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Uvod

Terapeutické monitorovani |éCiv (therapeutic drug
monitoring, TDM) je soubor postupu uréenych

k optimalizaci konkrétni farmakoterapie konkrétniho
nemocného.

Sklada se z cyklu stanoveni koncentrace (“hladiny”) 1éCiva
v biologickém materialu, provedeni farmakokinetické
analyzy a interpretace nalezu, navrhu vhodného
davkovaciho schématu, jeho aplikace a opakovaného
stanoveni koncentrace lécCiva.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Cile TDM

TDM ma smysl provadeét pouze u téch IécCiv, ktera se
vyznacuji uzkym terapeutickym indexem, tésnym vztahem
mezi koncentraci a u€inkem, nelinearni kinetikou a u |éCiv,
jejichz ucinek neni klinicky méritelny a kvantifikovatelny.

Monitoruje se také |éCba takovymi léCivy, u nichz je
vseobecné znama velka interindividualni variabilita
v procesech absorpce, distribuce, metabolismu a
eliminace z organismu nemocného.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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X& ° K indikacim TDM nalezi

— nedostatecna terapeuticka odpoved,
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— vyskyt nezadoucich vedlejsich nebo toxickych ucinkud IéCiva,
W — podezreni na lekove interference,
— zahajeni nebo zména terapie

— a oveéreni, ze bylo dosazeno terapeutické koncentrace |éciva
(v cirkulaci).

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Co je TDM

Za TDM nelze povazovat samotné stanoveni koncentrace
|éCiva v biologickém materialu a k interpretaci nestaci
pouha Ciselna hodnota nebo srovnani Ciselnych hodnot
nekolika laboratornich vysetreni.

Cilem je farmakokineticka analyza, ktera pomoci
matematického zpracovani laboratornich vysledku a
vypoctu individualnich farmakokinetickych parametru
pacienta urci davkovaci rezimy vhodné pro dosazeni
terapeutickych koncentraci (,,hladin®) |éCiv.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Zpracovani TDM

Nezbytnymi predpoklady jsou znalosti klinickych udaju o
dotyCném pacientovi a presné informace o davkovani
|éCiva, dobé podani posledni davky a dobé a zpusobu
odbéru biologického materialu (krve) pro analyzu.

K vypoctu slouzi rizné pocitaCové programy zaloZzené na
Bayesianské statistické metodée, napr. farmakokineticky
program MW-Pharm (Mediware, Groningen, Holandsko).

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Charakter TDM

TDM ma typicky interdisciplinarni charakter. Zatimco
stanoveni koncentraci |éCiv se provadi témeér vylucné

v laboratofich klinické biochemie, interpretace a vyuziti
farmakokinetickych programd je v rukou klinickych
farmakologl nebo jinych prislusné kvalifikovanych
odborniku a za vedeni léCby pacienta odpovida oSetrujici
|ékar.

TDM proto vyzaduje ucinnou mezioborovou spolupraci.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Metody pro stanoveni |éCiv

Pro ucely stanoveni |éCiv v biologickych materialech jsou
k dispozici metody imunochemické (imunoanalytické) a
metody chromatografické. U nas byly pro tento ucel oba
typy metod pouzivany paralelné uz od 80. let minulého

stoleti.

Imunoanalytické metody stanoveni |€Civ jsou v praxi
rutinnich klinickych laboratori stale velmi rozsirené a
oblibené pro svoji automatizovatelnost a moznost analyzy

velkych sérii vzorku.
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Imunochemické metody

Soupravy Cinidel i pristrojovou techniku (automatické
analyzatory) pro imunochemické metody dodnes vyrabi
rada svetovych firem.

Nevyhodou imunochemickych metod je vyskyt
nespecifickych reakci a nemoznost identifikovat
metabolity IéCiv.

BlizSi podrobnosti o téechto metodach jsou zminény
v tématu Imunochemie.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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* Mezi chromatografickymi technikami pro analyzu IécCiv
NG prevazovala nejprve tenkovrstevna chromatografie (TLC,
viz VecCerkova J., 1983) a klasicka kapalinova
chromatografie.

W  Koncem 20. stoleti se zacala uplatnovat vysoce ucinna
T kapalinova chromatografie (HPLC), obvykle ve spojeni
s UV nebo fluorescencni detekci.

* Mensi podil méla plynova chromatografie (GC) a
kapalinova chromatografie s rGznymi typy detekce.
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Chromatografické metody - soucasnost

Hmotnostni spektrometrie ve spojeni s chromatografii se
koncem 20. stoleti teprve zacinala rozvijet.

Poméry se vSak v prubéhu poslednich let dramaticky
zmenily ve prospéch vysoce ucinné nebo ultraucinné
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
(HPLC/MS nebo UHPLC/MS), zatimco zastoupeni vSech
ostatnich jmenovanych metod vyrazné pokleslo.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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* Nazev chromatografie na tenké vrstve (thin layer

N chromatography, TLC) vychazi z toho, ze material
stacionarni faze je rovnomeérne rozprostfen na pevné
podlozce (sklo, plasticka nebo hlinikova folie).

e MUZe tam byt riznym zpUsobem navrstven (,,sypané
@ vrstvy“) nebo vhodnym pojidlem pritmelen (,tmelené
Uit ki Vrstvy” ) _

 Na oznacCena mista startu se pipetou nanaseji vzorky. Cela
deska se potom Sikmo svisle vlozi do kyvety obsahujici na
dné mobilni fazi, ktera tenkou vrstvou vzlina vzhlru a
unasi s sebou slozky délené smési (vyvijeni
chromatogramu).
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* Materialy pro pripravu tenkych vrstev byvaji (ve vazbé na
NE pouzité principy déleni) napr. mikrokrystalicka celuldza,
' silikagel, oxid hlinity nebo dextranové gely.

e VétSina matrialt pro TLC se dnes komercéné vyrabi a

hotove dodava do laboratori. Chromatografické principy
@ vyuzivané pri TLC jsou shodné s témi, které jsou popsany
dale (tab. 1).

* Po skonceni déleni se tenka vrstva ususi a rozdélené
frakce se detekuji a hodnoti. Detekce muze byt barevnag,
tvori-li slozky po postrikani vhodnym Cinidlem barevnou
reakci, nebo fluorescencni po ozareni chromatogramu UV
svetlem.
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Hodnoceni tenkovrstevné chromatografie

Hodnoti se predevsim poloha skvrn, tj. délka drahy, resp.
pomer délky drahy skvrny k délce drahy Cela rozpoustedel od
startu ve srovnani s prislusnymi standardy, které byly na
stejnou desku naneseny a déleny soucasné (obr. 1).

Barevneé skvrny Ize hodnotit také kvantitativné denzitomatricky
nebo po vystrihnuti/vyskrabani a eluci barviva fotometricky

Tenkovrstevna chromatografie se dodnes vyuziva jako rychla a
pomerné nenarocna metoda slouzici k analyze a kontrole |éCiv
a predevsim ke screeningu zneuzivanych drog.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Obr. 1. Tenkovrstevny chromatogram
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Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je metoda déleni latek v
trubici (sloupci, koloné, nejcastéji sklenéné nebo plastové)
naplnéné pevnym materialem (nepohybliva, stacionarni
faze), jimz protéka kapalina (pohybliva, mobilni faze).

Klasicka kapalinova chromatografie se pouziva pro
analytické ucely kolony o priméru jeden a vice
centimetru s délkou deseti- az dvacetinasobnou.

Existuji vSak i mikrokolony s mensimi rozmeéry.



K8

Charakteristika fazi v kolonach (1)

Naplni kolon byva material s ¢asticemi o priméru radoveé
10-1 mm. Pro rtzné ucely se pouziva specifickych druh
naplni a odpovidajicich principl déleni (tab.1).

Stacionarni fazi pro adsorpcni chromatografii byva oxid
kremicity, ktery je polarni a kysely nebo oxid hlinity, ktery
je polarni a bazicky.

Mobilni fazi pro adsorpcni chromatografii byvaji podle
narustu elucni sily pentan, benzen, chloroform, aceton,
acetonitril, ethanol, methanol a voda.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Charakteristika fazi v kolonach (2)

Stacionarni faze pro rozdélovaci chromatografii mohou
byt mechanicky nanesené na inertnim nosici
(ethylenglykol nebo skvalan na silikagelu) nebo chemicky
vazaneé (zakotvené) na inertnim nosici, tj. napt. silikagelu.

Mobilni faze pro rozdeélovaci chromatografii s
,hormalnimi“ fazemi, tedy stacionarni fazi polarni a
mobilni fazi nepolarni, byvaji nejcasteji latky jako pentan,
heptan, chloroform a jejich smési.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Tab. 1. Chromatografickeé principy a typy materialu
pevné faze (Upraveno podle V. Dolezalové 1995)

Princip chromatografie

Druh naplné

Adsorbent: Al,O;, MgO, Ca0, H,SiO,,

Adsorp¢ni MgCO,, CaCO,, AI(OH),, aktivni uhli
Kapalina, napi. polyethylenglykol,
Rozdélovaci zakotvena na pevném nosici

[ontoménicova (ionexova)

Iontoménic: hlinitoalkalické kfemicitany
nebo syntetické pryskyfice nesouci
vyménitelné skupiny -COOH, -SO;H, -
OH, -NH,, apod.

Gelova (déleni podle velikosti molekuly)

Gel: dextran, agaréza, polyakrylamid

Afinitni

Pevny nosic¢ (napt. agar6za) s navazanym
ligandem: pro bilkovinu to mize byt
specificka protilatka, pro enzym substrat,
apod.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Dalsi typy chromatografii

Pro chromatografii s obracenymi (reverznimi) fazemi (RP-
HPLC), Cili stacionarni fazi nepolarni a mobilni fazi polarni
se pouzivaji methanol, acetonitril, tetrahydrofuran, voda a
jejich smési.

Pro analyzu |éCiv v biologickém materialu se vyuzivala
zejmeéna iontomenicova a afinitni kapalinova
chromatografie.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Eluce

Kapalina opoustéjici chromatografickou kolonu (eluat) se
bud

— zachycuje do zkumavek (jimani frakci) a v nich se
detekuji a stanovuji sledované latky

— nebo protéka vhodnym detektorem obvykle spojenym
se zaznamovym a vyhodnocovacim zarizenim
(kontinualni analyza).

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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wewane o Detektory mohou byt podle vlastnosti a povahy délenych
NG latek:

— spektrofotometrické pro méreni absorbance ve
viditelné nebo ultrafialové oblasti,

— fluorimetrické pro meéreni flurescence,
W — polarimetrické pro méreni optické otacivosti,

Univerzita Palackého
v Olomouci

— refraktometrické pro méreni indexu lomu,
— konduktometrické pro méreni vodivosti,
— potenciometrické pro méreni pH,

— imunochemické, apod.



e Obr. 2. Schéma usporadani HPLC
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Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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X%, ¢ Zarizenipro vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii
| (high performance liquid chromatography, HPLC) se
sklada z rezervoaru mobilni faze, pumpy, davkovaciho
mechanismu, délici kolony, detektoru a zaznamového a
@ vypocetniho systému (viz. obr. 2).

Univerzita Palackého
v Olomouci

* Na rozdil od klasické kapalinové chromatografie se zde
pouzivaji tenké kolony o pruméru nékolika milimetrd,
které jsou plnény jemnejsim materialem s velikosti castic
radove v mikrometrech.



Univerzita Palackého
v Olomouci

Vysoce Ucinna kapalinova chromatografie (2)

Pritok mobilni faze zajistuje tlakové ¢erpadlo (tlak az 30
MPa). Integralni soucasti tohoto typu chromatografu je
detektorova Cast jak je popsana vyse. Jednim z typu
detektord muze byt hmotnostni spektrometr (MS).

Vyuzivaji se principy adsorpcni, rozdélovaci a
iontomeénicové chromatografie a déleni podle relativni
molekulové hmotnosti.

Tomu odpovidaji i materialy stacionarni faze (tab. 1) s
vyjimkou gelU, které by se vyssim tlakem deformovaly.



gf Vysoce Ucinna kapalinova chromatografie (3)
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X& ° Vysledny graficky zaznam chromatografie zachycuje
| odezvu detektoru proti retencnimu Casu, ktery je pfi
stejném experimentalnim usporadani pro danou latku
-~ Charakteristicky (viz obr. 3).

i ita Palackého

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Plynova chromatografie (1)

Plynova chromatografie (gas chromatography, GC) je
metoda pro déleni smési latek podle rozdilné teploty varu
a rizného rozdélovaciho koeficientu.

Nazev vychazi ze skutecnosti, ze pohyblivou fazi je v této
analytické metode plyn.

Rozdélované latky je treba zahranim prevést do plynného
stavu.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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-+ Vzorky v pevnhém skupenstvi se pred analyzou nejprve
rozpoustéji v tékavych kapalinach, vzorky s vysokou
teplotou varu se derivatizuji, tj. prevadi na derivaty s nizsi
teplotou varu.

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

Pro déleni tékavych vzorku se pouziva metoda analyzy
rovnovazné plynné faze (head space).

* Prinise definované mnozstvi vzorku zahfiva v uzavrené
nadobce, tekava slozka prejde do plynné faze, a ta se
pouzije k analyze. Vzorek se na kolonu aplikuje nastrikem.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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X%, ¢ Pristroj, plynovy chromatograf, se sklada ze:
— zdroje nosného plynu,
— chromatografické kolony v temperované skrini,
o — aplikaéni mechaniky,
W — detektoru
— azdznamového (vyhodnocovaciho) zatizeni.
.

Nosnym plynem byva (v zavislosti na detekcnim principu)
dusik, vodik, oxid uhlicity, helium, argon, apod.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Plynova chromatografie (4)

Kolony jsou dlouhé sklenéné nebo kovové trubice
naplnéné podle druhu plynové chromatografie riznymi
pevnymi materialy (viz dale).

Kapilarni kolony, které jsou ¢asto desitky metrt dlouhé,
byvaji svinuty do spiraly.

Déleni smési latek muze probihat na principu adsorpcni
plynové chromatografie nebo rozdélovaci plynové
chromatografie.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Adsorpcni plynova chromatografie

Adsorpcni plynova chromatografie pouziva soustavu
plyn-pevna latka.

Pohyblivou (mobilni) fazi je nosny plyn, napt. dusik, a
pevnou (stacionarni) fazi je adsorbent, jimz je naplnéna
chromatograficka kolona, nejcastéji silikagel, oxid hlinity,
apod.

Latky obsazené v analyzovaném vzorku se nejprve vazi na
sorbent podle velikosti své sorpcni energie a potom jsou
postupné vymyvany prichodem nosného plynu.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Rozdélovaci plynova chromatografie (1)

Rozdélovaci plynova chromatografie pracuje se systémem
plyn-kapalina. Mobilni fazi je plyn, stacionarni fazi je
kapalina zakotvena na pevném nosici, napr. kfemeliné.

Latky z analyzované smeési se déli podle svého
rozdélovaciho koeficientu mezi obéma fazemi.

Nejcasteji pouzivanym detektorem v plynové
chromatografii je plamenovy ionizacni detektor. Méri
ionizacni proud, jenz je umeérny koncentraci stanovované
latky.



gf Rozdélovaci plynova chromatografie (2)

socialni
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 Kromé to existuje rada dalSich specifickych detektoru,

" napt.
.
— teplotné-vodivostni detektor,

— alkalicky ionizacCni dusikovy detektor,
— detektor elektronového zachytu,

W — apod.

Univerzita Palackého
v Olomouci

e Zvlastnim druhem detekce jednotlivych slozek

chromatograficky rozdélené smeési je pouziti hmotnostni
spektrometrie.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Hmotnostni spektrometrie (1)

Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry, MS) je
metoda, ktera oddéluje a méri elektricky nabité castice
(ionty) na zakladé poméru jejich hmotnosti a naboje.

* Je zalozena na interakci nabitych castic s elektrickym nebo

magnetickym polem ve vakuu.

* VsSechny hmotnostni spektrometry se skladaji ze tri ¢asti:

— zdroje ionizace,
— analyzatoru a
— detektoru castic.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a stdtnim rozpoctem Ceské republiky
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X%, ¢ Viontovém zdroji pristroje se molekuly dostavaji do
ionizovaného stavu, tj. vznikaji pozitivné nebo negativné
nabité ionty molekulové (M*, M-), adduktové

e (NAPF. [M-H]", [M+NH,]*) nebo ionizované fragmenty

@ pUvodni molekuly.

Univerzita Palackého

* |onizace se dosahuje ruznymi zpUsoby. Elektronova
ionizace (El) spociva v predavani energie leticich elektron(
molekulam analytu.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Hmotnostni spektrometrie (3)

* Vysledkem ionizace je nejcasteji kladné nabity zbytek
molekuly, ktery vykazuje bohaté fragmentacni spektrum.

e V technice elektrospreje (electrospray ionisation, ESI)
dochazi k ionizaci vlivem vysokého napéti, v technice APPI
vlivem UV zareni, v technice MALDI vlivem laseroveé
desorpce z povrchu pevné matrice, apod. (obr. 4).

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Hmotnostni spektrometrie (4)

Klicovou casti hmotnostniho spektrometru je tzv.
analyzator, v némz probiha separace iontl ve vakuu na
zdkladé poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z).

Existuje nékolik druh( analyzatoru, ale na tomto misté se
zminime pouze o kvadrupodlovych analyzatorech.

Kvadrupodlové analyzatory patri mezi skenujici
analyzatory, které kontinualné v Case separuji a k
detektoru vysilaji pouze ionty s urcitou hodnotou m/z.



gf Hmotnostni spektrometrie (5)

evropsky
socialni
fond v CR

EVROPSKA UNIE

X%, ¢ Kvadrupdl je rezonancni komora obsahujici 4 kovove tyce,
na néz se privadi kombinace stridavého a stejnosmeérného
napeti.

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

W * lonty s urcitou hodnotou m/z prolétaji timto zarizenim po
| stabilni trajektorii bud k dalSimu analyzatoru nebo k
detektoru (podle konstrukce), zatimco ostatni ionty narazi
na tyCe nebo na stény vakuové komory a jsou
neutralizovany.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Hmotnostni spektrometrie (6)

lonty, které hmotnostni analyzator vybere, jsou
zaznamenany detektorem a signal je preveden do
digitalniho formatu.

Existuji dva typy detektoru, které jsou oba zaloZzeny na
primém meéreni elektrického proudu vznikajiciho pri
srazce iontu s dynodou.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a stdtnim rozpoctem Ceské republiky



gf Hmotnostni spektrometrie (7)

socialni
fond v CR

EVROPSKA UNIE

X%, ¢ Prvniz detektoru zaznamenava vsechny ionty bez ohledu
| na velikost m/z.

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

* Druhy typ detektoru registruje ionty ve vztahu k hodnoté

W m/z.

Univerzita Palackého

e V zaveru vyhodnocovaci software zpracuje a graficky
zndzorni zavislost relativni ¢etnostiiontl (osa y) na
pomeéru hmotnosti (m) a naboje (z) (osa x).

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky



gf Tandemova hmotnostni spektrometrie (1)

socialni
fond v CR

X% ¢ Vposlednich letech se rozsiruji kombinace dvou a vice
hmotnostnich analyzatoru v jednom pfristroji znamé pod
: nazvem tandemova hmotnostni spektrometrie (obecné
e 0znacovana jako MS/MS) (obr. 4).

Univerzita Palackého
v Olomouci

* Velmi popularni diky cenové dostupnosti, vysokeé citlivosti,
specifité a robustnosti pri analyze biologickych materialt
se slozitou matrici je tzv. trojity kvadrupol.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Univerzita Palackého
v Olomouci

Tandemova hmotnostni spektrometrie (2)

Pristroj je slozen ze dvou kvadrupdlu pracujicich jako
hmotnostni analyzatory. Mezi nimi je treti kvadrupol
funguijici jako kolizni komora.

V kolizni komore dochazi vlivem vyssiho tlaku a
elektrického pole ke srazkam iontu leticich z prvniho
kvadrupolu s molekulami inertniho plynu.

Zvysi se tim energie iontu, dochazi k jejich rozpadu na
specifické fragmenty (produktové ionty), a ty vstupuji do
dalSiho kvadrupdlu.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Obr. 4. Schéma tandemového hmotnostniho

spektrometru

Zdroj MS1 Kolizni MS2 Detektor
ionizace komora

El

Kvadrupdl 1 Argon Kvadrupdl 2
ESI
Xenon
API (kvadrupl 3)
MALDI
Pozn.:

El — electron ionisation, ESI — electrospray ionisation, APl — atmospheric pressure ionisation,
MALDI — matrix-assisted laser desorption ionisation

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Tandemova hmotnostni spektrometrie (3)

 Tandemova hmotnostni spektrometrie se vyuziva napr. ve
farmaceutickém vyzkumu a vyrobé a biotechnologiich
k urCovani chemické struktury, pfi analyze kapalnych
smesi a pri detekci a stanoveni léCiv a jejich metabolitu.

» V klinickych laboratofich a v toxikologii se MS/MS pouziva

napr. k diagnostice dedicnych metabolickych
poruch, identifikaci zneuzivanych drog, stanoveni |éCiv a

stanoveni nejriiznéjsich xenobiotik v biologickych
materialech.
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Univerzita Palackého
v Olomouci

Videosekvence , Stanoveni léCiv metodou
UHPLC-MS/MS*“

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky



gf Videosekvence , Stanoveni léCiv metodou
Srigpaky UHPLC-MS/MS*

fond v CR

X% ¢ Prostanoveniléciv v biologickem materialu se v
| soucasnosti zacCina rozvijet technika ultraucinné
kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou

- NMOtNostni spektrometrii na principu trojitého
@ kvadrupolu.

Univerzita Palackého
v Olomouci

* Tento typ hmotnostniho spektrometru umoznuje rychlou
a presnou kvantifikaci s vysokym dynamickym rozsahem,
a to predevsim diky sledovani produktu rozpadu
molekulového iontu.



gf Videosekvence , Stanoveni léCiv metodou
Srigpaky UHPLC-MS/MS*

fond v CR

EVROPSKA UNIE

X%, ¢ Dalsivyhodou této technologie je vysoka citlivost.

* Pred analyzou neni nutna slozita uprava a koncentrovani
vzorku, ale staci pouze jednoducha deproteinace.

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

Uni ita Palackého

 V OKB FN Olomouc jsou touto metodou rutinné v
biologickém materialu stanovovana imunosupresiva
takrolimus, sirolimus, everolimus a cyklosporin.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky



gf Videosekvence , Stanoveni léCiv metodou
UHPLC-MS/MS“

X& ° Analyzy se provadéji na pristroji UHPLC (Dionex Ultima
| 3000 RS) vybaveném kolonou s reverzni fazi Acquity BEH
C18 (Waters) a doplnéném o detekci tandemovym
hmotnostnim spektrometrem API 4000 (Applied

@ Biosystems).

Univerzita Palackého
v Olomouci

* Spektrometr pracuje s ionizaci elektrosprejem (ESI) a v
rezimu sledovani produktu rozpadu molekulového iontu
(multiple reaction monitoring, MRM).

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky



gf Videosekvence , Stanoveni léCiv metodou
Srigpaky UHPLC-MS/MS*

fond v CR

EVROPSKA UNIE

X% ¢ Nacelkovem pohledu Ize videt kompletni sestavu pristroju
(kromé pocitacoveé ridici jednotky).

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

* Vlevo jsou ve skrinové sestave soucasti automatizované
W ultraucinné kapalinové chromatografie a vpravo je
horizontalné ulozen tandemovy hmotnostni spektrometr.

* Detail ukazuje prostor s davkovacimi strikackami Hamilton
odmérujicimi objemy nasavanych vzorkl a elucniho
roztoku.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Videosekvence , Stanoveni léCiv metodou
UHPLC-MS/MS”

Deproteinované vzorky jsou predem rozplnény do jamek

mikrotitracni plotny.

Ta se ulozi na pult pfistroje a nasavaci jehly z jamek
automaticky odebiraji potrebné objemy, které systém
dopravi a aplikuje na chromatografickou

kolonu (2,1 x 50 mm).

Nasleduje gradientova eluce smeési mravencanu
amonného a acetonitrilu pri teploté 50 °C a nakonec
detekce frakci hmotnostni spektrometrii.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky



gf Videosekvence , Stanoveni léCiv metodou
Srigpaky UHPLC-MS/MS*

fond v CR

EVROPSKA UNIE

; IK%—I_

* Analyza jednoho vzorku trva priblizné 2 minuty.

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

W e Zavérecny detail ukazuje vysledny chromatogram v rezimu
MRM, jak je zobrazen na displeji fFidiciho pocitace.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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