Arh. hig. rada. toksikol., 33 (1982) 173—183.

Izvorni znanstveni rad
UDK 615.074’ 274.1

USPOREDBA SPEKTROFOTOMETRIJSKE,
FLUORIMETRIJSKE,
TEKUCINSKOKROMATOGRAFSKE VISOKE
DJELOTVORNOSTI I RADIOIMUNOKEMIJSKE
METODE ZA ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE
TEOFILINA U BIOLOSKOM MATERIJALU

F. Prav§id

Laboratorij za klinicku farmakologiju, Zavod za kliniéku farmakologiju, Kli-
nika za unutras$nje bolesti s poliklinikama Medicinskog fakulteta i Klinicki
bolnic¢ki centar, Zagreb

(Primljeno 6. X 1981)

Uvedene su spektrofotometrijska, fluorimetrijska, tekudinsko-
kromatografska i radioimunokemijska metoda za odredivanje
teofilina u biolo§kom materijalu. Kod fotometrijskih tehnika i
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti teofilin je izoli-
ran adsorpcijom na aktivni ugljen. Kod uvodenja radioimunoke-
mijske metode vezano je antitijelo kemijski na cijanobromiranu
Sepharozu.

Sve analiticke metode zadovoljavale su s obzirom na osjet-
ljivost (0,5—1,0 mg.L—?) i preciznost (CV unutar odnosno izmedu
odredivanja ispod 10% u terapijskom podrudju koncentracija), ali
su s obzirom na selektivnost fotometrijske metode bile nepouz-
dane pri rutinskom odredivanju koncentracija teofilina. Korela-
cija izmedu pojedinih metoda je bila dobra i koeficijenti korela-
cije imali su vrijednosti vise od 0,95.

Razvoj analiticke kemije, osobito u proslom desetljeéu, donio je no-
ve spoznaje o sudbini mnogih lijekova u organizmu i korelaciji koncen-
tracije lijeka u bioloSkom materijalu s njegovim uéinkom. Teofilinu je
u tom razdoblju bila posvedena velika paznja nakon $to je spoznata ve-
za izmedu koncentracija u krvi s terapijskim uc¢inkom (1, 2) i toksi¢-
nim manifestacijama te se otkrile velike interindividualne razlike u nje-
govoj farmakokinetici (3, 4, 5). Grupa metilksantind u koju pripadaju
teofilin, kofein i teobromin su tvari §iroko upotrebljavane u terapijske
svrhe, ali i u svakidas$njem zivotu. Kofein, vazan sastojak nekih napita-
ka koji se upotrebljavaju za uZivanje i stimulaciju metabolizira se dije-
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lom u teofilin. Teobromin je prirodni sastojak ¢okolade pa se tim pu-
tem unosi u organizam. Jedan od produkata njegove N-demetilacije je
kofein pa stoga postoji meduzavisnost tih metilksantina. lako su to dav-
no poznate tvari i dugo upotrebljavani lijekovi kao teofilin i teobromin,
tek nedavno su poéela opseZnija istrazivanja njihovih toksi¢nih ucina-
ka. Izgleda da kofein u velikim dozama, barem kod pokusnih Zivotinja,
moZe izazvati teratogene i mutagene uclinke. Zbog toga se javlja potre-
ba za dobrim analiti¢ckim metodama njihova mjerenja u bioloSkom ma-
terijalu.

Opisi novih analitickih metoda slijedili su razvoj analiticke kemije
pa su do danas opisane spektrofotometrijska (6, 7, 8), fluorometrijska
(9), tekudéinskokromatografska (10—13), plinskokromatografska (14, 15),
tankoslojnokromatografska (16), radioimunokemijska (17) i enzimsko-
-imunckemijska (18) metoda za njegovo odredivanje u bioloskom mate-
rijalu.

Prisutni su i radovi usporedbe analitickih metoda za odredivanjc kon-
centracije teofilina u bioloskom materijalu koji daju prednosti pojedi-
noj analitickoj metodi s obzirom na faktore kao $to su ocijena ili jedno-
stavnost izvodenja (19). Medutim, zadnjih godina se opaza napustanje
jednostavnih fotometrijskih metoda uglavnom zbog malene selektiv-
nosti.

Ovim istrazivanjem smo namjeravali uvesti analiticke metode koje
ukljucuju izolaciju teofilina adsorpcijom na aktivni ugljen i pokusati
izabrati optimalnu analiticku metodu za potrebe daljnjih istrazivanja.

MATERIJALI I METODE

Standard teofilina je nabavljen od tvornice farmaceutskih proizvoda
Lek, Ljubljana. Antitijelo na teofilin (Lot No. 2201) nabavijeno je od
tvrtke Clinical Assays, Cambridge, SAD. Teofilin obiljeZen izotopom jo-
da mase 125 (Lot No. 121 880) nabavljen je od tvrtke Clinical Assays,
Cambridge, SAD. Cijanobromirana Sepharoza 4 B (Sarza 11 810) nabav-
ljena je od tvrtke Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Svedska. Kolo-
na za tekudinsku kromatografiju Partisil PXS 10/25 PAV (kemijski ve-
zana nitrilna faza) nabavljena je od tvrtke Whatman, Maidstone, En-
gleska. Aktivni ugljena Norit A kiselo pran nabavljen je od tvrtke Ser-
va, Heidelberg, Njemacka. Otapala za tekudinsku kromatografiju viso-
ke djelotvornosti bila su reda cistoée za UV-spektroskopiju nabavljena
od tvrtke Kemika, Zagreb. Sve ostale kemikalije za pripravu pufera kao
i otapala te reagencije bili su reda ¢istoée p. a. nabavljeni od Kemike,
Zagreb.

Apsorpcija svjetla mjerena je na UV-VIS spektrofotometru SP6—500
tvrtke Pye Unicam, Cambridge, Engleska. Fluorescencija je mjerena na
fluorimetru M250 tvrtke Perkin Elmer. Radioaktivnost je mjerena na
gama-brojacu Gamacord II tvrtke Ames, Elkhart, SAD.
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Tekucinska kromatografija je izvodena na LC3-XP instrumentu tvrtke
Pye Unicam (Cambridge, Engleska) opremljenom mje$adem otapala i
programatorom te varijabilnim UV-detektorom.

Spektrofotometrijska metoda

U epruvetu za centrifugiranje od 10 mL doda se uzorak seruma ili
standarda (1 mL), 0,1 mol - L—! karbonatni pufer pH =9,5 (2,5 mL) i
suspenzija aktivnog ugljena (2,5 mg u 0,1 mL vode). Suspenzija se potre-
skuje na tresilici (Vortex mikser) 30 s i centrifugira 5 min na 2000 G.
Supernatant se baci i ostatku doda voda (3 mL). Nakon potreskivanja
na tresilici tokom 30 s i centrifugiranja na 2 000 G tokom 5 min, super-
natant se baci i u epruvetu doda metanol (3 mL). Epruveta se potresku-
je na tresilici 30 s i centrifugira na 2000 G tokom 5 min. Apsorbancija
supernatanta se mjeri kod 275 nm. Osjetljivost metode iznosila je 1
mg - L—1. Na tablici 1. su prikazani koeficijenti varijacije (CV) izracuna-
ti iz rezultata provjere preciznosti metode paralelnom analizom 10 uzo-

A -serum bez lijeka

B - dodan teofilin {10mgdm3) i teobromin (17mg-dm=3)
u serum

Brzina papira tcm-min=!

Odgovor
detektora

5 0 5
Vrijeme zadrzavanja (min)

oA

Sl. 1. Reprezentativni kromatogram uzorka plazme bez teofilina i uzorka
plazme s dodanim teofilinom. Interni standard teobromin u koncentraciji
10,6 mg . L—* i teofilin u koncentraciji 14.5mg . L—*
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raka plazme za svaku koncentraciju teofilina u podruc¢ju 5,9—29,2
mg - L— i analizom 10 uzoraka na dan za svaku koncentraciju teofilina
u podruéju 5,9—29,2 mg - L—t tokom 30 dana pohranjenog u hladnjaku
na temperaturi —20 °C.

Tablica 1.

Koeficijenti varijacije i iskoriStenje izolacije kod spektrofotometrijske metode
za odredivanje teofilina dodanog u plazmu. Broj odredivanja u seriji: 10 uzo-
raka za svaku koncentraciju. Broj serija: 2 za svaku koncentracijul.

Koeficijenti varijacije (CV) (%)

Koncentracija Iskoristenje
teofilina Izmedu odre- Unutar odre- izolacije
(mg. L) divanja divanja (*/0)
5,9 11,4 10,9 76
9,3 6,1 2,9 78
16,9 4.8 31 72
29,2 3,7 23 68

Fluorimetrijska metoda

Postupak izolacije iz plazme (0,5 mL) opisan je kod spektrofotome-
trijske metode. Nakon elucije s ugljena, otapalo se upari u struji zraka
i ostatak otopi u 0,02 mol - L—1 bakar (II)-sulfatu (0,2 mL) i zatim doda
0,05 mol - L— otopina cerij (IV)-amonij-sulfata u 1 mol - L—! perklornoj
kiselini (0,01 mL). Nakon potreskivanja na treslici i inkubacije od 10
min doda se 0,02 mol - L—t otopina bakar (II)-sulfata (3 mL) i mjeri
fluorescencija na 400 nm uz ekscitaciju na 325 nm. Metoda je modifi-
kacija postupka Meole i sur. (9) koja se sastojala u drugacijem nacinu
izolacije lijeka. Osjetljivost metode je iznosila 0,5 mg- L—t. Na tablici
2. prikazani su koeficijenti varijacije koji su izracunati iz rezultata pro-

Tablica 2.

Koeficijenti varijacije unutar i izmedu odredivanja kod fluorimetrijske me-

tode za odredivanje koncentracije teofilina dodanog u plazmu ili serum. Broj

odredivanja u seriji: 10 uzoraka za svaku koncentraciju. Broj serija: 2 za
svaku od koncentracija

Koncentracija Koeficijenti varijacije (CV) (/o)
teofilina (mg L—) Unutar odredivanja Izmedu odredivanja
6,4 7,6 10,4

12,4 3,6
15,6 39 31
184 36
30,1 19 2,1
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vjeravanja preciznosti metode paralelnim odredivanjem teofilina u 10
uzoraka plazme za svaku koncentraciju lijeka u podru&ju 6,4—30,1
mg - L—1 | analizom 10 uzoraka na dan za svaku koncentraciju teofilina
u istom podrucju koncentracija tokom mjesec dana pohranjenog na
—20 °C.

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Izolacija teofilina iz plazme (0,5 mL) u koju je dodan interni stan-
dard teobromina u koncentraciji 15 mg - L— provedena je kako je opi-
sano kod spektrofotometrijske metode. Elucija s ugljena je vriena
smjesom kloroform/metanol u omjeru 80/20 (v/v). Nakon suSenja na
bezvodnom natrij-sulfatu organski ekstrakt je direktno ubacivan u in-
jektor instrumenta. Kromatografija je provodena smjesom kloroforma
i metanola u omjeru 80/20 uz protok 1,5 mL - min—!. Promjene u eflu-
entu su detektirane varijabilnim UV-detektorom podeSenim na valnu
duljinu 235 nm. Koncentracija je odredivana mjerenjem visine signala
pisaca.

Na slici 2 prikazan je reprezentativni kromatogram uzorka plazme
bez teofilina i s dodanim teofilinom. Na tablici 3. prikazana su vreme-
na zadrzavanja strukturno sli¢nih ksantina koji ne interferiraju kod
metode a mogu se paralelno odrediti.

Tablica 3.

Vremena zadriavanja nekih ksantina kod tekucinske kromatografije na
nitrilnoj fazi. Elucija smjesom otapala kloroform i metanol u omjeru 80:20
i protok mobilne faze 1,5 mL min—!

Tvar Vrijeme zadrZavanja/min
Kofein 42
Teobromin 48
Teofilin 52
Mokraéna kiselina 74

Na tablici 4. prikazani su koeficijenti varijacije kao mjera preciz-
nosti metode koji su odredivani paralelnim mjerenjem 10 uzoraka plaz-
me za svaku od koncentracija teofilina u podrudju 3,7—21,3 mg.L—
i mjerenjem 10 uzoraka na dan za koncentraciju teofilina 14,5 mg . L—t
tokom mjesec dana pohranjenog u hladnjaku na — 20 C.

Radioimunokemijska metoda

Teofilinsko antitijelo je vezano na cijanobromiranu Sepharozu prema
propisu proizvodaca za vezanje proteina kod pH = 8,5. U plasti¢nu epru-
vetu od 2 mL doda se uzorak ili standard (0,025 mL), radioizotopom obi-
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Spektrofotometrijska

‘metoda
(mg-dm~2)
157 .
10' - '. .
5- .
% R ‘ .-‘o
o..w ‘.:..'. : .
*e® .:O~o
5 10 15

Radioimunokemijska metoda (mg.dm™3)

Sl. 2. Korelacija izmedu rezultata mjerenja koncentracije teofilina u 80 uzo-
raka plazmi ispitanika spektrofotometrijskom metodom i radioimunokemij-
skom metodom. Korelacija slijedi jednadZbu C,., = 0,28 £ 0,99 Cp; 4. Koefi-

cijent korelacije r = 0,97 a standardne greske s, , = 2,87, s, = 0,17 i s;= 0,03
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Tablica 4.

Koeficijenti varijacije unutar i izmedu odredivanja kod tekucinskokromato-
grafske metode za odredivanje teofilina u plazmi ili serumu. Broj odredivanja
w seriji: 10 uzoraka za svaku koncentraciju. Broj serija: 2

Koncentracija Koeficijenti varijacije (CV) (%)
Unutar odredivanja izmedu odredivanja
3 8,8
8,1 43
14,5 21 4,6
213 32
Tablica 5.

Koeficijenti va'r{jacijc kod radioimunokemijske netode za odredivanje kon-
centracije teofilina dodanog u plazmu. Broj odredivanja: 10 uzoraka za svaku

koncentraciju.
" Koeficijenti varijacije (CV) (%0) Koncentracija teofilina
unutar odredivanja (mg L—)
24 11,9
56 52
16,9 42

ljezeni teofilin (0,050 mL) te suspenzija Sepharoze s vezanim antitijelom
(0,1 mL) i inkubira 30 min kod sobne temperature. Nakon centrifugira-

nja na 2000 G tokom 5 min baci se supernatant i ostatku mjeri radio-
aktivnost na gama-brojacu. Osjetljivost metode iznosila je 0,5 mg-.L—1.
Na tablici 5. prikazani su koeficijenti varijacije kao mjera preciznosti
metode izraCunati iz rezultata mjerenja koncentracije teofilina u 10
uzoraka plazme svake od koncentracija u podruéju 2,4—16,9 mg-L—1.

Obradba rezultata

Svi statisticki i drugi proraduni radeni su na Hewlett-Packard racdu-
nalu HP 65 s gotovim programima iste tvrtke.

REZULTATI

Korelacija izmedu spektrofotometrijske i radioimunokemijske metode
odredena mjerenjem koncentracije teofilina u 80 uzoraka plazme ispita-
nika slijedila je jednadzbu Cj.. = 0,28 * 0,99Cgys. Koeficijent korela-
cije izmedu metoda iznosio je r = 0,97 a odgovaraju standardne greske
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Tekucinsko kromatografska
metoda
{mg-dm=3)

305

25

20

151

104

10 20 30
Radioimunokemijska metoda {mg dm™3)

Sl. 3. Korelacija izmedu rezultata mjerenja koncentracije teofilina u 76 uzo-
raka plazme radioimunokemijskom i tekucinskokromatografskom metodom.
Korelacija slijedi jednadibu Cypro = — 0,21 1,05 Cp; 4. Koeficijent korelacije

izmedu dvije metode r = 0,97 a standard. gredke s, , = 2,23, S, = 0,21 i s, = 0,03

syy = 2,87, s, = 0,17 i s; = 0,03. Rezultati ispitivanja korelacije izmedu
spektrofotometrijske i radioimunokemijske metode prikazani su na sli-
ci 2. Na slici 3. prikazana je korelacija izmedu tekudinskokromatograf-
ske i radioimunokemijske metode. Rezultati su dobiveni na osnovi mje-
renja koncentracije teofilina u 76 uzoraka plazme ispitanika koji su uzi-
mali teofilin na usta. Korelacija je slijedila jednadzbu Cgpg, = — 0,21 +
+- 1,05 Cyys uz koeficijent korelacije r = 0,97. Standardne greske iznosile
su Xcy, =223, S,=0211s =0,03.

RASPRAVA

Opisane spektrofotometrijske metode (6, 7) za odredivanje koncen-
tracije teofilina nisu nas zadovoljavale zbog kompliciranog postupka izo-
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lacije organskim otapalom, potrebe za velikom koli¢inom organskog
otapala i biolo§kog materijala pa smo u prethodnim istrazivanjima raz-
vili tehniku izolacije lijekova preko aktivnog ugljena (8, 20). Nadalje,
neki podaci (19), a i nasa vlastita iskustva govorili su o nepouzdanosti
spektrofotometrijske metode zbog visokih interferencija raznih tvari.
Iako je naSa spektrofotometrijska metoda (8, 20) davala dobre rezultate
kod farmakokinetickih istrazivanja (5, 21, 22) gdje se uvijek uzimao
slijepi uzorak svakog ispitanika prije nego je dobio lijek, postojala je
sumnja u njezinu pouzdanost kod rutinskih odredivanja. Ti su nas raz-
lozi ponukali na potragu za selektivnijom analitickom metodom. Rezul-
tat su radovi na uvodenju fluorimetrijske, tekudinsko-kromatografske i
radioimunokemijske metode. Nedavno opisana fluorimetrijska metoda
(9) za odredivanje koncentracije teofilina, koja se temelji na redoks-
-procesu izmedu teofilina i iona cerija (IV) pri ¢emu se mjeri fluores-
cencija nastalih cerij (III) iona, ¢inila se zanimljivom zbog lake dostup-
nosti kemikalija, malene potro$nje bioloSkog materijala i selektivnosti
redoks procesa. Postavljanjem originalne metode ustanovljeno je da
treba ekstrakciju organskim otapalom zamijeniti drugom tehnikom
zbog ved opisanih negativnih strana te tehnike. S obzirom na preciznost
i osjetljivost metoda je davala dobre rezultate (tablica 2). Interferencija
koekstrakata, medutim, moZe biti znatna. Selektivnija metoda bi se
mozda mogla dobiti frakcioniranjem bioloskog materijala npr. preko
ionskih izmjenjivaca, prije fluorimetrijskog mjerenja. MozZe se reci isto
$to i za spektrofotometrijsku metodu da je dobra kod farmakokinet-
skih istrazivanja ali nepouzdana u rutinskoj praksi gdje nije moguce
dobiti uzorak krvi pacijenta bez teofilina.

Svi opisani radovi o odredivanju tekudinskom kromatografijom odno-
se se na nepolarne oktadecilsilanske faze (10—13). Mi smo poku3ali raz-
viti metodu koja bi se koristila slabo polarnom nitrilnom fazom i jefti-
nijim otapalima koja su dostupna u nasoj zemlji. Naime, kod kromato-
grafije na oktadecilsilanskoj fazi (kromatografija na obrnutim fazama)
obi¢no je sastavni dio eluensa te$ko dostupni acetonitril reda Cistoce za
tekudinsku kromatografiju. U ovom radu koristili smo se otapalima
reda ¢istoée za UV-spektroskopiju koja su prije upotrebe propustena
kroz kolone aluminij oksida aktiviranog zagrijavanjem na 600 °C (stu-
panj aktivnosti nije odredivan) i suSenjem na molekulskim sitima. In-
terferencije koekstrakata i strukturno sli¢nih tvari nisu zabiljezene (sli-
ka 1. i tablica 3). Namjerno nije izabrana tehnika direktnog injiciranja
plazme nakon taloZenja proteina zbog mogucnosti zacepljenja kolone.
Uz neke modifikacije, tj. uparavanje otapala nakon ekstrakcije i rekon-
stituciju ostatka u maloj koli¢ini mobilne faze, metoda bi zahtijevala
¢ak 10 puta manje koli¢ine biolo§kog materijala nego spektrofotome-
trijska, ali bi postupak bio kompliciran. Tekuéinskokromatografska me-
toda je s obzirom na osjetljivost, preciznost i selektivnost bolja od
fotometrijskih tehnika, ali je zbog skupe opreme i reagencija primje-
njiva samo u malom broju laboratorija.
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Prije priblizno 4 godine pojavila su se komercijalno dostupna anti-
tijela na teofilin, $to nam je omogudilo uvodenje radioimunokemijske
metode na ¢vrstom nosacu. Prednosti ove tehnike pred talozenjem po-
lietilenglikolom su manji broj operacija tokom analize i manja greska
kod istresanja supernatanta nakon centrifugiranja zbog malene viskoz-
nosti otapala. Vezanje antitijela na Sepharozu je jednostavan i dobro
opisan postupak (23) pa je bilo lako nadi optimalne uvjete vezanja anti-
tijela ma ¢vrsti nosa¢. Radioimunokemijska metoda je imala osjetljivost,
preciznost i selektivnost jednako dobre kao tekudinskokromatografska,
ali je jednostavnija s obzirom na nacin izvodenja i potrebne su male
koli¢ine biolo§kog materijala. Nedostatak radioimunokemijske metode
je visoka cijena reagencija a postoje i pote$koce s dobavom. Nase isku-
stvo sa setovima reagencija za fluoroimunokemijsko odredivanje teofili-
na (set reagencija tvrtke Ames) pokazalo je da neradioaktivno obiljezeni
antigen ima neke prednosti. S obzirom na osjetljivost u koncentracij-
skom podru¢ju L—t fluoroimunokemijska metoda je usporediva s ra-
dioimunokemijskom ili bilo kojom metodom o kojoj smo raspravljali
u ovom radu.

Nije jednostavno reéi koja je analiticka metoda bolja a koja losija,
jer ¢e to ovisiti o podrudju istrazivanja te kadrovskim i instrumental-
nim moguénostima laboratorija. Medutim, fluorimetrijska i spektrofo-
tometrijska metoda su sigurno mnogo manje pouzdane zbog slabe se-
lektivnosti od druge dvije raspravljane metode.
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Summary

COMPARISON OF SPECTROPHOTOMETRIC, FLUORIMETRIC, HIGH-PER-

FORMANCE LIQUID-CHROMATOGRAPHIC AND RADIOIMMUNOLOGICAL

METHODS FOR THE DETERMINATION OF THEOPHYLLINE CONCEN-
TRATIONS IN BIOLOGICAL MATERIAL

Spectrophotometric, fluorimetric, high-performance liquid chromatogra-
phic (HPLC) and radioimmunological (RIA) methods have been introduced
for the determination of theophylline levels in the serum. The exiraction on
charcoal was used for drug isolation from biological fluids before spectro-
photometric, fluorimetric and HPLC measurements. For the solid-phase RIA
theophylline antibody was covalently bound to CNBr-activated Sepharose.

For all introduced mecthods the inter- and intra-assay coefficients of va-
riation were below 10 per cent in the therapeutic range of concentrations, and
the sensitivity was below 1.0 mg. L—1.

With the photometric methods high interferences of structurally similar
drugs and other materials were observed. The correlations between different
methods were good (r = 0.97 and 0.98).

Department of Clinical Pharmacology Received for publication
University Hospital, Zagreb October 4, 1981

183




