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TDM

terapeutické monitorovani lekovych hladin
* Soubor Cinnosti, jejichz cilem je
dalsi davky
leku

« Soucasti TDM je:
- (prip. jeho
metabolitu) v krevnim vzorku, odebraneho v
definovaném casovem intervalu

. vysledku



ProC se u nékterych léku

stanovuje jejich koncentrace?

* Hrozi jejich toxicky ucCinek pri predavkovani
* Nektere maji uzké terapeuticke rozmezi

LA 4V 4

objevuje jeho ucCinek a nejvyssi koncentraci, pfi které se
jesté neobjevuje toxicky ucinek Iéku)

« Lekar pozoruje nedostatecny ucinek
» Je potreba kontrolovat terapii
* Je podezreni, ze pacient leky neuziva



Obvykle monitorované leky

Imunosupresiva (cyklosporin, takrolimus,
sirolimus, mykofenolat)

Antiepileptika (karbamazepin, fenytoin,
kyselina valproova, fenobarbital)

Antibiotika (gentamicin, vancomycin)
Bronchodilancia (teofylin)
Kardiotonika (digoxin)

Cytostatika (metotrexat,busulfan)



V nekterych pripadech se stanovuji i
metabolity leku.



Analyzovany material

Plazma

Sérum

Krev

MocC

Sliny

Mozkomisni mok

ZIlu¢ nebo peritonealni tekutina



Odbér vzorku

V ustaleném stavu (steady state)
Pred dalSi davkou (,,through®)
Kdykoli (,random®)

Pred a po podani (,peak™)

+ Informace o pacientovi:
renalni funkce, Cas podani, davka



Farmakologie a laborator

1. Kilinicka farmakologie
odber
cas odberu
interpretace vysledku
konzultacni Cinnost
nlaseni podezreni na nezadouci ucinek
eku
2. Kilinicka biochemie
preanalyticka faze

stanoveni
terapeuticke rozmezi

v pripade nedostupnosti klinickeho
farmakologa dalsi Cinnosti




Leky jsou metabolizovany

» U stanovovanych léku je jejich
metabolizmus znam

* Priblizne u 20% osob probiha odbouravani
leCiv nez u vetsiny osob

— vznika problem pri stanoveni davky
leku



Co ovlivnuje hladinu léku ve
stanovovanéem vzorku krve?

Puvodni latka

Vstrebavani (absorpce, distribuce)
Metabolismus (biotransformace)
Vylucovani (mogi, stolici, dechem, potem)



Farmakokinetika

studuje pusobeni organismu na lek

- Zzmeny koncentrace leku v tele

» Casovy prubéh koncentraci Iéku v
plasme



Farmakodynamika

studuje pusobeni leku na organismus
(organy, tkane, receptory)

- doba ucinku

e stimulace

* deprese

* ovlivnéni metabolismu



,Rychli metabolizatori”

Premena leku probiha rychleji:
- nedosahne se terapeuticke rozmezi

- UCinek leku se neprojevu;

e

- tato situace neni tak nebezpecna lekar

zvysi davkovani leku
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,Pomali metabolizatori”

Preména
- mnhozstvi
terapeutic

v v

éku probiha poma

éku v krvi presahuj

eji:
e

Ke rozmezl, | kdyz uziva
doporucene davky
- Casto dochazi k toxickym projevum az k
poskozeni organismu

r
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Co to zpusobuje?

* dlouhou dobu se to nevedelo:
lek se vysadil nebo zmenil
* u pomalych metabolizatoru je to Casto

N F

vrozene ,,chybeni” nebo zmenena funkce
nektereho enzymu (napr. cytochrom P450
se podili na metabolismu asi 30%
pouzivanych léku)
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Farmakogenetika a
farmakogenomika

Studuji individualni geneticky vliv na
farmakokinetiku a farmakodynamiku

- Velka interindividualni variabilita

» Cilem je individualizace volby leku a jeho
davkovani



Soucasna praxe

» Sleduje se koncentrace leku v Kkrvi

» Pacient musi chodit na kontroly (odbery
Krve)

 \/ pripadé problému se upravi davkovani,
Cl zmeni lek..
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Budoucnost

Zacina se sledovat:

* bud vrozene chybeni
* nebo zmenena forma prislusneho enzymu

(vedouci k pomalé premeéne leku v
organismu)
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Metody stanoveni

1. Chromatografické metody
HPLC
HPLC/MS
LC/MS
GC/MS
TLC



Techniky Upravy vzorku:

» Extrakce kapalinou

» Extrakce pevnou latkou (SPE)
« Ultrafiltrace

» Derivatizace

» Extrakce plynem (headspace)
» Adsorpce

* VVymrazovani

20



HPLC — jednoduché schéma

Naneseni i N
vzorku

Elucni cinidlo

= Prevodnik
” signalu

Odpad
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Initial time 1.08




2. Imunoanalytické metody

a) fluorescencni imunoanalyza (FIA,
FPIA, DELFIA)

b) enzymova imunoanalyza (EMIT,
ELISA, MEIA,CEDIA)

c) luminiscencni imunoanalyza (LIA,
ILMA, CMIA, ECLIA, ...



3. Metody pro odhalovani genetického
polymorfismu v metabolismu léCiv

Lze stanovit:
a) Fenotyp (rychlost transformace)
b) Genotyp (analyza DNA, DNA Cipy)



Standardizace

Referencni CRM Doporucené
metoda metody

Digoxin ID-MS FPIA, EIA, LIA

Teofylin ID-MS FPIA, EIA, LIA,
HPLC

Fenytoin SRM 900 FPIA, EIA, LIA,
HPLC

Karbamazepin SRM 1599 FPIA, EIA, LIA,
HPLC

Kyselina SRM 1599 FPIA, EIA, LIA,
valproova HPLC




Jaka je povolena chyba v EHK?

Lék TMU =Y TMU
(SEKK 2011) (SEKK 2011)

Digoxin Amikacin

Teofylin Gentamicin

Primidon Vankomycin

Fenobarhbital Metotrexat

Fenytoin

Karbamazepin Lithium

Etosuximid

Kyselina valproova




Terapeutickeé hladiny (pfiklady)

Terapeuticka =Y Terapeuticka
hladina hladina

Digoxin 0,5-1,0 ug/i Amikacin

Teofylin 8,0-20,0 mg/I Gentamicin 10,4-20,9 umol/l

Primidon 5,0-12,0 mg/I Vankomycin

Fenobarbital Metotrexat

Fenytoin 10,0-20,0 mg/I

Karbamazepin 4,0-10,0 mg/I Lithium 0,5-1,2 mmol/l

Etosuximid

Kyselina valproova | 50,0-100,0 mg/i




CYKLOSPORIN A
MYKOFENOLOVA KYSELINA

* Imunosupresiva
* Odber: nesrazliva krev (EDTA)

» Referencni meze: podle doby po
transplantaci a druhu transplantace

* Cy A: cyklicky polypeptid
 MPA: aktivni Cast z IeéCiva mofetil



DIGOXIN

* Odbér: srazliva krev
pred podanim nebo 6-11 h po
podani

* Referencni meze: 0,5-1,2 ug/l

» Srdecni glykosid, je indikovan pri srdecnim

selhavani
* DLIF (digoxin-like immunoreactive factor)
« DLIS (digoxin-like immunoreactive substance)
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TACROLIMUS

* Imunosupresivum, FK 506
» obchodni nazev PROGRAF®

* objev (1984): extrakt z houby
(Streptomyces tsukubaensis) japonska
farmaceuticka firma Fujisawa (kodove C.

FK 500)

e prispiva vyznamnou merou k dosazeni
soucasného stupne rozvoje transplantace
organu a bunék, pouziva se také pri lécbé
zavaznych autoimunitnich onemocneni
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* je 10x az 100x ucCinngjSi ve srovnani s
cyklosporinem

» pusobi inhibicné v ¢asné fazi aktivacniho
procesu T lymfocytu

* metabolizuje se v mikrosomech jaternich
bunek (cytochrom P450)

* existuji | zavazné nezadouci ucinky
(hypertenze, nefrotoxicita,neuropatie,
hepatopatie, hyperlipoproteinemie)

» z toho vyplyva nutnost laboratorniho
monitorovani lekove terapie (TDM)
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Analyzovany material

* pouze krev (EDTA)

o stabilita
+2az4+8 C ............ 14 dni
<-710C ................ 2 meésice

koncentrace v Kkrvi je prumérné 35x vysSi
(12-67x) nez v plazmeé
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CYKLOSPORIN A
MYKOFENOLOVA KYSELINA

* Imunosupresiva
* Odber: nesrazliva krev (EDTA)

» Referencni meze: podle doby po
transplantaci a druhu transplantace

* Cy A: cyklicky polypeptid
 MPA: aktivni Cast z IeéCiva mofetil



DIGOXIN

Odbér: srazliva krev
pred podanim nebo 6-11 h po podani

Referencni meze: 0,5-1,2 ug/I

Srdecni glykosid, je pouzivan pfi terapii srdecniho
selhani a srdecCnich arytmii

DLIF (digoxin-like immunoreactive factor)
DLIS (digoxin-like immunoreactive substance)
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LITHIUM

Odbeér: srazliva krev

10-18h po podanim
Udrzovani terapeuticke hladiny nebo urceni
intoxikace Lli

Terapeuticka hladina: 0,5-1,2mmol/l

Pouziti Li: Iécba bipolarnich chorob (dusevni poruchy

S cykly deprese a manie) - profylaxe maniodepresivniho
onemocneni

Stanoveni: nejéastéji PES (plamenova emisni

spektrometrie) 56



KYSELINA VALPROOVA

 Odbér: srazliva krev
pred podanim
* Terapeuticka hladina: 50,0-100,0 mg/I

* Antiepileptikum (sougast &k pro 1é&bu epilepsie),
nekdy pouzivana k leCbe migréeny a bipolarnich chorob)
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FENYTOIN

* Odbér: srazliva krev

* Terapeuticka hladina: 10,0-20,0 mg/l;
volny fenytoin 1,0-2,0 mg/l (8-14%)

* Antiepileptikum ze skupiny hydantoinii (5,5-

difenylhydantoin); lek pro lecbu epilepsie; aktivni je jen
volny fenytoin (vétsSina je vazana v krvi na bilkoviny- Cast
neaktivni)
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Toxikologie a navykove drogy




Drogovy screening

= detekce pritomnosti povolenych i nepovolenych
navykovych latek v biologickém materialu (moc,
vlasy, sliny, krev, pot)

Duvody:
 Klinické
* Lecebne
e Soudni
» Sportovni testovani




Jak je vysetreni provadeno?
Pozadavek zni : je droga pritomna?

v Prvni vySetreni je screeningové (nespecifické!)

vV nékterych pfipadech nasleduje potvrzeni
(konfirmace)



Vysetrovane skupiny navykovych latek

— Amfetaminy
—Benzodiazepiny
—Kanabinoidy

— Kokalin

— Opiaty

(Psilocin a psilocybin - halucinogenni houby)

Fencylidin (CP)
LSD

Zakon 167/1998 Sb.O navykovych latkach;
Seznam omamnych a psychotropnich latek
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Priklad testu na drogy

oL Y =

Amfetamin
Metamfetamin (pervitin)
THC (marihuana)
Opiaty (morfin/heroin)
kokain

DynexTest®SalivaScreen
*Naneseni vzorku

*Odecist vysledek po 10min
*Negativni vysledek: 2 prouzky
*Pozitivni vysledek: 1 prouzek v
kontrolni oblasti




Jiny priklad:

Kazetovy test Syva®RapidTest (pozitivni na amfetamlny)




Alkohol (etanol)

 Plynova chromatografie (GC)
* Widmarkova zkouska

* Enzymove metody
* Imunoanalyticke metody



Widmarkova zkouska

nespecificka - volumetrické stanoveni vsech
redukujicich latek zalozené na jodometricke
oxidacnée-redukcni titraci:

3CH,CH,OH + 2Cr, 0,2 + 16H* = 3CH,COOH + 4Cr* + 11H,0
Cr,0,% + 6l" + 14H* = 2Cr3* + 3, + 7TH,0O

I, + 25,0, = 2|+ §,0.



Enzymove stanoveni etanolu

Oxidace etanolu pomoci alkoholdehydrogenazy

C,H.OH + NAD* = CH,CHO + NADH+H* (AIDH)
Etanol Acetaldehyd



Amfetaminy

I Metamfetamin (Pervitin)
I Amfetamin

I Methylenedioxymetamfetamin (MDMA, Extaze)
Ir Efedrin

I’ Fenmetrazin, Fentermin

« Cut-off: 1000 ng/ml

* Doba zachytu v mocCi: MA a metabolity 3 az 5d po ukonéeni aplikace

» Potvrzeni pozitivnich vysledku — GC/MS

48



Benzodiazepiny (BZD

I” Alprazolam, Bromazepam, Clonazepam,
Diazepam, Flunitrazepam, atd.

« Cut-off: 300 ng/mil (])
* Doba zachytu v moci: 1 az 7d

» Potvrzeni pozitivnich vysledku — GC/MS (?)
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Kanabinoidy (obsazené v marihuané)

I” delta-9-tetrahydrokannabinol (THC)
I Cannabinol (CAN)
I Cannabidiol (THC-COOH)

 Cut-off: 50 ng/ml

* Doba zachytu v mocCi: 1 az 3d po jednorazové davce;
az 30d u chronickych uzivatell
» Potvrzeni pozitivnich vysledku — GC/MS

(ve vlasech 2 az 3 mésice)
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I” Kokain
I Crack (vola baze kokainu

« Cut-off: 300 ng/ml

* Doba zachytu v mocCi: 3 az 6h; 24-6h metabolity;
az 5d u chronickych uzivatelu

» Potvrzeni pozitivnich vysledku — GC/MS
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Opiaty

I” Morfin

I” Heroin (diacetylmorfin)
I Braun (hydrokodon)

I Kodein

I Ethylmorfin

I Dihydrokodein,

» Cut-off: 300 ng/ml (morfin)

 Doba zachytu v moCi:  az 3d po posledni davce

» Potvrzeni pozitivnich vysledku — GC/MS
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Metody stanoveni

1. Chromatograficke metody
HPLC
HPLC/MS
LC/MS
GC/MS
TLC



2. Imunoanalytické metody

a) fluorescencni imunoanalyza (FIA,
FPIA, DELFIA)

b) enzymova imunoanalyza (EMIT,
ELISA, MEIA,CEDIA)

c) luminiscencni imunoanalyza (LIA,
ILMA, CMIA, ECLIA,...



