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POVZETEK

V magistrski nalogi smo poskusali razviti novo analizno metodo za ugotavljanje
okskarbazepina,  karbamazepina,  10,11-dihidro-10-hidroksikarbamazepina,  10,11-
epoksikarbamazepina in 10,11-dihidrokarbamazepina v posusenih krvnih madezih.

Najprej smo izvedli ekstrakcijo analitov iz posuSenih krvnih madezev z zmesjo topil
acetonitril in voda v razmerju 4:1 (v/v) in z dodatkom 0,5 % mravljin¢ne kisline. Dodali
smo Se kloramfenikol kot interni standard. Nato smo s pomoc¢jo meSala na ekscenter ter
ultrazvocne kadicke ekstrahirali analit. Po centrifugiranju smo dobljeno raztopino prenesli
v drug vsebnik in topilo posusili s pomoc¢jo segrevanja in prepihovanja z duSikom. Na
koncu smo ostanek rekonstituirali z zmesjo metanola in vode v razmerju 1:1 (v/v).

Za locitev analitov iz vzorcev smo uporabili kolono Luna 5u, Phenyl-Hexyl, ki smo jo
segreli na 55 °C. Mobilna faza je bila sestavljena iz metanola in fosfatnega pufra s pH 3,0 v
razmerju 50:50 (v/v). Volumen injiciranja je bil 50 pl, pretok mobilne faze je bil 1,0
ml/min. Detekcija je potekala pri valovni dolzini 215 nm.

Izvedli smo validacijo po smernicah AmerisSke agencije za hrano in zdravila. Selektivnost
zaradi prisotnosti motecih koelucij pri retencijskih ¢asih 10,11-epoksikarbamazepina in
okskarbazepina ni bila ustrezna. Linearnost je bila ustrezna pri izbranih koncentracijskih
obmocjih vseh spojin. Karbamazepin, 10,11-epoksikarbamazepin in 10,11-dihidro-10-
hidroksikarbamazepin so ustrezali zahtevam za to¢nost metode. Pri okskarbazepinu in
10,11-dihidrokarbamazepinu je bila ena vrednost QC, vzorcev izven zahtevane meje. Z
20,9-odstotnim odstopanjem zahtevam za ponovljivost med dnevi ni ustrezal en QC._
vzorec okskarbazepina. Drugi vzorci so ustrezali kriterijem za ponovljivost znotraj dneva
in med dnevi. lzkoristki ekstrakcij so bili 82,2 % za 10,11-dihidro-10-
hidroksikarbamazepin, 81,7 % za 10,11-epoksikarbamazepin, 46,2 % za okskarbazepin,
82,8 % za karbamazepin in 81,8 % za 10,11-dihidrokarbamazepin. Vzorci so pri 5 °C
stabilni vsaj 24 ur po ekstrakciji, najboljse razmere za shranjevanje vzorcev so pri 25 °C.
Razvita metoda je primerna za analizo 10,11-dihidro-10-hidroksikarbamazepina v
koncentracijskem obmod¢ju 0,50 do 40,0 pug/ml in za analizo karbamazepina v obmod¢ju
0,38 do 30,0 pg/ml.

Kljuéne besede: okskarbazepin, karbamazepin, epilepsija, posuSeni krvni madezi,

tekocCinska kromatografija visoke locljivosti.
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ABSTRACT

In master thesis we tried to develop new analytical method for determination of
oxcarbazepine,  carbamazepine,  10,11-dihydro-10-hydroxycarbamazepine,  10,11-
epoxycarbamazepine in 10,11-dihydrocarbamazepine in dried blood spots.

Extraction of analytes was performed from dried blood spots with mixture of solvents
acetonitrile and water (4:1, v/v) with added 0,5 % of formic acid. Cloramphenicol was
added as internal standard. Extract was mixed, sonicated and centrifuged. Supernatant was
transfered into a new container and dried at 40 °C with nitrogen stream. Dry residue was
reconstituded with a mixture of methanol and water (1:1, v/v). Chromatographic separation
of analytes was achived using column Luna 5u, Phenyl-Hexyl, heated to 55 °C. Mobile
phase consisted of methanol and phosphate buffer with pH 3,0 (50:50, v/v). Volume of
injection was 50 pl, flow of mobile phase was 1,0 ml/min. Detection was performed at
wavelenght 215 nm.

Validation was performed according to the Food and drug administration guidelines for
Bioanalitical methods. Selectivity was checked first and it didn't meet the requirements for
10,11-epoxycarbamazepine and oxcarbazepine due to interfering coelutions. The
developed method was linear over concentration ranges studied for all analytes.
Carbamazepine, 10,11-epoxycarbamazepine and 10,11-dihydro-10-hydroxycarbamazepine
met the requirements for method accuracy. Oxcarbazepine and 10,11-
dihydrocarbamazepine had one value of QC, samples outside required limits. QC_ sample
of oxcarbazepine with 20,9 % deviation was the only one outside of limits for precision
between days. All other samples met the requirements for precision within and between
days. Recovery was 82,2 % for 10,11-dihydro-10-hydroxycarbamazepine, 81,7 % for
10,11-epoxycarbamazepine, 46,2 % for oxcarbazepine, 82,8 % for carbamazepine, and
81,8 % for 10,11-dihydrocarbamazepine. Samples are stable at 5 °C at least 24 hours after
extraction, the best storing condition for dried blood spots is room temperature.

Developed method is suitable for analysis of 10,11-dihydro-10-hydroxycarbamazepine in

concentration range 0,50 to 40,0 pug/ml and carbamazepine in range 0,38 to 30,0 pg/ml.

Key words: oxcarbazepine, carbamazepine, epilepsy, dried blood spots, high performance

liquid chromatography.
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SEZNAM OKRAJSAV

Aa povrsina vrha analita

ACN acetonitril

AED protiepilepti¢na zdravila (antiepileptic drugs)

Als povrsina vrha internega standarda

AMPA podtip glutamatnega receptorja, na katerega se poleg glutaminske
kisline kot agonist selektivno veze a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolpropionska kislina

C koncentracija

CBz karbamazepin

CYP citokrom P-oksidoreduktaze

CZS centralni zivéni sistem

DAD detektor z nizom diod (diode array detector)

DBS posuseni Krvni madezi (dried blood spots)

DihidroCBZ 10,11-dihidrokarbamazepin

DiolCBZ 10,11-dihidro-10,11-hidroksikarbamazepin

EBF Evropski bioanalizni forum (European Bioanalytical Forum)

EDTA etilendiamintetraocetna kislina (ethylenediaminetetraacetic acid)

EMA Evropska agencija za zdravila (European Medicines Agency)

EPHX epoksidhidrolaza

EpoCBZ 10,11-epoksikarbamazepin

FA mravljinéna Kislina (formic acid)

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

g teZni pospesek

GABA y-aminomaslena kislina (y-aminobutyric acid)

GC plinska kromatografija (gas chromatography)

glu glukuronil-

Ha visina vrha analita

His viSina vrha internega standarda

HPLC tekoCinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (high performance liquid
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chromatography)

HLOQ zgornja meja kvantifikacije (higher limit of quantification)

IS interni standard

Ky naklon uteZene premice

LC tekoc¢inska kromatografija (liquid chromatography)

LiCBZ 10,11-dihidro-10-hidroksikarbamazepin

LLOQ spodnja meja kvantifikacije (lower limit of quantification)

LOD meja detekcije (limit of detection)

M molska masa

MF mobilna faza

MeOH metanol

MPO mieloperoksidaza

MS masni spektrometer

NMDA podtip glutamatnega receptorja, na katerega se poleg glutaminske
kisline kot agonist selektivno veze N-metil-D-aspartat

NR nitrat-reduktaza

Ny odsek na ordinatni osi utezene premice

OxCBZz okskarbazepin

QC kontrolni vzorec (quality control)

QCx kontrolni vzorec pri visoki koncentraciji

QC. kontrolni vzorec pri srednji koncentraciji

QCwm kontrolni vzorec pri nizki koncentraciji

R’ determinacijski koeficient

ROS reaktivni kisikovi radikali

rpm obrati na minuto (revolutions per minute)

RSD relativna standardna deviacija

SD standardna deviacija

sul sulfonil-

SS vsota produktov

T temperatura

TDM spremljanje koncentracije u¢inkovine (therapeutic drug monitoring)

tr retencijski Cas




MARTIN MIKELJ -

Magistrska naloga

UGT

glukuroniltransferaza

UPLC

tekoCinska kromatografija ultra visoke lo¢ljivosti

performance liquid chromatography)

(ultra  high

UV/VIS detektor

detektor za merjenje ultravijoli¢ne in vidne svetlobe

UZ kadicka ultrazvoc¢na kadicka

viv razmerje volumnov

w utez

WS delovna raztopina (working solution)

ZDA

Zdruzene drzave Amerike
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1 UVOD

1.1 EPILEPSIJA
1.1.1 Razdelitev

Epilepsija oziroma epilepti¢ni sindrom je ena najpogostejSih bolezni centralnega zivénega
sistema (CZS) in se lahko pojavi v kateremkoli starostnem obdobju. Je kroni¢na
nevroloska motnja, kjer prihaja do ponavljajocih, pogosto spontanih, epilepti¢nih napadov.
Ti so posledica reverzibilne, obéasne in samoomejujoée motnje CZS zaradi nenehnih
usklajenih depolarizacij vecjega Stevila zivénih celic moZzganske skorje. Delimo jo na
zaris¢no epilepsijo, kjer je motnja omejena na posamezni del mozganske skorje in na
generalizirano epilepsijo, kjer napad zajame veéji del mozganske skorje. Primer
enostavnega delnega napada so na primer jacksonski napadi, kjer pride do tresenja
dolo¢enih mi8ic. Generalizirani napadi se lahko izrazijo kot absence (tipi¢ne, atipi¢ne),
toni¢no — kloni¢ni, toni¢ni, kloni¢ni, miokloni¢ni in atoni¢ni napadi. Pri absenci se pojavi
do 20-sekundna izguba zavedanja okolice. Pri toni¢no — kloni¢nih napadih telo najprej
otrdi, nato se pojavi nekontrolirano tresenje celega telesa. Pri miokloni¢énem napadu pride
do spazma ve¢ skupin miSic, o atoni¢nem napadu pa govorimo, ko Se pojavi izguba
nadzora nad miSicami, ki traja dlje kot 1 s. Pri vseh generaliziranih napadih se pojavi tudi
izguba zavesti. Pri enostavnih napadih lahko pride tudi do sekundarne generalizacije. Ta se
pojavi, Ce se epilepti¢ni napad zacne na eni strani mozganov in se kasneje razsiri Se na

drugo mozgansko polovico (1,2).

1.1.2 Vzroki in nastanek epilepsije

V 60 % primerov je vzrok za nastanek epilepsije neznan. Kjer je vzrok poznan, lo¢imo
prirojeno in pridobljeno epilepsijo. Prirojena epilepsija je posledica mutacij genov ali
delovanja toksinov, virusne infekcije v CZS ploda med noseé¢nostjo, pridobljena pa se
lahko razvije kot posledica mozganskih tumorjev, intrakranialne krvavitve, hipoksije ali
hipoglikemije mozganov, jemanja raznih zdravil itd. Pri tem pride do poskodbe
mozganskega tkiva, kateri sledi obdobje, med katerim pride do Stevilnih sprememb pri
nevronih, celicah glije, piramidnih celicah. Nastajajo nove povezave med nevroni, pojavi

se brstenje aksonov itd. Konéni u¢inek tega so nove povezave nevronov, vV Katerih prihaja
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do nenadzorovanega prozenja akcijskih potencialov. Pri tem pride najprej do
depolarizacije, ki je posledica vstopanja Ca?* skozi napetostno odvisne ionske kanalke za
Ca®* in skozi nespecifi¢ne ionske kanaldke glutamatnih receptorjev tipa NMDA (podtip
glutamatnega receptorja, na katerega se poleg glutaminske Kisline kot agonist selektivno
veze N-metil-D-aspartat) in AMPA (podtip glutamatnega receptorja, na katerega se poleg
glutaminske kisline kot agonist selektivno veze a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolpropionska kislina). Sledi hiperpolarizacija, ki je posledica odpiranja zlasti
napetostno odvisnih kanal¢kov za K. Vpliv imajo tudi GABAergi¢ni receptorski kanal¢ki,
ki prepuscajo CI" in K. V primerjavi z normalno depolarizacijo nevronov je depolarizacija
v epilepticnem zari$¢u, Ki jo imenujemo tudi paroksizmalni depolarizirajo¢i premik,
pretirana in razmeroma dolgotrajna. Zato aktivaciji napetostno odvisnih Na* kanal¢kov v
teh nevronih sledi izbruh superponiranih akcijskih potencialov. Temu sledi
hiperpolarizacija, ki omejuje njihovo trajanje. Sledi postopno slabljenje hiperpolarizacije
nevronov v epilepticnem zari§¢u in nevronov v okolici. Posledica je daljsa depolarizacija
nevronov v ZariS¢u in njeno Sirjenje na sosednje nevrone. S tem se v okolico Sirijo tudi
akcijski potenciali in pojavijo se klini¢ni znaki epilepticnega napada. Zakaj se epilepti¢ni

napad zacne in prekine ob dolo¢enem ¢asu, $e ni znano (1,2).

1.2 PROTIEPILEPTICNA ZDRAVILA

Epilepsija je kroni¢na bolezen, kjer je zdravljenje simptomatsko in trajno. Cilj
farmakoterapije je prepreevanje 0ziroma omejevanje epileptiénih napadov s ¢im manj
neZelenimi ucinki. Za izbiro ustreznega protiepilepti¢nega zdravila je potrebno prepoznati
tip epilepti¢nih napadov, spol in starost bolnika ter morebitno soc¢asno jemanje zdravil. Na
voljo imamo vedno ve¢ protiepilepti¢nih zdravil (antiepileptic drugs oziroma AED). Ta
zdravila tezko razdelimo na vec kategorij z razlicnimi mehanizmi delovanja, saj njihovega
delovanja na molekulskem nivoju Se ne razumemo v celoti. Poleg tega ima vec¢ina AED
ve¢ kot samo en mehanizem delovanja (preglednica I). AED lahko razdelimo na tri
generacije. Zdravljenje epilepsije z zdravili se je pricelo na koncu 19. stoletja z bromidom
in malo kasneje s fenobarbitalom. Odkrivanje novih AED se je nadaljevalo do sredine 60.
let. V to prvo generacijo sodi tudi karbamazepin (CBZ). V zacetku 90. let pa se je z
vigabatrinom in okskarbazepinom (OxCBZ) pricela 2. generacija AED. Zadnjih nekaj let s

prihodom eslikarbazepin acetata in lakozamida ze lahko govorimo o 3. generaciji AED.
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Najnovejsa AED so vecinoma nadgradnja starejS§ih ucinkovin z zelo podobnimi

strukturami.

Pregled uc¢inkovin po generacijah:

1. generacija AED: CBZ, fenobarbital, fenitoin, valprojska kislina, diazepam, klobazam,

klonazepam, etosuksimid,

2. generacija AED: felbamat, gabapentin, lamotrigin, levetiracetam, OxCBZ, pregabalin,
rufinamid, stiripentol, tiagabin, topiramat, vigabatrin, zonisamid,

3. generacija AED: eslikarbazepin acetat in lakozamid (3).

Razlika med drugo in prvo generacijo je v manjSem obsegu nezelenih u¢inkov in manjsi
indukciji oziroma inhibiciji jetrnih encimov, kar koristi pri jemanju ve¢ zdravil hkrati. To
je posledica druga¢nega metabolizma, saj se vecina AED 2. generacije presnavlja in izloc¢a
preko renalne poti v nasprotju z AED 1. generacije, ki se ve¢inoma presnavljajo s pomocjo
citokromov v jetrih. Boljsa je tudi njihova bioloska uporabnost. Ve¢ina AED je
teratogenih, lahko jih najdemo tudi v materinem mleku. Pri razvoju 3. generacije se
poskusSa Se povecati biolosko uporabnost AED in zmanjSati odstotek vezave na plazemske

albumine (4).

Preglednica I: Glavni mehanizmi delovanja AED prve in druge generacije. Povzeto po

Perrucci (5).

Blokada Selektivno
napetostno | Povecanje ovedanic Neposredno Blokada Dru
odvisnih GABA | Povecan olajsanje Ca?* 9
+ X .| odziva preko . : y mehanizem
Na aktivnosti pritoka ClI kanalckov
" GABA,
kanalc¢kov
Prva generacija AED
Benzodiazepini - - ++ - - -
CBZ ++ ? - - + (tipa L) *
Etosuksimid - - - - ++ (tipa T) -
Fenobarbital - + + ++ ? +
Fenitoin ++ - - - 2 n
Valprojska kislina ? + ? - + (tipa T) ++
Druga generacija AED
Felbamat ++ + + - + (tipa L) +
Gabapentin ? ? - - ++ (tipa N, ?
P/Q)
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Lamotrigin ++ + - - ++ (tipa N, +
P/IQ,R, T)
Levetiracetam - ? + - + (tipa N) +
OxCBZ ++ 2 - - + (tipa N, +
P)
Pregabalin - - - - ++ (tipa N,
P/Q)
Tiagabin - ++ _
Topiramat ++ + + - + (tipa L) n
Vigabatrin - ++ -
Zonisamid ++ ? - ; ++ (tipa N, +
P, T)

++, primarni mehanizem delovanja; +, sekundarni mehanizem delovanja; -, ni delovanja; ?, dvomljivi dokazi.

1.3 FARMAKODINAMIKA OXCBZin CBZ

OxCBZ spada med protiepilepti¢ne uc¢inkovine 2. generacije. Strukturno je zelo podoben
CBZ, ki ima prav tako protiepilepti¢no delovanje. Uporabljamo ju za zdravljenje delnih
napadov in generaliziranih toni¢no - kloni¢nih napadov. CBZ in OxCBZ sta lipofilni
molekuli, kar jima omogo€a prehod preko hematoencefalne bariere. Obe ucinkovini
delujeta na isto taréo. Stabilizirata neaktivno stanje napetostno-odvisnih Na* kanal¢kov na
membranah zivénih celicah in s tem prepreéita nenadzorovano prozenje akcijskih
potencialov. Poleg tega inhibirata §¢ Ca’* kanaltke in aktivirata K* kanalcke, kar tudi
pripomore k preprecevanju epilepti¢nih napadov. OXCBZ ima v primerjavi s CBZ manj
pomembnih interakcij z drugimi zdravili, kar je posledica manj$e indukcije in inhibicije
jetrnih encimov. Prav tako se pri zdravljenju z OXCBZ pojavlja manj tezjih nezelenih

ucéinkov kot sta agranulocitoza in hujse dermatoloske reakcije (6,7).

1.4 FARMAKOKINETIKA OXCBZin CBZ
1.4.1 Absorpcija in porazdelitev

Po peroralni aplikaciji OxCBZ se absorbira ve¢ kot 95 % ucinkovine. Potem pride do hitre
redukcije v jetrnih encimih (citosolna arilketonreduktaza) do 10,11-dihidro-10-
hidroksikarbamazepina (LiCBZ), ki se v priblizno 40 % veze na plazemske proteine, v
vecini na albumine. Priblizno enakomerno se porazdeljuje med eritrociti in plazmo.
Razmerje med eritrociti in plazmo je 1,1 med krvjo in plazmo pa 1,25. Volumen

porazdelitve je med 0,3 in 0,8 I/kg. Njegova koncentracija v likvorju je enaka 60%, v
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materinem mleku pa 50% plazemske koncentracije. Med nose¢nostjo so koncentracije
LiCBZ enake v materi in otroku. Razpolovna doba OxCBZ v plazmi je 1,3 do 2,3 h,
medtem ko ima LiCBZ razpolovno dobo 9,3 = 1,8 h. Vrednosti pri otrocih in starejSih so
drugacne, razlika pa je celo med otroki starimi 2 - 5 let in tistimi, Ki so stari 6 - 12 let. Zato
se zlasti pri otrocih priporo¢a spremljanje koncentracije ucinkovine (therapeutic drug
monitoring oziroma TDM). Uporaba TDM je koristna tudi pri drugih populacijah (6-9).

1.4.2 Metabolizem in izlo¢anje

LiCBZ je v priblizno 70 % odgovoren za farmakolosko aktivnost OXCBZ. Natanéneje,
nastaneta S in R enantiomera, v razmerju 4:1. Obe obliki naj bi imeli enako farmakolosko

aktivnost.
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Slika 1: Metabolizem CBZ, prirejeno po Thorn et. al. (8). CYP: citokrom P-
oksidoreduktaze, ROS: reaktivni Kisikovi radikali, UGT: glukuroniltransferaza, EPHX:

epoksidhidrolaza, NR: nitrat-reduktaza, MPO: mieloperoksidaza.
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Priblizno 4 % OxCBZ se presnovi tudi v 10,11-dihidro-10,11-hidroksikarbamazepin
(DiolCBZ), ki pa je farmakolosko neaktiven. Ta metabolit se pojavlja tudi pri metabolizmu
CBZ (slika 1). Presnavljanje OxCBZ se pri odmerkih med 300 - 2400 mg odvija po
kinetiki 1. reda, torej linearno. Pri CBZ pride po 3 - 5 dneh jemanja do avtoindukcije
jetrnih encimov. Njihovo delovanje se ustali po 20 - 35 dneh jemanja CBZ. Vecina
metabolitov OxCBZ se izlo¢i preko urina, najve¢ v obliki glukuronida (slika 2). Pri otrocih
je povecan njihov renalni ocistek, zato za dosego terapevtske koncentracije ucinkovin
potrebujejo veéji odmerek zdravila glede na povrSino telesa kot odrasli. Prilagajanje
odmerka razen pri tezjih posSkodbah jeter ni potrebno. Pri metabolizmu CBZ, ki ve¢inoma
poteka preko jetrnih encimov, se pojavlja tudi metabolit 10,11-epoksikarbamazepin
(EpoCB2), ki verjetno pripomore zlasti k nekaterim nezelenim ué¢inkom. CBZ, OxCBZ in

njegov 10-hidroksi derivat prehajajo preko placente in v materino mleko.
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Slika 2: Metabolizem OxCBZ, prirejeno po Flesch (6). Sul-: sulfonil-, glu-: glukuronil-.
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Testi na zivalih so pokazali, da CBZ in OxCBZ ni priporocljivo jemati med nosecnostjo,
saj prehajata preko placente in lahko povzrocita nepravilno rast in hujSe deformacije
zarodka. Pri jemanju obeh se povecCa presnavljanje oralnih kontracepcijskih sredstev

(etinilestradiol in levonorgestrel), kar lahko zmanj$a njihovo delovanje (6,7).

1.5 SPREMLJANJE TERAPIJE Z ZDRAVILI

TDM vkljucuje merjenje klini¢nih parametrov pri pacientu in spreminjanje velikosti
odmerka zdravila na podlagi pravilne interpretacije dobljenih informacij z namenom
zagotavljanja ¢im boljSega zdravljenja (10). Temelji na predpostavki, da obstaja vzro¢no
posledi¢na povezava med velikostjo odmerka zdravila, koncentracijo uc¢inkovine v plazmi
oziroma v krvi in terapevtskim u¢inkom, pri ¢emer je korelacija med koncentracijo
uéinkovine v plazmi oziroma v krvi in terapevtskim u¢inkom bolj$a. Uporabljamo ga zlasti
pri u¢inkovinah, ki imajo ozko terapevtsko obmodje, kjer se pojavljajo velike razlike v
koncentraciji ucinkovine v krvi med posameznimi bolniki, pri spremembah v
farmakokinetiki zaradi interakcij z na novo predpisanimi zdravili in zaradi nelinearnega
odnosa med odmerkom in plazemsko koncentracijo. Zavoljo nedvoumnih rezultatih je
dobro, ¢e spremljana u¢inkovina nima aktivnih metabolitov, ima reverzibilni mehanizem
delovanja in da se po daljSem casu jemanja zdravila ne razvije toleranca nanj. TDM se
pricne po prvem prejetem odmerkom, takoj ko je koncentracija ucinkovine v krvi v
stacionarnem stanju. Nato je pomembno, da v krvi vzdrzujemo dovolj visoko, terapevtsko
uc¢inkovito koncentracijo u€inkovine. Terapevtsko ucinkovitost zagotovimo s koncentracijo
uéinkovine znotraj terapevtskega obmocja. S tem poskrbimo, da je zdravljenje za
posameznega bolnika najboljSe mozno. Za TDM je pomembno ugotoviti tudi referencno
obmocje. To je obmocje, znotraj katerega je koncentracija u¢inkovine optimalna za vecino
bolnikov. Ce je koncentracija manjsa od spodnje meje, je terapevtski uéinek malo verjeten,
nad zgornjo mejo pa se pojavljajo nezeleni ucinki. Zaradi razlik v farmakokinetiki
uéinkovine med posamezniki je lahko pri nekaterih bolnikih optimalno zdravljenje tudi

izven referenénega obmocja (9-12).

1.5.1 Analizne metode

Koncentracijo ucinkovine izmerimo z analizo bioloskih vzorcev. Najpogosteje merimo

prisotnost ucinkovine v serumu ali plazmi, mozna je tudi uporaba polne krvi, sline,
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likvorja, urina, materinega mleka, solz ali las. Vzorce jemljemo vedno ob enakem casu,
najpogosteje tik preden bolnik vzame naslednji odmerek zdravila. Za analizo vzorcev
uporabljamo razli¢ne analizne metode in aparature, s katerimi poskuSamo to¢no, hitro, ¢im
ceneje in z uporabo najmanjSega moznega volumna, ugotoviti koncentracijo ué¢inkovine v
plazmi oziroma Krvi. NajpogostejSe so imunoloske analizne metode kot so radioaktivni
imunoloski testi, encimski imunoloski testi, direktni in indirektni encimskKi
imunoadsorbcijski testi itd. Ti testi temeljijo na uporabi monoklonskih ali poliklonskih
protiteles in so specifi¢ni ter enostavni za uporabo, saj so avtomatizirani. Kljub temu lahko
pride do navzkrizne reaktivnosti z metaboliti u¢inkovine oziroma molekulami, ki so ji zelo
podobne. Poleg imunoloskih se veliko uporabljajo tudi kromatografske metode, kjer za
ugotavljanje uporabimo tekocinsko kromatografijo (LC), tekocinsko kromatografijo visoke
lo¢ljivosti (high performance liquid chromatography oziroma HPLC) in tekocinsko
kromatografijo ultra visoke lo¢ljivosti (UPLC), plinsko kromatografijo (GC) in sisteme
sklopljene z masnim spektrometrom (MS) ali s Se obcutljivejSem tandemskim masnim
spektrometrom (MS/MS). Te metode so zelo specifiéne in primerne za spremljanje
koncentracij ve¢ u€inkovin in njihovih metabolitov hkrati. Specifi¢nost kromatografske
metode je odvisna od nacina priprave vzorca, kromatografskih razmer in vrste detektorja.
Poznamo Se spektroskopske metode, ki se ne uporabljajo ve¢ pogosto. Njihova slabost je

zlasti nizka obcutljivost (9-12).

Pri AED je tezko ugotoviti ustreznost zdravljenja, saj je tezko oceniti ali je odsotnost
epileptiénih napadov posledica ustrezne terapije ali bi imel pacient obdobje brez
epileptiénih napadov tudi brez terapije. Kljub temu, da nobena izmed dveh izvedenih
randomiziranih kontroliranih klini¢nih raziskav ni nasla pozitivnih u¢inkov pri uporabi
TDM za AED (13,14), so dolgoletne izkusnje pokazale, da so koristi pri pravilni uporabi.
Pri zdravljenju bolnikov z OxCBZ je zanimivo, da ne spremljamo koncentracije OxCBZ,
ampak njegovega glavnega metabolita LiCBZ. Terapevtski ucinek imata obe spojini, zato
bi lahko OxCBZ obravnavali kot zdravilo-bioprekuzor. Vendar OxCBZ obravnavamo kot
predzdravilo (prodrug), saj je nepresnovljene oblike OXCBZ v plazmi le 2 % zacetnega
odmerka (6). Za TDM je primeren, ker je dobro znano referen¢no obmocje zdravila v
serumu (3-35 mg/l). Pri koncentracijah nad 35 mg/l so Ze poroc¢ali o poveCanem pojavu
nezelenih, celo toksi¢nih ucinkov. TDM se izvaja, ko pricakujemo spremembo

koncentracije LICBZ v krvi. Bolniki z epilepsijo zdravila z OXCBZ pogosto jemljejo dlje
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Casa, vcasih tudi celo zivljenje. Odmerek je potrebno prilagoditi starosti, pri spremembi
(zmanjSanju) delovanja ledvic, v nose¢nosti in pri socasni uporabi zdravil, ki inducirajo ali
inhibirajo jetrne encime (10,11). Kromatografske metode za dolocitev koncentracije
LiCBZ v plazmi oziroma serumu ze obstajajo: GC (15), GC/MS (16), HPLC (17), LC/MS
(18), LC/MS/MS (19), micelarna elektrokineticna kromatografija (20) ter tudi za
ugotavljanje v slini (21). V magistrski nalogi smo se odlocili za merjenje koncentracije
OxCBZ, CBZ in njunih metabolitov v krvi s pomo¢jo tehnike vzorenja imenovano
posuseni krvni madezi (dried blood spots oziroma DBS). Za merjenje smo uporabili HPLC

z detektorjem za merjenje ultravijoli¢ne in vidne svetlobe (UV/VIS detektor).

1.6 POSUSENI KRVNI MADEZI

DBS je tehnika vzoréenja, ki se je pojavila leta 1963. Odkril jo je Skot Robert Guthrie.
Prvi¢ so jo uporabili ob koncu 60. let za merjenje koncentracije aminokislin v
novorojenckih s fenilketonurijo. Kasneje uporaba DBS ni bila zelo razsirjena, v zadnjih
letih pa se po zaslugi bolj obcutljivih analiznih naprav vedno bolj uveljavlja kot primerna
alternativa konvencionalnim tehnikam vzor¢enja. Sam postopek pridobitve vzorca je
enostaven in ga lahko izvede tudi bolnik sam. Oc¢istimo mesto odvzema, ki je najpogosteje
konica prsta, zmasiramo in ogrejemo prst, nato z lanceto prebodemo kozo, zavrzemo prvo
kapljico in nato odvzamemo kapljico, ki navadno vsebuje 5-50 ul krvi. Potem kapnemo
kapljice zelene velikosti na posebej za ta namen proizveden DBS papircek. Pri tem dobimo
kapilarno kri. Ce Zelimo, lahko Vv epruveto z dodanim sredstvom proti strjevanju krvi
odvzamemo vensko kri, ki jo nato s pipeto nanesemo na DBS papiréek. Madeze susimo
vsaj 3 ure, nato pa lahko vzorec takoj analiziramo ali shranimo za kasnejSo analizo.
Neuporabljene vzorce damo v plasti¢no vrecko, ki jo nepredusno zapremo in jim dodamo

susilno sredstvo (22).

1.6.1 Prednosti posusenih krvnih madeZev

Tehnika vzorCenja DBS je manj invazivna in prijaznejSa do bolnika v primerjavi s
klasi¢nim odvzemom venske krvi. Poleg enostavnosti uporabe DBS je velika prednost tudi
enostavna obdelava odvzetega vzorca, saj ga ni potrebno zamrzniti, centrifugirati ali
separirati. Tudi transport in shranjevanje vzorcev sta enostavna in poceni, saj jih lahko

shranimo pri sobni temperaturi. VVseeno moramo paziti, da jih ne izpostavljamo previsokim
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temperaturam in preveliki vlagi. Glavna prednost je poraba majhnega volumna krvi. To je
pomembno zlasti za bolnike, ki jim je potrebno velikokrat meriti koncentracijo uc¢inkovine
v krvi. Tehnika DBS je zaradi tega primerna tudi za novorojencke, otroke, starejs$e in ljudi,
ki so zelo slabotni. To prednost lahko s pridom izkoristimo tudi pri $tudijah na zivalih, saj
poraba majhnega volumna krvi pomeni to, da lahko eno Zzival uporabimo za veckratno
merjenje koncentracije zdravila v njeni krvi. Manjsa je tudi verjetnost okuzb z morebitnimi

patogeni iz vzorca. Poleg tega je cena uporabljenega materiala zelo nizka (22,23).

1.6.2 Slabosti posusenih krvnih madezev

Rokovanje z manj$imi volumni vzorca prinese tudi dolocene slabosti. Za dobro natan¢nost
in tofnost meritev koncentracije ucinkovine v krvi potrebujemo bolj obcutljive in
posledi¢no drazje naprave. Na voljo imamo precej manj kot 1 ml vzorca, tako da je
omejeno tudi Stevilo testov, ki jih lahko naredimo. Ekstrakcija analita s filtrirnega papirja
mora biti ¢im boljSa, medtem ko je zazeleno, da vse nelistote ostanejo na filtrirnem
papirju. Poleg tega se lahko pojavijo tezave pri ponovljivosti rezultatov zaradi razlicne
koncentracije hemoglobina v krvi, vezave analita na razli¢ne celice ali s celulozo. Tezave
so lahko tudi s homogenostjo DBS in stabilnostjo krvi pred in po nanosu krvnih kapljic na
DBS papiréek. Pride lahko tudi do kontaminacije vzorca pri odvzemu krvi, bodisi z
intersticijsko tekoc¢ino, bodisi z umazanijo v blizini odvzema. Slabost je tudi razli¢cna
priprava DBS pri vzorcih in pri standardih za zagotavljanje kakovosti. Razlika je v tem, da
pri vzorcih kapljice krvi nanesemo neposredno na DBS papircek, pri standardih pa odvzeti
krvi dodamo sredstvo proti strjevanju in posledi¢no lahko pride do teZav pri primerjanju
rezultatov. Uporaba DBS za ugotavljanje koncentracij razli¢nih spojin v krvi oziroma v
plazmi je doZivela velik razmah Sele v zadnjih letih. Zaradi tega Se ni to¢no doloceno, ¢e so
trenutne klini¢ne smernic za njihovo uporabo in merila za sprejemljivost metod, razvitih s

pomoc¢jo DBS zadostne ali bodo za validacijo potrebni dodatni testi in zahteve (23,24).

1.6.3 Uporaba posusenih krvnih madezev ali plazme

Ceprav je farmakologko aktivna le nevezana u¢inkovina v plazmi, uporabljamo za merjenje
ucinkovitosti zdravljenja celotno koncentracijo ucinkovine v plazmi. To si lahko

privos¢imo, ker sta ti dve koncentraciji v znanem razmerju. Pri DBS merimo koncentracijo
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ucinkovine v polni krvi. Zato je potrebno ugotoviti razmerje med koncentracijama v krvi
ter plazmi. Dodatna pogoja sta, da morata biti porazdelitev med plazmo in krvnimi
celicami ter vrednosti hematokrita konstantni oziroma da variirata v majhnem obmocju.
Referencna obmocja za terapevtsko delovanje ucinkovin so najpogosteje podana za serum
ali plazmo in ne v polni krvi, saj je Stevilo opravljenih raziskav s plazmo veliko vecje od
tistih s polno krvjo. V dolo¢enih primerih je merjenje ucinkovine v krvi primernejse,
ampak je delo z njo bolj zahtevno. Ustreznost uporabe DBS ali plazme podajamo v

preglednici II.

Preglednica I1: Odlocitvena tabela za izbor matrice. Povzeto po Emmons, Rowland (25).
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£ 5|2 | Z
e = e 3
g S|
(58] 172} >
Q S S ]
g = o, =
> Q
9 7] @ N
-~ o o < E
= c = = N n
B3] S b o « | 0O
= o g o =5 |0
5 = | = « S| %
h S | £ £ o | =
g o S| §EE|§ 2| =
N E 212 5|8 2 |¢
S N c g = c o N
o o o o o a5} ©
A © 4 Yoo> | X E | &
0,55<20 |da |da da Vseeno
Vseeno, ampak moramo razumeti razloge za variabilnost
055<2,0 |da |ne da ) o ) ) )
in narediti popravek pri vezavi na plazemske proteine.
>2,0 da | da da DBS boljsi zaradi moznosti hemolize.
>2,0 da |ne da DBS boljsi zaradi moznosti hemolize.
Vseeno, a je pri uporabi DBS potrebno razumeti razloge in
>2,0 da |da ne narediti popravek zaradi nekonstantne porazdelitve
ucinkovine.
Odlocitev, tako kot zgoraj, odvisna od porazdelitve
vse ucinkovine med krvjo in plazmo, pri uporabi DBS in
. | ne | da/ne da/ne o ) _ ) ,
vrednosti priblizevanju vrednosti 0,55 ali > 2,0 je potreben popravek
zaradi hematokrita.

* Vrednost variira v majhnem obsegu, ki ne vpliva bistveno na odnos med koncentracijo proste u¢inkovine

v plazmi in celokupno koncentracijo.
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1.7 PRIPOROCILA EVROPSKEGA BIOANALIZNEGA FORUMA

Prvo validacijo metode DBS za terapevtsko spremljanje zdravil sta leta 2008 potrdili
AmeriSka agencija za hrano in zdravila (FDA) in Evropska agencija za zdravila (EMA). K
temu pa nista podali dodatnih priporoc¢il za uporabo DBS tehnike (26). Strokovnjaki
bioanalitike so se zato poglobili v do tedaj znana priporocila za preizkusanje metode DBS,
in leta 2011 izdali smernice glede uporabe in validacije pod okriljem Evropskega
bioanaliznega foruma (EBF). Osredotocili so se na vpliv hematokrita na DBS, na
homogenost DBS, na stabilnost DBS, na postopek redéenja vzorca ter na ¢as dodajanja

internega standarda (IS) k vzorcu (24).

1.7.1 Vpliv hematokrita na posusene krvne madeze

Hematokrit je volumski delez eritrocitov v krvi in predstavlja posredno merilo za
viskoznost krvi. Normalne vrednosti hematokrita so pri moskih med 41 % in 51 %, pri
zenskah pa med 37 % in 47 %. Vendar pa se lahko vrednosti pri razli¢nih ljudeh raztezajo
v obmocju od 20 % do 70 %. Taksne razlike so zaznali zlasti pri novorojenckih.
Strokovnjaki bioanalitike so potrdili domneve, da je delez hematokrit zelo pomemben pri
uporabi tehnike DBS in da vpliva na velikost in obliko DBS ter na koli¢ino nanosa krvi.
Odvisno od spojine lahko vpliva tudi na velikost ekstrakcije in homogenost DBS. Poleg
tega se velikost ekstrakcije ponavadi zmanjsuje s starostjo vzorca in tudi tu lahko razli¢ni
delezi hematokrita privedejo do razli¢nih rezultatov. Vsi ti dejavniki znacilno vplivajo na
natan¢nost in to¢nost preraCunavanja farmakolosko aktivne koncentracije ucinkovine.
Vpliv hematokrita lahko zmanjSamo tako, da preizkusimo razli¢ne filtrirne papircke,
primerjamo rezultate in izberemo najboljse. Poleg tega lahko uporabimo celotni DBS
vzorec, pri ¢emer morajo biti vsi enake velikosti. Konéno priporocilo EBF je, da se pri
validaciji metode izvede dodatni test tocnosti in ponovljivosti pri razliénih vrednostih

hematokrita znotraj obmocja, za katerega je razvita metoda (27).

1.7.2 Homogenost posusenih krvnih madezev

Strokovnjaki EBF so potrdili, da koncentracija analita ni homogena po celotni povrSini
DBS. Navadno je koncentracija spojine najve¢ja na sredini ter dokaj homogena do robov,

kjer strmo pade. Pri nekaterih spojinah lahko pride pri uporabi DMPK-A in DMPK-C
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papirckov do tako imenovanega vulkanskega ucinka, kjer je koncentracija spojine na
robovih ve¢ja kot na sredini DBS. Na homogenost najbolj vplivajo delez hematokrita, vrsta
filtrirnega papirja in analizirana spojina. Tezavam s homogenostjo se lahko izognemo tako,
da za analizo uporabimo celotni DBS vzorec, pri tem pa moramo zagotoviti, da so vsi

enake velikosti (28).

1.7.3 Stabilnost posusenih krvnih madezev

Ker je uporaba tehnike vzoréenja DBS za analizo razli¢nih spojin dokaj nova, so trenutne
izkuSnje s stabilnostjo DBS po daljSem casovnem obdobju, torej ve¢ kot pol leta, omejene.
Kljub pomanjkanju podatkov lahko prepoznamo glavne vplive na stabilnost DBS. To so
temperatura, vlaga in vrsta filtrirnega papirja. Za ¢im boljSo dolgoro¢no stabilnost se
priporo¢a nizka temperatura, nizka vlaga in papirji, ki so kemijsko obdelani in imajo
zas¢ito proti mikroorganizmom, denaturirajo proteine, razkrojijo celice in stabilizirajo
analite (24,26).

1.7.4 Postopek redcenja vzorca

Pri DBS so posebne omejitve tehnike, saj DBS vzorca ni mogoce red¢iti tako kot pri
tekoCih vzorcih. Vzorec lahko red¢imo Sele po izvedeni ekstrakciji iz DBS z ekstraktom

slepega DBS vzorca. (29).

1.7.5 Dodatek internega standarda k vzorcu

Pri tradicionalnih metodah dodamo IS k plazmi ali krvi pred ekstrakcijo. Pri DBS to ni
prakti¢no in pogosto nemogoce, saj pri odvzemu nimamo dovolj natan¢nih laboratorijskih
pripomockov. Prav tako to ni mogoce, ¢e bolnik sam prenese krvne kapljice na DBS
papircek, saj pri sebi nima IS. Zato se je uveljavila praksa, da vzorcu dodamo IS v
ekstrakcijsko topilo. Obstajajo tudi druge metode, ki so jih strokovnjaki pod okriljem EBF
vkljucili v poskus. Poleg zgoraj omenjenih metod, so poskusili §e z dodatkom IS na DBS
papirc¢ek pred in po nanosu krvnih kapljic. Preizkusili so tudi metodo z dvema razlicnima
DBS, pri ¢emer so na eno nanesli kri z analitom, na drugo pa kri z IS. Vse metode so
preizkusili s svezimi DBS in DBS starimi tri mesece. Za najbolj prakticno metodo z

zadovoljivimi rezultati se je izkazala metoda, kjer dodamo IS v ekstrakcijsko topilo.
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Vendar pa ima ta postopek veliko omejitev pri spojinah, pri katerih se s ¢asom precej
zmanjSa delez ekstrakcije s filtrirnega papirja, saj ne zajame teh izgub. Kon¢no priporocilo
EBF je, da ni en pristop najboljsi za vse spojine, zato je potrebno pri razvoju bioanalitske

metode z uporabo DBS temu nameniti posebno pozornost (30).

14



MARTIN MIKELJ — Magistrska naloga

2 NACRT ZA DELO

Farmakoloska aktivnost OXCBZ poteka zlasti preko njegovega aktivnega metabolita
LICBZ. Uporablja se za zdravljenje epilepsije, natanéneje za zdravljenje generaliziranih
toni¢no - kloni¢nih napadov ter lokaliziranih napadov pri odraslih in otrocih. Pri presnovi
se v manjs$ih koli¢inah pojavijo Se nekateri drugi derivati, ki nimajo farmakoloskega
delovanja. Med njimi najdemo tudi EpoCBZ in DiolCBZ. V bioanalizo bomo vklju¢ili tudi
CBZ, antiepileptik, ki je strukturno podoben OxCBZ.

Namen magistrske naloge je razvoj in validacija analizne metode, s katero bi ugotovili
koncentracijo LICBZ, EpoCBZ, OxCBZ, CBZ in DiolCBZ. Metodo bomo izvedli na
vzorcih iz posuSenih krvnih madeZev, kvantitativno analizo pa bomo izvedli s teko¢insko
kromatografijo visoke loc¢ljivosti z UV/VIS detekcijo. Glavni izzivi bodo ustrezna priprava
vzorcev, ¢im vecja ekstrakcija vseh spojin iz posusenih krvnih madezev in odstranitev
mote¢ih komponent matrice. Skozi raziskovalno delo bomo to poskusali dose¢i z uporabo
razliénih ekstrakcijskih in rekonstitucijskih topil, ekstrakcijo tekoce — tekoce in s
spreminjanjem kromatografskih razmer. Poleg tega bomo preizkusili razlicne volumne

krvnih kapljic in razlicne DBS papircke, na katere nakapamo kri.

Razvito metodo bomo validirali po smernicah FDA. Preverili bomo, ¢e bo zagotovila
ustrezno tocnost, ponovljivost in selektivnost. Ugotovili bomo izkoristek ekstrakcij, mejo
kvantifikacije, obmocje linearnosti, in stabilnost vzorcev. Rezultate bomo ustrezno

interpretirali.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI
3.1.1 Vzorci krvi

Za pripravo vzorcev posusenih krvnih madeZev smo uporabljali svezo kri vedno istega
darovalca. Kri smo odvzemali v plasticno epruveto, v Kateri je bila ze prej dodana
etilendiamintetraocetna kislina (EDTA), kar je preprecevalo strjevanje krvi. Uporabili smo
jo za pripravo obogatenih krvnih vzorcev. Naredili smo tudi primerjavo venske krvi med

petimi razli¢nimi darovalci.

3.1.2 Preiskovane spojine

10,11-dihidrokarbamazepin CisH14N,O, M = 238,3 g/mol, (Sequoia Research Products,
Pangbourne, Zdruzeno kraljestvo Velika Britanija)

Epokarbamazepin CisH12N2O,, M = 252,3 g/mol, (Sequoia Research Products,
Pangbourne, Zdruzeno kraljestvo Velika Britanija)

Karbamazepin C15H12N20, M = 236,3 g/mol, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemdija)
Kloramfenikol Cj;H1,CIbN,Os, M = 323,1 g/mol, (Sequoia Research Products,
Pangbourne, Zdruzeno kraljestvo Velika Britanija)

10,11-dihidro-10-hidroksikarbamazepin Ci5H14N2O,, M = 254,3 g/mol, (Sequoia Research
Products, Pangbourne, Zdruzeno kraljestvo Velika Britanija)

Okskarbazepin Ci5H12N,0,, M = 252,3 g/mol, (Sequoia Research Products, Pangbourne,

Zdruzeno kraljestvo Velika Britanija)

3.1.3 Reagenti in topila

85 % ortofosforjeva kislina H3PO,4, for analysis, M = 98,00 g/mol, (Merck KGaA,
Darmstadt, Nemcija)

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

Acetonitril CoH3N Chromasol V® gradient grade, for HPLC, > 99,9 %; M = 41,05 g/mol,
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija)

16



MARTIN MIKELJ — Magistrska naloga

Amonijev acetat CH3COONH,4, M = 77,08 g/mol, (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija)
Bidestilirana voda — milli-Q voda, pridobljena z aparatom Milli-Q Advantage A10
Ultrapure Water Purification System (Millipore, Bedford, ZDA), specificna upornost <
18,2 mQcm, celokupni organski ogljik (TOC) < 6 ppb (pri T = 25 °C), Fakulteta za
farmacijo, Ljubljana

Dietileter, (C;Hs),0, for analysis, M = 74,12 g/mol, (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija)
Etilacetat CH;COOC;Hs, > 99,5 %, M = 88,10 g/mol, (Panreac, Barcelona, Spanija)
Kalijev dihidrogenfosfat KH,PQO,, for analysis, M = 136,08 g/mol, (Merck, Darmstadt,
Nemcija)

Metanol CH3;OH CHROMASOLV®, for HPLC, > 99,9 %; M = 32,04 g/mol (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Nemcija)

Stisnjen dusik Ny za prepihavanje (Messer, Ruse, Slovenija)

Trietilamin CgHisN, for synthesis, > 99 %, M = 101,19 g/mol, (Merck Schuchardt OHG,

Hohenbrunn, Nemcija)

3.1.4 Naprave in pribor

Celulozno acetatni filter 0,45 pum (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen, Nemcija)
HPLC kolona: Phenomenex, Luna 5u, Phenyl-Hexyl, 150 x 4,6 mm x 5 um (Phenomenex,
Torrance, Kalifornija, ZDA)

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

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

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

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

Mesalnik Vibromix 10 (Tehtnica®, Zelezniki, Slovenija)

pH meter MA 5750 (Iskra, Kranj, Slovenija)

Plasti¢ne epruvete z zamaskom 1,5 in 2 ml (Eppendorf research, Hamburg, Nemcija)
Polavtomatske pipete 10 - 100 ul, 100 - 1000 pl (Eppendorf research, Hamburg, Nemcija)
Predkolona za HPLC: Phenomenex, Luna 5u, 4 x 3 mm (Phenomenex, Torrance,
Kalifornija, ZDA)

Tehtnica AG 245 (Mettler Toledo, Schwarzenbach, gvica)

Tehtnica XP 105 (Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica)

17



MARTIN MIKELJ — Magistrska naloga

Termostat kolone Varian Pro star 510 (VARIAN medical systems, Paolo Alto, Kalifornija
Turbovap®LYV (Caliper, Hopkinton-MA, ZDA)

Ultrazvoc¢na kadicka BANDELIN SONOREX (Bandelin electronic, Berlin, Nemcija)
Ultrazvoc¢na kadi¢ka SONIS 4 (Iskra, Kranj, Slovenija)

Zdruzene drzave Amerike)

Zamrzovalnik Gorenje (T = -20 °C) (Gorenje, Velenje, Slovenija)

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

3.2 POSTOPEK
3.2.1 Priprava osnovnih raztopin

Pri razvoju metode, smo se oprli na ze razviti analizni
postopek istih spojin v plazmi, ki je delo diplomantke PDihidroCBz
Janje Ramsak (31). Na tehtnici smo zatehtali ustrezne

koli¢ine spojin in jih raztopili v metanolu (MeOH), tako

N
da smo dobili osnovne raztopine OxCBZ, LiCBZ, J
NS
EpoCBZ, 10,11 — dhidrokarbamazepin (DihidroCBZ) in N~ 0
CBZ s koncentracijo 5,00 mg/ml in raztopino M =238,3 g/mol

kloramfenikola, ki smo ga wuporabili kot 1S, s
3 Slika 3: Molekula DihidroCBZ.
koncentracijo 1,00 mg/ml.

3.2.2 Priprava delovnih raztopin za umeritveno krivuljo

Pripravljene osnovne raztopine smo razred¢ili z zmesjo MeOH in H,O v razmerju 1:1 (v/v)
(preglednica 1l1). Potem smo vse delovne raztopine dobro premesali z meSalom na
ekscenter. Mesali smo dokler v raztopini ni bilo ve¢ videti trdnih delcev. Najdlje sta se
raztapljala OXCBZ in DihidroCBZ, tudi do 20 min.

Preglednica I11: Navodila za pripravo delovnih raztopin.

. VOLUMEN OSNOVNE
UCINKOVINA VOLUMEN MeOH:H,0 = 1:1
RAZTOPINE (5,00 mg/ml)
OXCBZ — WS1 200 pl 0,00 pl
LiCBZ — WS2 200 pl 0,00 pl
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CBZ - WS3 150 pl 50,0 pl
DihidroCBZ — WS4 100 pl 100 pl
EpoCBZ - WS5 100 pl 100 pl

3.2.3 Priprava raztopin za umeritveno krivuljo

Nato smo v 1,5 ml plasti¢no epruveto zdruzili po 70,0 pl vsake izmed delovnih raztopin,

dobljeno raztopino premesali in jo red¢ili, kot je prikazano v spodnji preglednici.

Preglednica 1V: Navodila za pripravo raztopin za umeritveno krivuljo.

Volumen Koncentracije analitov v
Volumen analitov MeOH:H,0 =1:1 krvnih vzorcih (20 pl
(un zmesi + 480 pl krvi)
(Mg/ml
70,0 ul WS1 OxCBZ 40,0
70,0 pl WS2 0.00 LiCBz 40,0
ZMES 8 70,0 pul WS3 ’ CBz 30,0
70,0 ul WS4 DihidroCBZ 20,0
70,0 pl WS5 EpoCBZ 20,0
OxCBz 30,0
LiCBZ 30,0
ZMES 7 75,0 pl ZMES 8 25,0 CBz 22,5
DihidroCBZ 15,0
EpoCBZ 15,0
OxCBZ 20,0
LiCBZ 20,0
ZMES 6 50,0 pl ZMES 8 50,0 CBz 15,0
DihidroCBz 10,0
EpoCBZ 10,0
OxCBz 10,0
LiCBZ 10,0
ZMES 5 25,0 ul ZMES 8 75,0 CBz 7,50
DihidroCBZ 5,00
EpoCBZ 5,00
OxCBz 5,00
LiCBZ 5,00
ZMES 4 25,0 ul ZMES 8 175 CBz 3,75
DihidroCBZ 2,50
EpoCBZ 2,50
OxCBZ 2,50
LiCBZ 2,50
ZMES 3 25,0 pl ZMES 8 375 CBz 1,88
DihidroCBzZ 1,25
EpoCBZ 1,25
OxCBZ 1,00
LiCBZ 1,00
ZMES 2 40,0 ul ZMES 3 60,0 CBZ 0.75
DihidroCBZ 0,50
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EpoCBZ 0,50

OxCBZ 0,50

LiCBZ 0,50

ZMES 1 25,0 pul ZMES 3 100 CcBz 0,38
DihidroCBZ 0,25

EpoCBZ 0,25

3.2.4 Priprava kontrolnih vzorcev

Raztopine kontrolnih vzorcev (QC) smo pripravili tako, da smo zdruzili delovne raztopine
in s tem dobili zmes 8 (preglednica V). Nato smo jo red¢ili z MeOH in H,0 v razmerju 1:1
(v/v) tako, da smo dobili tri razlicne zmesi, kontrolne vzorce pri visoki (QCy), srednji
(QCwm) in nizki koncentraciji (QCy). Koncentracija OXCBZ po dodatku krvi (v krvnem
vzorcu) je bila v QCy 35,0 pg/ml, v QCy 7,50 pg/ml in v QC 1,50 pg/ml. QCy smo dobili
z dodajanjem 1 dela topila 7 delom zmesi 8, QCy z dodajanjem 13 delov topila 3 delom

zmesi 8 in QC, z dodajanjem 77 delov topila 3 delom zmesi 8.

3.2.5 Priprava obogatenih krvnih vzorcev

Obogatene krvne vzorce smo pripravili tako, da smo 480 pl sveze odvzeti krvi dodali 20 pl
zmesi (1-8). Poleg osmih zmesi krvi in razred¢enih osnovnih raztopin uc¢inkovin, Smo
pripravili tudi slepo raztopino, kjer smo 480 ul krvi dodali 20 pl zmesi MeOH in H,0 v
razmerju 1:1 (v/v). Za tako majhen volumen raztopin (< 2,5 %), ki smo jih dodali krvi, smo
se odloc¢ili zato, da ne bi pri§lo do obarjanja proteinov. VVse zmesi Smo nato na mesalu na
ekscenter mesali po 30 s. Potem smo s polavtomatsko pipeto iz vsake zmesi odpipetirali po

20 ul vzorca in ga kapnili na DBS papiréek (Whatman 903™

). Postopek smo ponavljali,
dokler nismo porabili vseh zmesi krvi in zmesi. Vzorce smo na sobni temperaturi susili
preko noci. DBS papircke, smo nato dali v vrecko z nizko prepustnostjo plinov, jim dodali
susilno sredstvo in jih spravili v omaro. Na dan analize vzorcev smo iz papirckov natan¢no

izrezali celotne DBS ter jih prenesli v 2 ml plasti¢ne epruvete.

3.3 RAZVOJ METODE
3.3.1 Krvni vzorci

Imeli smo S§tiri plasticne epruvete, v katere smo dali 480 pl krvi. Dvema smo dodali slepo

raztopino, dvema pa zmes 6 in jih ob¢asno mesali. Potem smo izvedli ekstrakcijo spojin
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neposredno iz 20 ul krvi z dvema razli¢nima topiloma ob razli¢nih ¢asih. Prvi vzorec smo
vzeli takoj po dodatku topil, nato po 5 min, 15 min, 30 min, 1 h in 2 h. Kot ekstrakcijski
topili smo uporabljali MeOH in acetonitril (ACN). S tem smo preverili, koliko Casa

potrebujejo analiti za vzpostavitev ravnotezja v krvi.

3.3.2 DBS papiréki

Poleg DBS papirékov Whatman 903™ smo preizkusili tudi papircke DMPK-A in DMPK-
C. Preizkus smo izvedli tako, da smo najprej pripravili vodne raztopine analitov z enako
koncentracijo kot v krvnih vzorcih. Pripravili smo samo dva vzorca, kjer je bila
koncentracija enaka kot pri zmeseh 4 in 6, poleg njiju pa Se slepo raztopino. Na vsak DBS
papir¢ek smo kapnili nekaj kapljic razlicnih koncentracij analitov. Nadaljevali smo po

postopku, ki je opisan poglavju 3.4.

3.3.3 Interni standard

Uporabljali smo kloramfenikol. Preverili smo tudi retencijske Case in kromatografske
odzive guanabenz acetata, nitrazepama, ketoprofena, 2-amino-5-nitrobenzofenona in 2-
amino-5,5-kloronitrobenzofenona. Ustrezno koncentracijo kloramfenikola smo dosegli
tako, da smo 63,5 pl osnovne raztopine (¢ = 1,00 mg/ml) dodali 938 pul MeOH in H,0 v

razmerju 1:1 (V/v).

i:l"H OH
"'-'\-\..\- P |:.|_
o L ol |
::___l. Ny ”-" "-El Slika 4:  Strukturna  formula
'|:I| 0 kloramfenikola (32).

3.3.4 Ekstrakcijsko topilo

Pri optimizaciji metode smo najve¢ parametrov spreminjali ravno pri tem delu. Preizkusili
smo razli¢na topila kot so MeOH, H,0, ACN. Spreminjali smo razmerje med posameznimi

topili (preglednica V). Poleg tega smo spreminjali tudi celokupen volumen topil.
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Preglednica V: Sestava preizkusSenih ekstrakcijskih topil.

Metanol (%) Acetonitril (%) Voda (%)
100 0 0
50 50 0
25 75 0
80 0 20
60 0 40
40 40 20

Poskusili smo tudi z dodatkom mravljin¢ne kisline (FA). Preizkusili smo razli¢ne
koncentracije: 0,1 %, 0,5 %, 1,0 %, 2,5 % in 10 %. Kasneje smo kot ekstrakcijsko topilo

preizkusili $e nekatera druga organska topila. Uporabili smo dietileter in etilacetat.

Vzorcem smo dodajali po 680 ul ekstrakcijskega topila in 20 pl internega standarda.
Plasti¢ne epruvete smo dobro zaprli in vsebino 30 s mesali na meSalu na ekscenter. Potem
smo jih dali za 15 min v ultrazvo¢no kadicko (UZ kadicko), v Kateri je bila voda s sobno
temperaturo. Sledilo je pet minutno centrifugiranje pri 8200 obratih na minuto (rpm)
(10000 g) in 4 °C. Nato smo s polavtomatsko pipeto iz vsake 2 ml plasti¢ne epruvete
prenesli po 680 ul vzorca v 1,5 ml plasti¢ne epruvete. Postavili smo jih v napravo za
susenje vzorcev Turbovap, ki smo ga prej segreli na 40 °C. V tej napravi smo vzorce
prepthovali z duSikom, dokler ni topilo povsem izhlapelo. Prepihovanje smo zaceli pri
tlaku 7 kPa (1 psi), saj so bile plasti¢ne epruvete precej napolnjene in smo se s tem izognili
izgubi vzorca. Topilo je izhlapevalo, mi pa smo postopoma poveéevali tlak do 34 kPa (5

psi) in s tem skrajSali ¢as prepihovanja.

3.3.5 Dodatni korak

Najprej smo poskusili z dodatkom razlicnih volumnov dietiletra k suhem vzorcu, po
prepihovanju z dusikom. Sledilo je 40 s stresanje na mesalu na ekscenter in 15 minutna
inkubacija v UZ kadicki. Nato smo vzorce ponovno postavili v Turbovap (40 °C, 10 kPa
oziroma 1,5 psi), dokler ni topilo do konca izparelo in so ostali samo suhi vzorci. Poskusili
smo tudi z uvedbo dodatnega koraka na zacetku, takoj po vstavljanju DBS v 2 ml plasti¢ne

epruvete. Dodali smo jim po 100 ul topila. Uporabili smo:

0,5 % FA v H0,
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MeOH/H,0 1:1 (v/v),

MeOH/H,0 4:1 (viv),

0,5 % trietilamin v MeOH/H,0 1:1 (v/v),
2,5 % FA v MeOH/H,0 4:1 (v/v),

1,5 % trietilamin v H,0,

1,5 % trietilamin v MeOH/H,0 4:1 (v/v),
250 mM amonijev acetat v H,0,

250 mM NaCl v H,0/MeOH 4:1 (v/v),
250 mM NacCl v H,0.

Po 30 s stresanju na mesalu na ekscenter in 15 min inkubaciji v UZ kadicki, v kateri je bila
voda segreta na 50 °C, smo vsakemu vzorcu dodali $e 700 ul dietiletra, poskusili smo tudi
z dvojno koli¢ino etra. Nato smo vzorce 30 s stresali na mesalu na ekscenter in 15 min
mesali v UZ kadicki. S tem smo pospesili ekstrakcijo tekoce — tekoce. Vzorce smo nato
postavili v zamrzovalnik (-80 °C). Pocakali smo, da je voda zamrznila (~30 min). Nato
smo v 1,5 ml plasti¢ne epruvete ¢im hitreje prenesli vso organsko fazo (~600 ul). Sledilo je

prepihovanje s stisnjenim dusikom pri temperaturi 40 °C in tlaku 10 kPa (1,5 psi).

3.3.6 Rekonstitucijsko topilo

Ko so nam ostali povsem suhi vzorci smo jim dodali 100 pl topila. Kot topilo smo
uporabili MeOH in H,0 v razmerju 1:1 (v/v) ali 4:1 (v/v). Poskusili smo tudi z
rekonstitucijo v mobilni fazi (MeOH in 25 mM KH,PO,4 s pH 3,0 v razmerju 1:1 (vV/V)).
Plasti¢ne epruvete smo 40 s stresali na mesalu na ekscenter in ¢e smo v raztopini opazili
trdne delce, smo jih za 5 min postavili v centrifugo (13200 rpm (16100 g) in 4 °C). Nato
smo ¢im vecjo koli¢ino supernatanta (~80 pl) prenesli v stekleni insert z volumnom 150 pl,
ki smo ga vstavili v vialo in analizirali vsebino s pomoc¢jo kromatografije z visoko
lo¢ljivostjo z UV/VIS detekcijo.

Preverili smo tudi razliko med rezultati pri pripravi krvnih vzorcev s sveZzo krvjo in

zamrznjeno krvjo. Poleg tega smo preverjali smotrnost uporabe UZ kadicke.
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3.3.7 Priprava pufra za analizo

Kot vodni del mobilne faze (MF) smo uporabljali 25 mM KH,PO,. Pripravili smo ga tako,
da smo najprej na tehti¢ natehtali 3,402 g KH,PO,4. Nato smo ga stresli v merilno bucko z
volumnom 1 I. Do oznake smo jo napolnili z MiliQ vodo. Bucko smo zaprli z zamaskom in
jo dobro pretresli, da se je KH,PO, popolnoma raztopil. Raztopino smo prelili v litrsko
¢aso, ji dodali magnet in vse skupaj postavili na magnetno mesalo. S pH metrom, ki smo
ga pred tem umerili s standardnimi puferskimi raztopinami, smo izmerili pH raztopine in ji
s pomocjo 85 % ortofosforjeve kisline ali 1 M NaOH pH uravnali na zeleno vrednost. Nato
smo pufer s pomocjo vodne ¢rpalke prefiltrirali skozi celulozno-acetatni filter papir z 0,45
pum velikimi porami. Nazadnje smo ga prelili v litrsko steklenico, jo odprto postavili v UZ

kadicko ter jo tam pustili 15 min.

3.3.8 Kromatografija

Kolona, ki smo jo pretezno uporabljali, je bila Luna 5u, Phenyl-Hexyl. Poskusili smo tudi z
Luno 3u. MF je bila sestavljena iz MeOH in 25 mM KH,PO,, najpogosteje s pH 3,0.
Preizkusili smo tudi pH vrednosti 2,0 in 5,0. Poskusili smo z razli¢nimi razmerji topil v
MF. Razmerje med MeOH in vodno fazo je bilo najveckrat 50:50 (v/v), smo pa preizkusili
tudi razmerja od 52:48 (v/v) do 40:60 (v/v) in s tem spreminjali retencijske Case (tgr)
analitov. Elucija je bila izokratska. Spreminjali smo tudi temperaturo kolone. Segreli smo
jo na 50 °C, 55 °C in 60 °C. Pretok je bil 1,0 ml/min, poskusili smo tudi z 0,8 ml/min, 1,3
ml/min in 1,5 ml/min. Temperatura v avtomatskem vzor¢evalniku je bila 5 °C. VVolumen
injiciranja je bil 50 pl in po vsakem nanosu vzorca je aparat obod igle spral z zmesjo H,O
in MeOH 1:1 (v/v). Odzive smo merili z UV/VIS detektorjem pri valovnih dolzinah 215
nm, 205 nm, 210 nm, 220 nm in 235 nm.

3.4 OPTIMALNA METODA

Za pripravo 20 ul DBS smo uporabili DBS papiréke Whatman 903™. Za ekstrakcijsko
topilo smo izbrali 680 ul 0,5 % FA v ACN/H,0 v razmerju 4/1 (v/v). Vzorcem smo dodali
Se 20 ul raztopine kloramfenikola kot IS. Plasti¢ne epruvete smo dobro zaprli in vsebino
30 s mesali na meSalu na ekscenter. Potem smo jih dali za 15 min v UZ kadicko, v kateri je

bila voda s sobno temperaturo. Sledilo je pet minutno centrifugiranje pri 8200 rpm (11000
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g) in 4 °C. Nato smo s polavtomatsko pipeto iz vsake 2 ml plasti¢ne epruvete prenesli po
680 ul vzorca v 1,5 ml plasti¢ne epruvete. Postavili smo jih v napravo za suSenje vzorcev
Turbovap, ki smo ga prej segreli na 40 °C. V tej napravi smo vzorce prepihovali z
dusikom, dokler ni topilo povsem izhlapelo. Prepihovanje smo zaceli pri tlaku 7 kPa (1 psi)
in ga postopoma povecevali do 34 kPa (5 psi). Dodatni korak smo opustili. Kot
rekonstitucijsko topilo smo uporabili 100 pl MeOH/H,0 v razmerju 1/1 (v/v). Plasti¢ne
epruvete smo 40 s stresali na mesalu na ekscenter in ¢e smo v raztopini opazili trdne delce,
smo jih za 5 min postavili v centrifugo (13200 rpm (16100 g) in 4 °C). Nato smo ¢im vecjo
koli¢ino supernatanta (~80 pl) prenesli v stekleni insert z volumnom 150 pl, ki smo ga

vstavili v vialo.

Kromatografska metoda, kjer so bili odzivi nasih analitov na kromatogramu najboljsi, je
bila sestavljena iz kolone Luna 5u, Phenyl-Hexyl, segrete na 55 °C. MF je bila sestavljena
iz MeOH in 25 mM KH,PQO4 s pH 3,0 v razmerju 50:50 (v/v). Volumen injiciranja je bil 50
pl, pretok pa nastavljen na 1,0 ml/min. Analiza je trajala 12 min. Detekcija z DAD

detektorjem tipa UV/VIS je potekala pri 215 nm.
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4 VALIDACIJA

Validacijo smo izvedli po smernicah FDA. Meritve smo izvedli trikrat v razponu petih dni.
Vsak dan posebej smo pripravili kontrolne vzorce s tremi razli¢nimi koncentracijami:
visoko (QCy), srednjo (QCy) in nizko (QC.). Izbrali smo take koncentracije, da smo
pokrili celotno zastavljeno obmocje merjenja koncentracij izbranih spojin. Za vsako
koncentracijo smo imeli po pet paralelk. Poleg tega smo vsak dan pripravili novo
umeritveno premico za vsako izmed spojin. Pripravili smo tudi dve slepi raztopini. Eno
brez in drugo z IS. Koncentracijo analitov v krvnih vzorcih smo kvantificirali z razmerjem
med visino vrha analita in VviS§ino vrha internega standarda. (Ha/H;s). Ko smo imeli vse
rezultate, smo preverili osnovne parametre kot so selektivnost, to¢nost, ponovljivost,
spodnjo mejo dolo¢ljivosti (LLOQ), obmocje linearnosti in izkoristek ekstrakcije. Sledilo

je Se tritedensko preverjanje stabilnosti vzorcev pri treh razli¢nih temperaturah.

Da bi bila metoda uporabna, je morala ustrezati dolo¢enim merilom:

Selektivnost: na kromatogramih morajo biti retencijski ¢asi (tg) analiziranih spojin toliko
razli¢ni, da se njihovi vrhovi med seboj ne prekrivajo. Na kromatogramu slepe raztopine
ne sme biti vidnih endogenih vrhov, pri katerih bi lahko prislo do interference z vrhovi
nasih analitov. Preverili smo njihovo pojavnost z analizo polne krvi Sestih oseb po

postopku, ki je opisan v poglavju 3.4, s tem, da jim nismo dodali IS.
LLOQ: Visina vrhov vsakega izmed analiziranih spojin pri najmanjsi koncentraciji mora
biti vsaj petkrat vec¢ja od odziva slepe raztopine pri enakem tg. Prav tako koeficient

variacije ne sme biti vecji od 20 % in to¢nost mora biti med 80 in 120 %.

Umeritvena premica: podatke smo vsak dan analizirali s pomocjo linearne regresije in po

metodi najmanjSih kvadratov ugotovili enacbo umeritvene premice. Za to metodo je
znacilno, da imajo odstopanja pri vec¢jih koncentracijah, ve¢ji vpliv na enacbo kot
odstopanja pri majhnih koncentracijah. Ker smo imeli dokaj velik razpon med najmanjso
in najvecjo koncentracijo pri vseh spojinah (80x), smo se temu izognili z uporabo utezene
linearne regresije. Kot potencialni utezi smo preizkusili vrednosti 1/C in 1/C2. S pomogjo

funkcije reSevalec v programu Microsoft Excel smo optimizirali naklon (k) in odsek na
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ordinatni osi (n,) umeritvene premice tako, da je bila vsota produktov (SS) izbrane utezi
(w) pri dolo¢eni koncentraciji (C) in kvadrata razlike med izmerjeno vrednostjo (H,) ter

izraGunano vrednostjo (H,), najmanjsa.

Hi=Ha/His (enac¢ba 1)
Hz = k,*C +ny (enacba 2)
SS =3 (W* (H; - Ho)* * 1/C?) (enacba 3)

Kot primernejSo utez smo izbrali tisto, kjer so bila odstopanja vseh izmerjenih odzivov
analitov od umeritvene premice najmanjs$a. V naSem primeru je bila to utez 1/C%. To&nost
umeritvene premice sSmo nato izracunali tako, da smo najprej s pomoc¢jo utezene linearne
regresije dobljena koeficienta k, in n, uporabili za izra¢un koncentracije pri izmerjenem

odzivu. Potem smo ga delili s C ter vse skupaj pomnozili s 100 in s tem dobili odstotke.
Cizrazun = (Ha/His - ny)/ky (enacba 4)

To¢nost [%] = Cizaeun * 100/C (enacba 5)

Vsaj 75 % vrednosti na umeritveni premici mora ustrezati kriteriju odstopanja za najve¢ 15
%. To v naSem primeru pomeni, da mora biti vsaj Sest od osmih vzorcev znotraj

zahtevanega obmocja.

Obmog¢je linearnosti: 0dziv na kromatogramu mora biti premosorazmeren s koncentracijo

spojine v krvi za celo koncentracijsko obmocje vsake od izbranih spojin, ki jih Zelimo
ugotoviti z naso metodo. To pomeni, da vrednosti na umeritveni premici ne smejo
odstopati ve¢ kot 15% od to¢ne vrednosti, razen pri najmanjsi vrednosti je dovoljeno 20-

odstotno odstopanje (33).
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Slika 5: Hipotezni graf odziva v odvisnosti od koncentracije. Naklon premice predstavlja
obcutljivost. Definiramo jo kot sposobnost detektorja oziroma metode, da razlikuje med
majhnimi razlikami v koncentraciji analita. HLOQ: zgornja meja kvantifikacije, LOD:

meja zaznavnosti. Prirejeno po Ederveen (34).

Tocnost: izracunali smo jo tako, da smo s pomoc¢jo enacb 4 in 5 izracunali tocnost vseh
izmerjenih vrednosti kontrolnih vzorcev (QCy, QCy in QCy). Analizna metoda je to¢na, ¢e
nobena izmed povpreénih vrednosti QC pri vsaki spojini ne odstopa za ve¢ kot 15 % od

vrednosti na umeritveni premici.

Ponovljivost: vseh sest paralelk za vsako koncentracijo kontrolnih vzorcev je bilo
pripravljeno in izmerjeno na enak nacin. Po analizi kromatogramov smo primerjali
dobljene vrednosti koncentracij in izra¢unali ponovljivost znotraj dneva in med tremi
razlicnimi dnevi. Najprej smo izraunali vse koncentracije QC vzorcev po enacbi 4 in
njihovo povprec¢je ter standardno deviacijo (SD) znotraj vsakega dne in med dnevi
validacije. Nato smo s pomoc¢jo relativne standardne deviacije (RSD) izracunali
ponovljivost v odstotkih za vsako spojino pri visokih, srednjih in nizkih koncentracijah

znotraj dneva in med dnevi po enacbi 6.

RSD = SD/ € izrazun * 100. (enacba 6)

Tudi tu ne sme priti do odstopanja vecjega od 15 % (33).
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Slika 6: Prikaz ponovljivosti in to¢nosti na hipoteznem grafu. Prirejeno po Ederveen (34).

Izkoristek ekstrakcije: ni nujno, da je zelo visok, mora pa biti ponovljiv pri vsaki analizi in

pri razli¢nih koncentracijah. Izracunali smo ga tako, da smo iz osnovnih raztopin
topljencev pripravili raztopine, ki so imele enako koncentracijo kot bi jo imeli vzorci pri
100-odstotni ekstrakciji. Ker smo to naredili za vse koncentracije nasih analitov, smo lahko
S pomoc¢jo utezene linearne regresije izracunali vse koeficiente uteZzenih umeritvenih
premic. Vrednosti na tej premici so bile 100-odstotni izkoristki. Potem smo primerjali
izratunane koncentracije QCjev z vrednostmi na uteZenih umeritvenih premicah.
Primerjali smo vseh Sest paralelk za vsako koncentracijo kontrolnih vzorcev in tako dobili

izkoristek ekstrakcije.

4.1 STABILNOST

Izvedli smo tudi Studijo stabilnosti. Pri post-preparativni stabilnosti smo preverili stabilnost
vzorcev po pripravi in hranjenju v kromatografu. To smo storili tako, da smo analizirali
QC vzorce 12 h in 24 h po ekstrakciji. V tem cas so bili v avtomatskem vzorcevalniku, Ki
je del HPLC. Preverili smo tudi dolgoro¢no stabilnost krvnih vzorcev pri treh razli¢nih
temperaturah. Papir¢ke s krvnimi madezi smo shranili v vrecke z nizko prepustnostjo
plinov, jim dodali sredstvo za zai¢ito pred vlago in jih nepredusno zaprli. Stiri tedne smo
jih hranili pri sobni temperaturi, pri -20 °C in pri 40 °C. Analizirali smo jih po enem, dveh
in po treh tednih. Vsaki¢ smo analizirali en krvni vzorec s slepo raztopino ter tri paralelke
QC. in QCy vzorcev. Tem smo vedno dodali tudi IS. Potem smo iz teh vrednosti s
pomocjo enacbe 1 preracunali koncentracije analitov. Vrednosti za parametra k in n smo
vzeli iz umeritvenih premic 2. dne validacije. Potem smo izracunali povpre¢ne vrednosti

QC vzorcev za vsako koncentracijo. Nato smo izracunali njihovo to¢nost po enacbah 4 in 5
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ter ponovljivost po enacbi 6. Spojine so stabilne, ¢e izra¢unana koncentracija ne odstopa

vec kot 15 % od to¢ne vrednosti in ¢e je RSD man;jsi od 15 % (33).
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA

Namen magistrske naloge je razvoj in validacija analizne metode, s katero bi ugotovili
koncentracijo OxCBZ, LiCBZ, CBZ, EpoCBZ in DiolCBZ v krvi bolnikov. Metoda
temelji na tehniki vzor&enja DBS in uporabi HPLC z UV/VIS detekcijo. Sele po analizi na
MS smo ugotovili, da imamo namesto DiolCBZ v ovojnini DihidroCBZ. Na ovojnini je bil
deklariran DiolCBZ, vendar smo ugotovili, da se CAS Stevilka na ovojnini ne ujema s CAS

Stevilko DiolCBZ. Odlocili smo se, da vse rezultate obdrzimo in ne ponavljamo poskusov.

5.1 RAZVOJ METODE

Najprej smo pripravili raztopine OxCBZ, LiCBZ, CBZ, EpoCBZ in DihidroCBZ, jih
ustrezno razredcili ter vsako posebej analizirali na HPLC. S tem smo dobili retencijske
Case in odzive vseh spojin. Za lo¢evanje smo uporabili kolono Luna 5u, Phenyl-Hexyl. Ta
stacionarna faza dobro lo¢i spojine z aromatskimi obroc¢i. Zanjo smo se odlo¢ili, ker so si
vse analizirane spojine strukturno podobne in imajo aromatske obroce. MF, ki smo jo
uporabili za ta poskus, je bila sestavljena iz MeOH in 25 mM KH,PO, s pH 3,0 v razmerju
50:50 (v/v). Volumen injiciranja je bil 5 pl. Elucija je bila izokratska, pretok MF 1,0
ml/min in temperatura kolone 50 °C. Detekcija je potekala pri 215 nm. Opisana metoda ni
optimalna metoda. Kljub temu so bili vsi vrhovi lepo vidni, dobili pa smo naslednji vrstni
red: LICBZ (tg 4,74 min), EpoCBZ (tr 5,66 min), OXCBZ (tg 6,47 min), CBZ (tg 9,61 min)
in DihidroCBZ (tg 11,4 min). Retencijski ¢asi v oklepajih so podani za optimalno metodo

(poglavje 3.4).

5.1.1 Obogateni krvni vzorci

Pri pripravi obogatenih krvnih vzorcev smo vedno uporabili svezo odvzeto kri in se s tem
izognili morebitnimi dodatnimi vplivi na slab$o to¢nost in ponovljivost pri uporabi
zamrznjene krvi. Pazili smo tudi, da dodatek raztopine ne bi presegel 10 % celokupnega
volumna vzorca. To nam je z dodatkom 20 pl raztopine v 480 pl krvi tudi uspelo. Najprej
smo naredili ekstrakcijo neposredno iz obogatenih krvnih vzorcev ob razli¢nih ¢asovnih
toCkah: 0 min, 5 min, 15 min, 30 min, 60 min in 120 min po dodatku raztopin v kri. S tem

smo preverili koliko ¢asa je potrebno, da postane koncentracija analitov v krvnem vzorcu
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homogena in konstantna. Uporabili smo slep vzorec in zmes 6. To kombinacijo smo tekom
razvoja metode uporabljali skoraj vedno. VV zmesi 6 so bile koncentracije LICBZ 20,0
pg/ml, EpoCBZ 10,0 pg/ml, OxCBZ 20,0 pg/ml, CBZ 15,0 pug/ml in DihidroCBZ 10,0
pg/ml Ekstrakcijski topili sta bili MeOH in ACN. Pri vseh analitih so bili najboljsi rezultati
ob toc¢ki 15 min po dodatku v kri. Pri uporabi obeh topil smo dobili podobne rezultate.
Vecja razlika je bila le pri OXCBZ, kjer smo z ACN dosegli precej vecji izkoristek
ekstrakcije. Pri retencijskih casih, ki sta bila enaka retencijskima ¢asoma OxCBZ in

EpoCBZ, smo opazili necistote pri uporabi obeh topil.

) . OxCBzZ
izkoristek

(%)

100
90
o /\.\.//J
70
60 —— ACN necistote
—=— ACN
50 — — MeOH necistote
—— MeOH
40
30
20
—
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[ —— . ; . . ;
0 20 40 60 80 100 120 140t (min)

Slika 7: Odziv OxCBZ in necistot po dodatku zmesi 6 v kri ob ekstrakciji z ACN in
MeOH v razliénih casovnih toCkah. Rezultati so normirani na teoreticno koncentracijo

analita v vzorcu ob predpostavki 100-odstotnega izkoristka.

5.1.2 Izbira DBS papircka

Naslednji korak je bila izbira vrste DBS papircka in volumna krvi za pripravo DBS.
Preizkusili smo papiréke Whatman 903™, DMPK-A in DMPK-C. Na njih smo najprej
nanesli raztopine analitov, ki pa so bili namesto v krvi razred€eni v vodi. Najboljse
rezultate smo dobili pri papirckih Whatman 903™. Pri papirékih DMPK-A in DMPK-C so

se po ekstrakciji pojavile oborine ter dodatni Siroki vrhovi na kromatogramu, ki so
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prekrivali vrhova CBZ in DihidroCBZ. Te dve vrsti papir¢kov sta prevleceni z dodatnimi
zasCitnimi plastmi in pri ekstrakciji je verjetno zaradi dodatka FA prislo do delnega
raztapljanja teh plasti. Prvotni nacrt za razvoj metode je bil, da bi imeli DBS, ki bi bili
narejeni iz 10 ul kapljic, ampak je bilo kmalu po izdelavi in analizi prvih vzorcev jasno, da
bo to zelo tezko. Razlog za to je bil nizek izkoristek ekstrakcije OxCBZ. Odsotnost vrha za
OxCBZ smo zaznali ze pri zmesi 5 (10,0 pg/ml), poleg tega pri najmanjsih koncentracijah
nismo zaznali niti LICBZ, niti DihidroCBZ. Zato smo se odlocili za nanos 20 ul kapljic

krvi.

5.1.3 lIzbirainternega standarda

Kot IS smo uporabljali kloramfenikol, saj nobena izmed drugih preizkusenih spojin ni bila
na ustreznem mestu v kromatogramu ali pa je sploh nismo zaznali. Kloramfenikol kljub
temu ni najboljsa izbira, saj pride pri ve¢jih koncentracijah analitov na kromatogramih do

majhnega prekrivanja njegovega vrha z vrhom EpoCBZ (sliki 8 in 10).

5.1.4 lzbor ekstrakcijskega topila in uvedba dodatnega koraka

Pri vseh ekstrakcijah smo uporabili enako metodo (poglavje 3.4). EpoCBZ v ¢asu izvajanja
teh poskusov nismo imeli, zato podatek za njegov odziv manjka pri vseh topilih. Iz
preglednice VI je razvidno, da so bili odzivi pri LiCBZ, CBZ in DihidroCBZ veliki
(najboljsi izkoristki vecji od 80 %). Prav tako pri njihovih tg v slepem vzorcu ve¢inoma ni
zaznati drugih snovi. Na drugi strani so odzivi OxCBZ nizki pri vseh uporabljenih

ekstrakcijskih topilih. Poleg tega imamo ob istem tg $e nezelene koelucije.

Preglednica VI: Odzivi analitov in necistot pri uporabi razli¢nih topil. Vsa razmerja med

topili so (V/v).

Topilo Odzivi analitov in necistot
Li Epo Ox Dihidro
n* n* n* CBZ | n* n*

CBZ CBZ CBZ CBZ
MeOH 560 8,90 / 74,4 58,5 667 22,4 306 2,00
MeOH/ACN 1:1 609 / 60,6 8,70 681 342
MeOH/ACN 3:1 662 / 58,9 5,40 735 368
MeOH/H,0 4:1 909 / 177 10,4 927 455
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MeOH/H,0 3:2 688 / 144 | 920 | 723 | 12,7 390
MeOH/ACN/

759 / 96,7 | 920 | 772 398
H,0 2:2:1
* Odziv morebitnih necistot ob istem tg kot merjen analit.

Po primerjavi rezultatov smo za izvajanje nadaljnjih poskusov izbrali ekstrakcijsko topilo
MeOH/H,0 4:1 (v/v), saj smo s to kombinacijo dobili najboljsi izkoristek ekstrakcije in s
tem najvecje odzive analitov. Da bi izboljsali izkoristek ekstrakcije pri OxCBZ, smo nato
poskusili s poveanjem volumna ekstrakcijskega topila iz 700 pl na 1400 pl, vendar se
odziv ni izboljsal. Potem smo preverili smiselnost uporabe UZ kadi¢ke in ugotovili
najboljsi ¢as uporabe UZ kadicke ter najbolj primerno temperaturo vode v njej. Ugotovili
smo, da so odzivi brez uporabe UZ kadicke priblizno 10 % slabsi. Optimalni ¢as uporabe
je bil 15 min pri temperaturi vode 25 °C. Pri vi§jih temperaturah nismo opazili ve¢jih
odzivov, je pa prislo do razpada EpoCBZ pri temperaturah nad 60 °C. Potem smo
primerjali odzive OXCBZ pri ekstrakciji neposredno iz krvi in pri ekstrakciji iz DBS. Ker
so ze tu opazne precej$ne razlike (izkoristek iz 100 % na 60 %), smo sklepali, da se
OxCBZ verjetno veze na DBS papircke. Sklepali smo, da verjetno pride do tvorbe
vodikovih vezi med OxCBZ in celulozo. Zato smo ekstrakcijskem topilu dodali razli¢ne
koncentracije FA, ki je Sibka kislina in s tem poskusili prekiniti te vezi. 1z preglednice VI
je razvidno, da smo z dodatkom FA izboljsali ekstrakcijo OxCBZ iz DBS papircka, hkrati
pa smo povecali tudi ekstrakcijo nezelenih koelucij pri retencijskih ¢asih OXCBZ in
EpoCBZ. Z vecanjem koncentracije FA v ekstrakcijskem topilu se je ta vrednost vecala,
medtem ko pri odzivu analitov ni bilo ve¢jih razlik. Kot najboljsa kombinacija se je
izkazalo ekstrakcijsko topilo MeOH/H,0 4:1 (v/v) z dodatkom 0,5 % FA.

Preglednica VI1: Odzivi analitov in necistot pri uporabi razli¢nih topil in dodatku FA. Vsa

razmerja med topili so (v/v).

Topilo Odzivi analitov in necistot
Li Epo Ox Dihidro
n* n* n* CBz n* n*

CBZ CBZz CBZz CBZ

01%FAV 712 507 | 570 | 262 | 291 886 396
MeOH/H,0 4:1

05%FAV 775 493 307 | 6,30 970 441
MeOH/H,0 4:1

1.0 % FA v 724 365 | 18,0 | 284 | 13,0 891 403
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MeOH/H,0 4:1

25%FAv 810 288 | 157 | 274 | 757 | 108103 397
MeOH/H,0 4:1

05%FAV | 487 330 70,0 771 335
dietiletru

05%FAvV 183 146 272 | 580 | 342 142
etilacetatu

* Odziv morebitnih necistot ob enakem tg kot merjen analit.

Ker smo si zeleli zmanjsati koli¢ino koelucij in popolnoma odpraviti koeluciji pri tg
OxCBZ in EpoCBZ, smo poskusili z uvedbo dodatne ekstrakcije tekoce - tekoce. Kot
vidimo iz preglednice VII, so koelucije prisotne pri vseh uporabljenih topilih, razen pri
dodatku 0,5 % FA v dietiletru. Pri uporabi tega topila opazimo tudi nekoliko manjsi
izkoristek ekstrakcije iz filtrirnega papircka, zlasti pri OXCBZ. Temu smo se izognili tako,
da smo ekstrakcijo iz filtrirnega papircka izvedli z enim topilom, nato smo DBS papiréek
odstranili, ekstrakcijskemu topilu smo dodali dietileter in izvedli ekstrakcijo tekoce —
tekoce. Dodatni korak nam je omogocil povecavo deleza vode v ekstrakcijskem topilu in s
tem posledi¢no boljso ekstrakcijo analitov in necistot. Vendar po drugi strani pride do
dodatnih izgub, saj del vsake izmed spojin ostane v ekstrakcijskem topilu. Zato smo mu
dodali razli¢ne koli¢ine soli (NaCl in amonijev acetat) in s tem povecali prehod analitov v
dietileter. Poskusili smo tudi z dodatkom baze trietilamin. Izkoristek ekstrakcije tekoce —
tekoce smo povecali tudi tako, da smo pri ekstrakciji iz filtrirnega papirc¢ka uporabili 100
pl topila in mu nato dodali 700 pl dietiletra. Poleg tega smo vzorce za eno uro postavili v
zamrzovalnik na -80 °C in s tem zamrznili vodno fazo. Ker je proces prenosa organske faze
v drugo plasti¢no epruveto trajal priblizno 15 min, se je v tem Casu pri nekaterih vzorcih
stalil del vodne faze, v Kkateri je bila sol. Pri prenosu smo tako zajeli tudi to vodno fazo
skupaj s soljo. Soli se potem v naslednjih korakih nikakor nismo uspeli znebiti in zato
analiza nekaterih vzorcev s HPLC sploh ni bila mogoca. Imeli smo tudi velike tezave s
prenosom organske faze v drugo plasticno epruveto, saj ima dietileter zelo majhno
povrsinsko napetost in posledicno hitro zdrsi iz nastavka pipete. Temu smo se izognili
tako, da smo pred prenosom vzorca pipeto postavili nad dietileter. V pipeto so se pri tem
ujeli njegovi hlapi, ki so nato preprecili uhajanje vzorca. Kljub temu nam ni uspelo prenesti
vedno enake koli¢ine organske faze, saj dietileter pri sobni temperaturi hlapi in smo zato
pogosto zajeli tudi nekaj MeOH in z njim dodatne necistote. Uvedba dodatnega koraka je
tudi podaljsala ¢as obdelave vzorcev za dve uri. Kljub vsem tem poskusom, nam Se vedno

ni uspelo dvigniti izkoristka ekstrakcije OXCBZ iz DBS papircka (najboljsi izkoristek je bil
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17,1 %), zato smo se odlocili, da dodatni korak opustimo. Ker so na$i analiti precej
lipofilni, bi lahko poskusili izboljsati ekstrakcijo s topili, ki so Se bolj lipofilna kot
etilacetat (npr. diklorometan). Za to se nismo odlocili, ker je diklorometan toksicen in se
zaradi tega ne uporablja v rutinskih preiskavah.

Najboljse ekstrakcijsko topilo je bilo tako ACN/H20 4:1 (v/v) z dodatkom 0,5 % FA, saj
smo z njim dosegli najboljse rezultate pri ekstrakciji OxCBZ. Tudi izkoristki ekstrakcij
drugih analitov so bili precej visoki. Vendar so se Se vedno pojavljale nezelene koelucije
pri tr OXCBZ in EpoCBZ.

5.1.5 Izbira rekonstitucijskega topila

Med seboj smo najprej primerjali topili MeOH/H,0 v razmerju 4:1 (v/v) in v razmerju 1:1
(v/v). Izmerili smo kromatografske odzive vseh analitov pri vseh koncentracijah. Za
odtenek boljse rezultate smo dobili pri razmerju 1:1 (v/v). Nato smo preverili, ¢e bi lahko s
kislo rekonstitucijo povecali odzive na kromatogramu. Za ta poskus smo primerjali topili
MeOH/H,0 1:1 (v/v) in MF/H,0 1:1 (v/v). Nekoliko vecji so bili rezultati pri uporabi topila
MeOH/H,0 1:1 (v/v) in zato smo za validacijo metode uporabili to kombinacijo.

5.1.6 Izbira kromatografskih razmer

Pri razvoju kromatografske metode za analizo vzorcev smo se oprli na metodo, ki smo jo
uporabili za ugotavljanje tg analitov. Tam smo uporabili kolono Luna 5u, Phenyl-Hexyl,
segreto na 50 °C. MF je bila sestavljena iz MeOH in 25 mM KH,PQO, s pH 3 v razmerju
50:50 (v/v). Volumen injiciranja je bil 5 pl. Elucija je bila izokratska, pretok pa nastavljen
na 1,0 ml/min. Detekcija z DAD detektorjem tipa UV/VIS je potekala pri 215 nm. Na sliki
8 so lepo vidni najvecji problemi, s katerimi smo se spopadali pri razvoju metode. To so
motece koelucije, slab izkoristek ekstrakcije OxCBZ in nezadostna razdalja med vrhovoma
LiCBZ in IS. Da bi se izognili prekrivanjem med OxCBZ, EpoCBZ in nezelenimi
koelucijami ter med LiCBZ in IS, smo spreminjali kromatografske parametre in opazovali,
¢e bo prislo do razli¢nih premikov tg. Spreminjali smo razmerje med MeOH in vodno fazo
v MF, pH vodne faze, temperaturo kolone in pretok. Poleg tega smo merili odzive pri
razli¢nih valovnih dolzinah. Takoj na zacetku smo pri analizi DBS vzorcev povecali

volumen injiciranja na 50 pl. S tem smo povecali odzive vseh analitov. Nato smo
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spreminjali sestavo MF. Spreminjali smo razmerje med MeOH in 25 mM KH,PO4 s pH 3.
Preizkusili smo vsa razmerja med 52:48 (v/v) in 40:60 (v/v). Izven tega obmocja nismo §li,
ker bi imeli pri uporabi MF, kjer je vsebnost MeOH vecja od 52 %, preslabo lo¢ljivost med
analiti. Na drugem koncu intervala, pri vsebnosti MeOH pod 40 %, so se tg analitov precej

povecali, kar je podaljsalo Cas analize enega vzorca na 25 min in vec, ¢esar si nismo Zeleli.

DihidroCBZ

EpoCBZ

kloramfenikol (\
(15) [
{\ OXCBZ

I |

-

||

0 e a s s 10 12

Slika 8: Primerjava kromatogramov slepe raztopine in zmesi 6 pri razmerju med MeOH in
vodno fazo 50:50 (v/v), temperaturi kolone 50 °C in pri pretoku 1,0 ml/min.

S povecanjem temperature kolone omilimo opisane tezave, saj z vi§jo temperaturo
zmanjSamo Viskoznost MF in s tem tlak na koloni, kar omogoca uporabo vecjih pretokov
MF in s tem skrajSanje Casa analize. Pri tem nismo opazili, da bi zaradi vecje temperature
pri$lo do razpada analitov. Podobno je tudi pri spreminjanju pretoka MF preko kolone.
Manjsi kot je bil, daljsa je bila analiza. S spreminjanjem vseh teh parametrov so se vrhovi
analitov premikali naprej in nazaj, vendar so se z njimi premikale tudi nezelene koelucije.
Uspelo nam je lociti razlicne koelucije pod vrhovi analitov, vendar nam ni uspelo
zadovoljivo lo¢iti vrhov teh koelucij in vrhov OxCBZ ter EpoCBZ. Smo pa s povecanjem
temperature kolone na 55 °C povecali lo¢itev med vrhovoma LiCBZ in IS. Lo¢bo vrhov
smo poskusili izboljsati Se s spreminjanjem pH 25 mM KH3PO,. Pri manjsem pH ni bilo
opaznih sprememb. Pri ve¢jem so se koelucije premaknile malo bolj levo glede na vrhove
analitov, ampak razlika je bila Se vedno manj$a od 0,2 min. Ker smo kromatografske
odzive merili pri razli¢nih valovnih dolzinah, smo primerjali tudi vidne spektre analitov in

koelucij, a vecjih razlik nismo opazili. Iz vsega tega izhaja, da imajo te koelucije zelo
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podobne strukturne in fizikalne lastnosti kot OxCBZ in EpoCBZ. Na koncu smo

preizkusili tudi drugo kolono, Luno 3u, vendar je bila lo€itev vrhov analitov in koelucij
slabsa.

5.2 VALIDACIJA
5.2.1 Selektivnost

Najprej smo preverili selektivnost metode. Pri tem sta nam bili v pomo¢ spodnji sliki.

@
— e L

moteci koeluciji

Slika 9: Kromatogram slepih vzorcev petih razli¢nih oseb.
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Slika 10: Primerjava kromatogramov slepe raztopine in zmesi 6 iz 3. dneva validacije.

T I T
2 4 8

38



MARTIN MIKELJ — Magistrska naloga

Pri pregledu kromatograma slepih vzorcev petih razlicnih osebah vidimo, da imamo do tr
4,5 min kar nekaj motecih snovi bioloske matrice. Vendar te snovi ne motijo analize, saj
imajo vsi analiti daljSe tg od tega. Precej bolj moteca sta naslednja dva vrhova pri tg 5,7
min in 6,4 min, saj imata skoraj enak tz kot vrhova EpoCBZ in OXCBZ. Pri tg vrhov
LiCBZ, CBZ in DihidroCBZ ni motecih snovi. Poleg tega vrhova LiCBZ in IS nista
zadostno lo¢ena. Njuno locitev bi lahko izboljsali z uporabo manjse koncentracije IS, saj bi
se s tem kromatografski vrh zozil. Da bi bila metoda selektivna, ne bi smelo biti nobenih
endogenih snovi v neposredni blizini tg analitov. Metoda je ustrezno selektivna le za

LiCBZ, CBZ in DihidroCBZ, medtem ko EpoCBZ in OXCBZ ne ustrezata kriterijem.

5.2.2 Spodnja meja kvantifikacije, umeritvene premice in obmocje

linearnosti

LLOQ smo postavili pri koncentraciji 0,25 pg/ml za EpoCBZ ter DihidroCBZ, 0,38 ug/ml
za CBZ ter 0,50 pg/ml za LiCBZ ter OXCBZ. Vrednost LLOQ je ustrezna, ¢e je viSina
odziva analita vsaj petkrat vecja od odziva slepega vzorca in njena vrednost ne odstopa veé
kot 20 % od to¢ne vrednosti. Pri LiCBZ, CBZ in DihidroCBZ s tem nimamo tezav,
drugace pa je pri EpoCBZ in OxCBZ. Kot vidimo iz slike 9, dosegajo odzivi slepih
vzorcev visino 2,5. Da bi bila torej odziva pri LLOQ ustrezna, morata preseci visino 12,5.
Kot vidimo iz preglednice VIII, to vrednost EpoCBZ preseze pri koncentraciji 2,50 pg/ml,
OxCBZ pa S$ele pri koncentraciji 10,0 pg/ml. Visino odzivov teh dveh spojin pri
koncentracijah, ki so manjse od teh dveh, smo $e vseeno lahko izmerili, saj so bili vrhovi
necistot in analitov delno loceni. 1z preglednic X — XIV vidimo, da so pri vseh analitih

vrednosti LLOQ znotraj zahtevane to¢nosti, torej med 80 % in 120 %.

Preglednica VIII: Visina odzivov EpoCBZ in OxCBZ izmerjenih 1. dne validacije.

C (ug/ml) [0,25[0,50[ 1,25 2,50 5,00] 10,0] 15,0 [ 20,0
Ha |2,40|4,00|8,10| 147|253 48,3 56,2 86,2
C (ug/ml) | 0,50 1,00 2,50 | 5,0 [10,0|20,0 30,0 40,0
Ha |1,20]2,406,00]11,5|21,1]40,9[59,5]89,1

EpoCBZ

OxCBZ

Da bi lahko ugotovili druge parametre vrednosti validacije smo izmerjene vrednosti iz
kromatogramov statisti¢no obdelali. Ker smo imeli dokaj velik razpon med najmanj$imi in

najvec¢jimi koncentracijami, smo uporabili utezeno linearno regresijo.
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Preglednica IX: Izracunane koncentracije OXCBZ in njihove to¢nosti 1. dne validacije za
neuteZzeno umeritveno premico, umeritveno premico utezeno s koeficientom 1/c ter

umeritveno premico s koeficientom 1/c?.

OxCBZz neutezena utezena 1 (1/c) uteZena 2 (1/c%)

C C izracun | to¢nost | € izragun | to¢nost | € izracun | to&nost
(ng/ml) | (ug/ml) | (%) | (ug/mb) | (%) | (pgmD) | (%)

0,50 0,36 | B8 | 040 80,8 0,47 94,7
1,00 098 | 977 | 1,02 | 101,7 | 1,06 106,1
2,50 2,74 | 1094 | 277 | 1108 | 274 109,7
5,00 548 | 1095 | 550 | 110,1 | 536 107,3
10,0 10,1 | 1005 | 10,1 | 1006 | 9,73 97,3
20,0 198 | 987 | 197 98,6 19,0 95,0
30,0 285 | 948 | 284 | 947 27,3 91,1
40,0 412 |1030 | 41,1 | 1028 | 395 98,8

V preglednici 1X smo na primeru OXCBZ iz 1. dne validacije, prikazali, kak$na bi bila
tocnost metode, ¢e ne bi uporabili uteZene linearne regresije. Za uteZ smo uporabili
vrednosti 1/c in 1/c?, pri Gemer se je druga uteZ izkazala za boljso in smo jo zato uporabili
za izracun vseh validacijskih parametrov. Pri neuteZeni premici so to¢nosti analiz med 72,3
% in 110,8 %, pri premici uteZeni z utezjo 1/C so med 80,8 % 110,8 % in pri premici z
utezjo 1/C* so vrednosti med 94,7 % in 109,7 %. Z uporabe uteZene linearne regresije smo
tako zmanjsali razpon med najvecjima odstopanjema od to¢ne vrednosti iz 38,5 % na 15,0
%. IzraCunane koncentracije drugih umeritvenih premic in njihovo to¢nost vidimo v

preglednicah X do XIV.

Preglednica X: Izracunane koncentracije LiCBZ iz odzivov posameznega dne in njihova
tocnost za vse tri dni validacije.

LiCBZ 1. dan 2. dan 3. dan

C C izradun| to¢nost C izraGun | to€nost C izracun| toCnost
(ng/ml) | (ug/ml) (%) (ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
0,50 0,50 100,2 0,47 93,6 0,49 97,4
1,00 0,97 96,6 1,10 110,2 1,02 102,2
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2,50 2,60 104,0 2,68 107,2 2,72 108,7
5,00 5,45 109,0 5,16 103,2 5,03 100,5
10,0 9,90 99,0 9,46 94,6 9,54 95,4
20,0 19,6 97,9 19,4 96,8 19,3 96,6
30,0 28,2 941 27,9 93,1 29,2 97,2
40,0 39,7 99,1 40,5 101,2 40,7 101,9

Pri LICBZ so vse izmerjene vrednosti znotraj dovoljenega 15% odstopanja, zato je metoda

linearna v koncentracijskem obmod¢ju 0,50 pg/ml do 40,0 pg/ml.

Preglednica XI: lzra¢unane koncentracije EpoCBZ iz odzivov posameznega dne in
njihova to¢nost za vse tri dni validacije.

EpoCBzZ 1. dan 2. dan 3. dan

Cigacun | tocnost | Cigacun | tocnost | Cigacun | toGnost
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
0,25 0,22 87,8 0,23 93,1 0,24 95,8
0,50 056 | BB | o056 | 1128 | 054 | 1073
1,25 145 | BBE | 130 | 1037 | 1,32 | 105.2
2,50 289 | BB | 255 | 1019 | 244 97,6
5,00 509 | 101,7 | 4,80 96,0 4,83 96,7
10,0 10,0 | 100,1 | 9,47 94,7 9,56 95,6
15,0 11,5 76,9 14,3 95,3 14,8 98,6
20,0 17,2 86,1 205 | 1025 | 206 | 1032

C (ug/ml)

Pri EpoCBZ opazimo, da je kar polovica izmerjenih vrednosti 1. dne izven zahtevanih
meja tocnosti. Do tega je verjetno priSlo zaradi delnega prekrivanja z vrhovi koelucij na
kromatogramu. Vendar tri od omenjenih vrednosti odstopajo za manj kot 1 % in naslednja
dva dneva ni opaziti podobnih tezav. Zato sklepamo, da je metoda linearna v

koncentracijskem obmocju 0,25 pg/ml do 20,0 pg/ml.
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Preglednica XII: lzra¢unane koncentracije OXCBZ iz odzivov posameznega dne in

njihova to¢nost za vse tri dni validacije.

OxCBZ 1. dan 2. dan 3. dan
C Cigacun | tocnost | Cigacun | to6nost | Cigagun | toGnost
(ng/ml) | (pg/ml) (%) (ng/ml) (%) | (ng/ml) (%)
0,50 0,47 94,7 0,49 97,1 0,50 100,7
1,00 1,06 106,1 1,06 106,0 0,95 94,6
2,50 2,74 109,7 2,52 100,8 2,81 112,3
5,00 5,36 107,3 5,04 100,9 4,99 99,8
10,0 9,73 97,3 9,41 94,1 9,24 92,4
20,0 19,0 95,0 19,4 97,0 19,5 97,4
30,0 27,3 91,1 28,5 95,0 29,3 97,6
40,0 39,5 98,8 43,7 109,1 42,1 105,3

Kljub delnemu prekrivanju vrha OxCBZ in koelucij na kromatogramu, so bile vse
izmerjene vrednosti znotraj dovoljenega 15-odstotnega odstopanja, zato je metoda linearna

v koncentracijskem obmocju od 0,50 pg/ml do 40,0 pg/ml.

Preglednica XIII: Izracunane koncentracije CBZ iz odzivov posameznega dne in njihova

to¢nost za vse tri dni validacije.

CBz 1. dan 2. dan 3. dan
C Cisacun | tocnost | Cigacun | tocnost | Cigacun | to€nost
(ng/ml) | (ug/ml) (%) (ng/ml) (%) | (ng/ml) (%)
0,38 0,36 96,4 0,36 97,2 0,37 98,7
0,75 0,78 103,4 0,78 103,9 0,74 99,0
1,88 2,03 108,4 1,96 104,4 2,06 110,1
3,75 3,97 105,8 3,85 102,8 3,79 101,0
7,50 7,31 97,5 7,18 95,8 7,18 95,7
15,0 14,5 96,6 14,8 98,4 14,6 97,0
22,5 20,9 92,7 21,3 94,5 21,7 96,5
30,0 29,8 99,2 30,9 103,0 30,6 102,0
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Pri CBZ so vse izmerjene vrednosti znotraj dovoljenega 15 % odstopanja, zato je metoda

linearna v koncentracijskem obmocju 0,38 pg/ml do 30,0 pg/ml.

Preglednica XIV: lIzra¢unane koncentracije DihidroCBZ iz odzivov posameznega dne in

njihova to¢nost za vse tri dni validacije.

DihidroCBZ 1. dan 2. dan 3. dan

C (ug/ml) Cigacun | tocnost | Cigagun | toCnost | Cigacun | toCnost

(ng/ml) (%) | (ng/ml) (%) | (ng/ml) (%)

0,25 0,29 114,5 0,25 99,8 0,24 96,7
0,50 0,34 - 0,50 99,2 0,52 103,1
1,25 1,26 101,2 1,28 102,1 1,37 110,0
2,50 2,67 106,9 2,58 103,3 2,52 100,9
5,00 5,06 101,3 4,87 97,3 4,80 96,1
10,0 10,2 102,4 9,90 99,0 9,62 96,2
15,0 14,8 98,9 14,3 95,5 14,4 95,8
20,0 21,2 106,1 20,7 103,7 20,3 101,3

V zgornji preglednici vidimo, da en rezultat iz umeritvene krivulje CBZ ni znotraj
zahtevanega obmocja. Ker je odstopanje precej veliko in se ne ponovi v naslednjih dveh
dneh, smo sklepali, da je verjetno pri§lo do napake pri pripravi vzorca. Kljub temu je 75 %
vzorcev znotraj zahtevanega obmocja in je zato metoda linearna v koncentracijskem

obmo¢ju 0,25 pug/ml do 20,0 pg/ml.

Dobljene vrednosti odzivov analitov za vse tri dni lahko vidimo tudi v graficnem prikazu
na slikah 10, 11 in 12. Determinacijski koeficient (R?) smo izraunali za neuteZene
umeritvene premice. Pri vecini je bil > 0,997, le pri umeritvenih premicah EpoCBZ 1.dne
in OxCBZ 2.dne so bili rezultati slabsi. Poleg tega lahko poleg vsake premice vidimo tudi
njeno enacbo.
y=ky*x+ny (enacba 7)

Kot lahko vidimo iz ordinatne osi je vrednost y enaka vrednosti Ha/H,s, iz abcisne osi pa

vidimo, da vrednost x predstavlja koncentracijo vzorca. Koeficienta k, in n, iz enacbe 7
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smo spreminjali pri statisticni obdelavi podatkov z utezeno linearno regresijo, da bi dobili
¢im manj$e odstopanje vseh izmerjenih odzivov analitov od umeritvene premice. Dobljene

vrednosti k, in n, smo nato tudi uporabili za izraun to¢nosti ter ponovljivosti vseh QC

vzZorcev.
Umeritvene krivulje
1. dan validacije
35
y=0,0835x - 0,0017
R®=0,9988

3 4
25 -

) ] + LiCBZ

= EpoCBZ
HaHis y=0,091x + 0,0282 y =0,0416x + 0,0044 OxCBZ

15 4 R?=0,9846 R?=0,9973 cBz

' ' x DihidroCBZ

1 4

y=0,0381x + 0,0092

05 -

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
C (ug/ml)
. . . . . .. . ce . 9 .. 2
Slika 11: Umeritvene premice 1. dne validacije. Pri vsaki je Se zapis enac¢be premice in R”.

Umeritvene krivulje
2. dan validacije
2
y=0,0458x - 0,0015
1,8 R?=0,9973
1,6
144 y=0,0424x + 0,00
12 1 =0,0527x + 0,0214 +Licz
y=0ose e O = EpoCBZ
HaHis 1 - R7=0.9974 B OxCBZ
y= oszlfsx + (2),0072 CBy
08 1 =0,9923 x DihidroCBZ
0,6
¥=0,0218x +0,0007
0.4 A
0,2
0 . . . . .
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
C (ug/ml)

Slika 12: Umeritvene premice 2. dne validacije. Pri vsaki je $e zapis enacbe premice in R,
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Umeritvene krivulje
3. dan validacije
2
y=0,0465x + 0,0012
R?=0,9988
1,8
1,6
1,4 y=0,
1.2 1 y=0,0525x + 0,0217 * ;‘CBCZBZ
R?=0,0085 po
HaHis 1 A OxCBZ
y=0,02x+0,0076 CBz
0,8 R?=0,9970 x DihidroCBZ
0,6
y=0,0229x - 0,0001
0.4 R?=0,9
0,2
0 = ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
C (ng/mI)

Slika 13: Umeritvene premice 3. dne validacije. Pri vsaki je $e zapis enatbe premice in R%

Na zgornjih slikah vidimo, da so si umeritvene premice 2. in 3. dne zelo podobne.
Umeritvene premice 1. dne imajo nekoliko drugac¢ne vrednosti. Do tega je prislo, ker smo
2. in 3. dan validacije naredili napako pri red¢enju IS in pripravili ve¢jo koncentracijo kot

1. dan. Po smernicah FDA bi morala biti koncentracija IS vse dni konstanta.

5.2.3 Toénost

Vsak dan smo s pomoc¢jo QC vzorcev za vsako spojino ugotovili tudi to¢nost. Pri vsaki
izmed treh izbranih koncentracij smo naredili 6 meritev. Da bi metoda ustrezala zahtevam

za to¢nost, morajo biti povprecja meritev za posamezno koncentracijo znotraj obmocja 85
% do 115 %.

Preglednica XV: To¢nost preracunanih koncentracij vseh QC vzorcev LiCBZ za vse tri

dni validacije.
QCy (1,50 pg/ml) QCw (7,50 pg/ml) QC4 (35,0 pg/ml)
LiCBZ Cirac Cinac Cimac
PR tognost (%) PR tognost (%) PR toknost (%)
(hg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1. dan 1,59 106,3 7,03 93,7 345 98,4
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1,47 98,2 7,34 97,9 355 101,4

1,34 89,2 7,48 99,8 344 98,3

1,37 91,1 7,57 100,9 354 101,1

1,36 90,9 7,37 98,2 33,6 96,1

1,36 90,8 7,54 100,6 355 101,4

povpredje 1,42 94,4 7,39 98,5 34,8 99,5
1,68 112,2 7,47 99,6 34,0 97,2

1,45 96,6 7,23 96,5 347 99,2

5 dan 1,24 82,4 7,44 99,1 36,5 104,2
1,40 93,3 7,35 98,0 354 101,1

1,41 93,9 7,23 96,4 351 100,3

1,40 93,6 7,11 94,8 35,0 100,1

povpredje 1,43 95,3 7,31 97,4 35,1 100,3
1,43 95,6 7,23 96,4 355 101,5

1,29 86,3 6,95 92,7 345 98,5

3. dan 1,37 91,2 7,39 98,5 343 97,9
1,33 88,5 7,39 98,5 338 96,6

1,26 84,0 7,07 94,3 351 100,1

1,44 96,1 7,27 97,0 343 97,9

povprecje 1,35 90,3 7,22 96,2 34,6 98,8

Pri LICBZ je samo ena meritev odstopala ve¢ kot 15 %. Vsa povpre¢ja so bila znotraj

zahtevanih meja, zato lahko recemo, da so bile meritve koncentracije LiCBZ to¢ne.

Preglednica XVI: Toénost prera¢unanih koncentracij vseh QC vzorcev EpoCBZ za vse tri

dni validacije.
QC, (0,75 pg/ml) QCy (3,75 pg/ml) QCy (17,5 pg/ml)
EpoCBZ Ciansan tocnost (%) Cmtan to¢nost (%) Camtan tocnost (%)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
0,74 98,7 371 98,8 15,4 88,1
0,83 110,6 3,81 101,7 18,7 106,6
0,83 111,2 4,09 109,0 18,0 103,0
L den 0,82 108,7 3,93 104,9 17,6 100,4
0,84 1115 371 98,9 17,3 99,1
0,77 102,2 4,07 108,5 18,1 103,3
povprecje 0,80 107,1 3,89 103,6 17,5 100,1
0,75 99,5 3,10 82,7 15,2 86,8
> dan 0,72 96,6 3,20 85,3 16,0 91,6
0,64 85,4 3,47 92,4 15,3 87,5
0,67 88,8 3,46 92,2 16,3 934
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0,63 84,6 3,42 91,2 16,6 94,7

0,65 86,6 3,30 88,0 15,8 90,3

povprecje 0,68 90,2 3,32 88,6 15,9 90,7
0,76 101,7 3,43 91,5 17,7 101,4

0,65 87,3 3,39 90,3 17,1 97,5

5 dan 0,65 86,5 3,59 95,7 17,1 97,9
0,62 828 3,55 94,7 16,9 96,3

0,60 80,6 3,39 90,5 17,7 101,2

0,70 92,8 3,63 96,8 17,3 99,0

povprecje 0,66 88,6 3,50 93,2 17,3 98,9

Pri EpoCBZ imamo 3 odstopanja QC. vzorcev od zahtevane to¢nosti. Poleg tega smo
zaznali preveliko odstopanje Se pri eni meritvi QCy vzorca. Odstopanja so vsa manjsa od
15 %, zato so vsa povpreCja znotraj zahtevanih meja, kar pomeni, da so bile meritve

koncentracij EpoCBZ tocne.

Preglednica XVII: To¢nost preracunanih koncentracij vseh QC vzorcev OXCBZ za vse tri

dni validacije.
QC. (1,50 pg/ml) QCw (7,50 pg/ml) QCx (35,0 pg/ml)
OxCBz Caman to¢nost (%) Coanan to¢nost (%) Coanan to¢nost (%)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1,47 98,2 6,22 82,9 34,2 97,6

1,54 102,6 6,68 89,1 333 95,1

L dan 1,36 90,5 6,55 87,3 31,9 91,2
1,49 99,1 7,13 95,1 35,0 100,0

1,45 97,0 7,13 95,1 31,7 90,7

1,43 95,4 5,92 79,0 333 95,2

povprecje 1,46 97,1 6,60 88,1 33,2 95,0
1,63 108,6 7,22 96,2 34,4 98,3

1,63 108,5 7,04 93,9 32,7 93,6

> dan 1,35 90,2 7,23 96,4 37.1 106,1
1,30 86,5 7,10 94,7 354 101,1

1,26 838 6,99 93,2 33,1 945

1,25 834 6,64 88,5 349 99,8

povprecje 1,40 93,5 7,04 93,8 34,6 98,9
2,33 1556 7,13 95,1 36,0 102,8

2,20 146,9 6,97 92,9 339 96,8

3. dan 2,18 1452 7,39 98,5 33,1 94,6
1,95 130,2 7,53 100,4 34,7 99,1

1,81 1206 7,08 94,3 35,7 102,0

47



MARTIN MIKELJ — Magistrska naloga

1,91

8,20

109,3

33,8

96,7

povprecje

2,07

7,38

98,4

34,5

98,7

Najbolj opazno je odstopanje pri to¢nosti povpre¢ne izracunane koncentracije OXCBZ v 3.
dnevu validacije. V tem primeru je bilo vseh 6 meritev in posledi¢no tudi njihovo
povpre¢je izven zahtevanega obmocja to¢nosti. Tudi v 2. dnevu validacije sta bili dve
vrednosti QC_ vzorcev izven zahtevanega obmocja. Razlog za to je prekrivanje vrha
OxCBZ s koelucijami. Poleg tega smo imeli tudi preveliko odstopanje dveh meritev QCw
vzorcev. Ker povprecje meritev QCp vzorcev 3. dne validacije odstopa od to¢ne vrednosti

vec kot 15 %, merjenje koncentracij OXCBZ s pomoc¢jo metode ni dovolj to¢no.

Preglednica XVII1: To¢nost preracunanih koncentracij vseh QC vzorcev CBZ za vse tri

dni validacije.
QCy (1,13 pg/ml) QC (5,63 pg/ml) QCh (26,3 pg/ml)
CBz Cizracu Cizracu Cisatu
PR toénost (%) PR toénost (%) PR tognost (%)
(ng/ml) (ng/ml) (pg/ml)
1,19 105,9 5,33 94,7 25,6 97,4
1,14 101,7 5,42 96,3 26,4 100,7
1,05 93,3 5,46 97,1 28,4 108,2
1. dan
1,07 95,5 5,55 98,7 26,4 100,5
1,05 93,5 5,36 95,4 25,1 95,6
1,04 92,8 5,46 97,1 26,4 100,5
povprecje 1,09 97,1 5,43 96,6 26,4 100,5
1,17 104,3 5,55 98,7 25,8 98,3
1,20 106,4 5,40 96,0 26,4 100,5
1,02 90,5 5,59 99,5 27,6 105,2
2. dan
1,03 91,8 5,50 97,7 26,9 102,6
1,04 92,5 5,37 95,5 26,6 101,4
1,04 92,1 5,32 94,6 26,7 101,7
povprecje 1,08 96,3 5,46 97,0 26,7 101,6
1,13 100,5 5,40 96,0 26,5 101,1
1,03 91,2 5,20 92,5 25,8 98,5
1,04 92,1 5,53 98,3 25,6 97,5
3. dan
1,01 89,7 5,52 98,2 25,3 96,6
0,97 86,0 5,31 94,5 26,2 100,0
1,09 97,3 5,42 96,3 25,7 98,0
povprecje 1,04 92,8 5,40 96,0 25,9 98,6

Pri CBZ so bile vse vrednosti QC vzorcev znotraj zahtevanih meja za to¢nost.

48




MARTIN MIKELJ — Magistrska naloga

Preglednica XIX: To¢nost preracunanih koncentracij vseh QC vzorcev DihidroCBZ za

vse tri dni validacije.

QC. (0,75 pg/ml) QCy (3,75 pg/ml) QCq (17,5 pg/ml)
DihidroCBZ Cisracun Cizracun Cizraun
tocnost (%) tocnost (%) tocnost (%)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

0,65 86,5 3,64 97,1 18,2 103,9

0,63 84,4 3,71 99,1 18,8 107,7

0,58 77,9 3,76 100,2 18,1 103,7

L dan 0,76 1015 3,79 101,1 188 107,3
0,59 78,2 3,64 97,2 17,9 102,0

0,55 729 3,68 98,3 18,8 107,4

povprecje 0,63 - 3,71 98,8 18,4 105,3
0,80 106,7 3,72 99,2 17,3 98,8

0,85 1131 3,63 96,9 17,8 101,4

> dan 0,70 933 3,75 99,9 18,5 105,6
0,68 90,2 3,67 97,8 18,1 103,4

0,68 90,9 3,62 96,5 17,9 102,4

0,68 90,5 3,60 96,1 18,0 1031

povpredje 0,73 97,4 3,67 97,7 17,9 102,4
0,81 108,6 3,70 98,7 17,6 100,8

0,81 107,4 3,61 96,1 17,2 98,2

5 dan 0,80 106,7 3,71 98,9 17,0 97,3
0,72 95,6 3,67 98,0 17,0 97,0

0,66 87,9 3,82 101,7 17,4 99,5

0,84 1116 3,71 99,0 17,2 98,3

povpredje 0,77 103,0 3,70 98,7 17,2 98,5

Preveliko odstopanje je bilo pri QC. vzorcih DihidroCBZ v 1. dnevu validacije. Kar 4
meritve so odstopale vec€ kot 15 % od to¢ne vrednosti in posledi¢no tudi njihovo povprecje.
To se v naslednjih dveh dneh ni ponovilo. Drugi QC vzorci so ustrezali zahtevani to¢nosti.

Kljub temu ne moremo reci, da je metoda dovolj to¢na za merjenje koncentracije EpoCBZ.

Ce sestejemo vse meritve skozi vse tri dni validacije, ugotovimo, da zahtevam za to¢nost
metode ustrezajo LiCBZ, EpoCBZ in CBZ. Pri OxCBZ je zelo odstopalo povprecje
meritev QC vzorcev 3. dne validacije, kar 37,7 % od to¢ne vrednosti. Pri DihidroCBZ je
odstopalo povpre¢je meritev QC vzorcev 1. dne validacije, in sicer 16,4 %. Pri OXCBZ so
bile neustrezne meritve posledica delnega prekrivanja vrha analita s koelucijami. Razloga
zakaj je pri meritvah DihidroCBZ iz 1. dne validacije prislo do toliko neustreznih meritev,
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nismo nasli. Na podlagi vseh rezultatov vidimo, da to¢nost metode ustreza kriterijem FDA

za LICBZ, EpoCBZ in CBZ, za OxCBZ in DihidroCBZ pa ne.

5.2.4 Ponovljivost znotraj dneva in med dnevi

Ponovljivost je v preglednicah XX - XXV izrazena kot RSD, ki smo jo izracunali po
enacbi 3. Metoda zahteva kriterijem za ponovljivost, ¢e nobena od RSD vrednosti ne

odstopa za vec kot 15 %.

Preglednica XX: Ponovljivost izra¢unanih koncentracij QC vzorcev LiCBZ znotraj dneva

za vse tri dni validacije.

1. dan 2. dan 3. dan

LiCBZ C C izragun SD RSD | Cizracun ) RSD | € izragun SD RSD

(ng/ml) | (pg/ml) (%) | (ug/ml) (%) | (ug/ml) (%)
QCL | 150 | 1,42 0,09 | 7,02 | 1,43 0,14 (10,1| 1,35 0,07 |5,47

QCm | 7,50 7,39 0,20 2,69 7,31 0,14 |189| 722 0,17 |2,42

QCH 35,0 34,8 0,77 2,20 35,1 081 [2,30| 34,6 062 |1,78

Ponovljivost meritev znotraj dneva je bila pri vseh QC vzorcih LiCBZ znotraj zahtevanega

obmodja. Najvecje odstopanje je bilo 10,1 % pri QC vzorcu v 2. dnevu validacije.

Preglednica XXI: Ponovljivost izracunanih koncentracij QC vzorcev EpoCBZ znotraj

dneva za vse tri dni validacije.

1. dan 2. dan 3. dan

EpoCBZ C C izracun SD RSD | € izracun SD RSD | € izragun SD RSD

(ng/ml) | (ug/mi) (%) | (ug/ml) (%) | (ug/ml) (%)

QCL 0,75 0,80 0,04 |5,02| 0,68 0,05 [6,96| 0,66 0,06 | 8,65

QCwm 3,75 3,89 0,17 437 3,32 0,15 |4,54| 3,50 0,11 | 3,04

QCq 17,5 17,5 112 |6,40| 159 055 |345| 173 0,36 | 2,06

Ponovljivost meritev znotraj dneva je pri vseh QC vzorcih EpoCBZ znotraj zahtevanega

obmodja. Najvecje odstopanje je bilo 8,65 % pri QC vzorcu v 3. dnevu validacije.
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Preglednica XXI1: Ponovljivost izracunanih koncentracij QC vzorcev OxCBZ znotraj

dneva za vse tri dni validacije.

1. dan 2. dan 3. dan
OXCBZ[ C [Cimen| o | R0 |Cimam| o |RO|Comam| o |RSD
(ng/ml) | (ng/ml) (%) | (ug/ml) (%) | (ng/ml) (%)
QC_L | 1,50 | 146 006 | 418 | 1,40 0,18 |12,7| 2,07 0,20 |981
QCwv | 7,50 | 6,60 049 | 7,35 | 7,04 0,22 |3,05| 7,38 045 |6,11
QCh | 350 | 332 1,26 | 3,79 | 346 161 |465| 345 1,13 [3,29

Ponovljivost meritev znotraj dneva je bila pri vseh QC vzorcih OXCBZ znotraj 15 %.

Najvecje odstopanje je bilo 9,81 % pri QC vzorcu v 3. dnevu validacije.

Preglednica XXII1: Ponovljivost izrac¢unanih koncentracij QC vzorcev CBZ znotraj dneva

za vse tri dni validacije.

1. dan 2. dan 3.dan
CBZ | ¢ | Cisacun oo | RSP C izracun oo | RSP C izracun s | P
(ng/ml) | (pg/ml) (%) | (ng/ml) (%) | (ng/ml) (%)
QC.L | 1,13 1,09 0,06 5,59 1,08 0,08 7,39 1,04 0,06 | 5,66
QCwm | 5,63 5,43 0,08 1,46 5,46 0,11 1,98 5,40 0,12 | 2,30
QCH | 26,3 26,4 1,13 4,30 26,7 0,60 2,24 25,9 0,44 | 1,70

Ponovljivost meritev

zahtevanega obmocja

validacij

€.

znotraj dneva je bila pri vseh QC vzorcih OxCBZ znotraj

. Najvecje odstopanje je bilo 7,39 % pri QC._ vzorcu v 2. dnevu

Preglednica XXIV: Ponovljivost izra¢unanih koncentracij QC vzorcev DihidroCBZ

znotraj dneva za vse tri dni validacije.

. 1. dan 2. dan 3. dan
Dihidro _ _ —
CBZ C C izracun SD RSD | C izracun sD RSD | C izracun sD RSD
(ng/ml) | (ug/ml) (%) | (ug/ml) (%) | (ug/ml) (%)
QCL 0,75 0,63 0,08 | 12,0 0,73 0,07 10,2 0,77 0,07 | 8,93
QCwm 3,75 3,71 0,06 |1,63 3,67 0,06 1,57 3,70 0,07 1,84
QCH 17,5 18,4 0,42 | 2,30 17,9 0,39 2,20 17,2 0,25 1,44
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Ponovljivost meritev znotraj dneva je bila pri vseh QC vzorcih DihidroCBZ znotraj

zahtevanega obmocja. Najvecje odstopanje je 12,0 % pri QC vzorcu v 1. dnevu validacije.

Preglednica XXV: To¢nost in ponovljivost med dnevi.

C C izracun
(ng/ml) | (ng/ml)
QC. 1,50 1,40 7,75
LiCBZ QCw 7,50 7,30 2,43
QCh 35,0 348 2,09
QC. 0,75 0,72 11,1
EpoCBZ QCw 375 3,57 7,79
QCh 175 16,9 6,09
QC. 1,50 1,64 209
OXCBZ QCw 7,50 7,01 7.13
QCh 35,0 34,1 4,18
QC. 1,13 1,07 6,23
CBZ QCw 5,63 5,43 1,88
QCh 26,3 26,3 3,07
QC. 0,75 0,71 131
DihidroCBZ| QCy 375 3,69 1,66
QCh 175 17,9 3,40

RSD (%)

V preglednici XXV imamo podane rezultate za tocnost povprec¢nih vrednosti QC vzorcev
vseh tri dni validacije. Poleg tega smo izracunali tudi ponovljivost med dnevi, ki je pri
skoraj vseh QC vzorcih znotraj zahtevanega 15-odstotnega odstopanja od to¢ne vrednosti.
Z 20,9-odstotnim odstopanjem zahtevam za ponovljivost med dnevi ne ustreza edino QC.

vzorec OXxCBZ. Ponovljivost metode, razen pri OXCBZ, ustreza kriterijem FDA.

5.2.5 lzkoristek ekstrakcije

Pri izraunu deleZa ekstrakcije analitov nismo upostevali meritev QC, vzorcev pri OxCBZ
iz 1. dne validacije, saj je njihovo povprecje precej odstopalo od drugih dveh QC vzorcev,
poleg tega je visoka tudi njihova RSD vrednost (15,3 %). Razlog za visoko vrednost RSD

so bile motece koelucije, ki so imele en dan precej vecji vpliv na kvantifikacijo meritev
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OxCBZ kot v preostalih dneh validacije. Tudi pri QC_ vzorcih EpoCBZ je opazno
precejS$nje odstopanje povprecja od drugih dveh vrednosti, ampak je RSD majhen, zato
smo rezultat upostevali. Povprecje ekstrakeij je bilo pri LICBZ 82,2 %, pri EpoCBZ 81,7
%, pri CBZ 82,8 % in pri DihidroCBZ 81,8 %. Precej manjse je bilo povprec¢je pri OxCBZ,
in sicer samo 46,2 %.

Preglednica XXVI: Izkoristek ekstrakcije analitov iz DBS papirckov.

LiCBZ EpoCBZ OxCBZ CcBz DihidroCBZ
povprecje | RSD | povprecje | RSD | povprecje | RSD | povpre¢je | RSD | povpreéje | RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
QC, 75,6 7,52 97,3 4,77 56,7* 15,3 80,4 511 81,8 8,13
QCwm 83,6 4,70 75,3 6,61 455 8,09 81,9 4,41 82,2 5,05
QCx 87,4 1,54 72,4 5,59 47,0 6,37 86,0 2,69 85,5 1,74

povprecje

) 82,2 7,75 81,7 14,8 46,2 151 82,8 4,99 83,2 5,79
0

* Neupostevana vrednost.

5.2.6 Stabilnost

Preverili smo post preparativno stabilnost vzorcev 12 h in 24 h po ekstrakciji ter
dolgoro¢no stabilnost analitov na filtrirnih papirckih pri treh razlicnih temperaturah.
Dolgoro¢no stabilnost smo ugotovili tako, da smo vzorce 4 tedne hranili pri -20 °C, pri
sobni temperaturi in pri 40 °C, ter jih vsak teden analizirali.

Preglednica XXVII: Post preparativna stabilnost vzorcev pripravljenih za kromatografsko
analizo 12 h in 24 h po ekstrakciji.

LiCBZ EpoCBZ OxCBz CBz DihidroCBZ

Cizrazun toc¢nost Cizratun toc¢nost Cizrazun toc¢nost Cizrazun tocnost Cizratun tocnost

(ugml) | (%) | (ug/ml) | (%) | (ug/ml) | (%) | (ug/ml) | %) | (ug/ml) | (%)
QCL

" 1,50 100,3 0,75 100,3 1,40 93,3 1,11 98,9 0,83 110,9
12
QCwm

7,24 96,5 3,66 97,6 7,95 106,0 541 96,2 3,69 98,5
12h
QCx

X 34,3 97,9 17,3 99,0 33,7 96,3 25,7 98,1 17,2 98,3
12
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C
QC 1,42 94,4 0,69 92,7 1,35 90,2 1,09 97,2 0,79 105,0
24 h
QCw
7,26 96,8 3,71 99,0 7,90 105,3 5,38 95,6 3,67 97,9
24 h
Qc,
X 34,2 97,8 17,3 98,8 33,6 95,9 25,7 98,1 17,2 98,2
24

Tocnost QC vzorcev je med 90,2 % in 110,9 %, kar ustreza pogojem za ustrezno to¢nost.
Vsi vzorci pripravljeni za kromatografsko analizo so bili stabilni najmanj 24 h po

ekstrakciji.

Preglednica XXVIII: Dolgoro¢na stabilnost LiCBZ. To¢nost povpre¢nih vrednosti QC

vzorcev in ponovljivost meritev.

0. teden 1. teden 2. teden 3. teden
. C
LICBZ g toénost RSD to¢nost RSD to¢nost RSD to¢nost RSD
pg/m
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

-20°CQC_ | 1,50 93,6 0,35 97,9 4,95 94,5 11,0 92,3 8,17

-20°CQCy | 35,0 100,5 0,52 101,2 0,63 97,8 1,61 99,0 2,72

RT QC._ 1,50 93,6 0,35 97,0 2,86 91,9 3,69 92,1 1,14

RT QCy 35,0 100,5 0,52 102,4 2,16 97,8 3,13 96,3 1,44

40°CQC_ | 1,50 93,6 0,35 98,5 8,56 103,8 2,86 115,6 5,51

40°CQCy | 350 100,5 0,52 100,0 2,02 93,9 2,62 94,7 2,16

Kot vidimo iz preglednice XXVIII je LICBZ stabilen v vseh razmerah, tudi pri temperaturi
40 °C, kjer Sele v 3. tednu povprecje QCL vzorcev ne ustreza zahtevam tocnosti, Saj

odstopa vec kot 15 % od to¢ne vrednosti.

Preglednica XXIX: Dolgoro¢na stabilnost EpoCBZ. Tocnost povprecnih vrednosti QC

vzorcev in ponovljivost meritev.

0. teden 1. teden 2. teden 3. teden
C
EpoCBZ (g to¢nost | RSD | to¢nost | RSD | to¢nost | RSD | to¢nost | RSD
ug/m
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

-20°CQC_ | 0,75 95,0 5,85 85,1 10,1 - 115 96,6 8,33

-20°CQCy | 175 93,2 1,66 95,2 1,78 90,4 1,66 103,8 4,39

RT QC._ 0,75 95,0 5,85 87,2 1,07 - 1,26 100,6 4,86

RT QCy 17,5 93,2 1,66 98,8 4,10 90,8 4,33 85,5 4,50
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40°C QC,_

0,75

95,0

5,85

86,4

9,04

111,4

6,57

40°C QCy

17,5

93,2

1,66

90,4

4,02

2,01

1,57

Iz preglednice XXIX je razvidno, da je bil EpoCBZ pri temperaturi 40 °C stabilen samo en

teden. Kasneje so bili skoraj vse vrednosti QC vzorcev izven zahtevanega obmocja

to¢nosti. PreseneCajo pa rezultati to¢nosti QC vzorcev pri dugih dveh temperaturah.

Toc¢nost QC vzorcev v 1. in 2. tednu analize je bila na spodnji meji oziroma jo je

prekoracila. Naslednji teden so bili rezultati pri tej temperaturi spet vsi znotraj zahtevanega

obmodja za to¢nost. Razlog za to je, da je verjetno prislo do prekrivanja vrha EpoCBZ z

mote¢imi koelucijami na kromatogramu.

Preglednica XXX: Dolgoro¢na stabilnost OXCBZ. Toc¢nost povprecnih vrednosti QC

vzorcev in ponovljivost meritev.

0. teden 1. teden 2. teden 3. teden
OxCBZ (ug(;ml) to¢nost | RSD to¢nost RSD toénost RSD toénost RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
-20°CQC_ | 1,50 95,1 12,5 - 13,9 87,3 18,8 105,4 4,77
-20°C QCy | 35,0 99,8 1,40 103,6 3,19 95,2 2,84 96,4 5,34
RT QC. 1,50 95,1 12,5 102,6 9,97 92,6 6,20 - 2,86
RT QCy 35,0 99,8 1,40 103,3 3,63 92,9 3,06 85,0 1,65
40°CQC._ | 1,50 95,1 12,5 105,5 111 108,1 1,62 - 6,06
40°C QCy | 35,0 99,8 1,40 97,7 3,34 84,3 4,14 79,9 1,76

Stabilnost OxCBZ je bila dobra pri sobni temperaturi in nekoliko slabsa pri -20 °C. Pri

obeh temperaturah smo imeli po en primer, ko QC, vrednosti precej odstopajo navzgor.

Razlog za to je prekrivanje vrtha OxCBZ z mote¢imi koelucijami na kromatogramu. Pri 40

°C je bil OxCBZ stabilen en teden, nato so vrednosti padle pod dovoljeno mejo.

Preglednica XXXI: Dolgoro¢na stabilnost CBZ. Toc¢nost povpre¢nih vrednosti QC

vzorcev in ponovljivost meritev.

0. teden 1. teden 2. teden 3. teden
CBzZ (ug(/:ml) to¢nost | RSD tocnost RSD tocnost RSD to¢nost RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
-20°CQC_ | 1,13 100,6 7,44 97,0 6,26 95,4 11,4 91,6 8,14
-20°CQCy | 26,3 101,7 0,61 102,2 0,67 98,8 1,93 98,2 2,28
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RT QC, 1,13 100,6 7,44 98,8 4,06 94,4 3,92 97,4 2,35

RT QCy 26,3 101,7 0,61 103,4 2,15 98,6 3,24 95,6 1,45

40°CQC, | 1,13 | 100,6 7,44 103,5 7,86 111,6 3,10 1223 2,75

40°CQCy | 26,3 101,7 0,61 101,3 2,08 94,5 2,65 94,6 2,36

V preglednici XXXI so vse vrednosti QC vzorcev CBZ pri sobni temperaturi in -20 °C
znotraj zahtevane tocnosti, zato lahko recemo, da je CBZ pri teh temperaturah stabilen.

Tudi pri 40 °C je priSlo do odstopanja QC| vzorcev $ele v tretjem tednu.

Preglednica XXXII: Dolgoro¢na stabilnost DihidroCBZ. To¢nost povprecnih vrednosti

QC vzorcev in ponovljivost meritev.

- 0. teden 1. teden 2. teden 3. teden
Dihidro C

toCnost RSD to¢nost RSD toc¢nost RSD to¢nost RSD

(ng/ml)
CcBz He (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

-20°CQC_ | 0,75 96,7 9,09 94,9 7,37 92,0 10,1 89,7 12,8

-20°CQCy | 175 100,9 1,85 104,7 1,57 99,6 1,70 98,8 1,84

RT QC._ 0,75 96,7 9,09 94,5 6,61 85,6 7,25 87,9 5,04

RT QCy 17,5 100,9 1,85 104,5 2,45 99,5 3,09 96,0 1,41

40°CQC_ | 0,75 96,7 9,09 91,9 11,7 89,7 12,1 87,3 8,09

40°CQCy | 17,5 100,9 1,85 101,8 2,56 94,8 291 94,0 2,39

Pri pregledu zgornje tabele takoj ugotovimo, da tocnost QC vzorcev DihidroCBZ pri vseh
temperaturah pada iz tedna v teden. Kljub temu so $e v 3. tednu vse vrednosti QC vzorcev

znotraj predpisanih meja to€nosti in ponovljivosti.
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6 SKLEP

Namen magistrske naloge je bil razvoj nove analizne metode za ugotavljanje OxCBZ,
CBZ, LiCBZ, EpoCBZ in DihidroCBZ s pomoc¢jo tehnike vzoréenja DBS. Metoda je
namenjena za TDM bolnikov, ki za zdravljenje delnih epilepti¢nih in generaliziranih
toni¢no - kloni¢nih napadov jemljejo zdravila z u¢inkovino OxCBZ, Ki je predzdravilo z
aktivno obliko LiCBZ ali CBZ.

Kromatogafsko metodo smo razvili na koloni Luna 5u, Phenyl-Hexyl, ki smo jo segreli na
55 °C. MF je bila sestavljena iz MeOH in 25 mM KH,PQO, s pH 3,0 v razmerju 50:50 (v/v).
Volumen injiciranja je bil 50 pl. Imeli smo izokratsko elucijo, pretok MF je bil 1,0 ml/min.
Detekcija z DAD detektorjem tipa UV/VIS je potekala pri valovni dolzini 215 nm.

Pri razvoju metode smo se sooc€ili z dvema vecjima tezavama. Prva je bila nizek izkoristek
ekstrakcije OXCBZ iz DBS papircka. Izboljsali smo ga z uporabo zmesi topil ACN/H,0 v
razmerju 4/1 (v/v) z dodatkom 0,5 % FA. Druga tezava je bila prisotnost motec¢ih koelucij
pri retencijskih ¢asih EpoCBZ in OxCBZ. IzboljSano separacijo vrhov smo poskusali
doseci s spreminjanjem ekstrakcijskih in kromatografskih razmer, vendar nam to ni uspelo.
Kljub pomanjkljivosti metode smo jo validirali po smernicah FDA. Preverjali smo
selektivnost, to¢nost, ponovljivost, mejo kvantifikacije, linearnost, izkoristek ekstrakcije
ter stabilnost. Koncentracijska obmoc¢ja, ki smo jih analizirali so bila 0,50 do 40,0 pug/ml za
LiCBZ ter OxCBZ, 0,38 do 30,0 pg/ml za CBZ in 0,25 do 20,0 pg/ml za EpoCBZ ter
DihidroCBZ. Selektivnost zaradi motec¢ih koelucij ni bila dovolj dobra. Linearnost je bila
ustrezna pri izbranih koncentracijskih obmoc¢jih vseh spojin. Vrednost LLOQ je bila pri
LiCBZ in DihidroCBZ 0,50 pg/ml, pri CBZ 0,38 pg/ml, pri EpoCBZ ter OXCBZ pa zaradi
motecih koelucij 2,50 pg/ml in 10,0 pg/ml. Zahtevam za to¢nost metode SO ustrezali
LiCBZ, EpoCBZ in DihidroCBZ. Z 20,9-odstotnim odstopanjem zahtevam za ponovljivost
med dnevi ni ustrezal edino QC, vzorec OXCBZ. Drugi vzorci so ustrezali kriterijem FDA
za ponovljivost znotraj dneva in med dnevi. Izkoristek ekstrakcije je bil pri LICBZ 82,2 %,
pri EpoCBZ 81,7 %, pri OxCBZ 46,2 %, pri CBZ 82,8 % in pri DihidroCBZ 81,8 %.
Vzorci so pri 5 °C stabilni tudi 24 h po ekstrakciji, najboljse razmere za shranjevanje DBS
vzorcev pa so pri sobni temperaturi. Vsi analiti so bili stabilni vsaj tri tedne, razen OxCBZ,
Ki je bil stabilen dva tedna.

Nacrtovali smo $e test vpliva koncentracije hematokrita na odzive analitov. Za to se nismo

odlocili, ker metoda ni bila dovolj selektivna, to¢na in ponovljiva za vse analite.
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Kljub temu je razvita metoda primerna za analizo LiCBZ v koncentracijskem obmocju
0,50 do 40,0 pg/ml in za analizo CBZ v obmo¢ju 0,38 do 30,0 pg/ml. Da bi bila primerna
za analizo EpoCBZ, OxCBZ ter DihidroCBZ bi lahko poskusili s spreminjanjem
kromatografije. Se bolj smiselno bi bilo dodatno ¢igcenje vzorca po ekstrakciji. Poskusili bi
lahko tudi z analizo na MS/MS. Poleg tega bi morali namesto kloramfenikola poiskati
ustreznejsi IS, ki bi bil popolnoma lo¢en od kromatografskih vrhov analitov. Za boljSo
lo¢itev vrhov kloramfenikola in EpoCBZ bi lahko poskusili tudi z gradientno elucijo,

vendar bi morali poskrbeti, da se ¢as analize ne bi prevec podaljsal.
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