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.
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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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