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Uvod

Antiarytmikd sa pouZivaji na lie¢bu portch srdcové-
ho rytmu. Rozdeluji sa podl'a u¢inku na elektrofyziologic-
ka ¢innost srdcovych buniek do $tyroch zdkladnych skupin:
antiarytmikd s priamym d¢inkom na bunkovi membranu (me-
xiletin, propafenon), betalytikd, antiarytmikd predlzujice tr-
vanie akéného potencidlu a inhibitory kalciovych iénov (ve-
rapamil, fendilin). Vzhl'adom na rézne faktory, ovplyviiujice
spravnu volbu aplikovaného lie¢iva, jeho metabolizdciu, moz-
né kontraindikécie a intoxikdciu z preddvkovania, ukdzala sa
potreba monitorovania poddvanych lieCiv a ich biologicky
aktivnych metabolitov ako velmi aktudlna a vysoko informa-
tivna.

Vysokoucinna kvapalinovd chromatografia (HPLC) je
v stcasnosti jedna z najrozsirenéjSich technik pouzivanych na
spolahlivé stanovenie viacerych lie¢iv v zlozitych biologic-
kych matriciach a v kombinécii s u¢innou Cistiacou a zakon-
centrovacou technikou ako je extrakcia na tuhej fize (SPE)
v off-line alebo on-line spojeni s chromatografickym systé-
mom, je HPLC vhodnou porovnavacou metodou s metodami
bioanalytickymi (imunologickymi a enzymatickymi). Naviac
tato technika umoznuje simultdnnu separdciu viacerych lieCiv
spolu s ich metabolitmi za pouZzitia ¢asto velmi jednoduchého
izokratického systému.

V literatiire su publikované HPLC postupy na stanovenie
jednotlivych antiarytmik a ich hlavnych metabolitov s pouZi-
tim roznych kolon, mobilnych fiz a predsepara¢nych postu-
pov'"®. SPE v porovnani s tzv. klasickymi Cistiacimi technikdmi
(zrazanie proteinov, extrakcia kvapalina-kvapalina) vyznam-
ne redukuje potrebné ukony a manipuldciu s biologickym
materidlom a v on-line prevedeni umoziluje priamy ndstrek
klinickej vzorky do HPLC kolény’.

Cielom predkladanej prace bolo vypracovat' kompletny,
jednoduchy SPE-HPLC postup vhodny pre redlne potreby
terapeutického monitorovania vybranych antiarytmik a ich
hlavnych biologicky aktivnych metabolitov, univerzalny,
s malymi obmenami pouZitelny pre $irSiu skupinu antiaryt-
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Experimentélna ¢ast

Pristroje a zariadenia

Na HPLC analyzu sa pouzil moduldrny kvapalinovy chro-
matograf zloZzeny z pumpy Knauer 64, ddvkovacieho ventilu
Rheodyne 7125 (objem sluc¢ky 20 pl), UV-VIS detektora
Knauer a vyhodnocovacej jednotky Data Monitor (Watrex
Bratislava). Na separaciu sa pouzili kolony: Separon SGX
C-18, 150x 3 mm (Tessek Praha), Separon SGX CN, 150 x 3 mm
(Tessek Praha), Nucleosil C-18, 250 x 4 mm (Watrex Brati-
slava). Mobilnou fizou bola zmes acetonitrilu, vody a trietyl-
aminu (35-40 % acetonitrilu, 0,2 % trietylaminu) s priectokom
1 ml.min"". Na SPE sa pouzili kolonky Chromabond C-18,
200 mg, Macherey Nagel (Watrex Bratislava).

Chemikdlie

Mexiletin a fendilin 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, Nemecko. Metanol, acetonitril, trietylamin, ky-
selina fosfore¢na, boli dodané firmou Merck, Bratislava.
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Predsepara¢nd uprava
vzorky

biologickej

SPE kolénka sa premyla 3 ml metanolu, 3 ml vody a na-
niesla sa vzorka séra o objeme 1 ml. Po vymyti proteinov 2 ml
vody a interferujicich ldtok 1 ml acetonitrilu, sa antiarytmik4
a ich metabolity eluovali 1 ml metanolu s pridavkom 0,5 %
trietylaminu. Eludt sa odparil do sucha a zvySok rozpustil
v 200 1l mobilnej fazy. Objem 20 1l sa ddvkoval do chroma-
tografickej kolony.

Vysledky a diskusia

Na HPLC separ4ciu sa najskortestovala aj CN koldna, ale
ukdzalo sa, 7Ze jej separacna 1i¢innost bola nedostate¢nd, najma
na separdciu niektorych metabolitov (norverapamil). Ak je ale
potrebné monitorovat' len hladinu antiarytmika, pripadne roz-
hodnuit, ktoré a v akom mnozstve bolo aplikované, je mozné
analyzovat' SPE extrakty séra s obsahom mexiletinu, propa-
fenonu a verapamilu na CN koléne (obr. la). Na spolahli-
vu analyzu propafenonu, jeho hlavného metabolitu 5-hydro-
xypropafenonu a vnutorného Standardu LU, je lepsie pouZit
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Obr. 1. Chromatografickyzdznam separdcie a) mexiletinu, propafenonu a verapamilu na koléne Separon SGX CN (mobiln4 fiza: 40 %
acetonitril, voda, 0,2 % trietylamin, pH 4): / - mexiletin, 2 - propafenon, 3 - verapamil; b) propafenonu, 5-hydroxypropafenonu a LU na
kol6ne Separon SGX C 18 (mobilnd faza: 40 % acetonitril, voda, 0,2 % trietylamin, pH 4): 7 - 5-hydroxypropafenon, 2 - LU, 3 - propafenon
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kratku kolénu Separon SGX C-18 (obr. 1b), kde vietky tri lat-
ky su separované s dostato¢nou hodnotou chromatografického

Tabulka II

Elu¢né Casy, kapacitné pomery a hodnoty chromatografické
rozliSenia pre analyzované latky

Kolona: Nucleosil C-18; mobilnd fiza: 35 % acetonitril, voda,
trietylamin 0,2 %; prietok: Iml.min" ]; detekcia: 245 nm

Latka Elu¢ny cas Kapacitny Rozlisenie
[min] pomer
Mexiletin 4,5 1,1 3,6
D-620 S¥ 1,5 1,7
D-617 6,4 1,8 4,6
5-Hydroxypropafenon 8,6 2,8 5,1
LU 1157 4,1 11,0
Propafenon 22,1 8,7 13
Norverapamil 23,8 9,4 19
Verapamil 26,3 10,6
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rozli§enia. Simultdnnu separdciu vietkych antiarytmik a ich
metabolitov sa podarilo realizovat' na koléne Nucleosil C-18.
Na obr. 2a je HPLC chromatogram separicie mexiletinu,
propafenonu, verapamilu a fendilinu spolu s metabolitmi 5-
-hydroxypropafenonoma norverapamilom. Na obr. 2b sd na-
viac separované aj dalSie metabolity verapamilu (D-617 aD-620).

Tabulka II1
Prehl'ad testovanych SPE postupov na upravu vzoriek séra

Postup Premyvanie Eliicia
P1 3 ml acetonitril-voda (4:6)
P2 2 ml voda

P3 2 ml voda

P4 2 ml voda ako

P5 2 ml acetonitril-voda (4:6)
P6 2 ml acetonitril-voda (4:6)

1 ml metanol + 0,1 % TEA

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

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

P7 1 mlvoda 1 ml metanol + 0,5 % TEA
P8 2 ml voda 1 ml metanol + 0,5 % TEA
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Obr. 2. Chromatograficky zdznam separicie a) mexiletinu, 5-hydroxypropafenonu, LU, propafenonu, norverapamilu, verapamilu
a fendilinu na kolone Nucleosil C 18 (mobilnd faza: 40 % acetonitril, voda, 0,2 % trietylamin, pH 4): / - mexiletin, 2 - 5-hydroxypropafenon,
3 - LU, 4 - propafenon. 5 - norverapamil, 6 - verapamil, 7- fendilin; b) mexiletinu, D-620, D-617, 5-hydroxypropafenonu, propafenonu,
norverapamilu a verapamilu na kolone Nucleosil C-18 (mobilnd fiza: 35 % acetonitril, voda, 0,2 % trietylamin, pH 4): I - mexiletin, 2 -
D-620, 3 - D-617, 4 - 5-hydroxypropafenon, 5 - propafenon, 6 - norverapamil, 7 - verapamil
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Pre tuto analyzu sa zniZilo percento organického modifikatora dené v tabulke II. Medze stanovitelnosti pre vietky analyzo-

(acetonitril) v mobilnej fize (zo 40 % na 35 %). Hodnoty vané latky boli dostatoéné pre ich kvantitativnu analyzu v re-
kapacitnych pomerov a chromatografického rozliSenia st uve- élnych vzorkdch, pre propafenon a fendilin 10 ng.ml™, pre
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Obr. 3. Chromatograficky zdznam separicie a) SPE extraktu modelového séra (blank) (mobilnd fiza: 35 % acetonitril, voda, 0,2 %
trietylamin, pH 4); b) SPE extraktu modelového séra s obsahom mexiletinu, 5-hydruxypropafenonu a propafenonu (mobiln4 faza: 35 %
acetinitril, voda, 0,2 % trietylamin, pH 4): I - mexiletin, 2 - 5-hydroxypropafenon, 3 - propafenon
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Obr. 4. Chromatograficky zaznam separacie SPE extraktu klinickej vzorky pacienta po aplikicii propafenonu (mobilna faza: 35 %
acetonitril, voda, 0,2 % trietylamin, pH 4): / - 5-hydroxypropafenon, 2 - propafenon
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5-hydroxypropafenon, fendilin, verapamil 5 ng.ml'I a norve-
rapamil 3 ng.ml™".

Doteraz bolo publikovanych velmi mdlo informécii o po-
uziti SPE na predseparaénu tpravu $tudovanych liediv a ich
metabolitov. Preto sa odskusalo niekolko kombindcii pre-
myvacich krokov a elu¢nych zmesi, ktoré si uvedené v tabul-
ke III. HPLC chromatogram SPE extraktu sére bez obsahu
antiarytmik (blank) je zndzorneny na obr. 3a a chromatogram
modelovej vzorky séra s pridavkom mexiletinu, propafenonu
a 5-hy droxy propafenonu na obr. 3b. Extrak&éné vytaznosti SPE
postupu su porovnané v tabulke IV. HPLC chromatogram SPE
extraktu redlnej klinickej vzorky po SPE extrakcii postupom
P8 z tabulky III je zndzorneny na obr. 4. Stanovené koncen-
trécie boli: 0,43 wg.ml' pre propafenon a 0,06 wg.ml! pre
5-hydroxypropafenon.

Tabulka IV
Extrakéné vytaznosti SPE postupu P8

Létka Extrakénd vytaznost RSD

[%] [%]
Mexiletin 70,3 1,2
5-Hydroxypropafenon 84,1 2,3
Propafenon 87,5 2,1
Norverapamil 89,4 1,8
Verapamil 90,7 LS
Fendilin 81,4 2,0
Zaver

Kompletny vypracovany postup SPE-HPLC stanovenia
vybranych antiarytmik aplikovanych v klinickej praxi spolu
s ich metabolitmi bol doporu¢eny na rutinne terapeutické mo-
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nitorovanie v klinickych laboratériach ako aj pre potreby
farmakokinetickych $tadif.
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Analytical Chemistry, Faculty of Chemical Technology, Slo-
vak Technical University, Bratislava, Slovak Republic): De-
termination of Antiarrhythmics and Their Metabolites in
Clinical Samples Using a SPE-HPLC Combination

An effective and simple SPE-HPLC assay for monitoring
of clinically applied antiarrhythmics and their metabolites in
serum samples was developed. In particular, the generally
used SPE step has been modified for the clean-up and precon-
centration procedure of clinical samples. Extraction recoveries
for all analyzed compounds were in the range 81.4-90.7 % for
the concentration level pg.ml” of serum.





