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SOUHRN

Stanoveni kyseliny valproové pomoci on-line spojeni izotachoforézy a kapilarni zénové
elektroforézy s vodivostni detekci

Cilem prace bylo otestovat vhodné podminky pro stanoveni VPA v séru metodou ITP-CZE s vodi-
vostni detekci. Zjistovalo se, zda pro metodu popsanou Olveckou et al. se d4 pouZit podobna piiprava
vzorku jako pro metodu plynové chromatografie, ktera se rutinné pouZziva pro stanoveni VPA v séru.
200 1l vzorku séra se extrahovalo 200 rl acetonu a po centrifugaci se odebralo 200 rl horni vrstvy
a doplnilo do 10 ml demineralizovanou vodou. Spotieba séra se pfi ddvkovani mikrostiikackou da sni-
Zit az na 5 1, coZ je vyhodné hlavné pro terapeutické monitorovani 1€kt u déti. Délka analyzy byla 20
minut. Metoda byla linedrni v rozmezi 20400 mg/l, coZ zahrnuje terapeutické rozmezi VPA (50 az
100 mg/1). Limit detekce a kvantifikace byl 2,5 a 8,5 mg/l. Variacni koeficienty byly pod 10 % u vSech
ti1 koncentraci (30, 70 a 120 mg/1). Nova metoda byla porovndna s metodou plynové chromatografie
pomoci regresni analyzy Passing-Bablok a zjistilo se, Ze obé metody dédvaji shodné vysledky.
Klicova slova: elektromigracni metody — kapildrni zénovéd elektroforéza — izotachoforéza —
kyselina valproové — terapeutické monitorovani 1éka
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SUMMARY

Determination of valproic acid by on-line coupled capillary isotachophoresis with capillary
zone electrophoresis with conductometric detection

The paper aimed to test suitable conditions for the determination of VPA in serum using the ITP-
CZE method with conductometric detection. It attempted to find whether for the method described
by Olvecka et al. it is possible to use a similar procedure of sample preparation as for the gas
chromatographic method which is routinely employed for the assessment of VPA in serum. A 200 rl
sample of serum was extracted with 200 rl of acetone and after centrifugation 200 rl of the upper
layer was withdrawn and supplemented with demineralized water to make 10 ml. When
a microsyringe is used for dosing, consumptions of serum can be reduced up to 5 rl, which is
advantageous mainly for therapeutic drug monitoring in children. The length of analysis was 20
minutes. The method was linear within the range of 20-400 mg/l, which includes the therapeutic
range of VPA (50-100 mg/l). The detection and quantification limits were 2.5 and 8.5 mg/l,
respectively. The variation coefficients were below 10 % in all three concentrations (30, 70 and
120 mg/1). The new method was compared with the method of gas chromatography by means of the
Passing-Bablok regression analysis and both methods were found to give identical results.
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Uvod

Kyselina valproova (2-propylpentanovd kyselina,
VPA) byla uvedena do praxe v roce 1962. Patii do druhé
generace antiepileptik (AEP). VPA se stala l1ékem prvni
volby pfi 1é¢bé absenci pfedev§im v téch pripadech, kdy
jsou provazeny generalizovanymi tonicko—klonickymi
zachvaty a také u nékterych typt myoklonickych zachva-
td. Mezi jeji pfednosti patii minimalni ovlivnéni kogni-
tivnich funkci. Nevyhodou je riziko hepatalniho posko-
zeni u malych déti. Terapeutické rozmezi VPA je 50 azZ
100 mg/1. VPA je podavana bud samostatné, nebo v kom-
binaci s dal§imi antiepileptiky, nejcastéji s karbamazepi-
nem a jeji spotieba stale stoupd 2. Ackoliv je v 1é¢bé
epilepsie preferovana monoterapie, mnoho pacientli
s riznymi typy zachvati vyZaduje k dosazeni lepsi kli-
nické kontroly terapii kombinacemi raznych AEP 3.
Polyterapie Casto vede ke komplexnim a nepfedvidatel-
nym farmakokinetickym a farmakodynamickych interak-
cim s moZnymi nezaddoucimi u¢inky ¥. Terapii riznymi
AEP dnes béZné doprovazi terapeutické monitorovani
1€kt (TDM). Stanoveni jednotlivych AEP v télnich teku-
tinach, pfedev§im v krvi umoziuje kontrolovat terapeu-
tické a toxické ucinky AEP a také sledovat compliance
pacienta pii terapii >

Analytické metody, kterymi se stanovuje VPA v biolo-
gickém materidlu, zahrnuji predev§im metodu plynové
chromatografie (GC) #'7, plynové chromatografie vyu-
Zivajici kapalnou fazi (GLC) ¥-22 a vysokoucinné kapa-
linové chromatografie (HPLC) 2*2%. V posledni dobé se
také zvySuje zdjem o pouzivani kapilarni elektroforézy
(CE) pro separaci a stanoveni 1é¢iv v télnich tekutinach.
Pomoci CE lze stanovit VPA v biologickém materidlu za
pouZiti bezkontaktni vodivostni detekce 3*. Diky velmi
nizké UV absorpci VPA existuje pouze nékolik malo
metod micelarni elektrokinetické kapilarni chromatogra-
fie (MEKC) s UV detekci. Uvedené metody pouZivaji
vinovou délku 210 nm *'-3, Mezi dalsi metody CE patii
kapilarni zénova elektroforéza (CZE). CZE lze stanovit
VPA pomoci neptimé UV detekce 3* nebo laserem indu-
kované fluorescenéni detekce 3. Pomoci spojeni metod
izotachoforézy (ITP) s CZE (ITP-CZE) s vyuZitim
poly(methyl metakryl4dtového) ¢ipu a vodivostni detekce
bylo popséno stanoveni VPA v séru 3.

Cilem této prace bylo vypracovat podminky pro sepa-
raci, identifikaci a kvantifikaci VPA v séru pomoci meto-
dy ITP-CZE. Vyvinutd metoda byla validovana a porov-
nana s rutinné pouzivanou GLC metodou *” v radmci
TDM AEP na Ustavu klinické farmakologie (UKF)
Fakultni nemocnice Ostrava (FNO) u 50 pacientskych
vzorka.

POKUSNA CAST

Chemikdlie a roztoky

K ptipravé elektrolyti, vzorkd pro kalibraci, validaci a pa-
cientskych vzorkt pro metodu ITP-CZE se pouzila voda Milli-
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Q kvality a k pfipravé standardnich vzorkt VPA pro GLC
metodu se pouzila HPLC voda (Aldrich, Buchs, Svycarsko)
a metanol, gradient grade for liquid chromatography (Merck,
Darmstadt, Némecko). Aceton, p.a. (Penta, CR), siran amonny,
p.a. (Lachema, CR), kyselina chlorovodikova (Merck, Darm-
stadt, Némecko), histidin, morfolinetansulfonova kyselina,
VPA a kyselina kaprylové (Aldrich, Buchs, Svycarsko). Nulo-
vé krevni sérum bylo z transfizniho oddéleni FNO od zdravé-
ho déarce bez medikace. Pacientska séra pochdzela od pacientt
z neurologickych oddéleni a z neurologickych ambulanci, kte-
rd jsou rutinng méfena na UKF FNO v ramci TDM.

Priprava elektrolytii pro ITP-CZE metodu

K pfipravé elektrolyti se pouZila demineralizovanid voda
Milli-Q kvality. Vedouci elektrolyt (VE) obsahoval 10 mmol.l"!
kyselinu chlorovodikovou, 20 mmol.I"" histidin a 0,05% hydro-
xypropylmetylcelul6zu; koncovy elektrolyt (KE) 5 mmol.l"!
kyselinu morfolinetansulfonovou, 2 mmol.I"! histidin a nosny
elektrolyt 10 mmol.l"" kyselinu morfolinetansulfonovou
a 10 mmol.I"! histidin. Hodnota pH VE a KE byla 5,6 a pH nos-
ného elektrolytu bylo 5,0.

Priprava pacientskych vzorkii pro ITP-CZE metodu

Mnozstvi 200 ul vzorku séra se extrahovalo do 200 ul ace-
tonu a poté se vzorek promichal na laboratornim mixéru a cent-
rifugoval 5 minut pfi 14 000 otdckach/min. Po centrifugaci se
odebralo 200 ul horni vrstvy a doplnilo do 10 ml vodou Mil-
1i-Q kvality; 30 ul takto pfipraveného vzorku se nastiiklo mik-
rostiikackou do pfistroje. Kazdy vzorek se analyzoval dvakrat.

Priprava vzorkii pro validaci ITP-CZE metody

Na analytickych vahach se navazilo pfesné 200 mg kapalné
VPA a rozpustilo se v 5 ml chlazeného metanolu. Pak se ode-
bralo takové mnoZstvi roztoku, které obsahovalo 125 mg VPA
a doplnilo se do 50 ml smési metanol:voda 1:1. Zasobni roztok
se pak fedil vodou na pracovni roztok o Kkoncentraci
1000 mg.1"!. Z pracovniho roztoku VPA se poté pfipravily vzor-
ky pro identifikaci VPA (v koncentraci 50, 100 a 200 mg.I'")
fedénim do vody Milli-Q kvality. Identifikace byla provedena
proméfenim vzorku VPA ve vodé metodou ITP-CZE s vodi-
vostni detekci. Dale se pfipravovaly vzorky pro kvantifikaci
metody. Pripravily standardni vzorky v séru o koncentraci
v rozmezi 20—400 mg/1. Standardni vzorky se extrahovaly pied
analyzou stejné jako vzorky pacientll. Pfesnost a spravnost
metody se zjistila na zdkladé opakovanych stanoveni (n=6)
vzorku s tfemi riznymi koncentracemi VPA v séru (30, 70
a 120 mg.1"), pri¢emz vzorky byly analyzované v prubéhu jed-
noho dne za pouziti stejnych elektrolyti a pracovnich podmi-
nek. U vSech tfi koncentraci se kazdy vzorek (n=6) pfipravil
kompletnim postupem.

Pristroje pro ITP-CZE metodu

Meéfeni probihalo na elektroforetickém analyzatoru EA 101
(Villa-Labeco, Spisska Nova Ves, SR) v dvoukolonovém uspo-
fadani (pfedseparacni teflonova kapildra 110 mm x 0,8 mm;
analytickd teflonova kapilara 90 x 0,3 mm) s vodivostni detek-
ci. Podminky analyzy jsou uvedeny v tabulce 1. Pouzity hnaci
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Tab. 1. Podminky analyzy VPA v preseparacni (krok ITP)
a analytické kapilare (krok CZE)

Krok Cas (s) proud (uA) kapilara vodivostni
detekce

1. TP) 400 250 predseparacni

2. (ITP) 600 250 predseparacni

3. (ITP) 80 250 predseparacni X

4. (CZE) 30 50 analytickd

5. (CZE) 300 50 analytickd X

proud byl v predseparacni kapilafe 250 puA a v analytické
50 uA. Sbér dat a vyhodnoceni vysledkd bylo provedené poci-
taCovym programem dodanym s analyzatorem EA 101. Analy-
zy probihaly v anionickém modu s pfimym néstfikem vzorku,
davkovany objem byl 30 ul. Teplota byla laboratorni a délka
analyzy 20 minut.

Metoda plynové chromatografie

Do zkumavky typu Eppendorf s vnitfnim standardem (kyse-
lina kaprylova) se napipetovalo 50 ul vzorku séra, 50 ul aceto-
nu a pridala se malda odmeérka, asi 45 mg pevného siranu amon-
ného. Vzorky
a centrifugovaly 5 minut pfi 4000 otd¢kach/min. Na kolonu
plynového chromatografu se nastfikovaly Hamiltonovou stfi-
kackou 3 ul horni acetonové vrstvy. Kazdy vzorek se analyzo-
val dvakrat.

Analyza probihala na plynovém chromatografu Chrom 5
s plamenové ionizacnim detektorem (FID). Na chromatografic-
kou analyzu se pouzila sklenéna népliiova kolona dlouhd 1,2 m
plnénd 10% SP 1000 na Supelcoportu (Supelco). Kolona byla
pred plnénim silikonovana. Separace probihala za izotermal-
nich podminek pfi teploté kolony 185 °C a mista nastfiku
210 °C. Jako nosny plyn se pouzil dusik o pritoku 45 ml/min.
Detekce byla FID. Priitok vodiku byl 40 ml a priitok vzduchu
400 ml za minutu. Analyza trvala 4 minuty .

se zamichaly na vibra¢nim michadle

VYSLEDKY A DISKUZE

V préci se testovaly vhodné podminky pro stanoveni
VPA v séru metodou ITP-CZE s vodivostni detekci. Zjis-
tovalo se, zda pro metodu popsanou Olveckou et al. *® se
da modifikovana ptiprava vzorku z GLC analyzy. Podle
vySe uvedené prace se vybraly nasledujici elektrolyty,
VE 10 mmol.I" kyselina chlorovodikova, 20 mmol.l"!
histidin a 0,05% hydroxypropylmetylcelul6za; KE
5 mmol.I"" kyselina morfolinetansulfonova, 2 mmol.l"!
histidin a nosny elektrolyt 10 mmol.l"! kyselina morfoli-
netansulfonova a 10 mmol.I"! histidin. Hodnota pH VE
a KE byla 5,6 a pH nosného elektrolytu bylo 5,0.

Byly testovany vhodné podminky analyzy VPA v séru,
pri¢emz se vychazelo z konstrukce pristroje, délky kapi-
lary a sloZeni jednotlivych elektrolytii. V tabulce 1 jsou
uvedeny jednotlivé parametry metody (¢as v sekundéch,
proud v uA, pouZzitid kapildra a detekce) v kroku ITP

—o—

a CZE. Aby bylo dosazeno piesné a spravné analyzy je
zapotiebi presné dodrZet uvedeny Casovy reZim prepina-
ni proudu mezi kapildrami. V ptipadé€, Ze by se Casovy
rezim nedodrZel a byl by kratsi Cas pfepnuti z kroku ITP
do kroku CZE, mohlo by se stit, Ze se do analytické
kapilary dostane pfiliS mnoho interferujicich latek
z matrice a VPA by se nedostatecné oddélila od interfe-
rujicich latek matrice. Naopak jestlize by byl delsi Cas
prepnuti z kroku ITP do kroku CZE, pak by se nedosta-
lo veskeré mnozstvi VPA do analytické kapilary a moh-
ly by vychazet nizs$i hodnoty VPA.

Dale se hledala takova pfiprava vzorku, ktera by vyho-
vovala rutinnimu pouZiti v ramci TDM AEP, coZ vyza-
duje snadnou a rychlou pfipravu vzorku a malou spotie-
bu séra. Pro tento tcel se modifikovala ptivodni pfiprava
vzorku pro GLC analyzu *”. Vyhodou této pfipravy je, Ze
se da jesté snizit spotfeba vzorku az na 5 ul séra tim, Ze
se extrahuje 5 ul acetonu a do prfistroje se davkuje 1 ul
vzorku Hamiltonovou mikrostiikackou.

Po vyvoji metody ITP-CZE nésledovala validace.
Identifikace VPA byla provedena na zaklad€ promére-
ni vzork VPA o koncentraci 50, 100 a 200 mg.I"! fedé-
nym ve vodé pomoci metody ITP-CZE s vodivostni
detekci. Kvantifikace byla provedena na zdklad¢ kalib-
race. Pfi volb¢ kalibrac¢ni oblasti pro méfeni kalibracni
zavislosti se vychazelo z terapeutického rozmezi VPA
v séru. Linearita byla hodnocend v rozmezi
20400 mg.I"" VPA v séru. Bylo zji§téno, Ze metoda je
linearni v uvedeném rozmezi, coZ zahrnuje terapeutic-
ké rozmezi VPA (50-100 mg.l""). Kalibraéni kiivka
VPA v séru, regresni rovnice a hodnota korela¢niho
koeficientu je na obrazku 1. Hodnota korela¢niho koe-
ficientu (r=0,9987) je blizka jedné, coZ potvrzuje dob-
rou linearitu kalibracni zavislosti.

Presnost a spravnost metody byla hodnocend na zakla-
dé opakovanych stanoveni (n=6) vzorku séra o tfech riz-
nych koncentracich (30, 70 a 120 mg/l), pfi¢emZ vzorky
byly analyzované v pribéhu jednoho dne s pouZitim stej-
nych elektrolytovych roztokli a pracovnich podminek.
U vysledki se vyhodnocoval primér (x), smérodatna
odchylka (SD), relativni smérodatnd odchylka vyjadfena
v % jako variacni koeficient (VK), ktery charakterizuje
pfesnost metody. Hodnota VK neptekrocila 10 %. Sprav-
nost metody byla vyjadfena jako recovery (R), neboli

y =1,8477x
r=0,9987

[V T T T T 1
0 100 200 300 400 500

c VPA v séru (mg/I)

Obr. 1. Kalibrac¢ni kiivka VPA v séru

vytéznost v %. Hodnota vytéZnosti byla v rozmezi 80 %
az 120 %. V tabulce 2 je uveden x, SD, VK a primér R.
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Tab. 2. Presnost a spravnost metody (n=6)

¢ VPA X SD VK (%) pramér R
(mg/l) (%)
30 25,7 1,83 7,14 85,6
70 70,6 1,59 2,25 100,9
120 136 3,63 2,67 1134

Limit detekce (LOD) pro stanoveni VPA za uvede-
nych pracovnich podminek, pfi kterych se analyzova-
ly pacientské vzorky, byl na zdkladé proméfeni nulo-
vé linie vypocten jako trojndsobna vySka Sumu
a z kalibracni kfivky byla odectena jeho koncentrace.
Limit kvantifikace (LOQ) byl vypocten jako
10nasobna vyska Sumu. Hodnoty LOD a LOQ jsou
2,5 a 8,5 mg/l.
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Obr. 2. Zdaznam stanoveni nulového séra metodou ITP-CZE
s vodivostni detekci

Na obrazku 2 je zdznam stanoveni nulového séra meto-
dou ITP-CZE s vodivostni detekci. Ze zaznamu je ziejmé,
Ze za danych pracovnich podminek neinterferuji zadné
jiné slozky ze séra, coZ potvrzuje selektivitu metody.
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Obr. 3. Zaznam stanoveni pacientského séra metodou ITP-
CZE s vodivostni detekci VPA v séru 88,3 mg/1

?

gegeeEg 3

Obr. 4. Zaznam stanoveni pacientského séra s VPA (50,1
mg /1) metodou GLC' s FID detekci

Na obrazku 3 je uveden zadznam stanoveni pacientské-
ho vzorku (VPA 88,3 mg/l) metodou ITP-CZE s vodi-
vostni detekci a na obrazku 4 je zdznam stanoveni pa-
cientského vzorku (VPA 50,1 mg/l) metodou plynové
chromatografie s FID detekci.

Pomoci nové ITP-CZE metody se proméfilo 50
pacientskych vzorkt a vysledky se porovnaly s té€mi,
které byly ziskany rutinni GLC metodou. Regresni
analyza Passing—Bablok ukazala, Ze 95% konfiden¢ni
interval pro smérnici byl v rozmezi 0,89-1,03, coz
ukazuje, Ze odchylka smérnice od 1 je statisticky
nevyznamna a 95% konfidencni interval pro dsek byl
—1,73 az + 4,25, coz ukazuje, Ze usek na ose Y od nuly
je statisticky nevyznamny. Obé metody tedy poskytuji
v ramci zvolené pravdépodobnosti (95% hladina
vyznamnosti) shodné vysledky. Vysledny graf je na
obrazku 5.

ITP-CZE
120

10 20 i) 40 50 [=i1] 70 a0 50 100 110

Obr. 5. Grafické zndzornéni korelace dvou metod (GLC a ITP-
CZE) podle regresni analyzy Passing-Bablok

Z dosazenych vysledki vyplyva, Ze nova metoda
ITP-CZE vyhovuje vSem validanim pozadavkim,
jako je pfesnost, spravnost, linearita a selektivita a ma
prijatelné LOD a LOQ. Metoda byla porovnana
s ptvodni GLC metodou pomoci regresni analyzy Pas-
sing—Bablok na zakladé¢ proméfeni 50 pacientskych
vzorkl a zjistilo se, Ze ob¢é metody poskytuji shodné
vysledky. Metoda ITP-CZE méa obdobnou pfipravu
vzorku jako metoda GLC a potfebné mnoZstvi séra
k analyze se da sniZit aZ na 5 ul, coZ je velmi vyznam-
né zvlast pro TDM u déti.
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Novéa monografie zaméfena na metody granulovani je prv-
nim svazkem z edice APV basic, v niZ budou vydavany
postupné dalsi svazky jako dopln€k a ucebni texty pro
odborné kurzy APV v Némecku. Nasledujici svazky z této
edice se zaméfi na farmaceutické vyuzivani suSeni, lyofili-
za¢nich metod a na problematiku dpravy vody pro farma-
ceutické pouzivani. Tato monografie pojedndvd o vyrobé
zrnénych prasku, které jsou nezbytnou soucasti tablet, pfip.
Ize je adjustovat do tvrdych Zelatinovych tobolek a mezi
nimi Ize také rozliSit tzv. pelety (Castice ziskdvané nabalova-
nim vrstev na jadra).

Problematika granulace se probird v 8 hlavnich kapitolach
vnitiné ¢lenénych na dalsi tematické celky a se zdvéreCnym
dal$im soupisem odborné literatury (celkem je zde 142 citaci).
V tvodu publikace je jeji stru¢né poslani a predmluvy vSech

spoluautorti. V prvnich dvou kapitoldch jsou podrobné probi-
rany teoretické zaklady vlastnich déji at za vlhké nebo suché
granulace a uvedeny i metody vhodné pro hodnoceni vSech
vlastnosti granulatii (podle poZadavka v nejnovéjSich 1ékopi-
sech a normach). Dalsi kapitoly se zamétuji na novéjsi metody
ptipravy granulétt, a to jak pfi vlhké granulaci ve vznosu nebo
pfi miseni (v jedné nddob¢), tak i zpisoby granulace za sucha.
Na to navazuje stru¢nda kapitolka o zpusobech spravné volby
pfi granulaci a kapitola, kterd se zaméfuje na nékteré specialni
zplsoby: kontinudlni postupy, zrnéni ve vakuu s organickymi
roztoky, granulace tavenin aj. ZavéreCnd kapitola se vénuje
prednostem pelet, jejich metodice vyroby — extruzi, sferoniza-
ci aj. Text kapitol dopliiuji obrdzky vyrobnich zafizeni, tabul-
ky, gratfy a matematické vzorce vhodné pro hodnoceni jakosti
granulatt.

Recenzovana publikace shrnuje teoretické i praktické
poznatky z oblasti farmaceutické granulace jak za vlhka, tak za
sucha a uvadi nové moznosti pfi vyrobé pelet obsahujicich
vybrana 1éCiva a jejich prednosti pii spravné aplikaci.
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