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selektivna metoda s potencijalom za standardno odredivanje rokuronijeva bromida u plazmi. pect] g

Primjenom u postupcima izvantjelesne membranske oksigenacije (engl. Extracorporeal *Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u
Membrane Oxygenation; ECMO) moZemo utvrditi utjecaj na koncentracije lijekova. Ciljevi rada Osijeku, Medicinski fakultet, Osijek, Hrvatska
bili su ispitati primjerenost GC-MS metode za odredivanje rokuronijeva bromida u plazmi te 4Sveudiliste u Rijeci, Fakultet zdravstvenih
usporediti njegove venske i arterijske koncentracije kod pacijenata s ECMO potporom. studija, Katedra za temeljne medicinske
Materijali i metode: Koristene su standardne otopine razliCitih omjera, plazma te otopina znanosti, Rijeka, Hrvatska

rokuronijeva bromida (Esmeron, 10 mg/ml, N. V. Organon, Nizozemska), etanol, diklormetan,
natrijev dihidrogenfosfat, kalijev jodid, voda, aceton. GC-MS metoda provedena je u
Nastavnhom zavodu za javno zdravstvo PGZ-a, a klinicki dio na pet slucajno odabranih
pacijenata lijecenih ECMO potporom u KBC-u Rijeka. Rezultati: Dobiveni su validacijom: GD
0,553 pg/ml, GK (potvrden) 5 pg/ml, preciznost RSD = 2,083 % (RSD < 10 %), intermedijarna
preciznost RSD = 3,05 % (RSD < 10 % ), toc¢nost 98,9 % (90 — 110 %), koeficijent korelacije r =
0,9961 (r > 0,995), selektivnost metode — RT = 23,25 min, m/z = 413. Klini¢cka vrijednost
metode potvrdena je mjerenjem koncentracija rokuronijeva bromida kod pacijenata s ECMO
potporom. Sve vrijednosti bile su viSe u venskom nego u arterijskom uzorku u svim
mjerenjima. Zakljucci: Validacijom GC-MS metode potvrdeno je kako se validacijski parametri
nalaze u kriteriju prihvatljivosti te je metoda primjenjiva za odredivanje rokuronijeva bromida
u plazmi. ECMO potpora smanjuje razinu lijeka u arterijskom uzorku, ali zbog malog broja
uzoraka i velike varijabilnosti u koncentraciji nije postignuta statisticki znacajna razlika.

Kljuéne rijeci: izvantjelesna membranska oksigenacija; plinska kromatografija; rokuronijev
bromid

Abstract. Objective: Gas chromatography with mass spectrometry (GC-MS) is a sensitive and
selective method with the potential for standard determination of rocuronium bromide in
plasma. The use of Extracorporeal Membrane Oxygenation (ECMO) can be used to determine

the effect on drug concentrations. The aim of the study was to examine the suitability of the “Dopisni autor:

GC-MS method for the determination of rocuronium bromide in plasma and to compare its Prof. dr. sc. ZeljkoJovanovic', dr. med.
venous and arterial concentrations in patients with ECMO support. Materials and methods: Sveuciliste u Rijeci, Fakultet zdravstvenih
Standard solutions of different ratios, plasma and rocuronium bromide solution (Esmeron, 10 studija, Katedra za temeljne medicinske
mg/ml, N.V. Organon, The Netherlands), ethanol, dichloromethane, sodium dihydrogen znanosti

phosphate, potassium iodide, water, acetone were used. GC-MS was performed in the Viktora Cara Emina 5, 51000 Rijeka, Hrvatska
Teaching Institute for Public Health Rijeka, and the clinical part on five randomly selected E-mail: zeljko.jovanovic@uniri.hr

patients treated with ECMO support in University hospital of Rijeka. Results: obtained by
validation are: GD 0.553 pg/ml, GK (confirmed) 5 pg/ml, accuracy RSD = 2.083% (RSD < 10%),
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intermediate accuracy RSD = 3.05% (RSD < 10%), accuracy
98.9% (90 — 110%), correlation coefficient k = 0.9961 (r >
0.995), selectivity of the method — RT = 23.25 min, m/z = 413.
The clinical value of the method was confirmed by measuring
the concentrations of rocuronium bromide in patients with
ECMO support. Rocuronium bromide values were higher in
the venous than in the arterial sample in all measurements.
Conclusions: Validation of the GC-MS method confirmed that
all performed validation parameters are in the acceptance
criterion and the method is applicable for the determination
of rocuronium bromide. ECMO support reduces the drug level
in the arterial sample, but due to the small number of
samples and high variability in concentration, no statistically
significant difference was achieved.

Keywords: chromatography, gas; extracorporeal membrane
oxygenation; rocuronium

GC-MS je zbog svoje selektivnosti i osjetljivosti primje-
rena, pouzdana i u praksi primjenjiva analiticka metoda
za odredivanje rokuronijeva bromida u plazmi, Sto je
vazno za pacijente i pravilno doziranje lijeka, a koristi se
i kao indikator eliminacije lijeka iz organizma jer moze
detektirati vrlo niske vrijednosti kada istraZivani analit
pokazuje visok stupanj eliminacije.

uvobD

Izvantjelesna membranska oksigenacija (engl.
Extracorporeal Membrane Oxygenation; ECMO)
postupak je izvantjelesne mehanicke cirkulacijske
ili respiracijske potpore koji se primjenjuje primar-
no u bolesnika sa Zivotno ugrozavajuc¢im oblicima
zatajivanja rada srca ili plu¢a. ECMO je invazivan i
tehnicki slozen postupak koji se obavlja u kriticno
bolesnih pa stoga nosi visok rizik od pojave kompli-
kacija'. Poseban je oprez potreban zbog nastaja-
nja krvnih ugrusaka i krvarenja. Uocen je i utjecaj
ECMO uredaja na biodostupnost lijekova koji se
koriste u terapiji te je potreban dodatni oprez kod
doziranja i sigurna analiticka metoda za odrediva-
nje koncentracija lijekova u plazmi®. Jedan od lije-
kova koji primaju pacijenti na ECMO potpori jest
rokuronijev bromid, koji se ubraja u misi¢ne relak-
satore srednje dugog djelovanja. Cesto se koristi u
pedijatrijskoj populaciji, i to upravo zbog svojeg
srednje dugog djelovanja, ali i minimalne rezidual-
ne paralize te brZzeg pocetka djelovanja nego u
odraslih®’. Kod primjene rokuronijeva bromida u
populaciji pretilih osoba, zbog njihove vece tjele-
sne mase, doziranje bi se trebalo temeljiti na izra-

¢unu kolicine lijeka koja je 20 % veca od izracuna
za suhu tjelesnu masu osobe iste visine i spola, a
ne za ukupnu tjelesnu masu osobe®*°. Zbog svega
navedenog od iznimne je vaznosti razviti analiticku
metodu kojom se moze odrediti njegova koncen-
tracija u bioloskim uzorcima s ciljem postizanja op-
timalne doze. GC-MS je metoda koja bi mogla biti
opravdana i primjerena za odredivanje koncentra-
cije rokuronijeva bromida u plazmi. Neka podrucja
dijagnostike GC-MS metodu koriste kao primarnu
metodu identifikacije i kvantifikacije analita u
uzorku, a neka podrucja kao potvrdnu metodu
drugih dijagnostickih testova'®. Proces razvitka
GC-MS metode za primjenu na klinickim uzorcima
plazme preduvjet je sigurne terapije. Takoder, kako
bi se osigurala pouzdanost mjerenja, sve novora-
zvijene metode potrebno je validirati® > 4. Validaci-
jom metode potvrdujemo valjanost metode i
osiguravamo povjerenje u toc¢nost rezultata ispiti-
vanja. Kao dokazi validnosti neke metode koriste
se parametri validacije, i to linearnost, preciznost
(ponovljivost), granica detekcije i granica kvantifi-
kacije'*. Postupak validacije omogucuje uvodenje
GC-MS metode u rutinska dokazivanja lijeka u
uzorcima i njezinu klini¢ku primjenu®>'’. Stoga su
ciljevi ovog rada bili ispitati primjerenost GC-MS
metode za odredivanje rokuronijeva bromida u
plazmi, utvrditi specifitnost/selektivnost, osjetlji-
vost, linearnost, radno podrudje, tocnost i preci-
znost metode te nakon razvoja i validiranja
metode odrediti koncentraciju rokuronijeva bro-
mida u venskom i arterijskom uzorku kod pacijena-
ta s ECMO potporom i provjeriti smanjuje li ECMO
sustav znacajno koncentraciju rokuronijeva bromi-
da u arterijskom uzorku®2.

MATERUALI | METODE

Razvoj analiticke metode i validacija metode pro-
vedeni su kroz pripremu standarda, temeljne
standardne otopine, pripremu uzorka te primje-
nu postavki plinskog GC-MS-a kao metode detek-
cije analita u uzorku. Kemikalije koje su koristene
u radu su i. v. otopina rokuronijeva bromida
(Esmeron, 10 mg/ml, otopina za injekciju/infuziju
— lijek, N. V. Organon, Nizozemska), etanol, di-
klormetan, natrijev dihidrogenfosfat, kalijev jo-
did, voda i aceton. Temeljnu standardnu otopinu
Cinila je intravenska otopina rokuronijeva bromi-
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da (10 mg/ml). Radna standardna otopina sasto-
jala se od prethodno navedene temeljne
standardne otopine razrijedene s etanolom i vo-
dom u omjeru 20 : 1. Tako pripremljene otopine
koriStene su za procjenu linearnosti i kalibracijski
pravac kako bi se dobilo Sest kalibracijskih tocaka
te se svaku ponovilo tri puta. Izuzevsi vodu iz oto-
pine, pH mora biti oko 5,5 zbog stabilnosti roku-
ronijeva bromida tijekom rada. Uzorak za izradu
studije bila je radna standardna otopina s razlici-
tim koncentracijama rokuronijeva bromida te
plazma bez lijeka. Plazma je dobivena tako da se
uzorak pune krvi autora istrazivanja izvadio u
epruvetu od 5 ml s antikoagulansom (litijev hepa-
rin). Takvu epruvetu centrifugira se na 3000 g ti-
jekom 10 minuta unutar 30 minuta od vadenja.
Ako se uzorak ne upotrijebi odmah, mora se zaki-
seliti s 1 M natrijeva dihidrogenfosfata, i to u
omjeru 200 pl na 1 ml plazme te pohraniti na
temperaturi od 20 °C. Metoda koja se koristila za
odredivanje rokuronijeva bromida i Cija je valida-
cija provedena, jest GC-MS kao metoda kvantifi-
kacije lijeka. Kako se GC sastoji od mobilne i
stacionarne faze, obje treba prethodno pripremi-
ti. Mobilna faza u GC-u je inertni plin koji je nosi-
telj uzorka, a to je helij. Stacionarnu fazu cini
kolona kroz koju uzorak noSen mobilnom fazom
putuje do detektora te je to u ovom slucaju bio
maseni spektrometar. Uzorak koji je prethodno
zaleden otapa se na sobnoj temperaturi. 1 ml
plazme zakiseli se s 0,2 ml 1 M natrijeva dihidro-
genfosfata i 1,5 ml kalijeva jodida te 7 ml diklor-
metana kako bi se provela ekstrakcija uzorka.
Slijedi 30 minuta ekstrakcije na mjesalici, nakon
Cega se uzorak centrifugira na 3000 g tijekom 15
minuta. Gornju fazu u kojoj se nalazi diklormetan
prebaci se u staklenu tubu. U tom sloju nalazi se
ekstrahirani rokuronijev bromid koji se ukoncen-
trira u rotavaporu kako bi otapalo isparilo i uzo-
rak koncentrirao. Tako ukoncentrirani uzorak
otapa se u 50 pl acetona te se 2 ul tako dobive-
nog uzorka injektira u uredaj GC-MS-a putem
injektora. Uredaj na kojem se radila analiza je
GC-MS s odredenim postavkama. Temperatura
injektora prilikom uzimanja uzorka iznosi 280 °C
te je vrijeme uzorkovanja 30 sekundi. Uzorak je
nosen inertnim plinom (helij) protokom od 46
cm/s. Kolona koja se nalazi u uredaju je RTX 5MS
(30 m * 0,25 mm, film 0,25 um), protoka 1 ml
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kroz minutu. Tlak kolone iznosi 26 kPa tijekom 5
minuta te za svaku minutu duZe raste 6 kPa do
vrSne granice od 69 kPa. Pecnica grije kolonu
kako bi se uzorak mogao razdvojiti na fragmente,
a temperatura pecnice na pocetku iznosi 120 °C
tijekom 5 minuta, zatim se pecnica svake minute
zagrijava 30 °C vise da bi na kraju postigla tempe-
raturu od 300 °C i takvu zadrzala 10 minuta. Na-
kon razdvajanja uzorka na fragmente u GC-u,
slijedi detekcija uzorka MS-om. Energija ionizacije
iznosi 70 eV te sluzi kako bi se uzorak podijeljen
na fragmente ionizirao prije razdvajanja na teme-
lju mase i naboja. Temperatura u MS-u iznosi
280 °C. Brzina detekcije je 2000 amu/s. Spektar
snimanja masa iona postavljen je u rasponu od
m/z 40 — 600 daltona. Validacija je provedena
prema smjernicama Medunarodne konferencije
o harmonizaciji. Ispitana je kroz parametre line-
arnosti, osjetljivosti, ponovljivosti, tocnosti,
granica detekcije i granica kvantifikacije te selek-
tivnosti'*. Nakon uspjesne uspostave i potvrdene
validacije metode klini¢ki dio istrazivanja prove-
den je od lipnja do rujna 2020. na pacijentima li-
je€enim u Jedinici intenzivnog lijeCenja KBC-a
Rijeka koji su zbog komplikacija bolesti prikljuceni
na ECMO potporu. IstraZivanje je odobrilo Eticko
povjerenstvo KBC-a Rijeka i provedeno je kao
presjecno istrazivanje. Svakome je pacijentu u
istome intervalu uzorkovan venski i arterijski uzo-
rak, i to u razmacima 8, 16, 24, 32 i 40 sati nakon
postavljanja ECMO uredaja. Koristeno je po pet
uzoraka od svakog pojedinog pacijenta. Za istrazi-
vanje je uzimana venska i arterijska krv vadena u
standardizirani vacutainer s litij-heparinom kao
antikoagulansom. Istovremeno su uzimani uzorci
venske i arterijske krvi istoga pacijenta koji se i
uobicajeno uzimaju u dijagnosticko-terapijske
svrhe. Svim se pacijentima na lijecenju s ECMO
sustavom u svrhu doziranja kisika uzimaju venski
i arterijski uzorci za odredivanje acidobaznog sta-
tusa u pravilnim intervalima od 8 sati, Sto je bila i
dinamika uzoraka potrebnih za ovo istrazivanje.
Uzorci su dostavljeni u Klini¢ki zavod za laborato-
rijsku dijagnostiku KBC-a Rijeka gdje su zakiseljeni
s 1 M NaH,PO, zbog o€uvanja stabilnosti lijeka.
Centrifugirani su na 3000 RPM/10 min, a odvoje-
na plazma pohranjena je na -18 °C do analitickog
dijela. Metoda koja je primijenjena za odrediva-
nje koncentracije rokuronijeva bromida i koriste-
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ne kemikalije jednake su kao u prethodno
razvijenoj i opisanoj GC-MS metodi. Dobiveni re-
zultati mjerenja koncentracije rokuronijeva bromi-
da izrazeni su u obliku kromatograma i usporedeni
s postavljenim standardom kako bi se mogli ocitati
rezultati. Medusobno su usporedene dobivene
vrijednosti koncentracije venske i arterijske krvi.
NiZe vrijednosti u arterijskom uzorku koji se nalazi
iza oksigenatora potvrdile bi da se molekule lijeka
zadrzavaju na membrani oksigenatora, Sto je vaz-
no imati na umu kod odredivanja optimalnog dozi-
ranjab2. Za statisticku obradu laboratorijskih
podataka analitickog i klinickog dijela rada koristen
je program Microsoft Office Excel i MedCalc stati-
sticki softver v.12.5.0.0 (MedCalc Software Ltd,
Ostend,
2020)*2. Osnovni parametri obradeni su metodom

Belgium;  https://www.medcalc.org;

deskriptivne statistike te prikazani tablicno i grafic-
ki. Otopine za kalibracijski pravac pripremane su iz
intravenske otopine rokuronijeva bromida i razli¢i-
tih volumena etanola kako bi se dobilo Sest kali-
bracijskih toCaka te se svaku ponovilo tri puta.
Jednadzba kalibracijskog pravca je y = ax + b te je
odreden Pearsonov koeficijent korelacije (r) i koe-
ficijent determinacije (r?) kao mjere stupnja pove-
zanosti dviju razli¢itih veli¢ina. Kada je r > 0,95,
tada je signal mjerne metode proporcionalno ovi-
san o koncentraciji analita u uzorku. Preciznost,
ponovljivost, prikazana je kao aritmeticka sredina
(X) ponovljenih mjerenja te je iz nje izraCunato re-
lativno standardno odstupanje (RSD). Statisticki
granica detekcije (GD) i kvantifikacije (GK) odrede-
na je na bazi standardne devijacije (SD) signala i
nagiba prema jednadzbama: GD = 3,3 o/aiza GK =
10 o/a, pri cemu je a nagib, a o SD signala uzorka
koji mjerimo GC-MS-om. GD je najniza vrijednost
odredivanja s nedostatnom pouzdanosti za razliku
od GK koji predstavlja najnizu vrijednost odrediva-
nja s odredenom pouzdanoséu. Rezultati dobive-
nih vrijednosti GD i GK potvrdeni su kroz dva
postupka: prvo kroz Sest ponovljenih mjerenja
standardne otopine koncentracije 5,00 pug/ml te
nacijepljenim uzorkom plazme koncentracije 5,00
pg/ml simulirajudi stvarne uvjete. To¢nost metode
provedena je ponovljenim mjerenjem standardne
otopine razli¢itih koncentracija u tri mjerenja te
ponovljenim mjerenjem (Sest mjerenja) standar-
dne otopine koncentracije 5,00 pg/ml. Selektiv-
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nost je izraZzena preko retencijskih vremena (RT) i
spektra mase (m/z) rokuronijeva bromida. U zavrs-
nom klinickom dijelu istraZivanja, kojim se procje-
njivao utjecaj ECMO aparata na koncentraciju
rokuronijeva bromida u plazmi, kategorijski podat-
ci predstavljeni su apsolutnim.

Normalnost raspodjele numerickih varijabli testi-
rana je Shapiro-Wilkovim testom, a zbog malog
uzorka koristile su se neparametrijske metode. Nu-
mericki podatci opisani su medijanom i granicama
interkvartilnog raspona. Razlike u koncentraciji li-
jeka po mjerenjima testirane su Friedmanovim te-
stom (Post hoc Conover), a izmedu arterijske i
venske krvi Mann Whitney U testom. Sve su P-vri-
jednosti dvostrane. Razina znacajnosti postavljena
je na Alpha = 0,05.

REZULTATI

Rezultati ispitivanja linearnosti metode, kojima se
dokazuje da se unutar odredenog mjernog po-
drucja dobivaju rezultati proporcionalni koncen-
traciji analita u uzorku, prikazani su u tablici 1, a
dodatna potvrda linearnosti metode vidi se na
slikama 1 — 3. One predstavljaju graficki prikaz ka-
libracijskih pravaca kojim se dokazuje ovisnost
odziva i koncentracije, gdje su na osi apscise (x)
prikazane vrijednosti koncentracije rokuronijeva
bromida u pg/ml te na osi ordinate (y) povrsine
ispod pika kromatografa izmjerenih koncentracija
otopina. Tocke prikazane u grafickom prikazu jesu
srednje vrijednosti izmjerenih koncentracija roku-
ronijeva bromida prikazanih u tablici 1. Dakle,
kako je i naglaseno u metodama, tocke kalibracij-
skog pravca dobivene su aritmetickom sredinom
izmjerenih koncentracija rokuronijeva bromida.
Linearnost mjerenja ispitana je u podrucju kon-
centracija od 1 pg/ml do 200 pg/ml te su dobive-
ne vrijednosti koje pokazuju da je radno podrucje
od 1 do 50 pg/ml najprihvatljivije za odredivanje
lijeka u uzorku (r = 1) u odnosu na postavljeni kri-
terij prihvatljivosti (r > 0,995). GD iznosi 0,5535
pg/ml, a GK 1,676 pg/ml. U tablici 2 prikazana je
potvrda granice kvantifikacije, gdje su usporede-
ne izmjerene koncentracije standardne otopine i
nacijepljenog uzorka plazme. Preciznost je potvr-
dena na temelju podataka dobivenih ponovlje-
nim mjerenjem (tablica 3) gdje se iz 18
ponovljenih mjerenja vidi da X RSD iznosi 2,05 %,
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2,45 i RSD 2,58 %. Tocnost, odnosno iskoristenje
kod odredivanja rokuronijeva bromida dobiveno
je na temelju usporedbe triju mjerenja pet razlici-
tih koncentracija i iznosi 98,9 %, Sto zadovoljava
kriterij prihvatljivosti (to¢nost + 10 %, tj. iskoriste-

Tablica 1. Rezultati ispitivanja linearnosti GC-MS metode

nje 90 — 10 %). Ponovljivost pripreme uzorka pro-
vedena je kroz pripremu uzorka dvaju analiticara
(tablica 6). lIzraéunom X RSD, koji iznosi 1,62 %,
utvrdeno je da ponovljivost pripreme uzorka za-
dovoljava kriterij prihvatljivosti (< 10 %). To¢nost

Dodane koncentracije rokuronijeva bromida 1 [ug/ml] 5 [ug/ml] 10 [ug/ml]
. . 5 . 1,1764 4,5327 9,2108
Izmjerene koncentracije rokuronijeva bromida
1,1998 4,6542 9,0420
(1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml)
1,0819 4,8595 8,9100
Koeficijent korelacije r 0,9980
Koeficijent determinacije r? 0,9961
Jednadzba pravca y = 6456,3879 x + 723
Dodane koncentracije rokuronijeva bromida 10 [pug/ml] 50 [ug/ml]
, . ; . 9,2108 51,9413
Izmjerene koncentracije rokuronijeva bromida
(10 pg/ml, 50 pg/mi) 9,0420 51,3630
8,9100 51,9649
Koeficijent korelacije r
Koeficijent determinacije r? 1,0000
Jednadzba pravca y =45179,65 x + 2144,433
Dodane koncentracije rokuronijeva bromida 50 [ug/ml] 100 [ug/ml] 200 [pg/ml]
| ’ g ; . 51,9413 98,5235 200,0055
zmjerene koncentracije rokuronijeva bromida
(50 pug/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml) 51,3630 99,2289 201,7926
51,9649 99,5348 201,8221
Koeficijent korelacije r 0,9985
Koeficijent determinacije r? 0,9971
Jednadzba pravca y =170418,70 x + 7479959,34
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Slika 1. Graficki prikaz ovisnosti odziva i koncentracije rokuronijeva bromida (1 — 10 pg/ml)
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2. Graficki prikaz ovisnosti odziva i koncentracije rokuronijeva bromida (10 i 50 ug/ml)
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Slika 3. Graficki prikaz ovisnosti odziva i koncentracije rokuronijeva bromida (50, 100 i 200 ug/ml)

<

Sto zadovoljava kriterij prihvatljivosti (RSD
10 %). Rezultati ispitivanja intermedijarne preci-
znosti metode, dobiveni u dvama eksperimenti-
ma ponovljenim mjerenjem radnog standarda
iste koncentracije, pokazali su raspon izmjerenih
koncentracija od 4,5327 pg/ml do 4,895 pg/ml sa
srednjom vrijednosti 4,682 pg/ml (SD = 0,1652) u
prvom i 4,733 pg/ml (SD = 0,1233) u drugom ek-
sperimentu. RSD u prvom eksperimentu je 3,5 %,

http://hrcak.srce.hr/medicina

a u drugom 2,6 %, te X RSD 3,05 %. Dodatna po-
tvrda intermedijarne preciznosti vidi se iz rezulta-
ta ponovljenih mjerenja nacijepljenog uzorka
plazme iste koncentracije dvaju razli¢itih analiti-
Cara (A i B), prikazanih u tablici 4. Rezultati ispiti-
vanja tocnosti metode dobiveni ponovljenim
mjerenjem (Sest mjerenja) standardne otopine
koncentracije 5,00 ug/ml, prikazani u tablici 5,
pokazuju da je X iskoristenja (to¢nost) 94,7, uz SD
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Tablica 2. Potvrda granice kvantifikacije (GK) kroz Sest ponovljenih mjerenja standardne otopine koncentracije
5,00 pug/ml i na nacijepljenom uzorku plazme koncentracije 5,00 pg/ml

. .. e . Izmjerene koncentracije
. . Izmjerene koncentracije standardne IskoriStenje L
Broj analize e %] nacijepljenog uzorka plazme
od 5,00 pg/ml
1 4,533 90,654 4,849
2 4,654 93,084 4,770
3 4,860 97,19 4,847
4 4,772 95,43 5,229
5 4,837 96,744 5,328
6 4,744 94,872 5,075
X 4,733 94,66 5,016
SD 0,1223 2,45 0,2294
RSD (%) 2,6 2,58 4,6

X — Aritmeticka sredina; SD — Standardno odstupanje; RSD — Relativno standardno odstupanje

Tablica 3. Rezultati ispitivanja preciznosti metode dobiveni ponovljenim mjerenjem (tri puta) radnih standarda Sest razli¢itih

koncentracija
. . 1 5 10 50 100 200
Koncentracije radnih standarda [ng/ml] [ng/ml] [ug/ml] [ng/ml] [ug/ml] [ug/ml]
_ ) _ . 1,1764 4,5327 9,2108 | 51,9413 | 985235 | 200,0055
::t':::i’:;";::3:'::i'j'::?:for:‘?:;h[:?/':ﬁrd"'h 1,1998 4,6542 9,0420 51,3630 = 99,2289 | 201,7926
1,0819 4,8595 89100 | 51,9649 | 99,5348 | 201,8221
X 1,153 4,682 9,054 51,756 99,096 201,025
*SD 0,062 0,165 0,151 0,341 0,519 0,920
*RSD, % 5,4 3,5 1,7 0,7 0,5 0,5
*XRSD, % 2,05

X — Aritmeticka sredina; SD — Standardno odstupanje; RSD — Relativno standardno odstupanje; X RSD — Aritmeticka sredina relativnog standardnog
odstupanja

Tablica 4. Rezultati ispitivanja intermedijarne preciznosti za rokuronijev bromid dobiveni ponovljenim mjerenjem (Sest puta)
nacijepljenog uzorka plazme iste koncentracije od dvaju razli¢itih analiticara (A i B).

Rokuronijev bromid
ey Dodana koncentracija Izmjerena koncentracija * * - % o
RIS rokuronijeva bromida [ug/ml] | rokuronijeva bromida [ug/ml] X, [ng/mi] Sb % R [24]
5,00 4,8489
5,00 4,7697
A 5,00 4,8472
5,0162 0,2294 2,2862
5,00 5,2287
5,00 5,3278
5,00 5,0753
0,0040
5,00 5,3129
5,00 5,2634
5,00 5,4965
B 5,3584 0,1033 0,9635
5,00 5,3068
5,00 5,4829
5,00 5,2879

*X RSD, %; 1,6249

X — Aritmeticka sredina; SD — Standardno odstupanje; Sp — Skupno (pooled) standardno odstupanje; RSD — Relativno standardno odstupanje; X RSD

— Aritmeticka sredina relativnog standardnog odstupanja
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Tablica 5. Rezultati ispitivanja to¢nosti metode dobiveni ponovljenim mjerenjem (Sest mjerenja) standardne

otopine koncentracije 5,00 pg/ml.

Broj dodavanja rokuronijeva bromida Izmjerena koncentracija IskoriStenje rokuronijeva
koncentracije od 5,00 [pug/ml] rokuronijeva bromida [pg/ml] bromida [%]
1 4,5327 90,7
2 4,6542 93,1
3 4,8595 97,2
4 4,7715 95,4
5 4,8372 96,7
6 4,7436 94,9
*X 94,7
*SD 2,45
*RSD, % 2,58

*X — Aritmeticka sredina; SD — Standardno odstupanje; RSD — Relativno standardno odstupanje

Tablica 6. Ponovljivost pripreme i iskoristenje uzorka koncentracije 5,00 ug/ml uéinjeno od dvaju analiti¢ara (A i B)

Dodana koncentracija od KoPcent'racije do.b.iyene Kor.lcent'racije do.b'i\vlene Iskoristenje analiticar = IskoriStenje analiticar
B[t L e D mjerenjem analitiCara = mjerenjem analiticara A [%] B [%]
A [ug/ml] B [ug/ml]
1 4,8489 5,3129 96,977 106,258
2 4,7697 5,2634 95,393 105,268
3 4,8472 5,4965 96,944 109,93
4 5,2287 5,3068 101,506 106,135
5 5,3278 5,4829 104,573 109,658
6 5,0753 5,2879 106,555 105,757
*X 5,0162 5,3584 100,3247 107,1677
*SD 0,23 0,10
*X SD 0,17
*sp 0,095
*RSD 2,29 0,96
*X RSD 1,62

X — Aritmeticka sredina; SD — Standardno odstupanje; sp — Skupno (pooled) standardno odstupanje; RSD — Relativno standardno odstupanje;
X RSD — Aritmeticka sredina relativnog standardnog odstupanja
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Tablica 7. Sazet prikaz rezultata validacijskog postupka i potvrda prihvatljivosti metode

Parametar validacije Kriterij prihvatljivosti Rezultat
Granica detekcije (GD) Informacija 0,553 pg/ml
Granica kvantifikacije (GK) Informacija 5 pg/ml
PRECIZNOST
Ponovljivost RSD <10 % RSD =2,083 %
Intermedijarna preciznost RSD <10 % RSD = 3,05 %
Toénost (iskoristenje) 90-110 % 98,9 %
LINEARNOST
Koeficijent korelacije r>0,995 0,9961
Selektivnost Informacija (RT) 23,25 min
Selektivnost Informacija (m/z) 413

http://hrcak.srce.hr/medicina
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pripreme uzorka zadovoljavajuca je kod obaju
analiticara. Kriterij prihvatljivosti je od 90 do
110 % i sukladno tome vidi se da iskoriStenje A
iznosi 100,32 %, a B 107,17 %. Selektivnost se
izrazava preko RT i m/z pojedinih sastojaka u oto-
pini ekstrakta. Svaka analiticka metoda mora biti
selektivna da bi se omogudilo to¢no i specificno
te selektivno odredivanje pojedinog analita u
uzorku. Ova je metoda selektivna, Sto je prikaza-
no na slici 4 iz koje se vidi da je RT 23,25 min i
m/z rokuronijeva bromida 413. Sumarni sazetak
svih rezultata validacijskih parametara — GD, GK,
preciznost, intermedijarna preciznost, toc¢nost
(iskoristenje), koeficijent korelacije i selektivnost,
prikazan je u tablici 7.

Utjecaj ECMO uredaja na koncentraciju
rokuronijeva bromida u plazmi

Uzorci venske i arterijske krvi petero ispitanika
uzorkovani su u deset mjerenja u pravilnim inter-
valima od 8 sati. Dobiveni rezultati za uzorke va-
dene nakon 8, 16, 24, 32 i 40 sati prikazani su u
tablici 8. Razlike u koncentraciji lijeka po mjere-
njima testirane su Friedmanovim testom (Post
hoc Conover), a razlike izmedu arterijske i venske
krvi Mann Whitney U testom. lako je koncentra-
cija lijeka nakon 16 i 24 sata u venskoj krvi nesto
visa, ona se ne razlikuje znacajno u odnosu na
ostala mjerenja (Friedmanov test P = 0,27). Kon-
centracija lijeka u arterijskoj krvi nakon 16 sati
poprima dodatno jo$ niZe vrijednosti, no one se

Tablica 8. Vrijednosti koncentracija lijeka u venskom i arterijskom uzorku izrazenih u umol/I

Vena /Arterija Vena /Arterija Vena/Arterija Vena/Arterija Vena/Arterija
8h 16 h 24 h 32h 40 h
" 0,1522 14,1242 9,7844 1,2391 0,1833
Pacijent 1
0,0466 11,1352 6,9621 0,1049 0,1038
Paciient 2 1,1665 8,6637 10,351 0,5863 5,8740
) 0,5806 7,4417 8,935 0,5816 3,5214
Paciient 3 6,6689 1,3250 10,3510 6,3185 12,3514
| 4,6245 1,1092 8,7341 5,2141 10,9732
Paciient 4 12,2883 9,9473 6,5103 1,2584 0,5312
! 11,0966 0,6278 5,1352 1,0315 0,1325
" 10,0400 12,1200 8,3457 1,3457 8,3571
Pacijent 5
9,3299 11,1000 6,9214 1,1097 7,9180
Tablica 9. Razlike u koncentraciji lijeka u venskoj i arterijskoj krvi po mjerenjima
Medijan (interkvartilni raspon) Hodger — Lehmann razlika 95 % raspon p*
koncentracije lijeka medijana pouzdanosti
Mjerenje nakon 8 sati
Venska krv 6,669 (0,913 — 10,602)
" -0,71 -9,99 do 9,18 0,69
Arterijska krv 4,624 (0,447 —9,772)
Mjerenje nakon 16 sati
Venska krv 9,947 (6,829 — 12,621)
= -1,02 -8,84 do 8,30 0,55
Arterijska krv 9,628 (5,859 —11,109)
Mijerenje nakon 24 sata
Venska krv 9,784 (7,887 —10,351)
" -1,42 -4,65 do 0,59 0,17
Arterijska krv 6,962 (6,475 — 8,784)
Mjerenje nakon 32 sata
Venska krv 1,258 (1,076 — 2,589)
" -0,31 -5,29 do 3,96 0,22
Arterijska krv 1,031 (0,462 —2,136)
Mijerenje nakon 40 sati
Venska krv 0,587 (0,444 —9,356)
" -0,39 -8,83 do 10,9 0,69
Arterijska krv 3,521 (0,125 - 8,682)

*Mann Whitney U test
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ne razlikuju znacajno u odnosu na ostala mjere-
nja (Friedmanov test P = 0,49). lako su u prva tri
mjerenja nesto vede razlike u koncentraciji lijeka
izmedu arterijske i venske krvi po mjerenjima, te
razlike, iako prisutne, nisu znacajne (tablica 9).

RASPRAVA

U ovom radu razvijena je i validirana nova GC-MS
metoda za odredivanje rokuronijeva bromida u
uzorku plazme te je provedena validacija metode
kroz parametre validacije prema ICH-ovim (engl.

Kod pacijenata s ECMO potporom, na ucinjenim uzorci-
ma u svim mjerenjima, vrijednosti rokuronijeva bromi-
da bile su vise u venskom nego u arterijskom uzorku, ali
zbog malog broja uzoraka i velike varijabilnosti u kon-
centraciji nije postignuta znacajna razlika te je potrebno
nastaviti istrazivanje na veéem uzorku stratificiranih pa-
cijenata.

International Committee for Harmonisation)
smjernicama® 4, Validacija je provedena kroz
parametre linearnosti, granice detekcije, granice
kvantifikacije, preciznosti, tocnosti i selektivnosti.
Uvodni dio istraZivanja obuhvacao je razvoj me-
tode kroz pripremu uzorka i postavljanja parame-
tara na GC-MS-u. Dosadasnji radovi koji ukljucuju
istrazivanje rokuronijeva bromida te njegovu kli-
nicku primjenu, temelje se na slicnim postavka-
ma'’?2, Odredivanje rokuronijeva bromida u
plazmi pacijenata odreduje se i drugim analitickim
metodama, kao sto su tekucinska kromatografija
visoke ucinkovitosti (engl. High-Performance
Liquid Chromatography; HPLC) te TOF (engl. time
of flight) kao analiticka tehnika, odnosno detek-
tor koji u tandemu s plinskom ili tekuc¢inskom kro-
matografijom sluZi za otkrivanje novih spojeva i
metabolitat#2%2, lako su i druge metode vrlo
ucinkovite, GC-MS metoda je osjetljivija i njome
je moguce analizirati koli¢ine manje od 102 gra-
ma?’*°, Klinicki dio istraZivanja pokazao je praktic-
nu vrijednost ove metode mjerenjem razine
rokuronijeva bromida u plazmi pacijenata lijece-
nih u Jedinici intenzivnog lijecenja KBC-a Rijeka
koji su zbog lijeCenja komplikacija osnovne bole-
sti priklju¢eni na ECMO potporu. Usporedujuci

ovo istraZivanje sa do sada objavljenim tematski
slicnim istraZivanjima, postoje sli¢nosti u pripre-
mi uzorka, postavljanju metode, ali i razlike u di-
jelovima opreme?®*°, U ovom je radu stacionarnu
fazu cinila kolona RTX 5MS (30 m#* 0,25 mm, film
0,25 um), a u jednom od usporednih radova kapi-
larna kolona DB — 5 (15 m, 30, 25 mm, 0, 25 mm).
Vrsta kolone, kao i njezina duljina bitne su za raz-
dvajanje analita u uzorku pa tako ne mozemo ni
ocCekivati iste rezultate jer RT nije isti. Tako je RT u
ovom radu 23,25 minuta, dok je u drugim radovi-
ma 14,8; 15,7 i 16,8 minuta, Sto govori u prilog
vaznosti vrste kolone”?3, Vrijednost m/z je ista u
vecini radova, Sto govori u prilog selektivnosti
metode i upuéuje na GC-MS metodu kao metodu
izbora u praksi, bilo laboratorijski ili klinicki, za
precizno odredivanje koncentracija razlicitih sup-
stancija’’?%. Selektivnost metode dokazana je u
plazmama u koje su dodavane razlicite koncen-
tracije rokuronijeva bromida te se na m/z 413 u
23,25 minuta na kromatogramu pojavio pik (slika
4). Granica kvantifikacije u svim radovima nije
ista i najniZza granica kvantifikacije je 26 ng/ml,
dok je to u ovom radu 1676 ng/ ml*%°. Najniza
koncentracija analita koja mozZe biti detektirana
jest 553 ng/ml, sto govori u prilog osjetljivosti
metode’ > 173, Linearnost se postiZze u svim rado-
vima sli¢nih tema, ali u drugim radnim podrucji-
ma’ %172, Sye to upuduje na Cinjenicu — ako su
priprema uzorka i postavke GC-MS-a drugacije,
ne dobivamo iste vrijednosti validacijskog po-
stupka, pa tako ni analize realnih uzoraka plazme.

(x100,000) Max Intensity : 376,828
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Slika 4. Prikaz kromatografa s GC-MS uredaja na kojem
je prikazana mjera selektivnost, RT (23,25 min)
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Ukoliko laboratorij uvodi GC-MS metodu za odre-
divanje rokuronijeva bromida u uzorku plazme,
trebala bi se obavezno provesti validacija kako bi
rezultati analize bili pouzdani, ali i kako bi se kroz
neko buduce vrijeme mogla provesti standardiza-
cija postupka?122, Dodatno isticemo da se u
nasem radu pokazalo da je metodu najprihvatlji-
vije koristiti u koncentracijama od 1 do 50 pg/ml
jer se koncentracije mjerene u tom podrucju pra-
vilnije distribuiraju na prikazima kromatografa ti-
jekom izvodenja  eksperimentalnog dijela.
Koncentracije u viSim podrucjima imale su nepra-
vilniju distribuciju pa se cijeli rad temeljio na
razvoju i validaciji metode pri nizim koncentraci-
jama rokuronijeva bromida. Ovim radom smo,
dakle, razvili kompletnu metodu, od sakupljanja
uzorka, njegovog Cuvanja, pripreme te postavki
GC-MS analizatora. Cijeli je postupak ponovljen i
na realnim uzorcima plazmi nacjepljujuci ih razli-
¢itim koncentracijama rokuronijeva bromida te je
tako potvrdena validacija metode kroz razlicite
parametre. To znaci da se ova GC-MS metoda
moze koristiti u klini¢koj primjeni i osigurati vecu
pouzdanost i sigurnost koristenja misi¢nih relak-
satora u medicinskim postupcima. Bitno je da se
uzorci pacijenata zakisele s otopinom natrijeva
dihidrogenfosfata na pH 5,5 te zalede kako se ro-
kuronijev bromid prisutan u plazmi ne bi razgra-
dio™2. Prema drugim istraZivanjima rokuronijev
bromid moZe se, osim u plazmi, odrediti i u urinu
jer se najc¢e$ce eliminira nepromijenjen®. GC-MS
je osjetljiva i visoko selektivna metoda za odredi-
vanje rokuronijeva bromida u uzorku plazme te
se uspjeSno moze koristiti u daljnjim pretklinic-
kim i klini¢kim istrazivanjima, ali i u klini¢koj pri-
mjeni. Postoji mali broj istraZivanja koja povezuju
rokuronijev bromid i GC-MS kao metodu izbora i
stoga bi ovaj rad, iako je ogranicavajuci faktor sto
se radi o seriji samo pet slu¢ajno odabranih paci-
jenata, mogao pridonijeti razvoju i uvodenju
prakse odredivanja rokuronijeva bromida u uzor-
cima plazme pacijenata, Sto je i potvrdeno u real-
nim bolnickim uvjetima, gdje je mjerena
koncentracija rokuronijeva bromida kod pacijena-
ta u jedinici intenzivnog lijeCenja na ECMO pot-
pori. Mjerenjem koncentracije lijeka u venskom i
arterijskom uzorku, tj. ispred i iza pumpe oksige-
natora, cilj je bio vidjeti postoji li razlika u dobive-
nim vrijednostima i zaostaju li molekule lijeka na
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membrani oksigenatora, Sto je vrlo bitno za far-
makokinetiku, biodostupnost i farmakodinamiku
lijeka. Kako je opisano u metodama, razlike u
koncentraciji lijeka po mjerenjima testirane su
Friedmanovim testom (Post hoc Conover), a razli-
ke izmedu arterijske i venske krvi Mann Whitney
U testom. Vrijednosti koncentracija lijeka u ven-
skoj krvi pokazale su nesto visu koncentraciju
(pogotovo u uzorcima od 16 i 24 sata) i ne razliku-
je se znacajno u odnosu na ostala mjerenja (p =
0,27). Koncentracija lijeka u arterijskim uzorcima
poprimila je nesto niZe vrijednosti, ali se znacajno
ne razlikuje (p = 0,49). lako je u nekim uzorcima
razlika venskog i arterijskog uzorka bila veda, te
razlike, iako prisutne, nisu znacajne (p = 0,17-
0,69). Vazno je uzeti u obzir da ECMO sustav cir-
kulacije sam po sebi, uz cijevi, oksigenator i
pumpu, povecava povrsinu koja lijekove moze za-
robiti i adsorbirati?*?*. To dovodi do smanjenja
vrijednosti koncentracije u plazmi i do poveéanja
volumena distribucije. U¢inak adsorpcije moze se
i smanjivati tijekom vremena zbog zasi¢enja ve-
znog mjesta?. Isto tako, cirkulacija unutar ECMO-
a moze posluZiti kao rezervoar i dovoditi lijek do
pacijenta i nakon prestanka primjene lijeka’ 2.
Na uklanjanje lijeka moze utjecati i materijal za
oksigenaciju, vrste cijevi, starost oksigenatora,
kao i sastav otopine za premaz cijevi® 2%, Sve je
to vrlo bitno zbog teSkog stanja pacijenata na
ECMO potpori®*?¢. lako su kod svih nasih pacije-
nata s ECMO potporom na ucinjenim uzorcimaiu
svim mjerenjima vrijednosti rokuronijeva bromi-
da bile vise u venskom nego u arterijskom uzor-
ku, zbog malog broja uzoraka i velike varijabilnosti
u koncentraciji nije postignuta znacajna razlika.

GC-MS je zbog svoje selektivnosti i osjetljivosti
primjerena, pouzdana i u praksi primjenjiva anali-
ticka metoda za odredivanje rokuronijeva bromi-
da u plazmi. Provodenjem validacije analiticke
metode za odredivanje rokuronijeva bromida u
plazmi potvrdeno je da odabrani validacijski
parametri (linearnost, granica detekcije i kvantifi-
kacije, preciznost, intermedijarna preciznost, po-
novljivost, tocnost, selektivnost) zadovoljavaju
postavljene kriterije prihvatljivosti. Odredivanje
koncentracije rokuronijeva bromida u plazmi vaz-
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no je za pacijente i pravilno doziranje lijeka tije-
kom medicinskih zahvata, a koristi se i kao
indikator eliminacije lijeka iz organizma jer moze
detektirati i vrlo niske vrijednosti kada istrazivani
analit pokazuje visok stupanj eliminacije. Kod pa-
cijenata s ECMO potporom na ucinjenim uzorci-
ma i u svim mjerenjima vrijednosti rokuronijeva
bromida bile su viSe u venskom nego u arterij-
skom uzorku, ali zbog malog broja uzoraka i veli-
ke varijabilnosti u koncentraciji nije postignuta
znacajna razlika, te je za konacan zakljucak o utje-
caju ECMO uredaja na koncentraciju rokuronijeva
bromida u plazmi potrebno nastaviti istrazivanje
na ve¢em uzorku stratificiranih pacijenata.

Izjava o sukobu interesa: Autori izjavljuju kako ne po-
stoji sukob interesa.
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