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Uvod

Terapeutické monitorovani 1ékii (TDM) slouzi ke
kontrole t¢inkl podanych 1ékti a pouziva se hlavné tehdy,
je-li méritelnost G¢inku 1éku obtiznd. Mezi monitorované
léky patii pfedev$im antiepileptika (AEP), které maji tizké
terapeutické rozmezi a je u nich prokazana piima zavislost
G¢inku na koncentraci v krvi' . Prvni AEP (fenobarbital,
fenytoin) se objevila v klinické praxi v roce 1900. Stano-
veni jejich sérovych koncentraci se stalo rutinni zalezitosti
okolo roku 1960 po zavedeni vhodnych analytickych me-
tod. U nas se zaCala AEP analyzovat pozd¢ji, zhruba od
80. let 20. stoleti* ™.

Béhem posledniho desetileti bylo uvedeno na trh né-
kolik novych AEP tfeti generace, mezi néz patii i lamotri-
gin (LAM)’. LAM byl poprvé podan v Evropé v roce 1991
a v USA v roce 1994 (cit.®). LAM, 3,5-diamino-6-(2,3-di-
chlorofenyl)-1,2,4-triazin, je Sirokospektralni AEP, které
se pouziva v monoterapii nebo v kombinacich s ostatnimi
AEP. V dob¢ zavedeni do klinické praxe se predpokladalo,
ze TDM nebude nutné, ale pozdé&ji se ukazalo, ze LAM
mize ve vyssich koncentracich vyvolavat zachvaty podob-
né jako jina AEP. Vzhledem k tomu, Ze néktera AEP mo-
hou ovliviiovat metabolismus LAM a snizovat jeho kon-
centraci v séru (napf. fenytoin, karbamazepin, barbituraty)
nebo naopak zvySovat jeho koncentraci v séru
(pfedevsim kyselina valproova), je stanoveni hladin jed-
notlivych AEP nutné a vyznamné pfispiva ke zlepSeni
1é¢by epilepsie’.

Na zakladé preklinickych dat bylo navrzeno terapeu-
tické rozmezi 1-4 mg I"". Nicméné mnoho pacientti vyza-
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duje na kompenzaci kieCovych stavii vyssi koncentrace.
Nové terapeutické rozmezi 3—14 mg 1™ navrhl Morris
v rl%ce 2000 na zaklad¢ svych zkusenosti s TDM epilepti-
ki,

Stanoveni LAM v séru je popsano riznymi autory.
Nejvic praci se tykd chromatografickych metod. Ke stano-
veni hladiny LAM byla pouZita metoda HPLC (cit.”''""%)
i GC (cit."*™).

Z elektromigracnich metod se ke stanoveni LAM
v biologickych tekutinach pouzila micelarni elektrokinetic-
ka kapilarni chromatografie (MECC)*"**, kapilarni elek-
trochromatografie (CEC)*' > a kapilarni zénova elektrofo-
réza (CZE)*.

V posledni dobé 1ze tedy sledovat nartst publikaci
tykajici se analyzy 1€kt v biologickém materialu, prede-
v3im v séru a mo&i*' . T kdyz elektromigratni metody
nachazeji uplatnéni pfedevSim v biochemii, v analyze Zi-
votniho prosttedi a v analyze potravin, zainaji se
v posledni dobé pouzivat i v TDM, to je v problematice,
ktera jest¢ donedavna nebyla jejich typickou aplikacni
oblasti. Chromatografickym metodam mohou konkurovat
rychlejsi analyzou a jednodussi extrakcei vzorku pfi zacho-
vani stejné citlivosti.

Cilem prace bylo vypracovat podminky pro separaci,
identifikaci a kvantifikaci LAM v séru novou metodou on-
line spojenim kapilarni izotachoforézy a kapilarni zénové
elektroforézy (ITP-CZE), validovat ji a vysledky realnych
vzorkl od pacientd porovnat s vysledky rutinné¢ pouzivané
HPLC.

Experimentalni ¢ast
Pouzité ptistroje a zatizeni pro ITP-CZE

Me¢éteni probihalo na elektroforetickém analyzatoru
EA 101 (Villa-Labeco, Spisskd Nova Ves, SR)
v dvoukolonovém uspotadani (pfedseparacni teflonova
kapilara 110 mm x 0,8 mm; analyticka teflonova kapilara
90 x 0,3 mm) s UV detekci pti 254 nm. Pouzity hnaci
proud byl v predseparacni kapilate 200 pA a v analytické
40 pA. Sbér dat a vyhodnoceni vysledkt bylo provedené
pocitacovym programem dodanym s analyzatorem EA
101. Analyzy se provadély v kationtovém modu s pfimym
nastfikem vzorku (30 pl), pfi laboratorni teplot¢ a délka
analyzy byla 20 min.

Chemikalie, roztoky a pfiprava elektrolytl

K ptipravé elektrolyt a mobilni faze byl pouzit ace-
tonitril a methanol, (oba gradientové Cistoty pro kapalino-
vou chromatografii, Merck, Darmstadt, Némecko), voda
Milli-Q kvality a voda pro HPLC, g-aminokapronové ky-
selina, morfolinethansulfonova kyselina a triethylamin p.a
(Aldrich, Buchs, Svycarsko). Jako vnitini standard pti
HPLC slouzila ethyl(p-tolyl)barbiturova kyselina (Aldrich,
Buchs, Svycarsko). Kyselina fosfore¢na p.a., dihydrofos-



Chem. Listy 103, 166—171 (2009)

forecnan sodny p.a. a diethylether byly vyrobky Lachemy
(Brno, CR). Lamotrigin byl ziskan od firmy Glaxo Well-
come (Velka Britanie). Sérum od neuzivajiciho darce bylo
z transfuzniho oddéleni Fakultni nemocnice Ostrava
(FNO) od zdravého darce bez medikace. Séra pochazela
od pacientll z neurologickych oddéleni a z neurologickych
ambulanci, ktera jsou rutinnd méfena v Ustavu klinické
farmakologie (UKF) FNO v ramci TDM antiepileptik

U ITP se pouzivaji dva zakladni elektrolyty, vedouci
(VE) a koncovy (KE). VE u analyzy kationtli obsahuje
kation s nejvyssi pohyblivosti z celé separované smési,
dale protiion opaného znaménka, ktery zajiStuje béhem
analyzy definované pH. Naproti tomu koncovy elektrolyt
obsahuje ion, ktery ma niz§i pohyblivost nez kterykoliv ze
separovanych iontll. Vzorek se vnasi mezi tyto dva elekt-
rolyty. Po zapnuti stejnosmérného napéti se jednotlivé
slozky déli podle svych pohyblivosti. CZE vyuziva sepa-
racni kapilaru naplnénou zakladnim elektrolytem, ktery ma
v celém systému stejné slozeni i koncentraci. Rozpusténé
slozky disociuji v zavislosti na pH zékladniho elektrolytu.
Tonty jsou separované v disledku rozdilnych pomérd na-
boje ku hmotnosti. Nejprve migruji nejmensi kationty
s nejvetsim nabojem, pricemz rychlost se sniZuje se snizu-
jicim se nabojem. Déle migruji neutralni latky a potom
anionty s nejniz§im nabojem, nakonec migruji malé a vice
nabité anionty.

K ptipravé elektrolytli se pouzila deionizovand voda
Milli-Q kvality. Vedouci elektrolyt (VE) obsahoval
10 mM vodny roztok amoniaku, 20 mM morfolinethansul-
fonovou kyselinu a 10% vodny roztok methanolu; konco-
vy elektrolyt (KE) pak 5 mM e-aminokapronovou kyseli-
nu, 5 mM morfolinethansulfonovou kyselinu a 15% vodny
roztok methanolu a nosny elektrolyt 25 mM eg-amino-
kapronovou kyselinu, 25 mM morfolinethansulfonovou
kyselinu, 0,1% (hydroxypropyl)methylcelulosu a 10%
vodny roztok methanolu. (Hydroxypropyl)methylcelulosu
jsme do elektrolytii pfidali kvili snizeni naboje vnitini
stény a zvySeni viskozity elektrolytu, coz vede k zaostieni
rozhrani mezi zoénami.

Ptiprava vzorki pro izotachoforetickou analyzu

K otestovani vhodnych podminek pro analyzu ITP-
ITP se vyzkousely dvé ptipravy vzorku. Prosté fedéni séra
sLAM (50 mgl1™") nebo extrakce do diethyletheru.
V prvnim ptipadé byl vzorek séra v mnozstvi 0,5 nebo
1 ml doplnén vodou Milli-Q kvality na 10 ml, ve druhém
se provedla extrakce diethyletherem. K 200 pl séra s LAM
(50 mg I se pridal 1 ml diethyletheru, obsah se michal
na laboratornim mixéru a centrifugoval po dobu 3 min pfi
4000 ot min'. Poté se odebrala horni etherova vrstva a
ether se odpatil fénem. Odparek se rozpustil ve 200 pl
vody a 20 pl se nadavkovalo mikrostfikackou typu Hamil-
ton do pfistroje.

Pro systém ITP-CZE se vzorek pfipravoval fedénim.
100 pl séra s LAM (100 mg 1) se v odmérné batice dopl-
nilo na 10 ml deionizovanou vodou a vzorek se pfimo
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davkoval do pfistroje. Kazdy vzorek se analyzoval dva-
krat.

Ze zéasobniho roztoku LAM v methanolu (o koncent-
raci 200 mg I™") se piipravovaly vzorky pro validaci meto-
dy o rizné koncentraci LAM tak, aby kazdy vzorek byl
pfipraven v séru od neuzivajiciho déarce. Linearita byla
hodnocen4 7 kalibra¢nimi body (0,005-0,20 mg 17"). Pres-
nost a spravnost metody se zjistila opakovanym stanove-
nim (n=6) vzorku s tfemi rdznymi koncentracemi LAM
(0,01; 0,07 a 0,2 mg1"' LAM v 100x ziedéném séru od
neuzivajiciho darce), ptficemz vzorky byly analyzovany
v prubéhu jednoho dne. U vSech tfi koncentraci se kazdy
vzorek (n = 6) pripravil aplnym postupem.

Metoda kapalinové chromatografie

50 ul vzorku séra se pipetovalo do zkumavek
s vnitinim  standardem (ethyl-(p-tolyl)barbiturova kyseli-
na) a pfidalo se 50 pl 1 mol I"" hydrogenfosfore¢nanu sod-
ného a 1 ml diethyletheru. Obsah zkumavek se michal 30 s
v laboratornim mixéru a zkumavky se centrifugovaly po
dobu 3 min pfi 4000 otackach za minutu. Po centrifugaci
se odpipetovala horni etherova vrstva do zkumavek typu
Eppendorf a ether se odpatil pod fénem. Odparek se roz-
pustil ve 200 pl vody pro HPLC a 20 pl methanolu a tim
byl vzorek pfipraven pro chromatografickou analyzu. Kaz-
dy vzorek se analyzoval dvakrat.

HPLC systém byl vybaven binarni izokratickou pum-
pou P 1500, autosamplerem AS 1000 a detektorem UV
1000 s proménlivou vinovou délkou (Spectra System,
USA). K vlastni analyze se pouZzila chromatografickd ko-
lona SGX C18, 3 x 150 mm a velikost c¢astic 5 pum
(Tessek, Praha). Méteni probihalo pfi laboratorni teploté,
nastfikovany objem byl 20 pul a doba analyzy 20 min. Mo-
bilni fazi tvorila smés voda : acetonitril : methanol : tri-
ethylamin v poméru 72:23:5:0,1. Hodnota pH byla uprave-
na 1 mol I"" kyselinou fosfore¢nou na pH 7. Detekce se
provadéla pii 220 nm (cit.”).

Vysledky a diskuse
Vyvoj nové metody

Testovaly se vhodné podminky pro stanoveni LAM
v séru metodou ITP-CZE s UV detekci. Protoze jde o ba-
zické 1é¢ivo, méfeni probihalo v kationtovém modu. Ové-
fovaly se jednak riizné elektrolytové systémy a dvé elek-
tromigra¢ni metody (ITP-ITP a ITP-CZE). Ve spojeni
ITP-ITP s vodivostni a UV detekei se pouzivaly nasleduji-
ci elektrolyty (VE 10 mM octan amonny, 10 mM octova
kyselina, KE 5 mM octova kyselina). LAM se stanovil ve
zfedéném séru nebo se pred analyzou extrahoval ze séra
diethyletherem. Pfi analyze se ani v jednom systému neod-
délil LAM od sloZek matrice (pravdépodobné u zfedéného
séra byla prekrocena i separacni kapacita systému vlivem
velkého mnozstvi sodiku).
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Metoda ITP-CZE

Ze vsech testovanych systému byl prokazatelné nej-
lepsi systém ITP-CZE s UV detekci (254 nm) za pouziti
nasledujicich elektrolyti: VE (10 mM vodny roztok amo-
niaku, 20 mM morfolinethansulfonova kyselina, 10% vod-
ny roztok methanolu); KE (5 mM g-aminokapronova kyse-
lina, 5 mM morfolinethansulfonova kyselina, 15% vodny
roztok methanolu) a nosného elektrolytu (25 mM g-amino-
kapronova kyselina, 25 mM morfolinethansulfonové kyse-
lina, 0,1% (hydroxypropyl)methylcelulosa, 10% vodny
roztok methanolu). U vzorku séra s LAM zfedéného demi-
neralizovanou vodou byl LAM dostatecné oddélen od slo-
zek matrice. Pro rutinni pouziti je dulezité, aby se metoda
vyznacovala snadnou a rychlou pfipravou a malou spotie-
bou vzorku a chemikalii. 100 pl séra bylo v odmérmé ban-
ce dopInéno na 10 ml deionizovanou vodou. Vyhodou této
pfipravy je, ze lze jeSté snizit spotieba vzorku az na 10 pl
séra tim, ze se vzorek pfipravi do 1 ml deionizované vody
a davkuje se do pfistroje mikrostiikackou typu Hamilton.
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Obr. 1. Kalibra¢ni kFivka pro stanoveni LAM v séru metodou
ITP-CZE; VE 10 mM vodny amoniak, 20 mM morfolinethansul-
fonova kyselina, 10% methanol; KE 5 mM g-aminokapronova
kyselina, 5 mM morfolinethansulfonové kyselina, 15% methanol
a nosny elektrolyt 25 mM e-aminokapronova kyselina, 25 mM
morfolinethansulfonova kyselina, 0,1% hydroxypropylmethyl-
celulosa, 10% methanol. Hnaci proud v piedseparacni kapilare
200 mA a v analytické 40 mA; vodivostni detekce
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Obr. 2. Zaznam analyzy séra od neuZivajiciho darce metodou
ITP-CZE s UV detekei (254 nm); piky ze séra na zdznamu nein-
terferuji stanoveni LAM v séru. VE 10 mM vodny amoniak, 20
mM morfolinethansulfonova kyselina, 10% methanol; KE 5 mM
g-aminokapronova kyselina, 5 mM morfolinethansulfonova kyse-
lina, 15% methanol a nosny elektrolyt 25 mM e-aminokapronova
kyselina, 25 mM morfolinethansulfonova kyselina, 0,1% hydro-
xypropylmethylceluléza, 10% methanol. Hnaci proud v pied-
separacni kapilafe 200 mA a v analytické 40 mA; vodivostni
detekce

Validace metody ITP-CZE

Na zakladé sedmi bodové kalibrace bylo zjisténo, Ze
koncentra¢ni zavislost je linearni v rozmezi 0-200 mg 1™
(pro 100x zfedéné sérum od neuzivajiciho darce to pred-
stavuje 0-20 mg 1), coz zahrnuje terapeutické rozmezi
LAM (3-14 mg 1""). Regresni rovnice kalibragni k¥ivky je
y = 98,598, pficemz y predstavuje plochu piku v mVs a x
koncentraci v mg 1”'. Hodnota korelaéniho koeficientu (r =
0,998) je blizka hodnoté 1, coz potvrzuje dobrou linearitu
kalibrac¢ni zavislosti. Kalibra¢ni kiivka LAM je na obr. 1.

U vysledkii se vyhodnocoval primér (x), smérodatna
odchylka (SD), relativni smérodatna odchylka vyjadfena v
% jako variacni koeficient (VK), ktery charakterizuje ptes-
nost metody. Hodnota VK nepfekrocila 10 %. Spravnost
metody byla vyjadfena jako vytéznost R (%). Hodnota
vytéznosti byla v rozmezi 80-120 %. V tabulce I je uve-
den x, SD, VK a primér R.

Tabulka I

Presnost a spravnost metody ITP-CZE (n = 6)

¢(LAM) [mg 1] X SD VK [%] R [%]
1 1,09 0,11 9,88 109,1
7 7,55 0,38 4,99 107,8
20 22,7 1,38 6,11 113,4

¢ — koncentrace v mg 1"}, x — pramér, SD — smérodatna odchylka, VK — varia&ni koeficient, R — vyt&Znost
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Obr. 3. Zaznam analyzy séra metodou ITP-CZE s UV detekci
(254 nm); koncentrace LAM v séru 4,1 mg 1™ (pik & 2). VE
10 mM vodny amoniak, 20 mM morfolinethansulfonova kyselina,
10% methanol; KE 5 mM g-aminokapronovéa kyselina, 5 mM
morfolinethansulfonova kyselina, 15% methanol a nosny elektro-
lyt 25 mM g-aminokapronova kyselina, 25 mM morfolinethansul-
fonova kyselina, 0,1% hydroxypropylmethylceluloza, 10%
methanol. Hnaci proud v pfedseparacni kapilate 200 pA
a v analytické 40 pA; vodivostni detekce
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Obr. 4. Zaznam analyzy séra metodou ITP-CZE s UV detekci
(254 nm); koncentrace LAM v séru 12,2 mg 1" (pik &. 2). VE
10 mM vodny amoniak, 20 mM morfolinethansulfonova kyselina,
10% methanol; KE 5 mM e-aminokapronova kyselina, 5 mM
morfolinethansulfonova kyselina, 15% methanol a nosny elektro-
lyt 25 mM e-aminokapronova kyselina, 25 mM morfolinethansul-
fonova kyselina, 0,1% hydroxypropylmethylceluldéza, 10%
methanol. Hnaci proud v predseparacni kapilafe 200 pA
a v analytické 40 pA; vodivostni detekce

Limit detekce (LOD) byl na zakladé proméfeni nulo-
vé linie vypolten pomoci trojnasobné vysky Sumu
a z kalibra¢ni kfivky byla odeCtena odpovidajici koncent-
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Obr. 5. Zaznam analyzy séra s LAM (5,1 mg 1) metodou
HPLC s UV detekci (220 nm); kolona Separon SGX C 18,
S mm, (3 x 150 mm); UV detekce pii 220 nm; mobilni faze: ace-
tonitril:metanol:voda:TEA 23:5:72:0,1 (v/v/v), pH 7,0; prutok
mobilni faze 1 ml min™

ITP-LZE
30

20

20 a0
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Obr. 6. Grafické znazornéni korelace dvou metod (HPLC
a ITP-CZE) podle regresni analyzy podle Passinga a Babloka

race. Limit kvantifikace (LOQ) byl vypoc¢ten pomoci dese-
tinasobné vysky Sumu. Hodnoty LOD a LOQ jsou 0,25
a0,83mgl™.

Na obr. 2 je izotachoforeogram vzorku séra od neuzi-
vajiciho dérce. Ze zdznamu je ziejmé, ze za danych pra-
covnich podminek nerusi zadné jiné slozky ze séra, coz
potvrzuje selektivitu metody.
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Na obr. 3 a 4 jsou uvedeny izotachoforeogramy realnych
vzorkil (LAM 4,1 mg1™" a LAM 122mg1™") a na obr. 5 je
chromatogram séra s LAM o koncentraci 5,1 mg 1™".

Srovnani metody ITP-CZE s metodou HPLC

Novou ITP-CZE metodou se proméfilo 50 realnych
vzorkl a vysledky se srovnaly s témi, které byly ziskany
rutinni HPLC metodou. Regresni analyza podle Passinga
a Babloka ukazala, ze 95% interval spolehlivosti pro smér-
nici se pohyboval v rozmezi 0,89-1,03, coz potvrzuje, Ze
odchylka smérnice od 1 je statisticky nevyznamna a 95%
interval spolehlivosti pro usek na ose Y byl —1,73 az
+4,25, coz potvrzuje, Ze Gsek na ose Y je statisticky nevy-
znamny. Ob¢ metody tedy poskytuji v ramci zvolené
pravdépodobnosti (95% hladina vyznamnosti) shodné vy-
sledky. Vysledny graf je na obr. 6.

Zavér

Cilem prace bylo zavést a validovat novou elektromi-
gracni metodu na stanoveni LAM v séru, pro jeji ptipadné
rutinni pouziti v rimci TDM v UKF FNO. Po otestovani
systému ITP-ITP a ITP-CZE a n¢kolika riiznych elektroly-
t byla jako nejlepsi vybrana metoda ITP-CZE s UV de-
tekcei pfi 254 nm. Ve srovnani s HPLC je pfiprava vzorku
u metody ITP-CZE jednodussi a rychlejsi. Potfebné mnoz-
stvi séra k analyze se da snizit aZ na 10 pl, coZ je velmi
vyznamné zvlast pro TDM u déti. Obé metody jsou pfi-
blizné stejné Casové narocné. Vyhodou ITP-CZE jsou vy-
razn¢ niz§i provozni naklady na analyzu ve srovnani
s HPLC.

Metoda ITP-CZE vyhovuje vSem validaénim poza-
davkiim, jako je presnost, spravnost, linearita a selektivita
a ma piijjatelné LOD a LOQ. Metoda byla srovnana
s puvodni HPLC metodou pomoci regresni analyzy podle
Passinga a Babloka na zakladé proméfeni 50 realnych
vzorkl a zjistilo se, Ze mezi vysledky obou metod neexis-
tuje statisticky vyznamny rozdil.
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L. Budakova™, H. Brozmanova®, F. Kvasni¢ka®,
and M. Grundmann™® (“ Department of Clinical Phar-
macology, University Hospital Ostrava and Faculty of
Health Studies, University of Ostrava, Ostrava, b Depart-
ment of Food Preservation and Meat Technology, Institute
of Chemical Technology, Prague, © Department of Phar-
macology, Faculty of Medicine, Palacky University, Olo-
mouc): Determination of Lamotrigine by Isotachopho-
resis — Capillary Zone Electrophoresis

The aim of this work was to develop and validate
electrophoretic methods for the determination of a new
antiepileptic, lamotrigine (LAM). We tested the conditions
for analysis of LAM in blood serum by two capillary isota-
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chophoreses (ITP-ITP) and by capilary isotachophoresis —
capillary zone electrophoresis (ITP-CZE). Best results
were obtained using the ITP-CZE method with UV detec-
tion at 254 nm. The latter method offers a simple and rapid
procedure for the determination of LAM in blood serum.
A low sample volume is highly convenient especially for
the determination in children. The analysis takes some
20 min. The linearity of the method was proved in the
range 0-20 mg LAM/1. The limits of detection and quanti-
fication were 0.25 and 0.83 mg LAM/I, respectively. The
variation coefficients were below 10 % at three concentra-
tion levels (1, 7 and 20 mg 1""). The method was compared
with HPLC using the Passing-Bablok regression analysis;
no significant differences were found.
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