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Úvod

Antiarytmiká sa používajú na liečbu poních srdcové-
ho rytmu. Rozdelujú sa podl'a účinku na elektrofyziologic-
kú činnosť srdcových buniek do štyroch základných skupin:
antiarytmiká s priamym účinkom na bunkovú membránu (me-
xiletín, propafenon), betalytiká, antiarytmiká predlžujúce tr-
vanie akčného potenciálu a inhibitory kalciových iónov (ve-
rapamil, fendilín). Vzhl'adom na rózne faktory, ovplyvňujúce
správnu volbu aplikovaného liečiva, jeho metabolizáciu, mož-
né kontraindikácie a intoxikáciu z predávkovania, ukázala sa
potřeba monitorovania podávaných liečiv a ich biologicky
aktívnych metabolitov ako velmi aktuálna a vysoko informa-
tívna.

Vysokoúčinná kvapalinová chromatografia (HPLC) je
v súčasnosti jedna z najrozšírenějších technik používaných na
spoFahlivé stanovenie viacerých liečiv v zložitých biologic-
kých matriciach a v kombinácii s účinnou čistiacou a zakon-
centrovacou technikou ako je extrakcia na tuhej fáze (SPE)
v off-line alebo on-line spojení s chromatografickým systé-
mom, je HPLC vhodnou porovnávacou metodou s metodami
bioanalytickými (imunologickými a enzymatickými). Naviac
táto technika umožňuje simultánnu separáciu viacerých liečiv
spolu s ich metabolitmi za použitia často velmi jednoduchého
izokratického systému.

V literatuře sú publikované HPLC postupy na stanovenie
jednotlivých antiarytmík a ich hlavných metabolitov s použi-
tím róznych kolon, mobilných fáz a predseparačných postu-
pov1"8. SPE v porovnaní s tzv. klasickými čistiacimi technikami
(zrážanie proteínov, extrakcia kvapalina-kvapalina) význam-
né redukuje potřebné úkony a manipuláciu s biologickým
materiálom a v on-line převedení umožňuje priamy nástrek
klinickej vzorky do HPLC kolony9.

Ciefom predkladanej práce bolo vypracovat' kompletný,
jednoduchý SPE-HPLC postup vhodný pre reálné potřeby
terapeutického monitorovania vybraných antiarytmík a ich
hlavných biologicky aktívnych metabolitov, univerzálny,
s malými obměnami použitelný pre širšiu skupinu antiaryt-

mík. Strukturné vzorce sledovaných látok sú uvedené v tabul-
kel.

Tabulka I
Strukturné vzorce sledovaných antiarytmík
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Experimentálna časť

P ř í s t r o j e a z a r i a d e n i a

Na HPLC analýzu sa použil modulárny kvapalinový chro-
matograf zložený z pumpy Knauer 64, dávkovacieho ventilu
Rheodyne 7125 (objem slučky 20 jal), UV-VIS detektora
Knauer a vyhodnocovacej jednotky Data Monitor (Watrex
Bratislava). Na separáciu sa použili kolony: Separon SGX
C-18,150 x 3 mm (Tessek Praha), Separon SGX CN, 150 x 3 mm
(Tessek Praha), Nucleosil C-18, 250 x 4 mm (Watrex Brati-
slava). Mobilnou fázou bola zmes acetonitrilu, vody a trietyl-
amínu (35-40 % acetonitrilu, 0,2 % trietylamínu) s prietokom
1 ml.min"1. Na SPE sa použili kolonky Chromabond C-18,
200 mg, Macherey Nagel (Watrex Bratislava).

C h e m i k á l i e

Mexiletín a fendilín boli dodané Slovakofarmou a.s. Hlo-
hovec, propafenon, LU 29007 ako interny standard, 5-hydro-
xypropafenon, verapamil, norverapamil, D-617, D-620 od
firmy Knoll, Německo. Metanol, acetonitril, trietylamín, ky-
selina fosforečná, boli dodané firmou Merck, Bratislava.

P r e d s e p a r a č n á ú p r a v a b i o l o g i c k e j
v z o r k y

SPE kolonka sa premyla 3 ml metanolu, 3 ml vody a na-
niesla sa vzorka séra o objeme 1 ml. Po vymytí proteínov 2 ml
vody a interferujúcich látok 1 ml acetonitrilu, sa antiarytmiká
a ich metabolity eluovali 1 ml metanolu s prídavkom 0,5 %
trietylamínu. Eluát sa odpařil do sucha a zvyšok rozpustil
v 200 jj.1 mobilnej fázy. Objem 20 u,l sa dávkoval do chroma-
tografickej kolony.

Výsledky a diskusia

Na HPLC separáciu sa najskór testovala aj CN kolona, ale
ukázalo sa, že jej separačnáúčinnosť bola nedostatečná, najma
na separáciu niektorých metabolitov (norverapamil). Ak je ale
potřebné monitorovat' len hladinu antiarytmiká, připadne roz-
hodnúť, ktoré a v akom množstve bolo aplikované, je možné
analyzovat' SPE extrakty séra s obsahom mexiletínu, propa-
fenonu a verapamilu na CN kolóne (obr. la). Na spolanli-
vú analýzu propafenonu, jeho hlavného metabolitu 5-hydro-
xypropafenonu a vnútorného standardu LU, je lepšie použit'

Obr. 1. Chromatograflcký záznam separácie a) mexiletínu, propafenonu a verapamilu na kolóne Separon SGX CN (mobilná fáza: 40 %
acetonitril, voda, 0,2 % trietylamín, pH 4): / - mexiletín, 2 - propafenon, 3 - verapamil; b) propafenonu, 5-hydroxypropafenonu a LU na
kolóne Separon SGX C 18 (mobilná fáza: 40 % acetonitril, voda, 0,2 % trietylamín, pH 4): 1 - 5-hydroxypropafenon, 2 - LU, 3 - propafenon
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krátku kolonu Separon SGX C-18 (obr. lb), kde všetky tri lát-
ky sú separované s dostatočnou hodnotou chromatografického

Tabulka II
Elučné časy, kapacitně poměry a hodnoty chromatografické
rozlíšenia pre analyzované látky
Kolona: Nucleosil C-18; mobilná fáza: 35 % acetonitril, voda,
trietylamín 0,2 %; prietok: lml.min" ; detekcia: 245 nm

rozlíšenia. Simultánnu separáciu všetkých antiarytmík a ich
metabolitov sa podařilo realizovat' na kolóne Nucleosil C-18.
Na obr. 2a je HPLC chromatogram separácie mexiletínu,
propafenonu, verapamilu a fendilínu spolu s metabolitmi 5-
-hydroxypropafenonom a norverapamilom. Na obr. 2b sú na-
viac separované aj ďalšie metabolity verapamilu (D-617 aD-620).

Tabulka III
Prehl'ad testovaných SPE postupov na úpravu vzoriek séra

Látka Elučný čas
[min]

Kapacitný
poměr

Rozlíšenie
Postup Premývanie Elúcia

Mexiletín
D-620
D-617
5-Hydroxypropafenon
LU
Propafenon
Norverapamil
Verapamil

4,5
5,7
6,4
8,6

11,7
22,1
23,8
26,3

1,1
1,5
1,8
2,8
4,1
8,7
9,4

10,6

3,6
1,7
4,6
5,1

11,0
1,3
1,9

PÍ
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8

3 ml acetonitril-voda (4:6)
2 ml voda
2 ml voda
2 ml voda ako
2 ml acetonitril-voda (4:6)
2 ml acetonitril-voda (4:6)
1 ml voda
2 ml voda

1 ml metanol + 0,1 % TEA
1 ml metanol + 0,3 % TEA
1 ml metanol-acetonitril (8:2)
P4 + 0,3 % TEA
1 ml metanol-acetonitril (8:2)
ako P5 + 0,5 % TEA
1 ml metanol + 0,5 % TEA
1 ml metanol + 0,5 % TEA

Obr. 2. Chromatografický záznam separácie a) mexiletínu, 5-hydroxypropafenonu, LU, propafenonu, norverapamilu, verapamilu
a fendilínu na kolóne Nucleosil C 18 (mobilná fáza: 40 % acetonitril, voda, 0,2 % trietylamín, pH 4): / - mexiletín, 2 - 5-hydroxypropafenon,
3 - LU, 4 - propafenon. 5 - norverapamil, 6 - verapamil, 7- fendilín; b) mexiletínu, D-620, D-617,5-hydroxypropafenonu, propafenonu,
norverapamilu a verapamilu na kolóne Nucleosil C-18 (mobilná fáza: 35 % acetonitril, voda, 0,2 % trietylamín, pH 4): 1 - mexiletín, 2 -
D-620,3 - D-617, 4 - 5-hydroxypropafenon, 5 - propafenon, 6 - norverapamil, 7 - verapamil
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Pre tuto analýzu sa znížilo percento organického modifikátora
(acetonitril) v mobilnej fáze (zo 40 % na 35 %). Hodnoty
kapacitných pomerov a chromatografického rozlíšenia sú uve-

dené v tabulke II. Medze stanovitelnosti pre všetky analyzo-
vané látky boli dostatočné pre ich kvantitatívnu analýzu v re-
álných vzorkách, pre propafenon a fendilín 10 ng.ml"1, pre

Obr. 3. Chromatografický záznam separácie a) SPE extraktu modelového séra (blank) (mobilná fáza: 35 % acetonitril, voda, 0,2 %
trietylamín, pH 4); b) SPE extraktu modelového séra s obsahům mexiletínu, 5-hydruxypropafenonu a propafenonu (mobilná fáza: 35 %
acetinitril, voda, 0,2 % trietylamín, pH 4): 1 - mexiletín, 2 - 5-hydroxypropafenon, 3 - propafenon

Obr. 4. Chromatografický záznam separácie SPE extraktu klinickej vzorky pacienta po aplikácii propafenonu (mobilná fáza: 35
acetonitril, voda, 0,2 % trietylamín, pH 4): / - 5-hydroxypropafenon, 2 - propafenon
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5-hydroxypropafenon, fendilín, verapamil 5 ng.ml a norve-
rapamil 3 ng.ml .

Doteraz bolo publikovaných velmi málo informácií o po-
užití SPE na predseparačnú úpravu študovaných liečiv a ich
metabolitov. Preto sa odskúšalo niekolko kombinácií pre-
mývacích krokov a elučných zmesí, ktoré sú uvedené v tabul-
ke III. HPLC chromatogram SPE extraktu sere bez obsahu
antiarytmík (blank) je znázorněný na obr. 3a a chromatogram
modelovej vzorky séra s prídavkom mexiletínu, propafenonu
a 5-hy droxy propafenonu na obr. 3b. Extrakčné výťažnosti SPE
postupu sú porovnané v tabulke IV. HPLC chromatogram SPE
extraktu reálnej klinickej vzorky po SPE extrakcii postupom
P8 z tabulky III je znázorněný na obr. 4. Stanovené koncen-
trácie boli: 0,43 ixg.ml"1 pre propafenon a 0,06 iJ-g-ml"1 pre
5-hydroxypropafenon.

Tabulka IV
Extrakčné výťažnosti SPE postupu P8

Látka

Mexiletín
5-Hydroxypropafenon
Propafenon
Norverapamil
Verapamil
Fendilín

Extrakčná výťažnosť
[%]

72,3
84,1
87,5
89,4
90,7
81,4

RSD
[%]

1,2
2,3
2,1
1,8
2,5
2,0

Závěr

Kompletný vypracovaný postup SPE-HPLC stanovenia
vybraných antiarytmík aplikovaných v klinickej praxi spolu
s ich metabolitmi bol doporučený na rutinně terapeutické mo-

nitorovanie v klinických laboratóriach ako aj pre potřeby
farmakokinetických štúdií.
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