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Klozapin je atipi~ni neuroleptik iz grupe tricikli~nih

derivata dibenzodiazepina. Sintetisan je 60-ih godina
pro{log veka i predstavlja prototip druge generacije antipsi-
hotika sa dobrim antidepresivnim i antipsihoti~nim
dejstvom, a bez izazivanja ekstrapiramidnih nuspojava.
Klozapin je poznat pod imenom „Clozaril“ i „Leponex“.
Klozapin je `uta kristalna supstanca sa visokom ta~kom
topljenja 183-184°C. Nerastvoran je u vodi, a rastvorljiv u
acetonu i hloroformu. Strukturne formule klozapina i N-
desmetilklozapina prikazane su na slikama 1-2.(5)

C18H19ClN4Molekulska masa-326,8CAS-broj-5786-21-0
8-Hloro-11-(4-metil-

1-piperazinil)-5H-diben-
zo[b,e][1,4]diazepin

Slika 1. Strukturna formula klozapina

C17H17ClN4Molekulska masa-312,798CAS-broj-6104-71-8

8-Hloro-11-(1-piper-
azinil)-5H-
dibenzo[b,e][1,4]diazepin    

Slika 2. Strukturna formula N-desmetilklozapina 
(norklozapin)

Klozapin se prvenstveno upotrebljava za le~enje bolesni-
ka koji ne reaguju ili ne podnose klasi~ne neuroleptike. Nije
predvi|en za prvu liniju terapije naro~ito kod starih osoba.
Terapija klozapinom je indikovana i u slu~aju pove}ane sui-
cidalnosti i agresije. Suzbija niz psihopatolo{kih fenomena
kao psihomotorni nemir, agresivnost, anksioznost, afektivnu
turbulenciju, produktivne psihoti~ne fenomene kao haluci-
nacije i sumanute misli. Klozapin ima {iri spektar antipsi-
hoti~kog dejstva (deprimira pozitivne i negativne simptome)
u odnosu na druge neuroleptike, izaziva mali broj ekstrapi-
ramidnih ne`eljenih dejstava i bez dejstva je na osloba|anje
prolaktina.
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Apstrakt
U radu je prikazan slu~aj kriminogenog trovanja zbog plja~ke mu{karca starog 54

godine. @rtvu je saputnik u putni~kom vozu ponudio pi}em u kojem su bili rastvoreni
sedativi. Nekoliko sati kasnije, pacijent sa poreme}ajem stanja svesti, hospitolizovan je na
Klinici za urgentnu toksikologiju, Centra za kontrolu trovanja, Vojnomedicinske akademi-
je. Uzorci krvi i urina poslati su na kompletnu toksikolo{ku analizu, koja uklju~uje anal-
izu alkohola u krvi metodom gasne hromatografije (GC-FID), analizu droga zloupotrebe
u urinu imunohromatografskim testom, kao i analizu lekova metodom te~ne hromatografi-
je (HPLC-PDA). Klozapin je detektovan u uzorku krvi  u koncentraciji 170 ng/mL.
Koncentracija klozapina u urinu bila je 40 ng/mL, a N-dezmetilklozapina 370 ng/mL. Nije
detektovano prisustvo drugih lekova, droga zloupotrebe i alkohola. Odredivanje klozapina
i njegovog metabolita dokazano je metodom HPLC-PDA, a primenjena metoda za kloza-
pin i N-dezmetil klozapin je linearna u opsegu od  50-1000 ng/mL, sa koeficijentima
korelacije r>0.99. Limit kvantifikacije  (LOQ)  bio je za oba jedinjenja  50 ng/L. Prinos
ekstrakcije za klozapin i N-dezmetil klozapin iz seruma je 89,5–99,2% . Uzrok trovanja
bio je akutna intoksikacija klozapinom. 
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Efekti klozapina na CNS ispoljavaju se blokadom dopamin-
skih receptora ~ime se smanjuju simptomi {izofrenije koji nas-
taju usled pove}ane osjetljivosti ili pove}anja broja dopamin-
skih receptora u limbi~kom sistemu. Najva`nije dejstvo kloza-
pina je dejstvo na D4 dopaminske receptore. Ina~e, klozapin je
slab blokator dopaminskih receptora, pri ~emu se vi{e vezuje za
D1 nego za D2 dopaminske receptore. Tipi~ni antipsihotici
imaju veliki afinitet za D2 receptore. Klozapin ima relativno
nizak afinitet (oko 100 puta manji od haloperidola) za podtip
D2 receptora, a ova razlika u afinitetu (ta~nije brzu konstantu
disocijacije koji ima za rezultat ni`i afinitet) je odgovorna za
„atipi~nost“ klozapina.  Osim na dopaminske, klozapin deluje
antagonisti~ki na muskarinske acetilholinske, histaminske H1,
serotoninske 5-HT1C i 5- HT2 i adrenergi~ke a1 i a2 receptore.
(4)

Ne`eljena dejstva: Antiholinergi~ni efekti nastaju usled
blokiranja aktivnosti neurotransmitera acetilholina. Naj~es}e to
su suva usta, zamagljen vid, zatvor, vrtoglavica, gubitak kont-
role mokrenja. Sedacija je naj~e{}i ne`eljeni efekat antipsi-
hoti~nih lekova. Sedacija se u odre|enoj meri javlja kod svih
antipsihotika, ali uobi~ajeno kod onih manje potentnih supstan-
ci (ukoliko lek ima manju potentnost, ve}a koncentracija i doza
je neophodna za smanjenje simptoma). Ovo ne`eljeno dejstvo
mo`e biti korisno kod agitiranih pacijenata, ali mo`e biti prob-
lemati~no ukoliko dovodi do dnevne pospanosti. Sni`avanjem
dnevne doze ili davanjem celokupne doze uve~e, ili uvo|enjem
leka koji je manje sedativan, mo`e biti od pomo}i u ovakvim
situacijama. Sedacija je izra`enija na po~etku terapije; ve}ina
ljudi razviju jedan stepen tolerancije kako nastavljaju da koriste
lek. Retko izaziva tardivnu diskineziju i maligni neurolepti~ki
sindrom, ali su mu karakteristi~na ne`eljena dejstva agranuloc-
itoza i dozno-zavisne konvulzije. (2,3)

Inicijalna doza kod {izofrenije je 12,5 mg jednom ili dvaput
dnevno, sa postepenim pove}anjem od 200-400 mg dnevno.
Maksimalna dnevna doza je 900 mg. Toksi~ne koncentracije
klozapina u krvi su od 0,6-1,0 mg/L.(5)

Klozapin se apsorbuje 60-70% zbog metabolizma prvog
prolaza. Maksimalna koncentracija u krvi od oralnog doziranja
posti`e se nakon 1-4 h. Brzo se distribuira i prelazi krvno-
mo`danu barijeru i u maj~ino mleko. Vezan je 95% za proteine
plazme. Polu`ivot u plazmi je od 6-17 h.(1) Metaboli{e se u
jetri preko sistema citohrom P450 izoenzima gde je primarni
CYP1A2, ali va`nu ulogu imaju i CYP2C19, 2D6, 2E1, 3A4,
N-demetilacijom, N-oksidacijom, tiometil konjugacijom i oksi-
dacijom hlora. Samo desmetil metabolit (norklozapin) je far-
makolo{ki aktivan oblik. Ekskretuje se oko 50% urinom, a 30%
fecesom. Eritromicin, ciprofloksacin, risperidon i kofein uti~u
na pove}anje koncentracije klozapina u krvi tako {to inhibiraju
CIP3A4, CIP1A2, CIP2D6. Jedinjenja koja pove}avaju
aktivnost CYP (karbamazepin, duvan) smanjuju koncentraciju
klozapina u krvi. (5)

Materijal i metode
Uzorci krvi i urina uzeti su od pacijenta S.O. Hloroform,

amonijak, acetonitril i metanol (HPLC ~isto}e) nabavljeni su od
firme Merck, Nema~ka. Reagensi mobilne faze natrijum
dihidrogen fosfat i standardi klozapina i N-desmetilklozapina
koji su kori{}eni za analizu dobijeni su od Sigma-Aldrih.
Klozapin je odre|en tehnikom te~ne hromatografije u sprezi sa
PDA detektorom i bibliotekom UV spektara. Hromatografski
uslovi za HPLC-PDA: Mobilna faza: acetonitril : natrijum
dihidrogen fosfat 50 mM, pH 3,6 doteran sa H3PO4 (20%).
Mobilna faza je filtrirana i degazirana preko membranskog fil-
tra; kolona Symmetry® C8 4,6x250 mm Waters sa pretkolonom

Sentry Guard Symmetry® C18, temperatura kolone: 30°C , brz-
ina protoka mobilne faze: 1-1,5 mL/min gradijent: PDA detek-
tor: λ = 254,0 nm; retenciono vreme za klozapin: Rt=13,711
min, a retenciono vreme za N-desmtilklozapin: Rt=13,253 min. 

Izolovanje klozapina ra|eno je na Oasis® HLB ketrid`ima
zapremine 3 mL, ~ija je veli~ina pora 30 ìm, metodom ~vrsto-
fazne ekstrakcije. Nakon centrifugiranja uzorak seruma je
ekstrahovan. Kolona HLB ketrid`a je kondicionirana sa 1 mL
metanola, a potom uravnote`ena sa 1 mL vode. Posle aktivaci-
je na kolonu je nanet uzorak seruma i propu{ten uz protok 2
mL/min. Kolona je isprana sa 1 mL 5% metanola. Eluiranje je
vr{eno 1 mL metanola i nakon toga uzorak je hromatografisan.

Rezultati
Dostavljeni su uzorci krvi i urina pacijenta O.S. sa

zahtevom da se izvr{i analiza na prisustvo, alkohola i sredstava
zloupotrebe, kao i toksikolo{ki skrining. Toksikolo{ko-hemi-
jskom analizom primenom te~ne hromatografije (HPLC) sa
PDA detektorom i pore|enjem retencionih vremena i UV spek-
tara sa UV bibliotekom u uzorku krvi koji je dostavljen
dokazano je prisustvo klozapina u koncentraciji od 170 ng/mL
i prisustvo  kofeina 2711 ng/mL, ~iji su UV spektri potvr|eni.
U uzorku urina, koji je dostavljen u ve~ernjim satima, dokazano
je prisustvo N-desmetilklozapina u koncentraciji od 370 ng/mL,
klozapina 40 ng/mL, kofeina i furosemida. Toksikolo{ko-hemi-
jskom analizom primenom gasne hromatografije sa plameno
jonizacionim detektorom (FID) – “head space” tehnika, u
uzorku krvi nije dokazano prisustvo alkohola. Toksikolo{ko-
hemijskom analizom primenom imunohromatografskog testa –
test traka u uzorku urina nije dokazano prisustvo ukupnih opi-
jata, morfinske strukture, kanabinoida, kokaina, metamfetami-
na i ukupnih benzodiazepina.

Uvedena je metoda HPLC/PDAza dokazivanje i odre|ivan-
je klozapina i njegovog metabolita N-desmetilklozapina u
biolo{kom materijalu. 

Na slikama 4, 5 i 6  prikazani su hromatogrami i UV spek-
tri klozapina u uzoraku seruma i urina koji se poklapaju sa UV
spektrima iz biblioteke spektara.

Metoda je validovana i linearna u rasponu 50-1000 ng/mL
(r2> 0,99). Granica detekcije je 25 ng/mL, a limit kvantifikaci-
je je 50 ng/L sa prinosom za klozapin i N-desmetilklozapin od
89,5 – 99,2%. Kori{}enjem ve}e zapremine uzorka od 5 mL
mo`emo posti}i LOD i LOQ 5 i 10 ng/mL.

Na slikama 7-8  prikazani su UV hromatogrami i UV spek-
tri standarda klozapina i N-desmetilklozapina  koji se poklapa-
ju sa UV spektrima iz biblioteke spektara.

Slika 3. Klozapin i metaboliti klozapina
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Kalibracione krive za klozapin i N-desmetilklozapin su
konstruisane metodom najmanjih kvadrata, sa srednjim vred-
nostima povr{ine pikova za svaku koncentraciju, kori{}enjem
programa Excel 5. Istim programom su izra~unati koeficijenti
korelacije (r) i jedna~ina prave y = a ± bx.

Na slikama 9-10  prikazane su kalibracione krive za kloza-
pin i N-desmetilklozapin na HPLC-u.

Prikaz slu~aja trovanja klozapinom 
Pacijent S.O. `ivotne dobi 54 godine, dove`en je u prepode-

vnim satima u toksikolo{ku ambulantu pospan, bradipsihi~an,
dizartri~an, mioti~nih zenica, TA 120/80 mmHg, frekvence oko
100/min, urednog ostalog fizikalnog nalaza. Dao je podatak da
je tog jutra doputovao vozom iz Be~a, kao i da je tokom puta

bio izrazito malaksao, pospan, uz ko~enje vilice i trnjenje jezi-
ka, a sve to nakon {to je popio kafu i sok, koji mu je dao nepoz-
nati saputnik u kupeu. Nije mogao u potpunosti da rekonstrui{e
navedene doga|aje. Pregledan je u ambulanti `elezni~ke stan-
ice, odakle je upu}en u na{u ustanovu. 

Tokom opservacije registrovano je pogor{anje stanja svesti
pacijenta do nivoa izrazite pospanosti, uz konfuznost, dezorjen-
tisanost, nepovezan govor, povremene halucinacije, ataksiju.
Pregledan je od strane neurologa, u~injen MSCT glave,
osnovne laboratorijske analize krvi  (nalazi  uredni) u cilju
isklju~ivanja neurolo{kih i metaboli~kih uzroka ovakvog stan-
ja. Toksikolo{kim analizama krvi dokazano je prisustvo kloza-
pina u koncetraciji 170 ng/mL i kofeina 2711 ng/mL. U krvi
nije bilo etil, niti metil alkohola. Analizom urina dokazano je
prisustvo N-desmetilklozapina 370 ng/mL, klozapina 40

Slika 4.  HPCL hromatogram klozapina Slika 5.  UV spektar klozapina iz uzorka krvi
i iz biblioteke Slika 6.  HPLC hromatogram klozapina i

desmetilklozapina iz uzorka urina

Slika 8. HPCL hromatogram i UV spektar 
N-desmetilklozapina

Slika 9. Kalibraciona kriva i regresiona jedna~ina za optere}eni
serum standardnim rastvorima N-desmetilklozapina

Slika 10. Kalibraciona kriva i regresiona jedna~ina zaoptere}eni serum  standardnim standardnim rastvorimaklozapina

Slika 7.  HPCL hromatogram i UV spektar klozapina 
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Abstract
This report presents a case of criminal poisoning involved in the robbery of a 54-year-

old man. The aforementioned victim was offered a drink by a fellow traveller on a passen-
ger train. The drink contained a dissolved sedative. The victim had no medical history of
disease. Several hours later, the severely disoriented subject was hospitalized at the
Clinical for Toxicology, Poison Control Centre, Military Medical Academy in Belgrade.
Blood and urine were submitted for a full toxicological analysis, including an alcohol
analysis by headspace gas chromatography with flame ionization detection (GC-FID); a
drugs of abuse screen using an imunochromatographic test; and a drug screen using liquid
chromatography-photodiode array detection (HPLC-PDA). Clozapine was identified in
the victim’s blood at 170 ng/mL, respectively. Concentration of clozapin in urine was 40
ng/mL, and concentration of N-desmethyclozapin was 370 ng/mL. No other drugs and
alcohol were detected. The determination of clozapine in the biological sample was
achieved by the HPLC-PDA method. The applied method for clozapine and N-desmetyl-
clozapine was linear in the range of 50-1000 ng/mLwith the correlation coefficient r>0.99,
for booth. The limit of quantification (LOQ) was 50 ng/L. Recovery of the extraction of
clozapine and for N-desmethylclozapin from serum was 89,5 –99,2%. The cause of poi-
soning was attributed to acute clozapine intoxication.
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ng/mL, prisustvo kofeina  i furosemida  (terapija). 
Na osnovu anamneze, klini~ke slike i u~injenih ispitivanja,

zaklju~eno je da se u pacijenta radilo o akutnom kriminogenom
trovanju lekom (klozapin), koje se manifestovalo poreme}ajem
svesti do nivoa izrazite somnolencije, uz bradipsihi~nost, dizar-
triju, konfuznost, povremene halucinacije, miozu zenica,
grani~nu tahikardiju, te izrazitu nestabilnost pri hodu, odnosno
ataksiju. 

Pacijent je izle~en otpu{ten drugog dana iz Klinike za
urgentnu toksikologiju, VMA.       

Diskusija
U navedenom slu~aju kriminogenog trovanja toksikolo{ko-

hemijskom analizom krvi dokazano je prisustvo klozapina u
koncentraciji od 170 ng/mL i prisustvo kofeina u koncentraciji
od 2711 ng/mL. Metabolit klozapina nije dokazan verovatno
zbog kratkog proteklog vremena od konzumiranja leka do
va|enja krvi i farmakokineti~kih karakteristika klozapina, tj.
polu`ivot nakon pojedina~ne doze od je 6-17 h. Prisustvo
kofeina tako|e usporava metabolizam klozapina.(9) U uzorku
urina nakon 8 h od va|enja krvi dokazano je prisustvo klozap-
ina u koncentraciji 370 ng/mL i prisustvo metabolita klozapina.

Primena tehnike te~ne hromatografije sa PDAdetekcijom je
od velikog zna~aja za pra}enje terapijskih i toksi~nih koncen-
tracija klozapina i njegovog aktivnog metabolita N-desmetilk-

lozapina u urgentnim i sudsko-medicinskim analizama. Metoda
~vsto-te~ne ekstrakcije je brza i jednostavna za pripremu uzora-
ka a ujedno efikasna, ekonomi~na i laka za rad.  Metoda je vali-
dovana i linearna u rasponu 50-1000 ng/mL (r2> 0,99). Granica
detekcije je 25 ng/mL, a limit kvantifikacije je 50 ng/L sa pri-
nosom od 89,5–99,2%. Kori{}enjem ve}e zapremine uzorka
mo`emo posti}i ni`i LOD i LOQ.

U radovima je prikazana priprema uzoraka za detekciju i
kvantifikaciju klozapina i njegova dva metabolita N-desmetilk-
lozapina i N-oksid-klozapina SPE ekstrakcijom uz primenu
te~ne hromatografije sa PDA i MS detekcijom gde su prinos
ekstakcije, granica kvantifikacije i linearnost za klozapin i N-
desmetilklozapin bili vrlo sli~ni na{im vrednostima. (6,7,8,10)

Zaklju~ak
Odre|ivanje koncentracije klozapina i desmetilklozapina  u

uzorcima je zna~ajno u urgentnoj toksikologiji zbog trovanja
koja su ~esta, ali i zbog pra}enja terapijskih koncentracija u
krvi. Postupak pripreme je jednostavan, a detekcija na HPLC-
PDA precizna i specifi~na. Ova tehnika je razvijena za screen-
ing toksikolo{ki zna~ajnih jedinjenja u biolo{kom materijalu.
Zahvaljuju}i biblioteci spektara koju poseduje, primenjuje se
kao screening tehnika za istovremenu identifikaciju velikog
broja toksikolo{ki zna~ajnih jedinjenja.  


