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Wybrane metody oznaczania fluoksetyny i fluwoksaminy

Some methods of determination of fluoxetine and fluvoxamine
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Summary: Two selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) have been
introduced: fluxetine and fluvoxamine. The literature review shows most methods
allow quantitative determination of SSRIs pharmaceutical preparations and pla-
sma, in the lower ng/ml range and that they are, therefore, suitable for therapeutic
drug monitoring purposes of this category of drugs. Most procedures are based on
investigation of this drugs by spectrophotometric, electrochemical and chromato-
graphic procedures with detection by various detectors.
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Wstep

W poszukiwaniu ,,idealnego leku” przeciwdepresyjnego, obok stosowanych od
ponad 30 lat lekéw trdjpierscieniowych w terapii depresji, wprowadza si¢ coraz czg-
Sciej nowe specyfiki, tzw. leki przeciwdepresyjne II generacji. Grupa tych zwigzkow
stale si¢ powieksza o nowe preparaty.

Wykorzystywanie tych zwigzkéw w lecznictwie psychiatrycznym stato si¢ podsta-
wag badan dotyczacych wlasciwosci analitycznych oraz opracowania nowych metod
ich oznaczania. Celowos¢ tych badan podyktowana jest potrzebami wspolczesnej
terapii monitorowanej. Polega ona na prowadzeniu terapii z rownoczesnym pomia-
rem stezen podanego leku w ptynach biologicznych. Wynik badania laboratoryjnego
pozwala na ustalenie optymalnej dawki. Potrzeba prowadzenia terapii pod kontrolg
stezenia leku we krwi wynika z duzych réznic osobniczych w intensywno$ci reakcji
farmakologicznej na podawane dawki leku. Zapewnia to bezpieczenstwo w trakcie
ustalonego postgpowania leczniczego. Monitorowanie jest metoda, w ktorej przewi-
duje sie pewien schemat postgpowania leczniczego, w zalezno$ci od wynikéw badan
klinicznych i laboratoryjnych. Dlatego tez tak wazne jest opracowywanie prostych
i czutych metod oznaczania lekow stosowanych w terapii.

W prezentowanej pracy zestawiono niektore wiasciwosci fluoksetyny i fluwoksa-
miny oraz dokonano przegladu dotychczas publikowanych metod ich oznaczania.
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Budowa chemiczna i dzialanie farmakologiczne
lekow psychotropowych II generacji

Leki przeciwdepresyjne stanowig liczng grupe zwigzkow chemicznych o réznorod-
nej budowie i r6znych, nie w peini poznanych, mechanizmach dziatania. Kryterium
zaliczenia leku do grupy ,,antidepressiva” jest jego lecznicze dziatanie w zespotach
depresyjnych [1].

Jak juz wspomniano, najczgsciej stosowanymi srodkami w leczeniu depresji sg
trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne (TLPD). Obok nich coraz cz¢sciej w praktyce
klinicznej stosowane sg leki o budowie innej niz trojpierscieniowa, okreslane jako ,,leki
II generacji”. Do grupy tej naleza: fluoksetyna, fluwoksamina, paroksetyna, sertralina,
citalopram. Sg to leki o budowie jednopier§cieniowej, dwupierscieniowej i wielopier-
Scieniowej. Struktura chemiczna tych zwigzkdéw pokazana jest na rys.1.
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Rys.1 Struktura chemiczna selektywnych inhibitoréw wychwytu serotoniny
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Przedstawione na rys. 1 zwigzki tatwo wchtaniajg si¢ z przewodu pokarmowego,
osiggajac maksymalne stezenie we krwi juz po okoto 6 godzinach.

Fluwoksamina i paroksetyna sag metabolizowane do zwigzkoéw nieczynnych pod
wzgledem dziatania psychotropowego. Fluoksetyna w drodze N-metylacji ulega
przemianie w norfluoksetyne, sertralina jest demetylowana do dezmetylosertraliny,
citalopram do dezmetylocitalopramu. Metabolity te rowniez hamujg wychwyt doneu-
ronalny serotoniny [2].

Szybkos¢ eliminowania z ustroju poszczegdlnych lekoéw jest rozna. Najkrotszy
okres biologicznego poltrwania wykazuje fluwoksamina (15 godzin), najdtuzszy —
fluoksetyna (84 godziny). Okres pottrwania metabolitu fluoksetyny — norfluoksetyny
wynosi az 9 dni [3].

Profil psychotropowy poszczego6lnych selektywnych inhibitorow wychwytu se-
rotoniny wykazuje zréznicowanie: fluwoksamina i paroksetyna sa podobne w dzia-
faniu do amitryptyliny i doksepiny (wyrazne dzialanie sedatywne i przeciwlgkowe),
pozostate, zwtaszcza fluoksetyna, bardziej przypominajg profil imipraminy (dziatanie
»odhamowujace”).

Na podstawie danych z literatury [4, 2] i badan klinicznych mozna przyjaé, ze
glownym wskazaniem do stosowania selektywnych inhibitorow wychwytu serotoniny
w zaburzeniach afektywnych sg tagodne i $rednio nasilone stany depresyjne. Leki
Z omawianej grupy mozna z powodzeniem zaleca¢ w lecznictwie ambulatoryjnym.
Oprocz leczenia nimi depresji, podejmowane sg proby dtugoterminowego stosowania
ich w zapobieganiu nawracajacym zaburzeniom depresyjnym, a takze w innych cho-
robach, takich jak: zaburzenia lgkowe, otytos¢, natrectwa, zachowania impulsywne,
agresywne, zaburzenia osobowosci, uzaleznienia od nikotyny i alkoholu [5].

W przeciwienstwie do TLPD, wiedza o wiasciwosciach lekow II generacji jest
wcigz niepetna. Dotyczy to rowniez wystgpowania objawow niepozadanych i inte-
rakcji z innymi lekami. Mimo to, wprowadzenie tej grupy zwigzkow do lecznictwa
stanowi postep w leczeniu depresji i wigze si¢ gldwnie z wigkszym bezpieczenstwem
terapii [6, 7, 8].

Leki zaliczane do grupy selektywnych inhibitorow wychwytu serotoniny nie prze-
wyzszaja klasycznych lekow psychotropowych pod wzgledem efektywnosci dziatania
przeciwdepresyjnego, nie oznacza to jednak, ze chorzy nie mogg reagowac lepiej na
okreslony lek z tej grupy niz na TLPD [9, 10, 11, 12].

Wilasciwos$ci chemiczne fluoksetyny i fluwoksaminy

Fluoksetyna (FLU) zostata zsyntetyzowana w 1974 roku w formie szczawianu
fluoksetyny. Do leczenia depresji zostata wprowadzona w 1987 roku w postaci innej
soli — chlorowodorku fluoksetyny. Chlorowodorek fluoksetyny zawiera nie mniej niz
98% 1 nie wiecej niz 101,5% chlorowodorku (R,S) — metylo[3 fenylo-3(4-trifluoro-
metylofenoksy)] propyloaminy, obliczonego z odno$nika bezwodnej i wolnej od
acetonitrylu substancji [13].
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Chlorowodorek fluoksetyny jest to biaty lub prawie bialy krystaliczny proszek
(puder), trudno rozpuszczalny w wodzie i chlorku metylenu, natomiast tatwo rozpusz-
czalny w metanolu. Temperatura topnienia krystalicznej soli wynosi 158,4—158,9°C
[14]. Wodny roztwér chlorowodorku fluoksetyny wykazuje pH w zakresie 4,5-6,5.
Skrecalno$¢ optyczna roztworu waha sie¢ w granicach od -0,05° do +0,05°[13]. Flu-
oksetyna jest II-rzedowa aming, zazwyczaj dostepng jako mieszanina racemiczna,
dlatego niezwykle wazne znaczenie ma farmakologia, metabolizm i farmakokinetyka
izomerow fluoksetyny. Fluoksetyna wystepuje w dwoch formach: (S)-FLU i (R)-FLU.
W organizmie jest demetylowana do norfluoksetyny, aktywnego metabolitu, ktory
rowniez wystepuje w dwoch odmianach izomerycznych: (S)-NFLU i (R)-NFLU.
Enancjomery fluoksetyny wykazuja zblizony efekt dzialania psychotropowego jako
selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny, jednak porownujac obie
odmiany (R)- i (S)- fluoksetyny stwierdzono, ze odmiana (S)-FLU ma ponad 3 razy
dtuzszy czas trwania aktywnego (okres biologicznego péttrwania) w organizmie niz
odmiana (R)-FLU, pomimo zblizonego st¢zenia obu form, np. w mdzgu szczurow.
W przypadku (S)-NFLU efekt dziatania jest 16-krotnie wiekszy, w poréwnaniu
z formg (R) - NFLU. Roznice czasu biologicznego pottrwania pomiedzy izomerami
fluoksetyny mogg by¢ czesciowo wyjasnione sposobem przemiany (R)-fluoksetyny
w nieaktywng (R)-norfluoksetyne. W przypadku fluoksetyny, jako klinicznie wazne
sktadniki uwzglednia si¢ (S)- i (R)- fluoksetyne¢ oraz (S)-norfluoksetyne [15].

Rozdzielenie enancjomeréw fluoksetyny i jej metabolitu oraz ich oznaczanie
jest mozliwe za pomocg technik chromatograficznych — HPLC oraz chromatografii
gazowej (GC)[16, 17].

Cenne informacje na temat molekularnej struktury fluoksetyny dostarcza technika
NMR. Metoda opracowana przez Komoroskiego [ 18] umozliwia wykonywanie i ana-
lizowanie widm NMR w materiale biologicznym 0s6b przyjmujacych fluoksetyne.

Fluoksetyna— pod wzgledem budowy chemicznej: fenylotolylopropylamina — do-
brze i calkowicie wchiania si¢ z przewodu pokarmowego [19]. Osigga maksymalne
stezenie we krwi po 6 godzinach od przyjecia pierwszej dawki. W moczu, oprocz
fluoksetyny i norfluoksetyny, wykryto takze inne niezidentyfikowane metabolity i sole
kwasu glukuronowego [20] (rys. 2). Fluoksetyna ulega procesowi metabolicznemu,
zgodnie z ogdlnym modelem przemian przedstawionym przez Williamsa [za: 18].
W pierwszym etapie, w wyniku N-metylacji, powstaje metabolit obdarzony aktyw-
nos$cig biologiczng — norfluoksetyna. Etap II to reakcje sprzegania z kwasem gluku-
ronowym. Reakcje te prowadza do powstania metabolitow pozbawionych aktywnosci
biologicznej oraz przystosowanych do wydalania z organizmu.

Fluoksetyna jest obecnie dostepna w postaci nastepujacych preparatow [21, 22]:
Bioxetin, Fluctin, Fluctine, Prozac, Fluoxeren, Prozyn, Adofen, Docutrix, Reneuron.

Fluwoksamina (FLW) po raz pierwszy zostata zsyntetyzowana we Francji [12].
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Rys. 2 Metabolity fluoksetyny zidentyfikowane w moczu
po 35 dniach podawania [“C]-flucksetyny

Najczegsciej wystepuje w postaci soli —maleinianu O-(2-aminoetylo)-oksymu(E)-5-
metoksy-1-[4(trifluorymetylo)-fenylo]-1-pentanonu. Jest bardzo szybko absorbowana
po doustnym zazyciu. Maksymalny poziom tego leku w osoczu wystepuje po uptywie
2-8 godzin po zazyciu. Okres biologicznego pottrwania wynosi okoto 15 godzin.

Fluwoksamina jest metabolizowana w watrobie do nieczynnych metabolitow, ktore
sq wydalane z moczem. Za pomocg chromatograficznej metody opracowanej przez
Pullena i wsp. [23] w moczu ludzkim zostaty zidentyfikowane nast¢pujgce metabolity
fluwoksaminy: Z-izomer fluwoksaminy, kwas fluwoksaminowy, acetylowany kwas
fluwoksaminowy (rys. 3).

Fluwoksamina jest aming I-rzedowa; jest lekiem achiralnym [24]. Obecnie znane
sg nastepujgce preparaty maleinianu fluwoksaminy [21, 22]: Avoxin, Faverin, Fevarin,
Floxyfral, Luvox, Dumirox.

Przeglad metod oznaczania fluoksetyny i fluwoksaminy
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Rys. 3 Metabolity fluwoksaminy

Coraz szersze zastosowanie fluoksetyny i fluwoksaminy w analizie kliniczne;j
jest zwigzane z konieczno$cig poszukiwan nowych metod oznaczania tych lekow.
W zwiagzku z tym, ze leki z grupy selektywnych inhibitorow wychwytu serotoniny
wykazujg znaczne roznice w strukturze chemicznej, analityczne metody oznaczania
sg rozne dla poszczegolnych zwigzkow.

Metody oznaczania fluoksetyny i jej metabolitu norfluoksetyny

Z przegladu literatury wynika, ze do oznaczania chlorowodorku fluoksetyny, jak
réwniez jej aktywnego metabolitu — norfluoksetyny, zaproponowano szereg metod
analitycznych. Wsérod nich najczesciej stosowane sg metody chromatograficzne.
Fontanille i wspolpracownicy [25] zaproponowali oznaczanie fluoksetyny i norflu-
oksetyny w osoczu metoda kapilarnej chromatografii gazowej. Metoda ta umozliwia
oznaczanie leku w zakresie 5-3000 ng/ml. Byta ona stosowana do oznaczania fluok-
setyny i norfluoksetyny w probkach osocza. Uzyskane limity detekcji wynosity 0,312
ng/ml, odpowiednio dla fluoksetyny i norfluoksetyny, natomiast wspotczynniki kore-
lacji 0,996 dla FLU i 0,994 dla NFLU.

Kolejng metoda, zaproponowana przez Lantza i wsp. [26], bylo zastosowanie
kapilarnej chromatografii gazowej z detekcja ECD. W metodzie tej fluoksetyna i nor-
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fluoksetyna byty oznaczane w probkach osocza ludzkiego z wykorzystaniem bezwod-
nika kwasu heptafluorymastowego (HFBA). Granica oznaczania kazdego z badanych
sktadnikow nie przekraczata- 5 ng/cm?. Badania trwatosci FLU i NFLU wykazaty,
ze oba oznaczane zwigzki sg trwalte w osoczu ludzkim do 96 godzin w temperaturze
pokojowej i az do 1 roku w temperaturze -20°C. Powyzsza metoda jest stosowana do
analiz farmakokinetycznych.

Inng metode, umozliwiajacg oznaczanie fluoksetyny w osoczu, zaproponowali
Clausing i wspotpracownicy [27]. Umozliwia ona jednoczesne oznaczanie fluoksetyny,
D-fenfluraminy oraz D-norfenfluraminy za pomoca chromatografii HPLC z detekcja
fluorymetryczng. Uzyskany limit detekcji dla fluoksetyny w probkach osocza wynosi
2 pmol/€l, natomiast wzgledne odchylenie standardowe 4,9%.

Suckow i wspotpracownicy [28] opracowali czulg i selektywna metodg oznaczania
FLU i NFLU za pomocg chromatografii cieczowej z detekcja fluorescencyjng. Czynni-
kiem fluorescencyjnym jest chlorek dansylu (DNS-CI), bedacy specyficznym odczynni-
kiem dla amin I- i II-rzedowych. Zastosowano chromatografi¢ w odwréconym uktadzie
faz. Faze ruchoma stanowi bufor fosforanowy i acetonitryl. Wzorzec wewngtrzny oraz
oznaczane sktadniki s3 wymywane z materialu endogennego w czasie krotszym niz
14 minut. Sporzadzona krzywa wzorcowa miala charakter prostoliniowy w zakresie
stezen 25-800 ng/cm?. Stwierdzono, ze obecnos¢ srodkow przeciwdepresyjnych, w tym
metabolitow lekoéw, nie powoduje zaklocen podczas oznaczania fluoksetyny. Jest to
wiec przydatna procedura analityczna do badan farmakokinetycznych.

Inng metoda umozliwiajacg oznaczanie fluoksetyny bez konieczno$ci uprzedniego
przygotowania probki jest procedura opisana przez Puopolo i Flooda [29]. Proponuja
oni oznaczenie tego zwigzku w surowicy obok innych lekow przeciwdepresyjnych,
np. TLPD. Procedura opiera si¢ na zastosowaniu chromatografii cieczowej z detekcja
w nadfiolecie przy dlugosci fali 254 nm.

Thomare [15] proponuje szybka, czula i selektywng metode jednoczesnego ozna-
czania FLU i NFLU w probkach osocza ludzkiego. W oznaczeniach jest stosowana
chromatografia cieczowa z detekcja w nadfiolecie przy A=226 nm. Granica wykry-
walno$ci poszczegolnych zwigzkow wynosi 2 ng/cm?, natomiast zakres oznaczenia
w przypadku fluoksetyny miesci si¢ w przedziale 10-800 ng/cm’, a dla norfluoksetyny
— w przedziale 10—1000 ng/cm®. Metoda ta umozliwia jednoczesne oznaczanie obu
zwigzkow i stosowana jest do analiz w uktadach ztozonych. Jej zaletg jest zuzywanie
bardzo matych objetosci probek osocza.

Orsulak i wspolpracownicy [30] do oznaczania fluoksetyny i norfluoksetyny
w surowicy ludzkiej, zastosowali wielostopniowa ekstrakcje ciecz—ciecz oraz metode
HPLC z kolumng fenylowa w odwroconym uktadzie faz. Detekcje prowadzono w nad-
fiolecie przy A=226 nm. Zakres oznaczania wymienionych zwigzkéw wynosi 25-800
ng/cm?®. Wspotczynnik korelacji obliczony z krzywych wzorcowych r=1,000.

Inng procedure, oparta rowniez na wykorzystaniu HPLC, zaproponowali Wong
1 wsp. [20]. Sposob wykonania analizy jest nastepujacy: probki zalkalizowanego osocza
sa ekstrahowane n-heksanem i alkoholem izoamylowym, a nastgpnie rozcienczonym
kwasem fosforowym(V). Ekstrakty sg wstrzykiwane na kolumne C ., w ktorej fazg
ruchomag jest fosforan (V) potasu i acetonitryl. Detekcj¢ prowadzi si¢ przy é=214 nm.
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Wzorcem wewnetrznym jest klomipramina. Krzywa wzorcowa jest prostoliniowa
do 800 ng/cm®. Opracowana metoda charakteryzuje si¢ wysoka czutoscia oraz dobra
powtarzalno$cig wynikow.

Parodi i wspotpracownicy [31] proponuja metode oznaczania chlorowodorku flu-
oksetyny oraz innych lekéw zawartych w ziolowych mieszankach odchudzajacych.
Otrzymano je przez dodanie fluoksetyny do syntetycznych mieszanin zawierajacych
najwiecej zwykle uzywanych roslin. Autorzy do oznaczania wykorzystuja technike
chromatograficzng — HPLC w odwréconym uktadzie faz. Do iloSciowej analizy FLU
zastosowano kolumng¢ z poliamidu. Metoda ta jest czuta i selektywna. Analityczny
odzysk badanego zwigzku jest dobry i wynosi 88—-97%. Krzywa wzorcowa jest pro-
stoliniowa w zakresie stezen 30~500 pg/cm?® (r > 0,995).

Misztal i Paw [32] opracowali metode oznaczania chlorowodorku fluoksetyny
w kapsutkach preparatu ,,Prozac”. Jest to szybka, prosta metoda HPLC, w ktorej jako
wzorzec wewnetrzny stosuje si¢ chlorowodorek dezipraminy. Do oznaczania wy-
korzystano kolumne RP-18; faze ruchoma stanowi mieszanina acetonitrylu i buforu
fosforanowego. Detekcje przeprowadza sie przy 254 nm. Wzgledne odchylenie stan-
dardowe jest mniejsze niz 1% dla analizowanego zwigzku. W oznaczeniu fluoksetyny
nie przeszkadzaja obecne w sproszkowanych kapsutkach obojetne sktadniki. Metoda
ta charakteryzuje si¢ duza precyzja. Wspotczynnik korelacji wynosi 0,9989.

Misztal i Skibinski [33] opracowali rowniez metode oznaczania fluoksetyny w kap-
sutkach preparatu ,,Prozac” oparta na wykorzystaniu spektrofotometrii pochodne;.
Metoda ta, na podstawie krzywych pochodnych pierwszego, drugiego i trzeciego
rzedu, umozliwia oznaczenie fluoksetyny w zakresie stezen 15, 20, 25 i 30pg molx
I, Detekcje wykonuje sie w zakresie 190-250 nm. Proponowana metoda jest prosta
i szybka.

Khan i wsp. [34] zaproponowali metod¢ oparta na tworzeniu barwnego potaczenia
fluoksetyny z jodanem (V) potasu oraz z nadtlenkiem benzoilu. Uzyskanie w tempe-
raturze 30°C niebieskiego polaczenia wyzej wymienionych zwigzkow z fluoksetyng
stato si¢ podstawa selektywnego, spektrofotometrycznego oznaczania fluoksetyny
w zakresie st¢zen od 0,1mg/ml do 2,0 mg/ml. Detekcj¢ wykonuje si¢ przy 570 nm.
Wzgledne odchylenie standardowe wynosi 0,68%. Metoda ta jest precyzyjna, doktadna
iumozliwia oznaczanie fluoksetyny w obecnosci benzodiazepin, kwasu barbiturowego
i paracetamolu.

Elektrochemiczng redukcje fluoksetyny zaproponowali De Silva i wspotpracow-
nicy [35]. Do badan wykorzystali wiszaca, rteciowq elektrode kroplowa. Zgodnie
z ich propozycja badania wykonuje si¢ metoda adsorpcyjnej woltamperometrii squ-
are wave, w §rodowisku alkalicznym, w mieszaninie acetonitryl-woda (1:4). Zakres
liniowo$ci oznaczen miesci si¢ w przedziale 0,52—5,2 M. Proponowana metoda jest
prosta, redukcja fluoksetyny zachodzi przy wysokich warto$ciach potencjatow. Uzycie
jako elektrolitu podstawowego acetonitrylu zapobiega adsorpcji FLU na powierzchni
elektrody i zapewnia duza czuto$¢ i powtarzalnos¢ wynikow.

Jak wezeéniej wspomniano, fluoksetyna i norfluoksetyna wystepuja w odmianach
izomerycznych (R)- i (S)-; wspotczesne metody pozwalaja na rozdzielanie i oznaczanie
enancjomerow tych zwiazkow.
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Torok-Both i wspotpracownicy [17] opisali metode umozliwiajaca jednoczesne
oznaczanie enancjomerdéw fluoksetyny i norfluoksetyny w probkach biologicznych.
Metoda ta oparta jest na technice chromatografii gazowej z detekcja ECD. Wykorzy-
stano ja do wykrywania i oznaczania enancjomeréw w osoczu i w moczu ludzi oraz
w watrobie i tkance mozgu szczurdéw. Do rozdzielania (R)- i (S)-izomeréw fluoksetyny
inorfluoksetyny uzyto chiralnego zwigzku — chlorowodorku (S)-(-)trifluoroacetylopro-
pylu. Opisana metoda umozliwia oznaczanie pojedynczych enancjomerow w zakresie
stezen 10-1000 ng/cm?’.

Inng metod¢ HPLC do oznaczania enancjomerdéw fluoksetyny i norfluoksetyny
zaproponowali Potts i Parli [16]. Zastosowali kolumne wypetiong zelem krzemion-
kowym o wielkosci ziaren Sum oraz faza ruchomg zlozong z mieszaniny izo-octanu
i tetrahydrofuranu. Metoda okazala si¢ czuta i umozliwita oznaczanie diastereoizo-
merow do 5 ng/cm?® w osoczu i do 25 ng/cm?® ¥ tkankach. Jest ona szybka, prosta i za-
pewnia dobry rozdziat i ilo§ciowe oznaczenie izomeréw (S)- i (R)- fluoksetyny oraz
(S)- 1 (R)- norfluoksetyny. Stosowana jest do badan farmakokinetycznych.

Kolejng metode umozliwiajacg rozdziat enancjomerdéw fluoksetyny i norfluoksety-
ny zaproponowali Piperaki, Penn i Goodall [36]. Zastosowali elektroforeze kapilarna
z detekcja spektrofometryczna w zakresie UV przy A=230 nm. Piperaki i Parissi-Po-
ulou [37] do oznaczania enancjomerow fluoksetyny zaproponowali takze technike
HPLC. W badaniach wykorzystano B-cyklodekstryny (B-CD) i B-hydroksypropylo-
cyklodekstryny (HPB-CD). Krzywa wzorcowa jest prostoliniowa w zakresie 50-500
ng/cm?, a granica wykrywalnosci wynosi 5 ng/cm’ dla FLU i 4 ng/cm®dla NFLU.

Metode¢ oznaczania enancjomerow fluoksetyny i norfluoksetyny zaproponowali
tez Pichini i wspotpracownicy [38]. W badaniach stosuje si¢ najpierw ekstrakcje do
fazy stalej, a nastgpnie rozdziat stereoizomerdw za pomocg technik HPLC z detekcja
spektrofotometryczng w zakresie UV przy A=220 nm. Jako wzorzec wewnetrzny
stosuje si¢ klozeping. Granica oznaczalnosci dla pojedynczych sktadnikow wynosi
10 ng/cm’.

Wigkszo$¢ metod chromatograficznych oméwiono w pracy przegladowej Eapa
i Baumanna [24]. W$rod nich na szczeg6lng uwage zastuguje metoda zaproponowa-
na przez Eapa i wspolpracownikow [39], z zastosowaniem chromatografii gazowe;j
w potaczeniu ze spektrometrig mas. Metoda ta umozliwia oznaczania enancjomeréw
fluoksetyny i fluwoksaminy w zakresie odpowiednio 10-750ng/ml dla FLU i NFLU
oraz 50-500ng/ml dla FLW.

Oprocz metod chromatograficznych, do oznaczania fluoksetyny opracowana zosta-
fa, przez Atmace [40], metoda fluorymetryczna. Jest to prosta metoda, wykorzystujaca
7-chloro-4-nitrobenzenofurazan (NBD-CI), jako wysoce czuly i selektywny zwiazek
fluorescencyjny z I- i II-rzgdowymi aminami. Reakcja zachodzi w $rodowisku alka-
licznym (pH=8,5) i w temperaturze 70°C. W optymalnych warunkach istnieje liniowa
korelacja pomigdzy intensywnoscig fluorescenc;ji (1) i stezeniem w granicach 40-100
ng/cm?®. Proponowana metoda jest czula, specyficzna i moze by¢ wykorzystywana do
badan probek biologicznych.

Metody oznaczania fluwoksaminy
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W przypadku oznaczania fluwoksaminy, podobnie jak fluoksetyny, przewazaja
metody chromatograficzne. Pullen i Fatmi [23] zaproponowali szybka, czulg i niedroga
metode¢ oznaczania fluwoksaminy w osoczu, niezbgdng w terapeutycznej kontroli leku.
Fluwoksaming i nortryptyling — jako wzorzec wewnetrzny oznaczania — wyekstraho-
wano z osocza octanem etylu i poddano reakcji z chlorkiem dansylu. Dzigki zastoso-
waniu chlorku dansylu otrzymano fluoryzujace pochodne fluwoksaminy. Pochodne
oznaczono metoda HPLC w odwréconym uktadzie faz i detekcja fluorescencyjna
Metoda ta pozwala na oznaczenie fluwoksaminy w zakresie stezen 10—1000 ng/cm®.
Do badan wykorzystuje si¢ 1 cm?® probki osocza. Uzyskany tg metodg czas rozdziatu
jest krotki i wynosi 12 minut. Autorzy proponujg zastosowanie tej metody do ozna-
czania probek klinicznych.

Van der Meersch-Mougeot i Diquet [41] zaproponowali metode oznaczania fluwok-
saminy w osoczu ludzi i szczurow. Wykorzystali technike chromatografii cieczowe;j
HPLC, natomiast wzorcem wewnetrznym byta klowoksamina. Zastosowano detekcje
w nadfiolecie (A=254 nm) i otrzymano krzywa wzorcowg pozwalajaca na oznaczenie
fluwoksaminy w zakresie stezen 2-400 ng/cm?® Granica wykrywalno$ci metody wyno-
sita 0,5 ng/cm?. Obecno$¢ innych lekow przyjmowanych podczas terapii nie powoduje
analitycznych zaktocen. Metoda ta jest przydatna do rutynowego monitorowania leku
i badan farmakokinetyki FLW w plynach ustrojowych.

Foda [42] opracowal metode chromatograficznego oznaczania maleinianu flu-
woksaminy w preparatach farmaceutycznych. Jest to czuta, szybka i specyficzna
metoda oparta na technice HPLC w odwroconym uktadzie faz, z detekcjg spektrofo-
tometryczng przy A=240 nm. Zakres oznaczania uzyskany tg metoda wynosi 0,5-12
pg/cm?, a wspotczynnik korelacji 1>0,9997. Umozliwia ona rutynowe analizy FLW
oraz kontrole jakosci lekow zawierajacych fluwoksaming.

Fluwoksaming w tabletkach mozna rowniez oznacza¢ metodg opracowang przez
Alhaidera 1 wspotpracownikow [43]. Wykorzystali oni procedurg¢ HPLC z kolumna
C,,» w ktorej fazg ruchomg stanowi mieszanina CH,CN i CH,COONa (80-20%). De-
tekcje prowadzono w nadfiolecie przy A=240 nm. Ci sami autorzy opracowali metode
spektrofotometryczng oznaczania fluwoksaminy opartg na tworzeniu komplekséw char-
ge-transfer z chloranilem. Fluwoksamina reaguje z chloranilem w wodnoetanolowym
srodowisku (w buforze o pH=9) tworzac kompleks o maksimum absorpcji przy 347
nm. Autorzy przeprowadzili badania kompleksu i jego trwatosci. Metoda pozwala na
oznaczanie 2-25 pg/cm?® fluwoksaminy. Granica wykrywalnosci wynosi 0,4 ng/cm®.
Reakcje wykorzystano do oznaczania zawartosci fluwoksaminy w tabletkach ,,Fevarin”
zawierajacych 50 mg maleinianu fluwoksaminy.

Inng spektrofotometryczng metode oznaczania FLW w tabletkach zaproponowat
Atmaca [44]. Metoda ta oparta jest na barwnej reakcji fluwoksaminy z kwasem 2,4,6-
trinitrobenzenosulfonowym. Badania przeprowadzono w srodowisku zasadowym przy
pH=8 i w temperaturze pokojowej. Maksimum absorbancji uzyskano przy 420 nm. Przy
tej dhugoscei fali wykonano krzywg wzorcowa. Zalezno$¢ prostoliniowg uzyskano w za-
kresie stezen 2,5-20 ug/cm’®. Wspoétczynnik korelacji obliczony z krzywej wzorcowej
wynosi 0,9999. Zmian absorbancji nie stwierdzono w ciggu 2 godzin. Proponowana
metoda jest prosta i czuta (¢ =2-10* dm3-mol'-cm™), charakteryzuje si¢ duza precyzja
i doktadnoscig. Mozna jg poleci¢ do rutynowych analiz fluwoksaminy.



Wybrane metody oznaczania fluoksetyny i fluwoksaminy 613

Ekstrakcyjno-spektrofotometryczne metody oznaczania fluwoksaminy i fluoksetyny
opracowata Starczewska i wsp. [45, 46]. Polegaja one na tworzeniu barwnych potaczen
tych zwigzkow z chromazurolem S oraz eriochromocyjaning R. Proponowane metody
pozwalaja na oznaczanie fluwoksaminy w zakresie stezen 7—100ppm oraz fluoksetyny
w zakresie 5-50ppm dla uktadow z chromazurolem S oraz na oznaczanie fluwoksa-
miny w zakresie stezen 2—40ppm oraz fluoksetyny w zakresie 2—20ppm dla uktadoéw
z eriochromocyjaning R. Sg one czute i z powodzeniem mogg by¢ zaproponowane do
oznaczania fluwoksaminy i fluoksetyny w preparatach farmaceutycznych.

Nevado i wspolpracownicy [47] opracowali metodg jednoczesnego oznaczania flu-
oksetyny i fluwoksaminy za pomocg elektroforezy kapilarnej. Uzyskany limit detekcji
dla obu zwigzkow wynosit Img/1. Do badan stosowano elektrolit podstawowy — bufor
fosforanowy o stgzeniu 40mM 1 potencjat 8kV. Metoda ta umozliwia oznaczanie
fluoksetyny i fluwoksaminy w czasie nie dtuzszym niz 2,5 godziny. Zaproponowana
metod¢ autorzy wykorzystali do oznaczenia wyzej wymienionych zwigzkéw w 9
preparatach farmaceutycznych.

Wydaje sie, ze wymienione powyzej procedury analityczne dotyczace metod ozna-
czania fluoksetyny i fluwoksaminy potwierdzaja bardzo duze zainteresowanie lekami
psychotropowymi. Z przytoczonego przegladu metod wynika, ze do oznaczania tych
zwigzkdéw moga by¢ stosowane zarowno skomplikowane metody badawcze, np.: HPLC
czy elektroforeza kapilarna, jak i metody chemiczne nie wymagajace specyficznej
aparatury analitycznej, np. spektrofotometria. Coraz szersze zastosowanie tej grupy
zwigzkow w lecznictwie psychiatrycznym prawdopodobnie wymusi konieczno$¢ po-
szukiwan nowych, coraz szybszych i doktadniejszych, metod ich oznaczania zaréwno
w postaci czystej, jak i w preparatach farmaceutycznych i ptynach ustrojowych.
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Ausgewiihlte Methoden der Markierung von Fluoxetine und Fluvoxamine

Zusammenfassung

Es wurden zwei Inhibitoren Riickabsorbtion der Serotonin (SSRIs) untersucht: Fluoxetine
und Fluvoxamine. Aus der Literaturiibersicht geht hervor, dass viele quantitative Methoden
zum Kennzeichnen dieser Verbindungen in pharmakologischen Préparaten und im Plasma
angewandt werden, besonders im Bereich der Konzentrate unter ng/ml, was im therapeutischen
Monitoring dieser Medikamente niitzlich ist.

Die meisten vorgeschlagenen Vorgénge stiitzen sich auf die Untersuchungen dieser Ver-
bindungen mit spektrofotometrischen, elektrochemischen und chromatografischen Methoden
mit Anwendung unterschiedlicher Detektoren.
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Les méthodes choisies de la détermination de fluoxetine et de fluvoxamine

Résumé

On analyse deux inhibiteurs sélectifs de I’absorption réversible de sérotonine(SSRIs) — flu-

oxetine et fluvoxamine. La revue de la littérature en question démontre que I’on utilise plusieurs
méthodes quantitatives de la détermination de SSRIs dans les produits pharmaceutiques et dans
le plasma, surtout pour la concentration ng/ml , qui servent au monitoring thérapeutique de ces
médicaments. La plupart de ces procédures base sur les recherches spectrophotométriques ,
éléctrochimiques , chromatographiques liées avec plusieurs détecteurs.
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