poglavju 3.3.3

dolocali v treh dneh s pomocjo kontrolnih vzorcev na treh koncentracijskih nivojih. QCI
predstavlja najnizjo, QCm srednjo in QCh najvi§jo koncentracijo za izbrani analit, ki smo
jo dolocili na osnovi referencnega obmocja posameznega analita. Na vsakem
koncentracijskem nivoju smo izvedli 5 ponovitev vsake meritve. Pri vrednotenju rezultatov
se je izkazalo, da je uporaba IS pripomogla k vecji to€nosti in ponovljivosti rezulatov.
Tocnost in natan¢nost metode za vseh 11 preucevanih analitov ustreza smernicam FDA,
saj so rezultati med-dnevne in znoraj-dnevne to¢nosti znotraj predpisasnih kriterijev. Vse
tri dni validacije je bilo pri vseh uporabljenih QC na vseh treh koncentracijskih nivojih
odstopanje od dejanske (referenc¢ne) vrednosti manjSe od 15 %. Tako smo z validacijo
potrdili, da je nasa metoda primerna za kvantitativno dolocanje vseh 11 preucevanih
protiepilepti¢nih u¢inkovin v plazemskih vzorcih. Rezultati med-dnevne in znotraj-dnevne

tocnosti so prikazani v preglednici XV.
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Preglednica XV: Prikaz med-dnevne in znotraj-dnevne ponovljivosti/to¢nosti za 11
preucevanih analitov.

MED-DNEVNA ZNOTRAJ-DNEVNA
PONOVLJIVOST/TOCNOST PONOVLJIVOST/TOCNOST
(n=15) (n=5)
ANALIT

Cnominalna  Cizratunana Cv to¢nost Cizratunana CVv to¢nost
vzorec (ug/mL) (ug/mL) (%) (%) (ng/mL) (%) (%)
Levetiracetam
QCh 45 47,9 11,0 102,1 45,6 3,2 101,3
QCm 9 9,20 3,7 111,6 9,0 3,1 99,6
QCI 0,9 0,826 53 109,6 0,9 4.4 102,9
Zonisamid
QCh 45 47,6 4,7 103,5 47,6 1,0 105,8
QCm 9 9,44 3,4 106,4 9,8 0,9 108,5
QCI 0,9 0,800 5,7 92,6 0,82 2,0 91,5
Primidon
QCh 27 28,3 3,6 95,3 27,3 1,6 101,1
QCm 54 5,73 4,2 99,6 55 2,2 101,0
QCI 0,54 0,54 57 106,6 0,6 3,8 104,8

Lakozamid

QCh 27 28,6 52 93,5 27,3 1,5 101,0
QCm 5,4 5,91 1,8 99,0 5,8 12,8 107,7
QCI 0,54 0,56 6,6 111,9 0,6 3,2 106,0
Lamotrigin
QCh 27 28,4 7,8 94,9 28,3 1,1 105,0
QCm 54 571 6,4 99,3 5,6 2,1 104,0
QCI 0,54 0,53 8,6 103,0 0,6 1,1 104,1
Likarbazepin
QCh 45 46,9 3,5 95,0 45,4 12,7 100,9
QCm 9 9,15 2,5 94,7 9,0 1,9 99,5
QCI 0,9 1,00 8,8 105,9 0,9 3,5 100,5
CBZ-epoksid
QCh 45 4,58 4,6 103,8 4,8 1,9 107,1
QCm 0,9 0,98 3,2 114,8 0,9 5,4 105,5
QCI 0,09 0,08 11,5 97,9 0,08 2,1 99,7
Okskarbazepin
QCh 45 43,1 4,1 85,8 44,7 4,6 99,4
QCm 9 8,12 4,8 87,5 8,4 8,1 93,4
QCI 0,9 1,04 3,0 99,1 1,0 6,5 113,7
Fenitoin
QCh 27 29,0 2,6 94,4 27,2 3,6 100,8
QCm 54 5,34 11,3 93,7 5,7 2,9 104,8
QClI 0,54 0,45 14,5 91,2 0,49 10,0 91,0
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Klobazam

QCh 4,5 4,81 57 98,6 4,7 4,2 104,9
QCm 0,9 0,92 8,3 99,7 0,8 3,7 94,2
QCI 0,09 0,10 12,8 115,0 0,1 8,7 113,8
Karbamazepin

QCh 27 28,9 8,9 91,7 29,8 4,8 110,3
QCm 54 5,32 4,6 101,4 5,0 2,0 93,3
QCI 0,54 0,589 2,3 108,4 0,6 8,7 111,2

*(CV - koeficent variacije odzivov, v %)

4.3.4 l1zkoristek ekstrakcije

Izkoristek metode smo doloc¢ili skladno s postopkom opisanim v poglavju 4.3.4 na treh
koncentracijskih nivojih (QCL, QCm, QCh) tako, da smo primerjali povpre¢ne odzive
analitov treh ponovitev v kontrolnih vzorcih (brez plazme - vodni vzorci) in petih
ponovitvah plazemskih kontrolnih vzorcev. Vodni vzorci so predstavljali 100 % uspeSnost
ekstrakcije. Za vsak preucevan analit smo izkoristek ekstrakcije izracunali tako, da smo
odziv analita, ki smo ga izmerili v ekstrahiranem vzorcu delili z odzivom analita v
neekstrahiranem vzorcu ter mnozili s 100. Najmanjsi izkoristek postopka smo dobili pri
karbamazepinu (pri QCl) in sicer 89,6 %, najvecji pa pri klobazamu (pri QCm) in
zonisamidu (pri QCh) in sicer 106,8.

Rezultati odraZajo dober izkoristek postopka, zato je obarjanje z acetonitrilom odli¢na
izbira, oziroma so rezultati posledica same toc¢nosti in ponovljivosti metode. Izkoristki

metode so zbrani v preglednici XVI.

Preglednica XVI: Izkoristki metode na treh koncentracijskih nivojih za posamezen analit.

IZKORISTEK (%)

ANALIT

— = @ L= - <
L |z |2 |g (2|3 (w8l |z | |&
[
A4
QCh ' 985 |104,1| 99,1 | 986 99,6 99,0 | 96,4 | 102,2 94,0 | 106,8 | 102,55

QCm 90,0 | 106,8 | 99,0 | 106,3 | 97,4 | 97,4 | 102,8 | 99,1 | 97,9 | 106,6 @ 94,2

QCl | 103,1  103,8 |100,3 | 101,5|90,1 | 92,6 | 103,2 | 102,8 | 100,1 | 98,4 | 89,6
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4.3.5 Stabilnost

Stabilnost (z izjemo dolgoro¢ne stabilnosti) smo dolo¢ili na treh koncentracijskih nivojih
(QCL, QCm, QCh) skladno s postopkom, opisanim v poglavju 3.3.9. Dolo¢ili smo
kratkorocno stabilnost (hranjenje vzorcev 1 dan pri sobni temparaturi) za vseh 11
preuCevanih analitov na treh koncentracijskih nivojih in dolgoro¢no stabilnost za vse
preucevane analite na dveh koncentracijskih nivojh (QCm, QCh). Pri dolgorocni stabilnosti
smo z izjemo lakosamida, kjer smo na QCm dolo¢ili 23,6 % razpad ucinkovine dolocili
manj kot 15 % razpada posamezne u¢inkovine na obeh koncentracijskih nivojih. Rezultati
dolgoro¢ne stabilnosti so odraz majhnega razpada doloc¢enih preuc¢evanih analitov. To je
dokaz, da so plazemski vzorci stabilni na sobni temperaturi najmanj 1 dan in najmanj 61
dni pri hranjenju na -80 °C, saj ne pride do ve¢jih izgub pri vseh preuc¢evanih analitih. Pri
ugotavljanju post-preparativne stabilnosti smo plazemske vzorce pustili 24 h stati v
avtomastkem vzorcevalniku HPLC analizatorja pri temperaturi 4 °C. Najnizja dolo¢ena
vrednost pri kratkoro¢ni stabilnosti je bila 97,0 %, ter najvisja 102,8 %. . Tudi rezultati
stabilnosti analitov v plazemskih vzorcih na vseh treh koncentracijskih nivojih,
izpostavljenim stresnim razmeram po 3 ciklih zamrzovanja in odtajanja so bili od 90,9 %
do 108,6 %. S stabilnostjo plazemskih vzorcev po veckratnem zamrzovanju in odtajanju
smo dokazali, da lahko isti plazemski vzorec veckrat odmrznemo in zamrznemo. Rezultate

4 tipov stabilnosti pri danih pogojih za preu¢evane analite prikazuje preglednica XVII.

Preglednica XVII: Stabilnost (kratkoro¢na, dolgoro¢na, v avtomatskem vzorcavalniku, po

3 ciklih zamrznitve/odtalitve) preucevanih analitov pri izbranih pogojih.

ANALIT STABILNOST (%)

SOBNA o o 3 cikli

KONCENTRACUA TEMP. 14(}:1’ -:fdn(i: zam./odtal.
1 dan

LEVETIRACETAM
QCh 107,5 98,0 110,7 106,7
QCm 101,8 96,6 107,4 100,3
QcL 107,4 99,9 / 102,3
ZONISAMID
QCh 98,2 97,8 99,4 101,2
QCm 97,8 99,2 95,6 101,6
QcClL 101,3 99,4 / 100,2
PRIMIDON
QCh 98,9 100,1 97,6 102,2
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QCm 97,4 97,2 95,3 102,2
QcCL 99,4 99,4 / 90,9
LAKOZAMID

QCh 94,0 97,0 98,7 102,2
QCm 106,1 98,3 76,4 102,2
QcClL 109,6 99,4 / 90,9
LAMOTRIGIN

QCh 103,5 95,9 96,4 101,2
QCm 95,6 98,4 88,5 107,5
QcL 100,9 98,9 / 96,2
LIKARBAZEBIN

QCh 90,8 101,1 97,8 95,9
QCm 93,3 96,7 97,1 92,6
QclL 103,1 99,8 / 95,9
KARBAMAZEPIN-EPOKSID

QCh 107,7 99,1 99,4 106,5
QCm 103,3 99,1 112,1 94,5
QcL 103,4 96,4 / 106,3
OKSKARBAZEPIN

QCh 98,9 97,0 102,9 106,4
QCm 94,8 95,6 88,0 95,3
QclL 92,9 95,1 / 106,8
FENTOIN

QCh 104,4 101,2 87,1 98,6
QCm 103,0 99,9 91,0 102,2
QclL 107,8 102,8 / 108,6
KLOBAZAM

QCh 103,2 99,0 108,7 105,7
QCm 92,3 96,2 107,2 102,0
QclL 105,0 100,6 / 104,6
KARBAMAZEPIN

QCh 106,9 97,4 99,2 104,9
QCm 97,8 97,5 97,8 106,7
QcL 104,3 101,7 / 107,7

4.4 Analiza realnih plazemskih vzorcev

Realne plazemske vzorce 10 bolnikov, ki prejemajo protiepilepti¢no terapijo v razli¢nih
odmerkih, smo pripravili po postopku opisanem v poglevnju 3.3.10. Bolniki (vzorec

Stevilka 27, 37, 40, 80, 86 in 98) so poleg protiepilepti¢ne terapije ucinkovin, ki so bile
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vkljuene v razvoj in validacijo analizne metode socasno prejemali Se druga zdravila.

Rezultate analize posameznih koncentracij 10 bolnikov smo zbrali v preglednici XVIII.

Preglednica XVIII: Rezultati TDM 10 bolnikov z epilepsijo z uporabo razvite HPLC-UV

analizne metode.

PACIENT

B10

B26

B27

B37

B40

B67

P80

B86

B95

PROTIEPILEPTICNO
ZDRAVILO

LAMOTRIGIN
LAKOZAMID

LAMOTRIGIN
KARBAMAZEPIN
KARBAMAZEPIN-
EPOKSID

LAMOTRIGIN
OKSKARBAZEPIN
LIKARBAZEPIN

LAMOTRIGIN
KLOBAZAM

LAMOTRIGIN

ZONISAMID

LAMOTRIGIN
KARBAMAZEPIN
KARBAMAZEPIN-
EPOKSID

LAMOTRIGIN
OKSKARBAZEPIN
LIKARBAZEPIN

LAMOTRIGIN
FENTOIN

LAMOTRIGIN
LEVETIRACETAM

DNEVNI
ODMEREK

(mg)
400
200

300
800

/

600
2400

400
15

150

300

250
800

400
1200
/

400
100

300
1500

CPROTIEP.

ZDRAVILA
(ng/mL)

10,3
5,0
111
5,0

0,37

23,6
2,7
37,3

13,0
0,25

5,8
23,8

11,2
49

1,0

14,3
1,7
25,7

12,4
2,9

8,3
9,6
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TDM

OBMOCJE

(ng/mL)
2,5-15
10-20
2,5-15
4-12
2-5

2,5-15
3-35
3-35

2,5-15
0,03-0,3

2,5-15
10 - 40
2,5-15
4-12
2-5

2,5-15
3-35
3-35

2,5-15
10-20

2,5-15
12 - 46

OBMOCJE

HPLC

METODE*

(ng/mL)
0,6 -30
0,6 -30

0,6 -30
0,6 -30

0,05-5

0,6 -30
0,05-50
0,5-50

0,6 -30
0,05-5

0,6 -30
0,5-50
0,6 -30
0,6 -30
0,05-5

0,6 - 30
0,5-50
0,5-50

0,6 -30
0,6 - 30

0,6 -30
0,5-50

DRUGA
SOCASNA
ZDRAVILA

escitalopram

levotiroksin

valproj. kis.,
diosmin,
aspirin,
folna kislina,
hesperidin

fenobarbital

escitalopram
duloksetin
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LAMOTRIGIN 300 11,2 2,5 = 15 0,6 = 30 aspirin,
B98 OKSKARBAZEPIN 1200 1,7 3-35 05-50 e
LIKARBAZEPIN / 18.4 3-35 0,5 - 50 flutikason

* Obmocje nase HPLC metode, ki smo jo uspes$no validirali v skladu s smernicami FDA.

Poleg so navedeni tudi podatki dnevnega odmerka posameznega zdravila, referenc¢no
obmocje in obmocje naSe HPLC metode za vsako posamezno u¢inkovino. Ker smo si na
zacetku naSe raziskave zadali cilj, da bomo razvili in validirali obcutljivo HPLC-UV
analizno metodo za dolocanje 11 protiepilepticnih ucinkovin, lahko slednjemu z
zagotovostjo pritrdimo. Z aplikacijo nase analizne metode smo s pomocjo realnih vzorcev
kvantitativno ovrednotili protiepileptiéne ucinkovine. Glede na referenéno obmocje
posameznih ucinkovin je obmocje metode, ki smo jo dolocili za vsako ucinkovino,
sorazmeroma Siroko in omogoca detekcijo ucinkovin v zelo Sirokem koncentracijskem
intervalu. Koncentracije analitov v vzorcih bolnikov smo izracunali na osnovi so€asno
analiziranih vzorcev umeritvene krivulje. Pri vzorcih bolnikov, ki so prejemali razli¢ne
dnevne odmerke lamotrigina (od 150 mg do 600 mg) opazimo veliko variabilnost, ki je
lahko posledica vplivov razlicnih dejavnikov na farmakokinetiko lamotrigina. Ker se
lamotrigin intenzivno presnavlja z glukuronidacijo, indukcijske u¢inke pa lahko pripiSemo
preostalim protiepilepticnim zdravilom; karbamazepinu, okskarbazepinu, fenitoinu,
fenobarbitalu in primidonu, lahko posledi¢no v veliki meri vpliva na dolocene rezulate
lamotrigina v naSih analiziranih vzorcih.

V plazemskih vzorcih bolnikov B27, B80, B98, ki so prejemali protiepilepti¢no terapijo z
lamotriginom in okskarbazepinom v razli¢nih odmerkih, smo kvantitativno ovrednotili tudi
farmakolosko aktivni presnovek okskarbazepina in sicer likarbazepin (oz. monohidroksi
derivat, MHD). Primer kromatograma bolnika B80 je prikazan na Sliki 14. Pred vrhom
lamotrigina se pri retencijskem casu 8,6 min eluira neznan vrh. Ker je bolnik B8O poleg
odmerkov lamotrigna in okskarbazepina prejel tudi fenobarbital sumimo, da neznani vrh

pripada le-temu.
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8.339 - LACOSAMIDE

Slika 14 : Kromatogram bolnika B80 (pri valovni dolzini 210 nm) na terapiji z
lamotriginom in okskarbazepinom.

V plazemskih vzorcih bolnikov B26 (kromatogram bolnika prikazuje Slika 15) in B67, ki
so prejemali protiepilepti¢no terapijo z lamotriginom in karbamazepinom v razli¢nih
odmerkih, smo kvantitativno ovrednotili tudi farmakoloSko aktivni presnovek
karbamazepina in sicer karmamazepin-epoksid. Kromatogram bolnika B37 na terapiji z

lamotriginom in klobazamom je prikazan na Sliki 16.

=DIOL CBZ

16743 . 15

16012 - CARBAMAZEFPINE

9847 - LAMOTRIGINE
12.013 - CBZEPOXI

Slika 15 : Kromatogram bolnika B26 (pri valovni dolzini 210 nm) na terapiji z
lamotrigimom in karbazepinom
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Slika 16 : Kromatogram bolnika B37 (pri valovni dolzini 235 nm) na terapiji z
lamotrigimom in klobazamom

=
17.274

Z uporabo analizne metode na realnih plazemskih vzorcih bolnikov z epilepsijo smo
potrdili, da smo uspesno razvili obc¢utljivo analizno metodo, v Sirokem koncentracijskem

obmocju za detekcijo vseh 11 protiepilepti¢nih u¢inkovin.
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5. SKLEP

V magistrski nalogi smo dosegli predhodno zastavljene cilje. Razvili smo obcutljivo
gradientno analizno metodo, ki temelji na tekocinski kromatografiji visoke lo¢ljivosti z UV
detekcijo, za terapevtsko spremljanje celokupnih koncentracij protiepilepti¢nih u¢inkovin:
levetiracetama, zonisamida, primidona, lakozamida, lamotrigina, fenitoina, klobazama,
okskarbazepina in njegovega metabolita likarbazepina ter karbamazepina in njegovega
metabolita karbamazepin epoksida. Metoda vkljucuje tudi enostavno pripravo plazemskih
vzorcev, ki temelji na obarjanju proteinov z uporabo acetonitrila, oziroma enostavni
deproteinizaciji in uporabi volumna plazme 100 pL. Metodo smo po razvoju in
optimizacije priprave vzorcev uspeSno validirali v skladu s smernicami FDA. Metoda je
ustrezala vsem parametrom, ki smo jih vkljucili v validacijo in so ustrezali priporo¢ilom
FDA. Metoda je enostavna, tocna, obcutljiva, zanesljiva, selektivna in ponovljiva. Potrdili
smo razli¢ne tipe stabilnosti (kratkoro¢na, dolgoro¢na, v avtomatskem vzorcevalniku, po
ciklih zamrznitve in odtalitve) vseh preucevanih analitov. Validirano metodo smo uporabili
za merjenje plazemskih koncentracij levetiracetama, zonisamida, primidona, lakozamida,
lamotrigina, fenitoina, klobazama, okskarbazepina (in njegovega aktivnega metabolita
likarbazepina) in karbamazepina (in njegovega aktivnega metabolita karbamazepin-
epoksida) pri bolnikih z epilepsijo, s ¢imer smo potrdili njeno primernost za rutinsko
terapevtsko spremljanje koncentracij, saj obmocje metode za vseh 11 ucinkovin obsega
referenéna obmocja vseh analitov. Metoda je uporabna za doloCanje Ze omenjenih
ucinkovin v faramakokineti¢nih S$tudijah in za zanesljivo doloCanje koncentracij v
plazemskih bolnikih z epilepsijo. Pomankljivost naSe analizne metode je sorazmeroma
dolg kromatografski €as, saj pri analiziranju porabimo vec ¢asa in pa tudi mobilne faze, kar
zelo vpliva na kon¢no ceno analize. V obzir pa je potrebno vzeti tudi dejstvo, da je bil nas
cilj metode razviti obcutljivo metodo za dolocanje 12 protiepilepti¢nih zdravil, vklju¢no z
internim standardom 10,11-dihidrokarbamazepinom. Analizna metoda predstavlja odli¢no
izhodiSCe za nadaljevanje in optimizacijo predvsem kromatografskih pogojev, ki bo

omogocala so¢asno dolocanje vecjega Stevila protiepilepti¢nih u¢inkovin.

52



Kobe Zupanc Maja Magistrska naloga

6. LITERATURA

10.

11.
12.

13.

Sket D: Slovenski medicinski slovar, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta,
2012,

Kudin AP, Zsurka G, Elger CE, Kunz WS: Mitochondrial involment in temporal
lobe epilepsy. Experimental Neurology, 2009, 218: 326-332.

Tan TY, Lu CH, Chuang HY, Lin TK, Liou CW, Chang WN, Chuang YC; Long-
term antiepileptic drug therapy contributes to the acceleration of atherosclerosis.
Epilepsia, 2009, 50: 1579-86.

Ribari¢ S: Izbrana poglavja iz patoloske fiziologije, Medicinska fakulteta, Institut
za patolosko fiziologijo, 9 izdaja, Ljubljana, 2001.

Bassin S, Smith T1, Bleck TP: Clinical review: Status epilepticus. Crit care, 2002, 6
(2): 137-142.

Engel J. Jr. ILAE classification of epilepsy syndromes. Epilepsy Research, 2006,
70: 5-10.

Griffin EA, Lowenstein DH. Pharmacology of abnormal electrical
neurotransmission in the central nervous system. V: LeDuc B. Antiseizure Drugs.
Foye's Principles of Medical Chemistry. 6 izdaja. Williams, D. A.; Lemke, T. L.
2008, 521-541.

Fisher RS, Boas WE, Blume W, Elger C, Genton P, Lee P, Engel JJ: Epileptic
seizures and epilepsy: Definitions proposed by the International League Against
Epilepsy (ILAE) and the International Bureau for Epilepsy (IBE). Epilepsia 2005,
46(4): 470-472.

Can you Neurofeedback Help With Epilepsy? (http://www.braintrainuk.com/other-
conditions-that-neurofeedback-supports/neurofeedback-for-epilespy/).

Dostopno 30.06.2015.

Le Duc B.Antiseizure Drugs. Foye's Principles of Medical Chemistry. 6 izdaja.
Williams, D.A.; Lemke, T. L. 2008, 52: 521-541.

Brodie MJ: Antiepileptic drug therapy the story so far. Seiyure 2010, 19: 650-655.
Perucca E: The new generation of antiepileptic drugs: advantages and
disadvantages. British Journal of Clinical Pharmacology 1996, 42: 531-543.
Zgonc V, Cebular B: Sodobno medikamentno zdravljenje epilepsije pri odraslih.

Zdravstveni Vestnik 2006, 75: 379-88.

53


http://www.braintrainuk.com/other-conditions-that-neurofeedback-supports/neurofeedback-for-epilespy/
http://www.braintrainuk.com/other-conditions-that-neurofeedback-supports/neurofeedback-for-epilespy/

Kobe Zupanc Maja Magistrska naloga

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Zgonc V, Cebular B: Posebnosti zdravljenja epilepsije pri starej$ih. Farmacevtski
vestnik, 2007; 76: 473-479.

Antiepileptic drugs (AEDs) and sodium
channels(http://www.nature.com/nrn/journal/v5/n7/fig_tab/nrn1430_F2.html).
Dostopno 30.06.2015.

Kelemen A, Halasz: Lacosamide for the prevention of partial onset seizures in
epileptic adults. Neuropsychiatric Disease and Treatment, 2010; 6:465-471.
Milosheska D, Grabnar I, Vovk T: Dried blood spots for monitoring and
individualization of antiepileptic drug treatment. European Journal of
Pharmaceutical Sciences, 2015, 75: 25-309.

Singh SK, Brashier DBS: Perampanel: New drug for treatment of refractory partial
onset seizures. Muller Journal of Medical Science and Research, 2014; 5: 195-199.
Contin M, Mohamed S, Albani F, Riva R, Baruzzi A. Simple and validated HPLC-
UV analysis of levetiracetam in deproteinized plasma of patients with epilepsy.
Journal of Chromatography B, 2008, 873: 129-132.

Vermeij TAV, Edelbroek PM: Robust isocratic high performance liquid
chromatographic method for simultaneous determination of seven antiepieptic
drugs including lamotrigine, oxcarbazepine and zonisamide in serum after solid-
phase extraction. Journal of Chromatography B, 2007, 857: 40-46.

Serralheiro A, Alves G, Fortuna A, Rocha M, Falcao A: First HPLC-UV method
for rapid and simultaneous quantification of phenobarbital, primidone, phenytoin,
carbamazepine, carbamazepine-10,11-epoxide, 10,11-trans-dihydroxy-10,11-
dihydrocarbamazepine, lamotrigine, oxcarbazepine and licarbazepine in human
plasma. Journal of Chromatography B, 2013, 925: 1-9.

Contin M, Balboni M, Callegati E, Candela C, Albani F, Riva R, Baruzzi A:
Simultaneus liquid chromatographic determination of lamotrigine, oxcarbazepine
monohydroxy derivative and felbamate in plasma of patients with epilepsy. Journal
of Chromatography B, 2005, 828: 113-117.

Contin M, Mohamed S, Candela C, Albani F, Riva R, Baruzzi A: Simultaneous
HPLC-UV analysis of rufinamide, zonisamide, lamotrigine, oxcarbazepine
monohydroxy derivative and felbamate in deproteinized plasma of patients with
epilepsy. Journal of Chromatography B, 2010, 878: 461-465.

54


http://www.nature.com/nrn/journal/v5/n7/fig_tab/nrn1430_F2.html

Kobe Zupanc Maja Magistrska naloga

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Pienimaki P, Fuchs S, Isojarvi J, Vahakangas: Improved detection and
determination of carbazepine and oxcarbazepine and their metabolites by high-
performance liquid chromatography. Journal of Chromatography B, 1995, 673: 97-
105.

Patsalos PN, Berry DJ, Bourgeois BF, Cloyd JC, Glauser TA, Johannessen SI,
Leppik IE, Tomson T, Perucca E: Antiepileptic drugs — best practise guidelines for
therapeutic drug monitoring: A position paper by the subcommission on therapeutic
drug monitoring, ILAE Commission on Therapeutic Strategies. Epilepsia, 2008, 49
(7): 1239-1276.

Krasowski MD, McMillin GA: Advances in anti-epileptic drug testing. Clin. Chim.
Acta, 2014, 436: 224-236.

Patsalos PN, Berry DJ: Therapeutic drug monitoring of antiepileptic drugs by use
of saliva. Ther. Drug Monit., 2013, 35: 4-29.

Petre M, Strah A: Spremljanje plazemskih koncentracij antiepileptikov.
Farmacevtski vestnik, 2015; 66: 35-41.

Shah Mohamed N, Hawwa AF, Millership JS, Collier PS, McElnay: A simple
bioanalytical method for the quantification of antiepileptic drugs in dried blood
spots. Journal of Chromatography B, 2013; 923-924: 65-73.

Patsalos PN, Berry DJ. Theraupetic drug monitoring of antiepileptic drugs by use of
saliva. Ther Drug Monit 2013; 35(1): 4-29.

Metabolic pathway of the licarbazepine prodrugs eslicarbazepine acetate (ESL) and
oxcarbazepine (OXC)
(http://www.nature.com/nrd/journal/v9/n1/fig_tab/nrd2997 F2.html).

Dostopno 30.06.2015.

Modifications of Antiepileptic Drugs for Improved Tolerability and Efficacy
(http://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img=2746576_pmc-2008-
021f4&req=4). Dostopno 30.06.2015.

Douglas A. Skoog; Principles of Instrumental Analysis (5. 1zdaja); Saunders
College Publishing 1997.

Yuri Kazakevich, Rosario LoBrutto; HPLC for pharmaceutical scientists; Wiley
Interscience; 2007

Marshall WJ, Bangert SK. Clinical Chemistry, 6th Edition. Edinburgh, London:
Mosby Elsevier. 2008.

55


http://www.nature.com/nrd/journal/v9/n1/fig_tab/nrd2997_F2.html
http://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img=2746576_pmc-2008-021f4&req=4
http://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img=2746576_pmc-2008-021f4&req=4

Kobe Zupanc Maja Magistrska naloga

36. Ramsak J: Razvoj in validacija analizne metode za doloCanje plazemskih
koncentracij karbamazepina, okskarbazepina in njunih presnovkov s tekocinsko
kromatografijo visoke lo¢ljivosti, magistrska naloga v izdelavi.

37. Guidance for industry, Bioanalytical Method Validation, U.S. Department of
Health and Human Services, Food and Drug administration, Center for Drug
Evaluation and Research (CDER), Center for Veterinary Medicine (CVM9
Rockville, MD, maj 2001.
(http://www.fda.gov/downloads/Drugs/.../Guidances/ucm070107.pdf).
Dostopno 10.02.2015

38. Skoog D.A: Principles of Instrumental Analysis. 5™ ed. Saunders College
Publishing, USA 1998: 725-769.

56


http://www.fda.gov/downloads/Drugs/.../Guidances/ucm070107.pdf

