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W pracy przedstawiono mozliwo$¢ wykorzystania ma-
teriatu alternatywnego do oznaczania lekoéw przeciw-
depresyjnych na przyktadzie flupentixolu. W pierwszym
etapie badan opracowano metode izolowania flupenti-
xolu z paznokci oraz metode jego identyfikacji. Paznok-
cie pozyskano od 0sob, ktore przyjmowaty flupentixol
w terapeutycznych dawkach co najmniej przez okres 12
miesiecy. Paznokcie pobierano po uptywie 4,6,7,8i 10
miesiecy po zaprzestaniu przyjmowania leku. Analizy
przeprowadzono z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem
masowym. Przeprowadzone badania wykazaty, ze po
4 miesigcach po zaprzestaniu terapii stezenie flupenti-
xolu w paznokciach wynosito w granicach 0,086-0,109
ng/mg, po uptywie 6 miesigcy wynosito 0,036-0,042
ng/mg, po uptywie 7 miesigcy wynosito 0,018-0,021
ng/mg a po 8 miesigcach 0,020-0,022 ng/mg. Po uply-
wie 10 miesiecy po zakonczeniu terapii nie stwierdzono
obecnoéci flupentixolu w paznokciach.

The report presents the possibility of using alternative
material in determinations of antidepressants taking
as exemplified by flupentixol. At the first stage of the
study, the method of flupentixol isolation from nails and
its identification were elaborated. Determinations were
performed in fingernail/toenail samples originating
from individuals who had been administered
flupentixol in therapeutic doses for at least 12 months
before sample collection. The nails were obtained 4,
6, 7, 8 and 10 months after discontinuing the drug

administration. The determinations were made by
liquid chromatography coupled with electrospray-
ionization mass spectrophotometry (LC-ESI-MS). The
study showed that 4 months after discontinuing the
drug, the nail flupentixol concentration was within the
range of 0.086-0.109 ng/mg, after 6 months, the drug
level was 0.036-0.042 ng/mg, after 7 months, it was
0.018-0.021 ng/mg and after 8 months — 0.020-0.022
ng/mg. Ten months after discontinuation of therapy,
flupentixol was no longer found in nails.

Stowa kluczowe: flupentixol,
oznaczanie, LC-ESI-MS

Key words: flupentixol, nails, determination,
LC-ESI-MS

paznokcie,

WSTEP

Flupentiksol (ryc. 1) jest pochodna tioksantenu
dziatajgca silnie psychotycznie, aktywizujgco i prze-
ciwlekowo. Aktywny farmakologicznie jest izomer
cis(2)-flupentiksol. Przeciwpsychotyczne dziatanie
flupentiksolu wynika z jego wptywu blokujgcego re-
ceptory dopaminergiczne i wyzwalajgcego wtorne
zmiany w innych ukfadach neuroprzekaznikowych.
Biodostepnosc¢ flupentiksolu po podaniu doustnym
wynosi okoto 40%, a maksymalne stezenie w suro-
wicy wystepuje po okoto 4 godzinach. Metabolity
pozbawione sg aktywnosci neuroleptycznej. Wy-

* Badania zostaly sfinansowane przez Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu w ramach grantu UMK 01/2007

(Collegium Medicum).
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dalanie nastepuje z katem, ale mate ilosci wydalane
sg wraz z moczem. Biologiczny okres potftrwania
flupentiksolu wynosi okofo 35 godzin. Flupentik-
sol wystepuje réwniez w formie o przedtuzonym
dziataniu (fluanksol depot), ktorej wydtuzony okres
poftrwania wynosi okoto 3 tygodni. Do najczesciej
wystepujgcych dziatan ubocznych stwierdzanych
w czasie terapii flupentiksolem nalezy mozliwos¢
wystgpienia ztosliwego zespotu neuroleptycznego,
ktory charakteryzuje sie hipertermig, sztywnoscig
miesniowa, zaburzeniami Swiadomosci oraz zabu-
rzeniami wegetatywnymi. W niektorych przypad-
kach objawy te mogg stac sie niebezpieczne dla
zycia. Flupentiksol oraz fluanksol depot sg lekami
bardzo czesto stosowanymi przez pacjentow
cierpigcych na depresje, schizofrenie, apatie oraz
w leczeniu roznego rodzaju psychoz.

Ryc. 1. Wz6r strukturalny flupentiksolu.
Fig. 1. The struktural formula of flupentixol.

_CF,

Z danych literaturowych wynika, ze flupentiksol
bywa przyczyng zatru¢. Natomiast osoby, ktore
pomimo przepisanego leku nie przyjmujg go i na
skutek pogtebiajgcej sie w takiej sytuacji depresji
popetniajg samobojstwo. W dostepnym pismienni-
ctwie odnalez¢ mozna prace natemat oznaczania
flupentiksolu w materiale biologicznym takim jak
krew, surowica, mocz [1, 2]. Wykorzystanie wlosow
w analizie toksykologicznej staje sie coraz bardziej
popularne a wyniki tych badan sg z powodzeniem
wykorzystywane do retrospektywnego zobra-
zowania przyjmowania leku [3]. Brak natomiast
danych o oznaczaniu flupentiksolu w materiale
alternatywnym jakim sg miedzy innymi paznok-
cie, ktére w przypadku braku wtosow moga tez
byC¢ wykorzystane do stwierdzenia przyjmowania
lekow w przesztosci. Dlatego, celem przedstawio-
nej pracy bylo opracowanie metody oznaczania
flupentiksolu, jako przedstawiciela lekdw przeciw-
depresyjnych, w paznokciach.

MATERIAL | METODY

Materiat

Materiat do badan stanowity paznokcie po-
brane od osob, ktére przyjmowaty flupentiksol
w dawkach terapeutycznych przez okres 12
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miesiecy. Do badan pobierano nie mniej niz 50
mg materiatu biologicznego. Paznokcie pobiera-
no po uptywie 4, 6, 7, 8, i 10 miesiecy od chwili
zakonczenia terapii. Pobrane proby paznokci
przechowywano w temperaturze pokojowe;j.

Ekstrakcja

Probki paznokci przed ekstrakcjg poddano
dekontaminaciji z uzyciem wody destylowane;j
a nastepnie acetonu. Procedure przeprowa-
dzono w fazni ultradzwigkowej. Wysuszone pa-
znokcie pocieto na drobne segmenty i poddano
hydrolizie z uzyciem 1M NaOH przez 10 minut
w temperaturze 95°C. Ekstrakcje flupentiksolu
przeprowadzono z uzyciem n-heksanu.

Analiza LC-ESI-MS

Analize jakosciows i ilosciowg flupentiksolu
przeprowadzono z wykorzystaniem chromato-
grafu cieczowego sprzezonego z detektorem
masowym z jonizacjg elektrosprej (LC-ESI-MS)
firmy Agilent Technologies 1100 Series. Rozdziat
chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie
Eclipse XDB C18 (150 x 4,6mm, 5 um). Jako faze
ruchomg zastosowano mieszaning acetonitryl-
TFA (50:50 v/v) z przeptywem 0,5 ml/min w tem-
peraturze 25°C. Parametry detektora masowego:
napiecie fragmentora 70V, napiecie kapilary 4 kV,
temperatura N, 350°C, cisnienie nebulizera 30
psi, przeptyw gazu suszgcego 13 L/min.

Analize flupentiksolu prowadzono w opcji mo-
nitorowania wybranego jonu (SIM) [MH*+] 435 m/z.
Czas retenciji dla flupentiksolu t; = 4,7 min.

Walidacja metody

Do kalibracji metody wykorzystano materiat
kontrolny — paznokcie pobrane od oséb, ktore
nie przyjmowaty flupentiksolu. Przygotowano
proby wzorcowe paznokci zawierajgce flupen-
tiksol o stezeniu 1 pg/mg, 2 pg/mg, 20 pg/mg,
200 pg/mg, 1 ng/mg, 2 ng/mg. Tak przygoto-
wane proby poddano analizie w identycznych
warunkach jak proby badane.

Wyniki i omoéwienie

Oznaczanie flupentiksolu w paznokciach
przeprowadzono z wykorzystaniem chromato-
grafii cieczowej z detektorem masowym. Krzywa
kalibracyjna dla flupentiksolu wykazywata liniowy
przebieg w badanym zakresie stezen (2 pg/mg-2
ng/mg). Wspotczynnik korelacji wynosit 0,991.
Granica wykrywalnosci (LOD) flupentiksolu w pa-
znokciach ksztattowata sie na poziomie 1pg/mg,
natomiast granica oznaczalnosci LOQ = 2 pg/mg.
Precyzje metody przedstawiono w tabeli I.



Nr4 OPRACOWANIE METODY OZNACZANIA LEKOW PRZECIWDEPRESYJNYCH

Tabela I. Precyzja oznaczania flupentiksolu w pa-
znokciach.
Table I. The struktural formula of flupentixol.

Powtarzalnosc¢ Powtarzalnos¢

w obrebie serii miedzy seriami
Recurrence Recurrence between
within series series

2 pg/mg [200 pg/mg |2 pg/mg 200 pg/mg
(n=3) (n=3) (n=3, p=3) |(n=3, p=3)
4.2% 2,4% 9,1% 4.2%

Na ryc. 2 przedstawiono przyktadowe chro-
matogramy, uzyskane w wyniku analizy eks-
traktéw wzorcowego roztworu flupentiksolu,
ekstraktu prob paznokci, do ktérych dodano
znang ilo$¢ flupentiksolu oraz ekstraktu prob
paznokci pobranych od osoby, ktéra przyjmo-
wata flupentiksol.

169

Chemiczno-toksykologiczne badania wy-
tworow naskorka, takich jak wiosy i paznokcie
zarowno zakresie toksykologii sgdowej jak
i klinicznej, stajg sie coraz bardziej popularne
i coraz bardziej znaczace [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7]. We
wtosach jak i w paznokciach, w przeciwienstwie
do krwi i moczu, leki lub ich metabolity pozostajg
przez dtuzszy czas przez co dajg mozliwosc re-
trospektywnej kontroli przyjmowania lekdw (Drug
Monitorings). Poza tym paznokcie podobnie jak
wtosy o wiele wolniej ulegajg procesom rozktadu
W czasie przechowywania niz inne proby biolo-
giczne. Podczas gdy analiza toksykologiczna
wiosOw staje sie coraz bardziej popularna, to
tylko nieliczne doniesienia przedstawiajg wyniki
badan toksykologicznej analizy paznokci rgk
inog [5, 6, 7]. Jak wynika z danych literaturowych
dotychczas opracowano metody wykrywania

Ryc. 2. Chromatogramy masowe otrzymane w wyniku analizy: A. wzorca flupentiksolu, B. paznokci z dodat-
kiem flupentiksolu, C. paznokci pobranych od osoby, ktdra przyjmowata flupentiksol.

Fig. 2. Mass chromatograms obtained following the analysis: A. standard flupentixol, B. nails spiked with
flupentixol, C. nails originating from a flupentixol-administered patient.

3004
2504
2004
1504
1004

504

Flupentixol

MSD1 TIC, MS File (FLUP2WZ000004.D) APLES, Pos, SIM, Frag: 70

2 4 6 8

LA I I L
10 - 14 16 mi

3004
2504
2004
1504
1004

504

Flupentixol

MSD1 TIC, M5 File (FLUP2\PROD000T D) APFES, Pos, SIM, Frag: 70

[——"4.750

T T
2 4 [} [i]

T T T T
10 12 14 16 m

30
25
20

15 Flupentixol
10

4.755

501

MSD1 TIC, MS File (FLUP2\PRODOD02.D) APHES, Pos, SIM, Frag: 70

10 12 14 16 mi




170

i oznaczania flupentiksolu w surowicy i plazmie,
pobranych od o0sob, ktdre przyjmowaly ten lek
w dawkach terapeutycznych [1, 2, 3].
Opracowang metode wykorzystano do ozna-
czania poziomu flupentiksolu w paznokciach
pobranych od os6b przyjmujgcych flupentiksol.
Uzyskane wyniki zebrano w tabeli Il. W wyni-
ku przeprowadzonych badan, po upfywie 4
miesiecy po zaprzestaniu terapii, stwierdzono
w paznokciach stezenie flupentiksolu w grani-
cach 0,086-0,109 ng/mg, po 6 miesigcach po
zaprzestaniu terapii stwierdzono w paznokciach
stezenie flupentiksolu w granicach 0,036-0,042
ng/mg, po uptywie 7 miesiecy 0,018-0,021 ng/
mg, po uptywie 8 miesiecy 0,020-0,022 ng/mg.
Flupentiksolu w paznokciach nie stwierdzono po
uptywie 10 miesiecy po zakonczeniu terapii.

Tabela Il. Zawartos¢ flupentiksolu w paznokciach
pobranych od oséb przyjmujgcych flupentiksol.
Table Il. Flupentixol concentration in the nails from
patients on flupentixol.

Czas po zakonczeniu terapii .

Time after end of therapie || UPeNtiksol [ng/mg]
4 miesigce

4 months 0,86-0,109

6 miesiecy

6 months 0,036-0,042

7 miesiecy _

7 months 0,018-0,021

8 miesigcy )

8 months 0,020-0,022

10 miesiecy Nie stwierdzono,
10 months Not detected

Wyniki dalszych systematycznych badan nad
oznaczaniem innych substancji w paznokciach
moga okazac sie przydatne w sytuacjach, gdy
w danym przypadku wtoséw brakuje. Analiza
paznokci podobnie jak analiza wtoséw moze
by¢ wykorzystana w analizie retrospektywne;j
w toksykologii sgdowe;.

WNIOSKI

1. Przedstawione wyniki badan dowodza, ze
paznokcie mogg by¢ wykorzystywane do
oznaczen flupentiksolu.

2. Opracowana metoda LC/MS umozliwia
wykrycie flupentiksolu w paznokciach na
poziomie 1pg/mg i jego oznaczenie ilos-
ciowe w zakresie 2 pg/mg-2 ng/mg.
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3. Wykorzystanie paznokci jako materiatu
badawczego pozwala na zbadanie bliskiej
i odlegtej historii zazywania leku.

4. Pobieranie préb paznokci do badan jest
metoda nieinwazyjng. Proby nie wymagajg
szczegolnych warunkow przechowywania
i transportu.
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