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1.1 Antidepresiva a deprese

Afektivni poruchy, z nichZ iedevSim depresejgustavuji jednu z nejtSich
zdravotnich z&%i spol€nosti ntfeno roky ovlivienymi touto zavaznou nemoci
a predcasnym umrtim. Prevalence deprese je v E¥togen 16,5 % a 8,9 % u myz
obdobna je i ve Spojenych statech (16,2 % u Zer6&@® u mu) (1). V Ceské
republice bylo dle dat z roku 2000 adekvakieno pouze 13,4 % paciéntrpicich
depresivnimi syndromy, f@emZ depresivni porucha je veétsiné pripadi
chronickym onemocmim. Pacienti trpici depresastji cerpaji zdravotni sluzby,
¢asgji jsou v pracovni neschopnosti a 7 — 15 % z nigbnii Zivot sebevrazdou.
Poruchy nélady 24naji obvykle wasné dosglosti mezi 25 aZz 32 lety. Antidepresiva
maji Siroké indikani spektrum a mezi lety 2003 az 2008 stoupla jejieskripce o
100%. Antidepresiva ovliwji prevazrié priznaky deprese, k dalSim indikacim ipat
tzkostné poruchy (panicka porucha a agorafobie jakc fobie, obsedantn
kompulsivni porucha, posttraumatickad stresova pwu@eneralizovand lUzkostna
porucha), dale je Izecktera pouzit fi leécb¢ chronické bolesti, nespavosti a u poruch

piijmu potravy (2).
Antidepresiva lze rozdit do n¢kolika skupin:
» TCA- tricyklicka antidepresiva (amitriptilin, nomotylin, klomipramin atd.)
* inhibitory monoaminooxidazy (moklobemid)

» SSRI- selektivni inhibitory zfiného vychytavani serotoninu (citalopram,

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

* SNRI- selektivni inhibitory zgtného vychytavani serotoninu a

noradrenalinu (venlafaxin, duloxetin)

« SARI- antagonisté serotoninovych receptoa inhibitory zgtného

vychytavani serotoninu (trazodon, nefazodon)

* Atypicka antidepresiva (mirtazapin, bupropion)43,



Tricyklicka antidepresiva (TCA) a inhibitory monoaimooxidazy(IMAQO)

TCA jsou historicky nejstarSi skupinou antidepresiyrilezitostré jsou stéle
pouzivana fevazr v jinych indikacich. Terapeutické monitorovanéile(TDM) v
oblasti psychofarmak #Zalo v roce 1960 préavtricyklickymi antidepresivy (5). TDM
téchto latek méa vyznam jak z hlediska zvySegindosti a bezpaosti tak z dvodu
snizeni rizika intoxikace. Mezi nezadouc¢inky pati ortostatickd hypotenze, sedace
a anticholinergni &nky (6). Generaceneselektivnich IMAO neni jizZ u nas na trhu
dostupnad, jejich nevyhodou byla nutnost dodrZzowetudchudou na tyramin a vyskyt
hypertenze (7-10). Koncem 80. let byla do praxedewa generace selektivnich
IMAO (3).

Selektivni inhibitory zgtného vychytavani serotoninu (SSRI)

SSRI jsou nejastji predepisovana antidepresiva. Na rozdil od TCA magile
bezpeénostni profil (6). Maji podobny farmakologickyigek, wetné minimalniho
anticholinergniho, antihistaminového a antiadrengrg &inku a &inné
presynaptické inhibice Zmeého vychytavani serotoninu. Mezi vedlejginky pafi
sexualni dysfunkce, zvySené riziko hyponatrémieageni, cévni mozkové&ihody i

riziko amrti u starSich pacien{11).

Jedna se o chemickyianorodou skupinu lipofilni latek, které jsou deb
absorbovany i@s stevni sliznici. Fluoxetin, paroxetin a fluvoxamin kazuji
nelinearnikinetiku i v rdmci terapeutického rozmezi. VySSivida téchto latek
vyvolavaji neundrné zvyseni jejich koncentrace v plaznmV disledku toho mize byt
obtizné ukit davku potebnou k dosazeni dité plazmatické koncentrace na zakiad
koncentrace ziskanéfipjiném davkovani. Naopak citalopram, sertralin @) ¢

enantiomer citalopramu escitalopram se vymiidinearni kinetikou (12).

Na jejich metabolizmu se wizné mfe podili enzymy cytochromu P450
piedevsim CYP2D6, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2B6Y®# TA2. Paroxetin
je vylucovan ve fornd farmakologicky neaktivnich metabdlipiasobenim CYP2D6
(vysoka afinita) a CYP3A4 (nizka afinita). Citalapn je metabolizovanipdevsim
prostednictvim N-demetylace v jatrech na desmetylcitaop didesmetylcitalopram
a citalopram-N-oxid primagn CYP2C19 s fpispenim CYP3A4 a CYP2D6 (13).
Escitalopram se metabolizuje CYP2C19, CYP2D6 a CYP3A4 na

S-desmetylcitalopram (14). Fluoxetin je prim&mmetabolizovan N-demetylaci na



aktivni metabolit norfluoxetin fiedevsim progednictvim CYP2D6 s ifspénim

CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 a CYP2B6 (15, 16). Hlavrétabolické cesty v
jatrech u fluvoxaminu zahrnuji oxidativni demetylacoxidani deaminaci (CYP1A2
a CYP2D6 (16). U sertralinu se v n&®i mie uplatiuje CYP2B6 a v menSi i@

CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4, CYP2D6 (17).

Inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu (SNRI

Venlafaxin a duloxetin jsou dva ®egtji pouzivané SNRI, které blokuji
zpétné vychytavani serotoninu a noradrenalinu. Tatfivéé jsou obect dolre

snasena arppredavkovani jsobezpe&ngjSi nez starsi lédva.

Venlafaxin je primaré metabolizovdn CYP2D6 za vzniku farmakologicky
aktivniho metabolitu O-desmetylvenlafaxin (ODV) anwenSi mie CYP3A4 za
vzniku N-desmetylvenlafaxinu (NDV) (18). Pém ODV/VEN lze pouzit pro
stanoveni fenotypu (tzn. aktuélni aktivity CYP208Y.

Duloxetin je rychle a rozsahle metabolizovan v géltr prostednictvim
CYP1A2 a CYP2D6, jeh@etné metabolity jsou neaktivni a vylji se gevazr
moci (20).

Atypicka antidepresiva:

Mirtazapin je antagonista presynaptickych alfa2 recefptoktery zvysSuje
noradrenergni a serotoninergni neurotransmisi vtr@&@im nervovém systému.
Zpasobuje znénou blokadu histaminovych H1-recepta serotoninovych receptor
coz vede k Utlumu affpyvani na vaze. Jde o tetracyklické noradrenesgspecifické
serotoninergni antidepresivum ("NaSSA"). Vykazupedrni farmakokinetiku, ktera
je zavisla na pohlavi aku. Biotransformace je zprdstlkovana hlavh CYP2D6 a
CYP3A4, v menSi nie CYP1A2 a CYP2B6 (15, 16, 21).

Bupropion je inhibitor z@ného vychytavani dopaminu a noradrenalinu.
Predstavuje vyznamnou alternativu k SSRI a SNRI & ta& vyuzZiva pro &bu
rezistentni deprese. Hydroxybupropion je primariitivai metabolit tvéeny
CYP2B6. Treohydrobupropion, erytrohydrobupropiorostatni aktivni metabolity
bupropionu jsou tv@ny pomoci dalSich enzyimcytochromu P450 v jatrech (22).
Bupropion i metabolity vykazuiji linearni farmakokiiku. Geneticky polymorfismus
CYP2B6 mize farmakokinetiku bupropionu vyzna&ovlivnit (23).



Antagonisté serotoninovych recepibra inhibitory zpitného vychytavani
serotoninu (SARI):

Trazodon se vyzraje linearni farmakokinetikou a je metabolizovajatrech
zejména hydroxylaci, dealkylaci a N-oxidaci. 20 #dané davky trazodonu je
metabolizovano N-dealkylaci cestou CYP3A4 na famhagicky aktivni metabolit
m-chlorfenylpiperazin, metabolit je dale metabolian CYP2D6 (24).

Farmakokinetické parametry, terapeutické reféménrozmezi a stuge

doporwieni pro TDM pro uvedena antidepresiva jsbmnuty v tabulce. 1-2.



Tabulka¢. 1: Farmakokinetické parametry antidepresiv (4)

latka biologicka vazba na T max t12 (hod) ¢as potebny k dosazeni|
dostupnost plazmatické (hod) steady-state (dny)
(%) bilkoviny (%)
bupropion 87-100 84 3-5 8-26 8
(hydroxybupropion) (17-47)
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 70 95 6-8 4-6 dny
(norfluoxetin) (4-16 dr) (3 nesice)
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 2-3
eliminace 5-9
venlafaxin 40-45 27 1-6 5 3
(O-desmetylvenlafaxin) (11)

v zavorce jsou uvedeny aktivni metabolity



Tabulkac. 2: Stupé doporuweni pro TDM, terapeutické refer@r rozmezi, enzymy CYP450, metabolity antideprés)v

stupei o i
.| terapeuticke rozmezi hlavni cest
latka doporuéeni sty aktivni metabolity
(ng/ml) metabolismu
pro TDM
bupropion CYP2B6 hydroxybupropion,
3 225-1500 treohydrobupropion,
erytrohydrobupropion
citalopram CYP 2C19, 3A4, 2D6 | desmetylcitalopram,
2 50-110 didesmetylcitalopram,
citalopram-N-oxid
duloxetin 2 30-120 CYP 1A2, 2D6 zadny
escitalopram 2 15-80 CYP 2C19, 2D6, 3A4 | desmetylcitalopram,
didesmetylcitalopram
fluoxetin* 2 120-500 CYP 2D6, 2C9, 2C19, | norfluoxetin
3A4, 2B6
fluvoxamin 2 60-230 CYP 1A2, 2D6 Zzadny
mirtazapin 2 30-80 ggg 3A4, 2D6, 1A2, | desmetylmirtazapin
paroxetin 3 30-120 CYP 2D6, 3A4, 1A2, | zadny
2C19, 3A5
sertralin 2 10-150 CYP 2B6, 2C19, 3A4, | desmetylsertralin
2D6, 2C9
trazodon 2 700-1000 CYP 3A4, 2D6 m-chlorofenylpiperazin
venlafaxin* 2 100-400 CYP 2D6, 3A4, 2C19 | O-desmetylvenlafaxin

N-desmetylvenlafaxin

tucné jsou znazorény hlavni enzymy podilejici se na metabolismuiane metabolity
*... terapeutické rozmezi pro s@i koncentrace mateké latky a Ginného metabolitu
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1.2 Antipsychotika

Antipsychotika jsou heterogenni skupina antag@ntdbpaminovych receptor
s rozdilnym chemickym, farmakologickym i klinickymrofilem. Antipsychotika se
primarre pouzivaji v Iéb¢ psychodz, coz je souborné ozeai pro stavy, kdy dochazi
k porucham vnimani a mysleni. Pozitiviliznaky zahrnuji poruchy mysleni a vnimani-
bludy, halucinace, neklid, agrese. Jako negatitizhpky se ozriaije em@ni oploséni,
socialni stazeni, chudé a stereotypni mysleni.z8@t@nie je zavazna chronicka dusevni
porucha ovliviujici vyrazré kvalitu Zivota i socialni Zazeni nemocného. Jedna se o
heterogenni onemoeéni charakterizované jak pozitivnimi tak negativnisgimptomy,
¢asto spojenymi s kognitivnimi poruchami a afektmii zejména depresivnimi
symptomy. Mimo oblast psych6z se antipsychotika owoluplatiovat také jako
stabilizujici |€ba bipolarni afektivni poruchy,figatna I€ba v gipadc rezistentnich

depresivnich a uzkostnych poruch (3, 25).

Antipsychotika byvaji dena na antipsychotika 1. generace (klasickd, kgpic
Al1G) a 2. generace (atypicka antipsychotika, AZGKlinického i farmakologického
hlediska jsou antipsychotika 1. generacéleda na nizce a vysoce potentni
antipsychotika. A2G se¢tl dle receptorového profilu na: 1) selektivni ayuaisté
dopaminovych B/D3 receptoit 2) antagonisté serotoninovych, dopaminovych a alfa
adrenalinovych receptdi(SDA), 3) mnohdetné receptorové antagonisty (MARTA), 4)
dualisté dopaminovych D3 receptoit a antagonisté serotoninovych i®ceptod (3,
25).

V sowasné dob se dava fednost 2. generaci antipsychotik, jelikoz
antipsychotika 1. generace t&mvibec neovliviuji negativni a depresivnitignaky

syndrom). | pes tyto nezadouckiinky jsou velmi @inné v l&bé psychdz (26).

Mezi atypickd antipsychotika patklozapin, risperidon, olanzapin, quetiapin,
sertindol, ziprasidon, aripiprazol a amisulpridisBbi stejg jako prvni generace
antipsychotik na pozitivni ffznaky, ale také ovliwji negativni, kognitivni i ostatni
piiznaky schizofrenie. Vyziaji se nizkym rizikem zavaznych vedlejSictinkad, ale
muze se vyskytnou ifpadné zvySeni sérové hladiny prolaktinu a owhinsrd€ni
¢innosti (prodlouzeni QT intervalu26). Mezi dalSi vedlejSi dinky pati zvySeni

hmotnosti, hyperglykemie, dyslipidemie (27-30). \&g§i (Einky se nejastji vyskytu;ji
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u klozapinu a olanzapinu, m&ncasto u risperidonu/paliperidonu a quetiapinu,
minimalné u ziprasidonu a aripiprazoly6). V souladu s vysokou variabilitou
koncentrace v plazénpii stejné davce bylo zji&o, Ze obsazenost receptoépe
koreluje s koncentraci v plaznmez s dennimi davkami. Optimalni odezva byla &jist

pii 70 - 80% obsazenosti receptpiB80% obsazenost byla definovana jako prah pro
vznik extrapyramidovych nezadoucictinka (31, 32).

Atypickda antipsychotika i obvyklych terapeutickych davkach vyrazn
neovliviiuji metabolismus s@asré podavanych lék Presto se mohou vyskytnout
|ékové interakce s ostatnimi psychofarmaky nebéky bouzivanymi k l&é¢ dalSich
onemocgni. K wtsine farmakokinetickych interakci dochazi na metabdickovni
a obvykle zahrnuji z#my v cinnosti hlavnich enzyi podilejicich se na jejich
biotransformaci, tj. cytochromu P450. Keui indukuje aktivitu CYP1A2, coz e
ovlivnit vylucovani klozapinu a olanzapinu.ughé studie ukazaly, Ze koncentrace
klozapinu (a jeho metabolitu norklozapinu) a olgnaea jsou i stejné davce nizsi
u kuraka ve srovnani s nekaky. Odvykani kokeni, pokud neni sniZzeno davkovani,
muze byt spojeno se zvySenim plazmatickych koncenttmtito antipsychotik, coz
muze veést k toxickym &nkam (33, 34). Také zsmy v pijmu kofeinu ovlivauji

metabolismus klozapinu u paciérge schizofrenii (35).

Klozapin je metabolizovan primafrcestou CYP1A2 ale i CYP2C19, CYP2D6
a CYP3A4. [lezitou cestou v metabolizmu je glukuronidace uriddifosfat-
glukuronosyltransferazou  (36-39). Hlavnimi  metatyoli jsou norklozapin,
metabolizovan cestou CYP1A2, a klozapin-N-oxid,tabelizovan pes CYP3A4.
Nachazeji se v plaznv koncentracich, které tiioobvykle 50 — 90 % a 10 — 35 %
z celkové koncentrace mé&e latky (40). Antipsychotickydinek i nezadouci dinky
klozapinu pozitivie koreluji s koncentraci v plazn{41).Klozapin je stale lékem prvni
volby v I&b¢ farmakorezistentni schizofrenie a optimalni platzcké hladiny pro

akutni a udrZovaci &bu jsou ponirné dok'e znamy (42, 43).

Risperidon v jatrech podléhad zejména 9-hydroxylaui, niz vznika aktivni
metabolit 9-hydroxyrisperidon (9-OH-RSP - palipend. Na metabolizmu se podili
CYP2D6 a v mensi ¢ CYP3A4. 9-OH-RSP ma podobné farmakologické viastn
jako risperidon, oba tedyfigpivaji antipsychotickymi dinky k lé¢bé schizofrenie,

proto je dilezité sledovani plazmatickych koncentraci riské latky i metabolitu (40).
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Plazmatické hladiny risperidonu a jeho aktivnihotabelitu koreluji s vyskytem

parkinsonovych nezadoucichidka (44).

Olanzapin je primammetabolizovan fimou glukuronidaci a CYP1A2, v mensi
mite CYP2D6, CYP3A4 a flavin monooxygenasou na jeheNi® 4'-N-glukuronidy,
4'-N-desmetylolanzapin, olanzapin-N-oxid a 2-hydmetylolanzapin. Polymorfismy
téchto enzyni mohou pispét k interindividualni variabilg metabolizmu olanzapinu
a odpo¥di na I&€bu. Studie prokazaly, Zetipnérna koncentrace v plazivse velmi liSi
a je zavisla na faktorech jako je denni davka aadimbani |€by. Hladiny vykazuji
vyznamnou interindividualni varialibitu po podatéjaych davek. Na této variabilise
podili celédrada faktoi (45).

Quetiapin je metabolizovantevazi prostednictvim CYP3A4 a CYP2D6.
U pacient starSich 70 let byl zji8h vyrazny pokles aktivity CYP3A4, proto je
u starSich paciefit vhodna pomalejSi titrace davky a nizSi denni dawz u mladSich
pacienti (46, 47). Mnozi pacienti mohou tolerovat vySSzphatické koncentrace, jejich
tolerance je vSak omezena spiSe vegetativnimi j@dlie (Cinky a sedaci nez

extrapyramidovychipznaky (15).

Amisulprid se minimald metabolizuje v jatrech, ma dva metabolity, kteséuj
neaktivni. Stejd jako u ostatnich antipsychotik i u amisulpridu stje vysoka
interindividualni variabilita plazmatickych konceati po podani stejné davky (40).
Plazmaticka koncentrace Uzce koreluje s davkouaz#rem dopaminovych recepior

a extrapyramidovymiifiznaky (48).

Ziprasidon vykazuje linearni farmakokinetiku, je tat@lizovan CYP3A4 (34,
40). ZlepSeni klinického stavu nebo vyskyt nezadducatinka nekoreluje s davkou
nebo koncentraci v plazm Nicméré byly pozaovany velké interindividualni

a intraindividualni rozdily v koncentracich (49,50

Aripiprazol se vyznéuje linearni farmakokinetikou, je metabolizovan G¥2
a CYP2D6. Davkovani je velmi d#b definovano a spolehBv predpovida
plazmatickou koncentraci, obsazenost dopaminovyatteptoét a klinickou odezvu
(51).

Sertindol je na zékladin vivo experiment metabolizovan CYP3A4 a CYP2D6,
znama variabilita &hto enzymi prispiva k variabili¢ jeho farmakokinetiky. Je

metabolizovan na dva metabolity dehydrosertindobesertindol. ZvySenou pozornost
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je tieba ¥novat vypdétu &inné davky u pacieit s jaterni insuficienci. #®
piedavkovani je vhodné sledovat jeho plazmatické é&otmace vzhledem k dlouhému

polocasu eliminace a schopnosti prodlouzit QT interdal) (.

Farmakokinetické parametry, terapeutické refémémozmezi, stupedoporueni

pro TDM pro uvedena antipsychotika jsou shrnutgitwdcec.3 - 4.
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Tabulka¢.3: Farmakokinetické parametry antipsychotik (14, 40)

latka biologicka vazba na T max t12 (hod) ¢as potebny k dosazeni|
dostupnost plazmatické (hod) steady-state (dny)
(%) bilkoviny (%)
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: 2 4-6
sertindol 75 >99 8-12 85-99 15-20
ziprasidon 60 >99 6-8 8-10 2-3

EM ..rychly metabolizator, PM ... pomaly metabolara
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Tabulka¢. 4: Stupé doporuteni pro TDM, terapeutické refer@r rozmezi, enzymy CYP450, metabolity antipsychéiik, 34, 40)

stupei o i
.| terapeutické rozmezi
latka doporugeni hlavni cesty metabolismu aktivni metabolity
(ng/ml)
pro TDM
amisulprid 1 100-320 vylaien nezminén ledvinami
aripiprazol 2 150-500 CYP3A4, CYP2D6 dehydroaripgwl
klozapin 1 350-600 CYP: 1A2, 2C19, 3A4, 2D6 | norklozapin,
UGT: 1A1, 1A3, 1A4 klozapine-N-oxid
olanzapin 1 20-80 CYP: 1A2, 2D6, 3A4
UGT: 1A4, 2B10
flavinmonooxygenasa
guetiapin 2 100-500 CYP2D6, CYP3A4 9-hydroxyrisgen
risperidon 2 20-60 CYP3A4, CYP2D6 dehydrosertindol
sertindol 2 50-100 CYP3A4, CYP2D6
ziprasidon 2 50-200 CYP3A4, aldehydoxidasa

16



1.3 TDM psychofarmak

Psychofarmaka jsou Siroce pouzivana jak v psyéhigdak v mnoha dalSich
oblastech mediciny. OvSem vyznamny ¢g@io pacieni lécenych psychofarmaky
Z nejfizngjSich divodi neodpovida na &u nebo je jejich odp@d’ neuspokojiva.
Kromé patrného Usili vyvijet nova psychofarmaka s novyméchanizmy é&nku je
nezbytné pedevsim optimalizovat farmakoterapii dostupnymi gb®farmaky.
K tomuto &elu se jevi jako potencialrvhodny nastroj terapeutické monitorovartiveée
(8, 52) Tato metoda vyuziva stanoveni koncentratiga v krevni plazmd nebo séru
k titraci davky u jednotlivych pacieintak, aby bylo dosazeno maximalinnosti s co

nejnizsim rizikem toxicity.

Obecré vhodna léiva k TDM jsou ta, kde (a) je znama dobra korelaoezi
koncentraci l&va v plazng¢ a (Einkem I&€iva, (b) je dobe definované terapeutické
rozmezi, (c) l&ivo vykazuje saturani kinetiku, (d) je Uzké terapeutické rozmezi,jée)
tvoren aktivni metabolit (f) terapeuticky efekt nihe byt popsan na zakkadlinickych
meieni a (g) kde je dostupna validovana analytickéodeet(53). Z vySe uvedeného je

tedy Zejmé, Ze ne vSechna psychofarmaka jsou pro TDMmnduod

TDM je tedy zaloZeno naiedpokladu, Ze existuje vztah mezi plazmatickymi
koncentracemi a klinickymidinky (terapeutické zlepSeni, vedlej&inky a nezadouci
acinky). Dale se fedpoklada, Ze existuje plazmaticka koncentra¢evdé ktera se
vyznauje maximalni dginnosti a maximalni bezpeosti, tzv. ,terapeutické okno* nebo
Jerapeutické referagmi rozmezi“, které Ize definovat jako rozmezi kartcaci, které
jsou ukené dolni mezi, pod kterou je vyvolani terapeuticg@povdi Iéku
neprava@podobné, a horni mezi, nad kterou se sniZuje toderaebo se jiz terapeutické
zlepSeni nefedpoklada. Toto ,terapeutické refetanrozmezi“ je orienini, zaloZzené
na populaci a nemusi byt pouzitelné pro vSechnyepfc Nektetri pacienti mohou
vykazovat optimalni terapeutickou odgdvpii nizSi koncentraci @va, ktera se lisi od
.feferertniho terapeutického rozmezi“. Terapie psychofarmaiye byt u daného
pacienta nejlépe nastavena na zakjatio "individualni terapeutické koncentrace" (54,
55).

TDM je jiz dlouhodok dolre zavedenou metodu u antiepileptik, pro dal&vée
pouzivana v neuropsychiatrii je vSak jeho rutinrplikace vzacnosti. Vifpad

tricyklickych antidepresiv (TCA), lithia a antiepptik pouzivanych z psychiatrické
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indikace napoméha TDM jiz delSi dobu k nalezenividdalniho davkovaciho optima
(7, 8).

U tricyklickych antidepresiv TDM nejenZze zvySuje€innost a bezpmost, ale
také snizuje naklady nadéu deprese (9, 10). TDM redukuje riziko intoxikab€A
a u mnohych byla také prokazana zavislost klinickéfektu na plazmatické
koncentraci (56).

V piipact selektivnich inhibitak zpétného vychytavani serotoninu (SSRI) je
TDM v klinické praxi také dopoktovano, i kdyZ toxicita tohoto typu antidepresiv je
nizka ve srovnani sétdinou gredchozich antidepresiv. Nicm€&nu citalopramu bylo
prokézano, Ze plazmatick& koncentrace ¢f@amé 7. den po zahajenéy je prediktivni
pro poz@jSi Spatnou klinickou odp@d’. Pacienti vykazujici plazmatické koncentrace
citalopramu pod 50 ng/ml &h vyrazré mensi zlepSeni podle Hamiltonovy stupnice
hodnoceni deprese (56). Udaje ze Svédska ukéamlypPM SSRI je cenavvyhodné
u starSich pacietit kde pontze k pouziti minimalni efektivni davky (57).

Dukazy o statisticky vyznamném vztahu mezi koncemti&gv a terapeutickou
odezvou chybi u tetracyklickych antidepresiv mapmt, mianserinu a mirtazapinu

a také u trazodonu a reboxetinu, a u inhiliitmonoaminoxidazy moklobemidu (15).

U typickych antipsychotik haloperidolu, trifluoperau a flufenazinu byla
prokazana signifikantni korelace mezi plazmatickkancentraci a terapeutickym
acinkem (58).

O vyznamu TDM u atypickych antipsychotik se stéelou diskuse, nicmérse
objevuje stéle vice ukazi, Ze tato metoda @ie zlepSit Ginnost, a to zejména
u pacient, kte‘i neodpovidaji na terapeutické davky nebo vykamegadouci &inky
(40). Monitorovani hladin neni nezbytmutné u vSech atypickych antipsychotik,
protoZe nejsou jednozé@é Udaje podporujici vztah mezi plazmatickou kotreei
a klinickym &inkem nebo nezadoucimgiaky, s vyjimkou na koncentraci zavislych
vedlejSich dinka klozapinu, u #hoz je TDM doporteno, aby se zabranilo
piedavkovani. Podolkinje TDM doporieno pro optimalni compliance olanzapinu
a risperidonu. Vyhody TDM klozapinu a olanzapinuhmaji optimalizaci davky,
zajis€ni compliance a zamezeni nebo minimalizovani toxioproti vysSimu riziku

relapsi a opakovani hospitalizace (58). Vyznam TDMstAva pi rozpoznani tzv.
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.pseudo-farmakorezistence“fimon-compliace, nadénném kodeni, @i uzivani drog,
pii nepredvidatelnych nezadoucichirdcich a pipadnych I1ékovych interakcich (59).

Hlavnim divodem vyuziti TDM u psychofarmak je zme interindividualni
variabilita farmakokinetickych paramétu jednotlivych pacierit Aby mohlo I€ivo
uplatnit swij terapeuticky dinek, musi dosahnout dost&té koncentrace v missvého
pusobeni, coZ nezavisi pouze na podané davce. Napipakejné davce psychofarmak
muze dojit k vice nez 20-nasobnym interindividualniozdilim v dosazené ustalené
koncentraci, a to vigledku odliSné schopnosti pacienabsorbovat, distribuovat,
metabolizovat a vykovat léky kvili soubéZnym onemocni, veku, pohlavi, koieni
a dalSi medikaci nebo genetickym roadil (60).

Mnoho psychofarmak je pouzivano praekalik raznych indikaci (naip
antidepresiva jsou pouZzivana také kbke Uzkosti), nicméa informaci o optimalnich
plazmatickych koncentracich &chto indikacich je nedostatek a refemginrozmezi jsou
obecr uvadna pouze pro primarni indikaci. Uiy jsou také tzv. "laboratorni
varovné hladiny" oznaijici koncentrace t@va nad doporéené referetni rozmezi, fi

kterych by pracovnici provégici TDM méli ihned informovat oSétjjiciho Iékae (15).

V biotransformaci psychofarmak hraji velmileZitou roli enzymy cytochromu
P450, jako jsou CYP1A2, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6 a 3A4fatus pomalého
metabolizatora (PM) zvysuje riziko nezadouci¢mki, zatimco status velmi rychlého
metabolizatora (UM) zjsobuje vysSi riziko nedostéteého «inku v disledku
subterapeutické plazmatické koncentrace (61).¢&mé stanoveni metabdlitje
zpasob, jak zjistit fenotyp pacienta, to jest &asny metabolicky stav (tzv. ,state
marker®), ktery zahrnuje dinek stravy, koieni, sodasnych chorob, sotibné
uzivanych léiv a genetickou predispozici. Genotyp je nazyvakojatrait marker*,
ktery neni ovlivien zevnimi faktory a istava stejny v gibéhu celého Zivota. Wady
psychofarmak metabolity akti¢rprispivaji k celkovému klinickémudinku matéské
latky. Z tohoto dvodu musi TDM obsahovat také kvantifikaci aktivnictetaboliti,
nag. u klomipraminu (norklomipramin), fluoxetinu (ntrbxetin) nebo risperidonu
(9-hydroxyrisperidon). Stanoveni metabblitarmakologicky aktivnich i neaktivnich
umoziuje také stanoveni fenotypu pacienta (62, 6Bprovnanim ziskanych
a predpokladanychiaso zavislych plazmatickych koncentraci po édb nékolika
krevnich vzork v pribéhu dne nizeme rozlisit, zda nizka plazmaticka koncentrace je

vysledkem snizené dostupnosti, zvySené biodegradest®m Spatné compliance. TDM
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je doporwovano také v fipad potvrzeného abnormalniho genotypu cytochromu P450,
protoze genotypizace odhadne pouibliné do jaké miry mohou byt plazmatické
koncentrace u daného pacienta¢miémy. U genotypicky pomalého nebo naopak
ultrarychlého metabolizatora by ne&nbyt I€k automaticky nahrazen jinym, alasto

muze byt davka upravena pomoci klinického posouzé&mdlél (15).

Doporwovano je pravidelné monitorovani plazmatickych lericaci nejmén
jednou za 3-6 ®siol pii udrzovaci terapii, aby se zabranilo rel@apsa opakovanym
hospitalizacimCetnost pozadavkna TDM mize byt zvySena vifpadt podezeni na
non-compliance, i zméné sowasré uzivané medikace nebo Kemi, které ovliviuji
farmakokinetiku léiva. Méii se celkové koncentrace psychofarmakiicgmz
koncentrace ziskané ze séra nebo z plazmy jsodrutiné. Doporten je odbr
adolnich (minimalnich) hladin v ustaleném stavuz ¢ge nejmén po 4 elimingnich
polocasech od zahajeni nebo po é&mh davkovani a to dhem terminalni beta-
eliminani faze. U ¥tSiny psychofarmak se elimi&iai polatas pohybuje v rozmezi 12-
36 hodin. Vyznamnou vyjimkou je trazodon a venlafaxkteré vykazuji eliminéni
polocas fiblizné 6 hodin, fluoxetin ma naopak elimifrd polatas vyrazg delSi. V
Klinické praxi je u ¥tSiny psychofarmak vhodna doba &db za jeden tyden uzivani
stabilni denni davky a t@gre pied uzitim ranni davky, coz je obvykle 12-16 h (nebo
24 h, pokud je |ék podavan jednou dé&émano) po posledni davce. TDM je sarfegag
mozné provest kdykoliv po uziti 1éku, jestlize dgevi ne@dekavane vedlejSicinky.
Neni nutné n&it pouze udolni (minimalni) hladiny, davkovaci sct@by viak rélo
byt na Zzadance uvedenotlivinterpretaci. TDM by nilo byt pozadovano, jestlize je
ziejme, Ze vysledek poskytne odgdvna konkrétni otazku, f@emz pro vyeSeni
daného problému je jednoé¢heni casto nedostateé. Vysledek TDM je voditkem ke
spravnému davkovani u jednotlivych pacienNicmérg, v pripad psychofarmak je

nazor na zavedeni TDM do rutinni praxe stale negjedn(15, 64, 65).

Skupina TDM z ,Arbeitsgemeinschaft flir Neuropsychapnakologie und
Pharmakopsychiatrie” (AGNP) opakowapublikuje doportené postupy vychazejici
z odborné literatury pro optimalni vyuziti TDM vyahiatrii. Na zaklad empirickych
zkuSenosti byly proto definovany 4 stépioporweni pro TDM psychofarmak : Stupe
1. ,Strongly recommended®, stupe: ,Recommended”, stupel: ,Useful®, Stupé 4:
.Potentially useful”, (tabulk&. 2 a 4) (15).
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Monitorovani hladin v [&¢ psychickych chorob neni zatim do rutinni praxe
zavedeno, iestoze se subterapeutické nebo toxické plazmatikkécentrace
psychofarmak mohou objevit ifipstandardnim davkovani Zidbdu interindividualni
variability farmakokinetickych vlastnosti jednotfish pacieni. Terapeutické
monitorovani nmize byt v klinické praxi vyuZzito k personalizovargrrhakoterapii, to
jest k optimalizaci davkovani psychofarmak u kaZzdéjednotlivého pacienta.
Napoméaha k maximalizacicinnosti a prevenci toxicity, a to zejména u jedinktei
pii standardnim davkovani nereaguji nablé nebo maji nezadouci reakce. Vyuziti
TDM v psychiatrii zvySuje &inek |&by a sniZuje naklady, a tadgrevsim tehdy, pokud
je provaéno erudovanym klinickym farmakologem (66). V kliké& praxi je snaha
stanovit optimalni individualni davku psychofarmakasto fizena strategii pokusu
a omylu. Nedostateé vyuziti TDM v psychiatrii ukazuje petu zvySovani edukace

psychiatfi a klinickych farmakolog o tloze TDM psychofarmak (67).

TDM je spolehlivou poraickou vpersonalizované farmakoterapii také
v psychiatrii. Pokud je adekvatnpouzivano, mize pomoci mnoha psychiatrickym

pacienim v mnoha situacich (15).

1.4 Metody stanoveni

Pri 1é¢bé psychofarmaky se pouziva jak monoterapie tak tpadpie. Z toho
davodu je nutny vyvoj metod umaajicich stanoveni dkolika I&iv souwiastre,
popipads i jejich aktivnich metabolit. Ke stanoveni kv v biologickych tekutinach se
pouzivaji imunonochemické, elektromigna ¢i elektroforetické a chromatografické
metody, které svou deté&hki citlivosti umo#uji stanoveni Il&v. Analyza |&€iv
v biologickych tekutinach jec¢asto komplikovana iftomnosti mnozstvi tznych
slowenin v organické matrici, které vedou k interfelienatrice s l[éivem a dale jejich
nizkou koncentraci ve vzorku. Nepgji se k analyze pouziva plazma, sérum nebo
krev. Imunochemické metody umagi stanoveni |&v bez gedchozi Upravy vzorku.
Bézné postupy Upravy vzorku zahrnuji precipitaci emt, extrakci na tuhé fazi (SPE)

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

Imunochemické metody oproti chromatografickym métad neumoduji
stanoveni léku a jeho metabolitu. DalSi nevyhodsoujzkizené reakce ,cross-

reactivita, kdy protilatky reaguji odligns tiznymi léky a jejich metabolity, coz
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znemo#uje presnou kvantifikaci. Riziko interference stoupa selkdurni podobnosti.
(69-71). VSeobean Ize tici, Ze imunochemické metody je vhaBi pouZzivat jako
screening fedavkovani nez pro terapeutické monitorovani Igikoz maji relative
vysoky limit detekce. V analyze psychofarmak seatipii i elektromigr&ni separéni
metody (72-74). Jejichipdnosti je vysoka sep&r (innost, nizk4 spéeéba vzorku
i chemikalii (69-71, 75, 76).

Z chromatografickych metod se v poslednich leteckjcasgji pouziva
vysokolinna kapalinova chromatografie (HPLC) a plynovaoomatografie (GC).
Plynova chromatografie se pouziva pro stanoveridgpesiv, protoZze mnohé maiji
strukturu amii (77-79).

1.4.1 Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotrstni spektrometrii

HPLC je rychla, dinna a spolehlivA metoda. Ma Sirokou oblast pouig ji
analyzovat ionty, latky polarni i nepolarni, mal@kavé, tepelad nestabilni
i vysokomolekularni. Asi 80 % veSkerych znamyctekdfe mozné analyzovat HPLC
metodou. Spojeni hmotnostniho spektrometru se a&apari metodami, jako jsou LC

a GC, vyrazn zvySuje selektivitu (52).

Hmotnostni spektrometrie je fyzikérchemickd metoda k &wvani hmotnosti
atomi, molekul a jejich¢asti po jejich pevedeni na kladné nebo zaporné ionty. To
umoziuje identifikovat a kvantifikovat analyt ve vzorkse slozitou matrici(krev,
plazma, sérum, n®), pogipad i stanovit a kvantifikovat jeho metabolity. Hmogtoi
spektrometr je iontavoptické z&izeni, které ionty vytvid nebo je emituje do plynného
stavu a z plynné stsi molekul, jejich nabitych fragmeita ionti separuje nabité

castice podle jejich efektivnich hmotnosti m/z (52)

Pro analyzu l&v se nefasgji pouziva ionizace elektrosprejem (ESI) a chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI). APCI jen@rre uréena pro ionizaci
nizkomolekularnich latek dm/z < 1000. Mezi hmotnostni analyzatory pouzivatié p
analyze léiv pati trojity kvadrupolovy analyzator, iontova past pelpriletovy
analyzator (TOF), pdjpact jejich kombinace (80). HPLC-MS/MS se vyzng
vysokou fiesnosti a moznosti Sirokého uptath Toto spojeni umaditije vyvoj metod
s kratkym retetnim ¢asem.

Priprava vzorku je obvykle jednoduch&a a nezahrnujévatiézaci, ktera je nutna

u rekterych latek v plynové chromatografii. Veétsiné pripadi se pouziva precipitace
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proteini pomoci smisi acetonitrilu a metanolu, dale extrakce na tu#tz & za ufitych
podminek je mozny ifimy nastkik biologického vzorku na kolonu (81).

Stanovovani lék a jejich metabolit za pouziti HPLC-MS rize byt ovlivriéno
matricovymi efekty, které lze definovat jako &my (innosti ionizace z@sobené
piitomnosti latky vychazejici z kolony spolu s analanou latkou. Vznikaji jako
vysledek soupeni mezi netkkavymi sloZzkami matrice a analytem. Mechanisrkteré
zpasobuji matricové efekty, je mnoho a ne vSechny jgoela objastny. Rozdily
v mechanismech ovliwmi ionizace se samigme liSi i podle pouzité ionizani
techniky. Pedpokladé se, Ze hlavniiigina vychazi z principu ionizace. Matricovy efekt
zahrnuje jak potkeni tak zvySeni ionizace. Nejsotegvidatelné a mohou hotgmbit
i n¢které slozky mobilni faze a exogenni materialy,ojgkou polymery obsazené
v riznych odrovych plastikovych nadobach neba@ktera antikoagulancia nap
heparin litny, ktery se din¢ pouziva. lonizace za atmosferického tlaku (AP@) j
vici matricovym efekim mére citlivd nez elekrosprej (81).

BéZzrne¢ se pouzivaji dv metody hodnoceni matricového efektu, infuze stahda
analyzované latky za kolonou nebo standardidgvek po extrakci. Post-kolonovou
infuzi se zji$uje kvalitativni matricovy efekt. #® post-kolonovém déavkovani je na
kolonu nagtikovan slepy vzorek a konstantni mnoZstvi analgtugtikovano gimo do
iontového zdroje. VSe probiha za podminek, kterp@&ivaji pi analyze. Ui se
oblast chromatogramu, kdeuawe pravdpodobrg dochazet k matricovym efeknh.
Tento zfiisob Ize pouzit u stanoveni s malynttieon analyt nebo u vzork se stejnou
biologickou matrici. U vicesloZkovych metod se peézpimé porovnani. Matricovy
efekt je zji¥ovan gimo bthem analyzy. Mii se rkolik vzorki o stejné koncentraci
analytu a vniniho standardu v roztoku bez matrice, blank matpoezivané pro
piipravu standafid kalibratofi a blank matrice ziskany #anych zdroj. Za matricovy
efekt je povaZzovano, jestlize rozdil odezvy v ntéth je ¥tSi nez 25 %. Pokud je niZsi,
Ize metodu pouZzit ke kvantifikaci (81).

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni tspeietrii ma v rutinnim
terapeutickém monitorovanidi& zvysujici vyznam, protozergjmeé vSechna l&va Ize
takto stanovit. Velkou vyhodou tohoto spojeni jegmost, Sirok& oblast pouziti, vyrazné
zkraceni doby analyzy, moZnost stanovizné kombinace #vych latek sodasre
s jejich aktivnimi metabolity. Nevyhodou je vysogérizovaci cena fistroje a vysoké

naroky na obsluhu.
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zavest, optimalizovat a validovat metodu vysakoaé kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci na stanoveni simultaamiidepresiv(citalopram, sertralin,
fluoxetin, norfluoxetin, paroxetin, venlafaxin),antipsychotik (risperidon,
9-hydroxyrisperidon, klozapin, quetiapin, olanzapin)
a jejichmetaboliti (desmetylcitalopram, didesmetylcitalopramgdBsmetylsertralin,
O-desmetylvenlafaxin, N-desmetylvenlafaxinu, dlsmetylklozapin,

N-desmetylolanzapin, 2-hydroxyolanzapin)

vyuziti metody pro terapeutické monitorovani vyl#aekupiny psychofarmak

Vv rutinni praxi

zhodnoceni moznosti a vyznamu terapeutického moniéni psychofarmak
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Pro terapeutické monitorovanicie je nezbytna analyticka metoda, ktera umozni
stanovit dané kBvo a pipadré i jeho metabolity. Metoda by ¢a obecw sphovat
n¢kolik podminek: ndla by byt rychla, pokud mozno bydha mit jednoduchouffpravu
vzorku a vysledky reni by ngly spliovat podminky pro validaci metody.

Proto byla vyvinuta a validovana metoda vysakodé kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci EHMS/MS). Metoda umaiuje
stanoveni citalopramu, desmetylcitalopramu, didégicialopramu, sertralinu,
N-desmetylsertralinu, fluoxetinu, nawbhxetinu, paroxetinu, venlafaxinu,
O-desmetylvenlafaxinu, N-desmetylvenlafaxinu, risg@nu, 9-hydroxyrisperidonu,
klozapinu, N-desmetylklozapinu, quetiapinu, olanzap N-desmetylolanzapinu,

2-hydroxyolanzapinu, trazodonu a mirtazapinu (82).
3.1 Friprava standardnich roztokia a pacientskych vzorka

Z&sobni roztoky jednotlivych ¢& o koncentraci 100 mg/l byly ipraveny
navazenim a rozpustim v methanole. Lld&va byla podle terapeutickych rozmezi
roz&klena do ti skupin na latky s nizkou, tetini a vysokou koncentraci a byly
piipraveny jejich srasné roztoky. Mezi latky tuici snes o nizké koncentraci 400
ng/ml pati risperidon a 9-hydroxyrisperidon, mezi latky thad sneés se gedni
koncentraci 4000 ng/ml gatfluoxetin, norfluoxetin, citalopram, desmetyldtpram,
didesmetylcitalopram, paroxetin, sertralin, densaitralin, olanzapin,
2-hydroxyolanzapin, demetylolanzapin, quetiapintaziapin, a mezi latky tveci snes
0 vysoké koncentraci 8000 ng/ml faklozapin, N-desmetylklozapin, venlafaxin,
O-desmetylvenlafaxin, N-desmetylvenlafaxin a tramadKalibra&ni standardy byly
naredny na nasledujici koncentrace: 0,5; 1; 2,5; 5;2H);50 a 100 ng/ml pro latky
S nizkou koncentraci; 2,5; 10; 25; 50; 100; 25@ &01000 ng/ml pro latky seistni
koncentraci; 5, 50, 100, 250, 500, 1000 a 2000 hgitky s vysokou koncentraci.
Alprenolol byl pouzit jako vnini standard o koncentraci 20 000 ng/ml. Nasidayla
metoda roz$ena o stanoveni hladiny mirtazapinu (latka @edni koncentraci)

a trazodonu (latka o vysoké koncentraci) & byy validovany samostatn

K ptipraw vzorku se pouziva 0,2 ml pacientskeho séra, 0,05vmtiniho
standardu, 0,5 ml 0.05% Zn$®@H,O ve snési acetonitril/metanol (40:60, v/v) a 0,2 ml
vody. Snés je 30s michana na vortexu, 5 minut je ponech&hal’& a nasledh
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centrifugovana 10 minutip 1370 x g. Kalibrani roztoky a kontroly kvality byli

pfipravovany stejnym zZisobem.

3.2 Testovani matricového efektu
Matricovy efekt byl zjifovan post-kolonou infuzi, na kolonu byl injektovan
precipit&ni roztok s vodou a precipitai roztok se sérem od darce neuzivajiciho Iéky
a nasleda postupg standardy lék o koncentraci 100 ng/ml. Plochy ik

precipit&niho roztoku se sérem byly porovnany s precipita roztokem s vodou.

3.3 Podminky chromatografické analyzy a hmotnostnietekce
HPLC-MS/MS analyza probiha na kapalinovém chromatfogWaters Acquity

UPLC system (Waters, Milford, MA, USA) ve spojenkwadrupolovym analyzatorem
Quattro Micro API triple quadrupole (Micromass, Mhaeaster, UK). Separace probiha
na koloré Acquity UPLC RP BEH C18, 1.7um; 2.1 x 50 mni¥j feplog 30°C. Je
pouzivana mobilni faze A (2 mmol/L octan amonnyi%.kyselina mravet v 5%
acetonitrilu, v/v/v) a mobilni faze B (2 mmol/L act amonny, 0.1% kyselina mravén
v 95% acetonitrilu, v/v/v). Separace probihd v gath mobilni faze nasledoyn

0 min A: B = 80:20 (v/v), 3 min 5 : 95, 3.1 min 820, 5 min 80 : 20, fitok je 0.4
ml/min. Celkova doba analyzy je 5 min. Jakdigpb ionizace se vyuziva elektrosprej
v pozitivnim modu (ES). Podminky ESt kapilarni napti 1.5 kV, teplota zdroje 100
°C, desolvateni teplota 420 °C. Tyto podminky byly vybrany jakaejlepsi

z testovanych podminek. Jako kolizni plyn byl pwéni argon a pracuje se v MRM
modu (multiple reaction monitoring). VSechna dataalgzy byla vyhodnocovana
pomoci programu MassLynx 4.1 (Waters, Milford, MASA) (82).

3.4 Analyza pacientskych vzork

Vzorky krve na stanoveni psychofarmak byly ziskamd pacieni
hospitalizovanych na Psychiatrickém oldthi FN Ostrava. Vzorky krve byly
pacienim odebirany v den hospitalizace a nasie8n- 4. den hospitalizacequ a po
uziti 1éki. Za 2 hodiny po podani byly odebirany vzorky uipaid, ktefi uzivali
citalopram, venlafaxin, mirtazapin, trazodon, klpra quetiapin a risperidon. Za 6
hodina po podani byl proveden @dbvzorku u pacierit ktefi uzivali fluoxetin,
paroxetin, sertralin a olanzapin. U pacignkteti uzivali I&iva veer, byly vzorky
v nékolika pripadech odebirany alespgied ve&ernim uzitim. Jedna se o pacienty
uzivajici mirtazapin a trazodo@ias odiru po podani byl volen na zakkathax daného
léciva (83).
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Nekteti pacienti byli opakovanhospitalizovani a jejich vzorky byly &eny jako
pii prvni hospitalizaci.Vzorky byly ihned odesilany do labor&to centrifugovany

a nereny.
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4.1 Validace metody

Metoda byla validovana podle FDA kritérii. Rozskalibrainich Kivek byl
zvolen na zakla#l terapeutickych rozmezi jednotlivych¢ie, u latek s nizkou
koncentraci 0,5-100 ng/ml; u latek sd&edni koncentraci 2,5-500 ng/ml a u latek
s vysokou koncentraci 5-2000 ng/ml. Limit kvantiéfidle je roven prvnimu bodu
kalibratni kiivky. Korelatni koeficienty kalibranich Kivek se nachézi v rozmezi
0,995-1,0. Pro hodnoceni opakovatelnosti (intragssa reprodukovatelnosti
(interassay) byly fipraveny standardni roztoky o koncentraci: 5, 280 hg/ml pro
latky o nizké koncentraci, 10, 100, 500 ng/ml gatky o stedni koncentraci, 50, 250,
1000 ng/ml pro latky o vysoké koncentraci. Kazdadima byla fipravena 10krat.
Z namerenych hodnot byly vypotany varigni koeficienty a opakovatelnost. Vysledky
opakovatelnosti: hodnoty vatiaich koeficieni vSech latek se pohybuji v rozmezi
2,1- 8,1 % a vyZznost 89,1-108,3 %. Vysledky reprodukovatelnosidroty varignich
koeficienti vSech latek se pohybuji v rozmezi 2,6 — 11,9 %t&nost 88,1 — 112,4 %
(82).

4.2 Testovani matricového efektu
Matricovy efekt, ktery testovan post-kolonovou iifu se neprojevil v oblasti
chromatogramu 0.45-1.75 min, coZ je oblast raiéah casi vétSiny 1€k, pouze dva
nejrychlejsi léky olanzapin {t0,52 min) a desmetylolanzaping (0,47 min) byly
testovany porovnanim ploch gikPriméry ploch jejich pik ve vzorku se sérem byly
porovnavany s fmeérnou plochou pik ve vzorku bez matrice a vysledné poynjsou
0.92 a 0.83. Podrobmpublikovano lanku Urinovska et al. Liquid chromatography—
tandem mass spectrometry method for determinatidive antidepressants and four
atypical antipsychotics and their main metaboliteshuman serum, J.Chromatogr. B,
2012; 907, 101-10782).

4.3 VyuZziti metody pro TDM psychofarmak v rutinni praxi

Hladiny byly stanoveny celkem u 275 pacienZ této skupiny pacieft byli
vyiazeni ti, u nichz byly gteny hladiny pouze jednou a nebyly provedenycogive
3.-4.dni hospitalizace a take ti, kt@en®li odbér pred a po podani. Ze skupiny pacient
uzivajicich antidepresiva byli daleiagzeni pacienti, u nichZ nebyl dodrzéss odkra
nebo byla zréinéna denni davka. Kodeou skupinu tviilo 240 pacient uZivajici

antidepresiva, 163 zen a 77 mupramérny ek pacient je 42,8 £ 15,1V tabulcec. 5
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je uvedena charakteristika souboru padieadaje byli ziskany ze zadanek. Je v ni
uveden poet Zen a mu¥, pramérny vk a pfimérna denni davka u sledovanych latek.

Tabulka¢. 5: Zakladni charakteristika souboru paaient

latka | celkovy | poset | poset | pramérny vek + SD |[Pramérna davka + SD
poset Zen | mu# (roky) (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..irtazapin, TRZ.....trazodon,
SER....sertralin, CIT....citalopram, VEN...venlafax

Pacienti byli dale roztdeni podle uzivanych latek, f ¢emzZ rekteri pacienti
uzivali kombinace k&v. U pacientt byli vypccitany pameérné hladiny jednotlivych
antidepresiv v denftjeti, po 3-4 dnech hospitalizacéed podanim a 2ifp. 6 hod po
podani, dale byli rozdeni podle denni davky a byly vypieany pameérné hladiny

u jednotlivych odbru.

Primérné hladiny citalopramu, desmetylcitalopramu, edsfiramu, sertralinu,
N-desmetylsertralinu a paroxetinu jsou uvedeny bulize ¢. 6. U citalopramu
a escitalopramu jsou uvedenyuprrné hladiny u denni davky 10 a 20 mg/den,
u sertralinu 50, 100 a 200 mg/den, u paroxetina 20 mg/den, tabulk&a 7 . V tabulce
¢. 8 jsou uvedeny vysledky venlafaxinu a jeho meiaibdO-desmetlvenlafaxinu,
N-desmetylvenlafaxinu. Pacienti byli rageni do skupiny podle denni davky 75, 150
a 300 mg/den, tabulka 8.

Trazodon a mirtazapin byli paciém podavany 1x dernvecer, hladiny jsou
meéteny 12 hod po podani. Mirtazapin byl &en u 29 pacieidt pramérna hladina za
12 hod po podani byla 33,7 = 29,0 ng/mlarpérna denni davky byla 28,4 + 11,6
mg/den. Trazodon byl z&ren u 28 paciefif primérna hladina za 12 hod po podani
byla 877,4 £ 510,2 ng/mlfppramérné denni davce 124, + 67,3 mg/den.
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Hladina fluoxetinu a jeho metabolitu norfluoxetinbyla zméfren pouze
u 3 pacient, z toho pouze 2 byli zéeni pg'ed a po podani. Denni davka &chto
pacienti byla 20 mg/den. Prvni den bylaiprérna hladina fluoxetinu 85,7 + 57 ng/ml,
norflouxetinu 152,8 + 86,8 ng/mCtvrty den ged podanim byla pmérna hladina
fluoxetinu 93,1 + 41,1 ng/ml, norfluoxetinu 124,458,3 ng/ml, 4. den po podéani
pramérnd hladina fluoxetinu byla 112,8 + 52,5 ng/ml, fheyxetinu 127,9 + 64,3 ng/ml.

Déle jsme zjigovali kolik pacienti se nachazelo v terapeutickém rozmezi
u jednotlivych odbru pii pramérnych dennich davkach (tabulka9 ac¢.10. a grafc.
1-4). Hladina citalopramu, escitalopramu sertralmuparoxetinu 1. denfip prijeti
k hospitalizaci byla v terapeutickém rozmezi u Z7% pacieni. 3.- 4. den fed
podanim se v terapeutickém rozmezi nachazelo 1% 7&acieni, opst bylo nejvice
pacienti uzivajicich sertralin. Po podani bylo 3.- 4 daerapeutickém optimu 27-94 %
pacieni. Pod dolni hranici terapeutického rozmezi se rasbal. den 13-66 %
pacienti. Pouze 2-21 % hladin paciénte nachazelo nad horni hranici terapeutického
rozmezi. U mirtazapinu a trazodonu byly posuzovpoyze hladiny nagiené 1. den
hospitalizace za 12 hodin po podani. Z 29 patienmirtazapinu bylo 62 % paciént
pod dolni hranici terapeutického rozmezi, 31 % aehazelo v terapeutickém rozmezi
a pouze 7 % pacieintylo nad jeho horni hranici. U trazodonu z 28 gatiise 36 %
nachazelo pod a nad, a 28 % v terapeutickém rozrezénlafaxinu, je terapeutické
rozmezi (100400 ng/ml) dano satem venlafaxinu a  metabolitu
O-desmetylvenlafaxinu. 1. den se nachézelo v tetag&m rozmezi 58 % pacient
15 % pacient bylo pod a 27 % nad horni hranici terapeutick&wmezi. 3.- 4. den
pied podanim bylo v terapeutickém rozmezi uz 67 %epés pouze 2 % pod a 29 %
pacienti nad horni hranici terapeutického rozmezi. 3.-eh #da 6 hodin po podani se
v terapeutickém rozmezi nachazelo 40 % patjesie 57 % bylo nad horni a pouze

jeden pacient pod dolni hranici terapeutického ezm

U pacient, jimz byla podavana antipsychotika, @vddu podjirné terapie nikoli
terapie kauzalni, nedosahovaly denni davky Grdé&né doporgenych dennich davek.
Hladiny byly neifeny stej@ jako u antidepresiv. Antipsychotik&tgina pacient uziva
1x veier, coz znamena, Ze hladiny &ené 1. den hospitalizace jsou hladiny za 12
hodin po podéani. Quetiapin byl ziken u 47 paciefitl. den hospitalizace, pouze 17
pacienti bylo zméteno 3.- 4.denied a po podani, jsou to pacienti jimzZ je quetiapin

podavan nejen 1x dea&nvecer. Hladina risperidonu a jeho aktivniho metabolitu
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9-hydroxyrisperidonu byla zébena u 8 pacieff jedna se o pacienty, u nichz byl
proveden odér 1.den a nasledrpred a po podani 3.- 4. den hospitalizace. Klozapin b
stanoven pouze u 6 paciént toho pouze 3 pacienti byli zieni pf‘ed a po podani.
Olanzapin byl zréten u 27 pacieidtprvni den hospitalizace a pouze u 5 padidayly
zmeteny hladiny ped a po podani. Bmérnd hladina 2-hydroxyolanzapin byla 2,6
ng/ml u vSech pacieiit Pimérné hladiny jednotlivych antipsychotik jsou uvedeny

v tabulceg.11.

Z vypctitanych pondri metabolitu/matiské latce u venlafaxinu, sertralinu,
citalopramu, olanzapinu, klozapinu, risperidonu stgnoven fenotyp, tabulka 12, v
nizZ jsou uvedeny pro srovnani i publikované ppmu sledovanych psychofarmak (15).
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Tabulka¢.6 : PaGmérné hladiny citalopramu, escitalopramu, sertranparoxetinu nastené u pacieiit 1. den hospitalizace, 3.-4. den

hospitalizace fed a po podani.

terapeutické pramérna koncentrace + SD (ng/ml)
atk DDD mean DD + SD { (15)
atka rozmezi n 3.- 4. den
(mg/den) (mg/den) 1.den
(ng/ml) pied podanim| po podani
citalopram 43,7 + 36,6 37,2+22,8 53,3 = 32,7
: 20-60 20,06t 7,3 50-110 29
desmetylcitalopram 6,1+ 5,1 6,3+4,1 6,6 + 3,7
escitalopram 10-20 129+49 15-80 5( 243+24,2 17,8+13,8 28,9 £ 18,7
sertralin 40,3 £ 30,7 39,1+38,8 56,9 + 48,9
: 50-200 102,9 + 47,2 10-150 32

N-desmetylsertralin 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, ,449%51,2 70,1+ 67,2

DDD...doporgena denni davka, DD ...denni davka, n.cegppacientu SD.... sfrodatna odchylka
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Tabulkac¢.7: Pimérné koncentrace citalopramu, escitalopramu, sartra paroxetinu na#éiené u pacieiritl. den hospitalizace,

3.-4. den hospitalizaceqd a po podani u jednotlivych dennich davek.

pramérna koncentrace + SD (ng/ml)

) denni davka _
latka pocet pacienti 3.-4.den
(mg/den) 1.den
pied podanim po podani
_ 10 5 250+12,1 21,7+10,0 299+14,1
citalopram
20 20 40,1+ 28,1 34,2+129 47,9+ 15,2
. 10 27 18,8 £ 20,4 13,6 £ 10,0 216 +125
escitalopram
20 36,6 £ 35 28,2 £20,3 47,8 £24,3
50 27,6 +18,9 19,3+ 14,6 32,8+16,1
sertralin 100 17 46,6 £ 37,0 45,7 + 41,7 58,3+45,5
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¢. 8: Paimeérné koncentrace venlafaxinu a jeho aktivniho mdiab®-desmethylvenlafaxinu naffené u pacieiit 1. den

hospitalizace, 3.-4. den hospitalizad¢ega po podani.

o pramérna koncentrace + SD (ng/ml)
latka denni davka ocet
(mg/den) P 1 den 3.-4.den
pied podanim 2 hod po podani |6 hod po podani
VEN b 91,7 £ 83,9 73,5+ 100,5 107,1+136,3 163,3+£176,7
75 15/8°I7°
oDV 179,8 £157,1 141,4 + 98,2 154,2 £ 87,1 182,2 £138
VEN 103,5 + 89,8 55,9 + 48,7 79,3+ 35,6 140,0 £112,6
150 18/13°/10°
oDV 235,9+119,5 218,4 £ 99,5 240,4 + 123,0 304,4 575
VEN by «c 184,4 £192,7 313,8 £+414,0 518,2 + 538,8 296,@+8&
300 6/4°14
oDV 204,4 +£181,3 387,3 £ 268,4 511,3 £ 223,6 223,421
VEN.....venlafaxin; ODV.....O-desmetylvenlafaxinDN ... N- desmetylvenlafaxin; a....pet pacieni 1.den a 3.-4.dented podanim,
b......

padet pacieni 3.-4.den 2 hod po podani, c.....cebpacieni 3.-4.den 6 hod po podani
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Tabulka¢. 9: P@&et pacieni v terapeutickém rozmezi, pod dolni a nad hormibfaerapeutického rozmezi u citalopramu,

escitalopramu, sertralinu, paroxetinu, mirtazagritazodonu.

latka celkovy pocet pacieni pocet pacieni pocet pacieni
pocet v terapeutickém rozmezi pod dolni hranici terapeutickéhol nad horni hranici terapeutického rozmezi
pacienti rozmezi
1.den 3.-4.den 1l.den 3.- 4.den 1l.den 3.- 4.den
pied po pied po pied 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
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¢. 10: p@&et pacieni v terapeutickém rozmezi, pod dolni a nad hormibfraerapeutického rozmezi u venlafaxinu

pocet pacieni pocet pacieni pocet pacieni
v terapeutickém rozmezi pod dolni hranici terapeutického  nad horni hranici terapeutického
rozmezi rozmezi
1.den 3.-4.den 1.den 3.-4.den 1.den 3.-4.den
latka n 2 hod | 6 hod 2 hod 6 hod
pied pied 6 hod po pied 2 hod pd
po po po po
VEN+| 48748
28 32 19 14 7 2 - 13 14 10 20
oDV | 29°/35"
VEN........... venlafaxin, ODV...O-desmetylvenlafaxin, n..¢pbpacienia...paiet pacieni 1.den,

b... paiet pacieni 3.-4.den ped podanim, c... get pacieni 3.-4. den 2 hod po podani, d...ceopacieni 3.-4. den 6 hod po podani.
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Tabulka¢.11: Tabulka pkmérnych hladin antipsychotik

terapeutické pramérné koncentrace + SD (ng/ml)
Atk DDD mean DD + SD f (15)
atka n rozmezi 3.-4.den
(mg/den) (mg/den) 1.den
(ng/ml) pied podanim po podani
o 189,5 + 157,8 a7 81,3+108,4 - -
guetiapin 200-80 100-500
183,7 +147,4 17 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*
__| 200-600| 245,8 +105,4 6 350-600
N-desmethylklozapin 81,1+121,0 95,7 £111,4* 58,7 + 44,3*
_ 10,3+5,4 27 30,7+27,4 - -
olanzapin
5-20 8,2+4,3 5 20-80 31,8+124 276+12,9 28,7+15,5
N-desmethylolanzapin 27 8,0£9,0
risperidon 8,2+95 4,1+49 8,1+£89
9-hydroxy-risperidon 11,9+8,5 15,0+11,0 17,3+13,3
_ . 4-6 2,0£1,1 8 20-60*
risperidon+9-hydroxy-
19,9+154 19,1 + 13,9 254+194

risperidon

*_... tfi pacienti, DDD...doporkena denni davka, DD...denni davka, négpgacient, *...terapeutické rozmezi je dano sam matéské

latky a metabolitu
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Tabulka¢. 12: Pimeérné hodnoty porria metabolitu/matiské latce + sgrodatna odchylka

3.-4.den

odet 1.den publikované
P ' pred podanim 2 hod po 6 hod po vysledky pomeri (15)
podani podani
ODV /VEN 5 35+38| 54%51 39+38 2,6 +2,3] EM nebo@MP2D6 0,3-5,2
NDV/VEN 43129130 0,2+0,3 0,2+0,2 0,2+0,2 0,2+0,2 0,4681,4
NSER/SER 31 16+1,6| 26%26 - 18+15 1,7-3,4 (n5348
4CIT/CIT 29 0,14+0,10 0,19+0,08 | 0,13 0,09 - 0,31-0,60 (n= 2330)
i 6/3* 0,40+0,2 0,58 + 0,39 0,33+0,27 - n&kei 0,5-0,6 (n=98),
N-desClz/Clz Kuiaci 0,4-0,7 (n=198)
27 0,31 + 0,6( - - - nekuéci 0,1-0,3 (n=76)
N-desOla/Ola KuFaci 0,2-0,4 (n=69),
9-Ris/Ris 8 7,75 % 9,0+£12,99 4,11 +4,01 - EM nebo IM CYP2D6 1,501
11,77 PM CYP2D6 <1

VEN...venlafaxin, ODV...O-desmetylvenlafaxin, NDW-desmetylvenlafaxin, ser...sertralin, N-sersrdetylsetralin,
dCIT....desmetylcitalopram, CIT..citalopram, N-d&sCON-desmetylklozapin, Clz...klozapin, Ola...atapin, N-desola ....
N-desmetylolanzapinu, Ris...risperidon, 9-Ris. y@foxyrispridon
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Graf ¢. 1: procentudlni rozloZeni g pacient nachazejicich se pod dolni hranici,
nad horni hranici a v terapeutickém rozmezi 1l.deibéra u citalopramu,

escitalopramu, sertralinu, paroxetinu, mirtazaritazodonu.

1.den
100% -
80% -
60%
40%
20% -
0% ‘
cIT ESCI SER PAR MRT TRZ
O pod dolni hranici terap. rozmezi MV terap. rozmezi
m nad horni hranici terap. rozmezi

Graf ¢. 2: procentudlni rozloZeni g pacient nachazejicich se pod dolni hranici,
nad horni hranici a v terapeutickém rozmezi 4.deiro pied podanim u

citalopramu, escitalopramu, sertralinu a paroxetinu

4.den p fed podanim
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Graf ¢. 3: procentudlni rozloZeni g pacient nachazejicich se pod dolni hranici,
nad horni hranici a v terapeutickém rozmezi 4.d#®ra po podani u citalopramu,

escitalopramu, sertralinu a paroxetinu.
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Graf ¢. 4: procentudlni rozloZeni g pacient nachazejicich se pod dolni hranici,

nad horni hranici a v terapeutickém rozmezi 4.adxra po podani u venlafaxinu.

100% -~
80% -+
60% -+

0% : I ‘ I ‘ I ‘

40% -
20% -~
1.den 3.-4. den pred 3.-4. den 2 hod po 3.-4. den 6 hod po
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4.4 Kinos TDM, fenotypizace a genotypizaceipterapii deprese (kazuistika)

Pacientka (41 let, hmotnost 72 kg, vySka 160 cm, BBl1) byla dlouhodob
lé¢ena na psychiatrické ambulanci p&ikou depresivni poruchu s psychotickymi
piiznaky kombinovanou terapii: venlafaxin (Olwexy&QOfng 1-0-0 tbl., klonazepam
(Rivotril) 0,5mg 1-0-1 tbl.,, mianserin (Miabene) 3§ 1-0-1 tbl. a olanzapin
(Zyprexa) 10mg 0-0-1 tbl.

Pro podefeni z intoxikace byla ifjata na interni od#éeni s krevnim tlakem
110/70 mmHg a pulsovou frekvenci 98/mirgZsivala si na velkou Unavnost, utlum,
nespavost, nechutenstvi a pokles hmotnosti (za&dom zhubla 12 kg) a zhorSeni
nalady trvajici 3 ssice. Uvedla, Zeipd @ijmem vzhledem kigtrvavajici nespavosti
uzila navic 6 tbl Rivotrilu a 4 tbl Miabene, abypé&spala. Pokus o suicidum odmitla.
V pribéhu hospitalizace byla vySeha psychiatrem, ktery zvysil davkovani na
Zyprexa 10mg 1-0-1 tbl. Pacientka byla ale za 2 propustna z divodu planované
hospitalizace na specializovaném psychiatrickém ¢ledd pro nedostateou
terapeutickou odp@d’. Fi prijeti na psychiatrické odteni byla pacientka lucidni,
orientovana, odpadi priléhave, v popedi depresivni nalada bez psychotickych
piiznaki. Krevni tlak (TK) 140/90mmHg, puls 68/min, fyzikélvSe v norm.

Po @ijmu na psychiatrii bylo provedeno stanoveni hlgdienlafaxinu a jeho
dvou metabolit ODV a NDV, olanzapinu a klonazepamu. Byla stanavatadina
venlafaxinu 2638 ng/ml, kterd vysocéegraiovala doportiované rozmezi 100-400
ng/ml. Hladiny olanzapinu se nalézaly v terapeuékoptimu a hladiny klonazepamu
pod dolni hranici terapeutického rozmezi u vSechédd provedenych &hem

hospitalizace.

Za 4 dny pi kontrolovaném podavani medikace klesla hladinee vitez o
polovinu, ale byla neustale v potencialioxickém rozmezi. Proto bylo dop@ano
snizeni davky venlafaxinu na 75mg/den, tedy navpolo Kontrola za dalSi 3 dny
ukazala stejpn vysoké hladiny VEN bez uUpravy podavané davky, mzndoylo
doporieni snizeni davky na 75mg/den. Nasketygla davka snizena, za dalSi 3 dny
byly jiz hladiny v norné a doslo k vyraznému zlepSeni subjektivnich olp@gientky,
(tabulkac. 13).
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Tabulka¢. 13: Hladiny venlafaxinu a jeho metabl)istanoveni fenotypu

den odBru; cas VEN ODV | ODV/VEN NDV | NDV/VEN
davka odkeru | (ng/ml) | (ng/ml) (ng/ml)
24.10. pri 2638 20,6 0,008 731 0,28
(150mg/d) | piijmu
28.10. pred 1106 7,6 0,007 299 0,27
uzitim
(150mg/d) | 2 hod 1228 6,7 0,005 301 0,25
po uziti
6 hod po| 977 7,7 0,008 292 0,30
uziti
31.10. pred 1054 12,8 0,012 260 0,25
uzitim
(150mg/d) | 2 hod 767 12,6 0,016 241 0,31
po uZiti
6 hod 1026 11,7 0,009 238 0,23
po uZziti
8.11. pred 364 2,1 0,006 83 0,23
uzitim
(75mg/d) 6 hod 434 2,4 0,006 73 0,17
po uziti

Fenotyp byl stanoven jednak z p&nm ODV/VEN, jednak pouzitim modelove
latky betablokatoru metoprololu, pouZivaného prastapi aktivity CYP2D6

stanovenim positu alfa-hydroxymetoprolol/metoprolol metodou HPLEznotypicky

byla pacientka zazena mezi pomalé metabolizatory (PM), tabalki4.

Tabulka¢. 14: Stanoveni fenotypu pomoci modeloveé latky metiolu

cas puls | krevni tlak| metoprolol hydroxy- hydroxymetoprolol/
(hod) /min (mmHg) (ng/ml) metoprolol metoprolol
(ng/ml)
pied 65 154/96 - - -
8:54 Podani: metoprolol (Betaloc SR 200mg %% tbl)
lhod po| 59 158/100 65,8 0 -
2hod po| 50 148/98 77,6 0 -
3hod po| 54 160/96 98,1 0 -

Genetickym vyséenim pacientky byla zji&ha homozygotni delece genu
CYP2D6 (alelicka varianta *5/*5) (84).
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5. DISKUSE
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Vysoko&inna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmatiapektrometrii
(HPLC-MS/MS) ma Siroké uplatni v terapeutickém monitorovani eka jejich
metabolifi (imunosupresiva, inhibitory protedz, R blokatoey)poslednich asi 10
letech i @i monitorovani psychofarmak. Byla publikovamada praci umatujici
stanoveni jak jednotlivych tak s&astré nékolika psychofarmak a jejich aktivnich i
neaktivnich metabolit(85-88). Jednalo se o prace popisujici htawetodu stanoveni
nikoli i stanoveni hladin u pacientPresto, Ze jsou psychofarmaka pouzivana od 60.
let minulého stoleti, prvni guidelines vysli azoce 2004 a byli aktualizovany v roce
2011 (15, 53).

Zakladnim pedpokladem pro TDM je vyvoj metody vysokiiné kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci. Pro analyZiy Be nefasgji pouziva ionizace
elektrosprejem (ESI),fpvazrt v pozitivnim moédu, a v mensi feichemicka ionizace
za atmosférického tlaku (APCI). APCI je primérnuréena pro ionizaci
nizkomolekularnich latek dm/z < 1000 (89-92). Kolizni energie, ndpna kuzelu
a produktovy iont byly zvoleny pro jednotlivé Igtkna z&klad jejich nejvysSi
odezvy. Tyto parametry byly nastaveny pro ESI i pf@CIl, porovnani ionizmich
technik bylo provedeno na zaktgeti meéieni standardu o nejvySSi koncentraci.
Pouze u olanzapinu byla zjgia &tSi ptimérna plocha B pouziti APCI 77121,3, nez
u ESI 60422,9. U ostatnich latek se rozdil plochhyboval v rozmezi dvojnasobku
aZz desetinasobku pro ESI (82). Z tohivadu byl pro validaci metody a nasledné
meieni vybran elektrosprej. Z autojen Berna et al (89) and Bogusz et al (90)

vyuzivali ve svych pracich APCI pro stanoveni olgriau, ale netestovali ESI (81).

Pri vybéru chromatografickych podminek jeildzity vybér vhodné mobilni
faze, ktery ma vliv na tvorbu iointa minimalizaci tvorby nezadoucich adduktlako
mobilni faze se neépsgji pouziva metanol/voda, acetonitri/lvoda nebo
metanol/acetonitril/voda spolu se slabymi kyselinfagselina octova nebo mrawvn
nebo kyselé pufry (mravéan amonny, octan amonny). Slabé kyselinyisgapaji do
mobilni faze v koncentraci 0,005 — 0,05 %. Kyselmeaveri a kyselina octova se
doporuiuji pro gipravu mobilni faze s nizkym pHrippouZiti elektrospreje (81).
Samozejmé musi byt optimalizovany i parametry jakaifwk plynu, teplota analyzy a
dalSi. Celkova doba analyzy je u naSi metody 5 miooZ je velmi vyhodné pro

rutinni pouZiti a je porovnatelna s jiz publikovamypracemi. Jako vnihi standard
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byl zvolen alprenolol, ktery neni jiz Geské republice registrovany a tedy nevznika
riziko interference.

Extrakce vzorku spdva v precipitaci proteiin K precipitaci proteifi se
pouziva metanol, acetonitril, siran zinaty nebo jejich kombinace. Metanol a
acetonitril jsou dGinné @i precipitaci proteifi asi v 98 %, jestlize jsou pouzivany
v poneru 2:1 nebo vysSim.iPprecipitaci proteifi nedojde ale kdinnému odstraimi
soli a lipich, které mohou byt jednou zfipin matricového efektu. Matricové
komponenty charakteristické pro jednotlivé biolégianaterialy interferuji viiznych

casech a v rozdilném rozsahu vilpihu analyzy (81, 93, 94).

Matricové efekty maji velky vyznamiipstanovovani lék a jejich metabolit za
pouziti HPLC-MS a Ize je definovat jako #ny (&innosti ionizace zjsobené
piitomnosti latky vychéazejici z kolony spolu s analyanou latkou. Vznikaji jako
vysledek soupeni mezi netkavymi slozkami matrice a analytem a nejsou
piedvidatelné (81). lonizace za atmosferického tI&KE®CIl) je Wici matricovym
efekiim mért citliva neZz elekrosprej. Eeckhaut et al. (93) pod@vali vliv
matricového efektu ip pouziti APCI a ESI, ale jeho mechanismus nebybadud

objasrn.

Matricovy efekt zahrnuje jak potlani tak zvySeni ionizace.tBledkem &chto
proces je snizeni nebo zvySeni odezvyékieré slozky mobilni faze mohou byt
pricinou matricového efektu, st&jnako i rekteré exogenni materialy, jako jsou
polymery obsazené wiznych odirovych plastikovych nadobach nebaktera
antikoagulancia nd&pheparin litny. Chin et al. (95) zjidvali matricovy efekt &n¢
pouzivanych antikoagulancii a lipemie. Jejich vii&lenaznauji, Ze pouZziti heparinu
sodného nebo #&£DTA muze komplikovat stanoveni a jejich pouziti neni v@gbro
analyzu |ék. Ztoho divodu jsme dali pednost odérovym systémim bez
antikoagulancia (81, 94).

Velké rozdily jsou pozorovany u jednotlivych tedhniipravy vzorku.
Precipitace proteih acetonitrilem u LC-ESI-MS/MS vykazuje néfgi matricovy
efekt s mohutnou supresi zejména n&ta a na konci chromatogramu, kdiky
neselektivni precipitaci protein je tzv. ,precisteni® biologického materialu
nedostaténé. Timto zjisobem se dostates neodstrani lipidy, fosfolipidy a mastné
kyseliny. Ty mohou byt fi¢cinou sniZeni ionizace u latek, které maji kratkigmeni

¢as. A proto se davarednost kombinaci acetronitrilu a metanolu. Protogs my
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v nasSi metod zvolili k precipitaci proteifi smés acetonitril/metanol (40:60, v/v) s
0.05% siranem zigeatym. Tento postup byl jiz Siroce vyuZivan a diek@én (i
stanoveni imunosupresiv (96-99).

Matricovy efekt niZze ovlivnit jak kvalitu tak kvantitu. &n¢ se pouzivaji dv
metody hodnoceni matricového efektu, infuze stahdaanalyzované latky za
kolonou nebo standardniigavek po extrakci. VSe probiha za podminek, k&é
pouZzivaji pi vlastni analyze. Wi se oblast chromatogramu, kdéze pravdpodobr
dochéazet k matricovym efekn. V naSem fipad byla na hodnoceni matricového
efektu pouzita post-kolonova infuze. Tentaiggb Ize pouzit u stanoveni s mensim
poctem analyi nebo u vzork se stejnou biologickou matrici. Na kolonu
kapalinového chromatografu byly injikovany vzorkextraktem biologické matrice
pii sowtasné post kolonové infuze jednotlivych latek. Vasl chromatogramu 0.45-
1.75 min, kde se nachazeji retehc¢asy \¥tSiny analyzovanych latek nebyl zfat
vyznamny matricovy efekt. U dvou nejrychlejSich lghig olanzapinu s reténim
¢asem 0,52 min a desmethylolanzapinkasem 0,47 min, byl matricovy efekt
testovan i dalSi metodou, a to porovnanim plochgi pednotlivych latek. Byly
vypcocitany pongry ploch piku standafdbez matrice séra a s matrici. Za matricovy
efekt je povazovano, jestlize rozdil odezvy v nuéath je &tSi nez 25 %. Zjighé
ponery byly nizsi (8 % a 17 %) nez 25 % a metodu bmdytpouZzit ke kvantifikaci
(81, 94).

K potlateni matricového efektu ime dojit také pouzitim malych objém
nastikovanych na kolonu, proto je n&kbvano na kolonu pouze 180 vzorku. |
pouZziti vnitniho standarduipdpoklada, Ze bude st&joviivnén matricovym efektem
jako analyty (81).

Druhym cilem této prace bylo vyuziti HPLC-MS/MS @y v klinické praxi,
ve spolupraci s Odtenim psychiatrie FN Ostrava byly vzorky odebirgpacientim
uzivajicim nami stanovovana antidepresiva, antipstyka nebo jejich kombinace.
Hlavnim divodem vyuziti TDM u psychofarmak je 2zZme interindividualni
variabilita farmakokinetickych paramétru jednotlivych pacieit TDM vyuziva
stanoveni koncentraceclea v krevni plazma nebo séru k titraci davky u jednotlivych
pacienti tak, aby bylo dosazeno maximalriinhosti s co nejniZzSim rizikem toxicity
(53).

Ceskova publikovala, Ze deprese@stjsi u Zen nez u miza to v pondru 2:1,

coz potvrzuje i rozlozeni nasi skupiny paciefit00).
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Pti rutinnim sledovani hladin antidepresiv byla uals&tek pi nizSich dennich
davkach nalezena vySSi koncentrace v dgetpoproti koncentraci stanovené 3.- 4.
den hospitalizaceipd podanim, coZ souviselo prépddobré s tim, Ze pacienti jiz
lécivo uzili. Naopak u vysSich dennich davek serttal{@00mg/den) a zejména u
venlafaxinu byly nalezeny vyragnnizSi koncentrace 1l.den nez 3.- 4. den.
hospitalizace, kdy bylo zaji&to pravidelné uzivani medikace.

U venlafaxinu pi denni davce 300mg/den 3.- 4. den hospitalizadg thyough
hodnoty matiské latky a ginného metabolitu ODV v gméru 700 ng/ml a 2 hodiny
po podani vice nez 1000 ng/ml. Pacienti si pgaedobré sami doma sniZovali davku
vzhledem k vyraznému igkroteni dopordeneho referemiho rozmezi a touto
noncompliance si sami sniZzovatipadné nezadouctinky.

VétSina pacient byla vzhledem k dopotenym referetnim rozmezim
poddavkovana, nejvice wipad citalopramu p davce 10 i 20 mg/den a u
escitalopramu i davce 10 mg/den. Obdobné nalezy jsme pozorovalparoxetinu
20 mg/den, naopak u sertralinu ve vSech sledovadgekach 50, 100 a 200 mg/den
se nalézaly hladiny v terapeutickém optimu.

Simmons et al prokazali, Ze plazmatické hladinglopgramu pod 50 ng/mi
vykazuji vyrazg nizsi zlepSeni podle Hamiltonovy stupnice hodnockprese (9),
v naSem souboru bylo takovych pacier@4 %. Opané vysledky jsme nalezli
v piipadt venlafaxinu, kdy 27 % paciantbylo nad horni hranici terapeutického
optima.

U antipsychotik byly v den fgeti vSechny hladiny vysSi nez 3.- 4. den
hospitalizace, coz pra¥dodobré souvisi s odérem po podani Iéku. Pouze kipads
olanzapinu se ip hospitalizaci nachazeli hladiny v terapeutickénptimu, u
risperidonu a jeho metabolitu byly na dolni hranarapeutického rozmezi. Pacienti
uzivajici quetiapin a zejména klozapin byli vyréazpoddavkovani. 40-70 % paciént
lé¢enych klozapinem jsou nonrespodéry nebo parcialméspondéry na klozapin.
Praw u tchto by bylo optiméalni stanoveni hladitied znénou strategieCeskova
uvadi, Ze vudrZzovaci dB¢ jsou hladiny nad 200 ng/ml spojeny s vySSi
pravdépodobnosti dosazeni/udrzeni remise (43). © pacienit 3.- 4. den

hospitalizace fed podanim byla gmérna hladina nizsi nez uvedena hladina.

Stanoveni porru metabolitu a mateké latky niize v ugitém pipac mit i

velky Klinicky vyznam. V kazuistice pacientky int@evané venlafaxinem byl zji&h
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jeji fenotyp a genotyp. Venlafaxin je metabolizoad@YP2D6, ktery vykazuje velky
geneticky polymorfismus. Stanovenfe¢h nejastji se vyskytujicich PM alel
(CYP2D6*3, *4 a *5) udi 95 % pomalych metabolizatgr u kterych dochazi
k minimalni metabolizaci na aktivni metabolit ODV nasSem fipact byla v DNA
pacientky zjiStna homozygotni delece genu CYP2D6 (alelicka vaaiabt*5). Tento
genotyp vysutluje nélez fenotypu — potn ODV/VEN byl menSi nez 1% a u
modelové latky metoprololu nebyl metaboliibec nalezen. iiP takovéto konstelaci
metabolické kapacity fize dojit ke kumulaci maitské latky v krvi a tim i k projeim
intoxikace. Podle na#&ienych hladin fi pfijmu na psychiatrické odteni musela
pacientka uzivat i vyraznvysSi davky venlafaxinu, jelikoZ fip kontrolovaném
podavani na odtkeni se hladiny VEN sniZily vice nez dvojnaséla Zistaly tyden
obdobné. R stanovovani fenotypu pomoci modelové latky - bletigatoru
metoprololu, je Bzrn¢ kontrolovan krevni tlak, aby seaqaeSlo riziku hypotenze. U
pacientky byl zji&n pokles tepové frekvence, ale navic hypertenzevaech
sledovanychtasech. Hypertenze byva téastym nezadoucim projeventi perapii
VEN, coZz mohlo byt zfisobeno zvySenou koncentraci psychofarmak giutni
intoxikaci. U naSi pacientky jsme diagnostikovabnmoci TDM, fenotypizace a
genotypizace rizikového pacienté perapii I&€ivy metabolizovanymi CYP2D6. Jako
PM je vystavena &Simu riziku intoxikace. ¥tSina nezadoucicheiinka vymizela po
snizeni davky na 75 mg/derii pdosazeni dopoteného terapeutického rozmezi.
Pripad této pacientky poukazuje née¥itost TDM, zjiStni diagndézy PM ma vyznam
pro pacientku i do budoucna, pwadz i eventualni dalSi lébé je poteba provast
TDM pii pouziti jinych antidepresiv (amitriptylin, klomigmin, desipramin,
fluoxetin, imipramin, maprotilin, nortriptilin, paxetin), neuroleptika (haloperidol,
perfenazin, risperidon, thioridazin, zuklopentixoBnalgetika (kodein, tramadol),
antiemetika (setrony), beta-blokatory (metoprolokarvedilol), antiarytmika
(propafenon) (84, 101, 102).

Nedostatkem naSi Uvodni studie zarddTDM antidepresiv a antipsychotik je
neznalost klinického stavu pacienta, aby hladinyhpbyt interpretovany v korelaci
s klinickym stavem. Prvni vysledky ukazuji, Zze TDpbychofarmak rize byt
vhodnou a uZitgnou sowasti racionalni farmakoterapie v psychiatrii.

Kromé presné a spravné analytické metody butkbd gesné interpretace

ziskanych vysledka zejména velmi Uzka spoluprace s psychiatry.
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6. ZAVERY
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1. Byla vyvinuta a validovana metoda na stanoveitii antidepresiv actyt
antipsychotik a &kterych jejich metabolit, vyznaujici se snadnouifpravou vzorku
a kratkymc¢asem analyzy, které je vhodna pro terapeutické tomviani a pipadre i
pro zjis€ni fenotypu paciefitna zaklad ponmera metabolitu ku matské latce, coz
dokladaclanek Urinovska et al.Liquid chromatography—tandem mass spectrometry
method for determination of five antidepressants fmur atypical antipsychotics and

their main metabolites in human serum.

2. Vyznam terapeutického monitorovani psychofarmakutinni praxi je
publikovan vélanku Grundmann M.Uiinovska R, Silhan P., Kagbva |. Intoxikace
venlafaxinem — vyuZziti TDM, fenotypizace a genaqge Tato kazuistika poukazuje
na vyznam TDM, stanoveni fenotypu a genotypu aed@slho vyuZiti pro individuélni

terapii daného pacienta i v budoucnu.

3. Terapeutické monitorovani ure byt vklinické praxi vyuzito
k personalizované farmakoterapii, to jest k optireadi davkovani psychofarmak u
kazdého jednotlivého pacienta. Napomédha k maximeliztinnosti a prevenci
toxicity, a to zejména u jedifi¢ kteri pri standardnim davkovani nereaguji néblé
nebo maji nezadouci reakce. Vyuziti TDM v psychiiatwySuje &inek I&by a
snizuje naklady, a torpdevSim tehdy, pokud je prowdmb erudovanym klinickym
farmakologem. V klinické praxi je snaha stanovittim@ini individualni davku
psychofarmakatasto fizena strategii pokusu a omylu. Nedostaée vyuziti TDM
v psychiatrii ukazuje péebu zvySovani edukace psychiadr klinickych farmakolog
0 Uloze TDM psychofarmak, coz doklad&anky Grundmann M., Kacirova I.,
Urinovska R.Therapeutic drug monitoring of psychoactive drugantidepressant
drugs. Uinovska et al. Therapeutic drug monitoring of psattive drugs —
antipsychotic drugsa Kacirova I., Grundmann M.U#inovska R.Obecné zasady
terapeutického monitorovani hladin psychofarmkteré se zastuji na jednotliva
psychofarmaka a shrnuji jiz publikované Odaje o mamu terapeutického
monitorovani. Pro TDM je nutnd i analyticka metokiiera umozni stanoveni léku a
piipadré i jeho metabolii. Clanek Urinovska et alAnalytické metody pro stanoveni
vybranych psychofarmgtopisuje metody, které Ize vyuzit pro TDM psychofak,
dale uvadi vyhody a nevyhody zmfrych metod a také biologické materialy
vyuzivané K jejich stanoveni. Neptji pouZivanou metodou je vysok#iona

kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotni spehetrii. Vyvoj této metody
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muze byt ovlivien matricovymi efekty, které maji vliv na kvalitikkvantitu stanoveni.
Touto problematikou se podrobmabyvatlanekKlapkova E.U#inovska R. PriSa R.
Vliv matricovych efekit pfi vyvoji a validaci metod vysokd&ané kapalinové

chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometri
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7. SOUHRN
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Psychofarmaka jsou Siroce pouzivana jak v psychiaak v mnoha dalSich
oblastech mediciny. Prevalence psychickych onesmicdle epidemiologickych
studii stoupd a stim je spojena i zvysSujici seskripce psychofarmak, igsto
vyznamny poet pacieni [étenych psychofarmaky z népngjSich divoda
neodpovida na &bu nebo je jejich odp@d neuspokojiva. Krom patrného usili
vyvijet nova psychofarmaka s novymi mechanizngnku je nezbytné jedevsim
optimalizovat farmakoterapii dostupnymi psychofakmaK tomuto &elu se jevi jako
potencial@ vhodny nastroj terapeutické monitorovaniivé Vhodnou metodou pro
stanoveni psychofarmak je kapalinova chromatograftemotnostni detekci pro
vysokou selektivitu, citlivost, snadnoufipravu vzorku a rychlost analyzy. Byla
vyvinuta a validovana metoda vysokoiné kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci na stanoveni citalopramu, desmetylcitalopra didesmetylcitalopramu,
sertralinu, N-desmetylsertralinu, fluoxetinu, rnooiketinu, paroxetinu, venlafaxin
O-desmetylvenlafaxinu, N-desmetylvenlafaxinu, rigg@nu, 9-hydroxyrisperidonu,
klozapinu, N-desmetylklozapinu, quetiapinu, olanzap N-desmetylolanzapinu,
2-hydroxyolanzapinu, mirtazapinu a trazodonu. Sagaprobiha v gradientu mobilni
faze (octan amonny: kyselina mrageracetonitrilu, v/v/v), na kolohAcquity UPLC
RP BEH C18 p teplo& 30°C. Jako zjsob ionizace se vyuziva elektrosprej v
pozitivnim modu (ES). Metoda byla validovana podle FDA kritérii. Vydley
opakovatelnosti: hodnoty vatiaich koeficient vSech latek se pohybuji v rozmezi
2,1- 8,1 % a vywnost 89,1-108,3 %. Vysledky reprodukovatelnostidrioty
varianich koeficient vSech latek se pohybuji v rozmezi 2,6 — 11,9 %ytaZznost
88,1 — 112,4 %. Metoda splje vSechny podminky pro validaci a metodu Ize ftouz
pro rutinni monitorovani psychofarmak. Vzorky knimyly ziskany od pacietit
hospitalizovanych na Psychiatrickém eél#ohi FN Ostrava, odebirany v den
hospitalizace a nasledr8.- 4. den hospitalizacaqd a po uZziti 1ék Pacienti, ktd
uzivali citalopram, venlafaxin, mirtazapin, trazadd&lozapin, quetiapin a risperidon
byli odebirani za 2 hod po podani, pacienti uzéfajiluoxetin, paroxetin, sertralin a
olanzapinbyli odebiraniza 6 hod po uziti Iéku. U paciéntktei uzivali I&iva veler,
byly vzorky v rekolika pripadech odebirany alesppred ve&ernim uzitim. Jedna se o
pacienty uZzivajici mirtazapin a trazodon. Pacidi rozdleni podle uzivanych
latek, rektefi pacienti uzivali kombinace d&, byly vypcitdny pameérné hladiny,
denni davky a powmy matéske latky ku metabolitu, byla posuzovana compliaice

den @i prijeti k hospitalizaci bylo v terapeutickém rozmazi27-84% paciefit
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uzivajicich citalopram, escitalopram, sertralin aropetin. Pod dolni hranici
terapeutického rozmezi se nachazelo 1. den 13-@@adent. Pouze 2-21 % hladin
pacienti se nachédzelo nad horni hranici terapeutického eazn) venlafaxinu se 1.
den nachéazelo v terapeutickém rozmezi 58 % pagiébt % pacierit bylo pod a 27
% nad horni hranici terapeutického rozmezi. 3.-dén ged podanim bylo

v terapeutickém rozmezi uz 67 % paciemtouze 2 % pod a 29 % paciémad horni
hranici terapeutického rozmezi. tRerné denni davky podavané pacient se
nachazely na dolni hranici dopdamych dennich davek. Kazuistika pacientky
intoxikované venlafaxinem poukazuje néle¥itost TDM psychofarmak. VySeni
fenotypu a genotypu ma vyznam pro pacientku i ddobgna pi eventualni léb¢

léky metabolizovanymi CYP2D6.
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SUMMARY
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Psychiatric medications play a crucial role in ey of many individuals with
mental and health disorders. Finding the most fi@ake and well-tolerated
medications and correct doses, however, can talkpiaurials because effectiveness
and side effects vary significantly for every indival. There have been several
research studies that actually reported that, rheigarders are highly prevalent and
our ability to treat them remains limited, theskakses cause enormous societal
burden. Finding the right medication with approf@idose is critical because failure
to respond to or tolerate a medication may leadastkating relapses and life
threatening side effects. A significant number afignts treated with psychotropic
drugs for various reasons don’t respond to treatroethe response is unsatisfactory.
Therefore, Optimizing antipsychotic drug therapy determine appropriate dose
according to patient physiologic status is veryeatial to minimize the adverse
effects and the toxicity. A suitable method foratatination the psychotropic drugs is
liquid chromatography with mass spectrometry dedactfor high selectivity,
sensitivity, ease of sample preparation and spéadalysis. A rapid and simple ultra
performance liquid chromatography — tandem masstspeetry method was
developed and validated to simultaneously determirsertraline, N-
desmethylsertraline, flouxetine, N-desmethylsarnel citalopram,
desmethylcitalopram, didesmethylcitalopram, parioegt venlafaxine,
N-desmethylvenlafaxine, O-desmethylvenlafaxine,zapne, N-desmethyllozapine,
olanzapine, N-desmethylolanzapine, 2-hydroxyolamegp  risperidone,
9-hydroxyrisperidone, mirtazapine and trazodoneto@latographic separation was
carried out on RP column BEH C18, using gradientoieophases (ammonium
acetate: formic acid: acetonitrile, v / v / v) d&@°B. As ionization mode was using
electrospray in positive mode. The method was a#didl according to FDA criteria.
Results repeatability: coefficient of variation was of all drugs are in the range from
2.1 to 8.1% and recovery 89.1 to 108.3%. Resulpsorkicibility: coefficients of
variation of all drugs are in the range from 2.6.109% and recovery 88.1 to 112.4%.
The method meets all the conditions for validatioil method can be used for routine
monitoring of psychotropic drugs. Serum samplesewatained from in-patients
treated with antidepressants and antipsychoticshée Psychiatric department of
University Hospital Ostrava. Serum samples fromepds were measured on the day
of the admission to hospital, then on 3rd or 4tysdat their hospitalization before and

after drug administration. Patients receiving opabm, venlafaxine, clozapine,
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guetiapine and risperidone were sampled 2 hoursr afbose, patients receiving
fluoxetine, paroxetine, sertraline and olanzapthé&ours after dose. In patients who
took drugs in the evening, the samples were celeat a few cases at least before
evening use. These patients were treated with rapiae and trazodone. Patients
were divided according to taking drugs some pati¢aking combinations of drugs.
Average levels, daily doses and ratios of parengdo metabolite were calculated
and also compliance was evaluated. First day atssilon was within the therapeutic
range in 27-84% of patients taking citalopram, taémpram, sertraline and paroxetine.
Below the lower limit of the therapeutic range &cdted on 1st day 13-66% of
patients. Only 2-21% of levels were the upper limitthe therapeutic range. At
venlafaxine 1lst day remained in the therapeutigeab8% of patients, 15% were
below and 27% above the upper limit of the thertipgange. 67% of patients were
in the therapeutic range, only 2% below and 29%atients above the upper limit of
the therapeutic range 3rd to 4th day before thdicgiipn. Average daily dose
administered to patients were on the lower limé& tkcommended daily dose. Case
report of patient intoxicated with venlafaxine Hights the importance of TDM
psychotropic drugs. The phenotype and genotypernrdtion is important for the
patient to predict the treatment outcome in tharusince CYP2D6 is involved in the

metabolism of many important antipsychiatric drugs.
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9.1 Wrinovska R., Turjap M., Brozmanova H., Grundmann M. Analytické metody

pro stanoveni vybranych psychofarmakCes. Slov. Farm. 2010; 59, 103-111

Tento gehled shrnuje metody a mozné biologické materiaigtné jednotlivych
prikladd, které lze pouzit k terapeutickému monitorovanDNI) psychofarmak. ®
stanoveni se uplatji imunochemické, eletrochemické a chromatografiaketody.
Imunochemické metody jsou vhagéi pro screeningifpdavkovani nez pro TDM oproti
chromatografickym metodam. S chromatografickych auetprevazuje kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrotoZze #ejm¢ vSechna l&va Ize
takto stanovit. Velkou vyhodou tohoto spojeni fegmost, Siroka oblast pouziti, vyrazné
zkraceni délky analyzy, moZnost stanovizé kombinace t@vych latek sotasré

S jejich aktivnimi metabolity.
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SOUHRN

Analytické metody pro stanoveni vybranych psychofarmak

V soucasnosti mame k dispozici jiZz vice neZz stovku psychofarmak s vice ¢i méné specifickymi
ucinky na symptomy jednotlivych duSevnich poruch. Navzdory novym léebnym a diagnostickym
moznostem je stile mnoho pacientd, jejichZ odpovéd na 1écbu psychofarmaky neni uspokojiva.
Zavedeni rutinniho terapeutického monitorovani nékterych psychofarmak by mohlo pomoci
individualizovat a optimalizovat 1é¢bu dle potfeb konkrétniho pacienta. Tento ¢lanek popisuje
analytické metody, které umoziuji jejich stanoveni se zaméfenim na antidepresiva a antipsychotika.
V soucasnosti jsou zdkladnimi technikami pro stanoveni hladin psychofarmak plynova a kapalinova
chromatografie. Hlavnim biologickym materidlem pro stanoveni je sérum nebo plazma. Vzorky
k analyze jsou pfipravovdny nejcastéji pomoci extrakce z kapaliny do kapaliny nebo extrakci na
tuhé fazi. V literatufe byly publikovany metody umoziujici stanoveni jednoho nebo nékolika
psychofarmak soucasné, véetné jejich pfipadnych aktivnich metabolit.

Klicova slova: psychofarmaka — terapeutické monitorovani 1é¢iv — vysokoudinna kapalinova
chromatografie — hmotnostni spektrometrie

Ces. 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

Afektivni poruchy, ptfedev§im deprese, predstavuji
ziejmé nejveétsi zdravotni z4té€Z spolecnosti moderniho
svéta méfeno roky ztracenymi pfed¢asnym dmrtim nebo
strdvenymi pod negativnim vlivem zdvazné nemoci.
Poruchy nalady zacinaji v Casné dospélosti (25-32 let)
a postihuji z celozivotniho pohledu vice nez jednu pétinu
obyvatelstva. Ani v nejvyspélejsich statech svéta vSak
nejsou spravné diagnostikovany a véas léceny. V Ceské
republice bylo dle dat z roku 2000 adekvétné 1é¢eno pou-
ze 13,4 % pacientl trpicich depresivnimi syndromy, pfi-
¢emz depresivni porucha je ve vétSin€ piipadl chronic-
kym onemocnénim. Pacienti trpici depresi Castéji Cerpaji
zdravotni sluzby, Castéji jsou v pracovni neschopnosti
a 7-15 % z nich ukon¢i Zivot sebevrazdou .

Antidepresiva I. generace se pouZzivaji jiz vice nez
40. let. Jedna se o latky, které zvySuji koncentraci bio-
gennich amini (serotoninu, noradrenalinu a dopaminu)
v limbické oblasti CNS a dale ovliviiuji celou fadu neu-
rotransmiterovych receptorii vcéetné¢ histaminovych,
muskarinovych a o, adrenergnich, z ¢ehoz vyplyva, Ze
mohou vyvolat celou fadu nezaddoucich tG¢inkd. Nékteré
z téchto dcinkd jsou pro pacienty obtézujici (napriklad
tachykardie, zacpa, ttlum, porucha akomodace, vzestup
télesné hmotnosti a sucho v tstech) a ¢asto mohou byt
divodem Spatné adherence k 1é¢bé. Mezi zavazné kom-
plikace patfi zmatenost, srdecni arytmie, posturdlni
hypotenze a u muzil s hypertrofii prostaty mocova reten-
ce. Doba néstupu antidepresivniho uUc¢inku je zhruba
10-20 dnt od zacatku terapie. Nevyhodou je zejména
nutnost titrace davky, nezadouci ucinky, vysoky inter-
akeéni potencidl a tuzké terapeutické rozmezi. Patii sem
amitriptylin, nortriptylin, imipramin, klomipramin 3.

Antidepresiva II. generace vykazuji méné nezadou-
cich anticholinergnich ucinki, ptisobi pouze na noradre-
nergni a serotoninergni systém, neovliviiuji tedy histami-
nergni a o, adrenergni receptory. Jsou pacienty I€pe
snasena a lze je pouZit i u pacientt s glaukomem, hypert-
rofii prostaty a ischemickou chorobou srde¢ni. Po zave-
deni III. generace antidepresiv ma tato skupina ponékud
mensi vyznam, podobné jako prvni generace. Zastupci
jsou maprotilin, mianserin® .

Antidepresiva III. generace jsou tvorfena liatkami
selektivné inhibujicimi zpétné vychytavani serotoninu
(SSRI). Oproti predchozim generacim antidepresiv maji
priznivéjsi bezpeCnostni profil, nepisobi sedativné,
nezvysuji télesnou hmotnost a nepotencuji ucinek alko-
holu. ProtoZze maji vyhodnéjsi farmakokinetické vlast-
nosti, mohou se uzivat pouze v jedné denni davce. Nega-
tivem jsou zejména sexudlni a gastrointestindlni potiZe.
Utinek nastupuje zpravidla za 2—4 tydny. Vsech Sest
zastupc SSRI jsou vice ¢i méné silnymi inhibitory akti-
vity enzymu P450 a zejména fluvoxamin, fluoxetin
a paroxetin maji vyznamny interakéni potencidl. Patii
sem citalopram a escitalopram, fluoxetin, fluvoxamin,
paroxetin a sertralin >,

Antidepresiva IV. generace a dalsi nova antidepre-
siva zastupuji latky rdznych mechanismt dcinku, jak
bylo zminéno vySe, napt. SNRI (dudlni inhibitory zpét-
ného vychytavani serotoninu a noradrenalinu) (duloxe-

tin, venlafaxin, milnacipran), NDRI (duélni inhibitory
zpétného vychytavani dopaminu a nordrenalinu) (bupro-
pion), NASSA (noradrenergni a specifickd serotonergni
antidepresiva)  (mirtazapin) a  SARI  (dudlni
antagonisté/inhibitory zpétného vychytavani 5-HT) (tra-
zodon) a dalsi. Diky svym specifickym vlastnostem jsou
jednotliva 1é¢iva pouzivana nejen k 1é¢bé deprese samot-
né, ale také deprese s komorbiditami, jako je algicky syn-
drom, stresova inkontinence apod. Jinymi indikacemi
nékterych zastupcti mohou byt napriklad generalizovana
uzkostna porucha, socidlni fobie nebo bipoléarni afektiv-
ni porucha 3.

Antipsychotika

Terminy antipsychotika a/nebo neuroleptika zahrnuji
skupinu 1é€iv, ktera maji pfiznivy vliv na psychické inte-
grace. Jednd se o heterogenni skupinu IéCiv, kterou béz-
né délime na antipsychotika I. generace, tzv. klasicka
nebo konvencni, a antipsychotika II. generace, tzv. aty-
pickd. Mezi antipsychotika I. generace patfi naptiklad
chlorpromazin, levomepromazin, flufenazin, haloperi-
dol, zuklopentixol a dalsi, k atypickym antipsychotikiim
fadime napriklad risperidon, paliperidon, klozapin, olan-
zapin, quetiapin a dali ¥,

Terapeutické monitorovani 1é¢iv (TDM)

Psychofarmaka jsou Siroce pouZzivana jak v psychiat-
rii, tak v mnoha dalSich oblastech mediciny. Prevalence
psychickych onemocnéni dle epidemiologickych studii
stoupd a s tim je spojena i zvySujici se preskripce psy-
chofarmak. OvSem vyznamny pocet pacientti lécenych
psychofarmaky z nejriznéjSich divodi neodpovida na
1é¢bu nebo je jejich odpovéd neuspokojiva. Kromé patr-
ného usili vyvijet nova psychofarmaka s novymi mecha-
nismy u¢inku je nezbytné predev§im optimalizovat far-
makoterapii dostupnymi psychofarmaky. K tomuto tcelu
se jevi jako potencidlné vhodny ndstroj terapeutické
monitorovani 1é¢iv (TDM) "4,

Obecné vhodna 1é¢iva k TDM jsou ta, kde: a) je zna-
ma dobra korelace mezi koncentraci 1é¢iva v plazmé
a uCinkem 1éciva, b) je dobfe definované terapeutické
rozmezi, ¢) 1é¢ivo vykazuje saturacni kinetiku, d) je uzké
terapeutické rozmezi, e) je tvoren aktivni metabolit, f)
terapeuticky efekt nemiZe byt popsan na zakladé klinic-
kych méfeni a g) kde je dostupné validovana analyticka
metoda .

Z vyse uvedeného je tedy zfejmé, Ze ne vSechna psy-
chofarmaka jsou pro TDM vhodna. U mnoha latek zatim
nebyla prokdzana jasné korelace mezi plazmatickou hla-
dinou a t¢inkem, nejsou dostate¢né stanovena a potvrze-
na terapeutickd rozmezi a podobné. Pres tyto nedostatky
pro vyuziti TDM hovoii napiiklad pomérné vysoky
interakéni potencidl nékterych psychofarmak, bézna
polyfarmakoterapie u pacientti 1é¢enych psychofarmaky,
Castd non-compliance, pomaly néstup ucinku nebo vliv
genetického polymorfismu biotransformujicich enzymut
na ucinek nékterych latek. V roce 2003 byly expertni
skupinou TDM pii AGNP (Arbeitsgemeinschaft fiir Neu-
ropsychopharmakologie und Pharmakopsychiatrie)
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vypracovany guidelines pro psychiatry, klinické farma-
kology, analytiky a dalsi odborniky k optimalizaci vyu-
7iti TDM u psychofarmak. Pro §ir§i vyuZiti TDM u psy-
chofarmak je ovSem nutné mimo jiné provést dalsi
kontrolované klinické studie a také studie efektivnosti
vynaloZenych nakladu .

Metody stanoveni

Pri 1é¢bé psychofarmaky se pouziva jak monoterapie,
tak polyterapie. Z toho divodu je nutny vyvoj metod
umoziujicich stanoveni nékolika 1é¢iv soucastnég, popfi-
padé i stanoveni jejich aktivnich metabolitil. Ke stanove-
ni 1éCiv v biologickych tekutinich se pouZivaji imunono-
chemické, elektromigracni ¢i  elektroforetické
a chromatografické metody, které svou detekéni citlivos-
ti umoziuji stanoveni 1é¢iv.

Uprava vzorku

Analyza 1éCiv v biologickych tekutinich je casto kom-
plikovdna pritomnosti mnoZstvi rdznych sloucenin
v organické matrici, které vedou k interferenci matrice
s 1é¢ivem, a déle jejich nizkou koncentraci ve vzorku.
Imunochemické metody umoziuji stanoveni 1éCiv bez
predchozi upravy vzorku. BéZné postupy upravy vzorku
zahrnuji precipitaci proteind, extrakci na tuhé fazi (SPE)
nebo extrakci kapalina-kapalina (LLE). K precipitaci se
pouZzivaji bézna organicka rozpoustédla, jako je acetonit-
ril nebo methanol ©.

Klasicka extrakce z kapaliny do kapaliny je casto pou-
Zivana a velmi dllezitd analyticka separacni metoda, pre-
sto ma své nevyhody, jako jsou interference matrice,
pouzivani nebezpecnych chemikalii a v nékterych pripa-
dech i pouziti velkého objemu vzorku 7¥. Zakladem této
extrakce je kvalitativni pravidlo ,,podobné se rozpousti
v podobném*. Nejcastéji se jako extrakcéni Cinidlo pouzi-
va hexan, dichlormethan, diethylether, poptipadé smés
jednotlivych rozpoustédel pro zvySeni extrakéni ucin-
nosti 'Y, SPE ma nékolik vyhod oproti tradi¢ni LLE,
jsou to vyssi selektivita, Cistéjsi extrakt, lepsi reproduko-
vatelnost vysledkd. SPE je omezena na relativné Cisté
biologické materialy, jako je plazma, sérum nebo moc. Je
jen malo publikaci, které popisuji extrakci na tuhé fazi
z pIné krve . K separaci 1é¢iv z biologickych tekutin lze
pouzit i modifikaci SPE mikroextrakci na tuhé fazi
(SPME). In-tube SPME pouziva oteviené kapilarni kolo-
ny jako extrak¢ni zafizeni. Organické slozky ve vodném
vzorku jsou pfimo extrahovany a zkoncentrovany na sta-
cionarni fazi, nasledné jsou dopraveny na chromatogra-
fickou kolonu. In-tube SPME je vhodn4 technika pfipra-
vy vzorkll, protoZe je rychld, levnd a lze ji snadno
automatizovat. Obvykle je ve spojeni s LC/MS ¥, SPME
ma vysoky prekoncentracni faktor u hydrofobnich latek,
a proto neni Siroce pouzitelnd v analyze 1éCiv. Prekon-
centracni faktor je definovan jako pomér mezi kone¢nou
koncentraci analytu v extrahovaném vzorku a pocatecni
koncentraci ve vzorku 'Y. Martinez '» porovnaval dvé
SPE kolony (Chem Elut a Bond Elut Certify), které pou-
7il k extrakci Sesti antidepresiv. Koncentrace 1éCiv byly
nasledné zméteny pomoci plynové chromatografie s NP

detektorem. Lepsi vysledky byly dosaZeny pouZzitim SPE
Bond Elut Certify '2.

Jako alternativa plazmy pro TDM rtznych léciv byly
také testovany sliny. Sliny maji nékolik vyhod: bezbo-
lestny a neinvazivni odbér, ke kterému neni nutny kvali-
fikovany personal. Sliny jako moZny biologicky material
pro TDM maji i své nevyhody. Obvykle je mozné ode-
brat jen maly objem a nékteré faktory: jako pH, tustni
kontaminace, stimulovany nebo nestimulovany odbér,
mohou ovlivnit difuzi léku z plazmy do slin. Z téchto
divodt by méla byt pred zacatkem pouzivani slin pro
TDM zjisténa korelace mezi koncentraci 1éku v plazmé
a ve slinach, protoZe ve slinich je pfitomna jen volna,
farmakologicky a¢inna frakce 1é¢iva. De Castro '3 popi-
suje LC-MS/MS metodu pro stanoveni deviti antidepre-
siv a nékterych jejich hlavnich metaboliti ve slinich
a v plazmé. Popisuje také studii korelace koncentrace
venlafaxinu v obou matricich. Vysledky této studie neu-
kazaly dobrou korelaci koncentraci venlafaxinu ve sli-
néach a volné frakce v plazmé. Jako mozny diivod zmiiu-
ji maly pocet vzorki a jejich nedostate¢nou homogenitu
15)

Také stanoveni 1é¢iv v matefském mléce je dileZité.
Pritomnost 1é¢iva v mléce muze byt potenciondlnim
zdrojem nezadoucich uc¢inku u kojeného ditéte. Kasper
19 publikoval stanoveni olanzapinu v matefském mléce
metodou HPLC s elektrochemickym detektorem '©.

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

Imunochemické metody

Imunochemické metody oproti chromatografickym
metoddm neumoZiuji stanoveni 1éku a jeho metabolitu
18, Dalsi nevyhodou jsou zkiiZené reakce ,,cross-reacti-
vita“, kdy protilatky reaguji odliSné s riznymi léky
a jejich metabolity, coZ znemozZiuje presnou kvantifika-
ci. Riziko interference stoupa se strukturni podobnosti
19, Chattergoon 2 popisuje fale$né pozitivni nalez tri-
cyklickych antidepresiv (TCA) u dvou pacientil, ktefi
nikdy neuZivali TCA a pfesto byly u nich naméfeny hla-
diny 80 ng/ml a 130 ng/ml pfi pouZiti fluorescenéné
polarizaéni imunoanalyzy (FPIA) 2%, Dasgupta 2V potvr-
dil statisticky vyznamné vyssi zkiiZené reakce karbama-
zepinu a jeho metabolitu 10,11-epoxid karbamazepinu
u 35 pacientt 2V.

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

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

V roce 1979 Brunswick * popsal specifickou radioi-
munoanalyzu na stanoveni amitriptylinu a nortriptylinu.
Jako radioaktivni znaéeni bylo pouZito *H 2. Tyto meto-
dy byly postupné nahrazeny metodami s jinak znaceny-
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mi reaktanty, napf. enzymy nebo fluoroforem 24,

Mezi neizotopové imunochemické metody patfi:

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

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

3. Luminiscencni, popf. elektrochemiluniscencni
(Lumino Immuno Assay — LIA, Immuno Lumino Metric
Assay — ILMA, ElectroChemiLuminiscence — ECL) ??.

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

VSeobecné lze fici, Ze imunochemické metody je
vhodnéjsi pouZzivat jako screening pfedavkovani nez pro
terapeutické monitorovani léku, jelikoZ maji relativni
vysoky limit detekce '8 1922,

Elektromigrac¢ni separa¢ni metody

V analyze psychofarmak se uplatiiuji i elektromigrac-
ni separa¢ni metody. Jejich pfednosti je vysokd separac-
ni tcéinnost, nizkd spotfeba vzorku i chemikdlii. Jsou
zaloZeny na pohybu ionizovanych castic v elektrickém
poli a Ize je pouZzit pro separaci nizkomolekularnich
i vysokomolekularnich latek. Mezi elektromigracni
separacni metody patfi kapilarni elektroforéza (CE) a jeji
ostatni moédy, tj. kapilarni zénova elektroforéza (CZE),
micelarni elektrokineticka kapilarni chomatografie
(MECC), kapilarni elektrochromatografie (CEC), izota-
choforéza (ITP), kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF)
a kapilarni gelova elektroforéza (CGE) »». CZE v orga-
nickych rozpoustédlech se oznacuje jako nevodnd CZE
(NACE). Umoziiuje separaci hydrofobnich latek, které
jsou tézko délitelné ve vodném prostiedi. Vysoké rozli-
Seni, kratky ¢as analyzy a moznost zvySeni rozpustnosti
analytu jsou hlavnimi d@vody pro pouziti organickych
rozpoustédel 2627,

DelleAquila 2 publikoval separaci tricyklickych anti-
depresiv (TCAs) kapilarni zénovou elektroforézou.
N,N,Ng¢,Ne¢-tetramethyl-1,3-butanediamine byl pouZit
jako ucinny elektrolyt. TCAs maji podobnou strukturu,
molekulovou hmotnost a pKa hodnoty. Jejich separace
kapilarni zénovou elektroforézou vyzaduje presné pH
a vhodné sloZeni elektrolytu 2¥.

Flores 29 ve své praci popisuje snadnou, rychlou, sen-
zitivni a robustni metodu nevodné kapilarni elektroforé-
zy s DAD detekci pro stanoveni paroxetinu a jeho tii
metabolitli v moci. Mo¢ byla extrahovdna pomoci C , *9.

Schafroth 2® publikoval metodu na stanoveni benzodi-
azepint flunitrazepamu, diazepamu, midazolamu, klona-
zepamu, bromazepamu, temazepamu, oxazepamu, alora-
zepamu Vv moc¢i pomoci miceldrni elektrokinetické
kapilarni chromatografie s UV detekci. Vzorek byl pfi-
praven enzymatickou hydrolyzou a SPE .

Extrakci pomoci SPE publikoval také Tomita > na sta-

noveni nitrazepamu a jeho metabolit v moc¢i micelarni
elektrokinetickou kapilarni chromatografii s UV detekci
2. Ob& metody byly pouzity pro soudni a toxikologické
analyzy.

Chromatografické metody

Z chromatografickych metod se v poslednich letech
nejCastéji pouziva vysokoucinnad kapalinova chromato-
grafie (HPLC) a plynova chromatografie (GC). Zéaklad-
nim principem vSech chromatografickych metod je roz-
déleni sloZek smé&si latek mezi stacionarni a mobilni fazi.
Obecné pozadavky na detektory v HPLC jsou shodné
s GC. K detekci se vyuziva analyticka vlastnost systému,
kterd je ve zndmém a reprodukovatelném vztahu ke kon-
centraci analytu .

Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) se pouZiva pro stanove-
ni antidepresiv, protoZze mnohé maji strukturu amint. GC
je jednoduchd, vysoce rozliSujici, citliva, reprodukova-
telnd a levna metoda. Aminy maji tendenci adsorbovat se
na kyselou kolonu, kde také casto dochazi k jejich rozlo-
Zeni. Eluéni piky aminti snadno chvostuji a maji nizkou
detekeni citlivost. K odstranéni vSech téchto problémi se
vyuziva derivatizace, ¢imZ dojde ke sniZeni polarity ami-
noskupiny. Zlepsit selektivitu a citlivost je moZné i pou-
zitim kapilarni kolony 3% 3D, GC se pouZivaji ve spojeni
s plamenové-ionizaénim NP detektory a hmotnostnimi
(MS) detektory 2. Pocatek GC-MS je v roce 1970, kdy
byl vyvinut pro biomedicinsky vyzkum i pro rutinni pou-
zZiti 3.

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

Fernandes 3* publikoval metodu stanoveni fluoxetinu
v plazmé pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
detekci. K pripravé vzorku byla pouzita modifikace mik-
roextrakce na tuhé fazi SBSE (Stir Bar Sorptive Extrac-
tion) a desipramin jako vnitini standard. Analyza probi-
hala pfi teplotnim gradientu od 80 do 280 °C na HP5MS
koloné. Jako nosny plyn bylo pouZito helium. MS detek-
tor pracoval v EI modu a v SIM modu 3.

Langner * publikoval metodu GC/MS na stanoveni
oxazepamu v moci. Mnohé benzodiazepiny jsou metabo-
lizovany na oxazepam a jsou eliminovany hlavné ledvi-
nami. K hydrolyze glukuronidi oxazepamu v moci byla
pouZzita B-glukoronidaza. Extrakce byla provedena
pomoci SPE za pouZiti d-oxazepam jako vnitiniho stan-
dardu **.

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

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
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Tab. 1. Priklady stanoveni psychofarmak kapalinovou chromatografii s elektrochemickou, fluorescencni a UV detekct

Latka Biologicky  Priprava  Vnitini Mobilni faze Stacionarni faze Detekce  Odkaz
material vzorku standard
amitriptylin, nortriptylin, lazma fosfatovy pufr:
imipramin, despramin, ls)érum ? LLE ekonazol acetonitril: Nova-Pack C18 uv 10
klomipramin, norklomipramin diethylamin
aroxetin. risperidon. 9- methan: acetonitril: Sherisorb cyano Kulochem
p > TIsp ? plazma SPE remoxiprid dihydrogenfosforec- guard, Ultrasphere . . 11
hydroxyrisperidon . h icka
nan draselny cyano analytical
mirtazapin, citalopram, . A .
. . . in tube - . . fosfatovy pufr: LiChrosphere 60
paroxe.tm, duloxetin, fluoxetin, plazma SPME klomipramin acetonitril RP select B uv 13
sertralin
olanzapin ma’terske SPE Fhlen(_)benzod tosfatoyy Pufr : YMC elektr.o— 16
mléko iazepin acetonitril: methanol chemicka
alprazol, klonazepam lazma flunitrazepa acetonitril: methanol:
prazo’, pam, plazina, SPE C18 P4 dihydrogenfosfored-  Nova-Pac C18 DAD 38
nitrazepam sérum m .
nan draselny
imipramin, amitryptilin, 35 0 smé o
. . . o smés acetonitril: .
}i.lomlpramlln ’ ﬂ}loxetm, sertra- plazma LLE etidokain methanol: 65 % octan LiChrosphere 60 uv 39
in, paroxetin, citalopram, mir- sodny RP select B
tazapin, moklobemid, duloxetin Y
. . . . fluores-
ClFa?ppram, ﬂuo?(etm, paroxetin krev, plazma SPE protriptylin 70 % rr}favencar} . Symmetry C18 cencni 41
a jejich metabolity amonny: acetonitril a UV
veqlafax1n, O-desmethylvenla- plazma SPE citalopram fosfato.vy pufr: Zorbax RP C8 ﬂllo’resce 1
faxin acetonitril néni
fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE maprotilin fosfore‘cr}an draselny: Supelcosil LC-18 ﬂuovr 43
acetonitril cencni
acetonitril: Lo
fluoxetin, norfluoxetin plazma SPE citalopram tetrametylamonium gl;)crosorb MV CI8 DAD 45
kyseliny perchlorové
. . . . metylris- fosfatovy pufr:
risperidon, 9-hydroxyrisperidon plazma LLE peridon acetonitril Novapack C18 uv 46
fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE fluvoxamin iicetopltrll: i Phenomenex C18 ﬂuovre§ ; 47
yselina dusi¢na cencni
. . . . klomipramin acetonitril: .
sertralin, n-desmethylsertralin ~ plazma SPE hydrochlorid  fosfatovy pufr Genesis C18 RP uv 48

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

HPLC je rychla, u¢innd a spolehlivd metoda. Ma §iro-
kou oblast pouZiti, Ize ji analyzovat ionty, latky polarni
i nepolarni, malo t€kavé, tepelné nestabilni i vysokomo-
lekularni. Asi 80 % veSkerych znamych latek je mozné
analyzovat HPLC metodou. Mezi béZné detektory pouZi-
vané v HPLC patii spektrofotometrické, fluorimetrické,
elektrochemické a hmotnostni. Spektrofotometrické jsou
vhodné pro svou jednoduchost a provozni spolehlivost '
3649 Fluorometrické detektory jsou selektivni pro latky,
které maji ptirozenou fluorescenci nebo je 1ze na fluo-
reskujici derivaty prevést. Jsou citlivéjsi nez spektrofoto-
metrické detektory s detekénim limitem v pg/ml. Detek-
tory s fluorescenci indukovanou laserem (LIFD) se
vzhledem k malému objemu mérné cely uplatiiuji v kapi-
larni HPLC a kapilarni elektroforéze 4=,

Spojeni hmotnostniho spektrometru se separa¢nimi
metodami, jako jsou LC a GC, vyrazné zvySuje selekti-
vitu. Hmotnostni spektrometrie je fyzikdlné¢ chemicka
metoda k ur¢ovani hmotnosti atomd, molekul a jejich
¢asti po jejich prevedeni na kladné nebo zaporné ionty.
To umoziiuje identifikovat a kvantifikovat analyt ve vzor-
ku se sloZitou matrici (krev, plazma, sérum, moc), popfti-
padé i stanovit a kvantifikovat jeho metabolity. Hmot-
nostni spektrometr je iontové optické zafizeni, které

ionty vytvori nebo je emituje do plynného stavu a z plyn-
né smési molekul, jejich nabitych fragmentd a iontl
separuje nabité castice podle jejich efektivnich hmotnos-
ti m/z. Pro analyzu 1éCiv se nejCastéji pouZziva ionizace
elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za atmosféric-
kého tlaku (APCI). APCI je primédrné€ urcena pro ioniza-
ci nizkomolekularnich latek do m/z < 1000. Mezi hmot-
nostni analyzitory pouZivané pifi analyze léCiv patii
trojity kvadropodlovy analyzator, iontova past nebo prile-
tovy analyzétor (TOF), popiipadé jejich kombinace 7.

HPCL-MS/MS se zacala pouzivat v bioanalytickém
vyzkumu jiz v roce 1980. V devadesétych letech 20. sto-
leti nasla své vyuziti i v klinickych laboratofich, kde se
pouZivala pro novorozenecky screening. HPLC-MS/MS
se vyznacuje vysokou pfesnosti a moznosti Sirokého
uplatnéni. Toto spojeni umoZziiuje vyvoj metod s kratkym
retencnim Casem. Pfiprava vzorku je obvykle jednodu-
ché a nezahrnuje derivatizaci. Z téchto divodii ma Siroké
vyuziti v terapeutickém monitorovani 1ékd, endokrinolo-
gii a toxikologii .

K vyvoji metody je velmi dulezity vybér vhodného
vnitfniho standardu. Vnitini standard musi byt strukturné
podobny stanovované latce a lze ho pouZit i pro vice
latek soucasné stanovovanych v jedné analyze. Mobilni
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Tab. 2. Priklady stanoveni psychofarmak LC-MS(/MS)

Latka Biologicky  Priprava Vnitini standard Mobilni faze Stacionarni faze Zpuasob Odkaz
material vzorku ionizace
amitriptylin, imipramin, nortriptyli
. . . ptylin-d,
paroxctin, serwalin,favo imipramird.
’ > - i klomi in-d i itril:
xamin, citalopram, venla- p?i:;lr}x,{a SPE Pa(;g;(lgtriil}ldm 3 rg;f;i;:gté ;g?;r:)lrtlr;; Sunfire C18 IS ESI 15
. Lo s
gaX{n, noﬁrlptylll:;, . norfluoxetin-d,,
esipramin, norklomi- fluoxetin-d,
pramin, norfluoxetin 3
L voda (kyselina mravenci,
ﬂuoxetm ¥ mtaloprar_n, plasma SPE fluvoxamin octan amonny): Macherey-Nagel ESI 49
paroxetin, venlafaxin L. Cl18
acetonitril
mravencan amonny-
citalopram plazma LLE imipramin kyselina mravenci: Hypersil BDS C8 ESI 50
acetonitril
Zzgizgﬁg’ O-desmethyl plazma HL(];;E[;ZECHI escitalopram acetonitril: octan amonny Betasil C18 ESI 51
ziprasidon plazma LLE N—met.hyl 2 mm"m O.Ctén amonny Symmetry C8 ESI 52
ziprasidon v acetonitrilu: voda
klozapin, desmethylkloza- . . . .. Zorbax Eclipse
in, klozapin- N-oxid plazma  on-line SPE  mirtazapin octan amonny: metanol XDB C18, Zorbax  ESI 53
pn, Eclipse XDB C8
.. tiaprid acetonitril: mravencan Atlantis HILIC
levosulpirid plazma LLE hydrochlorid amonny silica ESI 54
.. 0,1% kyselina octova ve . RP Chemcobond
aripiprazol plazma LLE OPC-14857 vodé: acetonitrl ODS-W ESI 55
escitalopram plazma LLE paroxetin octan amonny: acetonitrii  ODS YMC™ AQ ESI 56
. . . mravenc¢an amonny: Phenomenex
amisulprid plazma LLE sulprid acetonitril Synergi Polar-RP ESI 57
fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE flumazenil [Hravencan amonny: Lichrospher 100 ESI 58
acetonitril RP-8E
mianserin, N- - . mravenc¢an amonny: .
desmethylmianserin plazma LLE mipramin acetonitril: methanol Kromasil RP-18 ESI >9
mitrazepin, . plazma LLE imipramin kyselina mravenci ve XTerra MS C8 ESI 60
demethylmertazepin vodé: acetonitril
. . . kyselina mravenci Zorbaxeclipse
sertralin plazma LLE diphenhydramin v methanolu: acetonitril  XDB C18 APCI 61
sertralin plazma SPE imipramin mravencan amonny: Beta Basic C-8 ESI 62
acetonitril
haloperidol plazma SPE haloperidol-D4 kys%l.lna fmravenct ve Symmetry C18 ESI 63
vodé: metanol
olanzapin plazma SPE LY17 222 octan amonny ve vod&:  MetaChem APCI 64
propan-1-ol v metanolu Monochrom
olanzapin krev LLE  LYI70158 octan amonny ve vod2: - MetaChem APCI 65
P propan-1-ol v metanolu Monochrom
olanzapin sérum SPE LY17 222 mravencan amonny: Superspher RP 18 APCI 66
acetonitril
risperidon, 9-OH plazma LLE methylrisperidon  OStn amonny: methanol: gy 4y ESI 67
risperidon acetonitril
. . ) precipitace
Singggg’ 9-OH plazma proteind methylrisperidon  octan amonny: acetonitril Betasil C18 ESI 68
SP acetonitrilem
risperidon, 9-OH plazma SPE R068809 mravencan amonny: BDS-Hypersil ESI 60
risperidon acetonitril
i‘;ﬁfggnoﬁl?jsggﬁ plazma LLE diazepam octan amonny: acetonitril Ig[la g herey-Nagel ESI 70
paroxetin plazma LLE fluoxetin acetonitril: voda Polaris C18 ESI 71
fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE doxepin acetomt}r}l: kyselina Phenomenex Luna API 72
mravenci C18

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

faze je ve vétsiné pfipadl slozena ze smési methanol,
acetonitril a voda s pfidavkem slabé kyseliny (kyselina
mravenci nebo octovd) nebo kyselého pufru (mravencan
amonny nebo octan amonny). Slabé kyseliny se pridava-
ji do mobilni faze v koncentraci 0,005-0,05 % .

Kirchherr *» popsal metodu kvantitativniho stanoveni
48 psychofarmak (amisulprid, amitriptylin, aripriprazol,
benperidol, chlorpromazin, chlorprothixen, citalopram,
klomipramin, klozapin, desipramin, doxepin, fluoxetin,
flupentixol, fluphenazin, fluvoxamin, haloperidol, hyd-
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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 vnitini standard byl pouzit kloni-
din, dehydromethylrisperidon a methabenzthiazuron.
Pomoci smési acetonitrilu a methanolu byla provedena
precipitace proteini ve vzorku, po centrifugaci byl
supernatant natfedén 100 pl mobilni faze. Chromatogra-
ficka separace probéhla na monolitické koloné (Chro-
molith Speed ROD C ). Mobilni féazi tvofila smés met-
hanol a 5 mM octanovy pufr. Pritok byl 1,0 ml/min.
K detekci byl pouzit API 4000 tandemovy hmotnostni
spektrometr ¥,

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

ZAVER

Afektivni poruchy, predevsim deprese predstavuji
zfejmé nejveétsi zdravotni zat€Z moderni spolecnosti, kte-
ra postihuje z celoZivotniho pohledu vice nez jednu péti-
nu obyvatelstva. Psychofarmaka jsou Siroce pouZzivana
jak v psychiatrii, tak v mnoha dalSich oblastech medici-
ny. JelikoZ vyznamny pocet pacienti lécenych psycho-
farmaky z nejriiznéjSich divodt neodpovida na 1écbu,
nebo je jejich odpovéd neuspokojivé, jevi se jako poten-
cidln€ vhodny néstroj terapeutické monitorovani téchto
1éciv, predevsim tam, kde je prokazana korelace mezi
plazmatickou hladinou a tc¢inkem a kde jsou stanovena
a potvrzena terapeutickd rozmezi.

Tento prehled shrnuje metody, vcetné jednotlivych
prikladd, které 1ze pouzit k TDM psychofarmak.

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii ma v rutinnim terapeutickém monitorovani
1é¢iv zvySujici vyznam, protoZe zfejmé vSechna léCiva
lze takto stanovit. Velkou vyhodou tohoto spojeni je
presnost, Sirokd oblast pouziti, vyrazné zkraceni délky
analyzy, moZnost stanovit rizné kombinace 1éCivych
latek soucasné s jejich aktivnimi metabolity. Nevyhodou
je vysoka pofizovaci cena pristroje a vysoké naroky na
obsluhu.
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Vliv matricovych efektu pfi vyvoji a validaci metod pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii
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SOUHRN

Prace se zabyvéa zhodnocenim vzdjemnych viivl jednotlivych analytickych krokd na matricové efekty pri vyvoji metody
stanoveni [ékd pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci (HPLC-MS). Matricové
efekty ovliviuif jak kvalitu, tak i kvantitu analyzy a jsou jedny z mnoha pficin chyb v LC-MS. Mechanismd, které je zptisobuif,
je mnoho a ne vSechny lze zcela objasnit. Autofi v Clanku diskutuji o vlivu typu ionizace (elektrosprej, chemicka ionizace za
atmosférického tlaku), zplsobu Upravy vzorku, viivu slozeni mobilni faze a jejich aditiv, zvoleni vhodného vnitfniho standardu
a typu biologického vzorku pfi vyvoji nové metody. Testovani matricovych efektd u HPLC-MS je nezbytné pro Uspésnou
validaci metody.

Klicova slova: matricové efekty, kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie, validace.

SUMMARY

Klapkova E., Urinovska R., Prasa 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.

Uvod

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemicka
metoda uréovani hmotnosti atomd, molekul a jejich
¢asti po prevedeni na kladné nebo zaporné ionty.
Hmotnostni spektrometr je iontove optické zafizeni,
které ionty vytvori, nebo je emituje do plynného sta-
vu a z plynné smési molekul, jejich nabitych fragmentd
a iontl separuje nabité ¢astice podle jejich efektivnich
hmotnosti m/z. Pro analyzu 1éCiv se nejCastéji pouziva
ionizace elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za
atmosférického tlaku (APCI). APCI je primarné uréena
pro ionizaci nizkomolekuldarnich latek do m/z < 1000.
Mezi hmotnostni analyzatory pouzivané pfi analyze Ié-
Civ patfi trojity kvadrupolovy analyzator, iontova past
nebo priletovy analyzator (TOF), popfipadé jejich kom-
binace [1].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spo-
jeni s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) ma Siroké
uplatnéni v terapeutickém monitorovani 1ékd a jejich
metabolitd (imunosupresiva, inhibitory protedz, psy-
chofarmaka, betablokatory), v analyze dédicnych me-
tabolickych poruch, steroid(l, mastnych kyselin, amino-
kyselin, katecholamind, v toxikologii atd.

U APCI je mozné pouzit pritok v rozmezi 0,1 az
2 ml/min, optimalni citlivosti Ize doséhnout pfi prdtoku
1 ml/min. U ESI je vhodngjsi pouzit pritok v roz-
mezi 10-500 pl/min, kdy optimaini prdtok je okolo
200 pl/min [1].

APCI je vhodné pro méné polarni latky s molekulo-
vou hmotnosti nizsi nez 1000 Da a pro latky obsahu-
jici v molekule heteroatom. Naopak ESI je vhodny pro
stfedné az vysokomolekularni polarni a iontové latky [4].

Metody HPLC-MS - kalibrace,
optimalizace, vlivy matrice

Pred zavedenim nové metody je nejprve nutné defi-
novat cile, kterych je tfeba dosahnout, zda bude prova-
déno stanoveni samotného léku nebo i jeho metabolitu.
Déle navrhnout feSeni problémé spojenych s analyzou,
jako jsou vybér materidlu, ze kterého bude stanoveni
provadéno (plna krev, plazma, sérum, moc, tkan), li-
mitace mnoZstvim vzorku (pediatrické vzorky). V pfipa-
dé HPLC-MS je nezbytné vyhledat fyzikalné-chemické
vlastnosti stanovovanych latek, jejich strukturu a pfi-
tomnost funk&nich skupin, které maiji viiv na vybér ana-
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lytické kolony a mobilni faze, rozpustnost, pKa a stabi-
litu. U vétsiny biologickych vzorkd je predpokladem, ze
musi byt pfed samotnou analyzou néjakym zpUsobem
upraveny. K Upraveé vzorku se nejCastéji pouziva ex-
trakce kapalina-kapalina (LLE) nebo extrakce na tuhou
fazi (SPE) a precipitace proteint [1, 2, 7]. K precipitaci
proteind se pouZiva metanol, acetonitril, siran zineCnaty
nebo jejich kombinace. P¥i precipitaci proteind nedojde
k U¢innému odstranéni soli a lipidd, které mohou byt
jednou z pri¢in matricového efektu. Metanol a aceto-
nitril jsou Ucinna rozpoustédla pfi precipitaci proteind
asi v 98 %, jestlize jsou pouzivany v poméru 2 : 1 nebo
vy88im. Rozpoustédla jako kyselina perchloroctova
a trifluoroctova jsou sice vhodné k precipitaci protei-
n{, ale nedoporucuii se pouzivat u LC/MS v negativnim
modu [2, 4].

Vnitini standard (IS)

V pfipadé, Ze jsou vzorky upravovany extrakci, je
nezbytné pouziti vnitiniho standardu, ktery minimalizu-
je rozdily v Ucinnosti extrakce a ionizace. V sou¢asné
dobé jsou k dispozici tfi druhy IS — strukturni analog
stanovované latky, izotopem znaceny analyt (%0, '°N,
8C, 2H) nebo jind vhodna chemicka latka. Izotopem
znacgeny vnitini standard je nejlepsi volbou, nejlépe
spliuje pozadavky kladené na spolehlivost analyzy. PFi
nedostateCné vytéznosti nedochazi k ovlivnéni vysled-
kd, stejné jako pri koeluci iontd dochazi k rovnomérné
zmeéné u IS i u analytu. Matricové efekty v tomto pfipa-
dé neovliviiuji pomér I1S/analytu, ale nepfiznivé ovliviuji
doIni mez stanovitelnosti.

PP pouziti strukturainé podobné latky jako IS je tre-
ba dbat na pritomnost funk&nich skupin. V pfipade, ze
funkeni skupiny obsahuiji atomy jako O, N, S, P, halo-
geny dochazi ke zméné v rozlozeni naboje dané mole-
kuly a tim i k rozdiliné U¢innosti ionizace. Z tohoto ddvo-
du je doporucovano, aby se strukturalni analog lisil od
plvodni latky pouze vazbami C-H. Pfi analyzach 1ékd
a jejich metabolitd je doporucovano uziti vice IS [7].

Optimalizace parametri méreni

Dalsim krokem pfi zavadéni nové metody je opti-
malizace podminek méfeni. Vybér vhodného iontového
zdroje, kdy ESI je pouzivana zejména pro siing polarni
latky priblizné v 73 %, APCI je pouzivana pro méné po-
larni latky priblizné ve 23 % a pro nepolami latky je po-
uzivana fotoionizace za atmosférického tlaku [6]. Vybér
vhodné mobilni fdze ma vliv na tvorbu iontd, minimali-
zaci tvorby nezadoucich aduktd. Jako mobilni faze se
nejCastéji pouziva metanol/voda, acetonitril/voda nebo
metanol/acetonitril/voda a slabé kyseliny (kyselina oc-
tova nebo mravendi) nebo kyselé pufry (mravencan
amonny, octan amonny). Slabé kyseliny se pfidavaji
do mobilni faze v koncentraci 0,005-0,05 %. Kyselina
mravenci a kyselina octova se doporucuji pro pfipravu
mobilni faze s nizkym pH pfi pouZiti elektrospreje, ky-
selina trifluoroctova pro stanoveni proteind nebo pepti-
dd, ale neni vhodna pro stanoveni v negativnim modu.
Nizké pH mobilni faze podporuje ionizaci analytu s ba-
zickymi funk&nimi skupinami. Kyselinu trifluoroctovou
je mozné také pouzit ke sniZzeni ,chvostovani“ pikd

a spolu s kyselinou propionovou k potladeni matrico-
vého efektu u zasaditych latek. Samoziejmé musi byt
optimalizovany i parametry jako pritok plynu, teplota
analyzy a dalsi [4, 7].

Matricové efekty

Jak jiz bylo v textu nékolikrat zminéno, matricové
efekty maji velky vyznam pfi stanovovani 1€k a jejich
metabolitl za pouziti HPLC-MS. Matricové efekty Ize
definovat jako zmény ucinnosti ionizace zplsobené
pittomnosti latky vychdazejici z kolony spolu s analy-
zovanou latkou. Vznikaji jako vysledek soupefeni mezi
netékavymi slozkami matrice a analytem. Mechanisma,
které zpUsobuiji matricové efekty, je mnoho a ne vSech-
ny jsou zcela objasnény. Rozdily v mechanismech ovliv-
néni ionizace se samoziejme lisi i podle pouzité ionizac-
ni techniky. Pfedpoklada se, ze hlavni pfiCina vychazi
Z principu ionizace. Je dana zménou ve vlastnostech
kapky vznikajici pfi ionizaci, coz zpUsobi pritomnost ne-
tékavych nebo malo tékavych latek, které zméni Ucin-
nost vytvareni kapky nebo jeji vyparovani. Vysledkem
je zména v mnozstvi iontd v plynné fazi, které nakonec
doputuiji do detektoru. Matricovy efekt zahrnuije jak po-
tlaceni, tak zvySeni ionizace. Potlaceni ionizace mUze
zpUsobit zkiizena reakce mezi stanovovanou latkou,
metabolity nebo vnitfnim standardem. Zvyseni ionizace
mUze byt naopak zplsobeno fragmentaci metabolit(
ve zdroji nebo silnou vazbou latky na biologickou matri-
ci. DUsledkem téchto procest je snizeni nebo zvyseni
odezvy. Matricové efekty nejsou predvidatelné. loniza-
ce za atmosférického tlaku (APCI) je vic¢i matricovym
efektlim méné citliva nez elekrosprej [1, 2].

Také nékteré slozky mobilni fdze mohou zpdsobit
matricovy efekt. Mezi tyto slozky patfi kyseliny trifluor-
octova, pridavky smési kyseliny propionové a izopro-
panolu za kolonou, ale také pridani kyseliny octové
a kyseliny propionové k mobilni fazi, ktera obsahuje
kyselinu trifluoroctovou. Vznik matricového efektu mo-
hou zpUsobit i exogenni materidly. Polymery obsazené
v riznych odbérovych plastikovych nadobach nebo
nektera antikoagulancia, napf. heparin litny, ktery se
bézné pouziva. Rozdilny matricovy efekt se mlze obje-
vit jak pfi analyze standardnich vzorkd, tak prfi analyze
bioclogického materialu [2, 3].

Matricové efekty jsou pozorovany u obou typU
ionizace, ale mnohem vice se projevuji u ESI. ESI je
vyznamné ovlivnéna latkami v Sirokém rozsahu jejich
polarit, zatimco APCI je ovliviiovana predevsim hydro-
fobnimi komponentami. Velké rozdily jsou pozorovany
u jednotlivych technik Upravy vzorku. Precipitace pro-
tein acetonitrilem u LC-ESI-MS/MS vykazuje nejvétsi
matricovy efekt s mohutnou supresi, zejména na zaCat-
ku a na konci chromatogramu; diky neselektivni precipi-
taci proteint je tzv. ,precisténi“ biologického materidlu
nedostatecné. Timto zpUsobem se dostatec¢né neod-
strani lipidy, fosfolipidy a mastné kyseliny. Ty mohou
byt pficinou snizeni ionizace u latek, které maiji krat-
ky retencni ¢as. SPE umozniuje mnohem intenzivnéjsi
precisténi biologického vzorku, ale na druhé strané do-
chazi ke zvySeni koncentrace cilového analytu a spolu
s nim i ke zvySeni koncentrace interferuijicich substanci,
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¢imz dochazi ve vysledku k pomérné silnému matrico-
vému efektu. Matricové komponenty charakteristické
pro jednotlivé biologické materidly interferuiji v rliznych
Gasech a v rozdiiném rozsahu v prdbéhu analyzy. P
analyze modi se nejvice uplatriuji hydrofobni rezidualni
komponenty, zejména anorganické soli. Analyzou slin
bylo prokazano veétsi mnozstvi interferujicich latek pfi
pouzitl ESI hydrofilni i hydrofobni povahy — aminokyse-
liny, proteiny a mucin [5].

Matricovy efekt mUze ovlivnit jak kvalitu, tak kvantitu.
Bézné se pouzivaji dvé metody hodnoceni matricového
efektu: infuze standardu analyzované latky za kolonou
nebo standardni pfidavek po extrakci. Post-kolonovou
infuzi se zjistuje kvalitativni matricovy efekt. Pfi post-
kolonovém davkovani je na kolonu nastfikovan slepy
vzorek a konstantni mnozstvi analytu je vstrikovano pfimo
do iontového zdroje. VSe probiha za podminek, které
se pouzivaji pfi analyze. Ur&i se oblast chromatogra-
mu, kde mUZe pravdépodobné dochazet k matricovym
efektdm. Tento zplisob Ize pouzit u stanoveni s malym
pocétem analytl nebo u vzork( se stejnou biologickou
matrici. U viceslozkovych metod se pouziva pfimé po-
rovnani. Matricovy efekt je zjiStovan pfimo béhem ana-
lyzy. Méfi se nékolik vzorkl o stejné koncentraci ana-
Iytu a vnitfniho standardu v roztoku bez matrice, slepy
vzorek matrice pouzivané pro pfipravu standardd, ka-
librator( a blank matrice ziskany z rlznych zdrojd. Za
matricovy efekt je povazovano, jestlize rozdil odezvy
v matricich je vétsi nez 25 %. Pokud je nizsi, Ize metodu
pouzit ke kvantifikaci. Standardni pfidavek po extrakci
vzorku slouzi ke kvantitativnimu hodnoceni [2].

K potlaceni matricového efektu mize dojit pouzitim
malych objem( nastfikovanych na kolonu, naredénim
vzorku, vhodnou Upravou vzorku anebo chromatogra-
fickych podminek, pouzitim vnitfniho standardu, popf.
pouzitim metody standardniho pfidavku. Pfi pouzit
vnitiniho standardu se predpoklada, ze bude stejné
ovlivnén matricovym efektem jako analyt.

Matricové efekty jsou jedny z mnoha dllezitych pri-
¢in chyb v LC/MS/MS. Jejich pochopeni je velice dlile-
Zité pro uspésnou validaci [2, 3].

Validace metody

Poté, co byly optimalizovany veskeré podminky
analyzy, mize byt provedena validace metody. Na vali-
daci HPLC-MS metody jsou kladeny nékteré specifické
pozadavky.

Linearita

Linearita musi byt testovana pro vSechny stanovo-
vané léky a jejich metabolity v celém koncentracnim
rozsahu klinickych aplikaci. Kalibracni kfivka by méla
byt sestavena alespori z 6 kalibra¢nich bod0. Jednotli-
vé kalibraéni standardy by mély byt pfipraveny ve stej-
né matrici, jako bude biologicky materidl, ze kterého
bude analyza provadéna. Pouze v nékterych pfipadech
(tkané, ultrafiltrat) je mozné pouzit kalibracni standard,

kalibracni kfivky by mél mit hodnotu dolni meze stano-

vitelnosti (LLOQ). Rovnice regrese, ktera je funkci kali-
braéni zavislosti, nesmi byt v pribéhu analyz ménéna.
Akceptovatelna odchylka pro LLOQ je 20 %, pro ostat-
ni kalibracni standardy 15 % [7].

Bias a presnost
Pravdivost a pfesnost metody je stanovovana ana-

lyzou 5 kontrolnich vzorkd na 5 hladinach v testovaném

rozsahu linearity:

1. kontrolni vzorek by mél mit koncentraci nejnizsiho
nenulového standardu kalibrani kfivky, Cili doIni
mez stanovitelnosti.

2. kontrolni vzorek by mél mit koncentraci nejvy$siho
standardu kalibracni kFivky.

3. kontrolni vzorek (nizka kontrola) by mél mit koncen-
traci rovnou trojnasobku hodnoty dolni meze stano-
vitelnosti.

4. kontrolni vzorek (stfedni kontrola) by mél mit kon-
centraci standardu nachazejiciho se uprostred kali-
braéni kfivky.

5. kontrolni vzorek (vysokd kontrola) by meél mit vy-
sokou koncentraci, ale nizsi nez posledni bod kali-
braéni kfivky.

MU0ze byt pouzivan i 6. kontrolni vzorek o koncen-
traci vy38i nez posledni bod kalibraéni krivky, ktery je
nasledné nafedén na koncentraci v testovaném roz-
sahu linearity. Spravnost i pfesnost ma byt stanovena
i pro vzorky, které jsou limitované objemem (pediatrické
vzorky), a to pfi fedéni 1 : 1 a 1 : 4. Vzorky musi byt
fedény stejnym biologickym materidlem s nulovou hod-
notou analytu, ve kterém budou stanovovany. Opako-
vatelnost je tfeba mérit u 5 vzork( od kazdé kontroly
v jednom dni, reprodukovatelnost u 1 vzorku od kazdé
kontroly v péti nasledujicich dnech. Akceptovatelna od-
chylka na hlading meze stanovitelnosti je 20 %, u ostat-
nich kontrolnich vzork( 15 % [7].

Analyticka selektivita

Schopnost analytické metody spravné a presné
detekovat analyt v pfitomnosti ostatnich interferujicich
latek je ddleZita pravé u LC-MS. Provadi se testovanim
nulovych vzorkd matrice, vzork( obsahujicich standard
bez piitomnosti matrice a kalibracnich vzork( na hladi-
né meze stanovitelnosti. U kazdého vzorku je testova-
na mira interference tim, Zze se stanovi velikost a rozptyl
signall pozadi a vyznamnost téchto signéld vzhledem
k vysledku kalibra¢niho standardu [3, 7].

Stabilita

Stabilita musi byt testovana v pribéhu celého pro-
cesu. Méla by byt testovana stabilita vnitfniho standar-
du, zejména deuterovaného IS, stabilita zasobnich ka-
libracnich roztokd, ale i stabilita matrice. Je zkoumana
stabilita vzork{ pfi skladovani pti -4 °C, -20 °C a -80 °C
a pfi samotné analyze v autosampleru. Dale by méla
byt otestovana stabilita vzorkd pfi opakovaném roz-
mrazovani [7].

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii se vyznaCuje vysokou presnosti, Sirokou
oblasti pouziti, vyraznym zkracenim délky analyzy. Pro
Uspésnou detekci 1€k je nezbytné zvolit nejen vhod-
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nou chromatografickou metodu, ale zejména adekvatni
zpUsob Upravy vzorku. VSechny kroky pfi vyvoji metody
spolu Uzce souvisi a v pribéhu vyvoje musi byt opa-
kované optimalizovany. Mnoho parametrd, které jsou
méreny v pribéhu validace HPLC-MS metody, je stej-
nych jako u jinych analytickych metod, ale u HPLC-MS
je nezbytné pro vyvoj a validaci robustni a spolehlivé
analytické metody testovani vlivu matricovych efekt.

Literatura

1. Hoffmann, E., Stroobant, V. Mass Spectrometry Prin-
ciples nad Aplication. Wiley-Interscience, 3 edition, Chi-
chester, 2007, p. 15-60. ISBN-13: 978-0470033111.

2. Korfmacher, W. A. et al. Using mass spectrometry for
drug metabolism studies, 1%t edition, CRC Press, 2004,
p. 103-129. ISBN-13: 978-0849319631.

3. Eeckhaut, A., Lanckmans, K., Sarre, S., Smolders,
l., Michotte, Y. Validation of biocanalytical LC-MS/MS
assays: evaluation of matrix effects. J. of Chromatogra-
phy B, 2009, 887, p. 2198-2207.

4. BRossi, D. T., Sinz, M. et al. Mass Spectrometry in drug
discovery, 1. edition, CRC Press, 2001, p. 125-142,
171-195. ISBN-13: 978-0824706074.

Dams, R., Huestis, M. A., Lambert, W. E., Murphy,
C. M. Matrix Effect in Bio-Analysis of lllicit Drugs with
LC-MS/MS: Influence of lonization Type, Sample Prepa-
ration, and Biofluid. J. Am. Soc. Mass Spectrom., 2003,
14, p. 1290-1294.

Oliveira, E. J., Watson D. G. Liquid chromatogra-
phy-mass spectrometry in the study of the metabolism
of drugs and other xenobiotics. Biomed Chromatogr.,
2000, 14, s. 351-372.

Taylor, P. J. Method development and optimisation of
LC-MS (Chapter 2). In: Polettini, A., ed. Application of
liquid chromatography-mass spectrometry in toxicology.
London: Pharmaceutical Press, 2006.

Prezentovano na: workshop W121, 2009, IATDMCT,
Montreal, Canada, 4th October, Taylor, P. J., Seger
Ch. Methods development for quantitative HPLC-Tan-
dem mass spectrometry.

Do redakce doslo dne 18. 8. 2010.

Adresa pro korespondenci:

Ing. Eva Klapkova, Ph.D.

Ustav klinické biochemie a patobiochemie
UK 2. LF a FN Motol

V Uvalu 84

150 06 Praha 5-Motol

e-mail: eva.klapkova@email.cz

Klinicka biochemie a metabolismus 1/2011



9.3 Winovska R, Brozmanova H., Sistik P., Silhan P., Kadiova |., Lemr K.,
Grundmann M. Liquid chromatography—tandem mass spetometry method for
determination of five antidepressants and four atygal antipsychotics and their
main metabolites in human serum, J.Chromatogr. B. @12; 907, 101-107

Tato prace je &gnovana vyvoji a validaci metody na simultanni staro deviti
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infuzi. Metoda se vyzraje snhadnou ifpravou vzorku, kterd spivala v precipitaci
proteini pomoci smsi acetonitril:metanol (40:60, v/v) spolu s 0,05%rasem
zinetnatym. Na zaklagiterapeutickych referénich rozmezi byly latky rozdeny do ti
koncentrénich skupin, na latky s nizkou,fetini a vysokou koncentraci. Separace
probiha na kolot Acquity UPLC RP BEH C18,ipteplo& 30°C v gradientu mobilni
faze (octan amonny:kyselina mra¢eracetonitrilu, v/v/v). Celkova doba analyzy byla
5 min. Jako zfisob ionizace se vyuziva elektrosprej v pozitivniwdon (EST). Metoda

byla validovana podle FDA pravidel.
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ABSTRACT

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 ZnSO4-7H,0 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 5min. 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. Ufinovska).

1570-0232/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2012.09.009

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
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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 (4000ng/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% ZnSO4-7H,0 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 30s and was left for 5min at 4 °C. After centrifugation
for 10 min at 1370 x 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 pm; 2.1 mm x 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: O min A:B=80:20
(v/v), 3min 5:95, 3.1 min 80:20, 5min 80:20. The flow rate was
0.4mL/min. The temperature of the column was maintained at
30°C. The injection interval of samples was 5min. 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 1.5kV,
source temperature 100°C, desolvation temperature 420°C; for
APCI*: corona current 3 pA, 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 0.2ml water
(A) and a precipitation solution with 0.2ml 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* R; (min)

Drug Q1 (m/z) Q3 (m/z) CE Area +£SD Q1 (m/z) Q3 (m/z) CE Area +£SD

Risperidone 411.3 1911 30 55748.2 + 19149 411.2 191.1 34 3011.5 + 54.7 0.84
9-Hydroxyrisperidone 427.2 206.9 30 44151.8 + 1383.1 427.1 2071 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 2959 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 + 2429 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 3129 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 3133 212.8 30 604229 + 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
1.75min, 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

TG
100 s.16eb

045 Y

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 38.9410.3 years (17-88) for females. The
average weight of the patients was 90.1+9.6kg 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 ~ Concentration Concentration Intra-assay (n=10) Inter-assay (n=10)
coefficient range (ng/ml) (ng/ml)
Found concentration CV (%) R(%) Found concentration  CV (%) R (%)
Mean + SD (ng/mL) Mean =+ SD (ng/mL)
Risperidone 0.998 1-100 5 49 + 04 8.1 98.4 5+04 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 49+ 04 5.4 97.7 5+03 6.5 100.0
25 25.6 +£ 0.8 33 102.3 26.5 + 1.58 6.0 105.8
100 98.3 £+ 3.1 3.1 983 103.6 + 3.6 3.5 103.6
Sertraline 0.998 5-500 10 9.8+0.6 6.6 98.3 9.2 +£08 9.0 91.8
100 102.1 £5 5.0 102.1 1005 +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 99+ 04 4.2 99.0 103 +£ 0.7 6.9 103.0
100 1055+ 2.8 2.7 105.5 1124 + 3.8 3.4 1124
500 459.6+17.5 3.8 919 476.7 +£22.2 4.7 95.3
Fluoxetine 0.999 5-500 10 10.1 £ 0.9 8.9 100.5 104 + 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 10 103 +£ 04 3.7 103.1 9.9+ 0.6 6.1 98.7
100 101.1 £5 5.0 101.1 1045+ 6.2 5.9 104.5
500 445.7 £ 203 4.5 89.1 503.6 324 6.4 100.7
Desmethylcitalopram 0.999 5-500 10 102 £ 0.3 2.9 100.6 9.7 +£04 3.7 97.2
100 101.8 £ 6.5 6.4 101.9 97.7 £ 64 6.6 97.7
500 505.0 &+ 22.6 4.5 101.1 505 +17.9 3.5 101
Drug Correlation ~ Concentration Concentration Intra-assay (n>10) Inter-assay (n>10)
coefficient range (ng/ml) (ng/ml)
Found concentration CV (%) R(%) Found concentration CV (%) R(%)
Mean + SD (ng/mL) Mean =+ SD (ng/mL)
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 1082 + 5.4 5.0 108.2
500 502.2 £+ 3.6 0.7 100.4 477.9 £ 203 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 1104 + 6.1 5.5 110 102.4 + 12.1 119 102.4
500 5219 + 324 6.2 104.4 492.8 + 14.5 2.9 98.6
Quetiapine 0.999 5-500 10 9.8 +0.8 79 98.4 10.4 + 0.6 6.0 103.5
100 979 £ 49 5.0 97.9 1013 £ 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 50 442 + 1.3 29 88.3 452 + 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 33 101.3  1008.9+40.6 4.0 100.9
N-desmethylclozapine 0.998 50-1000 50 453 + 2.6 5.7 90.6 499 +2.9 5.8 99.8
250 2403 + 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 50 544 +3 54 108.8 48.6 + 4.6 9.5 97.1
250 2712 £12.2 45 108 225.8 £ 9.5 4.2 90.3
1000 1051.1 + 36.4 35 105.1 1062.7 &+ 59.1 5.6 106.3
O-desmethylvenlafaxine 0.998 5-2000 50 48.7 £2.5 5.2 97.5 441 £ 1.6 3.7 88.1
250 246 + 104 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 50 453 £+ 2.5 2.7 90.6 476 +£3 6.2 95.2
250 252 +10.8 4.3 100.8 2459 + 11 4.5 98.4
1000 10494 + 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 34 100.2
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 4954 +17.5 35 99.1 488.6 +£ 17 35 97.7
2-hydroxyolanzapine 0.998 5-500 10 109 £ 0.7 6.1 108.6 10 + 0.6 6.3 99.6
100 107.7 £ 5.9 55 107.7 103.8 + 7.7 7.4 103.8
500 519.1 £ 414 8.0 103.4 4954 + 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 APCl 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 3.1-3445 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]
0O-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 3.3-129
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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9.4 Kacifova ., Grundmann M., Urinovska R. Obecné zasady terapeutického

monitorovani hladin psychofarmak, Klin Farmakol Farm, 2012; 26(3), 131-134

Prace je zagfena na terapeutické monitorovani psychofarmak.iipapt
psychofarmak je nazor na zavedeni TDM do rutinmixerstale nejednotnyjigsto je
doporwovano pravidelné monitorovani plazmatickych konagitnejmén jednou za
3-6 mesial pii udrZzovaci terapii, aby se =zabrénilo relaps a opakovanym
hospitalizacim. V fipad® suspektni non-compliance nebo intoxikace je stanbv
plazmatické koncentrace ob&cnznavanym postupem u vSeckivéa vSech skupin
pacient. Na zaklad empirickych zkuSenosti byly proto definovany 4 pstu
doporweni pro TDM psychofarmak.



Obecné zdsady terapeutickéeho monitorovdni
hladin psychofarmak

Ivana Kaciifova', Milan Grundmann', Romana Ufinovska?
'Ustav klinické farmakologie, LF OU, Ostrava
20ddéleni klinické farmakologie, FN Ostrava

Psychicka onemocnéni vyznamné pfispivaji k celosvétové morbidité a mortalité. Pfestoze v pfipadé deprese a schizofrenie je efektivni
farmakoterapie dostupna, 30-50 % pacienttl na lé¢bu ve standardnich davkach neodpovida dostate¢né a u ¢asti pacientd jsou naopak
pozorovany zavazné vedlejsi ucinky, coz je velkym problémem poskozujicim zdravi jedince a zvysujicim naklady na lé¢bu. Hlavnim du-
vodem je znacna interindividualni variabilita farmakokinetickych parametri u jednotlivych pacient, kdy pfi stejné davce psychofarmak
muze dojit k vice nez 20nasobnym interindividualnim rozdilim v dosazené ustéalené koncentraci, a to v diisledku odlisné schopnosti
absorbovat, distribuovat, metabolizovat a vylucovat Iéky kviili soubéznym onemocnénim, véku, pohlavi, koufeni, stravovacim navykam,
dalsi medikaci nebo genetickym rozdiltim. V klinické praxi je snaha stanovit optimalni individualni davku psychofarmaka casto fizena
strategii pokus-omyl. Vhodnym nastrojem k individualni tpravé davkovani psychofarmak je terapeutické monitorovani hladin l1é¢iv (TDM),
stanoveni fenotypu a pfipadné i genotypu léciva. V pripadé tricyklickych antidepresiv, lithia a antiepileptik pouzivanych z psychiatrické
indikace, napoméaha TDM jiz delsi dobu k nalezeni davkovaciho optima. U selektivnich inhibitord zpétného vychytavani serotoninu je
TDM také doporucovano. Diikazy o statisticky vyznamném vztahu mezi koncentraciléciv a terapeutickou odezvou chybi u tetracyklickych
antidepresiv maprotilinu, mianserinu, mirtazapinu a také u trazodonu, reboxetinu a inhibitori monoaminooxidazy. Vyznam TDM byl
naopak prokazan pro mnoha starsi (haloperidol, trifluoperazin a fluphenazin) i novéjsi (zejména klozapin a olanzapin) antipsychotika.

Klicova slova: psychofarmaka, terapeutické monitorovani, personalizovana farmakoterapie.

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
from correctly applied drug therapy have been repeatedly shown to be a major problem of drug therapy with considerable health burden
and cost. The major reason is the considerable interindividual variability in the pharmacokinetic properties of the patient. 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 patiens differ in their ability to absorb, distribute, metabolize and excrete drugs due to concurrent disease, age, gender, smoking
or eating habits, concomitant medication or genetic peculiarities. In clinical practice, the effort to determine an individual psychotropic
agents drug dose optimum is often guided by a trial-and-error dose titration strategy. A valuable tool for tailoring the dosage of the
psychoactive drugs to the individual characteristics of a patient are therapeutic drug monitoring (TDM), phenotyping and if necessary
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.
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Psychickd onemocnéni vyznamné pfispivajf
k celosvétové morbidité a mortalité. V pfipadé de-
prese a schizofrenie je efektivni farmakoterapie
dostupnd, nicméné 30% az 50% pacientd neod-
povida dostatecné na pocatecn( 1é¢bu. Na dru-
hé strané jsou opakované pozorovany zévazné
vedlejsf Uc¢inky pfi standardnich davkach, které
jsou velkym problémem poskozujicim zdravi pa-
cienta a zvysujicim ndklady na 1é¢bu (1). Vhodnym
nastrojem pro individualizovanou Upravu dévko-
vani predepsanych 1ékd u jednotlivych pacient(
je terapeutické monitorovani hladin Iéciv (TDM)
(2). Tato metoda vyuziva stanoveni koncentrace

léciva v krevni plazmé nebo séru k titraci davky
u jednotlivych pacientt tak, aby bylo dosazeno
city. TDM je jiz dlouhodobé dobfe zavedenou
metodou u antiepileptik, pro dalsf 1é¢iva pouziva-
na v neuropsychiatrii je viak jeho rutinni aplikace
vzacnosti. V pfipadé tricyklickych antidepresiv
(TCA), lithia a antiepileptik pouzivanych z psychi-
atrické indikace napomaha TDM jiz delsi dobu
k nalezeni individualniho davkovaciho optima (3, 4).
U tricyklickych antidepresiv TDM nejenze zvy3uje
Ucinnost a bezpecnost, ale také snizuje ndklady
na lé¢bu deprese (5, 6). TDM redukuje riziko in-

toxikace TCA a u mnohych byla také prokazana
zavislost klinického efektu na plazmatické koncen-
traci.V pfipadé selektivnich inhibitori zpétného
vychytdvdni serotoninu (SSRI) je TDM v klinické
praxi také doporucovano, i kdy? toxicita tohoto ty-
pu antidepresiv je nizkd ve srovnani s vétsinou
predchozich antidepresiv. Nicméné u citalopra-
mu bylo prokdzano, Ze plazmatickéd koncentrace
naméfena 7. den po zahdjeni 1é¢by je prediktivni
pro pozdéjsi Spatnou odpoveéd. Pacienti vykazujict
plazmatické koncentrace citalopramu pod 50 ng/
ml mélivyrazné mensi zlepseni podle Hamiltonovy
stupnice hodnoceni deprese (7). Udaje ze Svédska
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ukdzaly, ze TDM SSRI je cenové vyhodné u starsich
pacientd, kde pomuize k pouZiti minimdalni efektivni
davky (8). Dilkazy o statisticky vyznamném vztahu
mezi koncentraci léc¢iv a terapeutickou odezvou
chybi u tetracyklickych antidepresiv maprotili-
nu, mianserinu a mirtazapinu a také u trazodonu
a reboxetinu, a u inhibitord monoaminooxidd-
zy moklobemidu a tranylcyprominu (9). U typic-
kych antipsychotik haloperidoluy, trifluoperazinu
a fluphenazinu byla prokazana signifikantnf kore-
lace mezi plazmatickou koncentrac a terapeutic-
kym ucinkem (10). © vyznamu TDM u atypickych
antipsychotik se stale vedou diskuze, nicméné
se objevuje stéle vice diikaz(, Ze tato metoda mlze
zlepsit Uc¢innost, a to zejména u pacientd, kteff
neodpovidaji na terapeutické davky nebo vykazujf
nezadouci Uc¢inky (11). U psychofarmak typu stabi-
lizdtordi ndlady a antimanik je TOM d(razné do-
porucovano, ponévadz jsou dobre definovany te-
rapeutické referencni rozmez i toxické hladiny (9).

Hlavnim dlvodem vyuziti TDM u psychofar-
mak je zna¢nd interindividudini variabilita farma-
kokinetickych parametr( u jednotlivych pacient.
Aby mohlo Ié¢ivo uplatnit svij terapeuticky Ucinek,
musf dosahnout dostate¢né koncentrace v misté
svého pulsobeni, coZ nezavisi pouze na podané
davce. Naopak, pfi stejné davce psychofarmak ma-
Ze dojit k vice nez 20ndsobnym interindividudlnim
rozdildm v dosaZené ustalené koncentraci, a to
v dlsledku odlisné schopnosti pacientl absorbo-
vat, distribuovat, metabolizovat a vyluCovat léky
kvlli soub&znym onemocnénim, véku, pohlavi,

koureni, stravovacim ndvykdm, dal$f medikaci ne-
bo genetickym rozdilim. Odlisné Iékové formy
stejného 1éc¢iva mohou také ovlivnit miru a dobu
absorpce, a timi jeho koncentraci v téle. Nedavné
vyzkumy ukazuji, Ze i P-glykoprotein ve stievni
sliznici a hematoencefalické bariéfe mozku méa
vyznamnou roli ve farmakokinetické variabilité
psychofarmak (12). Studie na zvitatech dokumen-
tujf, Ze plazmatickd koncentrace psychotropnich
léciv koreluje s koncentraci v jejich cilovém organu,
v mozku. Byla nalezena jednoznacna zavislost mezi
plazmatickou koncentraci antidepresiv a antipsy-
chotik a obsazovanim dopaminovych recepto-
rll nebo mist zpétného vstiebavani serotoninu
v mozku pomoci pozitronové emisni tomografie.
Monitorovani koncentraci psychofarmak v plazmé
je proto uzite¢né pro nastaveni davky k dosazeni
optimalnf receptorové blokady (9, 13).

Skupina TDM z ,Arbeitsgemeinschaft fir
Neuropsychopharmakologie und Pharmako-
psychiatrie” (AGNP) opakované publikuje dopo-
rucené postupy vychdzejici z odborné literatury
pro optimalni vyuZiti TDM v psychiatrii (9). TDM je
zalozeno na predpokladu, Ze existuje vztah mezi
plazmatickymi koncentracemia klinickymi ucinky
(terapeutické zlep3eni, vedlejsf Ucinky a nezadoucf
Ucinky). Déle se predpoklada, Ze existuje plazmatic-
ké koncentrace éciva, kterd se vyznacuje maximal-
niU¢innostia maximalni bezpecnosti, tzv. terapeu-
tické okno" nebo ,terapeutické referencnirozmezi”,
které Ize definovat jako rozmezi koncentraci, které
jsou ur¢ené dolnf mezi, pod kterou je vyvolani te-

Tabulka 1a. Stupné doporuceni pro TDM psychofarmak (9)

rapeutické odpovédi Iéku nepravdépodobné,
a horni mezi, nad kterou se snizuje tolerance nebo
se jiz terapeutické zlepseni nepfedpoklada. Toto
,terapeutické referencni rozmezi” je orientacni, za-
loZené na populaci a nemusf byt pouzitelné pro
vdechny pacienty. Néktef{ pacienti mohou vyka-
zovat optimalini terapeutickou odpovéd pfi nizsf
koncentraci IéCiva, kterd se lisf od ,terapeutického
referen¢niho rozmezi”. Terapie psychofarmaky mu-
Ze byt u daného pacienta nejlépe nastavena na za-
kladé jeho ,individudIni terapeutické koncentrace”
(14, 15). Mnoho psychofarmak je pouzivano pro
nékolik rliznych indikacf (napf. antidepresiva jsou
pouzivana také k Ié¢bé tzkosti), nicméné informaci
o optimalnich plazmatickych koncentracich v téch-
to indikacich je nedostatek a referen¢ni rozmezi
jsou obecné uvadéna pouze pro primarniindikaci.
Uvadény jsou také tzv. laboratornf varovné hladi-
ny” oznacujici koncentrace léciva nad doporucené
referencni rozmezi, pfi kterych by pracovnici pro-
vadéjici TDM méli ihned informovat o3etfujiciho
lékare. Tyto varovné hladiny jsou zalozeny na hla-
Senich intolerace nebo intoxikace a na méfenich
plazmatickych koncentraci. Ve vétsiné piipadd vsak
byly pouze definovany jako 2krat vyssi plazmatické
koncentrace nez je uvadéna horni hranice ,tera-
peutického referencniho rozmezi”. Upozoméni by
meélo vést ke snizeni davky, pokud pacient vykazuje
znamky toxicity nebo intolerance. Jestlize je v3ak
vysokd koncentrace 1é¢iva pacientem dobre tole-
rovana a pokud by snizeni davky vedlo ke zhorsenf
pfiznaky, méla by davka zlstat nezménéna (9).

Stupen 1:,Strongly recommended”

Diikazy: Uvadéné koncentrace lécCiv jsou prokdzané a stanovuji terapeutické referencni rozmezi. Kontrolované klinické studie prokézaly pfinos TDM a informova-

ly 0 snizené tolerabilité nebo intoxikaci.

Doporuceni: TDM je dlirazné doporucovano pro titraci davky a specidlni indikace. V pfipadé lithia by TDM mélo byt bézné provadéno.
Klinické dusledky: Pti terapeutické” plazmatické koncentraci je nejvyssi pravdépodobnost odpovedi nebo remise; pfi ,subterapeutickych” plazmatickych koncen-
tracich je mira odpovédi pfi akutni [é¢bé srovnatelna s placebem stejné jako riziko relapsu pfi dlouhodobé 1é¢bé; pfi ,supraterapeutickych” plazmatickych koncen-

tracich hrozi riziko intolerance nebo intoxikace.

Stupen 2: ,Recommended”

Diikazy: Uvadéné koncentrace léciv byly ziskany z plazmatickych koncentraci pfi terapeuticky Gc¢innych davkach a se vztahem ke klinickym Gcinkdm; informuiji
o snizené tolerabilité nebo intoxikaci pfi ,supraterapeutickych” plazmatickych koncentracich.

Doporuceni: TDM je doporucovano pro titraci davky a u specidlnich indikaci nebo pfi feseni probléma.
Klinické disledky: TDM zvysi pravdépodobnost odpovédi u non-respondért. Pri ,subterapeutickych” koncentracich je riziko $patné odpovédi; pfi ,supraterapeu-
tickych” koncentracich hrozi riziko intolerance nebo intoxikace.

Stupen 3: ,Useful”

Dukazy: Uvadéné koncentrace léciv byly vypocteny z plazmatickych koncentraci pfi Gc¢innych davkéach ziskanych z farmakokinetickych studii. Plazmatické koncen-
trace spojené s farmakodynamickym ucinkem bud nejsou dosud k dispozici, nebo vychézeji z retrospektivni analyzy dat TDM, jednotlivych kazuistik nebo nesys-

tematickych klinickych zkusenosti.

Doporuceni: TDM je uZitecné pro specidlni indikace nebo pro feseni problémd.
Klinické dusledky: TDM muze byt pouzito ke kontrole, zda plazmatické koncentrace odpovidaji dané davce, nebo v pfipadé, kdy klinické zlepseni mize byt dosa-
Zeno zvysenim davky u non-respondérd, ktefi maji pfilis nizké koncentrace v plazmé.

Stupen 4: ,Potentially useful”

Diikazy: Plazmatické koncentrace nekoreluji s klinickym tGcinkem z dévodu unikatnich farmakologickych vlastnosti [éCiva, jako je napt. ireverzibilni blokdda enzy-
mu, nebo kdy?Z Ize dadvkovani snadno upravit podle klinickych pfiznakd (napt. spanek vyvolany hypnotiky).
Doporuceni: TDM neni doporucovano pro titraci davky, ale mlze byt potencidlné vhodné pro specidlni indikace nebo pfi feseni problémd.
Klinické dusledky: TDM by mélo byt omezeno pro specidlni indikace.
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Tabulka 1b. Stupné doporuceni pro TDM psychofarmak (9)

stupen 1 stupen 2 stupen 3 stupen 4
antidepresiva amitriptylin, citalopram, desipramin, dosulepin,  bupropion, mianserin, agomelatin, tranylcypromin
imipramin, doxepin, duloxetin, escitalopram, moklobemid, paroxetin,
klomipramin, fluoxetin, fluvoxamin, maprotilin, reboxetin
nortriptylin mirtazapin, sertralin, trazodon,
trimipramin, venlafaxin
antipsychotika amisulprid, klozapin, aripiprazol, bromperidol, chlorpro-  benperidol, chlorprotixen, iloperi- asenapin, protipendy!
flufenazin, haloperidol, mazin, flupentixol, fluspirilen, pali- ~ don, levomepromazin, melperon, pi-
olanzapin, perazin, peridon, quetiapin, risperidon, ser-  mozid, pipamperon, zotepin, zuklo-
perfenazin, tioridazin tindol, sulpirid, ziprasidon pentixol
stabilizdtory ndlady lithium karbamazepin, lamotrigin,
kyselina valproova
antiepileptika fenobarbital, fenytoin karbamazepin, klobazam, klonaze- gabapentin, pregabalin, topiramat vigabatrin

pam, etosuximid, felbamdt, lamotri-
gin, levetiracetam, metsuximid, ox-
karbazepin, primidon, rufinamid, spi-
ripentol, sultiam, tiagabin, kyselina
valproova, zonisamid

anxiolytika/hypnotika

buspiron, opipramol, pregabalin

alprazolam, bromazepam,
brotizolam, chlordiazepo-
xid, klonazepam, diazepam,
flunitrazepam, lorazepam,
lormetazepam, midazolam,
nitrazepam, nordazepam,
oxazepam, temazepam, tria-
zolam, zolpidem, zopiklon

lééba demence donepezil galantamin, memantin, rivastigmin
lécba zdvislosti buprenorfin, bupropion, levometa-  akamprosat, disulfiram, vareniklin klometiazol
don, metadon, naltrexon
antiparkinsonika amantadin, biperiden, bornaprin,
bromokriptin, kabergolin, karbidopa,
levodopa, entakapon, pramipexol,
ropinirol, tiaprid, tolkapon
ostatni dexmetylfenidat, metylfenidat atomoxetin, modafinil

TDM je vyhodné, protoZe je to objektivni me-
toda, kterd ukaze odetfujicimu lékafi, zda se lécivo
nachdzi v organizmu v koncentraci, kterd je poten-
cidlné dostacuijici pro ocekdvanou klinickou od-
povéd. Odchylky od ocekévaného referencniho
rozmezi zavislého na davce ukazujf na pacientovu
compliance nebo na odlidny rozsah metabolizmu
léc¢iva. V biotransformaci psychofarmak hraji velmi
ddlezitou roli formy cytochromu P450, jako jsou
CYP1A2, 2B6, 2C9,2C19,2D6 a 3A4/5. Status pomalé-
ho metabolizatora (PM) zvysSuje riziko neZzadoucich
Ucinkd, zatimco status velmi rychlého metaboliza-
tora (UM) zpUsobuje vy3si riziko nedostate¢ného
Ucinku v disledku subterapeutické plazmatické
koncentrace (16). Soucasné stanoveni metabolitd je
zpusob, jak Zjistit fenotyp pacienta, to jest soucasny
metabolicky stav (tzv. ,state marker”), ktery zahrnuje
Ucinek stravy, koufent, souc¢asné choroby, soubézné
uzfvana léciva a genetickou predispozici. Genotyp
je nazyvan jako ,trait marker”, ktery nenf ovlivnén
zevnimi faktory a z4stava stejny v prabéhu celého
Zivota. U fady psychofarmak metabolity aktivné
piispivajf k celkovému klinickému ucinku matefské
ltky. Z tohoto ddvodu musi TDM obsahovat také
kvantifikaci aktivnich metabolitd, napt. u klomipr-

aminu (norklomipramin), fluoxetinu (norfluoxetin)
nebo risperidonu (9-hydroxyrisperidon). Stanovent
metabolitl farmakologicky aktivnich i neaktivnich
umozriuije také stanovenifenotypu pacienta (17, 18).
Ke zjisténf fenotypu je mozno pouzit také mode-
lovych latek jako je kofein pro CYP1A2, omeprazol
pro CYP2C19, dextrometorfan nebo metoprolol
pro CYP2D6, nebo midazolam pro CYP3A4/5 (2,9).
Porovnanim ziskanych a predpokladanych ¢asové
zavislych plazmatickych koncentraci po odbéru
nékolika krevnich vzorkd v priibéhu dne mdze-
me rozlisit, zda nizkd plazmaticka koncentrace je
vysledkem snizené dostupnosti, zvysené biode-
gradace nebo $patné compliance. TDM je doporu-
¢ovano také v pripadé potvrzeného abnormalniho
genotypu cytochromu P450, protoze genotypizace
odhadne pouze pfiblizné do jaké miry mohou byt
plazmatické koncentrace u daného pacientazmeé-
nény. U genotypicky pomalého nebo naopak ul-
trarychlého metabolizétora by nemeél byt Iék auto-
maticky nahrazen jinym, ale ¢asto mlze byt davka
upravena pomoci klinického posouzenia TDM (9).
Klinicky vyznam genetického polymorfizmu systé-
mu UDP-glukuronosyltransferazy a P-glykoproteinu
nebyl zatim jednoznacné stanoven (9, 16).

AGNP doporucuje pravidelné monitorovani
plazmatickych koncentraci nejméné jednou za 3-6
mésicl pfi udrzovaci terapii, aby se zabranilo re-
lapstim a opakovanym hospitalizacim. Cetnost
pozadavkl na TDM mUze byt zvysena v piipadé
podezieni na non-compliance nebo pfi zméné
soucasné uzivané medikace nebo koufen, které
ovliviujf farmakokinetiku léciva. Méff se celkové
koncentrace psychofarmak, pficemz koncentrace
ziskané ze séra nebo z plazmy jsou zaménitelné.
Doporucen je odbér udolnich (minimalnich) hia-
din v ustaleném stavu, coz je nejméné po 4 elimi-
nacnich polocasech od zahdjeni nebo po zméné
davkovéni, a to béhem termindlni beta-eliminacni
faze. U vétsiny psychofarmak se eliminacni polocas
pohybuje v rozmezi 12-36 h. Vyznamnou vyjimkou
je trazodon a venlafaxin, které vykazujf eliminacni
polocas priblizné 6 hodin, fluoxetin mé naopak
elimina¢ni polocas vyrazné delsi. V klinické praxi
je u vétsiny psychofarmak vhodna doba odbé-
ru za jeden tyden uzivani stabilni denni davky,
a to tésné prred uzitim ranni ddvky, coZ je obvykle
12-16 h (nebo 24 h, pokud je 1ék podavan jednou
denné rano) po poslednidavce. TDM je samoziej-
mé mozné provést kdykoliv po uzitf 1éku, jestlize
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Tabulka 2. Indikace TDM v psychiatrii (9)

TDM u farmakovigilan¢nich programd
Prevence relapsu pfi udrzovaci 1é¢bé
Recidiva pfi adekvéatnim davkovani

Téhotenstvi nebo kojeni

Déti a dospivajici pacienti

Starsi pacient (> 65 let)

Jedinci s mentdlnim postizenim

kardiovaskularni onemocnéni)

Forenzni dlvody

Optimalizace davkovani po zacatku Ié¢by nebo po zméné davky

Léky, u nichz je povinné TDM z bezpecnostnich dlvodd (napt. lithium)

Podezieni na Uplnou nebo ¢aste¢nou non-compliance pacienta

Nedostatecné klinické zlepseni pfi obecné doporucenych davkach

Nezadoucf ucinky pfi obecné doporucenych davkach

Kombinace s léky se zndmym interakénim potencidlem nebo podezieni na lékovou interakci

Pritomnost genetické zmény tykajici se Iékového metabolizmu (deficit nebo zmnozeni genu)

Pacienti s pfidruzenym onemocnéni ovliviujicim farmakokinetiku (jaterni nebo rendlni insuficience,
Zmény farmakokinetiky u pacientd s poruchou pfijmu potravy (mentalni anorexie, bulimie)
Problémy vyskytujici se po pfevedeni z origindiniho pfipravku na generikum (a naopak)

Problémy vyskytujici se po pfevedeni z perordlni na depotni injekéni formu (a naopak)
Nonlinedrni kinetika v rozmezi terapeutickych davek (napr. fluoxetin, fluvoxamin, paroxetin)

se objevi neocekavané vedlejsf ucinky. Neni nutné
méfit pouze Udolni (minimalini) hladiny, davkovacf
schéma by vsak mélo byt na Zddance uvedeno
kvali interpretaci. Pro efektivni TDM je zasadnim
predpokladem dostupnost vhodnych analytickych
metod, které produkujf vysledky v pfiméfené dobé
(tzn.do 48 h), a doporuceniklinického farmakolo-
ga. TDM by mélo byt pozadovano, jestlize je zfej-
mé, Ze vysledek poskytne odpovéd na konkrétnf
otazku, pficemz pro vyfeseni daného problému
je jedno méreni Casto nedostatecné. Napriklad,
série méfeni ve vhodnych intervalech maze byt
pozadovana k objasnéni, zda nizkd koncentrace je
vysledkem $patné compliance, snizené biologické
dostupnosti nebo abnormalné rychlé eliminace.
Pozadavek na TDM musi obsahovat fadné vypl-
nénou zadanku, kterd je nezbytna pro spravné
zméfeni koncentrace 1éCiva a adekvatni interpre-
taci vysledkd. Zadanka by méla obsahovat jméno
pacienta, demografické Udaje, diagndzu, ostatni
uzivané léky, déivod k vysetieni, ndzev léku a je-
ho davkovani, formu Iéku, dobu posledni zmény
davky a c¢as odbéru krve. Interpretace vysledku
a farmakologické doporuceni by mély byt soucasti
kazdé zpravy, plazmaticka koncentrace viak musf
byt interpretovana ve vztahu ke klinickému stavu.
Viysledek TDM je voditkem ke spravnému davko-
vani u jednotlivych pacientd. Je zcela nezbytné si
uvédomit, ze optimalni TDM je interdisciplindmi
obor, ktery vyzaduje Uzkou spolupraci analytika,
Klinického farmakologa a klinika (2, 9).

VyuZiti TDM zavisf na klinické situaci a konkrét-
nim lécivu. V piipadé suspektni non-compliance
nebo intoxikace je stanoveni plazmatické kon-
centrace obecné uznavanym postupem u vsech
léCiv a viech skupin pacientl. Nicméné, v pripadé
psychofarmak je ndzor na zavedeni TDM do rutinni
praxe stale nejednotny. Na zékladé empirickych

zkusenosti byly proto definovany 4 stupné dopo-
ruceni pro TDM psychofarmak (9) (tabulka 1a, b).
Monitorovani hladin v lé¢bé psychickych chorob
zatim nenf do rutinnf praxe zavedeno, prestoze
se subterapeutické nebo toxické plazmatické
koncentrace psychofarmak mohou objevit i pfi
standardnim davkovani z dlvodu interindividuaini
variability farmakokinetickych vlastnosti jednotli-
vych pacientd. Terapeutické monitorovani mU-
Ze byt v klinické praxi vyuzito k personalizované
farmakoterapii, to jest k optimalizaci davkovani
psychofarmak u kazdého jednotlivého pacienta.
Napomahd k maximalizaci U¢innosti a prevenci to-
xicity, a to zejména u jedincd, kteff pfi standardnim
davkovani nereagujf na lé¢bu nebo maji nezadouct
reakce. TDM je v soucasné dobé také nejpresnejsi
metodou sledovani compliance. Nedostacujici
compliance u nemocnych s psychickou poruchou
je Castéjdi nez u somaticky nemocnych. Zvysenf
compliance ma za nasledek zlep3eni prognozy,
snizeni poctu hospitalizaci a z toho plynouci sni-
Zeni ndkladd. Strategie zvysujici compliance tak
v sobé nesou kromé snizeni osobniho utrpenti a z&-
téZe rodiny také velky potencial ekonomicky (19).
WuZiti TDM v psychiatrii proto zvy3uje Ucinek [écby
a shizuje naklady, a to pfedevsim tehdy, pokud je
provadeéno erudovanym klinickym farmakologem
(20).V klinické praxi je viak snaha stanovit optimalni
individudIni davku psychofarmaka casto fizena
strategif pokusu a omylu. Nedostate¢né vyuzitf
TDM v psychiatrii ukazuje potfebu zvy3ovani edu-
kace psychiatr( a klinickych farmakologl o Uloze
TDM psychofarmak (21).

Zévérem lze fici, ze TDM je spolehlivou
pomdckou sonalizované farmakoterapie, také
v psychiatrii. Pokud je adekvatné pouzivano,
mUZe pomoci mnoha psychiatrickym pacientdm
v mnoha situacich (9, 13) (tabulka 2).
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Jedna se o kazuistiku popisujici intoxikaci padignécené pro &zkou depresivni
poruchu s psychotickymiffznaky. Pacientka uzila n&ité mnozstvi venlafaxinu,
mianserinu, klonazepamu a olanzapinii. i?ijmu byla zn¢tena hladina venlafaxinu
2638 ng/ml, po snizeni davky na 75mg/den bylo dasazerapeutického rozmezi.
Pomer O-desmetylvenlafaxin/venlafaxin mezi 0.005 a 6.0aznail, Ze se niZze jednat
0 pomalého metabolizatora. Genetickym vigeim byla zji&na homozygotni delece
genu CYP2D6 *5/*5 a potvrdilo, Ze se jedna o pornalénetabolizatora. V rutinni
praxi zatim nejsou dir¢ stanovovany hladiny venlafaxinu a jeho metabolRongr
metabolitu k jeho maiské latce nam umoznil zachytitfipadnou odchylku v
metabolizmu l&iva, kter4 pak naslednmize byla potvrzena stanovenim genotypu
piislusného enzymu. Terapeutické monitorovani hladia prispiva k optimalizaci

farmakoterapie také ipact psychofarmak.
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Intoxikace venlafaxinem - vyuziti TDM,
fenotypizace a genotypizace

Milan Grundmann', Romana Ufinovska?, Petr Silhan3, lvana Kacifova'>
'Ustav klinické farmakologie, Lékafska fakulta Ostravské univerzity, Ostrava
20ddéleni klinické farmakologie, Fakultni nemocnice Ostrava

30ddéleni psychiatrické, Fakultni nemocnice Ostrava

Uvod: Antidepresivum venlafaxin patFi mezi inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu. Primarné je metabolizovan
CYP2D6 na aktivni metabolit O-desmethylvenlafaxin a CYP3A4 na N-desmethylvenlafaxin. Pro pomér O-desmethylvenlafaxin/venlafaxin
je uvadéno u rychlych a intermedialnich metabolizatort rozmezi 0,3-5,2.

Metoda: Kazuistika popisuje pripad intoxikace u pacientky (41 let) Ié¢ené v psychiatrické ambulanci pro periodickou depresivni poruchu
a tézkou smisenou poruchu osobnosti terapii: venlafaxin 150 mg/den, klonazepam 1 mg/den, mianserin 60 mg/den a olanzapin 20 mg/den.
Pacientka doma uzila neurcité mnozstvi venlafaxinu, mianserinu, klonazepamu a olanzapinu. TDM pouzitych psychofarmak metodou
LC-MS/MS bylo pfi ptijmu i v priibéhu hospitalizace pouzito ke stanoveni fenotypu a pro srovnani s genotypem CYP2D6.

Vysledky: Pii pfijmu byla zméfena hladina venlafaxinu 2638 ng/ml, po snizeni davky na 75 mg/den bylo dosazeno terapeutického rozmezi.
Pomér O-desmethylvenlafaxin/venlafaxin mezi 0,005 a 0,016 stanovil pacientku jako pomalého metabolizatora. Genetické vysetieni,
pfi kterém byla zjisténa homozygotni delece genu CYP2D6 *5/*5, vysvétlilo tento fenotyp.

Zaveér: V rutinni praxi zatim nejsou bézné stanovovany hladiny venlafaxinu a jeho metaboliti. Pomér metabolitu k jeho mateiské latce
nam umoznuje zachytit pfipadnou odchylku v metabolizmu lé¢iva, ktera pak nasledné muze byt potvrzena stanovenim genotypu pfi-
slusného enzymu. Terapeutické monitorovani hladin tak pfispiva k optimalizaci farmakoterapie také v pfipadé psychofarmak.

Kli¢ova 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
0O-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 (2638 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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Uvod

Venlafaxin (VEN), inhibitor zpétného vy-
chytdvani serotoninu a noradrenalinu, patif
mezi nové&jsi antidepresiva. Je indikovéan k 1é¢-
bé a prevenci tézkych depresivnich epizod
ak 1é¢bé generalizované Uzkostné poruchy,
socialni Uzkostné poruchy a panické poruchy
s/nebo bez agorafobie (1). Primarné je venlafa-
xin metabolizovan CYP2D6 na aktivni metabolit
O-desmethylvenlafaxin (ODV) a prostfednictvim
CYP3A4 na neaktivni N-desmethylvenlafaxin
(NDV) (2). Pro pomér ODV/VEN, urcuijicich fenotyp
pacienta, je u rychlych aintermedidlnich meta-

bolizatorl uvadéno rozmezi 0,3-5,2 a pro pomer
NDV/VEN 0,46-1,48 (3). Doporucené terapeutické
referencni rozmezi souctu VEN+ODV se pohybuje
mezi 100-400 ng/ml, jako nebezpecné hladiny
jsou uvadény hodnoty 800 ng/ml a vyssi (3). VEN
je vak antidepresivum, u kterého byl nalezen
vysoky index fatalni toxicity, coz jest pomér poctu
umrti ve vztahu k jeho spotiebé (4).

Metoda

Popis pfipadu: Pacientka (41 let, hmotnost
72 kg, vyska 160 cm, BMI 28,1) byla dlouhodo-
bé lécena v psychiatrické ambulanci pro perio-
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dickou depresivni poruchu a téZkou smisenou
poruchu osobnosti terapif: venlafaxin (Olwexya)
150mg 1-0-0 tbl, klonazepam (Rivotril) 0,5 mg
1-0-1 tbl, mianserin (Miabene) 30mg 1-0-1 tbl.
a olanzapin (Zyprexa) 10mg 0—0-1 tbl.

Dne 12. 10. 2011 byla pfijata na interni od-
déleni pro podezfeni z intoxikace s krevnim tla-
kem 110/70 mmHg a pulzovou frekvenci 98/
min, stéZovala si na velkou Unavnost, Utlum,
nespavost, nechutenstvi a pokles hmotnosti
(za 3 mésice zhubla 12 kg). Popisovala téZ zhor-
Seni nélady trvajici 3 mésice. Uvedla, Ze pfed
pfijmem vzhledem k pfetrvavajici nespavosti



Tabulka 1. Laboratorni vysledky — biochemie séra

analyt 12.10. 2011 24.10. 2011 31.10. 2011
natrium 137 mmol/I

kalium 3,7 mmol/I 4,2 mmol/I

kreatinin 62 umol/I 74 umol/I

bilirubin celkovy 6,5 umol/I 4,8 umol/I
ALT 1,09 ukat/I 0,62 ukat/I 0,61 ukat/I
AST 1,48 ukat/I 0,55 ukat/I 0,48 ukat/I
ALP 1,39 ukat/I 1,33 ukat/I
GMT 9,7 ukat/I 4,09 ukat/! 2,99 ukat/I
glukéza 58 mmo/I 4,32 mmo/I

celkovy cholesterol 9,06 mmol/I

Tabulka 2. Sérové koncentrace venlafaxinu (VEN) a jeho metabolitd O-desmethylvenlafaxin u (ODV)
a N-desmethylvenlafaxin u (NDV); stanoveni fenotypu

den odbéru; davka ¢as odbéru VEN ODV  ODV/VEN NDV  NDV/VEN
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
24.10.2011 (150mg/d)  pfi pijmu 2638 206 0,008 731 0,28
28.10.2011 pred uzitim 1106 76 0,007 299 0,27
(150mg/d) 2hodpouziti 1228 6,7 0,005 301 0,25
6hodpousiti 977 77 0,008 292 0,30
31.10.2011 pred uzitim 1054 12,8 0,012 260 0,25
(150 mg/d) 2hodpousiti 767 126 0,016 241 031
6hodpouziti 1026 17 0,009 238 0,23
8.11.2011 pred uzitim 364 21 0,006 83 0,23
(75mg/d) 6hodpouziti 434 24 0,006 73 017

Tabulka 3. Stanoveni fenotypu pomoci sérové koncentrace modelové ldtky metoprololu

¢as (hod) pulz/min  krevnitlak metoprolol hydroxymetoprolol hydroxymetoprolol/
(mmHg) (ng/ml) (ng/ml) metoprolol

pred 65 154/96 - - -

8:54 Podani: metoprolol (Betaloc SR 200 mg "2 tbl).

Thod po 59 158/100 65,8 0 -

2hod po 50 148/98 776 0

3hod po 54 160/96 98,1 0 -

uzila navic 6 tbl. Rivotrilu a 4 thl. Miabene, aby
lépe spala. Pokus o suicidum odmitla. V pribéhu
hospitalizace byla vysetfena psychiatrem, ktery
zvysil davkovéni na Zyprexa 10mg 1-0-1 tbl.
Pacientka byla za 2 dny propusténa se zavéry:
stav po akutnfintoxikaci antidepresivy, tézka de-
presivnifaze s psychotickymi pfiznaky, porucha
osobnosti tézkd smisend, navic kolonoskopicky
zjistény vnitfni hemoroidy 2. stupné s krvdcenim
v anamnéze a klidné divertiky sigmatu. V labo-
ratornim nalezu byly zvyseny jaterni testy GMT
azna 9,7 ukat/l. Pacientka byla propusténa téz
proto, Ze méla byt dne 24. 10. 2011 pldnované
hospitalizovdna na I0zkovém psychiatrickém
oddeéleni pro nedostate¢nou terapeutickou od-
povéd. Pri prijeti na psychiatrické oddéleni byla
pacientka lucidni, orientovang, odpovédi pfilé-
havé, v popredi depresivni ndlada bez psycho-

tickych pfiznakd. Krevni tlak (TK) 140/90 mmHg,
pulz 68/min, fyzikalné vie v normé. Subjektivné
si kromé dfive uvedenych pfiznakl stézovala
na bolest hlavy.
PFijata s diagndzami:
B rekurentni depresivni porucha, stfedné tézka
faze
B té7kd smisend porucha osobnosti s rysy
emocné nestabilnimi, vyhybavymia zavislymi
B suspektniabuzus alkoholu
B stav po intoxikaci antidepresivy
B stav po hysterektomii s naslednou uretero-
plastikou

Po pfijmu na psychiatrii byly provedeny la-
boratorni vysetieni, vCetné stanoveni hladiny
venlafaxinu a jeho dvou metabolitd ODV a NDV,
olanzapinu a klonazepamu. Davka olanzapinu

Sdéleni z praxe

byla sniZzena na polovinu, dévka klonazepamu
byla zvysena o 50 %, davka venlafaxinu z(stala
stejnd. Navic byl pridan Flavobion 1-1-1 tbl.
Hladiny venlafaxinu, ODV, NDV, olanzapinu
a klonazepamu byly méfeny metodou LGMS/
MS (5). Fenotyp byl stanoven jednak z pomé-
ru ODV/VEN, jednak pouzitim modelové latky
betablokatoru metoprololu, pouzivaného pro
zjisténi aktivity CYP2D6 stanovenim poméru alfa-
-hydroxymetoprolol/metoprolol metodou HPLC
(6). Genotyp CYP2D6 byl stanoven jako rutinni
vysetieni v laboratofi Oddéleni Iékafské genetiky
Fakultni nemocnice Ostrava metodou analyzy
kivek tani na pfistroji LightCycler ver. 1.5 (f. Roche).

Vysledky

Z laboratornich nélezd jsou ndpadné zvyse-
né hodnoty jaternich testd, zejména GMT s ten-
dencik normalizaci, a vysoka hodnota celkového
cholesterolu (tabulka 1).

Pii prijeti byla hladina venlafaxinu 2638 ng/ml,
vysoce prekracujici doporucované rozmezi 100—
400 ng/ml, fenotypicky byla pacientka zafazena
mezi pomalé metabolizatory (PM), protoze me-
tabolitu bylo méné nez 1%. Za 4 dny pfi kon-
trolovaném podévani medikace klesla hladina
vice neZ o polovinu, ale byla neustéle v potenci-
alné toxickém rozmezi. Proto bylo doporuceno
snizeni davky venlafaxinu na 75mg/den, tedy
na polovinu. Kontrola za dalsf 3 dny ukazala stejné
vysoké hladiny VEN bez Upravy podavané davky,
znovu bylo doporuceni snizeni davky na 75 mg/
den.Ktomu doslo 5. 11.2011 a za dalsi 3 dny byly
jizhladiny v normé a doslo k vyraznému zlepse