
De b e p a l i n g v a n a n t i - e p i l e p t i c a 
m e t b e h u l p v a n s o l i d p h a s e 
e x t r a c t i e . 

Hai Hol thuysen 

Laborator ium apotheek Viecuri 

Medisch Cent rum voor Noord -L imburg 

Tegelseweg 210, 

5912 BI Venlo 

hhol thuysen@viecur i .n l 

Inleiding 
In ons l a b o r a t o r i u m w o r d e n d i ve rse 

an t i -ep i lep t i ca b e p a a l d . Feny to ine , 

f e n o b a r b i t a l , c a r b a m a z e p i n e en 

v a l p r o i n e z u u r w o r d e n bepaa ld m e t 

de FLx, t e rw i j l l a m o t r i g i n e , m o n o -

O H - c a r b a m a z e p i n e (de w e r k z a m e 

m e t a b o l i e t van oxca rbazep ine ) en 

10 ,11 -ca rbamazep ine -epox ide 

(de m e t a b o l i e t van ca rbamazep ine ) 

w o r d e n bepaa ld m i d d e l s v loe is to f 

v l oe i s to f ex t rac t ie in een reversed 

phase HPLC s y s t e e m . De v loe is to f 

v loe i s to f -ex t rac t i e w o r d t u i t g e v o e r d 

m e t d i c h l o o r m e t h a a n in bas isch 

m i l i eu me t b e h u l p van een boraa t -

bu f fe r m e t pH = 10. A a n de ex t rac t ie 

m e t d i c h l o o r m e t h a a n k leven enke le 

nade len . O p de eerste p laats is 

d i c h l o o r m e t h a a n een o n a a n g e n a a m 

r iekende s to f m e t schade l i j ke e i g e n 

s c h a p p e n . Daarnaas t is de v l oe i s t o f 

zwaa rde r dan wate r , w a t v e r w i j d e r e n 

van de laag d i c h l o o r m e t h a a n t i j dens 

de ex t rac t ie bemoe i l i j k t . O m deze 

t w e e p r o b l e m e n te omze i l en is 

gezoch t naar een ande re m e t h o d e . 

H ierb i j k w a m SPE (So l id Phase 

Extract ie) al snel o m de hoek k i jken. 

W i j h e b b e n gekozen v o o r de 2-D 

m e t h o d e me t Oasis e x t r a c t i e - k o l o m 

met jes van Wate rs . Het opzet ten 

van de m e t h o d e en de u i te inde l i j ke 

resu l ta ten en conc lus ies zi jn h ier

o n d e r besch reven . 

Materialen en methode 
Monstervoorbewerking 

De m o n s t e r v o o r b e w e r k i n g w o r d t 

u i t g e v o e r d me t een ext rac t ie 

m a n i f o l d . (Waters , Et ten- leur , par t . 

No . WAT200606) . De SPE-ko lom-

met jes d ie w o r d e n geb ru i k t z i jn 

Wate rs Oasis HLB 1cc (30mg) 

ex t rac t ie ca r t r idges (Waters , 

Etten-Leur, part . No . WAT94225) . 

HPLC 

Het HPLC-systeem bestaat ui t een 

A l l i ance 2695 Sepe ra t i on M o d u l e 

m e t een 996 Photo D iode A r r a y 

detector . De ana ly t i sche k o l o m is 

een S y m m e t r y C8 (150 x 3,9 m m 

i.d), 5 u m (Waters , Et ten-Leur, par t 

no . WAT 46970) in c o m b i n a t i e m e t 

een v o o r k o l o m S y m m e t r y C8 Sen t r y 

Gua rd (20 x 3,9 m m i.d.), 5 u m 

(Waters , Etten-Leur, part . No . 

WAT054250) . De l oopv loe i s t o f 

bestaat uit een m e n g s e l van een 

0,1 M K H 2 P O 4 bu f fer op pH 4 

geb rach t m e t f os fo rzuu r 17% en 

aceton i t r i l in een v e r h o u d i n g 70:30. 

De f l o w bedraag t 1,3 m l / m i n . 

Detect ie v i n d t p laats bi j 215 n m . 

Het i n j e c t i e v o l u m e is 40 u l . 

Reagentia 

Sa l i ne -op loss ing : 4000 m g NaCl , 

100 m g KCl, 100 m g K H 2 P 0 4 , 

575 m g N a 2 H P 0 4 o p l o s s e n in 

1000 m l d e m i w a t e r en o p pH=7 

b r e n g e n m e t f o s f o r z u u r 8 5 % . 

• 2 % N H 4 O H - o p l o s s i n g : v o e g 20 

m l g e c o n c e n t r e e r d e a m m o n i a 

t o e aan 980 m l a q u a d e m i . 

• 2 % C H 3 C O O H - o p l o s s i n g : v o e g 20 

m l g e c o n c e n t r e e r d az i jnzuur t oe 

aan 980 m l aqua d e m i . 

Het vooronderzoek 
De m e t h o d e - o n t w i k k e l i n g v i n d t 

p laats v o l g e n s de z o g e n a a m d e 2-D 

m e t h o d e . De t h e o r e t i s c h e achter 

g r o n d e n van deze m e t h o d e z i jn in 

Ext rac t , j a a r g a n g 14, n u m m e r 4, 

d e c e m b e r 2003 u i t g e b r e i d b e h a n 

de ld d o o r Rick Langen en M a r j o l e i n 

v a n Essenberg van het l a b o r a t o r i u m 

v a n de Z i e k e n h u i s apo theek M i d d e n -

Braban t (1). O m d a t onze aanpak o p 

d i ve rse p u n t e n wezen l i j k ve rsch i l t 

v a n h u n aanpak is onze w i j ze 

v a n aanpak h i e r o n d e r u i t v o e r i g 

b e s c h r e v e n . M e t de m e t h o d e on t 

w i k k e l i n g v o l g e n s het 2-D m o d e l 

is het m o g e l i j k o m in kor te t i j d in for 

ma t i e te k r i j gen ove r de te g e b r u i k e n 

w a s - en e l u t i e s t a p p e n , r esu l t e rend 

in ex t rac ten v r i j van s t o r e n d e c o m 

p o n e n t e n a f k o m s t i g v a n het p l asma 

w a a r i n z ich de c o m p o n e n t e n b e v i n 

d e n . M e t ande re w o o r d e n : t i j dens 

het w a s s e n is het de b e d o e l i n g dat 

i n t e r f e re rende v e r o n t r e i n i g i n g e n 

v a n het SPE ma te r i aa l w o r d e n 

v e r w i j d e r d , m a a r n iet de te bepa len 

c o m p o n e n t . T i jdens de e lu t ie m o e t 

het o m g e k e e r d e p roces p laats-

mailto:hholthuysen@viecuri.nl


v i n d e n . Nu is het de b e d o e l i n g dat 

de te bepa len c o m p o n e n t k w a n t i t a 

t ief van het k o l o m m a t e r i a a l w o r d t 

v e r w i j d e r d , even tue le n o g a a n w e z i 

ge s to rende c o m p o n e n t e n m o e t e n 

b l i j ven z i t ten . 

Op basis van deze fe i ten heef t de 

f i r m a Wate rs een w a s - en e lu t ie 

p r o c e d u r e o n t w i k k e l d d ie het m o g e 

li jk maak t d o o r var ia t ie van de 

concen t ra t i e o rgan i sche fase en de 

pH to t een o p t i m a l e SPE m e t h o d e te 

k o m e n (2). In ons geva l w e r d h ie r toe 

een op loss ing g e m a a k t van l a m o -

t r i g ine (5 mg/ l ) , m o n o - O H - c a r b a m a -

zep ine (20 mg/ l ) , c a r b a m a z e p i n e 

(5 mg/ l ) en 10,11 c a r b a m a z e p i n e -

epox ide (1 mg/ l ) in s a l i n e - o p l o s s i n g . 

Na c o n d i t i o n e r i n g van de ca r t r i dges 

me t 1 m l m e t h a n o l en 1 m l w a t e r 

w e r d e n de car t r idges ge laden m e t 

1 m l van de sa l i ne -op loss i ng . 

T ien ca r t r i dges w o r d e n v e r v o l g e n s 

geë luee rd me t 1 m l van v e r s c h i l l e n 

de o p l o s s i n g e n d ie 0 t o t 9 0 % 

m e t h a n o l beva t ten in 2 % azi jnzuur , 

o p l o p e n d in s t appen van 10% 

m e t h a n o l (zure s tud ie ) . De andere 

10 ca r t r i dges w o r d e n geë luee rd m e t 

1 m l van ve rsch i l l ende o p l o s s i n g e n 

d ie 0 t o t 9 0 % m e t h a n o l beva t ten in 

2 % a m m o n i a , o p l o p e n d in s t appen 

van 10% m e t h a n o l (bas ische s tud ie ) . 

Zie f i g u u r 1. 

Het e luaat van iedere ca r t r i dge is 

v e r v o l g e n s geana l ysee rd m e t het 

bes taande HPLC s y s t e e m . De opper 

v lak te o n d e r de piek v o o r iedere 

c o m p o n e n t is h ierna u i tgezet t egen 

het pe rcen tage m e t h a n o l v o o r zowe l 

de zure als de bas ische s tud ie . Het 

oppe rv l ak onde r de piek is u i t e raa rd 

" n u l " w a n n e e r de c o m p o n e n t zich 

n o g op de ca r t r i dge bev ind t . 

H ie ronder zi jn v o o r be t re f fende 

c o m p o n e n t e n zowe l de zure als de 

bas ische s tud ie w e e r g e g e v e n . 

Me t b e h u l p van deze t w e e s tud ies 

kunnen w e een 2-D m e t h o d e o n t w i k 

kelen d ie in staat is m a t r i x in te r fe 

rent ies te r educe ren . Ui t de bas ische 

s tud ie k u n n e n w e b i j v o o r b e e l d 

a f le iden , dat na w a s s e n m e t 

30% m e t h a n o l in 2 % a m m o n i a 



de componenten zich nog steeds op 
het kolommateriaal bevinden. Dit is 
wasstap 1. Uit de zure studie volgt 
een wasstap met azijnzuur 2%. 
Ook bij deze samenstelling blijven 
de componenten op het kolommate
riaal zitten. Dit is wasstap 2. Om de 
componenten van het kolommate
riaal te spoelen wordt gekozen voor 
een elutie in zuur milieu. In dit geval 
is gekozen voor 90% methanol in 2% 
azijnzuur. Nadeel van bovenstaande 
methode-ontwikkeling is dat de 
procedure wordt toegepast op 
componenten gespiked in de saline
oplossing. Middels een validatie van 
de methode zal worden nagegaan 
of de gekozen was en elutie proce
dure ook toepasbaar is voor de 
componenten gespiked in plasma. 

N.B. Voor de elutie wordt 1 ml van 
een oplossing van 90% methanol in 
2% azijnzuur gebruikt. Het percen
tage water in deze oplossing maakt 
droogdampen echter zeer tijd
rovend. Daarom werd tijdens de 
pre-validatie uitgetest of de elutie-
vloeistof vervangen kon worden 
door 100% methanol. Het is de 
bedoeling om bij eventuele volgen
de studies 100% methanol als elutie-
stap mee te nemen. 

Was en elutieprofiel 
1 ml methanol 

1 ml aqua demi 
0,2 ml monster 

1 ml 30% methanol in 2% 

ammonia: wasstap 1 

1 ml azijnzuur 2%: wasstap 2 

1 ml methanol: elutie 

Na droogdampen van de methanol 
wordt het residu opgenomen in 
100 ul loopvloeistof. Hiervan wordt 
40 ul geïnjecteerd. 

Voorbereiding monster 
Aan 1 ml plasma wordt 20 ul fosfor
zuur 85% (verstoring geneesmiddel
eiwit interactie) en 20 ul doxepine 
HCl (1 mg/ml in water) toegevoegd. 
Doxepine is de interne standaard. 
Tijdens de extractie wordt 0,2 ml 
plasma op het kolommateriaal 
gebracht. 

Pre-validatie 
De pre-validatie bestaat uit een aan
tal experimenten, die worden uit
gevoerd om te evalueren of verdere 
analyse nog zin heeft. In ons labo
ratorium wordt hiertoe de specifici
teit en selectiviteit bekeken en het 
calibratiemodel getoetst. Om de 
specificiteit te bepalen worden 6 
onafhankelijke blanco plasma 
matrices opgewerkt volgens de 
ontwikkelde methode. Visueel wordt 
beoordeeld of deze matrices vrij 
van de te bepalen component een 
storende respons geven. 
Hieronder is een chromatogram te 
zien van blanco plasma zonder 
componenten (figuur 4) en een 
chromatogram van blanco plasma 
gespiked met lamotrigine (5 mg/l), 
mono-OH-carbamazepine (20 mg/l), 
10,11-carbamazepine-epoxide 
(2 mg/l) en carbamazepine 
(5 mg/l); (figuur 5) Doxepine is de 
interne standaard. 

Duidelijk is te zien dat het blanco 
plasma geen pieken laat zien op de 
retentietijden waar de te bepalen 
componenten elueren. De selectivi
teit wordt bepaald door een repre
sentatief monster te chromatogra-
feren, waarin zich naast de te onder
zoeken componenten ook eventuele 
co-medicatie bevindt. In dit geval is 
alleen gekeken naar andere anti-
epileptica. Fenytoine, fenobarbital, 
clobazam en desmethylclobazam 
vertoonden geen storing in de 
bepaling. Tijdens de pre-validatie 
werd van iedere component een 
ijklijn gemaakt van zes punten gelijk 
verdeeld over het gekozen con-
centratiebereik. leder punt werd in 
triplo geanalyseerd. Alle lijnen 
voldeden aan de eis dat de afwijking 
van de teruggerekende X-waarde 
bij het laagste ijkpunt 20% mag 
bedragen en bij de resterende 
punten 15%. 



De validatie 
Voor het bepa len van de j u i s t h e i d , 

de he rhaa lbaa rhe id en de rep ro 

ducee rbaa rhe id w e r d e n v o o r iedere 

c o m p o n e n t 4 v a l i d a t i e m o n s t e r s 

be re id , ge l i jk ve rdee l t ove r het te 

va l i de ren concen t ra t i ebe re i k . 

X1 = het concen t ra t i en i veau da t 

gel i jk is aan dat van het laagste 

i j kpun t 

X2 = d i t is het lage n i veau , over 

e e n k o m e n d m e t 3-5 maa l de 

w a a r d e van X1 

X3 = deze k o m t ove reen m e t de 

concen t ra t i e in het m i d d e l s t e 

geb ied van de i jk l i jn . 

X4 = d i t is het h o g e n iveau over 

e e n k o m e n d m e t o n g e v e e r 8 0 % 

van het h o o g s t e i j kpun t . 

Voor het bepa len van de va l ida t ie -

p a r a m e t e r s w o r d t ieder n i veau 

g e d u r e n d e 5 d a g e n in t r i p l o geana

l ysee rd . A l s eis v o o r de j u i s t h e i d 

ge ld t da t de a f w i j k i n g t .o.v. de 

t h e o r e t i s c h e w a a r d e niet m e e r m a g 

a fw i j ken d a n 15% v o o r de n iveaus 

X 2 , X3 en X 4 en n iet m e e r dan 2 0 % 

v o o r X 1 . A l s eis v o o r de he rhaa l 

b a a r h e i d en de r e p r o d u c e e r b a a r h e i d 

ge ld t da t de va r i a t i ecoë f f i c i ën t 

k le iner m o e t zi jn dan 15% v o o r de 

n i veaus X2 , X 3 en X 4 en k le iner 

dan 2 0 % v o o r n i veau X 1 . 



De recovery 
De recove ry w o r d t bepaa ld v o o r de 

v a l i d a t i e m o n s t e r s X2 en X3 d o o r 

deze g e d u r e n d e d r ie d a g e n in t r i p l o 

te ana l yse ren en te ve rge l i j ken m e t 

een o p l o s s i n g in e luens o v e r e e n 

k o m e n d m e t 100% recovery . 

Aan de recove ry w o r d t geen eis 

ges te ld , m a a r deze m o e t zo h o o g 

moge l i j k z i jn . 

Resultaten validatie 
In de o n d e r s t a a n d e t abe l l en zi jn de 

va l ida t ie resu l ta ten v o o r l a m o t r i g i n e , 

m o n o - O H - c a r b a m a z e p i n e , 10 ,11 -

c a r b a m a z e p i n e - e p o x i d e en c a r b a m a 

zep ine w e e r g e g e v e n . 

Conclusie 
M e t h o d e - o n t w i k k e l i n g me t b e h u l p 

van de 2-D m e t h o d e is snel en mak

keli jk u i tvoerbaar . Het geef t b i n n e n 

kor te t i j d w a a r d e v o l l e i n f o r m a t i e 

over de moge l i j ke w a s s t a p p e n en de 

te geb ru i ken e lu t ies tap . Het g e b r u i k 

van SPE in de ana lyse van de onder 

zochte c o m p o n e n t e n heef t als voo r 

deel t en opz ich te van de v loe is to f 

v loe is to f -ex t rac t ie dat er n iet mee r 

geb ru i k g e m a a k t hoef t te w o r d e n 

van het t ox i sche d i c h l o o r m e t h a a n . 

De m e t h o d e is snel ler en al le va l i -

da t i epa rame te r s v o l d o e n aan de 

d o o r ons ges te lde e isen. De rou t i ne 

m a t i g e bepa l i ng van l a m o t r i g e en 

m o n o - O H - c a r b a m a z e p i n e zi jn i n m i d 

de ls in ons l a b o r a t o r i u m in g e b r u i k 

g e n o m e n . M o m e n t e e l z i jn w e bezig 

m e t de o n t w i k k e l i n g v a n een 

a n a l y s e m e t h o d e v o o r d i ve r se psy

c h o f a r m a c a m e t b e h u l p v a n SPE. 

H ie rove r zal ik j u l l i e o p de h o o g t e 

h o u d e n . 
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