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Uvod

Epilepsia je neurologické ochorenie, prejavujiice sa kf€ovitymi zachvatmi, ktoré vznikaji
nadmernou aktivitou iénovych kandlikov v neurénoch v oblasti mozgu. Antiepileptikd su
latky, ktoré pomahaju tlmit' excitacnt aktivitu neurénov ovplyvnenim vodivosti vzruchu
ibnovych kandlikov alebo naviazanim na glutamétové alebo GABA receptory. Pacienti, ktor{

sa lieCia na epilepsiu musia uzivat’ dané antiepileptika podl'a miery ich ochorenia.

Aby lekari mohli nasadit’ spravnu liecbu, ktora sa tyka aj spravne podanej terapeutickej
davky s minimom vedl'aj§ich ucinkov, a aby sa pacient nepreddvkoval je nutné lieCiva
pravidelne monitorovat’ v organizme pacienta. Ide o terapeutické monitorovanie liekovych
hladin, ktoré sa v praxi casto vykonava inStrumentalnou technikou kvapalinovej
chromatografie v spojeni s hmotnostnou spektrometriou. Pomocou tejto metddy je mozné
analyzovat’ radu rdznych latok vratane lie€iv z roznych biologickych materidlov s pouzitim
malého mnozstva vzorky, ktora pred samotnou analyzou musi byt spravne odobrana
a vhodne upravend. Metdda kvapalinovej chromatografie s hmotnostne spektrometrickou
detekciou je okrem univerzalnosti aj vel'mi citliva metoda, ktora dokaze detekovat analyt vo
vel'mi nizkych koncentraciach. Na to aby bola takato metdda pouzitel'na v praxi, musi byt
overené jej spravne fungovanie a spravnost merania. Tieto poziadavky vyjadruju validacné

parametre v procese validécie.

Tato diplomova praca zakladne popisuje vyssie spominani problematiku v jej teoretickej
casti. Cielom tejto diplomovej prace bolo vyvinut’ a validovat a¢inni metodu pre stanovenie
osmich antiepileptickych lie¢iv z krvného séra a to: levetiracetam, gabapentin, brivaracetam,
zonisamid, primidén, lakosamid, lamotrigin a perampanel. Ako vnuatorny Standard bol
pouzity kofein. Podarilo sa vyvinut a validovat i¢innu metodu pre stanovenie tychto 6smich
latok z krvného séra. Pre lepSiu Specifitu boli analyty merané prostrednictvom tandemovej

hmotnostnej spektrometrie.



Teoreticka Cast’
1.Epilepsia

Epilepsia je ochorenie neurologického typu, ktoré sa prejavuje roznymi priznakmi. Vyskyt
tohto ochorenia postihuje priblizne 8-9 0s6b na 1000 l'udi.! Epileptické ochorenie sa

u pacientov prejavuje zachvatmi, ktoré mozno rozdelit”:

a) Fokdlne-zdchvat vznikd v lokalizovanom lozisku v mozgu, mdze prebiehat so
stratou, ale aj bez straty vedomia

b) Generalizované- zichvat vznikd v celej oblasti mozgu, vzdy prebieha s poruchou

vedomia

¢) Kombinované nezndmeho typu

P&vod epilepsie je rozny, mdze vznikat po mozgovej prihode/traume, mdze byt geneticky
predurCeny, spdsobeny metabolizmom alebo infekénym ochorenim, ale aj nezndmym

pdvodom.?

1.1. Antiepileptika

Su lie€iva obsahujuce chemicka latku, ktora potlaca prejavy ochorenia. Mechanizmus
ucinku spociva v potlaceni excitability neuronov, ovplyviiovanim sodnych, draselnych alebo
vipenatych kandlikov alebo naviazanim na GABAergné a glutamitové receptory,

a synaptické proteiny.
Delenie antiepileptik na zaklade mechanizmu ucinku:

1. Uzkospektrilne antiepileptikd (ovplyviiujii len vybrany neurénovy kanil alebo

receptor):
a) Na* kanaliky- karbamazepin, lakosamid, primidén
b) Ca®* kaniliky- gabapentin, pregabalin
¢) GABA receptory- fenobarbital, vigabatrin, klobazam
d) AMPA receptory- perampanel
e) Vizba na synaptické proteiny (SVA2)- levetiracetam, brivaracetam

2. Sirokospektralne antiepileptika (ovplyviiuju viac nervovych kanalov alebo

receptorov): valprodt, lamotrigin, zonisamid, topiramét.'

(pozn. tuCne zvyraznené chemické latky si predmetom skiimania problematiky tejto

diplomovej price.)
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1.2. Mechanizmus ucinku antiepileptik

1.2.1 Napiitovo riadené sodikové kanaliky

Su zodpovedné za stipajicu neurologicku aktivitu na zdklade potencidlu. Pri depolarizécii
neurénov, protein nachddzajici sa v sodikovych kanalikoch zachyti napatovy impulz
a zareaguje nai zmenou konformdacie. Kandl sa v dosledku toho premeni z nevodivého na
vodivy, ¢o umoziuje tok Na* iénov a tym sposobuje vyssiu nervovu aktivitu. V mozgovych
sodikovych kandlikoch tak vznikd cyklus kedy sa striedaji pokojové a otvorené stavy
kanalikov, Co sposobuje vysokofrekvencné sledy potencialov, ktoré vyvolavaja epileptické

zachvaty.

Antiepileptika ako fenytoin, lakosamid alebo karbamazepin st 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 kandla
(obrazok 1). Tento proces prebiecha v radoch niekolkych milisekind. Subezne moze
prebiehat dodatoCny proces nazyvany , pomald inaktivacia“, ktory je zalozeny na

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

COO-

Co0r

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

kde sa navizuje dané antiepileptikum.*

11



1.2.2 Napitovo riadené vapenaté kanaliky

Su multijednotkové, proteinové komplexy, ktoré na zdklade depolarizicie membriny
umoziiuju prechod i6nov do presynaptickych nervovych zakonCeni. Vapenaté kanaliky

mozno rozdelit’ na vysokonapat'ové (HV A) alebo nizkonapatové (LVA).

Vysokonapédtové vapenaté kanaliky ovplyviiuju uvoltiovanie neurotransmiterov, ich
blokadou sa ich uvolfiovanie inhibuje. Kanaliky tvori protein oznacujuci sa ako al, ktory
tvoria dve hlavné pomocné podjednotky a2d-1 a 026-2, ktoré maji vysoku anfinitu na

gabapentin.*

Nizkonapéatové kanaliky v neurénoch prepustaju vapenaté iony cez membranu, ktoré
prekracuji  spodné prahové hodnoty, ¢im sa spOsobi zvySena aktivita potencidlov
v neurénoch talamu, tento jav sa nazyva ,burst firing“. Prechod Ca®' i6nov cez

nizkonapétové 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)butanamid. Jadro Struktary
molekuly tvori pyrolidin-2-acetamid. Substituent a-etyl na acetamidovej Casti molekuly
zabezpecCuje vdzbu na synapticky vezikulovy protein SV2A (dalej len SV2A), protein
znizujuci uvolnovanie excitatnych neurotransmiterov. Tato vidzba je klticova pre
aktivdciu 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 m4 este jedno chiralne centrum, ktoré vSak pre farmakokologicku

aktivitu nepredstavuje zdsadny 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 koncentrdcii 10 mg/ml.
Brivaracetam sa pacientom moéze podat aj intravenozne. Kinetika brivaracetamu ma
linearny priebeh, idealne sa lie€ivo absorbuje z gastrointestindlneho 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 zdklade pasivnej diftzie, LogD=1,4. Okolo 17,5 % lieku sa viaze
na plazmatické proteiny. Distribuény objem (d’alej Vp) &ini 0,6 I/kg. Studie na zdravych
I'udoch ukazuju, ze biologicky polcas brivaracetamu je v medziach 8 az 9.5 hodin.
Clearance brivaracetamu po niekol'kondsobnych terapeutickych davkach je 3,49 I/h
u osoby s hmotnostou 70 kg. Brivaracetam sa mdze podavat pacientom s poruchou

obligiek, ale pacientom s tazkou poruchou pecene sa davka musi znizit o 33 %.°

Obrazok 2: Chemicka $trukttra brivaracetamu®

13



b) Gabapentin

Je Strukturny analodg kyseliny y-amino butdnovej (GABA), ktory bol schvdleny na
doplnkovu lie€bu pacientov starSich ako 12 rokov, ktori trpeli epileptickymi zachvatmi.
V sucasnej dobe sa pouziva aj pri lieCbe neuropatickej bolesti, ktora vznika podrazdenim
alebo poskodenim nervu, vacSinou pri diabetickej neuropatii, pri postherpetickej
neuralgii alebo pri ochoreniach, ako rakovina alebo leukémia. Pri neuropatickej bolesti
dojde k poraneniu nervu, dosledkom ¢oho je jeho znizenie prahu citlivosti (alodynia)
alebo jeho zvySenie (hyperalgézia). Ddsledkom molekuldrnych zmien v centrdlnej
nervovej sistave dochddza k bolesti neporanenych periférnych nervov. Pacientom, ktori
prekonali ochorenie Herpes zoster, moze tato bolest’ pretrvavat’ v obdobi 4 tyzdiiov,
u niektorych bolest’ pretrvava dlh§ie. Na lieCbu neuropatickej bolesti sa okrem
gabapentinu a pregabalinu , najskor siaha po tricyklickych antidepresivach (TCA),
dudlnych inhibitoroch spdtného vychytdvania serotoninu a norepinefrinu alebo po

lidokaine. V taz§ich stadiach mézu pomoct’ 6pioidné analgetika a tramadol.

Vdaka skutocnosti, ze dokaze zmiernit’ az odstranit’ neuropatické bolesti sa gabapentin

stal dostupnejSim, povodne sa podaval az pri tazsich Stadiach spolu s TCA.

Gabapentin ma relativne bezpecny profil v sivislosti s interakciami s inymi latkami.
Klinické studie zistili, Ze negativne neovplyviiuje peceniové enzymy, vdaka comu sa
pouziva ako latka prvej linie. Stadia (Selph et al.2011)% preukézala vyrazny pokles

bolesti aj u pacientov s mechanickym poranenim miechy.

Mechanizmus uc¢inku spo¢iva v tom, ze sa gabapentin viaze na 0206-1 pomocnud
podjednotku napitovo riadeného Ca** kandlika vo vniitri periférneho neurénu a inhibuje
napatové vzruchy vo vnutri kanala, ¢im sa znizi nervova aktivita. Maximdlna
koncentricia v plazme nastane po 2-3 hodinidch po podani jednotnej divky, Vp
predstavuje 0,9 I/kg. Maximélna dennd ddvka pre dospelych pacientov predstavuje 2400

mg. Terapeutickd koncentricia v sére by mala predstavovat’ 12-60 pmol/1.

14
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Obrazok 3: Chemicka Struktira GABA a gabapentinu’

¢) Lamotrigin

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

licencované na monoterapeutické pouzitie.

Mechanizmus uc¢inku spociva v inhibovani napitovo riadenych sodnych a Ciastocne aj
vapenatych kanalikov, ¢oho dosledkom je prevencia uvolnenia glutamatu v excitovanej
forme, ktory spdsobuje zvySent nervovu aktivitu. Lamotrigin sa do organizmu dostdva cez
gastrointestindlnu sustavu (Tmax=1-3 hod.). Absorpcia zavisi na podanej davke, ale aj na
zdklade prijatého jedla. Latka je vo velkej miere ovplyviiovana pecetiovymi AED
enzymami. Koncentricia v plazme rastie linedrne na zdklade podanej davky. Okolo 55 %
latky sa viaze na plazmatické proteiny a Vp predstavuje 1,2 l/kg. Biologicky polcas
lamotriginu je 15-35 hodin, zavisi od pacienta, k uplnej oCiste organizmu od lamotriginu

dochddza asi po 60 hodindch .

Lamotrigin vyznamne interaguje s inymi lie¢ivami z dovodu, ze jeho metabolizmus vyrazne
ovplyviiuju pecenové enzymy a inhibuje ho valproat sodny, s ktorym je potrebné lamotrigin
podavat v mensich davkach, lebo pacientom moze hrozit’ alergicka reakcia. Bolo zistené, ze
lamotrigin podany so sertralinom ho inhibuje glukuronididciou a zvySuje sa jeho

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

lamotriginu v sére by malo byt 12-55 pmol/1.%

Obrazok 4: Chemicka Strukttra lamotriginu ?

d) Levetiracetam

Antiepileptikum pod substitu¢nym nazvom ((S)-a-etyl-2-oxo-pyrolidinacetamid), ktoré
je pouzivané na podpornu lieCbu Ciastocnych epileptickych zachvatov prevazne

u dospelych, ale v urcitych pripadoch aj u deti.

Mechanizmus ucinku levetiracetamu nie je jasny, pravdepodobne spociva v interakcii na
Specifické miesto v oblasti mozgu s chirdlnym centrom molekuly. Poddva sa perondlne,
pricom sa rychlo absorbuje do krvného rie€ista (Tmax=1 hod.). Koncentricia
levetiracetamu v plazme sa zvySuje linearne s podanou davkou a neinteraguje
s plazmovymi proteinmi. Vp predstavuje 0,5- 0,7 lkg. Metabolizuje sa na
farmakologicky neaktivne metabolity, ktoré sa vylu¢uji mocom cez oblicky. Clearance
predstavuje 6-8 hodin u dospelych, 10-11 hodin u starsich I'udi. U I'udi s poskodenymi
oblickami sa moéze jednat aj o dlhsiu dobu. Dennd davka predstavuje 500 mg

levetiracetamu 2x denne. M4 dobry terapeuticky index a minimum vedl'ajsich uginkov.®
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Obrazok 5: Chemicka $truktara levetiracetamu'”

e) Zonisamid

Antiepileptikum pod ndzvom (1,2 benzyoxazol-3-metdnsulfonamid) je schvdleny na

liecbu Ciasto¢nych epileptickych zachvatov.

Mechanizmus t¢inku spociva v blokovani Na* napatovo citlivych kanalikov, ktoré
spdsobuju zvysend nervovu aktivitu, tzv. ,,neuronal firing. Ciastoéne blokuju aj Ca*
napatovo riadené kanaliky typu T. Moze redukovat aktivitu dopaminovych
a serotogénnych neurotransmiterov, a Ciastocne chrani pred poskodenim nervovych

buniek. Neinteraguje s GABA.

Poddva sa peronélne vo forme tabliet (Tmax =2-6hod.), absorbuje sa kompletne 40-60 %
lieku moze interagovat s proteinmi nachddzajuicich sa v erytrocytoch, ma vysoku afinitu
na karboanhydrdzu. Vp predstavuje 1,5 I/kg. Koncentracia v sére je linedrna s poddvanou
davkou. Dennd divka predstavuje 10-15 mg/kg. Metabolizuje sa pomocou acetylacie
a naslednou konjungiciou s kyselinou glukurénovou. Clearance predstavuje 0,015-
0,019 I/h/kg. U pacientov s monoterapeutickou liecbou je biologicky polcas od 50-70
hodin.

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

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

proteinmi, ¢o moze byt dovod vzniku vedl'ajsich uginkov pri ich subeznom podani.®

Obrazok 6: Chemicka $truktara zonisamidu'!

f) Lakosamid

Latka so substitunym nazvom (R-2-acetamido-N-benzyl-3-metoxypropidonamid), ktora
posobi ako liek proti epileptickym kf€om. Mechanizmus uc¢inku spociva v inhibovani
aktivity sodikovo napdtovych kanalikov. Oproti antiepileptikaim ako fenytoin alebo
lamotrigin, ktoré inaktivuji tieto kandliky pomerne rychlo a ndrazovo, lakosamid ich

inaktivuje pomaly, ¢im znizuji patopsychologicku nervovi aktivitu.

Lakosamid je poddvany perondlne vo forme tabliet a je absorbovana celd ddvka. Optimédlna
dennd davka predstavuje od 200 do 600 mg. Po perondlnom podani Cmax v krvnej plazme
je dosiahnuté po 1-4 hodinach po podani. Ma minimalnu vazbovost' na plazmatické proteiny
(<15%). Biologicky polcas latky predstavuje okolo 13 hodin. Lakosamid a jeho hlavné
metabolity su eliminovené oblickami. Je preukdzané, ze sa lakosamid minimalne viaze na
sérové proteiny, a ze neinteraguje s inymi lieCivami ako karbamazepin, digoxin a pod.

TaktieZ sa nepreukéazal inhibi¢ny vplyv na izoenzym CYP450.'
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Obrazok 7: Chemicka §truktura lakosamidu'?

g) Perampanel

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

yl)benzonitril), ktory patri medzi antiepileptikd, ktoré nemaju chirdlne centrum.

Mechanizmus ucinku spociva, ze sa latka viaze prostrednictvom glutamatového
receptoru  o-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-izooxazolpropiénovej kyseliny (AMPA).
Podl'a stadie, ktora sa zaoberala i¢inkom perampanelu na AMPA, ktord sa vykonala na
nervovych bunkich potkanov a ndslednym vyhodnotenim zmien koncentracie vapnika
vo vnutri bunky sa zistilo, Ze v pritomnosti perampanelu sa inhibovalo zvySenie
vnutrobune¢ného vapnika. Vysledky potvrdili, ze perampanel pdsobi ako
nekompetitivny antagonista receptoru AMPA s vysokou selektivitou pre glutamatovy

receptor, kde inhibuje excitani neurotransmisiu.

Perampanel sa poddva perondlne vo forme tabliet, absorbuje sa rychlo a kompletne.
Cwmax v plazme je dosiahnutd po 1 hodine po podani. Dennd ddvka predstavuje 12 mg
pre dospelych pacientov. Na sérové proteiny sa viaze 95 % lieCiva. Perampanel sa

metabolizuje primarnou oxiddciou pomocou enzymu CYP3A nasledovand
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glukuronidaciou. Clearance pre dospelych pacientov ¢ini 0,730 I/h u muzov a 0,605 1/h

u zien.'*

Fre-uynapic

neuros

Obriazok 8: Grafické zndzornenie mechanizmu u¢inku perampanelu'

Obrazok 9: Chemicka $truktira perampanelu'
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h) Primidén
Latka so substitu¢nym nazvom (5-etyl -5 fenyl-1,3-diazinan-4,6-dién), ktord sa spolu s
propanololom pouziva na lieCbu esencialneho tremoru, ktory sa vicsinou vyskytuje

u jednotlivcov nad 65 rokov. Ochorenie vacSinou postihuje horné koncatiny, ale aj hlavu,

hlas a zriedkavo aj dolné kon¢atiny. '

Nevyhoda pri lieCbe primidonom je, ze moze nastat’ vyskyt akutnych vedlajsich ti¢inkov
ako napriklad zvracanie, ataxia a pod. Takymto u¢inkom je mozné sa vyvarovat' a to
znizenim dennej davky. Primidén sa poddva perondlne vo forme tabliet, rychlo sa

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

Primidén sa metabolizuje na dva metabolity a to : fenyletylmalonamid a fenobarbital,
ktory méd vyznamne tremorlytické uginky pri liebe esencialneho tremoru. Studie
ukazali, ze latka nemad vplyv na postsynaptické GABA a glutamdtové receptory,
a neinteraguje [>°S]- t-butylbicyklofosforotionat, ligand, ktory sa viaZe na pikrotoxin na

CI kandlikoch.

Primidon vo velkej miere inhibuje aj napafovo riadené Na* kaniliky a ¢iasto¢ne aj Ca>*

kandliky, ¢im znizuje vysoku nervovu aktivitu v mozgovych centrach, pomaha pri liecCbe

epilepsie.'®

i/ \>

HY S~ °H

Obrizok 10: Chemicka $trukttra primidonu!’



3.Forenzna chémia
Forenzna chémia je zdsadnou a neoddelitelnou sucastou forenznej vedy, ktora aplikuje

vedecké poznatky a vyuziva analytické techniky a postupy v oblasti krimindlneho pravneho
systému. Pociatky forenznej chémie historicky siahajui do roku 1752, kde bol uskutoCneny
prvy chemicky test na jed za i¢elom objasnenia trestného &inu otravy arzenikom.** |, Cielom
forenznej vedy je poskytnut’ vSetkym ucastnikom, ktori st zakomponovani do vySetrovania
v danom trestnoprdvnom procese, ndstroje na efektivne vySetrovanie a ziskavanie

kvalitnejSich stop, ktoré mézu pomoct’ obvinit’ alebo zbavit’ viny podozrivé osoby.

Pri rieSeni trestnych ¢inov st pouzivané poznatky z vednych odborov ako je psycholégia,
psychiatria, entomologia, antropologia, toxikoldgia. Taktiez su pri vySetrovani cCasto

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

V sucasnej dobe forenzni chemici pracuju so Sirokou Skalou vzoriek z miesta ¢inu. Moze sa
jednat: od dlomkov farby laku automobilu pri dopravnej nehode az po ndbojnice, pripadne
ich rezidud alebo ulomky vybusnin pri spachani zdvazného trestného Cinu, ako je vrazda,
vlamanie, kradez, teroristicky utok a i. Medzi vzorkami sa €asto vyskytuju aj organické latky

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

Pri analyze spominanych latok sa vo forenznej praxi pouziva niekolko analytickych metod,
na ktoré sa kladu naroky aby dané analyzy boli preukéazatelné a spol'ahlivé, a aby vysledky
analyz mohli byt plnohodnotne pouzité ako dokazy pri sudnych procesoch pri objasfiovani

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 s capillary electrophoresis
¢ dyes, paints, inks, fillers, binders ‘ ¢ high pressure liquid
* |ow 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 MICroscopy

Obrazok 11: NajcCastejSie vzorky najdené na mieste Cinu a k nim najbeznejSie pouzivané

analytické met6dy
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3.1 Vyuzitie techniky kvapalinovej chromatografie v spojeni
s hmotnostnou spektrometriou vo forenzno-klinickej praxi

InStrumentadlna metdéda kvapalinovej chromatografie v  spojeni s hmotnostne
spektrometrickou detekciou (d’alej ako LC- MS) je jedna z najpouzivanejSich analytickych
metdd v rdznych oblastiach chemického priemyslu. Napriklad vo farmaceutickom priemysle
je metdda kvapalinovej chromatografie ¢asto pouzivana pri vyvoji novych lieCiv, ktord
poskytuje vybornu separaciu zloziek analytu na chromatografickej kolone a dobru Specifitu
a selektivitu, ktord zavisi od zvoleného detektoru. . Pre lepsSiu selektivitu sa ako detektor
Casto pouziva metdoda hmotnostnej spektrometrie, pripadne tandemovej hmotnostnej
spektrometrie. DalSou vyhodou tejto instrumentalnej metody je moznost analyzy rady

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

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

a naslednd smrt’.3!

Vicsina toxikologickych analyz metodou LC-MS(/MS) je zalozena na sledovani urcitého
poctu analytov v rezime monitorovania vybranych iénov (SIM- selected-ion monitoring)
alebo v méde monitorovania viacerych reakcii (MRM-multiple reaction monitoring). Jedna
z najucinnejsich stratégii je analyza v méde MRM s kombindciou skenovania produktovych
i6nov, ktorych hmotnostné spektrum sa méze porovnat’ s databdzou hmotnostnych spektier

pri identifik4cii nezndmej latky.>

3.2 Terapeutické monitorovanie liekovych hladin metédou LC-MS/MS

Terapeutické monitorovanie liekovych hladin je v klinickej a forenznej praxi doélezity
proces, ktory pomdaha pomocou merania na danej technike optimalizovat’ terapeutickt davku
daného lieCiva pre pacienta tak, aby bola aktivna latka podand Co najefektivnejSie
s minimom vedl'aj§ich u€inkov.*> TDM je v praxi pouZivany hlavne pri liecbe antibiotikami,

antivirotikami, antiepileptikami, psychotropnymi ldtkami alebo cytostatikami.*

V minulosti boli niekol'ko rokov na terapeutické monitorovanie liekovych hladin pouzivané
metody zalozené na imunotestoch, ktorych hlavna nevyhoda bola nedostato¢na Specifita pri

latkach, ktoré mali podobny Strukturny charakter alebo bol pritomny vyskyt matrixovych
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efektov. V porovnani metéda LC-MS/MS, dokaze ponuknut vyznamni selektivitu
a Specifitu pri analyzach anie je potrebné, aby analyty obsahovali v svojej Struktare
chromofor alebo fluorofor ako vuZ spominanych imunotestoch.’> Dal§imi vyhodami
metédy LC-MS/MS st §iroky koncentraény rozsah a mald spotreba vzorky.* Silnou
strankou met6dy LC-MS/MS je moznost’ analyzovat’ viac ako 15-20 liekov v jednej analyze

¢o umoziuje vel'mi rychle stanovenia.

Ako redlne vzorky pri TDM technikou LC-MS/MS sa vécsinou pouziva krv pacientov alebo
krvné sérum, ale je mozné stanovit lieiva aj z inych biologickych vzoriek ako su sliny, moc,

extrakty z buniek alebo tkaniv.>*

Kvantifikacia lieCiv zo vzorky mocu nemusi byt dostatocne vypovedajuca ako kvantifikacia
zo vzorky krvi. Vysledky analyzy mozu byt skreslené mierou hydraticie organizmu pacienta
a vyznamnt ulohu zohrava aj pH modu. Dalfou nevyhodou kvantifikdcie liekov zo vzorky
mocu je, ze koncentracia sledovaného analytu uz nemusi zodpovedat’ koncentracii, pri ktore;j
mohlo dojst’ k preddvkovaniu pacienta, =z ddvodu vylucenia danej latky ztela pred

samotnym odberom biologickej vzorky.>®

3.3 Terapeutické monitorovanie antiepileptickych lieCiv v klinickej praxi

Hlavnym cielom TDM antiepileptik je ziskanie znalosti koncentracného rozsahu latky
vyskytujicej sa v organizme pacienta pri podani terapeutickej davky, ktory nasledne sluzi
ako referencny rozsah koncentracii tychto lieCiv pri laboratérnom stanoveni alebo pri
nasadeni liecby.** Tym, 7e sa niektoré epileptické zachvaty vyskytuju nepravidelne,
s dlhymi cCasovymi usekmi medzi epizodami, je potrebné monitorovat lieCbu pacienta
v dlhodobom &asovom useku.** Dal§im dovodom TDM je, Ze u niektorych pacientov mozu
byt jednotlivé davky antiepileptik efektivne az na rozhrani minimalnej toxickej davky, preto
je dolezité priebezne monitorovat zodpovedajucu koncentraciu liekov v biologickych
vzorkach, najcastejsie v krvnom sére pacienta (SDC-serum drug concentration).*® Niektoré
antiepileptikd majui vel'mi nepriaznivé vedlajSie ucinky, ktoré mozu spdsobit’ zachvaty,
ktoré su tazko odlisitelné od zichvatov, ktoré boli vyvolané neurologickou poruchou.**

Odber a analyza krvného séra tesne po epileptickom zdchvate, ktory bol spdsobeny podanim
nevhodnej davky lieCiva alebo vznikol v ddsledku interakcii s inymi liekmi, dokéaze
poskytnut’ informacie o presnej pri¢ine zachvatu, o je tiez jednym z dovodom, preCo sa

TDM vykondva.*® Casto sa TDM vykonaval na antiepileptikach, ktoré boli na americkom
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a europskom trhu uz niekol'ko desatroct, tzv. antiepileptikd 1.generdcie. Tymito latkami boli
napriklad, fenobarbital, primidén, karbamazepin, kyselina valproovd ai. Spomenuté
antiepileptické lieCiva patriace do 1.generacie maju uzke terapeutické rozsahy a vyznamnu

interindividudlnu farmakokinetickd variabilitu.**

- - ©
Therapeutic drug monitoring
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dosage ) \\ collection
p ™, Chromatography
| _ \\\ \
1 0H° ;s'
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Immunoassays
Medical T— & Interpretation
judgement of results
Trends in Biotechnology

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

zaklade vysledkov optimalizacia liecby.*’
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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 sucastou
preanalytického procesu. Tento proces sa moze lisit na zéklade typu biologickej vzorky
a analytickej] metédy, ktord planujeme pouzit na analyzu. Pri odbere a spracovani
biologickych vzoriek musime pouzivat overené postupy a pomocky (sterilné a jednordzové
odberové nadobky, tampény a pod.) a je nutné cely tento proces dokumentovat. Moznymi
biologickymi vzorkami moéze byt: krv, plazma, sérum, ustne tekutiny, mo¢, materské

mlieko, vlas, tkaniv4 organov, muzské alebo zenské pohlavné bunky a i.2

4.1 Krv a krvné sérum
Krv je povazovana za najdolezitejsiu biologicku vzorku v odvetvi toxikolégie. Pri

interpretdcii analytickych vysledkov, kedy bola krv analyzovana na pritomnost drog alebo
lieCiv, je mozné pre spravnu interpretaciu porovnat databazy, ktoré s na tuto biologicku

matricu najrozsiahlejSie zo vSetkych vzoriek.

Pri odbere krvi sa vo vSetkych pripadoch pouziva sterilné injek¢nd ihla a injekEna striekacka.
Pri odbere krvi post mortem je dolezité, v ktorej Casti l'udského tela urobime odber, pretoze
sa koncentracie sledovaného lieciva alebo drogy mézu v jednotlivych tkanivach a orgdnoch
lisit, z dovodu nedostatoCnej distribiicie v jednotlivych tkaniviach . Preto sa vzorky krvi
odoberaju z viacerych miest a to najCastejSie z femoralnej zily (periférne vzorky) a z l'avej,
a pravej komory srdca (centrdlne vzorky). Podl'a vyskumov vo vSeobecnosti plati, ze krv
odobratd z femoralnej zily je Casto spolahlivejSim ukazovatel'om koncentracie lieCiva v post

mortem $tadiu.?!

V klinicko-forenznej praxi je v post-mortem Stadiu odoberanych niekol'ko typov krvnej

vzorky:

a) Srdcova krv

Krv zo srdca je odoberand pri kazdom odbere biologického materialu z tela cloveka. Krv je
odoberand z pravej srdcovej komory o objeme 30 ml do plastovej uzatvaratel'nej nadobky
s popisnym S§titkom. Vzorka krvi odobratd zo srdca je vhodna predovsetkym na kvalitativhu
alebo skriningovu analyzu xenobiotik. Kvantitativna analyza je tiez mozna, ale nemusi byt
presnd z dovodu zvySenia koncentracii xenobiotik vo vzorke z ddvodu post-mortem

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

priestorov

Je odoberanych 30 ml do plastove] uzatvaratel'nej nadobky s popisnym S§titkom. Krvné
zrazeniny su odoberané od obeti v pripadoch spojenych s traumou alebo obeti, ktoré boli
postihnuté popdleninami, a dokazu reflektovat presnejSiu koncentraciu xenobiotik
v organizme predtym ako vznikne poranenie (v tomto pripade hematém). Vzorka je vhodna

pre kvalitativnu analyzu.

¢) Krv z hrudnej alebo brusnej dutiny

Je odoberanych 30 ml do plastove] uzatvaratelnej nadobky s popisnym S§titkom. Je
odoberand v pripadoch v spojitosti s traumou alebo v pripadoch kedy nie je mozné ziskat’
ziadnu ini nekontaminovani vzorku krvi. Vzorka je najvhodnejsSia pre kvalitativnu

analyzu.?

4.2 Ustne tekutiny (sliny)

Su biologické vzorky, ktoré si produkované v tstnej dutine tromi hlavnymi slinnymi
zl'azami ato priusnou, submandibularnou a sublingvalnou zl'azou. V porovnani s krvou
obsahuju sliny menej interferujicich latok a obsahuji asi len 0,3 % proteinov. Odber
dstnych tekutin je menej invazivny ako odber krvnej vzorky. Ustne tekutiny su va&sinou
pouzivané na skriningové testy pre potvrdenie pritomnosti drog ako su napriklad amfetaminy
alebo kodein.

Na odber ustnych tekutin st pouzivané komercné odberové zariadenia, kde sa odber tekutin
vykondva pomocou tampdnu, ktory sa nasledne vlozi do nadobky obsahujicej extrakény
pufor, ktory umoziuje vytvorit’ matricu, ktora je vhodnejsia na analyzu. Produkciu slin moze
stimulovat’ zuvacka alebo kyselina citronova, ktora vSak méze menit’ pH prostredie v ustach
a ndsledne aj sledovanej koncentracie latky, a tym méze ovplyvnit’ analyzu.

Podla $tadie (Crouch 2005; Drummer, 2006; Drummer et al., 2007)°*'2 moze byt
koncentricia drogy rovnakd ako v krvi alebo v krvnej plazme. Koncentracia drogy v ustnych
tekutindch je ovplyvnena faktormi ako je lipofilita drogy, vdzbovost’ na proteiny, pKa latky

a pod.*6
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4.3 Moc¢

Je biologickd vzorka, ktora sa pouziva pri determinacii koncentracie drog alebo ich
metabolitov v tele pacienta. NajCastejSie sa z mocu stanovuju amfetaminy, kanabinoidy,
heroin a kokain. Koncentracia drogy vo vzorke mocu mdze byt rovnaka alebo aj vyssia ako
je koncentrécia v krvi alebo v krvnej plazme. V moci je pritomnych vela interferujucich
latok ako su proteiny, soli, ktoré mozu negativne ovplyvnit vyslednii koncentriciu drogy.

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

5.Postodberové spracovanie biologickych vzoriek

Pri analyze lieCiv v biologickych vzorkdch pomocou vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografie (dalej HPLC), je potrebné biologické vzorky vhodne upravit. Uprava
biologickych vzoriek umoziluje zakoncentrovanie analytu, o umozni lepsie 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.?® V histérii, ale aj v siasnosti sa najéastejsie pouzivali na upravu vzoriek pre pouZitie

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

a) Extrakcia tuhou fazou (Solid phase extraction)

Je jednoduché extrakéna metoda, ktorou je mozné oddelit’ analyt od interferentov ako st
proteiny, soli a iné necistoty. InS§trumentacia spoc¢iva v tom, ze pevnd reverznd fiza vo vnitri
SPE kolonky je tvorena alkylovym retazcom, najcastejSie C18 (C8). Ako mobilna faza sa
pouzivaju rozpustadla s malou elu¢nou silou, ked chceme z kolonky vymyt vSetky
interferenty, ktoré by mohli rusit’ analyzu, popripade nicit' LC kolonu (zivotnost’ kolony).
V prvom kroku je nutné kolénku kondiciovat’, aby bola pripravena na aplikaciu vzorky.
V druhom kroku je aplikovand vzorka, ktord sa absorbuje na staciondrnu fazu koldonky.
Nasledne je pouzité rozpustadlo s malou elu¢nou silou na vymytie vSetkych interferentov

z kolénky, proces je opakovany niekol'kokrat. Nasledne je pouzité rozpustadlo s velkou
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elunou silou, ktoré eluuje cielovy analyt. Tento proces upravy vzorky vo velkej miere

zvysuje vytaznost metody. !

b) Extrakcia v systéme kvapalina-kvapalina

Je ucinna extrakeénd analyticka technika, ktora je zalozena na rdznej distribicii jednotlivych
komponentov analytu medzi dvomi kvapalnymi fdzami. Distribicia komponentov zavisi na
ich vlastnostiach a mnozstve celkovej vzorky. Proces extrakcie je zndzorneny na obrazku
13. Zlozka, z ktorej je extrahovany dany komponent je oznaCeny ako A. Rozpustadlo,
v ktorej sa rozpusta vzorka je oznacenad 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¢iva, drogy...).%*

Extract (B+C)

Carrier Solvent with 6 Separation
Solute (A+B)

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

Extractive
Solvent (C)

Obriazok 13: Schéma extrakcie systému kvapalina-kvapalina®

5.1 Moderné separac¢né techniky na apravu biologickych matric
V sucasnosti sa vedecké inStitiicie zameriavaju na separacné techniky, ktoré budu lacné,

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

Je inovativna extrak¢na technika, ktord sa pouziva na separaciu analytov rdézneho typu
vratane biologickych matric, kde pomaha odstranit’ neziadiice matricné efekty. Této metdda

patri k finanéne nendroénym a je Setrna k zivotnému prostrediu.?® Principom metédy je
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vznik mechanickej energie (>20 kHz), ktord vznikd pri ultrazvuku. Tato energia vytvéra
malé vzduchové bublinky rozpustadla , ktoré spolu s vysokou teplotou (okolo 4700 °C)
avysokym tlakom (101 MPa) sposobia impléziu buniek aumoznia extrahovat

intraceluldrny obsah . Ako rozpustadlo sa pouZivaju etanol, aceton, voda a i.?’

ULTRASOQINC
PROBE
THERMOMETER .
'
e,
o0 %)
I
Nads
MECHANISM ™ ‘*’"*
1
0 (Y T
Lk
SAMPLE
. Ultra sonication of  F ion of Expansion of Cavitation causes
WATER BATH the sample bubbles bubibles breakage

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

ULTRASOUND GENERATOR

Obrazok 14: Schéma extrakcie pomocou ultrazvuku 28

b) Extrakcia rozpa$tadlom za pomoci mikrovinnych vin (Microwave-

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

vojny, kde boli pouzité v radarovych a komunikacnych systémoch. V 70.rokoch 20.storocia
bolo mikrovinné ziarenie prvykrat pouzité ako zdroj ohrevu. Prvad zmienka o extrakcii
rozpustadlom za pomoci mikrovinnych vin bola spomenuta v &lanku (Ganzler et al., 1986a,

Ganzler and Salg6 ,1987 3354).

Pouzitie mikrovin v procese extrakcie ma velky vplyv na rozruovanie slabych vodikovych
vizieb medzi atdmami, ktoré si spdsobené dipdlovymi rotdciami molekdl. Migraciou
rozpustenych i6nov sa zvySuje penetracia rozpustadla v matrici, o spdsobuje solvataciu
analytu. V roztoku sa vyskytuji iénové prudy indukované elektrickym pol'om. V pripade
elektrickej odolnosti média dochadza k treniu a Joulovym efektom sa uvoltiuje teplo. Tento
jav zéavisi na mnozstve i6nov v roztoku. Ako extrak¢né rozpustadla sa pouzivaju latky
v §irokom rozsahu polarity od heptanu az po vodu. Metdda sa pouziva na extrakciu

prirodnych produktov ako esencidlnych olejov a pod. Z hl'adiska forenznej chémie je tato
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technika vhodnd na upravu biologickych vzoriek pred analyzou pritomnosti drog v danych

vzorké4ch.”
6. Vyvoj a validacia metédy LC/MS (MS)

Metéda kvapalinovej chromatografie v spojeni s hmotnostnou spektrometriou alebo
tandemovou hmotnostnou spektrometriou nadobudla v poslednych desatrociach vyznamnu
tlohu pri analyzach vzoriek v klinickych, ale aj forenznych odvetviach, prevazne
v toxikologickej analyze. Aby sme pri analyze nezndmych biologickych vzoriek mali istotu,
ze metoda funguje spravne a vysledky su presné, aby sme pripadné klinické a toxikologické

nélezy interpretovali spravne, je potrebné pred analyzou redlnych vzoriek metédu validovat’.

6.1 V§voj metédy 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 materidly, pomocky a pristroje, laboratérium musi

byt akreditované.

V procese vyvoja metody zistujeme, aké su najlepSie vhodné podmienky pre ¢o
najpresnejsiu analyzu cielového analytu. Proces vyvoja metody zahriia Studium vedeckej
literatdry, kde ziskame zdkladné informécie o fyzikdlnych a chemickych vlastnostiach
analytu. Ak sa jednd o lieCivo alebo drogu, je potrebné vediet jej farmakokineticky profil,
vazbovost na plazmatické proteiny, Struktaru a pod. Jeden z najddlezitejSich parametrov pri
vyvoji metddy a jej validacii je vhodnd dprava vzorky, na ktorej vo vel'kej miere zdvisia
vysledky analyzy. Na zaklade vlastnosti biologickej vzorky pozname niekolko postupov

upravy vzorky.

Na zdklade dolezitosti validovat metody v kazdom odvetvi analytickej chémie, niekol'ko
medzindrodnych organizécii vytvorilo manudl pre spravnu validdciu metédy LC/MS (MS).
NajznamejS§ie dva dokumenty schvdlené Eurépskou tniou, USA a Japonskom vydala
v rokoch 1994 a 1996 organizicia International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH). Pri aplikovani
validanych parametrov mozno vychadzat' z definicie ,,International Union of Pure and

Applied Chemistry (IUPAC)“.1
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6.2 Validacné parametre

Vo forenznej alebo klinickej analyze sa metoda LC/MS (MS) najcastejSie pouziva pri
analyze drog, jedov alebo ich metabolitov. Preto je potrebné aby metdda spliiovala validacné
parametre, aby analyza spominanych typov latok bola jednoznacna. Tieto parametre su:
selektivita (Specifita), linearita, stabilita, presnost’, preciznost’ (opakovatelnost, medzilahla
preciznost’) a spodny limit kvantifikdcie (LLOQ). Mozu sa validovat aj parametre ako

robustnost,, limit detekcie (LOD).!8

a) Presnost’

Presnost’ je validaény parameter definovany ako miera zhody medzi experimentdlne
nameranou hodnotou ziskanou opakovanymi meraniami a spravnou referen¢nou hodnotou.
Stanovenie tohto parametru je dblezitou podstatou pri validacii kazdej analytickej metody
z ddvodu odhadnutia, ako systematické chyby ovplyviiuju dani metodu.’’ Vi&sinou sa

vyjadruje ako odchylka v percentach od referenénej hodnoty.*

b) Preciznost’

Preciznost’ je definovana ako tesnost’ zhody v sérii merani tej istej vzorky za urcité Casové
obdobie. Vicsinou sa preciznost meria na 3 drovniach a to: opakovatelnost, o je parameter
kedy je preciznost merana v kratkom c¢asovom intervale vrovnako nastavenych
analytickych podmienkach, medzilahld preciznost’, ktora je definovand ako preciznost
merand v roznych laboratérnych podmienkach (dlhsi Casovy usek, iny operator, iny pristroj)
a reprodukovatel'nost’, ktord je definovand ako schopnost novo vyvinutej metody byt
pouzita vinom laboratériu. Preciznost je vyjadrovana ako absolutna alebo relativna

smerodajnd odchylka v percentédch.

¢) Linearita

Linearita analytickej metddy je definovand ako zavislost medzi minimdlne dvomi
nameranymi hodnotami. Mdze byt definovana aj ako schopnost’ metddy poskytniat odozvu
signdlu dmernému koncentricii analytu vo vzorke. Linearita by mala pozostavat aspon
z piatich kalibracnych bodov, ziskanych z blanku a kalibranych S§tandardov daného
analytu.® Tesnost zavislosti dvoch nahodnych premennych je definovana korelaénym

koeficientom R2.4°
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d) Limit detekcie LOD

Je validany parameter, ktory definuje najmensie 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 odli§eny od Sumu a mal by sa od $umu lisit minimélne 3x.*! Rovnica pre vypocet LOD

(1)'42

e) Limit kvantifikacie LOQ

Existuje spodny limit kvantifikdcie LLOQ, ktory je definovany ako najmensie mnozstvo
analytu vo vzorke, ktoré je mozné s dostatocnou presnostou a preciznostou kvantifikovat'.
Druhym castym kritériom LLOQ je pomer signalu ku Sumu, ktory musi byt rovny alebo
vacsi ako hodnota 10. Horny limit kvantifikacie ULOQ, definuje najvacsie detekovatel'né
mnozstvo analytu vo vzorke s dostatonou presnostou a preciznostou.’® Rovnica pre

vypocet LOQ (2).#?
3*xh
LOD=— (1)
m

10+h
LOQ=—"-(2)

h-vySka Sumu, m-smernica kalibracnej priamky
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Experimentalna ¢ast’

1.Ciele prace
Ciele tejto diplomovej prace boli nasledovné:

e optimalizovat podmienky pre chromatograficki separdciu S§tandardov antiepileptik
levetiracetamu, gabapentinu, brivaracetamu, zonisamidu, primidénu, lakosamidu,
lamotriginu a perampanelu

e optimalizovat podmienky pre detekciu Standardov antiepileptik hmotnostnou
spektrometriou

e overit vyvinutu metddu 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 Ion Trap Mass Spectrometer (Thermo Fischer
Scientific, Massachussets, USA)

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

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

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

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

e 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, Cistota HPLC (VWM Chemicals, New York, USA)

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

e Octan amonny, Cistota HPLC (Fischer Chemical, Pennsylvania, USA)

¢ Kyselina mrav¢ia ¢istota HPLC (VWM Chemicals, New York, USA)

e Bezvody Standard kofeinu ¢istota HPLC (VWM Chemicals, New York, USA)
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4. étandardy

Standardy antiepileptik o koncentricidch 1 mg/ml a 0,5 mg/ml riedené v metanole boli
ziskané z , Ustavu soudniho lékafstvi a medicinskeho priava vo Fakultni nemocnici

Olomouc*.

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

na l'udské 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
Primidén 219 178 X
Lakosamid 251 108 X
Lamotrigin 256 220 X
Perampanel 350 247 X
Kofein IS 195 138 X

Tabul’ka 1: Zdkladné molekulové iény vybranych antiepileptik a IS kofeinu a k nim

vybrané najintenzivnejsie fragmentové iény MS ? (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 i6ny danych latok, s ktorymi sa d’alej pracovalo.
U standardu gabapentin a levetiracetam bolo potrebné latky fragmentovat pomocu MS?

z ddvodu rovnakej hodnoty m/z fragmentov z MS>.

6.Optimalizacia parametrov hmotnostnej spektrometrie

Tato cast’ vyvoja metédy bola zamerand na ladenie prietokov zmlzujuceho, pomocného
a protichodného plynu a na vhodni teplotu sprejovacej kapildry. Bola vytvorend graficka
zavislost’ intenzity fragmentového iénu ( MS?) pre kazdy analyt, podl'a tabulky 1, na zdklade
prietoku spominanych plynov alebo na teplote sprejovacej kapildry. Grafické zdvislosti sa

zndzornené v grafoch 1 az 4.
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Na optimalizaciu MS parametrov bol pouzity zmesny Standard antiepileptik o celkovej
koncentracii 1 pg/ml, riedeny metanolom. Standard bol nastreknuty priamo do hmotnostného
spektrometra pomocou striekacky HAMILTON o objeme 500 ul s prietokom 10 pl/min.
Prietok na kvapalinovom chromatografe bol nastaveny na 0,4 ml/min. Mobilnd fiza mala
zloZenie: A:5% acetonitril v H>O s 0,1% HCOOH, B:acetonitril s 0,1% HCOOH. Standard

nastreknuty pomocou injek¢nej striekacky sa zmieSaval s mobilnou fazou v T-spojke.
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Graf 1: Zavislost intenzity fragmentovych ionov analytov na zéklade prietoku

zmlzujiceho plynu (SG)
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Graf 2: Zavislost intenzity fragmentovych ionov analytov na zaklade prietoku

pomocného plynu (AG)
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Graf 3: Zavislost intenzity fragmentovych ionov analytov na zaklade prietoku

protichodného plynu (SWG)
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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 zmlZujuceho plynu bol ndsledne nastaveny na hodnotu 60 z dovodu

tvorby kvapiek v ionizacnom zdroji)

7. Testovanie a vyber vhodnej kolony a mobilnej fazy pre
chromatograficki separaciu

Pri hl'adani podmienok na vhodni chromatograficki separaciu boli testované tri rdzne

chromatografické kolény a tri typy mobilnych faz. V prvych analyzach bola pouzita

chromtografickd koléna Kinetex 2,6 u XB-C18 100A 50x2,10 mm. Pri tomto type koléne

boli pouzité 3 rozne mobilné fazy na kandli A, ato 2% acetonitril (daley ACN) s 0,1 %
kyselinou mravcou (d’alej HCOOH); 2% ACN s 0,5% HCOOH a 10 mM octan amdénny
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s2% ACN (vid obrazky 15-17). Dalej bola pouzita koléona Kinetex 1,7um F5 100
A 100x2,1mm, kde bola testovand na kandli A len jedna mobilnd fidza a to 2%ACN s 0,5%
HCOOH (vid’ obrazok 18). Ako poslednd bola testovand koléna ACCLAIM™ RSLC 120
C18 20A 2,1x100 mm s tromi roznymi mobilnymi fdzami na kandli A, ktoré boli rovnaké
ako u kolény Kinetex 2,6 u XB-C18 100A 50x2,10 mm (vid’ obrazky 19-23). Na tito kolénu
boli nastrekované §tandardy 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 separdcia 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: Chromatografickd separdcia zmesi antiepileptik o koncentracii 500 ng/ml v

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

metanole  za
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Obrazok 19: Chromatografickd separdcia zmesi antiepileptik o koncentracii 500 ng/ml v
metanole za pouZitia 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: Chromatografickd separdcia zmesi antiepileptik o koncentracii 500 ng/ml v
metanole za pouZitia 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: Chromatografickd separdcia zmesi antiepileptik o koncentracii 500 ng/ml v
metanole za pouZitia 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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Obrizok 22: Chromatografické separdcia zmesi antiepileptik o koncentracii 500 ng/ml a IS
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kofeinu o koncentracii 10 pg/ml v krvnom sére za pouzitia chromatografickej kolony:
ACCLAIM™ RSLC 120 CI18 20A 2,1x100 mmamobilnej fizy: A:2
%ACN+0,5%HCOOH, B:ACN+0,1%HCOOH
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Obrazok 23: Chromatografick4 separdcia §tandardu zonisamidu o koncentracii 8 pg/ml a 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 kolén a mobilnych faz na zaklade predlozenych zaznamov
z rdznych separacii jasne ukazuje, ze najvhodnejSou chromatografickou kolonou 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 nedostatoCnej separacie
zloZiek vzorky a neuspokojivého tvaru jednotlivych signdlov. Co sa tyka mobilnych faz, tak
najmenej vhodnd mobilnd fiza na kandli A bola 10mM octan aménny s 2% ACN, kde za
pouzitia tejto kombinacie mozno v chromatograme vidiet vel'mi velky Sum a absenciu
niektorych signdlov standardov. Co sa tyka mobilnej faze 2%ACN s 0,1% HCOOH, tak
separacia bola omnoho lepsia, ale stale tu mozno vidiet vysoky sum. Prave preto bola
najvhodnejSou volbou mobilnd fiza s obsahom 2%ACN s 0,5% HCOOH, ktord bola
kyslejsia a vkombindcii s vybranou kolénou bol eliminovany Sum v pozadi

a chromatograficka separacia bola lepsia.

7. Parametre finalnej analyzy
Chromatograficka separdcia bola vykondvand pomocou gradientovej elicie, kde boli pouzité

2 mobilné fazy: A: 2 % acetonitril+0,5 % kyseliny mravcej; B: Cisty acetonitril+0,5 %
kyseliny mravcej. Gradient a zlozenie mobilnej fazy v priebehu analyzy mozno vidiet
v tabul'ke 1. Prietok mobilnej fazy bol nastaveny na 0,4 ml/min. Analytickd koléna bola
termostatovand na 35° C . Doba analyzy bola 6 minut. Nastreknuty objem vzorky bol 5 pl.
Pozorované analyty boli eluované v retencnych ¢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 Standard bol pouzity kofein, ktory
sa eluoval v retenénom Gase okolo 3,5 min. Retenéné Casy jednotlivych analytov a IS
kofeinu sa pri jednotlivych nédstrekoch trochu postvali, ale vzdy bolo z chromatogramu
dobre rozpoznatelné o aké liatky sa jednd. Vyvinuta metdoda bola pouzita na analyzu
Standardov antiepileptik a aj redlnych vzoriek. Parametre hmotnostného detektoru boli
nastavené podl'a tabul'ky 2. Ionizdcia vzorky prebiehala pomocou elektrospreja v kladnom

modde a ako hmotnostny analyzator bola pouzita idnova 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
53 100 0 0,400
6,0 100 0 0,400

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

Rychlost’ pridenia zmzujuceho plynu 60
(Sheath gas arb)
Rychlost’ pridenia pomocného plynu 5
(Aux gas arb)
Rychlost’ prudenia protipridového 0
plynu (Sweep gas arb)

Sprejovacie napiitie (KV) 5
Teplota sprejovaciej kapilary (°C) 175
Napiitie na kapilare (V) 10
Napiitie na iénovej 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 kalibracnych §tandardov boli pouzité Standardy antiepileptik o koncentracii 0,1
mg/ml, z ktorych bol pripraveny zmesny roztok standardov antiepileptik obsahujiici analyty:
lamotrigin, gabapentin, brivaracetam, primidon, lakosamid, lamotrigin a perampanel
o celkovej koncentracii 10 ug/ml. Nasledne sa pripravila kalibratna rada riedenim
zmesného Standardu podla tabulky 5. Pre Standard zonisamidu sa musela vytvorit
samostatna kalibracna rada, ktora bola vytvorena riedenim Standardu o koncentricii 1
mg/ml. VSetky kalibra¢né roztoky boli riedené metanolom. Kalibra¢na rada pre Standard

zonisamidu je zndzornend v tabul'ke 6.

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

ul metanolu. Standardy boli v krvnom sére riedené 20x. Nésledne boli vzorky pretrepané 1
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minutu na minitrepacke a centrifugované 3 mintty pri rychlosti 14 000 rpm. Potom bolo
odobranych 170 ul supernatantu do insertu autosamplérovej vialky a bol nastreknuty objem
5 pl. Uvedeny postup sa pouzil pri priprave kazdej koncentracnej hladiny v kalibracnej rade,

u modelovych vzoriek aublanku kde bol namiesto Standardu antiepileptik pridany

metanol.
Koncentracia zmesného Standardu Findlna koncentricia 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 modelové vzorky

Tabul’ka 5: Kalibracna 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)
(ng/ml) (pg/ml)

160 8,0

80 4,0

40 2,0

16 0,8

8 0,4

MZ 1* 30 1,5
MZ 2* 120 6,0

*pripravené modelové vzorky
Tabul’ka 6: Kalibracna rada standardu 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 podla tabuliek 4 a 5. Standardy boli kvantifikované pomocou
tandemovej hmotnostnej spektrometriec MS?, kde boli sledované najintenzivnejsie
fragmentové iony, 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 koncentracnej hladine bol nastreknuty 3x. Kalibracné zavislosti

pre kazdu latku su zobrazené v grafoch 5-12.
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Graf 5: Kalibracna zavislost’ Standardu levetiracetamu
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Graf 7: Kalibracna zavislost’ standardu brivaracetamu
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50



3.00E-01

."

2.50E-01 :
=
()
S 2.00E-01
>N
2!
=
S 1.50E-01
=
o
= y = 5,23E-04x + 8,51E-04
= 1.00E-01 T 'Y R2=0,9992
Q
2
Q-‘ .

5.00E-02 R

.'.'.'
.'...
0.00E+00 @
0 100 200 300 400 500
Koncentracia (ng/ml)
Graf 12: Kalibra¢na zavislost Standardu perampanelu
10.2 Limit detekcie

600

Limity detekcie a limity kvantifikacie boli vypocitané pre kazdu latku. Do vypoctu boli

brané koncentracné hladiny: blank, 20, 50 a 100 ng/ml pre zmes §tandardov antiepileptik

a koncentra¢né hladiny: blank, 400, 800 a 2000 ng/ml pre Standard zonisamidu z dévodu

dosiahnutia lepSich limitov detekcie a kvantifikdcie. Limity boli vypocitané podla

nasledujicich rovnic, kde oje smerodatna odchylka useku kalibracnej priamky a S je

smernica kalibracnej priamky.

3xo

LOD==2 (1)

10xo0
S

LOQ=——(2)

51



LOD LOQ
Latka (ng/ml) (ng/ml)
Levetiracetam 2,9 9,9
Gabapentin 6,7 22,3
Brivaracetam 5,3 17,8
Primidén 4,6 15,3
Lakosamid 6,6 21,9
Lamotrigin 11,8 39,2
Perampanel 3,1 10,4
146,7 489,1
Zonisamid (ug/ml) (ug/ml)

Tabul’ka 7: Limity detekcie a limity kvantifikacie pre jednotlivé Standardy antiepileptik
vypocitanych z kalibracnej priamky

10.3 Opakovatel’nost’ a medzil’ahla preciznost’

Opakovatelnost a medzil'ahla preciznost bola pocitand na dvoch koncentra¢nych
hladindch ato na koncentranej hladine blizkej limitu detekcie, o bola v pripade
zmesného Standardu antiepileptik koncentracna hladina 20 ng/ml ana najvyssej
koncentra¢nej hladine 500 ng/ml. U §tandardu zonisamidu boli tieto validacné parametre
pocitané na koncentracnych hladinach 400 a 8000 ng/ml. Opakovatel'nost’ merania bola
vykonand v priebehu jedného dfia 3x na tom rovnakom pristroji srovnakymi
podmienkami. Medzil'ahla preciznost bola merana 3x v dlh§om casovom useku.

Opakovatelnost’ a medzil'ahla preciznost bola pocitana podla nasledujiceho vzorca.

100.s

X

RSD=

3)
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(0) 4 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 3,9
Brivaracetam 20 5,8 10,5
500 16,7 16,0
Zonisamid 400 21,2 32,0
8000 5,0 9,4
Primidon 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

stanoveni

Tabulka 8: Vypocitané hodnoty relativnej smerodatnej odchylky pri

opakovatelnosti a medzilahlej preciznosti merania pre kazda 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 §tandardy o koncentricii 1,5 a 6 pg/ml. Do
kazdej modelovej vzorky bol pridany interny Standard kofeinu, ktory mal findlnu
koncentraciu 10 pg/ml Kazda modelova vzorka bola do systému LC/MS nastreknuta 3x

pre lepSiu reprodukovatelnost. Nasledne boli zintegrované plochy signdlov analytov
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a interného Standardu kofeinu, z ktorych bol vypocitany podiel, ktory bol pouzity pri
vypocte koncentracie Standardu v séru z kalibracnej rovnice. Z udajov bola dalej

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

Latka Spikovana Namerana Relativna chyba
koncentracia koncentracia (%)
(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

Primidén 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

Tabul’ka 9: Spikovand a namerand koncentricia antiepileptik v krvnom séru a vypocitana

relativna chyba ku kazdému Standardu antiepileptik
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10.5 Fragmentac¢né spektra antiepileptik

Re mive Aburcenrs
.

126.02

s 0 CH
|
‘ C
HC )
\ HN
N g | -
<« 0 -NH
€0
126 154

1

Obriazok 24: Fragmentaéné spektrum §tandardu levetiracetamu a navrhované struktary 4
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Obriazok 25: Fragmentaéné spektrum §tandardu brivaracetamu a navrhované §truktiry *8

55



Rei atee Asuncarcs

« CESFulmed 290 00@oats 00 [ 00-300 00

1220

oH"

18504

1w

mm

190

10802

I

e

18393

29

159

1909

7m

mn

25%

810

l

mm

200w

L 2 e S e A B A A e B A e e |

n ¥ 0 MW W ™ N 0 W

T T T YT

m M 1w
mny

T rTYTTTTYT YT

R

TTTVTTrTrTr T

1
1% K‘O 20

YT rrTrrrrrTrTT™

m W ¥ W

Obrazok 26: Fragmentaéné spektrum standardu lamotriginu a navrhované §truktiry *8
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Obriazok 28: Fragmentaéné spektrum $tandardu gabapentinu a navrhované §truktiry 48
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Obriazok 29: Fragmentaéné spektrum $tandardu lakosamidu a navrhované $truktary *8
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Zaver:
Cielom tejto diplomovej prace bolo vyvinut' avalidovat ucinnd metédu kvapalinovej

chromatografie s hmotnostne spektrometrickou detekciou pre stanovenie antiepileptik
z l'udského krvného séra. Antiepileptika su latky, ktoré sa pouzivaju na liecCbu epilepsie,
ochorenim, ktoré je sprevadzané kf¢ovitymi zdchvatmi v dosledku nadmernej neurologickej
aktivity v oblasti mozgu. InStrumentalna metoda kvapalinovej chromatografie v spojeni
s hmotnostnou spektrometriou sa bezne vyuziva v klinickej praxi pri terapeutickom

monitorovani liekovych hladin u pacientov trpiacich epilepsiou.

Toto monitorovanie sa vykondva z dovodu Studie spravania sa lieCiva v tele pacienta
a sledovani koncentracie v krvnom séru z dovodu, aby bolo mozné lepSie upravit davku
podavaného liecCiva pacientovi tak, aby pacient pocitoval minimum vedlajSich ucinkov lieku
aaby sa nepreddvkoval. Boli sledované antiepileptikd: levetiracetam, gabapentin,
brivaracetam, primidon, lakosamid, lamotrigin, perampanel a zonisamid, ktory bol
validovany samostatne.. Metoda bola optimalizovand na stanovenie tychto 8 antiepileptik

z krvného séra.

Standardy antiepileptik boli v krvnom sére kvantifikované pomocou tandemovej
hmotnostnej spektrometric MS? (u gabapentinu a levetiracetamu MS?). Boli sledované
najintenzivnejSie fragmenty podla tabulky 1. Obrazky 24-32 znazoriuju fragmentacné

spektrd danych antiepileptik a navrhované struktary.

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

koncentracia. Hodnoty su zobrazené v tabulke 7.

Opakovatelnost’ a medzil'ahla preciznost’ boli merané pomocou kalibraénych Standardov
pouzivanych pri merani kalibridcie. Bolo merané a pocitané na dvoch koncentra¢nych
urovniach. Jedna koncentra¢na urovenl bola v okoli limitu detekcie pre jednotlivé latky,
u vSetkych latok to bola koncentra¢nd hladina 20 ng/ml (zonisamid 400 ng/ml), druha
koncentracia ktora bola pouzita bola najvyssia pripravend koncentricia v kalibracnej rade
a to 500 ng/ml (zonisamid 8000 ng/ml). V praxi by relativna smerodatnd 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 hladiska vo vel'kej miere nemenia a metéda

meria rovnako. Hodnoty st znazornené v tabulke 8.

Pravdivost metddy bola merand na pripravenych modelovych vzorkiach spikovanych
v negativnom krvnom sére o koncentracidch Standardov 120 a 300 ng/ml (u zonisamidu
1500 a 6000 ng/ml). Koncentracie boli pocitané =z kalibraénych rovnic. Pomocou
nameranych a teoretickych koncentracii bola vypocitana relativna chyba. Metéda je na
zaklade vypoctov relativnych chyb pravdiva a dobre pouzitelna v praxi. Hodnoty su

znazornené v tabulke 9.

Boli splnené vsetky ciele prace, podarilo sa optimalizovat’ parametre na urovni kvapalinove;j
chromatografie aaj na urovni hmotnostnej detekcie tak, ze je mozné stanovit 8
antiepileptickych lieCiv z krvného séra prakticky z jedného nastreku aj ked sStandard
zonisamidu musel byt’ validovany pri vysSich koncentréacidch, co je dovod vysokych hodnot
LOD aLOQ. Vyvinutd metéda by bola u vacSiny antiepileptik vhodnd pre pouzitie
v klinickej praxi a ur¢ite moze posluzit’ pri vyvoji efektivnejsej metddy alebo pre stanovenie

aj inych antiepileptickych lieciv.
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