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Summary

Venlafaxine (VEN), which was introduced into therapy in 1990s is one of the most often
used antidepressants. The monitoring of its concentration in the organism is recommended,
particularly in the case when a patient suffers of others illnesses and is treated with different
drugs, which can interfere with VEN. The most popular diagnostic material for the determi-
nation of VEN level is blood. The present study is the review of actual reports on the methods
of extraction of VEN and its metabolite from blood and other human diagnostic materials,
like saliva and urine, and also from animals tissues. The paper shows the classic extraction
methods, such as liquid-liquid extraction and solid-phase extraction. It also contains the mo-
difications of these methods such as liquid-phase microextraction and cloud point extraction.
According to the literature it can be stated that the best recovery of VEN and its main meta-
bolite, O-demethylvenlafaxine, was obtained when the liquid-liquid extraction was used. The
new, modified methods of extraction, are cost-effective, owing to the reduced use of solvents
and also smaller volume of diagnostic material, but the results of the analysis, especially the
recovery of the analytes, were lower than those obtained by classic methods of extraction.
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Wstep

Leki przeciwdepresyjne stosuje si¢ od lat 50. XX w., kiedy to po raz pierwszy
zaobserwowano poprawiajace nastroj dziatanie izoniazydu, leku przeciwgruzlicze-
go. Spowodowato to wprowadzenie do lecznictwa zwiazku o podobnej strukturze
— iproniazydu, klasyfikowanego jako inhibitor monoaminooksydazy. W tym samym
okresie zauwazono, ze dziatanie poprawiajace nastrdj wykazuje rowniez imipramina,
pierwszy lek z grupy trojpierscieniowych lekdéw przeciwdepresyjnych. Dalsze badania
prowadzone w tym kierunku pokazaty, ze podobny efekt terapeutyczny mozna uzyskaé
dzialajac na uklad adrenergiczny, co skutkowato wprowadzeniem w potowie lat 70.
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XX w. selektywnych inhibitorow wychwytu zwrotnego adrenaliny. Punktem zwrotnym
w terapii depresji byto pojawienie si¢ w latach 80. XX w. selektywnych inhibitoréw
wychwytu zwrotnego serotoniny, ktore sa aktualnie najczgsciej stosowane w leczeniu
depresji. Dopiero pod koniec XX w. pojawity sig¢ pierwsze selektywne inhibitory wy-
chwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny, takie jak np. wenlafaksyna [1, 2].

Wenlafaksyng (VEN), lek przeciwdepresyjny drugiej generacji, wprowadzono do
lecznictwa w 1993 r. Otrzymuje si¢ ja w postaci mieszaniny dwoch enancjomerow,
z ktérych kazdy ma inny wptyw na wychwyt zwrotny neuroprzekaznikow w szczelinie
synaptycznej. Forma (-)-(R) blokuje wchianianie noradrenaliny i serotoniny, podczas
gdy enancjomer (+)-(S) jest inhibitorem wychwytu zwrotnego tylko serotoniny. Z da-
nych literaturowych wynika ponadto, ze VEN w niewielkim stopniu dziata hamujaco
na wychwyt zwrotny dopaminy [3, 4].

VEN najczesciej jest stosowana w leczeniu i zapobieganiu nawrotom epizodow
cigzkiej depresji o roznym podtozu. Podawana jest rowniez w terapii uogo6lnionych
zaburzen Igkowych, fobii spotecznych, lgkéw napadowych i zespolow agorafobii [5,
6]. Preparaty VEN to tabletki konwencjonalne badz tabletki lub kapsutki o przedtuzo-
nym uwalnianiu. Sposéb dawkowania uzalezniony jest od przyjmowanej formy leku.
Tabletki konwencjonalne w dawce podzielonej podawane sg najczgsciej 2—-3 razy
dziennie, natomiast formy o przedluzonym uwalnianiu (retard) raz dziennie. Zakres
dawkowania wynosi zazwyczaj od 75 do 225 mg/d. w leczeniu depresji badz od 150
do 225 mg/d. w przypadku terapii zaburzen Igkowych uogdlnionych [6].

Farmakokinetyka, interakcje, dzialania niepozadane

Z pojedynczej dawki VEN wchtania si¢ przynajmniej w 92%, a po wchtonigciu
podlega w znacznym stopniu efektowi pierwszego przej$cia przez watrobg. Jej catko-
wita dostgpnos$¢ biologiczna miesci si¢ w granicach od 40 do 45% — w zalezno$ci od
metabolizmu w organizmie [7]. W krwiobiegu wiaze si¢ z biatkami osocza w 27%.
VEN jest transformowana przez dwa enzymy z grupy cytochromu P450: CYP2D6
1 CYP3A4, przy czym jest uwazana za staby inhibitor izoenzymu CYP2D6 odpo-
wiadajacego za proces O-demetylacji [8, 9]. Jej gldwny i najwazniejszy metabolit,
O-demetylowenlafaksyna (ODV), tworzy si¢ w ilo$ci 56%, posiada aktywnos¢ farma-
kologiczna i ma podobny wplyw na wychwyt zwrotny monoamin jak VEN. Pozostate
metabolity — N,O-didemetylowenlafaksyna (16%) i N-demetylowenlafaksyna (1%)
— nie odznaczaja si¢ aktywnoscia biologiczna [3].

Sredni okres pottrwania VEN wynosi 5 + 2 h, natomiast jej gtéwnego metabolitu,
ODV, 11 + 2 h. Znaczna czgs¢ leku, okoto 87%, wydalana jest przez nerki w ciagu 48 h,
W tym w postaci niezmienionej (5%), wolnej ODV (29%), sprzgzonej ODV (26%) badz
w formie nieaktywnych metabolitow (27%). U 0séb z zaburzeniami czynno$ci nerek
okres pottrwania w fazie eliminacji jest znacznie dtuzszy, co skutkuje koniecznoscia
zmniejszenia przyjmowanej dawki [7].

Mimo iz VEN oraz ODV w niewielkim stopniu wptywaja na enzymy watrobowe,
moga wykazywac interakcje z lekami metabolizowanymi przez te same izoenzymy.
W przypadku rownoczesnego stosowania inhibitorow CYP2D6, np. difenhydraminy,
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dochodzi do wzrostu poziomu VEN we krwi [8]. Natomiast substancje indukujace ten
izoenzym powoduja przyspieszenie metabolizmu VEN 1 skrdcenie czasu dziatania leku.
Podobnie — zastosowanie inhibitorow CYP3 A4 odpowiadajacych za metabolizm ODYV,
np. ketokonazolu, moze przyczyni¢ si¢ do wzrostu poziomu ODV we krwi, a takze
obnizenia jej klirensu. Ma to szczegdlne znaczenie z uwagi na okres pottrwania ODV,
ktory jest dtuzszy niz VEN [8, 9].

W pismiennictwie zwraca si¢ szczego6lna uwage na mozliwos¢ wystapienia zespotu
serotoninowego w trakcie leczenia VEN. Jest to stan potencjalnego zagrozenia zycia,
zwlaszcza w przypadku podawania leku razem z innymi substancjami wptywajacymi
na przekaznictwo serotoninergiczne, jak np. inhibitory monoaminooksydazy (IMAO)
[7]. Dlatego tez nie nalezy stosowac tych lekéw jednoczes$nie z VEN. Nie powinno
si¢ tez rozpoczyna¢ leczenia VEN wcze$niej niz 14 dni po zakonczeniu leczenia in-
hibitorami MAO. Wymagana jest rowniez siedmiodniowa przerwa po zakonczeniu
leczenia VEN w celu dalszego leczenia inhibitorami MAO. Okres ten nalezy takze
zachowac stosujac sole litu.

VEN moze zwigksza¢ ryzyko krwawienia poprzez zaburzenie czynnosci plytek
krwi. Jest to szczegdlnie niebezpieczne u pacjentdOw przyjmujacych antykoagulanty
i inhibitory ptytek krwi. Dlatego tez w takich przypadkach VEN nalezy stosowa¢ z duza
ostroznoscia. Nie powinna ona zaburza¢ funkcji umystowych i motorycznych, zalezy
to jednak od cech osobniczych pacjenta. Moze nasila¢ dzialanie etanolu, dlatego nie
jest wskazane spozywanie alkoholu w trakcie leczenia VEN, podobnie jak w przypadku
wszystkich substancji oddziatujacych na OUN [7].

Najczesciej wystepujace objawy niepozadane w terapii VEN, stwierdzone podczas
badan klinicznych u wigcej niz jednej osoby na dziesigé, to nudnosci, sucho$¢ w ustach,
bol glowy, pocenie sig, w tym poty nocne. Z kolei naglte przerwanie leczenia moze
doprowadzi¢ do objawoéw odstawienia, do ktérych zalicza si¢ m.in. zawroty gltowy,
pobudzenie lub Igk, zaburzenia czucia, snu (w tym bezsennos$¢ lub intensywne sny),
nudnosci, wymioty, drgawki, bol glowy i objawy grypopodobne. Objawy te maja
zazwyczaj fagodny przebieg i powinny ustapi¢ samoistnie.

Metody ekstrakcji VEN z materialu biologicznego

Duze znaczenie VEN w terapii depresji skutkuje koniecznoscia opracowania
odpowiednich metod analitycznych umozliwiajacych monitorowanie poziomu leku
1jego metabolitdéw w organizmie. Metody te powinny odznacza¢ si¢ takimi cechami,
ktore umozliwia oznaczenie VEN 1 jej aktywnego metabolitu w zakresie st¢zen tera-
peutycznych obu analitow. Dane literaturowe wskazuja, iz st¢zenie terapeutyczne VEN
powinno miesci¢ si¢ w granicach od 0,07 do 0,3 mg/L, natomiast ODV 0,2—0,5 mg/L.
Wielokrotne podanie VEN powoduje, Ze jej poziom we krwi waha si¢ w przedziale
0,07-0,27 mg/L, a ODV 0,24-0,52 mg/L [10]. Z kolei wyniki badan farmakokinetyki
VEN wskazaty, ze jej stezenie we krwi u 1 781 pacjentéw miescito si¢ w granicach
0,13-2,50 mg/L (127,6-2496,6 ug/L) [11]. Zaobserwowano takze, ze w przypadku pa-
cjentéw po 65 r.z. oraz kobiet poziom VEN we krwi byt wyzszy mimo leczenia zwykle
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stosowanymi dawkami terapeutycznymi. Swiadczy to o konieczno$ci monitorowania
poziomu VEN, w szczego6lnosci w przypadku tych grup pacjentow.

Najczgsciej stosowanymi materiatami diagnostycznymi, w ktorych oznaczano stg-
zenie VEN i jej metabolitow, sa osocze i surowica krwi. Prowadzono rowniez badania
nad wykorzystaniem w tym celu $liny i moczu. Ponadto VEN oznaczano w materiale
pochodzenia zwierzgcego, np. w watrobie i mozgu szczurow. W zwiazku z powyzszym
postanowiono dokona¢ przegladu pismiennictwa pod katem oceny przydatnosci metod
ekstrakcyjnych do przygotowania materiatu biologicznego w celu oznaczenia w nim
VEN i jej metabolitow.

Ekstrakcja typu SPE

Jak wynika z danych literaturowych, technika ekstrakcji do fazy statej (Solid-Phase
Extraction — SPE) jest jedna z najczesciej stosowanych metod izolacji VEN 1 jej me-
tabolitow z materiatu biologicznego. Jest ona wybierana z racji swojej selektywnosci.
Pozwala takze uzyska¢ dobry stopien oczyszczenia probki i wysoka wydajnos¢ eks-
trakcji. W poréwnaniu z ekstrakcja typu ciecz-ciecz (Liquid-Liquid Extraction — LLE)
ekstrakcja SPE jest znacznie mniej pracochtonna, jej zastosowanie pozwala ograniczy¢
zuzycie toksycznych rozpuszczalnikow organicznych, a takze umozliwia zwigkszenie
wykrywalnosci badanych zwiazkow.

Mandrioli i wsp. [12] oznaczali VEN i jej gtowny metabolit, ODV, w osoczu
krwi pacjentow przyjmujacych stale dawki leku w ciagu dnia — 75 Iub 150 mg. Do
ekstrakcji zastosowano metode SPE z uzyciem kolumienek typu C1, a oznaczanie
przeprowadzono za pomoca HPLC z detekcja spektrofluorymetryczna, uzyskujac
catkowity odzysk powyzej 92% dla VEN, 93% dla ODV i 97% dla wzorca wewngtrz-
nego, ktorym byt citalopram. Zakres liniowo$ci metody miescil si¢ w przedziale
od 1 do 1000 ng/mL, natomiast granic¢ wykrywalnos$ci oszacowano na poziomie 0,3
ng/mL dla obu badanych zwiazkow.

Optymalizujac proces ekstrakcji, stosowano tez inne kolumienki: hydrofilowo-
lipofilowa (HLB), cyjanopropylowa (CN), fenylowa (PH) oraz C2 i C8. Uzyskane
piki chromatograficzne po ekstrakcji przy uzyciu kolumienek typu HLB i CN byty
jednak zbyt niskie w stosunku do st¢zen badanych substancji, a kolumienki PH nie
byly wystarczajaco selektywne. Z kolei kolumienki C2 i C8 nie dawaly satysfakcjo-
nujacego poziomu odzysku wzorca wewngtrznego, a ponadto uzycie kolumienek C8
nie pozwolito na oznaczenie ODV, natomiast pik VEN na chromatogramie byt zbyt
niski w stosunku do jej stezenia. Stwierdzono rowniez, ze lepsze wyniki uzyskano
przemywajac kolumienki 30% roztworem metanolu niz czysta woda.

Clement i wsp. [13] oznaczali takze VEN i ODV w osoczu krwi ludzkiej przy
zastosowaniu ekstrakcji SPE z kolumienkami zawierajacymi zywicg krzemionkowa
z karboksymetyloceluloza. Analizy wykonano za pomoca HPLC z detekcja kulome-
tryczna, uzyskujac wzglednie wysoki catkowity odzysk dla VEN — 74%, a dla jej
metabolitu — 67%. Krzywe kalibracji dla badanych zwiazkéw miescity si¢ w zakresie
stezen 10-200 ng/mL, a granica wykrywalnoéci dla obu substancji wyniosta 0,5 ng/mL.
Dzigki zastosowaniu ekstrakcji SPE metoda okazata si¢ znacznie szybsza i prostsza niz
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ta przy uzyciu ekstrakcji LLE i moze by¢ wykorzystana do okre$lania stgzen analitow
w malej objgtosci probki. Zaobserwowano tez, ze uzycie w procesie elucji 1% roztworu
amoniaku w metanolu powodowato wzrost selektywnosci ekstrakcji, natomiast wyzsze
stgzenia amoniaku zwigkszaty elucj¢ do ekstraktow zanieczyszczen z matrycy. Byto
to niekorzystne, poniewaz powodowato spadek selektywnosci ekstrakcji i pojawienie
si¢ dodatkowych pikow na chromatogramach.

He i wsp. [14] w osoczu krwi ludzkiej oznaczali oprocz VEN takze fluoksetyne,
citalopram i paroksetyne. Badania przeprowadzono przy uzyciu HPLC sprzezonej ze
spektrometria mas. W celu oczyszczenia probek zastosowano ekstrakcje z kolumien-
kami hydrofilowo-lipofilowymi (HLB1cc). Catkowity odzysk dla wszystkich czterech
zwiazkow przekroczyt 73%, przy czym dla VEN miescit si¢ w granicach od 87 do
95%. Metoda byta liniowa w przedziale miedzy 5 a 1000 ng/mL, natomiast granica
wykrywalnosci dla VEN wyniosta 0,1 ng/mL. Poréwnujac uzyskane dane z wynikami
ekstrakcji LLE otrzymanymi we wcze$niejszych badaniach, wykazano, ze ekstrakcja
typu SPE daje lepsza czulo$¢ oraz wyzszy odzysk.

Kingbick i wsp. [15] oznaczali VEN 1 jej metabolity, a takze enancjomery tych
zwiazkdw w osoczu i w petnej krwi ludzkiej. Do analizy wykorzystano chromatografi¢
cieczowa sprzezong z tandemowa spektrometria mas, a ekstrakcje SPE wykonano
przy uzyciu kolumienek ze ztozem C8. Catkowity odzysk dla VEN przekroczyt 75%,
liniowos$¢ dla VEN 1 ODV oznaczanych w osoczu wyniosta od 1 do 1000 nmol/L,
a w petnej krwi od 10 do 4000 nmol/L, natomiast dla N,O-didemetylowenlafaksyny
i N-demetylowenlafaksyny 0,5-500 nmol/L w osoczu i 5-2000 nmol/L w petnej krwi.
Badania wykazaty, ze HPLC z tandemowa spektrometrig mas nadaje si¢ do oznaczania
stezen poszczegolnych enancjomerow zard6wno w osoczu, jak i w petnej krwi—w prze-
ciwienstwie do metody HPLC z detekcja UV, ktoéra okazala si¢ mniej selektywna.

Ekstrakcja SPE zapewnia wysoki odzysk, co pozwala na uzycie mniejszych ob-
jetosci probek. Jest to szczegdlnie wazne przy wykorzystaniu tej ekstrakcji podczas
analizy pelnej krwi, poniewaz matryca tej probki moze prowadzi¢ do szybkiego
zatykania si¢ kolumienek.

Z punktu widzenia toksykologicznego istotne jest oznaczenie poziomu VEN
1 ODV w materiale uzyskanym post mortem. Wille i wsp. [16] oznaczali 12 substancji
o dziataniu przeciwdepresyjnym we krwi, mézgu i wlosach samobdjcow. Przed przy-
stapieniem do izolacji analitow probki mézgu odpowiednio oczyszczano z uwagi na
duza zawarto$¢ lipidow, a wlosy przemywano w celu usunigcia zewngtrznych zanie-
czyszczen. Oznaczanie analitow technika GC/MS wykazato, ze w moézgu i wlosach
mozna okresli¢ poziom VEN i ODV nawet wowczas, gdy nie jest to juz mozliwe we
krwi. Ponadto zaobserwowano, ze analizowane zwiazki sg rOwnomiernie rozmiesz-
czone w mézgu, w zwigzku z czym nie ma potrzeby izolacji analitow z okreslonego
obszaru mozgu. Analiza wltosow dostarcza natomiast informacji o terapii VEN w ciagu
ostatnich kilku lat.

Kingbéck i wsp. [17] izolowali VEN, ODV oraz enancjomery obu substancji z krwi
zyly udowej 0s6b zmartych przy uzyciu kolumienek C8. Kolumienki przemywano
kolejno woda, mieszaning metanolu i wody, a nastgpnie acetonitrylem, po czym
elucjg analitow przeprowadzono mieszaning acetonitrylu i kwasu trifluorooctowego.
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Analiza LC/MS/MS wykazata, ze §rednie stezenie VEN we krwi wynosito od 0,1 do
1,0 pg/g. Badajac rowniez metabolizm VEN wykryto, ze szybko$¢ tego procesu jest
scisle skorelowana z genotypem izoenzymu CYP2DG6 pacjenta.

Ekstrakcja typu LLE

Ekstrakcja ciecz-ciecz jest drugim obok ekstrakcji SPE najczg$ciej stosowanym
sposobem izolacji VEN i jej metabolitdéw z matrycy biologicznej. Czgsto charakteryzuje
si¢ ja jako dajaca gorsze wyniki i nizszg czuto$§¢ w poréwnaniu z SPE. Jednak zwraca
uwagg to, ze w przeciwienstwie do ekstrakcji SPE nie wymaga uzycia specjalistycznego
sprzetu laboratoryjnego, a ponadto sprawdza si¢ w badaniach rutynowych [18].

Metodg ekstrakceji typu LLE zastosowali Luan Vui wsp. [3], oznaczajac VEN i jej
glowny metabolit w osoczu krwi ludzkiej za pomoca HPLC z detekcja fluorymetryczna.
Do ekstrakcji wykorzystano mieszaning alkoholu izoamylowego i heksanu (7,5/92,5
v/v), natomiast jako wzorca wewngetrznego uzyto maprotyling. Optymalizujac proces
ekstrakcji stwierdzono, ze wyzsze st¢zenie alkoholu izoamylowego w mieszaninie
zwigksza odzysk ODV, co wynika z lepszej niz VEN rozpuszczalno$ci metabolitu
w tym rozpuszczalniku. Jednocze$nie powoduje to obnizenie odzysku VEN, a ponadto
zwigksza stopien ekstrakcji zwiazkow endogennych, ktore moga zaktocic¢ oznaczenie.
Wskazano, ze zastosowana metoda ekstrakcji zapewnia odpowiednio wysoka czutosé
podczas jednoczesnego oznaczania VEN 1 ODV w osoczu krwi ludzkiej. Odzysk
dla VEN wynosi okoto 100%, a dla ODV prawie 70%. Metoda jest liniowa dla obu
analitow w zakresie stezen 1-2000 ng/mL, a granica wykrywalno$ci wynosi 1 ng/mL
dla VEN i 5 ng/mL dla ODV.

Matoga i wsp. [19] réwniez oznaczali VEN i ODV w osoczu krwi ludzkiej, uzywa-
jac do oznaczen HPLC z detekcja UV. Do ekstrakeji LLE uzyto mieszaning alkoholu
izoamylowego 1 heksanu (1/99 v/v), a jako wzorzec wewngetrzny opipramol. W celu
zwigkszenia odzysku VEN i ODV z matrycy biologicznej, a takze lepszego oczyszcze-
nia probki z endogennych sktadnikéw osocza, zastosowano chloroform, octan etylu,
eter dietylowy i heksan. Wyniki badan wykazaty, ze sposrod tych rozpuszczalnikow
tylko heksan umozliwit odpowiednie oczyszczenie probki. Chloroform umozliwit
oznaczenie VEN w zakresie badanych stgzef, jednak na chromatogramach pojawity
si¢ dodatkowe piki pochodzace z matrycy. Krzywe kalibracji byly liniowe dla obu
zwiazkow w zakresie stezen 0,2—4 pg/mL.

Rudaz i wsp. [20] zastosowali elektroforeze¢ kapilarna z detekcja DAD do oznacza-
nia VEN i jej glownego metabolitu oraz ich enancjomeréw w osoczu krwi ludzkie;j.
W badaniach wykorzystano cyklodekstryny obdarzone fadunkiem, ktore dodano do
fazy ruchomej. Do izolacji analitow za pomoca ekstrakcji typu ciecz-ciecz zastosowano
mieszaning heksan-octan etylu (80/20 v/v), ktéra umozliwita oczyszczenie probek
z zanieczyszczen pochodzacych z matrycy i zapewnila najlepszy odzysk VEN i jej
glownego metabolitu — powyzej 70%. Wzorcem wewngtrznym byt chlorowodorek
tramadolu, a metoda byla liniowa w zakresie stgzen 25-500 ng/mL.

Jednostopniowg ekstrakcje LLE wykorzystali rowniez Qin i wsp. [21] do ozna-
czania VEN 1 ODV w osoczu krwi ludzkiej szybka chromatografia cieczowa (Ultra



Techniki ekstrakcyjne w analizie wenlafaksyny i jej metabolitow 915

Performance Liquid Chromatography — UPLC) sprz¢zona z tandemowa spektrometria
mas. W trakcie optymalizacji ekstrakcji zastosowano m.in. octan etylu, cykloheksan
i heksan, ale najlepsze wyniki uzyskano stosujac eter dietylowy, ktory charakteryzo-
wat si¢ najwigksza lotnos$cia i znaczaco skracat czas przygotowania probki. Wzorcem
wewngtrznym byt werapamil, a calkowity odzysk dla VEN i jej metabolitu przekroczyt
88%. Dla obu badanych zwiazkoéw metoda byta liniowa w zakresie stezen 0,2—200 ng/
mL; granica wykrywalnosci — 0,2 ng/mL. Stwierdzono, ze metoda jest bardzo szybka
i czuta oraz nadaje si¢ do oznaczania VEN 1 ODV w osoczu krwi ludzkie;j.

Tournel i wsp. [22] oprocz VEN oznaczali takze inne leki przeciwdepresyjne w su-
rowicy krwi ludzkiej: fluoksetyng, citalopram, sertraling, paroksetyng, milnacipram
i fluwoksaming. Do oznaczen wykorzystano HPLC z detekcja UV i klomipraming
jako wzorzec wewnetrzny. Badane zwiazki ekstrahowano z surowicy mieszaning
chloroformu, 2-propanolu i n-heptanu (960/14/26 v/v/v), co pozwolito na uzyskanie
odzysku rz¢du 86,4% i liniowos$ci w przedziale 25-500 ng/mL. Mieszaning tych roz-
puszczalnikow zastosowano z tego wzgledu, Ze nie tworzy emulsji w trakcie ekstrakeji.
Zapewnia ponadto dobry odzysk analitow z badanych probek.

Ekstrakcje LLE wykorzystali tez Goeringer i wsp. [10] do oznaczania VEN i ODV
w watrobie, krwi obwodowej, z6tci, moczu i ciele szklistym, materiale pochodzacym
w wigkszos$ci przypadkow od samobdjcow. Do homogenizacji watroby uzyto ultra-
dzwigkdw, a po inkubacji probek w roztworze NaOH o stezeniu 10 mol/L i izolacji
analitow chlorkiem butylu analizowano je technika LC-MS. Wykazano, iz w materiale
post mortem zarbwno VEN, jak i ODV wystepuja w stezeniu wyzszym w watrobie
1 z0tciniz w ciele szklistym i krwi obwodowej. Dodatkowo okreslono rowniez stosunek
VEN do ODV w kazdej z tkanek, stwierdzajac, ze w przypadku samobojcow wynosi
on w przyblizeniu 10:1.

Zmodyfikowane techniki ekstrakcji

Obok klasycznych technik ekstrakcji VEN 1 jej metabolitow z materiatu biologicz-
nego, w piSmiennictwie mozna spotkac takze liczne ich modyfikacje. Naleza do nich:
ekstrakcja micelarna w punkcie zmetnienia (Cloud Point Extraction — CPE), ekstrakcja
za pomoca ruchomego elementu sorpcyjnego (Stir Bar Sorptive Extraction — SBSE),
a takze mikroekstrakcja do fazy cieklej (Liquid-Phase Microextraction — LPME).
Modyfikacje maja na celu ograniczenie zuzycia rozpuszczalnikdw i zmniejszenie
objetosci probki materiatu biologicznego koniecznej do analizy.

Qin i wsp. [23] zajmowali sig¢ oznaczaniem VEN w osoczu krwi za pomocg HPLC
z detekcja spektrofluorymetryczna. Do ekstrakcji VEN zastosowano metodg typu
CPE. W technice tej do badanej probki dodawany jest surfaktant, po czym ogrzewa si¢
probke do takiej temperatury, w ktérej dochodzi do rozdziatu fazy surfaktantu od fazy
wodnej, przy czym analit przechodzi z fazy wodnej do fazy surfaktantu. W badaniach
wykorzystano niejonowy surfaktant Triton X-114 (eter glikolu polietylenowego i tert
-oktylofenylu) i maprotyling jako wzorzec wewngtrzny. Stwierdzono, ze ekstrakcja
CPE w porownaniu z klasycznymi technikami ekstrakcji jest tatwa w wykonaniu
1 bardziej efektywna. Jej zastosowanie nie wymaga duzej objetosci toksycznych roz-
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puszczalnikoéw, co zmniejsza m.in. zanieczyszczenie Srodowiska. Wykazano rowniez,
ze ekstrakcja CPE odznacza si¢ wysokim odzyskiem, dla VEN przekraczajacym 93%,
a ponadto jest liniowa w zakresie stezen 10-800 ng/mL.

Unceta i wsp. [24] zajmowali si¢ oznaczaniem VEN, a takze fluoksetyny i citalo-
pramu w moczu i osoczu ludzkim oraz w probkach mézgu szczuréw za pomoca HPLC
z detekcja spektrofluorymetryczna. Do ekstrakcji badanych zwiazkéw wykorzystano
metodg typu SBSE realizowana w kilku etapach. Pierwszy etap polegal na ekstrakcji
analitu do fazy statej, ktora stanowit ruchomy element sorpcyjny pokryty polidime-
tylosiloksanem (PDMS). Nastgpnie przeprowadzono termiczng desorpcj¢ analitu
z elementu sorpcyjnego do fazy wodnej. Odzysk catkowity dla badanych zwiazkéw
przy zastosowaniu tej metody miescit si¢ w przedziale 50-92%, a liniowosci w prze-
dziale 1-20000 ng/mL w przypadku analizy moczu, 0,2-2000 ng/mL analizujac osocze
12-50000 ng/g w przypadku tkanki mozgowe;j.

Optymalizujac ekstrakcjg, w procesie desorpcji stosowano réwniez inne roz-
puszczalniki, jak np. metanol, acetonitryl i faz¢ ruchoma, acetonitryl — 0,4% chlorek
tetrametyloamoniowy o pH 4 (60/40 v/v). Stwierdzono, iz najlepszy odzysk otrzymano
stosujac acetonitryl. Ponadto badano wptyw parametréw na proces desorpcji, takich
jak temperatura, czas trwania procesu i pH uzytego roztworu. Zauwazono, ze wzrost
temperatury zwigksza odzysk, natomiast — analizujac czas desorpcji analitu w zakresie
5-30 min. — wykryto, Ze optymalny czas tego procesu to 15 min. Dalsze wydtuzenie
procesu desorpcji nie wptywato na jego efektywno$¢. Badania przeprowadzono uzywa-
jac roztworow o pH w zakresie 2—11. Optymalne okazato si¢ pH 11. W podsumowaniu
wskazano, ze opracowana metoda moze by¢ stosowana w kryminalistyce oraz kontroli
prawidtowego leczenia pacjentow badanymi lekami.

Ekstrakcj¢ typu LPME zastosowali w swoich badaniach da Fonseca i wsp. [4] do
oznaczania VEN i jej metabolitu w probkach z watroby szczura. Do oznaczen uzyto
HPLC z detekcja UV. W ekstrakcji typu LPME stosuje si¢ trzy rézne rodzaje rozpusz-
czalnikéw. W pierwszym etapie analit jest ekstrahowany z fazy wodnej (donorowej, jest
nig materiat diagnostyczny) do fazy organicznej, po czym w drugim etapie ponownie
przeprowadza si¢ ekstrakcje do kolejnej fazy wodnej (akceptorowej). Stosujac te
ekstrakcje, odzysk dla analizowanych zwiazkow przekroczyt 41% dlaODV 1 47% dla
VEN. Wartosci odzysku miescity si¢ w zakresie referencyjnym dla tego typu ekstrakcji,
a zastosowana metoda byta liniowa w przedziale 200-5000 ng/mL.

W trakcie optymalizacji ekstrakcji badano wptyw na wydajno$¢ procesu trzech
réznych faz organicznych (1-oktanol, eter di-n-heksylowy, octan dodecylu) oraz faz
akceptorowych (kwasy: chlorowy(VII), octowy, trifluorooctowy, o stezeniach 0,1
mol/L). Uzyskane wyniki wskazaty, Zze najlepsze efekty daje potaczenie ekstrakcji
1-oktanolem z kwasem octowym, z kolei zastosowanie kwasu chlorowego(VII) nie
pozwolito na oznaczenie badanych zwiazkow.

Wydajnosc¢ ekstrakcji typu LPME zalezy tez w duzym stopniu od wspotczynnika
podziatu oznaczanych zwiazkoéw pomigdzy poszczegdlne fazy. Najwigkszy wplyw na
wydajno$¢ ekstrakcji ma sktad zastosowanej fazy organicznej, ktory powinien zapewnic¢
odpowiednia rozpuszczalno$¢ analitow. Jezeli rozpuszczalno$¢ analitu w fazie orga-
nicznej jest niska, zwiazki beda przechodzi¢ do niej w niewielkim stopniu, natomiast
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przy wysokiej rozpuszczalnosci analitow w fazie organicznej nie beda one ulegaty
ekstrakcji do roztworu akceptorowego.

W badaniach wzigto réwniez pod uwagg czas i szybko$¢ wytrzasania probek
podczas ekstrakcji. Stwierdzono, ze odzysk wzrastat, gdy ekstrakcja trwata dhuzej, ale
wydtuzenie czasu wytrzasania powyzej 20 min. nie powodowato wzrostu odzysku.
Zauwazono takze, ze wraz ze zwigkszeniem amplitudy wytrzasania wzrastat odzysk
badanych zwiazkow.

Podsumowanie

Oznaczanie VEN i jej metabolitow umozliwia monitorowanie zmian st¢zenia leku
we krwi, a tym samym optymalizacj¢ dawkowania. Przedstawiony przeglad pi$mien-
nictwa na temat metod ekstrakcji VEN i jej metabolitow z materiatu diagnostycznego
pozwala stwierdzi¢, iz klasyczne metody ekstrakcji, a w szczegolnosci LLE, daja lep-
szy odzysk analitow niz otrzymany przy uzyciu zmodyfikowanych technik ekstrakcji.
Uzycie w zmodyfikowanych metodach mniejszych objgtosci rozpuszczalnikow lub
objetosci probek jest niezwykle cenne, szczegolnie w przypadku uzycia tych metod do
badania farmakokinetyki leku we krwi, a takze pozwala obnizy¢ koszt analizy. Jednak
otrzymane przy uzyciu tych metod wyniki nie zawsze sa zadowalajace. Wsrdéd zmo-
dyfikowanych metod ekstrakcji najlepszy odzysk (powyzej 93%) otrzymano stosujac
ekstrakcje CPE. W przypadku pozostatych dwdoch metod ekstrakcji, SBSE i LPME,
odzysk nie byt tak wysoki i zalezat od uzytego materiatu diagnostycznego.

W przypadku LLE do najcze$ciej stosowanych mieszanin rozpuszczalnikow
nalezaly te zawierajace heksan i alkohol izoamylowy w rdznych stosunkach objgtos-
ciowych. Pozwolity one uzyska¢ najwyzszy odzysk, powyzej 85%. Ekstrakcja SPE
jest uznawana za bardziej wydajna 1 bardziej selektywna niz ekstrakcja ciecz-ciecz,
jednak w przypadku izolacji VEN i jej metabolitow z matrycy biologicznej odzysk
tych zwiazkéw nieznacznie przekraczal 70%. Zastosowanie kolumienek ze zlozem
C1 pozwolito na uzyskanie odzysku przekraczajacego 90%.

JKCTpaKIuiiHbIe TEXHUKH B aHAIN3e BeHJIaQaKkCHHA H ero MeTa00IuTOB
B OMO/10rHYecKoM MaTepHase

Copaep:xanue

Bennadakcun (BEH) Obut BBenmeH B JieueOHYIO MpakTHKy B 90. rogax MpoOIIIOro CTONECTHS
U 9acTO MCTIONb3YeTCs B JICUEHHH JETPECCUBHBIX COCTOSHUMU. IIpu ero ncmomb30BaHUM MOKa3aHa
[IPOBEPKA €ro COJCPIKaHUs B OpraHu3Me, 0COOCHHO B Ciydae, KOorja MalMeHT CTPaJaeT WHBIMU
3a00NeBaHUsIMH, a IPUHAMAaeMble JISKapcTBa MOTYT BBI3bIBaTh MHTepaknnio ¢ BEH. HauGomnee
MOMYJSIPHBIM THArHOCTHYECKUM MATEPHUAIIOM SBISETCS KPOBb.

B Hacrosieii paboTe mpeIcTaBIeH JIUTepaTypHbIA 0030p 0 MeToaax skcTpakimu BEH u3 kposu
U VHBIX JUarHOCTHYECKNX MaTepHajiOB YEIOBEUECKOTO POMCXOXKJCHHUS, M.II. U3 CIIOHBI, MOYH,
a TaKoKe U3 TKaHeH )KUBOTHBIX. [IpeacTaBiensl knaccudeckne crnoco0sl akerpakiuun BEH Takux xax
9KCTPAKIHUSA JKUAKOCTb—KUIKOCTD U XKUIKOCTb—TENI0 [IOCTOSHHOE . YUTEHbI TaKXKe COBPEMEHHbBIC
TEXHHUKHU DKCTPAKIUH, TAKHE KaK MHKPOIKCTPAKIUS JI0 KHUIAKOH (ha3bl M MUIEIapHast SKCTPAKITHS
B IYHKTE€ NOMyTHeHus. LlutupoBanHas nuTeparypa ykasblBaeT, 4To Jyuiiee nonydenue BEH
¥ ero naBHOro Merabonura O-1eMeTnIo BeHnapakcuHa, MoyueHo NPy MPUMEHEHUH KJIaCCUYeCKON
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IKCTPAKIIMK KUAKOCTb—KUIKOCTh. HOBBIE MOAN(UIIMPOBAHHBIE METOIbI SKCTPAKIMH, HECMOTPS
Ha TO, YTO MO3BOJISIIOT HA CHIDKCHHE PAaCXOJOB aHAJIHM3a IyTeM OTPaHMUYCHHS HCIIOJb30BAHUS
pacTBOpHUTENIeH IKCTPAKIMK, a TAaK)Ke 3HAYMTEIbHOE YMEeHbIIeHHe oObeMa MaTepuaia s
HCCIIEIOBAHKH, HE XapaKTEPU3YIOTCS TAK XOPOIIHM ITOTyYCHHEM aHAITUTOB, KAKHE ITPU KJIACCHYSCKUX
METO/IaX KCTPAKIIUH.

Karwuesbie ciaoBa: Bennadakcun, O-nemermiio Bennadakcun, SPE, LLE, kpoBb, citoHa,
Mo4a

Extraktionsverfahren in Analyse von Venlafaxin und ihrer Metaboliten
im biologischen Material

Zusammenfassung

Venlafaxin (VEN) wurde zur Behandlung in der 908er Jahren eingefiihrt, es ist eins der hdufiger
eingesetzten Antidepressiva. Es ist angebracht, ihren Spiegel im Organismus zu beobachten,
insbesondere, wenn der Patient an andere Erkrankungen leidet und die verabreichten Medikamente
Interaktionen mit Venlafaxin hervorrufen knnen. Das populérste Material fiir die Diagnostik ist Blut.
Die vorliegende Arbeit bespricht die Ubersicht der aktuellen Literatur zu den Extraktionsmethoden
von VEN vom Blut und anderen diagnostischen Stoffen menschlicher Herkunft, u.a. Speichel, Urin
und auch vom tierischen Gewebe. Man beschrieb die klassischen Extraktionsverfahren von VEN,
wie die Flissig-Fliissig-Extraktion und Fliissig-Fest-Extraktion. Man beriicksichtigte auch die
neuesten Estraktionstechniken, solche wie Mikroextraktion zu Fliissigphase und mizellare Phase
durch Cloud-Point-Extraktion. Die zittierte Literatur weist hin, dass die beste Extraktion von VEN
und des Hauptmetaboliten, O-Desmenhylvenfaxin, erzielt wurde, wenn die klassische Extraktion
Fliissig-Fliissig angewendet wurde. Neue, modifizierte Extraktionsverfahren, obwohl sie die
Kosten der Analyse durch die Beschriankung im Gebrauch von Losemittel und das Volumen des zu
Untersuchungen gebrauchten Materials signifikant senken, zeichnen sich nicht mit so einem guten
Extrahieren aus, wie man bei den klassischen Extraktionsverfahren erreicht.

Schliisselworter: Venlafaxin, O-Demethylvenlaflaxin, SPE, LLE, Blut, Speichel, Urin

Les techniques d’extraction de venlafaxine et de ses métabolites dans le matériel biologique

Résumé

La venlafaxine (VEN), introduite dans la thérapie durant les années 90, est un des antidépresseurs
le plus souvent appliqués. On recommande le monitoring de son niveau dans 1’organisme, surtout
quand le patient souftre encore d’autres maladies et quand ses médicaments peuvent entrer en réaction
avec VEN. Le sang est un matériel biologique le plus souvent utilisé pour le diagnostic. Ce article
donne une revue de la littérature parlant des méthodes d’extraction de VEN du sang et d’autre matériel
biologique (urine, salive, tissu animal). Les auteurs présentent les méthodes classiques d’extraction
de VEN telles que I’extraction liquide-liquide et I’extraction en phase solide ainsi que les méthodes
les plus nouvelles : microextraction en phase liquide et extraction CPE (cloud point extraction).
La littérature citée indique que I’on obtient la meilleure récupération de VEN et de son métabolite
O-demethylvenlafaxine en usant I’extraction liquide-liquide. Les méthodes nouvelles, bien qu’elles
diminuent les frais en permettant limiter I’usage des solvants et en diminuant le volume du matériel
analysé, n’ont pas si bonne récupération des analytes que les méthodes classiques d’extraction.

Mots clés : venlafaxine, O-demethylvenlafaxine, SPE, LLE, sang, salive, urine
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