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Analiza toksykologiczna wybranych
p-adrenolitykow w diagnostyce zatruc¢

Toxicological analysis of selected peta-adrenergic blockers in
diagnosis of intoxications

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sgadowej AM w Poznaniu
Kierownik: prof. dr hab. Z. Przybylski

Praca dotyczy opracowania efektywnych metod analizy jakosciowo-ilosciowej wybranych
p-adrenclitykéw przydatnych zarédwno w monitorowanej terapii, jak i tanatologicznej
diagnostyce zatrué. W badaniach wykorzystano metode chromatografii gazowej (GLC) oraz
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Dla celéw izolacji badanych zwigzkow
z materialu biologicznego zastosowano metody klasycznej ekstrakcji oraz uzyto fazy state
(SPE); Extrelut-20 (Merck); Abselut Nexus (Varian) i STRATA C - 18 E (Phenomenex).
Program badawczy dotyczyt analizy najczesciej stosowanych pochodnych: Atenolol, Acebutol,
Metoprolol, Oxprenolol, Praktolol, Propranolol, Bunitrolol, Bupranolol, Labetolol.

The study aimed at finding effective techniques of qualitative and quantitative analysis of
selected peta-adrenergic blockers, useful both for monitoring of therapy and for
thanatological diagnosis of intoxications. The studies took advantage of gas chromato-
graphy (GLC) and high performance liquid chromatography (HPLC). For isolation of
studied compounds from biological materiat, classical and solid phase extraction
procedures (SPE) Extrelut-20 (Merck), Abselut Nexus (Varian), STRATA C - 18 E
(Phenomenex) were used. The program included the analysis of most frequently applied
derivatives:  Acebutol, Atenolol, Bunitrolol, Bupranolol, Labetolol, Metipranolol,
Metoprolol, Oxprenolol, Practolol, Propranolol.

Stowa kluczowe: peta-adrenolityki, izolacja, analiza jakosciowo-
ilosciowa, chromatografia GLC, HPLC

Key words: peta-adrenergic blockers, isolation, qualitative
and quantitative analysis, GLC and HPLC chromatographies

WPROWADZENIE

"Ocena kazuistyczna Zaktadow Medycyny Sadowej wskazuje na znaczacy
udziat zgonoéw spowodowanych niewydolnoscig krgzeniowg. Dla wiekszosci tych
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przypadkow tanatologiczna ocena przyczyny $mierci, uwzgledniajgca inne
okolicznosci towarzyszgce, wynikajgce m.in. z historii choroby lub z wywiadu,
potwierdza czesto fakt diugotrwatego zazywania lekéw zwigzanych z przewlekia,
czy ostrg niewydolnoscig krazeniowg (choroba niedokrwienna serca, nadci$nie-
nie tetnicze, zaburzenia rytmu, przebyty zawat).

Kompleksowa ocena przyczyny smierci dla tych przypadkéw wymaga zawsze
odpowiednich badan toksykologicznych, uwzgledniajgcych diagnostyke chemiczng,
pozwalajacg na okre$lenie poziomu zazywanego leku we krwi w chwili zgonu.
Niezaleznie od ukierunkowanych zapotrzebowan toksykologiczno-sgdowych,
zwigzanych z diagnostykg chemiczng zatru¢ smiertelnych tg grupg lekéw, nalezy
zawsze uwzgledni¢ skuteczng profilaktyke zatru¢ i zwigzang z nig terapie
monitorowang. Koniecznos¢ wykonywania odpowiednich badan analitycznych
niezbednych w ustaleniu bezpiecznego i efektywnego poziomu wybranego leku
w ptynach ustrojowych, pozwala na racjonalne korelowanie dawki leku
w odniesieniu do oczekiwanych efektow farmakologiczno-klinicznych. Dotychcza-
sowe metody analizy p-adrenolitykbw w materiale biologicznym dotyczyty
pojedynczych pochodnych, ktére byty badane metodami chromatografii gazowej (3,
8, 15, 16, 18) lub cieczowej (1, 2, 4-7, 9-14, 17). W procesie izolacji wybranych
p-adrenolitykéw stosowano gtéwnie klasyczng ekstrakcje typu ciecz/ciecz ze
Srodowiska zasadowego oraz sporadycznie state fazy ekstrakcyjne (SPE).

Majac na uwadze szerokag warto$¢ diagnostyczng badan toksykologicznych, przy-
datnych zaréwno w profilaktyce, jak i w ustalaniu przyczyny czy rodzaju zatrug,
opracowano warunki réwnoczesnej analizy jakosciowo-ilosciowej najczesciej
stosowanych w lecznictwie pochodnych p-adrenolitykéw. Przydatno$¢ opracowanej
metody sprawdzono podczas rutynowych badan diagnostycznych prébek krwi
zabezpieczonych podczas monitorowanej terapii klinicznej wybranymi p-adrenolitykami.

MATERIAL | METODY

W badaniach uzyto odpowiednich substancji wzorcowych wybranych
(5-adrenolitykéw, ktérych strukture chemiczng przedstawia tabela |I.

Analiza jakosciowo-ilosciowa (3-adrenolitykow metoda chromato-
grafii gazowej (GLC)i cieczowej (HPLC)

W badaniach uzyto chromatograf gazowy Auto System XL z oprogramowaniem
PE Nelson Turbochrom Navigator Ver. 41, wyposazonym w ukifad detektorow
systemu dual FID/NPD. Stosowano kolumne kapilarng firmy Supelco SPB-1 df. 15
mm 0 0.53 mm, grubos$¢ filmu fazy ciekiej 2.0 urn. Szybkos$é przeptywu gazu
nosnego /hel/ 2,8 cm’/min. Optymalny rozdziat zespotu badanych zwigzkéw
zapewnia zastosowanie nastepujgcych parametrow temperaturowych: dozownik
i detektor 250°C oraz programowy zakres temperatury termostatu: T 170°C
(0 min.) T 5°C/min T, 270°C (2 min.) t 5°C/min. T, 280°C/2 min.

Nr4
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Tabela |. Struktura chemiczna badanych p-adrenolitykow.

Table
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I. Chemical structure of examined peta-adrenergic blockers.
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Analize technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) przepro-
wadzono na chromatografie cieczowym HPLC Perkin Elmer 1022 LC Plus,
wyposazonym w detektor Perkin Elmer 785 A UV/VIS (X= 222 nm), uzyto
kolumny LiChroCart 250-4, LiChrospsher 60, RP-selected B (5 urn), objeto$é¢
dozownika 20 ul.

Optymalny rozdziat uzyskano przy uzyciu dwustopniowej pompy ze zmiennym
gradientem procentowej ilosci skitadnikéw fazy rozwijajgcej. Zmiany fazy
ruchomej (przeptyw 0.7 cm’/min) o sktadzie:

A - 60% acetonitryl 40% 0.02 mol NaH,PO,

B - 15% acetonitryl 85% 0,02 mol NaH,PO,

W postepujgcym procesie chromatograficznym gradientowe zmiany stezen
fazy ruchomej nastepowaty cyklicznie zgodnie z ponizszym programem.

AQ0% zmiana A 25% zmiana A 50% zmiana A 0%

B 100% 3 min. B 75% 3 min. B 50% 2 min B 100%

Zasada oznaczenia p-adrenolitykéw metodg GLC i HPLC - krzywe
kalibraciji

Podstawg wykonania analizy iloSciowej byt wiasciwy rozdziat jakosciowy
analizowanej pochodnej i wzorca wewnetrznego. Oznaczenie iloSciowe
poszczegodlnych sktadnikdw oparto o metode wzorca wewnetrznego o innym
czasie retencji anizeli zwigzek oznaczany i krzywa kalibracyjng. W przypadku
metody GLC dla badanej grupy zwigzkéw wzorcem wewnetrznym byta kofeina.
Przygotowano etanolowe roztwory wzorcowe badanych pochodnych w zakresie
0.5 - 2.0 mg/cm dodajgc do kazdego statg ilos¢ wzorca wewnetrznego (kofeina
zasada) 1.0 mg. Roztwory kalibracyjne w objetosci 1 ul wprowadzono do komory
nastrzykowej chromatografu (0.5 - 2 ug = 500-2000 ng).

W przypadku analizy ilosciowej metodg HPLC sprawdzony zakres kalibracjnej
zaleznosci AB=f (c) dotyczyt przedziatu 0.02 - 0.2 ug = 20 - 200 ng badanych
substancji. Powyzszg oznaczalno$¢ kalibracyjng uzyskano w warunkach
precyzyjnego automatycznego wprowadzenia statej objetosci (20 ul) podstawowych
etanolowych roztworéw wzorcowych o wzrastajgcym stezeniu badanych pochod-
nych (1.0 - 10 ug/cm’) bez koniecznosci uzywania wzorca wewnetrznego.

Warunki izolacji badanych zwigzkéw dotyczyty surowicy krwi ludzkiej, ktorg obcigzo-
nO,Statg iloscig badanego leku (0.1 mg/cm’). Po okresie inkubacji (+ 24 godz. temp.
20°C) kazda probke poddano zrdznicowanej izolacji z uzyciem klasycznej ekstrakciji
(ciecz/ciecz) z zastosowaniem fazy statej (Extrelut-20 firmy Merck) oraz gotowych
kolumn ekstrakcyjnych Abselut Nexus firmy Varian i Strata C 18 E Phenomenex..

Warunki ekstrakcji klasycznej

10 cm’ obcigzonej surowicy doprowadzonej do pH (9-10) poddano ekstrakcji
chloroformem (3x15 cm®). Pofgczone ekstrakty po przemyciu wodg (20 cm®)
i osuszeniu (Na,S0,) odparowano do sucha. Pozostatlo§¢ po rozpuszczeniu
1 cm etanolu badano chromatograficznie.
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Warunki ekstrakcji SPE z uzyciem Extrelutu-20

Na kolumne wypetniong fazg Extrelut-20 (3.0 g) wprowadzono 10 cm’
surowicy obcigzonej 1 mg badanej substancji. W celu uzyskania petnej adsorbcji
prébke pozostawiono na kolumnie 2 godz. Nastepnie kolumne przemyto
trzykrotnie 10 cm’® chloroformem. Po osuszeniu potgczone ekstrakty (Na,SO0,)
odparowano do sucha i pozostatos¢ po rozpuszczeniu w 1 cm’ etanolu
analizowano chromatograficznie.

Warunki ekstrakcji SPE z uzyciem fazy Abselut Nexus LRC - 60 mg
i Strata 18 E

1 cm’® surowicy krwi ludzkiej zawierajgcej 0.1 mg badanej substancji nanie-
siono bezposdrednio na kolumne i przesgczono z predkoscig 1 cm /min.
Nastepnie kolumne przemyto wodg (1 cm’) i osuszono w prozni uzywajgc pompy
wodnej. Desorbcje badanych zwigzkéw przeprowadzono przy uzyciu metanolu
(1 cm). Otrzymany ekstrakt odparowano do sucha i przed badaniem chromato-
graficznym ponownie rozpuszczono w 1 cm’ alkoholu etylowego.

Wykonanie oznaczenia w materiale biologicznym (krew, mocz)

Materiatem uzytym do badan byly prébki krwi i moczu oso6b leczonych
p-adrenolitykami w Klinice Nadcisnienia Tetniczego i Choréb Naczyn AM
w Poznaniu, w warunkach terapii monitorowanej. Probki krwi bezposrednio po
pobraniu zostaty odwirowane a uzyskane osocze w ilosci 1 cm® zostato
wykorzystane do izolacji (3-blokeru na kolumienkach ekstrakcyjnych Abselut -
Nexus, zgodnie z powyzszym przepisem.

W przypadku moczu: 1 cm’ po umieszczeniu w probéwce dodano 0.5 cm
buforu octanowego o pH 5, 10 ul roztworu p-glukuronidazy i poddano inkubacji
37°C 1 godz. Nastepnie probke poddano izolacji metodg SPE z uzyciem
Abselut-Nexus analogicznie jak w przypadku krwi.

WYNIKI | DYSKUSJA

Rownoczesna analiza jakosciowa wybranych p-adrenolitykbw moze by¢
przeprowadzona metodg chromatografii gazowej z uzyciem kolumny kapilarnej
wypetnionej niepolarng fazg SPB-1. W proponowanych warunkach mozna
dokona¢ rozdziatu dziewieciu badanych pochodnych (ryc. 1).

W przypadku analizy acebutolu metodg GLC uzyskano dwa piki, ktérych
obecnos¢ mozna interpretowa¢ jako nastepstwo jego rozktadu termicznego,
ograniczajgce analize ilosciowg tego zwigzku. Podstawg do wykonania analizy
ilosciowej pozostatych zwigzkéw byt wiasciwy rozdziat jakosciowy analizowanego
leku i zaproponowanego wzorca wewnetrznego, ktéorym byta termicznie stabilna
kofeina zasada. Metoda analizy ilosciowej, opartej o zastosowanie wzorca
o innym czasie retencji okazata sie bardzo doktadna. llosciowa interpretacja
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zaleznosci pomiedzy stezeniem oznaczonego sktadnika (c) a stosunkiem (R)
powierzchni piku substancji oznaczonej do powierzchni piku wzorca wewnetrz-
nego (R=f(c)j charakteryzuje sie duzg powtarzalnoscig. Ocena przebiegu liniowej
zaleznosci zakresu kalibracji badanych pochodnych (0.5 - 2.0 ug/1ul) (tabela II)
spetnia zaleznos¢ y=ax i charakteryzuje sie wysokim wspotczynnikiem korelaciji.

23.40 ACEBUTOLOL

B.57 OKSPRENOLOL

8.66 BUNITROLOL
12.62 PROPRANOLOL

10.61 METOPROLOL
12.97 METIPRANOLOL
16.07 ATENOLOL

1.76 LABETOLOL
15.54 PRAKTOLOL
17.36 ACEBUTOLOL

°

[min.]

Ryc. 1. Rozdziat chromatograficzny badanych [3-adrenolitykéw, metodg GLC.
Fig. 1. Chromatographic separation of examined peta-adrenergic blockers by
the GLC method.

Najlepsze wyniki rozdziatu uzyskano przy zastosowaniu wysokosprawnej
chromatografii cieczowej stosujgc gradientowg zmiane fazy rozwijajgcej zgodnie
z proponowanych schematem i uzytym systemem detekcji UV k = 222 nm,
uzyskano réwnoczesny rozdziat wszystkich badanych zwigzkow (Ryc. 2).

Przeprowadzona analiza ilosciowa i ustalony zakres kalibracji (0.02 - 0.2
ug/20 ul) wskazuje na wyzszg oznaczalno$¢ badanych zwigzkéw w przypadku
uzycia chromatografii cieczowej. Porownawczg ocene statystyczng powtarzalno-
$ci oznaczen badanych zwigzkéw w kalibrowanych zakresach stezen, z uzyciem
obu metod (GLC i HPLC) przedstawiono w tabeli .

Uzyskane zalezno$ci wskazuja, ze procentowe wzgledne odchylenie standar-
dowe (Sr) dla oznaczen badanych pochodnych metodg HPLC wykazuje nizsze
warto$ci anizeli dla metody GLC. Warto$¢ Sr dla oznaczern badanych pochod-
nych nie przekracza wartosci 9% i miesci sie w normie, akceptacji przyjetej dla
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rutynowych metod instrumentalnych. W ocenie poréwnawczej osiggow detekc;ji
opracowanych metod nie bez znaczenia jest warto$é progowej oznaczalnosci
badanych zwigzkoéw, ktéra jest zdecydowanie wyzsza dla metody HPLC (okoto
0.02 ug =20 ng) niz dla GLC (okoto 0.5 ug=500 ng).

N ]
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Ryc. 2. Rozdziat chromatograficzny badanych p-adrenolitykéw metodg HPLC
Fig. 2. Chromatographic separation of examined peta-adrenergic blockers by
the HPLC method.

Przeprowadzone badania odzysku p-adrenolitykbw z obcigzonego osocza
krwi ludzkiej, z zastosowaniem faz staltych adsorbcyjnych (tabela Il.), wykazaty
zdecydowanie wyzsze wartosci wyktadnikow izolacji anizeli przy zastosowaniu
metody klasycznej ekstrakcji typu ciecz/ciecz. Uzycie standardowych dla zasad
warunkéw izolacji (pH=9-10, chloroform), wskazuje na zréznicowane efekty
odzysku w przedziatach 19%, 20% (Metoprolol, Oksprenolol) do 71%, 79%,
(Bunitrolol, Metiprolol). Zastosowanie statych faz ekstrakcyjnych (Abselut,
Nexus), a w szczegolnosci STRATA C 18 E, zapewnia szybki i efektywny proces
izolacji, ktéory w praktyce sprowadza sie do trzyetapowego postepowania;
adsorbcja analitu z osocza, ptukanie woda i desorbcja. Najmniej zréznicowane
parametry odzysku w zakresie 38% (Bunitrolol) do 81% (Metoprolol) uzyskano
przy zastosowaniu fazy Extrelut-20. Przydatno$¢ metody HPLC uznanej za
bardziej precyzyjng, sprawdzono podczas rutynowej analizy Metoprololu,
Atenololu i Acebutolu w probkach krwi i moczu oséb poddanych monitorowanej
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terapii choroby nadcisnieniowej w warunkach polipragmazji. Proces izolacji
badanych zwigzkéw z osocza krwi i moczu, po uprzedniej hydrolizie enzymatycz-
nej, przeprowadzono w warunkach rutynowej analizy toksykologicznej z uzyciem
fazy statej Abselut Nexus.

Tabela Il. Parametry statystyczne zakresdw kalibracji oraz wydajnos¢ ekstrakcji

(procent).

R - wspotczynnik korelacji, Sr - procentowe odchylenie standardowe
Table Il. Statistic parameters of calibration range and extraction recovery

(percentage)

R-correlation coefficient, Sr - standard deviation.
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Tabela Ill. Wyniki analizy wybranych p-adrenolitykdw w materiale biologicznym
(krew, mocz) i ich zakresy stezen we krwi.

Table lll. Analytical results of selected peta-adrenergic blokers in biological

materiat (blood, urine) and their concentration ranges in the blood.

Parametry Stf;ﬁ;?;i;ne zakresow Srednia wydajno$¢ ekstrakcji (%) n=3
Statistic parameters of calibration range Mean recovery of extraction n=3
Strata
Badany
zwigzek Metoda GLC Metoda HPLC Ekstrak- CPLS E
Examined GLC method HPLC method klas‘;{izna Extre- | Abselut | nome
" - -
compoun Classic lut-20 | Nexus nex
. extraction | Merck | Varian
rosr=r | o s =S2 1% pH = 0-10
X X CHCI,
Acebutol - - 0.9998 47 63 59 65
Atenolol 0.996 4.37 0.9997 5.22 20 59 34 -
Bunitrolol 0.998 3.25 - - 71 38 26 -
Bupranolol - - 0.9994 6.56 49 55 62 93
Labetolol 0.9996 7.02 0.9995 7.06 65 64 88 89
Metipranolol | 0.999 7.48 0.9993 2.50 79 41 54 75
Metoprolol 0.998 545 0.9996 144 19 81 75 %4
Oksprenolol | 0.999 7.93 0.9996 3.00 20 76 75 69
Praktolol 0.998 6.88 0.9998 142 27 56 65 85
Propranolol - 445 0.9998 0.93 51 61 64 83

Uzyskane wyniki badan (tabela Ill) wskazujg na szerokie mozliwosci ozna-
czalnosci w warunkach poziomoéw terapeutycznych odbiegajgcych znaczaco od
czesciej spotykanych w toksykologii sgdowej wyzszych poziomoéw toksycznych
czy $miertelnych.

Opracowana metoda umozliwia rownoczesng analize wybranych
p-adrenolitykow w uktadzie monoterapii, jak rowniez w czesto stosowanych
ztozonych ukfadach terapeutycznych polipragmazji.

Podany Poziomy p-adrenolityku
p-adrenolityk Leki Level of p-adregenergic blocker
Badany przypadek | agministrated | wspomagajace ug/cm’
Examined case p-adrenergic | Adjuvant drugs Krew Mocz
blocker blood urine
Metoprolol Preductal,
i 0.06 0.32
MM. .47 S 50 mg Inhibace
Effox, Enap
KT.1.58 <S gﬁoetncq’gro'm 0.08 0.58
Metoprolol Olicard,
i i 0.07 0.63
SJ.1.50S 50 mg 'l;/lgllsolggl?wma,
Effox, Enap
Metoprolol S 0.7 0.15
W.B.1.62% 100 mg Tertensif .
Prestarium
ME. . 57 O ﬁ‘ggbn‘igo' 0.10 328
Atenolol Polpresin,
BJ. .57 $ 100 mg Diaprel 0.20 4.34
Atenolol Etfox,
$C154S ) O%”%g Molsidomina 0.20 27
. Zakresy stezen (ng/cm’wg 14)
gr-]:(lilrzeor\:(l)?i?;:( Range of concentration ((ng/cm’ ac. 14)
Analysed
[l.))l-adlzegenerglc Terapeutyczny Toksyczny Smiertelny
ocker Therapeutic Toxic Lethal
METOPROLOL 0.02-0.6 10 -
ATENOLOL 01 -10 27.0 250.0
ACEBUTOL 0.2 - 15-20
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WNIOSKI

Szerokie stosowanie lekéw z grupy p-adrenolitykéw wymaga odpowiednich
metod analitycznych, przydatnych w monitorowanej terapii oraz w diagnostyce
chemicznej zatru¢ w toksykologii klinicznej i sgdowej.

Roéwnoczesng analize jakosciowo-ilosciowg wybranych p-adrenolitykéw, obok
innych lekow wspomagajgcych w materiale biologicznym (krew, mocz), mozna
dokona¢ przy uzyciu metod chromatografii gazowej (GLC) i cieczowej (HPLC).

Ocena poréwnawcza walidacyjnych parametréw kalibracyjnych (specyficz-
nos¢, doktadnos$é, czutos¢ i precyzja) wyréznia metode HPLC, jako bardziej
przydatng w analizie p-adrenolitykéw w materiale biologicznym.

Efektywne parametry izolacji (wydajnos$¢, czystos¢ ekstraktow, szybkosé
wykonania) badanych zwigzkéw wskazujg na preferencyjne uzycie statych faz
ekstrakcyjnych (Extrelut-20, Abselut-Nexus, STRATA 18 E) w poréwnaniu
z klasyczng metodg ekstrakcji typu ciecz/ciecz.
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