Petr Breinek




Proc se u nekterych leku
stanovuje |ejich mnozstvi V. Krvi?

o Hrozi jejich toxicky: ucinek
o Nektere majl' Uzke terapeuticke rozmezi

o | ekar pozoruje nedostatecnou terapeutickou
odpoved

o Je potreba kontroelovat terapil

o Je podezreni, ze pacient leky neuziva

o EXIStuje dostupna metoda pro jeho staneveni



Tlerapeuticke rozmezi

LI 40" A 4

ktere se objevuje jeho ucCinek a nejvyssi
koncentraci, pri které se jeste neobjevuje
toxicky ucinek leku



Analyzovany material

Plazma

SErum

KreV

\Y/le]e

Sliny.

Viezkomisni mok

ZIué nebo peritonealni tekutina



Farmakologie a laborator

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

stanoveni

terapeuticke rozmezi

v pripade nedostupnosti klinickeho
farmakologa dalsi Cinnosti




Odber vzorku

\/ ustalenem stavu (steady: state)
Pred dalsi' davkou (,through™)
Kdykaeli'(;,;randem’)

Pred a po podani (,peak")

+ |nfermace 0 pacientovi:
renalni funkce, cas podani, davka



Obvykle monitorovane 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 stanovuiji |
metabolity Iéku.



1 R)\Y

lerapeuticke moniterevani lekovychrhladin

Soubor Cinnosti, jejichz cilem je
dalsi davky
leku

Soucasti TDM je:

- (prip. jeho
metabolitu) v krevnim vzorku, odebraneho v
definovaném casovem intervalu

: vysledku



Leky [sou metabolizovany.

» U stanovovanych leku je jejich
metabolizmus znam

* Priblizné u 20% osob probiha odbouravani
leCiv jinou rychlosti nez u vetsiny osob
— vznika problem pri stanoveni davky
leku



Co ovliviauje hladinu leku ve
stanovovanem vzorku krve?

Puvodni latka

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



Farmakokinetika

studuje pusobeni organismu na Iék

« zmeny koncentrace leku v tele
» Casovy prubéh koncentraci Iéku v plasmé



Farmakoedynamika

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

e doba ucinku

« stimulace

« deprese

e ovlivnéni metabolismu



Farmakegenetika a
farmakogenomika

Studuji individualni geneticky vliv na
farmakokinetiku farmakodynamiku

* Velka interindividualni variabilita
 Cilem je individualizace volby leku a jeho davkovani



,Rychli metabolizatori”

Premena leku probiha rychleji:
- nedosahne se terapeutické rozmezi

- Ucinek leku se neprojevuj

e

- tato situace neni tak nebezpecna lekar

zvysi davkovani léku
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~Pomali metabolizatori®

Premena Ieéku probiha poma

- mnozstvi leku v krvi presahuj

eji:
e

terapeuticke rozmezi, | kdyz uziva

doporucene davky

- Casto dochazi k toxickym projevum az k

poskozeni organismu

A AL AV 4
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Co to zpusobuje?

 dlouhou dobu se to nevédélo:
lek se vysadil nebo zmenil

* u pomalych metabolizatoru je to Casto

N e

vrozené ,,chybeni” nebo zmenena funkce
nektereho enzymu (napr. CYP450 se
podili na metabolismu asi 30%
pouzivanych léku



Soucasnha praxe

» Sleduje se koncentrace leku v krvi

« Pacient musi chodit na kontroly (odbery
Krve)

 \/ pripadé problému se upravi davkovani,
Ci zmeni lék..



Budoucnost

Zacina se sledovat:

* bud vrozene chybeni

* nebo zménena forma prislusneho enzymu
(vedouci k pomalé premene leku v
organismu)
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Metody stanoveni

1. Chromatograficke 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



HPLC — jednoduche schéma

Naneseni i B
vzorku Kolona

Elucni ¢inidlo

=88 Detekior

e Prevodnik
" signalu

Odpad




HPLC




2. Imunoanalyticke metody

a) fluorescencni imunoanalyza (FIA,
FPIA, DELFIA)

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

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



3. Vletedy prorednalovani genetickeno
polymorfismulv: metaboelismu leciV.

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



TACROLIMUS

* Imunosupresivum, FK 506
* obchodni nazev PROGRAF®

* objev (1984). extrakt z houby
(Streptomyces tsukubaensis) japonska
farmaceuticka firma Fujisawa (kddoveé C.
FK 506)

e prispiva vyznamnou merou k dosazeni
soucasneho stupne rozvoje transplantace
organu a bunék, pouziva se také pri lécbé
zavaznych autoimunitnich onemocneni



* je 10x az 100x ucCinngjSi ve srovnani s
cyklosporinem

» pusobi inhibi€né 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)

e stabilita
+2az4+8 C ............ 14 dni
<-70C ................ 2 meésice

koncentrace v krvi je prumérné 35x vySSi
(12-67x) nez v plazme
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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 IéCiva mofetil



DIGOXIN

Odbeér: srazliva krev

pred podanim nebo 6-11 h po
podani

Referencni meze: 0,5-1,2 ug/I
» Srdecni glykosid, je indikovan pri srdecnim

se
DL
DL

havani
F (digoxin-like immunoreactive factor)

S (digoxin-like immunoreactive substance)
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LITHIUM

Odber: srazliva krev

10-18h po podanim
Terapeuticka hladina: 0,5-1,2 mmol/l
Profylaxe maniodepresivniho onemocneni

Stanoveni: nejcasteji PES(plamenova emisni
spektrometrie)



Toxikologie a navykove drogy




\/ySetrovane skupiny navykovych latek

Zakon 167/1998 Sb.

O navykovych latkach;Seznam omamnych a psychotropnich latek
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Plynova chromatografie (GC)
* Widmarkova zkouska

 Enzymove metody
* Imunoanalyticke metody



Oxidace etanolu pomoci alkoholdehydrogenazy

CoHOH + NAD* = CH;CHO! + NADH+H* (AIDH)
Etanol Acetaldehyd



nespecificka - volumetrické stanoveni vsSech
redukujicich latek zalozeneé na jodometricke
oxidacne-redukcni titraci:

3CH,CH,OH + 2Cr,0,% + 16H* = 3CH,COOH + 4Cr3* + 11H,0
Cr,0,% + 6l + 14H* = 2Cr3* + 31, + 7H,O

, + 25,0, = 2I'+ S,0.



Amfetaminy

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

* Doba zachytu v mocCi: 1 az 7d
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Kanabinol dy (obsazené v marihuané)

 Doba zachytu v moCi: 1 az 3d po jednorazové davce;
az 30d u chronickych uzivatelu
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* Doba zachytu v moci:

Kokain

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

az 3d po posledni davce
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Metody stanoveni

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



Kazetovy test
(pozitivni na amfetaminy)




| M X

/)




2. Imunoanalyticke metody

a) fluorescencni imunoanalyza (FIA,
FPIA, DELFIA)

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

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



