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SUHRN

Optimalizacia extrakcénej metédy na stanovenie metadénu a jeho metabolitu EDDP v moci
plynovou chromatografiou

Cielom prace bolo vypracovat extrakénti metédu na stanovenie metadénu a jeho metabolitu EDDP
v moci s pouZitim plynovej chromatografie (GC) vybavenej Specifickym dusikovym detektorom
(NPD). Extrak¢nd metdda bola optimalizovana s cielom ziskat ¢o najlepsSiu vytaznost stanovova-
nych zlicenin z mocu. Optimélne vysledky boli dosiahnuté alkalickou extrakciou (~ pH 9) s dietyl-
éterom, kde ako vnutorny Standard bol pouzity proadifén (PA). Stanovend bola vytaznost extrakcie
pre metadén (MTD) 91 + 5 % a pre jeho metabolit EDDP 86 + 5 %. Limit detekcie (LOD) pre MTD
je 8 ng/ml mocu, pre EDDP 23 ng/ml mocu a limit kvantifikacie (LOQ) je pre MTD 27 ng/ml mocu
a pre metabolit EDDP 77 ng/ml mocu. Presnost metédy v rdmci jedného diia sa pohybovala pre
MTD v rozmedzi 1,1-2,32 %, pre EDDP 7,3-9,3 % a presnost metddy v ramci troch dni pre MTD
bola 9,1-13,7 %, pre EDDP 4,7-8,7 %.Vhodnost metédy pre rutinné monitorovanie metadonu
a jeho metabolitu EDDP v modi bola overend na 5 vzorkach pacientov zicastiujucich sa metado-
nového udrZiavacieho programu.
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SUMMARY

Optimization of the extraction method for the determination of methadone and its metabolite
EDDP in urine by gas chromatography

The present study aimed to develop a suitable extraction method for the determination of methadone
and it’s metabolite EDDP in human urine by gas chromatography with a nitrogen—phosphorus
detector (NPD). The extraction method was optimized in an effort to receive the most satisfactory
yield of the mentioned compounds from human urine. The highest yields were obtained by alkaline
extraction (~ pH 9) with dietylether. Proadiphene (PA) was used as the internal standard. The most
efficient yields were determined as follows: 91 = 5 % for methadone (MTD) and 86 + 5 % for its
metabolite EDDP. The detection limit (LOD) of MTD was 8 ng/ml, for EDDP 23 ng/ml, and the
limit of quantification (LOQ) was 27 ng/ml of MTD and for EDDP 77 ng/ml. The accuracy of this
method inter day was found for MTD 1.1-2.32 %, for EDDP 7.3-9.3 % and intra day for MTD it
was 9.1-13.7 %, for EDDP 4.7-8.7 %. The suitability of the developed method was checked for
routine monitoring of MTD and it’s metabolite EDDP in human urine for 5 different samples taken
from methadone maintenance program.
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Uvod

Metad6én (MTD) ako jedna zo substitu¢nych zlticenin sa
pouZiva pri lieCbe zavislosti na opidtoch, no najmé na hero-
ine V. Patri medzi syntetické opiaty posobiace na wa O opi-
oidné receptory 2. Stanovenie metadonu (4,4-difenyl-6-
-(N,N-dimetylamino)heptan-3-6nu) a jeho metabolitu
2-etylidén-1,5-dimetyl-3,3-difenylpyrolidinu  (EDDP)
v moci a dalSich biologickych tekutinach je ddlezitou
stcastou odvykacieho programu pri liecbe drogovych
zavislosti. Pomaha pri optimalizécii terapeutickej davky
metadonu a pri kontrole lie¢by drogovo zévislych pacien-
tov. Metadonovy udrziavaci program bol po prvykrat zaha-
jeny v USA v roku 1964 ». Metadén moZno podavat intra-
ven6zne, ale aj perordlne v tekutej forme alebo
v tabletkdch. M4 dlhodoby dcinok, a preto ho staci podavat
lieCenym pacientom 1 x denne. Vyznacuje sa pomalym
ustalenim maximalnej hladiny v krvi (4 hodiny) a dlhym
biologickym pol¢asom (10-18 hodin). Na trhu je zndmy
pod firemnymi oznac¢eniami Physepton, Polamidon, Maco-
din. U¢inn4 davka je determinovand ako ddvka primerand
na prevenciu abstinencného syndrému a pohybuje sa v roz-
medzi od 60-700 mg/dei *.

Metadén v organizme podlieha intenzivnej metaboliza-
cii, pri ktorej okrem farmakologicky aktivneho metabolitu
normetadénu (nachadza sa v krvi) vznikaju i inaktivne
metabolity 2-etylidén-1,5-dimetyl-3,3-difenylpyrolidin
(EDDP) a 2-etyl-5-metyl-3,3-difenyl-3-H-4,5-dihydropy-
rol (EMDP) (obr. 1) . Hlavny metabolit EDDP ako
i EMDP st vylucované mocom a ich eliminicia spolu
s metadénom je zavisla od pH mocu.
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2-etyl-5-metyl-3,3-difenyl-3-F4, 5-dibhydropyrol (EMDP) 2-etylidén-1,5-dimetyl-3,3-difenylpyrolidin (EDDP)

Obr. 1. Metabolizmus metadénu ¥

Stanovenie mnoZstva metadonu ako i jeho metabolitov
v biologickych vzorkach si vyzaduje citliva a $pecificki
analytickii metédu. V stcasnosti publikované metody
zahffiaju ako analytické metddy tenkovrstvovi chroma-
tografiu (TLC) &7, vysokotuéinni kvapalinovi chroma-
tografiu (HPLC) %19, plynovid chromatografiu (GC) >
=17y ktorej najcastejSie pouzivanymi detektormi sd
plametiovo-ioniza¢ny detektor (FID), detektor elektréno-
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vého zachytu (ECD), hmotnostny detektor (MSD), alebo
termoionizacny dusikovo-fosfore¢ny detektor (NPD).

POKUSNA CAST

Chemikdlie

Metadénium chlorid bol od UNODC (Vieden, Rakas-
ko) 2-etylidén-1,5-dimetyl-3,3-difenylpyrolidin (EDDP),
proadifénium chlorid (vnitorny Standard 1 — IS 1) ako
aj imipraminium chlorid (vnatorny Standard 2 — IS 2) boli
od firmy Sigma (Steinheim, Germany), ich prislusné bazy
boli pripravené v laboratériu. Vsetky dalSie pouzité che-
mikalie a rozpistadla boli analyticky Cisté od firmy Merck
(Darmstadt, Germany) a dietyléter od firmy Slavus (Brati-
slava, Slovensko), bol predestilovany pred pouZitim.

Prediiprava vzoriek

Na predupravu vzoriek sa pouzili tri extrakéné met6-
dy, oznacené A, B a C.

Metoda A

K 1 ml mocu v zédbrusovych skimavkéch sa pridalo
vypocitané mnozstvo metadéonu (5 ug, 15 ug a 30
ug/ml), EDDP (15 ug, 25 ng a 50 ug/ml) a konStantné
mnozstvo vnitorného Standardu (proadifénu, 15 ug/ml —
IS I a imipraminu, 25 ug/ml — IS 2).

Do kazdej skimavky sa pridalo 50 ul (5 mol/dm) vodné-
ho roztoku HCI, 0,5 ml (1 mol/dm) vodného roztoku K,CO,
a 5 ml zmesi hexan : izobutylalkohol (99 : 1, v/v). Obsah
skiimaviek sa mieSal 20 min na mechanickej trepacke
a nésledne sa centrifugoval 10 mindt pri 2500 ot/min.
Vrchna organicka vrstva sa odpipetovala do dalsej skimav-
Ky a odparila sa pod pridom dusika do sucha. Odparok sa
kvantitativne preniesol do vialky v 2x 500 ul metanolu.

Metoda B

K 1 ml mocu v zébrusovych skimavkach sa pridalo
vypocitané mnoZstvo metadénu (5 ug, 15 ug a 30
ug/ml), EDDP (15 ug, 25 ug a 50 ng/ml), konStantné
mnoZzstvo vnitorného Standardu (proadifénu, 15 ug x ml
—IS I a imipraminu, 25 ug/ml — IS 2), 1 ml 26% amoni-
aku a 5 ml chloroformu. Obsah skimaviek sa ndsledne
premiesal 20 min na mechanickej trepacke a nasledne sa
centrifugoval 10 minit pri 2500 ot/min. Po odpipetovani
hornej organickej vrstvy sa vodnd vrstva opitovne extra-
hovala 5 ml chloroformu vy$S§ie uvedenym postupom.
Organicke vrstvy sa spojili a vysusili bezvodym Na,SO,.
Po odstraneni suSidla sa z organickej vrstvy odparilo roz-
pustadlo pod pridom dusika a odparok sa preniesol do
vialky v 2x 500 ul metanolu.

Metdda C

K 1 ml mocu v zabrusovych skimavkach sa pridalo
vypocitané mnoZzstvo metadénu (5 ug, 15 ug a 30 ug/ml),
EDDP (15 ug, 25 ug a 50 ug/ml) a konStantné mnoZzstvo
vnutorného Standardu (proadifénu, 15 ug/ml —IS 1 a imi-
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Tab. 1. U¢innost extrakeii z kvapaliny do kvapaliny pre metadén a EDDP z mocu (n = 5)

Parameter MTD EDDP
metdda A metdda B metdda C metdda A metéda B metdda C
priemernd extrak¢na ucinnost (%) 71,88 71,18 90,94 56,9 53,9 85,71
smerodajna odchylka (Se) 2,65 4.5 4,48 1,52 1,1 5,12
relat. smer. odch. (RSD) (%) 3,69 6,33 4,92 2,68 2,05 5,98
Tab. 2. Presnost a spravnost metédy C

Analyt konc. ug/ml stanov. konc. ug/ml Se RSD (%)
v ramci jedného dna
MTD 5 4,63 0,014 1,85

15 15,64 0,036 2,32

30 28,97 0,072 1,10
EDDP 15 15,34 0,009 9,29

25 27,52 0,021 8,88

50 50,46 0,119 7,26
v ramci troch dni
MTD 5 4,95 0,044 9,14

15 15,98 0,170 11,00

30 30,83 0,409 13,72
EDDP 15 15,42 0,027 4,72

25 26,12 0,082 8,73

50 50,57 0,127 7,25

praminu, 25 ug/ml — IS 2). Vzorka mocu sa upravila 1 ml
boraxového tlmivého roztoku na pH 9 a nésledne sa extra-
hovala 5 ml dietyléteru. Obsah skiimaviek sa mieSal na
mechanickej trepacke 20 min a centrifugoval 10 mintt pri
2500 ot/min. Etericka vrstva sa premyla 0,5 ml destilova-
nej vody, vysusSila sa bezvodym Na, SO, a odparila sa do
sucha pod pridom dusika. Odparok sa preniesol do vial-
ky v 2x 500 ul metanolu.

Plynovd chromatografia

Chromatografické analyzy boli uskuto¢nené na plyno-
vom chromatografe HP 5890 Series II s NP detektorom
v splitless reZime.

Nosny plyn: hélium (tlak: 9,8 psi, prietok: 0,3 ml/min
a rychlost: 30,0 cm/sec).

Zazihacie plyny pre NPD: vodik, hélium a vzduch
(prietoky: 20,0; 150,0 a 3,5 ml/min). Teplota injektora
a NP detektora: 220 °C.

Koléna: ULTRA 2 (12 m/0,2 mm/0,33 um) so stacio-
narnou fazou tvorenou s 95 % dimetylsiloxdnu a 5 %
difenylsiloxanu.

Teplotny program GC: 100 °C — 1 min — 20 °C min —
300 °C — 2 min.

Celkovy &as analyzy bol 13 mindit. Vzorka sa davko-
vala v objeme 1 ul.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Priprava vzoriek na analyzu tvori ¢asto problémovu
a kriticku Cast analyzy lieciv a ich metabolitov. Najca-

stejSie pouZivanym postupom na odstranenie neZiadu-
cich primesi a latok zo vzorky nachadzajicej sa v biolo-
gickom ¢i inom materidly je extrakcia. PoCas prace sa
odskusali tri metédy extrakcie kvapalina-kvapalina, tzv.
liquid-liquid extrakcia (LLE) na stanovenie metadénu
a jeho metabolitu EDDP v moc¢i, ozna¢ené ako metdda
A, B a C. Na zaklade nameranych hodnét Standardov
a vzoriek mocu boli vypocitané ucinnosti extrakcie pre
jednotlivé koncentracie MTD a EDDP pre vSetky tri
extrakéné metddy. Pre lepSiu detegovatelnost a citlivost
na GC/NPD sa pri validacii najlepSej extrakénej metody
(metéda C) pouzil ako vnitorny Standard proadifén.
Vysledky st v tabulke 1.

Z uvedenych tudajov (tab. 1) vyplyva, Ze najlepsie
vysledky extrakénej Gc¢innosti pri danych koncentraciach
MTD a EDDP za pouZitia proadifénu ako vnutorného
Standardu su pri extrakénej metdde C, kde ako extrakéné
¢inidlo sa pouZil dietyléter a na vysolenie analytu z mocu
chlorid sodny. U tejto metdy sa hodnotila nasledne pres-
nost a spravnost metédy pre stanovenie MTD a EDDP
v moc¢i pomocou GC/NPD v ramci jedného diia a troch
dni (tab. 2). Limitom detekcie pre MTD je 8 ng/ml mocu
a limitom kvantifikicie pre MTD je 27 ng/ml mocu.
Limitom detekcie pre EDDP je 23 ng/ml mocu a limitom
kvantifikdcie pre MTD je 77 ng/ml mocu. Relativna Stan-
dardnd odchylka pre jednotlivé koncentricie MTD je
v rozsahu 1,10-2,32 % v ramci jedného dna a 9,14-13,72
% troch dni. Relativna Standardna odchylka pre jednotli-
vé koncentracie EDDP je v rozsahu 7,26 a7 9,29 % v ram-
ci jedného dna a 4,72-8,73 % troch dni.

Podla validacnych parametrov vykazuje tito nami
zvolend metdda na stanovenie metadénu a jeho metabo-
litu EDDP v mo¢i pomocou GC/NPD spravne a repro-
dukovatelné vysledky.
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Tab. 3. Hladiny MTD a EDDP v redlnych vzorkdach mocéu pacientov z Centra pre liecbu drogovej zdvislosti v Bratislave

koncentracia EDDP
ug/ml mocu

koncentracia MTD
ug/ml mocu

Oznacenie vzorky

8,58 58,71
27,61 43,40
1,59 0,11
12,56 11,08
33,72 64,63
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Obr. 2. Chromatograficky zaznam vzorky moca pacienta 5

Pre stanovenie MTD a EDDP v moc¢i pomocou
GC/NPD bola ziskana z pouzitého koncentra¢ného roz-
sahu pre MTD 0,5-50,0 ug/ml mocu a pre EDDP
1,0-50,0 ng/ml mocu kalibra¢né krivka. Korelacné koe-
ficienty ziskané pre MTD a pre EDDP st:

MTD : y = 0,0966x + 0,0032 (R* = 0,9994)
EDDP : y = 0,0331x + 0,0722 (R* = 0,9925)

Metdéda bola nasledne pouZitd na 5 nidhodne vybra-
nych redlnych vzoriek mocu pacientov z Centra pre liec-
bu drogovej zavislosti v Bratislave a na zdklade kalibrac-
nej krivky boli stanovené koncentracie MTD a EDDP
lieCenych pacientov pri odvykacej kiire z drogovej zavis-
losti na heroine. Vysledky hladin MTD a EDDP v real-
nych vzorkach mocu pacientov su uvedené v tabulke 3.

Ako moZeme vidiet z vysledkov redlnych vzoriek
mocu pacientov lieCenych z drogovej zévislosti v Centre
pre liecbu drogovej zévislosti v Bratislave, extrakéna
metdéda C ako i ndsledné stanovenie hladin MTD
a EDDP v moc¢i metédou GC/NPD je vhodné pre tera-
peutické stanovovanie vzoriek mocu pacientov lieciacich
sa z drogovej zavislosti. Napriek velkému rozptylu sta-
novenych koncentrdcii metadénu a jeho metabolitu
EDDP v pacientskych vzorkach mocu je eSte stale stano-

veny obsah metadénu ako i EDDP v rozsahu stanovenia
vytvorenej metédy na GC/NPD. Chromatograficky zaz-
nam z GC/NPD vzorky mocu pacienta 5 lieCiaceho sa
z drogovej zavislosti pomocou substitu¢nej liecby meta-
dénom je na obrazku 2.

Tato praca bola rieSend za podpory grantov VEGA
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