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Apstrakt
Te~na hromatografija sa ultraljubi~astom detekcijom (HPLC-UV) je naj~e{}e primenji-
vana metoda za odre|ivanje antiepileptika novije generacije kojoj pripada i lamotrigin.
Precizna i pouzdana HPLC tehnika sa UV detektorom kori{}ena je za odre|ivanje nivoa
lamotrigina u serumu pacijenata. Uzorci su pripremani ~vrsto-faznom ekstrakcijom u alka-
lnoj sredini dodatkom koncentrovanog amonijaka, a zatim podvrgnuti HPLC analizi.
Lamotrigin je detektovan na talasnoj du`ini od 306 nm. Visokom talasnom du`inom su
izbegnute interferencije koje poti~u iz uzorka. Linearnost kalibracione krive je u opsegu
0,5-10 mg/L, {to pokriva terapijske koncentracije. Koeficijenti varijacije u toku jednog
dana i iz dana u dan su manji od 8 %. 
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UVOD
Lamotrigin je lek iz grupe antiepileptika. Namenjen je za

le~enje primarnih i sekundarnih generalizovanih toni~no-
kloni~nih pra`njenja. Primenjuje se i kao monoterapija kod
bolesnika koji su bili tretirani karbamazepinom, fenitoinom,
fenobarbitonom ili nekim drugim antiepileptikom (1).

Slika 1. Hemijska formula 
lamotrigina

Mehanizam dejstva lamotrigina se obja{njava blokiran-
jem volta`no zavisnih natrijumovih kanala ~ime se stabilizu-
je membrana presinapti~kog neurona i inhibira osloba|anje
ekscitatornih neurotransmitera, posebno glutamata.

Osim kao antiepileptik, lamotrigin mo`e da se koristi i u
terapiji neuropatskog bola (dijabeti~na neuropatija)(2) i
nekih psihijatriskih poreme}aja (afektivni poreme}aji)(3).
Tako|e se mo`e primeniti i u le~enju bipolarnih depresija,

me|utim mehanizam njegovog delovanja na raspolo`enje
jo{ uvek nije poznat. Smatra se da GABA u~estvuje u psi-
hopatologiji bolesnika sa bipolarnim o{te}enjima. Iako su
ispitivanja na zdravim dobrovoljcima  pokazala da lamotri-
gin nema uticaja na nivo GABA-e u plazmi ispitanika on se
ipak primenjuje u terapiji bipolarnih poreme}aja (4).

Lamotrigin se brzo i prakti~no potpuno resorbuje iz
digestivnog trakta. Prisustvo hrane nema uticaja na resorpci-
ju leka. Apsolutna bioraspolo`ivost mu je 98 %. Zahva-
ljuju}i baznim i lipofilnim svojstvima lamotrigin se dobro
distribuira u sve organe i tkiva, a  koncentracije u tkivima su
ve}e nego u plazmi. Terapijska koncentracija lamotrigina u
serumu je 4-11 mg/L. Maksimalna koncentracija lamotrigi-
na u plazmi se posti`e nakon 1,5 do 5 h. Sekundarna maksi-
malna koncentracija mo`e se videti nakon 4 do 6 h od
ingestije. Primenjena doza od 240 mg posti`e pik plazma
koncentraciju od 3 mg/L.  Najve}i deo unete doze (70 %)
elimini{e se putem bubrega i to 10 %  kao nepromenjen lek
i 75-90 % u vidu konjugata sa glukouronskom kiselinom (5). 

Metoda koja se naj~e{}e koristi za odre|ivanje lamotrig-
ina u biolo{kom materijalu je HPLC sa UV ili PDA detekci-
jom. Tako|e, mogu se koristiti gasna i te~na hromatografija
sa masenom spektrometrijom (6-13).

Cilj ovog rada bio je da prika`e HPLC-UV metodu sa
uslovima pripreme uzoraka i odre|ivanja koncentracije lam-
otrigina u pacijenata na svakodnevnoj terapiji ovim lekom.
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MATERIJAL I METODE 
Materijal:
Analiti~ki standard lamotrigina - 99,9 % w/w (undried),

Glaxo Wellcome
Metanol, destilovana voda i acetonitril - J.T.Baker,

HPLC Grade purity
Amonijum-hidroksid 32% extra 
Hromatografija
Kori{}en je HPLC sistem sa binarnom pumpom

SpectraSystem P2000, autosampler  SpectraSystem
AS3000, degazer SpectraSystem SCM1000, detektor
Waters 2487 dual λ Absorbance i Clarity Lite
Software. 

Mobilnu fazu sa~injavala je sme{a demineralizo-
vane vode, metanola i acetonitrila (55:20:25) koja je
zaalkalisana sa amonijum-hidroksidom do pH 7,5 i degazi-
rana 30 min. na membranskom degazeru.

Protok mobilne faze kroz kolonu Lichrospher 60 RP-
select B (5 µm) 250-4, (Merck) sa pretkolonom Lichrochart
4 - 4 RP-select B na sobnoj temperaturi iznosio je 1,4
mL/min. Injektovano je 50 µL ekstrakta seruma. Lamotrigin
je detektovan na talasnoj du`ini od 306 nm i retencionom
vremenu od 3,8 minuta na sobnoj temperaturi.

Priprema standardnih rastvora
Osnovni standardni rastvor lamotrigina (1 mg/mL) pri-

premljen je rastvaranjem 10 mg supstance u 10 mLmetanola
i ~uvan na temperaturi od +4 ºC. Ostale koncentracije radnih
standardnih rastvora dobijene su razbla`ivanjem osnovnog
standarda mobilnom fazom da bi se dobile kalibracione kon-
centracije od 0,5; 1; 2,5; 5 i 10 mg/L. Ovaj opseg koncen-
tracja je izabran, jer su o~ekivane koncentracije leka u seru-
mu pacijenata u ovom rasponu.

Priprema uzoraka
Pripremljeno je pet uzoraka seruma optere}enih radnim

standardnim rastvorima odre|enih koncentracija (0,5; 1; 2,5;
5 i 10mg/L). Optere}eni serumi su zaalkalisani konc. amoni-
jakom (1 mL seruma sa 0,1 mL amonijaka), prome{ani na
vorteksu i spremljeni za dalju analizu ~vrsto-faznom
ekstrakcijom kroz MCX kertrid` (Waters Oasis®) na vaku-
um pumpi. Svaki kertrid` je prvo kondicioniran sa 1 mL
metanola (100 %) i 1 mL destilovane vode. Nakon na-
no{enja uzoraka seruma, kertrid` je ispran 5 % metanolom.
Eluiranje je vr{eno 100 % metanolom. Ovakav uzorak je
spreman za analizu na HPLC-UV aparatu.

REZULTATI
Svaki uzorak propu{tan je kroz kolonu na sobnoj temper-

aturi, na talasnoj du`ini 306 nm i pri protoku od 1,4 ml/min.
Retenciono vreme za lamotrigin pri ovakvim uslovima bilo
je 3,8 ± 0,2 min, a ukupno vreme analize 6 min. (Slika 2.).

Izra~unavanje koncentracija lamotrigina vr{eno je na
osnovu jedna~ine kalibracione krive koja je dobijena nakon
analize seruma optere}enih standardnim rastvorima (Tabela
1.). 

Tabela 1. Zavisnost povr{ina ispod krive od koncentracija 
lamotrigina

Jedna~ina linearne regresije za lamotrigin bila je
Y=1563,3X – 188,3. Korelacioni koeficijent za optere}eni
serum lamotriginom je 0,9997 (Slika 3). 

Slika 3. Kalibraciona kriva seruma optere}enog lamotriginom
U tabeli 2. date su vrednosti standardnih devijacija

(stdev), koeficijenata varijacije (cv), limita detekcije (LOD)
i limita kvantifikacije (LOQ) za lamotrigin koje su dobijene
nakon {est injektovanja koncentracije 0,5 mg/L u toku
jednog dana i ponovljeno u toku tri dana.
Tabela 2. Standardne devijacije (STDEV), koeficijenti varijacije
(CV), limiti detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) za lamotrigin

Pra}enje ponovljivosti metode u jednom danu i iz dana u
dan vr{eno je sa tri razli~ite koncentracije optere}enih seru-
ma. Dobijeni koeficijenti varijacije prikazani su u Tabeli 3.

Metoda je primenjena u praksi u odre|ivanju koncen-
tracija lamotrigina bolesnicima koji su na dugotrajnoj terapi-
ji ovim lekom. Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 4.

OS konc. AUC Xsr SD RSD
mg/L
0,50 515,7 518,6 505,8 513,37 6,71 1,31
1,00 1509,4 1541,2 1492,9 1514,5 24,55 1,62
2,50 3791,1 3705,4 3746,8 3747,8 42,86 1,14
5,00 7546,8 7648,1 7310,0 7501,6 173,52 2,31
10,00 15085,9 15719,5 15668,1 15491,2 351,91 2,27

STDEV CV (%) LOD (mg/L) LOQ (mg/L)
0,032 6,57 0,09 0,32

Koncentracija,
(mg/L)

Intra day CV (%)
serum

Inter day CV (%)
serum

0,5 2,35 7,60
2 0,06 2,21
5 0,47 5,47

Slika 2. Hromatogram seruma optere}enog lamotriginom 

Table 3. Koeficijenti varijacije (CV) u toku dana („intra day“) i
izme|u dva dana („inter day“) za optere}eni serum
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DISKUSIJA
Postoji vi{e na~ina za odre|ivanje antiepileptika i nji-

hovih metabolita. Za dokazivanje lamotrigina koriste se hro-
matografske metode sa PDA, UV i masenom detekcijom
(HPLC-PDA, LC-MS, UPLC-MS, GC-MS). Naj~e{}e pri-
menjivana je te~na hromatografija sa UV detektorom
(HPLC-UV) (6).

U ovom radu je prikazana HPLC-UV metoda za odre-
|ivanje lamotrigina u serumu pacijenata. Uzorci su pri-
premljeni ~vrsto-faznom ekstrakcijom pomo}u MCX Oasis
kertrid`a, ~ime je znatno skra}eno vreme pripreme uzorka.
Lamotrigin je detektovan na talasnoj du`ini od 306 nm. Pri
pH mobilne faze od 7,5 dobijen je najbolji hromatografski
odgovor. Koeficijenti varijacije u toku dana i iz dana u dan
bili su manji od 8 %. 

U radu Budakove i sar. prikazana je HPLC metoda sa
UV detekcijom na 220 nm za odre|ivanje lamotrigina, prim-
idona, fenobarbitona, fenitoina, karbamazepina i dva aktiv-
na metabolita 2-fenil-2-etil-malonamida i 10,11-dihadro-
10,11-epoksikarbamazepina. Uzorci su pripremani te~no-
te~nom ekstrakcijom. Mobilna faza koju ~ine voda:acetoni-
tril:metanol:trietilamin u odnosu 72:23:5:0,1 imala je pH
7,0. Opseg linearnosti bio je od 0,5-25 mg/L. Koeficijenti
varijacije u toku dana i iz dana u dan su bili manji od 10 %.
Analiza je trajala 10 min. (7).

Contin M. i saradnici odre|ivali su lamotrigin i druge
antiepileptike novije generacije HPLC-UV tehnikom pri
talasnoj du`ini od 220 nm. Uzorak je pripreman depro-
teinizacijom sa acetonitrilom. Kori{}ena je kisela mobilna
faza pH- 4,5. Vreme trajanja analize je 19 min. Linearnost
njihove metode je u opsegu 2- 40 mg/L, a limit detekcije 2
mg/L (8).

Bompadre S. i saradnici koristili su HPLC-UV tehniku
na 260 nm za detekciju lamotrigina u punoj krvi tj. hemo-
lizatu (krv:voda-1:1) koji je pripreman ~vrsto-te~nom
ekstrakcijom. Kori{}ena je mobilna faza koja sadr`i fosfatni
pufer (pH vrednosti 4,5) i acetonitril u dnosu 60:40. Metoda
je bila linearna u rasponu koncentracija od 0,2-20 mg/L.
Koeficijenti varijacije u toku jednog dana i iz dana u dan bili
su od 1,8% do 6,7 %. Analiza je trajala 10 min. (9). 

Lamotrigin se mo`e izolovati iz male zapremine uzorka
seruma (50 µL) alkalnom ekstrakcijom sa dietiletrom i
odrediti HPLC-UV metodom na 225 nm uz mobilnu fazu
koja sadr`i acetonitril-voda sa 0,2% fosforne kiseline i 0,3%
trietilamina (pH 2,7) (84:16 v/v). Retenciono vreme lamot-
rigina je oko 6 minuta, a srednji prinos ekstrakcije oko 80%.
Limit kvantifikacije ove metode bio je 0,1 mg/L (10).

Greiner-Sosanko E. i saradnici su za detekciju lamotrig-
ina u serumu pacijenata koristili te~nu i gasnu hromatografi-
ju. U primenjenoj te~noj hromtografiji detekcija leka je
vr{ena pomo}u UV detektora na 270 nm. Pokazano je da su
primenjene tehnike pouzdane i jednostavne za rutinsko
odre|ivanje koncentracije lamotrigina u serumu pacijenata
(11).

Reverzno fazna te~na hroamtografija sa UV detekcijom
kori{}ena je u radu Patil KM. i saradnika za odre|ivanje
nivoa lamotrigina i drugih antiepileptika u serumu pacijena-

ta. Uzorak je pripreman
sa acetonitrilom uz
dodatak pentobarbitona
kao internog standarda
(IS). Mobilna faza je
sme{a fosfatnog pufera,
metanola,  acetonitrila i
acetona  (55:22:12:11),
~ija je pH 7,0. Talasna
du`ina na kojoj su
detektovali lamotrigin
je 210 nm. Minimalna
koncentracija leka koju
su odredili bila je 0,2
mg/L (12).

U radu Angelis-
Stoforidis P. i saradnika
koji su odre|ivali kon-
centraciju lamotrigina u
serumu pacijenata

HPLC-UV tehnikom, priprema uzorka vr{ena je precipitaci-
jom proteina acetonitrilom. Talasna du`ina za detekciju lam-
otrigina je 306 nm. Linernost je postignuta u opsegu koncen-
tracija 1-20 mg/L (R2= 0,998). Limit detekcije je 0,6mg/L,
a limit kvantifikacije 1 mg/L, za razliku od na{e metode gde
su dobijene znatno ni`e vrednosti 0,09 i 0,32 mg/L, a pri lin-
earnom opsegu 0,5-10 mg/L (R2= 0,999). Koeficijenti vari-
jacije za merenja u toku jednog dana i iz dana u dan su manji
od 6%. U na{oj metodi kori{}ena je ista talasna du`ina za
detekciju leka. Pokazalo se da je na toj talasnoj du`ini inter-
ferencija koja poti~e iz uzorka svedena na minimum i bez
prethodne deproteinizacije (13).

Prednost na{e metode za odre|ivanje lamotrigina u
odnosu na prethodno navedene ogleda se u jednostavnijoj i
br`oj preanaliti~koj pripremi uzoraka sa prinosom ekstrakci-
je od 85,54%. Ve}om talasnom du`inom detekcije (306 nm),
bez deproteinizacije uzorka, elimini{u se interferencije pro-
teina i drugih biomolekula koje na toj talasnoj du`ini ne
apsorbuju UV svetlost. Lamotrigin je lek sa baznim osobina-
ma, tako da se pokazalo da se pri pH vrednosti na{e mobilne
faze od 7,5 dobija dobar hromatografski odgovor sa RT-3,8
± 0,2 min. Ukupno trajanje analize od samo 6 min. je od
velike va`nosti, posebno u urgentnim slu~ajevima kada je
pravovremeno izdavanje pouzdanih rezultata bitno za

Bolesnici
koncentracija
lamotrigina u
serumu (mg/L)

Bolesnici
koncentracija
lamotrigina u
serumu (mg/L)

Bolesnici
koncentracija
lamotrigina u
serumu (mg/L)

Tabela 4. Koncentracije lamotrigina u serumu bolesnika

bolesnik 1 3,54 bolesnik 11 3,58 bolesnik 21 0,21
bolesnik 2 3,47 bolesnik 12 10,63 bolesnik 22 6,01
bolesnik 3 3,14 bolesnik 13 12,53 bolesnik 23 1,93
bolesnik 4 10,61 bolesnik 14 7,47 bolesnik 24 3,32
bolesnik 5 7,13 bolesnik 15 4,34 bolesnik 25 0,79
bolesnik 6 11,11 bolesnik 16 4,39 bolesnik 26 4,82
bolesnik 7 4,16 bolesnik 17 14,67 bolesnik 27 3,88
bolesnik 8 7,82 bolesnik 18 3,08 bolesnik 28 1,80
bolesnik 9 7,42 bolesnik 19 0,72 bolesnik 29 2,28
bolesnik 10 9,75 bolesnik 20 2,50 bolesnik 30 4,85
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zdravlje bolesnika. Sa druge strane, ova metoda se pokazala
kao ekonomi~na u odnosu na druge skuplje i slo`enije
tehnike, kao {to su te~na i gasna hromatografija sa masenom
detekcijom. Ovo je naro~ito va`no ako se odre|uje kontrol-
na koncentracija leka u krvi kada je poznato da nema pris-
ustva drugih lekova koji bi mogli interferirati. Limit detek-
cije i kvantifikacije  od  0,09 mg/L i 0,32 mg/L ~ini na{u
metodu za odre|ivanje lamotrigina osetljivijom u odnosu na
prethodno opisane. Linearnost kalibracione krive postignuta
je u rasponu od 0,5-10 mg/L, {to obuhvata opseg terapijskih
koncentracija. Dobijeni koeficijent varijacije u toku dana i iz
dana u dan manji je od 8% {to tako|e ukazuje na dobru
ponovljivost i stabilnost metode pri datim uslovima.

U Odeljenju za toksikolo{ku hemiju gotovo svakod-
nevno se odre|uju koncentracije lamotrigina u serumu paci-
jenata. U Tabeli 4. mo`e se videti da su nivoi leka u velikom
rasponu koncentracija, ali uglavnom u opsegu terapijskih
vrednosti 4-11 mg/L. Najni`a koncentracija linearnosti od
0,5 mg/L uzeta je zbog pra}enja nivoa leka kod bolesnika
kojima se ukida  terapija, pa se mogu o~ekivati zna~ajno
niske koncentracije. Kod bolesnika 21 koncentracija leka je
ni`a od minimalne koncentracije linearnosti, ali je iznad
vrednosti LOD (>0,09 mg/L). U slu~ajevima gde je koncen-

tracija leka iznad 10 mg/L (bolesnici 6, 13 i 17), uzorci su
razbla`eni dva puta kako bi se dobio dobar hromatografski
odgovor iz opsega linearnosti. Na takav na~in dobijeni su
sigurni rezultati uzev{i u obzir i dvostruko razbla`enje.

ZAKLJU^AK
Upotreba lamotrigina u terapiji epilepsije bilo kao

monoterapija ili deo politerapije zahteva pra}enje nivoa leka
u krvi. Zbog toga je razvijanje precizne i osetljive metode za
terapijski monitoring lamotrigina od velike va`nosti.
Opisana HPLC-UV metoda je zbog svoje jednostavne i brze
pripreme uzorka, trajanja analize od samo 6 minuta i visoke
talasne du`ine na kojoj se vr{i detekcija, a kojom se elimi-
ni{u interferencije iz uzorka, pouzdana za odre|ivanje lam-
otrigina u serumu pacijenata u svakodnevnoj praksi. Kako se
savremenim imunohemijskim metodama ne mogu odrediti
antiepileptici nove generacije kojoj pripada lamotrigin, pri-
menjena HPLC-UV tehnika je posebno zna~ajna za njegovu
detekciju u klini~kim laboratorijama.
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Abstract
The most common method used for the detection of the new generation of
antiepileptic drugs to which belongs lamotrigine is liquid chromatography with
ultraviolet detection (HPLC-UV). Precise and reliable HPLC-UV method was
used for the determination of lamotrigine in serum of patients. Samples were pre-
pared by solid-liquid extraction with the addition of the alkaline solution of con-
centrated ammonia, and then subjected to analysis on HPLC. Lamotrigine was
detected at a wavelength of 306 nm. High wavelength eliminates interferences
which originate from the sample. The linearity of the calibration curve is in the
range from 0.5 to 10 mg / L, which covers therapeutic concentrations.  Intra and
inter day coefficients of variation are less than 8%.


