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SOUHRN

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

symptomy jednotlivých duševních poruch. Navzdory novým léčebným a diagnostickým možnostem je

stále mnoho pacientů, jejichž odpověď na léčbu psychofarmaky není uspokojivá. Zavedení rutinního

terapeutického monitorování některých psychofarmak by mohlo pomoci individualizovat a optimalizovat

léčbu dle potřeb konkrétního pacienta. Tento článek popisuje analytické metody, které umožňují jejich

stanovení se zaměřením na antidepresiva a antipsychotika. V současnosti jsou základními technikami pro

stanovení hladin psychofarmak plynová a kapalinová chromatografie. Hlavním biologickým materiálem

pro stanovení je sérum nebo plazma. Vzorky k analýze jsou připravovány nejčastěji pomocí extrakce

z kapaliny do kapaliny nebo extrakcí na tuhé fázi. V literatuře byly publikovány metody umožňující

stanovení jednoho nebo několika psychofarmak současně, včetně jejich případných aktivních metabolitů.

Klíčová slova: psychofarmaka – terapeutické monitorování léčiv – vysokoúčinná kapalinová

chromatografie – hmotnostní spektrometrie
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SUMMARY

Analytical methods for the determination of selected psychopharmaceuticals
At present at our disposal there are more than one hundred psychopharmaceuticals with more or less

specific effects on the symptoms of individual mental disorders. Despite new therapeutic and

diagnostic possibilities there are still many patients whose response to treatment with

psychopharmaceuticals is not satisfactory. Introduction of a routine therapeutic monitoring of some

psychopharmaceuticals could help to individualize and optimize the treatment according to the

needs of a individual patient. This paper describes the analytical methods which enable their

determination with regard to antidepressants and antipsychotics. At present the principal techniques

for the determination of the levels of psychopharmaceuticals are gas and liquid chromatography.

The principal biological material for the determination is serum or plasma. Samples for analysis are

prepared most frequently by means of extraction from a liquid to a liquid or extraction on a solid

phase. The published literature presents the methods making it possible to determine one or several

psychopharmaceuticals simultaneously, including their possible active metabolites.

Key words: psychopharmaceuticals – therapeutic drug monitoring – high-performance liquid

chromatography – mass spectrometry
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Deprese a antidepresiva

Afektivní poruchy, především deprese, představují
zřejmě největší zdravotní zátěž společností moderního
světa měřeno roky ztracenými předčasným úmrtím nebo
strávenými pod negativním vlivem závažné nemoci.
Poruchy nálady začínají v časné dospělosti (25–32 let)
a postihují z celoživotního pohledu více než jednu pětinu
obyvatelstva. Ani v nejvyspělejších státech světa však
nejsou správně diagnostikovány a včas léčeny. V České
republice bylo dle dat z roku 2000 adekvátně léčeno pou-
ze 13,4 % pacientů trpících depresivními syndromy, při-
čemž depresivní porucha je ve většině případů chronic-
kým onemocněním. Pacienti trpící depresí častěji čerpají
zdravotní služby, častěji jsou v pracovní neschopnosti
a 7–15 % z nich ukončí život sebevraždou 1).

Antidepresiva I. generace se používají již více než 40
let. Jedná se o látky, které zvyšují koncentraci biogenních
aminů (serotoninu, noradrenalinu a dopaminu) v limbic-
ké oblasti CNS a dále ovlivňují celou řadu neurotransmi-
terových receptorů včetně histaminových, muskarino-
vých a α

1
-adrenergních, z čehož vyplývá, že mohou

vyvolat celou řadu nežádoucích účinků. Některé z těchto
účinků jsou pro pacienty obtěžující (například tachykar-
die, zácpa, útlum, porucha akomodace, vzestup tělesné
hmotnosti a sucho v ústech) a často mohou být důvodem
špatné adherence k léčbě. Mezi závažné komplikace pat-
ří zmatenost, srdeční arytmie, posturální hypotenze
a u mužů s hypertrofií prostaty močová retence. Doba
nástupu antidepresivního účinku je zhruba 10–20 dnů od
začátku terapie. Nevýhodou je zejména nutnost titrace
dávky, nežádoucí účinky, vysoký interakční potenciál
a úzké terapeutické rozmezí. Patří sem např. amitriptylin,
nortriptylin, imipramin, klomipramin 2, 3).

Antidepresiva II. generace vykazují méně nežádou-
cích anticholinergních účinků, působí pouze na noradre-
nergní a serotoninergní systém, neovlivňují tedy histami-
nergní a α

1
-adrenergní receptory. Jsou pacienty lépe

snášena a lze je použít i u pacientů s glaukomem, hyper-
trofií prostaty a ischemickou chorobou srdeční. Po zave-
dení III. generace antidepresiv má tato skupina poněkud
menší význam, podobně jako první generace. Zástupci
jsou např. maprotilin, mianserin 2, 3).

Antidepresiva III. generace jsou tvořena látkami
selektivně inhibujícími zpětné vychytávání serotoninu
(SSRI). Oproti předchozím generacím antidepresiv mají
příznivější bezpečnostní profil, nepůsobí sedativně,
nezvyšují tělesnou hmotnost a nepotencují účinek alko-
holu. Protože mají výhodnější farmakokinetické vlast-
nosti, mohou se užívat pouze v jedné denní dávce. Nega-
tivem jsou zejména sexuální a gastrointestinální potíže.
Účinek nastupuje zpravidla za 2–4 týdny. Všech šest
zástupců SSRI jsou více či méně silnými inhibitory akti-
vity některých enzymů cytochromu P450 a zejména flu-
voxamin, fluoxetin a paroxetin mají významný interakč-
ní potenciál. Patří sem citalopram a escitalopram,
fluoxetin, fluvoxamin, paroxetin a sertralin 2, 3).

Antidepresiva IV. generace a další nová antidepre-
siva zastupují látky různých mechanismů účinku, jak
bylo zmíněno výše, např. SNRI (duální inhibitory zpět-
ného vychytávání serotoninu a noradrenalinu) (duloxe-

tin, venlafaxin, milnacipran), NDRI (duální inhibitory
zpětného vychytávání dopaminu a nordrenalinu) (bupro-
pion), NASSA (noradrenergní a specifická serotonergní
antidepresiva) (mirtazapin) a SARI (duální anta-
gonisté/inhibitory zpětného vychytávání 5-HT) (trazo-
don) a další. Díky svým specifickým vlastnostem jsou
jednotlivá léčiva používána nejen k léčbě deprese samot-
né, ale také deprese s komorbiditami, jako je algický syn-
drom, stresová inkontinence apod. Jinými indikacemi
některých zástupců mohou být například generalizovaná
úzkostná porucha, sociální fobie nebo bipolární afektiv-
ní porucha 2, 3).

Antipsychotika

Termíny antipsychotika a/nebo neuroleptika zahrnují
skupinu léčiv, která mají příznivý vliv na psychické inte-
grace. Jedná se o heterogenní skupinu léčiv, kterou běž-
ně dělíme na antipsychotika I. generace, tzv. klasická
nebo konvenční, a antipsychotika II. generace, tzv. aty-
pická. Mezi antipsychotika I. generace patří například
chlorpromazin, levomepromazin, flufenazin, haloperi-
dol, zuklopentixol a další, k atypickým antipsychotikům
řadíme například risperidon, paliperidon, klozapin, olan-
zapin, quetiapin a další 2, 3).

Terapeutické monitorování léčiv (TDM) 

Psychofarmaka jsou široce používána jak v psychiat-
rii, tak v mnoha dalších oblastech medicíny. Prevalence
psychických onemocnění dle epidemiologických studií
stoupá a s tím je spojena i zvyšující se preskripce psy-
chofarmak. Ovšem významný počet pacientů léčených
psychofarmaky z nejrůznějších důvodů neodpovídá na
léčbu nebo je jejich odpověď neuspokojivá. Kromě patr-
ného úsilí vyvíjet nová psychofarmaka s novými mecha-
nismy účinku je nezbytné především optimalizovat far-
makoterapii dostupnými psychofarmaky. K tomuto účelu
se jeví jako potenciálně vhodný nástroj terapeutické
monitorování léčiv (TDM) 1, 4).

Obecně vhodná léčiva k TDM jsou ta, kde: a) je zná-
má dobrá korelace mezi koncentrací léčiva v plazmě
a účinkem léčiva, b) je dobře definované terapeutické
rozmezí, c) léčivo vykazuje saturační kinetiku, d) je úzké
terapeutické rozmezí, e) je tvořen aktivní metabolit,
f) terapeutický efekt nemůže být popsán na základě kli-
nických měření a g) kde je dostupná validovaná analytic-
ká metoda 5). 

Z výše uvedeného je tedy zřejmé, že ne všechna psy-
chofarmaka jsou pro TDM vhodná. U mnoha látek zatím
nebyla prokázána jasná korelace mezi plazmatickou hla-
dinou a účinkem, nejsou dostatečně stanovena a potvrze-
na terapeutická rozmezí a podobně. Přes tyto nedostatky
pro využití TDM hovoří například poměrně vysoký
interakční potenciál některých psychofarmak, běžná
polyfarmakoterapie u pacientů léčených psychofarmaky,
častá non-compliance, pomalý nástup účinku nebo vliv
genetického polymorfismu biotransformujících enzymů
na účinek některých látek. V roce 2003 byly expertní
skupinou TDM při AGNP (Arbeitsgemeinschaft für Neu-
ropsychopharmakologie und Pharmakopsychiatrie)
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vypracovány guidelines pro psychiatry, klinické farma-
kology, analytiky a další odborníky k optimalizaci vyu-
žití TDM u psychofarmak. Pro širší využití TDM u psy-
chofarmak je ovšem nutné mimo jiné provést další
kontrolované klinické studie a také studie efektivnosti
vynaložených nákladů 4).

Metody stanovení

Při léčbě psychofarmaky se používá jak monoterapie,
tak polyterapie. Z toho důvodu je nutný vývoj metod
umožňujících stanovení několika léčiv součastně, popří-
padě i stanovení jejich aktivních metabolitů. Ke stano-
vení léčiv v biologických tekutinách se používají imu-
nonochemické, elektromigrační či elektroforetické
a chromatografické metody, které svou detekční citli-
vosti umožňují stanovení léčiv. 

Úprava vzorku 

Analýza léčiv v biologických tekutinách je často kom-
plikována přítomností množství různých sloučenin
v organické matrici, které vedou k interferenci matrice
s léčivem, a dále jejich nízkou koncentrací ve vzorku.
Imunochemické metody umožňují stanovení léčiv bez
předchozí úpravy vzorku. Běžné postupy úpravy vzorku
zahrnují precipitaci proteinů, extrakci na tuhé fázi (SPE)
nebo extrakci kapalina-kapalina (LLE). K precipitaci se
používají běžná organická rozpouštědla, jako je acetonit-
ril nebo methanol 6). 

Klasická extrakce z kapaliny do kapaliny je často pou-
žívaná a velmi důležitá analytická separační metoda, pře-
sto má své nevýhody, jako jsou interference matrice,
používaní nebezpečných chemikálii a v některých přípa-
dech i použití velkého objemu vzorku 7, 8). Základem této
extrakce je kvalitativní pravidlo „podobné se rozpouští
v podobném“. Nejčastěji se jako extrakční činidlo použí-
vá hexan, dichlormethan, diethylether, popřípadě směs
jednotlivých rozpouštědel pro zvýšení extrakční účin-
nosti 9–11). SPE má několik výhod oproti tradiční LLE,
jsou to vyšší selektivita, čistější extrakt, lepší reproduko-
vatelnost výsledků. SPE je omezena na relativně čisté
biologické materiály, jako je plazma, sérum nebo moč. Je
jen málo publikací, které popisují extrakci na tuhé fázi
z plné krve 12). K separaci léčiv z biologických tekutin lze
použít i modifikaci SPE mikroextrakci na tuhé fázi
(SPME). In-tube SPME používá otevřené kapilární kolo-
ny jako extrakční zařízení. Organické složky ve vodném
vzorku jsou přímo extrahovány a zkoncentrovány na sta-
cionární fázi, následně jsou dopraveny na chromatogra-
fickou kolonu. In-tube SPME je vhodná technika přípra-
vy vzorků, protože je rychlá, levná a lze ji snadno
automatizovat. Obvykle je ve spojení s LC/MS 13). SPME
má vysoký prekoncentrační faktor u hydrofobních látek,
a proto není široce použitelná v analýze léčiv. Prekon-
centrační faktor je definován jako poměr mezi konečnou
koncentrací analytu v extrahovaném vzorku a počáteční
koncentrací ve vzorku 14). Martínez 12) porovnával dvě
SPE kolony (Chem Elut a Bond Elut Certify), které pou-
žil k extrakci šesti antidepresiv. Koncentrace léčiv byly
následně změřeny pomocí plynové chromatografie s NP

detektorem. Lepší výsledky byly dosaženy použitím SPE
Bond Elut Certify 12).

Jako alternativa plazmy pro TDM různých léčiv byly
také testovány sliny. Sliny mají několik výhod: bezbolest-
ný a neinvazivní odběr, ke kterému není nutný kvalifiko-
vaný personál. Sliny jako možný biologický materiál pro
TDM mají i své nevýhody. Obvykle je možné odebrat jen
malý objem a některé faktory: jako pH, ústní kontamina-
ce, stimulovaný nebo nestimulovaný odběr, mohou ovliv-
nit difuzi léku z plazmy do slin. Z těchto důvodů by měla
být před začátkem používání slin pro TDM zjištěna kore-
lace mezi koncentrací léku v plazmě a ve slinách, proto-
že ve slinách je přítomna jen volná, farmakologicky účin-
ná frakce léčiva. De Castro 15) popisuje LC-MS/MS
metodu pro stanovení devíti antidepresiv a některých
jejich hlavních metabolitů ve slinách a v plazmě. Popisu-
je také studii korelace koncentrace venlafaxinu v obou
matricích. Výsledky této studie neukázaly dobrou korela-
ci koncentrací venlafaxinu ve slinách a volné frakce
v plazmě. Jako možný důvod zmiňují malý počet vzorků
a jejich nedostatečnou homogenitu 15). 

Také stanovení léčiv v mateřském mléce je důležité.
Přítomnost léčiva v mléce může být potencionálním
zdrojem nežádoucích účinku u kojeného dítěte. Kasper
16) publikoval stanovení olanzapinu v mateřském mléce
metodou HPLC s elektrochemickým detektorem 16). 

Stanovení léčiv v moči je méně důležité než v krvi,
protože koncentrace je značně závislá na hydrataci orga-
nismu a na pH moče a využívá se především v toxikolo-
gii 17).

Imunochemické metody

Imunochemické metody oproti chromatografickým
metodám neumožňují stanovení léku a jeho metabolitu
18). Další nevýhodou jsou zkřížené reakce „cross-reacti-
vity“, kdy protilátky reagují odlišně s různými léky
a jejich metabolity, což znemožňuje přesnou kvantifika-
ci. Riziko interference stoupá se strukturní podobnos-
tí 19). Chattergoon 20) popisuje falešně pozitivní nález tri-
cyklických antidepresiv (TCA) u dvou pacientů, kteří
nikdy neužívali TCA a přesto byly u nich naměřeny hla-
diny 80 ng/ml a 130 ng/ml při použití fluorescenčně
polarizační imunoanalýzy (FPIA) 20). Dasgupta 21) potvr-
dil statisticky významně vyšší zkřížené reakce karbama-
zepinu a jeho metabolitu 10,11-epoxid karbamazepinu
u 35 pacientů 21). 

Imunochemické metody lze rozdělit na izotopové
a neizotopové. Izotopové imunochemické metody jsou
vývojově starší. 

Izotopové imunochemické metody (Radio Immuno
Assay – RIA, Immuno Radio Metric Assay – IRMA,
Radio Enzymo Assay – REA, Radio Receptor Assay –
RRA). RIA metody jsou vysoce citlivé. Ke značení anti-
genů se většinou používá radioaktivní izotop jodu 125I, ke
značení haptenů tricium 3H 22). 

V roce 1979 Brunswick 23) popsal specifickou radio-
imunoanalýzu na stanovení amitriptylinu a nortriptylinu.
Jako radioaktivní značení bylo použito 3H 23). Tyto meto-
dy byly postupně nahrazeny metodami s jinak značený-
mi reaktanty, např. enzymy nebo fluoroforem 24).
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Mezi neizotopové imunochemické metody patří:
1. Enzymové na fotometrických principech (Enzymo

Immuno Assay – EIA, Enzyme Linked Immunosorbent
Assay – ELISA, Immuno Enzymo Metric Assay –
IEMA).

2. Fluorescenční (Fluorescence Immuno Assay – FIA,
Fluorescence Polarization Immuno Assay – FPIA, Time
Resolved Fluorescence Immuno Assay – TR-FIA).

3. Luminiscenční, popř. elektrochemiluniscenční
(Lumino Immuno Assay – LIA, Immuno Lumino Metric
Assay – ILMA, ElectroChemiLuminiscence – ECL) 22).

Neizotopové imunochemické metody většinou využí-
vají vybavení běžných analytických, popřípadě bioche-
mických laboratoří. Dorey 18) publikoval článek, ve kte-
rém porovnávali výsledky stanovení tricyklických
antidepresiv (TCA) kapalinovou chromatografií a enzy-
moimunoanalýzou (EMIT) 18).

Všeobecně lze říci, že imunochemické metody je
vhodnější používat jako screening předávkování než pro
terapeutické monitorování léku, jelikož mají relativní
vysoký limit detekce 18, 19, 22).

Elektromigrační separační metody

V analýze psychofarmak se uplatňují i elektromigrač-
ní separační metody. Jejich předností je vysoká separač-
ní účinnost, nízká spotřeba vzorku i chemikálií. Jsou
založeny na pohybu ionizovaných částic v elektrickém
poli a lze je použít pro separaci nízkomolekulárních
i vysokomolekulárních látek. Mezi elektromigrační
separační metody patří kapilární elektroforéza (CE) a její
ostatní módy, tj. kapilární zónová elektroforéza (CZE),
micelární elektrokinetická kapilární chomatografie
(MECC), kapilární elektrochromatografie (CEC), izota-
choforéza (ITP), kapilární isoelektrická fokusace (CIEF)
a kapilární gelová elektroforéza (CGE) 25). CZE v orga-
nických rozpouštědlech se označuje jako nevodná CZE
(NACE). Umožňuje separaci hydrofobních látek, které
jsou těžko dělitelné ve vodném prostředí. Vysoké rozli-
šení, krátký čas analýzy a možnost zvýšení rozpustnosti
analytu jsou hlavními důvody pro použití organických
rozpouštědel 26, 27). 

Dell’Aquila 24) publikoval separaci tricyklických anti-
depresiv (TCAs) kapilární zónovou elektroforézou.
N,N,N’,N’-tetramethyl-1,3-butanediamine byl použit
jako účinný elektrolyt. TCAs mají podobnou strukturu,
molekulovou hmotnost a pKa hodnoty. Jejich separace
kapilární zónovou elektroforézou vyžaduje přesné pH
a vhodné složení elektrolytu 24).

Flores 26) ve své práci popisuje snadnou, rychlou, sen-
zitivní a robustní metodu nevodné kapilární elektroforé-
zy s DAD detekcí pro stanovení paroxetinu a jeho tří
metabolitů v moči. Moč byla extrahována pomocí C

18
26).

Schafroth 28) publikoval metodu na stanovení benzo-
diazepinů flunitrazepamu, diazepamu, midazolamu, klo-
nazepamu, bromazepamu, temazepamu, oxazepamu
a lorazepamu v moči pomocí micelární elektrokinetické
kapilární chromatografie s UV detekcí. Vzorek byl při-
praven enzymatickou hydrolýzou a SPE 28).

Extrakci pomocí SPE publikoval také Tomita 29) na sta-
novení nitrazepamu a jeho metabolitů v moči micelární

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

Chromatografické metody 

Z chromatografických metod se v posledních letech
nejčastěji používá vysokoúčinná kapalinová chromato-
grafie (HPLC) a plynová chromatografie (GC). Základ-
ním principem všech chromatografických metod je roz-
dělení složek směsi látek mezi stacionární a mobilní fázi.
Obecné požadavky na detektory v HPLC jsou shodné
s GC. K detekci se využívá analytická vlastnost systému,
která je ve známém a reprodukovatelném vztahu ke kon-
centraci analytu 9).

Plynová chromatografie

Plynová chromatografie (GC) se používá pro stanovení
antidepresiv, protože mnohé mají strukturu aminů. GC je
jednoduchá, vysoce rozlišující, citlivá, reprodukovatelná
a levná metoda. Aminy mají tendenci adsorbovat se na
kyselou kolonu, kde také často dochází k jejich rozložení.
Eluční píky aminů snadno chvostují a mají nízkou detekč-
ní citlivost. K odstranění všech těchto problémů se využívá
derivatizace, čímž dojde ke snížení polarity aminoskupiny.
Zlepšit selektivitu a citlivost je možné i použitím kapilární
kolony 30, 31). GC se používají ve spojení s plamenově-ioni-
začním NP detektory a hmotnostními (MS) detektory 32).
Počátek GC-MS je v roce 1970, kdy byl vyvinut pro bio-
medicínský výzkum i pro rutinní použití 33).

Torre 31) publikoval kvantitativní stanovení šesti tri-
cyklických antidepresiv pomocí kapilární GC s NP
detektorem. Jako vnitřní standard byl použit promazin
a SPE k přípravě vzorků. Separace proběhla na 5% fenyl-
methylsilikonové kapilární koloně 31).

Fernandes 30) publikoval metodu stanovení fluoxetinu
v plazmě pomocí plynové chromatografie s hmotnostní
detekcí. K přípravě vzorku byla použita modifikace mik-
roextrakce na tuhé fázi SBSE (Stir Bar Sorptive Extrac-
tion) a desipramin jako vnitřní standard. Analýza probí-
hala při teplotním gradientu od 80 do 280 °C na HP5MS
koloně. Jako nosný plyn bylo použito helium. MS detek-
tor pracoval v EI modu a v SIM modu 30).

Langner 34) publikoval metodu GC/MS na stanovení
oxazepamu v moči. Mnohé benzodiazepiny jsou metabo-
lizovány na oxazepam a jsou eliminovány hlavně ledvi-
nami. K hydrolýze glukuronidů oxazepamu v moči byla
použita ß-glukoronidasa. Extrakce byla provedena
pomocí SPE za použití d

5
-oxazepam jako vnitřního stan-

dardu 34).
Eap 35) publikoval GC/MS metodu na stanovení citalo-

pramu, paroxetinu, sertralinu a jejich metabolitů v plaz-
mě po derivatizaci. Jako vnitřní standard byl použit met-
hylmaprotilin a separace proběhla na silikonové
kapilární koloně (fused-silica Optima 5) 35).

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC)

HPLC je rychlá, účinná a spolehlivá metoda. Má širo-
kou oblast použití, lze jí analyzovat ionty, látky polární
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i nepolární, málo těkavé, tepelně nestabilní i vysokomo-
lekulární. Asi 80 % veškerých známých látek je možné
analyzovat HPLC metodou. Mezi běžné detektory použí-
vané v HPLC patří spektrofotometrické, fluorimetrické,
elektrochemické a hmotnostní. Spektrofotometrické jsou
vhodné pro svou jednoduchost a provozní spolehlivost 14,

36–40). Fluorometrické detektory jsou selektivní pro látky,
které mají přirozenou fluorescenci nebo je lze na fluo-
reskující deriváty převést. Jsou citlivější než spektrofoto-
metrické detektory s detekčním limitem v pg/ml. Detek-
tory s fluorescencí indukovanou laserem (LIFD) se
vzhledem k malému objemu měrné cely uplatňují v kapi-
lární HPLC a kapilární elektroforéze 9, 41–43).

Spojení hmotnostního spektrometru se separačními
metodami, jako jsou LC a GC, výrazně zvyšuje selekti-
vitu. Hmotnostní spektrometrie je fyzikálně chemická
metoda k určování hmotnosti atomů, molekul a jejich
částí po jejich převedení na kladné nebo záporné ionty.
To umožňuje identifikovat a kvantifikovat analyt ve vzor-
ku se složitou matricí (krev, plazma, sérum, moč), popří-
padě i stanovit a kvantifikovat jeho metabolity. Hmot-
nostní spektrometr je iontově optické zařízení, které
ionty vytvoří nebo je emituje do plynného stavu a z plyn-
né směsi molekul, jejich nabitých fragmentů a iontů

separuje nabité částice podle jejich efektivních hmotnos-
tí m/z. Pro analýzu léčiv se nejčastěji používá ionizace
elektrosprejem (ESI) a chemická ionizace za atmosféric-
kého tlaku (APCI). APCI je primárně určena pro ioniza-
ci nízkomolekulárních látek do m/z < 1000. Mezi hmot-
nostní analyzátory používané při analýze léčiv patří
trojitý kvadropólový analyzátor, iontová past nebo průle-
tový analyzátor (TOF), popřípadě jejich kombinace 17).

HPCL-MS/MS se začala používat v bioanalytickém
výzkumu již v roce 1980. V devadesátých letech 20. sto-
letí našla své využití i v klinických laboratořích, kde se
používala pro novorozenecký screening. HPLC-MS/MS
se vyznačuje vysokou přesností a možností širokého
uplatnění. Toto spojení umožňuje vývoj metod s krátkým
retenčním časem. Příprava vzorku je obvykle jednodu-
chá a nezahrnuje derivatizaci. Z těchto důvodů má široké
využití v terapeutickém monitorování léků, endokrinolo-
gii a toxikologii 33).

K vývoji metody je velmi důležitý výběr vhodného
vnitřního standardu. Vnitřní standard musí být strukturně
podobný stanovované látce a lze ho použít i pro více
látek současně stanovovaných v jedné analýze. Mobilní
fáze je ve většině případů složena ze směsi methanol,
acetonitril a voda s přídavkem slabé kyseliny (kyselina
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Tab. 1. Příklady stanovení psychofarmak kapalinovou chromatografií s elektrochemickou, fluorescenční a UV detekcí

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

Látka Biologický
materiál

Příprava
vzorku

Vnitřní
standard

Mobilní fáze Stacionární fáze Detekce Odkaz

amitriptylin, nortriptylin,
imipramin, desipramin,
klomipramin, norklomipramin

plazma,
sérum

LLE ekonazol
fosfátový pufr:
acetonitril:
diethylamin 

Nova-Pack C18 UV 10

paroxetin, risperidon,
9-hydroxyrisperidon

plazma SPE remoxiprid
methan: acetonitril:
dihydrogenfosforeč-
nan draselný 

Sherisorb cyano
guard, Ultrasphere
cyano analytical

kuloche-
mická

11

mirtazapin, citalopram,
paroxetin, duloxetin, fluoxetin,
sertralin

plazma
in tube -
SPME

klomipramin
fosfátový pufr:
acetonitril 

LiChrosphere 60
RP select B

UV 13

olanzapin
mateřské
mléko

SPE 
thienobenzod
iazepin

fosfátový pufr :
acetonitril: methanol  

YMC 
elektro-
chemická

16

alprazolam, klonazepam,
nitrazepam

plazma,
sérum

SPE C18 flunitrazepam
acetonitril: methanol:
dihydrogenfosforeč-
nan draselný 

Nova-Pac C18 DAD 38

imipramin, amitriptylin,
klomipramin, fluoxetin, sertra-
lin, paroxetin, citalopram, mir-
tazapin, moklobemid, duloxetin

plazma LLE etidokain
35% směs acetonitril:
methanol: 65% octan
sodný

LiChrosphere 60
RP select B

UV 39

citalopram, fluoxetin, paroxetin
a jejich metabolity

krev, plazma SPE protriptylin
70% mravenčan
amonný: acetonitril

Symmetry C18 
fluores-
cenční
a UV

41

venlafaxin, O-desmethylvenla-
faxin

plazma SPE citalopram
fosfátový pufr:
acetonitril 

Zorbax RP C8 
fluores-
cenční 

42

fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE maprotilin
fosforečnan draselný:
acetonitril

Supelcosil LC-18
fluores-
cenční 

43

fluoxetin, norfluoxetin plazma SPE citalopram
acetonitril:
tetrametylamonium
kyseliny perchlorové

Microsorb MV C18
RP

DAD 45

risperidon, 9-hydroxyrisperidon plazma LLE
metylris-
peridon

fosfátový pufr:
acetonitril 

Novapack C18 UV 46

fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE fluvoxamin
acetonitril: 
kyselina dusičná

Phenomenex C18
fluores-
cenční

47

sertralin, n-desmethylsertralin plazma SPE
klomipramin
hydrochlorid

acetonitril: 
fosfátový pufr

Genesis C18 RP UV 48
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mravenčí nebo octová) nebo kyselého pufru (mravenčan
amonný nebo octan amonný). Slabé kyseliny se přidáva-
jí do mobilní fáze v koncentraci 0,005–0,05 % 33).

Kirchherr 44) popsal metodu kvantitativního stanovení
48 psychofarmak (amisulprid, amitriptylin, aripriprazol,

benperidol, chlorpromazin, chlorprothixen, citalopram,
klomipramin, klozapin, desipramin, doxepin, fluoxetin,
flupentixol, flufenazin, fluvoxamin, haloperidol, hydro-
xyrisperidon, imipramin, levomepromazin, maprotilin,
mianserin, mirtazapin, moklobemid, norklomipramin,
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Tab. 2. Příklady stanovení psychofarmak LC-MS(/MS)

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

Látka Biologický
materiál

Příprava
vzorku

Vnitřní standard Mobilní fáze Stacionární fáze Způsob
ionizace

Odkaz

amitriptylin, imipramin,
klomipramin, fluoxetin,
paroxetin, sertralin, fluvo-
xamin, citalopram, venla-
faxin, nortriptylin,
desipramin, norklomi-
pramin, norfluoxetin

sliny,
plazma

SPE

nortriptylin-d
3,

imipramin-d
3
,

klomipramin-d
3
,

paroxetin-d
3
,

norfluoxetin-d
3
,

fluoxetin-d
3

gradient acetonitril:
mravenčan amonný

Sunfire C18 IS ESI 15

fluoxetin, citalopram,
paroxetin, venlafaxin

plasma SPE fluvoxamin
voda (kyselina mravenčí,
octan amonný):
acetonitril

Macherey-Nagel
C18

ESI 49

citalopram plazma LLE imipramin
mravenčan amonný –
kyselina mravenčí:
acetonitril 

Hypersil BDS C8 ESI 50

venlafaxin, O-desmethyl
venlafaxin

plazma
HLB extrakční

cartridge
escitalopram acetonitril: octan amonný Betasil C18 ESI 51

ziprasidon plazma LLE
N-methyl
ziprasidon

2 mmol/l octan amonný
v acetonitrilu: voda 

Symmetry C8 ESI 52

klozapin, desmethylkloza-
pin, klozapin- N-oxid

plazma on-line SPE mirtazapin octan amonný: metanol
Zorbax Eclipse
XDB C18, Zorbax
Eclipse XDB C8

ESI 53

levosulpirid plazma LLE
tiaprid
hydrochlorid

acetonitril: mravenčan
amonný

Atlantis HILIC
silica

ESI 54

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

RP Chemcobond
ODS-W

ESI 55

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

amisulprid plazma LLE sulprid
mravenčan amonný:
acetonitril

Phenomenex
Synergi Polar-RP 

ESI 57

fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE flumazenil
mravenčan amonný:
acetonitril

Lichrospher 100
RP-8E

ESI 58

mianserin,
N-desmethylmianserin

plazma LLE imipramin
mravenčan amonný:
acetonitril: methanol

Kromasil RP-18 ESI 59

mirtazepin,
demethylmirtazepin

plazma LLE imipramin
kyselina mravenčí ve
vodě: acetonitril

XTerra MS C8 ESI 60

sertralin plazma LLE diphenhydramin
kyselina mravenčí
v methanolu: acetonitril

Zorbaxeclipse
XDB C18

APCI 61

sertralin plazma SPE imipramin
mravenčan amonný:
acetonitril

Beta Basic C-8 ESI 62

haloperidol plazma SPE haloperidol-D4
kyselina mravenčí ve
vodě: metanol

Symmetry C18 ESI 63

olanzapin plazma SPE LY17 222
octan amonný ve vodě:
propan-1-ol v metanolu

MetaChem
Monochrom

APCI 64

olanzapin krev LLE LY170158
octan amonný ve vodě:
propan-1-ol v metanolu

MetaChem
Monochrom

APCI 65

olanzapin sérum SPE LY17 222
mravenčan amonný:
acetonitril

Superspher RP 18 APCI 66

risperidon, 9-OH
risperidon

plazma LLE methylrisperidon
octan amonný: methanol:
acetonitril

Phenyl-hexyl ESI 67

risperidon, 9-OH
risperidon

plazma
precipitace

proteinů
acetonitrilem

methylrisperidon octan amonný: acetonitril Betasil C18 ESI 68

risperidon, 9-OH
risperidon

plazma SPE R068809
mravenčan amonný:
acetonitril

BDS-Hypersil ESI 60

klozapin, olanzapin,
risperidon, quetiapin

plazma LLE diazepam octan amonný: acetonitril
Macherey-Nagel
C18

ESI 70

paroxetin plazma LLE fluoxetin acetonitril: voda Polaris C18 ESI 71

fluoxetin, norfluoxetin plazma LLE doxepin
acetonitril: kyselina
mravenčí

Phenomenex Luna
C18

API 72
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nordoxepin, norfluoxetin, nortriptylin, O-desmethylven-
lafaxin, olanzapin, opipramol, paroxetin, perazin, perfe-
nazin, pimozid, pipamperon, quetiapin, reboxetin, rispe-
ridon, sertralin, sulpirid, thioridazin, trazodon,
trimipramin, venlaflaxin, viloxazin, ziprasidon, zotepin,
zuklopentixol). Jako vnitřní standard byl použit kloni-
din, dehydromethylrisperidon a methabenzthiazuron.
Pomocí směsi acetonitrilu a methanolu byla provedena
precipitace proteinů ve vzorku, po centrifugaci byl
supernatant naředěn 100 μl mobilní fáze. Chromatogra-
fická separace proběhla na monolitické koloně (Chro-
molith Speed ROD C

18
). Mobilní fázi tvořila směs met-

hanol a 5 mM octanový pufr. Průtok byl 1,0 ml/min.
K detekci byl použit API 4000 tandemový hmotnostní
spektrometr 44).

Příklady stanovení psychofarmak kapalinovou chro-
matografií s elektrochemickou, fluorescenční a UV
detekcí jsou uvedeny v tabulce 1. Tabulka 2 obsahuje pří-
klady stanovení psychofarmak kapalinovou chromato-
grafií ve spojení s hmotnostní detekcí.

ZÁVĚR

Afektivní poruchy, především deprese představují
zřejmě největší zdravotní zátěž moderní společnosti, kte-
rá postihuje z celoživotního pohledu více než jednu pěti-
nu obyvatelstva. Psychofarmaka jsou široce používána
jak v psychiatrii, tak v mnoha dalších oblastech medicí-
ny. Jelikož významný počet pacientů léčených psycho-
farmaky z nejrůznějších důvodů neodpovídá na léčbu,
nebo je jejich odpověď neuspokojivá, jeví se jako poten-
ciálně vhodný nástroj terapeutické monitorování těchto
léčiv, především tam, kde je prokázána korelace mezi
plazmatickou hladinou a účinkem a kde jsou stanovena
a potvrzena terapeutická rozmezí.

Tento přehled shrnuje metody, včetně jednotlivých
příkladů, které lze použít k TDM psychofarmak. 

Spojení kapalinové chromatografie s hmotnostní spekt-
rometrií má v rutinním terapeutickém monitorování léčiv
zvyšující význam, protože zřejmě všechna léčiva lze tak-
to stanovit. Velkou výhodou tohoto spojení je přesnost,
široká oblast použití, výrazné zkrácení délky analýzy,
možnost stanovit různé kombinace léčivých látek součas-
ně s jejich aktivními metabolity. Nevýhodou je vysoká
pořizovací cena přístroje a vysoké nároky na obsluhu.
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