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duje na kompenzaci křečových stavů vy��í koncentrace. 
Nové  terapeutické rozmezí 3−14 mg l−1 navrhl Morris 
v roce 2000 na základě svých zku�eností s TDM epilepti-
ků10.  

Stanovení LAM v séru je popsáno různými autory. 
Nejvíc prací se týká chromatografických metod. Ke stano-
vení hladiny LAM byla pou�ita metoda HPLC (cit.9,11−15) 
i GC (cit.16−20). 

Z elektromigračních metod se ke stanovení LAM 
v biologických tekutinách pou�ila micelární elektrokinetic-
ká kapilární chromatografie (MECC)21,22, kapilární elek-
trochromatografie (CEC)21−23 a kapilární zónová elektrofo-
réza (CZE)24. 

V poslední době lze tedy sledovat nárůst publikací 
týkající se analýzy léků v biologickém materiálu, přede-
v�ím v séru a moči21−36. I kdy� elektromigrační metody 
nacházejí uplatnění předev�ím v biochemii, v analýze �i-
votního prostředí a v analýze potravin, začínají se 
v poslední době pou�ívat i v TDM, to je v problematice, 
která  je�tě donedávna nebyla jejich typickou aplikační 
oblastí. Chromatografickým metodám mohou konkurovat 
rychlej�í analýzou a jednodu��í extrakcí vzorku při zacho-
vání stejné citlivosti. 

Cílem práce bylo vypracovat podmínky pro separaci, 
identifikaci a kvantifikaci LAM v séru novou metodou on-
line spojením kapilární izotachoforézy a kapilární zónové 
elektroforézy (ITP-CZE), validovat ji a výsledky reálných 
vzorků od pacientů porovnat s výsledky rutinně pou�ívané 
HPLC37).  

 
 

Experimentální část  
 
Pou�ité přístroje a zařízení pro ITP-CZE 

 
Měření probíhalo na elektroforetickém analyzátoru 

EA 101 (Villa-Labeco, Spi�ská Nová Ves, SR) 
v dvoukolonovém uspořádání (předseparační teflonová 
kapilára 110 mm × 0,8 mm; analytická teflonová kapilára 
90 × 0,3 mm) s UV detekcí při 254 nm. Pou�itý hnací 
proud byl v předseparační kapiláře 200 µA a v analytické 
40 µA. Sběr dat a vyhodnocení výsledků bylo provedené 
počítačovým programem dodaným s analyzátorem EA 
101. Analýzy se prováděly v kationtovém módu s přímým 
nástřikem vzorku (30 µl), při laboratorní teplotě a délka 
analýzy byla 20 min.  

 
Chemikálie, roztoky a příprava elektrolytů 

 
K přípravě elektrolytů a mobilní fáze byl pou�it ace-

tonitril a methanol, (oba gradientové čistoty pro kapalino-
vou chromatografii, Merck, Darmstadt, Německo), voda 
Milli-Q kvality a voda pro HPLC, ε-aminokapronová ky-
selina, morfolinethansulfonová kyselina a triethylamin p.a 
(Aldrich, Buchs, �výcarsko). Jako vnitřní standard při 
HPLC slou�ila ethyl(p-tolyl)barbiturová kyselina (Aldrich, 
Buchs, �výcarsko). Kyselina fosforečná p.a., dihydrofos-
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Úvod 
 
Terapeutické monitorování léků (TDM) slou�í ke 

kontrole účinků podaných léků a pou�ívá se hlavně tehdy, 
je-li měřitelnost účinku léku obtí�ná. Mezi monitorované 
léky  patří předev�ím antiepileptika (AEP), které mají úzké 
terapeutické rozmezí a je u nich prokázána přímá závislost 
účinku na koncentraci v krvi1−3. První AEP (fenobarbital, 
fenytoin) se objevila v klinické praxi v roce 1900. Stano-
vení jejich sérových koncentrací se stalo rutinní zále�itostí 
okolo roku 1960 po zavedení vhodných analytických me-
tod. U nás se začala AEP analyzovat později, zhruba od 
80. let 20. století4−6.  

Během posledního desetiletí bylo uvedeno na trh ně-
kolik nových AEP třetí generace, mezi ně� patří i lamotri-
gin (LAM)7. LAM byl poprvé podán v Evropě v roce 1991 
a v USA v roce 1994 (cit.8). LAM, 3,5-diamino-6-(2,3-di-
chlorofenyl)-1,2,4-triazin, je �irokospektrální AEP, které 
se pou�ívá v monoterapii nebo v kombinacích s ostatními 
AEP. V době zavedení do klinické praxe se předpokládalo, 
�e TDM nebude nutné, ale později se ukázalo, �e LAM 
mů�e ve vy��ích koncentracích vyvolávat záchvaty podob-
ně jako jiná AEP. Vzhledem k tomu, �e některá AEP mo-
hou ovlivňovat metabolismus LAM a sni�ovat jeho kon-
centraci v séru (např. fenytoin, karbamazepin, barbituráty) 
nebo naopak zvy�ovat jeho koncentraci v séru 
(předev�ím kyselina valproová), je stanovení hladin jed-
notlivých AEP nutné a významně přispívá ke zlep�ení 
léčby epilepsie9. 

Na základě preklinických dat bylo navr�eno terapeu-
tické rozmezí 1−4 mg l−1. Nicméně mnoho pacientů vy�a-
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forečnan sodný p.a. a diethylether byly výrobky Lachemy 
(Brno, ČR). Lamotrigin byl získán od firmy Glaxo Well-
come (Velká Británie). Sérum od neu�ívajícího dárce bylo 
z transfúzního oddělení Fakultní nemocnice Ostrava 
(FNO) od zdravého dárce bez medikace. Séra pocházela 
od pacientů z  neurologických oddělení a z neurologických 
ambulancí, která jsou rutinně měřena v Ústavu klinické 
farmakologie (ÚKF) FNO v rámci TDM antiepileptik  

U ITP se pou�ívají dva základní elektrolyty, vedoucí 
(VE) a koncový (KE). VE u analýzy kationtů obsahuje 
kation s nejvy��í pohyblivostí z celé separované směsi, 
dále protiion opačného znaménka, který zaji�ťuje během 
analýzy definované pH. Naproti tomu koncový elektrolyt 
obsahuje ion, který má ni��í pohyblivost ne� kterýkoliv ze 
separovaných iontů. Vzorek se vná�í mezi tyto dva elekt-
rolyty. Po zapnutí stejnosměrného napětí se jednotlivé 
slo�ky dělí podle svých pohyblivostí. CZE vyu�ívá sepa-
rační kapiláru naplněnou základním elektrolytem, který má 
v celém systému stejné slo�ení i koncentraci. Rozpu�těné 
slo�ky disociují v závislosti na pH základního elektrolytu. 
Ionty jsou separované v důsledku rozdílných poměrů ná-
boje ku hmotnosti. Nejprve migrují nejmen�í kationty 
s největ�ím nábojem, přičem� rychlost se sni�uje se sni�u-
jícím se nábojem. Dále migrují neutrální látky a potom 
anionty s nejni��ím nábojem, nakonec migrují malé a více 
nabité anionty. 

K přípravě elektrolytů se pou�ila deionizovaná voda 
Milli-Q kvality. Vedoucí elektrolyt (VE) obsahoval 
10 mM vodný roztok amoniaku, 20 mM morfolinethansul-
fonovou kyselinu a 10% vodný roztok methanolu; konco-
vý elektrolyt (KE) pak 5 mM ε-aminokapronovou kyseli-
nu, 5 mM morfolinethansulfonovou kyselinu a 15% vodný 
roztok methanolu a nosný elektrolyt 25 mM ε-amino-
kapronovou kyselinu, 25 mM morfolinethansulfonovou 
kyselinu, 0,1% (hydroxypropyl)methylcelulosu a 10% 
vodný roztok methanolu. (Hydroxypropyl)methylcelulosu 
jsme do elektrolytů přidali kvůli sní�ení náboje vnitřní 
stěny a zvý�ení viskozity elektrolytu, co� vede k zaostření 
rozhraní mezi zónami.  

 
Příprava vzorků pro izotachoforetickou analýzu  

 
K otestování vhodných podmínek pro analýzu ITP-

ITP se vyzkou�ely dvě přípravy vzorku. Prosté ředění séra 
s LAM (50 mg l−1) nebo extrakce do diethyletheru. 
V prvním případě byl vzorek séra v mno�ství 0,5 nebo 
1 ml doplněn vodou Milli-Q kvality na 10 ml, ve druhém 
se provedla extrakce diethyletherem. K 200 µl séra s LAM 
(50 mg l−1) se přidal 1 ml diethyletheru, obsah se míchal 
na laboratorním mixéru a centrifugoval po dobu 3 min při 
4000 ot min−1. Poté se odebrala horní etherová vrstva a 
ether se odpařil fénem. Odparek se rozpustil ve 200 µl 
vody a 20 µl se nadávkovalo mikrostříkačkou typu Hamil-
ton do přístroje. 

Pro systém ITP-CZE se vzorek připravoval ředěním. 
100 µl séra s LAM (100 mg l−1) se v odměrné baňce dopl-
nilo na 10 ml deionizovanou vodou a vzorek se přímo 

dávkoval do přístroje. Ka�dý vzorek se analyzoval dva-
krát. 

Ze zásobního roztoku LAM v methanolu (o koncent-
raci 200 mg l−1) se připravovaly vzorky pro validaci meto-
dy o různé koncentraci LAM tak, aby ka�dý vzorek byl 
připraven v séru od neu�ívajícího dárce. Linearita byla 
hodnocená 7 kalibračními body (0,005�0,20 mg l−1). Přes-
nost a správnost metody se zjistila opakovaným stanove-
ním (n = 6) vzorku s třemi různými koncentracemi LAM 
(0,01; 0,07 a 0,2 mg l−1 LAM v 100× zředěném séru od 
neu�ívajícího dárce), přičem� vzorky byly analyzovány 
v průběhu jednoho dne. U v�ech tří koncentrací se ka�dý 
vzorek (n = 6) připravil úplným postupem.  

 
Metoda kapalinové chromatografie 

 
50 µl vzorku séra se pipetovalo do zkumavek 

s vnitřním standardem (ethyl-(p-tolyl)barbiturová kyseli-
na) a přidalo se 50 µl 1 mol l−1 hydrogenfosforečnanu sod-
ného a 1 ml diethyletheru. Obsah zkumavek se míchal 30 s 
v laboratorním mixéru a zkumavky se centrifugovaly po 
dobu 3 min při 4000 otáčkách za minutu. Po centrifugaci 
se odpipetovala horní etherová vrstva do zkumavek typu 
Eppendorf a ether se odpařil pod fénem. Odparek se roz-
pustil ve 200 µl vody pro HPLC a 20 µl methanolu a tím 
byl vzorek připraven pro chromatografickou analýzu. Ka�-
dý vzorek se analyzoval dvakrát.  

HPLC systém byl vybaven binární izokratickou pum-
pou P 1500, autosamplerem AS 1000 a detektorem UV 
1000 s proměnlivou vlnovou délkou (Spectra System, 
USA). K vlastní analýze se pou�ila chromatografická ko-
lona SGX C18, 3 × 150 mm a velikost částic 5 µm 
(Tessek, Praha). Měření probíhalo při laboratorní teplotě, 
nastřikovaný objem byl 20 µl a doba analýzy 20 min. Mo-
bilní fázi tvořila směs voda : acetonitril : methanol : tri-
ethylamin v poměru 72:23:5:0,1. Hodnota pH byla uprave-
na 1 mol l−1 kyselinou fosforečnou na pH 7. Detekce se 
prováděla při 220 nm (cit.37).  

 
 

Výsledky a diskuse 
 
Vývoj nové metody 

 
Testovaly se vhodné podmínky pro stanovení LAM 

v séru metodou ITP-CZE s UV detekcí. Proto�e jde o ba-
zické léčivo, měření probíhalo v kationtovém módu. Ově-
řovaly se jednak různé elektrolytové systémy a dvě elek-
tromigrační metody (ITP-ITP a ITP-CZE). Ve spojení 
ITP-ITP s vodivostní a UV detekcí se pou�ívaly následují-
cí elektrolyty (VE 10 mM octan amonný, 10 mM octová 
kyselina, KE 5 mM octová kyselina). LAM se stanovil ve 
zředěném séru nebo se před analýzou extrahoval ze séra 
diethyletherem. Při analýze se ani v jednom systému neod-
dělil LAM od slo�ek matrice (pravděpodobně u zředěného 
séra byla překročena i separační kapacita systému vlivem 
velkého mno�ství sodíku).  
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Metoda ITP-CZE 
 
Ze v�ech testovaných systémů byl prokazatelně nej-

lep�í systém ITP-CZE s UV detekcí (254 nm) za pou�ití 
následujících elektrolytů: VE (10 mM vodný roztok amo-
niaku, 20 mM morfolinethansulfonová kyselina, 10% vod-
ný roztok methanolu); KE (5 mM ε-aminokapronová kyse-
lina, 5 mM morfolinethansulfonová kyselina, 15% vodný 
roztok methanolu) a nosného elektrolytu (25 mM ε-amino-
kapronová kyselina, 25 mM morfolinethansulfonová kyse-
lina, 0,1% (hydroxypropyl)methylcelulosa, 10% vodný 
roztok methanolu). U vzorku séra s LAM zředěného demi-
neralizovanou vodou byl LAM dostatečně oddělen od slo-
�ek matrice. Pro rutinní pou�ití je důle�ité, aby se metoda 
vyznačovala snadnou a rychlou přípravou a malou spotře-
bou vzorku a chemikálií. 100 µl séra bylo v odměrné baň-
ce doplněno na 10 ml deionizovanou vodou. Výhodou této 
přípravy je, �e lze je�tě sní�it spotřeba vzorku a� na 10 µl 
séra tím, �e se vzorek připraví do 1 ml deionizované vody 
a dávkuje se do přístroje mikrostříkačkou typu Hamilton.   

 

Validace metody ITP-CZE 
 
Na základě sedmi bodové kalibrace bylo zji�těno, �e 

koncentrační závislost je lineární v rozmezí 0�200 mg l−1 
(pro 100× zředěné sérum od neu�ívajícího dárce to před-
stavuje 0�20 mg l−1), co� zahrnuje terapeutické rozmezí 
LAM (3�14 mg l−1). Regresní rovnice kalibrační křivky je 
y = 98,598x, přičem� y představuje plochu píku v mVs a x 
koncentraci v mg l−1. Hodnota korelačního koeficientu (r = 
0,998) je blízká hodnotě 1, co� potvrzuje dobrou linearitu 
kalibrační závislosti. Kalibrační křivka LAM je na obr. 1.  

U výsledků se vyhodnocoval průměr (x), směrodatná 
odchylka (SD), relativní směrodatná odchylka vyjádřená v 
% jako variační koeficient (VK), který charakterizuje přes-
nost metody. Hodnota VK nepřekročila 10 %. Správnost 
metody byla vyjádřena jako výtě�nost R (%). Hodnota 
výtě�nosti byla v rozmezí 80−120 %. V tabulce I je uve-
den x, SD, VK a průměr R.  
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Obr. 1. Kalibrační křivka pro stanovení LAM v séru metodou 
ITP-CZE; VE 10 mM vodný amoniak, 20 mM morfolinethansul-
fonová kyselina, 10% methanol; KE 5 mM ε-aminokapronová 
kyselina, 5 mM morfolinethansulfonová kyselina, 15% methanol 
a nosný elektrolyt 25 mM ε-aminokapronová kyselina, 25 mM 
morfolinethansulfonová kyselina, 0,1% hydroxypropylmethyl-
celulosa, 10% methanol. Hnací proud v předseparační kapiláře 
200 mA a v analytické 40 mA; vodivostní detekce 

Obr. 2. Záznam analýzy séra od neu�ívajícího dárce metodou 
ITP-CZE s UV detekcí (254 nm); píky ze séra na záznamu nein-
terferují stanovení LAM v séru. VE 10 mM vodný amoniak, 20 
mM morfolinethansulfonová kyselina, 10% methanol; KE 5 mM 
ε-aminokapronová kyselina, 5 mM morfolinethansulfonová kyse-
lina, 15% methanol a nosný elektrolyt 25 mM ε-aminokapronová 
kyselina, 25 mM morfolinethansulfonová kyselina, 0,1% hydro-
xypropylmethylcelulóza, 10% methanol. Hnací proud v před-
separační kapiláře 200 mA a v analytické 40 mA; vodivostní 
detekce 

Tabulka I 
Přesnost a správnost metody ITP-CZE (n = 6) 

c(LAM) [mg l−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 
c � koncentrace v mg l−1, x � průměr, SD � směrodatná odchylka, VK � variační koeficient, R � výtě�nost 
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Limit detekce (LOD) byl na základě proměření nulo-
vé linie vypočten pomocí trojnásobné vý�ky �umu 
a z kalibrační křivky byla odečtena odpovídající koncent-

race. Limit kvantifikace (LOQ) byl vypočten pomocí dese-
tinásobné vý�ky �umu. Hodnoty LOD a LOQ jsou 0,25 
a 0,83 mg l−1.    

Na obr. 2 je izotachoforeogram vzorku séra od neu�í-
vajícího dárce. Ze záznamu je zřejmé, �e za daných pra-
covních podmínek neru�í �ádné jiné slo�ky ze séra, co� 
potvrzuje selektivitu metody.  

Obr. 3. Záznam analýzy séra metodou ITP-CZE s UV detekcí 
(254 nm); koncentrace LAM v séru 4,1 mg l−1 (pík č. 2). VE 
10 mM vodný amoniak, 20 mM morfolinethansulfonová kyselina, 
10% methanol; KE 5 mM ε-aminokapronová kyselina, 5 mM 
morfolinethansulfonová kyselina, 15% methanol a nosný elektro-
lyt 25 mM ε-aminokapronová kyselina, 25 mM morfolinethansul-
fonová kyselina, 0,1% hydroxypropylmethylcelulóza, 10% 
methanol. Hnací proud v předseparační kapiláře 200 µA 
a v analytické 40 µA; vodivostní detekce 

Obr.  4. Záznam analýzy séra metodou ITP-CZE s UV detekcí 
(254 nm); koncentrace LAM v séru 12,2 mg l−1 (pík č. 2). VE 
10 mM vodný amoniak, 20 mM morfolinethansulfonová kyselina, 
10% methanol; KE 5 mM ε-aminokapronová kyselina, 5 mM 
morfolinethansulfonová kyselina, 15% methanol a nosný elektro-
lyt 25 mM ε-aminokapronová kyselina, 25 mM morfolinethansul-
fonová kyselina, 0,1% hydroxypropylmethylcelulóza, 10% 
methanol. Hnací proud v předseparační kapiláře 200 µA 
a v analytické 40 µA; vodivostní detekce 

Obr. 5. Záznam analýzy séra s LAM (5,1 mg l−1) metodou 
HPLC s UV detekcí (220 nm); kolona Separon SGX C 18, 
5 mm, (3 × 150 mm); UV detekce při 220 nm; mobilní fáze: ace-
tonitril:metanol:voda:TEA 23:5:72:0,1 (v/v/v), pH 7,0; průtok 
mobilní fáze 1 ml min−1  

Obr. 6. Grafické znázornění korelace dvou metod (HPLC 
a ITP-CZE) podle regresní analýzy podle Passinga a Babloka 
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Na obr. 3 a 4 jsou uvedeny izotachoforeogramy reálných 
vzorků (LAM 4,1 mg l−1 a LAM 12,2 mg l−1) a na obr. 5 je 
chromatogram séra s LAM o koncentraci 5,1 mg l−1.  

 
Srovnání metody ITP-CZE s metodou HPLC 

 
Novou ITP-CZE metodou se proměřilo 50 reálných 

vzorků a výsledky se srovnaly s těmi, které byly získány 
rutinní HPLC metodou. Regresní analýza podle Passinga 
a Babloka ukázala, �e 95% interval spolehlivosti pro směr-
nici se pohyboval v rozmezí 0,89−1,03, co� potvrzuje, �e 
odchylka směrnice od 1 je statisticky nevýznamná a 95% 
interval spolehlivosti pro úsek na ose Y byl �1,73 a� 
+4,25, co� potvrzuje, �e úsek na ose Y je statisticky nevý-
znamný.  Obě metody tedy poskytují v rámci zvolené 
pravděpodobnosti (95% hladina významnosti) shodné vý-
sledky. Výsledný graf je na obr. 6.  

 
 

Závěr 
 
Cílem práce bylo zavést a validovat novou elektromi-

grační metodu na stanovení LAM v séru, pro její případné 
rutinní pou�ití v rámci TDM v ÚKF FNO. Po otestování 
systémů ITP-ITP a ITP-CZE a několika různých elektroly-
tů byla jako nejlep�í vybrána metoda ITP-CZE s UV de-
tekcí při 254 nm. Ve srovnání s HPLC  je příprava vzorku 
u metody ITP-CZE jednodu��í a rychlej�í. Potřebné mno�-
ství séra k analýze se dá sní�it a� na 10 µl, co� je velmi 
významné  zvlá�ť pro TDM u dětí. Obě metody jsou při-
bli�ně stejně časově náročné. Výhodou ITP-CZE jsou vý-
razně ni��í provozní náklady na analýzu ve srovnání 
s HPLC.  

Metoda ITP-CZE vyhovuje v�em validačním po�a-
davkům, jako je přesnost, správnost, linearita a selektivita 
a má přijatelné LOD a LOQ. Metoda byla srovnána 
s původní HPLC  metodou pomocí regresní analýzy podle 
Passinga a Babloka na základě proměření 50 reálných 
vzorků a zjistilo se, �e mezi výsledky obou metod neexis-
tuje statisticky významný rozdíl.  
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L. Budákováa,c, H. Brozmanováa, F. Kvasničkab, 
and  M. Grundmanna,c (a 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, c Department of Phar-
macology, Faculty of Medicine, Palacký 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-

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/l. The limits of detection and quanti-
fication were 0.25 and 0.83 mg LAM/l, respectively. The 
variation coefficients were below 10 % at three concentra-
tion levels (1, 7 and 20 mg l−1). The method was compared 
with HPLC using the Passing-Bablok regression analysis; 
no significant differences were found.  
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