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1.1 Antidepresiva a deprese 

Afektivní poruchy, z nichž především deprese, představují jednu z největších 

zdravotních zátěží společnosti měřeno roky ovlivněnými touto závažnou nemocí                    

a předčasným úmrtím. Prevalence deprese je v Evropě u žen 16,5 % a 8,9 % u mužů, 

obdobná je i ve Spojených státech (16,2 % u žen a 6,6 % u mužů) (1). V České 

republice bylo dle dat z roku 2000 adekvátně léčeno pouze 13,4 % pacientů trpících 

depresivními syndromy, přičemž depresivní porucha je ve většině případů 

chronickým onemocněním. Pacienti trpící depresí častěji čerpají zdravotní služby, 

častěji jsou v pracovní neschopnosti a 7 – 15 % z nich ukončí život sebevraždou. 

Poruchy nálady začínají obvykle v časné dospělosti mezi 25 až 32 lety. Antidepresiva 

mají široké indikační spektrum a mezi lety 2003 až 2008 stoupla jejich preskripce o 

100%. Antidepresiva ovlivňují převážně příznaky deprese, k dalším indikacím patří 

úzkostné poruchy (panická porucha a agorafobie, sociální fobie, obsedantně 

kompulsivní porucha, posttraumatická stresová porucha, generalizovaná úzkostná 

porucha), dále je lze některá použít při léčbě chronické bolesti, nespavosti a u poruch 

příjmu potravy (2). 

Antidepresiva lze rozdělit do několika skupin:  

• TCA- tricyklická antidepresiva (amitriptilin, nortriptylin, klomipramin atd.) 

• inhibitory monoaminooxidázy (moklobemid) 

• SSRI- selektivní inhibitory zpětného vychytávání serotoninu (citalopram,   

escitalopram, fluoxetin, paroxetin, sertralin, fluvoxamin atd.) 

• SNRI- selektivní inhibitory zpětného vychytávání serotoninu a 

noradrenalinu (venlafaxin, duloxetin) 

• SARI- antagonisté serotoninových receptorů a inhibitory zpětného 

vychytávání serotoninu (trazodon, nefazodon) 

• Atypická antidepresiva (mirtazapin, bupropion) (3, 4)  
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Tricyklická antidepresiva (TCA) a inhibitory monoaminooxidázy (IMAO) 

TCA jsou historicky nejstarší skupinou antidepresiv a příležitostně jsou stále 

používána převážně v jiných indikacích. Terapeutické monitorování léčiv (TDM) v 

oblasti psychofarmak začalo v roce 1960 právě tricyklickými antidepresivy (5). TDM 

těchto látek má význam jak z hlediska zvýšení účinnosti a bezpečnosti tak z důvodu 

snížení rizika intoxikace. Mezi nežádoucí účinky patří ortostatická hypotenze, sedace 

a anticholinergní účinky (6). Generace neselektivních IMAO není již u nás na trhu 

dostupná, jejich nevýhodou byla nutnost dodržovat dietu chudou na tyramin a výskyt 

hypertenze (7-10). Koncem 80. let byla do praxe uvedena generace selektivních 

IMAO (3). 

Selektivní inhibitory zpětného vychytávání serotoninu (SSRI) 

SSRI jsou nejčastěji předepisovaná antidepresiva. Na rozdíl od TCA mají lepší 

bezpečnostní profil (6). Mají podobný farmakologický účinek, včetně minimálního 

anticholinergního, antihistaminového a antiadrenergního účinku a účinné 

presynaptické inhibice zpětného vychytávání serotoninu. Mezi vedlejší účinky patří 

sexuální dysfunkce, zvýšené riziko hyponatrémie, krvácení, cévní mozkové příhody i 

riziko úmrtí u starších pacientů (11). 

Jedná se o chemicky různorodou skupinu lipofilní látek, které jsou dobře 

absorbovány přes střevní sliznici. Fluoxetin, paroxetin a fluvoxamin vykazují 

nelineární kinetiku i v rámci terapeutického rozmezí. Vyšší dávky těchto látek 

vyvolávají neúměrné zvýšení jejich koncentrace v plazmě.. V důsledku toho může být 

obtížné určit dávku potřebnou k dosažení určité plazmatické koncentrace na základě 

koncentrace získané při jiném dávkování. Naopak citalopram, sertralin a (S) -

enantiomer citalopramu escitalopram se vyznačují lineární kinetikou (12).  

Na jejich metabolizmu se v různé míře podílí enzymy cytochromu P450 

především CYP2D6, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2B6 a CYP1A2. Paroxetin 

je vylučován ve formě farmakologicky neaktivních metabolitů působením CYP2D6 

(vysoká afinita) a CYP3A4 (nízká afinita). Citalopram je metabolizován především 

prostřednictvím N-demetylace v játrech na desmetylcitalopram, didesmetylcitalopram 

a citalopram-N-oxid primárně CYP2C19 s přispěním CYP3A4 a CYP2D6 (13). 

Escitalopram se metabolizuje CYP2C19, CYP2D6 a CYP3A4 na                                           

S-desmetylcitalopram (14). Fluoxetin je primárně metabolizován N-demetylací na 
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aktivní metabolit norfluoxetin především prostřednictvím CYP2D6 s přispěním 

CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 a CYP2B6 (15, 16). Hlavní metabolické cesty v 

játrech u fluvoxaminu zahrnují oxidativní demetylaci a oxidační deaminaci (CYP1A2 

a CYP2D6 (16). U sertralinu se v největší míře uplatňuje CYP2B6 a v menší míře 

CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4, CYP2D6 (17).  

Inhibitory zpětného vychytávaní serotoninu a noradrenalinu (SNRI)  

Venlafaxin a duloxetin jsou dva nejčastěji používané SNRI, které blokují 

zpětné vychytávání serotoninu a noradrenalinu. Tato léčiva jsou obecně dobře 

snášena a při předávkování jsou bezpečnější než starší léčiva. 

Venlafaxin je primárně metabolizován CYP2D6 za vzniku farmakologicky 

aktivního metabolitu O-desmetylvenlafaxin (ODV) a v menší míře CYP3A4 za 

vzniku N-desmetylvenlafaxinu (NDV) (18). Poměr ODV/VEN lze použít pro 

stanovení fenotypu (tzn. aktuální aktivity CYP2D6 (19).  

Duloxetin je rychle a rozsáhle metabolizován v játrech prostřednictvím 

CYP1A2 a CYP2D6, jeho četné metabolity jsou neaktivní a vylučují se převážně 

močí (20). 

Atypická antidepresiva: 

Mirtazapin je antagonista presynaptických alfa2 receptorů, který zvyšuje 

noradrenergní a serotoninergní neurotransmisi v centrálním nervovém systému. 

Způsobuje značnou blokádu histaminových H1-receptorů a serotoninových receptorů, 

což vede k útlumu a přibývání na váze. Jde o tetracyklické noradrenergní a specifické 

serotoninergní antidepresivum ("NaSSA"). Vykazuje lineární farmakokinetiku, která 

je závislá na pohlaví a věku. Biotransformace je zprostředkována hlavně CYP2D6 a 

CYP3A4, v menší míře CYP1A2 a CYP2B6 (15, 16, 21). 

Bupropion je inhibitor zpětného vychytávání dopaminu a noradrenalinu. 

Představuje významnou alternativu k SSRI a SNRI a také se využívá pro léčbu 

rezistentní deprese. Hydroxybupropion je primární aktivní metabolit tvořený 

CYP2B6. Treohydrobupropion, erytrohydrobupropion i ostatní aktivní metabolity 

bupropionu jsou tvořeny pomocí dalších enzymů cytochromu P450 v játrech (22). 

Bupropion i metabolity vykazují lineární farmakokinetiku. Genetický polymorfismus 

CYP2B6 může farmakokinetiku  bupropionu  významně ovlivnit (23). 
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Antagonisté serotoninových receptorů a inhibitory zpětného vychytávání 

serotoninu (SARI): 

Trazodon se vyznačuje lineární farmakokinetikou a je metabolizován v játrech 

zejména hydroxylací, dealkylací a N-oxidací. 20 % podané dávky trazodonu je 

metabolizováno N-dealkylací cestou CYP3A4 na farmakologicky aktivní metabolit 

m-chlorfenylpiperazin, metabolit je dále metabolizován CYP2D6 (24). 

Farmakokinetické parametry, terapeutické referenční rozmezí a stupeň 

doporučení pro TDM pro uvedená antidepresiva jsou shrnuty v tabulce č. 1-2. 
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Tabulka č. 1: Farmakokinetické parametry antidepresiv (4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

v závorce jsou uvedeny aktivní metabolity 

látka biologická 
dostupnost 

(%) 

vazba na 
plazmatické 

bílkoviny  (%) 

Tmax 

(hod) 
t1/2 (hod) čas potřebný k dosažení 

steady-state (dny) 

bupropion 
(hydroxybupropion) 

87-100 84 3-5 8-26 
(17-47) 

8 

citalopram 80 80 2-4 33-37 7-14 
duloxetin 32-80 96 6-10 8-17 5 
escitalopram 80 56 3-6 22-32 7-10 
fluoxetin 
(norfluoxetin) 

70 95 6-8 4-6 dny 
(4-16 dnů) 

 
(3 měsíce) 

fluvoxamin 50 80 3-8 15-20 5-10 
mirtazapin 50 85 2 20-40 4-6 
paroxetin 30-60 95 3-5 12-44 4-14 
sertralin >44 98 4-8 26-36 7 
trazodon >60 89-95 1-4  distribuce 3-6  

eliminace 5-9 
2-3 

venlafaxin 
(O-desmetylvenlafaxin) 

40-45 27 1-6 5 
(11) 

3 
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Tabulka č. 2: Stupeň doporučení pro TDM, terapeutické referenční rozmezí, enzymy CYP450, metabolity antidepresiv (4) 

látka 

stupeň 

doporučení 

pro TDM  

terapeutické rozmezí 

 (ng/ml ) 
hlavní cesty 
metabolismu 

aktivní metabolity 

bupropion 
3 225-1500 

CYP2B6 hydroxybupropion , 
treohydrobupropion, 
erytrohydrobupropion 

citalopram 
2 50-110 

CYP 2C19, 3A4, 2D6 desmetylcitalopram, 
didesmetylcitalopram, 
citalopram-N-oxid  

duloxetin 2 30-120 CYP 1A2, 2D6 žádný 

escitalopram 2 15-80 CYP 2C19, 2D6, 3A4 desmetylcitalopram, 
didesmetylcitalopram 

fluoxetin* 2 120-500 CYP 2D6, 2C9, 2C19, 
3A4, 2B6 

norfluoxetin 

fluvoxamin 2 60-230 CYP 1A2, 2D6 žádný 

mirtazapin 2 30-80 CYP 3A4, 2D6, 1A2, 
2B6 

desmetylmirtazapin 

paroxetin 3 30-120 CYP 2D6, 3A4, 1A2, 
2C19, 3A5 

žádný 

sertralin 2 10-150 CYP 2B6, 2C19, 3A4, 
2D6, 2C9 

desmetylsertralin 

trazodon 2 700-1000 CYP 3A4, 2D6 m-chlorofenylpiperazin 

venlafaxin* 2 100-400 CYP 2D6, 3A4, 2C19 O-desmetylvenlafaxin, 
N-desmetylvenlafaxin 

tučně jsou znázorněny hlavní enzymy podílející se na metabolismu a účinné metabolity 
*... terapeutické rozmezí pro součet koncentrace mateřské látky a účinného metabolitu 
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1.2 Antipsychotika 

Antipsychotika jsou heterogenní skupina antagonistů dopaminových receptorů             

s rozdílným chemickým, farmakologickým i klinickým profilem. Antipsychotika se 

primárně používají v léčbě psychóz, což je souborné označeni pro stavy, kdy dochází                  

k poruchám vnímaní a myšlení. Pozitivní příznaky zahrnují poruchy myšlení a vnímaní- 

bludy, halucinace, neklid, agrese. Jako negativní příznaky se označuje emoční oploštění, 

sociální staženi, chudé a stereotypní myšlení. Schizofrenie je závažná chronická duševní 

porucha ovlivňující výrazně kvalitu života i sociální zařazení nemocného. Jedná se o 

heterogenní onemocnění charakterizované jak pozitivními tak negativními symptomy, 

často spojenými s kognitivními poruchami a afektivními, zejména depresivními 

symptomy. Mimo oblast psychóz se antipsychotika mohou uplatňovat také jako 

stabilizující léčba bipolární afektivní poruchy, přídatná léčba v případě rezistentních 

depresivních a úzkostných poruch (3, 25). 

Antipsychotika bývají dělena na antipsychotika 1. generace (klasická, typická, 

A1G) a 2. generace (atypická antipsychotika, A2G). Z klinického i farmakologického 

hlediska jsou antipsychotika 1. generace dělena na nízce a vysoce potentní 

antipsychotika. A2G se dělí dle receptorového profilu na: 1) selektivní antagonisté 

dopaminových D2/D3 receptorů 2) antagonisté serotoninových, dopaminových a alfa-

adrenalinových receptorů (SDA), 3) mnohočetné receptorové antagonisty (MARTA), 4) 

dualisté dopaminových D2/D3 receptorů a antagonisté serotoninových S2 receptorů (3, 

25).  

V současné době se dává přednost 2. generaci antipsychotik, jelikož 

antipsychotika 1. generace téměř vůbec neovlivňují negativní a depresivní příznaky              

a mají závažné vedlejší účinky (extrapyramidový syndrom, neuroleptický maligní 

syndrom). I přes tyto nežádoucí účinky jsou velmi účinné v léčbě psychóz (26).  

Mezi atypická antipsychotika patří klozapin, risperidon, olanzapin, quetiapin, 

sertindol, ziprasidon, aripiprazol a amisulprid. Působí stejně jako první generace 

antipsychotik na pozitivní příznaky, ale také ovlivňují negativní, kognitivní i ostatní 

příznaky schizofrenie. Vyznačují se nízkým rizikem závažných vedlejších účinků, ale 

může se vyskytnou případné zvýšení sérové hladiny prolaktinu a ovlivnění srdeční 

činnosti (prodloužení QT intervalu) (26). Mezi další vedlejší účinky patří zvýšení 

hmotnosti, hyperglykemie, dyslipidemie (27-30). Vedlejší účinky se nejčastěji vyskytují 
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u klozapinu a olanzapinu, méně často u risperidonu/paliperidonu a quetiapinu, 

minimálně u ziprasidonu a aripiprazolu (6). V souladu s vysokou variabilitou 

koncentrace v plazmě při stejné dávce bylo zjištěno, že obsazenost receptorů lépe 

koreluje s koncentrací v plazmě než s denními dávkami. Optimální odezva byla zjištěna 

při 70 - 80% obsazenosti receptorů, 80% obsazenost byla definována jako práh pro 

vznik extrapyramidových nežádoucích účinků (31, 32). 

Atypická antipsychotika při obvyklých terapeutických dávkách výrazně 

neovlivňují metabolismus současně podávaných léků. Přesto se mohou vyskytnout 

lékové interakce s ostatními psychofarmaky nebo s léky používanými k léčbě dalších 

onemocnění. K většině farmakokinetických interakcí dochází na metabolické úrovni             

a obvykle zahrnují změny v činnosti hlavních enzymů podílejících se na jejich 

biotransformaci, tj. cytochromu P450. Kouření indukuje aktivitu CYP1A2, což může 

ovlivnit vylučování klozapinu a olanzapinu. Různé studie ukázaly, že koncentrace 

klozapinu (a jeho metabolitu norklozapinu) a olanzapinu jsou při stejné dávce nižší             

u kuřáků ve srovnání s nekuřáky. Odvykání kouření, pokud není sníženo dávkování, 

může být spojeno se zvýšením plazmatických koncentrací těchto antipsychotik, což 

může vést k toxickým účinkům (33, 34). Také změny v příjmu kofeinu ovlivňují 

metabolismus klozapinu u pacientů se schizofrenií (35). 

Klozapin je metabolizován primárně cestou CYP1A2 ale i CYP2C19, CYP2D6           

a CYP3A4. Důležitou cestou v metabolizmu je glukuronidace uridin difosfát-

glukuronosyltransferázou (36-39). Hlavními metabolity jsou norklozapin, 

metabolizován  cestou CYP1A2, a klozapin-N-oxid, metabolizován přes CYP3A4. 

Nacházejí se v plazmě v koncentracích, které tvoří obvykle 50 – 90 % a 10 – 35 % 

z celkové koncentrace mateřské látky (40). Antipsychotický účinek i nežádoucí účinky 

klozapinu pozitivně korelují s koncentrací v plazmě (41). Klozapin je stále lékem první 

volby v léčbě farmakorezistentní schizofrenie a optimální plazmatické hladiny pro 

akutní a udržovací léčbu jsou poměrně dobře známy (42, 43). 

Risperidon v játrech podléhá zejména 9-hydroxylaci, při níž vzniká aktivní 

metabolit 9-hydroxyrisperidon (9-OH-RSP - paliperidon). Na metabolizmu se podílí 

CYP2D6 a v menší míře CYP3A4. 9-OH-RSP má podobné farmakologické vlastnosti 

jako risperidon, oba tedy přispívají antipsychotickými účinky k léčbě schizofrenie, 

proto je důležité sledování plazmatických koncentrací mateřské látky i metabolitu (40). 
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Plazmatické hladiny risperidonu a jeho aktivního metabolitu korelují s výskytem 

parkinsonových nežádoucích účinků (44). 

Olanzapin je primárně metabolizován přímou glukuronidací a CYP1A2, v menší 

míře CYP2D6, CYP3A4 a flavin monooxygenasou na jeho 10-N-a 4'-N-glukuronidy, 

4'-N-desmetylolanzapin, olanzapin-N-oxid a 2-hydroxymetylolanzapin. Polymorfismy 

těchto enzymů mohou přispět k interindividuální variabilitě metabolizmu olanzapinu            

a odpovědi na léčbu. Studie prokázaly, že průměrná koncentrace v plazmě se velmi liší 

a je závislá na faktorech jako je denní dávka a doba trvání léčby. Hladiny vykazují 

významnou interindividuální varialibitu po podání stejných dávek. Na této variabilitě se 

podílí celá řada faktorů (45). 

Quetiapin je metabolizován převážně prostřednictvím CYP3A4 a CYP2D6.                 

U pacientů starších 70 let byl zjištěn výrazný pokles aktivity CYP3A4, proto je             

u starších pacientů  vhodná pomalejší titrace dávky a nižší denní dávka než u mladších 

pacientů (46, 47). Mnozí pacienti mohou tolerovat vyšší plazmatické koncentrace, jejich 

tolerance je však omezena spíše vegetativními vedlejšími účinky a sedací než 

extrapyramidových příznaky (15). 

Amisulprid se minimálně metabolizuje v játrech, má dva metabolity, které jsou 

neaktivní. Stejně jako u ostatních antipsychotik i u amisulpridu existuje vysoká 

interindividuální variabilita plazmatických koncentrací po podání stejné dávky (40). 

Plazmatická koncentrace úzce koreluje s dávkou, obsazením dopaminových receptorů   

a extrapyramidovými příznaky (48). 

Ziprasidon vykazuje lineární farmakokinetiku, je metabolizován CYP3A4 (34, 

40). Zlepšení klinického stavu nebo výskyt nežádoucích účinků nekoreluje s dávkou 

nebo koncentrací v plazmě. Nicméně byly pozorovány velké interindividuální                        

a intraindividuální rozdíly v koncentracích (49, 50). 

Aripiprazol se vyznačuje lineární farmakokinetikou, je metabolizován CYP3A4          

a CYP2D6. Dávkování je velmi dobře definováno a spolehlivě předpovídá 

plazmatickou koncentraci, obsazenost dopaminových receptorů a klinickou odezvu 

(51). 

Sertindol je na základě in vivo experimentů metabolizován CYP3A4 a CYP2D6, 

známá variabilita těchto enzymů přispívá k variabilitě jeho farmakokinetiky. Je 

metabolizován na dva metabolity dehydrosertindol a norsertindol. Zvýšenou pozornost 
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je třeba věnovat výpočtu účinné dávky u pacientů s jaterní insuficiencí. Při 

předávkování je vhodné sledovat jeho plazmatické koncentrace vzhledem k dlouhému 

poločasu eliminace a schopnosti prodloužit QT interval (40) . 

Farmakokinetické parametry, terapeutické referenční rozmezí, stupeň doporučení 

pro TDM pro uvedená antipsychotika jsou shrnuty v tabulce č.3 - 4. 
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Tabulka č.3: Farmakokinetické parametry antipsychotik (15, 34, 40) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EM ..rychlý metabolizátor, PM ... pomalý metabolizátor 

látka biologická 
dostupnost 

(%) 

vazba na 
plazmatické  

bílkoviny  (%) 

Tmax 

(hod) 
t1/2 (hod) čas potřebný k dosažení 

steady-state (dny) 

amisulprid 50 17 1-4 12-20 2-3 

aripiprazol 87 >99 3-5 47-68 14 

klozapin 27-50 95 1-4 9-17 7-10 

olanzapin 60 93 6 21-54 5-10 

paliperidon 28 74 24 23 4-5 

quetiapin 70 83 1-1,5 5-8 2-3 

risperidon 70-85 89 1 EM: 3; PM: 22 4-6 

sertindol 75 >99 8-12 85-99 15-20 

ziprasidon 60 >99 6-8 8-10 2-3 
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   Tabulka č. 4: Stupeň doporučení pro TDM, terapeutické referenční rozmezí, enzymy CYP450, metabolity antipsychotik (15, 34, 40) 
 

látka 

stupeň 

doporučení 

pro TDM  

terapeutické rozmezí 

 (ng/ml ) 
hlavní cesty metabolismu aktivní metabolity 

amisulprid 1 100-320 vyloučen nezměněn ledvinami  

aripiprazol 2 150-500 CYP3A4, CYP2D6 dehydroaripiprazol 

klozapin 1 350-600 CYP: 1A2, 2C19, 3A4, 2D6  

UGT: 1A1, 1A3, 1A4 

norklozapin, 

klozapine-N-oxid 

olanzapin 1 20-80 CYP: 1A2, 2D6, 3A4 

 UGT: 1A4, 2B10 

flavinmonooxygenasa 

 

quetiapin 2 100-500 CYP2D6, CYP3A4 9-hydroxyrisperidon 

risperidon 2 20-60 CYP3A4, CYP2D6 dehydrosertindol 

sertindol 2 50-100 CYP3A4, CYP2D6  

ziprasidon 2 50-200 CYP3A4, aldehydoxidasa  
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1.3 TDM psychofarmak  

Psychofarmaka jsou široce používána jak v psychiatrii, tak v mnoha dalších 

oblastech medicíny. Ovšem významný počet pacientů léčených psychofarmaky 

z nejrůznějších důvodů neodpovídá na léčbu nebo je jejich odpověď neuspokojivá. 

Kromě patrného úsilí vyvíjet nová psychofarmaka s novými mechanizmy účinku je 

nezbytné především optimalizovat farmakoterapii dostupnými psychofarmaky. 

K tomuto účelu se jeví jako potenciálně vhodný nástroj terapeutické monitorování léčiv 

(8, 52) Tato metoda využívá stanovení koncentrace léčiva v krevní plazmě nebo séru 

k titraci dávky u jednotlivých pacientů tak, aby bylo dosaženo maximální účinnosti s co 

nejnižším rizikem toxicity.  

Obecně vhodná léčiva k TDM jsou ta, kde (a) je známá dobrá korelace mezi 

koncentrací léčiva v plazmě a účinkem léčiva, (b) je dobře definované terapeutické 

rozmezí, (c) léčivo vykazuje saturační kinetiku, (d) je úzké terapeutické rozmezí, (e) je 

tvořen aktivní metabolit (f) terapeutický efekt nemůže být popsán na základě klinických 

měření a (g) kde je dostupná validovaná analytická metoda (53). Z výše uvedeného je 

tedy zřejmé, že ne všechna psychofarmaka jsou pro TDM vhodná.  

TDM je tedy založeno na předpokladu, že existuje vztah mezi plazmatickými 

koncentracemi a klinickými účinky (terapeutické zlepšení, vedlejší účinky a nežádoucí 

účinky). Dále se  předpokládá, že existuje plazmatická koncentrace léčiva, která se 

vyznačuje maximální účinností a maximální bezpečností, tzv. „terapeutické okno“ nebo 

„terapeutické referenční rozmezí“, které lze definovat jako rozmezí koncentrací, které 

jsou určené dolní mezí, pod kterou je vyvolání terapeutické odpovědi léku 

nepravděpodobné, a horní mezí, nad kterou se snižuje tolerance nebo se již terapeutické 

zlepšení nepředpokládá. Toto „terapeutické referenční rozmezí“ je orientační, založené 

na populaci a nemusí být použitelné pro všechny pacienty. Někteří pacienti mohou 

vykazovat optimální terapeutickou odpověď při nižší koncentraci léčiva, která se liší od 

„referenčního terapeutického rozmezí“. Terapie psychofarmaky může být u daného 

pacienta nejlépe nastavena na základě jeho "individuální terapeutické koncentrace" (54, 

55). 

TDM je již dlouhodobě dobře zavedenou metodu u antiepileptik, pro další léčiva 

používaná v neuropsychiatrii je však jeho rutinní aplikace vzácností. V případě 

tricyklických antidepresiv (TCA), lithia a antiepileptik používaných z psychiatrické 
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indikace napomáhá TDM již delší dobu k nalezení individuálního dávkovacího optima 

(7, 8). 

U tricyklických antidepresiv TDM nejenže zvyšuje účinnost a bezpečnost, ale 

také snižuje náklady na léčbu deprese (9, 10). TDM redukuje riziko intoxikace TCA               

a u mnohých byla také prokázána závislost klinického efektu na plazmatické 

koncentraci (56). 

V případě selektivních inhibitorů zpětného vychytávání serotoninu (SSRI) je 

TDM v klinické praxi také doporučováno, i když toxicita tohoto typu antidepresiv je 

nízká ve srovnání s většinou předchozích antidepresiv. Nicméně, u citalopramu bylo 

prokázáno, že plazmatická koncentrace naměřená 7. den po zahájení léčby je prediktivní 

pro pozdější špatnou klinickou odpověď. Pacienti vykazující plazmatické koncentrace 

citalopramu pod 50 ng/ml měli výrazně menší zlepšení podle Hamiltonovy stupnice 

hodnocení deprese (56). Údaje ze Švédska ukázaly, že TDM SSRI je cenově výhodné           

u starších pacientů, kde pomůže k použití minimální efektivní dávky (57). 

Důkazy o statisticky významném vztahu mezi koncentrací léčiv a terapeutickou 

odezvou chybí u tetracyklických antidepresiv maprotilinu, mianserinu a mirtazapinu             

a také u trazodonu a reboxetinu, a u inhibitorů monoaminoxidázy moklobemidu (15). 

U typických antipsychotik haloperidolu, trifluoperazinu a flufenazinu byla 

prokázána signifikantní korelace mezi plazmatickou koncentrací a terapeutickým 

účinkem (58). 

O významu TDM u atypických antipsychotik se stále vedou diskuse, nicméně se 

objevuje stále více důkazů, že tato metoda může zlepšit účinnost, a to zejména                       

u pacientů, kteří neodpovídají na terapeutické dávky nebo vykazují nežádoucí účinky 

(40). Monitorování hladin není nezbytně nutné u všech atypických antipsychotik, 

protože nejsou jednoznačné údaje podporující vztah mezi  plazmatickou koncentrací             

a klinickým účinkem nebo nežádoucími účinky, s výjimkou na koncentraci závislých 

vedlejších účinků klozapinu, u něhož je TDM doporučeno, aby se zabránilo 

předávkování. Podobně je TDM doporučeno pro optimální compliance olanzapinu               

a risperidonu. Výhody TDM klozapinu a olanzapinu zahrnují optimalizaci dávky, 

zajištění compliance a zamezení nebo minimalizování toxicity oproti vyššímu riziku 

relapsů a opakovaní hospitalizace (58). Význam TDM zůstává při rozpoznání tzv. 
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„pseudo-farmakorezistence“, při non-compliace, nadměrném kouření, při užívaní drog, 

při nepředvídatelných nežádoucích účincích a případných lékových interakcích (59). 

Hlavním důvodem využití TDM  u psychofarmak je značná interindividuální 

variabilita farmakokinetických parametrů u jednotlivých pacientů. Aby mohlo léčivo 

uplatnit svůj terapeutický účinek, musí dosáhnout dostatečné koncentrace v místě svého 

působení, což nezávisí pouze na podané dávce. Naopak, při stejné dávce psychofarmak 

může dojít k více než 20-násobným interindividuálním rozdílům v dosažené ustálené 

koncentraci, a to v důsledku odlišné schopnosti pacientů absorbovat, distribuovat, 

metabolizovat a vylučovat léky kvůli souběžným onemocnění, věku, pohlaví, kouření         

a  další medikaci nebo genetickým rozdílům (60). 

Mnoho psychofarmak je používáno pro několik různých indikací (např. 

antidepresiva jsou používána také k léčbě úzkosti), nicméně informací o optimálních 

plazmatických koncentracích v těchto indikacích je nedostatek a referenční rozmezí jsou 

obecně uváděna pouze pro primární indikaci. Uváděny jsou také tzv. "laboratorní 

varovné hladiny" označující koncentrace léčiva nad doporučené referenční rozmezí, při 

kterých by pracovníci provádějící TDM měli ihned informovat ošetřujícího lékaře (15). 

V biotransformaci psychofarmak hrají velmi důležitou roli enzymy cytochromu 

P450, jako jsou CYP1A2, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6 a 3A4/5. Status pomalého 

metabolizátora (PM) zvyšuje riziko nežádoucích účinků, zatímco status velmi rychlého 

metabolizátora (UM) způsobuje vyšší riziko nedostatečného účinku v důsledku 

subterapeutické plazmatické koncentrace (61). Současné stanovení metabolitů je 

způsob, jak zjistit fenotyp pacienta, to jest současný metabolický stav (tzv. „state 

marker“), který zahrnuje účinek stravy, kouření, současných chorob, souběžně 

užívaných léčiv a genetickou predispozici. Genotyp je nazýván jako „trait marker“, 

který není ovlivněn zevními faktory a zůstává stejný v průběhu celého života. U řady 

psychofarmak metabolity aktivně přispívají k celkovému klinickému účinku mateřské 

látky. Z tohoto důvodu musí TDM obsahovat také kvantifikaci aktivních metabolitů, 

např. u klomipraminu (norklomipramin), fluoxetinu (norfluoxetin) nebo risperidonu          

(9-hydroxyrisperidon). Stanovení metabolitů farmakologicky aktivních i neaktivních 

umožňuje také stanovení fenotypu pacienta (62, 63). Porovnáním získaných                         

a předpokládaných časově závislých plazmatických koncentrací po odběru několika 

krevních vzorků v průběhu dne můžeme rozlišit, zda nízká plazmatická koncentrace je 

výsledkem snížené dostupnosti, zvýšené biodegradace  nebo špatné compliance. TDM 
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je doporučováno také v případě potvrzeného abnormálního genotypu cytochromu P450, 

protože genotypizace odhadne pouze přibližně do jaké míry mohou být  plazmatické 

koncentrace u daného pacienta změněny. U genotypicky pomalého nebo naopak 

ultrarychlého metabolizátora by neměl být lék automaticky nahrazen jiným, ale často 

může být dávka upravena pomocí klinického posouzení a TDM (15). 

Doporučováno je pravidelné monitorování plazmatických koncentrací nejméně 

jednou za 3-6 měsíců při udržovací terapii, aby se zabránilo relapsům a opakovaným 

hospitalizacím. Četnost požadavků na TDM může být zvýšena v případě podezření na 

non-compliance, při změně současně užívané medikace nebo kouření, které ovlivňují 

farmakokinetiku léčiva. Měří se celkové koncentrace psychofarmak, přičemž 

koncentrace získané ze séra nebo z plazmy jsou zaměnitelné. Doporučen je odběr 

údolních (minimálních) hladin v ustáleném stavu, což je nejméně po 4 eliminačních 

poločasech od zahájení nebo po změně dávkování a to během terminální beta-

eliminační fáze. U většiny psychofarmak se eliminační poločas pohybuje v rozmezí 12-

36 hodin. Významnou výjimkou je trazodon a venlafaxin, které vykazují eliminační 

poločas přibližně 6 hodin, fluoxetin má naopak eliminační poločas výrazně delší. V 

klinické praxi je u většiny psychofarmak vhodná doba odběru za jeden týden užívání  

stabilní denní dávky a to těsně před užitím ranní dávky, což je obvykle 12-16 h (nebo  

24 h, pokud je lék podáván jednou denně ráno) po poslední dávce. TDM je samozřejmě 

možné provést kdykoliv po užití léku, jestliže se objeví neočekávané vedlejší účinky. 

Není nutné měřit pouze údolní (minimální) hladiny, dávkovací schéma by však mělo 

být na žádance uvedeno kvůli interpretaci.  TDM by mělo být požadováno, jestliže je 

zřejmé, že výsledek poskytne odpověď na konkrétní otázku, přičemž pro vyřešení 

daného problému je jedno měření často nedostatečné. Výsledek TDM je vodítkem ke 

správnému dávkování u jednotlivých pacientů  Nicméně, v případě psychofarmak je 

názor na zavedení TDM do rutinní praxe stále nejednotný (15, 64, 65). 

Skupina TDM z „Arbeitsgemeinschaft für Neuropsychopharmakologie und 

Pharmakopsychiatrie“ (AGNP) opakovaně publikuje doporučené postupy vycházející 

z odborné literatury pro optimální využití TDM v psychiatrii. Na základě empirických 

zkušeností byly proto definovány 4 stupně doporučení pro TDM psychofarmak : Stupeň 

1: „Strongly recommended“, stupeň 2: „Recommended“, stupeň 3: „Useful“, Stupeň 4: 

„Potentially useful“, (tabulka č. 2 a 4) (15). 
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Monitorování hladin v léčbě psychických chorob není zatím do rutinní praxe 

zavedeno, přestože se subterapeutické nebo toxické plazmatické koncentrace 

psychofarmak mohou objevit i při standardním dávkování z důvodu interindividuální 

variability farmakokinetických vlastností jednotlivých pacientů. Terapeutické 

monitorování může být v klinické praxi využito k personalizované farmakoterapii, to 

jest k optimalizaci dávkování psychofarmak u každého jednotlivého pacienta. 

Napomáhá k maximalizaci účinnosti a prevenci toxicity, a to zejména u jedinců, kteří 

při standardním dávkování nereagují na léčbu nebo mají nežádoucí reakce. Využití 

TDM v psychiatrii zvyšuje účinek léčby a snižuje náklady, a to především tehdy, pokud 

je prováděno erudovaným klinickým farmakologem (66). V klinické praxi je snaha 

stanovit optimální individuální dávku psychofarmaka často řízena strategií pokusu              

a omylu. Nedostatečné využití TDM v psychiatrii ukazuje potřebu zvyšování edukace 

psychiatrů a klinických farmakologů o úloze TDM psychofarmak (67). 

TDM je spolehlivou pomůckou v personalizované farmakoterapii také                           

v psychiatrii. Pokud je adekvátně používáno, může pomoci mnoha psychiatrickým 

pacientům v mnoha situacích (15). 

 

1.4 Metody stanovení 

Při léčbě psychofarmaky se  používá jak monoterapie tak polyterapie. Z toho 

důvodu je nutný vývoj metod umožňujících stanovení několika léčiv součastně, 

popřípadě i jejich aktivních metabolitů. Ke stanovení léčiv v biologických tekutinách se 

používají imunonochemické, elektromigrační či elektroforetické a chromatografické 

metody, které svou detekční citlivostí umožňují stanovení léčiv. Analýza léčiv 

v biologických tekutinách je často komplikována přítomností množství různých 

sloučenin v organické matrici, které vedou k interferenci matrice s léčivem a  dále jejich 

nízkou koncentrací ve vzorku. Nejčastěji se k analýze používá plazma, sérum nebo 

krev. Imunochemické metody umožňují stanovení léčiv bez předchozí úpravy vzorku. 

Běžné postupy úpravy vzorku zahrnují precipitaci proteinů, extrakci na tuhé fázi (SPE) 

nebo extrakci kapalina-kapalina (LLE) (68).  

Imunochemické metody oproti chromatografickým metodám neumožňují 

stanovení léku a jeho metabolitu. Další nevýhodou jsou zkřížené reakce „cross-

reactivita“, kdy protilátky reagují odlišně s různými léky a jejich metabolity, což 
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znemožňuje přesnou kvantifikaci. Riziko interference stoupá se strukturní podobností. 

(69-71). Všeobecně lze říci, že imunochemické metody je vhodnější používat jako 

screening předávkování než pro terapeutické monitorování léku, jelikož mají  relativně 

vysoký limit detekce. V analýze psychofarmak se uplatňují i elektromigrační separační 

metody (72-74). Jejich předností je vysoká separační účinnost, nízká spotřeba vzorku             

i chemikálií (69-71, 75, 76). 

Z chromatografických metod se v posledních letech nejčastěji používá 

vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) a plynová chromatografie (GC). 

Plynová chromatografie se používá pro stanovení antidepresiv, protože mnohé mají 

strukturu aminů (77-79). 

1.4.1 Kapalinová chromatografie ve spojení s hmotnostní spektrometrii 

HPLC je rychlá, účinná a spolehlivá metoda. Má širokou oblast použití, lze jí 

analyzovat ionty, látky polární i nepolární, málo těkavé, tepelně nestabilní                             

i vysokomolekulární. Asi 80 % veškerých známých látek je možné analyzovat HPLC 

metodou. Spojení hmotnostního spektrometru se separačními metodami, jako jsou LC             

a GC, výrazně zvyšuje selektivitu (52). 

Hmotnostní spektrometrie je fyzikálně chemická metoda k určování hmotnosti 

atomů, molekul a jejich částí po jejich převedení na kladné nebo záporné ionty. To 

umožňuje identifikovat a kvantifikovat analyt ve vzorku se složitou matricí (krev, 

plazma, sérum, moč), popřípadě i stanovit a kvantifikovat jeho metabolity. Hmotnostní 

spektrometr je iontově optické zařízení, které ionty vytvoří nebo je emituje do plynného 

stavu a z plynné směsi molekul, jejich nabitých fragmentů a iontů separuje nabité 

částice podle jejich efektivních hmotností m/z  (52). 

Pro analýzu léčiv se nejčastěji používá ionizace elektrosprejem (ESI) a chemická 

ionizace za atmosférického tlaku (APCI). APCI je primárně určena pro ionizaci 

nízkomolekulárních látek do m/z < 1000. Mezi hmotnostní analyzátory používané při 

analýze léčiv patří trojitý kvadrupólový analyzátor, iontová past nebo průletový 

analyzátor (TOF), popřípadě jejich kombinace (80). HPLC-MS/MS se vyznačuje 

vysokou přesností a možností  širokého uplatnění. Toto spojení umožňuje vývoj metod 

s krátkým retenčním časem.  

Příprava vzorku je obvykle jednoduchá a nezahrnuje derivatizaci, která je nutná           

u některých látek v plynové chromatografii. Ve většině případů se používá precipitace 



 23 

proteinů pomocí směsi acetonitrilu a metanolu, dále extrakce na tuhé fázi a za určitých 

podmínek  je možný i přímý nástřik biologického vzorku na kolonu (81). 

Stanovování léků a jejich metabolitů za použití HPLC-MS může být ovlivněno 

matricovými efekty, které lze definovat jako změny účinnosti ionizace způsobené 

přítomností látky vycházející z kolony spolu s analyzovanou látkou. Vznikají jako 

výsledek soupeření mezi netěkavými složkami matrice a analytem. Mechanismů, které 

způsobují matricové efekty, je mnoho a ne všechny jsou zcela objasněny. Rozdíly                 

v mechanismech ovlivnění ionizace se samozřejmě liší i podle použité ionizační 

techniky. Předpokládá se, že hlavní příčina vychází z principu ionizace. Matricový efekt 

zahrnuje jak potlačení tak zvýšení ionizace. Nejsou předvídatelné a mohou ho způsobit    

i některé složky mobilní fáze a exogenní materiály, jako jsou polymery obsažené 

v různých odběrových plastikových nádobách nebo některá antikoagulancia např. 

heparin litný, který se běžně používá. Ionizace za atmosferického tlaku (APCI) je 

vůči matricovým efektům méně citlivá než elekrosprej (81). 

Běžně se používají dvě metody hodnocení matricového efektu, infuze standardu 

analyzované látky za kolonou nebo standardní přídavek po extrakci. Post-kolonovou 

infuzí se zjišťuje kvalitativní matricový efekt. Při post-kolonovém dávkování je na 

kolonu nastřikován slepý vzorek a konstantní množství analytu je vstřikováno přímo do 

iontového zdroje. Vše probíhá za podmínek, které se používají při analýze. Určí se 

oblast chromatogramu, kde může pravděpodobně docházet k matricovým efektům. 

Tento způsob lze použít u stanovení s malým počtem analytů nebo u vzorků se stejnou 

biologickou matricí. U vícesložkových metod se používá přímé porovnání. Matricový 

efekt je zjišťován přímo během analýzy. Měří se několik vzorků o stejné koncentraci 

analytu a vnitřního standardu v roztoku bez matrice, blank matrice používané pro 

přípravu standardů, kalibrátorů a blank matrice získaný z různých zdrojů. Za matricový 

efekt je považováno, jestliže rozdíl odezvy v matricích je větší než 25 %. Pokud je nižší, 

lze metodu použít ke kvantifikaci (81). 

Spojení kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií má v rutinním 

terapeutickém monitorování léčiv zvyšující význam, protože zřejmě všechna léčiva lze 

takto stanovit. Velkou výhodou tohoto spojení je přesnost, široká oblast použití, výrazné 

zkrácení doby analýzy, možnost stanovit různé kombinace léčivých látek současně 

s jejich aktivními metabolity. Nevýhodou je vysoká pořizovací cena přístroje a vysoké 

nároky na obsluhu. 



 24 

2.CÍLE 



 25 

• zavést, optimalizovat a validovat metodu vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

s hmotnostní detekcí na stanovení simultánní antidepresiv (citalopram, sertralin, 

fluoxetin, norfluoxetin, paroxetin, venlafaxin), antipsychotik (risperidon,                                 

9-hydroxyrisperidon, klozapin, quetiapin, olanzapin)                                                         

a jejich metabolitů (desmetylcitalopram, didesmetylcitalopram, N-desmetylsertralin,                                                                                         

O-desmetylvenlafaxin, N-desmetylvenlafaxinu, N-desmetylklozapin,                                       

N-desmetylolanzapin,  2-hydroxyolanzapin) 

• využití metody pro terapeutické monitorování vybrané skupiny psychofarmak 

v rutinní praxi 

• zhodnocení možností a významu terapeutického monitorování psychofarmak  
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3. METODA 
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Pro terapeutické monitorování léčiv je nezbytná analytická metoda, která umožní 

stanovit dané léčivo a případně i jeho metabolity. Metoda by měla obecně splňovat 

několik podmínek: měla by být rychlá, pokud možno by měla mít jednoduchou přípravu 

vzorku a výsledky měření by měly splňovat podmínky pro validaci metody.  

Proto byla vyvinuta a validována metoda vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie ve spojení s hmotnostní detekcí (HPLC-MS/MS). Metoda umožňuje 

stanovení citalopramu, desmetylcitalopramu, didesmetylcitalopramu, sertralinu,               

N-desmetylsertralinu,  fluoxetinu, norfluoxetinu, paroxetinu, venlafaxinu,                            

O-desmetylvenlafaxinu, N-desmetylvenlafaxinu, risperidonu, 9-hydroxyrisperidonu, 

klozapinu, N-desmetylklozapinu, quetiapinu, olanzapinu, N-desmetylolanzapinu,                 

2-hydroxyolanzapinu, trazodonu a mirtazapinu (82). 

3.1 Příprava standardních roztoků a pacientských vzorků 

Zásobní roztoky jednotlivých léčiv o koncentraci 100 mg/l byly připraveny 

navážením a rozpuštěním v methanole.  Léčiva byla podle terapeutických rozmezí 

rozdělena do tří skupin na látky s nízkou, střední a vysokou koncentrací a byly 

připraveny jejich směsné roztoky.  Mezi látky tvořící směs o nízké koncentraci 400 

ng/ml patří risperidon a 9-hydroxyrisperidon, mezi látky tvořící směs se střední 

koncentrací 4000 ng/ml patří fluoxetin, norfluoxetin, citalopram, desmetylcitalopram, 

didesmetylcitalopram, paroxetin, sertralin, demetylsertralin, olanzapin,                             

2-hydroxyolanzapin, demetylolanzapin, quetiapin, mirtazapin, a mezi látky tvořící směs 

o vysoké koncentrací 8000 ng/ml patří klozapin, N-desmetylklozapin, venlafaxin,               

O-desmetylvenlafaxin, N-desmetylvenlafaxin a trazodon. Kalibrační standardy byly 

naředěny na následující koncentrace:  0,5; 1; 2,5; 5; 10; 25; 50 a 100 ng/ml pro látky            

s nízkou koncentrací; 2,5; 10; 25; 50; 100; 250; 500 a 1000 ng/ml pro látky se střední 

koncentrací; 5, 50, 100, 250, 500, 1000 a 2000 ng/ml látky s vysokou koncentrací. 

Alprenolol byl použit jako vnitřní standard o koncentraci 20 000 ng/ml. Následně byla 

metoda rozšířena o stanovení hladiny mirtazapinu (látka o střední koncentraci)               

a trazodonu (látka o vysoké koncentraci) a obě byly validovány samostatně. 

K přípravě vzorku se používá 0,2 ml pacientského séra, 0,05 ml vnitřního 

standardu, 0,5 ml 0.05% ZnSO4 7H2O ve směsi acetonitril/metanol (40:60, v/v) a 0,2 ml 

vody. Směs je 30s míchána na vortexu, 5 minut je ponechána při 4°C a následně 
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centrifugována 10 minut při 1370 x g. Kalibrační roztoky a kontroly kvality byli  

připravovány stejným způsobem. 

3.2 Testování matricového efektu 

Matricový efekt byl zjišťován post-kolonou infuzí, na kolonu byl injektován 

precipitační roztok s vodou a precipitační roztok se sérem od dárce neužívajícího léky              

a následně postupně standardy léků o koncentraci 100 ng/ml. Plochy píků 

precipitačního roztoku se sérem byly porovnány s precipitačním roztokem s vodou. 

3.3 Podmínky chromatografické analýzy a hmotnostní detekce  
HPLC-MS/MS analýza probíhá na kapalinovém chromatografu Waters Acquity 

UPLC system (Waters, Milford, MA, USA) ve spojení s kvadrupolovým analyzátorem 

Quattro Micro API triple quadrupole (Micromass, Manchester, UK). Separace probíhá 

na koloně Acquity UPLC RP BEH C18, 1.7µm; 2.1 x 50 mm, při teplotě 30°C. Je 

používána mobilní fáze A (2 mmol/L octan amonný, 0.1% kyselina mravenčí v 5% 

acetonitrilu, v/v/v) a mobilní fáze B (2 mmol/L octan amonný, 0.1% kyselina mravenčí 

v 95% acetonitrilu, v/v/v). Separace probíhá v gradientu mobilní fáze následovně:                 

0 min A: B = 80:20 (v/v), 3 min 5 : 95, 3.1 min 80 : 20, 5 min 80 : 20, průtok je 0.4 

ml/min. Celková doba analýzy je 5 min. Jako způsob ionizace se využívá elektrosprej            

v pozitivním modu (ESI+). Podmínky  ESI+: kapilární napětí 1.5 kV, teplota zdroje 100 

°C, desolvatační teplota 420 °C. Tyto podmínky byly vybrány jako nejlepší 

z testovaných podmínek. Jako kolizní plyn byl používán argon a pracuje se v MRM 

módu (multiple reaction monitoring). Všechna data analýzy byla vyhodnocována 

pomocí programu MassLynx 4.1 (Waters, Milford, MA, USA) (82). 

3.4  Analýza pacientských vzorků 

Vzorky krve na stanovení psychofarmak byly získány od pacientů 

hospitalizovaných na Psychiatrickém oddělení FN Ostrava. Vzorky krve byly 

pacientům odebírány v den hospitalizace a následně 3. - 4. den hospitalizace před a po 

užití léků. Za 2 hodiny po podání byly odebírány vzorky u pacientů, kteří užívali  

citalopram, venlafaxin, mirtazapin, trazodon, klozapin, quetiapin a risperidon. Za 6 

hodina po podání byl proveden odběr vzorku u pacientů, kteří užívali fluoxetin, 

paroxetin, sertralin a olanzapin. U pacientů, kteří užívali léčiva večer, byly vzorky 

v několika případech odebírány alespoň před večerním užitím. Jedná se o pacienty 

užívající mirtazapin a trazodon. Čas odběru po podání byl volen na základě tmax daného 

léčiva (83). 
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 Někteří pacienti byli opakovaně hospitalizováni a jejich vzorky byly měřeny jako 

při první hospitalizaci. Vzorky byly ihned odesílány do laboratoře, centrifugovány              

a měřeny.  



 30 

4. VÝSLEDKY 

 

 

Uřinovská R,  Brozmanová H., Šištík P., Šilhán P., Kacířová I., Lemr K., Grundmann 

M. Liquid chromatography–tandem mass spectrometry method for determination of five 

antidepressants and four atypical antipsychotics and their main metabolites in human 

serum, J.Chromatogr. B, 2012; 907, 101-107 

 

Grundmann M., Uřinovská R., Šilhán P., Kacířová I. Intoxikace venlafaxinem- využití 

TDM, fenotypizace a genotypizace, Klin. Farmakol. Farm., 2012;  90-92 

 



 31 

4.1 Validace metody 

Metoda byla validována podle FDA kritérií. Rozsah kalibračních křivek byl 

zvolen na základě terapeutických rozmezí jednotlivých léčiv, u látek s nízkou 

koncentrací 0,5-100 ng/ml; u látek se střední koncentrací 2,5-500 ng/ml a u látek               

s vysokou koncentrací 5-2000 ng/ml. Limit kvantifikace je roven prvnímu bodu 

kalibrační křivky. Korelační koeficienty kalibračních křivek se nachází v rozmezí 

0,995-1,0. Pro hodnocení opakovatelnosti (intraassay) a reprodukovatelnosti 

(interassay) byly připraveny standardní roztoky o koncentraci: 5, 25, 100 ng/ml pro 

látky o nízké koncentraci, 10, 100, 500 ng/ml pro látky o střední koncentraci, 50, 250, 

1000 ng/ml pro látky o vysoké koncentraci. Každá hladina byla připravena 10krát.                 

Z naměřených hodnot byly vypočítány variační koeficienty a opakovatelnost. Výsledky 

opakovatelnosti: hodnoty variačních koeficientů všech látek se pohybují v rozmezí                 

2,1- 8,1 % a výtěžnost 89,1-108,3 %. Výsledky reprodukovatelnosti: hodnoty variačních 

koeficientů všech látek se pohybují v rozmezí 2,6 – 11,9 % a výtěžnost 88,1 – 112,4 % 

(82). 

4.2 Testování matricového efektu 

Matricový efekt, který testován post-kolonovou infuzí, se neprojevil v oblasti 

chromatogramu 0.45-1.75 min, což je oblast retenčních časů většiny léků, pouze dva 

nejrychlejší léky olanzapin (tR 0,52 min) a desmetylolanzapin (tR 0,47 min) byly 

testovány porovnáním ploch píků. Průměry ploch jejich píků ve vzorku se sérem byly 

porovnávány s průměrnou plochou píků ve vzorku bez matrice a výsledné poměry jsou 

0.92 a 0.83. Podrobně publikováno v článku Urinovska et al. Liquid chromatography–

tandem mass spectrometry method for determination of five antidepressants and four 

atypical antipsychotics and their main metabolites in human serum, J.Chromatogr. B, 

2012; 907, 101-107 (82). 

4.3 Využití metody pro TDM psychofarmak v rutinní praxi 

Hladiny byly stanoveny celkem u 275 pacientů. Z této skupiny pacientů byli 

vyřazeni ti,  u nichž byly měřeny hladiny pouze jednou a nebyly provedeny odběry ve 

3.-4.dni hospitalizace a také ti, kteří neměli odběr před a po podání. Ze skupiny pacientů 

užívajících antidepresiva byli dále vyřazeni pacienti, u nichž nebyl dodržen čas odběrů 

nebo byla změněna denní dávka. Konečnou skupinu tvořilo 240 pacientů užívající 

antidepresiva, 163 žen a 77 mužů, průměrný věk pacientů je 42,8 ± 15,1. V tabulce č. 5 
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je uvedena charakteristika souboru  pacientů, údaje byli získány ze žádanek. Je v ní 

uveden počet žen a mužů, průměrný věk a průměrná denní dávka u sledovaných látek. 

Tabulka č. 5: Základní charakteristika souboru pacientů 

látka celkový 
počet 

počet 
žen 

počet 
mužů 

průměrný věk ± SD 
(roky) 

průměrná dávka ± SD 
(mg/den) 

PAR 19 12 7 37,6 ± 13,2 27,7 ± 13,4 

ESCI 64 42 22 40,2 ± 12,4 12,9 ± 4,7 

MRT 26 18 8 46,8 ± 13,8 28,2 ± 11,5 

TRZ 28 18 10 48,6 ± 7,8 124,1 ± 67,3 

SER 32 24 8 42,4 ± 29,6 108,5 ± 47 

CIT 24 18 6 41,3 ± 13,9 20,4 ± 7,6 

VEN 47 31 16 46,4 ± 11,2 168,8 ± 78,5 

PAR...paroxetin, ESCI......escitalopram, MRT......mirtazapin, TRZ.....trazodon, 
SER....sertralin, CIT....citalopram, VEN...venlafaxin 

 

Pacienti byli dále rozděleni podle užívaných látek, při čemž někteří pacienti 

užívali kombinace léčiv. U pacientů byli vypočítány průměrné hladiny jednotlivých 

antidepresiv v den přijetí, po 3-4 dnech hospitalizace před podáním a 2 příp. 6 hod po 

podání, dále byli rozděleni podle denní dávky a byly vypočítány průměrné hladiny                

u jednotlivých odběrů.  

Průměrné hladiny citalopramu, desmetylcitalopramu, escitalopramu, sertralinu,       

N-desmetylsertralinu a paroxetinu jsou uvedeny v tabulce č. 6. U citalopramu                          

a escitalopramu jsou uvedeny průměrné hladiny u denní dávky 10 a 20 mg/den,                      

u sertralinu 50, 100 a 200 mg/den, u paroxetinu 20 a 40 mg/den, tabulka č. 7 . V tabulce 

č. 8 jsou uvedeny výsledky venlafaxinu a jeho metabolitů O-desmetylvenlafaxinu,                            

N-desmetylvenlafaxinu. Pacienti byli rozdělení do skupiny podle denní dávky 75, 150              

a 300 mg/den,  tabulka č. 8.  

Trazodon a mirtazapin byli pacientům podávány 1x denně večer, hladiny jsou 

měřeny  12 hod po podání. Mirtazapin byl změřen u 29 pacientů, průměrná hladina za 

12 hod po podání byla 33,7 ± 29,0 ng/ml, průměrná denní dávky byla 28,4 ± 11,6 

mg/den. Trazodon byl změřen u 28 pacientů, průměrná hladina za 12 hod po podání 

byla 877,4 ± 510,2 ng/ml, při průměrné denní dávce 124, ± 67,3 mg/den.   
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Hladina fluoxetinu a jeho metabolitu norfluoxetinu byla změřen pouze                         

u 3 pacientů, z toho pouze 2 byli změřeni před a po podání. Denní dávka u těchto 

pacientů byla 20 mg/den. První den byla průměrná hladina fluoxetinu 85,7 ± 57 ng/ml, 

norflouxetinu 152,8 ± 86,8 ng/ml. Čtvrtý den před podáním byla průměrná hladina 

fluoxetinu 93,1 ± 41,1 ng/ml, norfluoxetinu 124,4 ± 58,3 ng/ml, 4. den po podání 

průměrná hladina fluoxetinu byla 112,8 ± 52,5 ng/ml, norfluoxetinu 127,9 ± 64,3 ng/ml.  

 Dále jsme zjišťovali kolik pacientů se nacházelo v terapeutickém rozmezí                  

u jednotlivých odběru při průměrných denních dávkách (tabulka č. 9 a č.10. a graf č.    

1-4). Hladina citalopramu, escitalopramu sertralinu a paroxetinu 1. den při přijetí 

k hospitalizaci byla v terapeutickém rozmezí u 27-84 % pacientů. 3.- 4. den před 

podáním se v terapeutickém rozmezí nacházelo 17-75 % pacientů, opět bylo nejvíce 

pacientů užívajících sertralin. Po podání bylo 3.- 4 den v terapeutickém optimu 27-94 % 

pacientů. Pod dolní hranicí terapeutického rozmezí se nacházelo 1. den 13-66 % 

pacientů. Pouze 2-21 % hladin pacientů se nacházelo nad horní hranicí terapeutického 

rozmezí. U mirtazapinu a trazodonu byly posuzovány pouze hladiny naměřené 1. den 

hospitalizace za 12 hodin po podání. Z 29 pacientů u mirtazapinu bylo 62 % pacientů 

pod dolní hranicí terapeutického rozmezí, 31 % se nacházelo v terapeutickém rozmezí            

a pouze 7 % pacientů bylo nad jeho horní hranicí. U trazodonu z 28 pacientů se 36 % 

nacházelo pod a nad, a 28 % v terapeutickém rozmezí. U venlafaxinu, je terapeutické 

rozmezí (100-400 ng/ml) dáno součtem venlafaxinu a metabolitu                                           

O-desmetylvenlafaxinu. 1. den se nacházelo v terapeutickém rozmezí 58 % pacientů,   

15 % pacientů bylo pod a 27 % nad horní hranicí terapeutického rozmezí. 3.- 4. den 

před podáním bylo v terapeutickém rozmezí už 67 % pacientů, pouze 2 % pod a 29 % 

pacientů nad horní hranicí terapeutického rozmezí. 3.- 4. den za 6 hodin po podání se 

v terapeutickém rozmezí nacházelo 40 % pacientů, ale 57 % bylo nad horní a pouze 

jeden pacient pod dolní hranicí terapeutického rozmezí.  

U  pacientů, jimž byla podávána antipsychotika, z důvodu podpůrné terapie nikoli 

terapie kauzální, nedosahovaly denní dávky úroveň běžně doporučených denních dávek. 

Hladiny byly měřeny stejně jako u antidepresiv. Antipsychotika většina pacientů užívá 

1x večer, což znamená, že hladiny změřené 1. den hospitalizace jsou hladiny za 12 

hodin po podání. Quetiapin byl změřen u 47 pacientů 1. den hospitalizace, pouze 17 

pacientů bylo změřeno 3.- 4.den před a po podání, jsou to pacienti jimž je quetiapin 

podáván nejen 1x denně večer. Hladina risperidonu a jeho aktivního metabolitu                    
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9-hydroxyrisperidonu byla změřena u 8 pacientů, jedná se o pacienty, u nichž byl 

proveden odběr 1.den a následně před a po podání 3.- 4. den hospitalizace. Klozapin byl 

stanoven pouze u 6 pacientů, z toho pouze 3 pacienti byli změřeni před a po podání. 

Olanzapin byl změřen u 27 pacientů první den hospitalizace a pouze u 5 pacientů byly 

změřeny hladiny před a po podání. Průměrná hladina 2-hydroxyolanzapin byla 2,6 

ng/ml u všech pacientů. Průměrné hladiny jednotlivých antipsychotik jsou uvedeny 

v tabulce č.11. 

Z vypočítaných poměrů metabolitu/mateřské látce u venlafaxinu, sertralinu, 

citalopramu, olanzapinu, klozapinu, risperidonu byl stanoven fenotyp, tabulka č. 12, v 

níž jsou uvedeny pro srovnání i publikované poměry u sledovaných psychofarmak (15). 
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Tabulka č.6 : Průměrné hladiny citalopramu, escitalopramu, sertralinu a paroxetinu naměřené u pacientů 1. den hospitalizace, 3.-4. den 

hospitalizace před a po podání. 

průměrná koncentrace ± SD (ng/ml) 

3.- 4. den látka 
DDD 

(mg/den) 

mean DD ± SD 

(mg/den) 

terapeutické 

rozmezí (15) 

(ng/ml) 

n 
1.den 

před podáním po podání 

citalopram 43,7 ± 36,6 37,2 ± 22,8 53,3 ± 32,7 

desmetylcitalopram 
20-60 20,0 ± 7,3 50-110 29 

6,1± 5,1 6,3 ± 4,1 6,6 ± 3,7 

escitalopram 10-20 12,9 ± 4,9 15-80 50 24,3 ± 24,2 17,8 ± 13,8 28,9 ± 18,7 

sertralin 40,3 ± 30,7 39,1 ± 38,8 56,9 ± 48,9 

N-desmetylsertralin 
50-200 102,9 ± 47,2 10-150 32 

54,3 ± 48,5 76,1 ± 76,9 92,4 ± 94,6 

paroxetin 20-50 26,5 ± 11,8 30-120 19 60,0 ±69,7 49,4 ± 51,2 70,1 ± 67,2 

DDD...doporučená denní dávka, DD ...denní dávka, n....počet pacientu SD.... směrodatná odchylka 
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Tabulka č.7: Průměrné koncentrace citalopramu, escitalopramu, sertralinu a paroxetinu naměřené u pacientů 1. den hospitalizace,  

3.-4. den hospitalizace před a po podání u jednotlivých denních dávek. 

průměrná koncentrace ± SD (ng/ml) 

3.- 4. den látka 
denní dávka 

(mg/den) 
počet pacientů 

1.den 
před podáním po podání 

10 5 25,0 ± 12,1 21,7 ± 10,0 29,9 ± 14,1 
citalopram 

20 20 40,1 ± 28,1 34,2 ± 12,9 47,9 ± 15,2 

10 27 18,8 ± 20,4 13,6 ± 10,0 21,6 ± 12,5 
escitalopram 

20 8 36,6 ± 35 28,2 ± 20,3 47,8 ± 24,3 

50 6 27,6 ± 18,9 19,3 ± 14,6 32,8 ± 16,1 

100 17 46,6 ± 37,0 45,7 ± 41,7 58,3 ± 45,5 sertralin 

200 4 46,3 ± 10,6 57,7 ± 58,2 108,3 ± 84,3 

20 11 33,5 ± 28,3 27,9 ± 19,0 35,4 ± 25,0 
paroxetin 

40 3 91,6 ± 52,6 101,1 ± 76,3 134,3 ± 80,9 
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 Tabulka č. 8: Průměrné koncentrace venlafaxinu a jeho aktivního metabolitu O-desmethylvenlafaxinu naměřené u pacientů 1. den 

hospitalizace, 3.-4. den hospitalizace před a po podání. 

průměrná koncentrace ± SD (ng/ml) 

3.- 4. den látka 
denní dávka 

(mg/den) počet 
1.den 

před podáním 2 hod po podání 6 hod po podání 

VEN 91,7 ± 83,9 73,5 ± 100,5 107,1±136,3 163,3 ± 176,7 

ODV 
75 11a/8b/7c 

179,8 ± 157,1 141,4 ± 98,2 154,2 ± 87,1 182,2 ± 138,7 

VEN 103,5 ± 89,8 55,9 ± 48,7 79,3 ± 35,6 140,0 ± 112,6 

ODV 
150 15a/13b/10c 

235,9 ± 119,5 218,4 ± 99,5 240,4 ± 123,0 304,4 ± 75,5 

VEN 184,4 ± 192,7 313,8 ± 414,0 518,2 ± 538,8 296,6 ± 421,8 

ODV 
300 6a/4b/4c 

204,4 ± 181,3 387,3 ± 268,4 511,3 ± 223,6 223,4 ± 112,1 

VEN.....venlafaxin; ODV.....O-desmetylvenlafaxin; NDV ... N- desmetylvenlafaxin; a....počet pacientů 1.den a 3.-4.den před podáním, 
 b...... počet pacientů 3.-4.den 2 hod po podání, c...... počet pacientů 3.-4.den 6 hod po podání 
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Tabulka č. 9: Počet pacientů v terapeutickém rozmezí, pod dolní a nad horní hranicí terapeutického rozmezí u citalopramu,  

escitalopramu, sertralinu, paroxetinu, mirtazapinu a trazodonu. 

počet pacientů  

v terapeutickém rozmezí 

počet pacientů 

pod dolní hranicí terapeutického 

rozmezí 

počet pacientů 

nad horní hranicí terapeutického rozmezí 

3.- 4.den 3.- 4.den 3.- 4.den 

látka celkový 

počet 

pacientů 

1.den 

před po 

1.den 

před po 

1.den 

před po 

citalopram 29 8 5 8 19 24 18 2 - 3 

escitalopram 50 24 25 36 25 25 13 1 - 1 

sertralin 32 27 24 30 4 7 - 1 1 2 

paroxetin 19 9 8 8 8 9 7 2 2 4 

mirtazapin 29 9 - - 18 - - 2 - - 

trazodon 28 8 - - 10 - - 10 - - 
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Tabulka č. 10: počet pacientů v terapeutickém rozmezí, pod dolní a nad horní hranicí terapeutického rozmezí u venlafaxinu 

 počet pacientů  
v terapeutickém rozmezí 

počet pacientů 
pod dolní hranicí terapeutického 

rozmezí 

počet pacientů 
nad horní hranicí terapeutického 

rozmezí 

1.den 3.- 4.den 1.den 3.- 4.den 1.den 3.- 4.den  

látka n  
před 

2 hod 

po 

6 hod 

po 

 
před 

2 hod 

po 
6 hod po 

 
před 2 hod po 

6 hod 

po 

VEN+

ODV 

48a/48b/ 

29c/35d 
28 32 19 14 7 2 - 1 13 14 10 20 

VEN………..venlafaxin, ODV...O-desmetylvenlafaxin, n... počet pacientůa…počet pacientů 1.den,  
b… počet pacientů 3.-4.den před podáním, c… počet pacientů 3.-4. den 2 hod po podání, d… počet pacientů 3.-4. den 6 hod po podání. 
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Tabulka č.11: Tabulka průměrných hladin antipsychotik 

*…. tři pacienti, DDD...doporučená denní dávka, DD...denní dávka, n...počet pacientů, *...terapeutické rozmezí je dáno součtem mateřské 
látky a metabolitu 

průměrná koncentrace ± SD (ng/ml) 

3.- 4. den látka 
DDD 

(mg/den) 

mean DD ± SD  

(mg/den) 
n 

terapeutické 

rozmezí (15) 

(ng/ml) 
1.den 

před podáním po podání 

189,5 ± 157,8 47 81,3 ± 108,4  - - 
quetiapin 200-800 

183,7 ± 147,4 17 
100-500 

68,8 ± 99,6 38,0 ± 39,6 112,6 ± 86,6 

klozapin 198,9 ± 159,1 133,7  ± 89,7* 207,9 ± 60,2* 

N-desmethylklozapin 
200-600 245,8 ± 105,4 6 350-600 

81,1 ± 121,0 95,7 ± 111,4* 58,7 ± 44,3* 

10,3 ± 5,4 27 30,7 ± 27,4 - - 
olanzapin 

8,2 ± 4,3 5 31,8 ± 12,4 27,6 ± 12,9 28,7 ± 15,5 

N-desmethylolanzapin 

5-20 

 27 

20-80 

8,0 ± 9,0   

risperidon 8,2 ± 9,5 4,1 ± 4,9 8,1 ± 8,9 

9-hydroxy-risperidon 11,9 ± 8,5 15,0 ± 11,0 17,3 ± 13,3 

risperidon+9-hydroxy-

risperidon 

4-6 2,0±1,1 8 20-60* 

19,9 ± 15,4 19,1 ± 13,9 25,4 ± 19,4 
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Tabulka č. 12: Průměrné hodnoty poměrů metabolitu/mateřské látce ± směrodatná odchylka  

3.- 4. den 
 počet 1.den 

před podáním 2 hod po 
podání 

6 hod po 
podání 

publikované 
výsledky poměrů (15) 

ODV /VEN 3,5 ± 3,8  5,4 ± 5,1 3,9 ± 3,8 2,6 ± 2,3 EM nebo IM CYP2D6 0,3-5,2 

NDV/VEN 
43a/29b/30c 

0,2 ± 0,3 0,2 ± 0,2  0,2 ± 0,2  0,2 ± 0,2  0,46-1,48 

NSER/SER 31 1,6 ± 1,6 2,6 ± 2,6  - 1,8 ± 1,5  1,7-3,4 (n=348) 

dCIT/CIT 29 0,14 ± 0,10 0,19 ± 0,08 0,13 ± 0,09 - 0,31-0,60 (n= 2330) 

N-desClz/Clz 
6/3* 0,40 ± 0,2 0,58 ± 0,39 0,33 ± 0,27 - nekuřáci 0,5-0,6 (n=98), 

kuřáci 0,4-0,7 (n=198) 

N-desOla/Ola 
27 0,31 ± 0,60 - - - nekuřáci 0,1-0,3 (n=76) 

kuřáci 0,2-0,4 (n=69), 

9-Ris/Ris 
8 7,75 ± 

11,77 
9,0 ± 12,99 4,11 ± 4,01 - EM nebo IM CYP2D6 1,5-10,0 

PM CYP2D6 < 1 
VEN...venlafaxin, ODV...O-desmetylvenlafaxin, NDV... N-desmetylvenlafaxin, ser...sertralin, N-ser...desmetylsetralin, 
dCIT....desmetylcitalopram, CIT..citalopram, N-desClz...N-desmetylklozapin, Clz...klozapin, Ola...olanzapin, N-desola .... 
N-desmetylolanzapinu, Ris...risperidon, 9-Ris...9-hydroxyrispridon 
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Graf č. 1: procentuální rozložení počtu pacientů nacházejících se pod dolní hranicí, 

nad horní hranicí a v terapeutickém rozmezí 1.den odběru u citalopramu, 

escitalopramu, sertralinu, paroxetinu, mirtazapinu a trazodonu. 
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pod dolní hranicí terap. rozmezí v terap. rozmezí
nad horní hranicí terap. rozmezí

 

 

 

Graf č. 2: procentuální rozložení počtu pacientů nacházejících se pod dolní hranicí, 

nad horní hranicí a v terapeutickém rozmezí 4.den odběru před podáním u 

citalopramu, escitalopramu, sertralinu a paroxetinu. 
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Graf č. 3: procentuální rozložení počtu pacientů nacházejících se pod dolní hranicí, 

nad horní hranicí a v terapeutickém rozmezí 4.den odběru po podání u citalopramu, 

escitalopramu, sertralinu a paroxetinu. 
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Graf č. 4: procentuální rozložení počtu pacientů nacházejících se pod dolní hranicí, 

nad horní hranicí a v terapeutickém rozmezí 4.den odběru po podání u venlafaxinu. 
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pod dolní hranicí terap. rozmezí v terap. rozmezí nad horní hranicí terap. rozmezí



 44 

4.4 Přínos TDM, fenotypizace a genotypizace při terapii deprese (kazuistika) 
 

Pacientka (41 let, hmotnost 72 kg, výška 160 cm, BMI 28.1) byla dlouhodobě 

léčena na psychiatrické ambulanci pro těžkou depresivní poruchu s psychotickými 

příznaky kombinovanou terapií: venlafaxin (Olwexya) 150mg 1-0-0 tbl., klonazepam 

(Rivotril) 0,5mg 1-0-1 tbl., mianserin (Miabene) 30mg 1-0-1 tbl. a olanzapin 

(Zyprexa) 10mg 0-0-1 tbl.  

Pro podezření z intoxikace byla přijata na interní oddělení s krevním tlakem 

110/70 mmHg a pulsovou frekvencí 98/min, stěžovala si na velkou únavnost, útlum, 

nespavost, nechutenství a pokles hmotnosti (za 3 měsíce zhubla 12 kg) a zhoršení 

nálady trvající 3 měsíce. Uvedla, že před příjmem vzhledem k přetrvávající nespavosti 

užila navíc 6 tbl Rivotrilu a 4 tbl Miabene, aby lépe spala. Pokus o suicidum odmítla. 

V průběhu hospitalizace byla vyšetřena psychiatrem, který zvýšil dávkování na 

Zyprexa 10mg 1-0-1 tbl. Pacientka byla ale za 2 dny propuštěna z důvodu plánované 

hospitalizace na specializovaném psychiatrickém oddělení pro nedostatečnou 

terapeutickou odpověď. Při přijetí na psychiatrické oddělení byla pacientka lucidní, 

orientovaná, odpovědi přiléhavé, v popředí depresivní nálada bez psychotických 

příznaků. Krevní tlak (TK) 140/90mmHg, puls 68/min, fyzikálně vše v normě.  

Po příjmu na psychiatrii bylo provedeno stanovení hladiny venlafaxinu a jeho 

dvou metabolitů ODV a NDV, olanzapinu a klonazepamu. Byla stanovena hladina 

venlafaxinu 2638 ng/ml, která vysoce překračovala doporučované rozmezí 100-400 

ng/ml. Hladiny olanzapinu se nalézaly v terapeutickém optimu a hladiny klonazepamu 

pod dolní hranicí terapeutického rozmezí u všech odběrů provedených během 

hospitalizace.  

Za 4 dny při kontrolovaném podávání medikace klesla hladina více než o 

polovinu, ale byla neustále v potenciálně toxickém rozmezí. Proto bylo doporučeno 

snížení dávky venlafaxinu na 75mg/den, tedy na polovinu. Kontrola za další 3 dny 

ukázala stejně vysoké hladiny VEN bez úpravy podávané dávky, znovu bylo 

doporučení snížení dávky na 75mg/den. Následně byla dávka snížena, za další 3 dny 

byly již hladiny v normě a došlo k výraznému zlepšení subjektivních obtíží pacientky, 

(tabulka č. 13). 
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Tabulka č. 13: Hladiny venlafaxinu a jeho metabolitů, stanovení fenotypu 
 
den odběru; 

dávka 
čas 

odběru 
VEN 

(ng/ml) 
ODV 

(ng/ml) 
ODV/VEN NDV 

(ng/ml) 
NDV/VEN 

24.10. 
(150mg/d) 

při 
příjmu 

2638 20,6 0,008 731 0,28 

před 
užitím 

1106 7,6 0,007 299 0,27 

2 hod  
po užití 

1228 6,7 0,005 301 0,25 

28.10. 
 

(150mg/d) 

6 hod po 
užití 

977 7,7 0,008 292 0,30 

před 
užitím 

1054 12,8 0,012 260 0,25 

2 hod  
po užití 

767 12,6 0,016 241 0,31 

31.10. 
 

(150mg/d) 

6 hod  
po užití 

1026 11,7 0,009 238 0,23 

před 
užitím 

364 2,1 0,006 83 0,23 8.11. 
 

(75mg/d) 6 hod  
po užití 

434 2,4 0,006 73 0,17 

 

Fenotyp byl stanoven jednak z poměru ODV/VEN, jednak použitím modelové 

látky betablokátoru metoprololu, používaného pro zjištění aktivity CYP2D6  

stanovením poměru alfa-hydroxymetoprolol/metoprolol metodou HPLC. Fenotypicky 

byla pacientka zařazena mezi pomalé metabolizátory (PM), tabulka č. 14. 

 
Tabulka č. 14: Stanovení fenotypu pomocí modelové látky metoprololu 
 
čas 

(hod) 
puls 
/min 

krevní tlak 
(mmHg) 

metoprolol 
(ng/ml) 

hydroxy- 
metoprolol 

(ng/ml) 

hydroxymetoprolol/ 
metoprolol 

před 65 154/96 - - - 
8:54 Podání: metoprolol (Betaloc SR 200mg ½ tbl) 

1hod po 59 158/100 65,8 0 - 
2hod po 50 148/98 77,6 0 - 
3hod po 54 160/96 98,1 0 - 

 

 Genetickým vyšetřením pacientky byla zjištěna homozygotní delece genu 
CYP2D6 (alelická varianta *5/*5) (84). 
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5. DISKUSE 
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Vysokoúčinná kapalinová chromatografie ve spojení s hmotnostní spektrometrií 

(HPLC-MS/MS) má široké uplatnění v terapeutickém monitorování léků a jejich 

metabolitů (imunosupresiva, inhibitory proteáz, ß blokátory) a posledních asi 10 

letech i při monitorování psychofarmak. Byla publikována řada prací umožňující 

stanovení jak jednotlivých tak součastně několika psychofarmak a jejich aktivních i 

neaktivních metabolitů (85-88). Jednalo se o práce popisující hlavně metodu stanovení 

nikoli i stanovení hladin u pacientů. Přesto, že jsou  psychofarmaka používána od 60. 

let minulého století, první guidelines vyšli až v roce 2004 a byli aktualizovány v roce 

2011 (15, 53).  

Základním předpokladem pro TDM je vývoj metody vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie s hmotnostní detekcí. Pro analýzu léčiv se nejčastěji používá ionizace 

elektrosprejem (ESI), převážně v pozitivním módu, a v menší míře chemická ionizace 

za atmosférického tlaku (APCI). APCI je primárně určena pro ionizaci 

nízkomolekulárních látek do m/z < 1000 (89-92).  Kolizní energie, napětí na kuželu              

a produktový  iont byly zvoleny pro jednotlivé látky na základě jejich nejvyšší 

odezvy. Tyto parametry byly nastaveny pro ESI i pro APCI, porovnání ionizačních 

technik bylo provedeno na základě pěti měření standardu o nejvyšší koncentraci. 

Pouze u olanzapinu byla zjištěna větší průměrná plocha při použití APCI 77121,3, než 

u ESI 60422,9. U ostatních látek se rozdíl ploch pochyboval v rozmezí dvojnásobku 

až desetinásobku pro ESI (82). Z toho důvodu byl pro validaci metody a následné 

měření vybrán elektrosprej. Z autorů jen Berna et al (89) and Bogusz et al (90) 

využívali ve svých prácích APCI pro stanovení olanzapinu, ale netestovali ESI (81). 

Při výběru chromatografických podmínek je důležitý výběr vhodné mobilní 

fáze, který má vliv na tvorbu iontů a minimalizaci tvorby nežádoucích adduktů.  Jako 

mobilní fáze se nejčastěji používá metanol/voda, acetonitril/voda nebo 

metanol/acetonitril/voda spolu se slabými kyselinami (kyselina octová nebo mravenčí) 

nebo kyselé pufry (mravenčan amonný, octan amonný). Slabé kyseliny se přidávají do 

mobilní fáze v koncentraci 0,005 – 0,05 %. Kyselina mravenčí a kyselina octová se 

doporučují pro přípravu mobilní fáze s nízkým pH při použití elektrospreje (81). 

Samozřejmě musí být optimalizovány i parametry jako průtok plynu, teplota analýzy a 

další. Celková doba analýzy je u naší metody 5 minut, což je velmi výhodné pro 

rutinní použití a je porovnatelná s již publikovanými pracemi. Jako vnitřní standard 
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byl zvolen alprenolol, který není již v České republice registrovaný a tedy nevzniká 

riziko interference. 

Extrakce  vzorku spočívá v  precipitaci proteinů. K precipitaci proteinů se 

používá metanol, acetonitril, síran zinečnatý nebo jejich kombinace. Metanol a 

acetonitril jsou účinné při precipitaci proteinů asi v 98 %, jestliže jsou používány 

v poměru 2:1 nebo vyšším. Při precipitaci proteinů nedojde ale k účinnému odstranění 

solí a lipidů, které mohou být jednou z příčin matricového efektu. Matricové 

komponenty charakteristické pro jednotlivé biologické materiály interferují v různých 

časech a v rozdílném rozsahu v průběhu analýzy (81, 93, 94). 

Matricové efekty mají velký význam při stanovování léků a jejich metabolitů za 

použití HPLC-MS a lze je definovat jako změny účinnosti ionizace způsobené 

přítomností látky vycházející z kolony spolu s analyzovanou látkou. Vznikají jako 

výsledek soupeření mezi netěkavými složkami matrice a analytem a nejsou 

předvídatelné (81). Ionizace za atmosferického tlaku (APCI) je vůči matricovým 

efektům méně citlivá než elekrosprej. Eeckhaut et al. (93) porovnávali vliv 

matricového efektu při použití APCI a ESI, ale jeho mechanismus nebyl doposud  

objasněn.  

Matricový efekt zahrnuje jak potlačení tak zvýšení ionizace. Důsledkem těchto 

procesů je snížení nebo zvýšení odezvy. Některé složky mobilní fáze mohou být 

příčinou matricového efektu, stejně jako i některé exogenní materiály, jako jsou  

polymery obsažené v různých odběrových plastikových nádobách nebo některá 

antikoagulancia např. heparin litný. Chin et al. (95) zjišťovali matricový efekt běžně 

používaných antikoagulancii a lipemie. Jejich výsledky naznačují, že použití heparinu 

sodného nebo K3EDTA může komplikovat stanovení a jejich použití není vhodné pro 

analýzu léků. Z toho důvodu jsme dali přednost odběrovým systémům bez 

antikoagulancia (81, 94). 

Velké rozdíly jsou pozorovány u jednotlivých technik úpravy vzorku. 

Precipitace proteinů acetonitrilem u LC-ESI-MS/MS vykazuje největší matricový 

efekt s mohutnou supresí zejména na začátku a na konci chromatogramu, kde díky 

neselektivní precipitaci proteinů je tzv. „přečištění“ biologického materiálu 

nedostatečné. Tímto způsobem se dostatečně neodstraní lipidy, fosfolipidy a mastné 

kyseliny. Ty mohou být příčinou snížení ionizace u látek, které mají krátký retenční 

čas. A proto se dává přednost kombinaci acetronitrilu a metanolu. Proto jsme i my 
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v naší metodě zvolili k precipitaci proteinů směs acetonitril/metanol (40:60, v/v) s 

0.05% síranem zinečnatým. Tento postup byl již široce využíván a diskutován při 

stanovení imunosupresiv (96-99). 

 Matricový efekt může ovlivnit jak kvalitu tak kvantitu. Běžně se používají dvě 

metody hodnocení matricového efektu, infuze standardu analyzované látky za 

kolonou nebo standardní přídavek po extrakci. Vše probíhá za podmínek, které se 

používají při vlastní analýze. Určí se oblast chromatogramu, kde může pravděpodobně 

docházet k matricovým efektům. V našem případě byla na hodnocení matricového 

efektu použita post-kolonová infuze. Tento způsob lze použít u stanovení s menším 

počtem analytů nebo u vzorků se stejnou biologickou matricí. Na kolonu 

kapalinového  chromatografu byly injikovány vzorky s extraktem  biologické matrice 

při současné post kolonové infuze jednotlivých látek. V oblasti chromatogramu 0.45-

1.75 min, kde se nacházejí  retenční časy většiny analyzovaných látek nebyl zjištěn 

významný matricový efekt. U dvou nejrychlejších analytů, olanzapinu s retenčním 

časem 0,52 min a desmethylolanzapinu s časem 0,47 min, byl matricový efekt 

testován i další metodou,  a to porovnáním plochy píků jednotlivých látek. Byly 

vypočítány poměry ploch píku standardů bez matrice séra a s matricí. Za matricový 

efekt je považováno, jestliže rozdíl odezvy v matricích je větší než 25 %. Zjištěné 

poměry byly nižší (8 % a 17 %)  než 25 % a metodu lze tedy použít ke kvantifikaci 

(81, 94). 

K potlačení matricového efektu může dojít také použitím malých objemů 

nastřikovaných na kolonu, proto je nastřikováno na kolonu pouze 10 µl vzorku. I 

použití vnitřního standardu předpokládá, že bude stejně ovlivněn matricovým efektem 

jako analyty (81). 

Druhým cílem této práce bylo využití HPLC-MS/MS metody v klinické praxi, 

ve spolupráci s Oddělením psychiatrie FN Ostrava byly vzorky odebírány pacientům 

užívajícím námi stanovovaná antidepresiva, antipsychotika nebo jejich kombinace. 

Hlavním důvodem využití TDM u psychofarmak je značná interindividuální 

variabilita farmakokinetických parametrů u jednotlivých pacientů. TDM využívá 

stanovení koncentrace léčiva v krevní plazmě nebo séru k titraci dávky u jednotlivých 

pacientů tak, aby bylo dosaženo maximální účinnosti s co nejnižším rizikem toxicity 

(53). 

Češková publikovala, že deprese je častější u žen než u mužů a to v poměru 2:1, 

což potvrzuje i rozložení naší skupiny pacientů (100). 
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Při rutinním sledování hladin antidepresiv byla u všech látek při nižších denních 

dávkách nalezena vyšší koncentrace v den přijetí oproti koncentraci stanovené 3.- 4. 

den hospitalizace před podáním, což souviselo pravděpodobně s tím, že pacienti již 

léčivo užili. Naopak u vyšších denních dávek sertralinu (200mg/den) a zejména u 

venlafaxinu byly nalezeny výrazně nižší koncentrace 1.den než 3.- 4. den. 

hospitalizace, kdy bylo zajištěno pravidelné užívání medikace. 

U venlafaxinu při denní dávce 300mg/den 3.- 4. den hospitalizace byly through 

hodnoty mateřské látky a účinného metabolitu ODV v průměru 700 ng/ml a 2 hodiny 

po podání více než 1000 ng/ml. Pacienti si pravděpodobně sami doma snižovali dávku 

vzhledem k výraznému překročení doporučeného referenčního rozmezí a touto 

noncompliance si sami snižovali případné nežádoucí účinky.  

Většina pacientů byla vzhledem k doporučeným referenčním rozmezím 

poddávkována, nejvíce v případě citalopramu při dávce 10 i 20 mg/den a u 

escitalopramu při dávce 10 mg/den. Obdobné nálezy jsme pozorovali i u paroxetinu 

20 mg/den, naopak u sertralinu ve všech sledovaných dávkách  50, 100 a 200 mg/den 

se nalézaly hladiny v terapeutickém optimu.  

Simmons et al prokázali, že plazmatické hladiny citalopramu pod 50 ng/ml 

vykazují výrazně nižší zlepšení podle Hamiltonovy stupnice hodnocení deprese (9), 

v našem souboru bylo takových pacientů 84 %. Opačné výsledky jsme nalezli 

v případě venlafaxinu, kdy 27 % pacientů bylo nad horní hranicí terapeutického 

optima.  

U antipsychotik byly v den přijetí všechny hladiny vyšší než 3.- 4. den 

hospitalizace, což pravděpodobně souvisí s odběrem po podání léku. Pouze v případě 

olanzapinu se při hospitalizaci nacházeli hladiny v terapeutickém optimu, u 

risperidonu a jeho metabolitu byly na dolní hranici terapeutického rozmezí. Pacienti 

užívající quetiapin a zejména klozapin byli výrazně poddávkovaní. 40-70 % pacientů 

léčených klozapinem jsou nonrespodéry nebo parciálními respondéry na klozapin. 

Právě u těchto by bylo optimální stanovení hladin před změnou strategie. Česková 

uvádí, že v udržovací léčbě jsou hladiny nad 200 ng/ml spojeny s vyšší 

pravděpodobností dosažení/udržení remise (43). U  tří pacientů 3.- 4. den 

hospitalizace před podáním byla průměrná hladina nižší než uvedená hladina.  

Stanovení poměru metabolitu a mateřské látky může v určitém případě mít i 

velký klinický význam. V kazuistice pacientky intoxikované venlafaxinem byl zjištěn 
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její fenotyp a genotyp. Venlafaxin je metabolizována CYP2D6, který vykazuje velký 

genetický polymorfismus. Stanovení třech nejčastěji se vyskytujících PM alel 

(CYP2D6*3, *4 a *5) určí 95 % pomalých metabolizátorů, u kterých dochází 

k minimální metabolizaci na aktivní metabolit ODV, v našem případě byla v DNA 

pacientky zjištěna homozygotní delece genu CYP2D6 (alelická varianta *5/*5). Tento 

genotyp vysvětluje nález fenotypu – poměr ODV/VEN byl menší než 1% a u 

modelové látky metoprololu nebyl metabolit vůbec nalezen. Při takovéto konstelaci 

metabolické kapacity může dojít ke kumulaci mateřské látky v krvi a tím i k projevům 

intoxikace. Podle naměřených hladin při příjmu na psychiatrické oddělení musela 

pacientka užívat i výrazně vyšší dávky venlafaxinu, jelikož při kontrolovaném 

podávání na oddělení se hladiny VEN snížily více než dvojnásobně a zůstaly týden 

obdobné. Při stanovování fenotypu pomocí modelové látky - betablokátoru 

metoprololu, je běžně kontrolován krevní tlak, aby se předešlo riziku hypotenze. U 

pacientky byl zjištěn pokles tepové frekvence, ale navíc hypertenze ve všech 

sledovaných časech. Hypertenze bývá též častým nežádoucím projevem při terapii 

VEN, což mohlo být způsobeno zvýšenou koncentrací psychofarmak při akutní 

intoxikaci. U naší pacientky jsme diagnostikovali pomocí TDM, fenotypizace a 

genotypizace rizikového pacienta při terapii léčivy metabolizovanými CYP2D6. Jako 

PM je vystavena většímu riziku intoxikace. Většina nežádoucích účinků vymizela po 

snížení dávky na 75 mg/den při dosažení doporučeného terapeutického rozmezí. 

Případ této pacientky poukazuje na důležitost TDM, zjištění diagnózy PM má význam 

pro pacientku i do budoucna, poněvadž při eventuální další léčbě je potřeba provádět 

TDM při použití jiných antidepresiv (amitriptylin, klomipramin, desipramin, 

fluoxetin, imipramin, maprotilin, nortriptilin, paroxetin), neuroleptika (haloperidol, 

perfenazin, risperidon, thioridazin, zuklopentixol), analgetika (kodein, tramadol), 

antiemetika (setrony), beta-blokátory (metoprolol, karvedilol), antiarytmika 

(propafenon) (84, 101, 102). 

Nedostatkem naší úvodní studie zavádění TDM antidepresiv a antipsychotik je 

neznalost klinického stavu pacienta, aby hladiny mohly být interpretovány v korelaci 

s klinickým stavem. První výsledky ukazují, že TDM psychofarmak může být 

vhodnou a užitečnou součástí racionální farmakoterapie v psychiatrii.  

Kromě přesné a správné analytické metody bude třeba přesné interpretace 

získaných výsledků a zejména velmi úzká spolupráce s psychiatry.  
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6. ZÁVĚRY  
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1. Byla vyvinuta a validována metoda na stanovení pěti antidepresiv a čtyř 

antipsychotik a některých jejich metabolitů, vyznačující se snadnou přípravou vzorku 

a krátkým časem analýzy, která je vhodná pro terapeutické monitorování a případně i 

pro zjištění fenotypu pacientů na základě poměrů metabolitu ku mateřské látce, což 

dokládá článek Urinovska et al. Liquid chromatography–tandem mass spectrometry 

method for determination of five antidepressants and four atypical antipsychotics and 

their main metabolites in human serum.  

2. Význam terapeutického monitorování psychofarmak v rutinní praxi je 

publikován v článku Grundmann M., Uřinovská R., Šilhán P., Kacířová I. Intoxikace 

venlafaxinem – využití TDM, fenotypizace a genotypizace. Tato kazuistika poukazuje 

na význam TDM, stanovení fenotypu a genotypu a následného využití pro individuální 

terapii daného pacienta i v budoucnu.  

3. Terapeutické monitorování může být v klinické praxi využito 

k personalizované farmakoterapii, to jest k optimalizaci dávkování psychofarmak u 

každého jednotlivého pacienta. Napomáhá k maximalizaci účinnosti a prevenci 

toxicity, a to zejména u jedinců, kteří při standardním dávkování nereagují na léčbu 

nebo mají nežádoucí reakce. Využití TDM v psychiatrii zvyšuje účinek léčby a 

snižuje náklady, a to především tehdy, pokud je prováděno erudovaným klinickým 

farmakologem. V klinické praxi je snaha stanovit optimální individuální dávku 

psychofarmaka často řízena strategií pokusu a omylu. Nedostatečné využití TDM 

v psychiatrii ukazuje potřebu zvyšování edukace psychiatrů a klinických farmakologů 

o úloze TDM psychofarmak, což dokládají články Grundmann M., Kacirova I., 

Urinovska R. Therapeutic drug monitoring of psychoactive drugs – antidepressant 

drugs.  Uřinovská et al. Therapeutic drug monitoring of psychoactive drugs – 

antipsychotic drugs a Kacířová I., Grundmann M., Uřinovská R. Obecné zásady 

terapeutického monitorování hladin psychofarmak, které se zaměřují na jednotlivá 

psychofarmaka a shrnují již publikované údaje o významu terapeutického 

monitorování. Pro TDM je nutná i analytická metoda, která umožní stanovení léku a 

případně i jeho metabolitů. Článek Uřinovská et al. Analytické metody pro stanovení 

vybraných psychofarmak popisuje metody, které lze využít pro TDM psychofarmak, 

dále uvádí výhody a nevýhody zmíněných metod a také biologické materiály 

využívané k jejich stanovení. Nejčastěji používanou metodou je vysokoúčinná 

kapalinová chromatografie ve spojení s hmotní spektrometrií. Vývoj této metody 



 54 

může být ovlivněn matricovými efekty, které mají vliv na kvalitu i kvantitu stanovení. 

Touto problematikou se podrobně zabývá článek Klapková E., Uřinovská R., Průša R. 

Vliv matricových efektů při vývoji a validaci metod vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie ve spojení s hmotnostní spektrometrii 
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7. SOUHRN 
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Psychofarmaka jsou široce používána jak v psychiatrii, tak v mnoha dalších 

oblastech medicíny.  Prevalence psychických onemocnění dle epidemiologických 

studií stoupá a s tím je spojena i zvyšující se preskripce psychofarmak, přesto 

významný počet pacientů léčených psychofarmaky z nejrůznějších důvodů 

neodpovídá na léčbu nebo je jejich odpověď neuspokojivá. Kromě patrného úsilí 

vyvíjet nová psychofarmaka s novými mechanizmy účinku je nezbytné především 

optimalizovat farmakoterapii dostupnými psychofarmaky. K tomuto účelu se jeví jako 

potenciálně vhodný nástroj terapeutické monitorování léčiv. Vhodnou metodou pro 

stanovení psychofarmak je kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí pro 

vysokou selektivitu, citlivost, snadnou přípravu vzorku a rychlost analýzy. Byla 

vyvinuta a validována metoda vysokoúčinné kapalinové chromatografie s hmotnostní 

detekcí na stanovení citalopramu, desmetylcitalopramu, didesmetylcitalopramu, 

sertralinu, N-desmetylsertralinu,  fluoxetinu, norfluoxetinu, paroxetinu, venlafaxinu,                            

O-desmetylvenlafaxinu, N-desmetylvenlafaxinu, risperidonu, 9-hydroxyrisperidonu, 

klozapinu, N-desmetylklozapinu, quetiapinu, olanzapinu, N-desmetylolanzapinu,                    

2-hydroxyolanzapinu, mirtazapinu a trazodonu. Separace probíhá v gradientu mobilní 

fáze (octan amonný: kyselina mravenčí: acetonitrilu, v/v/v), na koloně Acquity UPLC 

RP BEH C18 při teplotě 30°C. Jako způsob ionizace se využívá elektrosprej v 

pozitivním modu (ESI+). Metoda byla validována podle FDA kritérií. Výsledky 

opakovatelnosti: hodnoty variačních koeficientů všech látek se pohybují v rozmezí 

2,1- 8,1 % a výtěžnost 89,1-108,3 %. Výsledky reprodukovatelnosti: hodnoty 

variačních koeficientů všech látek se pohybují v rozmezí 2,6 – 11,9 % a výtěžnost 

88,1 – 112,4 %. Metoda splňuje všechny podmínky pro validaci a metodu lze použít 

pro rutinní monitorování psychofarmak. Vzorky krve byly získány od pacientů 

hospitalizovaných na Psychiatrickém oddělení FN Ostrava, odebírány v den 

hospitalizace a následně 3.- 4. den hospitalizace před a po užití léků. Pacienti, kteří 

užívali citalopram, venlafaxin, mirtazapin, trazodon, klozapin, quetiapin a risperidon 

byli odebíráni za 2 hod po podání, pacienti užívající  fluoxetin, paroxetin, sertralin a 

olanzapin byli odebírání za 6 hod po užití léku. U pacientů, kteří užívali léčiva večer, 

byly vzorky v několika případech odebírány alespoň před večerním užitím. Jedná se o 

pacienty užívající mirtazapin a trazodon. Pacienti byli rozděleni podle užívaných 

látek, někteří pacienti užívali kombinace léčiv, byly vypočítány průměrné hladiny, 

denní dávky a poměry mateřské látky ku metabolitu, byla posuzována compliance. 1. 

den při přijetí k hospitalizaci bylo v terapeutickém rozmezí u 27-84% pacientů 
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užívajících citalopram, escitalopram, sertralin a paroxetin. Pod dolní hranicí 

terapeutického rozmezí se nacházelo 1. den 13-66 % pacientů. Pouze 2-21 % hladin 

pacientů se nacházelo nad horní hranicí terapeutického rozmezí. U venlafaxinu se 1. 

den nacházelo v terapeutickém rozmezí 58 % pacientů, 15 % pacientů bylo pod a 27 

% nad horní hranicí terapeutického rozmezí. 3.- 4. den před podáním bylo 

v terapeutickém rozmezí už 67 % pacientů, pouze 2 % pod a 29 % pacientů nad horní 

hranicí terapeutického rozmezí. Průměrné denní dávky podávané pacientům se 

nacházely na dolní hranici doporučených denních dávek. Kazuistika pacientky 

intoxikované venlafaxinem poukazuje na důležitost TDM psychofarmak. Vyšetření 

fenotypu a genotypu má význam pro pacientku i do budoucna při eventuální léčbě 

léky metabolizovanými CYP2D6.  
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Psychiatric medications play a crucial role in recovery of many individuals with 

mental and health disorders.  Finding the most beneficial and well-tolerated 

medications and correct doses, however, can take multiple trials because effectiveness 

and side effects vary significantly for every individual. There have been several 

research studies that actually reported that, mental disorders are highly prevalent and 

our ability to treat them remains limited, these illnesses cause enormous societal 

burden. Finding the right medication with appropriate dose is critical because failure 

to respond to or tolerate a medication may lead devastating relapses and life 

threatening side effects. A significant number of patients treated with psychotropic 

drugs for various reasons don’t respond to treatment or the response is unsatisfactory. 

Therefore, Optimizing antipsychotic drug therapy to determine appropriate dose 

according to patient physiologic status is very essential to minimize the adverse 

effects and the toxicity. A suitable method for determination the psychotropic drugs is 

liquid chromatography with mass spectrometry detection for high selectivity, 

sensitivity, ease of sample preparation and speed of analysis. A rapid and simple ultra 

performance liquid chromatography – tandem mass spectrometry method was 

developed and validated to simultaneously determine sertraline, N-

desmethylsertraline, flouxetine, N-desmethylsertraline, citalopram, 

desmethylcitalopram, didesmethylcitalopram, paroxetine, venlafaxine,                                 

N-desmethylvenlafaxine, O-desmethylvenlafaxine, clozapine, N-desmethyllozapine, 

olanzapine, N-desmethylolanzapine, 2-hydroxyolanzapine, risperidone,                                

9-hydroxyrisperidone, mirtazapine and trazodone. Chromatographic separation was 

carried out on RP column BEH C18, using gradient mobile phases (ammonium 

acetate: formic acid: acetonitrile, v / v / v) at 30°C. As ionization mode was using 

electrospray in positive mode. The method was validated according to FDA criteria. 

Results repeatability: coefficient of variation values of all drugs are in the range from 

2.1 to 8.1% and recovery 89.1 to 108.3%. Results reproducibility: coefficients of 

variation of all drugs are in the range from 2.6 to 11.9% and recovery 88.1 to 112.4%. 

The method meets all the conditions for validation and method can be used for routine 

monitoring of psychotropic drugs. Serum samples were obtained from in-patients 

treated with antidepressants and antipsychotics in the Psychiatric department of 

University Hospital Ostrava. Serum samples from patients were measured on the day 

of the admission to hospital, then on 3rd or 4th days of their hospitalization before and 

after drug administration. Patients receiving citalopram, venlafaxine, clozapine, 
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quetiapine and risperidone were sampled 2 hours after dose, patients receiving 

fluoxetine, paroxetine, sertraline and olanzapine, 6 hours after dose. In patients who 

took drugs in the evening, the samples were collected in a few cases at least before 

evening use. These patients were treated with mirtazapine and trazodone. Patients 

were divided according to taking drugs some patients taking combinations of drugs. 

Average levels, daily doses and ratios of parent drug to metabolite were calculated 

and also compliance was evaluated. First day at admission was within the therapeutic 

range in 27-84% of patients taking citalopram, escitalopram, sertraline and paroxetine. 

Below the lower limit of the therapeutic range is located on 1st day 13-66% of 

patients. Only 2-21% of levels were the upper limit of the therapeutic range. At 

venlafaxine 1st day remained in the therapeutic range 58% of patients, 15% were 

below and 27% above the upper limit of the therapeutic range. 67% of patients were 

in the therapeutic range, only 2% below and 29% of patients above the upper limit of 

the therapeutic range 3rd to 4th day before the application. Average daily dose 

administered to patients were on the lower limit the recommended daily dose. Case 

report of patient intoxicated with venlafaxine highlights the importance of TDM 

psychotropic drugs. The phenotype and genotype information is important for the 

patient to predict the treatment outcome in the future since CYP2D6 is involved in the 

metabolism of many important antipsychiatric drugs. 
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Tento přehled shrnuje metody a možné biologické materiály, včetně jednotlivých 

příkladů, které lze použít k terapeutickému monitorování (TDM) psychofarmak. Při 

stanovení se uplatňují imunochemické, eletrochemické a chromatografické metody. 

Imunochemické metody jsou vhodnější pro screening předávkování než pro TDM oproti 

chromatografickým metodám. S chromatografických metod převažuje kapalinová 

chromatografie ve spojení s hmotnostní spektrometrií, protože zřejmě všechna léčiva lze 

takto stanovit. Velkou výhodou tohoto spojení je přesnost, široká oblast použití, výrazné 

zkrácení délky analýzy, možnost stanovit různé kombinace léčivých látek současně 

s jejich aktivními metabolity.   
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SOUHRN

Analytické metody pro stanovení vybraných psychofarmak
V současnosti máme k dispozici již více než stovku psychofarmak s více či méně specifickými

účinky na symptomy jednotlivých duševních poruch. Navzdory novým léčebným a diagnostickým

možnostem je stále mnoho pacientů, jejichž odpověď na léčbu psychofarmaky není uspokojivá.

Zavedení rutinního terapeutického monitorování některých psychofarmak by mohlo pomoci

individualizovat a optimalizovat léčbu dle potřeb konkrétního pacienta. Tento článek popisuje

analytické metody, které umožňují jejich stanovení se zaměřením na antidepresiva a antipsychotika.

V současnosti jsou základními technikami pro stanovení hladin psychofarmak plynová a kapalinová

chromatografie. Hlavním biologickým materiálem pro stanovení je sérum nebo plazma. Vzorky

k analýze jsou připravovány nejčastěji pomocí extrakce z kapaliny do kapaliny nebo extrakcí na

tuhé fázi. V literatuře byly publikovány metody umožňující stanovení jednoho nebo několika

psychofarmak současně, včetně jejich případných aktivních metabolitů.

Klíčová slova: psychofarmaka – terapeutické monitorování léčiv – vysokoúčinná kapalinová

chromatografie – hmotnostní spektrometrie

Čes. a slov. Farm., 2010; 59, x–xx

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 concrete 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.

Key words: psychopharmaceuticals – therapeutic monitoring of drugs – high-performance liquid

chromatography – mass spectrometry
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Deprese a antidepresiva

Afektivní poruchy, především deprese, představují

zřejmě největší zdravotní zátěž společností moderního

světa měřeno roky ztracenými předčasným úmrtím nebo

strávenými pod negativním vlivem závažné nemoci.

Poruchy nálady začínají v časné dospělosti (25–32 let)

a postihují z celoživotního pohledu více než jednu pětinu

obyvatelstva. Ani v nejvyspělejších státech světa však

nejsou správně diagnostikovány a včas léčeny. V České

republice bylo dle dat z roku 2000 adekvátně léčeno pou-

ze 13,4 % pacientů trpících depresivními syndromy, při-

čemž depresivní porucha je ve většině případů chronic-

kým onemocněním. Pacienti trpící depresí častěji čerpají

zdravotní služby, častěji jsou v pracovní neschopnosti

a 7–15 % z nich ukončí život sebevraždou 1).

Antidepresiva I. generace se používají již více než

40. let. Jedná se o látky, které zvyšují koncentraci bio-

genních aminů (serotoninu, noradrenalinu a dopaminu)

v limbické oblasti CNS a dále ovlivňují celou řadu neu-

rotransmiterových receptorů včetně histaminových,

muskarinových a α
1 

adrenergních, z čehož vyplývá, že

mohou vyvolat celou řadu nežádoucích účinků. Některé

z těchto účinků jsou pro pacienty obtěžující (například

tachykardie, zácpa, útlum, porucha akomodace, vzestup

tělesné hmotnosti a sucho v ústech) a často mohou být

důvodem špatné adherence k léčbě. Mezi závažné kom-

plikace patří zmatenost, srdeční arytmie, posturální

hypotenze a u mužů s hypertrofií prostaty močová reten-

ce. Doba nástupu antidepresivního účinku je zhruba

10–20 dnů od začátku terapie. Nevýhodou je zejména

nutnost titrace dávky, nežádoucí účinky, vysoký inter-

akční potenciál a úzké terapeutické rozmezí. Patří sem

amitriptylin, nortriptylin, imipramin, klomipramin 2, 3).

Antidepresiva II. generace vykazují méně nežádou-

cích anticholinergních účinků, působí pouze na noradre-

nergní a serotoninergní systém, neovlivňují tedy histami-

nergní a α
1

adrenergní receptory. Jsou pacienty lépe

snášena a lze je použít i u pacientů s glaukomem, hypert-

rofií prostaty a ischemickou chorobou srdeční. Po zave-

dení III. generace antidepresiv má tato skupina poněkud

menší význam, podobně jako první generace. Zástupci

jsou maprotilin, mianserin2, 3).

Antidepresiva III. generace jsou tvořena látkami

selektivně inhibujícími zpětné vychytávání serotoninu

(SSRI). Oproti předchozím generacím antidepresiv mají

příznivější bezpečnostní profil, nepůsobí sedativně,

nezvyšují tělesnou hmotnost a nepotencují účinek alko-

holu. Protože mají výhodnější farmakokinetické vlast-

nosti, mohou se užívat pouze v jedné denní dávce. Nega-

tivem jsou zejména sexuální a gastrointestinální potíže.

Účinek nastupuje zpravidla za 2–4 týdny. Všech šest

zástupců SSRI jsou více či méně silnými inhibitory akti-

vity enzymu P450 a zejména fluvoxamin, fluoxetin

a paroxetin mají významný interakční potenciál. Patří

sem citalopram a escitalopram, fluoxetin, fluvoxamin,

paroxetin a sertralin 2, 3).

Antidepresiva IV. generace a další nová antidepre-
siva zastupují látky různých mechanismů účinku, jak

bylo zmíněno výše, např. SNRI (duální inhibitory zpět-

ného vychytávání serotoninu a noradrenalinu) (duloxe-

tin, venlafaxin, milnacipran), NDRI (duální inhibitory

zpětného vychytávání dopaminu a nordrenalinu) (bupro-

pion), NASSA (noradrenergní a specifická serotonergní

antidepresiva) (mirtazapin) a SARI (duální

antagonisté/inhibitory zpětného vychytávání 5-HT) (tra-

zodon) a další. Díky svým specifickým vlastnostem jsou

jednotlivá léčiva používána nejen k léčbě deprese samot-

né, ale také deprese s komorbiditami, jako je algický syn-

drom, stresová inkontinence apod. Jinými indikacemi

některých zástupců mohou být například generalizovaná

úzkostná porucha, sociální fobie nebo bipolární afektiv-

ní porucha 2, 3).

Antipsychotika

Termíny antipsychotika a/nebo neuroleptika zahrnují

skupinu léčiv, která mají příznivý vliv na psychické inte-

grace. Jedná se o heterogenní skupinu léčiv, kterou běž-

ně dělíme na antipsychotika I. generace, tzv. klasická

nebo konvenční, a antipsychotika II. generace, tzv. aty-

pická. Mezi antipsychotika I. generace patří například

chlorpromazin, levomepromazin, flufenazin, haloperi-

dol, zuklopentixol a další, k atypickým antipsychotikům

řadíme například risperidon, paliperidon, klozapin, olan-

zapin, quetiapin a další 2, 3).

Terapeutické monitorování léčiv (TDM) 

Psychofarmaka jsou široce používána jak v psychiat-

rii, tak v mnoha dalších oblastech medicíny. Prevalence

psychických onemocnění dle epidemiologických studií

stoupá a s tím je spojena i zvyšující se preskripce psy-

chofarmak. Ovšem významný počet pacientů léčených

psychofarmaky z nejrůznějších důvodů neodpovídá na

léčbu nebo je jejich odpověď neuspokojivá. Kromě patr-

ného úsilí vyvíjet nová psychofarmaka s novými mecha-

nismy účinku je nezbytné především optimalizovat far-

makoterapii dostupnými psychofarmaky. K tomuto účelu

se jeví jako potenciálně vhodný nástroj terapeutické

monitorování léčiv (TDM) 1, 4).

Obecně vhodná léčiva k TDM jsou ta, kde: a) je zná-

má dobrá korelace mezi koncentrací léčiva v plazmě

a účinkem léčiva, b) je dobře definované terapeutické

rozmezí, c) léčivo vykazuje saturační kinetiku, d) je úzké

terapeutické rozmezí, e) je tvořen aktivní metabolit, f)

terapeutický efekt nemůže být popsán na základě klinic-

kých měření a g) kde je dostupná validovaná analytická

metoda 5). 

Z výše uvedeného je tedy zřejmé, že ne všechna psy-

chofarmaka jsou pro TDM vhodná. U mnoha látek zatím

nebyla prokázána jasná korelace mezi plazmatickou hla-

dinou a účinkem, nejsou dostatečně stanovena a potvrze-

na terapeutická rozmezí a podobně. Přes tyto nedostatky

pro využití TDM hovoří například poměrně vysoký

interakční potenciál některých psychofarmak, běžná

polyfarmakoterapie u pacientů léčených psychofarmaky,

častá non-compliance, pomalý nástup účinku nebo vliv

genetického polymorfismu biotransformujících enzymů

na účinek některých látek. V roce 2003 byly expertní

skupinou TDM při AGNP (Arbeitsgemeinschaft für Neu-

ropsychopharmakologie und Pharmakopsychiatrie)
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vypracovány guidelines pro psychiatry, klinické farma-

kology, analytiky a další odborníky k optimalizaci vyu-

žití TDM u psychofarmak. Pro širší využití TDM u psy-

chofarmak je ovšem nutné mimo jiné provést další

kontrolované klinické studie a také studie efektivnosti

vynaložených nákladů 4).

Metody stanovení

Při léčbě psychofarmaky se používá jak monoterapie,

tak polyterapie. Z toho důvodu je nutný vývoj metod

umožňujících stanovení několika léčiv součastně, popří-

padě i stanovení jejich aktivních metabolitů. Ke stanove-

ní léčiv v biologických tekutinách se používají imunono-

chemické, elektromigrační či elektroforetické

a chromatografické metody, které svou detekční citlivos-

ti umožňují stanovení léčiv. 

Úprava vzorku 

Analýza léčiv v biologických tekutinách je často kom-

plikována přítomností množství různých sloučenin

v organické matrici, které vedou k interferenci matrice

s léčivem, a dále jejich nízkou koncentrací ve vzorku.

Imunochemické metody umožňují stanovení léčiv bez

předchozí úpravy vzorku. Běžné postupy úpravy vzorku

zahrnují precipitaci proteinů, extrakci na tuhé fázi (SPE)

nebo extrakci kapalina-kapalina (LLE). K precipitaci se

používají běžná organická rozpouštědla, jako je acetonit-

ril nebo methanol 6). 

Klasická extrakce z kapaliny do kapaliny je často pou-

žívaná a velmi důležitá analytická separační metoda, pře-

sto má své nevýhody, jako jsou interference matrice,

používaní nebezpečných chemikálii a v některých přípa-

dech i použití velkého objemu vzorku 7, 8). Základem této

extrakce je kvalitativní pravidlo „podobné se rozpouští

v podobném“. Nejčastěji se jako extrakční činidlo použí-

vá hexan, dichlormethan, diethylether, popřípadě směs

jednotlivých rozpouštědel pro zvýšení extrakční účin-

nosti 9–11). SPE má několik výhod oproti tradiční LLE,

jsou to vyšší selektivita, čistější extrakt, lepší reproduko-

vatelnost výsledků. SPE je omezena na relativně čisté

biologické materiály, jako je plazma, sérum nebo moč. Je

jen málo publikací, které popisují extrakci na tuhé fázi

z plné krve 12). K separaci léčiv z biologických tekutin lze

použít i modifikaci SPE mikroextrakci na tuhé fázi

(SPME). In-tube SPME používá otevřené kapilární kolo-

ny jako extrakční zařízení. Organické složky ve vodném

vzorku jsou přímo extrahovány a zkoncentrovány na sta-

cionární fázi, následně jsou dopraveny na chromatogra-

fickou kolonu. In-tube SPME je vhodná technika přípra-

vy vzorků, protože je rychlá, levná a lze ji snadno

automatizovat. Obvykle je ve spojení s LC/MS 13). SPME

má vysoký prekoncentrační faktor u hydrofobních látek,

a proto není široce použitelná v analýze léčiv. Prekon-

centrační faktor je definován jako poměr mezi konečnou

koncentrací analytu v extrahovaném vzorku a počáteční

koncentrací ve vzorku 14). Martínez 12) porovnával dvě

SPE kolony (Chem Elut a Bond Elut Certify), které pou-

žil k extrakci šesti antidepresiv. Koncentrace léčiv byly

následně změřeny pomocí plynové chromatografie s NP

detektorem. Lepší výsledky byly dosaženy použitím SPE

Bond Elut Certify 12).

Jako alternativa plazmy pro TDM různých léčiv byly

také testovány sliny. Sliny mají několik výhod: bezbo-

lestný a neinvazivní odběr, ke kterému není nutný kvali-

fikovaný personál. Sliny jako možný biologický materiál

pro TDM mají i své nevýhody. Obvykle je možné ode-

brat jen malý objem a některé faktory: jako pH, ústní

kontaminace, stimulovaný nebo nestimulovaný odběr,

mohou ovlivnit difuzi léku z plazmy do slin. Z těchto

důvodů by měla být před začátkem používání slin pro

TDM zjištěna korelace mezi koncentrací léku v plazmě

a ve slinách, protože ve slinách je přítomna jen volná,

farmakologicky účinná frakce léčiva. De Castro 15) popi-

suje LC-MS/MS metodu pro stanovení devíti antidepre-

siv a některých jejich hlavních metabolitů ve slinách

a v plazmě. Popisuje také studii korelace koncentrace

venlafaxinu v obou matricích. Výsledky této studie neu-

kázaly dobrou korelaci koncentrací venlafaxinu ve sli-

nách a volné frakce v plazmě. Jako možný důvod zmiňu-

jí malý počet vzorků a jejich nedostatečnou homogenitu
15). 

Také stanovení léčiv v mateřském mléce je důležité.

Přítomnost léčiva v mléce může být potencionálním

zdrojem nežádoucích účinku u kojeného dítěte. Kasper
16) publikoval stanovení olanzapinu v mateřském mléce

metodou HPLC s elektrochemickým detektorem 16). 

Stanovení léčiv v moči je méně důležité než v krvi,

protože koncentrace je značně závislá na hydrataci orga-

nismu a na pH moče a využívá se především v toxikolo-

gii 17).

Imunochemické metody

Imunochemické metody oproti chromatografickým

metodám neumožňují stanovení léku a jeho metabolitu
18). Další nevýhodou jsou zkřížené reakce „cross-reacti-

vita“, kdy protilátky reagují odlišně s různými léky

a jejich metabolity, což znemožňuje přesnou kvantifika-

ci. Riziko interference stoupá se strukturní podobností
19). Chattergoon 20) popisuje falešně pozitivní nález tri-

cyklických antidepresiv (TCA) u dvou pacientů, kteří

nikdy neužívali TCA a přesto byly u nich naměřeny hla-

diny 80 ng/ml a 130 ng/ml při použití fluorescenčně

polarizační imunoanalýzy (FPIA) 20). Dasgupta 21) potvr-

dil statisticky významně vyšší zkřížené reakce karbama-

zepinu a jeho metabolitu 10,11-epoxid karbamazepinu

u 35 pacientů 21). 

Imunochemické metody lze rozdělit na izotopové

a neizotopové. Izotopové imunochemické metody jsou

vývojově starší. 

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 značení anti-

genů se většinou používá radioaktivní izotop jodu 125I, ke

značení haptenů tricium 3H 22). 

V roce 1979 Brunswick 23) popsal specifickou radioi-

munoanalýzu na stanovení amitriptylinu a nortriptylinu.

Jako radioaktivní značení bylo použito 3H 23). Tyto meto-

dy byly postupně nahrazeny metodami s jinak značený-
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mi reaktanty, např. enzymy nebo fluoroforem 24).

Mezi neizotopové imunochemické metody patří:

1. Enzymové na fotometrických principech (Enzymo

Immuno Assay – EIA, Enzyme Linked Immunosorbent

Assay – ELISA, Immuno Enzymo Metric Assay –

IEMA).

2. Fluorescenční (Fluorescence Immuno Assay – FIA,

Fluorescence Polarization Immuno Assay – FPIA, Time

Resolved Fluorescence Immuno Assay – TR-FIA).

3. Luminiscenční, popř. elektrochemiluniscenční

(Lumino Immuno Assay – LIA, Immuno Lumino Metric

Assay – ILMA, ElectroChemiLuminiscence – ECL) 22).

Neizotopové imunochemické metody většinou využí-

vají vybavení běžných analytických, popřípadě bioche-

mických laboratoří. Dorey 18) publikoval článek, ve kte-

rém porovnávali výsledky stanovení tricyklických

antidepresiv (TCA) kapalinovou chromatografií a enzy-

moimunoanalýzou (EMIT) 18).

Všeobecně lze říci, že imunochemické metody je

vhodnější používat jako screening předávkování než pro

terapeutické monitorování léku, jelikož mají relativní

vysoký limit detekce 18, 19, 22).

Elektromigrační separační metody

V analýze psychofarmak se uplatňují i elektromigrač-

ní separační metody. Jejich předností je vysoká separač-

ní účinnost, nízká spotřeba vzorku i chemikálií. Jsou

založeny na pohybu ionizovaných částic v elektrickém

poli a lze je použít pro separaci nízkomolekulárních

i vysokomolekulárních látek. Mezi elektromigrační

separační metody patří kapilární elektroforéza (CE) a její

ostatní módy, tj. kapilární zónová elektroforéza (CZE),

micelární elektrokinetická kapilární chomatografie

(MECC), kapilární elektrochromatografie (CEC), izota-

choforéza (ITP), kapilární isoelektrická fokusace (CIEF)

a kapilární gelová elektroforéza (CGE) 25). CZE v orga-

nických rozpouštědlech se označuje jako nevodná CZE

(NACE). Umožňuje separaci hydrofobních látek, které

jsou těžko dělitelné ve vodném prostředí. Vysoké rozli-

šení, krátký čas analýzy a možnost zvýšení rozpustnosti

analytu jsou hlavními důvody pro použití organických

rozpouštědel 26, 27). 

DellęAquila 24) publikoval separaci tricyklických anti-

depresiv (TCAs) kapilární zónovou elektroforézou.

N,N,Nę,Nę-tetramethyl-1,3-butanediamine byl použit

jako účinný elektrolyt. TCAs mají podobnou strukturu,

molekulovou hmotnost a pKa hodnoty. Jejich separace

kapilární zónovou elektroforézou vyžaduje přesné pH

a vhodné složení elektrolytu 24).

Flores 26) ve své práci popisuje snadnou, rychlou, sen-

zitivní a robustní metodu nevodné kapilární elektroforé-

zy s DAD detekcí pro stanovení paroxetinu a jeho tří

metabolitů v moči. Moč byla extrahována pomocí C
18

26).

Schafroth 28) publikoval metodu na stanovení benzodi-

azepinů flunitrazepamu, diazepamu, midazolamu, klona-

zepamu, bromazepamu, temazepamu, oxazepamu, alora-

zepamu v moči pomocí micelární elektrokinetické

kapilární chromatografie s UV detekcí. Vzorek byl při-

praven enzymatickou hydrolýzou a SPE 28).

Extrakci pomocí SPE publikoval také Tomita 29) na sta-

novení nitrazepamu a jeho metabolitů v moči micelární

elektrokinetickou kapilární chromatografií s UV detekcí
29). Obě metody byly použity pro soudní a toxikologické

analýzy.

Chromatografické metody 

Z chromatografických metod se v posledních letech

nejčastěji používá vysokoúčinná kapalinová chromato-

grafie (HPLC) a plynová chromatografie (GC). Základ-

ním principem všech chromatografických metod je roz-

dělení složek směsi látek mezi stacionární a mobilní fázi.

Obecné požadavky na detektory v HPLC jsou shodné

s GC. K detekci se využívá analytická vlastnost systému,

která je ve známém a reprodukovatelném vztahu ke kon-

centraci analytu 9).

Plynová chromatografie

Plynová chromatografie (GC) se používá pro stanove-

ní antidepresiv, protože mnohé mají strukturu aminů. GC

je jednoduchá, vysoce rozlišující, citlivá, reprodukova-

telná a levná metoda. Aminy mají tendenci adsorbovat se

na kyselou kolonu, kde také často dochází k jejich rozlo-

žení. Eluční píky aminů snadno chvostují a mají nízkou

detekční citlivost. K odstranění všech těchto problémů se

využívá derivatizace, čímž dojde ke snížení polarity ami-

noskupiny. Zlepšit selektivitu a citlivost je možné i pou-

žitím kapilární kolony 30, 31). GC se používají ve spojení

s plamenově-ionizačním NP detektory a hmotnostními

(MS) detektory 32). Počátek GC-MS je v roce 1970, kdy

byl vyvinut pro biomedicínský výzkum i pro rutinní pou-

žití 33).

Torre 31) publikoval kvantitativní stanovení šesti tri-

cyklických antidepresiv pomocí kapilární GC s NP

detektorem. Jako vnitřní standard byl použit promazin

a SPE k přípravě vzorků. Separace proběhla na 5% fenyl-

methylsilikonové kapilární koloně 31).

Fernandes 30) publikoval metodu stanovení fluoxetinu

v plazmě pomocí plynové chromatografie s hmotnostní

detekcí. K přípravě vzorku byla použita modifikace mik-

roextrakce na tuhé fázi SBSE (Stir Bar Sorptive Extrac-

tion) a desipramin jako vnitřní standard. Analýza probí-

hala při teplotním gradientu od 80 do 280 °C na HP5MS

koloně. Jako nosný plyn bylo použito helium. MS detek-

tor pracoval v EI modu a v SIM modu 30).

Langner 34) publikoval metodu GC/MS na stanovení

oxazepamu v moči. Mnohé benzodiazepiny jsou metabo-

lizovány na oxazepam a jsou eliminovány hlavně ledvi-

nami. K hydrolýze glukuronidů oxazepamu v moči byla

použita ß-glukoronidaza. Extrakce byla provedena

pomocí SPE za použití d
5
-oxazepam jako vnitřního stan-

dardu 34).

Eap 35) publikoval GC/MS metodu na stanovení citalo-

pramu, paroxetinu, sertralinu a jejich metabolitů v plaz-

mě po derivatizaci. Jako vnitřní standard byl použit met-

hylmaprotilin a separace proběhla na silikonové

kapilární koloně (fused-silica Optima 5) 35).

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC)
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HPLC je rychlá, účinná a spolehlivá metoda. Má širo-

kou oblast použití, lze jí analyzovat ionty, látky polární

i nepolární, málo těkavé, tepelně nestabilní i vysokomo-

lekulární. Asi 80 % veškerých známých látek je možné

analyzovat HPLC metodou. Mezi běžné detektory použí-

vané v HPLC patří spektrofotometrické, fluorimetrické,

elektrochemické a hmotnostní. Spektrofotometrické jsou

vhodné pro svou jednoduchost a provozní spolehlivost 14,

36–40). Fluorometrické detektory jsou selektivní pro látky,

které mají přirozenou fluorescenci nebo je lze na fluo-

reskující deriváty převést. Jsou citlivější než spektrofoto-

metrické detektory s detekčním limitem v pg/ml. Detek-

tory s fluorescencí indukovanou laserem (LIFD) se

vzhledem k malému objemu měrné cely uplatňují v kapi-

lární HPLC a kapilární elektroforéze 9, 41–43).

Spojení hmotnostního spektrometru se separačními

metodami, jako jsou LC a GC, výrazně zvyšuje selekti-

vitu. Hmotnostní spektrometrie je fyzikálně chemická

metoda k určování hmotnosti atomů, molekul a jejich

částí po jejich převedení na kladné nebo záporné ionty.

To umožňuje identifikovat a kvantifikovat analyt ve vzor-

ku se složitou matricí (krev, plazma, sérum, moč), popří-

padě i stanovit a kvantifikovat jeho metabolity. Hmot-

nostní spektrometr je iontově optické zařízení, které

ionty vytvoří nebo je emituje do plynného stavu a z plyn-

né směsi molekul, jejich nabitých fragmentů a iontů

separuje nabité částice podle jejich efektivních hmotnos-

tí m/z. Pro analýzu léčiv se nejčastěji používá ionizace

elektrosprejem (ESI) a chemická ionizace za atmosféric-

kého tlaku (APCI). APCI je primárně určena pro ioniza-

ci nízkomolekulárních látek do m/z < 1000. Mezi hmot-

nostní analyzátory používané při analýze léčiv patří

trojitý kvadropólový analyzátor, iontová past nebo průle-

tový analyzátor (TOF), popřípadě jejich kombinace 17).

HPCL-MS/MS se začala používat v bioanalytickém

výzkumu již v roce 1980. V devadesátých letech 20. sto-

letí našla své využití i v klinických laboratořích, kde se

používala pro novorozenecký screening. HPLC-MS/MS

se vyznačuje vysokou přesností a možností širokého

uplatnění. Toto spojení umožňuje vývoj metod s krátkým

retenčním časem. Příprava vzorku je obvykle jednodu-

chá a nezahrnuje derivatizaci. Z těchto důvodů má široké

využití v terapeutickém monitorování léků, endokrinolo-

gii a toxikologii 33).

K vývoji metody je velmi důležitý výběr vhodného

vnitřního standardu. Vnitřní standard musí být strukturně

podobný stanovované látce a lze ho použít i pro více

látek současně stanovovaných v jedné analýze. Mobilní
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Tab. 1. Příklady stanovení psychofarmak kapalinovou chromatografií s elektrochemickou, fluorescenční a UV detekcí

SPE – extrakce na tuhé fázi, LLE – extrakce kapalina-kapalina

Látka Biologický
materiál

Příprava
vzorku

Vnitřní
standard

Mobilní fáze Stacionární fáze Detekce Odkaz

amitriptylin, nortriptylin,

imipramin, despramin,

klomipramin, norklomipramin

plazma,

sérum
LLE ekonazol

fosfátový pufr:

acetonitril:

diethylamin 

Nova-Pack C18 UV 10

paroxetin, risperidon, 9-

hydroxyrisperidon
plazma SPE remoxiprid

methan: acetonitril:

dihydrogenfosforeč-

nan draselný 

Sherisorb cyano

guard, Ultrasphere

cyano analytical

kulochem

ická
11

mirtazapin, citalopram,

paroxetin, duloxetin, fluoxetin,

sertralin

plazma
in tube -

SPME
klomipramin

fosfátový pufr:

acetonitril 

LiChrosphere 60

RP select B
UV 13

olanzapin
mateřské

mléko
SPE 

thienobenzod

iazepin

fosfátový pufr :

acetonitril: methanol  
YMC 

elektro-

chemická
16

alprazol, klonazepam,

nitrazepam

plazma,

sérum
SPE C18

flunitrazepa

m

acetonitril: methanol:

dihydrogenfosforeč-

nan draselný 

Nova-Pac C18 DAD 38

imipramin, amitryptilin,

klomipramin, fluoxetin, sertra-

lin, paroxetin, citalopram, mir-

tazapin, moklobemid, duloxetin

plazma LLE etidokain

35 % směs acetonitril:

methanol: 65 % octan

sodný

LiChrosphere 60

RP select B
UV 39

citalopram, fluoxetin, paroxetin

a jejich metabolity
krev, plazma SPE protriptylin

70 % mravenčan

amonný: acetonitril
Symmetry C18 

fluores-

cenční

a UV

41

venlafaxin, O-desmethylvenla-

faxin
plazma SPE citalopram

fosfátový pufr:

acetonitril 
Zorbax RP C8 

fluoresce

nční 
42

fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE maprotilin
fosforečnan draselný:

acetonitril
Supelcosil LC-18

fluores-

cenční 
43

fluoxetin, norfluoxetin plazma SPE citalopram

acetonitril:

tetrametylamonium

kyseliny perchlorové

Microsorb MV C18

RP
DAD 45

risperidon, 9-hydroxyrisperidon plazma LLE
metylris-

peridon

fosfátový pufr:

acetonitril 
Novapack C18 UV 46

fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE fluvoxamin
acetonitril: 

kyselina dusičná
Phenomenex C18

fluores-

cenční
47

sertralin, n-desmethylsertralin plazma SPE
klomipramin

hydrochlorid

acetonitril: 

fosfátový pufr
Genesis C18 RP UV 48



fáze je ve většině případů složena ze směsi methanol,

acetonitril a voda s přídavkem slabé kyseliny (kyselina

mravenčí nebo octová) nebo kyselého pufru (mravenčan

amonný nebo octan amonný). Slabé kyseliny se přidáva-

jí do mobilní fáze v koncentraci 0,005–0,05 % 33).

Kirchherr 44) popsal metodu kvantitativního stanovení

48 psychofarmak (amisulprid, amitriptylin, aripriprazol,

benperidol, chlorpromazin, chlorprothixen, citalopram,

klomipramin, klozapin, desipramin, doxepin, fluoxetin,

flupentixol, fluphenazin, fluvoxamin, haloperidol, hyd-

108 ČESKÁ A SLOVENSKÁ FARMACIE, 2010, 59, č. 3

Tab. 2. Příklady stanovení psychofarmak LC-MS(/MS)

SPE – extrakce na tuhé fázi, LLE – extrakce kapalina-kapalina, ESI – elektrosprej, APCI – chemická ionizace za atmosferického tlaku, API

–fotoionizace za atmosferického tlaku

Látka Biologický
materiál

Příprava
vzorku

Vnitřní standard Mobilní fáze Stacionární fáze Způsob
ionizace

Odkaz

amitriptylin, imipramin,

klomipramin, fluoxetin,

paroxetin, sertralin, fluvo-

xamin, citalopram, venla-

faxin, nortriptylin,

desipramin, norklomi-

pramin, norfluoxetin

sliny,

plazma
SPE

nortriptylin-d
3,

imipramin-d
3
,

klomipramin-d
3
,

paroxetin-d
3
,

norfluoxetin-d
3
,

fluoxetin-d
3

gradient acetonitril:

mravenčan amonný
Sunfire C18 IS ESI 15

fluoxetin, citalopram,

paroxetin, venlafaxin
plasma SPE fluvoxamin

voda (kyselina mravenčí,

octan amonný):

acetonitril

Macherey-Nagel

C18
ESI 49

citalopram plazma LLE imipramin

mravenčan amonný-

kyselina mravenčí:

acetonitril 

Hypersil BDS C8 ESI 50

venlafaxin, O-desmethyl

venlafaxin
plazma

HLB extrakční

cartridge
escitalopram acetonitril: octan amonný Betasil C18 ESI 51

ziprasidon plazma LLE
N-methyl

ziprasidon

2 mmol/l octan amonný

v acetonitrilu: voda 
Symmetry C8 ESI 52

klozapin, desmethylkloza-

pin, klozapin- N-oxid
plazma on-line SPE mirtazapin octan amonný: metanol

Zorbax Eclipse

XDB C18, Zorbax

Eclipse XDB C8

ESI 53

levosulpirid plazma LLE
tiaprid

hydrochlorid

acetonitril: mravenčan

amonný

Atlantis HILIC

silica
ESI 54

aripiprazol plazma LLE OPC-14857
0,1% kyselina octová ve

vodě: acetonitril

RP Chemcobond

ODS-W
ESI 55

escitalopram plazma LLE paroxetin octan amonný: acetonitril ODS YMCTM AQ ESI 56

amisulprid plazma LLE sulprid
mravenčan amonný:

acetonitril

Phenomenex

Synergi Polar-RP 
ESI 57

fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE flumazenil
mravenčan amonný:

acetonitril

Lichrospher 100

RP-8E
ESI 58

mianserin, N-

desmethylmianserin
plazma LLE imipramin

mravenčan amonný:

acetonitril: methanol
Kromasil RP-18 ESI 59

mitrazepin,

demethylmertazepin
plazma LLE imipramin

kyselina mravenčí ve

vodě: acetonitril
XTerra MS C8 ESI 60

sertralin plazma LLE diphenhydramin
kyselina mravenčí

v methanolu: acetonitril

Zorbaxeclipse

XDB C18
APCI 61

sertralin plazma SPE imipramin
mravenčan amonný:

acetonitril
Beta Basic C-8 ESI 62

haloperidol plazma SPE haloperidol-D4
kyselina mravenčí ve

vodě: metanol
Symmetry C18 ESI 63

olanzapin plazma SPE LY17 222
octan amonný ve vodě:

propan-1-ol v metanolu

MetaChem

Monochrom
APCI 64

olanzapin krev LLE LY170158
octan amonný ve vodě:

propan-1-ol v metanolu

MetaChem

Monochrom
APCI 65

olanzapin sérum SPE LY17 222
mravenčan amonný:

acetonitril
Superspher RP 18 APCI 66

risperidon, 9-OH

risperidon
plazma LLE methylrisperidon

octan amonný: methanol:

acetonitril
Phenyl-hexyl ESI 67

risperidon, 9-OH

risperidon
plazma

precipitace

proteinů

acetonitrilem

methylrisperidon octan amonný: acetonitril Betasil C18 ESI 68

risperidon, 9-OH

risperidon
plazma SPE R068809

mravenčan amonný:

acetonitril
BDS-Hypersil ESI 60

klozapin, olanzapin,

risperidon, quetiapin
plazma LLE diazepam octan amonný: acetonitril

Macherey-Nagel

C18
ESI 70

paroxetin plazma LLE fluoxetin acetonitril: voda Polaris C18 ESI 71

fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE doxepin
acetonitril: kyselina

mravenčí

Phenomenex Luna

C18
API 72



roxyrisperidon, imipramin, levomepromazin, maproti-

lin, mianserin, mitrazapin, moklobemid, norklomipra-

min, nordoxepin, norfluoxetin, nortriptylin, O-desmet-

hylvenlafaxin, olanzapin, opipramol, paroxetin, perazin,

perphenazin, pimozid, pipamperon, quetiapin, reboxe-

tin, risperidon, sertralin, sulpirid, thioridazin, trazodon,

trimipramin, venlaflaxin, viloxazin, ziprasidon, zotepin,

zuklopentixol). Jako vnitřní standard byl použit kloni-

din, dehydromethylrisperidon a methabenzthiazuron.

Pomocí směsi acetonitrilu a methanolu byla provedena

precipitace proteinů ve vzorku, po centrifugaci byl

supernatant naředěn 100 μl mobilní fáze. Chromatogra-

fická separace proběhla na monolitické koloně (Chro-

molith Speed ROD C
18

). Mobilní fázi tvořila směs met-

hanol a 5 mM octanový pufr. Průtok byl 1,0 ml/min.

K detekci byl použit API 4000 tandemový hmotnostní

spektrometr 44).

Příklady stanovení psychofarmak kapalinovou chro-

matografií s elektrochemickou, fluorescenční a UV

detekcí jsou uvedeny v tabulce 1. Tabulka 2 obsahuje pří-

klady stanovení psychofarmak kapalinovou chromato-

grafií ve spojení s hmotnostní detekcí.

ZÁVĚR

Afektivní poruchy, především deprese představují

zřejmě největší zdravotní zátěž moderní společnosti, kte-

rá postihuje z celoživotního pohledu více než jednu pěti-

nu obyvatelstva. Psychofarmaka jsou široce používána

jak v psychiatrii, tak v mnoha dalších oblastech medicí-

ny. Jelikož významný počet pacientů léčených psycho-

farmaky z nejrůznějších důvodů neodpovídá na léčbu,

nebo je jejich odpověď neuspokojivá, jeví se jako poten-

ciálně vhodný nástroj terapeutické monitorování těchto

léčiv, především tam, kde je prokázána korelace mezi

plazmatickou hladinou a účinkem a kde jsou stanovena

a potvrzena terapeutická rozmezí.

Tento přehled shrnuje metody, včetně jednotlivých

příkladů, které lze použít k TDM psychofarmak. 

Spojení kapalinové chromatografie s hmotnostní

spektrometrií má v rutinním terapeutickém monitorování

léčiv zvyšující význam, protože zřejmě všechna léčiva

lze takto stanovit. Velkou výhodou tohoto spojení je

přesnost, široká oblast použití, výrazné zkrácení délky

analýzy, možnost stanovit různé kombinace léčivých

látek současně s jejich aktivními metabolity. Nevýhodou

je vysoká pořizovací cena přístroje a vysoké nároky na

obsluhu.
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SOUHRN
Práce se zabývá zhodnocením vzájemných vlivů jednotlivých analytických kroků na matricové efekty při vývoji metody 
stanovení léků pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie ve spojení s hmotnostní detekcí (HPLC-MS). Matricové 
efekty ovlivňují jak kvalitu, tak i kvantitu analýzy a jsou jedny z mnoha příčin chyb v LC-MS. Mechanismů, které je způsobují, 
je mnoho a ne všechny lze zcela objasnit. Autoři v článku diskutují o vlivu typu ionizace (elektrosprej, chemická ionizace za 
atmosférického tlaku), způsobu úpravy vzorku, vlivu složení mobilní fáze a jejích aditiv, zvolení vhodného vnitřního standardu 
a typu biologického vzorku při vývoji nové metody. Testování matricových efektů u HPLC-MS je nezbytné pro úspěšnou 
validaci metody.
Klíčová slova: matricové efekty, kapalinová chromatografie, hmotnostní spektrometrie, validace.

SUMMARY
Klapková E., Uřinovská R., Průša R.: The influence of matrix effects on high performance liquid  
chromatography-mass spectrometry methods development and validation
The purpose of the present work was to evaluate the synergistic effecs of analytical procedures on matrix effects during 
method development of the drugs determination by high performance liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC- 
-MS). Matrix effects influence both the quantitative and the qualitative analysis, and they are one from the many errors in LC- 
-MS. They are many mechanisms evoking these errors and it is not trivial to clear up all of them. We evaluated the influence 
of the optimal ionization type (electrospray ionization, atmospheric pressure chemical ionization), the sample preparation 
procedure, the mobile phase composition and the additives, the choice of suitable internal standard, and the type of bio-
logical material during the development of new method. For the successful validation of HPLC-MS method is mandatory to 
evaluate the matrix effect parameters.
Key words: matrix effects, liquid chromatography, mass spectrometry, validation.

Úvod

Hmotnostní spektrometrie je fyzikálně-chemická 
metoda určování hmotnosti atomů, molekul a jejich 
částí po převedení na kladné nebo záporné ionty. 
Hmotnostní spektrometr je iontově optické zařízení, 
které ionty vytvoří, nebo je emituje do plynného sta-
vu a z plynné směsi molekul, jejich nabitých fragmentů 
a iontů separuje nabité částice podle jejich efektivních 
hmotností m/z. Pro analýzu léčiv se nejčastěji používá 
ionizace elektrosprejem (ESI) a chemická ionizace za 
atmosférického tlaku (APCI). APCI je primárně určena 
pro ionizaci nízkomolekulárních látek do m/z < 1000. 
Mezi hmotnostní analyzátory používané při analýze lé-
čiv patří trojitý kvadrupólový analyzátor, iontová past 
nebo průletový analyzátor (TOF), popřípadě jejich kom-
binace [1]. 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie ve spo-
jení s hmotnostní spektrometrií (HPLC-MS) má široké 
uplatnění v terapeutickém monitorování léků a jejich 
metabolitů (imunosupresiva, inhibitory proteáz, psy-
chofarmaka, betablokátory), v analýze dědičných me-
tabolických poruch, steroidů, mastných kyselin, amino-
kyselin, katecholaminů, v toxikologii atd. 

U APCI je možné použít průtok v rozmezí 0,1 až 
2 ml/min, optimální citlivosti lze dosáhnout při průtoku  
1 ml/min. U ESI je vhodnější použít průtok v roz-
mezí 10–500 µl/min, kdy optimální průtok je okolo  
200 µl/min [1]. 

APCI je vhodné pro méně polární látky s molekulo-
vou hmotností nižší než 1000 Da a pro látky obsahu-
jící v molekule heteroatom. Naopak ESI je vhodný pro 
středně až vysokomolekulární polární a iontové látky [4].

Metody HPLC-MS – kalibrace, 
optimalizace, vlivy matrice

Před zavedením nové metody je nejprve nutné defi-
novat cíle, kterých je třeba dosáhnout, zda bude prová-
děno stanovení samotného léku nebo i jeho metabolitu. 
Dále navrhnout řešení problémů spojených s analýzou, 
jako jsou výběr materiálu, ze kterého bude stanovení 
prováděno (plná krev, plazma, sérum, moč, tkáň), li-
mitace množstvím vzorku (pediatrické vzorky). V přípa-
dě HPLC-MS je nezbytné vyhledat fyzikálně-chemické 
vlastnosti stanovovaných látek, jejich strukturu a pří-
tomnost funkčních skupin, které mají vliv na výběr ana-
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lytické kolony a mobilní fáze, rozpustnost, pKa a stabi-
litu. U většiny biologických vzorků je předpokladem, že 
musí být před samotnou analýzou nějakým způsobem 
upraveny. K úpravě vzorku se nejčastěji používá ex-
trakce kapalina-kapalina (LLE) nebo extrakce na tuhou 
fázi (SPE) a precipitace proteinů [1, 2, 7]. K precipitaci 
proteinů se používá metanol, acetonitril, síran zinečnatý 
nebo jejich kombinace. Při precipitaci proteinů nedojde 
k účinnému odstranění solí a lipidů, které mohou být 
jednou z příčin matricového efektu. Metanol a aceto-
nitril jsou účinná rozpouštědla při precipitaci proteinů 
asi v 98 %, jestliže jsou používány v poměru 2 : 1 nebo 
vyšším. Rozpouštědla jako kyselina perchloroctová 
a trifluoroctová jsou sice vhodné k precipitaci protei-
nů, ale nedoporučují se používat u LC/MS v negativním 
modu [2, 4]. 
 
Vnitřní standard (IS)

V případě, že jsou vzorky upravovány extrakcí, je 
nezbytné použití vnitřního standardu, který minimalizu-
je rozdíly v účinnosti extrakce a ionizace. V současné 
době jsou k dispozici tři druhy IS – strukturní analog 
stanovované látky, izotopem značený analyt (18O, 15N, 
13C, 2H) nebo jiná vhodná chemická látka. Izotopem 
značený vnitřní standard je nejlepší volbou, nejlépe 
splňuje požadavky kladené na spolehlivost analýzy. Při 
nedostatečné výtěžnosti nedochází k ovlivnění výsled-
ků, stejně jako při koeluci iontů dochází k rovnoměrné 
změně u IS i u analytu. Matricové efekty v tomto přípa-
dě neovlivňují poměr IS/analytu, ale nepříznivě ovlivňují 
dolní mez stanovitelnosti.

Při použití strukturálně podobné látky jako IS je tře-
ba dbát na přítomnost funkčních skupin. V případě, že 
funkční skupiny obsahují atomy jako O, N, S, P, halo-
geny dochází ke změně v rozložení náboje dané mole-
kuly a tím i k rozdílné účinnosti ionizace. Z tohoto důvo-
du je doporučováno, aby se strukturální analog lišil od 
původní látky pouze vazbami C-H. Při analýzách léků 
a jejich metabolitů je doporučováno užití více IS [7].
 
Optimalizace parametrů měření

Dalším krokem při zavádění nové metody je opti-
malizace podmínek měření. Výběr vhodného iontového 
zdroje, kdy ESI je používána zejména pro silně polární 
látky přibližně v 73 %, APCI je používána pro méně po-
lární látky přibližně ve 23 % a pro nepolární látky je po-
užívána fotoionizace za atmosférického tlaku [6]. Výběr 
vhodné mobilní fáze má vliv na tvorbu iontů, minimali-
zaci tvorby nežádoucích aduktů. Jako mobilní fáze se 
nejčastěji používá metanol/voda, acetonitril/voda nebo 
metanol/acetonitril/voda a slabé kyseliny (kyselina oc-
tová nebo mravenčí) nebo kyselé pufry (mravenčan 
amonný, octan amonný). Slabé kyseliny se přidávají 
do mobilní fáze v koncentraci 0,005–0,05 %. Kyselina 
mravenčí a kyselina octová se doporučují pro přípravu 
mobilní fáze s nízkým pH při použití elektrospreje, ky-
selina trifluoroctová pro stanovení proteinů nebo pepti-
dů, ale není vhodná pro stanovení v negativním modu. 
Nízké pH mobilní fáze podporuje ionizaci analytu s ba-
zickými funkčními skupinami. Kyselinu trifluoroctovou 
je možné také použít ke snížení „chvostování“ píků 

a spolu s kyselinou propionovou k potlačení matrico-
vého efektu u zásaditých látek. Samozřejmě musí být 
optimalizovány i parametry jako průtok plynu, teplota 
analýzy a další [4, 7]. 
 
Matricové efekty

Jak již bylo v textu několikrát zmíněno, matricové 
efekty mají velký význam při stanovování léků a jejich 
metabolitů za použití HPLC-MS. Matricové efekty lze 
definovat jako změny účinnosti ionizace způsobené 
přítomností látky vycházející z kolony spolu s analy-
zovanou látkou. Vznikají jako výsledek soupeření mezi 
netěkavými složkami matrice a analytem. Mechanismů, 
které způsobují matricové efekty, je mnoho a ne všech-
ny jsou zcela objasněny. Rozdíly v mechanismech ovliv-
nění ionizace se samozřejmě liší i podle použité ionizač-
ní techniky. Předpokládá se, že hlavní příčina vychází 
z principu ionizace. Je dána změnou ve vlastnostech 
kapky vznikající při ionizaci, což způsobí přítomnost ne-
těkavých nebo málo těkavých látek, které změní účin-
nost vytváření kapky nebo její vypařování. Výsledkem 
je změna v množství iontů v plynné fázi, které nakonec 
doputují do detektoru. Matricový efekt zahrnuje jak po-
tlačení, tak zvýšení ionizace. Potlačení ionizace může 
způsobit zkřížená reakce mezi stanovovanou látkou, 
metabolity nebo vnitřním standardem. Zvýšení ionizace 
může být naopak způsobeno fragmentací metabolitů 
ve zdroji nebo silnou vazbou látky na biologickou matri-
ci. Důsledkem těchto procesů je snížení nebo zvýšení 
odezvy. Matricové efekty nejsou předvídatelné. Ioniza-
ce za atmosférického tlaku (APCI) je vůči matricovým 
efektům méně citlivá než elekrosprej [1, 2]. 

Také některé složky mobilní fáze mohou způsobit 
matricový efekt. Mezi tyto složky patří kyseliny trifluor-
octová, přídavky směsi kyseliny propionové a izopro-
panolu za kolonou, ale také přidání kyseliny octové 
a kyseliny propionové k mobilní fázi, která obsahuje 
kyselinu trifluoroctovou. Vznik matricového efektu mo-
hou způsobit i exogenní materiály. Polymery obsažené 
v různých odběrových plastikových nádobách nebo 
některá antikoagulancia, např. heparin litný, který se 
běžně používá. Rozdílný matricový efekt se může obje-
vit jak při analýze standardních vzorků, tak při analýze 
biologického materiálu [2, 3].

Matricové efekty jsou pozorovány u obou typů 
ionizace, ale mnohem více se projevují u ESI. ESI je 
významně ovlivněna látkami v širokém rozsahu jejich 
polarit, zatímco APCI je ovlivňována především hydro-
fobními komponentami. Velké rozdíly jsou pozorovány 
u jednotlivých technik úpravy vzorku. Precipitace pro-
teinů acetonitrilem u LC-ESI-MS/MS vykazuje největší 
matricový efekt s mohutnou supresí, zejména na začát-
ku a na konci chromatogramu; díky neselektivní precipi-
taci proteinů je tzv. „přečištění“ biologického materiálu 
nedostatečné. Tímto způsobem se dostatečně neod-
straní lipidy, fosfolipidy a mastné kyseliny. Ty mohou 
být příčinou snížení ionizace u látek, které mají krát-
ký retenční čas. SPE umožňuje mnohem intenzivnější 
přečištění biologického vzorku, ale na druhé straně do-
chází ke zvýšení koncentrace cílového analytu a spolu 
s ním i ke zvýšení koncentrace interferujících substancí, 
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čímž dochází ve výsledku k poměrně silnému matrico-
vému efektu. Matricové komponenty charakteristické 
pro jednotlivé biologické materiály interferují v různých 
časech a v rozdílném rozsahu v průběhu analýzy. Při 
analýze moči se nejvíce uplatňují hydrofobní reziduální 
komponenty, zejména anorganické soli. Analýzou slin 
bylo prokázáno větší množství interferujících látek při 
použití ESI hydrofilní i hydrofobní povahy – aminokyse-
liny, proteiny a mucin [5].

Matricový efekt může ovlivnit jak kvalitu, tak kvantitu. 
Běžně se používají dvě metody hodnocení matricového 
efektu: infuze standardu analyzované látky za kolonou 
nebo standardní přídavek po extrakci. Post-kolonovou 
infuzí se zjišťuje kvalitativní matricový efekt. Při post- 
kolonovém dávkování je na kolonu nastřikován slepý 
vzorek a konstantní množství analytu je vstřikováno přímo 
do iontového zdroje. Vše probíhá za podmínek, které 
se používají při analýze. Určí se oblast chromatogra-
mu, kde může pravděpodobně docházet k matricovým 
efektům. Tento způsob lze použít u stanovení s malým 
počtem analytů nebo u vzorků se stejnou biologickou 
matricí. U vícesložkových metod se používá přímé po-
rovnání. Matricový efekt je zjišťován přímo během ana-
lýzy. Měří se několik vzorků o stejné koncentraci ana-
lytu a vnitřního standardu v roztoku bez matrice, slepý 
vzorek matrice používané pro přípravu standardů, ka-
librátorů a blank matrice získaný z různých zdrojů. Za 
matricový efekt je považováno, jestliže rozdíl odezvy 
v matricích je větší než 25 %. Pokud je nižší, lze metodu 
použít ke kvantifikaci. Standardní přídavek po extrakci 
vzorku slouží ke kvantitativnímu hodnocení [2]. 

K potlačení matricového efektu může dojít použitím 
malých objemů nastřikovaných na kolonu, naředěním 
vzorku, vhodnou úpravou vzorku anebo chromatogra-
fických podmínek, použitím vnitřního standardu, popř. 
použitím metody standardního přídavku. Při použití 
vnitřního standardu se předpokládá, že bude stejně 
ovlivněn matricovým efektem jako analyt. 

Matricové efekty jsou jedny z mnoha důležitých pří-
čin chyb v LC/MS/MS. Jejich pochopení je velice důle-
žité pro úspěšnou validaci [2, 3]. 

Validace metody

Poté, co byly optimalizovány veškeré podmínky 
analýzy, může být provedena validace metody. Na vali-
daci HPLC-MS metody jsou kladeny některé specifické 
požadavky.
 
Linearita

Linearita musí být testována pro všechny stanovo-
vané léky a jejich metabolity v celém koncentračním 
rozsahu klinických aplikací. Kalibrační křivka by měla 
být sestavena alespoň z 6 kalibračních bodů. Jednotli-
vé kalibrační standardy by měly být připraveny ve stej-
né matrici, jako bude biologický materiál, ze kterého 
bude analýza prováděna. Pouze v některých případech 
(tkáně, ultrafiltrát) je možné použít kalibrační standard, 
který nebude rozpuštěný ve stejné matrici. Nejnižší bod 
kalibrační křivky by měl mít hodnotu dolní meze stano-

vitelnosti (LLOQ). Rovnice regrese, která je funkcí kali-
brační závislosti, nesmí být v průběhu analýz měněna. 
Akceptovatelná odchylka pro LLOQ je 20 %, pro ostat-
ní kalibrační standardy 15 % [7].
 
Bias a přesnost

Pravdivost a přesnost metody je stanovována ana-
lýzou 5 kontrolních vzorků na 5 hladinách v testovaném 
rozsahu linearity:
1.  kontrolní vzorek by měl mít koncentraci nejnižšího 

nenulového standardu kalibrační křivky, čili dolní 
mez stanovitelnosti.

2.  kontrolní vzorek by měl mít koncentraci nejvyššího 
standardu kalibrační křivky.

3.  kontrolní vzorek (nízká kontrola) by měl mít koncen-
traci rovnou trojnásobku hodnoty dolní meze stano-
vitelnosti.

4.  kontrolní vzorek (střední kontrola) by měl mít kon-
centraci standardu nacházejícího se uprostřed kali-
brační křivky.

5.  kontrolní vzorek (vysoká kontrola) by měl mít vy-
sokou koncentraci, ale nižší než poslední bod kali-
brační křivky.
Může být používán i 6. kontrolní vzorek o koncen-

traci vyšší než poslední bod kalibrační křivky, který je 
následně naředěn na koncentraci v testovaném roz-
sahu linearity. Správnost i přesnost má být stanovena 
i pro vzorky, které jsou limitované objemem (pediatrické 
vzorky), a to při ředění 1 : 1 a 1 : 4. Vzorky musí být 
ředěny stejným biologickým materiálem s nulovou hod-
notou analytu, ve kterém budou stanovovány. Opako-
vatelnost je třeba měřit u 5 vzorků od každé kontroly 
v jednom dni, reprodukovatelnost u 1 vzorku od každé 
kontroly v pěti následujících dnech. Akceptovatelná od-
chylka na hladině meze stanovitelnosti je 20 %, u ostat-
ních kontrolních vzorků 15 % [7]. 
 
Analytická selektivita

Schopnost analytické metody správně a přesně 
detekovat analyt v přítomnosti ostatních interferujících 
látek je důležitá právě u LC-MS. Provádí se testováním 
nulových vzorků matrice, vzorků obsahujících standard 
bez přítomnosti matrice a kalibračních vzorků na hladi-
ně meze stanovitelnosti. U každého vzorku je testová-
na míra interference tím, že se stanoví velikost a rozptyl 
signálů pozadí a významnost těchto signálů vzhledem 
k výsledku kalibračního standardu [3, 7]. 
 
Stabilita

Stabilita musí být testována v průběhu celého pro-
cesu. Měla by být testována stabilita vnitřního standar-
du, zejména deuterovaného IS, stabilita zásobních ka-
libračních roztoků, ale i stabilita matrice. Je zkoumána 
stabilita vzorků při skladování při -4 °C, -20 °C a -80 °C 
a při samotné analýze v autosampleru. Dále by měla 
být otestována stabilita vzorků při opakovaném roz-
mrazování [7].

Spojení kapalinové chromatografie s hmotnostní 
spektrometrií se vyznačuje vysokou přesností, širokou 
oblastí použití, výrazným zkrácením délky analýzy. Pro 
úspěšnou detekci léků je nezbytné zvolit nejen vhod-
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nou chromatografickou metodu, ale zejména adekvátní 
způsob úpravy vzorku. Všechny kroky při vývoji metody 
spolu úzce souvisí a v průběhu vývoje musí být opa-
kovaně optimalizovány. Mnoho parametrů, které jsou 
měřeny v průběhu validace HPLC-MS metody, je stej-
ných jako u jiných analytických metod, ale u HPLC-MS 
je nezbytné pro vývoj a validaci robustní a spolehlivé 
analytické metody testování vlivu matricových efektů. 
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Tato práce je věnována vývoji a validaci metody na simultánní stanovení devíti 

psychofarmak a jejich metabolitů pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

s hmotnostní detekcí. Při vývoji metody byl zjišťován matricový efekt post-kolonou 

infuzí. Metoda se vyznačuje snadnou přípravou vzorku, která spočívala v precipitaci 

proteinů pomocí směsi acetonitril:metanol (40:60, v/v) spolu s 0,05% síranem 

zinečnatým. Na základě terapeutických referenčních rozmezí byly látky rozděleny do tří 

koncentračních skupin, na látky s nízkou, střední a vysokou koncentrací. Separace 

probíhá na koloně Acquity UPLC RP BEH C18, při teplotě 30°C v gradientu mobilní 

fáze (octan amonný:kyselina mravenčí: acetonitrilu, v/v/v). Celková doba analýzy byla 

5 min. Jako způsob ionizace se využívá elektrosprej v pozitivním modu (ESI+). Metoda 

byla validována podle FDA pravidel.  
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a  b  s  t  r  a  c  t

The  rapid  and  simple  ultra  performance  liquid  chromatography–tandem  mass  spectrometry  method  was
developed  and  validated  for simultaneous  determination  parent  drugs:  sertraline,  fluoxetine,  citalopram,
paroxetine,  venlafaxine,  clozapine,  olanzapine,  quetiapine,  risperidone,  and  their  active  and  nonac-
tive  metabolites  N-desmethylsertraline,  norfluoxetine,  desmethylcitalopram,  didemethylcitalopram,
N-desmethylvenlafaxine,  O-desmethylvenlafaxine,  N-desmethylclozapine,  N-desmethylolanzapine,  2-
hydroxyolanzapine  and  9-hydroxyrisperidone  in human  serum.  Precipitation  of  serum  proteins  was
performed  with  a  precipitation  reagent  consisting  of  0.05%  solution  of  ZnSO4·7H2O  in acetoni-
trile/methanol  (40:60,  v/v).  Alprenolol  was  used  as  an internal  standard.  Chromatographic  separation
was  carried  out  on  a BEH  C18  column  using  gradient  elution  mobile  phase  A (2  mmol/L  ammonium
acetate,  0.1%  formic  acid  in 5% acetonitrile,  v/v/v)  and  B (2  mmol/L  ammonium  acetate,  0.1%  formic acid
in 95%  acetonitrile,  v/v/v).  Electrospray  in  positive  mode  was  used  for  ionization.  Detection  was per-
formed  on  a triple–quadrupole  tandem  mass  spectrometer  by  multiple  reaction  monitoring.  Analysis
time  was  5 min.  Drugs  were  separated  into  three  groups  with  low,  medium  and  high  levels.  Corre-
lation  coefficients  of  calibration  curves  were  in  the  range  0.995–1.000.  Coefficients  of  variation  were
4.2–9.5%  for  intra-assay  and  3.0–11.9%  for  inter-assay.  Recoveries  were  87.1–110%  for  intra-assay  and
88.1–108.2%  for inter-assay.  The  method  was  fully  validated  and  can be successfully  applied  for  routine
analyses.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Therapeutic drug monitoring is an important tool for the clinical
management of patients receiving pharmacotherapy, particularly
in psychiatry. There is evidence of therapeutic and economic bene-
fits of monitoring these drugs to avoid adverse effects, intoxication,
no response or non-compliance. Baumann et al. [1] worked out
guidelines for the routine use of TDM of psychoactive drugs as
follows: (a) strongly recommended for clozapine and olanzapine;
(b) recommended for venlafaxine plus O-desmethylvenlafaxine
and risperidone plus 9-hydroxyrisperidone; (c) useful for citalo-
pram, fluoxetine plus norfluoxetine, paroxetine, sertraline and

∗ Corresponding author at: Department of Clinical Pharmacology, Faculty of
Medicine University of Ostrava and University Hospital Ostrava, 17. listopadu 1790,
708  52 Ostrava, Czech Republic. Tel.: +420 59 737 4393; fax: +420 59 737 4393.

E-mail address: romanaurinovska@seznam.cz (R. Uřinovská).

quetiapine; (d) probably useful for fluvoxamin and escitalopram;
(e) not recommended for clomethiazol and zolpidem.

Psychoactive drugs can be classified according to their chem-
ical structure or mechanism of action. Clozapine, olanzapine
and risperidone represent atypical antipsychotics. Olanzapine and
clozapine are mainly metabolized into N-desmethylolanzapine and
N-desmethylclozapine, respectively. Since the ongoing usage of
clozapine can cause agranulocytosis, it should primarily be used
in schizophrenic patients who  are resistant to, or intolerant of,
conventional antipsychotic medication. 9-Hydroxyrisperidone is
a major active metabolite of risperidone and its pharmacological
activity is almost similar to the parent drug [2,3]. Venlafax-
ine (VEN) is a non-tricyclic antidepressant, which inhibits the
reuptake of serotonin, noradrenaline and, to a lesser extent,
dopamine. In humans, VEN is metabolized into two minor metabo-
lites (N-desmethylvenlafaxine, N,O-didesmethylvenlafaxine) and
one major active metabolite (O-desmethylvenlafaxine) [4].  Flu-
oxetine, paroxetine, citalopram and sertraline belong to selective

1570-0232/$ – see front matter ©  2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2012.09.009
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serotonin reuptake inhibitors. Sertaline and fluoxetine are
metabolized into active metabolite N-desmethylsertraline and N-
desmethylfluoxetine, respectively. Paroxetine and citalopram have
no active metabolites [5].

To monitor psychoactive drugs, the analytical methods have to
be highly sensitive and selective for accurate and precise quan-
tification. Generally, the plasma concentrations of the drugs are
low and patients are frequently co-medicated with other drugs,
which may  interfere with the assay. HPLC with fluorimetric detec-
tion [6–8], with coulometric detection [3],  or UV detection [9–13]
and HPLC/MS [14–21] were applied in analysis of one or a group of
selected antidepressants or antipsychotics.

The first implementation of HPLC/MS in clinical routine
laboratories started about fifteen years ago with the first ther-
apeutic drug monitoring [22]. The technique has been used
in particular for a new generation of antipsychotic drugs. In
the beginning, it was applied for the determination of only
one drug [23], subsequently, a few additional drugs and their
metabolites have been quantified in one chromatographic run
[14,15,17,24].

The presented work is aimed at the development and validation
of a new analytical method for simultaneous separation and deter-
mination of the most important psychoactive drugs belonging to
groups’ a–d of Baumann’s guidelines [1].  In routine laboratories,
such a method allows the analysis of all clinical samples contain-
ing some of the studied drugs with the same instrumental and
experimental set-up.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals and solution

Acetonitrile and methanol of HPLC gradient grade, amonium
acetate fractopur, and formic acid extra pure were obtained from
Merck (Darmstand, Germany). Water of HPLC grade and zinc
sulphate (≥99%) was obtained from Sigma–Aldrich (Prague, Czech
Republic). The following reference standards of antidepressants
and antipsychotics were purchased from TRC (Toronto Research
Chemicals Inc., Canada): fluoxetine, norfluoxetine, citalopram,
desmethylcitalopram, didesmethylcitalopram, paroxetine, ser-
traline, desmethylsertraline, venlafaxin, O-desmethylvenlafaxine,
N-desmethylvenlafaxine, olanzapine, 2-hydroxy olanzapine,
desmethylolanzapine, risperidone, 9-hydroxyrisperidone. Queti-
apine was obtained from JS Research Chemicals Trading (Wedel,
Germany). Clozapine, N-desmethylclozapine and alprenolol
hydrochloride were purchased from Sigma–Aldrich (Prague,
Czech Republic). The drug-free serum of healthy volunteers was
provided by The Blood Centre University Hospital, Ostrava. Quality
control samples were obtained from Chromsystems (Munchen,
Germany).

2.2. Preparation of calibration standards and patient samples

Standard stock solutions of 100 mg/L were prepared by dis-
solving single drugs in methanol. Three standard mixtures were
prepared. Their concentration was related to the therapeu-
tic range of drugs. A low level standard mixture (400 ng/mL)
was prepared for risperidon and hydroxyrisperidon, a medium
level mixture (4000 ng/mL) for fluoxetine, norfluoxtine, citalo-
pram, desmethylcitalopram, didesmethylcitalopram, paroxetine,
sertraline, demethylsertralin, olanzapine, 2-hydroxyolanzapine,
demethylolanzapine and quetiapine, and a high level mixture
(8000 ng/mL) for clozapine, N-desmethylclozapine, venlafaxin, O-
desmethylvenlafaxine and N-desmethylvenlafaxine. Calibration
standards were prepared in concentrations as follows: 0.5, 1, 2.5,

5, 10, 25, 50 and 100 ng/mL for low level drugs, 2.5, 10, 25, 50,
100, 250, 500 and 1000 ng/mL for medium level drugs, and 5, 50,
100, 250, 500, 1000 and 2000 ng/mL for high level drugs. Alprenolol
was used as an internal standard at concentration 20,000 ng/mL
and was  stored at 4 ◦C. Standard stock solutions and calibration
standards were stored at −20 ◦C. Solution 0.05% ZnSO4·7H2O in
acetonitrile/methanol (40:60, v/v) was utilized for protein precip-
itation.

The drug-free serum (0.2 mL)  was spiked with 0.05 mL  inter-
nal standard and 0.05 mL  calibration standard. 0.5 mL  precipitation
solution and 0.2 mL  water was added. The mixture was vortex-
mixed for 30 s and was  left for 5 min  at 4 ◦C. After centrifugation
for 10 min  at 1370 × g and 4 ◦C, the upper layer was  transferred
into vials and 10 �l was  injected into a chromatographic column.
Patient samples and quality control samples were prepared in the
same manner.

2.3. Chromatographic and mass spectrometric conditions

HPLC/MS/MS analysis was carried out using a Waters Acquity
UPLC system (Waters, Milford, MA,  USA) connected to a Quattro
Micro API triple quadrupole (Micromass, Manchester, UK) with a
Acquity UPLC RP BEH C18, 1.7 �m;  2.1 mm × 50 mm column. The
gradient elution was  performed using mobile phase A (2 mmol/L
ammonium acetate, 0.1% formic acid in 5% acetonitrile, v/v/v) and
mobile phase B (2 mmol/L ammonium acetate, 0.1% formic acid in
95% acetonitrile, v/v/v) with the time program: 0 min A:B = 80:20
(v/v), 3 min  5:95, 3.1 min  80:20, 5 min  80:20. The flow rate was
0.4 mL/min. The temperature of the column was maintained at
30 ◦C. The injection interval of samples was  5 min. Both posi-
tive ion electrospray ionization and positive atmospheric pressure
chemical ionization were tested in the method development. The
final optimized conditions for ESI+ were: capillary voltage 1.5 kV,
source temperature 100 ◦C, desolvation temperature 420 ◦C; for
APCI+: corona current 3 �A, source temperature 100 ◦C, desolva-
tion temperature 350 ◦C. Cone voltage and collision energy were
optimized for both ionization techniques and for each drug indi-
vidually. Finally, the positive ion electrospray ionization mode was
chosen for routine analysis. High purity argon was used as collision
gas and multiple reaction monitoring (MRM)  was applied to follow
the analytes. All data were evaluated using MassLynx 4.1software
(Waters, Milford, MA,  USA).

2.4. Matrix effect

Matrix effects were evaluated using post-column infusion
experiments [25]. A precipitation solution with 0.2 ml  water
(A) and a precipitation solution with 0.2 ml  drug-free serum
(B), respectively, were injected into a chromatographic column
and then, separately, all drugs and metabolites were infused
post-column in concentration 100 ng/mL, Samples A and B were
enriched with olanzapine and desmethylolanzapine in concen-
tration 100 ng/ml and were repeatedly injected on column. Peak
areas of serum samples were correlated with corresponding peaks
in a reference samples prepared from water and precipitating
reagent.

2.5. Validation of method

The method was validated for linearity, accuracy and precision
using FDA criteria [26]. Calibration curves for serum standard sam-
ples were constructed by plotting ratios of the peak area of each
drug to peak area of internal standard versus standard concen-
trations. Linearity of calibration curves were chosen to cover the
therapeutic range of individual drugs.
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Table 1
Correlation of ionization sources ESI and APCI.

ESI+ APCI+ Rt (min)

Drug Q1 (m/z) Q3 (m/z) CE Area ± SD Q1 (m/z) Q3 (m/z) CE Area ± SD

Risperidone 411.3 191.1 30 55748.2 ± 1914.9 411.2 191.1 34 3011.5 ± 54.7 0.84
9-Hydroxyrisperidone 427.2 206.9 30 44151.8 ± 1383.1 427.1 207.1 29 1608.1 ± 60.6 0.78
Sertraline 306 158.6 24 48701.7 ± 1959.2 306 158.9 27 1367.2 ± 102.8 1.36
N-desmethylsertraline 292.2 158.9 24 21989.9 ± 528.9 291.9 158.9 23 3656.9 ± 272.7 1.33
Fluoxetine 310.2 43.6 11 38780.8 ± 1009.7 310.1 43.5 29 1084.7 ± 199.6 1.36
Norfluoxetine 296.2 133.7 7 20863.9 ± 487.1 295.9 134 6 1511.7 ± 131.6 1.28
Citalopram 325.2 109.2 27 149130.2 ± 8757.7 325.2 108.9 25 12290.2 ± 828.1 1.08
Desmethylcitalopram 311.2 108.8 25 136648 ± 4202.2 312.9 192 41 6270.1 ± 507.7 1.05
Didesmethylcitalopram 297.2 108.9 25 53994.6 ± 1051.8 296.9 108.9 19 7987.9 ± 244.1 1.03
Paroxetine 330 191.7 30 11313.9 ± 242.9 330.1 69.8 26 3489.3 ± 226.2 1.15
Quetiapine 384.2 252.8 20 663495.3 ± 20454.3 384.4 253.2 21 5703.3 ± 171.8 1.00
Clozapine 327 269.6 25 1167626.1 ± 31951.2 327.1 269.8 25 11320.8 ± 439.3 0.94
N-desmethylclozapine 313.2 270.2 24 98364.2 ± 4579.3 312.9 269.9 25 2635.6 ± 131.8 0.85
Venlafaxine 278.6 57.6 17 44168.6 ± 2731.2 278.1 57.6 18 9495.7 ± 257.7 0.87
O-desmethylvenlafaxine 264.3 57.7 18 171314.1 ± 6779.3 264 57.6 17 27608.1 ± 546.8 0.58
N-desmethylvenlafaxine 264.2 120.8 29 83740.0 ± 690.3 264.2 121 27 1755.8 ± 123.3 0.83
Olanzapine 313.3 212.8 30 60422.9 ± 1630.7 313.1 255.9 23 77121.3 ± 3688.4 0.52
N-desmethylolanzapine 299.2 197.8 40 185190.6 ± 3063.9 299 198 38 8787.0 ± 680.8 0.47
2-Hydroxyolanzapine 329.2 271.9 23 1447401.2 ± 33374.7 329 271.9 25 73516.1 ± 5637.1 0.42
Alprenolol (IS) 250.2 91 34 66567.4 ± 2377.8 250.1 90.9 40 2402.7 ± 256.8 0.99

ESI+, electrospray ionization; APCI+, atmospheric-pressure chemical ionization; Q1, parent ion mass; Q3, daugther ion mass; CE, collision energy.

2.5.1. Limit of quantification
The LOQs in the serum, defined as the lowest concentration

with acceptable precision and accuracy (coefficient of variations
less than 20%) were defined as the first point of reference curves.

2.5.2. Accuracy, precision and recovery
The assays were repeated ten times within the same day

to obtain repeatability (intraday precision) and ten times over
different days to obtained inter-day precision. Intra-assay and
inter-assay precision, accuracy and recovery for each drug were
evaluated by analyses of the three various concentrations: (5, 25,
100 ng/mL for the low level mixture, 10, 100, 500 ng/mL for the
medium level mixture, and 50, 250, 1000 ng/mL for the high level
mixture). The precision of the method was determination by coef-
ficient of variation (%CV) which was expected to be within ±15.0%.
Similarly, the accuracy should not deviate by ±15.0% of nominal
concentration. For recovery, the analytes’ responses from extracted
samples at known concentration were compared with responses
un-extracted standards that represent 100% recovery.

2.6. Analysis of patient samples

Serum samples were obtained from in-patients treated with
antidepressants and antipsychotics in the psychiatric department
of University Hospital Ostrava. Serum samples from patients were
measured on the day of the admission to hospital, then on 3rd or
4th days of their hospitalization before and after drug administra-
tion. Some patients were admitted to hospital repeatedly and their
serum samples were collected and measured by the same man-
ner as in the first stay. Patients receiving citalopram, venlafaxine,
clozapine, quetiapine and risperidone were sampled 2 h after dose,
patients receiving fluoxetine, paroxetine, sertraline and olanzap-
ine, 6 h after dose (in accordance with drug pharmacokinetic) [27].
All samples were sent to our laboratory immediately after being
taken from the patient, centrifuged and analyzed the same day.

3. Results

Chromatographic analysis of the highest concentration of stan-
dards from each group of drugs (low, medium and high) was
performed five times to compare the ionization efficiency of ESI
and APCI (Table 1). The method was further validated using +ESI

as it offers better response in comparison with APCI for all drugs,
except olanzapine (Table 1).

3.1. Matrix effect

A negligible matrix effect was observed between 0.45 and
1.75 min, but more significantly evaluated in the time window
where elution of olanzapine and desmethylolanzapine occurs (typ-
ical response is seen in Fig. 1). The possible matrix effect for
olanzapine and desmethylolanzapine was further tested as follows.
The mean peak areas of olanzapine and desmethylolanzapine in
serum samples were compared with corresponding peaks in a ref-
erence sample and the ratios were 0.92 and 0.83, respectively.

3.2. Validation of method

Chromatograms of all analyzed drugs are shown in Fig. 2. Lin-
earity of calibration curves were chosen to cover over therapeutic
range of individual drugs. Correlation coefficients of calibration
curves so as and concentration range for each drug are summarized
in Table 2. The limit of quantification in the serum was determined

Fig. 1. Chromatogram of sample prepared from drug free serum with post column
infusion of olanzapine. Verticals indicate a part of chromatogram without matrix
effects.
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Fig. 2. Chromatograms of single drugs with retention time and mass transition.

as the lowest concentration of calibration curves. The parameters
of intra-assay and inter-assay precision, accuracy and recovery met
validation requirements and are stated in Table 2.

3.2.1. Quality control
QC samples at two concentration levels (low and high) with

declared concentrations were used as an independent source of
data and were not included in the validation protocol. Quality con-
trol samples were prepared and measured in each run with patient
samples. Results of quality control were compared with declared
range.

3.3. Analysis of patient samples

Overall, 379 samples from 228 patients (63 male and 165
female) were measured and some of the patients were examined
repeatedly. The average age of the patients was 35.4 ± 7.4 years
(19–81) for males and 38.9 ± 10.3 years (17–88) for females. The
average weight of the patients was 90.1 ± 9.6 kg for males and
69.8 ± 2.8 kg for females. The concentration of the drugs and their
main measured metabolites, together with therapeutic range, num-
ber of patients in and out of therapeutic range and average daily
dosage for single drugs, are given in Table 3. Since co-medication
with antiepileptic drugs such as carbamazepine, lamotrigine, val-
proic acid and clonazepam has often occurred in this group of
patients, these drugs were tested for possible interference. None
of them influence analysis of the target compounds as they elute in
a different retention time.

4. Discussion

Although HPLC methods for determination of psychoactive
drugs have been gradually developed, clinical significance of
TDM was  confirmed only when Baumann et al. published their
guidelines [1].  Our method was  developed and validated for
simultaneous analysis of most antidepressants and antipsychotics,
including their main metabolites, which were recommended for
TDM.

HPLC method with mass spectrometric detection was  applied
to one, or a selected group of drugs, using either ESI or APCI
[28–31]. Concerning psychoactive drugs, APCI is used less often,
most authors preferring ESI. Our results confirmed that ESI offers
a more efficient ionization for the determination of analyzed psy-
choactive drugs (except olanzapine). Berna et al. [28] and Bogusz
et al. [29] employed APCI in the analysis of olanzapine, but ESI
were not tested. Precipitation of proteins by acetonitrile/methanol
(40:60, v/v), with a small amount of zinc sulphate, was  confirmed
as a useful procedure. This procedure is widely adopted in analy-
sis of immunosuppressive drugs and has been described in detail
elsewhere [32–35].

The quantitative analysis of biological samples, using mass spec-
trometry with atmospheric pressure ionization, can be complicated
by the presence of matrix components, e.g. lipids and phospholipids
that can co-elute with analytes and influence their response [36].
Chin et al. [37] investigated the matrix effect of a commonly used
anticoagulant and lipemia. Their results indicate that sodium hep-
arin and K3EDTA can complicate determination and are not useful
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Table 2
Parameters of validation.

Drug Correlation
coefficient

Concentration
range (ng/ml)

Concentration
(ng/ml)

Intra-assay (n = 10) Inter-assay (n = 10)

Found concentration
Mean ± SD (ng/mL)

CV (%) R (%) Found concentration
Mean ± SD (ng/mL)

CV (%) R (%)

Risperidone 0.998 1–100 5 4.9 ± 0.4 8.1 98.4 5 ± 0.4 8.4 99.4
25  25 ± 0.6 2.2 100.1 26 ± 0.7 2.6 103.8

100 98.7 ± 3.6 3.7 98.2 101.1 ± 3.2 3.1 101.1
9-Hydroxyrisperidone 0.998 1–100 5 4.9 ± 0.4 5.4 97.7 5 ± 0.3 6.5 100.0

25  25.6 ± 0.8 3.3 102.3 26.5 ± 1.58 6.0 105.8
100  98.3 ± 3.1 3.1 98.3 103.6 ± 3.6 3.5 103.6

Sertraline 0.998 5–500 10 9.8 ± 0.6 6.6 98.3 9.2 ± 0.8 9.0 91.8
100 102.1 ± 5 5.0 102.1 100.5 ± 5 5.0 100.5
500  487.5 ± 41.3 8.5 96.7 499.5 ± 38.3 7.7 99.9

N-desmethylsertraline 0.999 5–500 10 9.9 ± 0.4 4.2 99.0 10.3 ± 0.7 6.9 103.0
100  105.5 ± 2.8 2.7 105.5 112.4 ± 3.8 3.4 112.4
500  459.6 ± 17.5 3.8 91.9 476.7 ± 22.2 4.7 95.3

Fluoxetine 0.999 5–500 10 10.1 ± 0.9 8.9 100.5 10.4 ± 1.1 10.8 104.0
100  91.1 ± 4.1 4.2 99.1 98 ± 8.2 8.4 98.0
500  480.7 ± 30.3 6.3 96.1 487.7 ± 33.5 6.9 97.5

Norfluoxetine 1.0  5–500 10 10.3 ± 0.4 3.7 103.1 9.9 ± 0.6 6.1 98.7
100 101.1 ± 5 5.0 101.1 104.5 ± 6.2 5.9 104.5
500  445.7 ± 20.3 4.5 89.1 503.6 ± 32.4 6.4 100.7

Desmethylcitalopram 0.999  5–500 10 10.2 ± 0.3 2.9 100.6 9.7 ± 0.4 3.7 97.2
100  101.8 ± 6.5 6.4 101.9 97.7 ± 6.4 6.6 97.7
500  505.0 ± 22.6 4.5 101.1 505 ± 17.9 3.5 101

Drug  Correlation
coefficient

Concentration
range (ng/ml)

Concentration
(ng/ml)

Intra-assay (n > 10) Inter-assay (n > 10)

Found concentration
Mean ± SD (ng/mL)

CV (%) R (%) Found concentration
Mean ± SD (ng/mL)

CV (%) R (%)

Didesmethylcitalopram 0.999 5–500 10 10.1 ± 0.3 3.2 101.3 10.8 ± 0.7 6.2 108
100 108 ± 6.7 6.2 108.3 108.2 ± 5.4 5.0 108.2
500 502.2 ± 3.6 0.7 100.4 477.9 ± 20.3 4.2 95.6

Paroxetine 0.995 5–500 10 10.1 ± 0.6 5.5 101 10 ± 0.8 8.3 99.9
100 110.4 ± 6.1 5.5 110 102.4 ± 12.1 11.9 102.4
500 521.9 ± 32.4 6.2 104.4 492.8 ± 14.5 2.9 98.6

Quetiapine 0.999 5–500 10 9.8 ± 0.8 7.9 98.4 10.4 ± 0.6 6.0 103.5
100 97.9 ± 4.9 5.0 97.9 101.3 ± 5.7 5.6 101.3
500 507.6 ± 10.7 2.1 101.5 491.7 ± 8.3 1.7 98.3

Clozapine 0.997 5–2000 50 44.2 ± 1.3 2.9 88.3 45.2 ± 1.4 3.0 90.5
250 227.8 ± 7.1 3.1 91.1 225 ± 13 5.8 90.0

1000 1012.8 ± 33.2 3.3 101.3 1008.9 ± 40.6 4.0 100.9
N-desmethylclozapine 0.998 50–1000 50 45.3 ± 2.6 5.7 90.6 49.9 ± 2.9 5.8 99.8

250 240.3 ± 14 5.8 96.1 264.5 ± 17.6 6.7 105.8
1000 1065 ±  47.1 4.4 106.5 996.6 ± 70.8 7.1 99.7

Venlafaxine 0.998 50–2000 50 54.4 ± 3 5.4 108.8 48.6 ± 4.6 9.5 97.1
250 271.2 ± 12.2 4.5 108 225.8 ± 9.5 4.2 90.3

1000 1051.1 ± 36.4 3.5 105.1 1062.7 ± 59.1 5.6 106.3
O-desmethylvenlafaxine 0.998 5–2000 50 48.7 ± 2.5 5.2 97.5 44.1 ± 1.6 3.7 88.1

250 246 ± 10.4 4.2 98.4 231.1 ± 25.6 11.1 92.5
1000  1018 ± 29.5 2.9 101.8 1031.9 ± 48.2 4.7 103.2

N-desmethylvenlafaxine 0.998 5–1000 50 45.3 ± 2.5 2.7 90.6 47.6 ± 3 6.2 95.2
250 252 ± 10.8 4.3 100.8 245.9 ± 11 4.5 98.4

1000  1049.4 ± 37.5 3.6 105 1036.7 ± 65.9 6.4 103.7
Olanzapine 0.999 5–500 10 10.2 ± 0.5 4.9 102.2 9.9 ± 0.6 6.1 99.4

100 106.9 ± 8.2 7.7 106.9 97.6 ± 7.1 7.3 97.6
500 512.1 ± 38.8 7.6 102.4 501.2 ± 17.2 3.4 100.2

N-desmethylolanzapine 0.996 5–500 10 10.7 ± 0.6 5.8 106.8 10 ± 09 8.9 99.7
100 109.7 ± 4.2 3.8 109.7 100.6 ± 6.2 6.2 100.6
500 495.4 ± 17.5 3.5 99.1 488.6 ± 17 3.5 97.7

2-hydroxyolanzapine 0.998 5–500 10 10.9 ± 0.7 6.1 108.6 10 ± 0.6 6.3 99.6
100 107.7 ± 5.9 5.5 107.7 103.8 ± 7.7 7.4 103.8
500 519.1 ± 41.4 8.0 103.4 495.4 ± 8.1 8.2 99.1

CV, coefficient of variation; R, recovery.

for the clinical study of drugs. It is better to analyze serum samples
without additives. The matrix effect can also be caused by exoge-
nous substances such as polymers contained in different brands of
plastic tubes. Eeckhaut et al. [36] described the influence of matrix
effects on APCI and ESI but the mechanism of these effects is still not
fully understood. In our study matrix effects were evaluated using
post-column infusion experiment and were found to be negligible

between 0.45 and 1.75 min, where the most compounds were mea-
sured. Only olanzapine and des-methylolanzapine which had faster
elution (RT below 0.45 min) could co-eluted with matrix compo-
nents decreasing their response and ion suppression 8% and 17%,
respectively, was observed. Finally, a matrix effect of about 20% is
generally tolerated, as it does not significantly influence analytical
results [38].
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Table 3
Therapeutic range, range of measured concentrations and usual dosage range/average daily dosage.

Drug Therapeutic range (ng/ml) n/o Range of measured concentrations (ng/ml) UDR/ADD (mg/day)

Risperidone 20–60* 13/9 0.5–28.5 2–8/2.1 [27]
9-Hydroxyrisperidone 13 3.2–30.7
Sertraline 10–50 56/30  3.4–111.9 100–150/115 [27]
N-desmethylsertraline 56 2.5–249.7
Fluoxetine 120–300* 4/3 58.7–151.2 20–40/20 [27]
Norfluoxetine 4 165.6–203.8
Citalopram 30–130 80/50 2.8–172.0 20–40/18 [27]
Desmethylcitalopram 46 2.7–18.8
Didesmethylcitalopram 13 2.7–9.0
Paroxetine 70–120 43/4 3.9–229.8 20–40/30 [27]
Quetiapine 70–170 76/10 3.1–344.5 200–900/144 [27]
Clozapine 350–600 6/1  62.9–484.3 200–900/350 [27]
N-desmethylclozapine 6 38.4–332.9
Venlafaxine 195–400* 90/43 4.4–1017.3 75–225/174 [27]
O-desmethylvenlafaxine 89 3.8–1054.6
N-desmethylvenlafaxine 87 3.5–781.1
Olanzapine 20–80 11/7 4.9–46.6 7.5–30/10 [27]
N-desmethylolanzapine 6 3.3–12.9
2-Hydroxyolanzapine 3 2.6–2.7

n/o, number of samples/number of samples in therapeutic range. UDR/ADD, usual dosage range/average daily dosage.
* Drug plus metabolite.

Coefficients of correlation between 0.995 and 1.0 were obtained
for calibration curves of all analytes. Because of significant dif-
ferences in the therapeutic concentration of drugs in the serum,
analytes were divided into three groups with low, medium and high
concentrations, and validated separately. Validation criteria of pre-
cision and accuracy were evaluated in intra-assay and inter-assay
conditions and were between 0.7–11.9 and 88.1–110, respectively,
which met  validation requirements. Analyses of quality control
samples in two concentration levels (low and high with declared
values) confirmed the validity of the method. The clinical signif-
icance of the method was  verified using analyses of real patient
samples, which were taken during the whole dosing interval for
one or more given drugs.

Overall, 379 samples from 228 patients have so far been mea-
sured, which is relatively a small group to use to state any clinical
conclusions. Nevertheless, some relationship between drug con-
centrations in the serum and daily dose can be described. Patients
with the lowest concentration levels, which were significantly
below the therapeutics range, had the lowest recommended daily
dose. Metabolism of antidepressant and antipsychotic drugs is due
to cytochrome P 450 and shows a high inter-individual variability
in the concentrations of parent drugs and their main metabolites.
The further flow of patients raised the question of their compliance,
because many of these drugs are badly tolerated. When the drugs
were analyzed during admission of the patients to the psychiatric
department, concentrations were often lower in comparison with
those measured later when regular dosing is guaranteed.

For all of the drugs, except venlafaxine, measured concentra-
tions were in the therapeutic range or below the lower limit. For
venlafaxine, the measured concentrations remained well above the
upper range in spite of the fact that the patients received only an
average daily dose of 300 mg/day.

As is indicated, therapeutic drug monitoring of antidepressants
and antipsychotics might be important to optimize pharmacother-
apy and thus improve care of psychiatric patients. The validated
LC–MS/MS method for simultaneous analysis of the nine drugs and
their main metabolites represents a significant tool which enables
measurement and monitoring of frequently taken psychoactive
drugs.

5. Concluding remarks

This method was developed and validated for analysis of nine
psychoactive drugs and ten metabolites. Because of the different

concentration ranges of single drugs observed in the serum, ana-
lytes were divided into three groups with low, medium and high
levels. The method uses electrospray ionization (ESI) with a negligi-
ble matrix effect of co-eluting compounds. It allows determination
of a new, so far unpublished, group of drugs and their metabolites,
which are suitable for routine use, in a very short period of time.
This may  be important in terms of possible intoxication or drug
interactions.
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Práce je zaměřena na terapeutické monitorování psychofarmak. V případě 

psychofarmak je názor na zavedení TDM do rutinní praxe stále nejednotný, přesto je 

doporučováno pravidelné monitorování plazmatických koncentrací nejméně jednou za 

3-6 měsíců při udržovací terapii, aby se zabránilo relapsům a opakovaným 

hospitalizacím. V případě suspektní non-compliance nebo intoxikace je stanovení 

plazmatické koncentrace obecně uznávaným postupem u všech léčiv a všech skupin 

pacientů. Na základě empirických zkušeností byly proto definovány 4 stupně 

doporučení pro TDM psychofarmak.   
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Psychická onemocnění významně přispívají 

k celosvětové morbiditě a mortalitě. V případě de-

prese a schizofrenie je efektivní farmakoterapie 

dostupná, nicméně 30 % až 50 % pacientů neod-

povídá dostatečně na počáteční léčbu. Na dru-

hé straně jsou opakovaně pozorovány závažné 

vedlejší účinky při standardních dávkách, které 

jsou velkým problémem poškozujícím zdraví pa-

cienta a zvyšujícím náklady na léčbu (1). Vhodným 

nástrojem pro individualizovanou úpravu dávko-

vání předepsaných léků u jednotlivých pacientů 

je terapeutické monitorování hladin léčiv (TDM) 

(2). Tato metoda využívá stanovení koncentrace 

léčiva v krevní plazmě nebo séru k titraci dávky 

u jednotlivých pacientů tak, aby bylo dosaženo 

maximální účinnosti s co nejnižším rizikem toxi-

city. TDM je již dlouhodobě dobře zavedenou 

metodou u antiepileptik, pro další léčiva používa-

ná v neuropsychiatrii je však jeho rutinní aplikace 

vzácností. V případě tricyklických antidepresiv 

(TCA), lithia a antiepileptik používaných z psychi-

atrické indikace napomáhá TDM již delší dobu 

k nalezení individuálního dávkovacího optima (3, 4). 

U tricyklických antidepresiv TDM nejenže zvyšuje 

účinnost a bezpečnost, ale také snižuje náklady 

na léčbu deprese (5, 6). TDM redukuje riziko in-

toxikace TCA a u mnohých byla také prokázána 

závislost klinického efektu na plazmatické koncen-

traci. V případě selektivních inhibitorů zpětného 
vychytávání serotoninu (SSRI) je TDM v klinické 

praxi také doporučováno, i když toxicita tohoto ty-

pu antidepresiv je nízká ve srovnání s většinou 

předchozích antidepresiv. Nicméně u citalopra-

mu bylo prokázáno, že plazmatická koncentrace 

naměřená 7. den po zahájení léčby je prediktivní 

pro pozdější špatnou odpověď. Pacienti vykazující 

plazmatické koncentrace citalopramu pod 50 ng/

ml měli výrazně menší zlepšení podle Hamiltonovy 

stupnice hodnocení deprese (7). Údaje ze Švédska 
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pozorovány závažné vedlejší účinky, což je velkým problémem poškozujícím zdraví jedince a zvyšujícím náklady na léčbu. Hlavním dů-

vodem je značná inter individuální variabilita farmakokinetických parametrů u jednotlivých pacientů, kdy při stejné dávce psychofarmak 

může dojít k více než 20násobným interindividuálním rozdílům v dosažené ustálené koncentraci, a to v důsledku odlišné schopnosti 

absorbovat, distribuovat, metabolizovat a vylučovat léky kvůli souběžným onemocněním, věku, pohlaví, kouření, stravovacím návykům, 

další medikaci nebo genetickým rozdílům. V klinické praxi je snaha stanovit optimální individuální dávku psychofarmaka často řízena 
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indikace, napomáhá TDM již delší dobu k nalezení dávkovacího optima. U selektivních inhibitorů zpětného vychytávání serotoninu je 

TDM také doporučováno. Důkazy o statisticky významném vztahu mezi koncentrací léčiv a terapeutickou odezvou chybí u tetracyklických 

antidepresiv maprotilinu, mianserinu, mirtazapinu a také u trazodonu, reboxetinu a inhibitorů monoaminooxidázy. Význam TDM byl 

naopak prokázán pro mnohá starší (haloperidol, trifluoperazin a fluphenazin) i novější (zejména klozapin a olanzapin) antipsychotika.
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General principles of therapeutic monitoring of psychoactive drugs

Psychiatric disorders contribute significantly to worldwide morbidity and mortality. In depression and schizophrenia, effective drug therapy 

is available, but 30–50 % of all patients do not respond sufficiently to the initial treatment regime. On the other hand, severe side effects 
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genotyping. With the tricyclic antidepressant drugs, lithium and anticonvulsants used in psychiatry, TDM is a long-established tool for 

finding the individual dose optimum. For SSRIs, TDM is also recommend. Evidence for a statistically significant relationship between drug 

concentration and therapeutic outcome is lacking for the tetracyclic antidepressants maprotiline, mianserin and mirtazapine and also 

for trazodone, reboxetine and the monoamine oxidase inhibitors. Clear evidence of the benefits of TDM has been given for a number of 

old (haloperidol, trifluoperazine and fluphenazine) and new (especially for clozapine and olanzapine) antipsychotic drugs.

Key words: psychoactive drugs, therapeutic monitoring, personalized pharmacotherapy.

Klin Farmakol Farm 2012; 26(3): 131–134



132

Klinická farmakologie a farmacie | 2012; 26(3) | www.klinickafarmakologie.cz

Hlavní téma

ukázaly, že TDM SSRI je cenově výhodné u starších 

pacientů, kde pomůže k použití minimální efektivní 

dávky (8). Důkazy o statisticky významném vztahu 

mezi koncentrací léčiv a terapeutickou odezvou 

chybí u tetracyklických antidepresiv maprotili-

nu, mianserinu a mirtazapinu a také u trazodonu 
a reboxetinu, a u inhibitorů monoaminooxidá-
zy moklobemidu a tranylcyprominu (9). U typic-
kých antipsychotik haloperidolu, trifluoperazinu 

a fluphenazinu byla prokázána signifikantní kore-

lace mezi plazmatickou koncentrací a terapeutic-

kým účinkem (10). O významu TDM u atypických 
antipsychotik se stále vedou diskuze, nicméně 

se objevuje stále více důkazů, že tato metoda může 

zlepšit účinnost, a to zejména u pacientů, kteří 

neodpovídají na terapeutické dávky nebo vykazují 

nežádoucí účinky (11). U psychofarmak typu stabi-
lizátorů nálady a antimanik je TDM důrazně do-

poručováno, poněvadž jsou dobře definovány te-

rapeutické referenční rozmezí i toxické hladiny (9).

Hlavním důvodem využití TDM u psychofar-

mak je značná interindividuální variabilita farma-

kokinetických parametrů u jednotlivých pacientů. 

Aby mohlo léčivo uplatnit svůj terapeutický účinek, 

musí dosáhnout dostatečné koncentrace v místě 

svého působení, což nezávisí pouze na podané 

dávce. Naopak, při stejné dávce psychofarmak mů-

že dojít k více než 20násobným interindividuálním 

rozdílům v dosažené ustálené koncentraci, a to 

v důsledku odlišné schopnosti pacientů absorbo-

vat, distribuovat, metabolizovat a vylučovat léky 

kvůli souběžným onemocněním, věku, pohlaví, 

kouření, stravovacím návykům, další medikaci ne-

bo genetickým rozdílům. Odlišné lékové formy 

stejného léčiva mohou také ovlivnit míru a dobu 

absorpce, a tím i jeho koncentraci v těle. Nedávné 

výzkumy ukazují, že i P-glykoprotein ve střevní 

sliznici a hematoencefalické bariéře mozku má 

významnou roli ve farmakokinetické variabilitě 

psychofarmak (12). Studie na zvířatech dokumen-

tují, že plazmatická koncentrace psychotropních 

léčiv koreluje s koncentrací v jejich cílovém orgánu, 

v mozku. Byla nalezena jednoznačná závislost mezi 

plazmatickou koncentrací antidepresiv a antipsy-

chotik a obsazováním dopaminových recepto-

rů nebo míst zpětného vstřebávání serotoninu 

v mozku pomocí pozitronové emisní tomografie. 

Monitorování koncentrací psychofarmak v plazmě 

je proto užitečné pro nastavení dávky k dosažení 

optimální receptorové blokády (9, 13).

Skupina TDM z „Arbeitsgemeinschaft für 

Neuropsychopharmakologie und Pharmako-

psychiatrie“ (AGNP) opakovaně publikuje dopo-

ručené postupy vycházející z odborné literatury 

pro optimální využití TDM v psychiatrii (9). TDM je 

založeno na předpokladu, že existuje vztah mezi 

plazmatickými koncentracemi a klinickými účinky 

(terapeutické zlepšení, vedlejší účinky a nežádoucí 

účinky). Dále se předpokládá, že existuje plazmatic-

ká koncentrace léčiva, která se vyznačuje maximál-

ní účinností a maximální bezpečností, tzv. „terapeu-

tické okno“ nebo „terapeutické referenční rozmezí“, 

které lze definovat jako rozmezí koncentrací, které 

jsou určené dolní mezí, pod kterou je vyvolání te-

rapeutické odpovědi léku nepravděpodobné, 

a horní mezí, nad kterou se snižuje tolerance nebo 

se již terapeutické zlepšení nepředpokládá. Toto 

„terapeutické referenční rozmezí“ je orientační, za-

ložené na populaci a nemusí být použitelné pro 

všechny pacienty. Někteří pacienti mohou vyka-

zovat optimální terapeutickou odpověď při nižší 

koncentraci léčiva, která se liší od „terapeutického 

referenčního rozmezí“. Terapie psychofarmaky mů-

že být u daného pacienta nejlépe nastavena na zá-

kladě jeho „individuální terapeutické koncentrace“ 

(14, 15). Mnoho psychofarmak je používáno pro 

několik různých indikací (např. antidepresiva jsou 

používána také k léčbě úzkosti), nicméně informací 

o optimálních plazmatických koncentracích v těch-

to indikacích je nedostatek a referenční rozmezí 

jsou obecně uváděna pouze pro primární indikaci. 

Uváděny jsou také tzv. „laboratorní varovné hladi-

ny“ označující koncentrace léčiva nad doporučené 

referenční rozmezí, při kterých by pracovníci pro-

vádějící TDM měli ihned informovat ošetřujícího 

lékaře. Tyto varovné hladiny jsou založeny na hlá-

šeních intolerace nebo intoxikace a na měřeních 

plazmatických koncentrací. Ve většině případů však 

byly pouze definovány jako 2krát vyšší plazmatické 

koncentrace než je uváděná horní hranice „tera-

peutického referenčního rozmezí“. Upozornění by 

mělo vést ke snížení dávky, pokud pacient vykazuje 

známky toxicity nebo intolerance. Jestliže je však 

vysoká koncentrace léčiva pacientem dobře tole-

rována a pokud by snížení dávky vedlo ke zhoršení 

příznaků, měla by dávka zůstat nezměněna (9).

Tabulka 1a. Stupně doporučení pro TDM psychofarmak (9)

Stupeň 1: „Strongly recommended“

Důkazy: Uváděné koncentrace léčiv jsou prokázané a stanovují terapeutické referenční rozmezí. Kontrolované klinické studie prokázaly přínos TDM a informova-

ly o snížené tolerabilitě nebo intoxikaci.

Doporučení: TDM je důrazně doporučováno pro titraci dávky a speciální indikace. V případě lithia by TDM mělo být běžně prováděno.

Klinické důsledky: Při „terapeutické“ plazmatické koncentraci je nejvyšší pravděpodobnost odpovědi nebo remise; při „subterapeutických“ plazmatických koncen-

tracích je míra odpovědi při akutní léčbě srovnatelná s placebem stejně jako riziko relapsu při dlouhodobé léčbě; při „supraterapeutických” plazmatických koncen-

tracích hrozí riziko intolerance nebo intoxikace.

Stupeň 2: „Recommended“

Důkazy: Uváděné koncentrace léčiv byly získány z plazmatických koncentrací při terapeuticky účinných dávkách a se vztahem ke klinickým účinkům; informují 

o snížené tolerabilitě nebo intoxikaci při „supraterapeutických” plazmatických koncentracích.

Doporučení: TDM je doporučováno pro titraci dávky a u speciálních indikací nebo při řešení problémů.

Klinické důsledky: TDM zvýší pravděpodobnost odpovědi u non-respondérů. Při „subterapeutických” koncentracích je riziko špatné odpovědi; při „supraterapeu-

tických” koncentracích hrozí riziko intolerance nebo intoxikace.

Stupeň 3: „Useful“

Důkazy: Uváděné koncentrace léčiv byly vypočteny z plazmatických koncentrací při účinných dávkách získaných z farmakokinetických studií. Plazmatické koncen-

trace spojené s farmakodynamickým účinkem buď nejsou dosud k dispozici, nebo vycházejí z retrospektivní analýzy dat TDM, jednotlivých kazuistik nebo nesys-

tematických klinických zkušeností.

Doporučení: TDM je užitečné pro speciální indikace nebo pro řešení problémů.

Klinické důsledky: TDM může být použito ke kontrole, zda plazmatické koncentrace odpovídají dané dávce, nebo v případě, kdy klinické zlepšení může být dosa-

ženo zvýšením dávky u non-respondérů, kteří mají příliš nízké koncentrace v plazmě.

Stupeň 4: „Potentially useful“

Důkazy: Plazmatické koncentrace nekorelují s klinickým účinkem z důvodu unikátních farmakologických vlastností léčiva, jako je např. ireverzibilní blokáda enzy-

mu, nebo když lze dávkování snadno upravit podle klinických příznaků (např. spánek vyvolaný hypnotiky).

Doporučení: TDM není doporučováno pro titraci dávky, ale může být potenciálně vhodné pro speciální indikace nebo při řešení problémů.

Klinické důsledky: TDM by mělo být omezeno pro speciální indikace.



133

www.klinickafarmakologie.cz | 2012; 26(3) | Klinická farmakologie a farmacie

Hlavní téma

TDM je výhodné, protože je to objektivní me-

toda, která ukáže ošetřujícímu lékaři, zda se léčivo 

nachází v organizmu v koncentraci, která je poten-

ciálně dostačující pro očekávanou klinickou od-

pověď. Odchylky od očekávaného referenčního 

rozmezí závislého na dávce ukazují na pacientovu 

compliance nebo na odlišný rozsah metabolizmu 

léčiva. V biotransformaci psychofarmak hrají velmi 

důležitou roli formy cytochromu P450, jako jsou 

CYP1A2, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6 a 3A4/5. Status pomalé-

ho metabolizátora (PM) zvyšuje riziko nežádoucích 

účinků, zatímco status velmi rychlého metabolizá-

tora (UM) způsobuje vyšší riziko nedostatečného 

účinku v důsledku subterapeutické plazmatické 

koncentrace (16). Současné stanovení metabolitů je 

způsob, jak zjistit fenotyp pacienta, to jest současný 

metabolický stav (tzv. „state marker“), který zahrnuje 

účinek stravy, kouření, současné choroby, souběžně 

užívaná léčiva a genetickou predispozici. Genotyp 

je nazýván jako „trait marker“, který není ovlivněn 

zevními faktory a zůstává stejný v průběhu celého 

života. U řady psychofarmak metabolity aktivně 

přispívají k celkovému klinickému účinku mateřské 

látky. Z tohoto důvodu musí TDM obsahovat také 

kvantifikaci aktivních metabolitů, např. u klomipr-

aminu (norklomipramin), fluoxetinu (norfluoxetin) 

nebo risperidonu (9-hydroxyrisperidon). Stanovení 

metabolitů farmakologicky aktivních i neaktivních 

umožňuje také stanovení fenotypu pacienta (17, 18). 

Ke zjištění fenotypu je možno použít také mode-

lových látek jako je kofein pro CYP1A2, omeprazol 

pro CYP2C19, dextrometorfan nebo metoprolol 

pro CYP2D6, nebo midazolam pro CYP3A4/5 (2, 9). 

Porovnáním získaných a předpokládaných časově 

závislých plazmatických koncentrací po odběru 

několika krevních vzorků v průběhu dne může-

me rozlišit, zda nízká plazmatická koncentrace je 

výsledkem snížené dostupnosti, zvýšené biode-

gradace nebo špatné compliance. TDM je doporu-

čováno také v případě potvrzeného abnormálního 

genotypu cytochromu P450, protože genotypizace 

odhadne pouze přibližně do jaké míry mohou být 

plazmatické koncentrace u daného pacienta změ-

něny. U genotypicky pomalého nebo naopak ul-

trarychlého metabolizátora by neměl být lék auto-

maticky nahrazen jiným, ale často může být dávka 

upravena pomocí klinického posouzení a TDM (9). 

Klinický význam genetického polymorfizmu systé-

mu UDP-glukuronosyltransferázy a P-glykoproteinu 

nebyl zatím jednoznačně stanoven (9, 16).

AGNP doporučuje pravidelné monitorování 

plazmatických koncentrací nejméně jednou za 3–6 

měsíců při udržovací terapii, aby se zabránilo re-

lapsům a opakovaným hospitalizacím. Četnost 

požadavků na TDM může být zvýšena v případě 

podezření na non-compliance nebo při změně 

současně užívané medikace nebo kouření, které 

ovlivňují farmakokinetiku léčiva. Měří se celkové 

koncentrace psychofarmak, přičemž koncentrace 

získané ze séra nebo z plazmy jsou zaměnitelné. 

Doporučen je odběr údolních (minimálních) hla-

din v ustáleném stavu, což je nejméně po 4 elimi-

načních poločasech od zahájení nebo po změně 

dávkování, a to během terminální beta-eliminační 

fáze. U většiny psychofarmak se eliminační poločas 

pohybuje v rozmezí 12–36 h. Významnou výjimkou 

je trazodon a venlafaxin, které vykazují eliminační 

poločas přibližně 6 hodin, fluoxetin má naopak 

eliminační poločas výrazně delší. V klinické praxi 

je u většiny psychofarmak vhodná doba odbě-

ru za jeden týden užívání stabilní denní dávky, 

a to těsně před užitím ranní dávky, což je obvykle 

12–16 h (nebo 24 h, pokud je lék podáván jednou 

denně ráno) po poslední dávce. TDM je samozřej-

mě možné provést kdykoliv po užití léku, jestliže 

Tabulka 1b. Stupně doporučení pro TDM psychofarmak (9)

stupeň 1 stupeň 2 stupeň 3 stupeň 4

antidepresiva amitriptylin,

imipramin,

klomipramin,

nortriptylin

citalopram, desipramin, dosulepin, 

doxepin, duloxetin, escitalopram, 

fluoxetin, fluvoxamin, maprotilin, 

mirtazapin, sertralin, trazodon, 

trimipramin, venlafaxin

bupropion, mianserin, 

moklobemid, paroxetin, 

reboxetin 

agomelatin, tranylcypromin

antipsychotika amisulprid, klozapin,

flufenazin, haloperidol, 

olanzapin, perazin, 

perfenazin, tioridazin

aripiprazol, bromperidol, chlorpro-

mazin, flupentixol, fluspirilen, pali-

peridon, quetiapin, risperidon, ser-

tindol, sulpirid, ziprasidon

benperidol, chlorprotixen, iloperi-

don, levomepromazin, melperon, pi-

mozid, pipamperon, zotepin, zuklo-

pentixol

asenapin, protipendyl

stabilizátory nálady lithium karbamazepin, lamotrigin, 

kyselina valproová

antiepileptika fenobarbital, fenytoin karbamazepin, klobazam, klonaze-

pam, etosuximid, felbamát, lamotri-

gin, levetiracetam, metsuximid, ox-

karbazepin, primidon, rufinamid, spi-

ripentol, sultiam, tiagabin, kyselina 

valproová, zonisamid

gabapentin, pregabalin, topiramát vigabatrin

anxiolytika/hypnotika buspiron, opipramol, pregabalin alprazolam, bromazepam, 

brotizolam, chlordiazepo-

xid, klonazepam, diazepam, 

flunitrazepam, lorazepam, 

lormetazepam, midazolam, 

nitrazepam, nordazepam, 

oxazepam, temazepam, tria-

zolam, zolpidem, zopiklon

léčba demence donepezil galantamin, memantin, rivastigmin

léčba závislostí buprenorfin, bupropion, levometa-

don, metadon, naltrexon

akamprosat, disulfiram, vareniklin klometiazol

antiparkinsonika amantadin, biperiden, bornaprin, 

bromokriptin, kabergolin, karbidopa, 

levodopa, entakapon, pramipexol, 

ropinirol, tiaprid, tolkapon

ostatní dexmetylfenidat, metylfenidat atomoxetin, modafinil
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se objeví neočekávané vedlejší účinky. Není nutné 

měřit pouze údolní (minimální) hladiny, dávkovací 

schéma by však mělo být na žádance uvedeno 

kvůli interpretaci. Pro efektivní TDM je zásadním 

předpokladem dostupnost vhodných analytických 

metod, které produkují výsledky v přiměřené době 

(tzn. do 48 h), a doporučení klinického farmakolo-

ga. TDM by mělo být požadováno, jestliže je zřej-

mé, že výsledek poskytne odpověď na konkrétní 

otázku, přičemž pro vyřešení daného problému 

je jedno měření často nedostatečné. Například, 

série měření ve vhodných intervalech může být 

požadována k objasnění, zda nízká koncentrace je 

výsledkem špatné compliance, snížené biologické 

dostupnosti nebo abnormálně rychlé eliminace. 

Požadavek na TDM musí obsahovat řádně vypl-

něnou žádanku, která je nezbytná pro správné 

změření koncentrace léčiva a adekvátní interpre-

taci výsledků. Žádanka by měla obsahovat jméno 

pacienta, demografické údaje, diagnózu, ostatní 

užívané léky, důvod k vyšetření, název léku a je-

ho dávkování, formu léku, dobu poslední změny 

dávky a čas odběru krve. Interpretace výsledku 

a farmakologické doporučení by měly být součástí 

každé zprávy, plazmatická koncentrace však musí 

být interpretována ve vztahu ke klinickému stavu. 

Výsledek TDM je vodítkem ke správnému dávko-

vání u jednotlivých pacientů. Je zcela nezbytné si 

uvědomit, že optimální TDM je interdisciplinární 

obor, který vyžaduje úzkou spolupráci analytika, 

klinického farmakologa a klinika (2, 9).

Využití TDM závisí na klinické situaci a konkrét-

ním léčivu. V případě suspektní non-compliance 

nebo intoxikace je stanovení plazmatické kon-

centrace obecně uznávaným postupem u všech 

léčiv a všech skupin pacientů. Nicméně, v případě 

psychofarmak je názor na zavedení TDM do rutinní 

praxe stále nejednotný. Na základě empirických 

zkušeností byly proto definovány 4 stupně dopo-

ručení pro TDM psychofarmak (9) (tabulka 1a, b). 

Monitorování hladin v léčbě psychických chorob 

zatím není do rutinní praxe zavedeno, přestože 

se subterapeutické nebo toxické plazmatické 

koncentrace psychofarmak mohou objevit i při 

standardním dávkování z důvodu interindividuální 

variability farmakokinetických vlastností jednotli-

vých pacientů. Terapeutické monitorování mů-

že být v klinické praxi využito k personalizované 

farmakoterapii, to jest k optimalizaci dávkování 

psychofarmak u každého jednotlivého pacienta. 

Napomáhá k maximalizaci účinnosti a prevenci to-

xicity, a to zejména u jedinců, kteří při standardním 

dávkování nereagují na léčbu nebo mají nežádoucí 

reakce. TDM je v současné době také nejpřesnější 

metodou sledování compliance. Nedostačující 

compliance u nemocných s psychickou poruchou 

je častější než u somaticky nemocných. Zvýšení 

compliance má za následek zlepšení prognózy, 

snížení počtu hospitalizací a z toho plynoucí sní-

žení nákladů. Strategie zvyšující compliance tak 

v sobě nesou kromě snížení osobního utrpení a zá-

těže rodiny také velký potenciál ekonomický (19). 

Využití TDM v psychiatrii proto zvyšuje účinek léčby 

a snižuje náklady, a to především tehdy, pokud je 

prováděno erudovaným klinickým farmakologem 

(20). V klinické praxi je však snaha stanovit optimální 

individuální dávku psychofarmaka často řízena 

strategií pokusu a omylu. Nedostatečné využití 

TDM v psychiatrii ukazuje potřebu zvyšování edu-

kace psychiatrů a klinických farmakologů o úloze 

TDM psychofarmak (21).

Závěrem lze říci, že TDM je spolehlivou 

pomůckou sonalizované farmakoterapie, také 

v psychiatrii. Pokud je adekvátně používáno, 

může pomoci mnoha psychiatrickým pacientům 

v mnoha situacích (9, 13) (tabulka 2).
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Tabulka 2. Indikace TDM v psychiatrii (9)

 Optimalizace dávkování po začátku léčby nebo po změně dávky

 Léky, u nichž je povinné TDM z bezpečnostních důvodů (např. lithium)

 Podezření na úplnou nebo částečnou non-compliance pacienta

 Nedostatečné klinické zlepšení při obecně doporučených dávkách

 Nežádoucí účinky při obecně doporučených dávkách

 Kombinace s léky se známým interakčním potenciálem nebo podezření na lékovou interakci

 TDM u farmakovigilančních programů

 Prevence relapsu při udržovací léčbě

 Recidiva při adekvátním dávkování

 Přítomnost genetické změny týkající se lékového metabolizmu (deficit nebo zmnožení genu)

 Těhotenství nebo kojení

 Děti a dospívající pacienti

 Starší pacient (> 65 let)

 Jedinci s mentálním postižením

 Pacienti s přidruženým onemocnění ovlivňujícím farmakokinetiku (jaterní nebo renální insuficience, 

kardiovaskulární onemocnění)

 Změny farmakokinetiky u pacientů s poruchou příjmu potravy (mentální anorexie, bulimie)

 Forenzní důvody

 Problémy vyskytující se po převedení z originálního přípravku na generikum (a naopak)

 Problémy vyskytující se po převedení z perorální na depotní injekční formu (a naopak)

 Nonlineární kinetika v rozmezí terapeutických dávek (např. fluoxetin, fluvoxamin, paroxetin)
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Jedná se o kazuistiku popisující intoxikaci pacientky léčené pro těžkou depresivní 

poruchu s psychotickými příznaky.  Pacientka užila neurčité množství venlafaxinu, 

mianserinu, klonazepamu a olanzapinu. Při příjmu byla změřena hladina venlafaxinu 

2638 ng/ml, po snížení dávky na 75mg/den bylo dosaženo terapeutického rozmezí. 

Poměr O-desmetylvenlafaxin/venlafaxin mezi 0.005 a 0.016 naznačil, že se může jednat 

o pomalého metabolizátora. Genetickým vyšetřením byla zjištěna homozygotní delece 

genu CYP2D6 *5/*5 a potvrdilo, že se jedná o pomalého metabolizátora. V rutinní 

praxi zatím nejsou běžně stanovovány hladiny venlafaxinu a jeho metabolitů. Poměr 

metabolitu k jeho mateřské látce nám umožnil zachytit případnou odchylku v 

metabolizmu léčiva, která pak následně může byla potvrzena stanovením genotypu  

příslušného enzymu. Terapeutické monitorování hladin tak přispívá k optimalizaci 

farmakoterapie také v případě psychofarmak. 
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Úvod
Venlafaxin (VEN), inhibitor zpětného vy-

chytávání serotoninu a noradrenalinu, patří 

mezi novější antidepresiva. Je indikován k léč-

bě a prevenci těžkých depresivních epizod 

a k  léčbě generalizované úzkostné poruchy, 

sociální úzkostné poruchy a panické poruchy 

s/nebo bez agorafobie (1). Primárně je venlafa-

xin metabolizován CYP2D6 na aktivní metabolit 

O-desmethylvenlafaxin (ODV) a prostřednictvím 

CYP3A4 na neaktivní N-desmethylvenlafaxin 

(NDV) (2). Pro poměr ODV/VEN, určujících fenotyp 

pacienta, je u rychlých a intermediálních meta-

bolizátorů uváděno rozmezí 0,3–5,2 a pro poměr 

NDV/VEN 0,46–1,48 (3). Doporučené terapeutické 

referenční rozmezí součtu VEN+ODV se pohybuje 

mezi 100–400 ng/ml, jako nebezpečné hladiny 

jsou uváděny hodnoty 800 ng/ml a vyšší (3). VEN 

je však antidepresivum, u kterého byl nalezen 

vysoký index fatální toxicity, což jest poměr počtu 

úmrtí ve vztahu k jeho spotřebě (4).

Metoda
Popis případu: Pacientka (41 let, hmotnost 

72 kg, výška 160 cm, BMI 28,1) byla dlouhodo-

bě léčena v psychiatrické ambulanci pro perio-

dickou depresivní poruchu a těžkou smíšenou 

poruchu osobnosti terapií: venlafaxin (Olwexya) 

150 mg 1–0–0 tbl., klonazepam (Rivotril) 0,5 mg 

1–0–1 tbl., mianserin (Miabene) 30 mg 1–0–1 tbl. 

a olanzapin (Zyprexa) 10 mg 0–0–1 tbl.

Dne 12. 10. 2011 byla přijata na interní od-

dělení pro podezření z intoxikace s krevním tla-

kem 110/70 mmHg a pulzovou frekvencí 98/

min, stěžovala si na velkou únavnost, útlum, 

nespavost, nechutenství a pokles hmotnosti 

(za 3 měsíce zhubla 12 kg). Popisovala též zhor-

šení nálady trvající 3 měsíce. Uvedla, že před 

příjmem vzhledem k přetrvávající nespavosti 

Intoxikace venlafaxinem – využití TDM, 
fenotypizace a genotypizace
Milan Grundmann1, Romana Uřinovská2, Petr Šilhán3, Ivana Kacířová1, 2

1Ústav klinické farmakologie, Lékařská fakulta Ostravské univerzity, Ostrava
2Oddělení klinické farmakologie, Fakultní nemocnice Ostrava
3Oddělení psychiatrické, Fakultní nemocnice Ostrava

Úvod: Antidepresivum venlafaxin patří mezi inhibitory zpětného vychytávání serotoninu a noradrenalinu. Primárně je metabolizován 

CYP2D6 na aktivní metabolit O-desmethylvenlafaxin a CYP3A4 na N-desmethylvenlafaxin. Pro poměr O-desmethylvenlafaxin/venlafaxin 

je uváděno u rychlých a intermediálních metabolizátorů rozmezí 0,3–5,2.

Metoda: Kazuistika popisuje případ intoxikace u pacientky (41 let) léčené v psychiatrické ambulanci pro periodickou depresivní poruchu 

a těžkou smíšenou poruchu osobnosti terapií: venlafaxin 150 mg/den, klonazepam 1 mg/den, mianserin 60 mg/den a olanzapin 20 mg/den. 

Pacientka doma užila neurčité množství venlafaxinu, mianserinu, klonazepamu a olanzapinu. TDM použitých psychofarmak metodou 

LC-MS/MS bylo při příjmu i v průběhu hospitalizace použito ke stanovení fenotypu a pro srovnání s genotypem CYP2D6.

Výsledky: Při příjmu byla změřena hladina venlafaxinu 2 638 ng/ml, po snížení dávky na 75 mg/den bylo dosaženo terapeutického rozmezí. 

Poměr O-desmethylvenlafaxin/venlafaxin mezi 0,005 a 0,016 stanovil pacientku jako pomalého metabolizátora. Genetické vyšetření,

při kterém byla zjištěna homozygotní delece genu CYP2D6 *5/*5, vysvětlilo tento fenotyp.

Závěr: V rutinní praxi zatím nejsou běžně stanovovány hladiny venlafaxinu a jeho metabolitů. Poměr metabolitu k jeho mateřské látce 

nám umožňuje zachytit případnou odchylku v metabolizmu léčiva, která pak následně může být potvrzena stanovením genotypu pří-

slušného enzymu. Terapeutické monitorování hladin tak přispívá k optimalizaci farmakoterapie také v případě psychofarmak.

Klíčová slova: venlafaxin, intoxikace, TDM, fenotyp, genotyp.

Venlafaxine intoxication – importance of TDM, phenotyping and genotyping

Introduction: Antidepressive drug venlafaxine belongs to the serotonine and norepinephrine reuptake inhibitors. It is primary meta-

bolized by CYP2D6 to its active metabolite O-desmethylvenlafaxine and by CYP3A4 to N-desmethylvenlafaxine. The range 0.3–5.2 for 

O-desmethylvenlafaxine/venlafaxine ratio was estimated for extensive and intermediate metabolizers.

Method: There is described intoxication of woman (41 years) treated by combination therapy venlafaxine 150 mg/day, mianserine 60 mg/

day, clonazepam 1 mg/day and olanzapine 10 mg/day. Patient was administered at home an indefinite amount of these psychofarmacs. 

TDM of these substances was provided using LC-MS/MS method to estimate phenotype of venlafaxine and to compare with genotype.

Results: On admission toxic plasma level of venlafaxine was found (2 638 ng/mL) and after reduction of the dose to 75 mg/day plasma 

level was estimated in therapeutic range. The ratio O-desmethylvenlafaxine/venlafaxine was estimated between 0.005 and 0.016 showing 

poor metabolizer. Genetic examination detected homozygotes deletion of the gene CYP2D6 *5/*5 and explained phenotype.

Conclusion: The ratio of the metabolite to the parent substance (phenotype) allows us to detect any deviation in the metabolism of drugs 

which can be subsequently explained by determination of genotype. Therapeutic drug monitoring contributes to the optimalization of 

pharmacotherapy in the case of psychotropic drugs.

Key words: venlafaxine, intoxication, TDM, phenotype, genotype.
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užila navíc 6 tbl. Rivotrilu a 4 tbl. Miabene, aby 

lépe spala. Pokus o suicidum odmítla. V průběhu 

hospitalizace byla vyšetřena psychiatrem, který 

zvýšil dávkování na Zyprexa 10 mg 1–0–1 tbl. 

Pacientka byla za 2 dny propuštěna se závěry: 

stav po akutní intoxikaci antidepresivy, těžká de-

presivní fáze s psychotickými příznaky, porucha 

osobnosti těžká smíšená, navíc kolonoskopicky 

zjištěny vnitřní hemoroidy 2. stupně s krvácením 

v anamnéze a klidné divertiky sigmatu. V labo-

ratorním nálezu byly zvýšeny jaterní testy GMT 

až na 9,7 ukat/l. Pacientka byla propuštěna též 

proto, že měla být dne 24. 10. 2011 plánovaně 

hospitalizována na lůžkovém psychiatrickém 

oddělení pro nedostatečnou terapeutickou od-

pověď. Při přijetí na psychiatrické oddělení byla 

pacientka lucidní, orientovaná, odpovědi přilé-

havé, v popředí depresivní nálada bez psycho-

tických příznaků. Krevní tlak (TK) 140/90 mmHg, 

pulz 68/min, fyzikálně vše v normě. Subjektivně 

si kromě dříve uvedených příznaků stěžovala 

na bolest hlavy.

Přijata s diagnózami:

 rekurentní depresivní porucha, středně těžká 

fáze

 těžká smíšená porucha osobnosti s rysy 

emočně nestabilními, vyhýbavými a závislými

 suspektní abúzus alkoholu

 stav po intoxikaci antidepresivy

 stav po hysterektomii s následnou uretero-

plastikou

Po příjmu na psychiatrii byly provedeny la-

boratorní vyšetření, včetně stanovení hladiny 

venlafaxinu a jeho dvou metabolitů ODV a NDV, 

olanzapinu a klonazepamu. Dávka olanzapinu 

byla snížena na polovinu, dávka klonazepamu 

byla zvýšena o 50 %, dávka venlafaxinu zůstala 

stejná. Navíc byl přidán Flavobion 1–1–1 tbl.

Hladiny venlafaxinu, ODV, NDV, olanzapinu 

a klonazepamu byly měřeny metodou LC-MS/

MS (5). Fenotyp byl stanoven jednak z pomě-

ru ODV/VEN, jednak použitím modelové látky 

betablokátoru metoprololu, používaného pro 

zjištění aktivity CYP2D6 stanovením poměru alfa-

-hydroxymetoprolol/metoprolol metodou HPLC 

(6). Genotyp CYP2D6 byl stanoven jako rutinní 

vyšetření v laboratoři Oddělení lékařské genetiky 

Fakultní nemocnice Ostrava metodou analýzy 

křivek tání na přístroji LightCycler ver. 1.5 (f. Roche).

Výsledky
Z laboratorních nálezů jsou nápadné zvýše-

né hodnoty jaterních testů, zejména GMT s ten-

dencí k normalizaci, a vysoká hodnota celkového 

cholesterolu (tabulka 1).

Při přijetí byla hladina venlafaxinu 2 638 ng/ml, 

vysoce překračující doporučované rozmezí 100–

400 ng/ml, fenotypicky byla pacientka zařazena 

mezi pomalé metabolizátory (PM), protože me-

tabolitu bylo méně než 1 %. Za 4 dny při kon-

trolovaném podávání medikace klesla hladina 

více než o polovinu, ale byla neustále v potenci-

álně toxickém rozmezí. Proto bylo doporučeno 

snížení dávky venlafaxinu na 75 mg/den, tedy 

na polovinu. Kontrola za další 3 dny ukázala stejně 

vysoké hladiny VEN bez úpravy podávané dávky, 

znovu bylo doporučení snížení dávky na 75 mg/

den. K tomu došlo 5. 11. 2011 a za další 3 dny byly 

již hladiny v normě a došlo k výraznému zlepšení 

subjektivních obtíží pacientky (tabulka 2). Status 

pacientky jako PM byl potvrzen i při podání mo-

delové látky metoprololu, jehož metabolit alfa-

-hydroxymetoprolol vzniká působením CYP2D6, 

a po jednorázovém podání nebyl vůbec nalezen 

(tabulka 3).

Hladiny olanzapinu se při aplikaci obou dá-

vek nalézaly v terapeutickém optimu, hladiny 

klonazepamu pod dolní hranicí terapeutického 

rozmezí (tabulka 4).

Genotyp: V DNA pacientky byla zjištěna 

homozygotní delece genu CYP2D6 (alelická 

varianta *5/*5). Pacientka je pomalým metabo-

lizátorem (PM).

Průběh
U pacientky byly nalezeny vysoké koncen-

trace VEN zhruba 5x přesahující terapeutické 

rozmezí a 3x nebezpečnou koncentraci. Naopak 

koncentrace hlavního metabolitu zprostředkova-

ného metabolizací cytochromem P4502D6 by-

ly téměř nulové, což potvrdilo i vyšetření mode-

Tabulka 2. Sérové koncentrace venlafaxinu (VEN) a jeho metabolitů O-desmethylvenlafaxin u (ODV) 

a N-desmethylvenlafaxin u (NDV); stanovení fenotypu

den odběru; dávka čas odběru VEN

(ng/ml)

ODV

(ng/ml)

ODV/VEN NDV

(ng/ml)

NDV/VEN

24. 10. 2011 (150 mg/d) při příjmu 2638 20,6 0,008 731 0,28

28. 10. 2011

(150 mg/d)

před užitím 1106 7,6 0,007 299 0,27

2 hod po užití 1228 6,7 0,005 301 0,25

6 hod po užití 977 7,7 0,008 292 0,30

31. 10. 2011

(150 mg/d)

před užitím 1054 12,8 0,012 260 0,25

2 hod po užití 767 12,6 0,016 241 0,31

6 hod po užití 1026 11,7 0,009 238 0,23

8. 11. 2011

(75 mg/d)

před užitím 364 2,1 0,006 83 0,23

6 hod po užití 434 2,4 0,006 73 0,17

Tabulka 3. Stanovení fenotypu pomocí sérové koncentrace modelové látky metoprololu

čas (hod) pulz / min krevní tlak 

(mmHg)

metoprolol 

(ng/ml)

hydroxymetoprolol 

(ng/ml)

hydroxymetoprolol/

metoprolol

před 65 154/96 - - -

8:54 Podání: metoprolol (Betaloc SR 200 mg ½ tbl).

1hod po 59 158/100 65,8 0 -

2hod po 50 148/98 77,6 0 -

3hod po 54 160/96 98,1 0 -

Tabulka 1. Laboratorní výsledky – biochemie séra

analyt 12. 10. 2011 24. 10. 2011 31. 10. 2011

natrium 137 mmol/l

kalium 3,7 mmol/l 4,2 mmol/l

kreatinin 62 umol/l 74 umol/l

bilirubin celkový 6,5 umol/l 4,8 umol/l

ALT 1,09 ukat/l 0,62 ukat/l 0,61 ukat/l

AST 1,48 ukat/l 0,55 ukat/l 0,48 ukat/l

ALP 1,39 ukat/l 1,33 ukat/l

GMT 9,7 ukat/l 4,09 ukat/l 2,99 ukat/l

glukóza 5,8 mmo/l 4,32 mmo/l

celkový cholesterol 9,06 mmol/l
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lovou látkou metoprololem. Klasifikace pacientky 

jako pomalého metabolizátoru CYP2D6 pomocí 

stanovení fenotypu bylo vysvětleno genetickým 

vyšetřením. Pacientce byla snížena dávka VEN 

na polovinu a za 14 dní se jeho hladina dostala 

do terapeutického rozmezí. Příznaky únavy, útlu-

mu, bolestí hlavy a nespavosti vymizely, zlepšila 

se i nálada pacientky, došlo k částečné úpravě 

zvýšených jaterních testů. Jako vedlejší nález by-

la zjištěna hypercholesterolemie a hypertenze 

s doporučením dalšího řešení této problematiky.

Diskuze
Venlafaxin patří mezi nová antidepresiva, kte-

rá jsou metabolizována CYP2D6. Tento enzym 

metabolizuje přibližně 25 % klinicky užívaných 

léčiv, avšak vykazuje velký genetický polymorfi-

zmus. Stanovení třech nejčastěji se vyskytujících 

PM alel (CYP2D6*3, *4 a *5) určí 95 % pomalých 

metabolizátorů, u kterých dochází k minimální 

metabolizaci na aktivní metabolit ODV, v našem 

případě byla v DNA pacientky zjištěna homozy-

gotní delece genu CYP2D6 (alelická varianta 

*5/*5). Tento genotyp vysvětluje nález fenotypu 

– poměr ODV/VEN je menší než 1 % a u mode-

lové látky metoprololu nebyl metabolit vůbec 

nalezen. Při takovéto konstelaci metabolické 

kapacity může dojít ke kumulaci mateřské látky 

v krvi a tím i k projevům intoxikace. Pacientka si 

stěžovala na únavu, útlum, nespavost, sníženou 

chuť k jídlu a pokles hmotnosti, což jsou časté 

nežádoucí účinky venlafaxinu, a na bolest hlavy, 

která se vyskytuje až ve 30 % případů (1). V labo-

ratorních výsledcích byly nalezeny abnormální 

funkční jaterní testy, zejména GMT a vysoká hla-

dina cholesterolu. Zvýšené hodnoty GMT vedly 

k úvaze o abúzu alkoholu, ale budou pravděpo-

dobně způsobeny dlouhodobě zvýšenou expo-

zicí venlafaxinem. Pacientka nemluvila pravdu 

o zvýšeném užívání psychofarmak, kde přiznávala 

olanzapin a mianserin. Podle naměřených hladin 

při příjmu na psychiatrické oddělení musela uží-

vat i výrazně vyšší dávky venlafaxinu, poněvadž 

při kontrolovaném podávání na oddělení se hla-

diny VEN snížily více než dvojnásobně a zůstaly tý-

den obdobné. Při stanovování fenotypu pomocí 

modelové látky – betablokátoru metoprololu, byl 

zjištěn pokles tepové frekvence, ale navíc hyper-

tenze ve všech sledovaných časech. Hypertenze 

bývá též častým nežádoucím projevem při terapii 

VEN. Při přijetí na interní oddělení byl naměřen 

TK 110/70 mmHg a pulzová frekvence 98/min., 

což mohlo být způsobeno zvýšenou koncent-

rací psychofarmak při akutní intoxikaci, bohužel 

bez stanovení hladin. Terapeutické monitorování 

hladin léčiv (TDM) je metodou, která pomocí 

stanovení hladin léčiv v krvi, interpretací a psaným 

doporučením klinickým farmakologem s úzkou 

spoluprácí s ošetřujícím klinikem dovede zkrátit 

dobu hospitalizace, snížit na minimum nežádoucí 

účinky a snížit náklady na léčbu. U naší pacientky 

jsme diagnostikovali pomocí TDM, fenotypizace 

a genotypizace rizikového pacienta při terapii lé-

čivy metabolizovanými CYP2D6. Jako PM je vysta-

vena většímu riziku intoxikace a její hospitalizace 

mohla být o týden kratší při akceptaci doporuče-

ní snížení dávky VEN na polovinu. Současně by 

se již dříve zvýšila kvalita jejího života, poněvadž 

většina nežádoucích účinků vymizela po snížení 

dávky na 75 mg/den při dosažení doporučené-

ho terapeutického rozmezí. Diagnóza PM má 

význam pro pacientku i do budoucna, poněvadž 

při eventuální další léčbě je potřeba provádět 

TDM při použití jiných antidepresiv (amitriptylin, 

klomipramin, desipramin, fluoxetin, imipramin, 

maprotilin, nortriptilin, paroxetin), neuroleptika 

(haloperidol, perfenazin, risperidon, thioridazin, 

zuklopentixol), analgetika (kodein, tramadol), an-

tiemetika (setrony), beta-blokátory (metoprolol, 

karvedilol), antiarytmika (propafenon) (7, 8).
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Tabulka 4. Sérové koncentrace olanzapinu a klonazepamu za 12 hodin po užití (ng/ml)

24. 10. 2011 28. 10. 2011 31. 10. 2011 8. 11. 2011

olanzapin (10 mg/den) 43,8* 31,3 24,6 20,5

klonazepam (1,5 mg/den) 9,1 7,0 10,1 -

*olanzapin 20 mg/den
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Tento přehled shrnuje rozdělení, farmakokinetické parametry, metabolismus a 

význam terapeutické monitorování antidepresiv. Podrobně se věnuje selektivním 

inhibitorům zpětného vychytávání serotoninu (SSRI) (citalopram, escitalopram, 

fluoxetin, fluvoxamin, paroxetin, sertralin), která jsou nejčastěji předepisovaná 

antidepresiva. Dále se zaměřuje na inhibitory zpětného vychytávaní serotoninu a 

noradrenalinu (SNRI) (venlafaxin a duloxetin) a atypická antidepresiva (mirtazapin a 

bupropion). Obecně  je terapeutické monitorování doporučováno pro posouzení 

compliance, při změně současně užívané medikace, při podezření na intoxikaci nebo 

lékové interakce. 
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Therapeutic monitoring of psychoactive drugs - antidepressants: A review
Milan Grundmanna, Ivana Kacirovaa,b, Romana Urinovskab

Background. Major depression, is one of the most prevalent mental disorders in Europe and the USA. The dramatic 
rise in pharmacological antidepressants is mainly due to increase in use of selective serotonin reuptake inhibitors, 
serotonin and norepinephrine reuptake inhibitors and other new generation antidepressants. In clinical practice, op-
timum individual doses are often guided by trial-and-error. This article reviews the available literature on therapeutic 
monitoring of antidepressant drugs.
Methods. A search using MEDLINE (english-language reports, 1983 - August 2012) with the key words for antidepres-
sant drugs and therapeutic drug monitoring. 
Results. There is a need for monitoring antidepressants due to wide interindividual pharmacokinetic variability. At the 
same drug dose, a more than 20-fold variation in steady state concentration of drug in the body may result: people 
differ in their ability to absorb, distribute, metabolise and excrete drugs for reasons of concurrent disease, age, gender, 
smoking and eating habits, concomitant medication and genetics. 
Conclusions. Monitoring of antidepressant drugs enables us to individualise drug doses based on rational therapy, 
minimalise side effects, reduce morbidity and mortality and cut the cost of health care. Phenotyping and genotyping 
could increase therapeutic drug monitoring furthere.
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Major depression is one of the most prevalent mental 
disorders in Europe and the United States, with a 16.5% 
and 8.9% lifetime prevalence for European women and 
men and 16.2% and 6.6% for American women and men. 
This is the case after more than half a century of mod-
ern psychopharmacology, with billions of dollars spent 
on antidepressants annually world-wide. The dramatic 
rise in consumption of antidepressants in developed 
countries in the past two decades has been mainly due 
to increase in the use of selective serotonin reuptake in-
hibitors, serotonin and norepinephrine reuptake inhibi-
tors and other new generation antidepressants which are 
now the most commonly prescribed antidepressants in 
the world. However, we lack good evidence to guide our 
everyday decisions in conducting antidepressant treat-
ment of patients with major depression1. There are several 
commonly used classes of antidepressants. These include 
selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs), serotonin 
and norepinephrine reuptake inhibiors (SNRIs), atypi-
cal antidepressants (eg, bupropion and mirtazapin), and 
serotonin antagonists and reuptake inhibitors (SARIs). 
Older classes of antidepressants (tricyclic antidepres-
sants - TCAs and monoamine oxidase inhibitors - MAOIs) 
are still used occasionally. Therapeutic drug monitoring 
(TDM) in the field of psychotropic drugs began with the 
tricyclic antidepressants in the 1960s (ref.2). Although 
there is sufficient evidence for the benefits of TDM in 
optimizing antidepressant therapy, its current use in rou-
tine care is far from optimal3. In clinical practice, the 
effort to determine the individual antidepressant drug 

dose optimum is often guided by a trial-and-error dose 
titration strategy4. 

Tricyclic antidepressants and monoamine oxidase inhibitors
With the tricyclic antidepressant drugs, TDM is a long-

established tool for finding the individual dose optimum. 
TDM has been reported to increase not only efficacy and 
safety of TCAs, but also cost-effectiveness in the treat-
ment of depression and is highly recommended for most 
tricyclic antidepressants. It reduces the risk of intoxica-
tion, and for many TCAs, a plasma concentration-clinical 
effectiveness relationship has been shown5-9. These older 
agents are limited by their greater risk of overdose, poten-
tial effects on cardiac conduction/arrythmias (TCAs), and 
substantial restrictions on diet and medications (MAOIs). 
TCAs are also associated with orthostatic hypotension, 
sedation, and anticholinergic effects, and MAOIs com-
monly cause orthostasis as well10. 

Selective serotonin reuptake inhibitors
Serotonin (5-hydroxytryptamine) is an ancient chemi-

cal, evolving at least one billion years ago, and it is pres-
ent in fungi, plants, and animals. It belongs to a class 
of biochemicals called monoamines, which also includes 
norepinephrine, and dopamine. Many adaptive processes 
evolved to be regulated by serotonin, including cell differ-
entiation, temperature, platelet activation and the clotting 
process, digestion and gut movement, insulin, electrolyte 
balance, astrocytic activity, neuronal apoptosis, cerebral 
blood flow, emotion, attention, aggression, mood, repro-
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ductive function, and mating behavior. Because serotonin 
regulates many adaptive processes, antidepressants based 
on serotonin reuptake inhibition could have many adverse 
health effects. Antidepressants can cause developmental 
problems, they have adverse effects on sexual and ro-
mantic life, and they increase the risk of hyponatremia, 
bleeding, stroke, and death in the elderly11. The SSRIs are 
the first-line and the most commonly prescribed antide-
pressants. All SSRIs share similar pharmacologic actions, 
including minimal anticholinergic, antihistaminic, and 
alpha1-adrenergic blocking effects, and potent presynaptic 
inhibition of serotonin reuptake. They are generally well-
tolerated and are not as dangerous in overdose as are the 
older agents10. The SSRIs are all lipophilic agents, which 
are well absorbed via the gut mucosa. Fluoxetine, parox-
etine, and especially sertraline are highly blound to plas-
ma proteins (95-98%), whereas the protein binding is less 
pronounced for citalopram and fluvoxamine (≤80%). The 
drugs are extensively distributed to tissues, with volumes 
of distributions in the range of 400-3000 L. All of the 
SSRIs are predominantly eliminated by cytochrome P450 
catalyzed oxidation in the liver. Fluoxetine, paroxetine and 
fluvoxamine have all been shown to saturate their own me-
tabolism resulting in nonlinear kinetics within therapeutic 
dosing ranges. Hence, higher doses of these drugs pro-
duce a disproportionate increase in their plasma concen-
trations. Consequently, it may be difficult to predict the 
dose necessary to achieve a certain plasma concentration 
based on the drug plasma concentrations obtained with 
another dose. The disproportionate increase in plasma 
concentrations is particularly important with respect to 
elderly patients. In contrast, citalopram and sertraline 
follow linear konetics within their therapeutic relevant 
ranges12. To obtain a drug plasma concentration with any 
predictive value, one should be sure that a steady-state 
level of the drug has been achieved, i.e. the first blood 
sample should be drawn 4-5 elimination half-lives after 

initiation of therapy. Citalopram, sertraline, paroxetine, 
and fluvoxamine are eliminated with half-lives of about 
12-36 h, so after 7-14 days all patients are expected to be 
in a steady-state. The elimination half-life of fluoxetine is 
long: up to 6 days for fluoxetine and 16 days for the ac-
tive metabolite norfluoxetine (Table 1). Thus, steady state 
levels of norfluoxetine will not be achieved until approxi-
mately 3 months after initiation of fluoxetine therapy12. 
The importance of therapeutic drug monitoring of SSRIs 
is the subject of controversial discussion. However, TDM 
offers information about drug interactions, insufficient 
therapeutic effect, side effects, compliance and overdose13. 
The basic characteristics of SSRIs and other newer classes 
of antidepressants are presented in Table 1. 

Citalopram: This is administered as a racemic mixture, 
pharmacologically active is S-enantiomer. Its oral bioavail-
ability is 80%, the maximum plasma concentration (Cmax) 
is reached in 2-4 h and is < 80% bound to plasma proteins. 
It is metabolized mainly through N-desmethylation in the 
liver to desmethylcitalopram, didesmethylcitalopram and 
citalopram-N-oxid (pharmacologically active) primarily by 
cytochrome P450 (CYP) form 2C19 with additional con-
tributions by CYP3A4 and CYP2D6. Polymorphism of 
CYP2C19 plays an important role in the N-demethylation 
of citalopram in vivo. Extensive and poor metabolizers of 
CYP2C19 caused a significant difference in the behaviour 
of citalopram14. The mean elimination half-life is 33-37 h, 
steady-state plasma concentrations is reached after 7-14 
days of dosing. There is a highly linear correlation be-
tween citalopram plasma concentrations and citalopram 
doses, well above the usual dose range. Patients >65 years 
had significantly higher dose-corrected citalopram plasma 
concentrations than younger patients15. Citalopram is 
widely used, because it does not exhibit pharmacokinetic 
interactions unlike fluoxetine, fluvoxamine, or paroxetine. 
For citalopram one observational study revealed that plas-

Table 1. Basic characteristic of antidepressant drugs9,12,48,54.

Drug
Bioavailability

(%)
Protein binding

(%)
Tmax

(hours)
Half-life (hours)

Time to reach
steady-state (days)

Bupropion
(Hydroxybupropion)

87-100 84 3-5 8-26
(17-47)

8

Citalopram 80 <80 2-4 33-37 7-14
Duloxetine 32-80 96 6-10 8-17 5
Escitalopram 80 56 3-6 22-32 7-10
Fluoxetine
(Norfluoxetine)

70 95 6-8 4-6 days
(4-16 days) (3 months)

Fluvoxamine 50 80 3-8 15-20 5-10
Mirtazapine 50 85 2 20-40 4-6
Paroxetine 30-60 95 3-5 12-44 4-14
Sertraline >44 98 4-8 26-36 7
Trazodone >60 89-95 1-4 distribution 3-6 

elimination 5-9
2-3

Venlafaxine
(O-desmethylvenlafaxine)

40-45 27 1-6 5
(11)

3

Tmax – time to reach maximum plasma concentration (Cmax)
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ma concentrations on day 7 of treatment were predictive 
for later non-response. Patients with citalopram plasma 
concentrations below 50 ng/mL had a significantly re-
duced effect on the Hamilton rating scale for depression15. 
Recent studies correlated plasma concentrations of SSRIs 
and occupancy of serotonin transporters (5-HTT) using 
positron emission tomography in healthy control subjects. 
Striatal 5-HTT occupancy correlated well with plasma 
concentrations of the SSRIs, and it was concluded that 
80% occupancy is associated with maximal therapeutic 
effects after 4 weeks of SSRI administration. For citalo-
pram, it was shown that at least 50 ng/mL is required to 
attain 80% 5-HTT occupancy. Despite therapeutic doses, a 
significant number of patients had serum concentrations 
less than 50 ng/mL, and these were associated with an 
unfavorable treatment outcome; therapeutic drug moni-
toring is therefore recommended to optimize dosing cita-
lopram in the early phase of treatment16. 

Escitalopram: It is a S-enantiomer of the racemic 
selective serotonin reuptake inhibitor antidepressant 
citalopram. It is rapidly absorbed (oral bioavailability 
80%), and reaches maximum plasma concentrations in 
approximately 3-6 h after administration. Escitalopram 
has low protein binding (56%) and is widely distributed 
throughout tissues. The elimination half-life of escitalo-
pram is about 22-32 h, steady-state concentrations are 
achieved within 7-10 days of administration. Escitalopram 
is metabolized by the CYP2C19, CYP2D6 and CYP3A4. 
S-desmethylcitalopram (S-DCT), the principal metabo-
lite, is present at approximately one-third the level of 
escitalopram; however, S-DCT is a weak inhibitor of se-
rotonin reuptake and does not contribute appreciably to 
the therapeutic activity of escitalopram. The didesmethyl 
metabolite of escitalopram is typically present at or be-
low quantifiable concentrations. Escitalopram and S-DCT 
exhibit linear and dose-proportional pharmacokinetics. 
Adolescents, elderly individuals and patients with hepat-
ic impairment show no clinically relevant differences in 
pharmacokinetics compared with healthy young adults, 
implying that adjustment of the dosage is not necessary 
in these patient groups17. TDM of escitalopram is recom-
mended for dose titration and for special indications or 
problem solving9.

Fluoxetine: This is administered as a racemate of R- 
and S-fluoxetine with almost equal affinity to the 5-HT 
reuptake carrier. It is well absorbed after oral intake, is 
highly protein bound (95%), and has a large volume of dis-
tribution (20-40 L/kg). The Cmax is reached within 6-8 h. 
Fluoxetine is metabolized primarily via N-demethylation 
to the active metabolite norf luoxetine primarily by 
CYP2D6 with additional contributions from CYP2C9, 
CYP2C19, CYP3A4 and CYP2B6 (ref.9,18). The elimina-
tion half-life of fluoxetine is about 4-6 days, while that of 
its metabolite norfluoxetine about 4-16 days. Fluoxetine 
has a nonlinear pharmacokinetic profile. On the basis 
of the results of plasma concentration-clinical response 
relationship studies, there appears to be a therapeutic win-
dow for fluoxetine. Concentrations of fluoxetine plus nor-

fluoxetine above 500 ng/mL appear to be associated with 
a poorer clinical response than lower concentrations19. 

Fluvoxamine: This is well absorbed after oral intake 
(oral absorption ≥ 94%), first pass metabolism reduces the 
bioavailability to about 50%. The Cmax is reached within 
3-8 h, plasma protein binding is about 80%. Fluvoxamine 
undergoes complex hepatic metabolism, with main met-
abolic routes that include oxidative demethylation and 
oxidative deamination (CYP1A2 and CYP2D6) (ref.18). 
Fluvoxamine has an elimination half-life of approximately 
15-20 h. It has been shown that the oral clearance de-
creases with increasing doses, suggesting that fluvoxamine 
exhibits nonlinear kinetics within the therapeutic dose 
interval. There is a therapeutic threshold for steady-state 
plasma concentrations of fluvoxamine and probably also 
for its major metabolite fluvoxamine acid20. 

Paroxetine: This is well absorbed from the gastroin-
testinal tract. It undergoes a partially saturated first pass 
metabolism which reduces the bioavailability to about 
30-60%. Maximal blood levels are reached 3 to 5 h after 
administration. Paroxetine is highly protein bound (95%) 
(ref.21). An elimination half-life is 12-44 h, steady-state 
levels are achieved after 4-14 days. Paroxetine exhibits 
nonlinear kinetics. It is eliminated after transformation 
in the liver into pharmacologically inactive metabolites. 
CYP2D6 (high affinity) and CYP3A4 (low affinity) are 
most likely to be the major contributors to paroxetine me-
tabolism in humans. For some individuals, CYP1A2 could 
be of importance for paroxetine metabolism, whereas the 
importance of CYP2C19 and CYP3A5 is probably lim-
ited. Nonlinear paroxetine kinetics is more prominent in 
extensive metabolizers of CYP2D6 than in poor metabo-
lizers of CYP2D6. Elderly subjects taking paroxetine have 
higher plasma concentrations and slower elimination than 
younger subjects22. Elimination is also reduced in severe 
renal and hepatic impairment23. Paroxetine is character-
ized by large interindividual pharmacokinetic variability 
and heterogeneous response patterns24. For paroxetine, a 
positive correlation was found between drug concentra-
tion in plasma and serotonin syndrome symptoms25.

Sertraline: The Cmax of sertraline is reached within 
4-8 h, plasma protein binding is about 98%. It undergoes 
extensive first-pass metabolism and has a linear pharma-
cokinetic profile. Several P450 enzymes have been shown 
to catalyze sertraline N-demethylation, with CYP2B6 
contributing to the greatest extent, with lesser contribu-
tions from CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4, and CYP2D6. 
For deamination, data support the role for CYP3A4 and 
CYP2C19. Purified human monoamine oxidases A and 
B also catalyzed sertraline deamination. Because it ap-
pears that there are multiple enzymes involved in initial 
metabolic pathways of sertraline, it would be difficult for 
any single agent to cause a meaningful drug interaction 
via inhibition of the metabolic clearance of sertraline26. 
The elimination half-life of sertraline is about 26-36 h and 
of its main metabolite N-desmethylsertraline between 62-
104 h. Steady-state concentrations are achieved within 7 
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days of administration. Smokers had significantly lower 
concentration-to-dose mean ratios of serum sertraline and 
desmethylsertraline than nonsmokers and higher sertra-
line and desmethylsertraline concentration-to-dose mean 
ratios were found in elderly patients than in adults aged 
less than 65 years. A profound variability was found for 
the interindividual steady-state and trough serum levels 
of sertraline and desmethylsertraline, but intraindividual 
metabolizing stability over time was found. The results 
highlight sertraline TDM as a tool for individual dose 
optimization and evaluation of patient drug compliance 
as well as drug-drug interactions. Knowledge of the con-
centration of the desmethyl metabolite of sertraline is not 
required to relate clinical effect with drug concentration. 
However, in some cases the concentration of desmethyl-
sertraline may be helpful to assess the degree of compli-
ance. No correlation between serum drug concentrations 
and clinical effect was found for sertraline27-29. However, 
monitoring the sertraline plasma level, even though not 
strictly necessary from a clinical point of view, can be 
useful in optimizing treatment30. 

Serotonin and norepinephrine reuptake inhibiors
Venlafaxine and duloxetine are the two most common-

ly used SNRIs. They block the reuptake of serotonin and 
norepinephrine. These agents are generally well-tolerated 
and safer than older agents in overdose. 

Venlafaxine: It is metabolized primarily by the high-
ly polymorphic cytochrome P450 enzyme CYP2D6 
to yield a pharmacologically active metabolite, 
O-desmethylvenlafaxine (ODV), and to a lesser extent by 
CYP3A4, to yield N-desmethylvenlafaxine31.Venlafaxine 
(VEN) and ODV are mixed serotonin and norepinephrine 
reuptake inhibitors, venlafaxine is a moderate inhibitor 
of dopamine reuptake. Only 40-45% of the dose reaches 
the systemic circulation unchanged, because of extensive 
first-pass metabolism. Venlafaxine and its main metabolite 
ODV are 27% and 30% bound to plasma proteins, respec-
tively. Maximal blood levels are reached 1-2 h (VEN) and 
3 h (ODV) after administration of fast-released form and 
6 h (VEN) and 9 h (ODV) after administration of slow-
released form. The steady-state half lives of venlafaxine 
and its active metabolite ODV are 5 and 11 h, respec-
tively. Steady-state plasma concentrations are reached 
after 3 days of dosing. The ratio of ODV/VEN is an ef-
fective means of phenotyping individuals according to 
their CYP2D6 metabolizer status32. Serum levels varied 
widely at each dose level. Sex, age and smoking should 
be considered for optimal dosing of patients with VEN.
Women had higher dose-corrected serum levels of VEN 
and ODV than men, and patients older than 60 years 
showed higher levels of both compounds than younger 
ones. In smokers, mean serum levels of ODV is lower than 
in non-smokers33. A significant correlation was found be-
tween VEN plasma levels and its antidepressant efficacy34. 
By Gex-Fabry et al. earlier clinical response may occur 
with higher VEN+ODV plasma level35. A positive correla-
tion was also found between VEN plasma concentration 
and adverse effects. Patients with ODV/VEN ratios below 

0.3 had more side effects and reduced serum concentra-
tions of sodium in comparison with other patients. A poor 
metabolizers of CYP2D6 increases the risk of VEN side 
effects36, 37. 

Duloxetine: This achieves a maximum plasma con-
centration approximately 6-10 h after dosing. Duloxetine 
is highly protein bound (96%) and is widely distributed 
throughout tissues. Oral bioavailability is approximately 
50% (32-80%). It is rapidly and extensively metabolized 
in the liver by CYP1A2 and CYP2D6, and its numerous 
metabolites, which are inactive, are mainly excreted in 
the urine. The mean elimination half-life of duloxetine is 
approximately 8-17 h (ref.38,39). Therapeutic drug moni-
toring of duloxetine and titration to steady-state serum 
concentrations above 58 ng/mL is useful for treatment 
optimization40. 

 
Atypical antidepressants
Mirtazapine, a serotonin-receptor blocker that also 

has effects on norepinephrine via blockade of alpha2-ad-
renergic receptors, and bupropion, an agent with effects 
on norepinephrine and dopamine, represent important 
alternatives to the SSRIs and SNRIs and, for treatment-
resistant depression, are sometimes used in combination 
with them in more complex pharmacologic regiments. 
Bupropion is a potent inhibitor of CYP2D6. Mirtazapine 
causes significant blockade at histamine (H1) receptors 
and 5-HT2 receptors, leading to sedation and incresed 
appetit/weight gain. 

Mirtazapine: This is a tetracyclic antidepressant, 
the first noradrenergic and specific serotonergic anti-
depressant (NaSSA). It is rapidly and well absorbed 
from the gastrointestinal tract after oral administration, 
and peak plasma concentrations are reached within 
2 h. Mirtazapine binds to plasma proteins (85%) in a 
nonspecific and reversible way. The bioavailability is 
approximately 50%, mainly because of gut wall and he-
patic first-pass metabolism. Mirtazapine shows linear 
pharmacokinetics, which is dependent on gender and 
age: females and the elderly show higher plasma concen-
trations than males and young adults. The elimination 
half-life of mirtazapine ranges from 20 to 40 h, which 
is in agreement with the time to reach steady-state (4 to 
6 days). Biotransformation is mainly mediated by the 
CYP2D6 and CYP3A4, with a lesser extent of CYP1A2 
and CYP2B6 (ref.9,18,41). Although no concentration-effect 
relationship could be established, it was found that with 
therapeutic dosages of mirtazapine (15 to 45 mg/day), 
plasma concentrations range on average from 5 to 100 
ng/mL (ref.41). Wide interindividual variability of serum 
concentrations at each dose level of mirtazapine have 
been found. Patients with N-desmethylmirtazapine/mir-
tazapine ratios less than 0.4 had significantly more side 
effects than those having higher ratios. Comedications 
were assessed for drug-drug interaction, and significantly 
lower N-desmethylmirtazapine/mirtazapine ratios were 
found under concomitant medications of the antidepres-
sant sertraline and the antipsychotic amisulpride42. 
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Bupropion: This is a dopamine-norepinephrine reup-
take inhibitor. The bioavailability is minimally 87%, maxi-
mal blood levels are reached 3-5 h after administration, 
plasma protein binding is about 84%. Bupropion is ex-
tensively metabolized by the liver and has an elimination 
half-life 8-26 h. Hydroxybupropion, the primary active 
metabolite (the elimination half-life 17-47 h), is formed 
by cytochrome CYP2B6. At steady-state, Cmax of hydroxy-
bupropion is 4- to 7-fold higher, compared with this of 
the parent drug. Threohydrobupropion and erythrohy-
drobupropion (the elimination half-life 37 and 33 h, re-
spectively), the other active metabolites of bupropion, are 
formed via nonmicrosomal pathways43. Bupropion and 
metabolites demonstrated linear pharmacokinetics and 
steady-state concentrations are achieved within 8 days 
of administration. Genetic polymorphisms in CYP2B6 
may cause variability in bupropion pharmacokinetics. 
Bupropion may be a probe drug for CYP2B6 activity in 
humans44. A curvilinear relationship between antidepres-
sant efficacy and trough plasma bupropion concentrations 
was found. The increase in plasma bupropion concen-
tration from trough level to the 4 h postdose peak level 
was also positively related to antidepressant response45. 
Plasma levels of bupropion and metabolites, particularly 
hydroxybupropion, may also predict acute antidepressant 
response in depressed youths taking bupropion46. 

Serotonin antagonists and reuptake inhibitors
Trazodone is a main antidepressant from the serotonin 

antagonists and reuptake inhibitors group. 
Trazodone: Absorption of trazodone is rapid and com-

plete after oral administration and the absolute bioavail-
ability has been reported as >60%. It is 89-95% protein 
bound and achieves a maximum plasma concentration 
approximately 1-4 h after dosing. Trazodone is nearly 
completely metabolized hepatically by hydroxylation, 
dealkylation, and N-oxidation. 20% of a trazodone dose 
undergoes N-dealkylation via CYP3A4 to a pharmacologi-

cally active metabolite, m-chlorophenylpiperazine. The ac-
tive metabolite is further metabolized via CYP2D6, and is 
therefore subject to CYP2D6 polymorphism. Trazodone 
showes linear pharmacokinetics and exhibits biphasic 
elimination with a mean distribution half-life of 3-6 h and 
an elimination half-life of 5-9 h (ref.47). A significant cor-
relation was found between steady-state plasma trazodone 
levels and its antidepressant efficacy, but not between 
plasma drug levels and the incidence of side effects48,49. 

The major reason to use TDM for the guidance of psy-
chopharmacotherapy is the considerable interindividual 
variability in the pharmacokinetic response of the patient. 
To produce its characteristic effects, a drug must be pres-
ent in appropriate concentrations at its sites of action. The 
latter is not only a function of the dose administered. At 
the very same dose of psychotropic drugs, a more than 20-
fold interindividual variation in the medication’s steady- 
state concentration in the body may result, as patients 
differ in their ability to absorb, distribute, metabolize 
and excrete drugs due to concurrent disease, age, gender, 
smoking or eating habits, concomitant medication or ge-
netic peculiarities9,50. Considerable and clinically relevant 
knowledge has been acquired during the past 30 years on 
the important role of cytochrome P450 forms, CYP1A2, 
CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, and CYP3A4/5, in the 
biotransformation of antidepressants (Table 2). The ge-
netically determined polymorphism of CYP2D6 is of high 
clinical relevance for antidepressants, which are substrates 
of this form, including tricyclic antidepressants, some se-
lective serotonin reuptake inhibitors (eg, paroxetine and 
fluoxetine), and “third-generation” antidepressants (eg, 
venlafaxine and mirtazapine). Clinically, a poor metabo-
lizer (PM) status may represent a higher risk for adverse 
effects in patients treated with antidepressants known to 
be substrates of the deficient enzyme, while ultra-rapid 
metabolizers (UMs) undergo a higher risk for nonre-
sponse, due to subtherapeutic plasma concentrations51. 
On the other hand, second-generation antidepressants 

Table 2. Cytochrome P450 (CYP) forms involved in the metabolism of antidepressant drugs9,18,54.

Drug CYP Active metabolite

Bupropion 2B6 hydroxybupropion, threohydrobupropion, erythrohydrobupropion

Citalopram 2C19, 3A4, 2D6 desmethylcitalopram, didesmethylcitalopram, citalopram-N-oxid 

Duloxetine 1A2, 2D6 none

Escitalopram 2C19, 2D6, 3A4 desmethylcitalopram, didesmethylcitalopram

Fluoxetine 2D6, 2C9, 2C19, 3A4, 2B6 norfluoxetine

Fluvoxamine 1A2, 2D6 fluvoxamine acid

Mirtazapine 3A4, 2D6, 1A2, 2B6 desmethylmirtazapine

Paroxetine 2D6, 3A4, 1A2, 2C19, 3A5 none

Sertraline 2B6, 2C19, 3A4, 2D6, 2C9 desmethylsertraline

Trazodone 3A4, 2D6 m-chlorophenylpiperazine

Venlafaxine 2D6, 3A4, 2C19 O-desmethylvenlafaxine, N-desmethylvenlafaxine
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Table 3. Effect of the newer antidepressant drugs in inhibiting the activity of various cytochrome P450 (CYP) forms18, 52.

CYP Bupropion Citalopram Duloxetine Fluoxetine Fluvoxamine Paroxetine Sertraline Venlafaxine

1A2 -  -/+ - - /+ +++ - /+ - /+ -
2C9 - - - ++ ++ + + -
2C19 - - /+ - ++ +++ + + -
2D6 ++ + ++ +++ + +++ ++ +
3A4 - - - ++ ++  -/+ - /+ -

Symbols: – = no effect; + = weak effect; ++ = moderate effect; +++ = strong effect

Table 4. Levels of recommendation for TDM in psychiatry by Arbeitsgemeinschaft für Neuropsychopharmakologie  
und Pharmakopsychiatrie9.

Level Evidence Recommendation Clinical Consequences

1: strongly recommended Reported drug concentrations 
are established and
evaluated therapeutic reference 
ranges. Controlled clinical trials 
have shown beneficial effects 
of TDM, reports on decreased 
tolerability or intoxications.

TDM is strongly 
recommended for 
dose titration and for 
special indications.

At therapeutic plasma concentrations
highest probability of response or 
remission; at “subtherapeutic”
plasma concentrations: response rate 
similar to placebo under acute treat-
ment and risk of relapse under chronic
treatment; at “supratherapeutic” 
plasma concentrations: risk of intoler-
ance or intoxication.

2: recommended Reported drug concentrations 
were obtained from plasma 
concentrations at therapeuti-
cally effective doses and related 
to clinical effects; reports on 
decreased tolerability or intoxi-
cations at “supratherapeutic” 
plasma concentrations. 

TDM is recommend-
ed for dose titration
and for special indica-
tions or problem 
solving.

TDM will increase the probability of
response in non-responders. 
At “subtherapeutic” plasma concentra-
tions: risk of poor response; 
at “supratherapeutic” plasma concen-
trations: risk of intolerance or intoxica-
tion.

3: useful Reported drug concentrations 
were calculated from plasma 
concentrations at effective doses 
obtained from
pharmacokinetic studies. 
Plasma concentrations related 
to pharmacodynamic effects are 
either not yet available or
based on retrospective analy-
sis of TDM data, single case 
reports or 
non-systematic clinical experi-
ence. 

TDM is useful for 
special indications or 
problem solving.

TDM can be used to control whether
plasma concentrations are plausible for 
a given dose, or clinical
improvement may be attained by dose 
increase in nonresponders
who display too low plasma concentra-
tions.

4: potentially useful Plasma concentrations do not 
correlate with clinical
effects due to unique pharma-
cology of the drug,
e. g., irreversible blockade of an 
enzyme, or dosing can be easily 
guided by clinical symptoms, e. 
g., sleep induction by a hypnotic 
drug. 

TDM is not recom-
mended for dose 
titration but may be 
potentially useful for 
special indications or
problem solving.

TDM should be restricted to special
indications.
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Table 5. Recommended therapeutic reference ranges, laboratory alert levels and levels of recommendation for TDM(ref.9).

Drugs + active metabolites Level
Therapeutic reference range  

(ng/ml )
Laboratory alert level  

(ng/ml )

Bupropion + Hydroxybupropion 3 225-1500 2000

Citalopram 2 50-110 220

Duloxetine 2 30-120 240

Escitalopram 2 15-80 160

Fluoxetine + Norfluoxetine 2 120-500 1000

Fluvoxamine 2 60-230 500

Mirtazapine 2 30-80 160

Paroxetine 3 30-120 240

Sertraline 2 10-150 300

Trazodone 2 700-1000 1200

Venlafaxine + O-Desmethylvenlafaxine 2 100-400 800

Table 6. Ranges of metabolite-to-parent drug concentration ratios9.

Drug Metabolite
Ratios of concentrations metabolite/parent drug 

(mean - sd - mean + sd)

Bupropion hydroxybupropion 5-47 (24 h); 6-30 (12 h)
Citalopram desmethylcitalopram 0.31-0.60
Duloxetine - -
Escitalopram desmethylcitalopram 0.3-1.0
Fluoxetine norfluoxetine 0.7-1.9
Fluvoxamine fluvoxamine acid 0-1.2
Mirtazapine desmethylmirtazapine 0.2-1.2
Paroxetine - -
Sertraline desmethylsertraline 1.7-3.4
Trazodone m-chlorophenylpiperazine 0.04-0.22
Venlafaxine O-desmethylvenlafaxine

N-desmethylvenlafaxine
CYP2D6: EM/IM 0.3-5.2; PM ≤0.3; UM >5.2

0.46-1.48

EM=extensive metabolizers, IM=intermediate metabolizers, PM=poor metabolizers, UM=ultra-rapid metabolizers

differ in their potential for pharmacokinetic drug inter-
actions (Table 3). Fluoxetine and paroxetine are potent 
inhibitors of CYP2D6, fluvoxamine markedly inhibits 
CYP1A2 and CYP2C19. For this reason, clinically rel-
evant interactions may be expected when these antidepres-
sants are coadministered with substrates of the pertinent 
forms, particularly those with a narrow therapeutic in-
dex. Duloxetine and bupropion are moderate inhibitors of 
CYP2D6, and sertraline may cause significant inhibition 
of this form, but only at high doses. Citalopram, escitalo-
pram, venlafaxine and mirtazapine are weak or negligible 
inhibitors of CYP forms in vitro and are less likely than 
other second-generation antidepressants to interact with 
co-administered medications18,52. 

The TDM group of the Arbeitsgemeinschaft für 
Neuropsychopharmakologie und Pharmakopsychiatrie 
(AGNP) has published literature-based guidelines for 
optimal use of TDM in psychiatry and defined 4 levels 

of recommendation, based on empirical evidence: level 
1 - strongly recommended, level 2 - recommended, level 
3 - useful, and level 4 - potentially useful. The reference 
ranges listed in generally those for the primary indication 
(Tables 4, 5). A number of drugs, however, are recom-
mended for several indications (e.g., antidepressant drugs 
are also used for the treatment of anxiety) but little infor-
mation is available on optimum plasma concentrations 
in these situations. So called the “laboratory alert levels” 
indicate drug concentrations above the recommended 
reference range that causes the laboratory to feedback 
immediately to the prescribing physician. The labora-
tory alert should lead to dose reduction when the patient 
exhibits signs of intolerance or toxicity. When the high 
drug concentration is well tolerated by the patient and if 
dose reduction bears the risk of symptom exacerbation, 
the dose should remain unchanged. For a number of psy-
choactive drugs, metabolites actively contribute to the 
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overall clinical effect of the parent compound. For this 
reason, TDM must include the quantification of active 
metabolites, e.g., in the case of fluoxetine (norfluoxetine). 
Analysis of pharmacologically inactive metabolites, how-
ever, may give useful information on the metabolic state 
of the patient or on his/her compliance. Table 6 shows 
the “normal” ratios of concentrations of metabolites to 
parent drugs. Calculated ranges contain 68% of the ratios 
expected under standard dosages, i. e., ratios within the 
range of the mean ± 1 SD assuming normal distribution. 
A ratio above or below the “normal ratio” can indicate 
problems of drug adherence or metabolic abnormalities 
due to a genetic variation or a drug-drug interaction with 
co-medications exhibiting enzyme inhibiting or inducing 
properties. In a patient who is genotyped as a poor or 
ultrarapid metabolizer the medication should not auto-
matically be replaced by another as the dose can often 
be adapted, using clinical judgement and TDM. AGNP 
recommends regular monitoring of plasma concentrations 
under maintenance therapy, at least every 3-6 months, to 
prevent relapses and rehospitalizations. The frequency of 
TDM requests may be increased if patients are known to 
be non-adherent to the medication or in case of changes 
of co-medications or of smoking (CYP1A2 substrate 
such as duloxetine) that affect the pharmacokinetics of 
the drug. As a rule, trough concentrations are measured, 
but in some situations peak concentrations would show 
a better correlation with adverse effects. Blood should be 
collected after at lest 4 drug elimination half-lives after 
the start of or a change in dosage. In clinical practice, the 
appropriate sampling time for most psychoactive drugs 
is one week after stable daily dosing and immediately 
before ingestion of the morning dose. For the treatment 
with antidepressant there is good evidence that clinical 
non-improvement at week 2 is highly predictive for later 
response and remission. Especially the absence of early 
improvement appears to be a highly reliable predictor of 
later non-response. For dose titration with antidepressant 
drugs is therefore recommend to include symptom rating 
by the treating physician at baseline and at week 2 in ad-
dition to drug concentration measurements9. 

CONCLUSION

In conclusion, TDM of antidepressant drugs is a 
method specific to clinical pharmacology for monitoring 
drugs using the measurement of drug serum concentra-
tions followed by interpretation and good cooperation 
with clinician. It is able to help in personalized medicine 
in the area of dosing individualization because of rational 
therapy, minimalization of side effects, decrease in mor-
tality and morbidity and reduction in cost of health care. 
Phenotyping and genotyping can increase therapeutic 
drug monitoring to a higher level53.
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Článek shrnuje terapeutické monitorování antipsychotik, je zaměřen hlavně na 

antipsychotika 2. generace (amisulprid, aripiprazol, klozapin, olanzapin, quetiapin, 

risperidon, ziprasidon). U jednotlivých léků popisuje farmakokinetické parametry, cesty 

metabolismu a jejich význam pro terapeutické monitorování. TDM antipsychotik není 

příliš rozšířeno v rutinní praxi. O významu TDM u atypických antipsychotik se stále 

vedou diskuse, nicméně se objevuje stále více důkazů, že tato metoda může zlepšit 

účinnost, a to zejména u pacientů, kteří neodpovídají na terapeutické dávky nebo 

vykazují nežádoucí účinky. Monitorování hladin není nezbytně nutné u všech 

atypických antipsychotik, protože nejsou jednoznačné údaje podporující vztah mezi  

plazmatickou koncentrací a klinickým účinkem nebo nežádoucími účinky.  
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Abstract 

Schizophrenia is a severe psychiatric disorder often associated with cognitive impairment 

and affective, mainly depressive, symptoms. Antipsychotic medication is the primary 

intervention for the stabilization of acute psychotic episodes and the prevention of 

recurrences and relapses in patients with schizophrenia. Typical antipsychotic, the older 

class of antipsychotic agents, are currently used much less frequently than the newer 

atypical antipsychotics. These agents tend to be characterized by a low propensity to 

produce acute extrapyramidal symptoms and tardive dyskinesia, a weak potential to cause 

elevation of serum prolactin levels, and a broad spectrum of activity involving not only 

positive and negative symptoms, but also other symptom dimensions of schizophrenia. 

The plasma concentration of antipsychotic drug is a valid measure of the drug at its 

primary target structure in the brain. Therapeutic drug monitoring of antipsychotic drugs 

is the specific method of clinical pharmacology using measurement of drug serum 

concentrations followed by interpretation and good cooperation with clinician. It is able to 

help personalized medicine in dose adjustment according to the characteristics of the 

individual patient, in minimizing the risk of toxicity, in monitoring adherence and in cost-

effectiveness in the treatment of psychiatric disorders. 

 

Key words: therapeutic drug monitoring, antipsychotic drugs, therapeutic reference 

ranges 
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Schizophrenia is a severe psychiatric disorder with one-year incidence rates of about 

15/100,000 persons that affects about 26,3 million people worldwide, making 

schizophrenia and schizophrenia-related disorders frequently chronic illnesses 1. It is a 

heterogeneous disorder characterized by positive and negative symptoms and often 

associated with cognitive impairment and affective, mainly depressive, symptoms. The 

course of schizophrenia is chronic, with relapses in psychotic episodes, disturbed 

cognitive functioning, poor quality of life and social decline. Antipsychotic medication is 

the primary intervention for the stabilization of acute psychotic episodes and the 

prevention of recurrences and relapses in patients with schizophrenia 2. Since the 

discovery of chlorpromazine in the 1950s, antipsychotic drugs are effective treatments for 

psychotic symptoms and reduce hospitalization rates 3.  

Typical antipsychotic: 

This older class of antipsychotic agents, which include haloperidol, fluphenazine, 

and perphenazine, work by blocking dopamine D2 receptors. Currently, these medications 

are used much less frequently than the newer atypical antipsychotics. They have fallen 

somewhat out of favor because of side effects (extrapyramidal symptoms, tardive 

dyskinesia, neuroleptic malignant syndrome). However, these medications are very 

effective in the treatment of psychosis, and large studies have found that they may be as 

effective as the atypical antipsychotics in the treatment of schizophrenia. Furthermore, 

particularly the higher potency agents (eg, haloperidol) seem to have lesser metabolic side 

effects than some of the atypical antipsychotics 4.  

Atypical antipsychotics:  

‘Newer’ or ‘atypical’ or ‘second generation’ antipsychotics include clozapine, 

risperidone, olanzapine, quetiapine, sertindole, ziprasidone, aripiprazole and amisulpride. 

These agents tend to be characterized by a low propensity to produce acute 

extrapyramidal symptoms and tardive dyskinesia, a weak potential to cause elevation of 

serum prolactin levels, and a broad spectrum of activity involving not only positive and 

negative symptoms, but also other symptom dimensions of schizophrenia (i.e. cognitive, 
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aggressive and depressive symptoms) 4. On the other hand, treatment with some of these 

medications has been associated with substantial risk of metabolic effects (such as weight 

gain, hyperglycaemia and lipid dysregulation), cerebrovascular adverse events (in 

particular stroke), and cardiovascular adverse events (particularly prolongation of heart-

rate corrected QT interval of the electrocardiogram) 5-7. Metabolic side effects seem to be 

greatest with clozapine and olanazapine, intermediate with resperidon/paliperidon and 

quetiapine, and relatively minimal with ziprasidone and aripiprazole 8.  

Wanted and unwanted drug effects depend on concentrations of the drug at its 

target site. For antipsychotic drugs, the brain, which is the target organ, is not directly 

accesible to drug monitoring. After a given dose, resulting blood concentrations of 

antipsychotic drugs are higly variable among individuals. The resulting plasma 

concentration at a given dose can thus not be predicted by the dose. This is certainly a 

result of interindividual variabilities in drug metabolism by hepatic and extrahepatic 

enzymes. However, other factors, such as drug transporters involved in absorption, 

distribution, and eliminations are probably also relevant. The patients compliance with 

taking the drug in the prescribed dose and at the recommended times is another factor that 

contributes to the higly variable blood concentrations. Antipsychotic drugs exert most 

therapeutic actions by blockade of dopamine D2-like receptors. It has been shown that 

plasma concentrations of antipsychotic drugs correlate well with receptor occupancy. In 

accordance with the high variability of drug concentrations in plasma under same doses it 

was found that receptor occupancy correlates better with plasma concentrations than with 

daily doses 9. Optimal response was seen at 70–80 % receptor occupancy, and 80 % 

receptor occupancy was defined as the threshold for the occurrence of extrapyramidal side 

effects 10,11.  Therefore, the plasma concentration of antipsychotic drug is a valid measure 

of the drug at its primary target structure in the brain 9. Therapeutic drug monitoring 

(TDM) for the atypical antipsychotics affords the opportunity to reduce toxicity and 

increase compliance. However, the clinical value of using plasma concentrations of 

antipsychotics to monitor patients with schizophrenia is a contentious issue. Excessively 

high concentrations may be associated with clinical deterioration of the patient because of 

antipsychotic toxicity. Of the typical antipsychotics reviewed, haloperidol, trifluoperazine 

and fluphenazine have demonstrated relatively consistent and significant correlations 
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between plasma concentration and therapeutic response. The benefits of TDM of the 

atypical antipsychotics clozapine and olanzapine, which include optimization of dosage 

regimens, assurance of compliance and avoidance or minimization of toxicity, are a small 

price to pay in contrast with the greater risk of the clinical alternatives of relapse and 

rehospitalization 12. The rationale for using therapeutic drug monitoring in relation to 

atypical antipsychotics is still a matter of debate, but there is growing evidence that it can 

improve efficacy, especially when patients do not respond to therapeutic doses or when 

they develop adverse effects. Monitoring of plasma concentrations has contributed to our 

understanding of cases of non-response to pharmacological therapy by distinguishing 

'pseudo' drug resistance (characterised by low plasma concentrations as a result of greater 

metabolic activity or poor compliance) and 'true' drug resistance (characterised by 

appropriate plasma concentrations in relation to the administered dose but poor receptor 

sensitivity). TDM is not strictly necessary for all of the atypical antipsychotic drugs, 

because there are no unequivocal data supporting a relationship between plasma drug 

concentrations and clinical outcomes or adverse effects, with the exception of the 

concentration-dependent proconvulsant effects of clozapine that make TDM highly 

recommended in order to avoid overdosing. Similarly, TDM is recommended in order to 

establish the optimal tolerability of olanzapine and risperidone. It must be remembered 

that optimal plasma concentration ranges for clozapine, risperidone and olanzapine are 

proposed by some investigators, but not all. Studies of quetiapine and amisuipride provide 

limited information, and there are no direct data for ziprasidone, aripiprazole and 

sertindole. The importance of TDM remains when it comes to identifying 'pseudo-

pharmacoresistance' problems such as poor compliance, high individual levels of 

metabolism, excessive water consumption by patients, excessive smoking, drug abuse, 

and appearance of unpredictable adverse effects and possible drug interactions 13.  

At the usual clinical doses, atypical antipsychotics appear to not generally affect 

markedly the metabolism of other coadministered medications. However, these agents are 

subject to drug–drug interactions with other psychotropic agents or with medications used 

in the treatment of concomitant physical illnesses. Most pharmacokinetic interactions with 

newer antipsychotics occur at the metabolic level and usually involve changes in the 

activity of the major drug-metabolizing enzymes involved in their biotransformation, i.e. 
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the cytochrome P450 (CYP) monooxygenases and/or uridine diphosphate-

glucuronosyltransferases (UGT). Most documented metabolic interactions involve 

antidepressant and anti-epileptic drugs (Table 1). Tobacco smoking is associated with 

induction of drug metabolizing enzymes, namely CYP1A2 and, possibly, UGTs. Smoking 

may influence the elimination of those antipsychotics, such as clozapine and olanzapine, 

whose metabolism is mainly dependent on CYP1A2 and UGTs. Different studies have 

shown that plasma concentrations of clozapine (and its metabolite norclozapine) and 

olanzapine are lower, at the same dose, in smokers as compared to non-smokers. 

Concerning clozapine, the inducing effect of smoking was more evident in men than in 

women. Smoking cessation, if not accompanied by a dosage decrease, may be associated 

with increased plasma concentrations of these antipsychotics, possibly resulting in dose-

related toxic effects 14, 15.  Moreover, changes in the habitual caffeine intake alter the 

metabolism of clozapine in schizophrenic patients 16.  

Clozapine: after oral administration, the drug is rapidly absorbed. Only 27-50% of the 

dose reaches the systemic circulation unchanged, because of extensive first-pass 

metabolism. It is 95% bound to plasma proteins, primarily alpha1-acid glycoprotein. The 

maximum plasma concentrations (Cmax) is reached within 1-4 hours after dosing. The 

mean half-life ranges from 9 to 17 hours. Steady-state plasma concentrations are reached 

after 7-10 days of dosing. Clozapine is metabolized primarily by CYP1A2, with 

additional contributions by CYP2C19, CYP2D6 and CYP3A4. Glucuronidation by 

UGT1A1, 1A3 and 1A4 is an important pathway in its metabolism 17-20. The main active 

metabolites of clozapine are norclozapine (CYP1A2) and clozapine-N-oxide (CYP3A4), 

which are found in plasma at concentrations that are usually 50-90% and 10-35%, 

respectively, of the concentrations of clozapine. It has also been reported recently that 

clozapine and clozapine-N-oxide can interconvert, and this reversible metabolic pathway 

could at least partly explain the variability of plasma clozapine  concentrations among 

patients 13. Plasma clozapine concentrations vary widely between individuals, so the oral 

dose is not a reliable indicator of plasma drug concentrations. This wide variability is the 

result of interindividual differences in bioavailability and the fact that clozapine is 

metabolised by the highly variable activity of CYPlA2. However, the serum 

determinations showed an acceptably low mean intrapatient variability of 20%, which 
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means that serum clozapine determinations can be used to assess patient compliance. The 

high interindividual and low intraindividual variability of plasma clozapine concentrations 

confirm the usefulness of TDM. Both the antipsychotic efficacy and the adverse effects of 

clozapine are positively correlated with the concentration of the drug in plasma 21. 

Norclozapine is not a useful predictor of therapeutic response 22. Most researchers have 

found that a threshold plasma clozapine concentration of 350-420 ng/mL is associated 

with an increased probability of a good clinical response to the drug. Furthermore, in a 

follow up study of one sample found the concentration-response relationship to be 

consistent over a 2,5-year period. In addition, five of seven previous non-responders 

became responders when plasma clozapine concentrations were increased to above 350 

ng/mL. There is also a relationship between serum clozapine concentrations and CNS 

adverse effects. For example, Olesen et al. 23 found a significant correlation between 

clozapine concentrations and EEG changes. Concentrations above 1000 ng/mL 

significantly increase the risk of confusion, delirium and generalized seizures 23, 24. 

Clozapine-induced obsessive/compulsive symptoms have been reported by many authors 

and they were not uncommon side effects. The authors suggest that the emergence of 

these side effects may be related to higher plasma concentration of clozapine and 

clinicians should routinely check for and manage these side effects 25. Inflammatory 

reactions may suddenly increase clozapine concenrations and lead to toxic delirium 26
. 

Plasma clozapine concentrations (and the probability of reaching a given threshold) may 

be influenced by some factors, such as age, sex and smoking 13. Because of the degree of 

interindividual variability of the clozapine concentration to dose ratio, dosages of 900 to 

1800 mg/day are necessary in 15% of patients to obtain clozapine concentrations of ≥400 

ng/mL. These patients are most likely to be males who smoke cigarettes. Thus, patients 

requiring these higher dosages should probably be titrated more cautiously to avoid the 

adverse effects associated with higher dosages, such as seizures and confusion 12. Changes 

in the habitual caffeine intake alter the metabolism of clozapine in schizophrenic patients. 

Thus, patient intake of caffeine should be medically supervised, and the monitoring of 

clozapine and metabolite levels may be warranted 16. Interindividual variability in 

CYP1A2 activity may potentially explain treatment resistance to clozapine in some 

patients. CYP1A2 phenotyping with a simple caffeine test may contribute to 
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individualization of clozapine dosage and differentiate between treatment noncompliance 

and high CYP1A2 activity 27. TDM can potentially decrease the lag time to response by 

administering dosages to patients that produce a therapeutic clozapine concentration in 

plasma. Empirically determined regimens may require months to optimise clozapine 

treatment in patients with schizophrenia. Logically, however, TDM should shorten patient 

response time since patients with lower plasma clozapine concentrations consistently have 

significantly lower response rates and will eventually be titrated to higher dosages and 

plasma drug concentrations 12. Reduction of relapse rates by TDM is highly cost-effective, 

as relapses can lead to hospitalization. In schizophrenic patients, it has been shown that 

fluctuations of clozapine plasma concentrations are predictive for relapses and 

rehospitalizations. In these patients, TDM may help reduce the risk of relapse or 

recurrence by increasing adherence to the medication. One day in the hospital is 4–16 

times more expensive than a single drug concentration measurement in the laboratory 28. 

Clozapine still represents the gold standard in the treatment of pharmacoresistant 

schizophrenia and optimal plasma levels for acute and maintenance clozapine treatment 

are well known. Literature experiences show that TMD in clinically defined patients 

subgroups such as pharmacoresistant schizophrenia is clinically advantageous 29.     

Risperidone: It is rapidly absorbed after oral administration, with the Cmax being reached 

in approximately 1 hour. Its oral bioavailability is 70-85%. Risperidone is 89% bound to 

plasma proteins. It mainly undergoes 9-hydroxylation in the liver, which yields the active 

9-hydroxyrisperidone (9-OH-RSP - paliperidone) metabolite; a step that is mainly 

catalysed by CYP2D6 and, to a lesser extent, CYP3A4. Alicyclic dehydroxylation and 

oxidative N-dealkylation are minor metabolic pathways. Genetic influences, such as the 

CYP2D6 status, play an important role in determining the variability of its 

pharmacokinetic parameters. The mean elimination half-life of risperidone is 3 hours in 

extensive metabolizers and 22 hours in poor metabolizers. Steady-state concentrations are 

reached within 4-6 days of treatment. The absolute oral bioavailability of paliperidone is 

28%. It is 74% protein bound, primarily to albumin and α1-acid glycoprotein. Peak 

plasma concentrations are reached approximately 24 hours after dosing. Paliperidone 

undergoes very limited hepatic metabolism, with approximately 60% of the unchanged 

drug eliminated renally and 11% eliminated unchanged in the feces. The terminal half-life 
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of paliperidone is about 23 hours with steady state concentration attained in 4–5 days 13, 30, 

31. The mean elimination half-life of the active moiety (risperidone + its main metabolite) 

is almost constant at about 22 hours in both groups. There are large intra- and 

interindividual variations in plasma concentrations of both risperidone and 9-OH-RSP. As 

the pharmacological properties of 9-OH-RSP are similar to those of risperidone, both are 

regarded as being able to contribute to the drug's overall antipsychotic effects in the 

treatment of schizophrenia, and thus represent the 'active moiety'. The 9-OH-RSP 

(paliperidone) is now marketed as an antipsychotic in its own right. The overall 

pharmacological effects of risperidone depend on the sum of the plasma concentrations of 

risperidone and its 9-OH-RSP metabolite (the total active moiety), so monitoring plasma 

concentrations of the parent compound (risperidone) alone can lead to erroneous 

interpretations 13. Therapeutic drug monitoring of risperidone may be beneficial in certain 

circumstances, including assessing potential noncompliance and supporting compliance, 

ruling out therapeutic failure as a result of low drug concentrations, and identifying and 

managing drug interactions, adverse effects, and use in special populations 32. Moreover, 

risperidone TDM should be particularly useful when medication is switched from the oral 

to the injectable depot form or vice versa 13. In chronic schizophrenic patients 

experiencing an acute exacerbation of the disorder, plasma levels of risperidone and its 

active metabolite correlate with the occurrence of parkinsonian side effects 33. 

Risperidone plasma concentration/dose ratio (C/D) accumulation peaks of 49% at 2 

months (from baseline concentration) and 9-hydroxy-risperidone and total moiety C/D 

accumulation peaks of 66% and 55% above the 2-month level at 6 months were found. 

The risperidone conversion to 9-hydroxy-risperidone by CYP2D6 suggests CYP2D6 

inhibition or DNA down-regulation in the first 2 months. The time course of the 

accumulations identified suggests that both CYP inhibition and DNA regulatory 

mechanisms may be involved in the metabolism of the drug. Therefore, long-term TDM 

can optimize treatment with risperidone 34. 

Olanzapine: approximately 85% of an oral olanzapine dose is absorbed, but as 40% is 

inactivated by first-pass hepatic metabolism and its oral bioavailability is 60%. The Cmax 

is reached within 6 hours. The drug is 93% bound to plasma proteins, mainly albumin 

(90%) and alpha1-acid glycoprotein (77%). It has a mean elimination half-life of 33 hours 
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(range 21-54 hours) and steady-state concentrations are achieved within 5-7 days of 

administration. Olanzapine is metabolized primarily by direct glucuronidation and 

CYP1A2 and to a lesser extent by CYP2D6, CYP3A4 and flavin monooxygenase to its 

10-N- and 4'-N- glucuronides, 4'-N-desmethylolanzapine, olanzapine-N-oxide, and 2-

hydroxymethylolanzapine. The 10-N-glucuronide is the most abundant metabolite 13. 

Glucuronidation by the UDP-glucuronosyltransferase family of enzymes (1A4 and 2B10) 

is the major mode of olanzapine metabolism, and polymorphisms in these enzymes could 

contribute to interindividual variability in olanzapine metabolism and therapeutic 

response 35. The studies showed that mean plasma olanzapine concentrations vary widely, 

depending on factors such as the prescribed daily dose and the duration of treatment. 

Olanzapine showed a plasma concentration/dose ratio accumulation peak at 4 months of 

31% above baseline, and a slower increase to 47% above baseline at 18 months with no 

clear plateau. The time course of the accumulations identified suggests that both CYP 

inhibition and DNA regulatory mechanisms may be involved in the metabolism of the 

drug. Therefore, long-term TDM can optimize treatment with both risperidone and 

olanzapine, and also antipsychotics in general 34. Smokers and men show greater 

olanzapine clearance than women and nonsmokers. Given their lower olanzapine 

clearance, women have significantly higher mean plasma olanzapine concentrations, 

which become evident after the fifth week of treatment. The studies strongly indicate a 

relationship between clinical outcomes and plasma olanzapine concentrations 13. A 

therapeutic range of between 20 and 80 ng/mL has been found 28. The Positron Emission 

Tomography (PET) data available for olanzapine indicate that a threshold level of 

approximately 15-20 ng/mL should be targeted in order to get an antipsychotic response 

in the usual patient with schizophrenia. Leves above 50 ng/mL might be associated with a 

higher risk for extrapyramidal symptom 36. Furthermore, given the large interpatient 

variability in plasma olanzapine concentrations at the same dosages, olanzapine TDM can 

be considered very useful in assessing therapeutic efficacy and controlling adverse events. 

Stopping smoking may be associated within a few days with an increase in side effects, 

such as extrapyramidal symptoms, unless the dose is adjusted 13.  

Quetiapine: It is rapidly absorbed following oral administration and 70% of the 

administered dose is absorbed. Median Cmax is reached within 1-1,5 hours, the drug is 
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83% bound to plasma proteins and is eliminated with a elimination half-life of 5-8 hours. 

Steady-state concentrations are achieved within 2-3 days of administration. The primary 

route of elimination is hepatic metabolism. Quetiapine is predominantly metabolised by 

CYP3A4, which is the main isoenzyme involved in quetiapine sulfoxidation and 

dealkylation, and by CYP2D6 which is involved in the 7-hydroxylation of quetiapine 

(together with CYP3A4). Of the 11 metabolites formed as a result of the hepatic 

metabolism of quetiapine, only two (7-hydroxy-quetiapine and 7-hydroxy-N-desalkyl-

quetiapine) are pharmacologically active and they circulate in plasma at rather low 

concentrations (12% of those of quetiapine). If this is the case, it is unlikely that they 

contribute to the pharmacological effects of the drug. The oral clearance of quetiapine 

seems to be lower (30-50%) in elderly patients (aged 63-85 years) receiving 300-750 

mg/day than in younger patients on similar regimens. It should be noted that an age of 

>70 years has been found to be associated with a marked decline in the hepatic content of 

CYP3A4. Dose titration may therefore need to be slower in the elderly, and the daily dose 

lower than in younger patients. Although the data from Gefvert et al. 37 and Mauri et al. 38 

argue in favour of the existence of a relationship between plasma quetiapine 

concentrations and clinical responses, they provide only some preliminary information 

about the meaning of plasma quetiapine concentrations. Other investigators have failed to 

identify an optimal therapeutic range for quetiapine 39, 40. The data from the available PET 

studies provide evidence for a therapeutic reference range of 100-500 ng/mL. Higher 

plasma concentrations might be tolerable by many patients, and their tolerability is limited 

by vegetative side-effects and sedation rather than extrapyramidal symptom 36.  

Amisulpride:  It is rapidly absorbed after oral administration, its absolute bioavailability 

is about 50% and Cmax is reached after 1-4 hours. Amisulpride has low protein binding 

(17%), the elimination half-life is 12-20 hours and the steady state is reached after 2-3 

days. It undergoes minimal metabolism in the liver and produces only two main 

metabolites, both of which are inactive. Excretion occurs mainly via the kidneys, by 

glomerular filtration and it is therefore likely that active drug secretion occurs. In patients 

with renal impairment, its elimination half-life is unchanged, but systemic clearance is 

reduced by one-third, so dose adjustments are required. Age and sex have a significant 

effect on dose corrected amisulpride plasma concentrations, which are higher in older 
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patients and in women, possibly because of a sex difference in the drug's renal clearance. 

Co-medication with lithium and clozapine increases dose-corrected amisulpride plasma 

concentrations. As in the case of most antipsychotics, patients commonly show great 

interindividual variance in plasma amisulpride concentrations 13. Amisulpride plasma 

concentration is closely correlated with dose, dopamine occupancy, response and extra-

pyramidal symptoms (EPS). The plasma concentration threshold for response appears to 

be approximately 200 ng/mL and EPS are more reliably predicted by plasma level above 

320 ng/mL than by dose 41. TDM of amisulpride seems very useful for clinical decision 

making 42. 

Ziprasidone: its oral bioavailability is 60% but the duration and extent of ziprasidone 

absorption may be as much as doubled in the presence of food, whereas its elimination 

half-life is shorter than under fasting conditions. Ziprasidone is highly bound to plasma 

proteins (>99%), primarily albumin and alpha1-acid glycoprotein. Its pharmacokinetics 

seem to be linear, the elimination half-life has been reported to be 8-10 hours. Steady-

state concentrations are achieved within 2-3 days of administration. Ziprasidone is highly 

metabolised by CYP3A4 and aldehyde oxidase, with <5% of the administered dose being 

excreted in an unchanged form 13, 15. Clinical improvement or side effects did not correlate 

significantly with doses or serum levels. However, great interindividual and 

intraindividual differences in ziprasidone concentrations were observed. TDM of 

ziprasidone may be used for individual dose adjustments and monitoring medication 

adherence 43, 44. The available PET studies with ziprasidone suggest that an antipsychotic 

effect can be expected above a threshold level of approximately 50 ng/ml. Levels above 

200-250 ng/mL might be associated with a higher incidence of extrapyramidal symptom 
36. 

Aripiprazole:  It is well absorbed, its oral bioavailability is 87% and Cmax is reached after 

3-5 hours of administration. It is extensively bound to plasma proteins (>99%), primarily 

to albumin.The elimination half-life is 47-68 hours, steady-state plasma concentrations 

being reached by day 14. A linear pharmacokinetic profile has been observed. 

Aripiprazole is metabolised in the liver via CYP3A4 and CYP2D6, primarily as a result of 

dehydrogenation, hydroxylation and N-dealkylation. At steady state, 40% of the plasma 
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aripiprazole concentration is represented by the major active metabolite dehydro-

aripiprazole 13.  

The dose range for aripiprazole is well defined, and it reliably predicts plasma level, 

dopamine receptor occupancy, and clinical response. Plasma level variation appears to 

have minimal impact on clinical response, but it may predict some adverse effects. 

Therapeutic drug monitoring has limited value in the clinical use of aripiprazole, but it 

may be useful in assuring adherence and optimizing response in individuals 45. 

Sertindole: it is well absorbed when administered orally, its bioavailability is 75%. It is 

99,5% bound to plasma proteins, Cmax is reached after 8-12 hours. The mean elimination 

half-life is 85-99 hours and steady state are achieved after 15-20 days. The results of in 

vivo experiments suggest that the metabolism of sertindole is principally mediated by 

CYP3A4 and CYP2D6 and the known variability of these two isoenzymes probably 

contributes to the observed variability in the pharmacokinetics of sertindole. It is 

metabolised to two compounds, dehydro-sertindole (active) and nor-sertindole. Care is 

needed when calculating effective doses in patients with hepatic insufficiency. It would be 

useful to follow plasma sertindole concentrations in case of overdose, because of its long 

elimination half-life (3-5 days) and capacity to prolong the QT interval 13. Concentration 

dependent increase of QT interval by blockade of potassium chanels is also reported 28. 

Basic characteristic and enzymes involved in the metabolism of atypical antipsychotic 

drugs are presented in Tables 2 and 3. 

The TDM group of the Arbeitsgemeinschaft für Neuropsychopharmakologie und 

Pharmakopsychiatrie (AGNP) has published literature-based guidelines for optimal use of 

TDM in psychiatry and defined 4 levels of recommendation, based on empirical evidence:   

level 1 - strongly recommended, level 2 – recommended, level 3 – useful, and level 4 - 

potentially useful (Table 4 ). So called the “laboratory alert levels” indicate drug 

concentrations above the recommended reference range that causes the laboratory to 

feedback immediately to the prescribing physician. The laboratory alert should lead to 

dose reduction when the patient exhibits signs of intolerance or toxicity. When the high 

drug concentration is well tolerated by the patient and if dose reduction bears the risk of 

symptom exacerbation, the dose should remain unchanged. For a number of psychoactive 

drugs, metabolites actively contribute to the overall clinical effect of the parent 
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compound. For this reason, TDM must include the quantification of active metabolites, e. 

g., in the case of risperidone. The analysis of pharmacologically inactive metabolites, 

however, may give useful information on the metabolic state of the patient or on his/her 

compliance. Table 5 shows the “normal” ratios of concentrations of metabolites to parent 

drugs. Calculated ranges contain 68% of the ratios expected under standard dosages, i. e., 

ratios within the range of the mean ± 1 SD assuming normal distribution. A ratio above or 

below the “normal ratio”  can indicate problems of drug adherence or metabolic 

abnormalities due to a genetic variation or a drug-drug interaction with co-medications 

exhibiting enzyme inhibiting or inducing properties. In a patient who is genotyped as a 

poor or ultrarapid metabolizer the medication should not automatically be replaced by 

another, but the dose can often be adapted, using clinical judgement and TDM. AGNP 

recommens regular monitoring of plasma concentrations under maintenance therapy, at 

least every 3-6 months, to prevent relapses and rehospitalizations. The frequency of TDM 

requests may be increased if patients are known to be non-adherent to the medication or in 

case of changes of co-medications or of smoking that affect the pharmacokinetics of the 

drug. As a rule, trough concentrations are measured, but in some situations peak 

concentrations would show a better correlation with adverse effects. Blood should be 

collected after at lest 4 drug elimination half-lives after the start of or a change in dosage. 

In clinical practice, the appropriate sampling time for most psychoactive drugs is one 

week after stable daily dosing and immediately before ingestion of the morning dose. 

TDM of antipsychotics is also useful when medication is switched from the oral to the 

depot form, or vice versa. For the treatment with antipsychotic drugs, there is good 

evidence that clinical non-improvement at week 2 is highly predictive for later response 

and remission. Especially the absence of early improvement appears to be a highly 

reliable predictor of later non-response. For dose titration with antipsychotic drugs is 

therefore recommend to include symptom rating by the treating physician at baseline and 

at week 2 in addition to TDM 28. Plasma concentration determinations for antipsychotic 

drugs need to be carried out regularly even in patients on stable doses over a period of 

many months. Timely plasma concentration determinations of antipsychotics could 

enhance the physicians ability to optimize drug dosage and make dosage reductions in a 

more scientific manner than is the current standard of practice 34. TDM of antipsychotic 
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drugs is the specific method of clinical pharmacology for monitoring of the therapy using 

measurement of drug serum concentrations followed by interpretation and good 

cooperation with clinician. It is able to help in personalized medicine in area of dosing 

individualization because of rational therapy, minimalization of side effects, decrease of 

mortality and morbidity and reduction of cost of health care. Phenotyping and genotyping 

can increased therapeutic drug monitoring on higher level 46.  

In conclusion, TDM of antipsychotic drugs is a powerful tool that allows to tailor-

made treatment to the specific needs of individual patients. It can help in monitoring 

adherence, in dose adjustment, in minimizing the risk of toxicity and in cost-effectiveness 

in the treatment of psychiatric disorders. 
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Table 1.  Effect of various selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) and antiepileptics on plasma concentrations of 

antipsychotics – only data from controlled studies are used 15 

 

antipsychotic SSRIs: effect on plasma levels antiepileptic: effect on plasma levels 

clozapine fluoxetine increase (40–70%) carbamazepine decrease (50%) 

 paroxetin increase (20–40%) valproic acid no change/minimal increase 

 fluvoxamine increase (up to 5–10 times) phenobarbital decrease (30–40%) 

risperidone fluoxetine increase (75%) carbamazepine decrease (50–70%) 

 paroxetine increase (40–50%)   

 fluvoxamine minimal increase (10-20%)   

 sertraline minimal increase   

olanzapine fluoxetine no change/minimal increase carbamazepine decrease (30–70%) 

 fluvoxamine increase (up to 100%) lamotrigine no change/minimal increase 

quetiapine   carbamazepine decrease (80%) 

   valproic acid increase (70–80%) 

   phenytoin decrease (80%) 

aripiprazole   valproic acid decrease (20–30%) 

ziprasidone   carbamazepine decrease (20–40%) 
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Table 2.   Basic characteristic of antipsychotic drugs 13, 15, 28 

drug bioavailability 

(%) 

protein binding 

 (%) 

Tmax 

(hours) 

half-life 

(hours) 

time to reach steady 

state (days) 

amisulpride 50 17 1-4 12-20 2-3 

aripiprazole 87 >99 3-5 47-68 14 

clozapine 27-50 95 1-4 9-17 7-10 

olanzapine 60 93 6 21-54 5-10 

paliperidone 28 74 24 23 4-5 

quetiapine 70 83 1-1,5 5-8 2-3 

risperidone 70-85 89 1 EM: 3; PM: 22 4-6 

sertindole 75 >99 8-12 85-99 15-20 

ziprasidone 60 >99 6-8 8-10 2-3 

EM = extensive metabolizer, PM = poor metabolizer, Tmax = time to reach maximum plasma concentrations 
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Table 3.   Enzymes involved in the metabolism of antipsychotic drugs  13, 15, 28 

 

drug enzymes responsible for metabolisation active metabolite 

amisulpride excretion via the kidney  

aripiprazole CYP3A4, CYP2D6 dehydroaripiprazole 

clozapine CYP: 1A2, 2C19, 3A4, 2D6  

UGT: 1A1, 1A3, 1A4 

norclozapine, clozapine-N-oxide 

olanzapine CYP: 1A2, 2D6, 3A4 

 UGT: 1A4, 2B10 

flavin monooxygenase 

 

quetiapine CYP3A4, CYP2D6  

risperidone CYP2D6, CYP3A4 9-hydroxy-risperidone 

sertindole CYP3A4, CYP2D6 dehydrosertindole 

ziprasidone CYP3A4, aldehyde oxidase  

CYP = cytochrome P450, UGT = uridine diphosphate-glucuronosyltransferase 
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Table 4.  Recommended therapeutic reference ranges, laboratory alert levels and levels of 

recommendation for therapeutic drug monitoring 28 

drug level therapeutic reference range 

(ng/mL ) 

laboratory alert 

level  (ng/mL ) 

amisulpride 1 100-320 640 

aripiprazole 2 150-500 1000 

clozapine 1 350-600 1000 

olanzapine 1 20-80 150 

paliperidone (9-hydroxyrisperidone) 2 20-60 120 

quetiapine 2 100-500 1000 

risperidone + 9-hydroxyrisperidone 2 20-60 120 

sertindole 2 50-100 200 

ziprasidone 2 50-200 400 
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Table 5.   Ranges of metabolite-to-parent drug concentration ratios 28 

drug metabolite ratios of concentrations metabolite/parent drug 

(mean - SD - mean + SD) 

aripiprazole dehydroaripiprazole 0,3-0,5; PM of CYP2D6: 0,2 

clozapine norclozapine non smokers: 0,5-0,6; smokers: 0,4-0,7 

olanzapine N-demethylolanzapine non smokers: 0,1-0,3; smokers: 0,2-0,4 

quetiapine norquetiapine 0,1-3,8 

risperidone 9-hydroxy-risperidone CYP2D6: EM/IM 1,5-10,0; PM≤1 

risperidone depot 9-hydroxy-risperidone EM: 1,2-4,3 

sertindole dehydrosertindole 1,1-2,7; PM of CYP2D6: 1,0 

EM = extensive metabolizer, IM = intermediate metabolizer, PM = poor metabolizer, CYP = cytochrome P450 
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Abbreviations 

9-OH-RSP - 9-hydroxyrisperidone 

AGNP - The TDM group of the Arbeitsgemeinschaft für Neuropsychopharmakologie und 

Pharmakopsychiatrie 

C/D - concentration/dose ratio 

Cmax - maximum plasma concentration 

CYP - cytochrome P450 

EM - extensive metabolizer 

EPS - extra-pyramidal symptom 

IM - intermediate metabolizer 

PET - Positron Emission Tomography 

PM - poor metabolizer 

SSRIs - selective serotonin reuptake inhibitors 

TDM - therapeutic drug monitoring 

Tmax - time to reach maximum plasma concentrations  

UGT - uridine diphosphate-glucuronosyltransferase 
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