UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra analytické chemie

Vyvoj a validacia metody pre terapeutické stanovenie
vybranych antiepileptik metodou LC/MS

Diplomova préaca

Autor: Michal Matejka
Studijny program: Chemie
Studijny odbor: Analyticka chemie
Forma stadia: Prezen¢na
Veduci prace: doc. RNDr. Petr Frycak, Ph.D.

Olomouc 2024



PALACKY UNIVERSITY OLOMOUC

Faculty of Science

Department of Analytical Chemistry

Development and validation of a LC/MS method for

therapeutic determination of selected antiepileptic drugs

Diploma Thesis

Author: Michal Matejka
Study program: Chemistry
Major: Analytical Chemistry
Form of study: Daily
Supervisior doc. RNDr. Petr Frycak, Ph.D.

Olomouc 2024



Bibliograficka identifikacia
Autor: Michal Matejka

Nazov prace: Vyvoj a validacia metody pre terapeutické stanovenie vybranych
antiepileptik metédou LC/MS

Typ préce: Diplomova
Pracovisko: Katedra analytické chemie
Veduci prace: doc. RNDr. Petr Frygak, Ph.D.

Rok obhajoby prace: 2024

Abstrakt: Diplomova praca sa venuje problematike vyvoja a validacie metédy pomocou
kvapalinovej chromatografie v spojeni s hmotnostnou spektrometriou pre stanovenie 6smich
antiepileptickych lieCiv z T'udského krvného séra. Epilepsia je neurologické ochorenie,
ktorym trpi 8-9 o0sdb na 1000 Tudi. Tato diplomova praca sa venuje konkrétne
antiepileptikdm ako su: levetiracetam, gabapentin, brivaracetam, zonisamid, primiddn,
lakosamid, lamotrigin a perampanel. Monitorovanie liekovych hladin antiepileptik je
dolezité v Klinickej praxi za i¢elom dosiahnutia bezpe¢ného a Géinného lie¢ebného rezimu
aj cez variabilitu farmakokinetickych parametrov medzi rb6znymi jedincami. Toto
monitorovanie je Casto vykonavané technikou LC/MS. Bola vyvinuta a validovana LC-
MS/MS metdda, ktorou je mozné stanovit’ spominané antiepileptika z l'udského krvného
séra. Ako interny Standard bol pouzity kofein. Metdda bola overena analyzou spikovanych
modelovych vzoriek v negativnom krvnom séru. Pri fragmentaénych spektrach MS? (MS3)
boli navrhnuté aj Struktury patriace danym fragmentom jednotlivych lie¢iv. Ta4to metdda
moze byt pouzitd aj vo forenznej praxi , preto je v diplomovej praci venovana pozornost’ aj

tejto oblasti.

Kracdove slova: kvapalinova chromatografia, hmotnostna spektrometria, antiepileptika,

terapeutické monitorovanie lie¢iv, forenznd chémia, krvné sérum, validacia

Pocet stran: 71

Jazyk: slovensky



Biblioghraphical Identification
Author: Michal Matejka

Topic: Development and validation of a LC/MS method for

therapeutic determination of selected antiepileptic drugs

Type of thesis: Diploma
Department: Department of Analytical Chemistry
Supervisor: doc. RNDr. Petr Frycak, Ph.D.

The year of presentation: 2024

Abstract: The diploma thesis deals with the development and validation of a method
using liquid chromatography in conjunction with mass spectrometry for the determination
of eight antiepileptic drugs from human blood serum. Epilepsy is a neurological disease
that affects 8-9 individuals per 1000 people. This diploma thesis deals specifically with
antiepileptics such as: levetiracetam, gabapentine, brivaracetam, zonisamide, primidone,
lacosamide, lamotrigine and perampanel. Therapeutic drug monitoring of antiepileptics is
important in clinical practise in order to achieve safe and efficient treatment for all patients
despite the variability of pharmacokinetic parameters among individuals. A LC-MS/MS
method was developed and validated, by which it is possible to determine the mentioned
antiepileptics from human blood serum. Caffeine was used as an internal standard. The
method was verified by analyzing spiked model samples in negative blood serum. In MS?
(MS?) fragmentation spectra, structures belonging to given fragments of drugs were also
proposed. The mehod can also be used in forensic practise, which is why the diploma thesis

also pays attention to this area.

Key words: liquid chromatography, mass spectrometry, antiepileptics, therapeutic drug
monitoring, forensic chemistry, blood serum, validation

Number of pages: 71

Language: Slovak



Cestne prehlasujem, Ze som tuto diplomova pracu s ndzvom: ,,Vyvoj a validacia
metddy pre terapeutické stanovenie vybranych antiepileptik metédou LC/MS*
vypracoval samostatne pod vedenim doc. RNDr. Petra Fryc¢aka, Ph.D. s pouzitim

odborne;j literatry a d’al§ich zdrojov, ktoré st uvedené v zozname pouzitej literatury.

V OlOMOUCE ARQ oo

Michal Matejka



Pod’akovanie:

Tymto by som sa chcel pod’akovat doc. RNDr. Petrovi Fry¢akovi, PhD. za cenné rady,
odbornl pomoc a &as straveny pri rieseni problematiky diplomovej prace. Dalej by som sa
chcel pod’akovat’ Mgr. Oleksandrovi Prystopiukovi za pomoc pri rieSeni technickych
problémov v laboratoriu. Chcel by som sa pod’akovat’ celej Katedre analytické chemie.

Velk4 vd’aka patri aj mojej rodine a priatel’ke, ktori ma podporovali pocas celého Studia.

Tato diplomova praca bola finanéne podporena Interni grantovou agenturou UP v ramci
projektov IGA_PrF_2022_023 a IGA_PrF_2023_027.



Qbsah:

LU 1Yo o PR SPSPPRR 9

TEOTELICKA CASE ... .uuiiiiiiiiiiiiiitii e a e aeeaaa e aaaaasaaasaaaassassaaasssasaannsssnnnnnnn 10

Lo EPIEPSIA. ...t aeas 10

1.0 ANEIEPIIEPLIKA ...ttt 10

1.2. Mechanizmus G¢inku antiepileptik.........cccoviiiiiiiiiiii e 11

2. Charakteristika vybranych antiepileptik ..., 13

@) BIIVATACETAIM ... .eiiieiiie ettt 13

D) GADAPENTIN. ...ttt 14

(o) I I 11 1o (¢ T 10 PSR UP ORI PPTPRPPTPRIS 15

) LOVELIFACEIAM ...ttt ettt e s 16

) IPAo] o] 1= U 1] o B TP PSP PP OPR PP 17

T)  LAKOSAMIT. ...ttt ettt ettt 18

) PEramMPaNEl .......coiuiiiieiii s 19

) T o 1001 To (o]  F S SURUP PP PRUPRPRTPRIS 21

T o] =) a4 0 F= W 1= 1 o - PSSR 22
3.1 Vyuzitie techniky kvapalinovej chromatografie v spojeni s hmotnostnou spektrometriou vo

FOreNZNO-KIINICKE] PraXi.....ccccieeiiieeiiee ettt st e e stre e et e e sabeeesereeenneas 23

3.2 Terapeutické monitorovanie liekovych hladin metddou LC-MS/MS...........cccccovvvevcveenneenn, 23

3.3 Terapeutické monitorovanie antiepileptickych lie¢iv v Klinickej praXi........c.ccccvvvercvveennennns 24

4. Odber a spracovanie biologickych vzoriek krvi vo forenznej a klinickej praxi......26

4.1 KIV @ KIVNE SEIUM ...ttt sttt sttt sttt sae e st be e sbe e sabeebeesaeeebeenaeesnee 26

A) SPACOVA KV .. .ottt et e e st e e et e e s rbe e e sab e e e staeeateeeanneeas 26

b) Krvné zrazeniny zo subduralnych, subarachnoidnych alebo epiduralnych priestorov ....... 27

€) Krv z hrudnej alebo DruSnej dutiny .......coceeieeiieiiieniieiie e 27

4,2 USNE tEKULINY (SHNY) v.vvieieieeeeeeeteeetcee ettt ettt es et ea et s s 27

B3 IMOC i, 28

5. Postodberové spracovanie biologickych vzorieK ............coccooviiiiic i, 28

a) Extrakcia tuhou fazou (Solid phase eXtraction) ...........cccceevvieiiiiiiiiee e 28

b) Extrakcia v systéme kvapalina-Kvapaling............cccccccoiiiiiiiiiiiie e 29

5.1 Moderné separacné techniky na apravu biologickych matric.........ccceevveviivieeneeniieieeen, 29

a) Extrakcia rozpustadlom za pomoci ultrazvuku (Ultrasound-assisted extraction) .............. 29

b) Extrakcia rozpustadlom za pomoci mikrovinnych vin (Microwave-assisted solvent

BXETACTION) ..t e ettt ettt ettt ettt e et e et e e e e bt e e ete e e stbe e e s ab e e ebeeesabeeebaeeeabeeesbeeeanteeetaeesabeeeanraeans 30
6. Vyvoj a validacia metddy LC/MS (MS)......ccoiiiiiiie et 31
6.1 VYVO] MELOAY LC/MS (IMS) ..ottt ees e ese e 31

6.2 Validactng PaTamELIC. ......c.veeriiieeriieeiiee ettt sttt s s e s e s e e s e e nnree e 32



@) PTOSIIOST ...ttt 32

D) PrECIZNOSE ....etietiiiit et 32

) LEINMEAITEA. ..ttt 32

d) Limit deteKCIE LOD ....cviiiiiiiiiiiiee ittt 33

e) Limit KvantifikACie LOQ .......ccuiiiiiiiiiiieiieie et 33
Experimentalna Cast’.............ccooiiiiiiiiiiiii e 34
LLCHRIE PIACE ...ttt sttt b e et b et bt e a e b 34

P o 1) (0] 1= PSSP 34

B SEANAATAY «...v.vocecvveceeteeeee ettt ettt sttt ettt s et et en s 35

O, REAINE VZOTKY.....oueuiieieeieieet ettt sttt et enenens 35
6.Optimalizacia parametrov hmotnostnej SPEKIrOMELIie. ........cccvvevviereeiieeee e 35

7. Testovanie a vyber vhodnej kolény a mobilnej fazy pre chromatograficku separaciu ........... 38
7.Parametre fiNAINE) ANAIYZY ......ccuveiuiiiiieeie et et 44
10. VYSIedKy @ iSKUSIA .......cccuviiiiiiiieiie e 47
10.1. KAIIDFACIA. ...ttt 47
10.2 LIMIE AELEKCIE ...ttt e s 51
10.3 Opakovatel'nost’ a medzil'ahld preciznost .........occvveveeicieeeeiiiiere e sreee s sriree e esreee e 52
10,4 PravadivOST .....cceiiiieeeeiiiiee ettt ettt et e e st e e s st e s s e e st e e s e e e e aneeee s 53
10.5 Fragmentacné spektra antiepileptik.........oevvcuverririiereiiiiiee s sreee s siree e s e 55
4\ T TP PP PR PR PPR PP PRI 60



Uvod

Epilepsia je neurologické ochorenie, prejavujuce sa ki¢ovitymi zachvatmi, ktoré vznikaju
nadmernou aktivitou iénovych kanalikov v neurénoch v oblasti mozgu. Antiepileptika su
latky, ktoré pomahaju tlmit' excitacni aktivitu neurénov ovplyvnenim vodivosti vzruchu
ibnovych kanalikov alebo naviazanim na glutaméatové alebo GABA receptory. Pacienti, ktori

sa lie¢ia na epilepsiu musia uzivat’ dané antiepileptikd podl’a miery ich ochorenia.

Aby lekari mohli nasadit’ spravnu lieCbu, ktora sa tyka aj spravne podanej terapeutickej
davky s minimom vedl'ajsSich u¢inkov, a aby sa pacient nepredavkoval je nutné lie¢iva
pravidelne monitorovat’ v organizme pacienta. Ide o terapeutické monitorovanie liekovych
hladin, ktoré sa vpraxi ¢asto vykondva inStrumentalnou technikou kvapalinovej
chromatografie v spojeni s hmotnostnou spektrometriou. Pomocou tejto metody je mozné
analyzovat radu roznych latok vratane lieciv z r6znych biologickych materialov s pouzitim
malého mnozstva vzorky, ktora pred samotnou analyzou musi byt spravne odobrana
a vhodne upravena. Metdda kvapalinovej chromatografie s hmotnostne spektrometrickou
detekciou je okrem univerzalnosti aj vel'mi citliva metdda, ktora dokaze detekovat analyt vo
vel'mi nizkych koncentraciach. Na to aby bola takato metdéda pouziteI'na v praxi, musi byt
overené jej spravne fungovanie a spravnost’ merania. Tieto poziadavky vyjadruja valida¢né

parametre v procese validacie.

Tato diplomova praca zakladne popisuje vySSie spominani problematiku V jej teoretickej
casti. Cielom tejto diplomovej prace bolo vyvinut a validovat i¢inni metodu pre stanovenie
osmich antiepileptickych lie¢iv z krvného séra a to: levetiracetam, gabapentin, brivaracetam,
zonisamid, primidon, lakosamid, lamotrigin a perampanel. Ako vnutorny Standard bol
pouzity kofein. Podarilo sa vyvinat’ a validovat’ u¢inni metddu pre stanovenie tychto 6smich
latok z krvného séra. Pre lepS$iu Specifitu boli analyty merané prostrednictvom tandemovej

hmotnostnej spektrometrie.



Teoreticka cast’

1.Epilepsia
Epilepsia je ochorenie neurologického typu, ktoré sa prejavuje réznymi priznakmi. Vyskyt

tohto ochorenia postihuje priblizne 8-9 oséb na 1000 l'udi.! Epileptické ochorenie sa

U pacientov prejavuje zachvatmi, ktoré mozno rozdelit’:

a) Fokalne-zachvat vznikd v lokalizovanom lozisku v mozgu, mdze prebiehat’ so
stratou, ale aj bez straty vedomia

b) Generalizovane- zachvat vznikd v celej oblasti mozgu, vzdy prebiecha s poruchou

vedomia

c) Kombinované neznameho typu

P6vod epilepsie je rozny, méze vznikat po mozgovej prihode/traume, mdze byt geneticky
predurceny, spésobeny metabolizmom alebo infekénym ochorenim, ale aj neznamym

pévodom.?

1.1. Antiepileptika

Su lie¢iva obsahujuce chemicku latku, ktorda potlaca prejavy ochorenia. Mechanizmus
ucinku spociva v potlaceni excitability neuronov, ovplyvitiovanim sodnych, draselnych alebo
vapenatych kanalikov alebo naviazanim na GABAergné a glutamatové receptory,

a synaptické proteiny.
Delenie antiepileptik na zaklade mechanizmu u¢inku:

1. Uzkospektréalne antiepileptikd (ovplyviiuju len vybrany neurénovy kanal alebo

receptor):
a) Na' kanaliky- karbamazepin, lakosamid, primidén
b) Ca2" kanaliky- gabapentin, pregabalin
c) GABA receptory- fenobarbital, vigabatrin, klobazam
d) AMPA receptory- perampanel

e) Vézba na synaptické proteiny (SVA2)- levetiracetam, brivaracetam

2. Sirokospektrilne antiepileptikd (ovplyviiuji viac nervovych kandlov alebo
receptorov): valproat, lamotrigin, zonisamid, topiramat.*?
(pozn. tu¢ne zvyraznené chemické latky st predmetom skiimania problematiky tejto

diplomovej préace.)
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1.2. Mechanizmus a¢inku antiepileptik

1.2.1 Napiitovo riadené sodikové kanaliky

SU zodpovedné za stapajucu neurologickl aktivitu na zéklade potencialu. Pri depolarizacii
neuronov, protein nachddzajuci sa v sodikovych kanalikoch zachyti napdtovy impulz
a zareaguje nan zmenou konformécie. Kanal sa v dosledku toho premeni z nevodivého na
vodivy, ¢o umoziiuje tok Na* i6nov a tym spdsobuje vy$siu nervova aktivitu. V mozgovych
sodikovych kandlikoch tak vznika cyklus kedy sa striedaju pokojové a otvorené stavy
kanalikov, ¢o spdsobuje vysokofrekvenéné sledy potencidlov, ktoré vyvolavaja epileptické

zachvaty.

Antiepileptika ako fenytoin, lakosamid alebo karbamazepin su schopné blokovat’ Na*
kanaliky niekolkymi moZnymi spdsobmi. NajbeZnej$i sposob inaktivacie kanalikov je
takzvany ,,dominantny“ proces inaktivacie, ktory je zaloZeny na naviazani
aminokyselinovych zvySkov medzi 3. a4. doménu a podjednotky sodikového kanala
(obrézok 1). Tento proces prebieha vradoch niekolkych milisekund. Stibezne méze
prebiehat dodatocny proces nazyvany ,,pomala inaktivacia®, ktory je zalozeny na

depolarizacii neurénov a prebieha v radoch niekol’kych sekund.*

p2 | I 1] \%

PO000C

00 ©OOOOC

KCOO‘

COO-

Obrazok 1: Primarna Struktura podjednotiek a domén napatovych sodikovych kanalikov
zloZena zo 4 segmentov ohrani¢ena P jednotkami. Struktiry v tvare valcov predstavuji
membranové segmenty a-hélixového typu. Segmenty S4 st ,,napatové detektory®, a-hélixy
modrého sfarbenia su pérovité oblasti v membréne, a-hélixy ruzového sfarbenia su miesta,

kde sa navézuje dané antiepileptikum.*
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1.2.2 Napiit'ovo riadené vapenaté kanaliky

SU multijednotkové, proteinové komplexy, ktoré na zaklade depolarizacie membréany
umoznuji prechod i6nov do presynaptickych nervovych zakonceni. Véapenaté kanaliky

mozno rozdelit’ na vysokonapiatové (HVA) alebo nizkonapiatové (LVA).

Vysokonapédtové vapenaté kanaliky ovplyviiuju uvolfiovanie neurotransmiterov, ich
blokadou sa ich uvoliovanie inhibuje. Kanaliky tvori protein ozna¢ujuci sa ako al, ktory
tvoria dve hlavné pomocné podjednotky a26-1 a a23-2, ktoré maju vysokd anfinitu na

gabapentin.*

Nizkonapédt'ové kandliky v neurénoch prepistaju vapenaté idny cez membranu, ktoré
prekracuji spodné prahové hodnoty, ¢im sa spdsobi zvySena aktivita potencidlov
v neurénoch talamu, tento jav sa nazyva ,burst firing“. Prechod Ca?' i6nov cez

nizkonapit'ové kanaliky typu T mozu taktieZ ovplyvnit’ bunkové procesy.’

12



2. Charakteristika vybranych antiepileptik

a) Brivaracetam

Inak aj ako (2S)-2-((4R)-2-oxo-4propylpyrolidin-1-yl)butdnamid. Jadro Struktary
molekuly tvori pyrolidin-2-acetamid. Substituent a-etyl na acetamidovej ¢asti molekuly
zabezpeCuje vizbu na synapticky vezikulovy protein SV2A (dalej len SV2A), protein
znizujici uvolnovanie excitaénych neurotransmiterov. Tato vdzba je kliCova pre
aktivaciu antiepileptika. Zaujimavost'ou je, Ze S enantiomér v chirdlnom centre v spojeni
pyrolidinového kruhu a butanamidu sa viaze na SV2A 3000-krat ucinnejSie ako R
enantiomér. Molekula ma eSte jedno chirdlne centrum, ktoré vsak pre farmakokologicku

aktivitu nepredstavuje zasadny vyznam.

Brivaracetam sa podava vo forme filmom potiahnutych tabliet s 10, 25, 50, 75 a 100 mg
ucinnej latky alebo vo forme peronalneho roztoku o koncentracii 10 mg/ml.
Brivaracetam sa pacientom modze podat’ aj intravendzne. Kinetika brivaracetamu ma
linearny priebeh, idealne sa lie¢ivo absorbuje z gastrointestinalneho traktu, ale vSak
absorpcia moze byt obmedzena pozitim jedla s vysokym podielom tuku. Brivaracetam
sa rychlo transportuje z krvi do mozgovych buniek vd’aka svojej vysokej lipofilicite.
Transport prebieha na zéklade pasivnej difuzie, LogD=1,4. Okolo 17,5 % licku sa viaze
na plazmatické proteiny. Distribuény objem (d’alej V) &ini 0,6 Ikg. Stdie na zdravych
I'ud’och ukazuju, ze biologicky polcas brivaracetamu je v medziach 8 az 9,5 hodin.
Clearance brivaracetamu po niekolkonasobnych terapeutickych davkach je 3,49 I/h
u osoby s hmotnostou 70 kg. Brivaracetam sa moZe podavat’ pacientom s poruchou

obli¢iek, ale pacientom s tazkou poruchou peéene sa davka musi znizit o 33 %.°

o

Obrazok 2: Chemicka $truktura brivaracetamu®
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b) Gabapentin

Je Struktarny analdég kyseliny y-amino butanovej (GABA), ktory bol schvaleny na
doplnkovt liecbu pacientov starSich ako 12 rokov, ktori trpeli epileptickymi zachvatmi.
V sucasnej dobe sa pouziva aj pri liecbe neuropatickej bolesti, ktord vznika podrazdenim
alebo poskodenim nervu, vacsinou pri diabetickej neuropatii, pri postherpetickej
neuralgii alebo pri ochoreniach, ako rakovina alebo leukémia. Pri neuropatickej bolesti
d6jde k poraneniu nervu, dosledkom ¢oho je jeho zniZenie prahu citlivosti (alodynia)
alebo jeho zvySenie (hyperalgézia). DOsledkom molekularnych zmien v centrélnej
nervovej sustave dochadza k bolesti neporanenych periférnych nervov. Pacientom, ktori
prekonali ochorenie Herpes zoster, moze tato bolest’ pretrvavat’ v obdobi 4 tyzdnov,
U niektorych bolest’” pretrvava dlhsie. Na lieCbu neuropatickej bolesti sa okrem
gabapentinu a pregabalinu , najskor siaha po tricyklickych antidepresivach (TCA),
dualnych inhibitoroch spatného vychytavania serotoninu a norepinefrinu alebo po

lidokaine. V tazsich stadiach m6zu pomoct’ 6pioidné analgetika a tramadol.

Vd'aka skutoc¢nosti, Ze dokdze zmiernit’ az odstranit’ neuropatické bolesti sa gabapentin

stal dostupnej$im, povodne sa podaval az pri tazsich stadiach spolu s TCA.

Gabapentin ma relativne bezpecny profil v stvislosti s interakciami s inymi latkami.
Klinické studie zistili, Ze negativne neovplyviluje peCetiové enzymy, vd’aka Comu sa
pouziva ako latka prvej linie. Stidia (Selph et al.2011)% preukéazala vyrazny pokles

bolesti aj u pacientov s mechanickym poranenim miechy.

Mechanizmus ucinku spociva v tom, ze sa gabapentin viaze na oa256-1 pomocnu
podjednotku napitovo riadeného Ca®* kanalika vo vnitri periférneho neurénu a inhibuje
napiatové vzruchy vo vnutri kanala, ¢im sa znizi nervova aktivita. Maximalna
koncentracia v plazme nastane po 2-3 hodinach po podani jednotnej davky, Vp
predstavuje 0,9 I/kg. Maximéalna denné davka pre dospelych pacientov predstavuje 2400

mg. Terapeuticka koncentracia v sére by mala predstavovat’ 12-60 umol/l.’
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Obréazok 3: Chemicka Struktira GABA a gabapentinu’

c) Lamotrigin

Antiepileptikum so systematickym nazvom (3,5-diamino-6-(2,3-dichlérofenyl)-1,2,4-
triazin), ktoré ma Siroké uplatnenie pri lieCbe pacientov na rézne $tadia ochorenia a je

licencované na monoterapeutické pouZitie.

Mechanizmus Uc¢inku spociva v inhibovani napdtovo riadenych sodnych a CiastoCne aj
vapenatych kanalikov, ¢oho dosledkom je prevencia uvolnenia glutamatu v excitovanej
forme, ktory spdsobuje zvySeni nervovu aktivitu. Lamotrigin sa do organizmu dostava cez
gastrointestinalnu sustavu (Tmax=1-3 hod.). Absorpcia zavisi na podanej davke, ale aj na
zaklade prijatého jedla. Latka je vo velkej miere ovplyviiovana pecenovymi AED
enzymami. Koncentracia v plazme rastie linearne na zaklade podanej davky. Okolo 55 %
latky sa viaze na plazmatické proteiny a Vp predstavuje 1,2 I/kg. Biologicky poléas
lamotriginu je 15-35 hodin, zavisi od pacienta, k uplnej ociste organizmu od lamotriginu

dochédza asi po 60 hodinach .

Lamotrigin vyznamne interaguje s inymi lie¢ivami z dovodu, Ze jeho metabolizmus vyrazne
ovplyviuji pe€eniové enzymy a inhibuje ho valproat sodny, s ktorym je potrebné lamotrigin
podévat’ v mens$ich davkach, lebo pacientom moze hrozit’ alergicka reakcia. Bolo zistené, Ze
lamotrigin podany so sertralinom ho inhibuje glukuronidaciou a zvySuje sa jeho

koncentracia v krvi. S podanim acetaminofénu a rifampicinu sa zas koncentracia
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lamotriginu zrychlila. Stadia (Morris et.al)® zistila, Ze optimalne rozmedzie koncentracie

lamotriginu v sére by malo byt 12-55 pmol/I.2
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Obrazok 4: Chemicka $truktira lamotriginu °

d) Levetiracetam

Antiepileptikum pod substitu¢nym nazvom ((S)-a-etyl-2-oxo-pyrolidinacetamid), ktoré
je pouzivané na podporni lieCbu ciastoénych epileptickych zéachvatov prevazne

u dospelych, ale v ur¢itych pripadoch aj u deti.

Mechanizmus ucinku levetiracetamu nie je jasny, pravdepodobne spociva v interakcii na
Specifické miesto v oblasti mozgu s chiralnym centrom molekuly. Podava sa peronalne,
pricom sa rychlo absorbuje do krvného rie¢ista (Tmax=1 hod.). Koncentrécia
levetiracetamu Vv plazme sa zvySuje linearne s podanou davkou a neinteraguje
s plazmovymi proteinmi. Vp predstavuje 0,5- 0,7 l/kg. Metabolizuje sa na
farmakologicky neaktivne metabolity, ktoré sa vylucuji mo¢om cez obli¢ky. Clearance
predstavuje 6-8 hodin u dospelych, 10-11 hodin u starsich I'udi. U l'udi s poskodenymi
oblickami sa moéze jednat aj o dlh$iu dobu. Dennd davka predstavuje 500 mg

levetiracetamu 2x denne. Ma dobry terapeuticky index a minimum vedlajsich u¢inkov.®
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Obrazok 5: Chemicka $truktara levetiracetamu™®

e) Zonisamid

Antiepileptikum pod ndzvom (1,2 benzyoxazol-3-metansulfonamid) je schvaleny na

liecbu ¢iastocnych epileptickych zachvatov.

Mechanizmus u¢inku spociva v blokovani Na* napitovo citlivych kanalikov, ktoré
spdsobuju zvysena nervovu aktivitu, tzv. ,,neuronal firing“. Ciasto¢ne blokuja aj Ca®*
napatovo riadené kandliky typu T. Moze redukovat aktivitu dopaminovych
a serotogénnych neurotransmiterov, a ¢iasto¢ne chrani pred poSkodenim nervovych
buniek. Neinteraguje s GABA.

Podéava sa peronalne vo forme tabliet (Tmax =2-6hod.), absorbuje sa kompletne 40-60 %
licku mdze interagovat’ s proteinmi nachadzajlcich sa v erytrocytoch, ma vysoku afinitu
na karboanhydrazu. Vp predstavuje 1,5 I/kg. Koncentracia v sére je linedrna s podavanou
davkou. Denna davka predstavuje 10-15 mg/kg. Metabolizuje sa pomocou acetylacie
a naslednou konjungéaciou s kyselinou glukurénovou. Clearance predstavuje 0,015-
0,019 I/h/kg. U pacientov s monoterapeutickou lie¢bou je biologicky polcas od 50-70
hodin.

Zonisamid neinhibuje pecenovy enzym CYP450, ¢im neposkodzuje pecenn. MoZu sa

vyskytnut’ interakcie s inymi antiepileptickymi lieCivami ako je napriklad karbamazepin,
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ktorého metabolitom je karbamazepin-10,11-epoxid, ktory interaguje so sérovymi

proteinmi, ¢o moze byt doévod vzniku vedlajsich tginkov pri ich sibeznom podani.®

Obréazok 6: Chemicka s§truktura zonisamidu*

f) Lakosamid

Latka so substituénym nazvom (R-2-acetamido-N-benzyl-3-metoxypropionamid), ktora
posobi ako liek proti epileptickym ki¢om. Mechanizmus ucinku spociva v inhibovani
aktivity sodikovo napdtovych kanalikov. Oproti antiepileptikim ako fenytoin alebo
lamotrigin, ktoré inaktivuju tieto kanaliky pomerne rychlo a narazovo, lakosamid ich

inaktivuje pomaly, ¢im znizuju patopsychologickt nervovu aktivitu.

Lakosamid je podavany peronalne vo forme tabliet a je absorbovana celd davka. Optiméalna
denna davka predstavuje od 200 do 600 mg. Po perondlnom podani Cmax Vv krvnej plazme
je dosiahnuté po 1-4 hodinach po podani. M4 minimalnu vézbovost’ na plazmatické proteiny
(<15%). Biologicky pol¢as latky predstavuje okolo 13 hodin. Lakosamid a jeho hlavné
metabolity st eliminovené obli¢kami. Je preukdzané, Ze sa lakosamid minimalne viaZe na
sérové proteiny, a Ze neinteraguje s inymi lie¢ivami ako karbamazepin, digoxin a pod.

TaktieZ sa nepreukézal inhibi¢ny vplyv na izoenzym CYP450.?
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Obrazok 7: Chemicka $truktura lakosamidu®®

g) Perampanel

Perampanel alebo (2-(2-ox0-1-fenyl-5-pyridin-2-yl-1,2-dihydropyridin-3-

yl)benzonitril), ktory patri medzi antiepileptika, ktoré nemaju chiralne centrum.

Mechanizmus u¢inku spociva, ze sa latka viaze prostrednictvom glutamatového
receptoru  a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-izooxazolpropionovej kyseliny (AMPA).
Podra stadie, ktora sa zaoberala u¢inkom perampanelu na AMPA, ktora sa vykonala na
nervovych bunkach potkanov a naslednym vyhodnotenim zmien koncentracie vapnika
vo vnutri bunky sa zistilo, ze v pritomnosti perampanelu sa inhibovalo zvySenie
vnatrobuneéného  vapnika. Vysledky potvrdili, Ze perampanel pdsobi ako
nekompetitivny antagonista receptoru AMPA s vysokou selektivitou pre glutamatovy

receptor, kde inhibuje excitaénll neurotransmisiu.

Perampanel sa podava peronalne vo forme tabliet, absorbuje sa rychlo a kompletne.
Cwmax V plazme je dosiahnutd po 1 hodine po podani. Denna davka predstavuje 12 mg
pre dospelych pacientov. Na sérové proteiny sa viaze 95 % lieiva. Perampanel sa

metabolizuje  primarnou oxidaciou pomocou enzymu CYP3A nasledovana
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glukuronidéaciou. Clearance pre dospelych pacientov ¢ini 0,730 I/h u muzov a 0,605 I/h

u zien.'*

Obrazok 8: Grafické znazornenie mechanizmu uginku perampanelu®

Obréazok 9: Chemicka $truktira perampanelu®
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h) Primidén
Latka so substituénym nazvom (5-etyl -5 fenyl-1,3-diazinan-4,6-dién), ktoréa sa spolu s
propanololom pouziva na lieCbu esencialneho tremoru, ktory sa vacSinou vyskytuje

u jednotlivcov nad 65 rokov. Ochorenie va¢sinou postihuje horné koncatiny, ale aj hlavu,

hlas a zriedkavo aj doIné kon¢atiny.*®

Nevyhoda pri lie¢be primidénom je, Ze mbze nastat’ vyskyt akatnych vedl'ajsich G¢inkov
ako napriklad zvracanie, ataxia a pod. Takymto u¢inkom je mozné sa vyvarovat’ a to
znizenim dennej davky. Primidon sa podava peronalne vo forme tabliet, rychlo sa

absorbuje a vd’aka vysokej lipofilicite dobre prenika do mozgu.

Primidon sa metabolizuje na dva metabolity a to : fenyletylmalonamid a fenobarbital,
ktory ma vyznamne tremorlytické uginky pri lie¢be esencialneho tremoru. Studie
ukazali, Ze latka nema vplyv na postsynaptické GABA a glutamatové receptory,
a neinteraguje [*S]- t-butylbicyklofosforotionat, ligand, ktory sa viaZe na pikrotoxin na
CI" kanalikoch.

Primidon vo vel’kej miere inhibuje aj napitovo riadené Na* kanaliky a ¢iastoéne aj Ca®*
kanaliky, ¢im znizuje vysoku nervovu aktivitu v mozgovych centrach, pomaha pri lie¢be

epilepsie.
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Obréazok 10: Chemicka §truktara primidonu®’



3.Forenzna chémia
Forenzna chémia je zasadnou a neoddelitelnou stcast'ou forenznej vedy, ktora aplikuje

vedecké poznatky a vyuziva analytické techniky a postupy v oblasti kriminalneho pravneho
systému. Pociatky forenznej chémie historicky siahaju do roku 1752, kde bol uskuto¢neny
prvy chemicky test na jed za uéelom objasnenia trestného ¢inu otravy arzenikom.*® | Cielom
forenznej vedy je poskytnit’ vSetkym ucastnikom, ktori st zakomponovani do vySetrovania
v danom trestnoprdvnom procese, nastroje na efektivne vySetrovanie a ziskavanie

kvalitnejsich stép, ktoré mézu pomdct’ obvinit’ alebo zbavit’ viny podozrivé osoby.

Pri rieSeni trestnych ¢inov st pouzivané poznatky z vednych odborov ako je psycholdgia,
psychiatria, entomologia, antropoldgia, toxikoldgia. Taktiez st pri vySetrovani casto

pouzivané poznatky z chémie, biologie, botaniky, balistiky, genetiky a pod.*®

V stcasnej dobe forenzni chemici pracuju so Sirokou Skélou vzoriek z miesta ¢inu. Méze sa
jednat: od tlomkov farby laku automobilu pri dopravnej nehode az po ndbojnice, pripadne
ich rezidua alebo ulomky vybusnin pri spachani zavazného trestného Cinu, ako je vrazda,
vlamanie, kradez, teroristicky Utok a i. Medzi vzorkami sa Casto vyskytuju aj organické latky

ako drogy a jedy ¢i biologické latky ako telové tekutiny (krv, mo¢, vlasy a pod.).

Pri analyze spominanych latok sa vo forenznej praxi pouziva niekol’ko analytickych metod,
na ktoré sa klad(i naroky aby dané analyzy boli preukazatel'né a spolahlivé, a aby vysledky

analyz mohli byt’ plnohodnotne pouzité ako dokazy pri sidnych procesoch pri objasiiovani

trestnych ¢inov.*
Physical evidence Analytical techniques

* drugs, poisons ¢ ultraviolet, visible and
* alcohol in blood and urine infrared, spectrophotometry
* organic traces ¢ gas chromatography-mass
* metals, metallic alloys spectrometry
* diesel fuel, petrol, and kerosene * capillary electrophoresis
e dyes, paints, inks, fillers, binders ‘ ¢ high pressure liquid
* low standard construction chromatography

material like cement, bricks, etc. * neutron activation analysis
* pesticides ¢ atomic absorption
¢ inflammable material spectrophotometry
* explosives, firearms ¢ optical and scanning electron
+ different chemicals MIiCroscopy

Obrazok 11: NajcastejSie vzorky najdené na mieste ¢inu a K nim najbeznejSie pouzivané

analytické metody *°
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3.1 Vyuzitie techniky kvapalinovej chromatografie Vv spojeni
s hmotnostnou spektrometriou vo forenzno-klinickej praxi

InStrumentalna metéda  kvapalinovej chromatografie v  spojeni s hmotnostne
spektrometrickou detekciou (d’alej ako LC- MS) je jedna z najpouzivanejSich analytickych
metdd v r6znych oblastiach chemického priemyslu. Napriklad vo farmaceutickom priemysle
je metdda kvapalinovej chromatografie ¢asto pouzivana pri vyvoji novych lie¢iv, ktora
poskytuje vybornua separaciu zloziek analytu na chromatografickej kolone a dobru Specifitu
a selektivitu, ktord zavisi od zvoleného detektoru. . Pre lep$iu selektivitu sa ako detektor
Casto pouziva metdda hmotnostnej spektrometrie, pripadne tandemovej hmotnostnej
spektrometrie. Dalsou vyhodou tejto indtrumentalnej metoédy je moznost analyzy rady

vzoriek, od priemyselnych latok ako su farby, laky az po biologické vzorky.

V oblasti toxikologie je tato metdoda vo velkej miere pouzivand pre terapeutické
monitorovanie hladin liekov (TDM-therapeutic drug monitoring), aby sa pripadne vyhlo
pritomnosti toxickym hladinam v organizme pacienta ¢o by mohlo spdsobit’ predavkovanie

a naslednt smrt’.%!

Vicsina toxikologickych analyz metdédou LC-MS(/MS) je zaloZzena na sledovani uréitého
poctu analytov v rezime monitorovania vybranych iénov (SIM- selected-ion monitoring)
alebo v mdde monitorovania viacerych reakcii (MRM-multiple reaction monitoring). Jedna
Z najucinnejsich stratégii je analyza v mode MRM s kombinaciou skenovania produktovych
ionov, ktorych hmotnostné spektrum sa moéze porovnat’ s databdzou hmotnostnych spektier

pri identifikacii nezname;j latky.3®

3.2 Terapeutické monitorovanie liekovych hladin metédou LC-MS/MS

Terapeutické monitorovanie liekovych hladin je v klinickej a forenznej praxi dolezity
proces, ktory pomaha pomocou merania na danej technike optimalizovat’ terapeutickua davku
daného lieCiva pre pacienta tak, aby bola aktivna latka podana o najefektivnejSie
s minimom vedl'aj$ich Gi¢inkov.3? TDM je v praxi pouzivany hlavne pri lie¢be antibiotikami,

antivirotikami, antiepileptikami, psychotropnymi latkami alebo cytostatikami.®*

V minulosti boli niekol’ko rokov na terapeutické monitorovanie liekovych hladin pouzivané
metddy zalozené na imunotestoch, ktorych hlavné nevyhoda bola nedostato¢na $pecifita pri

latkach, ktoré mali podobny Struktirny charakter alebo bol pritomny vyskyt matrixovych
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efektov. V porovnani metdda LC-MS/MS, dokaze ponuknut vyznamnt selektivitu
a Specifitu pri analyzach anie je potrebne, aby analyty obsahovali v svojej Struktare
chromofor alebo fluorofor ako vuz spominanych imunotestoch.®? Dal§imi vyhodami
metody LC-MS/MS su $iroky koncentraény rozsah a mald spotreba vzorky.®® Silnou
strankou metddy LC-MS/MS je moznost’ analyzovat viac ako 15-20 liekov v jednej analyze

¢o umoznuje vel'mi rychle stanovenia.

Ako reélne vzorky pri TDM technikou LC-MS/MS sa va¢sinou pouziva krv pacientov alebo
krvné sérum, ale je moZné stanovit’ lieCiva aj z inych biologickych vzoriek ako su sliny, moc,

extrakty z buniek alebo tkaniv.3

Kvantifikécia lie€iv zo vzorky moc¢u nemusi byt’ dostato¢ne vypovedajuca ako kvantifikacia
zo vzorky krvi. Vysledky analyzy mozu byt’ skreslené mierou hydratacie organizmu pacienta
a vyznamnu ulohu zohrava aj pH mo¢u. Dal$ou nevyhodou kvantifikéacie liekov zo vzorky
mocu je, Zze koncentracia sledovaného analytu uz nemusi zodpovedat’ koncentracii, pri ktorej
mohlo dojst’ k predavkovaniu pacienta, z dovodu vylucenia danej latky ztela pred

samotnym odberom biologickej vzorky.3®

3.3 Terapeutické monitorovanie antiepileptickych lie¢iv v klinickej praxi

Hlavnym cielom TDM antiepileptik je ziskanie znalosti koncentra¢ného rozsahu latky
vyskytujlcej sa v organizme pacienta pri podani terapeutickej davky, ktory nasledne slizi
ako referen¢ny rozsah koncentracii tychto lie¢iv pri laboratornom stanoveni alebo pri
nasadeni liecby.*® Tym, Ze sa niektoré epileptické zachvaty vyskytuju nepravidelne,
s dlhymi casovymi usekmi medzi epizédami, je potrebné monitorovat’ lieCbu pacienta
v dlhodobom &asovom tiseku.** Dalsim dovodom TDM je, Ze u niektorych pacientov moézu
byt jednotlivé davky antiepileptik efektivne az na rozhrani minimélnej toxickej davky, preto
je dolezité priebezne monitorovat’ zodpovedajucu koncentraciu liekov v biologickych
vzorkach, najcastejsie v krvnom sére pacienta (SDC-serum drug concentration).*® Niektoré
antiepileptikd maju vel'mi nepriaznivé vedlajsie Gcinky, ktoré moézu spdsobit’ zachvaty,

ktoré su tazko odlisiteI'né od zachvatov, ktoré boli vyvolané neurologickou poruchou.**

Odber a analyza krvného séra tesne po epileptickom zachvate, ktory bol sp6sobeny podanim
nevhodnej davky lieCiva alebo vznikol v désledku interakcii sinymi liekmi, dokaze
poskytnut’ informacie o presnej pricine zachvatu, ¢o je tiez jednym z dovodom, preco sa

TDM vykonava.*® Casto sa TDM vykonaval na antiepileptikach, ktoré boli na americkom
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a europskom trhu uz niekol’ko desatroci, tzv. antiepileptika 1.generacie. Tymito latkami boli
napriklad, fenobarbital, primiddn, karbamazepin, kyselina valproova ai. Spomenuté
antiepileptické lie¢iva patriace do 1.generacie maju Uzke terapeutické rozsahy a vyznamnu
interindividualnu farmakokinetickd variabilitu.*

Therapeutic drug monitoring
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- o S Sample
gonee —\\ collection
6"\ Chromatography
- :
Ll -
3 Sensors &
) wearables
Adjustment of Sample
drug dosage analysis
P Immunoassays
=l ™. + o -
Medical — < Interpretation
judgement of results
Trends in Biotechnology

Obrazok 12: Grafické znazornenie procesu TDM, kde sa pomocou analytickych metdd ako
su chromatografia alebo imunoanalytika monitoruje podana davka lieCiva u pacienta a na

zéklade vysledkov optimalizacia lie¢by.*®
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4.Odber a spracovanie biologickych vzoriek krvi vo forenznej
a klinickej praxi

Odber a spracovanie biologickych vzoriek u pacientov je dolezitou stcastou
preanalytického procesu. Tento proces sa moze liSit' na zaklade typu biologickej vzorky
a analytickej metddy, ktori planujeme pouzit' na analyzu. Pri odbere a spracovani
biologickych vzoriek musime pouzivat’ overené postupy a pomocky (sterilné a jednorazové
odberové nadobky, tampony a pod.) a je nutné cely tento proces dokumentovat’. Moznymi
biologickymi vzorkami méze byt: krv, plazma, sérum, ustne tekutiny, mo¢, materské

mlieko, vlas, tkaniva organov, muzské alebo Zenské pohlavné bunky a i.2°

4.1 Krv a krvné sérum
Krv je povazovana za najddlezitejSiu biologickti vzorku v odvetvi toxikoldgie. Pri

interpretacii analytickych vysledkov, kedy bola krv analyzovana na pritomnost’ drog alebo
lie¢iv, je mozné pre spravnu interpretaciu porovnat’ databazy, ktoré st na tuto biologicku

matricu najrozsiahlejsie zo vSetkych vzoriek.

Pri odbere krvi sa vo vSetkych pripadoch pouziva sterilné injek¢na ihla a injekcna striekacka.
Pri odbere krvi post mortem je dblezité, v ktorej ¢asti l'udského tela urobime odber, pretoze
sa koncentracie sledovaného lie¢iva alebo drogy mézu v jednotlivych tkanivach a organoch
lisit, z dévodu nedostato¢nej distriblcie v jednotlivych tkanivach . Preto sa vzorky Kkrvi
odoberaju z viacerych miest a to najéastejsie z femoralnej zily (periférne vzorky) a z l'avej,
a pravej komory srdca (centralne vzorky). Podla vyskumov vo vSeobecnosti plati, ze krv
odobrata z femoralnej zily je ¢asto spolahlivej$im ukazovatel'om koncentracie lie¢iva v post

mortem $tadiu.?

V Klinicko-forenznej praxi je v post-mortem $tadiu odoberanych niekolko typov krvnej

vzorky:

a) Srdcova krv

Krv zo srdca je odoberana pri kazdom odbere biologického materialu z tela ¢loveka. Krv je
odoberana z pravej srdcovej komory o objeme 30 ml do plastovej uzatvaratel'nej nadobky
s popisnym Stitkom. Vzorka krvi odobrata zo srdca je vhodna predovsetkym na kvalitativnu
alebo skriningovu analyzu xenobiotik. Kvantitativna analyza je tiez mozna, ale nemusi byt
presna z dévodu zvySenia koncentracii xenobiotik vo vzorke z ddvodu post-mortem

redistribdcie alebo inych procesov.
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b) Krvné zrazeniny zo subduralnych, subarachnoidnych alebo epiduralnych

priestorov

Je odoberanych 30 ml do plastovej uzatvarate'nej nadobky s popisnym S$titkom. Krvné
zrazeniny st odoberané od obeti v pripadoch spojenych s traumou alebo obeti, ktoré boli
postihnnuté popéleninami, a dokazu reflektovat’ presnejSiu koncentraciu xenobiotik
v organizme predtym ako vznikne poranenie (v tomto pripade hematém). VVzorka je vhodna

pre kvalitativnu analyzu.

¢) Krv z hrudnej alebo brusnej dutiny

Je odoberanych 30 ml do plastovej uzatvaratenej nadobky s popisnym Stitkom. Je
odoberana v pripadoch v spojitosti s traumou alebo v pripadoch kedy nie je mozné ziskat
ziadnu ina nekontaminovani vzorku krvi. Vzorka je najvhodnejSia pre kvalitativnu

analyzu.??

4.2 Ustne tekutiny (sliny)

Su biologické vzorky, ktoré s produkované v Gstnej dutine tromi hlavnymi slinnymi
zl'azami a to priusnou, submandibularnou a sublingvalnou zl'azou. V porovnani s krvou
obsahuju sliny menej interferujicich latok a obsahuju asi len 0,3 % proteinov. Odber
ustnych tekutin je menej invazivny ako odber krvnej vzorky. Ustne tekutiny st vié$inou
pouzivané na skriningové testy pre potvrdenie pritomnosti drog ako st napriklad amfetaminy
alebo kodein.

Na odber astnych tekutin st pouzivané komeréné odberové zariadenia, kde sa odber tekutin
vykonava pomocou tampoénu, ktory sa nasledne vlozi do nadobky obsahujucej extrakény
pufor, ktory umoziuje vytvorit’ matricu, ktord je vhodnej$ia na analyzu. Produkciu slin moze
stimulovat’ Zuvacka alebo kyselina citronova, ktora vsak m0ze menit’ pH prostredie v Ustach
a nasledne aj sledovanej koncentracie latky, a tym moze ovplyvnit’ analyzu.

Podla §tadie (Crouch 2005; Drummer, 2006; Drummer et al., 2007)°°°1°2 moze byt
koncentracia drogy rovnakéa ako v krvi alebo v krvnej plazme. Koncentracia drogy v Ustnych
tekutinach je ovplyvnena faktormi ako je lipofilita drogy, vdzbovost’ na proteiny, pKa latky

a pod.*
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4.3 Mo¢

Je biologickd vzorka, ktord sa pouziva pri determinacii koncentracie drog alebo ich
metabolitov v tele pacienta. NajcastejSie sa z mo¢u stanovuji amfetaminy, kanabinoidy,
heroin a kokain. Koncentracia drogy vo vzorke mo¢u moze byt’ rovnaka alebo aj vyssia ako
je koncentrécia v krvi alebo v krvnej plazme. V moc¢i je pritomnych vel'a interferujacich
latok ako su proteiny, soli, ktoré mozu negativne ovplyvnit’ vyslednd koncentraciu drogy.

Koncentraciu drogy moze ovplyvnit aj faktor ako denny prijem tekutin pacienta.*’

5. Postodberoveé spracovanie biologickych vzoriek

Pri analyze lieCiv v biologickych vzorkach pomocou vysokotéinnej kvapalinovej
chromatografie (d’alej HPLC), je potrebné biologické vzorky vhodne upravit. Uprava
biologickych vzoriek umoziuje zakoncentrovanie analytu, ¢o umozni lepS$ie a kvalitnejSie
analyzy, a odstranenie neziaducich latok obsiahnutych v biologickej matrici (soli,
proteiny...) , ktoré by mohli interferovat’ a negativne ovplyviiovat’ vysledky analyzy. Uprava
a precistenie vzorky, predlzuje Zivotnost’ analytickej kolony, tym Ze sa z nej odstrania latky,
ktoré by kolonu nicili. Existuje rada postupov a metdd na upravu biologickych vzoriek
krvi.Z V histdrii, ale aj v sicasnosti sa najcastejsie pouzivali na ipravu vzoriek pre pouZitie

v HPLC techniky ako extrakcia v systéme kvapalina-kvapalina a extrakcia tuhou fazou.

a) Extrakcia tuhou fazou (Solid phase extraction)

Je jednoduché extrakénd metdda, ktorou je mozné oddelit’ analyt od interferentov ako st
proteiny, soli a iné neCistoty. InStrumentacia spociva v tom, ze pevna reverzna faza vo vnutri
SPE kolonky je tvorena alkylovym retazcom, najcastejSie C18 (C8). Ako mobilna faza sa
pouzivaju rozpustadla s malou elucnou silou, ked” chceme z kolonky vymyt vsetky
interferenty, ktoré by mohli rusit’ analyzu, popripade ni¢it’ LC kolonu (Zivotnost’ kolony).
V prvom kroku je nutné kolonku kondiciovat’, aby bola pripravena na aplikaciu vzorky.
V druhom kroku je aplikovana vzorka, ktora sa absorbuje na stacionarnu fazu kolonky.
Nésledne je pouzité rozpustadlo s malou elu¢nou silou na vymytie vSetkych interferentov

z kolonky, proces je opakovany niekolkokrat. Nasledne je pouzité rozpustadlo s velkou
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elu¢nou silou, ktoré eluuje cielovy analyt. Tento proces Upravy vzorky vo velkej miere

zvysuje vytaznost metody.t®

b) Extrakcia v systéme kvapalina-kvapalina

Je u¢inna extrakéna analyticka technika, ktora je zalozena na r6znej distribucii jednotlivych
komponentov analytu medzi dvomi kvapalnymi fazami. Distriblcia komponentov zavisi na
ich vlastnostiach a mnozstve celkovej vzorky. Proces extrakcie je zndzorneny na obrézku
13. Zlozka, z ktorej je extrahovany dany komponent je oznaceny ako A. Rozpustadlo,
Vv ktorej sa rozpusta vzorka je oznacena ako C a komponent, ktory je analyzovany ako B.
Tato metdda sa aplikuje na vzorky, ktoré su tepelne labilné a nie je mozné ich sparovat’

pomocou destilacie (metabolity, lie¢iv4, drogy...).%

Extract (B+C)

Carrier Solvent with ,é Separation
Solute (A+B)

H A+B+C Raffinate (A)
Liquid-Liquid Contact

Extractive
Solvent (C)

Obrazok 13: Schéma extrakcie systému kvapalina-kvapalina?

5.1 Moderné separacné techniky na upravu biologickych matric
V sucasnosti sa vedecké inStiticie zameriavaju na separa¢né techniky, ktoré budi lacné,

efektivne a budu ekologickejsie pre zivotné prostredie, tzv. Green extraction techniques.
a) Extrakcia rozpust'adlom za pomoci ultrazvuku (Ultrasound-assisted extraction)

Je inovativna extrakéna technika, ktora sa pouziva na separaciu analytov rézneho typu
vratane biologickych matric, kde pomaha odstranit’ neziaduce matriéné efekty. Tato metoda

patri k finanéne nenaro¢nym a je Setrnd k Zivotnému prostrediu.?® Principom metody je

29



vznik mechanickej energie (>20 kHz), ktora vznik& pri ultrazvuku. Tato energia vytvara
malé vzduchové bublinky rozpustadla , ktoré spolu s vysokou teplotou (okolo 4700 °C)
avysokym tlakom (101 MPa) spbsobia impléziu buniek aumoznia extrahovat

intracelularny obsah . Ako rozpustadlo sa pouzivaju etanol, aceton, voda a i.%’

| ULTRASOINC
PROBE

THERMOMETER

L]
L]

Y Wk
’ N . * ‘*‘f"\*
.@ 0 g */l '

MECHANISM
SAMPLE

. Ultra sonication of  Formation of Expansion of Cavitation causes
WATER BATH the sample bubbles bubbles breakage

O Sample cell . Gas bubbles (] Extracts
]
L]

ULTRASOUND GENERATOR

Obréazok 14: Schéma extrakcie pomocou ultrazvuku 2

b) Extrakcia rozpistadlom za pomoci mikrovinnych vin (Microwave-

assisted solvent extraction)
Pouzivanie mikrovinnych radiofrekvenénych vin sa datuje uz k obdobiu druhej svetovej

vojny, kde boli pouzité v radarovych a komunika¢nych systémoch. V 70.rokoch 20.storocia
bolo mikrovinné Ziarenie prvykrat pouzité ako zdroj ohrevu. Prva zmienka o extrakcii
rozptitadlom za pomoci mikrovinnych vin bola spomenuté v ¢lanku (Ganzler et al., 1986a,
Ganzler and Salg6 ,1987 354,

Pouzitie mikrovin v procese extrakcie méa velky vplyv na rozrugovanie slabych vodikovych
vazieb medzi atobmami, ktoré st spdsobené dipolovymi rotaciami molekal. Migraciou
rozpustenych i6nov sa zvysuje penetracia rozpustadla v matrici, ¢o spdsobuje solvaticiu
analytu. V roztoku sa vyskytuju ionové prudy indukované elektrickym pol'om. V pripade
elektrickej odolnosti média dochadza k treniu a Joulovym efektom sa uvoltiuje teplo. Tento
jav zavisi na mnozstve ionov v roztoku. Ako extrakéné rozpustadla sa pouzivaju latky
v Sirokom rozsahu polarity od heptanu az po vodu. Metdda sa pouziva na extrakciu

prirodnych produktov ako esencialnych olejov a pod. Z hladiska forenznej chémie je tato
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technika vhodna na upravu biologickych vzoriek pred analyzou pritomnosti drog v danych

vzorkéch.?
6. Vyvoj a validacia metédy LC/MS (MS)

Metoda kvapalinovej chromatografie v spojeni shmotnostnou spektrometriou alebo
tandemovou hmotnostnou spektrometriou nadobudla v poslednych desatroc¢iach vyznamnt
Ulohu pri analyzach vzoriek v klinickych, ale aj forenznych odvetviach, prevazne
v toxikologickej analyze. Aby sme pri analyze neznamych biologickych vzoriek mali istotu,
7e metoda funguje spravne a vysledky su presné, aby sme pripadné klinické a toxikologické

nalezy interpretovali spravne, je potrebné pred analyzou realnych vzoriek metodu validovat’.

6.1 Vyvoj metody LC/MS (MS)

Pred tym ako budeme chciet’ metodu validovat), je potrebné ju vyvinat. Vyvoj analytickych
metod je nutné vykonavat v rezime GLP (Good Laboratory Practise), to znamena, Ze sa
musia pouzivat’ certifikované referencné materialy, pomécky a pristroje, laboratéorium musi

byt’ akreditované.

V procese vyvoja metody zistujeme, aké su najlepSic vhodné podmienky pre ¢o
najpresnejSiu analyzu cielového analytu. Proces vyvoja metddy zahfiia Stidium vedeckej
literatary, kde ziskame zéakladné informéacie o fyzikalnych a chemickych vlastnostiach
analytu. Ak sa jedna o lie¢ivo alebo drogu, je potrebné vediet’ jej farmakokineticky profil,
vizbovost’ na plazmatické proteiny, Struktru a pod. Jeden z najddlezitejSich parametrov pri
vyvoji metody a jej validacii je vhodna Uprava vzorky, na ktorej vo velkej miere zavisia
vysledky analyzy. Na zaklade vlastnosti biologickej vzorky pozname niekol’ko postupov
Upravy vzorky.

Na zaklade dolezitosti validovat’ metody v kazdom odvetvi analytickej chémie, niekolko
medzinarodnych organizacii vytvorilo manual pre spravnu validaciu metody LC/MS (MS).
Najznamejsie dva dokumenty schvalené Eurdpskou Uniou, USA a Japonskom vydala
v rokoch 1994 a 1996 organizacia International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH). Pri aplikovani
validaénych parametrov mozno vychadzat' z definicie ,,International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC)“.18
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6.2 Valida¢né parametre

Vo forenznej alebo klinickej analyze sa metéda LC/MS (MS) najcastejSie pouziva pri
analyze drog, jedov alebo ich metabolitov. Preto je potrebné aby metoda spliiovala validacné
parametre, aby analyza spominanych typov latok bola jednozna¢na. Tieto parametre su:
selektivita (Specifita), linearita, stabilita, presnost, preciznost’ (opakovatel'nost, medzil'ahla
preciznost’) a spodny limit kvantifikacie (LLOQ). Mo6zu sa validovat’ aj parametre ako
robustnost,, limit detekcie (LOD).®

a) Presnost’

Presnost’ je valida¢ny parameter definovany ako miera zhody medzi experimentéalne
nameranou hodnotou ziskanou opakovanymi meraniami a spravnou referen¢nou hodnotou.
Stanovenie tohto parametru je dolezitou podstatou pri validacii kazdej analytickej metody
z dévodu odhadnutia, ako systematické chyby ovplyvituju dant metédu.®’ Vicsinou sa

vyjadruje ako odchylka v percentach od referen¢nej hodnoty.®

b) Preciznost’

Preciznost’ je definovana ako tesnost’ zhody v sérii merani tej istej vzorky za urcité ¢asové
obdobie. Vic¢sinou sa preciznost’ meria na 3 Urovniach a to: opakovatel’nost’, ¢o je parameter
kedy je preciznost merana v kratkom casovom intervale v rovnako nastavenych
analytickych podmienkach, medzil'ahla preciznost, ktora je definovana ako preciznost
merana v roznych laboratornych podmienkach (dlhsi ¢asovy usek, iny operator, iny pristroj)
a reprodukovatel’nost, ktora je definovana ako schopnost’ novo vyvinutej metdédy byt
pouzita v inom laboratoriu. Preciznost je vyjadrovana ako absolutna alebo relativna

smerodajna odchylka v percentéach.3®

c) Linearita

Linearita analytickej metody je definovand ako zavislost medzi minimalne dvomi
nameranymi hodnotami. Mdéze byt’ definovana aj ako schopnost’ metody poskytnit’ odozvu
signalu umernému koncentracii analytu vo vzorke. Linearita by mala pozostavat aspon
z piatich kalibra¢nych bodov, ziskanych z blanku a kalibra¢nych S$tandardov daného
analytu.®® Tesnost zavislosti dvoch nahodnych premennych je definovand korelaénym

koeficientom R2.40
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d) Limit detekcie LOD

Je valida¢ny parameter, ktory definuje najmensSie detekovatelné mnozstvo analytu vo
vzorke. Podl'a Medzinarodnej organizacie pre Standardizaciu (ISO) je LOD definovany ako
mnozstvo alebo koncentracia analytu vo vzorke, ktoré je vacSie ako v slepej vzorke, a je

jasne odliSeny od $umu a mal by sa od $umu li§it minimalne 3x.*! Rovnica pre vypocet LOD
(1).42
e) Limit kvantifikacie LOQ

Existuje spodny limit kvantifikdcie LLOQ, ktory je definovany ako najmen$ie mnozstvo
analytu vo vzorke, ktoré je mozné s dostato¢nou presnost'ou a preciznost'ou kvantifikovat'.

Druhym castym kritériom LLOQ je pomer signdlu ku Sumu, ktory musi byt rovny alebo

.....

mnozstvo analytu vo vzorke s dostato¢nou presnostou a preciznostou.®® Rovnica pre

vypocet LOQ (2).42
3xh
LOD_? (1)

LOQ:%*h 2

h-vyska sumu, m-smernica kalibracnej priamky
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Experimentalna ¢ast’

1.Ciele préace
Ciele tejto diplomovej prace boli nasledovné:

e optimalizovat’ podmienky pre chromatografickl separdciu standardov antiepileptik
levetiracetamu, gabapentinu, brivaracetamu, zonisamidu, primidonu, lakosamidu,
lamotriginu a perampanelu

e Optimalizovat’ podmienky pre detekciu Standardov antiepileptik hmotnostnou
spektrometriou

e overit’ vyvinuti metédu na kvantifikacii antiepileptik v modelovych vzorkach krvi

2. Pristroje
e Kvapalinovy chromatograf: UltiMate 3000 System (Thermo Fischer Scientific,

Massachussets, USA)

e Hmotnostny spektrometer: LTQ XL Linear lon Trap Mass Spectrometer (Thermo Fischer
Scientific, Massachussets, USA)

e Chromatograficka kolona: ACCLAIM ™ RSLC 120 C18 20A, 2,1x100 mm (Thermo
Fischer Scientific, Massachussets, USA)

e Centrifuga Hettich Mikro 120 (Hettich Instruments, Tuttlingen, Nemecko)

e Minitrepacka TTS 2 (The Yellow line, Maryland, USA)

e Ultrazvukova cCisticka S 40 H (Elma-ultrasonic, Ruiselede, Belgicko)

o Automatické pipety (Gilson, Wisconsin, USA) a (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

e Spracovanie dat: Thermo Xcalibur 4.2 (Thermo Fischer Scientific, Massachussets, USA),
Microsoft Word 365, Microsoft Excel 365 (Microsoft, Washington, USA), ChemSketch
(ACD/Labs Toronto, Canada), Inkscape

3.Chemikalie

e Acetonitril, ¢istota HPLC (VWM Chemicals, New York, USA)

e Metanol, ¢istota HPLC (VWM Chemicals, New York, USA)

e Deionizovana voda (Direct-Q UV Millipore, Massachussets, USA)

e Octan amonny, ¢istota HPLC (Fischer Chemical, Pennsylvania, USA)

¢ Kyselina mravcia Cistota HPLC (VWM Chemicals, New York, USA)

¢ Bezvody standard kofeinu ¢istota HPLC (VWM Chemicals, New York, USA)
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4. Standardy
Standardy antiepileptik o koncentraciach 1 mg/ml a 0,5 mg/ml riedené v metanole boli

ziskané z ,,Ustavu soudniho Iékafstvi a medicinskeho prava vo Fakultni nemocnici

Olomouc*.

5.Reélne vzorky
Redlne modelové vzorky boli pripravené spikovanim jednotlivych Standardov antiepileptik

na ludské negativne krvné sérum.

Latka MH+ Fragmentovy ion | Fragmentovy
(m/z) (MS?) m/z ion (MS®) m/z
Gabapentin 172 154 137
Levetiracetam 171 154 126
Brivaracetam 213 196 X
Zonisamid 213 132 X
Primidon 219 178 X
Lakosamid 251 108 X
Lamotrigin 256 220 X
Perampanel 350 247 X
Kofein IS 195 138 X

Tabulka 1: Zakladné molekulové iony vybranych antiepileptik a IS kofeinu a k nim

vybrané najintenzivnejsie fragmentové iony MS 2 (MS®)

Hodnoty m/z najintenzivnej$ich fragmentov jednotlivych Standardov antiepileptik boli
ziskané tak, Ze boli vietky latky fragmentované pomocou MS? a nasledné z fragmentaéného
spektra boli vybrané najintenzivnejSie idny danych latok, s ktorymi sa d’alej pracovalo.
U $tandardu gabapentin a levetiracetam bolo potrebné latky fragmentovat pomocu MS3

z dovodu rovnakej hodnoty m/z fragmentov z MS?.

6.0Optimalizacia parametrov hmotnostnej spektrometrie

Tato cast’ vyvoja metody bola zamerand na ladenie prietokov zmlzujiiceho, pomocného
a protichodného plynu a na vhodnu teplotu sprejovacej kapilary. Bola vytvorena graficka
zavislost’ intenzity fragmentového ionu ( MS?) pre kazdy analyt, podla tabul’ky 1, na zaklade
prietoku spominanych plynov alebo na teplote sprejovacej kapilary. Grafické zavislosti su

znazornené v grafoch 1 az 4.
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Na optimalizaciu MS parametrov bol pouzity zmesny Standard antiepileptik o celkovej
koncentracii 1 ug/ml, riedeny metanolom. Standard bol nastreknuty priamo do hmotnostného
spektrometra pomocou strickacky HAMILTON o objeme 500 pl s prietokom 10 pl/min.
Prietok na kvapalinovom chromatografe bol nastaveny na 0,4 ml/min. Mobilna faza mala
zlozenie: A:5% acetonitril v H20 s 0,1% HCOOH, B:acetonitril s 0,1% HCOOH. Standard

nastreknuty pomocou injekénej striekacky sa zmie$aval s mobilnou fazou v T-spojke.

1.20E+03
1.10E+03
1.00E+03
9.00E+02
8.00E+02 Gabapentin
7.00E+02 Levetiracetam
-
> 6.00E+02 Brivaracetam
5.00E+02 Primidén
4.00E+02 Lakosamid
3.00E+02 .
Lamotrigin
2.00E+02
=< Perampanel
1.00E+02
0.00E+00
0 20 40 60 80

prietok zmlzujiceho plynu

Graf 1: Zavislost' intenzity fragmentovych ionov analytov na zaklade prietoku

zmlzujaceho plynu (SG)
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Graf 4: Zavislost' intenzity fragmentovych i6nov analytov na zaklade teploty

sprejovacej kapilary

Prietok SG 60
Prietok AG 5
Prietok SWG 0
Teplota sprejovacej kapilary (°C) 175

Tabul’ka 2: Vybrané najvhodnejSie parametre na MS detekciu antiepileptik

(pozn.:prietok zmlZujiiceho plynu bol ndsledne nastaveny na hodnotu 60 z dévodu

tvorby kvapiek v ionizacnom zdroji)

7. Testovanie a vyber vhodnej kolony a mobilnej fazy pre

chromatograficku separaciu

Pri hl'adani podmienok na vhodnt chromatografickli separaciu boli testované tri rozne

chromatografické kolony atri typy mobilnych faz. V prvych analyzach bola pouzita

chromtograficka kolona Kinetex 2,6 u XB-C18 100A 50x2,10 mm. Pri tomto type kol6ne

boli pouzité 3 r6zne mobilné fazy na kanali A, ato 2% acetonitril (d’alej ACN) s0,1 %
kyselinou mrav¢ou (d’alej HCOOH); 2% ACN s 0,5% HCOOH a 10 mM octan amoénny

38



$2% ACN (vid obrazky 15-17). Dalej bola pouzita koléna Kinetex 1,7um F5 100
A 100x2,1mm, kde bola testovana na kandli A len jedna mobilna faza a to 29%ACN s 0,5%
HCOOH (vid’ obrazok 18). Ako posledna bola testovana kolona ACCLAIM™ RSLC 120
C18 20A 2,1x100 mm s tromi r6znymi mobilnymi fdzami na kanali A, ktoré boli rovnaké
ako u kolony Kinetex 2,6 u XB-C18 100A 50x2,10 mm (vid’ obrazky 19-23). Na tato kol6nu
boli nastrekované Standardy spikované v metanole a aj v negativnom krvnom séru, kde bol
pouzity aj interny Standard kofeinu na rozdiel od predchadzajucich kolon, kde boli

nastrekované Standardy antiepileptik spikované len v metanole.
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Obrazok 15: Chromatograficka separacia zmesi antiepileptik o koncentracii 300 ng/ml v

metanole za pouzitia chromatografickej kolony: Kinetex 2,6 u XB-C18 100A 50x2,10 mm
a mobilnej fazy:A:2% ACN+0,1% HCOOH , B:ACN+0,1%HCOOH
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Obrazok 16: Chromatograficka separacia zmesi antiepileptik o koncentracii 500 ng/ml v
metanole za pouzitia chromatografickej kolony: Kinetex 2,6 u XB-C18 100A 50x2,10 mm
a mobilnej fazy: A:2%ACN+0,5%HCOOH, B:ACN+0,1%HCOOH
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Obrézok 17: Chromatografickd separéacia zmesi antiepileptik o koncentracii 500 ng/ml v
metanole za pouzitia chromatografickej kolony: Kinetex 2,6 u XB-C18 100A 50x2,10 mm
a mobilnej fazy: A:10mM octan amonny+2%ACN B:ACN+0,1%HCOOH
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Obréazok 18: Chromatograficka separéacia zmesi antiepileptik o koncentracii 500 ng/ml v

metanole
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Obrazok 19: Chromatograficka separacia zmesi antiepileptik o koncentracii 500 ng/ml v
metanole za pouzZitia chromatografickej kolony: ACCLAIM™ RSLC 120 C18 20A 2,1x100
mm a mobilnej fazy: A:10mM octan aménny+2%ACN B:ACN+0,1%HCOOH
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Obrazok 20: Chromatograficka separéacia zmesi antiepileptik o koncentracii 500 ng/ml v
metanole za pouzZitia chromatografickej kolony: ACCLAIM™ RSLC 120 C18 20A 2,1x100
mm a mobilnej fazy: MF:2% ACN+0,1%HCOOH, B:ACN+0,1%HCOOH
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Obrazok 21: Chromatograficka separacia zmesi antiepileptik o koncentracii 500 ng/ml v
metanole za pouzZitia chromatografickej kolony: ACCLAIM™ RSLC 120 C18 20A 2,1x100
mm a mobilnej fazy: A:2 %ACN+0,5%HCOOH, B:ACN+0,1%HCOOH
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Obrazok 22: Chromatograficka separacia zmesi antiepileptik o koncentrécii 500 ng/ml a IS

kofeinu o koncentracii 10 pg/ml v krvnom sere za pouzitia chromatografickej kolony:
ACCLAIM™ RSLC 120 C18 20A 2,1x100 mmamobilnej fazy: A:2
%ACN+0,5%HCOOH, B:ACN+0,1%HCOOH
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Obrazok 23: Chromatograficka separacia standardu zonisamidu o koncentracii 8 pg/mla IS
kofeinu o koncentracii 10 pg/ml v krvnom sére za pouzitia chromatografickej kolony:
ACCLAIM™ RSLC 120 C18 20A 2,1x100 mma mobilnej fazy: A:2
%ACN+0,5%HCOOH, B:ACN+0,1%HCOOH
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Testovanie chromatografickych kolon a mobilnych faz na zaklade predloZzenych zaznamov
Z roznych separdcii jasne ukazuje, Ze najvhodnejSou chromatografickou kolénou je
ACCLAIM™ RSLC 120 C18 20A 2,1x100 mm. Koléna Kinetex 1,7um F5 100
A 100x2,1mm je evidentne najmenej vhodnou volbou z dovodu nedostatoénej separacie
zloziek vzorky a neuspokojivého tvaru jednotlivych signalov. Co sa tyka mobilnych faz, tak
najmenej vhodnd mobilna faza na kanali A bola 10mM octan aménny s 2% ACN, kde za
pouzitia tejto kombindcie mozno v chromatograme vidiet' vel'mi velky Sum a absenciu
niektorych signalov standardov. Co sa tyka mobilnej faze 2%ACN s 0,1% HCOOH, tak
separacia bola omnoho lepSia, ale stadle tu mozno vidiet vysoky Sum. Prave preto bola
najvhodnejSou volbou mobilna faza s obsahom 2%ACN s 0,5% HCOOH, ktora bola
kyslejsia a v kombinécii s vybranou kolonou bol eliminovany Sum v pozadi

a chromatograficka separacia bola lepsia.

7. Parametre finalnej analyzy
Chromatograficka separacia bola vykondvana pomocou gradientovej eltcie, kde boli pouzité

2 mobilné fazy: A: 2 % acetonitril+0,5 % kyseliny mravéej; B: Cisty acetonitril+0,5 %
kyseliny mravéej. Gradient a zlozenie mobilnej fazy v priebehu analyzy mozno vidiet
v tabulke 1. Prietok mobilnej fazy bol nastaveny na 0,4 ml/min. Analyticka koléna bola
termostatovana na 35° C . Doba analyzy bola 6 minut. Nastreknuty objem vzorky bol 5 pl.
Pozorované analyty boli eluované v retenénych ¢asoch: levetiracetam 2,7 min., gabapentin
2,8 min., brivaracetam 4,9 min., zonisamid 4,7 min., primidén 4,5 min., lakosamid 4,6 min.,
lamotrigin 4,3 min, perampanel 5,45 min. Ako vnutorny $tandard bol pouzity kofein, ktory
sa eluoval v retenénom &ase okolo 3,5 min. Reten¢né &asy jednotlivych analytov a IS
kofeinu sa pri jednotlivych néastrekoch trochu posuvali, ale vzdy bolo z chromatogramu
dobre rozpoznatelné o aké latky sa jedna. Vyvinutd metéda bola pouzitd na analyzu
Standardov antiepileptik a aj realnych vzoriek. Parametre hmotnostného detektoru boli
nastavené podl'a tabulky 2. lonizacia vzorky prebiehala pomocou elektrospreja v kladnom

mode a ako hmotnostny analyzator bola pouzita ionova pasca.
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Cas analyzy MF A MF B Prietok MF
(min.) (%) (%) (ml/min)
0,0 80 20 0,400
1,0 80 20 0,400
2,0 0 100 0,400
2,5 0 100 0,130
3,0 0 100 0,130
4,0 0 100 0,130
5,0 0 100 0,130
5,3 100 0 0,400
6,0 100 0 0,400

Tabul’ka 3: Pouzity gradient a zlozenie mobilnej fazy v Case analyzy

Rychlost’ pridenia zmzZujiceho plynu 60
(Sheath gas arb)
Rychlost’ priiddenia pomocného plynu 5
(Aux gas arb)
Rychlost’ prudenia protipruadového 0
plynu (Sweep gas arb)

Sprejovacie napatie (kV) 5
Teplota sprejovaciej kapilary (°C) 175
Napatie na kapilare (V) 10
Napiitie na ionovej SoSovke za 120

sprejovaciou kapilarou (V)

Tabul’ka 4: Parametre nastavené na hmotnostnom detektore v priebehu analyzy

9. Priprava kalibra¢nych a modelovych vzoriek na LC/MS analyzu

Na pripravu kalibra¢nych $tandardov boli pouzité Standardy antiepileptik o koncentracii 0,1
mg/ml, z ktorych bol pripraveny zmesny roztok standardov antiepileptik obsahujuci analyty:
lamotrigin, gabapentin, brivaracetam, primidon, lakosamid, lamotrigin a perampanel
o celkovej koncentracii 10 pg/ml. Nasledne sa pripravila kalibra¢na rada riedenim
zmesného Standardu podla tabulky 5. Pre Standard zonisamidu sa musela vytvorit
samostatna kalibra¢na rada, ktora bola vytvorena riedenim §tandardu o koncentracii 1
mg/ml. VSetky kalibra¢né roztoky boli riedené metanolom. Kalibra¢na rada pre Standard

zonisamidu je zndzornend v tabul’ke 6.

Nasledne bolo rozmrazené negativne krvné sérum, z ktorého bolo odobratych 40 ul do
eppendorfky. Dalej bolo do krvného séra spikovanych 10 pl zmesného $tandardu (Standardu
zonisamidu), 20 pl interného $tandardu kofeinu o koncentracii 200 pg/ml v metanole a 130

ul metanolu. Standardy boli v krvnom sére riedené 20x. Nasledne boli vzorky pretrepané 1
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minatu na minitrepacke a centrifugované 3 minaty pri rychlosti 14 000 rpm. Potom bolo

odobranych 170 pul supernatantu do insertu autosamplérovej vialky a bol nastreknuty objem

5 pl. Uvedeny postup sa pouzil pri priprave kazdej koncentra¢nej hladiny Vv kalibra¢nej rade,

u modelovych vzoriek aublanku kde bol namiesto $tandardu antiepileptik pridany

metanol.
Koncentracia zmesného $tandardu Finalna koncentracia zmesného $tandardu
pripraveného v metanole (pred spikovanim) v krvnom sére (po spikovani)
(ng/ml) (ng/ml)
10 000 500
4000 200
2000 100
1000 50
400 20
MV 1* 2400 120
MV 2* 6000 300

* pripravené modelove vzorky

Tabul’ka 5: Kalibracnd rada a modelové vzorky zmesného Standardu antiepileptik

s koncentraciami pred a po spikovani na krvné sérum

Koncentracia Standardu zonisamidu Finalna koncentracia Standardu zonisamidu
pripraveného v metanole (pred spikovanim) v krvnom sére (po spikovani)
(Mg/ml) (Hg/ml)

160 8,0

80 4,0

40 2,0

16 0,8

8 0,4

Mz 1* 30 15
Mz 2* 120 6,0

*pripravené modelové vzorky

TabuPka 6: Kalibra¢na rada $tandardu zonisamidu s koncentraciami pred a po spikovani na

krvné sérum
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10. Vysledky a diskusia

10.1. Kalibracia

Pre stanovenie kalibracnej zavislosti boli premerané koncentracné rady Standardov
antiepileptik pripravenych podra tabuliek 4 a 5. Standardy boli kvantifikované pomocou
tandemovej hmotnostnej spektrometrie MS?, kde boli sledované najintenzivnejsie
fragmentové i6ny, ktoré sU zobrazené v tabulke 1. U standardov levetiracetam
a gabapentin bol urobeny sken MS?® z dévodu rovnakej hodnoty m/z pri skene MS?.
Kazdy Standard o danej koncentra¢nej hladine bol nastreknuty 3x. Kalibracné zavislosti

pre kazdu latku st zobrazené v grafoch 5-12.
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Graf 5: Kalibra¢na zavislost’ Standardu levetiracetamu

47



1.40E-01

1.20E-01

1.00E-01

v

Plocha st/plocha IS kofeinu

8.00E-02

o
o
S
m
o
N

4.00E-02

2.00E-02

0.00E+00

1.80E-01

1.60E-01

1.40E-01

1.20E-01

Plocha st/plocha IS kofeinu
S
S

1.00E-01

6.00E-02

4.00E-02

2.00E-02

0.00E+00 @

0

y = 2,40E-04x - 4,41E-04

R?=0,9991
7
.
100 200 300 400 500
Koncentracia (ng/ml)
Graf 6: Kalibra¢na zavislost’ standardu gabapentinu
-'.’
°
y = 3,09E-04x + 8,24E-03
R?=0,97
.-
.
."’
100 200 300 400 500

Koncentracia (ng/ml)
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Graf 10: Kalibra¢na zavislost’ standardu lakosamidu
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Graf 11: Kalibra¢na zavislost’ Standardu lamotriginu
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Graf 12: Kalibra¢na zavislost’ Standardu perampanelu

10.2 Limit detekcie

Limity detekcie a limity kvantifikacie boli vypocitané pre kazdu latku. Do vypoctu boli
brané koncentra¢né hladiny: blank, 20, 50 a 100 ng/ml pre zmes Standardov antiepileptik
a koncentra¢né hladiny: blank, 400, 800 a 2000 ng/ml pre Standard zonisamidu z dévodu
dosiahnutia lepSich limitov detekcie a kvantifikicie. Limity boli vypocitané podla
nasledujucich rovnic, kde gje smerodatna odchylka useku kalibra¢nej priamky a S je

smernica kalibracnej priamky.

LOD==2 (1)

LOQ:”’:" )
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LOD LOQ

Latka (ng/ml) | (ng/ml)

Levetiracetam 2,9 9,9

Gabapentin 6,7 22,3
Brivaracetam 5,3 17,8
Primidon 4,6 15,3
Lakosamid 6,6 21,9
Lamotrigin 11,8 39,2
Perampanel 3,1 10,4
146,7 489,1

Zonisamid | (pg/ml) (ug/ml)

Tabulka 7: Limity detekcie a limity kvantifikacie pre jednotlivé standardy antiepileptik

vypocitanych z kalibracnej priamky

10.3 Opakovatel’nost’ a medzilahla preciznost’

Opakovatelnost’ a medzilahla preciznost bola pocitana na dvoch koncentra¢nych
hladinach ato na koncentra¢nej hladine blizkej limitu detekcie, ¢o bola v pripade
zmesného Standardu antiepileptik koncentracnd hladina 20 ng/ml ana najvyssej
koncentracnej hladine 500 ng/ml. U Standardu zonisamidu boli tieto valida¢né parametre
pocitané na koncentracnych hladinach 400 a 8000 ng/ml. Opakovatel'nost’ merania bola
vykonana v priecbehu jedného dna 3x na tom rovnakom pristroji s rovnakymi
podmienkami. Medzil'ahla preciznost bola merana 3x v dlh§om c¢asovom useku.

Opakovatelnost’ a medzil'ahla preciznost’ bola po¢itana podla nasledujuceho vzorca.

100.s

X

RSD=

(3)

52



OP MP
Latka Koncentracia | RSD RSD
(ng/ml) (%) (%)
Levetiracetam 20 9,7 18,7
500 1,0 49,8
Gabapentin 20 7,6 1,2
500 0,9 39
Brivaracetam 20 5,8 10,5
500 16,7 16,0
Zonisamid 400 21,2 32,0
8000 5,0 9,4
Primidén 20 3,9 9,1
500 2,6 3,8
Lakosamid 20 11,3 9,3
500 7,7 13,5
Lamotrigin 20 27,4 14,9
500 4,1 7,2
Perampanel 20 8,9 2,0
500 3,6 15,0

Tabul’ka 8: Vypocitané hodnoty relativnej smerodatnej odchylky pri stanoveni
opakovatelnosti a medzilahlej preciznosti merania pre kazdt latku na dvoch

koncentracnych hladinach

10.4 Pravdivost
Boli pripravené modelové vzorky zmesi S$tandardov antiepileptik a Standardu

zonisamidu spikované v negativnom krvnom séru podla tabulky 4 a5. Pri zmesi
Standardov antiepileptik boli pripravené Standardy o koncentracii 120 a 300 ng/ml.
U standardu zonisamidu boli pripravené Standardy o koncentrécii 1,5 a6 pg/ml. Do
kazdej modelovej vzorky bol pridany interny Standard kofeinu, ktory mal finalnu
koncentraciu 10 pg/ml Kazda modelova vzorka bola do systému LC/MS nastreknuta 3x

pre lepsiu reprodukovatelnost. Nasledne boli zintegrované plochy signalov analytov
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a interného Standardu kofeinu, z ktorych bol vypoéitany podiel, ktory bol pouzity pri
vypocte koncentracie Standardu v séru z kalibracnej rovnice. Z tudajov bola dalej

vypocitana relativna chyba merania pre kazdu latku (vid’ tabul’ka 8).

Latka Spikovana Namerana Relativna chyba
koncentracia koncentréacia (%)
(ng/ml) (ng/ml)

Levetiracetam 120 97,7 -18,6
300 326,8 8,9

Gabapentin 120 95,2 -20,7
300 335,6 11,9

Brivaracetam 120 96,6 -19,5
300 368,2 22,7

Zonisamid 1500 1900 26,7
6000 5550 -7,5

Primidon 120 89,3 -25,6
300 331,6 10,5

Lakosamid 120 76,4 -36,4
300 324,6 8,2

Lamotrigin 120 88,9 -25,9
300 293,3 -2,2

Perampanel 120 101,2 -15,6
300 333,0 11,0

TabuPka 9: Spikovana a namerana koncentracia antiepileptik v krvnom séru a vypocitana

relativna chyba ku kazdému Standardu antiepileptik
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10.5 Fragmenta¢né spektra antiepileptik
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Obrazok 24: Fragmenta¢né spektrum $tandardu levetiracetamu a navrhované struktary *
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Obréazok 26: Fragmentaéné spektrum $tandardu lamotriginu a navrhované strukttry 48
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Obréazok 28: Fragmentaéné spektrum $tandardu gabapentinu a navrhované §truktiry 48
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Obrazok 29: Fragmenta¢né spektrum $tandardu lakosamidu a navrhované $truktury 48
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Obréazok 30: Fragmentaéné spektrum $tandardu perampanelu a navrhované struktiry 48
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Zaver:
Cielom tejto diplomovej prace bolo vyvinut' a validovat’" u¢inn0 metodu kvapalinovej

chromatografie s hmotnostne spektrometrickou detekciou pre stanovenie antiepileptik
z 'udského krvného séra. Antiepileptika st latky, ktoré sa pouzivaju na lie¢bu epilepsie,
ochorenim, ktoré je sprevadzané ki¢ovitymi zachvatmi v désledku nadmernej neurologickej
aktivity v oblasti mozgu. Instrumentalna metdéda kvapalinovej chromatografie Vv spojeni
s hmotnostnou spektrometriou sa bezne vyuziva v klinickej praxi pri terapeutickom

monitorovani liekovych hladin u pacientov trpiacich epilepsiou.

Toto monitorovanie sa vykondva z dévodu stadie spravania sa lieCiva v tele pacienta
a sledovani koncentracie v krvnom séru z dévodu, aby bolo mozné lepSie upravit” davku
podavaného lie¢iva pacientovi tak, aby pacient pocitoval minimum vedl'aj$ich u¢inkov lieku
aaby sa nepredavkoval. Boli sledované antiepileptika: levetiracetam, gabapentin,
brivaracetam, primidén, lakosamid, lamotrigin, perampanel a zonisamid, ktory bol
validovany samostatne.. Metdda bola optimalizovand na stanovenie tychto 8 antiepileptik

z krvného séra.

Standardy antiepileptik boli v krvnom sére kvantifikované pomocou tandemovej
hmotnostnej spektrometrie MS? (u gabapentinu a levetiracetamu MS®). Boli sledované
najintenzivnejSie fragmenty podla tabulky 1. Obrdzky 24-32 znazornuju fragmentaéné

spektra danych antiepileptik a navrhované Struktary.

Limity detekcie a kvantifikacie boli poc¢itané z regresnej priamky z prvych 3 kalibraénych
bodov ablanku. U siedmich latok boli dosiahnuté velmi nizke limity detekcie
a kvantifikacie, ¢o znaci, Ze je mozné dobre stanovit’ terapeutické koncentracie antiepileptik.
U standardu zonisamidu su vSak hodnoty LOD aLOQ vyssie ako je terapeuticka

koncentracia. Hodnoty st zobrazené v tabul’ke 7.

Opakovatelnost’ a medzil'ahld preciznost’ boli merané pomocou kalibraénych Standardov
pouzivanych pri merani Kkalibracie. Bolo merané a pocitané na dvoch koncentra¢nych
drovniach. Jedna koncentracna troven bola v okoli limitu detekcie pre jednotlivé latky,
u vsetkych latok to bola koncentracnd hladina 20 ng/ml (zonisamid 400 ng/ml), druhd
koncentracia ktora bola pouzita bola najvyssia pripravena koncentracia v kalibra¢nej rade
a to 500 ng/ml (zonisamid 8000 ng/ml). V praxi by relativha smerodatna odchylka nemala

presiahnut’ hodnotu 20 %. Toto kritérium je u vacsiny latok splnené ¢o potvrdzuje, Ze sa
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namerané data z kratkodobého a aj dlhodobého hlradiska vo velkej miere nemenia a metdda

meria rovnako. Hodnoty su znazornené v tabulke 8.

Pravdivost’ metody bola merana na pripravenych modelovych vzorkédch spikovanych
v negativnom krvnom sére o koncentraciach standardov 120 a 300 ng/ml (u zonisamidu
1500 a 6000 ng/ml). Koncentracie boli pocitané z kalibracnych rovnic. Pomocou
nameranych a teoretickych koncentracii bola vypocitana relativna chyba. Metdda je na
zaklade vypoctov relativnych chyb pravdiva a dobre pouzitelna v praxi. Hodnoty su

znazornené v tabul’ke 9.

Boli splnené¢ vsetky ciele prace, podarilo sa optimalizovat’ parametre na irovni kvapalinove;j
chromatografie aaj na tGrovni hmotnostnej detekcie tak, ze je mozné stanovit 8
antiepileptickych lieciv z krvného séra prakticky z jedného nastreku aj ked Standard
zonisamidu musel byt’ validovany pri vys$Sich koncentraciach, ¢o je dovod vysokych hodnét
LOD alLOQ. Vyvinutd metdéda by bola u vicsiny antiepileptik vhodna pre pouzitie
v Klinickej praxi a urcite moze posluzit’ pri vyvoji efektivnejsej metody alebo pre stanovenie

aj inych antiepileptickych lieCiv.
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