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Uvod

Farmakologickd Iécba patfi v soucasné dobé mezi jednu z nej¢astéjSich forem |écby vyuzivanou
v mediciné. Sledovani zmén koncentrace Iékd umozZnuje kontrolu Gcinnosti [éCby v pribéhu ¢asu a
detekovat zmény v terapeutické odpovédi. Pokud pacient neodpovidd na Iécbu, mlzZe byt
terapeutické monitorovani IéCiv (TDM) pouzito k identifikaci pfic¢iny problému a k upraveni 1éCby.
Vysledkem TDM je tedy lepsi terapeuticka ucinnost, minimalizace vedlejsich a nezadoucich ucinka
a zvySend bezpecnost pacientll. TDM pfispiva k uspésné klinické efektivité 1écby a umozniuje

IékaFlim poskytnout pacientim presnou a individualizovanou Iécbu.

Monitorovani léciv z biologické matrice (krev) je nejCastéji provadéno pomoci kapalinové
chromatografie ve spojeni s UV-VIS ¢i v dnesni dobé s jiz vice ¢astou hmotnostni spektrometrii. Diky
vysoké citlivosti hmotnostni spektrometrie, je tato technika schopna analyzovat léCiva vyskytujici
se i ve velmi nizkych koncentracich napf. benzodiazepiny i nékteré antipsychotika, kterd se
nachazeji v redlnych vzorcich krve v koncentracich v ng/mL. Jind skupina latek, napf. néktera
antiepileptika maji terapeutické koncentrace prekracujici nékolik desitek pg/mL v biologické
matrici. Rozsah ocekdvanych koncentraci nejriiznéjsich skupin [é¢iv miZe byt ve velmi Sirokém
koncentra¢nim rozmezi. Problém v analyze by mohl nastat v pfipadé, pokud se latky lisi svou

strukturou, a tedy fyzikalné chemickymi vlastnostmi.

Na oddéleni klinické farmakologie Fakultni nemocnice Ostrava, je momentdlné nékolik
samostatnych metod pro stanoveni rlznych skupin |éciv napf. antiepileptika, antidepresiva,
antipsychotika, antimykotika a jiné. Kazdd metoda md své vlastni nastaveni hmotnostniho

analyzatoru, vlastni nastaveni chromatografie a svou unikatni pfipravu vzorku.

Cilem této diplomové prace bylo vyvinou a validovat metodu, kterd by umozZnila simultanni
stanoveni vybranych antipsychotik, antidepresiv, antimykotik, antiepileptik, benzodiazepind,
bronchodilatancii, antivirotik, benzodiazepini a cytostatik pomoci kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii v jediné analyze za pouziti jedné Upravy zpracovani

vzorku.

Uspééné dokonceni vyvoje této metod by do znaéné miry zjednodusil a zefektivnil analyzu
pacientskych vzork(i na oddéleni klinické farmakologie, Ustavu laboratorni mediciny ve fakultni

nemocnici Ostrava.
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Teoreticka cast

1 Terapeuticky vyznamna farmaka

Na oddéleni klinické farmakologie, Ustavu laboratorni mediciny Fakultni nemocnice Ostrava (FNO)
byl provadén vyvoj metody pro stanoveni vybranych farmakoterapeuticky vyznamnych latek
u pacientskych vzork( séra pomoci kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni
spektrometrii. Analyty byly vybrany kvili jejich doporuceni pro jejich terapeutické monitorovani

a dnes jsou jiz na oddéleni klinické farmakologie stanovovany.

1.1 Psychofarmaka

Psychofarmaka jsou léciva pouZivana zejména pro lécbu rlznych psychickych a neurologickych
onemocnéni. Latky spadajici do této skupiny jsou schopné plsobit na centralni nervovy systém

a tim ovliviiovat funkci mozku a nervového systému.

Je mozZné rozlisit nékolik typ psychofarmak, které se pouzivaji k Iéébé rdznych poruch, mezi které
patfi deprese, schizofrenie, bipolarni porucha, ADHD a dalsi. Kazdy typ Iéciva je schopen ovlivnit

specifickou neurochemickou drahu v mozku a ma své vlastni pouZiti.

Mezi nejcastéji predepisovana psychofarmaka patfi: antidepresiva, antipsychotika,

anxiolytika.[1][2]

1.1.1 Antidepresiva

Jedna se o |éciva predepisovana primarné k lécbé depresivnich poruch, mohou byt vsak taktéz
aplikovana u pacient( trpicimi Uzkostnymi stavy. Odhadem 5 % dospélé populace v produktivnim

véku trpi timto onemocnénim. Adekvatné |é¢ena byva pouze 1/3 diagnostikovanych.

V Ceské republice za poslednich 20 let rapidné stoupla spotfeba téchto latek, a to z 10 dennich
doporuéenych davek (DDD) na 66. Jednd se o extrémni nar(st, ktery nebyl v jinych zemi

zaznamenan.

Nedostatecnd, poptipadé zcela chybéjici lé¢ba mliZe vyustit aZz k sebevrazednym sklonim. Mortalita

se pfi absenci [é¢by pohybuje okolo 50 %.

Mezi nejuzivanéjsi antidepresiva patfi napfiklad sertralin, citalopram nebo také venlafaxin. [2][3][4]
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Tabulka €. 1 shrnuje registrované nazvy lécivych pripravk( vybranych antidepresiv a jejich ucinnych

latek dostupnych v CR (udaj k 01.02.2023).

Tabulka 1 Seznam vybranych antidepresiv a registrovanych ndzvi lé¢ivych pripravki uZivanych v Ceské republice. Tento
seznam je aktudlIni ke dni 01.02.2023. [5]

U¢inna latka Registrovany nazev lécivého pripravku
citalooram citalec/citalopram +pharma/citalopram orion/citalopram teva/citalopram
P vitabalans/pram/seropram/citalopram aurovitas
N-desmethyl .
. v metabolit
citalopram

adjuvin/asentra/sertivan/sertralin actavis/sertralin apotex/sertralin
sertralin aurovitas/sertralin mylan/sertralin vipharm/sertraline
accord/setaloft/stimulon/zoloft

N-desmethyl .
. metabolit
sertralin
trazodon azoneurax/trittico ac/trittico prolong
venlafaxin argofan/efectin er/elify/olwexya/velaxin/venlafaxin mylan
O-desmethyl )
. y metabolit
venlafaxin
vortioxetin brintellix
. . esprital/mirtazapin sandoz/mirtazapin mylan/mirtazapin +phrama/mirzaten oro
mirtazapin

tab/mirzaten

1.1.1.1 Déleni antidepresiv
Antidepresiva se obecné déli do 5 hlavnich kategorii, a to na:

e Tricyklickd antidepresiva

e Selektivni inhibitory zpétného vychytdvani serotoninu

e Selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu
e Inhibitory monoaminooxidazy

e Atypicka antidepresiva

1.1.1.1.1 Tricyklické antidepresiva (TCA)

Jedna se o prvni generaci antidepresiv. Mechanismus Ucinku je zaloZen na inhibici transportéru pro
zpétné vychytavani noradrenalinu a serotoninu, coZ nasledné vede ke zvySené koncentraci téchto

latek v synaptické stérbiné.

Mezi TCA patii klomipramin nebo amitriptylin. [2][3]
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1.1.1.1.2 Selektivni inhibitory zpétného vychytdvdni serotoninu (SSRI)

SSRI jsou léciva tzv. prvni volby pti terapii depresivni poruchy. Latky spadajici do této kategorie jsou
jedny z nejrozsitenéjSich a nejpouzivanéjsich antidepresiv. Jejich funkce je zaloZena na inhibici
transportéru zpétného vychytdvani serotoninu. Tato inhibice ndsledné vede ke zvySovani

koncentrace serotoninu v synaptické stérbiné.

Mezi antidepresiva fungujici na zakladé SSRI patti naptiklad citalopram, esicitalopram nebo

sertralin. [2][3]

1.1.1.1.3 Selektivni inhibitory zpétného vychytdvani serotoninu a noradrenalinu (SNRI)

Druhou nejcastéji uzivanou skupinou antidepresiv jsou SNRI. Mechanismus Gcinku je obdobny jako
u SSRI, nicméné zde navic dochazi k inhibici transportéru pro zpétné vychytavani noradrenalinu

a naslednému zvySovani jeho koncentrace v synaptické Stérbiné.

Venlafaxin je jednim z nej¢astéji uzivanych SNRI antidepresiv v CR. [2][3]

1.1.1.1.4 Inhibitory monoaminooxiddzy (I-MAQ)

Jedna se o unikatni druh antidepresiv, které na rozdil od TCA, SSRI nebo SNRI blokuji funkci enzym
zodpovédnych za biodegradaci monoamind (serotonin, noradrenalin aj.), ¢imz zvysuji jejich

koncentraci.
Do této skupiny IéCiv spada napfiklad tyramin, rasagilin nebo moklobemid. [2][3]
1.1.1.1.5 Atypickd antidepresiva

Skupina antidepresiv, kterd se svym funkénim mechanismem neda zaradit do zadné ze 4
pfedchozich kategorii. Latky zafazené do této skupiny jsou schopny ovliviiovat hladiny dopaminu,

serotoninu nebo noradrenalinu v zavislosti na typu latky.

Mezi atypickd antidepresiva fadime agomelatin, trazodon nebo vortioxetin. [2][3]

1.1.1.2  Struktura vybranych antidepresiv

V tabulce ¢. 2 jsou prehledné uvedeny strukturni vzorce danych antidepresiv.
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Tabulka 2 Struktury vybranych antidepresiv. Vzorce byly vytvoreny v programu ChemSketch.
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1.1.2 Antipsychotika

Antipsychotika, jinym nazvem neuroleptika, jsou latky urcené zejména klécbé rlznych druhl
psychdz, z nichZ nejvyznamnéjsi je schizofrenie, kterou trpi odhadem az 20 milion( lidi celosvétové.
Z tohoto celkového poctu priblizné 5 % jedincl spacha sebevrazdu. Pacienti trpici timto druhem

psychozy velmi casto zazivaji rzné druhy halucinaci, bludd nebo paranoii.
Léciva z této skupiny blokuji ¢i snizuji aktivitu receptorli dopaminu v mozku a tim napomahaji tlumit
pfiznaky psychdzy. [2][3][6]

Tabulka €. 3 shrnuje registrované nazvy lécivych pfipravkl vybranych antipsychotik a jejich uc¢innych

latek dostupnych v CR (udaj k 01.02.2023).

Tabulka 3 Seznam vybranych antipsychotik a registrovanych ndzvi lécivych pfipravki uZivanych v Ceské republice. Tento
seznam je aktudlIni ke dni 01.02.2023. [5]

Ucinna latka Registrovany nazev lécivého pfFipravku

abilify/abilify maintena/aricogan/aripiprazol +pharma/aripiprazol
apotex/aripiprazol glenmark/aripiprazole accord healthcare/aripiprazole

aripiprazol neuraxpharm/aripiprazole sandoz/aripiprazole teva/aripiprazole
zentiva/aryzalera/asduter/explemend/restigulin/zykalor
haloperidol haloperidol decanoat-richter/haloperidol-richter
klozapin clozapin desitin/leponex/
N-desmethyl klozapin metabolit
derin/derin prolong/hedonin/hedonin prolong/ketilept/ketilept
kvetiapin prolong/kventiax/kventiax prolong/questax/questax prolong/quetiapin

mylan/quetiapin neuraxpharm/quetiapin teva retard/quetiapine
accord/quetiapine polpharma

aedon/egolanza/nykob/olanzapin actavis/olanzapin apotex/olanzapin
olanzapin mylan/olanzapin snadoz/olanzapin teva/olanzapine aurovitas/olazax/olazax
disperzi/olpinat/stygapon/zalasta/zypadhera/zyprexa/zyprexa velotab

N-desmethyl olanzapin metabolit

medorisper/rileptid/rispen/risperdal/rispedal consta/risperidon

risperidon actavis/risperidon farmax/risperidon orion/risperidon vipharm/rorendo oro tab
9 — hydroxy risperidon metabolit

paroxetin parolex/arketis/paroxetin +phrarma/remood/seroxat/paroxinor

amisulprid deniban/amuslprid generics/aktiprol/solian/amilia

ziprasidon zypsilan/zeldox/ziprasidon aurobindo

flufenazin afluditen

flupentixol Fluanxol/fluanxol depot
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1.1.2.1 Déleni antipsychotik
Antipsychoticka farmaka mizZeme rozélenit do t¥i zakladnich skupin a to na:

e |. generaci —klasicka antipsychotika (haloperidol)
e |l. generaci— atypicka antipsychotika (risperidon, paliperidon, klozapin, olanzapin, kvetiapin
aj.)

e |ll. generaci — dopaminergni stabilizatory (aripiprazol) [2][3]

1.1.2.2  Struktura vybranych antipsychotik
V tabulce €. 4 jsou pfehledné uvedeny strukturni vzorce danych antipsychotik.

Tabulka 4 Struktury vybranych antidepresiv. Vzorce byly vytvoreny v programu ChemSketch.
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Olanzapin (OLA) N-desmethyl olanzapin (d-OLA)
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Fluphentixol (FLP)
S

1.2 Antiepileptika

Medikamenty spadajici do této skupiny se pouZzivaji zejména k terapii epileptickych zachvatl. Mezi
dalsiindikace pro jejich pfedepisovani patti napt.: bipoldrni porucha, neuropatickd bolest, prevence
migrény a dalsi. Antiepileptika nejsou zamérena na vyléceni epilepsie, ale spiSe na kontrolu a snizeni

frekvence epileptickych zachvatd.

Léky funguji na podkladé ovliviiovani rliznych neurotransmiterl v mozku, jako je kyselina gama-
aminomaselna (GABA), kterd snizuje aktivitu neuronl v mozku a pomaha sniZovat kfece. Kromé
toho mohou antiepileptika také ovliviiovat rlizné iontové kanaly v neuronu, coz pomaha snizovat

excitabilitu neboli drazdivost neuront a zabranuji tak vzniku kreci.

V zavislosti na druhu léciva se podstatné lisi mechanismus Ucinku, ktery mizZe byt zaloZen na
ovliviiovani sodikovych, draslikovych a kalciovych kanald, ¢i na podkladé schopnosti inhibi¢né
pUsobit na GABArgni systém (barbituraty, benzodiazepiny) nebo glutamatovou transmisi

(topiramat). [2][3]

Tabulka €. 5 shrnuje registrované nazvy |écivych pripravk( vybranych antiepileptik a jejich

ucinnych latek dostupnych v CR (tdaj ke dni 01.02.2023).

Tabulka 5 Seznam vybranych antiepileptik a registrovanych ndzvi lécivych pfipravki uZivanych v Ceské republice. Tento
seznam je aktudlIni ke dni 01.02.2023. [5]

U¢inna latka Registrovany nazev lécivého pfipravku
brivaracetam briviact
eslikarbamazepin eslibon/zebinix
etosuximid petinimid
fenobarbital phenaemal/phenaemaletten
fenytoin epilan d gerot
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Pokracovdni tabulky 5 Seznam vybranych antiepileptik a registrovanych nézvi lé&ivych pripravki uzivanych v Ceské
republice. Tento seznam je aktudini ke dni 01.02.2023. [5]

Ucinna latka Registrovany nazev lécivého pfipravku
. abagamma/gabanox/gabapentin aurovitas/gabapentin
gabapentin gabag /8 '/g 'p . '/g P
teva/gordius/grimodin/neurontin
karbamazepin biston/neurotop/neurotop retard/tegretol cr/timonil retard
karbamazepin epoxid metabolit
. arkvimma/kanilad/lacosamide accord/lacosamide
lakosamid . .
glenmark/midza/trelema/vimpat
. lamictal/lamotrigin actavis/lamotrigin aurovitas/lamotrigine
lamotrigin / & / & / g

farmax/lamotrix/plexxo

dretacen/epiletam/keppra/levelanz/levetiracetam accord/levetiracetam
levetiracetam actavis/lvevetiracetam aurovitas/levetiracetam g.I. pharma/levetiracetam
stada/levetiracetam UCB

perampanel fycompa

kartesada/lyrica/naxalgan/pragiola/preato/pregabalin accord/pregabalin
apotex/pregabalin mylan/pregabalin sandoz/pregabalin stada/pregabalin

pregabalin teva/pregabalin zentiva/pregabalin zentiva
k.s./pregamid/preglenix/prelica/siranalen
primidon liskantin
rufinamid inovelon
stiripentol diacomit
sultiam ospolot
topiramat topamax/topilex/topimark/topiramat acsord/topira mat actavis/topiramat
mylan/topiramat sandoz/topiramate neuraxpharm
Kyselina valproova convulex
zonisamid ersittin/zonegran/zonibon/zonisamid sandoz

1.2.1 Déleni antiepileptik

Historicky se antiepileptika ¢leni do tfi generaci, a to na zakladé roku zavedeni daného Iéciva do

praxe:

e |. generace — fenobarbital, fenytoin, etosuximid
e |l. generace — karbamazepin, kyselina valproova, benzodiazepiny

e |Il. generace — levetiracetam, topiramat, lakosamid, gabapentin, pregabalin a dalsi

1.2.2 Struktura vybranych antiepileptik

V tabulce €. 6 jsou prehledné uvedeny struktury vybranych antiepileptik.
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Tabulka 6 Struktury vybranych antiepileptik. VVzorce byly vytvoreny v programu ChemSketch.
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1.3 Antiarytmika

podle typu ucinné latky. [2][3]

amiodaron.

U¢inna latka

Zonisamid (ZNA)

o—-—-N
S

O
R\

Porucha srdecniho rytmu neboli arytmie je jedno z nejcastéjsich srdecnich onemocnéni. Ve vétsiné
pfipadd je toto onemocnéni lé¢eno farmakologicky pomoci antiarytmik, které mohou byt vyuzivany

jak k samotné |écbé, tak k preventivnim Gcelidm. Mechanismus plsobeni antiarytmik je rdznorody

Tabulka ¢. 7 zobrazuje komercéni nazvy léciv, které obsahuji Ucinnou latku amiodaron (nejbéznéji

podavané antiarytmikum). Hlavnim Gcéinnym aktivnim metabolitem amiodaronu je N-desmethyl

Tabulka 7 Seznam vybranych antiarytmik a registrovanych nézvi lééivych pfipravki uZivanych v Ceské republice. Tento
seznam je aktudlIni ke dni 01.02.2023. [5]

Registrovany nazev lécivého pfipravku

amiodaron

amiodaron hameln/amiokordin/cordarone/rivodaron/sedacoron

N-desmethyl amiodaron

metabolit
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1.3.1 Déleni Antiarytmik

Podle mechanismu plsobeni na srdecni tkan jsou antiarytmika rozdélena do kategorii dle
Vaughan-Williamse:

e |. tfida — Inhibitory rychlého sodikového kanalu (lidokain, propafenon)
e |l. tfida — betablokatory (bisprolol, metoprolol)
e |lIl. tfida — inhibitory draslikového kandlu (amiodaron)

e |V. tfida — inhibitory kalciového kandlu (verapamil)

1.3.2 Struktura vybranych antiarytmik
V tabulce ¢. 8 je prehledné uveden strukturni vzorec amiodaronu a jeho u¢inného metabolitu.

Tabulka 8 Struktury vybranych antiarytmik. VVzorce byly vytvoreny v programu ChemSketch.

amiodaron (AM) N-desmethyl amiodaron (DAM)

CH,

1.4 Anxiolytika

Anxiolytika jsou latky vhodné zejména k terapii Uzkostnych stavd. Mezi anxiolytika Ize fadit mnoho

raznych druhd |é¢iv od antidepresiv z kategorie SSRI, pres benzodiazepiny az po nékteré druhy

antiepileptik.

Historicky prvnimi léky spadajicimi do této skupiny byly barbiturdty. Tyto latky byly hojné uzZivany

v pribéhu 20. stoleti. Nicméné kvuli vysoké toxicité a vedlejsim Gcinkim byly postupné nahrazeny

Vv

Dnes jsou nejvice predepisovana SSRI antidepresiva, a to zejména kvuli vysokému riziku vzniku

syndromu zavislosti a vyskytu rebound symptom pfi uZivani benzodiazepind.

Tabulka €. 9 shrnuje registrované nazvy léCivych pfipravkl vybranych anxiolytik a jejich ucinnych

latek a hlavnich metabolitd dostupnych v CR (Gdaj ke dni 01.02.2023).
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Tabulka 9 Seznam vybranych anxiolytik a registrovanych ndzvi lé&ivych pripravki uzivanych v Ceské republice. Tento
seznam je aktudlni ke dni 01.02.2023. [5], *Lécivo temerol je v Ceské republice registrovdno, nicméné se momentadlné
aktivné nevyskytuje na Ceském trhu.

Ucinna latka Registrovany nazev lécivého pripravku
alprazolam alprazolam aurovitas/alprox/frontin/helex retard/neurol/xanax/xanax sr
bromazepam lexaurin
diazepam apaurin/diazepam desitin/diazepam slovakofarm
N-desmethyl diazepam metabolit
klobazam frisium
N-desmethyl klobazam metabolit
klonazepam rivotril
lorazepam temerol*

1.4.1 Struktura vybranych anxiolytik

VSechna vybrana anxiolytika spadaji do skupiny benzodiazepinli. Zakladem téchto latek je
diazepinovy kruh, na ktery jsou dale pfipojena benzenova jadra a urcité substituenty, které

poskytuji specifické chemické a farmakologické vlastnosti. [9]

V tabulce €. 10 jsou prehledné uvedeny strukturni vzorce vybranych anxiolytik a jejich hlavnich

metabolitd.

Tabulka 10 Struktury vybranych anxiolytik a jejich hlavnich metaboliti. Vzorce byly vytvoreny v programu ChemSketch.
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1.5 Antimykotika

Léciva, kterd maji silny fungicidni a fungistaticky ucinek. Jsou predepisovana zejména k lécbé
mykdz. Jedna se o onemocnéni vyvolané mikromycetami neboli mikroskopickymi houbami. Ty
nejcastéji napadaji povrchové vrstvy klze a sliznice, kde mohou zplsobovat lokdlni zarudnuti,
svédéni a paleni. Méné casté, ale zavainéjsi mohou byt pfipady systémovych mykdz napadajicich
vnitfni organy. Ty se vyskytuji zejména u pacientd s oslabenou imunitou v disledku jinych chorob

napt. syndromu ziskaného selhani imunity (AIDS).

Tabulka €. 11 shrnuje registrované nazvy lécivych pfipravkl vybranych antimykotik a jejich ucinnych

latek dostupnych v CR (udaj ke dni 01.02.2023).

Tabulka 11 Seznam vybranych antimykotik a registrovanych ndzvii lécivych pfipravkd uZivanych v Ceské republice. Tento
seznam je aktudlIni ke dni 01.02.2023. [5]

Ucinna latka Registrovany nazev lécivého pripravku

vfend/voriconazole accord/voriconazole fresenius kabi/voriconazole
vorikonazol olikla/voriconazole teva/vorikonazol accordpharma/vorikonazol
mylan/vorikonazol snadoz/

itrakonazol conisor/prokanazol/sporanox

posakonazol gudivin/noxafil/posaconazole accord/posaconazole ahcl

difluctan/fluconazol kabi/fluconazole aurovitas/fluconazol

flukonazol sandoz/mycomax/
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1.5.1 Déleni antimykotik
Antimykotika lez dle jejich mechanismu Uc¢inku rozdélit do ¢tyt skupin a to na:

e Inhibitory syntézy ergosterolu — itrakonazol, flukonazol, posakonazol a dalsi
e Inhibitory 1,3-B-D-glukanu — kapsofungin, mikafungin
e Intracelularni antimykotika — griseofulvin

e Ostatni— ciklopiroxolamin

1.5.2 Struktura vybranych antimykotik
V tabulce €. 12 jsou pfehledné uvedeny strukturni vzorce vybranych antimykotik.

Tabulka 12 Struktury vybranych antimykotik. Vzorce byly vytvoreny v programu ChemSketch.
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flukonazol (FLUKO)
N\
T Y
N—N

HO \N _//

1.6 Bronchodilatancia

Bronchodilatancia jsou latky, které dilatuji dychaci cesty a zlep3uji tak prichodnost vzduchu do plic.
Vyuziti nachazeji zejména pri 1écbé chronické obstrukéni plicni nemoci nebo pfi akutnim

astmatickém zachvatu.

Tabulka €. 13 shrnuje registrované nazvy lécivych pfipravk( vybraného bronchodilatancia a jeho

uginné latky dostupné v CR (Udaj ke dni 01.02.2023).

Tabulka 13 Vybrané bronchodilatancium a registrovany ndzev lé&ivého pFipravku uZivaného v Ceské republice. Tento
udaj je aktudlini ke dni 01.02.2023. [5]

Ucinna latka Registrovany nazev lécivého pfipravku

Teofylin afonilum sr/euphyllin cr n

1.6.1 Déleni bronchodilatancii
Bronchodilatancia se rozdéluji na zakladé jejich mechanismu ucinku a to na:

e [Bj-agonisty — stimuluji B,-adrenergni receptory, diky ¢emuz dochazi k relaxaci hladké
svaloviny

e antagonisty muskarinovych receptorl — kompetitivné plsobi na M; receptory v bronsich,
coZ vede v bronchodilataci

o teofylin a derivaty — relaxuje hladkou svalovinu na podkladé inhibice fosfodiesterazy

a ovlivnénim adenosinovych receptor A1, A2 a A3. [3][8]
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1.6.2 Struktura vybraného bronchodilatancia
V tabulce ¢. 14 je uveden strukturni vzorec vybraného bronchodilatancia.

Tabulka 14 Struktura vybraného bronchodilatancia. Vzorec byl vytvoren v programu ChemSketch.
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1.7 Cytostatika

Mezi cytostatika jsou obecné fazeny latky rostlinného plvodu, které maji schopnost zastavit rust Ci

uplné znicit rakovinotvorné bunky. VyuZiti nachazi zejména pfi lécbé karcinogennich onemocnéni.

Tabulka €. 15 shrnuje komercni nazvy |éciv, které obsahuji U¢innou latku methotrexat. Je zde taktéz
uveden hlavni metabolit methotrexatu a to 7-hydroxy-methotrexat dostupné v CR (udaj ke dni

01.02.2023).

Tabulka 15 Vybrané cytostatikum a registrovany ndzev lécivého pripravku uZivaného v Ceské republice. Tento udaj je
aktudini ke dni 01.02.2023. [5]

Ucinna latka Registrovany nazev lécivého pfipravku
Methotrexat methotrexat accor/methotrexat ebewe
7-hydroxy-methotrexat metabolit

1.7.1 Struktura vybranych cytostatik
V tabulce ¢. 16 jsou uvedeny strukturni vzorce vybranych cytostatik.

Tabulka 16 Struktura vybranych cytostatik. Vzorec byl vytvoren v programu ChemSketch.
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Methotrexat (MTX)

f\l LT f

1.8 Antivirotika

Latky vhodné k l1écbé virovych onemocnéni, mezi které patfi napfiklad ryma, chfipka, herpes virus
aj. Lécba virovych onemocnéni probihd zejména u imunokompromitovanych pacientd, jejichz
imunitni systém nezvladne sam efektivhé bojovat proti viru. Dle mechanismu ucinku jsou
antivirotika schopna inhibovat syntézu RNA ¢i DNA viru, nebo blokovat jeho pronikani skrz

bunéénou membranu do bunék.

Tabulka ¢. 17 shrnuje registrované nazvy IéCivych pripravkl vybraného antivirotika a ucinné latky

dostupné v CR (udaj ke dni 01.02.2023).

Tabulka 17 Viybrané antivirotikum a registrovany ndzev lé&ivého pripravku uZivaného v Ceské republice. Tento tdaj je
aktudlni ke dni 01.02.2023. [5]

Ucinna latka Registrovany nazev lécivého pfipravku
Acyklovir zivirin/herpesin/zovirax/provirsan/aciclovir aurovitas
8-hydroxy-acyklovir metabolit

1.8.1 Struktura vybranych antivirotik

V tabulce €. 18 jsou uvedeny strukturni vzorce vybranych antivirotik.
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Tabulka 18 Struktury vybranych antivirotik. Vzorec byl vytvoren v programu ChemSketch.

Acyklovir (ACV)
0

N
YN
X
N
H,N™ N
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\j

OH

8-hydroxy-acyklovir (8-OH-ACV)
0

HN NH
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H,N \N N
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\
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2 Terapeutické monitorovani léciv (TDM)

Kapitola zabyvajici se terapeutickym monitorovanim |écCiv a vybérem I|éciv vhodnych
k terapeutickému monitorovani je blize popsana v bakalarské praci — Vyvoj metody pro

terapeutické monitorovani vybranych benzodiazepini metodou kapalinové chromatografie. [9]

2.1 TDM vybranych farmak

Obrovsky prinos ptindsi TDM obzvlasté u latek, které diky svym farmakokinetickym vlastnostem
spadaji do prvni ¢i druhé tridy doporuceni pro TDM. Toto doporuceni opakované publikuje
Némecka skupina ,Arbeitsgemeinschaft far Neuropsychopharmakologie und
Pharmakopsychiatrie” (AGNP), kterd se zaméruje na doporucené postupy pro optimalni vyuZiti
terapeutického monitorovani. Na podkladé uzZitecnosti vyuziti TDM v klinické praxi pro dana

farmaka byla Ié¢iva rozélenéna do 4 skupin [9][10]:

I. Dlrazné doporuceno
Il. Doporuceno
lll. UZitec¢né

IV. Potencidlné uzite¢né

V nasledujicich tabulkach ¢. 19-21 jsou prehledné shrnuty dané farmakokinetické parametry a
terapeutické rozmezi vybranych [éCiv.

Popis farmakologickych parametrd obsaZzenych v tabulkach ¢. 19-21 je blize popsan v bakalarské
praci — Vyvoj metody pro terapeutické monitorovani vybranych benzodiazepini metodou
kapalinové chromatografie. [9]

Tabulka 19 Farmakokinetické parametry a terapeutické rozmezi vybranych antidepresiv [10][11][12][13][14][15][16].
*Spolecné terapeutické referencni rozmezi pro dehydro aripiprazol a aripiprazol. n.u. — neni uvedeno

Antidepresiva

Terap. referencni  Eliminacni Kriticka Trida Vazba na

Lécivo rozmezi poloéas koncentrace doporuceni proteiny
(ng/mL) t1/2 (h) (ng/mL) pro TDM (%)
aripiprazol 100-350 60-80 1000 2 99
dehydro aripiprazol 150-500* 60-80 1000 2 99
haloperidol 1-10 12-36 15 1 90
klozapin 350-600 12-16 1000 1 95
N-desmethyl klozapin 350-600 12-16 1000 1 90
kvetapin 100-500 6-11 1000 2 83
olanzapin 20-80 30-60 100 1 93
N-desmethyl olanzapin 20-80 30-60 100 1 n.u.
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Pokracovdni tabulky 19 Farmakokinetické parametry a terapeutické rozmezi vybranych antidepresiv

[10][11][12][13][14][15][16].

Terap. referenéni  Eliminacni Kriticka Trida Vazba na

Lécivo rozmezi polocas koncentrace doporuceni proteiny
(ng/mL) t1/2 (h) (ng/mL) pro TDM (%)
risperdion 20-60 2-4 120 2 90
9 — hydroxy risperidon 20-60 17-23 120 2 77
paroxetin 20-60 12-44 120 3 95
amisulprid 100-320 12-20 640 1 17
ziprasidon 50-200 4-8 400 2 99
flufenazin 0,5-5 20-40 15 2 90
fluphentixol 1-10 16 15 1 99

Tabulka 20 Farmakokinetické parametry a terapeutické rozmezi vybranych antipsychotik [10][17][19][20][21][22]

Antipsychotika

Terap. referencni Eliminacni  Kriticka Trida Vazba na
Lécivo rozmezi polocas koncentrace doporuceni proteiny
(ng/mL) t1/2 (h) (ng/mL) pro TDM (%)
citalopram 50-110 38-48 220 1 80
N-desmethyl citalopram 50-110 38-48 220 1 80
sertralin 10-150 22-36 300 2 98
N-desmethyl sertrailn 10-150 59-120 300 2 90
trazodon 700-1000 4-11 1200 2 90
venlafaxin 100-400 14-18 800 2 2712
O-desmethyl venlafaxin 100-400 10-17 800 2 30+12
vortioxetin 10-40 57-66 80 2 98
mirtazapin 30-80 20-40 160 2 85

Tabulka 21 Farmakokinetické parametry a terapeutické rozmezi vybranych antiepileptik [10][23][24][25][26], *LéCivo se
nevdZe na proteiny

Antiepileptika

., Eliminacni et Trida Vazba na
Lécivo Terap. refer?ncnl polocas Kriticka doporuceni proteiny
rozmezi t1/2 (h) koncentrace oro TOM (%)
brivaracetam 0,5-0,9 pg/mL 7-11 1,8 ug/mL 3 <20
eslikarbamazepin 10-35 pg/mL 20-40 70 pg/mL 3 <40
etosuximid 40-100 pg/mL 33-55 120 pg/mL 3 22
fenobarbital 10-40 pg/mL 80-120 50 pg/mL 1 40-60
fenytoin 10-20 pg/mL 20-60 25 pg/mL 1 90
gabapentin 2-20 pg/mL 5-7 25 pug/mL 3 *
karbamazepin 4-12 pg/mL 10-20 20 pg/mL 1 70-80
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Pokracovdni tabulky 21 Farmakokinetické parametry a terapeutické rozmezi vybranych antiepileptik
[10][23][24][25][26]

karbamazepin epoxid 4-12 pg/mL 10-20 20 pg/mL 1 50
lakosamid 1-10 pg/mL 10-15 20 pg/mL 3 14
lamotrigin 3-15 pg/mL 14-104 20 pg/mL 2 55

levetiracetam 20-40 pg/mL 6-8 50 pg/mL 4 <10
perampanel 180-980 ng/mL 48-105 1000 ng/mL 3 95
pregabalin 2-5 pug/mL 6 10 pg/mL 3 *
primidon 5-10 pg/mL 14-15 25 pug/mL 2 20
rufinamid 5-30 pg/mL 6-10 40 pg/mL 2 34
stiripentol 1-10 pg/mL 4-13 15 pg/mL 2 99
sultiam 2-8 ug/mL 3-30 12 pg/mL 2 29
topiramat 2-10 pg/mL 19-23 16 pg/mL 3 20
valproat 50-100 pg/mL 17-30 120 pg/mL 1 90-95
zonisamid 10-40 pg/mL 49-77 40 pg/mL 2 40-50

Tabulka 22 Farmakokinetické parametry a terapeutické rozmezi vybranych antiarytmik [30]. n.u. — neni uvedeno, *
Spolecné terapeutické referencni rozmezi pro amiodaron a desmethyl amodaron

Antiarytmika

Terap. referencni  Eliminacni Kriticka Trida Vazba na

Lécivo rozmezi polo¢as koncentrace doporuceni proteiny
(ng/mL) t1/2 (h) (ng/mL) pro TDM (%)
Amiodaron 1-2,5%* 5-68 n.u. n.u. 96
Desmethyl amiodaron 1-2,5* n.u. n.u. n.u. 96

Tabulka 23 Farmakokinetické parametry a terapeutické rozmezi vybranych anxiolytik [9][10][27], *klonazepam muZe
byt taktéZ indikovdn pfi lIécbé epilepsie a mad tudiz 2 referencni rozmezi [10]. V tabulce je uvedeno terapeutické rozmezi
vyuZivané k I6¢bé epilepsie. Pro jiné indikace je terapeutické referenéni rozmezi 20-80 ng/ml.

Anxiolytika

Terap. referencni  Eliminacni Kriticka Trida Vazba na

Lécivo rozmezi polocas koncentrace doporuceni proteiny
(ng/mL) t1/2 (h) (ng/mL) pro TDM (%)
alprazolam 20-40 12-15 100 3 80
bromazepam 50-200 15-35 300 4 70
diazepam 100-2500 24-48 3000 4 99
N-desmethyl diazepam 100-2500 80-103 3000 4 98
klobazam 30-300 36-42 500 3 85
N-desmethyl klobazam 300-3000 71-82 5000 3 85
klonazepam 4-80* 19-30 100 3 85
lorazepam 30-100 12-16 300 4 90
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Tabulka 24 Farmakokinetické parametry a terapeutické rozmezi vybranych antimykotik [28][29][30], *Terapeutické
referenéni rozmezi pro profylaxi, a) terapeutické referencéni rozmezi pfi Ié¢bé zdvazné infekce je 2-6 ug/mL, b)
terapeutické referencni rozmezi pri Ié¢bé infekce je 1-4 ug/mL, c) terapeutické referencni rozmezi pri Ié¢bé infekce je >1
ug/mL,d) terapeutické referencni rozmezi pri lécbé infekce je >70 ug/mL, n.u. — neni uvedeno.

Antimykotika

Terap. referen¢ni  Eliminacni Kriticka Trida Vazba na
Lécivo rozmezi polocas doporuceni proteiny
koncentrace

(ug/mL) t1/2 (h) pro TDM (%)
vorikonazol 1-5,5 *2 6-24 n.u. n.u. 60
itrakonazol 0,5-4 *® 35-64 n.u. n.u. 99
posakonazol 0,7*c¢ 25-35 n.u. n.u. 90
flukonazol 4 *d 22-31 n.u. n.u. 11

Tabulka 25 Farmakokinetické parametry a terapeutické rozmezi vybraného bronchodilatancia[30][{31], *dospély
nekurdk, n.u. — neni uvedeno

Bronchodilatancia

Terap. referen¢ni  Eliminacni Kriticka Trida Vazba na

Lécivo rozmezi polo¢as koncentrace doporuceni proteiny
(ng/mL) t1/2 (h) (ng/mL) pro TDM (%)

teofylin 8-20 8* >20 n.u. 58-82

Tabulka 26 Farmakokinetické parametry a terapeutické rozmezi vybranych cytostatik, *u pacienti s rakovinou, pokud se
jednd o zdravého jedince je uddvdna vaznost az 50 %

Cytostatika
Terap. referencni Eliminacni Kriticka Trida Vazba na
Lécivo rozmezi polo¢as koncentrace doporuceni proteiny
(ng/mL) t1/2 (h) (ng/mL) pro TDM (%)
methotrexat Sleduje se pokles <0,25 uM/L n.u. n.u. n.u. 32,3*
7-hydroxy-
. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
methotrexat

Tabulka 27 Farmakokinetické parametry a terapeutické rozmezi vybranych antivirotik. *Hodnota acykloviru po podadni je
<20,3 ug/mL, n.u. —neni uvedeno

Antivirotika
Terap. referencéni  Eliminacni Kriticka Trida Vazba na
Lécivo rozmezi polo¢as koncentrace doporuceni proteiny
(ng/mL) t1/2 (h) (ng/mL) pro TDM (%)
acyklovir 0,1-10,8* n.u. 50 n.u. n.u.
8-hydroxy-acyklovir n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
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3 Uprava biologické matrice

Kapitola zabyvajici se Upravou biologické matrice je blize popsana v bakalarské praci— Vyvoj metody

pro terapeutické monitorovani vybranych benzodiazepini metodou kapalinové chromatografie. [9]

V tabulce €. 28 jsou pfehledné zpracovany vybrané publikace zabyvajici se multi analyzou (stanoveni
vice latek vjediné analyze) vybranych skupin l|éciv z biologické matrice pomoci kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Tabulka obsahuje nazvy stanovovanych
latek, princip Upravy vzorku a nastaveni podminek chromatografické analyzy (typ a specifikace

kolony, sloZeni MF a typ eluce mobilni faze).

Autofi publikaci uvedenych v literature (1), (2), (3) v tabulce €. 28 se zabyvali stanovenim vybranych
psychofarmak. Publikace uvedené v tabulce €. 28 pod oznacenim literatury (4) a (5) jsou zaméreny
na analyzu antiepileptik. Kvantifikaci benzodiazepind z krve pomoci LC-MS se vénovali autofi
v literature (7) a (8). Analyza amiodaronu a jeho aktivniho metabolitu je uvedena v tabulce pod
Cislem literatury 6. Antimykotika a teofylin je uveden v tabulce pod oznacenim literatury (9), (10) a

(11).
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Tabulka 28 Prehled vybranych publikaci pro stanoveni vybranych farmak z biologické matrice. SLE — extrakce pevnd fdze-kapalina, LLE — extrakce kapalina-kapalina, PPT — proteinovad

precipitace
I Kolona, doba _
Analyty Vzc.)rek Interni standard Extrakeni vytézek Uprava vzorki SloZzeni MF Typ eluce | chromatografické DEtelfcm Literatura
(objem) [%] , systém
analyzy
SLE (Isolute SLE +
) cartridge) s o
Cic::)r::;nr% eluovéano 2 mL t/\l/(::;il:;frizrz\//-\e-r\(é);’l\/ﬁ kolona Waters BEH
Trazodon, Krev Citalopram-d6 84,4-101,5 ethyl avcetatu, vodé, mobilni faze B — €18 (100x2,1 mm; UPLC-MS/MS (1)
. v (500 pL) vysuseno a _ 1,7 um),
Klozapin a dalSich 9 . acetonitril, .
. reziduum . . 15 minut
analytl vy Gradientovd eluce
rozpusténo v 50
uL MF
kolona Acquity
Sertralin, . . LLE (100 pL TRIS | Mobilni faze A—5mM | UPLC BEH Phenyl
) Mirtazapin-d3 . v
Citalopram, . roztoku [2 mol/L, vodny mravencan (100x2,1 mm; 1,7
o Venlafaxin-d6 , Y
Esicitalopram, Krev Risperidon-da 50 6-121.5 kromé pH 10,5] amonny s 0,1% um) s predkolonou
Trazodon, P L v o extrahovano do kyseliny mravencive | Acquity UPLC BEH | UPLC-MS/MS (2)
o (200 pL) Quetiapin-d8 nékterych analytl Y . ) oo
Aripiprazol, . smesi vodé, mobilni faze B— | Pheny VanGuard
. . Citalopram-d6 i
Risperidon a Fluoxetin-ds cyklohexanu:ethyl- acetonitril, (5x2,1 mm; 1,7
dalsich 32 analytud acetatu [1:1, v/v] Gradientova eluce pum),
24 minut
Aripirpazol-d8
. Klozapin-d4 S e
A | Mobilni f A-2mM
Izllzlzzr;iio ! Halopridol-d4 mr(;?/:e:léaanzzmonnr;ve kolona KINETEX
Olanzapin, Serum OI?nzanln-d8 88,1-107 PPT (150 L vodé, mobilni faze B — €18 (50x3 mm; LC-MS/MS (3)
. . - (50 L) Paliperidon-d4 methanolu) 5um),
Risperidon a dalsi 4 L methanol, .
analyt Quetiapin-d8 Gradientova eluce 3,3 minut
vy Risperidon-d4
Zisprasidon-d8
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Pokracovani tabulky 28 Prehled vybranych publikaci pro stanoveni vybranych farmak z biologické matrice. PPT — proteinovd precipitace, SPE — extrakce na pevné fdzi, n.u. — neni uvedeno

Kolona, doba

methanolu s
obsahem 1 %
amoniaku

V. k Extrakéni . . . . N Detekeni .
Analyty zc'>re Interni standard ’xfta cnt Uprava vzorkd Slozeni MF Typ eluce | chromatografické ete ’cnl Literatura
(objem) vytéiek [%] , systém
analyzy
. Mobilni faze A—10mM
Gabapentin, N , .
Pregabalin mravencan amonny ve kolona Acquity
L Sérum Chlorzoxazon PPT (800 pL vodé, mobilni faze B— | UPLC BEH Phenyl
L -114 PLC-MS/M 4
amotngm, (200 pL) Fenacetin 90,80 /0 acetonitrilu) 10mM mravencan (100x2,1 mm; 1,7 UPLC-MS/MS )
Levetiracetam a , .
Y . amonny v methanolu, pum), 9 minut
dalSich 8 analytl . .
Gradientova eluce
Mobilni faze A—10mM
mravenc¢an amonny ve
Gabapentin, vodé s pfidavkem 0,2 % .
Pregabalin kyseliny mravenci kolona Kinetex
! PI Trimi ine- PPT (7 L ! XB-C1
Topiramat, azma rimipramine-d3 92,4-114,8 (700 mobilni faze B — 10mM C18(50x3,0 || - \is/mis (5)
i (200 pL) Topiramate-d12 acetonitrilu) N , mm; 2,6 um), 11
Levetiracetam a mravencan amonny v )
i . o o minut
dalSich 20 analytud acetonitrilu s pfidavkem
0,2 % kyseliny mravenci,
Gradientova eluce
SPE (Oasis MCX
cartridges)
kondiciovéno
261077 | nmen e, Yot
Amiodaron, Plazma Amiodaron-d4 (AM) 'HCI 0.1 r’nFc))I/L)Z n.u. (20x2 mm; 2g5 LC-MS/MS (6)
Desmethylamiodaron | (100 puL) | Desethylamiodaron-d4 | 80,0-94,7 ’ Gradientova eluce e
methanolem, pum,
(DAM) i .
eluovédno 1 ml 4 minuty
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Pokracovani tabulky 28 Prehled vybranych publikaci pro stanoveni vybranych farmak z biologické matrice. n.u. — neni uvedeno, LLE — extrakce kapalina-kapalina, DLLME — disperzni mikro
extrakce z kapaliny do kapaliny, PPT — proteinovd precipitace

Kolona, doba

Hydroxy-itrakonazol

hydroxyitraconazol-d5

octan amonny v
methanolus 0,1 %
kyselinou
mravenci,
Gradientova eluce

UPLC BEH C18 (1,7

um),
5 minut

Analyty Vzc.)rek Interni standard I’Exftakcnl Uprava vzorki Slozeni MF Typ chromatografické DEtelfcm Literatura
(objem) vytézek [%] eluce , systém
analyzy
kolona InfinityLab
Mobilni faze A - Poroshell 120 EC-
LLE (200 pL 0,05% kyselina C18 (100x3,0 mm;
Alprazolam, - . ” -
uhli¢itanového pufru + 1 | mravendi ve vodg, 2,7 um) s
Bromazepam, Krev mL ethyl acetatu) mobilni faze B - predkolonou
Diazepam, Diazepam-d5 81,0-106,7 . vy . . LC-MS/MS (7)
Lorazepam a daléich (500 pL) odpareni a rozpusténo v 0,05% kyselina InfinityLab Poroshell
23panal i 100 pL smési acetonitril: mravenci v 120 EC-C18 Fast
Y voda (2:8, v/v) acetonitrilu, Guard
Gradientova eluce | (5x3,0 mm; 2,7 um),
17 minut
Alprazolam-d5 . I
Al I DLLME f H Mobilni f A-
prazoiam, Chlordiazepoxid-d5 (",Odf'y putrop Obl,m aze kolona Kinetex
Bromazepam, Krev Klonazepam-d4 8,0 smichan s BMIm vodny pufr o pH Bipheny! LC (100x2,1
Klobazam, . P .. 24,7-127,2 PF6), ziskana faze byla | 8,0, mobilni faze B pheny ! LC-MS/MS (8)
(1000 pL) | Diazepam-d5 a dalsich L mm; 2,6um),
Klonazepam a 24 . N smichana s methanolem —methanol, .
o . 12 izotopoveée . . 14 minut
dalSich analyt( . . (1:10, v/v) Gradientova eluce
znacenych standard(
Mobilni faze A -
10mM octan
V.am,onnyvv ultra kolona Acquity UPLC
Cisté vodé s 0,1 %
. . ) BEH C18 (50x2,1
Vorikonazol, voriconazol-d3, kyselinou
Posakonazol Plazma posaconazol-d4 mravenci, mobilni mm; 1.7 um) s
’ = f] _11 s v 7 ove . ) 7 v . I_ _
ltrakonazol, (50uL) itraconazol-d5, 90-110 PPT (srazeci Cinidlo) f17¢ B — 10mM predkolonou Acquity | LC-MS/MS (9)
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Pokracovani tabulky 28 Prehled vybranych publikaci pro stanoveni vybranych farmak z biologické matrice. PPT — proteinovd precipitace, LLE — extrakce kapalina-kapalina

Kolona, doba

Gradientova eluce

V k E kéni . o lozeni MFT . Detekéni Li
Analyty zc'\re Interni standard ’xf[a enl Uprava vzorki Slozeni yp chromatografické ete ’cm Iteratura
(objem) vytéiek [%] eluce . systém [rok]
analyzy
Mobilni faze A -
0,1% kyselina
mravenci a 10mM
octan amonny ve | kolona Imtakt® UK-
, . iInf faze B 1 )
Flukonazol (Sle(;:[r; flukonazol-d4 n.u. PPT (40uL acetonitrilu) Voc_j%';;)i;:;”ize cis (SSthni’)(,) mm; LC-MS/MS (9)
mravenci a 10mM 5 minut
octan amonny v
methanolu,
Gradientova eluce
Mobilni faze A -
LLE (pfidano 200 uL 0,1% kyselina kolona Poroshell
acetonitrilu, mravenci ve vodé, 120 EC-C18
. Krev 3-Isobutyl-1- . S ex
Theofylin . 67,7-86,7 | supernatant evaporovan | mobilni faze B - 0,1% (100x2,1 mm; UPLC-MS/MS (11)
(200ul) methylxanthin vy . Y
a rozpustén ve 100 uL | kyselina mravenci v 2,7um),
0,1% kyseliny mravenci) acetonitrilu, 8 minut
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4 Chromatografické metody

Kapitola zabyvajici se popisem instrumentace a principd chromatografickych metod je blize
popsana Vv bakalarské praci — Vyvoj metody pro terapeutické monitorovani vybranych

benzodiazepinli metodou kapalinové chromatografie. [9]

4.1 Stacionarnifaze v kapalinové chromatografii

Jedna se o pevnou latku ¢i kapalinu ukotvenou na pevném nosici. Diky interakcim analytu mezi
mobilni a staciondrni fazi dochazi k jeho retenci a separaci od zbytku matrice a jinych sloZek.
V zdvislosti na typu stacionarni faze jsem schopni s vétsi ¢i mensi ucinnosti separovat a ménit
chromatografické rozliSeni. Mezi typické staciondrni faze vyuZivajici se v analyze IéCiv jsou faze

reverzni. Pfiklady nejbéZznéji uZivanych stacionarnich fazi patfi naptiklad:

e (18 faze — jednd se o nejCastéji pouzivany typ reverzni staciondrni faze v kapalinové

chromatografii. Faze je sloZzena z 18 uhlikového fetézce, ktery je navdzan na silikagel.

Obrdzek 1 Struktura C18 staciondrni fdze
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C8 faze — Velmi podobna C18 fazi, ale ma pouze 8 uhlikovy fetézec. Disponuje nizsi
hydrofobicitou a odliSnou selektivitou neZz C18 faze. Retence analytl oproti C18 je

podstatné mensi.

Obrdzek 2 Struktura C8 staciondrni fdze
Fenylova faze — Jedna se o fenylovou skupinu navdzanou na silikagel, kterd poskytuje do
znacné miry univerzalni selektivitu pro analyty, které obsahuji ve své struktufe aromaticky
kruh. Komeréné dostupné jsou fenylové ¢i bifenylové kolony. Strukturné se tyto faze lisi

poctem fenylovych jader, které jsou navazany na silikagel.

Obrazek 3 Struktura fenylové staciondrni faze




Obrazek 4 Struktura bifenylové staciondrni faze

Kyano faze — Stacionarni faze obsahujici kyano skupinu navdzanou na silikagel, Tento druh

faze poskytuje jinou selektivitu a hydrofobicitu nez C18.

Obrdzek 5 Struktura kyano staciondrni faze

Diolova fdze — Faze poskytujici skvélou selektivitu pro polarni latky diky diolové funkéni

skupiné navazané na silikagelovy nosic.

OH
HO

Obrazek 6 Struktura diolové staciondrni faze

49



5 Hmotnostni spektrometrie

Kapitola zabyvajici se hmotnostni spektrometrii je blize popsdna v bakalafské praci — Vyvoj metody

pro terapeutické monitorovani vybranych benzodiazepini metodou kapalinové chromatografie. [9]

5.1 Trojity kvadrupdl

Jedna se o tandemové usporadani tfi kvadrupdlovych analyzator(l za sebou. Prvni kvadrupdlovy
analyzator (Q1) zde plni funkci tzv. hmotnostniho filtru, jinymi slovy dochazi k selekci daného iontu
na podkladé zvolené hodnoty m/z. Vybrany iont poté vstupuje do druhého kvadrupdlu, ktery zde
funguje jako kolizni cela (q), ve které dochazi k fragmentaci. Této fragmentace dosahujeme diky
kolizim molekul analytu s koliznim plynem, nejcastéji se jedna o argon (Ar), helium (He) ¢i dusik (N).
Vzniklé fragmenty nasledné prostupuji do tretiho kvadrupdlu (Q2) ve kterém probiha jejich finalni

analyza. [35]

9

Obrdzek 7 Schéma tandemového uspordddni hmotnostniho spektrometru typu — trojitého kvadrupdlu

5.1.1 Skenovaci mody

Diky tandemovému usporadani, spojujici 3 kvadrupdlové analyzatory, je mozné vyuzit Ctyri rlzné
skenovaci médy, pfi kterych je vyuZita fragmentace molekuly. Existuji taktéZ mddy, které
fragmentaci nevyuzivaji, napfiklad SIR. Jedna se o techniku, pfi které dochazi ke skenovani jednoho

vybraného iontu.
Obrazek €. 8 graficky znazornuje priibéh 4 skenovacich moda.

e Sken produktovych iontli — Jedna se o typ skenu, ktery napomaha k objasnéni struktury
neznamych latek, ¢i k potvrzeni identity znamych analytd. Pri skenovani dochazi ke skenu
prekurzorového iontu vQl, ktery je nasledné fragmentovan a jeho produktové
(fragmentacni) ionty jsou analyzovany v Q2, kde je zaznamenana jejich hodnota m/z.
Vysledné hmotnostni spektrum produktovych iontll podava informace o chemické
strukture a Ize jej taktéz porovnat s knihovnou MS spekter.

e Sken prekurzorovych iontl — Pfi skenovani prekurzord je hmotnostni spektrometr Q2

nastaven na skenovani specifické hodnoty m/z, kterd odpovida zndmému produktovému
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iontu sledované latky. Q1 je naopak nastaven na snimani celého rozsahu hodnot m/z. lonty
zaznamenany v Q1 postupné prochazeji fragmentaci za vzniku produktovych iontd. V Q2 je
signal zaznamenan pouze tehdy pokud se z prekurzorového iontu po fragmentaci vytvofi
nam znamy fragment produktovy o specifické hodnoté m/z. Spektrum skenovani
prekurzoru poskytuje informace o pritomnosti sledovaného prekurzorového iontu ve
vzorku. Tato technika je uZite¢na pro detekci a identifikaci specifickych sloucenin, jako jsou
|é¢iva nebo jejich metabolity, v komplexnich biologickych matricich.

Sken neutralnich ztrat — Skenovani neutralnich ztrat je technika, pti které se u sloucenin
podléhajici fragmentaci objevuji specifické neutralni ztraty. Spektrometr je béhem této
techniky nastaven tak Ze oba kvadrupdly jak Q1 tak Q2 skenuji s diferenci odpovidajici
pozadované neutrdlni ztraté. Jednd se napriklad o odstépeni vody ¢i amoniaku
z prekurzorovych iontu. Spektrum neutralnich ztrdt posté poskytuje informace o
pfitomnosti danych chemickych sloucenin ve strukture analytu.

MRM (multi reaction monitoring) — Je cilend technika hmotnostni spektrometrie, kterd
se pouziva k identifikaci a kvantifikaci specifickych analytd. Pfi MRM skenu jsou specifické
prekurzorové ionty vybrany a nasledné fragmentovany na ionty produktové pomoci kolizi
indukované disociace (CID). Prekurzorovy a produktovy iont je vybran na zakladé pomeéru
hmotnosti k ndboji (m/z) a charakteristického fragmentacniho vzorce pro dany analyt.
Hmotnostni spektrometr pak sleduje signaly dcefinych iontl ve specifickych retencnich
Casech a tim kvantifikuje analyt, ktery je pfedmétem zajmu. VyuZiti ma tato metoda

zejména v proteomice, kde kvantifikuje specifické peptidy v komplexnich smésich. [33]
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Obrazek 8 Skenovaci médy v tandemové hmotnostni spektrometrii. Obrdzek prevzat a upraven z [36]
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6 Validace

Kapitola zabyvajici se validaci je blize popsana v bakaldrské praci — Vyvoj metody pro terapeutické

monitorovani vybranych benzodiazepini metodou kapalinové chromatografie. [9]
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Experimentalni cast

7 Nastaveni kapalinového chromatografu standemovou
hmotnostni spektrometrii pro simultanni analyzu léciv ze séra

7.1 Pristroj

Analyzy LC-MS/MS byly provedeny na systému Acquity H-Class Plus (Waters, Milford, USA)

pfipojeného k trojitému kvadrupdlu XEVO TQ-S cronos (Waters, Manchestr, UK).

7.2 Chemikalie

e Demineralizovana voda (vyrabéna stanici Aqual 300 MB profi)

e Methanol (MeOH) (LC-MS ¢istota, VWR)

e Octan amonny =99 % (LC-MS Cistota, VWR)

e 25% roztok kyseliny chloristé (HCIO4) byl pfipraven ze 70 % HCIO4 (Merck)

e 0.5 M amonny roztok ve vodé (NH./H;0) byl pfipraven z 25% roztoku hydroxidu
amonného (Sigma-Aldrich)

e sérum od zdravych dobrovolnik( neobsahujici sledované latky z krevniho centra (FN
Ostrava)

e pacientské vzorky séra z oddéleni klinické farmakologie (Ustav laboratorni mediciny FN
Ostrava)

e komer¢ni QC kontroly od firmy RECIPE a CHROMSYSTEMS

7.3 Koncentrace zdsobnich standardi (STD)

Nékteré analyty byly navazeny a rozpustény (substance latek) nebo zaslany vyrobcem jiz rozpusténé
v metanolu. Tabulka 29 uvadi prehled jednotlivych zdsobnich roztokd analytd, vyrobce a jejich
latkové koncentrace. Tyto zasobni roztoky byly skladovéany pfi teploté -20 °C. Z téchto jednotlivych

roztokd byly nasledné vytvoreny smési latek, které jsou uvedeny v kapitole 7.10.1.
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Tabulka 29 Prehled koncentraci zdsobnich standar( Idtek (mg/mL) a jejich vyrobce. Analyty byly rozpustény v methanolu

s vyjimkou Sulthiamu, ktery byl rozpustén v dimethylsulfoxidu

Analyt

Vyrobce

Koncentrace zasobniho

STD (mg/mL)
Pregabalin TRC Canada 1
Levetiracetam TRC Canada 1
Gabapentin TRC Canada 1
Theofylin Sigma Aldrich 2
Zonisamid Sigma Aldrich 1
Brivaracetat TRC Canada 1
Primidon TRC Canada 1
Acyklovir Sigma Aldrich 2
Karbamazepin Sigma Aldrich 1
Rufinamid TRC Canada 1
8-hydroxy acyclovir Sigma Aldrich 0.05
Lacosamid Sigma Aldrich 1
Fenytoin Sigma Aldrich 1
Epoxykarbamazepin Sigma Aldrich 1
Stiripentol TRC Canada 1
Eslikarbamazepin Sigma Aldrich 1
Lamotrigin TRC Canada 1
O-desmethyl venlafaxin ~ TRC Canada 0.1
Mirtazapin TRC Canada 0.1
Nordiazepam TRC Canada 0.1
Venlafaxin Sigma Aldrich 0.1
Diazepam TRC Canada 0.05
Norklobazam TRC Canada 0.1
Sulthiam TRC Canada 1
N-desmethyl sertralin ~ Sigma Aldrich 0.091
N-desmethyl olanzapin ~ Sigma Aldrich 0.1
Vortioxetin Sigma Aldrich 0.0944
Klobazam TRC Canada 0.1
Sertralin TRC Canada 0.1
Flukonazol TRC Canada 1
Alprazolam TRC Canada 0.1
N-desmethyl citalopram  Sigma Aldrich 0.1
N-desmethyl klozapin Sigma Aldrich 0.1
Olanzapin TRC Canada 0.1
Bromazepam TRC Canada 0.1
Klonazepam TRC Canada 0.1
Lorazepam TRC Canada 0.1
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Pokracovani tabulky 29 Prehled koncentraci zdsobnich standard ldtek (mg/mL) a jejich vyrobce. Analyty byly rozpustény
v methanolu s vyjimkou Sulthiamu, ktery byl rozpustén v dimethylsulfoxidu

Analyt

Vyrobce

Koncentrace zasobniho

STD (mg/mL)
Citalopram Sigma Aldrich 0.1
Klozapine TRC Canada 0.1
Paroxetine TRC Canada 0.1
Vorikonazole Sigma Aldrich 0.5
Perampanel TRC Canada
Topiramate Sigma Aldrich
Amisulprid Sigma Aldrich 0.1
Trazodon TRC Canada 1
Haloperidol Sigma Aldrich 0.1
Quietiapin TRC Canada 0.1
Risperidon Sigma Aldrich 0.1
Ziprasidon Sigma Aldrich 0.1
9-hydroxy risperidon TRC Canada 0.1
Flufenazin TRC Canada 0.1
Flupentixol TRC Canada 0.1
Dehydro aripiprazol Sigma Aldrich 0.1
Aripiprazol TRC Canada 0.1
Methotrexat TRC Canada 0.454
7-hydroxy methotrexat ~ TRC Canada 0.3214
Desmethyl amiodaron ~ Sigma Aldrich 0.1
Amidaron Sigma Aldrich 2
Posakonazol Sigma Aldrich 0.16
Itrakonazol Sigma Aldrich 2
Kyselina valproova TRC Canada 1.43
Fenobarbital TRC Canada 1

7.4 Koncentrace vnitfnich standardu

Pro simultanni stanovena vybranych léciv byla pouZita technika vnitiniho standardu. Tabulka ¢. 30

obsahuje seznam jednotlivych vnitfnich standardd a jejich koncentraci v metanolovém zasobnim

roztoku. Vyrobcem téchto standard(l byla spole¢nost TRC Canada.

56



Tabulka 30 Prehled koncentraci vnitinich standardi(ng/mL)v methanolu ve smésném zdsobnim roztoku.

Vnitfni standard Koncentrace
(ng/mlL)
Olanazpain-d8 566
Paroxetin-d6 141,52
Citalopram-d6 177
Risperidon-d4 141.5
Venlafaxin-d6 141,6
Kvetiapin-d8 818
Sertralin-d3 158,53
Aripiprazol-d8 356,6
Klozapin-d8 566
Vortioxetin-d8 179
Alprazolam-d3 42,4
Klobazam-13Cs 283
Klonazepam-13C;, 15N 42,6
Lorazepam-d4 283
Fenobarbital-d5 28300
Karbamazepin-13Cs 1415
Lakosamid-13C, d3 7078
Lamotrigin-13C, 15N, 708
Levetiracetam-d6 28300
Pregabalin-d4 1414
Stiripentol-d9 14160
Sultiam-d4 7080
Topiramat-d12 7075
Zonisamid-d4 14160
Alprenolol 28300
Meclonazepam 124,2
Tamoxifen 7072
Ascomycin 566,4
B-hydroxyethyl theofylin 28300

V tabulce ¢. 31 jsou uvedeny analyty a k nim pfifazeny vnitini standardy (IS), které byly pouZity pro

jejich kvantifikaci v lidském séru pomoci LC-MS/MS.

Tabulka 31 Seznam analytd a jejich vnitrnich standardd pouZitych pro jejich kvantifikaci.

Analyt IS
Pregabalin Pregabalin-d4
Levetiracetam Levetiracetam-d6
Gabapentin Pregabalin-d4
Theofylin B-hydroxyethyl theofylin
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Pokracovdni tabulky 31 Souhrn analyti a jejich vnitinich standard( pouZitych pfi kvantifikaci.

Analyt IS
Zonisamid Zonisamid-d4
Brivaracetat Fenobarbital-d5
Primidon Lakosamid-13C, d3
Acyklovir VYRAZENO
Karbamazepin Karbamazepin-13Cs
Rufinamid Lakosamid-13C, d3
8-hydroxy acyclovir VYRAZENO
Lacosamid Lakosamid-13C, d3
Fenytoin Alprenolol
Epoxykarbamazepin Karbamazepin-13Cs
Stiripentol Stiripentol-d9

Eslikarbamazepin
Lamotrigin
O-desmethyl venlafaxin
Mirtazapin
Nordiazepam
Venlafaxin
Diazepam
Norklobazam
Sulthiam
N-desmethyl sertralin
N-desmethyl olanzapin
Vortioxetin
Klobazam
Sertralin
Fluconazol
Alprazolam
N-desmethyl citalopram
N-desmethyl klozapin
Olanzapin
Bromazepam
Klonazepam

Lorazepam
Citalopram
Klozapin
Paroxetin
Vorikonazol
Perampanel
Topiramat
Amisulprid
Trazodon
Haloperidol

Topiramat-d12

Lamotrigin-13C, 15N,
Venlafaxin-d6
Klozapin-d8
Klozapin-d8
Venlafaxin-d6
Meclonazepam

Klobazam-13Cs
Sultiam-d4
Sertralin-d3

Olanazpain-d8

Vortioxetin-d8

Klobazam-13Cs
Sertralin-d3
Lakosamid-13C, d3
Alprazolam-d3
Citalopram-d6
Klozapin-d8
Olanazpain-d8
VYRAZENO

Klonazepam-13C,, 15N
Lorazepam-d4
Citalopram-d6

Klozapin-d8
Paroxetin-d6
Meclonazepam
Karbamazepin-13Cs
Topiramat-d12
Zonisamid-d4
Kvetiapin-d8
Meclonazepam
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Pokracovdni tabulky 31 Souhrn analyti a jejich vnitinich standardd pouZitych pfi kvantifikaci.

Analyt IS
Quietiapin Kvetiapin-d8
Risperidon Risperidon-d4
Ziprasidon Vortioxetin-d8

9-hydroxy risperidon Risperidon-d4
Flufenazin Aripiprazol-d8
Flupentixol Aripiprazol-d8
Dehydro aripiprazol Aripiprazol-d8
Aripiprazol Aripiprazol-d8
Methotrexat VYRAZENO
7-hydroxy methotrexat VYRAZENO
Desmethyl amiodaron VYRAZENO
Amidaron VYRAZENO
Posakonazol Ascomycin
Itrakonazol Ascomycin
Kyselina valproova Alprenolol
Fenobarbital Fenobarbital-d5

V seznamu analyt( a jejich IS (tabulka €. 31) je pro analyty: acyklovir a jeho metabolit, bromazepam,
methotrexat a jeho metabolit, amiodaron a jeho metabolit uvedeno: VYRAZENO. Bylo to z dévodu

toho, Ze tyto analyty byly na konec vyrazeny z metody a nebyly tedy validovany.

7.5 Seznam komercnich QC kontrol

Pro ovéreni aplikovatelnosti nové vyvinuté metody byly pouzity komeréni QC kontroly od firmy
RECIPE a CHROMSYSTEMS. Tabulka €. 32 obsahuje ndzvy téchto externich komerénich kontrol.
V tabulkach €. 33 aZz 53 jsou uvedeny nazvy analytl v jednotlivych kontrolach, jejich deklarovana

koncentrace a pfijatelné rozmezi koncentraci.

Tabulka 32 Seznam komercnich kontrol

C. Seznam komer¢nich kontrol

1 RECIPE — ClinCheck — Serum control for Antimycotics, lyophil., Level 1., Il.

2 RECIPE — ClinCheck — Serum control for Antidepressants, lyophil., Level I, II.

3 RECIPE — ClinCheck — Serum control for Antiepileptics 5, lyophil., Level I., 1.

4 RECIPE — ClinCheck — Serum control for Levetiracetam, lyophil., Level I, II.

5 RECIPE — ClinCheck — Serum control for Antiepileptics 4, lyophil., Level I., II.

6 RECIPE — ClinCheck — Serum control for Antihistaminics, lyophil., Level I, II.

7 RECIPE — ClinCheck — Serum control for Benzodiazepines, lyophil., Level I, II.

8 RECIPE — ClinCheck — Serum control for Neuroleptics, lyophil., Level I, II.

9 CHROMSYSTEMS — MassTox — Multilevel Plasma Calibrator Set —
Antidepressants 2

10 CHROMSYSTEMS — MassTox — Multilevgl Plasma Calibrator Set — Antiepileptics
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Tabulka 33 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — PREGA, LEV, GABAP

Analyt Pregabalin Levetiracetam Gabapentin
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota 125 9,45 13,8 474 4,02 19,5
(mg/L)
Rozmezi 1,0-1,5 7,56-11,3 | 11,0-16,5 37,9-56,8 | 3,22-4,82 15,6-23,4

Tabulka 34 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — THEO, ZNA

Analyt Theofylin Zonisamid
Level Level 1 Level 2 Level 3 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota 5,93 15,2 30,2 7,03 342
(mg/L)
Rozmezi 4,73-7,13 12,2-18,2 24,2-36,2 6,34-9,52 27,4-41,0

Tabulka 35 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — BRIV, PD

Analyt Brivaracetat Primidon
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 3
Deklarovana hodnota 0,793 3,76 4,35 18,8 28 5
(mg/L)
Rozmezi 0,634-0,952 3,01-4,51 3,48-5,22 15,1-22,6  22,8-34,2
Tabulka 36 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — CMZ, RUFIN
Analyt Karbamazepin Rufinamid
Level Level 1 Level 2 Level 3 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota 4,73 14,2 19,1 747 342
(mg/L)
Rozmezi 3,78-5,68 11,3-17 15,3-23 6,34-9,52 27,4-41,0

Tabulka 37 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — LAKO, DPH, EPO-CMZ

Analyt Lacosamid Fenytoin Epoxykarbamazepin
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level1 Level2 Level3
Deklarovana 1,82 8,23 5,52 16,5 1,96 5,38 7,98

hodnota (mg/L)
Rozmezi

1,46-2,18 6,58-9,88

4,42-6,62 13,2-19,8
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Tabulka 38 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — STIRI, ESLI-CMZ, LAM

Analyt Stiripentol Eslikarbamazepin Lamotrigin
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota 543 18,7 8,07 32.9 324 12,9
(mg/L)
Rozmezi 4,34-6,52 15-22,4 | 6,46-9,68 26,3-39,5 | 2,59-3,89 10,3-15,5

Tabulka 39 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — d-VEN, MRT, N-DIA

Analyt O-desmethyl venlafaxin Mirtazapin Nordiazepam
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level1 Level2
Deklarovana hodnota 109 551 355 834 296 736
(ng/mL)
Rozmezi 87,4-131 201-301 28,4-42,6  66,7-100 | 181-271 588-883

Tabulka 40 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — VEN, DIA, N-CLB

Analyt Venlafaxin Diazepam Norklobazam
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota | - ¢, 142 312 991 827 2883
(ng/mL)
Rozmeazi 49,3-73,9 113-170 250-374  793-1190 | 662-933  2307-3460

Tabulka 41 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — d-SER, d-OLA, VTX

Analyt N-desmethyl sertralin | N-desmethyl olanzapin Vortioxetin
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana
2 7 2 4,2 2 4
hodnota (ng/mL) 39, 87,3 53 64, 6,9 9,8
Rozmezi 29,4-49,1 65,4-109 | 20,2-30,3 51,4-77 |6,33-7,51 46,47-53,13

Tabulka 42 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — CLB, SER, ALPRA

Analyt Klobazam Sertralin Alprazolam
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota 8,09 654 292 152 15,7 532
(ng/mL)
Rozmezi 6,47-9,71 52,3-78,5| 23,3-35 122-182 | 12,6-18,9 42,6-63,8
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Tabulka 43 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — d-CIT, d-CLZ, OLA

Analyt N-desmethyl citalopram | N-desmethyl klozapin Olanzapin
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota | - ¢, o 121 182 425 30,1 72,3
(ng/mL)
Rozmezi 41,2-61,9 96,9-145 146-218 340-510 |24,1-36,2 57,9-86,6

Tabulka 44 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — BROMA, CLO, LORA

Analyt Bromazepam Klonazepam Lorazepam
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota 95 3 327 8,09 65.4 59,5 191
(ng/mL)
Rozmezi 76,3-114  257-386 | 6,47-9,71 52,3-78,5 | 47,6-71,4  153-229

Tabulka 45 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — CIT, CLZ, PAR

Analyt Citalopram Klozapin Paroxetin
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota 44,6 104 244 570 42,1 97,9
(ng/mL)
Rozmezi 35,7-53,5 83-125 | 195-293 456-684 33,7-50,5 78,3-117

Tabulka 46 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — PERAM, RIS, AMS

Analyt Perampanel Risperidon Amisulprid
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota | -, o5 1248 27,3 65,7 141 325
(ng/mL)
Rozmezi 147-221 998-1498 | 21,8-32,7 52,5-78,8 | 113-169 260-390

Tabulka 47 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — TRZ, HLP, QUE

Analyt Trazodon Haloperidol Kvetiapin
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota | = ooo 1247 2,51 5,99 155 354
(ng/mL)
Rozmezi 444-665 998-1497 | 2,01-3,01 4,79-7,18 124-186 283-424
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Tabulka 48 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — ZIP, d-RISP, FLF

Analyt Ziprasidon 9-hydroxy risperidon Flufenazin
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota 66.2 156 277 637 253 5,82
(ng/mL)
Rozmezi 52,9-79,4 124-187 | 22,2-33,3 50,9-76,4 | 2,02-3,03 4,66-7,35

Tabulka 49 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — FLP, d-ARP, ARP

Analyt Flupentixol Dehydro aripiprazol Aripiprazol
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota 246 6,12 432 104 299 507
(ng/mL)
Rozmezi 1,97-295 4,9-7,35 | 34,5-51,8 83,5-125 | 178-266 406-608

Tabulka 50 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — POSA, ITRA, FLUKO

Analyt Posakonazole Itraconazole Flukonazole
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana 0,894 2,07 0,569 1,37 2,75 6,40
hodnota (ug/mL)
Rozmezi 0,716-1,07 1,65-2,480,455-0,683 1,10-1,65]2,20-3,30 5,12-7,68

Tabulka 51 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — SUL, VPA

Analyt Sulthiam Kys. valproova
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2 Level 3
Deklarovana hodnota 169 105 35 76.3 112
(ng/mL)
Rozmezi 1,35-2,03 8,4-12,6 28,1-41,9 61,0-91,6 91-133
Tabulka 52 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — VORI, TOP
Analyt Vorikonazol Topiramat
Level Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Deklarovana hodnota 112 266 351 8,25
(ng/mL)
Rozmezi 0,895-1,34 2,13-3,19 2,81-4,21 6,6-9,9
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Tabulka 53 Tabulka s deklarovanymi hodnotami kontrol a jejich rozmezi pro dané analyty — PB

Analyt Fenobarbital
Level Level 1 Level 2 Level 3
Deklarovana hodnota 9,76 38,5 538
(ng/mL)
Rozmezi 7,81-11,7 30,8-46,2 39,4-59,1

7.6 Ostatni material

Pracovni pomlcky: Rukavice, zkumavky, stojany, vialky, kadinky, sklenéné pipety, automatické
pipety, Spic¢ky, analytické vahy, chlazena centrifuga, ultrazvuk, vortex, eppendorfky, cryo zkumavky,

baldnek pro pipetovani.

7.7 Kolona

Pro validaci metody a analyzt QC kontrol a pacientskych vzork( séra byla pouZita kolona Acquity

UPLCBEH C-18 (100 x 2.1 mm; 1.7um) od firmy Waters. Kolona obsahovala jesté pred kolonovy filtr.

7.8 Mobilni faze
Tabulka €. 54 uvadi sloZeni pouZité mobilni faze.

Tabulka 54 SloZeni pouzité mobilni fadze C a mobilni faze D.

MF Slozeni
C 2mM octan amonny ve vodé
D 2mM octan amonny v methanolu

7.9 Nastaveni chromatografickych podminek
V tabulce 55 jsou uvedeny hodnoty nastaveni kapalinového chromatografu a pouzity gradient
eluce (tabulka 56).

Tabulka 55 Nastaveni chromatografickych podminek

Nastaveni podminek analyzy

Mobilni faze C:D
Pratok (ml/min.) 0.4
Typ eluce Gradientova*
Nastrik (uL) 3
autosZ?:rl)(I);?u (°CQ) 10
Teplota kolony (°C) 50
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Tabulka 56 Nastaveni gradientu mobilni fadze C a mobilni faze D

Nastaveni gradientu

cas ratok
(min.) (rTF:L/min.) MF C (%) MFD (%)
0.00 0.4 80 20
0.50 0.4 70 30
1.00 0.4 50 50
4.00 0.4 30 70
6.00 0.4 10 90
7.00 0.4 0 100
8.00 0.4 5 95
8.10 0.4 80 20
10.00 0.4 80 20

7.10 Nastaveni MS

V tabulce €. 57 jsou uvedeny hodnoty pro nastaveni MS instrumentu. Teplota iontového zdroje byla

pro oba rezimy polarity nastavena na 150 °C.

Tabulka 57 Nastaveni hmotnostniho analyzdtoru: napéti na kapildre, desolvatacni teplota a pritok plynu pro
elektrosprej v pozitivnim mddu (ESI+) a v negativni (ESI-)

Polarita  Napéti na kapilare (kV) Desolvatacni teplota (°C) Pratok plynu (L/hod.)
ESI + 1 600 900
ESI- 0,8 600 900

7.11 Priprava zasobnich roztoka pro validaci

Pro pfipravu kalibracnich standard( byly latky rozdéleny do péti skupin dle jejich ocekdvaného
terapeutického rozmezi. Byla vytvorena LOW, MEDIUM, HIGH, MEGA HIGH a VPA skupina analyt(.
Latky obsazené v jednotlivych péti skupindch jsou uvedeny v tabulce €. 58. s tim, Ze VPA skupina
obsahovala pouze kyselinu valproovou. Kvali velkému terapeutickému rozmezi jsou nékteré latky
ve vice skupindch. Zasobni roztok LOW skupiny byl pfipraven nafedénim smési latek methanolem
a vyslednd koncentrace latek v ni obsazenych byla 1600 ng/mL. MEDIUM zasobni roztok byl
pripraven o koncentraci 4000ng/mL. Koncentrace HIGH skupiny byla 24000 ng/mL, MEGA HIGH o
koncentraci 90000 ng/mL a pro ptipravu VPA kalibrace byl pouZit zdsobni roztok kyseliny valproové

o koncentraci 1,43 mg/mL.
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koncentrace v redlnych vzorcich

Tabulka 58 Rozdéleni Idtek do jednotlivych zdsobnich roztokd (skupin) podle terapeutického rozmezi predpoklddané

LOW

MEDIUM HIGH MEGA HIGH
O-desmethyl venlafaxin Pregabalin Pregabalin Levetiracetam
Mirtazapin Gabapentin Levetiracetam Gabapentin
Nordiazepam Brivaracetat Gabapentin Theophylin
Venlafaxin Lacosamid Theophyline Zonisamid
Diazepam Stiripentol Zonisamid Karbamazepin
Norklobazam O-desmethyl venlafaxin Primidon Rufinamid
N-desmethyl sertralin Nordiazepam Karbamazepin Fenytoin
N-desmethyl olanzapin Venlafaxin Rufinamid Epoxykarbamazepin
Vortioxetin Diazepam Lacosamid Eslikarbamazepin
Klobazam Norklobazam Fenytoin Fluconazol
Sertralin Sulthiam Epoxykarbamazepin Valproat
Alprazolam N-desmethyl klozapin Stiripentol Fenobarbital
N-desmethyl citalopram Klozapin Eslikarbamazepin
N-desmethyl klozapin Voriconazol Lamotrigin
Olanzapin Perampane Nordiazepam
Brmoazepam Topiramat Norklobazam
Klonazepam Trazodon Sulthiam
Lorazepam Quietiapin Fluconazol
Citalopram Dehydro aripiprazol Voriconazol
Klozapine Methotrexat Topiramat
Paroxetin 7-hydroxy methotrexat Amidaron
Perampanel Amidaron Fenobarbital
Amisulprid Posaconazol
Haloperidol Itraconazol
Quietiapin
Risperidon
Ziprasidon
9-hydroxy risperidon
Fluphenazin
Fluphentixol
Dehydro aripiprazol
Aripiprazol
Methotrexat

7-hydroxy methotrexat
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7.11.1 Kalibrac¢ni standardy

Ze zasobnich roztok( (LOW, MEDIUM, HIGH, MEGA HIGH, VPA) byly pfipraveny kalibraéni
standardy. Tabulka ¢. 59 uvadi metanolové a sérové koncentrace jednotlivych kalibraénich
standard( pro kazdou skupinu. V kazdé skupiné bylo 15 kalibrac¢nich bod(, mimo VPA kalibrace,
kterd byla 12 bodova. Kyselina valproovd ma svou vlastni kalibra¢ni fadu, a to kvali vysokym
terapeutickym koncentracim. V tabulce 59, 60 a 61 je uvedena koncentrace jednotlivych standard
v metanolovém roztoku a také koncentrace v séru pfi nadavkovani 100 pl standardu do 200 pl séra.

(postup pripravy vzorku je v kapitole 7.12).

7.11.2 Kalibraéni standardy
Tabulka 59 Tabulka methanolovych kalibracnich standardd pro LOW a MEDIUM koncentracni hladinu. Kalibracni

standardy jsou v MeOH.

LOW kalibrace MEDIUM kalibrace
Standard Koncentracev  Koncentrace Standard Koncentrace v Koncentrace
MeOH (ng/mL) v krvi (ng/mL) MeOH (ng/mL) v krvi (ng/mL)

STD 1 0,02 0,01 STD 1 0,1 0,05
STD 2 0,08 0,04 STD 2 0,2 0,1
STD 3 0,16 0,08 STD 3 0,4 0,2
STD 4 0,2 0,1 STD 4 1 0,5
STD5 0,8 0,4 STD5 2 1
STD 6 1,6 0,8 STD 6 4 2
STD 7 2 1 STD 7 10 5
STD 8 8 4 STD 8 20 10
STD9 16 8 STD9 40 20
STD 10 20 10 STD 10 100 50
STD 11 80 40 STD 11 200 100
STD 12 160 80 STD 12 400 200
STD 13 200 100 STD 13 1000 500
STD 14 800 400 STD 14 2000 1000
STD 15 1600 800 STD 15 4000 2000
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Tabulka 60 Tabulka methanolovych kalibracnich standardd pro HIGH a MEGA HIGH koncentracnich hladinu. Kalibracni
standardy jsou v MeOH.

HIGH kalibrace MEGA HIGH kalibrace
Standard Koncentracev  Koncentrace Standard Koncentrace v Koncentrace
MeOH (ng/mL) v krvi (ng/mL) MeOH (ng/mL) v krvi (ng/mL)
STD 1 0,6 0,3 STD1 2,25 1,125
STD 2 1,2 0,6 STD 2 4,5 2,25
STD 3 2,4 1,2 STD 3 9 4,5
STD 4 6 3 STD4 22.5 11,25
STD5 12 6 STD5 45 22,5
STD 6 24 12 STD 6 90 45
STD 7 60 30 STD7 225 112,5
STD 8 120 60 STD 8 450 225
STD 9 240 120 STD9 900 450
STD 10 600 300 STD 10 2250 1125
STD 11 1200 600 STD 11 4500 2250
STD 12 2400 1200 STD 12 9000 4500
STD 13 6000 3000 STD 13 22500 11250
STD 14 12000 6000 STD 14 45000 22500
STD 15 24000 12000 STD 15 90000 45000

VPA kalibrace

Koncentrace v

Koncentrace

Standard MeOH (ng/mL) v krvi (ng/mL)
STD1 62,5 31,25
STD 2 125 62,5
STD3 250 125
STD 4 625 312,5
STD5 1250 625
STD 6 2500 1250
STD7 6250 3125
STD8 12500 6250
STD9 25000 12500
STD 10 62500 31250
STD 11 125000 62500
STD 12 250000 125000
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7.12 Uprava vzorku

Objem 200 pL séra byl napipetovan do 10 ml sklenéné zkumavky. Po ptidani 100 uL kalibra¢niho
standardu, 50 pL smésného vnitiniho standardu (koncentrace jednotlivych latek v roztokl je
uvedena v tabulce 30) a 20 pL 25 % HCIO,4 byly vzorky vortexovany po dobu 15 sekund. Nasledné
bylo pfidano 20 pL 0,5M NHi/H,O a 50 pL H,0. Smés byla michana 15 sekund a posléze
centrifugovana po dobu 10 minut (4000 ot./min pti4°C). Po centrifugaci byla horni vrstva pfenesena
do vialky. Vzorky pacientd a externich komercénich kontrol byly pfipraveny stejnym zplsobem, ale

bez pfidani 100 pl kalibra¢niho standardu.
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8 Vysledky a diskuze

Béhem vyvoje metody pro stanoveni 62 latek (pregabalin, levetiracetam, gabapentin, theofylin,
zonisamid, brivaracetdt, primidon, acyklovir, karbamazepin, rufinamid, 8-hydroxy acylovir,
lakosamid, fenytoin, epoxykarbamazepin, stiripentol, eslikarbamazepin, lamotrigin, O-desmethyl
venlafaxin, mirtazapin, N-desmethyl diazepam, venlafaxin, diazepam, N-desmethyl klobazam,
sulthiam, N-desmethyl sertralin, N-desmethyl olanzapin, vortioxetin, klobazam, sertralin,
flukonazol, alprazolam, N-desmethyl citalopram, N-desmethyl klozapin, olanzapin, bromazepam,
klonazepam, lorazepam, citalopram, klozapin, paroxetin, vorikonazol, perampanel, topiramat,
amisulprid, trazodon, haloperidol, kvetiapin, risperidon, ziprasidon, 9-hydroxy risperidon,
flufenazin, flupentixol, dehydro aripiprazol, aripiprazol, methotrexat, 7-hydroxy methotrexat,
desmethyl amiodaron, amiodaron, posakonazol, itrakonazol, kyselina valproova a fenobarbital) ze
séra pomoci kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii byly
optimalizovany podminky kapalinové chromatografie, nastaveni hmotnostniho spektrometru a
Uprava séra s cilem nalezeni vhodnych podminek pro stanoveni téchto latek v jednom béhu (jediné
LC-MS/MS analyze za pouZiti jediné pripravy vzorku). Cilem bylo nastaveni takovych podminek, aby
nové vyvinutd metoda byla dostatecné citlivd a schopnda kvantifikovat vSechny latky v séru v
koncentraci pod jejich terapeutickym rozmezim. Tato prace navazuje na bakalafskou praci, ktera
se zabyvala vyvojem metody pro terapeutické monitorovani vybranych benzodiazepini metodou

kapalinové chromatografie. [9]

8.1 Nastaveni parametrl
8.1.1 Nastaveni MRM prechodu

Experimentdlni ¢ast diplomové prace zacinala nalezenim vhodnych MRM prechodd vybranych

latek.
Tyto prechody byly bud®

a. prevzaty z literatury — z aplikacniho listu spolec¢nosti Waters [37]

b. prevzaty z plvodnich analytickych metod pouzivanych na oddéleni klinické farmakologie
c. nalezeny pomoci funkce IntelliStart, kterou disponuje software MassLynx

d. experimentalné zjistény manudlnim ladénim pomoci post kolonového zavadéni (0,2

ml/min) roztokd standard( za pouziti koncentrace (500 ng/ml) pro kazdou latku
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rozpusténého v 50 % methanolu. Byl pouZit pritok 0,2 ml/min a sloZeni mobilni faze A:B

v poméru 50:50, slozeni MF je uvedeno v tabulce 54

Pro kazdy analyt byly vybrany 2 pfechody s vyjimkou acykloviru a jeho metabolitu 8-hydroxy
acykloviru u kterych byl nastaven pouze jeden prechod. Nejintenzivnéjsi z prechod( byl vyuzit
jako kvantifika¢ni prechod pro danou latku. Nastaveni hmotnostniho analyzatoru, pro vyhledani
MRM prechodl pomoci manualniho ladéni, vychazelo z aplikaéniho listu firmy Waters viz

tabulka 62. [37]

Tabulka 62 Nastaveni hmotnostniho analyzdtoru dle aplikacniho listu firmy Waters. [37]

Akviziéni méd MRM
Polarita ESI +/ ESI-
Napéti na kapilare 3.5kV (ESI+) / 0.8 (ESI-)
Teplota zdroje 150°C
Desolvatacni teplota 500°C
Pratok plynu kdnem 100L/hod.

V nasledujici tabulce 63 jsou uvedeny nejintenzivnéjs$i MRM prechody vybranych léciv. Tyto

prechody byly vybrany porovnanim ploch pikd u vyse uvedenych experiment(.

Tabulka 63 Seznam vybranych analyti a jejich MRM prechodu spolecné s nastavenim napéti na kénu (CV) a kolizni
energii (CE), zvyraznéné prechody jsou prechody kvantifikacni.

Analyt Pfechod cv CE
Pregabalin 160.05 =>97.10 24.00 16.00
160.05 =>142.10 24.00 10.00
Levetiracetam 171.10=>69.10 14.00 28.00
171.10=>126.10 14.00 14.00
Gabapentin 172.10 =>55.10 24.00 20.00
172.10=>154.10 24.00 14.00
Theofylin 181.03 => 69.05 18.00 24.00
181.03=>123.99 18.00 10.00
Zonisamid 212.95=>77.10 28.00 30.00
212.95=>132.10 28.00 14.00
Brivaracetat 213.18 => 55.06 2.00 30.00
213.18 =>83.12 2.00 26.00
Primidon 219.10 =>91.10 24.00 32.00
219.10 =>162.10 24.00 12.00
Acyklovir 226.04 =>152.03 14.00 8.00
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Pokracovdni tabulky 63 Seznam vybranych analyti a jejich MRM pfechodu spolec¢né s nastavenim napéti na kénu (CV) a

kolizni energii (CE), zvyraznéné prechody jsou prechody kvantifikacni.

Analyt Pfechod cv CE
Karbamazepin 237.10=>165.10 34.00 34.00
237.10=>179.10 34.00 34.00
Rufinamid 239.10=>126.98 24.00 12.00
265.1=>57.33 24.00 10.00
8-hydroxy acyklovir 240.03 => 152.03 14.00 10.00
Lakosamid 251.10 =>74.10 20.00 22.00
251.01 =>91.10 20.00 18.00
Fenytoin 253.10=>104.10 28.00 34.00
253.10=>182.10 28.00 16.00
Epoxykarbamazepin 253.10 =>180.10 30.00 30.00
253.10 => 208.10 30.00 20.00
Stiripentol 253.24 =>57.07 8.00 28.00
217.2 =>145.2 8.00 24.00
Eslikarbamazepin 255.10 => 58.05 5.00 17.00
255.10 => 237.20 5.00 6.00
Lamotrigin 255.95 =>145.10 50.00 38.00
255.95 =>211.10 50.00 24.00
O-desmethyl venlafaxin 264.21 => 58.08 10.00 16.00
264.24 => 107.07 10.00 30.00
Mirtazapin 266.13 =>72.11 14.00 16.00
266.13 =>195.03 14.00 24.00
Nordazepam 271.00 => 165.00 50.00 28.00
271.28 =>140.00 50.00 28.00
Venlafaxin 278.23 => 58.05 2.00 14.00
278.23 =>121.05 2.00 24.00
Diazepam 285.10 => 154.04 10.00 26.00
285.10=>193.10 50.00 30.00
Norklobazam 287.00 =>245.00 35.00 20.00
304.00 => 245.05 4.00 20.00
Sulthiam 289.54 =>57.07 25.00 14.00
308.00 => 291.20 5.00 7.00
N-desmethyl sertralin 292.00 =>275.00 10.00 7.00
292.08 => 158.99 16.00 22.00
N-desmethyl olanzapin 299.15 =>70.09 2.00 24.00
299.15=>212.99 2.00 24.00
Vortioxetin 299.16 => 109.01 12.00 38.00
299.16 => 150.07 12.00 22.00
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Pokracovdni tabulky 63 Seznam vybranych analyti a jejich MRM prechodd spolecné s nastavenim napéti na kénu (CV) a
kolizni energii (CE), zvyraznéné prechody jsou prechody kvantifikacni.

Analyt Prechod cv CE
Klobazam 301.00 =>259.00 35.00 20.00
318.10 => 259.07 2.00 24.00
Sertralin 306.10 =>158.98 16.00 24.00
306.10 => 275.04 16.00 10.00
Flukonazol 307.07 =>220.00 28.00 16.00
307.20 =>238.20 28.00 14.00
Alprazolam 309.10 => 205.00 50.00 40.00
309.11=>281.14 14.00 24.00
N-desmethyl citalopram 311.12 =>109.01 18.00 14.00
311.12 =>116.01 18.00 14.00
N-desmethyl klozapin 313.15=>70.09 2.00 26.00
313.15 =>192.05 2.00 40.00
Olanzapin 313.17 => 84.15 2.00 14.00
313.17 =>256.10 2.00 12.00
Bromazepam 316.00 => 209.00 43.00 26.00
316.03 => 182.07 2.00 24.00
Klonazepam 316.00 =>214.10 54.00 42.00
316.01 =>270.05 14.00 20.00
Lorazepam 320.98 =>229.04 6.00 24.00
320.98 => 275.03 6.00 18.00
Citalopram 325.19 => 109.00 2.00 20.00
325.19 =>262.14 2.00 16.00
Klozapin 327.16 =>192.03 6.00 26.00
327.16 =>270.09 6.00 8.00
Paroxetin 330.11 =>70.03 18.00 30.00
330.11=>192.11 18.00 20.00
Vorikonazol 350.08 =>127.04 18.00 32.00
350.08 => 281.04 18.00 14.00
Perampanel 350.15 =>77.12 4.00 42.00
350.15 =>219.08 4.00 26.00
Topiramat 357.13 =>264.04 10.00 12.00
357.13 =>282.05 10.00 8.00
Amisulprid 370.14 =>112.07 4.00 22.00
370.14 => 241.99 4.00 26.00
Trazodon 372.18 => 148.06 2.00 34.00
372.18 =>176.10 2.00 22.00
Haloperidol 376.17 => 123.06 8.00 40.00
376.17 => 165.09 8.00 20.00
Kvetiapin 384.19=>221.12 4.00 36.00

384.19 => 253.12 4.00 20.00
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Pokracovdni tabulky 63 Seznam vybranych analyti a jejich MRM prechodu spolecné s nastavenim napéti na kénu (CV) a

kolizni energii (CE), zvyraznéné prechody jsou prechody kvantifikacni.

Analyt Prechod cv CE
Risperidon 411.23 =>68.99 2.00 52.00
411.23 =>191 .12 2.00 26.00
Ziprasidon 413.08 =>130.27 2.00 70.00
413.08 => 194.04 2.00 24.00
9-hydroxy risperidon 427.23 =>110.05 26.00 28.00
427.23 =>207.13  26.00 20.00
Flufenazin 435.20 =>100.30 10.00 28.00
435.20 =>305.30 10.00 27.00
Flupentixol 438.20 =>143.30 10.00 30.00
438.20=>171.40 10.00 23.00
Dehydro aripiprazol 446.03 =>98.01 6.00 36.00
446.03 => 285.09 6.00 18.00
Aripiprazol 448.18 =>98.07 2.00 36.00
448.18 => 285.09 2.00 22.00
Methotrexat 455.14 => 134.05 6.00 32.00
455.14 => 308.11 6.00 16.00
7-hydroxy methotrexat 471.13 =>191.05 2.00 20.00
471.13 =324.05 2.00 8.00
Desmethyl amiodaron 617.96 =>72.10 22.00 30.00
617.96 => 546.93 22.00 18.00
Amidaron 646.05 => 58.05 2.00 48.00
646.05 =>72.96 2.00 32.00
Posakonazol 701.29 =>119.02 32.00 70.00
701.29 =>127.03 32.00 60.00
Itrakonazol 705.20=>118.81 44.00 72.00
705.20 =>392.24  44.00 32.00
Kyselina vlaproova 143.00 => 143.10 30.00 5.00
189.02 => 143.05 2.00 4.00
Fenobarbital 231.00 => 42.00 15.00 12.00
231.00 => 84.90 15.00 8.00

8.1.2 Nastaveni hmotnostniho analyzatoru

Jednalo se o optimalizaci hodnot: napéti na kapilare (kV), desolvataéni teploty a prltoku plynu.

Snahou bylo nastavit vySe uvedené parametry tak, abychom ziskali dostatecnou citlivost pro

terapeutické monitorovani vsech latek v séru v jedné analyze.
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Byla vytvorena smés vsech latek o koncentraci 100 ng/mL v 10 % methanolu a postupné ménény
hodnoty napéti na kapilare (0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4 kV), desolvatacni teplota (400; 450; 500; 550;
600 °C) a pritok plynu (700; 800; 900; 1000; 1100; 1200 L/hod) pfi nastfiku vzorku 10 pl (kapitola
8.1.2.1-8.1.2.3). Pfi tomto experimentu se vyhodnocovala plocha pik( jednotlivych latek. Pfi
urcitém nastaveni MS parametru byl kazdy vzorek analyzovan 3x a vysledna hodnota byla

kalkulovéna jako primér téchto tfi stanoveni.

V nasledujicim textu bude zobrazeno grafické vyhodnoceni odezvy detektoru (plochy piku)

v zavislosti na vybranych parametrech hmotnostniho spektrometru.

8.1.2.1 Experiment napéti na kapildre

Nasledujici grafy porovnavaji zménu odezvy s nardstajicim napétim na kapilare. Latky jsou v grafech
rozdéleny tak aby nedochazelo ke zkreslovani dat, které by mohlo nastat kombinaci analyt( s nizkou

a vysokou plochou piku.

120000 Oraf €. 1 - zavislost napéti na kapliare na odezveé analytt

100000
80000

60000

Plocha

40000

20000

0
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5

Napéti na kapilare (kV)

Pregabalin Levetiracetam Gabapentin —@— Theofylin —@— Zonisamid —@—Brivaracetat

Graf 1 Zdvislost nastaveni napéti na kapildre na odezvé analytt — graf 1 aZ 10.

Graf Cislo 1 az graf Cislo 10 zobrazuje zavislost plochy pikl vybranych latek na nastaveni hodnoty
napéti na kapilare (v kV) za podminek pozitivni polarity elektrospreje (ESI +). Z uvedenych grafi
vyplyva, Ze plocha pik( klesa s rostoucim napétim na kapilare vétsiny vybranych latek. Vyjimku tvofri

fenytoin, ktery vykazuje nejvétsi plochu piku s hodnotou napéti na kapilare 3,5 kV.

75



15000 Graf ¢. 2 - zavislost napéti na kapliafe na odezvé analyt(
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8.1.2.2 Experiment nastaveni desolvatacni teploty

Dale byly porovnavany zmény plochy pikid v zavislosti na desolvatacéni teploté. Latky jsou v grafech
rozdéleny tak aby nedochazelo ke zkreslovani dat, které by mohlo nastat kombinaci analytd s nizkou
a vysokou plochou piku. Z uvedenych grafli vyplyva, Ze velkad vétsina latek vykazuje nejlepsich
vysledku pfi nastaveni desolvatacni teploty 650°C. Vyjimku tvofi metabolit sertralinu, ktery

dokazuje nejlepsich hodnot pti nastaveni desolvatacni teploty 450 °C.

Graf €. 11 - Zavislost desolvatacni teploty na odezvé analytu
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Graf 2 Zavislost nastaveni zmény desolvatacni teploty na odezvé analyti —graf 11 aZ 19.

Graf €. 12 - Zavislost desolvatacni teploty na odezvé analytu
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Graf €. 18 - Zavislost desolvatacni teploty na odezvé analytl
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Graf €. 19 - Zavislost desolvatacni teploty na odezvé analyt(
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8.1.2.3 Experiment nastaveni pritoku plynu

Jako dalsi parametr bylo nastaveni pratoku plynu. Byla vyhodnocena zména odezvy plochy piki
vybranych latek v zavislosti na nastavené hodnoté pratoku plynu. Pritok plynu se mezi analyzami
zvySoval od 700 po 1200 L/hod. Analyty maji mezi sebou u tohoto parametru nejvétsi odlisnosti ve

velikosti plochy piku v zavislosti na zvolené hodnoté.

Graf €. 20 - Zavislost pritoku plynu na odezvé analytl
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Graf 3 Zdvislost nastaveni hodnoty pritoku plynu na odezvé analyti — graf 20 aZ 32.
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Graf €. 24 - Zavislost prutoku plynu na odezvé analyt(
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Graf €. 27 - Zavislost prutoku plynu na odezvé analyt(
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Graf €. 30 - Zavislost prutoku plynu na odezvé analyt(
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Graf €. 32 - Zavislost prutoku plynu na odezvé analyt(
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Tabulka 64 zobrazuje parametry s nejlepsi odezvou nastaveni hmotnostniho spektrometru pro
vybrana IéCiva. Vybrané hodnoty (napéti na kapilare, desolvataéni teplota a pritok plynu) uvedené
v tabulce 65 byly nastaveny podle analytu s nejmensi odezvou (plochou piku) v zavislosti na
koncentraci analytu v readlnych vzorcich séra nikoliv vSak pouze na vyhodnoceni ploch pikli smési
vSech analytl o koncentraci 100 ng/mL v 10 % methanolu. Z pohledu redlnych vzork( a
ocCekavanych koncentraci vybranych latek vséru jsou kritické benzodiazepiny, flufenazin,
flupentixol a haloperidol. Tyto analyty se nachéazeji v séru v koncentracich ng/mL ve srovnani
s antiepileptiky, antimykotiky a dalSimi lécivy, které se pohybuji v séru v desitkach aZz stovkach
ug/mL (tabulka 21, 22, 24, 25, 26, 27). Proto nastaveni hodnot MS parametr( bylo fokusovano na

nastaveni pro jejich hodnoty.
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V pripadé nalezeni vice vhodnych moZnosti pro nastaveni daného MS parametru, byly tyto hodnoty
také uvedeny v tabulce 64 (napf. Pregabalin pfi pratoku plynu 1000 a 1200 L/hod a dalsi). Pro

kazdou latku byly nasledné vybrany hodnoty nastaveni poskytujici nevétsi odezvy (viz tabulka 64).

Pro lepsi orientaci jsou vtabulce barevné zvyraznény jednotlivé skupiny |éCiv. Zde je moZné
pozorovat, v pfipadé strukturné podobnych latek, napf. u benzodiazepinli velmi podobné hodnoty
v nastaveni hodnot napéti na kapilare, desolvataéni teploty a pritoku. To je zpUsobeno jejich velmi
podobnou strukturou, a tedy fyzikalné chemickymi vlastnostmi (viz kapitola 1.4.1). Ostatni skupiny
léCiv nevykazuji tuto strukturni podobnost, a proto se mohou liSit a lisi v nastavenim téchto

parametru pro jednotlivé analyty.

Tabulka 64 Vybrané parametry nastaveni MS: napéti na kapildre, desolvatacni teplota a pritok plynu pro dany analyt.
, e- Antipsychotika, ®-Benzodiazepiny, .-

Cytostatika, ® - Antiarytmika

Skupina Analyt Napéti (nk:ill)(apiléfe Desolvat(aocér;f teplota Prl"ztilr:;)(lj\)/nu
Pregabalin 0.5 650 1000/1200
Levetiracetam 0.5 400 900
Gabapentin 0.5 400 800
Theofylin 0.5 650 900
Zonisamid 0.5/1 550 1100
Brivaracetat 0.5/1 650 700
Primidon 0.5/1 600 700/800/900
Acyklovir 0.5 650 800
Karbamazepin 1 650 800
Rufinamid 0.5 400 700
8-hydroxy acyclovir 0.5 650 700
Lacosamid 0.5 650 700
Fenytoin 3.5 600 700
Epoxykarbamazepin 0.5 650 700/1000
Stiripentol 1 650 800/900/1100
Eslikarbamazepin 0.5 650 700
Lamotrigin 0.5 600 900
° O-desmethyl venlafaxin 0.5 650 700
° Mirtazapin 0.5 650 700/800
° Nordiazepam 0.5 500 900
° Venlafaxin 0.5 650 700
° Diazepam 0.5/1 650 700
° Norklobazam 1 600 800/1000
Sulthiam 1 500/600/650 800
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Pokracovdni tabulky 64 \/ybrané parametry nastaveni MS: napéti na kapildre, desolvatacni teplota a pritok plynu pro

dany analyt. , ®- Antipsychotika, ®-Benzodiazepiny,
e-Cytostatika, ® - Antiarytmika
Skupina Analyt Napéti (nkzill)(apiléfe Desolvat;(“ér)\i teplota Prfz;c_c;l;:cli;)/nu
L] N-desmethyl sertralin 1 450 900
° N-desmethyl olanzapin 0.5 650 700
° Vortioxetin 0.5/1 650 700
° Klobazam 0.5 600 900
° Sertralin 1 650 700
Flukonazol 0.5 400 800
o Alprazolam 1 600 900
° N-desmethyl citalopram 0.5 650 800
° N-desmethyl klozapin 0.5 650 700/800
° Olanzapin 0.5 650 700/900
® Bromazepam 0.5 500 1000/1100
° Klonazepam 0.5 600 900
° Lorazepam 1 650 900/1000
° Citalopram 0.5 650 700
° Klozapin 0.5/1 650 1000
° Paroxetin 0.5/1 650 700/800
Vorikonazol 0.5/1 650 700/800
Perampanel 1 650 700/800
Topiramat 0.5/1 650 900
° Amisulprid 1 650 900
o Trazodon 1 650 700/800
° Haloperidol 1 650 700/800
° Kvetiapin 1 650 700/900
o Risperidon 1 650 700/900
° Ziprasidon 0.5/1 650 900
o 9-hydroxy risperidon 1 650 700
° Flufenazin 1 650 700
o Flupentixol 1 650 700
o Dehydro aripiprazol 1 650 900
° Aripiprazol 1 650 900/1000
° Methotrexat 1 650 700/800/900
° 7-hydroxy methotrexat 1 600 900
o Desmethyl amiodaron 1 650 700
° Amiodaron 1.5 650 800
Posakonazol 1 650 1000
Itrakonazol 1 650 800/1000
Kys. valproova nezméfreno nezméreno nezméreno
Fenobarbital nezméreno 550 1100
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U kyseliny valproové a fenobarbitalu nebyly zméreny vSechny parametry MS kvlli Spatné
nastavenym MRM piechodim pro tyto latky. Nicméné diky vysokym koncentracim, ve kterych
se tyto analyty v séru pohybuji, nebylo nezbytné nutné, z pohledu citlivosti, tyto parametry pro

jejich kvantifikaci nastavovat.

Tabulka 65 Nastaveni vybranych parametri hmotnostniho spektrometru

Mad Napéti na kapilare (kV) Desolvataéni teplota (°C) Pratok plynu (L/hod.)
ESI + 1 600 900
ESI - 0,8 600 900

8.1.3 Nastaveni podminek kapalinové chromatografie
8.1.3.1 Vybér mobilni fdze

Pro chromatografickou separaci byly testovany dvé odliSné mobilni faze. Jako prvni byla pouZzita
mobilni faze, ktera byla ptrevzata z aplikacniho listu firmy Waters [37]. SloZeni této mobilni faze je
uvedeno v tabulce 66. Dalsi testovanou mobilni fazi byla mobilni faze rutinné pouzivana na oddéleni
klinické farmakologie, FN Ostrava. Jeji slozeni je uvedeno vtabulce 67. Chromatogram 2 a

chromatogram 3 zobrazuje overaly TIC zaznam vSech analytl za pouZiti nize uvedenych MF.

Tabulka 66 Mobilni faze prevzata z aplikacniho listu firmy Waters

MF Slozeni
C 2mM octan amonny ve vodé
D 2mM octan amonny v metanolu

Dalsi byla vyzkousena mobilni faze, ktera je vyuzivana na oddéleni klinické farmakologie FNO.

Tabulka 67 Mobilni faze prevzata z oddéleni klinické farmakologie

MF SloZeni

2 mM octan amonny, 0.1% kyselina mravenci v 5% acetonitrilu; v/v/v

B 2 mM octan amonny, 0.1% kyselina mravenci v 95% metanolu; v/v/v

Vybér mobilni faze probihal na zakladé porovnani ploch pikd vSech vybranych analyt( za totoznych
podminek nastaveni hmotnostniho spektrometru, MRM prechodd, nastaveni gradientu eluce, ale
rozdilného sloZeni mobilni faze (tabulce 66 a 67). Nastaveni hmotnostniho spektrometru pro toto
porovnani je uvedeno v tabulce 57, nastaveni MRM prechod(l jednotlivych analytd je uvedeno

v tabulce 63 a nastaveni gradientu eluce je uvedeno v tabulce 56. Pfi porovnani odezev jednotlivych
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latek téchto dvou mobilnich fazi byla pripravena smés vsech analytl o koncentraci 100 ng/mL v 10
% methanolu (chromatogram 2 a 3). Krom odezev jednotlivych latek byla také sledovana symetrie
pikd a zména retence analytl. Chromatogram ¢. 1 zobrazuje retenci metabolitu acykloviru (8-
hydroxy acyklovir) za pouZiti mobilni faze prevzaté z oddéleni klinické farmakologie (zeleny zaznam)
a z aplikacniho listu Waters (Cerveny zaznam). Krom rozdilné retence tohoto metabolitu za pouziti
odlisného slozeni MF mlzZeme pozorovat zménu odezvy hmotnostniho spektrometru. U zeleného

zaznamu byla pozorovana odezva pouze 5.99e4, oproti cervenému zaznamu kde byla odezva o dva

rady vétsi za pouzitych experimentalnich podminek.
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MF fakultka
010323 Waters BEH_C18- 3_MF fakultka

100+ 11 MRM of 1 Channel ES+
TIC (8-hydroxy-acyclovir)
5.99e4
11: MRM of 1 Channel ES+
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Chromatogram 1 TIC zdznam metabolitu acyklovir za pouZiti odlisnych MF
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8.1.3.2 Nastaveni gradientu

Dalsim krokem bylo nastavenim gradientu eluce mobilni faze. Experiment byl zaloZzen na analyze
smési latek o koncentraci 100 ng/mL v10 % metanolu. Nastaveni podminek hmotnostniho
spektrometru a sloZzeni MF vychazi z experimentd provedenych v kapitolach 8.1.2 a 8.1.3.1 a je
uvedeno v tabulkdch 54 a 57.

Kvili velkému mnoZstvi stanovovanych analyt( liSicich se strukturou, polaritou a acidobazickymi
vlastnostmi bylo obtizné nastavit gradient eluce tak, aby piky byly od sebe dostatecné separovany
(pIné rozliseny) v prijatelném Case chromatografické analyzy. Byly testovany rGzné gradienty eluce
za pouziti kolony Acquity UPLC BEH C-18 (100 x 2.1 mm; 1.7um) a MF o sloZeni viz tabulka 54.
Chromatogram ¢. 4 zobrazuje gradient eluce ktery je uveden v pravé casti chromatogramu. Ze
zaznamu analyzy vyplyva, Ze vSechny analyty byly vymyvény z kolony az mezi 2,25 a 8,5 minutou
retenéniho Casu. Vymyvani latek pri tomto nastaveni eluce zacalo az ve 2,25 minuty prvnim
analytem. Chromatogram €. 5 zobrazuje separaci vybranych analyt( za pouZiti eluce MF uvedeného
v tabulce 68. Toto nastaveni bylo pouZito pro validaci metody a kvantifikaci vybranych skupin latek
u pacientskych vzorkd séra. Prvni latka byla eluovana z kolony v retenénim ¢ase 0,6 min a posledni
latka v ¢ase 8,14 min.

Na Chromatogramu ¢. 5 muUZeme poté pozorovat findlni rozloZeni analytl pfi pouZiti nami

vybraného gradientu viz tabulka ¢. 68.

Tabulka 68 Nastaveni podminek gradientu mobilni fdze

cas ratok
(min.) (rTF:L/min.) MF C (%) MFD (%)
0.00 0.4 80 20
0.50 04 70 30
1.00 0.4 50 50
4.00 04 30 70
6.00 0.4 10 90
7.00 04 0 100
8.00 0.4 5 95
8.10 0.4 80 20
10.00 0.4 80 20
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100 ng/mL v 10% MeOH
250223 smes_MeOH MF_gradient 1- 2

100+
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Chromatogram 4 Overlay chromatogram — zdznam gradientu mobilni faze C:D.
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8.1.3.3 Testovdni kolon

Nejpouzivanéjsim typem kolony v kapalinové chromatografii pro analyzu léciv z biologické matrice
je C18 kolona. To koresponduje s tabulkou 28, kde je uveden prehled vybranych publikaci pro
stanoveni vybranych |éCiv z biologické matrice pomoci LC-MS. V této tabulce je pfehledné uvedeno
11 publikaci. 7 autord vyuzilo C18 kolonu [(1)(3)(5)(7)(9)(10)(11)], 2 autofi poZili fenylovou kolonu
[(2)(4)] a 1 publikace pouzila bifenylové stacionarni fazi [(8)]. Selektivita C18 stacionarni faze je
zaloZena na interakcich mezi hydrofobnimi ¢astmi struktury analytG a alkylovymi skupinami na
povrchu stacionarni faze. Princip retence fenylové stacionarni faze je zaloZen na interakci analyt(
s fenylovymi skupinami stacionarni faze. Tento typ se zejména pouZivd pro separaci analytl

s aromatickymi nebo konjugovanymi strukturami.

Vybér kolony pro stanoveni 62 latek z lidského séra nebyl snadny kv(li rozdilnym strukturam
vybranych analyt(. Vzhledem k velkému poctu stanovovanych latek jsme se rozhodli pro testovani
kolon o délce 10 cm. Vybrana |éciva jsou strukturné odliSnd a pohybuji se v realnych vzorcich
v Sirokém koncentra¢nim rozmezi. Testovdno bylo celkem sedm kolon s C18, C8 a bifenylovou
stacionarni fazi rlznych vyrobcl. Parametry a typ kolon je uveden v tabulce ¢. 69. Jednalo se 0 4

UPLC kolony (velikost ¢astic staciondrni faze je < 2 mikrometry) a 3 HPLC kolony.

Tabulka 69 Prehled a specifikace pouZitych kolon

Nazev kolony Délka x Sitka (mm)  Velikost ¢astic (um)
Raptor™ ARC-18 100x 2.1 2.7
Kinetex C18 100x 2.1 5
Kinetex bipehnyl 100x 2.1 2.6
Kinetex C8 100x 2.1 1.7
Astra Arion C18-HE HPLC 100x 2.1 2
Hypersil GOLD C18 100x 2.1 1.9
Acquity UPLC BEH C18 100x 2.1 1.7

Experimentdlni provedeni porovnani vyse uvedenych kolon spocival v porovnani téchto kolon
béhem nastriku smési vSech analytl o koncentraci 100 ng/ml v 10 % metanolu. Pouzitd mobilni
faze, gradient eluce a nastaveni MS je uvedeno v tabulkach 54, 56 a 57. Byla sledovana retence
vsech analyt(, symetrie pikl a rozliseni latek b€hem 10minutové chromatografické analyzy.

Podle vyse uvedenych parametrli jsme se na konec rozhodli pro validaci metody pouZit kolony od
spole¢nosti Waters Acquity UPLC BEH C18. Tabulka 70 a 71 uvadi prehled retencnich ¢asl a velikost
odezvy analytll u vySe uvedenych typd kolon a za vySe popsanych experimentalnich podminek.
Stejny vzorek byl nastfikovan na kazdou kolonu 3x a vysledkem byl priimér téchto 3 stanoveni

(retencni Cas a velikost odezvy). Je dllezité rozlisit selektivitu HPLC a UPLC kolon. UPLC kolony
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obecné, ve srovnani s HPLC kolonami, poskytuji lepsi rozliSeni a selektivitu pfi vysokych rychlostech
analyzy. Béhem analyzy pomoci kolony Kinetex C-18 jsme nebyli schopni detekovat methotrexat a
jeho metabolit 7-hydroxy methotrexat, a to ani v jednom ze tfi stanoveni.

Dalsi testovanou kolonou byla bifenylova kolona Kinetex, u které byla kriticka zejména Sitka pik( a
horsi separace latek za nastavenych experimentalnich podminek. Obdobné byla hodnocena kolona
Raptor C-18, u které dochazelo ke znacnému rozmyvani pik( a horsi symetrii pikd napfiklad u latek
citalopram, karbamazepin ¢i methotrexat. Obé kolony (Kinetex C18 i Raptor ARC C18) patti dle
velikosti ¢astic SF mezi HPLC kolony, a to by mohlo byt pficinou vySe uvedeného hodnoceni. U

methotrexdtu a jeho metabolitu nebyl zaznamendn pfi pouZiti kolony Kinetex C18.
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Tabulka 70 Porovndni odezvy a retenc¢niho ¢asu danych analyti v zdvislosti na zméndch kolon

Acquity BEH C-18 Kinetex C-18 Kinetex Biphenyl Raptor ARC C-18

Retencni ¢as Odezva Retencni Cas Odezva Retencni Cas Odezva Retentni ¢as Odezva
Pregabalin 1.49 3.23E+05 1.05 1.49E+05 1.01 4.70E+05 1.13 2.74E+05
Levetiracetam 1.57 2.04E+06 1.12 1.44E+06 1.57 1.15E+06 1.34 1.44E+06
Gabapentin 1.45 1.15E+06 1.04 1.02E+06 1.19 1.37E+06 1.14 1.22E+06
Theofylin 1.49 6.94E+05 1.13 6.22E+05 1.62 8.47E+05 1.41 6.01E+05
Zonisamid 2.21 1.02E+06 1.74 6.88E+05 2.23 1.13E+06 1.82 9.88E+05
Brivaracetdt 3.33 1.79E+06 2.71 2.64E+06 2.96 2.73E+06 2.87 3.42E+06
Primidon 2.60 1.05E+06 2.13 9.71E+05 2.26 6.86E+05 2.21 7.75E+05
Acyklovir 0.81 9.21E+05 0.64 9.18E+05 0.76 3.50E+06 0.66 2.52E+06
Karbamazepin 3.77 1.05E+06 2.96 8.62E+05 3.87 8.52E+05 3.15 8.20E+05
Rufinamid 2.50 1.34E+06 2.10 2.33E+06 2.63 1.84E+06 2.20 1.24E+06
8-hydroxy acyclovir 0.67 2.31E+06 0.58 2.91E+05 0.51 4.63E+06 0.49 3.18E+06
Lacosamid 2.58 8.46E+06 2.14 7.13E+06 2.39 7.26E+06 2.21 6.44E+06
Fenytoin 3.53 7.25E+05 2.87 7.00E+05 3.33 1.01E+06 2.94 5.45E+05
Epoxykarbamazepin 3.02 1.93E+06 2.48 1.94E+06 3.34 1.56E+06 2.63 1.48E+06
Stiripentol 6.36 2.36E+06 5.41 1.61E+06 6.64 2.20E+06 7.56 1.71E+06
Eslikarbamazepin 7.05 5.02E+06 6.48 4.64E+06 6.76 3.43E+06 8.32 3.21E+06
Lamotrigin 2.71 3.02E+05 2.24 3.62E+05 2.56 4.07E+05 2.37 3.00E+05
O-desmethyl venlafaxin 2.52 2.85E+07 2.00 2.67E+07 2.67 3.02E+07 2.66 1.98E+07
Mirtazapin 4.93 3.09E+07 4.17 2.77E+07 5.62 2.12E+07 5.39 1.76E+07
Nordiazepam 4.87 1.01E+06 4.00 1.07E+06 4.87 7.05E+05 4.17 1.12E+06
Venlafaxin 3.33 4.55E+07 2.64 3.66E+07 3.87 3.77E+07 3.92 2.58E+07
Diazepam 5.12 3.42E+06 4.24 2.99E+06 5.73 2.61E+06 4.55 2.91E+06

99



Pokracovdni tabulky 70 Porovndni odezvy a retenc¢niho ¢asu danych analyt( v zdvislosti na zméndch kolon

Acquity BEH C-18 Kinetex C-18 Kinetex Biphenyl Raptor ARC C-18

Retencni ¢as Odezva Retencni Cas Odezva Retencni Cas Odezva Retentni ¢as Odezva
Norklobazam 3.89 7.79E+05 3.14 5.11E+05 4.10 4.60E+05 3.26 4.70E+05
Sulthiam 7.70 1.87E+05 7.28 1.57E+05 6.42 1.44E+05 7.40 1.45E+05
N-desmethyl sertralin 5.39 1.80E+04 4.39 2.78E+04 5.88 8.92E+03 5.84 1.30E+04
N-desmethyl olanzapin 3.20 2.15E+07 2.58 2.19E+07 4.04 1.81E+07 3.73 2.89E+06
Vortioxetin 5.61 9.59E+06 4.63 5.10E+06 6.54 9.70E+06 6.61 9.32E+06
Klobazam 5.14 1.60E+06 3.37 2.19E+06 4.85 1.51E+06 3.60 1.62E+06
Sertralin 541 7.41E+06 4.42 5.31E+06 6.08 3.31E+06 5.93 4.42E+06
Fluconazol 2.55 1.71E+06 2.15 1.51E+06 2.45 1.94E+06 2.25 1.17E+06
Alprazolam 4.35 3.88E+06 3.54 2.24E+06 5.25 3.14E+06 4.00 2.92E+06
N-desmethyl citalopram 3.29 5.63E+06 2.61 1.95E+06 4.08 2.36E+06 3.77 3.89E+06
N-desmethyl klozapin 3.95 6.15E+06 3.15 5.46E+06 4.51 4.88E+06 4.39 1.47E+06
Olanzapin 4.26 1.49E+07 3.58 1.28E+07 4.92 8.59E+06 4.39 9.59E+05
Bromazepam 3.61 7.38E+05 2.93 7.33E+05 3.97 6.81E+06 3.15 5.03E+05
Klonazepam 3.82 1.01E+06 3.13 6.96E+05 4.19 9.44E+05 3.21 1.09E+06
Lorazepam 4.29 9.97E+05 3.49 1.13E+06 4.14 8.80E+05 3.59 1.18E+06
Citalopram 3.47 1.99E+07 2.80 2.00E+07 4.51 1.37E+07 4.04 6.48E+06
Klozapin 5.51 2.39E+06 4.75 2.17E+06 5.56 2.10E+06 5.29 1.25E+06
Paroxetin 4.07 3.63E+06 3.26 3.05E+06 5.26 2.77E+06 4.75 2.54E+06
Voriconazol 431 8.32E+06 3.54 5.12E+06 4.04 2.94E+06 3.81 6.75E+06
Perampanel 4.44 7.30E+06 3.77 7.21E+06 6.09 4.50E+06 4.06 5.15E+06
Topiramat 2.99 1.93E+06 2.46 1.79E+06 2.83 1.86E+06 2.55 1.90E+06
Amisulprid 2.04 1.52E+07 1.65 1.57E+07 2.98 1.32E+07 2.29 9.63E+06
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Pokracovdni tabulky 70 Porovndni odezvy a retenc¢niho ¢asu danych analyt( v zdvislosti na zméndch kolon

Acquity BEH C-18 Kinetex C-18 Kinetex Biphenyl Raptor ARC C-18

Retencni ¢as Odezva Retencni Cas Odezva Retencni Cas Odezva Retentni ¢as Odezva
Trazodon 5.36 3.57E+07 4.54 3.10E+07 6.10 2.79E+07 4.90 2.93E+07
Haloperidol 4.22 2.50E+07 3.57 1.38E+07 4.75 3.94E+07 4.42 2.50E+07
Kvetiapin 5.49 2.67E+07 4.65 2.54E+07 5.91 2.46E+07 5.02 3.13E+07
Risperidon 4.15 4.74E+07 3.53 4.45E+07 5.95 4.81E+07 4.37 3.08E+07
Ziprasidon 6.13 8.95E+06 5.40 7.97E+06 6.59 6.10E+06 5.72 6.31E+06
9-hydroxy risperidon 3.67 4.46E+07 3.08 4.08E+07 4.88 3.69E+07 3.64 3.93E+07
Flufenazin 6.75 6.77E+06 6.13 5.61E+06 6.51 5.02E+06 6.62 4.53E+06
Flupentixol 6.60 2.07E+07 5.93 1.77E+07 6.42 1.94E+07 6.43 1.30E+07
Dehydro aripiprazol 6.90 1.15E+07 6.35 8.17E+06 7.17 9.24E+06 6.66 6.12E+06
Aripiprazol 6.94 6.97E+06 6.41 5.33E+06 7.28 5.99E+06 6.66 5.11E+06
Methotrexat 1.07 5.48E+06 nezaznamenan nezaznamenan 0.75 4.32E+06 0.50 8.20E+06
7-hydroxy methotrexat 1.21 3.93E+05 nezaznamenan nezaznamenan 0.53 3.40E+06 0.51 2.40E+06
Desmethyl amiodaron 7.43 2.92E+06 6.98 2.01E+06 7.77 2.74E+06 7.73 2.92E+06
Amidaron 8.20 3.19E+06 7.97 2.84E+06 8.26 1.62E+06 8.28 2.25E+06
Posakonazol 6.26 8.65E+05 5.73 9.90E+05 7.13 5.44E+05 6.09 3.73E+05
Itrakonazol 6.85 4.65E+05 6.44 3.49E+05 7.84 2.51E+05 6.72 3.37E+05
Kys. valproova 3.59 1.57E+05 2.85 9.53E+04 2.24 6.48E+04 2.86 5.88E+04
Fenobarbital 2.86 6.18E+04 2.34 5.80E+04 2.61 5.63E+04 2.40 7.32E+04
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Dalsi testovanou kolonou byla Kinetex C-8, u které bylo pozorovano zkraceni retencnich ¢ast v dlsledku kratsiho alkylovému fetézci C8 stacionarni faze.
Kolona neposkytovala dostate¢né rozliSeni a nedostatecnou selektivitu béhem 10minutové chromatografické analyzy. Jako posledni byla testovana kolona

Arion, ktera poskytovala Spatnou symetrii, nizkou odezvu a Spatné rozloZeni analytd v Case.

Tabulka 71 Porovndni odezvy a retenc¢niho ¢asu danych analyti v zdvislosti na zméndch kolon

Kinetex C-8 Thermo C-18 Astra Arion C-18

Retenéni ¢as Odezva Retenéni ¢as Odezva Retenéni ¢as Odezva
Pregabalin 1.01 2.10E+05 1.29 2.74E+05 1.65 1.92E+05
Levetiracetam 1.08 1.57E+06 1.35 1.29E+06 1.78 1.74E+06
Gabapentin 0.99 9.68E+05 1.25 1.29E+06 1.66 8.97E+05
Theofylin 1.04 6.66E+05 1.27 4.85E+05 1.81 8.22E+05
Zonisamid 1.62 9.59E+05 1.92 7.71E+05 2.28 8.82E+05
Brivaraceta 2.59 1.57E+06 2.88 2.71E+06 3.45 3.63E+06
Primidon 2.08 8.64E+05 2.29 7.41E+05 2.61 1.02E+06
Acyklovir 0.64 6.93E+05 0.75 1.10E+06 0.77 1.59E+06
Karbamazepin 2.80 8.85E+05 3.13 6.40E+05 3.83 8.59E+05
Rufinamid 2.06 1.69E+06 2.25 1.91E+06 2.52 2.09E+06
8-hydroxy acyclovir 0.53 2.47E+06 0.61 2.73E+06 0.55 1.67E+06
Lacosamid 2.10 7.81E+06 2.28 5.28E+06 2.62 6.97E+06
Fenytoin 2.42 8.65E+05 2.65 7.62E+05 3.11 8.30E+05
Epoxykarbamazepin 2.41 2.00E+06 2.66 1.96E+06 3.12 2.20E+06
Stiripentol 5.48 5.27E+05 6.20 1.36E+06 7.00 1.89E+06
Eslikarbamazepin 5.97 2.15E+06 7.04 4.84E+06 7.86 8.20E+06
Lamotrigin 2.19 3.33E+05 2.42 4.59E+05 2.75 3.12E+05
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Pokracovdni tabulky 71 Porovndni odezvy a retenc¢niho ¢asu danych analyt v zdvislosti na zméndch kolon

Kinetex C-8 Thermo C-18 Astra Arion C-18

Retencni ¢as Odezva Retencni Cas Odezva Retencni Cas Odezva
O-desmethyl venlafaxin 1.99 2.18E+07 2.29 2.95E+07 2.58 2.74E+07
Mirtazapin 3.83 2.86E+07 4.48 2.35E+07 5.56 2.85E+07
Nordiazepam 3.68 1.19E+06 421 1.31E+06 5.15 1.11E+06
Venlafaxin 2.60 3.04E+07 2.97 3.89E+07 3.69 3.68E+07
Diazepam 3.92 3.40E+06 4.44 2.83E+06 5.47 3.04E+06
Norklobazam 2.99 7.37E+05 3.34 6.74E+05 4.04 6.27E+05
Sulthiam 6.67 1.59E+05 7.35 1.98E+05 8.13 3.13E+05
N-desmethyl sertralin 4.10 2.45E+04 4.87 1.09E+04 5.91 7.95E+03
N-desmethyl olanzapin 2.54 1.75E+07 2.93 1.81E+07 3.57 1.76E+07
Vortioxetin 4.43 6.60E+06 5.32 1.01E+07 6.34 8.79E+06
Klobazam 3.21 1.47E+06 3.58 1.43E+06 4.37 2.11E+06
Sertralin 4.13 4.48E+06 4.87 3.67E+06 6.04 5.38E+06
Flukonazol 2.09 1.36E+06 2.30 8.98E+05 2.56 1.40E+06
Alprazolam 3.34 3.88E+06 3.79 3.28E+06 4.61 3.72E+06
N-desmethyl citalopram 2.61 2.03E+06 3.00 3.46E+06 3.51 4.03E+06
N-desmethyl klozapin 3.04 4.91E+06 3.56 6.06E+06 4.41 5.34E+06
Olanzapin 3.20 1.30E+07 3.71 1.23E+07 4.86 1.07E+07
Bromazepam 2.79 4.79E+05 3.13 3.72E+05 3.89 2.80E+05
Klonazepam 3.00 8.96E+05 3.30 1.23E+06 4.01 7.47E+05
Lorazepam 3.31 9.00E+05 3.70 9.91E+05 4.47 8.84E+05
Citalopram 2.73 1.25E+07 3.14 1.35E+07 3.84 1.63E+07
Klozapin 4.22 2.10E+06 4.88 2.32E+06 6.08 2.99E+06
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Pokracovdni tabulky 71 Porovndni odezvy a retenc¢niho ¢asu danych analyti v zdvislosti na zméndch kolon

Kinetex C-8 Thermo C-18 Astra Arion C-18

Retencni ¢as Odezva Retencni Cas Odezva Retencni Cas Odezva
Paroxetin 3.25 2.07E+06 3.74 2.71E+06 4.52 2.71E+06
Vorikonazol 33 5.58E+06 3.72 5.53E+06 4.60 6.70E+06
Perampanel 3.58 7.98E+06 3.86 6.87E+06 4.86 3.87E+06
Topiramat 2.37 2.36E+06 2.61 2.05E+06 3.10 1.88E+06
Amisulprid 1.67 7.29E+06 1.93 1.46E+07 2.21 1.72E+07
Trazodon 4.00 3.50E+07 4.60 3.43E+07 5.89 3.44E+07
Haloperidol 3.28 2.51E+07 3.66 3.75E+07 4.81 2.56E+07
Quietiapin 4.16 3.31E+07 4.78 3.27E+07 5.92 3.10E+07
Risperidon 3.15 4.43E+07 3.59 4,91E+07 4.84 4.04E+07
Ziprasidon 4.68 8.72E+06 5.43 9.92E+06 6.64 1.04E+07
9-hydroxy risperidon 2.77 4.48E+07 3.14 3.73E+07 4.19 4.84E+07
Fluphenazin 5.46 5.33E+06 6.27 7.25E+06 7.23 1.01E+07
Fluphentixol 5.28 2.13E+07 6.07 2.24E+07 7.07 3.34E+07
Dehydro aripiprazol 5.57 8.56E+06 6.34 9.14E+06 7.47 1.89E+07
Aripiprazol 5.61 6.26E+06 6.39 6.64E+06 7.52 1.00E+07
Methotrexat 0.71 3.96E+06 0.91 7.40E+06 1.15 1.63E+06
7-hydroxy methotrexat 0.72 2.91E+05 0.67 8.10E+05 1.34 6.05E+04
Desmethyl amiodaron 6.25 1.57E+06 7.02 2.47E+06 8.11 2.93E+06
Amidaron 7.07 1.84E+06 7.78 2.21E+06 6.58 3.44E+05
Posakonazol 5.02 8.02E+05 5.71 8.80E+05 6.75 1.31E+06
Itrakonazol 5.74 6.28E+05 6.34 5.72E+05 7.41 4.25E+05
Kys. valproova 2.67 1.07E+05 3.08 9.50E+04 3.68 1.37E+05
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Pokracovdni tabulky 71 Porovndni odezvy a retenc¢niho ¢asu danych analyti v zdvislosti na zméndch kolon

Kinetex C-8 Thermo C-18 Astra Arion C-18
Retencni ¢as Odezva Retencni ¢as Odezva Retencni ¢as Odezva
Fenobarbital 2.28 5.39E+04 2.51 5.86E+04 2.91 7.27E+04

Pro validaci metody stanoveni 62 |é¢iv ze séra pomoci UPLC-MS/MS byla na konec pouZita kolona od spoleénosti Waters Acquity UPLC BEH C18, ktera
vykazovala nejlepsi separacni rozliSeni v 10 minutové chromatografické analyze za experimentdlniho nastaveni vySe uvedenych podminek.
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8.2 Testovani upravy vzork

Pro stanoveni |éCiv z biologické matrice, jako je krev, pomoci LC-MS je béZné provést Upravu
vzorku. Existuje cela fada technik (napt. SPE, PPT, LLE a dalsi), které je mozné pro tento Ucel
vyuzit. Tabulka 28 uvadi nékteré priklady stanoveni vybranych |éCiv z biologické matrice pomoci
LC-MS. Mezi velmi uzivané techniky Upravy vzorku patfi metoda PPT, ktera byla v tabulce 28
vyuzita jako technika Upravy vzork( v 5 uvedenych publikacich, nasledovana technikou LLE a

SPE. Mezi hlavni vyhody PPT techniky je rychlost a jednoduchost.

Béhem vyvoje metody pro testovani Upravy vzork( bylo celkové testovano 6 riznych priprav. Ty
jsou podrobné popsany v tabulce 72, kdy béhem upravy vzorku bylo pfiddno 50 puL smésného
standardu vSech analytd o priblizné koncentraci (cca 200 ng/mL). Bohuzel tato koncentrace je
pouze orientacni, a to z divodu toho, Ze jsme neméli dostatecné mnozZstvi vSech standard( pro
pfipravu smésného standardu pouZivaného pro tento experiment. DlleZité vsak bylo, Ze jsme
vytvorili dostate¢né mnozstvi priddvaného smésného standardu (o priblizné koncentraci 200
ng/mL v metanolu) a u vSech Sesti postupl byl pfidan stejny objem 50 pl. Z tohoto ddvodu je
mozZné tyto postupy mezi sebou porovnat. Kazdy ztéchto postupl byl pripravovan 3x a
vysledkem porovnani, mezi jednotlivymi postupy, byla primérna plocha pikd kazdé latky, ktera

je uvedena v tabulce 73.

Pro kazdou z téchto pfiprav byl proveden test chemikalii a test blankového séra (sérum od
neuzivajicich darcl dodané krevnim centrem FN Ostrava). Vzorek pro testovani Ccistoty
rozpoustédel (test chemikalii) byl pfipravovan tak, Ze misto blank séra byla pfidana voda a misto
smésného vnitiniho standardu a smésného standardu, byl pfidan stejny objem metanolu.
Nasledny postup zpracovani vzorku jiz byl stejny. Experiment na testovani vhodnosti blankového
séra byl opét pfipravovan obdobné. Experimenty byly provedeny z ddvodu mozného vylouceni
kontaminace rozpoustédel a k testovani blankovych, které byly nasledné vyuZity pro validaci

metody.

Vysledkem bylo nalezeni takové pripravy vzorku, ktera by poskytovala dostatec¢nou citlivost pro
stanoveni vSech vybranych |écéiv ze séra pomoci LC-MS/MS. Vzhledem k tomu, Ze se analyty
vyskytuji v rozdilnych terapeutickych rozmezich (koncentracich v redlnych vzorcich) (tabulka 19—
27), bylo nutné se zaméfit na latky s nejmensi koncentraci v redlnych vzorcich, popfipadé
s nejmensi odezvou. Mezi kritické analyty fadime nékteré benzodiazepiny a psychofarmaka.
V tabulce 73 mlzZeme pozorovat u nékterych analytQ narlst odezvy pfi kyselé pripravé vzorkd

pridanim kyseliny. Tento druhy pfipravy vyhovoval nejvice analytim, zejména tedy
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antiepileptikim jako je levetiracetam, brivaracetam, lakosamid a jiné, nicméné nalezneme
taktéZz i psychofarmaka, kterém tento zplsob vyhovoval taktéZ (O-desmethyl venlafaxin,
venlafaxin nebo mirtazapin). Po vyhodnoceni vsSech Sesti experiment( pfipravy vzorkd
vykazovaly nejlepsi vysledky postup pfipravy €. 3 a €. 4. V téchto pfipravach byla pouzita HCIO,4
(pfiprava €.3) nebo HCOOH (pfiprava ¢.4). Z vyhodnoceni poskytnutych odezev (ploch pikd) jsme
dosli k zavéru, Ze i pres to, Ze nékterym psychofarmakim tato pfiprava ne zcela vyhovuje (napf.

N-desmethyl sertralin), jsme zvolili pfipravu €. 3.

Z tabulky 73 je moZné vypozorovat nizkou anebo Zadnou plochu u téchto analyti: methotrexat

a jeho metabolit, acyklovir a jeho metabolit a N-desmethyl sertralin béhem Gpravy vzork ¢. 3.
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Tabulka 72 Postup pfipravy vzorki séra

FIISIO Postup pripravy
pFipravy
1 200 pL blank séra, 50 pL vnitfniho standardu, 50 plL smésného standardu, 400uL srazeci smési (0,5 ml 11% ZnSO4 + 9,5 ml smési MeOH:ACN v
poméru 3:2, v/v), 200uL H20 - vortex 30s a centrifugace (4000 ot./min. pfi 4°C)
5 200 pL séra, 50 pL vnitfniho standardu, 50 pL smésného standardu, 400uL MeOH, 200uL H,O - vortex 30 s a centrifugace (4000 ot./min. pfi
4°C)
3 200 pL blank séra, 50 pL vnitfniho standardu, 50 uL smésného standardu, 20uL 25 % HCIO4 - vortex 30 s > 20uL 0.5M NH4/H,0, 50uL H,0 >
vortex 30 s a centrifugace (4000 ot./min. pti 4°C)
4 200 pL blank séra, 50 pL vnitfniho standardu, 50 pL smésného standardu, 400uL 1% HCOOH ve smési MeOH:ACN (3:2, v/v), 200uL H,0 - vortex
30s a centrifugace (4000 ot./min. pfi 4°C)
5 200 pL blank séra, 50 pL vnitfniho standardu, 50 uL smésného standardu, 400uL 0,5 % HCOOH v MeOH, 200uL H20 - vortex 30 s a centrifugace
(4000 ot./min. pfi 4°C)
6 200 pL blank séra, 50 pL vnitfniho standardu, 50 uL smésného standardu 400puL srazeci smési (0,5 ml 11 % ZnSO4 + 9,5 ml smési MeOH), 200uL

H.0 - vortex 30 s a centrifugace (4000 ot./min. pti 4°C)
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Tabulka 73 Porovndni priimérnych ploch pikd vybrnaych analyti pro jednotlivé postupy pripravy vzorki séra

¢. Upravy vzorkd 1 2 3 4 5 6
Analyt Odezva Odezva Odezva Odezva Odezva Odezva
Pregabalin 9897.76 9722.86 36194.55 30388.37 23933.30 14173.89
Levetiracetam 87722.03 83948.03 128725.09 116935.85 93132.13 95640.88
Gabapentin 17406.20 13623.11 70895.04 48505.08 34607.10 19820.69
Theophylin 1075.18 1079.05 8251.77 2532.58 1923.65 2099.46
Zonisamid 35119.11 30834.84 45008.40 34979.57 27627.02 36235.52
Brivaracetat 130441.67 116823.05 236895.78 119870.10 119556.03 135116.24
Primidon 40686.95 37532.91 63304.11 41761.21 38379.12 42290.35
Acyklovir 32.22 25.35 - 8275.72 4034.92 93.80
Karbamazepin 28832.21 25486.51 27038.59 27022.83 25007.21 2924413
Rufinamid 100540.21 86772.26 140982.38 78487.63 82937.42 108285.80
8-hydroxy acyclovir - - - 9426.85 632.64 -
Lacosamid 194120.39 176677.43 249388.87 196619.45 163279.75 190233.89
Fenytoin 3799.48 2968.74 4768.67 5056.18 4026.76 3662.33
Epoxykarbamazepin 181197.40 155499.91 10540.73 98141.32 135262.70 180238.19
Stiripentol 23705.58 19424.72 442.09 19181.92 16110.66 20758.87
Eslikarbamazepine 4504.48 5735.39 61662.41 11260.60 12442.28 4178.81
Lamotrigin 11683.95 11342.70 18343.26 10174.09 11373.69 12997.08
O-desmethyl venlafaxin 770605.44 706107.33 1171598.75 878895.58 699706.58 777486.60
Mirtazapin 621599.23 545487.88 1156413.17 709707.25 558406.69 628616.54
Nordiazepam 46132.03 41914.01 93307.62 47771.34 40028.34 49856.98
Venlafaxin 1469603.71 1292158.71 2264729.33 1505365.17 1296509.63 1499073.00
Diazepam 64851.10 53675.99 14415491 79532.71 61979.33 79913.21
Norclobazam 41331.95 34221.88 30506.95 30822.63 29890.41 37508.00




Pokracovdni tabulky 73 Porovndni priimérnych ploch piki vybrnaych analyti pro jednotlivé postupy pripravy vzorki séra

¢. Upravy vzorkd 1 2 3 4 5 6
Analyt Odezva Odezva Odezva Odezva Odezva Odezva
Sulthiam 175558.61 8322.92 13397.30 8909.71 7533.03 10392.12
N-desmethyl sertralin 3641.08 3697.89 1258.87 6617.27 4658.84 3456.94
N-desmethyl olanzapin 1085571.21 959428.46 1209477.38 2322733.33 1353625.21 1009655.67
Vortioxetin 376166.56 315195.64 127277.73 437569.72 338246.89 338448.73
Klobazam 74871.33 64661.55 39071.13 80221.81 68719.82 73052.74
Sertralin 168533.33 141561.47 43847.83 230633.82 145630.59 148871.19
Fluconazol 13090.75 13119.94 48191.07 31713.75 29266.06 15065.08
Alprazolam 131027.11 117549.02 114681.76 131118.40 118541.48 132867.61
N-desmethyl citalopram 135889.75 122269.55 109213.20 139283.88 131541.91 135063.32
N-desmethyl klozapin 241736.58 204424.48 273464.43 242756.92 221156.40 233069.03
Olanzapine 240186.22 209506.92 344580.23 276607.02 215542.58 238936.66
Bromazepam 3056.97 3372.90 13943.03 13174.80 7414.02 3532.44
Klonazepam 25026.89 21706.33 43862.27 21976.96 20891.90 24086.28
Lorazepam 17229.04 14618.08 28140.84 21615.37 16684.66 18598.50
Citalopram 513148.66 465397.85 446446.23 520834.90 457218.11 540439.83
Klozapin 37362.52 30553.17 51247.20 43024.32 35534.65 38938.97
Paroxetin 109965.53 93018.53 44831.50 151862.92 116075.29 102244.78
Voriconazol 165811.83 144814.63 463660.50 256622.54 225738.36 200046.59
Perampanel 275900.63 243223.25 330043.34 269182.10 233736.64 27495791
Topiramat 57958.66 49793.47 107743.79 34712.85 51019.26 56827.56
Amisulprid 325897.47 171368.28 517531.61 377568.21 319013.69 361602.85
Trazodon 854064.25 743893.21 738466.50 914184.02 777235.96 864202.15
Haloperidol 743538.83 678180.17 605163.83 1109080.33 915685.63 769035.40
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Pokracovdni tabulky 73 Porovndni priimérnych ploch piki vybrnaych analyti pro jednotlivé postupy pripravy vzorki séra

¢. Upravy vzorkd

1

2 3 4 5 6
Analyt Odezva Odezva Odezva Odezva Odezva Odezva
Quietiapin 684560.94 616543.25 1095090.29 768988.85 618852.33 699781.67
Risperidon 1896180.00 1651846.79 2166229.83 2056904.79 1557171.75 1939051.38
Ziprasidon 271700.02 227932.45 88989.77 301437.96 262858.57 264880.57
9-hydroxy risperidon 1043321.02 889528.17 1117796.38 842544.71 761257.27 1030460.29
Fluphenazin 485314.24 419410.80 182459.54 453026.31 395671.70 453743.33
Fluphentixol 259458.37 221472.62 58636.81 213013.95 203053.97 240983.43
Dehydro aripiprazol 257183.76 221576.77 33795.59 215359.26 221772.10 231281.25
Aripiprazol 214168.40 184776.23 28162.29 158594.17 197335.60 200061.74
Methotrexat 893.11 593.55 48709.46 38885.14 34894.59 1855.17
7-hydroxy methotrexat 177.58 132.00 11298.01 11641.35 3055.19 63.64
Desmethyl amiodaron 179057.44 117500.13 7734.32 143207.40 127453.28 153160.03
Amidaron 290217.47 214898.69 127300.48 218244.50 170311.86 220321.15
Posakonazol 16535.32 13570.21 7748.18 17811.74 16090.89 17844.04
Itrakonazol 14734.73 12240.10 1837.42 10469.18 11177.00 12668.36
Kys. valproova 19055.38 17060.65 34305.95 19861.83 16800.80 20335.24
Fenobarbital 775.42 685.33 1672.98 1226.49 1013.00 797.58




8.3 Validace metody

Metoda byla validovéana dle kritérii Ufadu pro kontrolu potravin a |é&iv (Food and Drug
Administration — FDA) na uvedené validaéni parametry: selektivita, linearita,

opakovatelnost, mezilehla preciznost.
8.3.1 Selktivita

Testovani Selektivity probéhlo analyzou Sesti blankovych sér od neuzivajicich darcu.

Selektivita byla i testovana s béhem experimentu testovani Upravy vzorku (kapitola 8.2).
8.3.2 Linearita

Pro kvantifikaci vSech analytl byly pfipravovany kalibraéni kfivky. Dle ocekavanych
koncentraci v redlnych vzorcich jsme skupiny analytd rozdélili do 5 tfid (LOW. MEDIUM,
HIGH, MEGA HIGH a VPA) viz tabulka 58. Tridy LOW, MEDIUM, HIGH a MEGA HIGH
obsahovaly 15 kalibraénich bodd, zbyla kalibrace pro kyselinu valproovou (VPA) méla
pouze bodl 12. Vzhledem kvysokym terapeutickym rozmezim byly nékteré latky
zastoupeny ve vice tfidach, viz tabulka 58. Z tohoto divodu je u nékterych latek vice jak
15 kalibracénich standard(l. Prvnim bodem kalibracnich kfivek vSech latek byl vidy jejich
LLOQ (spodni limit meze kvantifikace) a celkovy pocet kalibra¢nich bodu se dale odvijel od
zastoupeni v danych koncentracnich tfidach (LOW, MEDIUM, HIGH, MEGA HIGH, VPA —

viz tabulka 58). Z tohoto divodu byl pocet kalibracnich bodu pro rGzné Iatky odlisny.

Napfiklad u gabapentinu (obsazeného v zasobnich roztocich MEDIUM, HIGH, MEGA HIGH)

byl celkovy pocet kalibracnich bodu 28.

PFi kalibraci byly vynaseny plochy standard(i vztazené k ploSe vnitfniho standardu
v zavilosti na koncentraci analytu. Aplikovana byla linearni regresni kfivka v pfiloze €. 1 az
priloha ¢. 57 jsou uvedeny kalibra¢ni kfivky vsech analytd. Vzhledem k vysokym
terapeutickym rozmezim nékterych analytd (koncentraénimu rozsahu kalibracnich kfivek
neni vidy zavislost plochy piku na koncentraci analytu linearni). Kvadratickou zavislost
mUlzZeme pozorovat napriklad u analytl: gabapentin, brivaracetat, lakosamid, fenytoin,
epoxykarbamazepin, eslikarbamazepin a dalsi (viz ptilohy). Analyzou komerénich QC
kontrol bylo zjiSténo Ze nékteré koncentracni hladiny téchto kontrol nevychazely
(nespadala do poZzadovaném rozmezi koncentraci). Z tohoto dlivodu byla pro nékteré
analyty kalibracni kfivka rozdélena na 2 ¢asti. Prikladem je latka eslikarbamazepin, u které

byla kalibracni kfivka rozdélena na dvé casti. Prvni z nich (nizkd) byla naklibrovana od 12
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do 4500 ng/mL v séru a druha kalibraéni kfivka(vysoka) byla naklibrovana od 1125 do
45000 ng/mL. Po tomto rozdéleni krivek doSlo ke spravné kalkulaci koncentraci

komerénich QC kontrol. Toto rozdéleni bylo provedeno u rufinamidu a jinych latek.

8.3.3 Opakovatelnost a mezilehla preciznost

Pro hodnoceni opakovatelnosti a mezilehlé preciznosti byly méfeny standardni vzorky.
Méreni probihalo deset krat a vidy na jedné ze ¢tyr koncentracnich hladin, které byly
specifické pro kazdou latky. Z namérenych hodnot bylo vypocitano: relativni smérodatna

odchylka (SD), prlimér, recovery a varia¢ni koeficent.

Dle kritérii by méla vyvinutd metoda splfiovat hodnotu varia¢niho koeficientu (VK, RSD)

do £ 15 % a ddle hodnoty vytéznosti neboli recovery v rozmezi od 80 do 120 %.

Prvni kalibra¢ni body byl pro vSechny analyty akceptovan jako spodni limit kvantifikace
(LLOQ), z divodu toho Ze odezval latek byla minimalné 10krat vyssi neZ odezva blanku
s prijatelnou  presnosti (20%) a spravnosti (80-120%). Koncentrace druhého
koncentra¢niho bodu by méla odpovidat trojnasobku LOQ. Dalsi koncentracni hladiny pro
hodnoceni validace byly zvoleny tak aby koncentracné spadaly do stfednich hodnot
terapeutického rozmezi danych latek a posledni hodnota se pohybovala v vysSich

koncentraci kalibraéni kfivky.
Vysledky opakovatelnosti vybranych validovanych latek Ize nalézt v kapitole 8.3.3.1

Vysledky mezilehlé preciznosti vybranych validovanych latek Ize nalézt v kapitole 8.3.3.2

Prvni koncentracni hladina byla vZdy zvolena tak aby odpovidala limitu kvantifikace (LOQ),
druha hladina byla volena tak aby byla do trojnasobku LOQ, treti hladina tak aby byl bod
uprostred kalibra¢ni zavislost a ctvrta hladina byla hladinou nejvyssi. Z namérenych

hodnot byly pro kazdou latku vypocitany
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8.3.3.1

Tabulka 74 Vysledky opakovatelnosti méreni pregabalinu, levetiracetamu, gabapentinu. MH. — mega high, H — high, M — medium

Opakovatelnost

AEP PREGABALIN AEP LEVETIRACETAM AEP GABAPENTIN
Standard¢. | H.6 | H.7 | M. 14 H.15 | Standard¢. | H.6 | H.7 H. 15 MH. 14 | Standard¢. | H.6 | H.7 | MH.11 | MH. 13
Koncentrace | 12 30 | 1000 | 12000 |Koncentrace| 12 30 12000 22500 | Koncentrace | 12 30 | 4500 11250

1| 11.8 | 29.4 |1021.4| 12032.6 1| 113 | 29.6 | 12212.4 | 22531.8 1| 11.8 | 30.6 | 4470.6 | 111141
2 12.3 | 29.3 | 969.6 | 11437.6 2 12 29.5 | 11960.1 | 22496.1 2| 12.6 | 30.1 | 44929 | 11164.1
3| 12.3 | 31.7 |1009.7 | 11399.4 3 |11.7 | 30.7 | 12039.7 | 22917.6 3| 12.1 | 30.8 | 4439.7 11437
4| 12.3 | 29.3 {1000.3| 11368.5 4 12 30.4 | 12001.7 22313 4 | 119 | 29.9 | 4426.5 | 11407.2
méten 51 12.1 | 29.1 | 998.3 | 12389.9 méten 51121 | 29.7 | 11968.8 | 22426.2 méten 51| 11.8 | 31.2 | 4561.6 | 11137.1
6 | 12.5 | 30.2 |1033.3| 12250.9 6 | 12.6 | 30.6 | 12031.8 | 25922.1 6 | 11.8 | 29.9 | 4405.3 | 11577.8
7| 12,5 | 29.9 | 999.3 | 12314.9 7 12 29.7 | 12225.5 | 22396.7 7 12 29.6 | 4488.3 | 11419.1
8 | 12.2 | 29.5 [1004.8| 12198.8 8 |12.6 | 30.2 | 12136.3 22930 8| 12.4 | 28.9 | 44335 | 11291.8
9| 12.2 | 29.7 | 972.3 | 11937.5 9| 11.7 | 30.6 | 12132.2 | 22236.2 9| 124 29 4466.4 | 11235.6
10| 12.2 | 29.9 | 966.6 11615 10| 11.7 | 30.2 | 12233.4 | 23014.1 10| 12.8 | 29.5 | 4564.5 | 11124.9
primér 12.24 | 29.80|997.56 | 11894.51 primér 11.97 | 30.12 |12094.19 | 22918.38 primér 12.16 [ 29.95|4474.93 | 11290.87
SD 0.20 | 0.75 | 22.20 | 404.33 SD 0.41 | 0.46 106.94 | 1090.65 SD 0.37 | 0.75 | 54.04 161.67
RSD % 164 | 251 | 2.23 3.40 RSD % 3.39 | 1.52 0.88 4.76 RSD % 3.01 | 2.50 1.21 143
Recovery % |102.00|99.33| 99.76 99.12 Recovery % [99.75|100.40| 100.78 101.86 Recovery % |101.33|99.83| 99.44 100.36
Odchylka % -2.00 | 0.67 | 0.24 0.88 Odchylka% | -0.25| 0.40 0.78 1.86 Odchylka % 1.33 |-0.17| -0.56 0.36
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Tabulka 75 Vysledky opakovatelnosti méreni theofylinu, zonisamidu, brivaracetdatu. MH. — mega high, H — high, M — medium

DILAT THEOFYLIN AEP ZONISAMID AEP BRIVARACETAT
Standard ¢. | H.7 H.9 | M\H.13 | M.H.14 | Standard¢. | H.8 H.9 H. 15 MH. 14 | Standard¢. | M.9 (M. 10| M. 12 | M. 14
Koncentrace 60 120 11250 22500 | Koncentrace 60 120 12000 22500 | Koncentrace | 20 50 200 1000
1| 60.2 | 123.1 | 11131.3 | 22425.3 1| 58.4 | 120.3 | 11885.9 | 22689.1 1 20 49.6 | 200.3 |1002.9

2| 62.5 | 122.9 | 11420.6 | 22874.4 2| 61.4 | 120.7 | 11879.3 | 22461.2 2 | 19.7 | 50.2 | 200.2 | 982.6

3| 61.6 | 116.8 | 11367.2 | 22067.5 3| 609 | 119.8 | 11986.2 | 22640.9 3202 | 49.7 199 985
4| 62.6 | 117.6 | 11249.3 | 22055.2 4 | 61.2 | 118.9 | 11964.5 | 22447.6 4 |20.1 | 50.2 | 202.3 |1035.1

méten 5| 613 | 119.6 11258 22886.7 m&ten 5 61 118.5 | 12097.7 | 22857.7 m&ten 51196 | 494 | 202.3 | 996.6
6| 59.3 | 120.3 | 11196.9 | 22146.5 6| 61.6 | 119.2 | 11725.4 | 22664.7 6 | 19.6 | 50.5 | 199.6 | 978.6

7 | 59.3 | 121.4 | 12087.3 | 22486.2 7 | 59.9 | 120.6 | 12390.3 | 22361.2 7 | 19.8 | 50.2 | 200.9 993
8| 61.1 | 119.9 | 11468.7 | 21821.3 8| 57.8 | 122.4 | 12377.3 | 22415.6 8 | 19.6 | 50.4 | 202.8 |1014.7

9| 60.4 | 122.9 | 11305.5 | 22474.4 9 | 58.1 | 118.5 | 12233.7 22553 9 | 20.1 | 49.7 | 200.3 996

10 60 120.3 | 11172.9 | 22505.4 10 68 118.8 | 12595.7 | 22649.4 10| 20.4 50 202.4 | 1005
primér 60.83 |120.48 | 11365.77 | 22374.29 primér 60.83 | 119.77 | 12113.60 | 22574.04 primér 19.91 | 49.99 | 201.01 | 998.95
SD 1.19 2.17 275.62 350.97 SD 2.90 1.25 276.71 153.35 SD 0.29 | 0.37 | 1.34 | 16.78

RSD % 1.96 1.80 243 1.57 RSD % 4.77 1.04 2.28 0.68 RSD % 145 | 0.74 | 0.67 1.68
Recovery % |101.38|100.40| 101.03 99.44 Recovery % |101.38| 99.81 | 100.95 100.33 Recovery % |99.55|99.98 | 100.51 | 99.90
Odchylka% | 1.38 | 0.40 1.03 -0.56 | Odchylka% | 1.38 | -0.19 | 0.95 0.33 Odchylka% |-0.45|-0.02 | 0.50 | -0.11
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Tabulka 76 Vysledky opakovatelnosti méreni karbamazepinu, rufinamidu, lakosamidu. MH. — mega high, H — high, M — medium

AEP KARBAMAZEPIN AEP RUFINAMID AEP LAKOSAMID
Standard ¢. | H.7 H.8 |MH.11| H.15 | Standard¢. | H.6 | H.7 |MH.11| H.15 | Standard¢. |[M.7 | H.4 | M.14 | H.15
Koncentrace | 30 60 4500 12000 |Koncentrace| 12 30 4500 12000 |Koncentrace| 5 12 1000 12000

1| 314 60 4446.5 | 123349 1] 121 29.3 4608 11853.9 1] 49 12.1 [{1043.9| 119145
2| 298 60.8 | 4473.6 | 12047.6 2| 125 30.8 | 4514.9 | 12086.4 2| 49 12 1018 | 12005.5
3| 29.2 61.1 | 4523.8 | 12216.1 3| 121 30.4 4509 12124.5 3 5 11.9 | 992.1 | 12076.1
4 | 30.9 59.2 | 4571.6 | 12233.8 4| 119 30 4436.2 11916 4| 49 12 1016.1| 12059
méten 51 29.6 59.5 | 44499 | 11826.3 m&ten 5] 121 30.4 | 4554.2 | 12258.7 m&ten 5| 49 11.9 |1011.2| 12003
6| 299 59.8 | 4477.6 | 12085.9 6| 11.9 304 4585 11905.1 6| 49 12 1011.4| 12096.4
7 | 28.9 61.1 | 4529.8 12307 7| 12.2 29.7 | 4593.1 12082 71| 49 12.1 |1001.7 | 11972.8
8 | 30.8 61.2 | 44415 11926 8| 125 30.7 | 4528.7 | 11896.1 8| 4.9 11.9 | 916.5 | 12000.9
9| 308 59 4518.6 | 121445 9| 123 32.1 | 4578.2 11900 9 5 12.1 | 9929 | 121014
10| 29.8 60.8 | 45779 | 12041.4 10| 11.8 29.5 | 4532.9 | 12283.3 10 5 12 935.7 12000
primér 30.11 | 60.25 | 4501.08 | 12116.35 primér 12.14 | 30.33 |4544.02 | 12030.60 primér 4,93 | 12.00 |993.95|12022.96
SD 0.82 0.85 50.53 163.40 SD 0.24 0.80 51.11 158.36 SD 0.05 | 0.08 | 38.90 59.32
RSD % 2.72 1.40 1.12 1.35 RSD % 1.99 2.64 1.12 1.32 RSD % 0.98 | 0.68 3.91 0.49
Recovery % |100.37 [100.42 | 100.02 | 100.97 Recovery % |101.17|101.10| 100.98 | 100.26 Recovery % |98.60|100.00| 99.40 | 100.19
Odchylka % 0.37 0.42 0.02 0.97 Odchylka % 1.17 1.10 0.98 0.26 Odchylka% |-1.40| 0.00 | -0.61 0.19
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Tabulka 77 Vysledky opakovatelnosti méreni fenytoinu, epoxykarbamazepinu, stiripentolu. MH. — mega high, H — high, M — medium

AEP FENYTOIN AEP EPOXYKARBAMAZEPIN AEP STIRIPENTOL

Standard ¢. H.8 H.9 | MH.11 | MH.14 Standard ¢. H.8 H.9 | MH. 11 H. 15 Standard ¢. H.9 | M.12 | M. 14 H. 15

Koncentrace 60 120 4500 22500 Koncentrace 60 120 4500 12000 Koncentrace 120 200 1000 12000

1| 599 | 119.5 | 4512.2 | 22381.9 1| 60.2 | 1205 | 4521 | 118759 1] 1194 | 198 | 1049.3 | 11986.3
2 | 60.3 | 119.8 | 4503.3 | 22566.2 2| 60 | 119.2 | 4460.6 | 12026.5 2| 118.8 | 201.1 | 962.5 | 12219.9
31597 | 120 | 4527 | 22505.1 3| 59.9 | 119.1 | 4520.6 | 12094.8 3| 1221 | 199.1 | 1004.2 | 12245
4 | 59.7 | 1203 | 4483 | 22626.7 4| 604 | 120.9 | 4447.8 | 11971.8 4| 118.7 | 198.1 | 1010.3 | 12159.5
stent 5602 | 1203 | 4548 | 22411.9 stent 5| 59.6 | 119.8 | 4549.4 | 12113.9 stent 5| 120.1 | 199.8 | 1002.9 | 11947.1
6 | 60.1 | 119.8 | 4478.6 | 22522.7 6 | 59.7 | 119.7 | 4541.8 | 11979.8 6 | 119.4 | 200.7 | 1004.4 | 12056
7 | 60.2 | 120.3 | 4962.5 | 22487.8 7 | 60.3 | 120.1 | 4471.8 | 12102.7 7 | 120.6 | 200.6 | 986.3 | 12126.7
8 | 60 | 119.9 | 44985 | 22510.7 8 | 60.5 | 120.6 | 4526.8 | 11935.3 8 | 119.9 | 198.1 | 974.7 | 11892.2
9 | 59.8 | 119.8 | 4550.3 | 22528.9 9 | 59.7 | 120.5 | 4467.7 | 12041.7 9 | 120.2 | 200.7 | 996 12130
10| 60 | 120 | 4538.2 | 224476 10| 60.5 | 119.3 | 4562.8 | 12073.4 10| 120.9 | 198.5 | 1053 | 12088.9
primér  [59.99 | 119.97 | 4560.16 | 22498.95 |  primér 60.08 | 119.97 | 4507.03 | 12021.58 | pramér | 120.01 | 199.47 | 1004.36 | 12085.16
SD 0.21 | 0.27 | 143.62 | 71.89 SD 035 | 0.64 | 41.28 | 79.21 SD 1.03 | 1.25 | 28.77 | 115.42
RSD % 0.36 | 0.22 | 3.15 0.32 RSD % 0.58 | 0.54 | 0.92 0.66 RSD % 0.86 | 0.63 | 2.86 0.96
Recovery % |99.98 | 99.98 | 101.34 | 100.00 | Recovery% |100.13 | 99.98 | 100.16 | 100.18 | Recovery % |100.01 | 99.74 | 100.44 | 100.71
Odchylka% | -0.02 | -0.03 | 1.34 0.00 Odchylka% | 0.13 | -0.03 | 0.16 0.18 Odchylka% | 0.01 | -0.27 | 0.44 0.71
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Tabulka 78 VVysledky opakovatelnosti méreni eslikarbamazepinu, lamotriginu, O-desmethyl venlafaxinu. MH. — mega high, H — high, L — low

AEP ESLIKARBAMAZEPIN AEP LAMOTRIGIN PSYCHO |O-DESMETHYL VENLAFAXIN
Standard ¢. | H.6 H.7 H. 15 MH. 14 | Standard¢. | H.7 | H.8 | H.9 H.15 | Standard ¢. L.4 L.5 L. 12 L. 14
Koncentrace | 12 30 12000 22500 |Koncentrace| 30 60 120 12000 |Koncentrace| 0.1 04 80 400

1| 125 30 12097.9 | 21983.8 1]29.8|60.7 | 121.1 | 11899.5 1 0.1 0.4 80 398.9

2] 121 30 12083.9 | 23011.9 2303|603 | 119.3 | 12093.6 2 0.1 0.4 79.5 392.2

3 12 30 12087.5 | 22299.2 31296 |59.8 | 120.1 | 11926.7 3 0.1 0.4 78.5 400.3

4| 124 30 12185.5 | 22420.2 4 | 30.1 | 59.5 | 119.8 12017 4 0.1 0.4 81.4 399.2

méten 5 12 30 12018.2 | 22850.8 méten 5129.2|59.6 | 119.1 | 11890.3 m&ten 5 0.1 0.4 80.6 402.8
6| 125 30 12113.4 | 22249.5 6 |29.7 | 60.3 | 121.2 | 12023.3 6 0.1 0.4 80.9 401.9

71 12.4 30 11970.6 | 22120.4 7 | 30.2 | 59.2 | 120.7 | 12048.2 7 0.1 0.4 80.7 398.1

81| 121 30 11986.7 | 22533.2 8129.8 | 596 | 119.2 | 11811.1 8 0.1 0.4 80 401.3

9| 121 30 12087.7 | 22667.8 9 29.8|599 | 119.7 | 12105.1 9 0.1 0.4 80 399.9

10| 12.3 30 12000.9 | 22654.2 10| 30.1 | 60.4 | 120.4 | 12130.3 10 0.1 0.4 80.3 398.7

primér 12.24 | 30.00 | 12063.23|22479.10 primér 29.86 |59.93 |120.06 | 11994.51 primér 0.10 0.40 80.19 | 399.33
SD 0.20 0.00 67.19 325.54 SD 0.33 | 0.48 | 0.77 106.89 SD 0.00 0.00 0.81 2.92
RSD % 1.64 0.00 0.56 1.45 RSD % 1.10 | 0.79 | 0.64 0.89 RSD % 0.00 0.00 1.01 0.73
Recovery % |102.00|100.00| 100.53 99.91 Recovery % |99.53|99.88 (100.05| 99.95 Recovery % | 100.00 | 100.00 | 100.24 | 99.83
Odchylka % 2.00 0.00 0.53 -0.09 Odchylka % |-0.47 | -0.12 | 0.05 -0.05 Odchylka % 0.00 0.00 0.24 -0.17
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Tabulka 79 Vysledky opakovatelnosti méreni mirtazapinu, N-desmethyl diazepamu, venlafaxinu. L —low

PSYCHO MIRTAZAPIN BzZD N-DESMETHYL DIAZEPAM PSYCHO VENLAFAXIN
Standard ¢. L.5 L7 |L10| L 12 Standard ¢. L.8 | L.10 | H.9 M. 14 Standard ¢. L.4 L.5 L.12 | L. 14
Koncentrace 0.4 1 10 80 Koncentrace 4 10 120 1000 Koncentrace 0.1 0.4 80 400

1 0.4 1 9.9 100.1 1 4 10.1 1199 | 10574 1 0.1 04 79.2 | 403.1

2 0.4 1 9.9 97.9 2 4.1 9.9 119.7 945.5 2 0.1 0.4 79.2 | 400.1

3 0.4 1 10 101.7 3 4 9.9 119.9 | 1020.6 3 0.1 0.4 80.1 | 400.8

4 0.4 1 9.7 100.9 4 | 41 9.9 119.7 957.6 4 0.1 0.4 79.8 | 405.2

m&ten 5 0.4 1 9.9 99.3 m&ten 5 4 10 119.7 | 1031.2 m&ten 5 0.1 0.4 79.6 397.5
6 0.4 1 9.9 100.7 6 3.9 10.1 119.6 | 10094 6 0.1 0.4 79.8 | 402.7

7 0.4 1 9.9 99.3 7 4 9.9 121.4 | 11111 7 0.1 0.4 79.9 | 402.9

8 0.4 1 9.9 100.5 8 3.9 10.1 119.5 986.3 8 0.1 0.4 80.4 | 400.9

9 0.4 1 10 100 9 4 10 1219 | 1034.9 9 0.1 0.4 81.8 | 402.4

10 0.4 1 9.9 10| 3.9 10.1 120.4 947.6 10 0.1 0.4 80.2 | 398.8

primér 0.40 1.00 | 9.90 | 100.04 primér 3.99 | 10.00 | 120.17 | 1010.16 primér 0.10 0.40 | 80.00 |401.44
SD 0.00 0.00 | 0.08 1.11 SD 0.07 | 0.09 0.83 52.72 SD 0.00 0.00 0.74 2.27
RSD % 0.00 0.00 | 0.82 1.11 RSD % 1.85 | 0.94 0.69 5.22 RSD % 0.00 0.00 0.93 0.57

Recovery % 100.00 | 100.00 | 99.00 | 125.06 Recovery % [99.75|100.00 | 100.14 | 101.02 Recovery % | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.36
Odchylka % 0.00 0.00 |-1.00| 25.06 Odchylka % -0.25| 0.00 0.14 1.02 Odchylka % 0.00 0.00 0.00 0.36
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Tabulka 80 Vysledky opakovatelnosti méreni diazepamu, N-desmethyl klobazamu, sulthiamu. H — high, M — medium, L — low

BZD DIAZEPAM BZD N-DESMETHYL KLOBAZAM AEP SULTHIAM
Standard¢. | L.10 | M.9 | L.14 | M.14 | Standard¢. | L.12 | H.9 | L.14 | M.14 | Standard¢. | H.6 | H.7 | M. 14 H. 15
Koncentrace 10 20 400 1000 | Koncentrace | 80 120 400 1000 | Koncentrace | 12 30 1000 12000

1] 10.2 19.6 | 398.7 | 1011.9 1| 80.3 122 397.7 | 987.4 1 12 29.2 | 1184.1 | 11356.2

2 10 20.4 | 401.5 | 1007.7 2 81.7 120.8 | 411.5 | 1080.7 2 12 31.5 | 944.4 | 12280.6

3 10 20.6 | 399.6 | 987.4 3 | 81.7 | 119.3 | 389.3 | 1047.7 3 112.4 | 30.7 | 996.9 | 11713.2

4 10 20.6 | 395.6 | 1080.7 4 80 136 395.6 | 1098.4 4 1121 | 30.7 | 937.5 | 12120.7

méten 5 10.2 20.2 | 399.1 | 1047.7 méreni 5| 80.3 | 126.4 | 399.1 1008 méteni 5 12 29.4 | 1002.5 | 11263.4

6 9.3 20.7 | 399.1 | 10984 6 | 80.7 126 399.5 | 1011.3 6 | 11.6 | 29.6 | 1042.9 | 12478.5

7 11 20.3 | 3975 1008 7 79.6 142 397.5 | 1041.2 7 |11.6 | 29.1 | 1077.8 | 11725.9

8 9.8 20.3 | 406.6 | 1011.3 8 | 81.8 | 132.9 | 406.6 | 1034.9 8 [11.8 | 29.1 | 9519 | 11829.2

9 10 20.3 405 1041.2 9 | 79.1 | 120.6 | 405.2 | 947.6 9 (122 29 1003.3 | 121334

10| 101 20.8 | 399.5 | 977.7 10| 80.7 114 399.7 | 996.6 10| 12 29.5 | 960.3 | 11826.3

primér 10.06 | 20.38 | 400.22 | 1027.20 primér 80.59 | 126.00|400.17 | 1025.38 primér 11.97 | 29.78 | 1010.16 | 11872.74
SD 0.42 0.34 3.33 39.18 SD 0.92 8.59 6.23 44.79 SD 0.25 | 0.87 | 75.77 387.57
RSD % 4.17 1.66 0.83 3.81 RSD % 1.15 6.82 1.56 4.37 RSD % 2.09 | 291 7.50 3.26
Recovery % |100.60|101.90|100.06| 102.72 Recovery % |100.74 | 105.00 | 100.04 | 102.54 Recovery % |99.75(99.27 | 101.02 98.94
Odchylka % 0.60 1.90 0.06 2.72 Odchylka % 0.74 5.00 0.04 2.54 Odchylka % |-0.25 | -0.73 1.02 -1.06
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Tabulka 81 Vysledky opakovatelnosti méreni N-desmethyl olanzapinu, vortioxetinu, klobazamu. L — low

PSYCHO N-DESMETHYL OLANZAPIN PSYCHO VORTIOXETIN BZD KLOBAZAM
Standard ¢. L.4 L.5 L12 | L14 Standard ¢. L.7 L.8 L.10 | L.12 Standard ¢. L.8 | L10| L. 12 L. 14
Koncentrace 0.1 0.4 80 400 Koncentrace 1 4 10 80 Koncentrace 4 10 80 400

1 0.1 0.4 80.6 405 1 0.9 3.9 9.5 79.9 1 3.8 10 80 398.1

2 0.1 0.4 81 398.4 2 1 1.1 10 79.9 2 3.8 9.7 79.6 402.9

3 0.1 0.4 79.4 405.2 3 0.9 3.9 9.9 79.7 3 4.1 10 79.2 401.6

4 0.1 0.4 81 406.4 4 1.1 1.1 9.9 81.6 4 4.1 9.5 80.1 407.2

métent 5 0.1 0.4 79.6 399.8 méten 5 0.9 4 10 80.4 méten 5 3.9 9.8 81.5 401.7
6 0.1 0.4 82.7 398.3 6 1 1.1 10 79.9 6 4.2 9.9 80.3 399.9

7 0.1 0.4 80.2 400.6 7 0.9 3.9 9.7 80.6 7 4.2 9.8 80 399.8
8 0.1 0.4 80.7 402.6 8 1.1 3.9 10.7 79.8 8 3.9 9.7 81.3 399

9 0.1 0.4 80.6 402.3 9 1 1.1 9.6 81.7 9 3.9 10 79.1 407.5

10 0.1 0.4 81.9 395 10 1 4 10 80.8 10| 3.8 9.4 79.3 394.7

primér 0.10 0.40 80.77 | 401.36 primér 0.98 4.00 9.93 | 80.43 primér 3.97 | 9.78 | 80.04 | 401.24
SD 0.00 0.00 0.99 3.61 SD 0.08 0.09 0.33 0.74 SD 0.16 | 0.21 0.82 3.93
RSD % 0.00 0.00 1.22 0.90 RSD % 8.05 2.36 3.29 0.92 RSD % 412 | 2.14 1.03 0.98

Recovery % 100.00 | 100.00 | 100.96 | 100.34 Recovery % | 98.00 | 100.00 | 99.30 | 100.54 Recovery % | 99.25 | 97.80 | 100.05 | 100.31
Odchylka % 0.00 0.00 0.96 0.34 Odchylka % -2.00 | 0.00 | -0.70 0.54 Odchylka % -0.75 | -2.20 | 0.05 0.31
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Tabulka 82 Vysledky opakovatelnosti méreni sertralinu, flukonazolu, alrpazolamu. MH. — mega high, H — high, L — low

PSYCHO SERTRALIN ATM FLUKONAZOL BzD ALPRAZOLAM
Standard ¢. L.7 L.8 | L.12 | L.14 | Standard¢. H.8 | H.9 H. 15 MH. 14 | Standard¢. | L.7 L.8 L.12 | L.14
Koncentrace 1 4 80 400 | Koncentrace 60 120 12000 22500 | Koncentrace 1 4 80 400

1 1.1 4 80.7 | 395.8 1| 59.4 | 121.4 | 11952.1 | 22560.6 1| 09 4 81 413.3

2 0.8 3.9 79.8 | 391.1 2 | 59.8 | 119.8 | 11946.9 | 22527.8 2 1 4.1 81.1 | 4125

3 1.1 4 81.8 | 409.2 3 61.7 | 122.6 | 11525.1 | 22505.6 3 1.1 4.1 81 401.3

4 1.1 4 80.3 | 399.8 4 | 62.5 | 120.8 | 12203.5 | 22492.4 4 4 78.9 | 404.4

métent 5 3.8 81.1 413 m&ten 5 60.9 120 12261.1 | 22194.5 méfeni 5 4.1 80.6 393.9
6 4 81.6 | 409.1 6 | 61.7 | 121.6 | 12431.4 | 22249.1 6 1.1 4.1 81.4 | 407.2

7 1.1 4.1 81 399.8 7 61.7 | 118.3 | 12118.1 | 22367.2 7| 09 4.1 79.5 399.9

8 1.1 4 80.7 | 407.6 8 | 59.9 | 120.7 | 12331.1 22863 8 1 4.2 79.3 415.2

9 1.1 4 81.8 | 398.3 9 | 585 | 119.5 | 11967.5 | 22381.1 91 09 3.9 80.2 | 4059

10| 11 4.2 80.9 | 419.2 10| 60.2 | 118.9 | 12230.9 | 22528.8 10| 0.9 4 80.4 | 395.2

primér 1.05 4.00 | 80.97 |404.29 primér 60.63 | 120.36|12096.77 | 22467.01 primér 0.98 | 4.06 | 80.34 |404.88
SD 0.10 0.11 0.65 8.68 SD 1.27 1.31 260.48 186.88 SD 0.08 | 0.08 0.85 7.41
RSD % 9.26 2.64 0.80 2.15 RSD % 2.09 1.09 2.15 0.83 RSD % 8.05 | 2.08 1.06 1.83

Recovery % |105.00|100.00|101.21|101.07| Recovery% |101.05|100.30| 100.81 99.85 Recovery % |98.00 | 101.50 | 100.43 | 101.22
Odchylka % 5.00 0.00 1.21 1.07 Odchylka % 1.05 0.30 0.81 -0.15 Odchylka% |-2.00| 1.50 0.42 1.22
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Tabulka 83 Vysledky opakovatelnosti N-desmethyl citalopramu, N-desmethyl klozapinu, olanzapinu., M — medium, L — low

PSYCHO N-DESMETHYL CITALOPRAM PSYCHO N-DESMETHYL KLOZAPIN PSYCHO OLANZAPIN
Standard ¢. L.5 L7 L. 10 L. 12 Standard¢. | L.10 | M.9 | L.14 | M. 14 | Standard ¢. L.5 L7 |L10| L 12
Koncentrace 0.4 1 10 80 Koncentrace | 10 20 400 1000 | Koncentrace | 0.4 1 10 80

1 0.4 10 80.6 1 10 20.6 409 992.1 1 0.4 9.7 81.2
2 0.4 0.9 10.1 79.2 2 10.4 20.8 | 403.9 | 1001.9 2 0.4 1.1 10.1 80.7
3 0.4 0.9 104 80.7 3 9.9 21.6 | 390.5 | 1004.7 3 0.4 0.8 10.3 79.7
4 0.4 0.9 10.7 81.9 4 10.5 19.4 | 405.1 | 1004.2 4 0.5 0.9 9.6 80.9
méten 5 0.4 0.8 10.1 82.9 méreni 5| 101 21.6 | 392.8 | 1098.6 méreni 5 0.4 1.2 9.9 81.4
6 0.4 1.1 10.6 81.4 6 | 104 20 409.6 | 977.3 6 0.4 1.1 9.6 79.7
7 0.4 0.9 9.9 78.3 7 10.1 19.3 | 397.1 | 1043.9 7 0.4 0.9 9.8 80.4
8 0.4 0.9 9.8 80.7 8 | 101 20.7 | 403.8 | 999.4 8 0.4 0.9 9.5 81.7
9 0.4 1 10.8 81.2 9 10 19.7 | 418.3 | 978.8 9 0.4 0.9 10.7 82.8
10 0.4 0.9 10.1 80 10| 10.5 20.3 | 406.1 | 968.9 10 0.4 0.9 9.6 78.9
primér 0.40 0.93 10.25 80.69 primér 10.20 | 20.40 | 403.62 | 1006.98 primér 0.41 0.97 | 9.88 | 80.74
SD 0.00 0.08 0.35 1.31 SD 0.23 0.82 8.30 38.30 SD 0.03 0.13 | 0.38 1.13
RSD % 0.00 8.85 3.42 1.63 RSD % 2.22 4.02 2.06 3.80 RSD % 7.71 |12.90| 3.87 1.40
Recovery % 100.00 | 93.00 | 102.50 | 100.86 Recovery % |102.00|102.00|100.91| 100.70 Recovery % | 102.50 | 97.00 | 98.80 | 100.93
Odchylka % 0.00 -7.00 2.50 0.86 Odchylka % 2.00 2.00 0.91 0.70 Odchylka % 2.50 |-3.00|-1.20| 0.92
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Tabulka 84 Vysledky opakovatelnosti méreni citalopramu, klozapinu, perampanelu. M — medium, L — low

PSYCHO CITALOPRAM PSYCHO KLOZAPIN AEP PERAMPANEL
Standard ¢. L.5 L.7 L.10 | L.12 | StandardZc. L.7 L.8 | L.14 | m.14 | Standardc. L.5 L7 | L.14 | Mm.14
Koncentrace 0.4 1 10 80 Koncentrace 1 4 400 1000 Koncentrace 04 1 400 1000

1 0.4 1.1 10 80.2 1 0.9 4 397.9 | 1004.5 1 0.4 398.4 | 1013.6
2 0.4 1 10.3 80.5 2 1.1 4 389.4 1024 2 0.4 1.1 403.1 | 983.7
3 0.4 1.1 9.7 79.3 3 1 4 407.7 | 1021.3 3 0.4 1 402 1007.8
4 0.4 1 10 81.7 4 1.2 3.8 402.5 | 1049.1 4 0.5 1.1 403.9 | 982.8
méten 5 0.5 1 10 81 méten 5 4.2 413.8 | 969.2 m&ten 5 0.4 1.1 396.7 | 989.2
6 0.4 1 10.3 81.7 6 4.1 407.5 | 1032.7 6 0.4 1.1 406.1 | 1024.7
7 0.4 1 10.2 79 7 1.1 4.2 404.7 | 1029.1 7 0.5 1.2 397.9 | 1019.3
8 0.4 1.1 10.5 80 8 1.1 4.1 400.9 | 1023.5 8 0.4 1.1 408.3 | 994.6
9 0.4 1.2 10.1 80.2 9 1 4 387.1 | 995.6 9 0.4 0.9 402.7 | 1037.5
10 0.4 1.2 104 80 10| 0.9 4 393.7 | 1010.3 10| 0.4 1 402.4 | 989.9
primér 0.41 1.07 | 10.15 | 80.36 primér 1.03 4.04 |400.52|1015.93 primér 0.42 1.06 [402.15|1004.31
SD 0.03 0.08 0.24 0.90 SD 0.09 0.12 8.53 22.27 SD 0.04 0.08 3.65 19.03
RSD % 7.71 7.69 2.33 1.12 RSD % 9.21 291 2.13 2.19 RSD % 10.04 | 7.96 0.91 1.89
Recovery % |102.50|107.00 | 101.50 | 100.45| Recovery% |103.00|101.00|100.13| 101.59 Recovery % |105.00|106.00 | 100.54 | 100.43
Odchylka% | 2.50 | 7.00 | 1.50 | 0.45 Odchylka% | 3.00 | 1.00 | 0.13 | 1.59 Odchylka% | 5.00 | 6.00 | 0.54 | 0.43
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Tabulka 85 Vysledky opakovatelnosti méreni topiramdtu, trazodonu, haloperidolu. H — high, M — medium, L — low

AEP TOPIRAMAT PSYCHO TRAZODON PSYCHO HALOPERIDOL
Standard¢. | M.7 | H.6 | M. 14 H. 15 Standard ¢. L7 | M.7 | M.12 | M.14 | Standard ¢. L.4 L5 |L10| L 12
Koncentrace 5 12 1000 12000 | Koncentrace 1 5 200 1000 | Koncentrace 0.1 0.4 10 80

1 4.8 12.4 | 10044 | 11882.1 1 1.1 5.1 193.1 | 1031.1 1 0.1 0.4 9.8 80.2
2 4.9 11.7 995.7 | 12202.7 2 1.1 5.2 184.8 | 986.1 2 0.1 0.4 9.9 79.9
3 5.1 12.2 | 1001.9 | 11599.5 3 1 5.1 191.5 | 1038.3 3 0.1 0.4 10.5 | 83.8
4 5.6 11.5 | 1006.6 | 12164.6 4 1.1 5 186.8 | 1029.7 4 0.1 0.4 9.6 79.2
métent 5 5 11.9 | 1020.6 | 11876.5 méfeni 5 1 191.1 | 1010.4 m&ten 5 0.1 0.5 9.2 79.9
6 5.1 12.6 | 1026.9 | 11970.1 6 1.3 207 1009.9 6 0.1 0.4 10 78.3
7 4.6 11.8 | 1059.4 | 11885.4 7 5.1 193 1015.7 7 0.1 0.4 9.8 80.9
8 5.2 11.8 990.9 | 11643.5 8 5.2 189.7 | 997.8 8 0.1 0.4 10.1 | 79.5
9 5.3 12.8 | 1033.6 | 12227.1 9 1.2 4.9 1934 | 10114 9 0.1 0.4 10.1 | 81.9
10| 4.8 11.6 | 1034.6 | 11821.7 10 1 5 197.3 | 1032.6 10| 0.1 0.4 10.3 79
primér 5.04 | 12.03 | 1017.46|11927.32 primér 1.08 5.06 |192.77|1016.30 primér 0.10 0.41 | 9.93 | 80.26
SD 0.29 0.44 21.40 218.43 SD 0.10 0.10 6.12 16.68 SD 0.00 0.03 | 0.37 | 1.60
RSD % 5.70 3.70 2.10 1.83 RSD % 9.56 1.91 3.17 1.64 RSD % 0.00 771 | 3.68 | 1.99
Recovery % |100.80|100.25| 101.75 99.39 Recovery % |108.00|101.20| 96.39 | 101.63 Recovery % | 100.00 | 102.50 {99.30| 100.33
Odchylka % 0.80 0.25 1.75 -0.61 Odchylka % 8.00 1.20 | -3.61 1.63 Odchylka % 0.00 250 [(-0.70| 0.33
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Tabulka 86 VVysledky opakovatelnosti méreni kvetiapinu, risperidonu, ziprasidonu. L — low

PSYCHO KVETIAPIN PSYCHO RISPERIDON PSYCHO ZIPRASIDON
Standard ¢. L.7 L.8 L. 12 L. 14 Standard ¢. L.4 L.5 L.10 | L.12 Standard ¢. L.5 L.7 L.12 | L.14
Koncentrace 1 4 80 400 Koncentrace 0.1 04 10 80 Koncentrace 04 1 80 400

1 4.2 78.7 402.5 1 0.1 0.4 10.1 80.2 1 0.4 80.6 | 402.1
2 4.1 82.6 402.8 2 0.1 0.4 10 78.8 2 0.4 1.2 83 417
3 0.9 3.8 80.2 413.3 3 0.1 0.4 9.9 82 3 0.5 1.1 78.7 | 408.5
4 0.9 4.1 82.2 396.9 4 0.1 0.4 10.2 79.7 4 0.4 1 79.6 | 4135
méten 5 1 4.1 79.9 399.4 m&ten 5 0.1 0.4 104 84.3 m&ten 5 0.5 1.2 80.4 | 407.6
6 1 4.3 87.6 398.5 6 0.1 0.4 9.6 83.2 6 0.4 1.1 82.9 | 4134
7 1 4.2 78 409.1 7 0.1 0.4 10.1 78 7 0.4 1.1 80.9 257.1
8 1 4.2 80.1 406.1 8 0.1 0.4 10.3 81 8 0.4 1.1 80.5 399.1
9 0.9 4.1 80 414.7 9 0.1 0.4 10 84.7 9 0.4 1.1 82.1 | 397.2
10| 0.8 4 80.8 421 10 0.1 0.5 10 80.9 10 0.4 1.1 81.5 | 392.6
primér 0.95 4.11 81.01 | 406.43 primér 0.10 0.41 | 10.06 | 81.28 primér 0.42 1.10 | 81.02 | 390.81
SD 0.07 0.14 2.70 7.94 SD 0.00 0.03 0.22 2.26 SD 0.04 0.07 1.38 | 47.64
RSD % 7.44 3.33 3.33 1.95 RSD % 0.00 7.71 2.21 2.78 RSD % 10.04 | 6.06 1.70 | 12.19
Recovery % |95.00| 102.75 | 101.26 | 101.61 Recovery % 100.00 | 102.50 | 100.60 | 101.60 Recovery % |105.00|110.00|101.28 | 97.70
Odchylka% |-5.00| 2.75 | 1.26 | 1.61 Odchylka% | 0.00 | 2.50 | 0.60 | 1.60 Odchylka % 5.00 | 10.00 | 1.28 | -2.30
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Tabulka 87 Vysledky opakovatelnosti méreni 9-hydroxy risperidonu, flupentixolu, flufenazinu. L—low

PSYCHO 9-HYDROXY RISPERIDON PSYCHO FLUPENTIXOL PSYCHO FLUFENAZIN
Standard ¢. L.4 L.5 L10 | L.12 Standard ¢. L.5 L.7 L.8 L.10 | Standard ¢. L.7 L.8 L.10 | L 12
Koncentrace 0.1 04 10 80 Koncentrace 04 1 4 10 Koncentrace 1 4 10 80

1 0.1 04 10 80.2 1 0.4 1 4 10.1 1 0.9 4 9.8 81.2
2 0.1 04 10 80.2 2 0.5 1 4 9.7 2 0.9 3.9 9.6 78.9
3 0.1 0.4 104 80.1 3 0.4 1 3.9 10.1 3 1.1 4.1 10.7 79.9
4 0.1 0.5 10 81.1 4 0.4 1 3.9 10.1 4 0.9 3.9 10.1 79
méten 5 0.1 0.4 10.1 81 méten 5 0.4 1 4.1 9.7 m&ten 5 0.9 3.9 9.5 80.5
6 0.1 04 10.1 79.6 6 0.5 1.1 3.9 10.4 6 1 3.9 10.1 80
7 0.1 0.4 9.8 78.5 7 0.4 0.9 4 9.8 7 0.9 4.1 9.6 81.4
8 0.1 0.4 10.2 79.6 8 0.4 0.8 4.1 9.8 8 0.9 4.2 10 79.5
9 0.1 04 10 80.7 9 0.4 0.9 4.1 10.3 9 1 4.1 10.2 81.9
10 0.1 0.4 9.9 82 10 0.4 0.9 4.2 9.8 10| 0.9 4 9.9 79.8
primér 0.10 0.41 | 10.05 | 80.30 primér 0.42 0.96 4.02 9.98 primér 0.94 4,01 9.95 | 80.21
SD 0.00 0.03 0.16 0.97 SD 0.04 0.08 0.10 0.25 SD 0.07 0.11 0.36 1.02
RSD % 0.00 7.71 1.64 1.21 RSD % 10.04 | 8.78 2.57 2.53 RSD % 7.44 2.74 3.58 1.27
Recovery % | 100.00 | 102.50 | 100.50 | 100.38 Recovery % 105.00 | 96.00 | 100.50 | 99.80 Recovery % 94.00 | 100.25 | 99.50 | 100.26
Odchylka % 0.00 2.50 0.50 0.38 Odchylka % 5.00 -4.00 0.50 -0.20 Odchylka % -6.00 0.25 -0.50 0.26

127




Tabulka 88 VVysledky opakovatelnosti méreni dehydro aripiprazolu, aripiprazolu, posakonazolu. M — medium, L — low

PSYCHO DEHYDRO ARIPIPRAZOL PSYCHO ARIPIRAZOL ATM POSAKONAZOL
Standard ¢. L.7 L.8 L12 | L.14 Standard ¢. L.8 |L10| L.12 | L. 14 Standard ¢. M.9 | M.10 | M. 12 | M. 14
Koncentrace 1 4 80 400 Koncentrace 4 10 80 400 Koncentrace 20 50 200 1000

1 0.9 4.2 80.9 | 394.6 1 3.9 9.8 79.4 3924 1 21.9 50.6 | 208.2 | 993.8

2 1 4.1 80.9 | 398.7 2 4.2 10 78.8 393.6 2 21.1 499 | 200.1 | 943.1

3 0.9 3.9 83.5 | 409.2 3 3.9 9.9 79.2 395.9 3 20 52.6 | 1949 | 956.4

4 1 4.2 81.9 | 399.5 4 1.1 9.3 83 401.1 4 19.8 50.2 | 202.1 [1000.3

méten 5 0.9 3.8 81.8 | 409.8 méten 5 4.1 9.3 78.9 394.3 m&ten 5 19.2 52.7 194.2 | 1008.2
6 1.2 4 80 394.8 6 4 10.9 78 400.4 6 20.3 50.5 | 199.5 960

7 0.8 3.8 81.3 | 4164 7 4.2 9.5 81.2 425 7 20.7 50.9 199.8 | 1050.9

8 1.1 3.9 82.5 400 8 4.1 104 79.3 407.6 8 20.2 52.8 195.7 | 959.4

9 1 4.1 81.5 | 402.6 9 4 9.6 81.7 410.1 9 204 48.6 | 205.9 | 1089
10 1.2 4 80.1 | 408.9 10 4 9.9 81.3 404.8 10| 20.6 48.3 197 982

primér 1.00 4.00 | 81.44 | 403.45 primér 4.05 9.86 | 80.08 | 402.52 primér 20.42 | 50.71 | 199.74 | 994.31
SD 0.13 0.15 1.06 7.26 SD 0.11 0.50 1.60 9.96 SD 0.74 1.60 4.63 | 45.95
RSD % 13.33 | 3.73 1.31 1.80 RSD % 2.67 5.04 2.00 2.48 RSD % 3.60 3.16 2.32 4.62
Recovery % | 100.00 | 100.00 | 101.80 | 100.86 Recovery % 101.25 | 98.60 | 100.10 | 100.63 Recovery % 102.10 | 101.42 | 99.87 | 99.43
Odchylka % 0.00 0.00 1.80 0.86 Odchylka % 1.25 |-1.40| 0.10 0.63 Odchylka % 2.10 1.42 -0.13 | -0.57
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Tabulka 89 Vysledky opakovatelnosti méreni itrakonazolu, kyseliny valprooové, fenobarbitalu. VPA — kyselina valproovd MH. — mega high, H — high, M — medium

ATM ITRAKONAZOL AEP KYSELINA VALPROOVA AEP FENOBARBITAL
Standard ¢. M.9 | M.10 | M. 12 | Mm.14 | Standard¢. | VPA4 | VPAS5 | VPA 10 VPA 15 Standard ¢. H.8 H.9 H. 15 MH. 14
Koncentrace 20 50 200 1000 | Koncentrace | 312.5 | 625 31250 125000 Koncentrace 60 120 12000 22500
1| 231 | 499 | 199.4 | 1014.4 1| 316 | 636.2 | 33775.3 | 123718 1] 60.7 | 121.2 | 12056.3 | 22601.8
2| 233 | 49.8 | 191.3 | 9723 2 | 3349 | 629.8 | 30892.1 | 123129.1 2 60 119.9 | 11916.6 | 21881
3| 228 50.7 | 190.5 | 1080.2 3 | 302.9 | 624.7 | 30967.9 | 128138.8 3| 599 120 12113.8 | 22031.1
4] 235 | 51.8 197 959 4 | 3252 | 675.4 | 31913.3 | 132326 4 | 59.7 | 120.6 | 12391.2 | 22572.6
méren 5] 231 50 190.9 | 1035.9 méren 5 | 306.6 | 659.9 29466 125117.1 méren 5 62 120.7 | 11989.2 | 22447.1
6 | 21.3 | 50.3 | 196.1 | 973.1 6 | 326.7 | 683.2 | 32288.1 | 129547.2 6 | 589 | 122.8 | 12030.9 | 22276.7
7 21 50.6 | 195.6 993 7 320 642.1 | 32144.8 111593 7 | 62.2 | 120.4 | 12056.7 | 22602.6
8 | 20.5 52 181.4 | 965.1 8 | 3245 | 661.7 30636 126501.9 8| 61.8 | 119.6 11912 22535.8
9| 20.3 | 53.5 | 200.8 | 1031.2 9 | 317.7 | 613.5 | 31891.6 | 124981.3 9 | 60.7 | 120.6 | 12227.3 | 22835.9
10| 19.7 | 48.9 | 186.3 | 1045.4 10| 315.8 | 635.4 | 31662.2 | 130671.7 10| 59.5 | 120.9 | 12336.8 | 22739.4
pramér 21.86 | 50.75 | 192.93 | 1006.96 primér 319.03 | 646.19 | 31563.73 | 125572.41 pramér 60.54 |120.67 | 12103.08 | 22452.40
SD 144 | 134 | 6.03 | 40.71 SD 9.52 | 22.81 | 1157.59 | 5775.93 SD 1.14 | 0.89 | 165.66 | 303.79
RSD % 6.60 | 2.63 | 3.12 4.04 RSD % 298 | 3.53 3.67 4.60 RSD % 1.88 | 0.74 1.37 1.35
Recovery % |109.30|101.50| 96.47 | 100.70 | Recovery % |102.09 |103.39| 101.00 100.46 Recovery % |100.90|100.56| 100.86 99.79
Odchylka % 9.30 | 1.50 | -3.54 | 0.70 Odchylka% | 2.09 | 3.39 1.00 0.46 Odchylka % 0.90 | 0.56 0.86 -0.21
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8.3.3.2 Mezilehld preciznost

Tabulka 90 Vysledky mezilehlé preciznosti méreni pregabalinu, levetiracetamu, gabapentinu. MH. — mega high, H — high, M — medium

AEP PREGABALIN AEP LEVETIRACETAM AEP GABAPENTIN
Standard¢. | H.6 | H.7 | M.14 | H.15 | Standard¢. | H.6 H.7 H.15 | M.H.14 | Standard¢. | H.6 | H.7 |M.H.11| M.H. 13
Koncentrace | 12 30 | 1000 | 12000 |Koncentrace| 12 30 4500 22500 | Koncentrace | 12 30 4500 11250

1] 11.2 | 29.3 | 990.2 12095 1] 128 33.4 | 4556.8 | 22152.6 1] 11.8 | 29.9 | 4560.9 | 11230.1
2| 123 | 29.3 | 980.8 | 12395.5 2| 125 36.5 | 4576.2 | 22547.9 2| 123 | 29.6 | 4611.2 | 11282.5
3| 12.3 | 31.2 | 992.3 | 11849.7 31| 125 37.3 | 45749 | 22165.8 3| 12.5 | 29.5 | 4567.7 | 11324.7
4 | 12.4 | 31.5 |1000.1| 12122.3 41 12.2 34.8 | 4532.1 | 22277.8 4| 119 | 29.7 | 4505.9 | 11377.8
méten 51 12.2 29 |1015.9| 12016.9 m&ten 5] 121 33.1 | 4509.9 | 22566.1 méten 5 12 30.2 | 4600 11486.4
6 | 11.8 31 |1005.8| 11686.5 6| 11.7 30.4 | 4802.4 | 22689.5 6 | 12.5 | 30.1 | 4545.1 | 11597.5
7| 123 | 29.9 [1003.1| 12048.6 71 131 30.1 4761 22366.6 7| 12.2 | 30.8 | 4592.4 | 11337.6
8| 12.6 | 28.6 |1004.2| 11562.7 8| 11.7 30.7 4888 | 22115.8 8| 12.3 29 | 4526.1 | 11187.5
9| 116 | 29.3 983 12328.8 9| 126 30.3 4802 22522.3 9| 124 | 30.1 | 4527.8 | 11172.4
10 12 30.8 | 1005.2 | 12088.9 10| 131 30.5 | 4758.6 |22624.84 10| 12.5 | 29.5 | 4617.4 | 11765.1
primér 12.07 |29.99 |998.06 | 12019.49 primér 12.43 | 32.71 | 4676.19 | 22402.92 primér 12.24 | 29.84 |4565.45 | 11376.16
SD 0.42 | 1.04 | 11.14 | 259.78 SD 0.51 2.73 | 138.86 | 213.85 SD 0.26 | 0.49 | 38.96 189.67
RSD % 3.52 | 3.47 | 1.12 2.16 RSD % 4.07 8.36 2.97 0.95 RSD % 2.12 | 1.66 0.85 1.67
Recovery % |100.58|99.97| 99.81 | 100.16 | Recovery % |103.58|109.03| 103.92 99.57 Recovery % |102.00|99.47 | 101.45 | 101.12
Odchylka % -0.58 | 0.03 | 0.19 -0.16 Odchylka % 3.58 9.03 3.92 -0.43 Odchylka % 2.00 |-0.53 1.45 1.12
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Tabulka 91 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni theofylinu, zonisamidu, brivaracetdtu. MH. — mega high, H — high, M — medium

DILAT THEOFYLIN AEP ZONISAMID AEP BRIVARACETAT
Standard ¢. | H.7 H.9 | MH.13 | M.H.14 | Standard¢. | H.8 | H.9 H.15 | M.H.14 | Standard¢. | M.9 |[M.10| M. 12 | M. 14
Koncentrace| 60 120 11250 22500 |Koncentrace| 60 120 12000 22500 |Koncentrace| 20 50 200 1000

1| 62.4 | 121.6 | 11542.3 | 22739.5 1| 66.1 | 118.7 | 12029.7 | 22301 1] 195 499 200 981.6
2| 59.1 | 120.6 | 11389.7 | 22858.6 2 | 58.2 | 121.6 | 11733.8 | 22555.6 21199 | 49.3 197 998.3
3| 604 | 120.4 | 11317.8 | 22825.8 3| 59.6 | 119.1 | 12087.5 22697 3 20 50.1 205 1019
4| 61.6 | 120.2 | 11360.9 | 22380.3 4 | 59.6 | 118.1 | 11919.3 | 22643.9 4 |19.9 | 499 200 | 1007.2
métent 5| 58.5 120 11293.5 | 22373.5 m&ten 51| 60.8 120 11975.4 | 22646.7 méten 5119.7 | 50.4 | 199.9 | 1000.3
6| 59.1 | 121.3 | 11152.4 | 22348.4 6| 57.3 118 11707.4 | 22499.1 6 | 19.5 | 50.8 | 198.3 | 978.4
7| 61.8 | 117.8 | 11732.2 | 22521.2 7| 60.6 | 119.2 11721 22521.8 7 | 20.3 | 50.5 | 198.9 | 1010.4
8| 59.4 | 119.3 11145 22259.7 8| 60.2 | 118.3 | 12124.1 | 22339.8 8 |20.1 | 49.6 | 202.7 | 1005.3
9| 609 | 119.3 | 11401.9 | 22306.3 9| 599 | 118.2 | 12190.5 | 22289.5 9| 20.2 | 49.4 | 199.6 | 1004.5
10| 60.6 | 120.3 | 11343.6 | 22553.5 10| 60.1 120 12080 | 22813.4 10| 20 | 49.5 | 200.8 | 1012.3
primér 60.38 | 120.08 | 11367.93 | 22516.68 primér 60.24 |119.12|11956.87 | 22530.78 primér 19.91 | 49.94 | 200.22 | 1001.73
SD 1.32 1.09 173.07 22141 SD 2.32 1.14 179.34 177.30 SD 0.27 | 0.51 | 2.25 12.90

RSD % 2.19 0.91 1.52 0.98 RSD % 3.86 0.96 1.50 0.79 RSD % 137 | 1.01 | 1.13 1.29
Recovery % |100.63|100.07| 101.05 100.07 Recovery % |100.40| 99.27 99.64 100.14 | Recovery % [99.55(99.88 |100.11| 100.17
Odchylka % 0.63 0.07 1.05 0.07 Odchylka% | 0.40 | -0.73 -0.36 0.14 Odchylka % |-0.45|-0.12 | 0.11 0.17
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Tabulka 92 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni karbamazepinu, rufinamidu, lakosamidu. MH. — mega high, H — high, M — medium

AEP KARBAMAZEPIN AEP RUFINAMID AEP LAKOSAMID
Standard¢. | H.7 | H.8 |M.H.11| H.15 Standard¢. | H.6 | H.7 |[M.H.11| H.15 Standard¢. | M.5| H.6 | M. 14 H. 15
Koncentrace 30 60 4500 12000 | Koncentrace | 12 30 4500 12000 | Koncentrace 5 12 1000 12000

1| 31.2 | 58.8 | 4581.2 | 12036.4 1 12 30.7 | 4578.3 | 12141.3 1| 49 12.1 | 1041.4 | 12057.5
2| 29.7 | 59.7 | 4550 12337.6 2 | 12.1 | 31.1 | 45315 | 12402.7 2| 49 12.1 | 1020.4 | 12054.8
3| 296 | 61.1 | 4619.2 | 11897.2 3| 119 | 29.6 | 4528.8 | 12308.4 3| 51 12.1 998.9 | 11982.5
4 | 299 | 58.9 | 4514.6 | 12174.9 41119 | 29.9 | 4527.1 | 12064.3 4| 51 119 | 1008.3 | 12032.3
méten 51 30.2 59 4521 12406.6 m&ten 51116 | 29.6 | 4572.8 11857 m&ten 5 5 12 1007 12034.3
6 | 29.1 | 60.7 | 4426.5 | 12186.5 6| 119 | 29.6 | 4547.1 | 12185.8 6 5 12.1 | 1032.7 | 119784
7 | 30.7 | 60.8 | 4642.7 | 12152.7 7 (122 | 29.8 | 4502.4 | 12127.4 7 5 12.1 | 1018.6 | 12054.7
8| 29.9 | 59.9 | 4663.1 | 11821.6 8| 12.2 | 289 | 45748 | 11737.1 81 49 12.1 | 1011.3 | 11986.4
9| 29.5 | 60.6 | 4685.1 | 12243.9 9 | 11.6 | 30.7 | 4445.8 | 11891.4 9 5 12.1 | 1035.6 | 12041.7
10| 31.4 | 59.9 | 4472.8 12099 10| 12.2 | 30.1 | 4541.8 12316 10 5 12 997.6 11988
primér 30.12 |59.94 | 4567.62 | 12135.64 primér 11.96 | 30.00 | 4535.04 |12103.14 primér 4,99 | 12.06 |1017.18 | 12021.06
SD 0.75 | 0.84 | 85.38 181.66 SD 0.23 | 0.66 39.74 217.81 SD 0.07 | 0.07 15.33 33.21
RSD % 250 | 1.41 1.87 1.50 RSD % 190 | 2.21 0.88 1.80 RSD % 1.48 | 0.58 1.51 0.28
Recovery % |(100.40|99.90| 101.50 | 101.13 Recovery % |99.67 | 100.00| 100.78 | 100.86 Recovery % |99.80|100.50| 101.72 | 100.18
Odchylka % 0.40 |-0.10| 1.50 1.13 Odchylka% |-0.33 | 0.00 0.78 0.86 Odchylka% |-0.20| 0.50 1.72 0.18
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Tabulka 93 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni fenytoinu, epoxykarbamazepinu, stiripentolu. MH. — mega high, H — high, M — medium

AEP FENYTOIN AEP EPOXY-KARBAMAZEPIN AEP STIRIPENTOL
Standard ¢. | H.8 H.9 | MH.11 | MH.14 | Standard¢. | H.8 | H.9 |MH.11| H.15 | Standard¢. | H.9 | M.12 | M.14 | H.15
Koncentrace 60 120 4500 22500 |Koncentrace| 60 120 4500 12000 |Koncentrace| 120 200 1000 12000

1| 60.3 | 119.9 | 4484.1 | 22486.9 1| 60.6 | 120.5 | 4480.7 12067 1| 119.2 | 199.3 |1008.5 | 11946.3

2| 60.2 | 119.6 | 4443.7 22525 2 | 56.7 | 119.7 | 4496.9 | 12064.6 2 | 119.7 | 197.9 | 995.6 | 11921.8

3| 59.8 | 119.8 | 4525.3 | 22497.9 3 | 54.7 | 120.1 | 4543.6 | 12025.3 3| 119.2 | 200.1 | 983.8 | 11894.3

4 | 604 120 | 4473.4 | 22338.9 4 | 65.6 | 120.2 | 4528.7 | 11983.4 4 120 | 200.2 | 989.8 | 12054.7

métent 5| 60.5 | 119.9 | 4533.8 | 22460.1 m&ten 51 55.1 | 120.6 4448 12076.4 m&ten 5 120.1 | 199.7 | 987.7 | 11900.8

6 | 60.2 120 | 4521.8 | 22588.6 6 | 60.6 | 120.7 | 4462.5 | 11962.5 6 | 120.7 | 200.8 |1026.6| 12133.8

7 | 60.3 | 119.9 | 4479.8 | 22619.9 7 | 60.1 | 119.3 4482 12061.8 7 | 119.7 | 204.5 | 995.6 | 11946.3

8 | 60.1 | 120.2 | 4527.9 | 22497.9 8 58 120.6 | 44419 | 12074.5 8 | 118.9 | 200.1 | 989.8 | 12054.7

9 | 59.9 | 119.9 | 4492.1 | 22588.6 9 | 60.6 | 120.9 | 4496.9 | 12025.3 9 | 121.1 | 200.2 |1008.5| 12054.7

10| 59.9 120 4523 22460.1 10| 57.1 | 120.9 4448 11983.4 10| 120 199.7 | 995.6 | 11921.8

primér 60.16 | 119.92|4500.49 | 22506.39 primér 58.91|120.35|4482.92 | 12032.42 primér 119.86 | 200.25 | 998.15 | 11982.92
SD 0.23 0.15 30.12 81.38 SD 3.27 | 0.53 34.50 42.94 SD 0.68 1.68 | 12.90 83.65
RSD % 0.39 0.13 0.67 0.36 RSD % 5.54 | 0.44 0.77 0.36 RSD % 0.57 0.84 1.29 0.70
Recovery % |100.27 | 99.93 | 100.01 | 100.03 Recovery % |98.18|100.29| 99.62 100.27 Recovery % | 99.88 | 100.13 | 99.82 99.86
Odchylka % 0.27 | -0.07 0.01 0.03 Odchylka% |-1.82 | 0.29 -0.38 0.27 Odchylka% | -0.12 | 0.13 | -0.18 -0.14
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Tabulka 94 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni eslikarbamazepinu, lamotriginu, O-desmethyl venlafaxinu. MH. — mega high, H — high, L — low

AEP ESLIKARBAMAZEPIN AEP LAMOTRIGIN PSYCHO |O-DESMETHYL VENLAFAXIN
Standard¢. | H.6 | H.7 H. 15 MH. 14 | Standard¢. | H.7 | H.8 | H.9 H. 15 Standard ¢. L.4 L.5 L. 12 L. 14
Koncentrace | 12 30 12000 22500 | Koncentrace | 30 60 120 12000 | Koncentrace 0.1 04 80 400

1 12 29.8 | 12051.8 | 22434.8 1| 30.7|59.5 | 120.7 | 11941.2 1 0.1 0.4 79.3 398.6

2| 119 | 29.7 | 11943.1 22488 2 1303|598 | 120.5 | 11929.1 2 0.1 0.4 80.8 402.1

3 12 29.7 | 11968.3 | 22464.7 3 30 59.4 | 119.2 | 12058.4 3 0.1 0.4 80.4 399.3
4 |12.1 | 29.9 | 11998.6 | 22495.3 4 1296 |59.7 | 1209 | 12012.8 4 0.1 0.4 79.8 401

métent 511211 30.1 12092 22534.8 m&ten 51303 |59.4 | 120.7 | 11923.5 méten 5 0.1 0.4 80.4 401.8
6 | 11.9 | 29.8 | 12043.7 | 22478.2 6298 | 60 120.7 | 11915.7 6 0.1 0.4 80.9 401.8

7 1119 | 29.9 | 11915.8 | 22557.1 7 | 30.2 59 120.5 | 12012.8 7 0.1 0.4 80.36 399.8

8 | 11.9 | 29.8 | 12051.8 | 22495.3 8 | 29.7 | 59.9 | 120.5 | 12012.8 8 0.1 0.4 79.5 400.4

9 |11.9 | 30.2 | 11998.6 | 22488 91298 | 60 120.7 | 12058.4 9 0.1 0.4 79 400.4
10| 12 29.7 | 11968.3 | 22495.3 10| 29.5 60 120.5 | 11941.2 10 0.1 0.4 80.3 401

primér 11.97 (29.86 | 12003.20 | 22493.15 primér 29.99 | 59.67 | 120.49 | 11980.59 primér 0.10 0.40 80.08 | 400.62
SD 0.08 | 0.17 55.76 33.88 SD 0.38 | 0.34 | 0.47 56.22 SD 0.00 0.00 0.64 1.15
RSD % 0.69 | 0.57 0.46 0.15 RSD % 1.26 | 0.56 | 0.39 0.47 RSD % 0.00 0.00 0.80 0.29

Recovery % |99.75|99.53| 100.03 99.97 Recovery % |99.97|99.45|100.41| 99.84 Recovery % | 100.00 | 100.00 | 100.10 | 100.16
Odchylka % |-0.25|-0.47 | 0.03 -0.03 Odchylka% |-0.03 |-0.55| 0.41 | -0.16 Odchylka% | 0.00 0.00 | 009 | 0.16

134




Tabulka 95 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni mirtazapinu, N-desmethyl diazepamu, venlafaxinu. L —low

PSYCHO MIRTAZAPIN BzZD N-DESMETHYL DIAZEPAM PSYCHO VENLAFAXIN
Standard ¢. L.5 L7 L.10 | L.12 | Standard¢. L.8 L.10 | H.9 | M.14 | Standard ¢. L.4 L.5 L.12 | L. 14
Koncentrace 0.4 1 10 80 Koncentrace 4 10 120 1000 | Koncentrace 0.1 0.4 80 400

1 0.4 1 10.1 80 1 3.9 10 120.8 | 999.9 1 0.1 04 80.6 | 400.7

2 0.4 1 10 80.2 2 4 10.1 120.1 | 1000.6 2 0.1 0.4 79.4 | 399.7

3 0.4 1 10.1 80.2 3 4 10.1 120.1 | 992.3 3 0.1 0.4 80.2 | 4014

4 0.4 1 10 80.1 4 4 9.9 120.4 | 992.7 4 0.1 0.4 79.5 | 400.5

m&ten 5 0.4 1 10.2 79.8 méfeni 5 4 10 120.4 | 987.7 m&ten 5 0.1 0.4 80.8 | 400.7
6 0.4 1.1 10.1 80.2 6 4.1 10 119.6 | 1000.6 6 0.1 0.4 80.2 | 399.9

7 0.4 1 10.1 79.5 7 3.9 10 119.5 | 985.5 7 0.1 0.4 80.3 | 401.6

8 0.4 1 10 79.9 8 4 10.1 120.1 | 1006.8 8 0.1 0.4 79.5 398.5

9 0.4 1 10.2 80 9 4.1 10.1 120.1 | 989.1 9 0.1 0.4 80.7 | 399.7

10 0.4 1 10 80 10 4 10 120.1 | 992.7 10 0.1 0.4 80 400.5

primér 0.40 1.01 10.08 | 79.99 primér 4.00 | 10.03 | 120.12 | 994.79 primér 0.10 0.40 | 80.12 | 400.32
SD 0.00 0.03 0.08 0.22 SD 0.07 0.07 0.38 6.85 SD 0.00 0.00 0.51 0.91
RSD % 0.00 3.13 0.78 0.27 RSD % 1.67 0.67 0.31 0.69 RSD % 0.00 0.00 0.64 0.23

Recovery % 100.00 | 101.00 | 100.80 | 99.99 Recovery % 100.00 | 100.30 | 100.10 | 99.48 Recovery % | 100.00 | 100.00 | 100.15 | 100.08
Odchylka % 0.00 1.00 0.80 | -0.01 Odchylka % 0.00 0.30 0.10 -0.52 Odchylka % 0.00 0.00 0.15 0.08
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Tabulka 96 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni diazepamu, N-desmethyl klobazamu, sulthiamu. H — high, M — medium, L — low

BzD DIAZEPAM BzZD N-DESMETHYL KLOBAZAM AEP SULTHIAM
Standard¢. |L.10 | M.8 | L.14 | M.14 | Standard ¢. H.8 H.9 | LL14 | Mm.14 | Standard¢. H.6 H.7 M. 14 H. 15
Koncentrace | 10 20 400 1000 | Koncentrace 60 120 400 1000 | Koncentrace 12 30 1000 12000

1] 99 19 | 404.9 | 1015.9 1 59 121.6 | 399.3 | 1028.3 1] 119 30.1 | 1014.3 12015

2 10 19.9 | 401.1 | 1015.6 2 60 121.7 | 399.4 | 1034.7 2| 122 29.9 | 1007.6 | 11926.3

3 10 20.4 399 1000.9 3 59.8 119.1 | 404.5 | 1028.4 3 12 30.2 | 1029.2 | 11940.3

4| 99 |19.7 | 398.2 | 1005.9 4 | 59.8 | 121.8 | 399.2 | 10235 41 12.2 29.6 | 1034.1 | 11980.8

méten 51 99 |19.3 404 10154 m&ten 5 61.6 118.1 | 4034 1020 m&ten 5 12.1 30.3 | 1039.8 | 11980.8
6 | 10.1 | 19.9 | 404.4 | 1009.8 6 | 61.8 121 403 1028.4 6 12 30.3 | 1037.9 12015
7| 9.9 | 19.1 | 396.9 | 1039.2 7 59.1 121.9 | 400.6 | 1023.5 7 12 30.2 | 1045.8 12015

8 | 9.8 | 20.4 | 401.6 | 1005.9 8 61.2 118.9 | 3994 1020 8 12.3 29.9 | 1034.1 | 11940.3

9 10 | 20.6 | 395.7 | 1000.9 9| 61.6 | 121.3 | 399.4 | 1023.5 9| 121 29.8 | 1014.3 | 11940.3

10| 10 | 20.6 399 1000.9 10| 58.9 | 122.2 | 400.6 | 1028.3 10| 121 29.8 | 1034.1 | 11940.3

primér 9.95 | 19.89|400.48 | 1011.04 primér 60.28 |120.76 | 400.88 | 1025.86 primér 12.09 | 30.01 {1029.12|11969.41

SD 0.08 | 0.61 | 3.23 11.64 SD 1.16 1.48 2.00 4.57 SD 0.12 0.24 12.68 36.12

RSD % 0.85 | 3.06 | 0.81 1.15 RSD % 1.92 1.22 0.50 0.45 RSD % 0.99 0.81 1.23 0.30
Recovery % |99.50|99.45|100.12 | 101.10 Recovery % |100.47 | 100.63 | 100.22 | 102.59 Recovery % |100.75|100.03 | 102.91 99.75
Odchylka % |-0.50|-0.55| 0.12 1.10 Odchylka % 0.47 0.63 0.22 2.59 Odchylka % 0.75 0.03 291 -0.25
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Tabulka 97 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni N-desmethyl olanzapinu, vortioxetinu, klobazamu. L — low

PSYCHO N-DESMETHYL OLANZAPIN PSYCHO VORTIOXETIN BZD KLOBAZAM
Standard ¢. L.4 L.5 L12 | L14 Standard ¢. L.7 L.8 | L.10 | L.12 Standard ¢. L.8 | L10 | L.12 L. 14
Koncentrace 0.1 0.4 80 400 Koncentrace 1 4 10 80 Koncentrace 4 10 80 400

1 0.1 0.4 79.2 397.9 1 0.9 3.9 10.2 80.5 1 4 9.4 80.5 399.7

2 0.1 0.4 80.5 397.9 2 0.9 3.9 9.5 80.1 2 3.8 9.7 80.4 394.1
3 0.1 0.4 80.3 400 3 1 3.9 9.6 79.8 3 3.9 9.6 79.5 394

4 0.1 0.4 80.8 397 4 0.9 4 9.8 81.4 4 4.1 9.7 80.9 396.1

métent 5 0.1 0.4 79.4 400.4 méten 5 1 4 9.8 80.8 m&ten 5 4 9.6 78.9 395.4
6 0.1 0.4 80 404.7 6 1 3.9 10.2 79.8 6 3.8 9.6 79.8 393

7 0.1 0.4 80 399.2 7 1 3.8 104 79.2 7 4.1 10.1 80.5 403.8

8 0.1 0.4 80.3 401.9 8 1 3.8 9.8 82.3 8 4.1 9.7 79.2 396.7

9 0.1 0.4 80.4 401.9 9 0.9 4 10 80.9 9 4 9.6 81.2 394.1

10 0.1 0.4 80 400 10 1 4 10.1 81 10| 3.8 10.2 82.1 403.1

primér 0.10 0.40 80.09 | 400.09 primér 0.96 | 3.92 | 9.94 80.58 primér 3.96 | 9.72 | 80.30 | 397.00
SD 0.00 0.00 0.49 231 SD 0.05 | 0.08 | 0.29 0.90 SD 0.13 | 0.24 0.98 3.89
RSD % 0.00 0.00 0.61 0.58 RSD % 5.38 | 2.01 | 2.89 1.12 RSD % 3.19 | 2,51 1.21 0.98
Recovery % 100.00 | 100.00 | 100.11 | 100.02 Recovery % 96.00 | 98.00 | 99.40 | 100.73 Recovery % | 99.00 | 97.20 | 100.38 | 99.25
Odchylka % 0.00 0.00 0.11 0.02 Odchylka % -4.00 | -2.00 | -0.60 0.72 Odchylka % -1.00 | -2.80 | 0.38 -0.75

137



Tabulka 98 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni sertralinu, flukonazolu, alrpazolamu. MH. — mega high, H — high, L — low

PSYCHO SERTRALIN ATM FLUKONAZOL BZD ALPRAZOLAM
Standard ¢. L.7 L.8 | L.12 | L.14 | StandardCc. H.8 H.9 H. 15 MH. 14 | Standard ¢. L.7 L.8 | L12 | L.14
Koncentrace 1 4 80 400 | Koncentrace 60 120 12000 22500 | Koncentrace 1 4 80 400

1 0.9 4 81.5 405.9 1| 61.5 | 120.8 | 12361.4 | 22223.8 1 1 4.1 80.5 | 403.8

2 1.1 4 78.9 396.8 2 62 119.1 | 11868.9 22205 2 1 4.1 79.2 | 405.8

3 3.8 78.8 414.9 3 62.9 | 119.1 12475 22958.7 3 1 3.9 79.7 | 4054

4 4 81.5 412.8 4 | 61.7 | 120.7 12208 22169.6 4 1 4.3 81.8 | 399.2

méten 5 3.9 79 393.8 m&ten 5 58.9 | 119.3 | 12062.5 22156 m&ten 5 1 4.1 79.9 | 404.1
6 1.1 4 79.9 | 411.2 6 | 57.8 | 120.7 | 12257.5 | 22904.2 6 1 4.1 82 407.4

7 1 3.9 81 405 7 60.9 | 121.7 | 11887.4 | 22603.3 7 1.1 4 81.8 | 398.6

8 1.1 4 80.3 393.3 8 59.4 | 120.7 | 12017.6 | 22128.2 8 1.1 4 81.8 | 389.6
9 0.9 4 80.7 405 9 | 58.5 | 119.8 | 11719.2 | 22378.3 9 1.1 4.1 80.6 403

10 1.1 3.9 80.3 391.3 10| 58.3 | 120.8 | 12471.4 | 21859.3 10| 0.9 4.1 81.8 | 399.1

primér 1.02 | 3.95 | 80.19 | 403.00 primér 60.19 | 120.27 | 12132.89 | 22358.64 primér 1.02 4.08 | 80.91 |401.60
SD 0.08 | 0.07 | 1.03 8.66 SD 1.81 0.89 263.39 355.74 SD 0.06 0.10 1.06 5.20
RSD % 7.73 | 1.79 | 1.28 2.15 RSD % 3.01 0.74 2.17 1.59 RSD % 6.20 2.53 1.30 1.30

Recovery % |102.00 |98.75|100.24 | 100.75 | Recovery % |100.32|100.23| 101.11 99.37 Recovery % |102.00|102.00(101.14|100.40
Odchylka% | 2.00 |-1.25| 0.24 | 0.75 | Odchylka% | 0.32 | 0.23 1.11 -0.63 Odchylka% | 2.00 | 2.00 | 1.14 | 0.40
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Tabulka 99 Vysledky mezilehlé preciznosti i N-desmethyl citalopramu, N-desmethyl klozapinu, olanzapinu., M — medium, L — low

PSYCHO N-DESMETHYL CITALOPRAM PSYCHO N-DESMETHYL KLOZAPIN PSYCHO OLANZAPINE
Standard ¢. L.5 L7 L. 10 L. 12 Standard¢. [ L.10| M.9 | L.14 | M. 14 | Standard ¢ L.5 L7 | L.10 | L 12
Koncentrace 0.4 1 10 80 Koncentrace | 10 20 400 1000 | Koncentrace | 0.4 1 10 80

1 0.4 1 9.8 80.9 1 10 20.5 | 401.8 | 1004.9 1 0.4 10 79.5
2 0.4 1 10 78.9 2| 9.7 20.9 | 402.4 | 1028.6 2 0.3 0.9 10.3 80.2
3 0.4 1 10.1 79.6 3 9.9 20.5 | 402.7 | 1023.7 3 0.4 0.9 10.1 80.8
4 0.4 1 9.8 80.7 4| 99 20.9 | 393.5 | 1022.7 4 0.4 9.5 81.3
m&ten 5 0.4 1 10.2 80.8 méten 5 9.4 20.3 | 4115 968.2 m&ten 5 0.3 9.6 80.1
6 0.4 1.1 10.3 81.2 6 | 10.7 | 20.3 | 412.6 | 1051.2 6 04 1.1 9.4 80
7 0.4 0.9 9.7 80.1 7 10 19.8 | 393.2 | 1072.3 7 0.3 0.9 9.7 80.2
8 0.4 1 10.1 81.8 8 9.5 20.8 | 408.6 | 1080.5 8 0.4 1 10.1 78.7
9 0.4 1 10 79.8 91101 | 219 | 3913 1024 9 0.4 1 10 80
10 0.4 1 10 80.1 10| 10.3 19 409.6 | 983.1 10| 04 1 10 80.1
primér 0.40 1.00 10.00 80.39 primér 9.95 | 20.49 |402.72 | 1025.92 primér 0.37 | 0.98 | 9.87 | 80.09
SD 0.00 0.05 0.19 0.85 SD 0.38 | 0.76 7.91 35.59 SD 0.05 | 0.06 | 0.30 0.69
RSD % 0.00 4.71 1.89 1.06 RSD % 3.80 | 3.71 1.97 3.47 RSD % 13.06 | 6.45 | 3.02 0.86
Recovery % 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.49 Recovery % |99.50|102.45|100.68| 102.59 Recovery % | 92.50 | 98.00 | 98.70 | 100.11
Odchylka % 0.00 0.00 0.00 0.49 Odchylka% |-0.50| 2.45 0.68 2.59 Odchylka % -7.50 | -2.00 | -1.30 0.11
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Tabulka 100 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni citalopramu, klozapinu, perampanelu. M — medium, L — low

PSYCHO CITALOPRAM PSYCHO KLOZAPIN AEP PERAMPANEL
Standard ¢. L.5 L.7 L.10 | L.12 Standard ¢. L.7 | L8 | L14 M. 14 Standard ¢. L.5 L7 | L14 | M.14
Koncentrace | 0.4 1 10 80 Koncentrace 1 4 400 1000 Koncentrace 04 1 400 1000

1] 04 1 10.1 79.8 1] 09 4 402.9 | 1000.5 1 0.4 1.1 408 | 1013.5

2 0.3 0.9 10.5 81.2 2 0.9 4 405.1 1001.2 2 0.4 1.1 392 1010.9
3| 04 0.9 10.6 80.2 3111 3.9 399 1002.1 3 0.4 0.9 | 393.2 | 1008

4 0.4 1 9.9 80 4 0.9 4 405.4 1004.5 4 0.4 1 405.4 | 1004.9

maten 51 04 1 9.9 80.2 méteni 51 11 4 404 1000.8 méteni 5 0.5 1 407.8 | 1003.9

6| 04 1.1 9.7 79.9 6 1 4 403.1 | 1000.8 6 0.5 1.1 | 399.9 | 1001.8

7 0.4 1.1 9.7 81 7 1 4 398.1 1002.5 7 0.4 1 393 1039.2

8| 04 1 10.1 79.5 8 1 3.8 | 396.7 | 1000.5 8 0.4 1 398.8 | 1004.7

9| 04 1 10.1 80.2 9 1 3.9 | 404.5 | 1001.2 9 0.4 1.2 | 397.7 | 1039.9

10| 04 1 10.1 79.5 10| 0.9 4 399 1001.2 10| 04 1.1 | 399.2 | 1001.8

pramér 0.39 | 1.00 | 10.07 | 80.15 pramér 0.98 | 3.96 | 401.78 | 1001.53 pramér 0.42 | 1.05 |399.50|1012.86
SD 0.03 | 0.07 0.30 0.57 SD 0.08 | 0.07 | 3.24 1.23 SD 0.04 | 0.08 | 5.95 | 14.56
RSD % 8.11 | 6.67 2.96 0.71 RSD % 8.05 | 1.77 | 0.81 0.12 RSD % 10.04 | 8.09 | 1.49 1.44

Recovery % |97.50| 100.00 | 100.70 | 100.19 | Recovery % |98.00 | 99.00 | 100.45 | 100.15 Recovery % |105.00|105.00| 99.88 | 101.29
Odchylka% | -2.50 | 0.00 0.70 0.19 Odchylka% | -2.00 | -1.00 | 0.44 0.15 Odchylka % 5.00 | 5.00 | -0.13 1.29
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Tabulka 101 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni topiramdtu, trazodonu, kvetiapinu. H — high, M — medium, L — low

AEP TOPIRAMAT PSYCHO TRAZODON PSYCHO KVETIAPIN
Standard ¢. M.7 | H6 | M. 14 H. 15 Standard ¢. M.5 | M.7 | M.12 | M. 14 Standard ¢. L.7 L.8 LL12 | L. 14
Koncentrace 5 12 1000 12000 Koncentrace 1 5 200 1000 Koncentrace 1 4 80 400

1 5.2 12.1 | 994.6 | 11949.7 1 1.2 5 203.5 | 1004.3 1 0.9 3.9 79.4 | 401.6

2 5.2 12 1015.7 | 11935.2 2 1.2 5 193.8 | 1012.6 2 0.9 4.2 80.2 | 400.7

3 4.9 11.9 | 1016.9 | 12016.4 3 5 198.2 999.4 3 1 4.1 80.3 | 406.7

4 5.2 11.6 | 1002.2 | 12014.3 4 4.8 | 199.8 1002 4 0.9 4 78.8 | 403.5
m&ten 5 5.1 11.7 | 1001.9 | 12063.4 méten 5 0.9 4.8 198.8 | 1016.5 méten 5 0.9 4 80.2 396
6 5 12 993.2 | 12077.4 6 0.9 49 | 206.2 | 1000.5 6 1 4.2 79.1 | 399.6

7 5 12.2 | 1009.6 | 12014.3 7 1.1 5 200.1 | 1002.3 7 0.9 4 79.6 | 397.7

8 4.9 11.8 | 1015.7 | 12016.4 8 1 5 204.2 999.4 8 1 4 79.6 | 394.3

9 4.9 11.9 | 1017.5 | 11949.7 9 1.1 5 199.3 | 1004.3 9 0.9 3.9 80.2 | 400.7

10 5 12 1001.9 | 12063.4 10 1.1 5 194.5 | 1000.5 10| 1.1 4 80.2 | 400.7

primér 5.04 |11.92|1006.92|12010.02 primér 1.05 | 4.95 [ 199.84 | 1004.18 primér 0.95 4.03 |79.76 | 400.15
SD 0.13 | 0.18 9.34 50.81 SD 0.11 | 0.08 | 3.97 5.81 SD 0.07 0.11 0.54 3.57
RSD % 2.51 | 1.52 0.93 0.42 RSD % 10.29 | 1.72 | 1.99 0.58 RSD % 7.44 2.63 0.67 0.89

Recovery % |100.80|99.33| 100.69 | 100.08 Recovery % |105.00(99.00| 99.92 | 100.42 Recovery % | 95.00 | 100.75 | 99.70 | 100.04
Odchylka % 0.80 |-0.67| 0.69 0.08 Odchylka % 5.00 |-1.00| -0.08 0.42 Odchylka % -5.00 | 0.75 -0.30 | 0.04
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Tabulka 102 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni haloperidolu, risperidonu, ziprasidonu. L — low

PSYCHO HALOPERIDOL PSYCHO RISPERIDON PSYCHO ZIPRASIDON
Standard ¢. L.4 L5 | LL10 | L. 12 Standard ¢. L.4 L.5 L.10 | L.12 Standard ¢. L.5 L7 |L12| L 14
Koncentrace 0.1 04 10 80 Koncentrace 0.1 04 10 80 Koncentrace 0.4 1 80 400

1 0.1 0.3 10.2 81.7 1 0.1 0.4 10.4 80.1 1 0.4 80.7 | 401.9

2 0.1 04 9.4 80.8 2 0.1 0.4 10.7 81.2 2 0.4 1.1 80.2 | 390.8

3 0.1 0.4 9.7 78.1 3 0.1 0.4 9.8 82.5 3 0.4 1.1 80.2 | 404.7

4 0.1 04 9.7 80.2 4 0.1 0.4 10.3 81.3 4 0.4 1 78.2 | 396.7

méten 5 0.1 0.4 9.6 80.9 méten 5 0.1 0.4 10.1 80.3 m&ten 5 0.4 0.9 78.9 | 413.2
6 0.1 04 9.2 78.9 6 0.1 0.4 10.4 82.2 6 0.4 81 389.1

7 0.1 0.4 9.6 81.4 7 0.1 0.4 10.9 80.1 7 0.4 76 418.8

8 0.1 0.4 9.7 78.7 8 0.1 0.4 10.1 78.5 8 0.4 79.9 | 418.1

9 0.1 04 10.3 80.2 9 0.1 0.4 10.1 79.7 9 0.5 1.2 79.4 | 403.8

10 0.1 0.3 10.2 80.2 10 0.1 0.5 10.4 80.7 10 0.5 1.2 80.1 | 396.6

primér 0.10 0.38 | 9.76 | 80.11 primér 0.10 0.41 | 10.32 | 80.66 primér 0.42 1.05 | 79.46 | 403.37
SD 0.00 0.04 | 0.36 1.19 SD 0.00 0.03 0.32 1.19 SD 0.04 0.10 1.47 | 10.58
RSD % 0.00 | 11.10| 3.72 1.49 RSD % 0.00 7.71 3.09 1.48 RSD % 10.04 9.26 1.85 2.62

Recovery % 100.00 | 95.00 | 97.60 | 100.14 Recovery % 100.00 | 102.50 | 103.20 | 100.83 Recovery % 105.00 | 105.00 | 99.33 | 100.84
Odchylka % 0.00 -5.00 | -2.40 0.14 Odchylka % 0.00 2.50 3.20 0.83 Odchylka % 5.00 5.00 |-0.67| 0.84
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Tabulka 103 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni 9-hydroxy risperidonu, flupentixolu, flufenazinu. L— low

PSYCHO 9-HYDROXY RISPERIDON PSYCHO FLUPENTIXOL PSYCHO FLUFENAZIN
Standard ¢. L.4 L.5 L.10 | L.12 Standard ¢. L.5 L.7 L.8 L. 10 Standard ¢. L.7 L.8 L. 10 L. 12
Koncentrace 0.1 04 10 80 Koncentrace | 0.4 1 4 10 Koncentrace 1 4 10 80

1 0.1 0.4 9.8 80.4 1 0.4 1 4 10.1 1 3.9 10.8 80.9
2 0.1 0.4 10.7 80.1 2 0.4 0.9 4.1 9.9 2 0.9 4.1 10.8 79.6
3 0.1 0.4 11.5 80.4 3 0.4 1.1 4.1 10 3 1 3.9 10.2 79.4
4 0.1 0.4 104 80.1 4 0.4 1.1 3.9 10.7 4 0.9 3.9 10.2 80.2
méten 5 0.1 0.4 10.8 81.5 méten 5 0.4 1.1 4.1 10.2 m&ten 5 1 4 10.5 78.7
6 0.1 0.4 10.8 80.2 6 0.4 1.1 3.9 9.6 6 0.9 4 9.8 79.5
7 0.1 0.4 9.9 81.2 7 0.4 1 3.9 10.2 7 0.9 4 9.4 79.8
8 0.1 0.4 10.5 79.7 8 0.4 1.1 4.1 10.7 8 1 4.1 10.3 80.7
9 0.1 0.4 9.8 80.9 9 0.4 1.1 4 10.4 9 1.1 4.1 10.2 81.1
10 0.1 0.5 10.3 79.6 10| 0.3 1.2 4.1 10.7 10| 0.8 3.9 104 80.2
primér 0.10 0.41 | 10.45 | 80.41 primér 0.39 1.07 4.02 10.25 primér 0.95 | 3.99 | 10.26 | 80.01
SD 0.00 0.03 0.54 0.62 SD 0.03 0.08 0.09 0.37 SD 0.08 | 0.09 0.42 0.75
RSD % 0.00 7.71 5.13 0.77 RSD % 8.11 7.69 2.29 3.66 RSD % 8.95 | 2.19 414 0.94
Recovery % | 100.00 | 102.50 | 104.50 | 100.51 Recovery % |97.50 | 107.00 | 100.50 | 102.50 Recovery % 95.00 | 99.75 | 102.60 | 100.01
Odchylka % 0.00 2.50 4.50 0.51 Odchylka % -2.50 | 7.00 0.50 2.50 Odchylka % -5.00 | -0.25 | 2.60 0.01
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Tabulka 104 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni dehydro aripiprazolu, aripiprazolu, posakonazolu. M — medium, L — low

AEP DEHYDRO ARIPIRAZOL AEP ARIPIPRAZOL AEP POSAKONAZOL
Standard ¢. L7 | L.8 L. 12 L.14 Standard ¢. L.8 L.10 | L.12 | L.14 Standard¢. | M.9 | M.10 | M. 12 | M. 14
Koncentrace 1 4 80 400 Koncentrace 4 10 80 400 Koncentrace 20 50 200 1000
1 4 80.8 393 1 3.8 10 80.4 | 3975 1] 206 50.8 193.9 | 1007.1

2 0.9 4.4 78.4 406.3 2 4.2 9.7 79.7 | 403.6 2 | 20.7 49.4 197.8 | 979.3
3 1.1 3.8 79.7 392.1 3 4 10.3 81.7 396.3 3 | 19.6 51.1 196.8 | 1020.6

4 0.8 3.9 79.8 406.5 4 4.1 104 81.4 | 393.8 4 | 19.6 49.8 199.3 | 980.9

méten 5 0.8 3.8 82.6 397.1 méten 5 4.2 104 81 412.4 méten 51 198 51.2 199 993.3
6 0.9 4.1 79.2 398.1 6 4.3 10.5 81.9 | 404.1 6 | 19.8 51.5 200.5 | 1026.5
7 1 4 80.6 403.7 7 4.4 10.1 81 404.5 7 | 144 50 201.1 | 1007.1
8 1.2 4 80.6 3954 8 4.3 10.1 82 397.5 8 | 20.8 50.3 199.1 | 1007.1

9 0.9 3.9 80.8 397.1 9 4.3 10.2 78.3 | 396.3 9 | 19.8 50.1 205.4 | 993.3

10 1 4 79.7 398.1 10 4 10.2 81.6 | 3975 10 | 20.8 50 204.9 | 980.9
primér 0.96 | 3.99 | 80.22 | 398.74 primér 4,16 | 10.19 | 80.90 | 400.35 primér 19.59 | 50.42 | 199.78 | 999.61
SD 0.13 | 0.17 1.14 5.12 SD 0.18 0.23 1.16 5.65 SD 1.89 0.69 3.48 16.75

RSD % 13.18 | 4.33 1.42 1.29 RSD % 4.42 2.29 143 141 RSD % 9.66 1.37 1.74 1.68
Recovery % 96.00 | 99.75 | 100.28 | 99.69 Recovery % 104.00 | 101.90 | 101.13 | 100.09 Recovery % |97.95| 100.84 | 99.89 | 99.96
Odchylka % | -4.00 | -0.25 | 0.28 | -0.32 Odchylka% | 4.00 | 1.90 | 1.13 | 0.09 Odchylka% |-2.05| 0.84 | -0.11 | -0.04
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Tabulka 105 Vysledky mezilehlé preciznosti i méreni itrakonazolu, kyseliny valprooové, fenobarbitalu. VPA — kyselina valproova MH. — mega high, H — high, M — medium

ATM ITRAKONAZOL AEP KYSELINA VALPROOVA AEP FENOBARBITAL
Standard ¢. M.9 | M.10 | M. 12 | Mm.14 | Standard¢. | VPA4 | VPAS5 | VPA 10 VPA 15 Standard ¢. H.8 H.9 H. 15 MH. 14
Koncentrace 20 50 200 1000 | Koncentrace | 312.5 | 625 31250 125000 Koncentrace 60 120 12000 22500
1| 216 | 50.7 | 203.6 | 1000.8 1|329.4 | 650.4 | 31965.5 | 125741.4 1] 59.4 | 119.3 | 11906.4 | 22532.8
2| 211 | 50.2 | 195.6 | 1002.4 2 | 3475 | 623.2 | 31193.8 | 126833.1 2| 61.7 118 | 12108.3 | 22436.2
3| 217 50.7 | 198.4 | 1038.5 3 325 600.7 | 31812.1 | 122741.6 3| 604 | 1215 | 119689 | 22532.8
4| 203 51.5 | 199.2 | 1047.3 4| 346.4 | 594.1 31543 123143 4| 594 120 11961.6 | 22677.1
méren 5| 213 51.3 | 201.5 | 1034.6 méren 5 320 614.5 | 32472.4 | 123630.1 méren 5| 59.9 | 120.1 | 12028.6 | 22436.2
6 | 20.3 | 50.4 | 201.3 | 1002.4 6 | 322 602 | 31193.8 | 125741.4 6 | 59.8 | 119.3 | 12036.7 | 22532.8
7| 20.6 50.2 | 200.6 | 1000.8 7 | 314.1 | 658.4 31543 126833.1 7 | 59.6 | 121.2 | 12036.7 | 22436.2
8 | 20.2 50.7 | 197.8 | 1000.8 8 | 348.8 602 31543 125741.4 8 | 60.3 | 119.3 | 12028.6 | 22532.8
9| 19.7 | 50.2 | 206.2 | 1034.6 9| 322 | 623.2 | 31812.1 | 126833.1 9| 596 120 | 12028.6 | 22532.8
10| 20 50.7 | 200.9 | 1002.4 10| 320 | 623.2 | 31965.5 | 125741.4 10| 59.9 120 | 12036.7 | 22532.8
pramér 20.68 | 50.66 | 200.51|1016.46 primér 329.52 | 619.17 | 31704.42 | 125297.96 pramér 60.00 |119.87 |12014.11 | 22518.25
SD 0.70 | 0.45 | 3.01 | 19.50 SD 13.05 | 21.46 | 387.15 | 1556.96 SD 0.69 | 1.00 55.21 72.03
RSD % 3.38 | 0.89 | 1.50 1.92 RSD % 3.96 | 3.47 1.22 1.24 RSD % 1.14 | 0.83 0.46 0.32
Recovery % |103.40|101.32|100.26 | 101.65 | Recovery % |105.45| 99.07 | 101.45 100.24 Recovery % |100.00| 99.89 | 100.12 100.08
Odchylka % 340 | 1.32 | 0.25 1.65 Odchylka % | 5.45 | -0.93 1.45 0.24 Odchylka % 0.00 | -0.11 0.12 0.08
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8.4 Analyza komercnich QC kontrol a realnych pacientskych vzorkd

Nové vyvinutd a validovand metoda pro stanoveni 48 latek spadajicich do rdznych
lékovych skupin pomoci kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni

spektrometrii byla pouZita pro analyzu komercnich QC kontrol a pacientskych vzorkd.

Seznam10 rliznych komerénich kontrol a jejich koncentraci je uveden v kapitole 7.5. Kazda
komercéni QC kontrola obsahovala minimalné dvé koncentra¢ni hladiny. Tyto kontroly
byly vidy nové pripravovany a méreny pred analyzou pacientskych vzorkl pro ovéreni
spolehlivosti a presnosti analytické metody. Vysledky QC kontrol nejsou uvedeny

v diplomové prdci.

Pomoci nové vyvinuté metody bylo analyzovano 30 pacientskych vzorkd séra. V téchto
redlnych pacientskych vzorcich byly stanovovany hladiny [éCiv: antiepileptik,
benzodiazepinl, psychofarmak a antimykotik. Chromatogram ¢. 6 uvadi pfriklad
pacientského vzorku pro stanoveni hladiny levetiracetamu, méreného 5.4.2023. Kazdy
pacient se prfipravuje a stanovuje v dubletu. Vysledna hodnota je priamér téchto dvou

méreni. V tomto konkrétnim pripadé byl hladina levetiracetamu 24 649,5 ng/mL.

Pro srovnani byla namérend hodnota LEV u tohoto pacienta kontrolovana s jiz dfive
vydanym vysledkem zméreného rutinni LC-MS technikou pouZivanou na oddéleni klinické

farmakologie FNO. Vysledky obou stanoveni byly velmi podobné.
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Chromatogram 6 Stanoveni levetiracetamu v pacientském vzorku séra
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Zaver

Terapeutické monitorovani 1ékd, jako jsou antiepileptika, psychofarmaka (antidepresiva,
antipsychotika), antiepileptika, antiarytmika, anxiolytika, antimykotika a bronchodilatancia jsou
dllezitym prvkem v klinické praxi. Spravné davkovani téchto léka je klicové pro dosaZeni
optimalniho terapeutického Gclinku a pfipadné minimalizace neZadoucich Gcinkd ¢i Iékovych
interakci. Sledovani koncentrace |éciv v biologické matrici jako je krev a sérum ma vyznam
v pripadé, pokud je prokazan vztah mezi koncentraci léCiva a jeho klinickym efektem. Vybrana |éCiva
pro vyvoj metody spadaji do tfidy doporuceni do kategorie: ddrazné doporuéeno (14), doporuceno

(20), uzitecné (13), potencialné uzitecné (5).

Z klinického pohledu muzZe byt nové vyvinuta metoda pro stanoveni odlisSnych vybranych skupin
léCiv v jedné analyze ,nepraktické” a to z dlvodu toho, Ze se neolekava spoleéné davkovani
nékterych kombinaci téchto latek u realnych vzork(. Nicméné nejsou neobvyklé pripady nahlaseni
pozdéjsiho do vysetieni stanoveni dalSich latek u pacientskych vzorkd. Vyhodou nové vyvinuté
jediné metody je casové zkraceni prichodu vzorku laboratofi od pfijmu vzorku po nahlaseni
vysledku. Klini¢ti farmakologové nebo farmaceuti mohou na zdkladé téchto vysledkd rychle
posoudit ucinnost lé¢by a navrhnout pripadné Gpravy davkovani [ékd, cozZ je z klinického hlediska

velmi vyznamné.

Z analytického hlediska existuje nékolik dlvodu, proc je lepsi stanoveni vice latek v jediné analyze
zejména pfi pouziti LC-MS/MS. Prvnim aspektem je jednotna Uprava vzorku, kterd je nutnda pred
analyzou. Pro rizné skupiny IéCiv mohou byt rlizné techniky a postupy Upravy vzorku, coz by mohlo
byt Casové narocné a komplikované. Pokud jsou tyto latky stanovovany oddélené, znamena to vétsi
spotiebu biologické matrice a potfebu vice odbéri (vétsiho mnozstvi vzorku) krve od pacienta, coz
muze byt nepfijemné a traumatizujici. Naroky na mensi objem biologické matrice mdze byt zvlasté
vyhodna u détskych pacientl a pacientl s obtiznym odbérem krve. Jednotna Uprava vzorku pro
vSechny analyty zkracuje ¢as analyzy oproti nutnosti vzorek zpracovavat vice postupy a minimalizuje

mnozstvi potfebného vzorku.

Dalsi vyhodou jedné analytické metody pro stanoveni vice latek je ekonomicka efektivita.
Simultanni analyza snizuje naklady spojené s analyzou vzork(, kalibraci pristroje a validaci metody.
To mUze byt pro laboratof ekonomicky vyhodné a umoznuje rychlejsi zpracovani vétsiho poctu

vzorkd.
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Kombinace kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii je jednou
z nejpouzivanéjsich metod analyz pro stanoveni terapeuticky vyznamnych [éCiv z biologické
matrice. Tato technika vykazuje vysokou selektivitu a citlivost diky kterym umoZniuje detekovat
velmi nizké koncentrace Iéciv v krvi za pouZiti malych objem( vzorkd. Rychlost a presnost s jakou je
schopna poskytnout kvalitativni i kvantitativni informace o vzorku. Jedna se o univerzalni metodu,

ktera je schopna analyzovat velké mnoZstvi strukturné odlisnych typ( 1éCiv a jejich metabolitd.

Vsechny analyty uvedené v této prdci se vsoucasnosti stanovuji ze séra na oddéleni klinické
farmakologie, ustavu laboratorni mediciny ve fakultni nemocnici v Ostravé. Kazda skupina téchto
latek ma samostatnou metodu stanoveni véetné Upravy vzorku a jejich analyzy. V pfipadé vétsiho
poctu analytd ve skupiné Iéciv psychofarmak a antiepileptik, existuje vice metod Upravy vzorkl a
také instrumentalniho stanoveni. Jedna se zhruba okolo 12 analytickych metod. Nové vyvinuta
metoda by méla nahradit tyto plvodné rutinné pouzivané techniky na oddéleni. Velkou vyhodou
oproti pivodnim metodam je jedind Uprava vzorkl pro vsechny latky véetné LC-MS/MS analyzy.
Hmotnostni spektrometr, na principu trojitého kvadrupdlu, pracoval v rezimu MRM, kdy MRM
skenovaci okna byla nastavena pro kazdou latku dle ocekavanych retencnich c¢asl coz vedlo ke

zvyseni citlivosti pro stanovované latky.

Prace se zabyvala vyvojem metody pro stanoveni 62 nejriznéjsich 1é¢iv z dlvodu jejich
terapeutického monitorovani na oddéleni klinické farmakologie, Ustavu laboratorni mediciny, FN
Ostrava pomoci LC-MS/MS. Metoda vyuziva jednoduchou a rychlou Upravu vzork( séra (200 ulL) a
pro kvantifikaci pouziva celkové 29 vnitfnich standardd (z toho 24 izotopové znacenych). Béhem
vyvoje byly optimalizovdny podminky kapalinové chromatografie, hmotnostni detekce a postupu
Upravy séra. Z celkového poctu 62 analytl se podafilo ¢astecné zvalidovat 48 latek (pregabalin,
levetiracetam, gabapentin, theofylin, zonisamid, brivaracetat, karbamazepin, rufinamid, lakosamid,
fenytoin, epoxykarbamazepin, stiripentol, eslikarbamazepin, lamotrigin, O-desmethyl venlafaxin,
mirtazapin, N-desmethyl diazepam, venlafaxin, diazepam, N-desmethyl klobazam, sulthiam, N-
desmethyl olanzapin, vortioxetin, klobazam, sertralin, flukonazol, alprazolam, N-desmethyl
citalopram, N-desmethyl klozapin, olanzapin, citalopram, klozapin, perampanel, topiramat,
trazodon, haloperidol, kvetiapin, risperidon, ziprasidon, 9-hydroxy risperidon, flufenazin,
flupentixol, dehydro aripiprazol, aripiprazol, posakonazol, itrakonazol, kyselina valproova a

fenobarbital).

Z dlvodu chybéjicich standard(i latek (amidaron, desmethylamiodaron), nevyhovujici Upravé

vzork( séra (acyklovir a jeho metabolit, methotrexat a jeho metabolit, N-desmethyl sertralin) a
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nesplnujicim validacnim parametriim (bromazepam, vorikonazol, paroxetin, amisluprid, primidon,
klonazepam) se nepodafilo tedy z celkového poctu 62 analyt( z validovat 13 latek. Moznym
dlvodem by mohla byt kontaminace vody a porucha instrumentu, kterd se objevila v pribéhu

validace metody. Do budoucna se pocita s dokoncenim této rozsahle analytické metody.

Pro kontrolu nové vyvinuté metody byly analyzovany komercni QC kontroly, které slouzily k ovéreni
spravnosti nové vyvinuté techniky. Na zavér byly jesté analyzovany pacientské vzorky a namérené
hodnoty byly porovnavany s hodnotami, které byly stanoveny pomoci dfive z validovanych metod

na oddéleni klinické farmakologie.

Americky Urad pro kontrolu potravin a léciv (FDA) a Evropska agentura pro 1éCivé pripravky (EMA)
vytvofila pravidla pro provadéni validaci v bioanalytickych metodach, véetné kritérii tykajicich se
parametrd specifickych pro MS. Nové vyvinutd metoda byla validovana na uvedené validacni
parametry: selektivita, linearita, opakovatelnost a mezilehld preciznost. Po dokonceni validace
matricového efektu a splnéni kritérii by mohla byt nové vyvinuta metoda vyuzivdna pro rutinni

terapeutické monitorovani IéCiv.
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Compound name: Pregabaline

Coefficient of Determination: R*2 = 0.996412

Calibration curve: -2.67493e-008 * x"2 + 0.00343537 * x + 0.0113443
Response type: Internal Std ( Ref61 ), Area * (1S Conc. /15 Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: Mone
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Priloha 1 Kalibracni krivka pregabalinu
Compound name: Levetiracetam
Coefiicient of Determination: R"2 = 0.993794
Calibration curve: -1.9843e-010 *x*2 + 0.00014341 * x + 0.00435957
Response type: Internal Std ( Ref 62 ), Area * (1S Conc. /IS Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None
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Priloha 2 Kalibracni kfivka levetiracetamu
Compound name: Gabapentin
Coefficient of Determination: R*2 = 0.996450
Calibration curve: -3.20494e-008 * x"2 + 0.00552616 *x + 0.0355604
Response type: Internal Std (Ref61 ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 3 Kalibracni kfivka gabapentinu
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Compound name: Theophyline

Correlation coefficient: r = 0.998035, 2 =0.996073

Calibration curve: 6.99753e-005 * x +-0.00229283

Response type: Internal Std (Ref&d ) Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Crigin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: Mone
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Priloha 4 Kalibracni krivka teofylinu

Compound name: Zonisamide

Correlation coefiicient: r = 0.998894, r"2 = 0.9977388

Calibration curve: 0.000292552 *x + 0.0036055

Response type: Internal Std ( Ref 53 ), Area * (1S Conc. /15 Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Priloha 5 Kalibracni kfivka zonisamidu

Compound name: Brivaracetate

Coefficient of Determination: R*2 = 0.982057

Calibration curve: -2.57134e-006 * x"2 + 0.0158702 * x + 0.044565
Response type: Internal Std { Ref 91 ), Area * (IS Conc. /15 Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/ Axis trans: Mone
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Priloha 6 Kalibracni kfivka brivaracetdtu
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Compound name: Primidone

Correlation coeflicient: r= 0993863, 2 = 0987763

Calibration curve: 0.000334263 % x + 0.236319

Response type: Internal Std { Ref Multiple ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 7 Kalibracni kfivka primidonu

Compound name: Carbamazepine

Correlation coefficient. r= 0998710, r2 = 0997422

Calibration curve: 0.00347756 *x + 0.0358827

Response type: Internal Std ( Ref 66 ), Area * (1S Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/ Axis trans: Mone
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Priloha 8 Kalibracni krivka karbamazepinu
Compound name: Rufinamide
Correlation coefficient: r = 0.965973, r2 =0.933105
Calibration curve: 0.000396499 *x + 0.00289312
Response type: Internal Std { Ref 68 ), Area * (IS Conc. /15 Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: Mone
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Priloha 9 Kalibraéni kfivka rufinamidu do 2250 ng/mL

160



Compound name: Rufinamide

Caorrelation coefficient: r = 0.998762, r2 = 0.997526

Calibration curve: 0.000145427 *x + 0.405706

Response type: Internal Std (Ref&8 ) Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Crigin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 10 Kalibraéni kfivka rufinamidu od 1125 do 45000 ng/mL

Compound name: Lacosamide

Coefficient of Determination: R*2 = 0.998520

Calibration curve: -1.41848e-008 * x'2 + 0.00105463 * x + 0.000562074
Response type: Internal Std ( Ref 68 ), Area * (1S Conc. /1S Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 11 Kalibrac¢ni krivka lacosamidu

Compound name: Phenytoin

Coefiicient of Determination: R*2 = 0.996024

Calibration curve: -1.20523e-009 * x*2 + 0.000570384 * x + 0.009558115
Response type: Internal Std ( Ref 70 ), Area * (15 Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/ Axis trans: Mone
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Priloha 12 Kalibracni krivka fenytoinu
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Compound name: Epoxy-carbamazepine

Coefficient of Determination: R*2 = 0.995627

Calibration curve: -1.83232e-008 * x"2 + 0.00243939 * x + 0.114389
Response type: Internal Std { Ref 85 ), Area * (15 Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/« Axis trans: Mone
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Priloha 13 Kalibracni krivka epoxykarbamazepinu
Compound name: Stiripentol
Correlation coefficient. r=0.998099, r2 = 0995201
Calibration curve: 0.000769209 * x + 0.0391067
Response type: Internal Std ( Ref 65 ), Area * (13 Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None
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Priloha 14 Kalibracni kfivka stiripentolu
Compound name: Eslicarbamazepine
Coefiicient of Determination: R*2 = 0.997364
Calibration curve: -1.47626e-005 % "2 + 0131103 *x + 1.90838
Response type: Internal Std ( Ref85 ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/ Axis trans: Mone
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Priloha 15 Kalibracni kfivka eslikarbamazepinu do 4500 ng/mL
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Compound name: Eslicarbamazepine

Coeflicient of Determination: R*2 = 0.992795

Calibration curve: -3.68081e-007 * x"2 + 0.0490975 * x + 59.2982
Response type: Internal Std { Ref 85 ) Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 16 Kalibracni krivka eslikarbamazepinu od 1125 do 45000 ng/mL

Compound name: Lamotrigine

Coefficient of Determination: R*2 = 0.997093

Calibration curve: -1.03043e-006 * x"2 + 0.0231986 * x + 0.395631
Response type: Internal Std ( Ref 69 ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/« Axis trans: Mone
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Pfiloha 17 Kalibracni krivka lamotriginu

Compound name: d_venlafaxine

Coefficient of Determination: R*2 = 0.991475

Calibration curve: -9.65439e-006 * x"2 + 0.0373448 *x + 0.00320031
Response type: Internal Std { Ref 71 ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 18 Kalibracni krivka N-desmethyl venlafaxinu
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Compound name: Mirtazapine

Coeflicient of Determination: R*2 = 0.999158

Calibration curve: -8.72428e-005 * x2 + 0198246 * x + 0.00448403
Response type: Internal Std { Ref83 ) Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Pfiloha 19 Kalibracni kfivka mirtazapinu
Compound name: Mor_diazepame
Coefficient of Determination: R*2 = 0.988425
Calibration curve: -3.99302e-006 * x2 + 0.0214391 *x + 0.0325489
Response type: Internal Std { Ref Multiple ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: Mone
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Priloha 20 Kalibracni kfivka nordiazepamu
Compound name: Venlafaxine
Coefiicient of Determination: R*2 = 0.994584
Calibration curve: -2.11048e-005 * x*2 + 0.0770925 * x + 0.00348583
Response type: Internal Std (Ref 71 ), Area * {15 Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Crigin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 21 Kalibraéni kfivka venlafaxinu
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Compound name: Diazepame

Correlation coefficient: r = 0997799, 2 =0.995603

Calibration curve: 0.125595 * x +-0.053776

Response type: Internal Std { Ref 81 ), Area * (15 Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Pfiloha 22 Kalibracni kfivka diazepamu

Compound name: N-desmethylclobazame

Coefficient of Determination: R*2 = 0.993981

Calibration curve: -3.89615e-008 * x"2 + 0.00255524 = x + -0.00980355
Response type: Internal Std ( Ref 79 ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 23 Kalibracni kfivka N-desmethyl klobazamu

Compound name: Sulthiame

Correlation coefficient r=0.998207 2 = 0996417

Calibration curve: 0.00113356 *x + 0.00723093

Response type: Internal Std ( Ref 72 ), Area * (1S Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/ Axis trans: Mone
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Priloha 24 Kalibracni krivka sulthiamu
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Compound name: N-desmethyl sertraline

Correlation coefficient: r= 0999603, "2 = 0.999206

Calibration curve: 0.00200642 *x +-0.0141076

Response type: Internal Std { Ref 74 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 25 Kalibracni kfivka N-desmethyl sertralinu
Compound name: N-desmethyl olanzapine
Coefficient of Determination: R*2 = 0.989855
Calibration curve: -0.000192279 * x*2 + 0.558731 *x + 0.195425
Response type: Internal Std { Ref 78 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 26 Kalibracni kfivka N-desmethyl olanzapinu
Compound name: Vortioxetine
Caorrelation coefficient. r = 0.999540, r"2 = 0.999080
Calibration curve: 0127681 *x + 0.0238112
Response type: Internal Std { Ref 73 ), Area * (IS Conc. /15 Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 27 Kalibracni krivka vortioxetinu
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Compound name: Clobazame

Caorrelation coefficient: r = 0.999515, r2 =0.999031

Calibration curve: 0.0536065 * x + 0.0264336

Response type: Internal Std (Ref79 ) Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Crigin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 28 Kalibracni kfivka klobazamu

Compound name: Sertraline

Caorrelation coefficient: r = 0.999612, r2 =0.999224

Calibration curve: 0.045502 *x +-0.0348205

Response type: Internal Std ( Ref74 ), Area ™ (1S Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Priloha 29 Kalibracni krivka sertralinu

Compound name: Fluconazole

Coefficient of Determination: R*2 = 0.982676

Calipration curve: -1.08992e-009 * "2 + 9.65656e-005 * x + 0.00391729
Response type: Internal Std ( Ref 68 ), Area * (15 Conc. /IS Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: Mone
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Priloha 30 Kalibraéni kfivka flukokonazolu
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Compound name: Alprazalam

Coefficient of Determination: R*2 = 0.995990

Calibration curve: -7.22772e-005 * x"2 + 0.11399 * x + 0.0500035
Response type: Internal Std { Ref 75 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis tfrans: Mone
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Priloha 31 Kalibracni kfivka alprazolamu

Compound name: N-desmethyl citaloprame

Coefficient of Determination: R*2 = 0.999534

Calibration curve: -1.55861e-005 = x"2 + 0.024172 = x + 0.00148915
Response type: Internal Std ( Ref82 ), Area * (15 Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: Mone
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Priloha 32 Kalibracni kfivka N-desmethyl citalopramu

Compound name: N-desmethyl clozapine

Coefficient of Determination: R*2 = 0.995146

Calibration curve: -9.14247e-006 * x*2 + 0.0402708 * x+ 0.0116409
Response type: Internal Std (Ref83 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None
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Priloha 33 Kalibracni krivka N-desmethyl klozapinu
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Compound name: Olanzapine

Correlation coefficient: r = 0.999175, r"2 =0.998351

Calibration curve: 0.0944583 *x + 0.0106167

Response type: Internal Std { Ref 78 ) Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: Mone
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Pfiloha 34 Kalibracni kfivka olanzapinu

Compound name: Clonazepam

Caorrelation coefficient r=0.998952, r2 = 0997904

Calibration curve: 0.0997876 * x + 0.0467651

Response type: Internal Std ( Ref 76 ), Area * (13 Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None
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Priloha 35 Kalibracni kfivka klonazepam

Compound name: Lorazepam

Carrelation coefficient r= 0998916, r2 = 0.997833

Calipration curve: 0.0201401 =« + 0.0116089

Response type: Internal Std ( Ref 80 ), Area * (15 Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 36 Kalibracni kfivka lorazepamu
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Compound name: Citalopram

Coefficient of Determination: R*2 = 0.999268

Calibration curve: -8.73248e-006 * x"2 + 0.0310447 * x+ 0.00223163
Response type: Internal Std (Ref82 ) Area * (IS Conc. /15 Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 37 Kalibracni kfivka citalopramu

Compound name: Clozapine

Caorrelation coefficient r= 0997531, r"2 = 0.995268

Calibration curve: 0.0101686 *x + 0.00440329

Response type: Internal Std ( Ref 83 ), Area * (1S Conc. /15 Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 38 Kalibracni kfivka klozapinu

Compound name: Paroxetine

Correlation coefficient r=0.999489, r2 =0.998979

Calibration curve: 0.065752 *x +-0.0308118

Response type: Internal Std ( Ref84 ), Area * (15 Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 39 Kalibracni krivka paroxetinu
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Compound name: Voriconazole

Coeflicient of Determination: R*2 = 0.994572

Calibration curve: -2.60183e-005 * x"2 + 0.305277 * x + 0.0497743
Response type: Internal Std ( Ref Multiple ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/fx, Axis trans: Mone
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Priloha 40 Kalibracni kfivka vorikonazolu

Compound name: Perampanel

Correlation coefficient r = 0.999143, r"2 = 0998287

Calibration curve: 0.050154 * x + 0.00785992

Response type: Internal Std { Ref 66 ), Area * (1S Conc. /13 Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 41 Kalibracni kfivka perampanel

Compound name: Topiramate

Coefiicient of Determination: R*2 = 0.997473

Calibration curve: -5.23527e-007 * x"2 + 0.0195771 * x+ 0.0613775
Response type: Internal Std ( Ref85 ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/ Axis trans: Mone
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Priloha 42 Kalibracni kfivka topiramdtu
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Compound name: Amisulpride

Correlation coefficient r = 0.999633, r2 = 0.999267

Calibration curve: 0.00358185 *x + 0.00087445

Response type: Internal Std { Ref 63 ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Pfiloha 43 Kalibracni kfivka amisulpridu

Compound name: Trazodone

Coefficient of Determination: R*2 = 0.999539

Calibration curve: -3.40392e-006 * x"2 + 0.0232107 * x + 0.00242903
Response type: Internal Std { Ref Multiple ), Area * (1S Conc. /IS Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/« Axis trans: Mone
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Priloha 44 Kalibracni krivka trazodonu

Compound name: Haloperidole

Correlation coefficient r=0.999489, r2 =0.998978

Calibration curve: 0.0109651 % x + 8.11335e-005

Response type: Internal Std ( RefMultiple ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 45 Kalibracni kfivka haloperidolu

172



Compound name: Quetiapine

Correlation coefficient. r= 0.998895 2 = 0997790

Calibration curve: 0.0223515 * x+ 0.0278408

Response type: Internal Std { Ref 87 ), Area * (|13 Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 46 Kalibracni krivka kvetiapinu

Compound name: Risperidone

Correlation coefficient r= 0.9985973, r"2 = 0.997947

Calibration curve: 0.0454201 % x + 0.00236188

Response type: Internal Std ( Ref88 ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 47 Kalibracni kfivka risperidon

Compound name: Ziprasidone

Correlation coefficient. r= 0999349 r"2 = 0998598

Calibration curve: 0.00161125 *x + 0.000546425

Response type: Internal Std ( Ref Multiple ), Area * (13 Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/ Axis trans: Mone
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Priloha 48 Kalibracni krivka ziprasidon

173



Compound name: 9-hydroxy risperidone

Correlation coefficient: r = 0.999399, r"2 =0.998799

Calibration curve: 0.0442274 *x + 0.00165006

Response type: Internal Std { Ref 88 ) Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: Mone
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Priloha 49 Kalibracni kfivka 9-hydroxy risperidon

Compound name: Fluphentixol

Correlation coefficient r = 0.999655, r'2 = 0.999310

Calibration curve: 0.00258365 * x + 0.000150838

Response type: Internal Std { Ref Multiple ), Area * {13 Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 50 Kalibracni krivka flupentixolu
Compound name: Fluphenazine
Carrelation coefficient. r = 0.999632, 2 = 0.999265
Calibration curve: 0.000926858 * x + 0.000476027
Response type: Internal Std { Ref Multiple ), Area * (1S Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 51 Kalibraéni kfivka flufenazinu
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Compound name: Dehydro aripiprazole

Caorrelation coefficient: r = 0.999455 2 =0.998910

Calibration curve: 0.0698745 * x + 0.0561089

Response type: Internal Std (Ref89 ) Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Crigin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 52 Kalibracni kfivka dehydro aripiprazolu

Compound name: Aripiprazaole

Carrelation coefficient: r = 0.999414, 2 =0.998828

Calibration curve: 0.0673457 *x + 0.0570115

Response type: Internal Std ( Ref89 ), Area * (1S Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

50.0

40.0

Response

'mL

T T T T T T T T T T T T T T
-0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Priloha 53 Kalibracni kfivka aripiprazolu

Compound name: Posaconazole

Correlation coefficient: r = 0.998994, 2 =0.997990

Calibration curve: 0.00643222 * x +-0.00778544

Response type: Internal Std (Ref92 ) Area * (1S Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: Mone
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Priloha 54 Kalibracni kfivka posakonazolu
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Compound name: lrraconazole

Correlation coefficient: r = 0998643, r2 = 0997288

Calibration curve: 0.0014854 % x +0.0134399

Response type: Internal Std (Ref 92 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None
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Priloha 55 Kalibracni kfivka itrakonazolu
Compound name: Valproic acid
Correlation coefficient r = 0998830, r'2 =0 997661
Calibration curve: 4.12879e-006 *x + 0.000685884
Response type: Internal Std { Ref 67 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: Mone
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Priloha 56 Kalibracni krivka kyseliny valproové

Compound name: Phenobarbital

Correlation coefficient. r=0.999384, r2 = 0.998768

Calibration curve: 0.000126436 *x + 0.00481257

Response type: Internal Std ( Ref91 ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone
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Priloha 57 Kalibracni kfivka fenobarbitalu
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Zadost o sbér dat pro studijni uely

Prohlaseni o micenlivosti

Ja (jméno, pFijment) VATEEINA._ Wep kA

datum narozeni 2 A/
se zavazuiji zachovavat Uplnou miéenlivost o v8ech informacich, které jsem ziskal v souvislosti se sbérem dat ve

Fakultni nemocnici Ostrava za uc¢elem popsanym na str. 1 tohoto tiskopisu. Jedna se zejména o tyto informace:

1. VSechny informace tykajici se osobnich (daji pacient(:
a. jméno pacienta,
b. zdravotni stav pacienta,
c. hospitalizace/ambulantni péce ve FNO,
d. jiné.
2. Informace o zdravotnickém zafizeni, klinice, Gstavu, centru, oddélenich, na kterych sbér dat probihal.

Déle se zavazuji neposkylovat Zadné informace o Fakulini nemaocnici Ostrava sdélovacim prostiedkam,

prostfednictvim socialnich siti, apod..

Jsem si védom(a), Ze pacientska data mohu Cerpat pouze z dat pacientd, ktefi k tomu udélili souhlas (viz zaznam
v ,Prohlaseni pacienta/zakonného zastupce — zdravotni sluzby: hospitalizace/ambulantni péce”).

Jsem si védom(a), Ze ziskéna data mohu ve své praci pouZit pouze v anonymni podobé, tzn. konkrétni pacient

nesmi byt Zadnym zplsobem identifikovateiny.
Jsem si védom(a), Ze povinnost mi¢enlivosti nezanika ukongenim mé &innosti ve FNO.

Poruseni vySe uvedenych zasad muzZe byt divodem odebrani souhlasu ke sbéru dat, rovngZ miZe mit za
nasledek disledky plynouci z poruSeni platné legislativy jak v roviné trestnépravni, tak v roving ob&anskopravni.

VOstravédne:  2802.2023 ﬁ,,

podpis



