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Stanoveni
psychofarmak
pomoci kapalinové
chromatografie

ve spojeni

s hmotnostni detekci

Urinovska R., Brozmanova H.,

Kacirova I.

Vyznam terapeutického monitorovani (TDM)
psychofarmak v posledni dobé roste. Prevalence
psychickych onemocnéni dle epidemiologickych
studii stoupad, a s tim je spojena izvysujici se
preskripce psychofarmak. Zahrnuji velkou skupinu
1k, které se lisi mechanismem tc¢inku i klinickymi
indikacemi.

Antidepresiva jsou pouzivana primarné k 1é¢bé
deprese, mezi dal$i indikace patfi 1é¢ba chronic-
ké bolesti, nespavosti a poruch pfijmu potravy.
I. generace 1ékii se zacala pouzivat jiz ve 40. letech
minulého stoleti. Uzivani této generace bylo spojeno
s vyznamnymi nezadoucimi uéinky. V soucasné
dobé jsou preferovana antidepresiva III. a I'V.
generace. Antidepresiva III. generace prezentuji
latky selektivné inhibujici zpétné vychytavani
serotoninu (SSRI). Oproti predchozim generacim
neptisobi sedativné a nepotencuji a¢inek alkoholu.
Protoze maji vyhodnéjsi farmakokinetické vlast-
nosti, mohou se uzivat pouze v jedné denni davce.
Do této generace patfi citalopram a escitalopram,
fluoxetin, fluvoxamin, paroxetin a sertralin. Anti-
depresiva IV. generace a dals$i nova antidepresiva
zastupuji latky riiznych mechanizmu G¢inku, napt.
SNRI (dudlni inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu a noradrenalinu - duloxetin, venlafaxin,
milnacipran), NDRI (dualni inhibitory zpétného
vychytavani dopaminu a nordrenalinu - bupropion),
NASSA (noradrenergni a specifickd serotonergni
antidepresiva - mirtazapin) a SARI (dudlni antago-
nisté/inhibitory zpétného vychytavani serotoninu
- trazodon) a dalsi.

Antipsychotika a/nebo neuroleptika zahrnuji
heterogenni skupinu 1é¢iv, ktera se bézné déli na
antipsychotika L. generace, tzv. klasickd nebo kon-
ven¢ni, a antipsychotika II. generace, tzv. atypicka.
Mezi antipsychotika I. generace patii napt. chlor-
promazin, levomepromazin, flufenazin, haloperidol,
zuklopentixol a dalsi, k atypickym antipsychotikim

fadime napt. risperidon, paliperidon, klozapin,
olanzapin, quetiapin a dalsi. Antipsychotika maji
pfiznivy vliv na psychické integrace a mezi hlavni
indikace patfi lé¢ba psychoz nebo 1écba rezistent-
nich depresi.

V roce 2011 byly expertni skupinou TDM pti AGNP
(Arbeitsgemeinschaft fiir Neuropsychopharmako-
logie und Pharmakopsychiatrie) vypracovany
guidelines pro psychiatry, klinické farmakology,
analytiky a dalsi odborniky k optimalizaci vyuziti
TDM u psychofarmak. Tato guidelines rozdéluji
psychofarmaka do ¢tyf skupin podle vyznamnos-
ti pro TDM. Némi zvolend psychofarmaka jsou
zafazena do prvniho (,strongly recommended®)
a druhého (,recommended®) stupné doporudeni
(viz tab. ¢. 1).

Psychofarmaka se podavaji jak v monoterapii, tak
v polyterapii. Z tohoto diivodu je vhodné volit meto-
dy umoziiujici stanoveni nékolika 1é¢iv soucasné,
véetné stanoveni jejich farmakologicky aktivnich
metaboliti, tak i neaktivnich metabolitt k objekti-
vizaci compliance pacienta.

Obecné se ke stanoveni 1é¢iv v biologickém mate-
ridlu, coZ je predevsim sérum nebo plazma, pouzi-
vaji imunochemické a chromatografické metody.
Vyhodou chromatografickych metod je sou¢asné
stanoveni nékolika latek v¢etné jejich metabolitu.
V poslednich letech se pro stanoveni hladin psy-
chofarmak voli nejcastéji kapalinovd chromato-
grafie s hmotnostni detekei a jako zptsob ionizace
elektrosprej (ESI), popiipadé chemickd ionizace za
atmosférického tlaku (APCI) pro méné polarni lat-
ky. U nadmi stanovovanych latek byly testovany oba
zpusoby ionizace a vyrazné lepsich vysledka bylo
dosazeno pti pouziti ESI v pozitivnim médu. Pouze
u olanzapinu jsme namétili vy$si odezvu u APCI.

Ptiprava vzorku pred vlastni analyzou zahrnuje
precipitaci proteind, extrakci na tuhé fazi (SPE) nebo
extrakci kapalina-kapalina (LLE). Nejjednodussi je
precipitace, ke které se pouzivaji béZna organicka
rozpoustédla, jako je acetonitril nebo methanol,
popt. jejich kombinace, kterd v ur¢itém poméru
zajisti az 98 % precipitaci proteintl pfi minimalnim
matricovém efektu.

Metoda stanoveni psychofarmak

Na nasem pracovisti byla zavedena metoda kapali-
nové chromatografie s hmotnostni detekci umoziu-
jici stanoveni vybranych antidepresiv s metabolity
(sertralin, desmetylsertralin, fluoxetin, norfluoxetin,
citalopram, didemethyl- citalopram, demethylcitalo-
pram, paroxetin, venlafaxin, O-desmethylvenlafa-
xin, N-desmethylvenlafaxin, trazodon a mirtazapin)
a antipsychotik s metabolity (klozapin, N-desmethyl



klozapin, risperidon, 9-hydroxyrisperidon, olan-
zapin, 2-hydroxymethylolanzapin, N-desmethylo-
lanzapin, quetiapin).

Analyza se provadi na kapalinovém chromatografu
Waters Acquity UPLC system (Waters, Milford
Ma, USA) ve spojeni s hmotnostnim detektorem
Quattro Micro API triple quadrupole (Micromass,
Manchester, UK). Separace latek probiha na koloné
RP column BEH C18, 2,1x50 mm, 1,7 um za pouziti
gradientu mobilni faze (voda:acetonitril:octan
amonny) s dobou analyzy 5 minut. Pfechody pouzité
pro kvantifikaci a kolizni energie jednotlivych latek
jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. Pfiprava vzorku séra
spociva v precipitace proteint smési metanol/aceto-
nitril (40:60, v/v) s 0,05% siranem zine¢natym.

Metoda byla validovana podle FDA pravidel. Kore-
la¢ni koeficienty kalibra¢nich ktivek a koncentraéni
rozsah jednotlivych latek jsou uvedeny v tabulce
¢. 3. Vytéznost metody se nachdzi v rozmezi 70
- 114,3%.

Matricovy efekt

Pfi zavadéni metody byl testovan i matricovy efekt,
ktery je jednim z mnoha dilezitych zdroji chyb
v LC/MS/MS. Pricin vzniku matricovych efekti je
mnoho a ne vSechny jsou zcela objasnény, diisled-
kem je pak potlaceni nebo naopak zvyseni ionizace,
coz muize v kone¢ném duiisledku ovlivnit spravnost
analyzy. Matricové efekty mohou zptsobit jednak
latky vychazejici z kolony spolu s analyzovanou lat-
kou, dale se mohou na vzniku podilet nékteré slozky
mobilni faze, ale také exogenni materidly (napf.

polymery obsazené v odbérovych plastikovych
nadobach, nékterd antikoagulancia napt. heparin
litny apod.). Nejdulezitéjsi je samotna priprava
vzorku. Precipitace proteint pouze acetonitrilem
vykazuje nejvétsi matricovy efekt s mohutnou supre-
si zejména na zac¢atku a na konci chromatogramu,
protoze se timto zpusobem dostate¢né neodstrani
lipidy, fosfolipidy a mastné kyseliny. Na hodnoceni
matricového efektu se pouzivaji dvé metody, infuze
standardu analyzované latky za kolonou nebo stan-
dardni pridavek po extrakci. K matricovym efektiim
je citlivéjsi ESI nez APCI

Analyza pacientskych vzorki

Ve spolupraci se Oddélenim psychiatrie FN Ostrava
byli odebirani pacienti v den prijeti k hospitalizaci
anasledné 3-4. den hospitalizace pred poddnim
1éku a 2 nebo 6 hodin po podani na zakladé jejich
farmakokinetiky. U pacientti uzivajicich citalopram,
venlafaxin, klozapin, quetiapin a risperidon byl
odbér proveden za 2 hodiny po podani, u pacientt
uzivajicich fluoxetin, paroxetin, sertralin a olanzapin
za 6 hodin po uziti. Trazodon a mirtazapin je poda-
van jedenkrat denné vecer, proto byl odbér provadén
az 12 hodin po podani. Celkem bylo provedeno 904
stanoveni hladin, pficemz u nékterych pacienti byl
odbér vzorku proveden opakované.

Zaveér

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekei je velmi citlivou metodou umoznujici stano-
veni velké skupiny psychofarmak a jejich metabolitti
ve velmi kratkém case.

Tabulka ¢.1: Stuperi doporuceni pro TDM a terapeutickd rozmezi

1é¢ivo stupen doporuceni terapeutické rozmezi
pro TDM (ng/ml)
citalopram 2 50-110
escitalopram 2 15-80
fluoxetine 2 120-500
mirtazapine 2 30-80
paroxetine 3 30-120
sertraline 2 10-150
trazodone 2 700-1000
venlafaxine+O-desmethylvenlafaxin 2 100-400
klozapin 1 350-600
olanzapin 1 20-80
quetiapin 2 100-500
risperidon+9-hydroxyrisperidon 2 20-60

(1= strongly recommended, 2 = recommended)
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Tabulka ¢. 2: Prechody a kolizni energie stanovovanych psychofarmak

1écivo (Ig /lz) (3/32) CE | lécivo (n?/lz) (n?/sz) CE
risperidon 411,3 | 191,1 30 klozapin 327 269,6 25
9-hydroxyrisperidon 427,2 | 206,9 30 | N-desmethylklozapin 313,2 | 270,2 24
sertralin 306 158,6 24 venlafaxin 278,6 | 57,6 17
N-desmethylsertralin 292,2 | 158,9 24 O-desmethylvenlafaxin | 264,3 57,7 18
fluoxetin 310,2 | 43,6 11 | N-desmethylvenlafaxin | 264,2 | 120,8 29
norfluoxetin 296,2 | 133,7 7 olanzapin 313,3 | 212,8 30
citalopram 325,2 | 109,2 27 | N-desmethylolanzapin | 2992 | 197,8 40
desmethylcitalopram 311,2 | 108,8 25 2-hydroxyolanzapin 329,2 | 2719 23
didesmethylcitalopram | 297,2 | 108,9 25 trazodon 370,4 | 241,9 26
paroxetin 330 | 191,7 30 | mirtazapin 265,8 | 194,9 22
quetiapin 384,2 | 252,8 20 alprenolol (IS) 250,2 91 34

Tabulka ¢. 3: Korelacni koeficienty a koncentracni rozmezi

lé¢ivo korelacni koeficient koncetra¢ni rozmezi
(ug/l)
risperidon 0.998 0,5-100
9-hydroxyrisperidon 0.998 0,5-100
sertralin 0.998 5-500
N-desmethylsertralin 0.999 5-500
fluoxetin 0.999 5-1000
norfluoxetin 1.0 5-1000
desmethylcitalopram 0.999 5-500
didesmethylcitalopram 0.999 5-500
paroxetin 0.995 5-500
quetiapin 0.999 5-1000
klozapin 0.997 5-2000
N-desmethylklozapin 0.998 5-1000
venlafaxine 0.998 5-1000
O-desmethylvenlafaxin 0.998 5-1000
N-desmethylvenlafaxin 0.998 5-1000
olanzapin 0.999 2,5-500
N-desmethylolanzapin 0.996 2,5-500
2-hydroxyolanzapin 0.998 2,5-500
trazodon 0,999 5-2000
mirtazapin 0,995 2,5-500
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