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Abstrakt

Antipsychotika jsou Casto pouZivana psychofarmaka. Cilem pfispévku byla optimalizace LCMS
(Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) metody pro ziskani vysledk(l vyznamnych pro posouzeni
dopadu IéEby na pacienty. Analyza antipsychotik se provadi u Zivych pacient(l v séru a u zemielych osob
z ddvodu hemolyzy v krvi. Interpretace namérenych vysledk(l u zemrelych osob neni jednoducha, nebot
koncentrace analytu v krvi se posmrti mizZe zrlznych divodl zménit. DalSim problémem je
srovnatelnost vysledkd koncentrace v krvi a vséru. Byly ziskany prevodni koeficienty jednotlivych
antipsychotik, které mohou slouZit k prepoCtu koncentraci z krve na sérum. Po prepoctu lze hodnoty
koncentrace porovnat s tabelovanymi hodnotami, které jsou uvadény ve vztahu k séru, pfipadné k plazmé.
Tyto zjisténé informace jsou vyznamné pro klinickou praxi.
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Uvod

Antipsychotika (AP) jsou farmaka, kterd zmirfiuji psychotické symptomy, zejména bludy a
halucinace. Jde o chemicky rlznorodou skupinu latek s nestejnymi farmakologickymi
vlastnostmi, s odli$nou intenzitou Gginku i s riznym chemickym sloZzenim. UZivaji se k terapii
schizofrenie, schizoafektivnich psychdz a manické faze maniodepresivni psychoézy. [1, 2]

Hlavni antipsychoticky Gcinek spociva v blokaci dopaminovych receptorl v rliznych
oblastech centralniho nervového systému. Terapie antipsychotiky pfinasi fadu vedlej$ich Gcinkd,
proto je vzdy nutné posoudit pomér lééebného a nezadouciho plsobeni pfi jejich podavani. [3]

Jednorazové uziti AP vyvolava u clovéka stav uklidnéni, ¢lovék mize byt po aplikaci
ospaly a mit snizené odpovédi na externi podnéty, avsak vyssi mySlenkové pochody zlstavaji
zachovany. Vlastni antipsychoticky G¢inek se projevi jen u psychicky nemocnych pacienttl, a to
s urCitou latenci a pfi dlouhodobém uzivani. U psychicky zdravych lidi neméa antipsychotické
plsobeni svij ekvivalent, projevi se zklidnénim a psychomotorickym zpomalenim. [2, 4]

Potfebné davky antipsychotik vyplyvaji z Gcinnosti jednotlivych farmak a z Iéebneho cile,
ktery je u kazdého pacienta odlisSny. Davkovani musi byt zcela individudlni pro kazdého pacienta
i pro kazdé lécivo. Je velmi ddlezité validovat metody stanoveni antipsychotik v biologickém
materialu a zjistit, zda koncentrace IéCiv v krvi pacientl je v daném terapeutickém rozpéti. [4]

Toxikologicka analyza patfi mezi dllezitou soucast lécebné-diagnostickych postupl
potfebnych k ziskani informace o akutni Ci chronické expozici vySetfované osoby toxikologicky
vyznamné latce (TVL) [5]. K ziskani validnich vysledk( toxikologického vySetfeni je nutné
zvolit vhodny biologicky material. Antipsychotika se u Zivych pacientli analyzuji predevsim
v séru, v analyzach postmortem se z ddivodu hemolyzy pouziva pIna krev. Interpretace vysledk{
méreni koncentraci psychoaktivnich ¢i jinych Ikl ve vzorcich krve zemielych pacientd je
slozita. Problémem je srovnatelnost vysledk( koncentrace v séru a v pIné krvi a také moznost
zmény koncentrace analytu v krvi po smrti z dlivodu nestability lé¢iva a vlivem posmrtné
redistribuce (PMR). [6, 7]



Jako zékladni technika pro stanoveni koncentraci psychofarmak se pouziva kapalinova
chromatografie. Dllezita je preanalyticka Uprava biologického vzorku, kterd zahrnuje extrakci
z kapaliny do kapaliny Ci extrakci tuhou fazi. [8]

Préce je zaméfena na stanoveni vybranych antipsychotik (paliperidon = PAL, risperidon =
RIS, quetiapin = QUE) kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci vCetné vytéznosti
extrakce sledovanych latek z biologického materidlu. Byly stanoveny limity detekce a limity
kvantifikace, dale linearita kalibraCnich zavislosti. Také byl studovan vztah koncentraci
antipsychotik namérené v séru a v pIné Krvi.

Material a metody

K analyzam byly odebrany vzorky krve pacientli uZivajici antipsychotika. Odbér krve byl
proveden tak, aby vzdy od jednoho pacienta byla k dispozici plna krev i sérum. U vzorkd
od zemielych osob byla z diivodu hemolyzy provadéna analyza pouze v pIné krvi. Vzorky byly
pred analyzou upraveny precipitacni deproteinizaci acetonitrilem, nebot’ pfed pouZitim izolacnich
postupd je nutné biologicky material s obsahem protein{ upravit deproteinizaci.

Pro Gcely analyzy byla antipsychotika izolovana extrakci na tuhé fazi (SPE). Tato extrakce
byla provedena s pouzitim extrak¢nich kolonek SPEC-DAU, 3 ml, 30 mg, Varian, USA. Kromé
toho byla antipsychotika izolovana také extrakci z kapaliny do kapaliny. Béhem optimalizace
extrakce se postupné meénila extrakéni Cinidla, kdy byl zkouSen dichlormethan, smés
dichlormethan-isopropylalkohol (9:1) a smés ether-ethylacetat-dichlormethan (20:20:5).

Analyzy byly provedeny na pfistroji LC-MS 2010A (Shimadzu, Japonsko) s pouZitim
ionizace elektrosprejem (ESI) v pozitivnim mddu. K separaci byla pouZita kolona Gemini 5u
C18 110A (50 x 2,0 mm, 5um; Phenomenex, USA), ktera byla termostatovana na 35°C. Mobilni
fazi A tvoril 0,01 M octan amonny s 0,1 % kyselinou mravenc¢i, mobilni fazi B acetonitril.
Gradientova eluce: 15% MFB na 90% v priibéhu 17 minut, pak zpét na 15% MFB, ve 20. minuté
konec analyzy. Pritokova rychlost MF: 0,2 ml-min™.

Vysledky a diskuse

V této praci bylo zjisténo, Ze pro zpracovani biologického materidlu ke stanoveni
antipsychotik se jevi jako nejvhodnéjSi metoda extrakce na tuhé fazi. Byla urCena vytéZznost
extrakce, ktera se u paliperidonu i risperidonu pohybovala nad 75 %. U quetiapinu byla vytéZnost
nizsi (49 %), coz lze vysvétlit podstatné rozdilnou strukturou quetiapinu od predchozich dvou
Iékd. V dalSi praci je mozné se zaméfit na vybér jiné, vhodngjsi faze €i extrakéniho postupu
pro quetiapin.

Linearni odezva metody se ovérovala na standardnich roztocich antipsychotik. K vypoctu
smérnice regresni kfivky, Gseku na ose y i korelatniho koeficientu R? byla pouZita metoda
linearni regrese. Smérnice regresnich kfivek u vzork( s deproteinizacnim krokem jsou 4x aZ 8x
niZsi nez u vzork( bez této Upravy. Kalibraéni kfivky nedeproteinizovanych vzorkd jsou strméjsi,
a tak je zde vyrazna zavislost na zméné koncentrace (x). Z toho vyplyva, Ze deproteinizace je
ddlezitym a nutnym krokem pied vlastni analyzou antipsychotik. Korelaéni koeficienty u vSech
analyzovanych 1ékd byly vy$si nez 0,99, coz splfiuje poZzadavky na linearitu. Parametry
kalibracnich kfivek jsou uvedeny v tabulce 1. Na zakladé méreni lze konstatovat, Ze zavislost
signalu na koncentraci je ve zvoleném koncentraénim rozmezi linearni.

Rovnéz byly u vybranych antipsychotik stanoveny limity detekce a limity kvantifikace (viz
Tabulka 2). Z vysledkll vyplyva, Ze pro vsechna sledovana antipsychotika je pouZzitd metoda
dostatecné citliva, protoze limity kvantifikace jsou vyrazné nizsi nez v literatufe [9] uvadéné
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Tabulka 1 - Regresni rovnice a korelacni koeficienty kalibracnich kfivek antipsychotik
Stanoveni bez deproteinace Stanoveni s deproteinaci
Regresni rovnice® R’ Regresni rovnice® R’
Paliperidon  y =196,47x + 0,0357 0,9936 y = 23,668x - 0,0014 0,9954
Risperidon  y =375,74x + 0,0315 0,9953 y = 94,353x + 0,005 0,9948
Quetiapin y =31,297x + 0,262 0,9966 y=5,0568x +0,0161 0,9949
% Koncentragni interval: 0,04 - 0,8 mg:I" pro quetiapin, 0,0004 - 0,004 mg:I" pro risperidon, 0,0005 -
0,005 mg-1™ pro paliperidon

Tabulka 2 - Meze kvantifikace (LOQ), meze detekce (LOD), terapeutické rozpéti

RIS PAL QUE
LOQ [mg-17] 0,0004 0,001 0,0054
LOD [mg-17] 0,00014 0,0003 0,0019
Terapeutické rozpéti [mg-1"'] do 0,006 do 0,006 do 1,0

DalSimi parametry byly opakovatelnost v sérii (ziskdna z vétSiho poCtu méreni
provedenych béhem 1 dne) a opakovatelnost mezi dny (ziskana z méfeni provedenych béhem 4
po sobé jdoucich dni). Hodnoty jsou uvedeny v tabulce 3. Maximalni hodnota opakovatelnosti
v sérii byla 5,35 % u paliperidonu a opakovatelnosti mezi dny 6,0 % u quetiapinu. Z vypoétl
vyplyva, Ze pouzivand metoda poskytuje vysledky s pfesnosti nad 94 %.

Tabulka 3 - Opakovatelnost v sérii a opakovatelnost mezi dny ziskana pro jednotliva
antipsychotika (vyjadreno jako relativni smérodatna odchylka)

PAL RIS QUE
Opakovatelnost v sérii [%] 5,35 5,14 4,94
Opakovatelnost mezi dny [%] 5,78 5,54 6,00

Také byla zkoumana odliSnost ve stanoveni antipsychotik v séru a v pIné krvi. Byly ziskany
prevodni koeficienty, které mohou slouZit k prepoctu koncentraci z krve na sérum (Tabulka 4).
Koncentrace stanovenych antipsychotik v pIné krvi byla vzdy niZsi neZz koncentrace namérena
v séru. PFi¢inou je hemolyza erytrocytd, pri které se obsah erytrocytll uvolni do séra, ¢imz dojde
k nafedéni této tekutiny. Vysledky predkladanych experimentd jsou vyznamné také proto, Ze
dokazuji, Ze testovana antipsychotika se nevazou na krevni buriky.

Tabulka 4 - Koeficienty udavajici podil koncentraci 1é¢iv naméfenou v pIné krvi a v séru
PAL RIS QUE
Koeficienty 0,808 0,806 0,664

Zaver

Tento prispévek se zabyval stanovenim antipsychotik (paliperidonu, risperidonu,
quetiapinu) v plné krvi a vséru pomoci kapalinové chromatografie. Byly optimalizovany
podminky pro stanoveni téchto antipsychotik pomoci LCMS metody. Statistické zhodnoceni
analyz realnych vzorkl zfetelné prokazaly vhodnost extrakénich postupll i analyzy metodou
LCMS pro pouziti v Klinickeé praxi. Byl ziskan koeficient k prepoCtu koncentraci z krve na sérum.
Po tomto pfepoctu Ize hodnoty koncentrace porovnat s tabelovanymi hodnotami. Tyto informace
jsou velmi vyznamné pro klinickou praxi (urCeni stupné intoxikace, spravna volba detoxikacni



metody). Zjisténe vysledky jsou vyznamnym pfispévkem pro dalSi studium tykajici se feSeni
moZnosti pfepoctu hodnot koncentraci ziskanych z plné krve u postmortem analyz na hodnoty
koncentraci v séru. Pfi pfepoCtu musime zohlednit i dalSi posmrtné vlivy a procesy, mezi které
patfi nap¥. posmrtna redistribuce 1éCiv, bunécné smrt, hypoxie, intracelularni acidifikace, autolyza
tkani a nestabilita IéCiv. Spolehliva interpretace vysledkli je mozna po zvazeni vsech vyse
uvedenych vliva.
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Abstract

The antipsychotics can be considered as a widely used type of psychofarmac drugs. The main aim
of this paper was the optimalisation of LCMS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) methods and
obtaining the relevant results necessary for evaluation of the patient treatment impact. The analysis is
based on the serum among the living people, on the other hand, blood hemolysis is used among the dead
ones. The interpretation of the analysis-results among the dead people might be challenging for the two
following reasons: mostly because the analyte blood-concentration can change after the death and also for
the difficult comparison between the results of analyte-concentration in blood and serum. The obtained
antipsychotic ratios can be used to convert the blood-to-serum concentration values. After this conversion,
the results can be compared with the chart-values that are related to serum basis (or blood plasma).
Outcome of the analysis can be applicable in the clinical practice.



