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Vyznamnou soucasti terapeutického monitorovani 1ékd jsou laboratorni metody, pouzivané na stanoveni koncentrace lécivych
latek v pIné krvi séru, plasmé, pfip. dalSich biologickych matricich. V ¢lanku je uveden prehled rutinnich analytickych metod
a postupné se zvysujici vyznam kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci v analytice 1éCivych latek.
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Laboratory methods in therapeutic drug monitoring

An important part of therapeutic drug monitoring are laboratory methods used to determine the concentration of drugs in the
whole blood of serum, plasma, or other biological matrices. The article provides an overview of routine analytical methods and
the gradually increasing importance of liquid chromatography with mass detection in the analysis of drugs.

Key words: immunoassay, liquid chromatography, mass detection, validation.

Uvod

Terapeutické monitorovani 1€kl (TDM) je
soucasti personalizované mediciny a vyuziva se
v pffpadé écCivych latek, které majf tzky vztah mezi
koncentraci a U¢inkem, kdy? je Ucinek Iéku obtizné
klinicky méfitelny, dale u lékd s nelinedmi kinetikou
a také v pripadech, kdyz ma Iék Uzkou terapeu-
tickou sifi. TDM zahrnuje stanoveni koncentrace
daného Iéciva v krvi, popr. v séru nebo plasmé
(matefském mléku nebo slinach), pfpadnou Upra-
vu davkovaciho schématu ¢asto s vyuzitim farma-
kokinetické analyzy, kterd zajisti dosazeni optimalni
terapeutické koncentrace [é¢iva s minimalnim vy-
skytem jeho nezadoucich ucinkd.

Protoze koncentrace Iécivé latky se méni
v pribéhu kazdého dévkovaciho intervalu, mu-
sime znat jednak zpUsob a dobu podéni léku
a také dobu odbéru krve. Standardné se krev
odebird pred aplikaci dalsf davky a stanovi se tak
nejnizsi, dolnikoncentrace léciva. Pokud chce-
me stanovit nejvyssi dosazenou koncentraci,

odbéry krve se provadi v zévislosti na zpUsobu
aplikace: u intravendzniho podani za 30 minut
po skonceni infuze, u intramuskuldrniho podani
za 1 hodinu a u perorainf aplikace stanovujeme
nejvyssi dosazenou koncentracivdobét , kte-
rd je u kazdého léku jina.

Lécivé latky se nachézeji v krvi popf. séru
jednak volné a jednak vdzané na plasmatické
bilkoviny. Mira a zpdsob této vazby zavisi na
vlastnostech jednotlivych latek a také na klinic-
kém stavu pacienta. MnoZstvi plasmatickych
bilkovin a jejich vazebné vlastnosti mohou byt
ovlivnény probihajici chorobou, téhotenstvim
nebo interakcemi se soucasné podavanymi léky.
Nutno mit na pameéti, ze se méfi vzdy celkova
koncentrace daného Iéciva, a ze volng, to je Ucin-
na slozka mze byt ovlivnéna pfedevsim u latek
s vysokou vazebnosti (98 %) jako je napf. feny-
toin nebo kyselina valproova (1). V soucasné
dobé se diskutuje o vyznamu stanoveni volné
frakce v souvislosti s TDM beta laktamovych

antibiotik, pfedevsim téch, kterd jsou vyznamné
vazéna na bilkoviny plasmy jako napt. ceftriaxon.
Neéktefi autofi doporucuji stanovovat volnou
frakci téchto latek rutinné za pouziti ultrafiltrace
nebo ji urcit pfepoctem na zékladé dostupnych
biochemickych parametr (2). Vyznamnou sou-
¢asti TDM je i méreni koncentrace metabolitd,
ato predevsim aktivnich, které se na kone¢ném
ucinku Iéciv podili spole¢né s parentni latkou (1).

Metody na stanoveni koncentrace lécivych
latek v biologickych tekutinach se vyvijely paralel-
né od Sedesatych let minulého stoleti a v soucas-
nosti je mUzeme rozdélit na dvé zakladni skupiny:
1) metody imunoanalytické a 2) metody fyzikalné-
-chemické (spektrofotometrie, elektromigracni
metody a predevsim chromatografické metody).

Imunoanalytické metody

Historie imunoanalytickych metod se zacina
psat v roce 1959, kdy americti védciR. Yalowova
a S.Berson poprvé popsali princip imunoanalyzy
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na prikladu radioimunoanalyzy inzulinu (3). Za
tento pocin ziskali mnoho védeckych ocenéni,
které se v roce 1977 zavrsilo Nobelovou cenou
pro R. Yalowovou. Vstup imunoanalytickych me-
tod umoznil pomérné jednoduchou a presnou
kvantifikaci latek, které se doposud nedaly sta-
novit, anebo se pouZzivaly metody velmi pracné
améné presné. Imunoanalytické metody se po-
stupné rozsifily za hranice endokrinologie a za-
caly se vyuZivat v biochemii, imunologii a také
v TDM pri stanoveni koncentrace lécivych latek.
Zakladem véech imunoanalytickych metod je
reakce antigenu s protildtkou, z nichZ jedna slozka
(Castéji antigen-léciva latka) je oznacena tak, aby
mohlo dojit k ndsledné identifikaci volné a vazané
frakce. Protilatky jsou imunoglobuliny, které vy-
kazuiji specifickou vazebnou aktivitu k antigenu,
proti kterému byly pfipraveny. Protoze Ié¢iva patff
mezi nizkomolekuldrnf 1atky (tzv. hapteny), mo-
hou vyvolat imunitni reakci a tvorbu protildtek jen
kdyZ jsou navazéany na bilkovinny nosic. Protilatky
mohou byt polyklonalini nebo monoklonalnf
a jejich kvalita vyznamné ovliviiuje specificitu
a selektivitu imunoanalytickych metod.
Imunoanalytické metody se v podstaté délf
na heterogenni a homogenni podle toho, zda
se musi pfed vlastnim méfenim vézana a volna
frakce antigenu oddélit (heterogenni), anebo
zda separace vazaného imunokomplexu nenf
nutna a cely proces probéhne tzv. v jedné zku-
mavce (homogenni). Déle se déli na kompeti-
tivni (kdy dochézi k soutézi o protildtku/antigen)
a nekompetitivni s protildtkou/antigenem v nad-
bytku vétsinou navdzanou na vhodny nosic.
Kvantifikace dané latky je pak umoznéna bud

Tab. 1. Prehled metod pouzivanych pro TDM

méfenim koncentrace oznaceného imunokom-
plexu, ktery vznikd v rovnovéze mezi znacenym
a neznacenym antigenem nebo stanovenim
koncentrace volného znaceného antigenu.
V obou pfipadech se jednd o nelinedrni zavislost.

Mezi prvni imunoanalytické metody patfila
radioimonoanalyza (Radioimmunoassay RIA), kdy
se k oznaceni antigenu/protilatky pouzival radio-
nuklid, pfedevsim jod 125 nebo jod 131. Pozdéji se
hledal jiny zplsob znacen, ktery by méné zatézo-
val Zivotni prostredi nez radioizotopy. Vznikly prvni
enzymoimunoanalyzy (Enzymoimmunoassay EIA),
které k oznaceni antigenu nebo protilatky pouzi-
valy enzymy jako je alkalickd fosfataza, kfenova
peroxiddza, beta-galaktozidaza, glukézo-6-fosfat
dehydrogendza apod. Mezi prvnimi byla hete-
rogenni kompetitivni enzymové imunoanalyza
ELISA s enzymem peroxidédzou (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), kde se detekce imuno-
komplexu provadéla fotometricky za vzniku barev-
ného produktu. Mezi daldf heterogenniimunoana-
lyzy patfi enzymova analyza na mikrocasticich
(Microparticle Enzyme Immunoassay, MEIA) ktera
pouzivala ke znacent alkalickou fosfatazu a k detek-
ci fluorescen¢ni methylumbelliferon.

Déle se vyvijely predevsim homogenni kom-
petitivni enzymové imunoanalyzy jako EMIT
(Enzyme Multiplied Immunoassy Technique)
s glukézo-6-fosfat dehydrogendzou, kde se spek-
trofotometricky v UV oblasti detekovala ménici
se koncentrace NADH. Dalsi homogenni imu-
noanalyzou byla v analytice |ékd pomémé rozsi-
fend polariza¢ni fluoroimunoanalyza (Polarisation
Fluorescence Immunoassay FPIA) s beta galak-
toziddzou a s fluoresceinem. Méfila se zména
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v polarizaci emitované fluorescence po vytvorenf
imunokomplexu (4).

K dalsim vyznamnym imunoanalytickym
metoddm na stanoven( 1ékd patfi metody lu-
miniscencni (Luminiscence Immunoassay LIA),
které mohou pracovat na principu chemilumi-
niscence nebo elektrochemiluminiscence. Mezi
prvnityp patii heterogenni chemiluminiscencnfi
imunoanalyza (Chemiluminescent Microparticle
Immunoassay, CMIA), kde je antigen oznaceny
akridinium esterem a protildtka je vdzdna na pa-
ramagnetické ¢astice v pevné fazi. Méfi se kvan-
titativni mnoZstvi svétla emitovaného béhem
oxidace peroxidu vodiku v alkalickém prostredi.
Dalsim typem je elektrochemiluminiscencniimu-
noanalyza (Electro-chemiluminescence immu-
noassay ECLIA). Antigen je oznacen rutheniovym
komplexem a protildtka je obvykle vdzéna na
mikrocastice, které se zachyti na povrchu elektro-
dy. Po vlozeni napéti na elektrodu dochdzi k emisi
svétla, kterd je Umeérna koncentraci analytu (5).

V soucasnosti patfi mezi rozsifené imu-
noanalytické metody takové, které vyuzivaji
k detekci imunokomplexu nefelometrii nebo
turbidimetrii.

Imunoanalytické metody se ¢asto pouzivaji
pro rutinnf stanoveni koncentrace lé¢iv vzhledem
k moznosti automatizace, rychlostianalyzy a velké
prlichodnosti vzorkU. Soupravy cinidel spolu s pfi-
strojovou technikou (@utomatickymi analyzatory)
jsou dodavény celou fadou firem predevsim pro
nejcasteji monitorované léky, jako jsou antiepi-
leptika prvni a druhé generace, digoxin, teofylin,
vankomycin, aminoglykosidova antibiotika a imu-

nosupresiva.

latka Fotometrie Fluorescence Luminiscence Imuno turbidimetrie HPLC LC-MS/MS
digoxin 21 214 122

gentamicin 28 20 47 143

teofylin 19 15 47 104 4

kofein 10

karbamazepin 28 15 78 106 9

ethosuximid 44 19
fenobarbital 15 34 69 32

fenytoin 18 45 71 27

primidon 44 17
valproat 98 20 89 89

cyklosporin A 7 13 57
takrolimus 95 61
sirolimus 29 63
everolimus 5 9 64

Udaje z prvniho cyklu EHK RfB (Referninstitut fur Bioanalytik) pro rok 2019 CS1/19 a AK1/19. V tabulce je uveden piehled pouzivanych metod a pocty analyz pro jednotlivé Iécivé Idtky.

Zastoupeni jednotlivych firem: Fotomerie (Roche, Becman Coulter, Siemens), Fluorescence (Roche), Luminiscence (Abbot, Roche, Siemens), Imunoturbidimentrie (Abbot, Bec-
man Coulter, Roche, Siemens), HPLC (Chromsystems, Recipe, viastni), LC.MS/MS (Chromsystems, Recipe, vlastni)
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Nevyhodou imunoanalytickych metod je
mozny vyskyt zkfizenych reakci s metabolity 1éciv,
coz vede k falesnému navyseni jejich koncentrace.
Predevsim imunoanalytické metody s polyklo-
nalnimi protildtkami byly méné specifické a in-
terference se projevovala hlavné u léciv s velkym
mnozstvim metabolitl jako je napf. cyklosporin
A a takrolimus nebo u latek, kde doslo jen k malé
zméné struktury. Poprvé byla tato interference
popsana u vankomycinu podavaného pacientiim
se snizenou funkcf ledvin, kdy dochézelo k jeho
kumulaci v organismu a nasledné pfemeéné van-
komycinu na latku strukturdlné blizkou tzv. CDP
(crystalic degradation protein), ktery vyvolaval
zvyseni koncentrace vankomycinu o vice nez
60 % (6). Podobneé se chovaly metabolity cyk-
losporinu A, kde dochézelo a7z ke 100 % navyseni
koncentrace cyklosporinu A (7).

Tyto poznatky vedly k rozvoji imunoanalytic-
kych metod s monoklondlnimi protildtkami a k je-
jich standardnimu testovani na zkfizené reakce
s metabolity i dalsimi strukturainé blizkymi latkami.
Nove zavadéné metody byly specifictéjsi a interfe-
rence, pokud k nim dochdzelo, byly uz podstatné
mensi. U cyklosporinu A byly testovany predevsim
primarni metabolity a prokéazalo se, ze metabolit
AMT zvysuje koncentraci cyklosporinu A 0 40 %
u FPIA a metabolit AM9 0 20 % u EMIT v porovnani
s kapalinovou chromatografif (HPLC) (8). Na nasem
pracovisti jsme porovnavali cyklosporin A méfeny
metodou RIA s monoklonalnf protildtkou s meto-
dou HPLC a nasli jsme vyznamné rozdilné hodnoty
predevsim u nejvyssich koncentracf cyklosporinu
Aataké u AUC (9). Pomérné vysoké nadhodnoceni

Obr. 1. Analyza antiepileptik metodou GLC
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koncentrace cyklosporinu A (53,7 %) a takrolimu
(48,1 %) bylo zjisténo i pfi porovnani chemilumi-
niscencni metody CMIA a metody kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci LGMS/MS
(10). Podobné jsme porovnavali vysledky vanko-
mycinu, ziskané metodou FPIA s monoklonalni
protildtkou a metodou LGMS/MS u tif skupiny paci-
entl, s normélnia zvysenou koncentraci kreatininu
a u pacientd na dialyze. Pouze u dialyzovanych
pacientd byla metodou FPIA naméfena koncen-
trace vankomycinu o 13 % vyssi (11).

V tab. 1 je uveden prehled metod a pocet
stanoven( nékterych lécivych latek na zakladé
Udajl z prvniho cyklu EHK (Externiho hodnocenf
kvality) RfB (Refereninstitut fir Bioanalytik) pro rok
2019 CS1/19 a AK1/19. Do systému EHK musi byt
zapojeny vsechny akreditované laboratore s po-
zadovanou Cetnosti 2x ro¢né. Imunoanalytické
metody s rznym typem detekce zde stéle tvoff
vyznamny podil v rutinnim TDM.

Fyzikadlné-chemické metody

Spektrofotometrie

Spekrofotometrické metody se v analytice
lécivych latek pfilis nerozsifily, protoze jejich po-
uzitf bylo limitovano jednak ¢asovou narocnostf
a také ¢astym vyskytem interferenci se soucasné
podéavanymi léky nebo endogennimi faktory.
Napr. koncentrace teofylinu méfena spektrofo-
tometricky v UV oblasti byla nékolikandsobne
navysena u pacientl s kotrimoxazolem jako vy-
sledek interference s jeho slozkou sulfametoxa-
zolem, ktery ma podobné absorpcni maximum.
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U intoxikaci paracetamolem mUzZe zase zvysend
koncentrace bilirubinu interferovat pfi jeho sta-
novenf a ovlivnit kvalitu vysledku. Protoze na kon-
centraci paracetamolu zavisi ddvkovanf antidota
N-acetylcysteinu, bylo pouziti této metody pfi
zvysené koncentraci bilirubinu nevhodné (12).

Elektromigracni metody
Elektromigracni metody jsou techniky, které
vyuzivaji pohyb nabitych ¢astic v elektrickém poli
a lze je pouzit pro detekci nizkomolekuldrnich i vy-
sokomolekuldrnich latek. Mezi pfednosti téchto
metod patii vysokd separacnf Ucinnost a nizka
spotieba vzorku i chemikalif, coz v kone¢ném du-
sledku vede ke snizeni ndkladd na analyzu. Mezi
elektromigracnf separacni metody patff kapilarni
elektroforéza (CE) a jeji médy, tj. kapildrni zonova
elektroforéza (CZE) a nevodnd zonové elektroforé-
za (NACE), micelarni elektrokinetickd kapildmi chro-
matografie (VEKC), a izotachoforéza (ITP). Bézné
postupy pfipravy vzorku pred viastni analyzou
zahrnujf precipitaci proteind, extrakci na tuhé fazi
(SPE) nebo extrakci z kapaliny do kapaliny. U né-
kterych stanoven( |ze vyuziti pfimy nastfik vzorku.
CE vyuziva k délenf latek kapildru naplnénou
zakladnim elektrolytem, ktery vede proud a na-
sledna separace je zalozena na odlisnosti elek-
troforetickych mobilit iontd v elektrickém poli.
Poloha pikd urcuje kvalitu a plocha nebo vyska
pik{ kvantitu analyzované latky. Jedna se o vykon-
nou separacni techniku, kterd ma vysoké rozlisenf
a podobny separacni ¢as jako HPLC. Podobné je
to u NACE, ktera se provadi v nevodném, prede-
vsim metanolovém prostredi a MEKC, kde se na

8,78 1S

10 12
(min)

Analyza antiepileptik plynovou chromatografii po derivatizaci trimethylfenylamonium hydroxidem s termionickou detekci. (PB - fenobarbital, CMZ — karbamazepin, PD - primi-
don, TOP - topiramdt, DPD — fenytoin alS - vnitini standard)
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délenf spolupodili detergenty napf. dodecylsiran
sodny. K detekci se pouzivaji UV/VIS detektory,
elektrochemické a laserem indukované fluores-
cencni detektory a v posledni dobé i hmotnostni
detektory (13). Citliva vodivostni detekce se provadi
u izotachoforézy (ITP) zalozené na separaci iontd
ve stejnosmérném elektrickém poli (14).

| kdyz elektromigracni metody predstavuji
standardni analyticky pfistup, maji omezené ru-
tinnimu pouzitf. Testovaly se pro stanoveni antie-
pileptik, benzodiazepinl, nékterych psychofar-
mak, diklofenaku a vybranych beta-blokétor(i (13).

Chromatografické metody

Chromatografické metody maji pfi analyze
lécivych latek vyznamné zastoupent. Jednotlivé
chromatografické techniky se vyvijely postupné
a vzdy ve své dobé predstavovaly vyznamny po-
krok. Na pocatku to byla tenkovrstevna chromato-
grafie (Thin Layer Chromatography, TLC) a plynova
chromatografie (Gas Chromatography, GC), které
dosahly svdj vrchol jesté pfed rozsifenim kapalino-
vé chromatografie a v soucasnosti je jejich vyuziti
jen okrajové. Vysokoucinna kapalinova chromato-
grafie (High Performance Liquid Chromatograhpy,
HPLC) s rlznymi typy detekce se zacala rozvijet od
Sedesatych let minulého stoletf a v soucasnosti je
to pfedevsim ultralicinna kapalinova chromatogra-
fie (UHPLC) s hmotnostni detekci (Mass Detection,
MS), kterd se stala zlatym standardem pfi analyze
lécivych latek.

Tenkovrstevna chromatografie
Tenkovrstevna chromatografie méa své stalé
misto v toxikologii pfi identifikaci 1écivych latek.
Po nanesenf analyzované latky a standardu na
start desticky pokryté stacionarni fazi se chroma-
tografickd desticka vioZi do vyvijeci komory, kterd
obsahuje smés rozpoustédel (mobilnifazi) a pone-
ché ze zde tak dlouho, aZ rozpoustédlo dosdhne
Celo desticky. Po dokonalém vysuseni se jednotlivé
4tky detekuji bud' pod UV lampou nebo na zakladé
barevné reakce s rliznymi ¢inidly. Hodnota RF (po-
meér vzdalenosti skvrny od startu a vzdalenosti cela
rozpousteédel od startu) a barevna reakce jsou pro
jednotlivé latky charakteristické a dokdZzou v mno-
ha pfipadech jednoznac¢né identifikovat danou
noxu i bez pouzitf instrumentdini techniky (15).

Plynova chromatografie
Plynové chromatografie (GC) se pfi analyze

|é¢iv zacala uplatiovat od 60. let minulého stoleti
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pro latky, které se daly pfi vysoké teploté prevést
do plynného stavu, popf. tyto viastnosti ziskaly
chemickou reakcf tzv. derivatizacf. Vétsinou se
pracovalo v médu rozdélovaci plynové chroma-
tografie (Gas Liquid chromatography, GLC), kde
k separaci jednotlivych latek dochézi na zakladé
interakci mezi staciondrni fazi (tenkou vrstvou
kapalné faze navdzanou na nosic) a analytem.
Jako mobilni faze se pouzivaji plyny, nejcastéji
dusik, hélium nebo vodik a detekce se provadi
bud plamenové ioniza¢nim detektorem (FID)
nebo se pouzivd upravena tryska s navazanym
alkalickym kovem AFID nebo termionicky de-
tektor, oba se zvysenou citlivosti na pfitomnost
dusfku a fosforu. Z pocatku se pouzivaly ndplriové
kolony, coz byly sklenéné nebo kovové trubice
plnéné staciondrnimi fazemi. Pozdéji to byly ka-

HLAVNI TEMA (

LABORATORNI METODY V TERAPEUTICKEM MONITOROVANT LEKD

pilarni kolony dlouhé az nékolik desitek metrd
s tenkym filmem stacionarnifaze nanesenym na
vnitfni strané kapilarni kolony, které jsou spojené
predevsim s hmotnostnimi detektory.

Metoda GLC se pouzivala hlavné pro stano-
ven( antiepileptik prvnf a druhé generace jako je
kyselina valproova, fenytoin, fenobarbital, primidon
a karbamazepin, ale dé se pouzit i pro topiramat,
ktery pfedstavuje antiepileptikum tfeti generace
(16, 17, 18). Pracuje se s naplhovymi kolonami se
staciondrnimi fézemi na bazi polysiloxanu nejcas-
t&ji OV-17 nebo SE-30 a s dusikem jako mobilni féz'.
Kyselina valproova se stanovuje pfimo na fazi SP-
1000. U ostatnich antiepileptik, kterd jsou tepelné
nestald, se provadéla on column derivatizace za
vzniku metylderivat( a jako derivatizacni ¢inidlo
se pouzival tetramethylamonium hydroxid nebo

Obr. 2. Analyza antiepileptik metodou HPLC s UV/VIS detekci
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Analyza antiepileptik metodou kapalinové chromatografie s UV/VIS detekci (PD — primidon, PB - fenobarbital, LAM —
lamotrigin, IS — vnitini standard, DPH - fenytoin, CMZ — karbamazepin a dva aktivni metabolity PEMA — phenyethyl-

malonamid a EPO-CMZ-epoxy-karbamazepin)
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trimethylphenylamonium hydroxid. V praxi to pro-
bihalo tak, ze po extrakciléciva do organického roz-
poustéla, nejCastéji éteru se éter odpafil, k odparku
se pridal roztok derivatiza¢niho ¢inidla a vzorek se
aplikoval na kolonu. Reakce pak probéhla pimo pfi
nastriku za vysoké teploty (16). Na obr. 1 je uveden
pifklad analyzy antiepileptik.

V soucasnosti se plynova chromatografie
shmotnostni detekci pouziva predevsim pfi toxiko-
logické analyze. Po nastfiku extraktl z biologického
materidlu na kapildrni kolonu a naslednou separaci
se hmotnostni spektra jednotlivych latek porovna-
vaji s knihovnami spekter Ié¢ivych Iatek a dokdZou
pomérné priikazné identifikovat neznadmé lécivo.

Vysokoucinna kapalinova
chromatografie

Vysokoucinna kapalinové chromatografie
(HPLQO) je v soucasnosti nejrozsifenéjsi chroma-
tografickou metodou. Je to separac¢ni technika,
kterd vyuziva kontinudini opakovani rovnovazné
distribuce mezi pevnou (stacionarni) a kapalnou
(mobilni) fazi. Mezi zékladni instrumentaini vy-
baveni patfi vysokotlakd pumpa se zasobniky
na mobilni fazi, davkovaci zafizeni spojené vétsi-
nou s automatickym davkovanim vzorkd (auto-
sampler), kolona, detektor a zafizeni na zdznam
a zpracovani signdlu (chromatograficky software
a pocitac). Pumpy mohou pracovat v izokratickém
(stejné slozeni mobilni faze) nebo gradientovém
maodu, kdy dochazf v pribéhu kazdé analyzy ke
zmeéné sloZzeni mobilni faze ve prospéch organic-
ké slozky a tim k urychleni separace slozitéjsich
smési latek. Kolony pfedstavuji kovové trubice
nejcastéji o délce mezi 5-25cm a vnitinim prd-
méru 1,2.1,3,4.6 mm, které jsou plnéné sorbenty
s velikosti ¢astic 1.7,2.6, 3,5,a 7 um. Na zpracovani
signélu v eludtu z chromatografické kolony se
mohou pouzit rlizné typy detekce, podminkou
je, Ze musi poskytovat odezvu umérnou kon-
centraci pfftomnych latek. Nejcastéji se pouzivaji
spektrofotometrické UV/VIS detektory, které pra-
cuji v oblasti ultrafialového a viditelného spektra
(200-600 nm) a hmotnostni detektory na prin-
cipu trojitého kvadrupodlu. Detektory fluoromet-
rické nebo elektrochemické se v analytice Iékd
vyuzivajf jen okrajove.

Nejprve se v kapalinové chromatografii pouzi-
valy metody s polarnimi stacionarnimi fazemi pred-
stavované silikagelem a nepoldrnimi mobilnimi fa-
zemi jako je pentan, hexan, chloroform apod. Tento
typ se pfi analyze lécivych latek pfilis neprosadil

a k vyznamnéjsimu pouzitl doslo aZ s rozvojem
techniky nepolarni stacionani faze tzv. reverzni
faze, kdy se na hydroxylové skupiny silikagelu na-
vazaly uhlovodikové fetézce C8 (oktyl) nebo C18
(oktadecyl), popt. fenyl nebo skupiny CN a NH2,
které zmeénily vyznamné jeho vlastnosti. Zbyvajici
volné OH skupiny, kde uz vazba nebyla ze sféric-
kych dlvodd moznd, byly ¢asto jesté upraveny
napt. trimethylmonochlorsilanem tak, aby se zabra-
nilo chvostovan( separovanych latek. Jako mobilnf
faze se pak pouziva voda, popt. pufry, acetonitril,
metanol, tetrahydrofuran a jejich kombinace. Pro
zlepsenti a zrychleni separace se do mobilnich fazf
pridavaji v nizké koncentraci modifikétory jako je
triethylamin, octan amonny, mravenc¢an amonny
nebo se upravuje pH (19).

Bézné Upravy biologickych vzorkl (séra,
plasmy, popr. pIné krve) pfed vlastnianalyzou zahr-
nuji precipitaci proteinC (PPT) acetonitrilem a me-
tanolem, extrakci na tuhé fazi (SPE) nebo extrakci
zkapaliny do kapaliny (LLE) za pouziti organickych
rozpoustédel jako je éter, chloroform, dichlérmetan
a toluen. Po extrakci se organické rozpoustédlo
odstrani, odparek se rozpusti ve vodé nebo mobilnf
fazi a nastrikuje se na kolonu. Protoze u vétsiny ex-
trakénich metod dochdzi ke ztrdtdm analyzované
latky (extrakeni vytézek byva idedlné 80-95 %, ale
iméné) pouzivaji se tzv. vnitfni standardy (internal
standard, IS). Jsou to latky strukturdiné blizké sta-
novovanym léciviim s podobnymi viastnostmi,
které se pfidavaji ke vzorku pred extrakci a jsou
podrobeny stejnym postuplm jako stanovova-
na latka. U HPLC s UV/VIS detekci musf byt jejich
reten¢ni ¢as odlisny v porovnani s analyzovanymi
lécivy, u kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekel (LGMS/MS) se jako vnitini standardy ¢as-
to pouZivajf stejna Iéciva jen izotopové znacena
napt. deuteriem (meropenem a meropenem d6)
a jejich retencni &as je totozny. (19, 20)

HPLC s UV/VIS detekci se pouziva pfi analyze
|écivych latek ve vsech farmakologickych skupi-
nach. Jsou to napt. antiepileptika véetné farma-
kologicky aktivnich metabolit, teofylin, kofein
methotrexat, amiodaron a desethyl- amiodaron,
benzodiazepiny apod. (21,22, 23, 24, 25). Priklad
analyzy antiepileptik je uveden na obr. 2.

Kapalinova chromatografie
s hmotnostni detekci

Kapalinova chromatografie s hmotnostni de-
tekcf je zalozena na separaci a stanovent latek na

zakladé pomeéru jejich hmotnosti a naboje (m/2).
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Kazdy hmotnostnf spektrometr se sklada ze tff
zakladnich ¢asti - iontového zdroje, analyzatoru
a detektoru. V iontovém zdroji dochézi k ionizaci
molekul za vzniku pozitivné nebo negativné na-
bitych iontl. Nejpouzivanéjsimi iontovymi zdroji
je elektrosprej (ESI) a chemické ionizace (APCI).
V analyzatoru dochazi k separaci iontd ve vakuu
na zakladé poméru jejich hmotnosti a ndboje
a do detektoru jsou propoustény jen ty, ktera
majf odpovidajici hodnotu m/z daného skenova-
citho rezimu. V detektoru se méfi zména signélu
napf. méfenim zmény elektrického proudu. Pfi ana-
lyze 1éCiv se nejcastéji pouzivaji trojité kvadrupdly
(tandemové hmotnostni spektrometrie, (MS/MS),
které jsou vysoce citlivé a specifické. Tyto pfistroje
jsou slozeny ze dvou kvadrupdld, které pracujf jako
hmotnostni analyzatory. Treti kvadrupdl ulozeny
mezi nimi slouzf jako kolizni cela, kde za pfftom-
nosti inertniho plynu, nej¢astéji argonu dochazf
k fragmentaci stanovované latky. Kazda latka je
pak charakterizovéna prekurzorovym (parentnim)
iontem a specifickymi produktovymi (dcefinymi)
jonty a na zakladé téchto Udajd pak mdze byt
velmi presné a specificky kvantifikovana. Vzhledem
k tomuto zpUsobu kvantifikace nemusi byt jed-
notlivé latky na rozdil od HPLC s UV/VIS detekci
zcela separovany, coz urychluje analyzu sloZitéjsich
smésf (26). Nutno ale mit na paméti, Ze pokud tato
|éciva existuji v organismu nejen volnd ale i ve
formé glukuronidl (napt. kyselina mykofenolova)
nebo sulfatd (napf. cyklosporin A) musi se obé
slozky chromatograficky oddeélit, jinak by doslo
k faleSnému navyseni koncentrace méfeného lé-
Civa (27). Priklad analyzy kyseliny mykofenolové je
uveden na obr. 3.

Hmotnostni priletové spektrometry (Time
of Flight, TOF) s vysokym rozlisenim se ve spojent
s kapalinovou chromatografif pouzivaji v toxikologii
a v metabolomice pfi studiu metabolitd 1écivych
4tek (26).

K Upravé vzorkd krve, séra nebo plazmy
se u hmotnostni detekce nej¢astéji pouziva
precipitace metanolem nebo acetonitrilem,
popt. jejich kombinace a také se pridava siran
zine¢naty nebo jind aditiva pro zvyseni Ucin-
nosti (28). ProtoZe precipitace Uplné neodstra-
ni pfimési doprovodnych slozek pfitomnych
v biologickych vzorcich jako jsou endogenni
fosfolipidy nebo aditiva heparin a EDTA, musi
se tyto extrakty testovat na tzv. matricovy
efekt (29, 30). Ten se zjisti porovnanim plo-
chy piku stanovované latky bez a po pfidani
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extraktu matrice (séra popf. krve) a rozdil by
nemél byt vyssi nez + 15 %. V opacném pfi-
padé by mohlo dojit k vyznamnému ovlivnéni
vysledku analyzy. Matricovy efekt se da snizit
néekolika zpUsoby: pouzivat co nejmensiho
mnozstvi aditiv pfitomnych v odbérovych sys-
témech (pokud je to moZné pracovat se vzor-
ky séra), pouzivat izotopove znacené vnitini
standardy, které eluujf ve stejném retencnim
Case jako analyzované latka a pracovat v niz-
kych koncentracich, kde jsou matricové efekty
vyznamné nizsi (31).

Metoda LGMS/MS se pouZiva pfi stanoven(
lécivych latek a jejich aktivnich metabolitl ze
vsech farmakologickych skupin. Jsou to pre-
devsim antiepileptika, psychofarmaka, imu-
nosupresiva, antihypertenziva, antimykotika,
antivirotika a antibiotika (32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 20). Hmotnosti detekce umoznila pfimo
stanovovat i takové latky, které ve své molekule
nemaji chromofory, coz jsou skupiny atomd,
které umoznujf absorpci svétla. Tyto latky se pfi
méreni metodou HPLC s UV/VIS detekci muse-
ly nejprve prevést na barevné produkty che-
mickou reakcf tzv. derivatizaci, coz bylo ¢asove
naro¢né a nevhodné pro rutinni pouziti (40).
Mezi takové latky patfi napf. topiramat, gab-
apentin a vigabatrin ze skupiny antiepileptik
a celd skupina aminoglykosidovych antibiotik,
jako je amikacin, gentamicin a tobramicin, pro
které se dfive vylu¢né pouzivaly imunoanaly-
tické metody. Ty se vétsinou vyvijely v dobé,
kdy se aminoglykosidova antibiotika podavala
3x denné v nizsich davkach s dosazenim nizsich
vrcholovych koncentraci, nez je tomu u soucas-
ného podavani jednou denné. Tato skute¢nost
¢asto vede k vysokym pikovym koncentracim
antibiotik, které se nachazeji nad rozsahem ka-
libracnich kfivek komer¢nich imunoanalytickych
metod, a proto se musf tyto vzorky ¢asto fedit
a méfeni opakovat. LGMS/MS m& vyhodu v na-
staveni optimalnich podminek analyzy napf. roz-
sahu kalibra¢nich kfivek a umoznuje celkove
nizsi ndklady na analyzu pfi zachovani podobné
prachodnosti vzorkl (41).

Validace chromatografickych
metod

Chromatografické metody se vétsinou vy-
vijeji individualné pro jednu nebo vice léci-
vych latek z dané farmakologické skupiny vzdy
na zakladé pozadavkd z klinickych pracovist.

www.klinickafarmakologie.cz

Oznacuji se jako ,home made” metody a musf
se pred zavedenim do rutinni praxe validovat
podle FDA (Food and drug administration)
kritérii. Mezi pozadované valida¢ni parame-
try patfi linearita, opakovatelnost, mezileh-
|& preciznost, kvantifika¢ni a detek¢nf limit.
Opakovatelnost a mezilehld preciznost se
stanovi na zadkladé méreni 10 vzorkd pfipra-
venych nejméné ze tff riznych koncentracnich
hladin a méfenych bud béhem jednoho dne
(opakovatelnost) nebo v prébéhu nékolika na-
sledujicich dnt (mezilehld preciznost). Varia¢ni
koeficienty (VK) musi byt do + 15 % a jed-
notlivé koncentrace latek se musi pohybovat
mezi 85-115 % nominalni hodnoty. Pracovni
rozsah méreni je dan linearni zavislosti mezi

se da mérit s akceptovatelnou chybou s VK
do +20 % a koncentraci mezi 80-120 % no-
mindalni hodnoty. Kvantifika¢ni limit a detekéni
limit se daji odecist i z chromatografického
zdznamu porovnanim s rozkmitem nulové
linie jako 10S (kvantifika¢ni limit) a 3S (de-
tekenf limit). Soucésti validace je testovani
selektivity a robustnosti chromatografickych
podminek a u metod s hmotnostni detekci
se testuji matricové efekty vzdy cilené pro
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dany typ matrice jako je sérum, plasma, likvor
nebo napf. materské mléko. V rémci validace
se zjistuje stabilita jednotlivych analytl a tyto
poznatky se vyuZzivaji pfi transportu vzorkd
a béhem celé preanalytické faze (42, 43).

HPLC i LGMS/MS metody jsou v soucas-
nosti dostupné i ve formé komer¢né doda-
vanych diagnostickych souprav, které osahuji
vse potfebné k provedeni analyzy, jako jsou
kolony, standardy, mobilni faze a pracovni po-
stupy. Pracovisté musi byt vybavena pouze
vhodnou instrumentdini technikou. Takovéto
metody, podobné jako ostatni komer¢né do-
stupné metody jsou plné validovany vyrobcem
ajejich diagnostické soupravy byvajf oznaceny
znackou CE.

Zaver

Z celé skaly analytickych metod se v TDM
nejcastéji pouzivaji metody imunoanalytické
a metody kapalinové chromatografie s UV/VIS
detekci nebo s hmotnostni detekdi, ktera se
stala zlatym standardem pfi analyze lécivych
ldtek. Imunoanalytické metody se pouzivajf
predevsim pro TDM déle monitorovanych 13-
tek jako je digoxin, aminoglykosidové antibio-
tika, vankomycin, teofylin a antiepileptika prvni
a druhé generace. U antiepileptik se poprvé
zacaly pouzivat chromatografické metody, které

Obr. 3. Analyza kyseliny mykofenolové a jejich metabolitd metodou LGMS/MS
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Chromatogram kyseliny mykofenolové a jejich dvou metaboliti metodou kapalinové chromatografie s hmotnost-
ni detekci. 7-OH glucuronid (RT 0,79), acylglukuronid (RT 0,99), MPA — kyselina mykofenolovd (RT 1,30)
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umoznily stanovit vice latek rlznych generaci
i farmakologicky aktivnich metabolitl v jedné
analyze. Pro analyzu imunosupresiv, pfedevsim
cyklosporinu A a takrolimu bylo vyvinuto mnoz-
stviimunoanalytickych metod od RIA, EMIT, FPIA
a CMIA, ale zadnd z téchto metod nedokazala
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byla tak siroka, a proto se predevsim pouzivajf
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