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Uvod

e Terapeutické monitorovani léCiv (Therapeutic Drug Monitoring :: TDM)
* Diagnostika vrozenych poruch metabolismu
* Toxil

* Met Kvantitativni a kvalitativni analyza
latek v biologickem materialu
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N\ 5 Vyhodnoceni
Odbér a uprava \ &
vzorku analyza interpretace




Proé separace ? Mnoho interferujicich latek
* Prekryv signald

* Matricni efekty

o8 Mnoharadoveé rozdily
v koncentracich

_____________________________
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Komplexnost biol. vzorku J— —
. . - Estradiol muzi

° tisice latek .50 pmol/L |
_______________ 7______,

* velky rozsah M,
* nizko i vysokomolekularni latky

Pro spolehlivejsi a presnejsi kvantifikaci, ¢i identifikaci latek



Separace s vyuzitim kapalinové
chromatografie :: LC :: Liquid Chromatography

Separace probiha na zakladeée
rozdélovani latek mezi dvé
vzajemne nemisitelné faze:
(H-(s), nebo (-

v,«'l| '/
BN Lze pouzit pro molekul
(s) 0 pouzP y

5= od nizkych aZ po vysoké M,

LC je nejb&znajsi - U

chromatograficka —
metoda v klinické &
laboratori



Stacionarni a mobilni faze v LC

VZDY 2 vzajemné
nemisitelne faze !!!

stacionarni faze je pevna



Stacionarni faze

* Stacionarni faze :: plni se do chromatografickych kolon
* Kolona :: nerezova trubice naplnena vhodnym sorbentem

* Sorbent :: zpravidla porézni
sféricky na bazi silikagelu,
casto s chemicky
modifikovanym povrchem

Sorbent zajistuje interakci
se separovanymi latkami




Mobilni faze

* Mobilni faze (MF) protéka (je pumpovana) skrze kolonu
* Do jejiho toku se nastrikuje vzorek urceny k separaci

* Jednotlivé slozky vzorku jsou unaseny pres kolonu, kde
jsou rozdéleny na zakladé svych fyz.-chem. vlastnosti

* MF zajistuje interakci se separovanymi latkami a unasi
je chromatografickym systémem

g |
* V bioanalyze vétSinou organicka rozpoustédla misitelna
s vodou (methanol, acetonitril, izopropanol, + voda) —



Zakladni schéma kapalinového
chromatografu

nastrik vzorku

pocitac
detektor
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~ o kolona J
mobilni pumpa naplnena
faze mobilni faze stacionarni

fazi




Jak vypada chromatograf v realném svete




I Jak probiha rozdeéleni - separace

tok mobilni
faze

smeés latek A + B latka A latka B

efluent

smer Kk
detektoru




mobilni

faze
stacionarni stacionarni
faze latka A faze
Latk? B ve_ts_l A nizSi retence
opustila SULTILED L sloler = krat&i retenéni
kolonu jako mobilni zdrzeni na .
) £ i KoloNE cas iy
prvni azl olone



Detekce separovanych latek

Abychom byli schopni zjistit co nam Hmotnostni detektor

po separaci opousti chromatograf,
musime mit moznost detekce latek
v efluentu z kolony

? o
efluent = kapalina vytékajici z kolony o .

% Chromatograf
( Ruzné zplsoby detekce:
' ._/\J | * Absorpce v UV/VIS

* Fluorescence
* Hmotnhostni detekce



odezva

Chromatogram - zaznam chromatografickeé

separace z detektoru
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Kvalitativni informace

tra Plocha piku-A

Kvantitativni informace

A, Nékdy se jako
kvantitativni informace
bere vyska piku
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retencni ¢as



Ukazka realného chromatogramu
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Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie umoznuje zjistit pomer
hmota/naboj (m/z) iontl pohybujicich se v elektrickém,
nebo magnetickém poli a jejich relativhi mnozstuvi.

Zkratka MS (Mass
Spectrometry)

* Analyt se pri prevodu do plynné faze nerozklada

Zakladni predpoklad pro detekci latky pomoci MS:

* Analyt lze prevést do plynné faze

* Analytje schopen tvorit ionty v plynné fazi



Zakladni princip MS
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Hmotnostni spektrum

Zaznam pomeru m/z (,hmoty* iontu) vs. intenzita signalu
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Kazdy pik v hmotnostnim spektru odpovida
iontu s urcitou hodnotou m/z.

Intenzita pikG udava relativni pocet téchto
iontl zachycenych detektorem.

Ze spektra lze ziskat informace o strukture a
slozeni analyzované latky.



Grounded

Probe \




Vyvhody a nevyhody MS detekce

Vyhody

* \lysoka selektivita * Extremne draha instrumentace

* Vysoka citlivost * Drahy provoz

e Mornost identifikace latek * Naroky na odbornost personalu
* Univerzalnost - moznost analyzovat * Nachylnost k matricnim efektdm

velmi Sirokou paletu latek * Nizsi stabilita odezvy



Jak vypada zaznam z LC-MS

Odezva

Retencéni ¢as



Vyhody MS oproti klasickym detektorum

Lepsi selektivita

Vyssi citlivost

Usnadneéni identifikace latek

(. J




Selektivita stanoveni

@© ©
> >
5 g \ cc
© © | 1
S S
% EIC,
EIC,
EIC,
-

retencni ¢as



| Citlivost

\Metamphetamin/
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Co vsSe Ize vycist z (HR)MS spektra

« Monoisotopicka hmota — sumarni vzorec slou¢eniny, molekulova hmotnost
« Tvar izotopického clusteru — pocet uhliku, pritomnost ClI, Br, S

- RDBE :: Ring Double Bond Equivalent — minimalni souc¢et dvojnych vazeb a
kruht v molekule

- Fragmentacni profil — informace o strukture
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Klinické aplikace LC-MS na vybranych
prikladech z praxe

Novorozenecky screening dédi¢nych metabolickych poruch
Personalizovana farmakoterapie
v Monitorovani farmakokinetiky a terapeutickych hladin
v" Stanoveni biomarkeru ucinnosti a toxicity 1écby
v" Farmakogenomika v kombinaci s fenotypizaci
Toxikologicky screening
Omické metody pro hledani novych biochemickych markeru



Novorozenecky screening dedicnhych
metabolickych poruch



e (Oddeéleni klinické biochemie FN Olomouc ::
prof. Friedecky

 Analyza ze suché kapky krve (metoda DBS :
Dried Blood Spot)

e Odebér mezi48. a72. hodinou zivota z
paticky novorozence

* Analyza metodou tandemové hmotnostni
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LC-MS se v CR vyuziva pro plo$ny screening novorozenecky

poruch metabo

Aminokyselin

* Fenylketonurie

* Hyperfenylalaninémie
* Argininémie

e Citrulinémie typu |

* Leucindza

* Homocystinurie

e Glutarova acidurie typ |
* |zovalerova acidurie

lismu:

—

Fenylketonurie - autosomalné recesivni s frekvenci
vyskytu v CR cca 1:6000

Tyr

H,N COOH N COOH

Phe
H2
\[O fenylale&nhgxyléza

« Hromadéni fenylalaninu
* Poskozeni CNS
« Mentalni retardace

o COOH

Phenylpyruvat

OH




Personalizovana farmakoterapie



Monitorovani
farmakokinetiky a
terapeutickych hladin
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Stanoveni biomarkeru
onemochnéni, ucinnosti
a toxicity lécby

Farmakogenomika v
kombinaci s
fenotypizaci




Plasmaticka konc.

Siroké terapeutické okno

s

terapeuticka

sub-terapeuticka

v

Cas

Plasmaticka konc.

Uzké terapeutické okno

terapeuticka

sub-terapeuticka

v

Cas



Plasmaticka konc.

Uzké terapeutické okno

:: opakované podani
:: pomaly metabolizator

terapeuticka

Zméreni plasmatické
koncentrace lécCiva

Uprava davky




Monitorovani farmakokinetiky a terapeutickych hladin - TDM

o pE v
®n o Odbér vzorku
- e
Jprava davky Therapeutic
A Drug
Monitoring
Interpretace
a posouzeni | +| <
Analyza vzorku

lékafem ‘. |
ifj‘l S



Priklad z praxe: Farmakoterapie 6-merkaptopurinem u pacientt
s Crohnovou chorobou - TDM a fenotypizace

e U tézsich forem Crohnovy choroby vyuzivan
6-merkaptopurin/Azathioprin k udrzeni remise

 Geneticky polymorfismus TPMT - cast
pacientl potencionalné vystavena riziku
zavaznych nezadoucich ucinku

* U 20-30 % pacientl nevede dlouhodobé
podavani AZA ke zretelnému klinickéemu
efektu lécby

doc.Hroch |
I'."F%Hfadec,r ové,‘"' \ ¥y

D™}




Pred zahajenim terapie

Vytipovat TPMT deficitni pacienty

* Riziko myelotoxicity zptusobé vysokymi koncentracemi
aktivnhiho metabolitu thioguaninu

* Provadi se pred zahajenim farmakoterapie

V prubéhu terapie
Nalézt ,non-adherentni® pacienty

Pomoci béznych laboratornich vysSetreni je pomérné obtizné zjistit,
zda doslo k objektivhimu selhani léCby, Ci jde o nespolupraci pacienta
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Léciva, kde jsou béezne monitorovany plasmatickeé
hladiny prostrednictvim LC-MS

Oblast / Lékova skupina

Priklad Lléciva

Pfinos LC-MS pro personalizaci

Transplantologie

Takrolimus, cyklosporin, everolimus

Pfesné TDM, optimalizace davkovani, sniZeni rizika rejekce a toxicity

Onkologie - cilenalécba

Imatinib, dasatinib, erlotinib, sorafenib

Monitorovani plazmatickych hladin, sledovani rezistence, odhaleni variability metabolismu

Psychiatrie / Neurologie

Antidepresiva (SSRI, SNRI), antipsychotika, antiepileptika

TDM, zjiSténi adherence, prevence toxicity a poddavkovani

Imunosupresiva mimo Tx

Metotrexat (revmatologie), azathioprin

Individudlni titrace davky podle koncentraci a metabolit(

Antibiotika / antimykotika

Vankomycin, aminoglykosidy, azoly

TDM u kriticky nemocnych, snizeni nefrotoxicity, zajisténi tcinnosti

Kardiologie

Digoxin, antiarytmika, néktera antikoagulancia

Pfesné méreni Uzkého terapeutického okna, sniZeni rizika arytmii a krvaceni

Antiretrovirotika

Efavirenz, lopinavir, darunavir

Sledovani variability metabolismu, minimalizace nezadoucich u¢ink( a rezistence

Farmakogenomika +
fenotypizace

Test substratd CYP2D6, CYP3A4

Kvantifikace metabolitd » odhad enzymové aktivity, kombinace s genetickym profilem

Pediatrie / Geriatrie

Siroké spektrum lé&iv

Farmakokinetika je v téchto skupinach vysoce variabilni. Monitoring vede k lepSimu a

voevs

Metabolomika / biomarkery

Endogenni metabolity (lipidy, neurotransmitery, Zlu¢ové kyseliny)

Predikce odpovédi na lé€bu, sledovani toxicity, identifikace novych biomarker(




Priklad z praxe: Stanovenibiomarkeru zavaZnosti
onemocneni - Intrahepatalni tehotenska cholestaza (ICP)

Lipidomicka analyza zlu¢ovych kyselin (BAs)

Zakladni vyzkum Klinicky vyzkum
» Hodnoceni zavaznosti cholestazy a efektu » Spoluprace s pracovistem FN Olomouc
farmakologicke intervence - Screening intrahepatalni téhotenské
- Stanoveni BAs z télnich tekutin a tkani na cholestazy (ICP)
modelovych systémech intra a extrahepatalni . Stanoveni profilu BAs ze vzork( krve a

cholestazy u potkana a mysi modi



Toxikologicky screening



Monitorovani

Klinicka toxikologie P IS L CeLE

Dopingova kontrola
zalazanych atek
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Vyhledavani zcela
novych drog




Priklad z praxe: /ntoxikace triletého chlapce

Usek klinické a forenzni toxikologie ve FN HK

LC-HRMS metoda pro screening cca 1600 latek:
* VeétSina léCiv, ktereé se vyskytuji u nas na trhu
e VeétSina béznych i méne béznych drog,

pesticidl a primyslovych latek

Irilety pacient prijat ve FNHK s
podezrenim na intoxikac/

Technikou LC / HRMS zjistena
intoxikace METAMFETAMINEM !

TIC

Zdroj: FNHK — Ustav klinické biochemie a diagnostiky




Omickeée metody



Omické metody v soucasné dobeé zaujimaiji jedno z prednich mist pfri
hledani novych biochemickych markert zavaznych onemocnéni
Analyticka

chemie

Multioborova
problematika

Molekularni
biologie a
genetika

Biochemie
VétSinou mnoholety vyzkum se zapojenim

odbornikl z Sirokého okruhu specializaci



Priklad z praxe: Casna diagnostika nadorti pankreatu pomoci

il

lipidomicke analyzy vzorku krve
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M. HolCapek et al. Nature Communications. 2022 Jan 10;13:124.
Metoda patentovana v CR, Evropé, Japonsku a USA



ZAVER

« Hlavni myslenka: LC-MS kombinuje uc¢innou separaci latek s citlivou a
selektivni detekci

« Nezastupitelné pro moderni laboratorni medicinu

 Personalizovana medicina, TDM, omické metody pfri hledani biomarkeru
onemocneéni, toxikologie, atd.
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