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INTRODUZIONE

La Clozapina è un farmaco usato in molti Ospedali  per
il trattamento di pazienti psichiatrici. Noi usavamo nel
nostro Laboratorio, per il dosaggio della Clozapina, un
metodo che si ispirava a un lavoro in cui però si faceva uso
di un'estrazione liquido-liquido con solventi organici [1].
Per evitare ciò noi abbiamo ricercato un metodo basato
sull'estrazione in fase solida (SPE), ovvero con colonnine
specifiche. Abbiamo trovato in letteratura molti metodi
con estrazione sia in fase liquida che in fase solida, e con
apparecchiature di complessità più o meno rilevante [2-
10]. Disponendo di colonnine SPE di recente produzione
abbiamo voluto testarle per gli scopi che sci prefiggevamo.
Il metodo che ne è risultato ci sembra semplice, veloce e
con buone caratteristiche di accuratezza, riproducibilità,
linearità e resa di estrazione.

MATERIALI E METODI

Tutti i reagenti erano di grado analitico o cromatogra-

fico e sono stati acquistati dalla Merck (Daremstadt,
Germania). Le Colonnine SPE erano le Phenomenex
Strata X da 1 ml  (Torrance, CA, USA). La Clozapina è
stata fornita dalla Sandoz (Milano, Italia) e la Triprolidina
dalla Sigma-Aldrich (Milano, Italia). L'apparecchiatura
usata era un "System Gold" Beckman equipaggiato con
una pompa binaria modello 126 ed un detector U.V.
"Diode-Array" modello 128 regolato a 241 nm. Le iniezio-
ni sono state eseguite manualmente tramite un iniettore
Rheodyne 7125 fornito di loop da 50 µl. La separazione
è stata effettuata su una colonna (Sigma-Aldrich/Su-
pelco, Milano, Italia). La fase mobile cosisteva di una
miscela di H3PO4 all'85%/Trietilamina/Acqua/A-cetonitri-
le nelle proporzioni 10/5/70/15 (v/v/v/v), ed il flusso era
regolato a 1 ml/min.

La preparazione del campione avveniva come segue:
1) una curva standard veniva preparata aggiungendo

100, 200, 400 e 600 ng di Clozapina ad alterttante ali-
quote di 500 µl ciascuna di un pool di sieri umani esenti
dal farmaco; ogni campione incognito consisteva pure di
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ABSTRACT

In our laboratory we needed to investigate a method in order to replace the liquid-liquid extraction of serum
samples for clozapine determination

We took advantage of the newly available Strata X SPE columns (Phenomenex, CA, USA). We changed and
optimised the suggested procedure in the following way: a) the sample loading and elution were performed strictly by
gravity; b) the columns was washed with a strenghter eluent; c) no drying of the SPE column was needed before the
final elution; c) we discarded the first 200 microlitres of eluent and held the next 500. Afterwards we submitted the
reconstituted extract to HPLC under the following conditions: UV detector was set at 241 nm; the mobile phase was
15% Acetonitrile in Phosphate/Trietylamine buffer pH 2.1. We found this method easy to perform and reliable for
routine analysis, and it allows us avoiding manipulation of volatile organic solvents.

RIASSUNTO

Nel nostro Laboratorio volevamo convertire il precedente metodo di estrazione della Clozapina nel siero umano da
liquido-liquido ad estrazione in fase solida. Ci siamo avvantaggiati delle colonne di recente produzione. Strata X
(Phenomenex, CA, USA), rielaborando ed ottimizzando la procedura suggerita dal Produttore. Le principali differen-
ze consistevano nel percolare il campione strettamente per gravità, nell' aumentare la forza del primo lavaggio, nel
non portare a secco la colonnina prima della eluizione, nell'eluire per gravità e nello scartare i primi 200 µl di eluato.
Dopodichè abbiamo sottoposto l'estratto portato a secco e ricostituito ad HPLC nelle seguenti condizioni: detector U.V.
regolato a 241 nm; la fase mobile consisteva di Acetonitrile al 15% in tampone Fosfato/Trietilamina. Noi abbiamo giu-
dicato questo metodo facile da eseguire e adatto all'analisi di routine, senza complesse apparecchiature e senza
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500 µl; a tutto venivano aggiunti 500 µl di una soluzione
di tampone fosfato 0.1 M pH 6.2 e 1000 ng di Triprolidina
(lo Standard Interno).

2) Ogni colonna SPE viene dapprima condizionata
con 1 ml di Metanolo seguito da 1 ml di acqua, quindi
viene introdotto il campione o standard preparato come
descritto; si lava con 1 ml di Metanolo al 10% in acqua  e
si eluisce con una miscela di Ammoniaca 25% al 2%
(v/v) in Metanolo: di quest'ultima però si scartano i primi
200 µl e si trattengono i successivi 500. Questi vengono
portati a secco e ricostituiti con 200 µl di H3PO4. Si iniet-
tano 50 µl.

RISULTATI

La Fig. 1 mostra il cromatogramma di un pool di siero
umano non aggiunto (a) e aggiunto di Standard Interno
e di 400 ng/ml di Clozapina (b). La Fig. 2 mostra invece
un cromatogramma di un paziente inttratamento con
Clozapina. La tabella I mostra i risultati in termini di ripe-
tibilità nella serie e giorno dopo giorno. La linearità fu
esplorata fino a 1200 ng/ml (r = 0.9999) ed è risultata
migliore di quella del metodo di estrazione liquido-liqui-
do. Il recupero è superiore al 98%. Il limite di sensibilità
è inferiore a 20 ng/ml quando siano iniettati 50 µl. Non
abbiamo trovato necessario portare a secco le colonnine
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Figura 1
cromatogramma di un pool di sieri umani non aggiunto (a) e aggiunto di standard interno e di 400 ng/ml di clozapina.
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SPE fra il lavaggio e l'eluizione. Per quanto riguarda il
lavaggio stesso, benchè il produttore consigli di eseguir-
lo con  una percentuale di Metanolo del 5%, non abbia-
mo rscontrato significative perdite di farmaco fino al
30%. Perdite si riscontrano invece se il campione viene
applicato con un flusso troppo veloce, quindi è sconsi-
gliabile applicare un vuoto da sotto o una pressione da
sopra, ma è preferibile che il campione venga lasciato
percolare per la sola gravità. Infine abbiamo riscontrato
l'uscita su ogni campione o Standard di un picco ignoto
intorno ai 10 minuti, sicchè è necessario attendere un
tempo corrispondente prima di una nuova iniezione.

DISCUSSIONE

Noi giudichiamo il presente metodo molto semplice e
affidabile, e perciò adatto all'anallisi di routine anche per
laboratori che non dispongono di sofisticate apparec-
chiature cromatografiche. Esso non richiede la manipo-
lazione di solventi organici, ed un'ora è sufficiente per
portare a termine l'estrazione.
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Figura 2
cromatogramma di un paziente in terapia con clozapina.

Nella serie Giorno dopo giorno

Aggiunto (ng/ml) Trovato (media + s.d.)             n Trovato (media + s.d.)             n

200 203.5 + 9.2                             10 205.6 + 12.5                           15

400 395.1 + 12.2                           10 390.6 + 15.7                           15

800 797.8 + 17.6                           10 803.9 + 25.8                           15

1200 1203.5 + 23.6                         10 1199.8 + 27.0                            7

Tabella 1

ZILLI_bc.qxp  07/07/05  10.41  Pagina 28



5. Kollroser M, Schober C. Direct injection high performance
liquid chromatography ion-trap mass spectrometry for the
quantitative determination of olanzapine, clozapine and N-
desmethylclozapine in human plasma. Rapid Commun
Mass Spectrom., 2002;16(13); 1266-1272.

6. Mosier KE, Song J, McKay G, Hubbard JW, Fang J.
Determination of clozapine, and its metabolites N-
desmethylclozapine and clozapine N-oxide in dog plasma
using high- performance liquid chromatography . J.
Chromatogr. B Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 2003;
783(2); 377-382.

7. Titier K, Bouchet S, Pehourcq F, Moore N, Molimard M.
High performance liquid chromatographic method with
diode-array detection to identify atypical antipsycotics and
haloperidol in plasma after overdose. Chromatogr. B
Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 2003; 788(1); 179 -185.

8. Frahnert C, Rao ML, Grasmader K. Analysis of eighteen

antidepressants, four atypical antipsycotics and active
metabolites in serum by high performance liquid chroma-
tography: a simple tool for therapeutic drug monitoring.
Chromatogr. B Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 2003;
794(1); 35-47.

9. Garay Garcia L, Forfar-Bares I, Pehourcq F, Jarry C.
Simultaneous determination of four antipsycotic drugs in
plasma by high-performance liquid chromatography.
Application to  management of acute intoxications.
Chromatogr. B Analyt. Technol. Biomed. Life Sci.
2003;795(2); 257-264.

10. Zhou Z, Li X, Xie Z, Cheng Z, Peng W, Wang F, Zhu R, Li
H. Simultaneous determination of clozapine, olanzapine,
risperidone and quetiapine in plasma by high-performan-
ce liquid chromatography-electrospray ionisation mass
spectrometry. Chromatogr. B Analyt. Technol. Biomed.
Life Sci. 2004;802(2); 257-262. 

biochimica clinica, 2005, vol. 29, n. 1       29

SCIENTIFIC PAPERS CONRIBUTI SCIENTIFICI

ZILLI_bc.qxp  07/07/05  10.41  Pagina 29



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /t:\font\swizerlandcondensed
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /ENU <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [6519.685 9070.866]
>> setpagedevice


