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WSTEP

Chloropromazyna (CP) jest jednym z najstarszych neuroleptykow fenotiazynowych, kto-
re byly stosowane w lecznictwie weterynaryjnym w celu ztagodzenia stresu zwierzat zwia-
zanego z zatadunkiem i transportem. CP podawano zwierz¢tom rzeznym na kilka godzin
przed ubojem. Stwierdzono, ze po spozyciu zywnosci z pozostatoscia CP wystepowaty efekty
niepozadane u ludzi takie jak: nadci$nienie tetnicze, zottaczka mechaniczna oraz rozne zmia-
ny skorne [5]. Z uwagi na wysoka toksyczno$é zostata ona skreslona z Rejestru Srodkow
Farmaceutycznych i Materiatow Medycznych stosowanych wylacznie u zwierzat. Mimo to
istnieja podejrzenia, ze CP moze by¢ wykorzystana przez nieuczciwych hodowcow, co spo-
wodowalo, ze zwiazek ten zostat wlaczony do programu badan kontrolnych.

Gtowna droga eliminacji CP u zwierzat jest mocz, co powoduje, ze pozostatosci tego
zwiazku oznacza si¢ w nerkach oraz moczu zwierzat rzeznych. Okreslone zostato tymczaso-
we minimalne wymagania wartosci granicznej wydajnosci metod analitycznych MPRL (ang.
minimum required performance limit) stosowanych do oznaczania CP w nerkach i moczu
zwierzat, ktory wynosi 5,0 png/kg. MPRL jest to najmniejsza zawarto$¢ analitu jaka powinna
by¢ wykryta, zidentyfikowana i potwierdzona przez stosowang metode¢ analityczna. Waru-
nek ten spetniaja metody, w ktdrych sa stosowane uktady LC-UV [1, 2, 3], LC-FLD [6, 8],
LC-MS [1, 10] i LC-MS/MS [3, 4, 9]. Jednak zgodnie z wymaganiami zawartymi w Decyzji
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Komisji nr 2003/181/WE metody potwierdzajace stosowane dla grupy A, do ktorej naleza
substancje wykazujace dzialanie anaboliczne oraz substancje na stosowanie ktorych nie ma
urzgdowego zezwolenia, musza przekazywac informacje na temat struktury chemicznej ana-
litu. Dlatego tez metodami potwierdzajacymi oznaczania CP moga by¢ wylacznie metody,
gdzie zastosowane zostaly uktady LC-MS i LC-MS/MS [2].

Procedura przygotowania probek polega na ekstrakcji wstepnej, oczyszczaniu oraz zatg-
zaniu otrzymanego ekstraktu. Roznice pomigdzy metodami dotycza rozpuszczalnika stoso-
wanego do ekstrakcji (acetonitryl, acetonitryl/woda, metanol/woda /acetonitryl) oraz oczysz-
czaniu ekstraktu (kolumienki SPE C-8, C-18, Oasis HLB).

Do identyfikacji oraz oznaczania ilosciowego CP przewaznie stosowano uktad LC-ESI-
MS/MS. Najczgsciej stosowang metoda jonizacji jest rozpylanie cieczy zawierajacej bada-
na substancje w polu elektrycznym (ang. electrospray ionisation — ESI). W celu wywotania
wtornej fragmentacji stosowano glownie metode wzbudzania jonéw przez kolizje¢ (ang. col-
lisiom induced dissociation — CID). Rozdzielenie wiazki jondow wg wartosci stosunku m/z
prowadzono z zastosowaniem analizatora kwadrupolowego. Uktad pracowat w trybie jonéw
ujemnych. Identyfikacje i oznaczanie ilosciowe prowadzono przewaznie w systemie monito-
rowania wybranych reakcji tworzenia jondw metastabilnych MRM (ang. metastable reaction
monitoring) [3, 4,10].

Celem pracy bylo opracowanie w oparciu o dane z pisSmiennictwa oraz doswiadczenie
wlasne prostej metody identyfikacji oraz ilo§ciowego oznaczania CP w nerkach i moczu
zwierzat przy zastosowaniu techniki LC-MS/MS, ktora spetniataby zalecenia Decyzji Komi-
sji nr 2002/657/WE. [ 2 ].

MATERIALY I METODYKA

Wyposazenie pomiarowe

Chromatograf cieczowy firmy Agilent 1100 spektrometr masowy API 3000 LC-MS/MS System,
waga analityczna o doktadnosci + 0,1 mg, waga laboratoryjna elektroniczna o doktadnosci + 10 mg,
pipety automatyczne, system oczyszczania wody Millipore, taznia ultradzwigkowa, wiréwka labora-
toryjna, blok grzejny, wytrzasarka laboratoryjna, butla zawierajaca sprezony czysty azot oraz typowe
szkto laboratoryjne tj. pipety, kolby miarowe i probowki.

Odczynniki i roztwory

1. Woda, przynajmniej o trzecim stopniu czystosci, zgodnie z norma PN-ISO 3696:1999, 2. me-
tanol do LC - MS, 3. acetonitryl cz.d.a., 4. kwas octowy lodowaty cz.d.a., 5. substancja wzorcowa
chloropromazyny (Sigma-Aldrich), 6. standard wewngtrzny chloropromazyna —d3 (Cambridge Isotope
Laboratories. Inc.).

Przygotowanie probki do analizy

Materiat do badan stanowity probki tkanki nerki oraz mocz pochodzacej od bydta i trzody. Do czasu
analizy probki byty przechowywane w temp. ponizej -20 °C. Przed rozpoczgciem badania probke nerki
doprowadzano do temperatury pokojowej. Rozdrabniano probke laboratoryjna przy uzyciu maszynki do
mielenia migsa. Probke¢ moczu doktadnie mieszano, wirowano przez 10 min przy szybkosci ok. 3000
obr/min a nastgpnie przefiltrowano przez filtr membranowy 0,45 pwm.

Do probowek wirdéwkowych o pojemnosci 100 ml odwazano po 5,0 g probki i dodawano do kazde;j
po 50 ng standardu wewngtrznego. Nastepnie dodawano 20,0 ml acetonitrylu i homogenizowano na
tazni ultradzwigkowej ok. 10 min. Probki wirowano przez 10 min przy szybkosci ok. 3000 obr/min
w temperaturze 4°C. Pobierano 2,0 ml uzyskanego ekstraktu do probowki o poj. 10 ml i odparowywano
do sucha na bloku grzejnym w temp. 45-50 °C w strumieniu azotu. Sucha pozostato$¢ rozpuszczano
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w 2,0 ml fazy ruchomej metanol do LC-MS — 0,05% kwas octowy 20:80 (V +V,). Cato$¢ doktadnie
mieszano i przepuszczano przez filtr membranowy PVDE 0,45 um.
Analiza LC-ESI-MS/MS

Do wstepnego rozdzialu CP stosowano analityczna kolumng chromatograficzng Luna C18 o wy-
miarach 150 x 2 mm, wielko$¢ ziarna 3 pm firmy Phenomenex oraz dodatkowo prekolumng o tym
samym wypehieniu. Warunki analizy LC: przeptyw przez kolumng 300 pl/min, temp. kolumny 40 °C,
objetos¢ dozowania 10 p, faza ruchoma A - metanol do LC-MS, B - 0,05% kwas octowy, gradient stg-
zen 0,0 — 11min A 20%, 11-15 min A 100 %, 15— 15,3 min A 20% i 15,3 - 25 min A 20 %.

Do identyfikacji i oznaczania ilosciowego CP w nerkach i moczu zwierzat stosowano uktad ESI-
MS/MS-CID przy zastosowaniu zaworu odcinajacego oraz analizatora kwadrupolowego. Warunki
analizy ESI/MS/MS: polaryzacja ujemna, gaz, kolizyjny azot, temperatura kapilary 400 °C, napiecie
kapilary elektrospreju (ESI) — 3500 V, tryb pracy MRM, czas przemiatania 100 ms.

Identyfikacje i oznaczanie ilosciowe CP prowadzono w systemie monitorowania wybranych reakcji
tworzenia jonow metastabilnych MRM. W przypadku CP jon macierzysty [M+1] m/z 319 daje dwa
jony potomne o m/z 86 i 58 [3]. W tabeli I przedstawiono przejscia m/z CP i CP-d3 wykorzystywane
w analizie jako$ciowej i ilosciowej (W nawiasie podano wartos¢ energii kolizyjnej).

Tabelal.  Monitorowanie przejs¢ MRM dla CP i standardu wewngtrznego CP —d3 MRM transitions
monitored for CP and internal stbandard CP-d3
Przejscia uzywane Energia kolizyjne Przejscia uzywane
w analizie jako$ciowej (m/z) (eV) w analizie ilo$ciowej
319 — 86 28
cp 319 — 58 29 31986
CP-d3 32289 29 32289

W celu uzyskania wykresu kalibracyjnego mierzono odpowiedzi spektrometru mas na rozne ilosci
CP m/z 319—-86 wzgledem odpowiedzi na statg ilos¢ IS CP-d3 m/z 322—89. Stosunek tych dwoch
odpowiedzi wykres$la krzywa wzorcowa wzgledem ilosci CP. Sporzadzono krzywa wzorcowa w opar-
ciu o probki wzbogacone na poziomie 0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 pug/kg. Zawartos¢ CP w probcee obliczono z
krzywej wzorcowe;.

WYNIKI ICH OMOWIENIE

Wedhug decyzji Komisji nr 2002/657/WE metody potwierdzajace stosowne do oznaczen
pozostatosci (grupa A) z zastosowaniem uktadu LC-MS/MS niskiej rozdzielczo$ci musza
spelnia¢ nastepujace kryteria:

- posiada¢ minimum 4 punkt identyfikacyjne;
- stosunek sygnatu do szumu dla kazdego jonu diagnostycznego powinien wynosic¢ > 3:1;
- wzgledne natezenia jondw diagnostycznych musza by¢ w granicach tolerancji zawartej

w tabeli 4 ww. decyzji [2].

Sprawdzano czy opracowana metoda oznaczania CP w nerkach i moczu zwierzat spet-
nia wymagane kryteria. Stwierdzono, ze metoda posiada cztery punkty identyfikacyjne. Jon
macierzysty m/z 319 daje po dwa jony pierwszej generacji m/z 86 i 58. Jon macierzysty daje
1 punkt identyfikacyjny, za$ jony potomne po 1,5 punktu kazdy z osobna, co w sumie daje
4 punkty. Wykazano, ze stosunek sygnatu do szumu dla kazdego przejicia jonow diagno-
stycznych metabolitow wynosit > 3:1. Obliczone wzgledne natgzenia jonéw diagnostycz-
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nych mieécily si¢ w granicach 11- 16% przy dopuszczalnej tolerancji réznicy wzglednych
natezen =+ 20%.

Opracowana metoda zostata zwalidowana zgodnie z wytycznymi zawartymi w decyzji
Komisji nr 2002/657/WE [2]. Wyznaczono parametry walidacji metody takie jak: specyficz-
nos$¢, liniowo$é¢, powtarzalnos¢, odtwarzalnos¢ wewnatrzlaboratoryjna, poprawno$é (odzysk),
odporno$¢ na niewielkie zmiany, limit decyzyjny (CCa) i zdolno$¢ wykrywania (CCR).

Opracowana metoda jest specyficzna dla oznaczanego CP. Specyficzno$¢ metody zbada-
no przy uzyciu probek czystych wzorcow chemicznych CP, slepych odczynnikowych (od-
czynniki stosowane w procesie analitycznym), matryc nerki pochodzacych od bydta i trzody,
matryc moczu oraz matryc wzbogaconych. Na ryc.1 przedstawiono typowy chromatogram
CPi CP-d3 probki nerki trzody wzmocnionej na poziomie 5,0 pg/kg.
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Ryc. 1. Chromatogram LC-ESI-MS/MS z ekstraktu nerki trzody, tryb prac MRM, wzmocnienie ma-
trycy CP 5 ng/g.
Fig. 1.  LC-ESI-MS/MS chromatograms of pig kidney extract, MRM mode, spiked matrix CP 5 ng/g

W celu okreslenia powtarzalnosci, odtwarzalno$ci, poprawno$ci wzbogacono probki ner-
ki CP na poziomie 0,0; 2,5; 5,017,5 ug/kg. W tabeli Il przedstawiono dla przyktadu uzyska-
ne parametry statystyczne oznaczania CP w nerkach trzody przy wzbogaceniu na poziomie
MRPL 5,0 ug/kg.

Decyzja Komisji nr 2002/657/EC wprowadza do walidacji metod dwa nowe parametry:
limit decyzyjny warto$ci granicznej (CCa) i zdolnosci wykrywania (CCP). Stuza one do
jednoznacznej interpretacji wynikow analiz pozostatlosci chemicznych. Parametry te zostaty
wyznaczone na podstawie krzywej kalibracji zgodnie z PN-ISO 11843-2 [7]. Wartosci CCo
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Tabela Il ~ Statystyczna charakterystyka metody oznaczania CP w nerkach i moczu zwierzat
Table I1 Statistical characteristics of the method for CP determination in animals kidney and urine

Poziom
Matryca (nerka) Bydto Trzoda Mocz akceptacii
Wartos¢ $rednia
5,33 4,73 491
((ng/kg)
Odchylenie st,at}dardowe 0314 0.267 0,483
powtarzalnosci (ug/kg)
Wspotezynnik zmiennosci 5.89 5.65 9.84 35

powtarzalno$ci (%)
Sredni odzysk (%) 106,5 94,6 98,2 50-120
Odchylenie standardowe odtwarzalno$ci

wewnatrzlaboratoryjnej (ug/kg) 0,261 0,297 0,101
Wspotczynnik zmiennosci .odt.warzalnosm 5.12 5.84 2.13 53
wewnatrzlaboratoryjnej (%)
Decyzyjna wartos$¢ graniczna (CCo) 0.92 1.19 1.08
(ng/kg) ’ ’ '
Zdolno$¢ wykrycia
2,24 2,87 2,61
(CCB) (ng/kg)

i CCP rozstrzygaja ze znanym prawdopodobiefistwem czy w probee znajduje si¢ oznaczana
CP, czy nie lub czy jej warto$¢ przekracza warto$¢ graniczng. Dla metody potwierdzajacej
oznaczania CP w nerkach i moczu wyniki sa zgodne jezeli sa ponizej lub réwne wartosci CCol
wyznaczonej dla poszczegdlnych matryc.

WNIOSKI

1. Przedstawiona metoda oznaczania jakosciowego i ilosciowego chloropromazyny w ner-
kachi moczu zwierzat rzeznych przy zastosowaniu uktadu LC-MS/MS spetnia wymaga-
nia Decyzji Komisji nr 2002/657/WE.

2. Opracowana procedura jest stosowana w laboratoriach kontrolnych pozostalosci tego
zwiazku w nerkach i moczu zwierzat rzeznych.

L. Rodziewicz, 1. Zawadzka

OZNACZANIA POZOSTALOSCI CHLOROPROMAZYNY W NERKACH I MOCZU ZWIERZAT
METODA LC-MS/MS

Streszczenie

Chloropromazyna (CP) jest przedmiotem monitoringu w produktach pochodzenia zwierzgcego,
dla ktorej minimalna wymagana warto$¢ graniczna wydajnosci metody analitycznej (MPRL) wynosi
5,0 pg/kg. W pracy przedstawiono opracowana metodg potwierdzajaca oznaczania chloropromazyny
w nerkach trzody i bydta oraz moczu przy zastosowaniu techniki LC-MS/MS. Zhomogenizowane prob-
ki nerek i moczu estrahowano acetonitrylem. Do wstgpnego rozdziatu CP stosowano kolumng chro-
matograficzng Luna C18 o wymiarach 150x2 mm i prekolumng. Do identyfikacji oraz oznaczania CP
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stosowano uktad LC-ESI-MS/MS. Metoda zostata zwalidowana zgodnie z kryteriami Decyzji Komisji
nr 2002/657/WE. Odzysk dla poziomu CP wynoszacego 5,0 ng/g byt w zakresie 84-102%. Limit decy-
zyjny (CCa) i zdolno$¢ wykrywania (CCB) CP wynosity odpowiednio dla nerek 1,19 ng/g i 2,87 ng/g
oraz dla moczu 1,08 ng/g i 2,61ng/g.

L. Rodziewicz, I. Zawadzka

DETERMINATION OF CHLOROPROMAZINE RESIDUES IN ANIMALS KIDNEY
AND URINE USING LC-MS/MS METHOD

Summary

Chloropromazina (CP) is subjected to monitoring food animals products, with a minimum required
performance limit (MPRL) set 5.0 pug/kg. Homogenized kidney and urine were extracted with aceto-
nitrile. CP- d3 was used as internal standard. LC separation was done on Luna C18 150 x 2 mm, 5 um
column in mobile phase acetonitrile-acetic acid. CP was determination by LC-ESI-MS/MS negative
mode. The method was validation according to the criteria of Decision Commission No 2002/657/EC.
Recoveries for the level 5.0 ng/g were in the range 84 - 102 %. The limit of decision (CCo:) and detection
capability (CCPB) CP in kidney were 1.19; 2.87 ng/g and urine 1.08; 2.61ng/g.
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