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SOUHRN

Analytické metody pro stanoveni vybranych psychofarmak

V soucasnosti mame k dispozici jiz vice nez sto psychofarmak s vice ¢i méné specifickymi u¢inky na
symptomy jednotlivych dusevnich poruch. Navzdory novym lécebnym a diagnostickym moznostem je
stale mnoho pacientd, jejichZz odpovéd na 1écbu psychofarmaky neni uspokojiva. Zavedeni rutinniho
terapeutického monitorovani nékterych psychofarmak by mohlo pomoci individualizovat a optimalizovat
1écbu dle potieb konkrétniho pacienta. Tento ¢lanek popisuje analytické metody, které umoziuji jejich
stanoveni se zaméfenim na antidepresiva a antipsychotika. V soucasnosti jsou zdkladnimi technikami pro
stanoveni hladin psychofarmak plynova a kapalinova chromatografie. Hlavnim biologickym materidlem
pro stanoveni je sérum nebo plazma. Vzorky k analyze jsou pfipravovany nejcastéji pomoci extrakce
z kapaliny do kapaliny nebo extrakci na tuhé fazi. V literatufe byly publikovany metody umoziujici
stanoveni jednoho nebo nékolika psychofarmak soucasné, véetné jejich piipadnych aktivnich metaboliti.
Klicova slova: psychofarmaka — terapeutické monitorovani 1é¢iv — vysokoucinna kapalinova
chromatografie — hmotnostni spektrometrie

Ces. slov. Farm., 2010; 59, 103-111

SUMMARY

Analytical methods for the determination of selected psychopharmaceuticals

At present at our disposal there are more than one hundred psychopharmaceuticals with more or less
specific effects on the symptoms of individual mental disorders. Despite new therapeutic and
diagnostic possibilities there are still many patients whose response to treatment with
psychopharmaceuticals is not satisfactory. Introduction of a routine therapeutic monitoring of some
psychopharmaceuticals could help to individualize and optimize the treatment according to the
needs of a individual patient. This paper describes the analytical methods which enable their
determination with regard to antidepressants and antipsychotics. At present the principal techniques
for the determination of the levels of psychopharmaceuticals are gas and liquid chromatography.
The principal biological material for the determination is serum or plasma. Samples for analysis are
prepared most frequently by means of extraction from a liquid to a liquid or extraction on a solid
phase. The published literature presents the methods making it possible to determine one or several
psychopharmaceuticals simultaneously, including their possible active metabolites.
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Deprese a antidepresiva

Afektivni poruchy, pfedevsim deprese, predstavuji
ziejmé nejveétsi zdravotni zaté€Z spole¢nosti moderniho
svéta méfeno roky ztracenymi pred¢asnym tmrtim nebo
stravenymi pod negativnim vlivem zdvazné nemoci.
Poruchy nalady zacinaji v Casné dospélosti (25-32 let)
a postihuji z celoZivotniho pohledu vice nez jednu pétinu
obyvatelstva. Ani v nejvyspélejSich statech svéta vSak
nejsou spravné diagnostikovany a véas 1éceny. V Ceské
republice bylo dle dat z roku 2000 adekvatné 1é¢eno pou-
ze 13,4 % pacientt trpicich depresivnimi syndromy, pfi-
¢emz depresivni porucha je ve vétSiné piipadl chronic-
kym onemocnénim. Pacienti trpici depresi Cast&ji Cerpaji
zdravotni sluzby, Castéji jsou v pracovni neschopnosti
a 7-15 % z nich ukon¢i Zivot sebevrazdou .

Antidepresiva 1. generace se pouZzivaji jiz vice nez 40
let. Jedna se o latky, které zvysuji koncentraci biogennich
amind (serotoninu, noradrenalinu a dopaminu) v limbic-
ké oblasti CNS a dale ovliviiuji celou fadu neurotransmi-
terovych receptorti véetné histaminovych, muskarino-
vych a o -adrenergnich, z ¢ehoz vyplyvd, Ze mohou
vyvolat celou fadu nezadoucich ucinka. Nekteré z t€chto
ucinkl jsou pro pacienty obtézujici (napfiklad tachykar-
die, zacpa, utlum, porucha akomodace, vzestup télesné
hmotnosti a sucho v dstech) a ¢asto mohou byt diivodem
$patné adherence k 1é¢bé. Mezi zavazné komplikace pat-
fi zmatenost, srdecni arytmie, posturdlni hypotenze
a u muzi s hypertrofii prostaty mocova retence. Doba
nastupu antidepresivniho G¢inku je zhruba 10-20 dnii od
zaCatku terapie. Nevyhodou je zejména nutnost titrace
davky, nezddouci ucinky, vysoky interak¢éni potencidl
a uzké terapeutické rozmezi. Patfi sem napf. amitriptylin,
nortriptylin, imipramin, klomipramin > %.

Antidepresiva II. generace vykazuji méné nezadou-
cich anticholinergnich G¢inkt, piisobi pouze na noradre-
nergni a serotoninergni systém, neovliviiuji tedy histami-
nergni a o -adrenergni receptory. Jsou pacienty lépe
snasena a Ize je pouZit i u pacientl s glaukomem, hyper-
trofii prostaty a ischemickou chorobou srdecni. Po zave-
deni III. generace antidepresiv ma tato skupina ponékud
mensi vyznam, podobné jako prvni generace. Zastupci
jsou napf. maprotilin, mianserin 3.

Antidepresiva III. generace jsou tvofena latkami
selektivné inhibujicimi zpétné vychytavani serotoninu
(SSRI). Oproti predchozim generacim antidepresiv maji
pfiznivéj§i bezpecnostni profil, neplisobi sedativné,
nezvySsuji télesnou hmotnost a nepotencuji tc¢inek alko-
holu. ProtoZze maji vyhodnéjsi farmakokinetické vlast-
nosti, mohou se uZzivat pouze v jedné denni davce. Nega-
tivem jsou zejména sexudlni a gastrointestindlni potiZe.
Utinek nastupuje zpravidla za 2—4 tydny. Vsech Sest
zastupctt SSRI jsou vice ¢i méné silnymi inhibitory akti-
vity nékterych enzymi cytochromu P450 a zejména flu-
voxamin, fluoxetin a paroxetin maji vyznamny interakc-
ni potencidl. Patfi sem citalopram a escitalopram,
fluoxetin, fluvoxamin, paroxetin a sertralin .

Antidepresiva IV. generace a dalsi nova antidepre-
siva zastupuji latky rdznych mechanisml ucinku, jak
bylo zminéno vySe, napt. SNRI (dudlni inhibitory zpét-
ného vychytavani serotoninu a noradrenalinu) (duloxe-
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tin, venlafaxin, milnacipran), NDRI (dudlni inhibitory
zpétného vychytavani dopaminu a nordrenalinu) (bupro-
pion), NASSA (noradrenergni a specificka serotonergni
antidepresiva) (mirtazapin) a SARI (duélni anta-
gonisté/inhibitory zpétného vychytavani 5-HT) (trazo-
don) a dal$i. Diky svym specifickym vlastnostem jsou
jednotliva 1é¢iva pouzivana nejen k 1é¢bé deprese samot-
né, ale také deprese s komorbiditami, jako je algicky syn-
drom, stresova inkontinence apod. Jinymi indikacemi
nékterych zastupcti mohou byt napriklad generalizovana
uzkostna porucha, socidlni fobie nebo bipolarni afektiv-
ni porucha >?,

Antipsychotika

Terminy antipsychotika a/nebo neuroleptika zahrnuji
skupinu 1é¢iv, kterd maji ptiznivy vliv na psychické inte-
grace. Jednd se o heterogenni skupinu 1é¢iv, kterou béz-
né délime na antipsychotika I. generace, tzv. klasickd
nebo konvencni, a antipsychotika II. generace, tzv. aty-
picka. Mezi antipsychotika I. generace patii napfiklad
chlorpromazin, levomepromazin, flufenazin, haloperi-
dol, zuklopentixol a dalsi, k atypickym antipsychotikiim
fadime napriklad risperidon, paliperidon, klozapin, olan-
zapin, quetiapin a dalsi > 9.

Terapeutické monitorovani léc¢iv (TDM)

Psychofarmaka jsou Siroce pouZivana jak v psychiat-
rii, tak v mnoha dalSich oblastech mediciny. Prevalence
psychickych onemocnéni dle epidemiologickych studii
stoupd a s tim je spojena i zvySujici se preskripce psy-
chofarmak. OvSem vyznamny pocet pacientli lécenych
psychofarmaky z nejriiznéjSich divodt neodpovidd na
1é¢bu nebo je jejich odpovéd neuspokojivd. Kromé patr-
ného vsili vyvijet nova psychofarmaka s novymi mecha-
nismy ucinku je nezbytné predev§im optimalizovat far-
makoterapii dostupnymi psychofarmaky. K tomuto tcelu
se jevi jako potencidlné vhodny ndstroj terapeutické
monitorovani 1é¢iv (TDM) "9,

Obecné vhodna 1é¢iva k TDM jsou ta, kde: a) je zna-
ma dobra korelace mezi koncentraci 1é¢iva v plazmé
a uc¢inkem lécCiva, b) je dobfe definované terapeutické
rozmezi, ¢) 1é¢ivo vykazuje saturacni kinetiku, d) je uzké
terapeutické rozmezi, e) je tvoren aktivni metabolit,
f) terapeuticky efekt nemlze byt popsan na zakladé kli-
nickych méfeni a g) kde je dostupna validovand analytic-
ka metoda .

Z vyse uvedeného je tedy ziejmé, Ze ne vSechna psy-
chofarmaka jsou pro TDM vhodna. U mnoha latek zatim
nebyla prokazana jasna korelace mezi plazmatickou hla-
dinou a uc¢inkem, nejsou dostateéné stanovena a potvrze-
na terapeutickd rozmezi a podobné. Pres tyto nedostatky
pro vyuZiti TDM hovoii napifiklad pomérné vysoky
interakéni potencidl nékterych psychofarmak, béZna
polyfarmakoterapie u pacientli 1é¢enych psychofarmaky,
¢astd non-compliance, pomaly néstup ucinku nebo vliv
genetického polymorfismu biotransformujicich enzymu
na ucinek nékterych latek. V roce 2003 byly expertni
skupinou TDM pii AGNP (Arbeitsgemeinschaft fiir Neu-
ropsychopharmakologie und Pharmakopsychiatrie)
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vypracovany guidelines pro psychiatry, klinické farma-
kology, analytiky a dalsi odborniky k optimalizaci vyu-
ziti TDM u psychofarmak. Pro Sir§i vyuziti TDM u psy-
chofarmak je ovSem nutné mimo jiné provést dalsi
kontrolované klinické studie a také studie efektivnosti
vynalozenych naklada ¥.

Metody stanoveni

Pfi 1é¢bé psychofarmaky se pouziva jak monoterapie,
tak polyterapie. Z toho divodu je nutny vyvoj metod
umoZziujicich stanoveni nékolika 1é¢iv soucastné, popfi-
padé i stanoveni jejich aktivnich metaboliti. Ke stano-
veni 1é¢iv v biologickych tekutinach se pouZivaji imu-
nonochemické, elektromigracni ¢i elektroforetické
a chromatografické metody, které svou detekéni citli-
vosti umoziuji stanoveni 1éciv.

Uprava vzorku

Analyza léCiv v biologickych tekutinach je asto kom-
plikovdna pfitomnosti mnoZstvi riznych sloucenin
v organické matrici, které vedou k interferenci matrice
s 1éCivem, a déle jejich nizkou koncentraci ve vzorku.
Imunochemické metody umoziiuji stanoveni 1éCiv bez
predchozi dpravy vzorku. Bézné postupy dpravy vzorku
zahrnuji precipitaci proteind, extrakci na tuhé fazi (SPE)
nebo extrakci kapalina-kapalina (LLE). K precipitaci se
pouZzivaji béZna organicka rozpoustédla, jako je acetonit-
ril nebo methanol ©.

Klasicka extrakce z kapaliny do kapaliny je casto pou-
Zivana a velmi dtlezitd analyticka separacni metoda, pfe-
sto ma své nevyhody, jako jsou interference matrice,
pouzivani nebezpecnych chemikalii a v nékterych pfipa-
dech i pouziti velkého objemu vzorku 7®. Zakladem této
extrakce je kvalitativni pravidlo ,,podobné se rozpousti
v podobném*. NejCasté&ji se jako extrakcni ¢inidlo pouzi-
va hexan, dichlormethan, diethylether, popfipadé smés
jednotlivych rozpoustédel pro zvySeni extrakcéni dcin-
nosti *'Y. SPE ma nékolik vyhod oproti tradi¢ni LLE,
jsou to vyssi selektivita, Cistéjsi extrakt, lepsi reproduko-
vatelnost vysledkd. SPE je omezena na relativné Cisté
biologické materialy, jako je plazma, sérum nebo moc. Je
jen malo publikaci, které popisuji extrakci na tuhé fazi
z plné krve '?. K separaci 1é¢iv z biologickych tekutin 1ze
pouzit i modifikaci SPE mikroextrakci na tuhé fazi
(SPME). In-tube SPME pouZiva oteviené kapilarni kolo-
ny jako extrakéni zafizeni. Organické sloZky ve vodném
vzorku jsou pifimo extrahovany a zkoncentrovany na sta-
cionarni fazi, nasledné jsou dopraveny na chromatogra-
fickou kolonu. In-tube SPME je vhodna technika pfipra-
vy vzorkl, protoZe je rychld, levnd a lze ji snadno
automatizovat. Obvykle je ve spojeni s LC/MS '». SPME
ma vysoky prekoncentracni faktor u hydrofobnich latek,
a proto neni Siroce pouzitelnd v analyze 1éCiv. Prekon-
centracni faktor je definovan jako pomér mezi kone¢nou
koncentraci analytu v extrahovaném vzorku a pocate¢ni
koncentraci ve vzorku Y. Martinez '» porovnaval dvé
SPE kolony (Chem Elut a Bond Elut Certify), které pou-
7il k extrakci Sesti antidepresiv. Koncentrace 1éCiv byly
nasledné zméfeny pomoci plynové chromatografie s NP
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detektorem. Lepsi vysledky byly dosaZeny pouZzitim SPE
Bond Elut Certify 2.

Jako alternativa plazmy pro TDM rtznych léciv byly
také testovany sliny. Sliny maji nékolik vyhod: bezbolest-
ny a neinvazivni odbér, ke kterému neni nutny kvalifiko-
vany persondl. Sliny jako moZny biologicky material pro
TDM maji i své nevyhody. Obvykle je mozné odebrat jen
maly objem a nékteré faktory: jako pH, tstni kontamina-
ce, stimulovany nebo nestimulovany odbér, mohou ovliv-
nit difuzi 1éku z plazmy do slin. Z téchto divodt by méla
byt pred zacatkem pouZivani slin pro TDM zjisténa kore-
lace mezi koncentraci 1éku v plazmé a ve slinach, proto-
7e ve slinéch je pfitomna jen volnd, farmakologicky d¢in-
na frakce 1é¢iva. De Castro ' popisuje LC-MS/MS
metodu pro stanoveni deviti antidepresiv a nékterych
jejich hlavnich metabolitli ve slinach a v plazmé. Popisu-
je také studii korelace koncentrace venlafaxinu v obou
matricich. Vysledky této studie neukéazaly dobrou korela-
ci koncentraci venlafaxinu ve slinich a volné frakce
v plazmé. Jako mozny diivod zmifiuji maly pocet vzorkl
a jejich nedostate¢nou homogenitu .

Také stanoveni 1éCiv v materském mléce je dualeZité.
Pritomnost 1é¢iva v mléce miZe byt potencionalnim
zdrojem neZadoucich uc¢inku u kojeného ditéte. Kasper
16 publikoval stanoveni olanzapinu v matefském mléce
metodou HPLC s elektrochemickym detektorem !9,

Stanoveni 1éCiv v moci je méné dulezité nez v krvi,
protoZe koncentrace je zna¢né zavisla na hydrataci orga-
nismu a na pH moce a vyuziva se pfedevsim v toxikolo-
gii 17,

Imunochemické metody

Imunochemické metody oproti chromatografickym
metodam neumoziuji stanoveni 1éku a jeho metabolitu
19, Dalsi nevyhodou jsou zkfiZzené reakce ,,cross-reacti-
vity*, kdy protilatky reaguji odliSn€ s riznymi léky
a jejich metabolity, coZ znemoZiiuje presnou kvantifika-
ci. Riziko interference stoupa se strukturni podobnos-
ti 1. Chattergoon 29 popisuje fale$né pozitivni nalez tri-
cyklickych antidepresiv (TCA) u dvou pacientti, ktefi
nikdy neuzivali TCA a pfesto byly u nich naméfeny hla-
diny 80 ng/ml a 130 ng/ml pri pouziti fluorescencné
polarizaéni imunoanalyzy (FPIA) 2». Dasgupta 2 potvr-
dil statisticky vyznamné vys$i zkiiZené reakce karbama-
zepinu a jeho metabolitu 10,11-epoxid karbamazepinu
u 35 pacienta V.

Imunochemické metody lze rozdélit na izotopové
a neizotopové. Izotopové imunochemické metody jsou
vyvojove starsi.

Izotopové imunochemické metody (Radio Immuno
Assay — RIA, Immuno Radio Metric Assay — IRMA,
Radio Enzymo Assay — REA, Radio Receptor Assay —
RRA). RIA metody jsou vysoce citlivé. Ke znaceni anti-
genl se vétSinou pouziva radioaktivni izotop jodu '*I, ke
znaceni haptend tricium *H 22,

V roce 1979 Brunswick > popsal specifickou radio-
imunoanalyzu na stanoveni amitriptylinu a nortriptylinu.
Jako radioaktivni zna¢eni bylo pouzito *H ?*. Tyto meto-
dy byly postupné nahrazeny metodami s jinak znaceny-
mi reaktanty, napf. enzymy nebo fluoroforem 2%.
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Mezi neizotopové imunochemické metody patfi:

1. Enzymové na fotometrickych principech (Enzymo
Immuno Assay — EIA, Enzyme Linked Immunosorbent
Assay — ELISA, Immuno Enzymo Metric Assay —
IEMA).

2. Fluorescen¢ni (Fluorescence Immuno Assay — FIA,
Fluorescence Polarization Immuno Assay — FPIA, Time
Resolved Fluorescence Immuno Assay — TR-FIA).

3. Luminiscen¢ni, popf. elektrochemiluniscen¢ni
(Lumino Immuno Assay — LIA, Immuno Lumino Metric
Assay — ILMA, ElectroChemiLuminiscence — ECL) 2.

Neizotopové imunochemické metody vétSinou vyuzi-
vaji vybaveni béZnych analytickych, poptipadé bioche-
mickych laboratofi. Dorey '® publikoval ¢lanek, ve kte-
rém porovnavali vysledky stanoveni tricyklickych
antidepresiv (TCA) kapalinovou chromatografii a enzy-
moimunoanalyzou (EMIT) '®.

Vseobecné lze fici, Ze imunochemické metody je
vhodnéjsi pouZivat jako screening predavkovani nez pro
terapeutické monitorovani 1éku, jelikoZ maji relativni
vysoky limit detekce '8 1922,

Elektromigracni separacni metody

V analyze psychofarmak se uplatiiuji i elektromigrac-
ni separacni metody. Jejich pfednosti je vysoka separac-
ni dcinnost, nizka spotfeba vzorku i chemikalii. Jsou
zaloZeny na pohybu ionizovanych castic v elektrickém
poli a lze je pouZzit pro separaci nizkomolekularnich
i vysokomolekuldrnich latek. Mezi elektromigracni
separac¢ni metody patii kapilarni elektroforéza (CE) a jeji
ostatni mody, tj. kapilarni zénova elektroforéza (CZE),
micelarni elektrokinetickd kapilarni chomatografie
(MECC), kapilarni elektrochromatografie (CEC), izota-
choforéza (ITP), kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF)
a kapilarni gelova elektroforéza (CGE) . CZE v orga-
nickych rozpoustédlech se oznacuje jako nevodnd CZE
(NACE). Umoziiuje separaci hydrofobnich latek, které
jsou t&€Zko délitelné ve vodném prostredi. Vysoké rozli-
Seni, kratky Cas analyzy a moZnost zvySeni rozpustnosti
analytu jsou hlavnimi divody pro pouZiti organickych
rozpoustédel 2627,

Dell’ Aquila 2 publikoval separaci tricyklickych anti-
depresiv (TCAs) kapilarni zénovou elektroforézou.
N,N,N’,N’-tetramethyl-1,3-butanediamine byl pouZzit
jako ucinny elektrolyt. TCAs maji podobnou strukturu,
molekulovou hmotnost a pKa hodnoty. Jejich separace
kapilarni zénovou elektroforézou vyZzaduje piesné pH
a vhodné sloZeni elektrolytu 2¥.

Flores 29 ve své praci popisuje snadnou, rychlou, sen-
zitivni a robustni metodu nevodné kapilarni elektroforé-
zy s DAD detekci pro stanoveni paroxetinu a jeho tfi
metabolitli v moci. Mo¢ byla extrahovana pomoci C ; *°.

Schafroth ?® publikoval metodu na stanoveni benzo-
diazepinti flunitrazepamu, diazepamu, midazolamu, klo-
nazepamu, bromazepamu, temazepamu, oxazepamu
a lorazepamu v moci pomoci micelarni elektrokinetické
kapilarni chromatografie s UV detekci. Vzorek byl pfi-
praven enzymatickou hydrolyzou a SPE %,

Extrakci pomoci SPE publikoval také Tomita ** na sta-
noveni nitrazepamu a jeho metabolitd v moc¢i micelarni

—¢—

elektrokinetickou kapilarni chromatografii s UV detekci
2. Obé metody byly pouzity pro soudni a toxikologické
analyzy.

Chromatografické metody

Z chromatografickych metod se v poslednich letech
nejcastéji pouziva vysokoucinnd kapalinovd chromato-
grafie (HPLC) a plynova chromatografie (GC). Zaklad-
nim principem vSech chromatografickych metod je roz-
déleni sloZek smési latek mezi stacionarni a mobilni fazi.
Obecné pozadavky na detektory v HPLC jsou shodné
s GC. K detekci se vyuziva analyticka vlastnost systému,
ktera je ve zndmém a reprodukovatelném vztahu ke kon-
centraci analytu ?.

Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) se pouZiva pro stanoveni
antidepresiv, protoZze mnohé maji strukturu amind. GC je
jednoduchd, vysoce rozlisujici, citlivd, reprodukovatelna
a levnd metoda. Aminy maji tendenci adsorbovat se na
kyselou kolonu, kde také ¢asto dochézi k jejich rozloZeni.
Elu¢ni piky aminti snadno chvostuji a maji nizkou detek¢-
ni citlivost. K odstranéni vSech té€chto problému se vyuziva
derivatizace, ¢imz dojde ke sniZeni polarity aminoskupiny.
Zlepsit selektivitu a citlivost je moZné i pouZitim kapilarni
kolony 33V, GC se pouZivaji ve spojeni s plamenové-ioni-
zalnim NP detektory a hmotnostnimi (MS) detektory 32
Pocatek GC-MS je v roce 1970, kdy byl vyvinut pro bio-
medicinsky vyzkum i pro rutinni pouziti 3.

Torre 3V publikoval kvantitativni stanoveni Sesti tri-
cyklickych antidepresiv pomoci kapilarni GC s NP
detektorem. Jako vnitini standard byl pouZit promazin
a SPE k pfipravé vzorkl. Separace probéhla na 5% fenyl-
methylsilikonové kapilarni kolonég 3V.

Fernandes ** publikoval metodu stanoveni fluoxetinu
v plazmé pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
detekci. K pfipravé vzorku byla pouZzita modifikace mik-
roextrakce na tuhé fazi SBSE (Stir Bar Sorptive Extrac-
tion) a desipramin jako vnitini standard. Analyza probi-
hala pfi teplotnim gradientu od 80 do 280 °C na HP5MS
koloné. Jako nosny plyn bylo pouzito helium. MS detek-
tor pracoval v EI modu a v SIM modu .

Langner ** publikoval metodu GC/MS na stanoveni
oxazepamu v mo¢i. Mnohé benzodiazepiny jsou metabo-
lizovany na oxazepam a jsou eliminovany hlavné ledvi-
nami. K hydrolyze glukuronidii oxazepamu v moci byla
pouzita B-glukoronidasa. Extrakce byla provedena
pomoci SPE za pouziti d;-oxazepam jako vnitiniho stan-
dardu 3¥.

Eap 3 publikoval GC/MS metodu na stanoveni citalo-
pramu, paroxetinu, sertralinu a jejich metaboliti v plaz-
mé po derivatizaci. Jako vnitini standard byl pouZit met-
hylmaprotilin a separace probéhla na silikonové
kapilarni koloné (fused-silica Optima 5) 3.

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je rychla, ucinnd a spolehliva metoda. Ma Siro-
kou oblast pouZiti, 1ze ji analyzovat ionty, latky polarni
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Tab. 1. Priklady stanoveni psychofarmak kapalinovou chromatografii s elektrochemickou, fluorescencni a UV detekci

Latka Biologicky  Priprava  Vnitini Mobilni faze Stacionarni faze Detekce  Odkaz
material vzorku standard
amitriptylin, nortriptylin, lazma. fosfatovy pufr:
imipramin, desipramin, ls)ér n ? LLE ekonazol acetonitril: Nova-Pack C18 uv 10
klomipramin, norklomipramin u diethylamin
aroxetin. risperidon methan: acetonitril: Sherisorb cyano Kuloche-
p > rispenidon, plazma SPE remoxiprid dihydrogenfosforec- guard, Ultrasphere S 11
9-hydroxyrisperidon . . micka
nan draselny cyano analytical
mirtazapin, citalopram, . - .
. . . in tube - . . fosfatovy pufr: LiChrosphere 60
paroxetin, duloxetin, fluoxetin, plazma SPME klomipramin acetonitril RP select B uv 13
sertralin
. matetské thienobenzod fosfatovy pufr : elektro-
olanzapin mléko SPE iazepin acetonitril: methanol YMC chemicka 16
alprazolam, klonazepam lazma acetonitril: methanol:
P ’ pam. P ’ SPE C18 flunitrazepam dihydrogenfosforec- Nova-Pac C18 DAD 38
nitrazepam serum .
nan draselny
imipramin, amitriptylin, 350 sm -
. . . o smés acetonitril: .
Flomlp ramun, ﬂgoxetln, sertr‘a— plazma LLE etidokain methanol: 65% octan LlChrosphere 60 uv 39
in, paroxetin, citalopram, mir- sodny RP select B
tazapin, moklobemid, duloxetin y
. . . - fluores-
mFa!f)pram, ﬂuo?(etm, paroxetin krev, plazma SPE protriptylin 70% mffdvencan. . Symmetry C18 cencni 41
a jejich metabolity amonny: acetonitril a UV
ven_lafaxm, O-desmethylvenla- plazma SPE citalopram fosfato_vy puft: Zorbax RP C8 ﬂuOfe§— 0
faxin acetonitril cen¢ni
fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE maprotilin fostore.cr@n draselny: Supelcosil LC-18 ﬂuovr e 43
acetonitril cen¢ni
acetonitril: .
fluoxetin, norfluoxetin plazma SPE citalopram tetrametylamonium Il\z/lrllcrosorb MV CI18 DAD 45
kyseliny perchlorové
. . . . metylris- fosfatovy pufr:
risperidon, 9-hydroxyrisperidon plazma LLE peridon acetonitril Novapack C18 uv 46
fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE fluvoxamin icetopnrﬂ: i s Phenomenex C18 ﬂuovr Sy
yselina dusi¢na cenéni
1 ) ) . . klomipramin acetonitril: .
sertralin, n-desmethylsertralin ~ plazma SPE hydrochlorid fosftovy pufr Genesis C18 RP uv 48

SPE — extrakce na tuhé fazi, LLE — extrakce kapalina-kapalina

i nepolérni, malo té€kavé, tepelné nestabilni i vysokomo-
lekularni. Asi 80 % veSkerych zndmych latek je mozné
analyzovat HPLC metodou. Mezi béZzné detektory pouZi-
vané v HPLC patfi spektrofotometrické, fluorimetrické,
elektrochemické a hmotnostni. Spektrofotometrické jsou
vhodné pro svou jednoduchost a provozni spolehlivost '*
36400 Fluorometrické detektory jsou selektivni pro latky,
které maji prirozenou fluorescenci nebo je 1ze na fluo-
reskujici derivaty prevést. Jsou citlivejsi nez spektrofoto-
metrické detektory s detekénim limitem v pg/ml. Detek-
tory s fluorescenci indukovanou laserem (LIFD) se
vzhledem k malému objemu mérné cely uplatiiuji v kapi-
larni HPLC a kapilarni elektroforéze % -9,

Spojeni hmotnostniho spektrometru se separa¢nimi
metodami, jako jsou LC a GC, vyrazné zvySuje selekti-
vitu. Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné chemicka
metoda k ur¢ovani hmotnosti atomd, molekul a jejich
¢asti po jejich prevedeni na kladné nebo zaporné ionty.
To umoziiuje identifikovat a kvantifikovat analyt ve vzor-
ku se slozitou matrici (krev, plazma, sérum, moc¢), popfi-
padé i stanovit a kvantifikovat jeho metabolity. Hmot-
nostni spektrometr je iontové optické zafizeni, které
ionty vytvofi nebo je emituje do plynného stavu a z plyn-
né smési molekul, jejich nabitych fragmentll a iontl

separuje nabité ¢astice podle jejich efektivnich hmotnos-
ti m/z. Pro analyzu 1éCiv se nejcastéji pouZiva ionizace
elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za atmosféric-
kého tlaku (APCI). APCI je priméarné urcena pro ioniza-
ci nizkomolekularnich latek do m/z < 1000. Mezi hmot-
nostni analyzitory pouzivané pii analyze léCiv patii
trojity kvadropdlovy analyzator, iontova past nebo prile-
tovy analyzator (TOF), popiipadé jejich kombinace 7.

HPCL-MS/MS se zacala pouZivat v bioanalytickém
vyzkumu jiz v roce 1980. V devadesatych letech 20. sto-
leti nasla své vyuziti i v klinickych laboratofich, kde se
pouzivala pro novorozenecky screening. HPLC-MS/MS
se vyznaCuje vysokou presnosti a moznosti Sirokého
uplatnéni. Toto spojeni umozZiuje vyvoj metod s kratkym
retenénim Casem. Pfiprava vzorku je obvykle jednodu-
cha a nezahrnuje derivatizaci. Z téchto diivodi ma Siroké
vyuziti v terapeutickém monitorovani 1€kd, endokrinolo-
gii a toxikologii *.

K vyvoji metody je velmi dilezity vybér vhodného
vnitiniho standardu. Vnitini standard musi byt strukturné
podobny stanovované latce a lze ho pouZit i pro vice
latek soucasné stanovovanych v jedné analyze. Mobilni
faze je ve vétSiné pfipadl slozena ze smési methanol,
acetonitril a voda s pfidavkem slabé kyseliny (kyselina
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Tab. 2. Priklady stanoveni psychofarmak LC-MS(/MS)

Latka Biologicky  Priprava Vnitini standard Mobilni faze Stacionarni fize Zpusob Odkaz
material vzorku ionizace
amitriptylin, imipramin, nortriptylin-
. . . ptylin-d
klomlpsam1n,tﬂL;9xett_lln, imipramin-dS ,3
paroxetin, sertralin, fluvo- . Klomipramin.d . o
xamin, citalopram, venla- sliny, SPE omipramin-c;, gradlenE acetomtrﬂ: Sunfire C18 IS ESI 15
faxi ityli plazma paroxetin-d,, mravencan amonny
dax1.r1, n01?tr1p yln, norfluoxetin—d3,
es1pfam1n, norkloml— fluoxetin- d3
pramin, norfluoxetin
P voda (kyselina mravenct, s
ﬂuoxetlp ’ c1ta10prdm, plasma SPE fluvoxamin octan amonny): Macherey-Nagel ESI 49
paroxetin, venlafaxin .. C18
acetonitril
mravencan amonny —
citalopram plazma LLE imipramin kyselina mravenci: Hypersil BDS C8 ESI 50
acetonitril
venlafaX}n, 0-desmethyl plazma HLB ex_trakcm escitalopram acetonitril: octan amonny Betasil C18 ESI 51
venlafaxin cartridge
. N-methy]l 2 mmol/l octan amonny
ziprasidon plazma LLE ziprasidon v acetonitrilu: voda Symmetry C8 ESI 52
klozapin, desmethylkloza- Zorbax Eclipse
in kloz’a in- N-oxid plazma  on-line SPE  mirtazapin octan amonny: metanol XDB C18, Zorbax  ESI 53
pm, Klozap Eclipse XDB C8
levosulpirid plazma LLE tiaprid _ acetoanrll: mravencan A.t.lantls HILIC EST 54
hydrochlorid amonny silica
.. 0,1% kyselina octovd ve  RP Chemcobond
aripiprazol plazma LLE OPC-14857 vod: acetonitril ODS-W ESI 55
escitalopram plazma LLE paroxetin octan amonny: acetonitril  ODS YMC™ AQ ESI 56
. . . mravencan amonny: Phenomenex
amisulprid plazma LLE sulprid acetonitril Synergi Polar-RP ESI 57
fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE flumazenil mravencan amonny: Lichrospher 100 ESI 58
acetonitril RP-8E
mianserin, - . mravencan amonny: . .
N-desmethylmianserin plazma LLE tmipramin acetonitril: methanol Kromasil RP-18 ESI 39
mirtazepin, ) plazma LLE imipramin kyselina mravenci ve XTerra MS C8 ESI 60
demethylmirtazepin vodeé: acetonitril
et . . o kyselina mravenci Zorbaxeclipse
sertralin plazma LLE diphenhydramin v methanolu: acetonitril  XDB C18 APCI 61
sertralin plazma SPE imipramin mravencan amonny: Beta Basic C-8 ESI 62
acetonitril
haloperidol plazma SPE haloperidol-D4 kys&illma fmravenct ve Symmetry C18 ESI 63
vodé: metanol
olanzapin plazma SPE LY17 222 octan amonny ve vod&: - MetaChem APCI 64
propan-1-ol v metanolu Monochrom
olanzapin krev LLE LY170158 octan amonny ve vodé:  MetaChem APCI 65
propan-1-ol v metanolu Monochrom
olanzapin sérum SPE LY17 222 mravencan amonny: Superspher RP 18 APCI 66
acetonitril
r¥sper¥don, 9-OH plazma LLE methylrisperidon octan amonny: methanol: Phenyl-hexyl ESI 67
risperidon acetonitril
. . ) precipitace
r%sper%don, 9-OH plazma proteint methylrisperidon  octan amonny: acetonitril Betasil C18 ESI 68
risperidon -
acetonitrilem
risperidon, 9-OH plazma SPE R068809 mravencan amonny: BDS-Hypersil ESI 60
risperidon acetonitril
k.lozapm’ Olanz(‘.‘pu.l’ plazma LLE diazepam octan amonny: acetonitril Macherey-Nagel ESI 70
risperidon, quetiapin CI8
paroxetin plazma LLE fluoxetin acetonitril: voda Polaris C18 ESI 71
fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE doxepin acetonltvr}l: kyselina Phenomenex Luna API 72
mravenci CI8

SPE — extrakce na tuhé fazi, LLE — extrakce kapalina-kapalina, ESI — elektrosprej, APCI — chemicka ionizace za atmosferického tlaku, API — foto-
ionizace za atmosferického tlaku

mravenci nebo octovd) nebo kyselého pufru (mravencan
amonny nebo octan amonny). Slabé kyseliny se pridava-
ji do mobilni faze v koncentraci 0,005-0,05 % .
Kirchherr *» popsal metodu kvantitativniho stanoveni
48 psychofarmak (amisulprid, amitriptylin, aripriprazol,

benperidol, chlorpromazin, chlorprothixen, citalopram,
klomipramin, klozapin, desipramin, doxepin, fluoxetin,
flupentixol, flufenazin, fluvoxamin, haloperidol, hydro-
xyrisperidon, imipramin, levomepromazin, maprotilin,
mianserin, mirtazapin, moklobemid, norklomipramin,
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nordoxepin, norfluoxetin, nortriptylin, O-desmethylven-
lafaxin, olanzapin, opipramol, paroxetin, perazin, perfe-
nazin, pimozid, pipamperon, quetiapin, reboxetin, rispe-
ridon, sertralin, sulpirid, thioridazin, trazodon,
trimipramin, venlaflaxin, viloxazin, ziprasidon, zotepin,
zuklopentixol). Jako vnitfni standard byl pouZit kloni-
din, dehydromethylrisperidon a methabenzthiazuron.
Pomoci smési acetonitrilu a methanolu byla provedena
precipitace proteini ve vzorku, po centrifugaci byl
supernatant nafedén 100 ul mobilni faze. Chromatogra-
ficka separace probéhla na monolitické koloné (Chro-
molith Speed ROD C,.). Mobilni fazi tvofila smés met-
hanol a 5 mM octanovy pufr. Pritok byl 1,0 ml/min.
K detekci byl pouZit API 4000 tandemovy hmotnostni
spektrometr ¥,

Pfiklady stanoveni psychofarmak kapalinovou chro-
matografii s elektrochemickou, fluorescencni a UV
detekci jsou uvedeny v tabulce 1. Tabulka 2 obsahuje pfi-
klady stanoveni psychofarmak kapalinovou chromato-
grafii ve spojeni s hmotnostni detekci.

ZAVER

Afektivni poruchy, pfedevSim deprese predstavuji
ziejmé nejvetsi zdravotni zat€Z moderni spole¢nosti, kte-
ré4 postihuje z celoZivotniho pohledu vice neZ jednu péti-
nu obyvatelstva. Psychofarmaka jsou Siroce pouZivana
jak v psychiatrii, tak v mnoha dalSich oblastech medici-
ny. JelikoZ vyznamny pocet pacientll 1é¢enych psycho-
farmaky z nejriiznéjSich divodt neodpovidd na 1écbu,
nebo je jejich odpovéd neuspokojiva, jevi se jako poten-
cialné vhodny nastroj terapeutické monitorovani téchto
1éCiv, predevSim tam, kde je prokdzana korelace mezi
plazmatickou hladinou a t¢inkem a kde jsou stanovena
a potvrzena terapeutickd rozmezi.

Tento prehled shrnuje metody, vcetné jednotlivych
prikladd, které lze pouZzit k TDM psychofarmak.

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spekt-
rometrii ma v rutinnim terapeutickém monitorovani 1é¢iv
zvysujici vyznam, protoZe zfejmé vSechna léCiva lze tak-
to stanovit. Velkou vyhodou tohoto spojeni je pfesnost,
Sirokd oblast pouZiti, vyrazné zkraceni délky analyzy,
moznost stanovit rizné kombinace 1éCivych latek soucas-
né s jejich aktivnimi metabolity. Nevyhodou je vysoka
pofizovaci cena pfistroje a vysoké naroky na obsluhu.
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