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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva vyvojem a validaci analytické metody pro stanoveni hladiny
vybranych psychofarmak v biologickych vzorcich pomoci kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Zaméfuje se na nova 1é¢iva pouzivand v psychiatrii
k 1é€bé bipolarni poruchy, deprese, alkoholismu, schizofrenie a Alzheimerovy choroby.
Teoretickd Cast se zabyva popisem vlastnosti jednotlivych 1éCiv, chemickych
a farmakologickych aspektii jejich ucinku. Dale je popsana pouzita analytickd metoda
a parametry validace. V experimentalni ¢asti byla provedena validace metody a nasledné
aplikovana na realné vzorky od pacientil. Prace se uskute¢nila na Ustavu soudniho 1ékafstvi

v Ostrave.
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TITLE
Analysis of Selected Psychofarmaceuticals
ANNOTATION

The thesis deals with the development and validation of an analytical method for the
determination of selected psychopharmaceuticals in biological samples by liquid
chromatography with tandem mass spectrometry. It focuses on new drugs used in psychiatry
for the treatment of bipolar disorder, depression, alcoholism, schizophrenia and Alzheimer's
disease. The theoretical part deals with the description of the properties of individual drugs,
chemical and pharmacological aspects of their action. Furthermore, the analytical method used
and the validation parameters are described. In the experimental part, the method was validated
and then applied to real samples from patients. The work was carried out at the Institute of

Forensic Medicine in Ostrava.
KEYWORDS

psychopharmaceuticals, bipolar disorder, alcoholism, schizophrenia, Alzheimer's disease,

depression, liquid chromatography, mass spectrometry, method validation



Obsah

SEZNAM OBRAZKU
SEZNAM TABULEK
SEZNAM ROVNIC
SEZNAM GRAFU
SEZNAM ZKRATEK
1  TEORETICKA CAST
Uvod
L1 PSYCROTAIMIAKA .....ocuiiiiiieiiecie ettt sttt sttt e e e e essesta e ta e baessaesbesssessaesseensaenseessenns
Lo 1oL ASEHAPDIN. ..ottt ettt et s
1.1 2 DISUIfIFAMN ..o ettt ettt eeean
L.1.3 FIUFORAZIT ...ttt ettt ettt
L.1:4 FIUVOXAIMEN ...ttt et ettt ettt ee e ae et e bt eneeesaeeeeeaeean
115 GQUANIATNII ..ot et
Lo1.6 MEMIARTII ...ttt e ettt
Lo 1.7 SEFHRAOL. ...t
1.1.8  TPARYICYDFOMUN ...ttt ettt ettt a ettt sae e aeean
1.2 Kapalinova ChromMatO@Iatie .......c.eeiuieiiieiieieiee ettt ettt ettt st esaeesaeeseeenteeneeens
1.2.1  Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) .............cccccooioiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e
1.3 HmOotnostni SPEKLIOMEIIIC .. .c.ueeeieiieiieiiietieetieste ettt ettt et e st et e st et e teentesneesneesaeeneeenteeneeens
D31 KVAAPUDOL ...ttt ettt et ettt et ettt ettt et e e tb e e e e b e e nnree e
1.3.2  Tandemovd hmotnoStni SPEKITOMEIIIO .............cccoevcuieeieieiiieeie sttt svee v
L4 VALIAACE ... ettt ettt ettt st b e bt bt a et bbbt bt heea e e st et e bbbt et entens
L4 ] S@LEKIIVILA ... e
D42 LIT@AFTIA. ...ttt ettt et et n
1.4.3  Limit detekCe (LOD) ...........cccooouieiuiiiiieecie ettt ettt ettt e tae e aae s
1.4.4  Limit kvantifikace (LOQ) .........coouoiiiiiii ettt
1.4.5  SPraAVROSt VYSIEARIL...........oceoeieiieee e
1.4.6 ROZDIYI VISICAKIL ...ttt e et eensaeenbeeenseeennes
1.4. 7 HOFWIIZOVA FOVIICE ..ottt ettt ettt ettt ettt
2 EXPERIMENTALNI CAST
1 B O 1 o) ¢ 1o USRS
2.2 POUZItE CREMIKALIC. ... .. eeeeeeieiiieeiieit ettt ettt ettt et e st e et e bt et e et esse et e et e enseensesnsesneesneenseenseenseans
22,1 PFIPrava SEANAATAUL...............c.cccoooiiiiiiieieee ettt et
22,2 ARAIYZA HPLC-MS........cociiiiiiiiiiiiiit ettt

2.3 PTIStIOJOVE VYDAVENT....eiiiiiiiieeiii ettt ettt e st e et e st eeateessbeeenbeessbeesnseesnsaeenseesnseesnseesnsaesnseenn

11

12

13

13

14

16

16

17
17
20
23
25
28
31
33
35
40
40
44
44
45
47
47
47
47
47
48
48
49

51



2.4 PraCOVI POSTUPY .uvveerueeetreesieeetteesteesoteeesseesseeaseessseesssessssesansessssesassessssesassessssessnsessssssessesssessssessssesessees

2.4.1
242
2.4.3
244
245

Priprava zasobnich FOZIOKIL ...............c.cooiuiiiiii ittt
Priprava smésného roztoku pro kvalitativni analyzu....................cccoecovvviiieiieniiiiieiieeeieeiens
PFiprava kalibracni FAAY ..............ccccoooeiiieiiiiii ittt
REAINE VZOFKY ...ttt sae et ettt ere e

Kapalinova chromatografie s hmotnostng detekci..................ccoccvevieiiiiiiiiaiieiiiie e

2.5  Vysledky @ VYhOANOCENT ......oiueiiiiiiiiiieie ettt ettt st sae e bt et et eae

2.5.1
252
253
254
255

Zavér

Pouzita literatura

PRILOHY

KVQAIIATIVIL QRALYZA ...t
KQIIDFACE ...ttt ettt
VAliAACHT DAFVATNEGITY ..ottt ettt et be et easeeneeseens
VYROAROCENI. ...ttt ettt be et easeeaeenseens

REAINE VZOFKY ...ttt eae bt easeeaeene e

Piiloha 1: Piiprava zasobnich roztokil, aparatura ...................coooiiiiiiiiiiieeeee e

Piiloha 2: Nameérenad data, VYPOCEY .......cccooiiiiiiiiiieieie ettt ettt ettt e saeesneeeeeneeens

5.1

F TS 21 o 11 USRNSSR

5.2 DIESUITITAI . ...oiiiiiii et e e e e e e e et e e et e e e aaeeesenaeeeeenteeeeeaaeeeeeanaeesetreeeanes

5.3
5.4
55
5.6
5.7
5.8

S LT <3 TV ) WO

FIUVOXAIMN ...ttt ettt e e e e et e e e st e e emaaeeseaaeeesesteeeeanaeeesenneeesennteeesennneessnseeeeens

(@ F=1 )17 100V o LR PRI

B (350 F: 1 15 1 s DO RO P PPRRRRRRTRRRIN

Y= 451176 (o) RO

TTANYLCYPIOMIII ...ttt ettt e et ettt et e et e e et e sseesae e et eneeeneeese et e e seenseenseensesneesneesneenseenseenseans

62

63

71



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Asenapin; 5-chloro-2,3,3a,12b-tetrahydro-2-methyl-1H-dibenz[2,3:6,7] oxepino[4,5-c] pyrol [zdroj:

VLA ]ttt ettt e et e e e ettt eebe e et e e e be e e beeeabee e beeeabeeeabeeeabeeaabeeeabeeaabeeeabeeebeeeareeebeaereeas 17
Obrazek 2 Biostransformace asenapinu [Zdroj: VIAStNI] .......cceeeuieeiiiiieiiieiiesit et 19
Obrazek 3 Disulfiram; tetracthylthiuram disulfid [zdroj: v1astni] ..........cooceerieiiiiinine e 20
Obrazek 4 Odbouravani alkoholu za fyziologickych podminek [zdroj: v1astni] ........cccceoeeiiniiniiniiiiecee 21
Obrazek 5 Biotransformace disulfiramu [zdroj: VIastni] .......coooeiiiiiiiii e 21
Obriazek 6 Flufenazin; 4-[3-(2-trifluoromethyl-10-fenothiazin)-propyl]-1piperazinethanol [zdroj: vlastni]........ 23
Obrazek 7 Fluvoxamim; 5-methoxy-1-[4-(trifluoromethyl)phenyl]-1-pentanon [zdroj: vlastni]............ceeuvneenn. 25
Obrazek 8 Mechanismus UCINKU SSRI [1]..ccuviiiiiiiiiiiie ettt et ar e e stv e e are e saveeeaseesabeeenas 26
Obrazek 9 Produkty biotransformace fluvoxaminu [zdroj: v1astni] .........ccceoveviieiinienienieeeeee e 27

Obrazek 10 Galantamin; (4aS,6R,8aS)-4a,5,9,10,11,12-hexahydro-3-methoxy-1-methyl-6H- benzofuro[3a,3,2-

e,f][2]benzazepin-6-01] [ZAr0j: VIASINI] ....ooeeeiiiiieiieie e 28
Obrazek 11 Mechanismus piisobeni galantaminu (pievzato a upraveno Z [34]) ..ccooceveereeienieieie e 29
Obrazek 12 Memantin; 3,5-dimethyldamantan-1-amin [zdroj: v1astni] .........c.cccooeriiniiiiiiiinie e 31
Obrazek 13 Sertindol; 1-[2-[4-[5-chloro-1-(4-fluorofenyl)-1H-indol-3-yl]-1-piperidinyl]ethyl]-2-imidazolidinon

[ZATOJ: VIASTI] .eutieitieeiieiieciiesieeste ettt et ettt e et e st e saeesae e bt esbeesseessessaensaensaessesssesssesseenseanseensenssesssensaensans 33
Obrazek 14 Tranylcypromin; trans-2-fenylcyklopropylnamin [zdroj: v1astni] ........ccceceeveeveecieicienienierienieenenns 35
Obrazek 15 Schéma kapalinového chromatografu (pfevzato a upraveno z [55]) .c.ocvveveereenieeciincieiiecieseeieeeens 41

Obrazek 16 Schéma smyckového davkovace (pfevzato z https://dokumenty.upce.cz/FCHT/kbbv-

vk/instrumentalni-met-anal/kapalinova-chromatografie.pdf, stazeno 28. 3. 2023) .......ccoceeiveiiniinieiiennen. 42
ODbrazek 17 KVadrupOl [S5]....ooeoeiiiieiiere ettt sttt sttt sttt sttt st be et b e st et et eneeneenens 45
Obrazek 18 Souhrnny chromatogram 1€€1v [Zdroj:vIastni]........cceeovirieiieiiei e 58
Obrazek 19 Chromatogramy zvolenych kvantifika¢nich iont [zdroj: v1astni]........ccccevvevieciiicinniieiierieiees 59
Obrazek 20 Chromatogram pacienta 1, biologicky material mo¢ [zdroj: v1astni] ........ccccceeveeviiecieriienienierieenns 60
Obrazek 21 Chromatogram pacienta 2, biologicky material mo¢ [zdroj: v1astni] ........cccccveveveiirciercienienieirenns 61
Obrazek 22 Zasobni roztoky [Zdroj: VIASINI] ......c..ccuiiiirieiieiieie ettt ettt be b e sresreesaeeaeenne e 71
Obrazek 23 Krimpovaci kleste, vialka [zdroj: VIastn] .........cccoereeoiiieiieniet e 71
Obrazek 24 Injekeni stiikacka [Zdroj: VIASINI].......ooueriiiieiieiee e 72
Obrazek 25 Injekeni stiikacka se stiikackovym filtrem [zdroj: v1astni] .......ccoeceeviieienieiieiieeee e 72
Obrazek 26 Kalibra¢ni fada ve vialkach [zdroj: VIAStni] ......ccceeevieeiiiiiiiieiiese ettt 72

Obrazek 27 Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 II a hmotnostni spektrometr Agilent 6470 [zdroj:vlastni] .73


https://unipardubice-my.sharepoint.com/personal/st56961_upce_cz/Documents/mgr/diplomka%202/diplomová%20práce_TG2.docx#_Toc134692016
https://unipardubice-my.sharepoint.com/personal/st56961_upce_cz/Documents/mgr/diplomka%202/diplomová%20práce_TG2.docx#_Toc134692017

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 Piehled farmakologickych v1astnosti 1ECIV [2; 7] .c..ooueriiriiiiriiiiicieieeneee e
Tabulka 2 Piehled chemickych v1astnosti 1ECIV [10]....ccueeriieiiieiiiiieiieiieseeric ettt es
Tabulka 3 Hodnoty RSDr pfi riznych koncentracich [62] .......coecviiieiieiieniieiieieeiereeieee e
Tabulka 4 Piiprava zasobnich rOZOKT .......c.coouiiiiiiiiiiie ettt s sae e eae
Tabulka 5 Kalibra¢ni fada pro asenapin, flufenazin, galantamin, tranylcypromin ............cccceeeeevveneneeneeneennene
Tabulka 6 Kalibra¢ni fada disulfiram, fluvoxamin, memantin, SErtindol, ...........c.ccoovvvuvriiiiiiiiiiiiieeeee e,
Tabulka 7 Gradientova EIUCE........cceiiruiiiiieiiieere sttt ettt e b ettt be st be bt ebe et e e
Tabulka 8 Kvalitativni analyza sm&Sneho roztoku IECIV ..........ccvveiiiieiiieiiei et
Tabulka 9 Pfehled fragmenta¢nich pfechodii 1é¢iv, kolizni energie, reten¢niho asu, vystup z MassHunter
SOUICE OPLINIIZET ... eeuvieeieeereeeiesiieieeteetestestesteeteeseessesstesssesseenseessesssesssesssesseesseenseassesssenseensesnsenssesssesnsesses
Tabulka 10 Ionty zvolené jako kvantifikacni, véetné€ interniho standardu propiverinu............ccocceeeereerieneennne
Tabulka 11 Souhrn validovanych parametrti............ooiiruieiieiiee ettt ettt ene
Tabulka 12 VZOTKY PaCICNTL.......ccuiiiiiiieiieiiee ettt ettt et e et e et et e e beenteeneesneesseesaeeseeneeens
Tabulka 13 Vysledky méfeni pro asenapin, pomér odezvy ku vnitinimu standardu...........ccceceveiiinieniennenns
Tabulka 14 Zpétné vypocitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost pro
ASCIIAPIM ... veteetteteesteeteetestteettesteeseesseesseesseessenseesseesseesseessesssess s e st en st enseesseess e s e et e enbeesseesbeessenneenseeseenseenseans
Tabulka 15 Vysledky méfeni pro disulfiram, pomér odezvy ku vnitinimu standardu ............cccoocevenenininneennne.
Tabulka 16 Zpétné vypocéitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost pro
QISUITITAITL ...ttt ettt et ete e e a e e s et e bt et e em e e en e e e st e bt e st emeeemsesmeesmeesaeenneanseeneeans
Tabulka 17 Vysledky méteni pro flufenazin, pomér odezvy ku vnitinimu standardu...........ccccoeoeviiiiniinnennn.
Tabulka 18 Zpétné vypocitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost pro
TIULENAZIN. ...ttt ettt st et e e st e e bt et e eat e ese e e st e nteenseenseeneeeneesneeeneenneenteenneens
Tabulka 19 Vysledky méfeni pro fluvoxamin, pomér odezvy ku vnitinimu standardu .............ccooceneniiinnnnene.
Tabulka 20 Zpétné vypocéitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost pro
FIUVOXAIMIN ..ttt ettt et ettt b e et et e ettt sa st et e et et e saeneebesaeseenens
Tabulka 21 Vysledky méfeni pro galantamin, pomér odezvy ku vnitinimu standardu ...........cccoocevevercninnennne.
Tabulka 22 Zpétné vypocitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost pro
Fecc BT 121 01 o SO SSSPRTRPS
Tabulka 23 Vysledky méfeni pro memantin, pomér odezvy ku vnitinimu standardu.............ccoeoeeverienienrenn.
Tabulka 24 Zpétné vypocéitané koncentrac, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost pro
TNETNANTIN ...ttt sttt ettt et ettt b e eb e bt eae et e e e b e s b e eb e e st eae e st et et e saeebeeaeeseesn et e besueebeeneennene
Tabulka 25 Vysledky méfeni pro sertindol, pomér odezvy ku vnitinimu standardu.........ccccceeeveenininiincnnn.
Tabulka 26 Zpétn¢ vypocitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost pro
T3 11T () R
Tabulka 27 Vysledky méfeni pro tranylcypromin, pomér odezvy ku vnitinimu standardu ..........c.cceceveeeeeennee.
Tabulka 28 Zpétné vypocitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost pro

ETANYICYPIOIIIIN ...ttt ettt st ettt b s bbbt eat et et et s bt sbe e bt ebt et et e b e nbesbeeaeennene



SEZNAM ROVNIC

Rovnice 1 Vypocet limitu detekce, s je Sum zaAKIadni i€ ........ccoeeveiieiierierieieeieeteseee e 47
Rovnice 2 Vypocet limitu kvantifikace, s je Sum zakladni linie.........c.cceeeiiieiiininiinininnccccee e 48
Rovnice 3 Vypocet bias [%], X je aritmeticky primér ziskanych dat, x,..; je spravna/referencni hodnota .......... 48

Rovnice 4 Vypocet smérodatné odchylky z namétené hodnoty (x;), aritmetického primeéru (x) a poctu dat (n). 48
Rovnice 5 Vypocet relativni smérodatné odchylky RSD [%] ze smérodatné odchylky (o) a aritmetického
PIAMEIT NOANOL () 1ottt ettt ettt et ettt st e s bt e saeesbe e bt e bt enteeseesbeenbeennean 48

Rovnice 6 Horwitzova rovnice dle Jung-Keun Lee, kde c je koncentrace vyjadiend bezrozmérnym hmotnostnim

zlomkem, RSDg [%] je variani KOCTICIENE .........c.evieriieriieiieiieieeieeteeee ettt e es 49
Rovnice 7 Predikované RSDgr (PRSDR) [%] pro reprodukovatelnost [62] ..........ccceeverierienieniieeieesrereeseenieenens 50
Rovnice 8 Horwitz(v pomér pro reprodukovatelnost [62]........ccveeviriierieriieniieiieieeieseesreeseeseseeseeeseesseeseenseens 50
Rovnice 9 Predikované RSD; (PRSD;) [%] pro opakovatelnost [59].....c.ccvvervieriieiinienieiieieeie e 50
Rovnice 10 Horwitziv pomer pro opakovatelnost [62].........cccieiieiieiirieiiesieieeie ettt 50
SEZNAM GRAFU
Graf 1 Kalibracni primka @SENAPINU ........ceeiieriiiriieieeieeiesttesteesteeteseeseesteesseesseessesssesseesseessesssesssesssesseesseesseesenns 74
Graf 2 Kalibracni primka diSUIfITAMU............coiiiiiiiiiiicieeeee ettt e sae e e s e sseesaeenseenseens 76
Graf 3 Kalibracni primka fIUfENazinu ............covieiiiiiiiieieriieeee ettt e beesaesaeseresseesseenseenseens 78
Graf 4 Kalibracni primka fIUVOXAMINU..........cceeriiieiiiienierieseeie e see st et esteesseeeaesttesseesseessesssessaesssesseesseesseessenns 80
Graf 5 Kalibracni pfimka galantaminu ............ccoocioiiiiiiioiieeee et 82
Graf 6 Kalibracni pfimka MEemMAantinu ...........cociiiiiiiiiiieseeee ettt ettt et et esneeseeesaeeeeeneeens 84
Graf 7 Kalibracni pfimka SertindOlU ..........ccooiiiiiiiieeee ettt st 86

Graf 8 Kalibracni pfimka tranylCyProminu............cceeierieriieiieie ettt ettt ettt ee e seeeseeeeeeneeens 88


https://unipardubice-my.sharepoint.com/personal/st56961_upce_cz/Documents/mgr/diplomka%202/diplomová%20práce_TG2.docx#_Toc134742034
https://unipardubice-my.sharepoint.com/personal/st56961_upce_cz/Documents/mgr/diplomka%202/diplomová%20práce_TG2.docx#_Toc134742035
https://unipardubice-my.sharepoint.com/personal/st56961_upce_cz/Documents/mgr/diplomka%202/diplomová%20práce_TG2.docx#_Toc134742036
https://unipardubice-my.sharepoint.com/personal/st56961_upce_cz/Documents/mgr/diplomka%202/diplomová%20práce_TG2.docx#_Toc134742037
https://unipardubice-my.sharepoint.com/personal/st56961_upce_cz/Documents/mgr/diplomka%202/diplomová%20práce_TG2.docx#_Toc134742038
https://unipardubice-my.sharepoint.com/personal/st56961_upce_cz/Documents/mgr/diplomka%202/diplomová%20práce_TG2.docx#_Toc134742039
https://unipardubice-my.sharepoint.com/personal/st56961_upce_cz/Documents/mgr/diplomka%202/diplomová%20práce_TG2.docx#_Toc134742040

SEZNAM ZKRATEK

ADH
ALT
APCI
APPI
ASG
AST
CAS

CEN
CYP
CNS
DART

DDC
DESI
DMA
EI
EKG
ESI
GABA
HPLC

IMAO
LC
LOD
LOQ
MAO
MF
MRM
MS
MS/MS
NDMA
NP LC
RP LC

alkoholdehydrogenéza

alaninaminotransferaza

chemicka ionizace za atmosférického tlaku

ionizace v kapalné fazi za atmosférického tlaku
asenapin-N-glukuronid

aspartataminotransferaza

Chemical Abstract Service Registry Number, identifikacni ¢islo, pod nimz jsou
chemické latky registrovany

Comité Européen de Normalisation, Evropsky vybor pro normalizaci
cytochrom P450

centralni nervova soustava

Direct Analysis in Real Time, iontovy zdroj iontovy zdroj umoziiujici pifimou
analyzu v redlném cCase
kyselina diethyldithiokarbamova

Desorption Electrospray lonization, desorpéni ionizace elektrosprejem
N-demethylasenapin

Electron Ionisation, elektronova ionizace

elektrokardiograf

Electrospray Ionisation, ionizace elektrosprejem

kyselina gama-aminomaselna

High Performance Liquid Chromatography, vysokou¢innd kapalinova
chromatografie

inhibitor monoaminooxiddz

Liquid Chromatography, kapalinova chromatografie

Limit of Detection, limit detekce

Limit of Quantification, limit kvantifikace

monoaminooxidaza

mobilni faze

Multiple Reaction Monitoring

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie

N-methyl-D-aspartat

kapalinova chromatografie normalnimi fdzemi

kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi



RSD relativni smérodatna odchylka
5-HT 5-hydroxytryptamin, serotonin



1 TEORETICKA CAST

Uvod

Dnes, ve 21. stoleti, v pomérné uspéchané dob¢ narocné na psychiku a dusevni zdravi
dosahuje psychiatrie, jakozto 1ékafsky a védni obor, svého nejvétsiho rozvoje. Vzhledem
k socioekonomickym podminkam poslednich desitek let se pravé neuropsychiatrické choroby
staly jednou z nejvyznamnéjSich skupin onemocnéni. S nastupem novych modernich technik
a postupti doslo k vyvoji i na poli farmakologickém. Nasazuji se nova a u¢inngjsi 1éCiva a je
nezbytné vyvijet i metody na jejich analyzu, zejména v biologickém materidlu. V ptipadé¢
vyskytu nezddoucich G€inki u pacienta je nutné zjistit hladinu daného 1é¢iva v téle, aby se dalo

urcit, zda je hladina terapeuticka nebo doslo k pfedavkovani, a je neodkladné podat antidota

.....

Toxikologicka laboratoi Ustavu soudniho lékaistvi v Ostravé se zabyva klinickou
a forenzni toxikologii, a stanoveni hladiny lé€iv patii jiz k rutinnim analyzdm. Vzhledem
k neustalému vyvoji novych farmak a navykovych latek je ale nutné sledovat aktualni déni a mit

v

validované metody i na nejnové¢jsi latky, Cemuz je vénovana tato prace.

V teoretické Casti prace jsou ptredstavena nova psychiatrickd 1é¢iva, a to asenapin,
disulfiram, flufenazin, fluvoxamin, galantamin, memantin, sertindol a tranylcypromin,
z chemického a farmakologického hlediska, spolu s piikladem analyzy v biologickém
materidlu. Dale je popsana metoda analyzy pouZita v experimentalni ¢asti a nezbytné parametry

validace, bez kterych by metoda nemohla byt schvéalena a vyuzivana v praxi.
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1.1 Psychofarmaka

Psychofarmaka (fecky psyché — dusSe, farmakon — lék), ptedstavuji latky, které
pusobenim na CNS ovliviiuji duSevni cinnost Cloveéka. Patfi mezi jedny z nejvice
predepisovanych 1é¢iv, pfiCemz nejcastéji jsou predepisovany antidepresiva. Diive byla
psychofarmaka klasifikovana dle chemické struktury, v praxi byva ¢asto vyuzivano rozdéleni
dle aktivity na receptorech nervovych bunck, ale nejvice se, z pievazné praktickych davodi,

uplatnuje rozdéleni dle klinického ucinku, a to na:

e antidepresiva

e antipsychotika

e stabilizatory nalady
e anxiolytika

e sedativa

Kromé toho se vyskytuji i 1é¢iva uréend k substituci ndvykovych latek, léky podporujici
odvykaci 1écbu ¢i uzce zamétena 1éCiva. Z 1éCiv charakterizovanych v této praci budeme
hovoftit o antipsychotikach (asenapin, flufenazin, sertindol), antidepresivech (fluvoxamin,
tranylcypromin), antidementivech (galantamin, memantin) a lécich urcenych k 1écbé

alkoholismu (disulfiram) [1].

1.1.1 Asenapin

Obrazek 1 Asenapin; 5-chloro-2,3,3a,12b-tetrahydro-2-methyl-1H-dibenz[2,3:6,7] oxepino[4,5-c]
pyrol [zdroj: viastni]

Asenapin (Sycrest) je antipsychotikum, uzivané k 1écbé stiedné tézkych az tézkych
manickych epizod u dospélych s bipolarni poruchou prvniho typu. V klinické praxi je vyuzivan

od roku 2009. [2; 3]

1.1.1.1 Chemické vlastnosti
Asenapin je tetracyklickd slouCenina, 5-chloro-2,3,3a,12b-tetrahydro-2-methyl-

1H-dibenz[2,3:6,7] oxepino[4,5-c] pyrol, ve které maji ob¢ stereocentra konfiguraci S. Jedna
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se o enantiomer (R,R)-asenapinu. V léCivech se vyskytuje ve formé¢ maleétu, jenz mé podobu
bilého prasku. Samotny asenapin je, dle vyrobce referen¢niho standardu (Toronto Research
Chemicals), hnéda az tmaveé hnéda lepkava pevna latka. Asenapin je rozpustny v chloroformu

a methanolu. [2; 4]

1.1.1.2 Farmakodynamika

Pivod bipolarni poruchy typu 1 zatim nebyl zcela objasnén, ptredpoklada se vsak,
ze asenapin ovliviiuje manické a psychické stavy prostfednictvim kombinovaného antagonismu
vuci serotoninovym 5-HT24 a dopaminovym D; receptoriim. V mensi mife ma také vliv na dalsi
serotoninové receptory (5-HTia, 5-HTis, 5HT2s atd.), adrenergni o1 a o» receptory
¢1 histaminové H; a H> receptory. K muskarinovym ani cholinergnim receptoriim asenapin

nevykazuje znatelnou afinitu. [3; 5; 6]

1.1.1.3 Farmakokinetika

Po sublinguélnim podani dosahuje asenapin maximalni plazmatické koncentrace béhem
30 minut az 1,5 hodiny. Maximalni biologick4 dostupnost' p#i sublingualnim podani 5 mg
asenapinu je 35 %. U dalSich zptisobti podani je biologicka dostupnost nizsi nez 2 %. Vypiti

tekutin ¢i pozfeni potravy vede ke snizeni biologické dostupnosti az o 19 %. [6]

Asenapin je v organismu rychle distribuovan, jeho distribu¢ni objem? se pohybuje okolo
20-30 I/kg. Véaze se na plazmatické proteiny (97-95 %), v¢etné albuminu a a-glykoproteinu.
Biologicky pologas® &ini 17-31 hodin. [2]

Biotransformace asenapinu probihd pfimou glukuronidaci pomoci enzyml UGT1A4,
cytochromu P450 (primarné CYP1A2, poté 2D6 a 3A4) zprostiedkovanou oxidaci
a demethylaci. V in vivo studii na zdravych dobrovolnicich s radioaktivné znafenym
asenapinem byl v plazmé pievladajici metabolit N-glukuronid, dale pak N-demethylasenapin
a N-karbamoyl glukuronid. Béhem této studie s radioaktivné znacenou davkou bylo zjiSténo,
ze 50 % davky bylo vylou¢eno moci, 40 % stolici. V moci byl pfitomen asenapin-N-glukuronid
(1021 %), konjugovany 11-hydroxyasenapin (>5 %), malé mnozstvi pivodniho 1éciva

a demethylovaného asenapinu (<3 %). [3; 7]

! Procentudlni podil podaného 1é¢iva, které se dostane do systémového ob&hu. [69]
2 Objem tekutiny, ve kterém by se 1é¢ivo muselo rozpustit, aby dosahlo stejné koncentrace jako v plazmé. [69]
3 Cas potiebny k tomu, aby se aktualni koncentrace 1é¢iva v plazmé sniZila na polovinu. [69]
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11-hydroxyasenapin asenapin N-demethylasenapin

' '

konjugace sc sulfatem tvorba N-glukuronidu

Obrazek 2 Biostransformace asenapinu [zdroj: viastni]

1.1.1.4 Nezadouci u€inky

Mezi nejéast&jsi nezadouci uinky patii izkost a somnolence?. Déle se miize projevit
ptibytek télesné hmotnosti a zvySend chut’ k jidlu. Z poruch nervového systému muize dochdzet
k parkinsonismu, sedaci ¢i zdvratim. Pacient se mlze citit také vice unaveny. Méné¢ Casto byly
zaznamenany alergické reakce, hyperglykemie, synkopa®, syndrom neklidnych nohou
nebo i srdecni poruchy v podobé sinusové bradykardie a tachykardie, ¢i blokddy Tawarova
raménka. U reprodukénich organt je mozny vyskyt sexualni dysfunkce, gynekomastie, a u Zen
galaktorey a amenorey. V rané fazi 1é€by asenapinem dochdzi také ke zvySeni hladin jaternich

transaminaz, konkrétn¢ alaninaminotransferdzy (ALT) a aspartataminotransferazy (AST). [6]

Béhem studii in vitro bylo zjisténo, ze asenapin ma slaby inhibujici u¢inek na enzym
CYP2D6. Z tohoto diivodu je doporuceno opatrnosti pii soucasném uzivani asenapinu a 1éka,
které jsou zaroven substraty nebo inhibitory CYP2D6, napf. imipramin (antidepresivum)

nebo dextrometorfan (antitusikum). [5; 6]

1.1.1.5 Predavkovani

Doposud bylo hlaSeno jen nékolik piipadti predavkovani asenapinem, pii¢emz
odhadované hodnoty davek se pohybovaly v rozmezi 15400 mg. Ve vétsin¢ piipadi nebyl
objasnén zplsob podani. Vétsinou doslo k zesileni nezddoucich G¢ink, jako jsou agitovanost
a zmatenost, orofacidlni dystonie ¢i asymptomatické nalezy na EKG (bradykardie, zpoZzdéni

nitrokomorového prevodu). Terapeutickd hladina: 1-5 pg/l, toxicka hladina: > 10 pg/l. [6; 7]

4 Stav, kdy je pacient spavy, ale lze jej lehce probudit. [63]
5 Nahla, kratkodoba ztrata védomi. [64]
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1.1.1.6 Analyza v biologickém materialu

Studie z roku 2011 méla za cil validovat kvantifikacni metodu pro asenapin. Boer,
Meulman, Meijering a Wieling vyuzili ke kvantifikaci metodu LC-MS/MS (kapalinova
chromatrografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii), pfi¢emz detekovany byly asenapin
a jeho metabolity N-demethylasenapin (DMA), asenapin-N-glukuronid (ASG) a 11-O-sulfat
asenapin (OSA). Kalibracni tady byly pfipraveny rozpusténim standardii v ethanolu
a nafedénim do lidské plazmy. Roztoky o rtiznych koncentracich poté byly piecistény pomoci
SPE kolonek (HLB Oasis). Analyza byla provedena na obracenych fazich s gradientovou eluci
s naslednou detekci v MS/MS systému pomoci trojitého kvadrupolu. Sledovany MRM

(multiple reaction mode) ptechod asenapinu v pozitivnim méddu byl m/z 286,1 — 229,0. [8]

1.1.2 Disulfiram
H5C

)

HoC N _S )\

N Y ~s N/\CH3
: .

CHj

Obrazek 3 Disulfiram, tetraethylthiuram disulfid [zdroj: viastni]

Disulfiram (Antabus), je 1€k pouzivany k 1é€bé zavislosti na alkoholu. Tato latka byla
syntetizovana jiz vroce 1881 a své vyuZziti méla ve strojirenstvi k vulkanizaci gumy.
Ve zdravotnictvi se zacala pouzivat v 30. letech 20. stoleti k 1é€bé svrabu a jinych koznich
onemocnéni. V roce 1948 si védci v§imli neobvyklé reakce disulfiramu a alkoholu, a tak se tato

latka zacala pouZzivat prave v protialkoholové terapii. [2; 9]

1.1.2.1 Chemické vlastnosti

Disulfiram, tetraethylthiuram disulfid, je organicky disulfid vznikly oxidativni
dimerizaci kyseliny N,N-diethyldithiokarbamové. Jedna se o bily az svétle hnédy prasek témér
bez zépachu. Chut’ je kovova nebo Cesnekova. Disulfiram je rozpustny v acetonu, benzenu,

chloroformu a CS». [10; 11]

1.1.2.2 Farmakodynamika

Model mechanismu, jakym disulfiram plsobi, byl popsén v roce 1948 védci Haldem
a Jacobsenem. Disulfiram puasobi jako inhibitor enzymu CYP2EI, ktery je doprovodnym
enzymem isoenzymu alkoholdehydrogenazy (ADH), jenz béhem biotransformace ethanolu
preménuje ethanol na acetaldehyd. Inhibice tohoto enzymu mé za nasledek zvySenou hladinu

acetaldehydu v plazmé a dechu. ZvySena koncentrace acetaldehydu zpiisobuje z¢ervenani klize
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v disledku kozni vazodilatace, a hypotenze, v disledku snizeni diastolického krevniho tlaku.
Dale nastavaji pocity tepla, dusnost, bolest hlavy a nevolnost. Intenzita a doba trvani téchto
nepiijemnych projevii, jsou pfimo umérné dobé, po kterou je koncentrace acetaldehydu v krvi

vysoka. Reakce na vysoké koncentrace acetaldehydu jsou u vSech jedinct individualni. [9; 12]

O
ADH ALDH
OH 0] OH
cthanol acctaldchyd kvs. octova

Obrazek 4 Odbouravani alkoholu za fyziologickych podminek [zdroj: viastni]

1.1.2.3 Farmakokinetika

Disulfiram se podava rozpustény ve sklenici vody, jeho pfijem je tedy peroralni.
Po pozieni disulfiramu je vstiebavani variabilni (asi 80 %), latka je distribuovéna do ledvin,
slinivky bfisni, jater a tukovych tkéni, kde ma tendenci se uklddat. Maximalni plazmaticka
koncentrace disulfiramu, 0,38 mg/ml, nastdva po 5 hodinach od podani. V kyselém prostredi
probihd pfeména na kyselinu diethyldithiokarbamovou (DDC). DDC dale podléha konjugaci
s kyselinou glukuronovou, rozkladu na sirouhlik (CS>) a diethylamin, nebo methylaci a oxidaci

na sulfat. [2; 13; 14]

HsC
HsC

W = HaC
H3C N S /lk P \‘ ﬁ
~ Y ~g N CH5 ngC\/N sH —— Hg,C\/,N S
CH
: N T e
CHs S S

disulfiram diethyldithiokarbamat methvldiethvldithiokarbamat
(DDC) (methyl-DDC)

2.
He” SNH ScH, €S, SO, H3CW

diethylamin sirouhlik sulfat chvNYS ~cH
3
O

methyldiethylthiokarbamat
{methyl-DTC)

Obrazek 5 Biotransformace disulfiramu [zdroj: viastni]

Jednotlivé metabolity jsou v téle distribuovany do gastrointestinalniho traktu, krve,

srdce, nadledvinek, sleziny. varlat ¢i §titné zlazy. Disulfiram a DDC se vazou in vitro,
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ale i in vivo na skupiny proteinli obsahujici volné thiolové skupiny. Disulfiram a methylester

kyseliny diethylkarbamové se mohou vazat i na albumin. [14]

Biologicky polocas v plazmé je u disulfiramu 7 hodin, u diethydithiokarbamové
kyseliny 15 hodin a sirouhliku okolo 9 hodin. U¢inna latka (asi 20 %) zistavé v téle az 2 tydny

po poziti, k reakci s alkoholem tedy muize dojit i 14 dni po posledni davce disulfiramu. [10]

1.1.2.4 Nezadouci u€inky

Mezi nejcastéjsi nezddouci ucinky patii ospalost, bolesti hlavy, nevolnost, deprese,
zapach €1 kovova nebo cesnekova chut’ v ustech. Mén¢ Casto se vyskytuji alergické kozni
reakce nebo pokles libida. Lécivo mize byt 1 hepatotoxické, mize dojit ke zvySeni hodnot
jaternich transamindz, k vyskytu cholestatického ikteru nebo velmi vzacné miize nastat nekréza
a akutni selhani jater. Po poziti alkoholu je mozny vyskyt reakce na zvySenou hladinu
acetaldehydu v podobé tzv. disulfiramové reakce; tachykardie, palpitace, zvySené poceni,
dusnost, hypotenze, v tézkych piipadech kolaps, arytmie, bezvédomi ¢i epileptické stavy.

Ve velmi vzacnych piipadech byla zaznamenéna i smrt v disledku poSkozeni jater. [2; 12; 13]

1.1.2.5 Piedavkovéni

Pti prekroceni davky dochazi ke zvyraznéni nezddoucich ucinkii. Detoxikace probiha
vyplachem zaludku a podptrnou 1écbou nezadoucich projevi, tj. podavanim kysliku,
intraven6znim podanim tekutin, podanim vazopresorickych latek (noradrenalinu). Tyto reakce
nastavaji pfi koncentraci acetaldehydu vyssi nez 5 mg/l. V kombinaci s vysokou koncentraci
acetaldehydu muze nastat smrt, v disledku simultdnné se zvySujici koncentrace
diethydithiokarbamatu sodného. Ve statistické studii byla zjiS§téna incidence imrti v souvislosti
ethanol-disulfiram 1 ¢lovek z 25000 pacienti za rok (2017). Terapeuticka hladina:
50-400 pg/l, toxicka hladina: > 500 pg/l. [9; 10; 13]

1.1.2.6 Analyza v biologickém materialu

Stanoveni disulfiramu a jeho metabolitti (DDC, methyl-DDC) v biologickém materialu
provedl Jensen a Faiman pomoci kapalinové chromatografie se spektrofotometrickou detekeci.
Disulfiram a DDC byly ziskany jako komer¢ni standardy, methyl-DDC byl laboratorné
pfipraven. Interni standard byl ethyl-p-nitrobenzoat rozpusStén v ethanolu a nasledné smichan
s chloroformem. Kalibra¢ni fady byly pfipraveny spikovanim plazmy a moci. Extrakce byla
provedena 0,01 M EDTA. Analyza prob¢hla na kapalinovém chromatografu Perkin-Elmer
Series 2. Analyty byly detekovany spektrofotometrickym detektorem Model 440 pii vinové

délce 254 nm. Retencni Cas disulfiramu byl 7,4 minut. [15]

22



1.1.3 Flufenazin

O/\/Ws

S

Obrazek 6 Flufenazin, 4-[3-(2-trifluoromethyl-10-fenothiazin)-propyl]- 1 piperazinethanol [zdroj:
viastni]

Flufenazin (Aflutiden, Moditen), je 1€k uzivany klécbé psychotickych stavii

a schizofrenie. Patii mezi nejucinnéjsi fenothiazinova neuroleptika. [16]

1.1.3.1 Chemické vlastnosti

Flufenazin,  4-[3-(2-trifluoromethyl-10-fenothiazin)-propyl]-1piperazinethanol, je
derivat tricyklicky alifaticky fenothiazinu. V lé¢ivech se muze vyskytovat ve tiech riznych
formach, a to jako dekanoét, enantat a hydrochlorid. Dekanoét je svétle Zlutéa viskozni kapalina,
muze ale mit formu 1 Zluté krystalické olejovitd pevné latky. Je nerozpustny ve vodé, ale
rozpustny v alkoholu, chloroformu, cyklohexanu a etheru. Enantat je Zluto-oranzova cird
az lehce zakalend tekutina nebo Zluta krystalickd pevna latka. Je rozpustny v ethanolu nebo
v etheru. Hydrochlorid se vyskytuje ve formé¢ bilého krystalického prasku. Je rozpustny

v ethanolu, acetonu a chloroformu, ale nerozpustny ve vodég. [10; 17]

1.1.3.2 Farmakodynamika

Flufenazin zplisobuje postsynaptickou inhibici dopamin-2 receptori v mezolimbické
draze, coZz ma pozitivni vliv na ptiznaky schizofrenie, jako jsou halucinace, bludy
a dezorientovana fe¢. Déle ptisobi na CNS a periferni nervovou soustavu tim, Ze je antagonistou
a-adrenergnich receptort, a tak blokuje ucinky zprostiedkované histaminem a serotoninem.

Esterifikace flufenazinu prodluzuje ucinek piisobeni. [7; 18; 19]

1.1.3.3 Farmakokinetika

Flufenazin se vyznacuje svou interindividualitou farmakokinetickych parametra stejné
jako jina antipsychotickd 1é¢iva. NejlepSiho vstiebavani a biologické dostupnosti 1ze dosahnout
intramuskularnim podanim. Flufenazin je biotransformovan jatry, nasledné je vylu€¢ovan moci

astolici. Vplazmé se z90 % vaze na plazmatické proteiny. V moci se vyskytuje
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7-hydroxyflufenazin a flufenazin sulfoxid. Metabolit flufenazin-N-oxid byl nalezen v plazmé.

[10; 20]

Oralni zplisob podani 25 mg flufenazinu dosahuje nejvyssi koncentrace v plazmé
po 2 hodinach od podani, a to 2-20 pg/l. Biologicky polocas je 5—12 dni pro dekanoat. [2; 7;
10]

1.1.3.4 Nezadouci u€inky

Nezéadouci u¢inky mohou postihnout prakticky vSechny orgdnové soustavy. V ptipadé
postizeni CNS se miize objevit neurolepticky maligni syndrom, ospalost, pseudodeprese,
hypotenze ¢i kolisani krevniho tlaku. Mohou nastat i riizné metabolické a endokrinni poruchy,
zména teélesné hmotnosti, periferni edém, abnormalni laktace, nepravidelnost menstruace
¢i falesny vysledek testu na graviditu. Nejsou vylouceny ani kozni alergické reakce. Byly
zaznamenany 1 riizné hematologické zmény, leukopenie, agranulocytdza nebo i eozinofilie.
Objevi-li se jakakoliv bolest v stech, dasnich nebo v krku, je nutno nechat provéfit kostni dien
na podezfeni z deprese kostni diené. Je-li potvrzena, 1écba je prerusena. V disledku vlivu
na jatra je mozny vyskyt i cholestatické zloutenky, v tomto ptipad¢ je 1écba taktéz prerusena.

[7; 20]

1.1.3.5 Predavkovani

Pti predavkovani dochdzi ke zvyraznéni farmakologickych, ale i nezddoucich ucinkd,
jako jsou hypotenze ¢&i titlum CNS. Utlum miize postoupit az do kématu. Mirné predavkovani
se projevuje neklidem a zmatenosti. Pi zji$téni predavkovani je vhodné prerusit aplikaci davky
a zahgjit podpurnou lécbu symptomu. V ptipadé hypotenze je doporuceno podat
antihypotenzivum. Hemodialyza je v tomto piipadé neti¢inna, doporucuje se hemoperfuze®.
Doposud byly zaznamenany 2 ptfipady smrti z pfedavkovani flufenazinem. Terapeuticka

hladina: 1-10 pg/l, toxicka hladina: <15 ug/l. [2; 7; 20]

1.1.3.6 Analyza v biologickém materialu

Saar a kolektiv se podileli na studii identifikace a kvantifikace 30 antipsychotik v krvi
metodou LC-MS/MS. Kalibra¢ni fada byla pfipravena ze standardl rozpusSténych v ethanolu
spikovanim plné krve. Extrakce byla provedena Trizma pufrem a 1-chlorbutanem. Analyza byla
provedena na kapalinovém chromatografu Agilent 1200 HPLC spojenym s linedrnim
hmotnostnim spektrometrem Applied Biosystems 3200 Q-trap ® s ionizaci elektrosprejem.

Mobilni faze byly davkovéany v gradientu. Sledované MRM piechody flufenazinu byly

6 Metoda mimoté&lniho o¢istovani krve pomoci kolony s aktivnim uhlim a syntetické pryskyfice. [68]
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m/z 438,1-171, m/z 438,1-100, m/z 438,1-143,1, pticemz ptechod m/z 438,1-171 byl

pouzit i jako kvantifika¢ni. [21]

1.1.4 Fluvoxamin

CH4
o~

e
F3C

Obrazek 7 Fluvoxamim,; 5-methoxy-1-[4-(trifluoromethyl)phenyl]-1-pentanon [zdroj: viastni]

Fluvoxamin (Fevarin) je jednim z nejstarSich antidepresiv ze skupiny selektivnich
inhibitorii zpétného vychytavani serotoninu (SSRI). UZiva se k 1écbé€ depresivnich epizod nebo
obsedantn¢ kompulzivni poruchy. V poslednich letech (2019-2021) byly také zkoumany jeho
ucinky 1 pfi 1é€bé onemocnéni COVID-19, spolu s moznymi souvislostmi mezi infekci

COVID-19 a vznikem neuropsychiatrickych onemocnéni. [22; 23]

1.1.4.1 Chemické vlastnosti

Fluvoxamin, 5-methoxy-1-[4-(trifluoromethyl)phenyl]-1-pentanon, je tvofen benzenem
substituovanym v polohach 1 a 4, a to N-(2-aminoethoxy)-5-methoxypentanimidoylovou
skupinou a trifluormethylem. V lé¢ivech se vyskytuje ve formé maleatu. Jednd se o bily

krystalicky prasek, rozpustny v ethanolu, methanolu a chloroformu. [10; 24]

1.1.4.2 Farmakodynamika

Fluvoxamin usnadiiuje serotoninergni neurotransmisi prostiednictvim silné a selektivni
inhibice presynaptického zpétného vychytavani serotoninu (SSRI). Za normélnich podminek
je serotonin uvolnovan z presynaptického neuronu ve vezikulach. Vezikuly se dostanou
do synaptické S$térbiny, kde aktivuji serotoninové receptory na druhém postsynaptickém
neuronu, a tim dochédzi k pfenosu signalu. Cast serotoninu je v synaptické térbing odbourana
pomoci monoaminooxiddz (MAO) na nefunkéni aminokyseliny, nebo je recyklovana
presynaptickym neuronem a pfijata zpct a uloZena ve vezikulu. Tento dé&j zprostfedkovan
pfes transportni proteiny, SSRI zpiisobuji inhibici téchto proteinii a serotonin tak zlstava
v synaptické $térbin¢ déle a ma véEtsi Sanci aktivovat serotoninovy receptor na postsynaptické

bunce. [1; 25; 26]
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Obrazek 8 Mechanismus ucinku SSRI [1]
1.1.4.3 Farmakokinetika
Pfi ordlnim podani je vice nez 90 % latky vstfebano gastrointestinalnim traktem.
Na vstiebdvani, potrava jiz pozitd, nebo pozivana soucasné, nema vliv. Distribu¢ni objem

je 25 I/kg. Vazba na plazmatické bilkoviny je ze 77 %. [27; 28]

Fluvoxamin podléhd pifeméné v jatrech, tzv. first-pass efektu, v dasledku toho
se ale do obéhu dostdvd mnohem mensi mnoZstvi nezménéné formy IléCiva. Biologicka
dostupnost je z tohoto diivodu pouhych 53 %. Metabolity vzniklé¢ demethylaci, deaminaci,
Stépenim N-O vazby a N-acetylaci jsou z 98 % vylucovany ledvinami. [2; 7; 27]

Fluvoxamin je ucinnym inhibitorem CYP1A2 a CYP2CI19. Béhem in vivo studii
byla pozorovana taktéz inhibice CYP3A4, CYP2C9 a slabé téz i CYP2D6. [27]

K maximalni plazmatické koncentraci dochdzi pfiblizn€ po 2—8 hodinach, jedna-li
se o potahované tablety, miZe se doba prodlouzit na 4—12 hodin. Biologicky polocas je 828

hodin. U pacientli s onemocnénim jater je metabolismus fluvoxaminu naruseny. [7; 27]
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Obrazek 9 Produkty biotransformace fluvoxaminu [zdroj: viastni]

1.1.4.4 NeZadouci u€inky

Vedlejsi u€inky fluvoxaminu jsou podobné jako u jinych SSRI 1é¢iv, nejcastéji to jsou
poruchy nervového systému (nervozita, uzkost, nespavost, somnolence), gastrointestinalni
poruchy (prijem, zvraceni, zacpa, bolest biicha), srde¢ni poruchy (palpitace, tachykardie)
¢i porucha metabolismu (anorexie). Vzacné je mozny vyskyt glaukomu, poruchy menstruace,

moceni (nepfimétend sekrece antidiuretického hormonu) nebo anorgasmie. [7; 29]

1.1.4.5 Predavkovani

Pfiznaky ptedavkovani jsou predev§im gastrointestindlni (zvraceni, nauzea, prijem),
ale 1 neurologické jako somnolence a zavraté. Ziidka byly hlaSeny i srdecni komplikace
jako bradykardie, tachykardie ¢i hypotenze. Doposud nejvyS§i zaznamenané davky
pii ptedavkovani byly casto v kombinaci sjinymi Iéky sucelnou toxikaci. Nejvyssi
zaznamenana davka, pfi které byl pacient zcela zotaven, byla 12 g. Byl zaznamenén i fatalni
pfipad, a to pii davce 10 g. Fluvoxamin nema specifické antidotum. Pfi pteddvkovani je vhodné
vyplachnout Zzaludek, podavat aktivni uhli a zahgjit pfipadnou symptomatickou 1écbu.

Terapeuticka hladina: 60 — 230 ug/l, toxickd hladina: > 500ug/1. [2; 7]
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1.1.4.6 Analyza v biologickém materialu

Tym Shinozuka, Terada a Tanaka provedl v roce 2005 studii zaméfenou na extrakci
aanalyzu 20 riznych antidepresiv v lidské plazmé pomoci kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii spolu s ionizaci sonickym paprskem (SSI, sonic spray ionization).
Vzorky kanalyze byly pfipraveny davkovanim 1é¢iv do lidské plazmy. Extrakce
byla provedena SPE kolonkami (Oasis HLB). K analyze byl pouzit kapalinovy chromatograf
HITACHI M-8000 LC/3DQMS. Detekce hmotnostnim spektrofotometrem probéhla

v pozitivnim full scan modu. Kvantifikaéni fragment pro fluvoxamin byl m/z 330 [M+H]". [30]

1.1.5 Galantamin

Obrazek 10 Galantamin, (4aS,6R,8aS)-4a,5,9,10,11,12-hexahydro-3-methoxy-1-methyl-6H-
benzofuro[3a,3,2-ef][2]benzazepin-6-0l] [zdroj: viastni]

Galantamin (Galantamin Mylan, Reminyl) je alkaloid pfitomny v cibulkach rostlin
Galanthus woronowii, neboli snéZenky zelené, ktery se pouziva k 1€¢b€ mirné az stfedné tézkeé

Alzheimerovy choroby nebo demence s Lewyho télisky, znamé téZ jako atypicka Alzheimerova

choroba. [2; 7]

1.1.5.1 Chemické vlastnosti

Galantamin, (4aS,6R,8aS)-4a,5,9,10,11,12-hexahydro-3-methoxy-1-methyl-6H-
benzofuro [3a,3,2-e,f][2]benzazepin-6-o0l], je tercidrni alkaloid. V léCivech se vyskytuje
ve form¢ hydrobromidu, ktery tvofi bilé¢ krystalky a je rozpustny ve vodé. Dalsi formou
je hydrochlorid, ktery takeé tvoti bilé krystalky a je rozpustny v teplé vod€. Samotny galantamin

je rozpustny v alkoholu, acetonu a chloroformu. [10; 31]

1.1.5.2 Farmakodynamika

Alzheimerova choroba je zplsobena atrofii mozkové hmoty v disledku odumirani
neurond, s nejvyraznéjSim projevem v medidlnim temporalnim laloku a hipokampu.
V histologickém preparatu jsou pak typickymi nalezy senilni plaky (extracelularni loziska

v Sedé¢ hmoté mozkové) tvofené beta amyloidem, a neurofibrilarni klubka slozena z tau
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proteinu. Kromé téchto projevi, je v nedostateéné mitre vytvaren i neurotransmiter acetylcholin,
pfi¢inou je pravdépodobné¢ snizend  aktivita enzymu  cholinacetyltransferazy.
Cholinacetyltransferaza se podili na tvorbé acetycholinu z cholinu a acetylkoenzymu A.
Vznikly acetylcholin je uloZzen ve vezikulach, ze kterych je uvoliiovan do synaptické Stérbiny,
kde se vaze na nikotinové a muskarinové receptory, coz zpisobuje otevieni iontovych kanala
a vznik nervového signalu. Acetylcholinesteraza poté hydrolyzuje acetylcholin a vznikly cholin
je transportnim proteinem recyklovan zpét k reesterifikaci.  Inhibice acetylcholinesterazy,

kterou galantamin poskytuje, tak zvySuje postsynaptickou dostupnost acetylcholinu. [1; 32]

Synapticka stérbina

vice &asu pro prichod
kationt( kandlem

\

vazebné misto pro nikotinového agonistu
(pf. acetylcholin)

/ inhibice galantaminu acetylcholinem
kationty g

(Na*a dalsi)

alosterickd modulace (galantamin se vdZe na
alosterické misto na nikotinovém receptoru)

@ e}
© © [ONN'G) o] muskarinovy
acetylcholin uvolfiovany ® O receptor
do synaptickeé Stérbiny © o o

postsynaptické
nervové
zakonceni

acetylcholin

Obrazek 11 Mechanismus piisobeni galantaminu (prevzato a upraveno z [34])

Dal$im mechanismem puasobeni galantaminu je alosterickd modulace nikotinovych
receptord. Vazba galantaminu na nikotinové receptory zpusobuje zménu v jejich konformaci,
¢imz dochéazi ke zvySenému uvoliovani nejen acetylcholinu, ale i serotoninu, dopaminu,
kyseliny gama-aminomaselné (GABA) a glutaminu. Galantamin vykazuje také

neuroprotektivni uinky. [7; 33]

1.1.5.3 Farmakokinetika

Galantamin je absorbovan z gastrointestinalniho traktu béhem 2-5 hodin po poziti.
Biologicka dostupnost je 88,5 %. Maximalni sérové koncentrace je dosazeno 4,4 hodiny
po poziti. Distribu¢ni objem ¢ini 127 1/kg. Vazba na plazmatické bilkoviny je z pouhych 18 %.
Galantamin je ze 75 % biotransformovan v jatrech CYP450, konkrétné izoenzymy 2D6 a 3A4.
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CYP2D6 zajistuje N-oxidaci, ale také N- a O-demethylaci. Galantamin podléha glukuronidaci
a konjugaci se sulfitem. Pomali metabolizéti eliminuji 39% davky v nezménéné formé.

Vsechny tyto metabolity jsou vylouceny moci. Biologicky polocas je 5—10 hodin. [2; 7; 33]

1.1.5.4 Nezadouci u€inky

Mezi nejcastéjsi nezadouci ucinky patii poruchy gastrointestinalniho traktu, jako jsou
nauzea, zvraceni, prijem, plynatost, piipadné i bytek hmotnosti spojeny s anorexii. Velmi
Casto se objevuji také bolesti hlavy, somnolence, halucinace, ale i deprese. Inhibitory
acetylcholinesterdzy maji vagotonicky U¢inek na srde¢ni frekvenci, muize dochazet

k bradykardii. [7; 34]

1.1.5.5 Predavkovani

Projevy ptedavkovani jsou obdobné jako nezadouci ucinky. Obvykle je postizen
centrdlni nervovy systém, parasympaticky nervovy systém a neuromuskularni pfenos, v podobé
svalové slabosti, cholinergni krize ¢i fascikulace (samovolné zasSkuby svalil). Také dochazi
ke zvraceni, poceni, kie¢im v bfiSni oblasti, slzeni, defekaci az kolapsu. V nekterych ptipadech
muze byt ohrozeno i dychani. Z ptipadi neumysiného ptfedavkovani galantaminem byl hlasen
vyskyt torsade de pointes, pfi poziti 32 mg galantaminu. Dalsi pfipady predavkovani
pti davkach 32 mg a 40 mg s pfiznaky nevolnosti, zvraceni a bolesti pod sternem. V piipade¢,
kdy pacient uzival po dobu 34 dni 2x denné 24 mg doSlo k rozvinuti jiZ zaznamenanych
halucinaci. U dal§iho piipadu ptfedadvkovani pii poziti davky 160 mg doSlo u pacienta
ke zvraceni, bradykardii a nasledné k mdlobam. VSichni tito pacienti byli hospitalizovani
a pfiznaky odeznély. Jako antidotum je doporuceno pouzit anticholinergika (atropin).

Terapeuticka hladina: 1040 pg/l; toxické hladina: > 90 pg/l. [2; 7; 34]

1.1.5.6 Analyza v biologickém materialu

O validaci metody na simultanni stanoveni vice 1é¢iv proti demenci v plazmé se pokusil
tym védch Noetzli, Choong, Ansermot a Eap v roce 2011. Metodou kapalinové chromatografie
s hmotnostnim spektrometrii stanovovali 4 lé¢iva a 1 metabolit; donepezil, galantamin,
memantin, rivastigmin a metabolit rivastigminu. Kalibra¢ni fada byla ptfipravena davkovanim
standardd rozpusténych v methanolu do lidské plazmy. Extrakce prob¢hla metodou SPE (Oasis
MCX). Analyza byla provedena na kapalinovém chromatografu Agilent Series 1100
a hmotnostnim kvadrup6lovém spektrometru Agilent Series 110 MSD, ktery umoZiioval
1onizaci elekrosprejem v pozitivnim médu. Detekce probihala v SIM (selected ion monitoring)

modu pro jednomocné nabité ionty, pro galantamin m/z 288,1 [M+H]". [35]
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1.1.6 Memantin

NH2 j—c

H;C
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Obrazek 12 Memantin, 3,5-dimethyldamantan-1-amin [zdroj: viastni]
Memantin (Cognomem, Ebixa, Memantin Mylan) je G¢inna latka patfici do skupiny
psychoanaleptik, uzivana k 1é€bé Alzheimerovy, ale i Parkinsonovy nebo Huntingtonovy

choroby. V 1é¢ivech se vyskytuje ve forme hydrochloridu. [36; 37]

1.1.6.1 Chemické vlastnosti
Memantin, 3,5-dimethyldamantan-1-amin, je derivat l-aminoadamantanu. V lécich
se vyskytuje ve form¢ hydrochloridu. Je bezbarvy, ale miiZze mit i bélavou voskovitou strukturu.

Je rozpustny v chloroformu a dimethylsulfoxidu. [38]

1.1.6.2 Farmakodynamika

excitoxicity. Excitoxicita muzZe nastat pii nadmérné aktivaci glutamatovych receptorl typu
NDMA (N-methyl-D-aspartat), coz zplisobuje nadmérmy piitok Ca** iontdl ptes iontovy kandl
asociovany s receptorem. To ma za nasledek zvySeni intracelularniho Ca®>" a naslednou
produkci volnych radikal, pfispivajicich k bunééné smrti. Memantin pisobi v mozku
jako nekompetitivni antagonista NDMA receptord, inhibuje NDMA receptor vazbou ptfimo
na Mg?* iontovy kanal nebo v jeho blizkosti. K inhibici dochazi u receptorti, které jsou trvale
aktivované zvySenou koncentraci glutamatu. Diky vysoké rychlostni konstanté¢ ma memantin
minimalni vliv na synapticky aktivované NDMA receptor, inhibuje tedy patologickou ¢innost
receptort, ale dovoluje fyziologickou aktivitu. Zaroveit ma i neuroprotektivni uc¢inky. Mimoto

memantin blokuje serotoninoveé 5-HT3 receptory, ¢imz usnadiiuje pamét’ a u€eni. [7; 39]

1.1.6.3 Farmakokinetika

Oralné¢ podana davka memantinu je rychle a zcela Uplné vstfebavana, biologicka
dostupnost je téméei rovna 100 %. Potrava nemd na absorpci memantinu vliv. Nejvyssi
plazmaticka koncentrace nastava 3—7 hodin po poziti. Vazba na plazmaticke bilkoviny je 45 %.

Biologicky polocas je 60—100 hodin. Distribu¢ni objem je 9-11 1/kg. [7]

Lécivo je vyluCovano pfevazn€ moci, ¢astecné ale 1 tubularni sekreci, v nezménéné,
matefské podobé (asi z 50 %) a jako N-glukuronid vznikly konjugaci s kyselinou
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glukuronovou. Zbytek memantinu je pfeménén na polarni metabolity; 6-hydroxy-memantin
a 1-nitrosodeaminovany memantin, které maji minimalni antagonistickou aktivitu na NDMA

receptory. [2; 7]

Studie in vitro ukazaly, ze memantin neplisobi zadnou nebo jen minimalni inhibici

izoenzymu cytrochromu P450, jako jsou CYP 1A2, 2A6, 2C9, 2D6, 2E1, 3A4. [7; 40]

1.1.6.4 Nezadouci ucinky
V klinickych studiich pacient s demenci se vyskytovaly nezddouci ucinky v podobé
zavrati, bolesti hlavy, zacpy, somnolence a hypertenze. Mezi mén¢ Casté patiily mykotické

infekce. [7; 37]

1.1.6.5 Predavkovani

Klinické studie a individudlni ptipady pieddvkovani memantinem po jeho uvedeni
na trh pfinesly doposud pouze minimum informaci. Pti pfedavkovani 140 mg dochazelo
k ovlivnéni CNS (zmatenost, somnolence, agresivita, halucinace) nebo traviciho traktu
(zvraceni, diarea). Pti poziti vyssi davky, 200 mg, byly projevy obdobné, pacient byl unaven,
slaby a trpél travicimi potizemi. Nejvyssi zaznamenand davka pfi predavkovani memantinem
byla 400 mg a doSlo k trdvicim potiZim a ovlivnéni funkce CNS, neklidu, psychdze, zrakovym
halucinacim az bezvédomi. Terapeuticka hladina: 90—150 pg/l, toxicka hladina: >300 ug/l. [7;
12; 37]

1.1.6.6 Analyza v biologickém materialu

Studie o stanoveni memantinu v plazmé pomoci LC-MS/MS byla provedena v roce
2008 védci Pan, Chian ajeho kolektivem. Kalibra¢ni fada byla pfipravena rozpusténim
standardi v 50% methanolu a naslednym nadavkovanim do lidské plazmy. Extrakce byla
provedena diethyletherem. Analyza prob&hla na kapalinovém chromatografu Waters 717
a k detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem Quattro Ultima
s moznosti ionizace elektrosprejem (ESI). Detekce byla v pozitivnim MRM mddu. Pozorovany

pfechod memantinu byl m/z 180—-107. [41]
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1.1.7 Sertindol
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Obrazek 13 Sertindol; 1-[2-[4-[5-chloro-1-(4-fluorofenyl)-1H-indol-3-yl]-1-piperidinyl]ethyl]-2-
imidazolidinon [zdroj: viastni]

Sertindol (Serdolect) je antipsychotikum uzivané k 1écbé schizofrenie. V letech
1998-2005 byl v Evropé zakazéan z divodu mozné kardiotoxicity, nyni je ale opét dostupny. [2;
7]

1.1.7.1 Chemické vlastnosti

Sertindol, 1-[2-[4-[5-chloro-1-(4-fluorofenyl)-1H-indol-3-yl]-1-piperidinyl]ethyl]-
2-imidazolidinon, je 1H-inodol, jenz je substituovan na dusiku p-chlorfenylem, na pozici 5
je substituovan chlorem, a na pozici 3 je substituovan piperidin-4-ylovou skupinou, ktera ma
dalSi substituenty na dusiku. Jedna se o bily jemny prasek rozpustny v methanolu

a dimethylsulfoxidu. [10; 42]

1.1.7.2 Farmakodynamika

In vitro studie ukazaly, ze sertindol plsobi jako antagonista dopaminovych Do,
serotoninovych 5-HT2a 1 5-HToc a os-adrenergnich receptori. K az-adrenergnim
a histaminovym H; a H» receptorim ma ale nizkou afinitu. Kombinovany antagonismus D>
a 5-HT2a je jednim ze zakladnich mechanismu antipsychotickych 1é€iv. Dalsi farmakologické
studie in vivo na zvifatech ukdzaly, Ze sertindol spontanné inhibuje dopaminové neurony
v mezolimbické ventralni tegmentalni oblasti’ se 100x vy33i selektivitou neZ pfi inhibici

dopaminovych neuronti v substantia negra pars compacta®. [7; 43]

7 Skupina neuronti ve spodni &asti sttedniho mozku. [65]
8 Mala ¢ast mozku nachézejici se v mezimozku (mesencephalon). [66]
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Pii uzivani sertindolu dochazi také k prodluzovani QTc intervalu® (korigovany QT
usmérnovace drasliku v bunééné membrané myokardu, ¢imz dochazi ke zpomaleni propousténi

drasliku z bunék a prodluzuje se tak i srde¢ni repolarizace. [43]

1.1.7.3 Farmakokinetika

Sertindol se pii perordlnim podéani vstiebava pies gastrointestinalni trakt a dosahuje
maximalni plazmatické hladiny pfiblizné 10 hodin po podani. Na rychlost vstiebavani nema
vliv potrava, ani antacida s obsahem hotecnatych a hlinitych soli. Biologickd dostupnost je
okolo 80 %. Pomérn¢ snadno pronikéd pies hematoencefalickou bariéru. Sertindol se vaze
na plazmatické bilkoviny z99 %, pfevazné tvoii vazbu s ai-kyselym glykoproteinem

a albuminem. Distribu¢ni objem ¢ini 2040 1/kg. [2; 7; 43]

Sertindol je velké mife metabolizovan v jatrech isoenzymy CYP2D6 a CYP3A4 na dva
hlavni metabolity dehydrosertindol, ktery vznikd oxidaci, a norsentindol, vznikajici
N-dealkylaci. Dehydrosertindol podobny receptorovy profil jako plivodni latka, a tak se mize
podilet na klinickych ucincich, zatimco norsertindol ma mnohem mensi farmakologickou
aktivitu. Metabolity jsou priméarné vylu¢ovany stolici, v malé mife (0,3 %) jsou pak vylucovany

moci. Vylu€ovani trvani ptiblizn¢€ 2-3 tydny. Biologicky polocas je 55-90 hodin. [7; 43; 44]

Farmakokinetické parametry sertindolu nejsou ovlivnény vékem ani pohlavim. Muze se
ale vyskytovat mirnd interindividualni variabilita zpisobend polymorfismem CYP2D6. Pomali
metabolizéfi maji clearance sertindolu sniZzenou aZ o 67 %. Clearance sertindolu mliZe byt také
snizena u pacientll s mirnou az sttedné tézkou poruchou jater. U pacientii se stredné tézkou

poruchou funkce ledvin je clearance stejné jako u zdravych jedinct. [7; 43; 45]

1.1.7.4 NeZadouci u€inky

Béhem klinickych studii byly vypozorovany nezadouci uCinky v podobé posturalni
hypotenze, zavraté, otoky perifernich ¢asti koncetin, zvySeni télesné hmotnosti ¢i abnormalni
ejakulace, kdy byl objem ejakuldtu snizen. V ojedinélych piipadech dochazelo
1 k hyperprolaktinemii, tedy ke zvySeni hladiny prolaktinu. [7; 44]

1.1.7.5 Predavkovani
Doposud bylo zaznamenano pouze par ptipadl pfedavkovani, n€které byly i smrtelné.

Nejvyssi detekovand pozitd davka, pii které se pacient zotavil bez nasledkl, byla 840 mg.

° Pi EKG méfent, interval se pocita od pocatku viny Q az po konec viny T. [67]
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Symptomy piedavkovani zpravidla byvaji somnolence, tachykardie, hypotenze, pfechodné
prodlouzeni QTc intervalu ¢i vyskyt torsade de pointes. Dojde-li k pfedavkovani je nutné
zajistit dostatecny pfisun kysliku a podporu dychéni. Kvili moznym kardiovaskularnim
zménam, je doporuceno sledovat i EKG a vitalni funkce. Intraven6zné je mozné podévat aktivni
uhli a laxativa. Sertindol ale nelze odstranit dialyzou. Pii podani sympatomimetik (adrenalin,
dopamin) je nutné¢ dbat opatrnosti na mozné prohloubeni hypotenze, v disledku stimulace
B-receptortit sympatomimetiky v kombinaci s inhibici aj-receptorii zptisobenou sertindolem.

Terapeuticka hladina: 50-100 pg/l, toxicka hladina: > 200 ug/l. [7; 44]

1.1.7.6 Analyza v biologickém materialu

Védecky tym Patteet a kol. se zaméfil na stanoveni 16 antipsychotik a jejich 8 hlavnich
metaboliti pomoci UHPLC-MS/MS a mezi stanovovanymi lécivy byl 1 sertindol. Kalibraéni
fada byla pfipravena spikovanim lidského séra standardy, které byly rozpusténé v methanolu.
Analyty byly extrahovan extrakénim Cinidlem methyl-terc-butyletherem. Analyza probéhla
na chromatografu Agilent 1290 Infinity LC systém, ktery byl spojen s hmotnostnim
spektrometrem Agilent 6460 s trojitym kvadrupolem a ionizaci elektrosprejem (ESI). Analyza
byla provedena na obracenych fazich metodou gradientové eluce. Sledované prechody v MRM

modu pro sertindol byly: m/z 441,2 — 113,1 am/z 441,2 - 71,2. [46]

1.1.8 Tranylcypromin

/\

Obrazek 14 Tranylcypromin; trans-2-fenylcyklopropylnamin [zdroj: viastni]

Tranylcypromin (Parnate, Jatrosom) je strukturni analog navykové latky amfetaminu,
ktery je vyuzivan k 16¢bé deprese jiz od roku 1961. Lék je v CR registrovan, ale neni dostupny.
[2;7]

1.1.8.1 Chemické vlastnosti

Tranylcypromin, trans-2-fenylcyklopropylnamin, je propylamin vznikajici cyklizaci
bocniho fetézce amfetaminu. Tranylcypromin samotny je kapalina, v 1é¢ivech se ale vyskytuje
ve formé sulfatu, ktery méa podobu bilého krystalického prasku. Sulfat je rozpustny ve vodé

a etheru, nerozpustny v chloroformu. [10; 47]
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1.1.8.2 Farmakodynamika

Tranylcypromin patii do skupiny antidepresiv pulsobicich jako inhibitory
monoaminooxidaz (IMAO). Je neselektivni, inhibuje ireversibilné MAO-A i MAO-B'.
Monoaminoxidazy jsou enzymy, vyskytujici se na povrchu intracelularnich mitochondrii
a odbouréavajici fadu monoaminii, v tomto piipad¢ neurotransmitery jako jsou noradrenalin,
serotonin, dopamin ¢i histamin. Tranylcypromin ma 2 stereoisomery, (+) je silny inhibitor
monoaminoxiddz a (-) ovliviluje vychytdvani a uvolnovani monoamini. Obecné tedy

tranylcypromin zvysuje hladinu serotoninu, dopaminu a noradrenalinu v krvi. [7; 48]

1.1.8.3 Farmakokinetika

Pti ordlnim zplsobu podéni je tranylcypromin rychle vstiebdvan z gastrointestinalniho
traktu a ma kratky biologicky polocas, okolo 2,5 hodin. Rychlost vstfebavani se lisi
dle enantiomert, je mozné pozorovat 2 piky maximalni sérové koncentrace, a to za 1 hodinu,
druhy za 2-3 hodiny. Tranylcypromin je distribuovan do mozku, jater, plic, sleziny, srdce
a ledvin. Distribu¢ni objem ¢ini 1,1-5,7 I’kg a neni zndmo, zda se vaze na bilkoviny. B&hem
biotransformace v jatrech podléhé tranylcypromin N-acetylaci a hydroxylaci. Témé&f vSechen
tranylcypromin je metabolizovan, v moci se vyskytuji pouze 2 % ptivodniho 1é¢iva, zbytek jsou
metabolity. Tranylcypromin je mimo jiné¢ neselektivni kompetitivni inhibitor CYP2C19, 2D6,
a inhibitor CYP2C9. [2; 7; 48; 49]

1.1.8.4 NeZadouci U€inky

Mezi nejcastéjSi nezadouci ucinky patii posturalni hypotenze, zavraté, ospalost ¢i
naopak poruchy spanku (nespavost), sucho v tstech, bolest hlavy, priijem, nauzea a zvraceni.
Vzacné je mozny vyskyt poSkozeni jater a zZloutenky. V kombinaci s potravinami obsahujicimi
tyramin (zrajici syry, jogurty, susené, nakladané ¢i fermentované maso, ryby, sdjové vyrobky)
byla pozorovdna hypertenze, ktera muze byt 1 fatdlni. Pfiznaky interakce tyraminu
a tranylcyprominu jsou bolest a ztuhlost v krku, bolest pod sternem, poceni, bledost ¢i zarudnuti
a fotofobie. Varovnym piiznakem hypertenzni krize mize byt i pulsujici bolest hlavy.

Na tranylcypromin je mozné si vytvoftit zavislost. [7; 50]

1.1.8.5 Predavkovani
Ptiznaky pfedavkovéani byvaji podobné nezadoucim Uc€inklim, ale jsou zpravidla

intenzivnéj$i. Typické projevy jsou nespavost, neklid a Uzkost, hypotenze, motani hlavy,

1" MAO-A odbourdva primarné serotonin a noradrenalin, vyznamné pro psychiatrii, MAO-B odbourava dopamin
a histamin, vyuziti v neurologii. [7]
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extrémni zavraté az Sok. Krom¢ hypotenze miZe nastat i hypertenze doprovazena bolestmi
hlavy, vzacné byly pozorovany kiece, zaSkuby az celkova rigidita. Hypertenzni krizi 1ze fesit
betablokatory. Doposud zaznamenané piipady piedavkovani byly i fatalni. Zena (26 let) pii
pravidelném uzivani terapeutické davky byla intoxikovana z divodu poziti syru a vina, coz jsou
potraviny obsahujici tyramin, a zemiela. DalS§i reportované pfipady predavkovani byly
u pacientll ve vékovém rozmezi 1542 let a mnozstvi pozitych davek 200-400 mg, ale terapie
beta-blokatory, chlorpromazinem nebo hemodialyza, byly uspésné. Terapeuticka hladina: < 50

ng/l, toxicka hladina: > 100 pg/l. [7]

1.1.8.6 Analyza v biologickém materialu

Analyzu tranylcyprominu ve své studii na validaci 88 psychoaktivnich latek a jejich
metabolitli v krvi metodou kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrii zahrnula
védkyné Sempio a jeji kolektiv. Jednalo se o analyzu vzorkt postmortem. Kalibra¢ni fada byla
pripravena ze standardl rozpusténych v methanolu, jenz byly nadavkovany do plné postmortem
krve. Deproteinizace a extrakce byly provedeny pomoci methanolu. K analyze byl pouzit
kapalinovy chromatograf Agilent 1100-1200 Series s programem gradientové eluce, ktery byl
propojen s hmotnostnim spektrometrem 4000 Q-TRAP (AB-SCIEX) s ionizacnim zdrojem
ESI. Hmotnostni spektrometr pracoval v médu MRM, piechody pro tranylcypromin byly
m/z 1342 - 117,1 am/z 134,2 - 91,1. [51]
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Tabulka 1 Prehled farmakologickych viastnosti léciv [2; 7]

1é¢ivo

asenapin

disulfiram

flufenazin

fluvoxamin

galantamin

memantin

sertindol

tranylcypromin

terapeuticka
hladina [pg/1]

1-5

50400

1-10

60-230

1040

90-150

50-100

toxicka
hladina [pg/1]

> 10

> 500

>15

> 500

>90

>300

> 200

> 100

biologicky
polocas [h]

17-31

7,3

5-12

55-90

1,5-3,5

38

biologicka

dostupnost [%]

35

75-85

2,7

53

88,5+5,4

100

80-90

50

distribuéni
objem [1/kg]

20-30

1,3

220

25

127

9-11

2040

1,1-5,7

vazba na
bilkoviny [%]

95-97

96

99

77

18

45

99



Tabulka 2 Prehled chemickych viastnosti léciv [10]

1é¢ivo

asenapin

disulfiram

flufenazin

fluvoxamin

galantamin

memantin

sertindol

tranylcypromin

CASH

65576-45-6

99-77-8

69-23-8

54739-18-3

357-70-0

19982-08-2

106516-24-9

155-09-9

! Chemical Abstract Service Registry Number, identifika¢ni ¢islo, pod nimZ jsou chemické latky registrovany.

sumarni vzorec

C17H16CINO

Ci1oH20N2S4

CaoHo6F3N3OS

Ci5H21F3N202

Ci17H21NO3

Ci2HaiIN

Cr4H26CIFN4O

CoHiIN

39

molekulova
hmotnost

285,77

296,54

437,52

318,33

287,35

215,76

440,94

133,19

rozpustnost

chloroform,
methanol

aceton, benzen,
CSs

ethanol,
methanol

chloroform,
methanol,
ethanol

horka voda,
alkohol, aceton,
chloroform

chloroform,
DMSO

methanol, DMSO

voda, ether



1.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie je separacni technika zaloZzena na rovnovazném d¢leni
slozek mezi dvéma fazemi, mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou). Mobilni fazi
u kapalinové chromatografie byva kapalina, stacionarni fazi mize byt pevnd latka,
ale i kapalina nanesend na tuhych casticich sorbentu, jenz je umistén v koloné
anebo rozprostien plosné ve vrstvé. Rychlost separace zavisi na afinité ke staciondrni fazi, latky
s vetsi afinitou ke stacionarni fazi prochazi chromatografickym lozem pomaleji nez latky, které

jsou mén¢ zadrzované. [52; 53]

Kapalinovou chromatografii 1ze tedy d¢lit dle technického uspotfaddani na chromatografii
plosnou (planarni) a kolonovou (sloupcovd). PloSna chromatografie ma vyuziti pro orientacni
preparativni analyzu, kterd je, diky moznosti paralelni analyzy mnoha vzorkii najednou
a pomérn¢ velké rychlosti, vyuzivana i v dneSnich analytickych laboratofich. Pro vyzkumné,
ale i pro toxikologické potteby, kdy je nutnd vysoce ptesnd kvantitativni analyza, se dnes
jiz vyuzivd metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (high performace liquid

chromatography, HPLC). [52]

1.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Ackoliv klasickd kolonova kapalinovd chromatografie byla objevena na pocatku
20. stoleti, k jeji modernizaci a zlepSeni G¢innosti separace doslo az koncem Sedesatych let.
Vysoké ucinnosti a rychlosti u této metody bylo dosazeno pouzitim napliovych kolon
sjemnymi casticemi a vySSich pritokli mobilni faze s pomoci vysokotlakych cerpadel.
Automatizace a vétsi spolehlivost byla zajiSténa 1 pfipojenim integratori a vyhodnocovacich
pocitacovych zatizeni. K velkému rozvoji doslo 1 na poli detektort, které jiZ umoznily pfimou

identifikaci rozdélenych slozek, pomoci novych spektrofotometrickych metod. [52]

Ve vysokoucinné kapalinové chromatografii se vyuzivd metody izokratické
nebo gradientové eluce. [zokraticka eluce mé po celou dobu analyzy konstantni sloZeni mobilni
faze. Gradientova eluce své slozeni v pribehu analyzu linedrné ¢i nelinedrné méni, ¢imz

dochdzi ke zméné elucni sily a selektivity mobilni faze. [52; 53]
Kapalinovou chromatografii miiZzeme rozliSovat na zakladé fdzovych systémi, a to

na chromatografii v systémech s normélnimi fazemi (NP LC), obracenymi fazemi (RP LC).

[52]

U vysokoucinné kapalinové chromatografie s normalnimi fazemi je stacionarni faze

polarni a mobilni méné polarni neZ staciondrni. Staciondrni faze miZze byt tvofena
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anorganickym polarnim adsorbentem (silikagel, oxid hlinity) nebo polarnimi fazemi chemicky
vazanymi na povrch adsorbentu (aminové, diolové, nitrilové skupiny). Adsorpce na polarnich
centrech nartiista se specifickém povrchem polarnich anorganickych adsorbentli. Retence mtize
byt ovlivnéna volbou mobilni faze, kterd mize byt dvouslozkova, ale méné polarnéjsi nez faze
staciondrni (pf. propanol a n-hexan). Za pfitomnosti vody jsou adsorp¢ni centra deaktivovana
a retence klesd, naopak pifi pouziti vysuSenych rozpoustédel retence roste. Separace

na normalnich fazich se vyuziva pro latky stfedn¢ a malo poléarni. [53]

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi vyuziva nepolarni
stacionarni faze, které jsou tvofeny nepolarnimi skupinami vézanymi na silikagelu
(napf. oktadecylové, oktylové). Retence latek se zvySuje naptiklad s rostoucim obsahem uhliku.
Mobilni faze se sklada vétSinou z vody a dalSich polarnich rozpoustédel, nejcasteji methanolu
a acetonitrilu. Eluce latek je zrychlena s klesajici polaritou a rostouci koncentraci mobilni faze,

organického rozpoustédla. [52]

1.2.1.1 Instrumentace v HPLC

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie je eluéni technika. Cerpadlo davkuje mobilni
fazi pti stalém ¢i gradientovém pratoku kolonou. K rychlému a silnému pritoku mobilni faze
je potieba pracovat za vysokého tlaku. Vzorek je davkovan pifimo do protékajici mobilni faze
na vstupu do kolony. Eluent z kolony putuje do detektoru, ktery podava signal imérny
koncentraci nebo hmotnosti separovanych latek. Signal je poté zpracovan pocitatem

s ptislusnym softwarem. [53]

vysokotlaké
terpadlo autosampler

] e colons
[\ (000000
OOO0Q0
000000
davkovac
zasobnik (nemusi byt)

mobilni

—

AA—A—/\— kolektor

frakei

detektor

systém na
zpracovani dat odpad

Obrazek 15 Schéma kapalinového chromatografu (prevzato a upraveno z [55])
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1.2.1.1.1 Cerpadla

Cerpadla mobilni faze zajistuji prenos mobilni fize za vysokého tlaku, u HPLC pfi
40 MPa. Jsou konstruovany z materiali odolnych vic¢i korozi i1 pii pouziti agresivnich
mobilnich fazi (slabé kyselé nebo bazické roztoky, rozpoustédla), jako jsou nerezova ocel
nebo titan. Pritok mobilni faze zavisi na typu separace, mnozstvi separované¢ho vzorku,
rozméru kolony a detektoru. Cerpadla mohou byt pneumaticka, pracujici za konstantniho tlaku,
nebo pistova, pracujici s konstantnim objemovym priitokem mobilni faze. Pistovd Cerpadla
konstrukéné vychazi z principu injekéni stiikacky, jez je spojend se zasobnikem mobilni faze
a s vysokotlakou €asti ptistroje pies ventilky, které se stiidave oteviraji a zaviraji pohybem pistu
vpted a zpét. VéEtsina Cerpadel pracuje se 2 komorami s pisty, zatimeco v jedné komote dochazi

k nasédvani mobilni faze, v druhé je mobilni faze vytlaCovana na kolonu. [52; 53]

1.2.1.1.2 Davkovani

Davkovani vzorku na kolonu musi byt pfesné a bez chyb tak, aby nedochdzelo
k rozsifovani elu¢nich zén vlivem mimokolonového ptispévku davkovaciho zatizeni. Vzorky
jsou na kolonu chromatografu zavadény davkovacimi ventily se smyckou tak, ze nedochazi
k preruseni toku mobilni faze. Smyckové davkovace jsou dvoupolohové, viz Obrazek 16.
Plnéni davkovace miZe byt ru¢ni nebo automatizované, fizené pocitacem. U automatizovaného
davkovani (pomoci autosampleru) je mozno ddvkovat fadu vzorki za sebou bez potieby
obsluhy pfistroje, coZ je vyhodné pro sériové rutinni analyzy, naptiklad v klinickych

laboratoftich. [52; 53]

VZOREK  ODPAD VZOREK  ODPAD

Obrazek 16 Schéma smyckového davkovace (prevzato z https.://dokumenty.upce.cz/FCHT/kbbv-
vk/instrumentalni-met-anal/kapalinova-chromatografie.pdf, stazeno 28. 3. 2023)
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U klasické chromatografie je davkovano 2—10 pl vzorku, pfi pouziti kolon s primérem
mens$im nez 1 mm jsou to setiny mikrolitrii vzorku a u kolon o priméru 0,1 — 0,5 mm se jedna
o jednotky az desitky nanolitrii. Velmi malé objemy jsou davkovany mikroventily s vnitini
smyckou. Vzorky by mély byt v rozpoustédlech dokonale rozpustény a pouzité rozpoustédlo
by mélo mit stejnou nebo podobnou elu¢ni silu jako mobilni faze, aby nedoslo k deformaci pikt

separovanych latek. [52; 53]

1.2.1.1.3 Kolony

Volba kolon u HPLC je zasadnim krokem v piipravé analyzy, protoze vysledek je dan
kvalitou kolony a jeji naplni. Jednd se o rovné trubice zhotovené z hladkého materidlu
a s leSténym vnitinim povrchem z titanu, nerezové oceli nebo 1 pevného plastu. Materidl musi
byt odolny vic¢i mobilni fazi a pracovnimu tlaku. Kolony jsou pln€ny casticemi sorbentu
nebo nosici se stacionarni fazi. Rozmeéry kolony jsou voleny dle ucelu pouziti. Pro analytické
separace jsou uzivany kolony o délce 10-25 cm o priméru 3—4,6 mm, s ¢asticemi o velikosti
3 nebo 5 pm. Pro urychleni separace jednodussich latek lze pouzit kratsi kolony (3—6 cm)
s malym primérem c¢astic (3 pm). Kolony s vnitinim primérem 1-2 mm se nazyvaji
mikrokolony a umoznuji analyzu malého mnozstvi vzorka s vysokou hmotnostni citlivosti

stanoveni. [52; 53]

U naplné kolony je tfeba, aby ¢astice byly mechanicky i chemicky stabilni, odolavaly
vysokym pracovnim tlakim a teplotam, nekladly odpor toku mobilni faze, a vykazovaly
vysokou chromatografickou G&innost (n, pocet teoretickych pater). Uginnost se zpravidla
zvySuje u castic s malym primérem a pfi sou¢asném pouZiti vySsiho priitoku mobilni faze.
Porovitost materialit zavisi na velikosti molekul analytu. Bézné organické latky je mozné
separovat Casticemi o velikosti pori 5-10 nm s menSim sférickym povrchem, nez maji
napiiklad &astice pro separaci polymeri, o velikosti porit 15-100 nm. Cim vétsi molekula, tim

mensi odpor musi ¢astice klast, pro rychlou separaci Ize pouzit i neporovité Castice. [53]

Vedle ¢asticovych naplni 1ze mit i ndpln€ monolitické. Monolitické kolony jsou tvoieny
kontinualnim separa¢nim médiem, ktery vznikd zesiténim polymerni smési piimo na koloné.

Oproti ¢asticovym kolondm umoziuji préaci pii vy$Sim pritoku mobilni faze. [53]

1.2.1.1.4 Detektory
Pro HPLC jsou nejcastéji vyuZzivany spektrofotometrické detektory pracujici v UV-Vis
oblasti elektromagnetického zéfeni. UrCeni koncentrace vychéazi z Lambert-Beerova zékona,

kdy je absorbance latky pfimo imérna koncentraci analytu. Mezi spektrofotometrické detektory
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patii UV-Vis a fluorescencni detektory. Dalsi detektory mohou pracovat na elektrochemickém
principu, jedna se tedy o amperometrické, vodivostni a coulometrické detektory. Trendem
poslednich let se stidle vice stava spojeni HPLC-MS, které umozituje nejen detekci,

ale 1 identifikaci latky. [52; 53]

1.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda vyuzivajici pfevedeni molekul na ionty
ajejich nasledné rozliSeni podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) na zdkladé intenzity
jednotlivych iontli. Hmotnostni spektrometr se skladd ziontového zdroje, analyzétoru,

detektoru, vakuového systému a zatizeni slouziciho pro sbér dat. [53]

Iontovy zdroj slouzi k ptfevedeni neutralnich molekul na ionty. Mezi ioniza¢ni techniky
patii elektronova ionizace (EI), ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace
a fotoionizace za atmosférického tlaku (APCI, APPI), desorpce (ionizace) laserem za Ucasti
matrice (MALDI). Déle se vyuzivaji 1 iontové zdroje umoziujici pfimou analyzu vzorku,
jako napftiklad desorp¢ni elektrosprej (DESI) nebo metoda DART (Direct Analysis in Real
Time). [53]

Analyzatory vyuZivaji k rozdéleni iontd dle poméru hmotnosti a naboje m/z zakladni
fyzikélni principy. Zaznamenavaji vychyleni trajektorie v elektrickém nebo magnetickém poli,
oscilaci v elektrickém poli, jez je vytvafeno kombinaci stejnosmérného a sttidavého napéti,

dobu letu a absorpci energie pii cyklickém pohybu v elektrickém nebo magnetickém poli. [52]

Detekce v hmotnostni spektrometrii vyuzZiva tvorby méfitelného elektrického signalu.
Ionty po rozdéleni dopadaji na detektor iontd a dochazi ke generovani signalu tvorbou
sekundérnich iontl nebo indukci proudu. K detekci jsou vyuZzivany elektronové nésobice

s dynodami, scintilacni fotonasobi¢ové detektory nebo Faradaytiv pohér. [53]

Jednotlivé €asti hmotnostniho spektrometru mohou vyuzivat riznych pracovnich tlak,
proto je soucasti spektrometru i vakuovéd technika. K ziskdni vysokych hodnot tlaku
se vyuzivaji rotacni olejové, spirdlové a membranové pumpy spolu s turbomolekularnimi nebo

difuznimi pumpami. [53; 54]

1.3.1 Kvadrupdl
Kvadrupdlovy analyzator je tvoifen 4 kovovymi tyCemi kruhového prifezu. Na dvé
protilehlé tyCe je vlozeno kladné stejnosmérné napéti, na dalsi dvé tyCe plisobi zaporné

stejnosmérné napéti, ale zaroven je na vSechny 4 tyCe superponovano vysokofrekvencni
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sttidavé napéti. Toto rozlozeni zptlisobi, ze iont, ktery je ptiveden do stiedu osy kvadrupdlu
zacne oscilovat. Urcitd hodnota poméru stejnosmérného a sttidavého napéti (U/V) zptisobi,
ze tyto podminky jsou vhodné pouze pro danou hodnotu m/z, a tak nam v dany moment osciluje
pouze 1 iont, ktery se dostane i na detektor, zatimco ostatni ionty jsou zachyceny na tyCich
kvadrup6lu. Plynulou zménou poméru U/V dochazi k postupnému propusténi vSech iontt

na detektor. [54]

@ 9
g

Obrazek 17 Kvadrupol [55]

1.3.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie
Princip tandemové hmotnosti spektrometrie (MS/MS) spoc¢ivd v moznosti izolovat
vybrany iont (prekurzor) a vyvolat jeho fragmentaci dodanim energie, ¢imz se ziska produkt

a je analyzovano jeho spektrum. [55]

V MS/MS se vyuzivaji 4 zékladni experimenty a to: sken produkti (product scan), sken
prekurzorii (precursor scan), sken neutrdlni ztraty (neutral loss scan) a sledovani vybranych
fragmentaci (multiple reaction monitoring, MRM). Pfi skenu produktti je prvni analyzator
nastaven na zvoleny prekurzor, ktery je nasledné fragmentovan, a jsou zaznamenany jeho
produkty. Pfi skenu prekurzorti je druhy analyzator nastaven na zvoleny produkt fragmentace
a prvni analyzator je ve full scan modu a vyhleda prekurzor. V ptipadé skenu neutralnich ztrat
zaznamenavaji oba analyzatory, ale s konstantnim rozdilem a umoznuji tak nalézt nastavenou
neutralni ztrdtu hmotnosti. Nejcitlivéjsi je zfejmé mod MRM, kdy jsou oba analyzatory

nastaveny na urcity prekurzor a produkt. [55]

1.3.2.1 Trojity kvadrupo6l

Ptikladem tandemového spektrometru je vyuziti fazeni 3 kvadrupola za sebou, tedy
trojity kvadrupol (QqQ, QQQ). Prvni kvadrupdl slouzi k vybéru prekurzoru, tedy iontu, ktery
bude analyzovan, prostiedni kvadrupol poté slouzi jako kolizni cela se zavedenym koliznim
plynem, ¢im zplsobuje excitaci vybranych iontll z prvniho kvadrupolu a jejich naslednou

fragmentaci. Fragmenty jsou poté analyzovany ve tfetim kvadrupolu. [53; 54]

45



1.3.22 Q-TOF

Dalsi variantou tandemové spektrometrie je spojeni principu trojitého kvadrupo6lu, kde
je ale tfeti kvadrupol nahrazen analyzatorem doby letu (Time of Flight, TOF), tzv. Q-TOF.
Prvni kvadrupdl vybira urcity prekurzor, druhy jej fragmentuje a nasledné jsou ionty pulsni

elektrodou vystfelovany kolmo do priletového analyzatoru. Tento zplsob analyzy poskytuje
vy$si rozliseni.

Své vyuziti nachazi tandemova hmotnostni spektrometrie v metabolomice, proteomice,

farmaceutickém primyslu, ale i v toxikologii a kriminalistice. [53; 54]
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1.4 Validace

Dfiive nez je metoda rutinné zavedena, je nutné provést kontrolu, zda je metoda vhodna
pro podminky, za kterych ma byt pouzivdna a zda jsou vykonnostni charakteristiky pochopeny.
Vyvoj a validace novych analytickych metod je v klinické a forenzni toxikologii nesmirné
dalezity. Spravné analytické vysledky jsou piedpokladem pro spravnou interpretaci néalezl
ve vzorku jak pti kazdodenni rutinni analyze, tak védeckém vyzkumu. Validace metody souvisi
také s fizenim kvality laboratote. U validace kvantitativnich analytickych postupt se zpravidla
vyhodnocuje selektivita, linearita, limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ), spravnost

a rozptyl opakovanych vysledkl (preciznost, reprodukovatelnost, opakovatelnost). [56]

1.4.1 Selektivita

Selektivita je schopnost méficiho systému uréit presné a spravné dany analyt
v pritomnosti interferujicich latek. Selektivita je kontrolovana analyzou tzv. blanku, tedy
slepého vzorku, ktery neobsahuje Zadny analyt. Miize byt také testovana porovnanim vysledkt
vzorki standardu s vysledky vzorki s matrici. Interference matrice se projevuje tak, Ze signal

neodpovida analytu, ale je superponovan o signal rusivé slozky. [56; 57; 58; 59]

1.4.2 Linearita

Kalibra¢ni model tvofi zavislost analytického signalu na koncentraci analytu. Pfimka,
ktera tuto zavislost tvofi, se nazyva kalibracni. Kalibra¢ni pfimka je zpravidla pfimka urcend
rovnici y = ax + b, kde y je analyticky signal a x je proménna koncentrace. Piimka nam také

udava korela¢ni koeficient R, ktery by se m¢l limitovat k ¢islu 1. [57]

1.4.3 Limit detekce (LOD)

vyvolad odezvu méficiho systému a nejednd se o Sum. [57; 58]

Rovnice 1 Vypocet limitu detekce, s je Sum zdakladni linie

LOD = 3s

1.4.4 Limit kvantifikace (LOQ)

Limit kvantifikace (limit of quantification, LOQ) je nejniZsi koncentrace analytu, kterou
1ze kvantitativné stanovit s pfijatelnou trovni nejistoty a mize byt tak nastavena i jako dolni
mez pracovniho rozsahu metody. Typicky se jednd o nejniz§i bod kalibra¢ni fady, ktery

vyhovuje validaci. [57; 58; 60]
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Rovnice 2 Vypocet limitu kvantifikace, s je sum zakladni linie

LOQ = 10s

1.4.5 Spravnost vysledki

Spravnost  (bias) je definovdna jako odchylka namétfenych vysledki
od spravné/referencni hodnoty. Vyjadiuje se jako procentudlni odchylka a predstavuje
kvantifikaci systematické chyby méfeni. Tato odchylka by neméla piekrocit 15 % (20 %
pro body v blizkosti LOQ). [57]

Rovnice 3 Vypocet bias [%], X je aritmeticky primér ziskanych dat, X,f je spravnd/referencni hodnota

1.4.6 Rozptyl vysledkt

Jednou ze zakladnich charakteristik méticiho postupu je rozptyl opakovanych vysledk.
Je charakterizovan preciznosti, kterd pfedstavuje t€snost shody mezi naméfenymi hodnotami
ziskanymi opakovanymi meéfenimi na stejném objektu za specifikovanych podminek.
Preciznost se dd vyjadfit mirami nepreciznosti, jako je naptiklad smérodatna odchylka
(o) nebo relativni smérodatnd odchylka (RSD), vyjadiena v procentech. V ramci validacni
studie se preciznost vyhodnocuje jako jedna ze =zékladnich charakteristik méficiho
postupu, a to jako vyhodnoceni série opakovanych méfeni. Obecné preciznost zavisi
na koncentraci analytu a je vhodné ji stanovovat pro nékolik koncentraci v rozmezi pracovniho
rozsahu metody. Opakovatelnost a reprodukovatelnost méfeni predstavuji hrani€ni miry
preciznosti za specifikovanych podminek. Mezi témito mirami se nachdzi mezilehla preciznost,
ktera charakterizuje rozptyleni vysledkii v jedné laboratofi, za podminek volnéjsich, nez jsou
u opakovatelnosti (napf. provadéni analyz riznymi analytiky na odliSnych pfistrojich). [61]

Rovnice 4 Vypocet smérodatné odchylky z namérené hodnoty (x;), aritmetického priméru (X) a poctu
dat (n).

Rovnice 5 Vypocet relativni smeérodatné odchylky RSD [%] ze smérodatné odchylky (o) a aritmetického
primeru hodnot (X)

RSD =--100

RilQ
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1.4.6.1 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost predstavuje preciznost méieni za podminek opakovatelnosti. Udava
miru variability vysledki, jsou-li méfeni provedena na stejném materidlu jednim analytikem,
stejnou metodou a v kratkém casovém intervalu. Zpravidla se ocekava, ze mezi vysledky budou

co nejmensi rozdily. [60]

1.4.6.2 Reprodukovatelnost metody
Reprodukovatelnost metody pfedstavuje preciznost méfeni za podminek
reprodukovatelnosti méfeni. Reprodukovatelnost odrazi wvariabilitu vysledkli ziskanych

v riznych laboratofich a jeji vyhodnoceni vyzaduje mezilaboratorni experiment. [60]

1.4.7 Horwitzova rovnice

Vroce 1977 byly na analytické konferenci ve Wisconsinu prezentovany poznatky
analytickych chemikt o kontrole kvality, pti€emz dosli k zavéru, Ze odchylka instrumentalnich
metod je funkci koncentrace, nikoli analytického systému. Dnes je tato funkce zndma jako
Horwitzova rovnice. V roce 2006 Horwitz a Albert uvedli, Ze Horwitzova rovnice je pouzivana
jako referen¢ni metoda pro mezilaboratorni piesnost. Dnes ji pouzivaji svétoznamé organizace
jako napf. Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii (IUPAC) nebo Evropsky vybor pro
normalizaci (CEN). [62]

Rovnice 6 Horwitzova rovnice dle Jung-Keun Lee, kde c je koncentrace vyjadiena bezrozmérnym
hmotnostnim zlomkem, RSDg [%] je variacni koeficient

RSDR — 2(1—0,510gc)

Tabulka 3 Hodnoty RSDr pri riiznych koncentracich [62]

koncentrace analytu RSDR [%]
10 % 2.8
1 % 4.0
0,1 % 5,7
0,01 % 8,0
1 ppm 16
1 ppb 45
0,1 ppb 64

1.4.7.1 Horwitzlv pomér

Horwitzitv pomér HorRat je pomér RSD vypoctenych zhodnot namétenych
laboratofemi (RSDr) a RSD piedpovézené z Horwitzovy rovnice (PRSDg). Pro podminky
reprodukovatelnosti by hodnoty nemély byt vétsi nez 2. [59; 62]
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Rovnice 7 Predikované RSDr (PRSDg) [%] pro reprodukovatelnost [62]

PRSDR — 2(1—0,5 logc)

Rovnice 8 Horwitzitv pomeér pro reprodukovatelnost [62]

RSDy

HorRatR = m
R

Pro opakovatelnost se uziva také Horwitziiv pomér, ale mirn€¢ pozménény. HorRat (r)
je odchylka, ktera se pouziva pti validacnich studiich v jedné laboratofi. Je dana pomérem RSD
vypoctené z udaju za podminek opakovatelnosti (RSD,), a RSD predpovézené z Horwitzovy

rovnice (PRSD,). Pro podminky opakovatelnosti by hodnoty nemély byt vétsi nez 1,3. [62]

Rovnice 9 Predikované RSD, (PRSD,) [%] pro opakovatelnost [59]

PRSD, = g 2(1-0,5l0gc)

Rovnice 10 Horwitzitv pomér pro opakovatelnost [62]

RSD,
HorRat (T') = WDT)

2

Pro parametr mezilehlé preciznosti 1ze také vyuzit Horwitzova poméru, pfi¢emz interval
pro piijeti hodnot neni oficidln¢ tabelovan a lezi mezi intervaly pro opakovatelnost

a reprodukovatelnost. Interval si laboratof zvoli tak, aby vyhovoval podminkdm metody. [62]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1

Cil prace

Cilem prace bylo vyvinout a validovat metodu pro stanoveni vybranych psychofarmak,

a aplikovat ji na realné vzorky. Metoda bude vyuZivana i v praxi na Ustavu soudniho lékaistvi

ve Fakultni nemocnici v Ostravé.

2.2  Pouzité chemikalie

2.2.1

Ptiprava standardi

methanol (VWR, Radnor, Pensylvanie, USA)

destilovana voda

Cisté sérum

vnitini standard propiverin hydrochlorid (Merck, Darmstadt, Némecko)

komer¢ni standard asenapin (Toronto Research Chemicals, Toronto, Kanada)
komer¢ni standard disulfiram (Toronto Research Chemicals, Toronto, Kanada)
komer¢ni standard flufenazin (Toronto Research Chemicals, Toronto, Kanada)
komeréni standard fluvoxamin maleat (LGC, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Némecko)
komer¢ni standard galantamin hydrobromid (Toronto Research Chemicals, Toronto,
Kanada)

komer¢ni standard memantin hydrochlorid (HPC Standards GmbH, Cunnersdorf,
Némecko)

komer¢ni standard sertindol (Toronto Research Chemicals, Toronto, Kanada)
komer¢ni standard tranylcypromin sulfat (LGC GmbH, Luckenwalde, Némecko)

realné vzorky pacientli

Analyza HPLC-MS

methanol (VWR, Radnor, Pensylvanie, USA)
acetonitril (VWR, Radnor, Pensylvéanie, USA)
mravenc¢an amonny

demi voda

kyselina mravenci

2.3 Pfistrojové vybaveni

centrifuga Hettich EBA 200 (Tuttlingen, Némecko)
kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity II
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e hmotnostni spektrometr Agilent 6470 Triple Quadrupole LC/MS (Santa Clara,
California, USA)
e kolona Phenomenex Kinetex; C18 TMS endcapping; 50 x 3 mm; velikost ¢astic 2,6 um

(Torrance, California, USA)

2.4  Pracovni postupy

2.4.1 Ptiprava zasobnich roztoki

Ze standardii danych 1éCivych latek byly pfipraveny zasobni roztoky slouZzici
ke kvalitativni analyze a nasledné optimalizaci metody. VétSina latek byla v pevném
skupenstvi, pouze disulfiram mél jiz podobu roztoku. Latky byly rozpustény v methanolu ¢i
kombinaci methanolu a vody. Rozpoustédla byla zvolena na zaklad¢ informaci o jednotlivych
lécich. Typ rozpoustédla a vysledna koncentrace je v Tabulce 4. Zéasobni roztoky byly dale
nafedény na koncentraci 0,025 mg/ml, pro asenapin, flufenazin, galantamin a tranylcypromin
byly pfipraveny dals$i zasobni roztoky, o koncentraci 0,2 pg/ml, pro pokryti nizkych
terapeutickych hladin.

Tabulka 4 Priprava zdasobnich roztokii

1é¢ivo rozpoustédlo koncentrace
[mg/ml]

asenapin MeOH 1
disulfiram - 1
flufenazin MeOH 2
fluvoxamin voda + MeOH 1
galantamin voda + MeOH 1
memantin MeOH 1
sertindol MeOH 2
tranylcypromin voda + MeOH 1

2.4.2 Ptiprava smésného roztoku pro kvalitativni analyzu
Ze vSech zasobnich roztok lé¢iv o koncentraci 0,025 mg/ml bylo do vialky

odpipetovano 200 pl do vialky, kterd byla uzaviena krimpovacimi klestémi (Obrazek 23).

2.4.3 Ptiprava kalibra¢ni fady

Kalibra¢ni fada byla pfipravena pipetovanim 1 ml lidského séra a ptisluSnych objemi
1é¢iv o koncentraci 0,025 mg/ml nebo 0,2 pg/ml, viz Tabulka 5 a Tabulka 6. Poté byla
provedena deproteinizace. Z jednotlivych zkumavek bylo odpipetovano 200 pl séra, pfidano

2 ul interniho standardu propiverinu, 500 pl acetonitrilu a 200 pl vody. Takto piipravené
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zkumavky byly sto¢eny po dobu 2 minut na 3500 RPM. Supernatant byl pfefiltrovan pies
stiikackovy filtr (Ptiloha 1: Obrdazek 24, Obrdzek 25) a pteveden do vialek (Ptiloha 1:
Obrazek 26). Vialky byly nasledné uzavieny krimpovacimi klestémi (Ptiloha 1: Obrazek 23).

Tabulka 5 Kalibracni Fada pro asenapin, flufenazin, galantamin, tranylcypromin

zkumavka €. | Vigrum [ml] Viseivo [1U1] c[pg/l]
1 1 5" 1
2 1 1 25
3 1 2 50
4 1 5 125
5 1 10 250
6 1 20 500

Tabulka 6 Kalibracni rada disulfiram, fluvoxamin, memantin, sertindol,

zkumavka €. | Verum [ml] Victive [11] ¢ [pgl]
1 1 1 25
2 1 2 50
3 1 5 125
4 1 10 250
5 1 15 375
6 1 20 500

2.4.4 Realné vzorky

Vzorky pacientli byly upraveny dle vyse uvedeného postupu. Bylo odpipetovano 200 pl
moci/krve a doplnéno 2 pl propiverinu, 200 pl vody a 500 pl acetonitrilu. Nasledné byly vzorky
sto¢eny po dobu 2 minut na 3500 RPM. Supernatant byl ptefiltrovan ptes stfikackovy filtr

a pfeveden do vialek pro nasledné méteni.

2.4.5 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

K analyze byl pouzit kapalinovy chromatograf s hmotnostni detekci; Agilent 1290
Infinity II a Agilent 6470 Triple Quadrupole LC/MS s iontovym zdrojem ESI Agilent Jet
Stream (Santa Clara, United States). Dale byla pouzita kolona Phenomenex Kinetex C18,
o rozméru 50x 3 mm a velikosti ¢astic 2,6 um. Mobilni faze A: 989 ml demi voda, 10 ml smési
acetonitril + methanol v poméru 1:1, 1 ml kyseliny mraven¢i, 126 mg mravenanu amonného;

mobilni faze B: acetonitril. Separace probihala na obracenych fazich pomoci gradientové eluce,

* Objem 5 ul ze zasobniho roztoku o koncentraci 0,2 pg/ml, dalsi ptiddvané objemy ze zasobnich roztokd o
koncentraci 0,025 mg/ml.
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viz Tabulka 7. Gradient byl jiz prednastaven zrutinniho provozu laboratofe a lehce
modifikovan na zaklad¢ drive zjisténych informaci z ¢lanki a praxe. Davkovany objem vzorku
byl 4 ul. Podminky separace a analyzy byly upraveny v softwaru Agilent MassHunter, ktery
ma funkci MassHunter Source Optimizer. Optimalizovéana byla hodnota napéti fragmentoru
a kolizni energie, ale také byly ziskany pfesnéjsi retencni Casy a vybrany kvantifikacni ionty

jednotlivych 1é¢iv na zakladé¢ velikosti odezvy (abundance).

Tabulka 7 Gradientova eluce

¢as [min] MF A [%] MF B [%]
0 95 5
1,5 70 30
8 95
13 95
13,1 95
14 95

Prvné probehla kvalitativni analyza, viz Tabulka 8. Zde byla hodnota napéti
fragmentoru konstantni, 150 V. Dwell, tedy doba, po kterou analyzator sbira data konkrétniho
MRM ptechodu, byla 30ms. Kolizni energie byla prednastavena dle informaci
z dostupnych databazi. Pro kvantitativni analyzu byly tyto hodnoty optimalizovany, viz

Tabulka 9.
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2.5 Vysledky a vyhodnoceni

2.5.1

Kvalitativni analyza

Béhem kvalitativni analyzy byly zjistény fragmentacni piechody a reten¢ni Casy

jednotlivych 1é¢iv. Na zéklad¢ vysledkt kvalitativni analyzy byly upraveny parametry analyzy,

vystup viz Tabulka 8, a urCeny kvantifikacni ionty, viz Tabulka 9. Interni standard propiverin

jiz byl optimalizovan dfive, jelikoZ se jedna o rutinn€ pouzivany standard v této laboratofi.

Tabulka 8 Kvalitativni analyza smésného roztoku léciv

1é¢ivo prekurzor | produktovy iont le(r(l)::lrzgnile [V] fragmentor [V] | tr [min]
166 34
asenapin 286,1 229 18 150 3,557
215 30
116,1 10
. 148 10
disulfiram 297,1 28 20 150 6,363
60 40
143 40
flufenazin 438,2 171 20 150 4,268
70,1 40
71 12
. 41,2 44
fluvoxamin 319,2 452 36 150 3,767
87,1 8
213,1 20
. 198,1 40
galantamin 288,2 2311 20 150 1,798
270,1 10
163,1 10
. 91,1 40
memantin 180,2 107.1 20 150 2,909
105,1 40
113,1 40
sertindol 141,2 70,1 40 150 4,34
71,1 40
117,1 10
tranylcypromin | 134,1 115,1 20 150 2,08
91,1 20
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Tabulka 9 Prehled fragmentacnich prechodii léciv, kolizni energie, retencniho
z MassHunter Source Optimizer

casu, vystup

1écivo prekurzor | produktovy iont le(l(l)ii:;il;e V] fragmentor [V] | tgr [min]
44,2 30

asenapin 286,1 165 60 138 3,58
2229 30
171,9 30
116 10
88 30

disulfiram 297,1 60,1 54 66 6,363
147,9 14
442 46
143,1 34
45,1 60

flufenazin 438,2 171,1 30 135 4,27
70,1 54
89 34
71,1 18
41,2 58

fluvoxamin 319,2 452 46 99 3,78
44,5 60
200 22
2129 26

galantamin 288,2 .2 34 114 1,798
164.,9 60
168,9 60
163,1 18
107 30

memantin 180,21 91 46 110 2,909
39,2 94
65,1 66
113,1 38

sertindol 141,2 70,2 60 135 4,35
71,1 58
117 10

tranylcypromin | 134,1 ol 30 57 2,07
115 22
85,9 58

56



Tabulka 10 Ionty zvolené jako kvantifikacni, véetné interniho standardu propiverinu

1é¢ivo kvantifikacni iont | tgr [min]
asenapin 442 3,58
disulfiram 116,1 6,363
flufenazin 171,1 4,27
fluvoxamin 71,1 3,78
galantamin 212,9 1,798
memantin 163,1 2,909
sertindol 113,1 4,35
tranylcypromin 117 2,07
propiverin 105 4,48

2.5.2 Kalibrace

Bylo méfeno 6 bodt kalibra¢ni kiivky, kazdy bod byl pfeméien Sestkrat a vztazen
k vnitinimu standardu. Z naméfenych hodnot byla dopocitdna redlnd koncentrace vzorku
pomoci rovnice piimky ziskané z grafu pro stanoveni parametri opakovatelnosti. Méfeni bylo
v druhém tydnu opakovano na ¢tyfech koncentracnich hladindch (nejnizs$i a nejvyssi bod

kalibrac¢ni zavislosti a dva body uprostied) pro stanoveni parametrii preciznosti.

2.5.3 Valida¢ni parametry

V ramci validace byly hodnoceny nasledujici parametry: linearita, rozsah kalibrace,
LOQ, spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost. Podminky pro preciznost byly zvoleny tak,
aby se co nejvice blizily podminkam pro stanoveni reprodukovatelnosti, tzn. opakovana méteni

byla provedena po tydnu na stejném piistroji. Mezilaboratorni test nebylo mozné provést.

2.5.4 Vyhodnoceni

Ziskana data byla zpracovdna v programu Excel (viz Pfiloha 2: Naméfena data,
vypocty). Tabulka 11 shrnuje zékladni parametry validovanych metod. Odchylka namétenych
dat od teoretické hodnoty (bias) je ve vSech piipadech mens$i nez 15 %. Mira variability
vysledkl, vyjadiena jako hodnota HorRat, byla pro vSechny latky ve zvolenych koncentracich
mensi nez 1,3 (viz vypocty v Ptiloze 2). Parametr opakovatelnosti byl tedy splnén. Hodnoty
parametru preciznosti pfi opakovaném meéfeni v dalSim tydnu jsou u vSech latek takeé
vyhovujici. Pro tento parametr byly hodnoceny 4 body kalibra¢ni piimky; pro asenapin,
flufenazin, galantamin a tranylcypromin: 1; 50; 125 a 500 pg/l, pro dalsi léky 25; 125; 250
a 500 pg/l. Metoda je validovana pro asenapin, flufenazin, galantamin a tranylcypromin

v rozsahu koncentraci 1-500 pg/l, limit kvantifikace je roven prvnimu bodu kalibra¢ni pfimky,
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LOQ=1 pg/l. Pro disulfiram, fluvoxamin, memantin a sertindol je metoda validovana v rozsahu
koncentraci 25-500 pg/1, limit kvantifikace pro tato 1éCiva je roven prvnimu bodu kalibra¢ni

piimky, LOQ=25 pg/l.

Tabulka 11 Souhrn validovanych parametri

. s ., rozsah

1écivo Fvantlfikacm kthn.l kalibra¢ni rovnice kalibrace LOQ

iont energie [V] [ng/l]

[ne/l]

asenapin 442 30 y =0,0034 + 0,0011 1-500 1
disulfiram 116,1 10 y=4-10"5x —0,0011 | 25-500 25
flufenazin 171,1 34 y =0,0017x — 0,0016 | 1-500 1
fluvoxamin 71,1 18 y = 0,0059x — 0,1549 | 25-500 25
galantamin 212,9 26 y = 0,009x — 0,0009 1-500 1
memantin 163,1 18 y = 0,006x — 0,0029 25-500 25
sertindol 113,1 38 y = 0,004x — 0,0895 25-500 25
tranylcypromin | 117,0 30 y = 0,0075x — 0,0004 | 1-500 1

Vystupy méteni v podobé chromatogramii pro jednotlivé kvantifikacni ionty jsou

graficky zndzornény na Obrazcich 18 a 19.

x102 |Cpd 32: Disulfiram 6.376: +ESI MRM Frag=66.0V CID@10.0 (297.1 -> 116.0) bod6-6.d

1.05
1 .
0.95
0.9
0.85+ Tranylcypromin
0.8
0.75 | .‘ F
0.7 l
0.65 |
0.6 |
0.55
0.5 i
0.45
0.4 \ !
0.35- | ‘ (\

Flufenazin

uvoxamin

Memantin Propiverin

0.3 |

0.25 t | |
0.27 [ [l |
0.15+ ‘ | ‘
0.14 Galantamin I ‘ [ |

a | o
0.02_ 0.685 AL . AL .‘| '-.LL Disulfiram

i 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 715
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Obrazek 18 Souhrnny chromatogram léciv a vnitiniho standardu propiverinu [zdroj:viastni]
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Cpd 2: Galantamine 1.826: +ESI MRM Frag=114.0V CID@26.0 (288.2 -> 212.9) bod6-6.d

61 1.826
Cpd 2: Galantamine 1.826

0.920

J

x10 1 |Cpd 5: Tranylcypromine 2.113: +ESI MRM Frag=57.0V CID@10.0 (134.1 -> 117.0) bod6-6.d
1 2.113

7-57 Cpd 5: Tranylcﬂ(promine 2.113
54 f
I
2.54 I
i
0 [
x10 1 |Cpd 10: Memantine 2.972: +ESI MRM Frag=150.0V CID@10.0 (180.2 -> 163.1) bod6-6.d
61 2.972
Cpd 10: Memantine 2.972
4,
2-
0
x10 1 |Cpd 14: Asenapin 3.641: +ESI MRM Frag=138.0V CID@30.0 (286.1 -> 44.2) bod6-6.d
1 3.641
3 Cpd 14: Asenapin 3.641
|
2 f
i
14 I
0 L

x10 1 |Cpd 19: Fluvoxamine 3.857: +ESI MRM Frag=99.0vV CID@18.0 (319.2 -> 71.1) bod6-6.d

75 3.857
: Cpd 19: Fluvoxamine 3.857
5,
2.54
0
x10 1 |Cpd 23: Fluphenazine 4.404: +ES| MRM Frag=135.0V CID@30.0 (438.2 -> 171.1) bod6-6.d
441 4.404
Cpd 23: Fluphenazine 4.404
2-
0
x10 2 |Cpd 26: Sertindole 4.437: +ESI MRM Frag=135.0V CID@38.0 (441.2 -> 113.1) bod6-6.d
141 4.437
Cpd 26: Serfindole 4.437
0.5 Il
0 /A
x10 1 |Cpd 28: Propiverine 4.570: +ESI MRM Frag=150.0V CID@40.0 (368.2 -> 105.0) bod6-6.d
611 4.570
Cpd 28: Propiverine 4.570
4,
2,
0
Cpd 32: Disulfiram 6.376: +ESI MRM Frag=66.0V CID@10.0 (297.1 -> 116.0) bod6-6.d
1 6.376
1.5 Cpd 32: Disylfiram 6.376
1,
0.54
0.895
0,

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Obrazek 19 Chromatogramy zvolenych kvantifikacnich iontit [zdroj: viastni]
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2.5.5 Realné vzorky

Ustavu soudniho 1ékafstvi se podafilo ziskat vzorky moéi a krve dvou pacientd, kteii
z vyse uvedenych 1€kt uzivali 1€k Afluditen, obsahujici 1éCivou latku flufenazin. Vzorky byly
zpracovany podle vyse uvedenych postupti a byla provedena analyza. Kazdy vzorek byl méten
tiikrat. Koncentrace flufenazinu byly vypocitdny z rovnice validované kalibrace. U prvniho
pacienta bylo v krvi pfitomno primérné 1,61 pg/l flufenazinu, v moci 2,02 ug/l. Druhy pacient
mél vkrvi primémé 1,38 pg/l flufenazinu, v moci 2,85 pg/l. VSechny hodnoty spadaji
do terapeutického rozmezi 1-10 pg/l. Ilustracni chromatogramy z analyz jednotlivych vzorki

jsou na Obrazku 20 a Obrazku 21.

Tabulka 12 Vzorky pacientii

. c [ug/l] priameér c
material M M2 M3 [ug/l]
. krev 1,57 1,66 1,60 1,61
pacient 1
mo¢ 1,98 2,07 2,01 2,02
. krev 1,31 1,48 1,36 1,38
pacient 2 5
mo¢ 2,79 3,06 2,69 2,85

x10 2 |Cpd 26: Fluphenazine 4.409: +ESI MRM Frag=135.0V CID@30.0 (438.2 -> 171.1) Pacient 1 moc.d

1.1+
4.409
Cpd 26: Fluphenazine 4.409
|

1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Obrazek 20 Chromatogram pacienta 1, biologicky material moc¢ [zdroj: viastni]
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x10 2

0.9+
0.8+
0.7+
0.6
0.5+
0.4+
0.3+
0.2+

0.1+

Cpd 26: Fluphenazine 4.405: +ESI MRM Frag=135.0V CID@30.0 (438.2 -> 171.1) Pacient 2 moc.d

4.405
Cpd 26: Fluphenazine 4.405

1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Obrazek 21 Chromatogram pacienta 2, biologicky material moc¢ [zdroj: viastni]
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3 Zavér

Cilem diplomové prace bylo vyvinout a validovat metodu pro kvantifikaci vybranych
psychofarmak v biologickém materialu a aplikovat ji na realny vzorek. Bylo vybrano 8 1éCiv,
a to asenapin, disulfiram, flufenazin, fluvoxamin, galantamin, memantin, sertindol
a tranylcypromin, pro které byly vypracovana reSerSe popisujici chemické vlastnosti,
mechanismy ucinku na organismus, farmakokinetika, mozné nezadouci UcCinky, ptiznaky
predavkovani a moznosti stanoveni ve vzorku biologického ptivodu. Déle byla v teoretické
¢asti popsana analyticka metoda, jez byla pouzita v experimentalni ¢asti, a nezbytné parametry
validace. V experimentalni C¢asti byla navrzena, optimalizovdna a validovdna metoda
kapalinové chromatografie s detekci tandemovou hmotnostni spektrometrii se specifickymi

podminkami pro kazdou stanovovanou latku.

Analytickd metoda byla validovdna pomoci kalibra¢ni pfimky. Mezi hodnocené
parametry validace patfila spravnost, opakovatelnost, preciznost a limit kvantifikace (LOQ).
Preciznost a opakovatelnost byly hodnoceny dle poméru HorRat. Pro kazdou latku ziskana
rovnice kalibrace, kterd slouzi pro kvantifikaci readlnych vzorkl. Validace byla provedena
v koncentraénim rozsahu 25-500 pg/l pro disulfiram, fluvoxamin, memantin a sertindol.
Nejnizsi bod kalibraéni pfimky odpovida limitu kvantifikace, LOQ=25 pg/l. Pro asenapin,
flufenazin, galantamin a tranylcypromin byla metoda validovana v rozsahu koncentraci
1 - 500 pg/l a prvni bod kalibrace odpovida limitu kvantifikace, LOQ=1 pg/l. Sirsi koncentraéni
rozmezi bylo zvoleno z diivodu nizkych hodnot koncentraci terapeutickych hladin. Metody jsou

validovany pro stanoveni terapeutické, ale i toxické hladiny 1éku.

Metoda byla aplikovana na realné vzorky pacientl, ktefi uzivali 1ék Aflutiden,
obsahujici 1é¢ivou latku flufenazin. Koncentrace flufenazinu ve vzorcich krve i moci

odpovidaly terapeutické hladin€ 1éku.

Préce se uskute¢nila na Ustavu soudniho 1€katstvi v Ostrave, ktery se mimo jin€ zabyva

stanovenim 1éc¢iv a jinych toxikologicky vyznamnych latek v biologickém materilu.
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5 PRILOHY

Piiloha 1: Priprava zasobnich roztoki, aparatura

Obrazek 22 Zasobni roztoky [zdroj: viastni]

Obrazek 23 Krimpovaci kleste, vialka [zdroj: viastni]
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Obrazek 24 Injekcni stitkacka [zdroj: viastni]

Obrazek 25 Injekcni stitkacka se stitkackovym filtrem [zdroj: viastni]

Obrazek 26 Kalibracni Fada ve vialkach [zdroj: viastni]
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Obrazek 27 Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 II a hmotnostni spektrometr Agilent 6470
[zdroj:viastni]
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Priloha 2: Namérena data, vypocty

5.1 Asenapin

Tabulka 13 Vysledky méreni pro asenapin, pomér odezvy ku vnitinimu standardu

500

koncentrace [ug/l]
1 25 50 125 250 500
0,0046 0,0843 0,1861 0,4432 0,8001 11,5898
0,0045 0,0893 0,1793 0,4431 0,7906 1,6091
Ax/Astp | 0,0048  0,0869 0,1818 0,4433  0,7865 1,6323
(1. tyden) | 0,0051 0,0884 0,1850 0,4541 0,7804 1,7525
0,0048 0,0853 0,1841 0,4512 0,7961 11,8438
0,0047 0,0853 0,1862 0,4518 0,7906 11,8944
0,0041 0,1395 0,4759 1,4773
0,0037 0,1363 0,4614 1,4810
Ax/Astp | 0-0039 0,1333 0,4746 1,3960
(2. tyden) | 0,0034 0,1328 0,4625 1,3589
0,0039 0,1328 0,4657 1,3699
0,0037 0,1313 0,4261 1,4340
Graf 1 Kalibracni primka asenapinu
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Tabulka 14 Zpétné vypocitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost
pro asenapin

koncentrace [pg/l]

1 25 50 125 250 500

1,03 24,53 54,52 130,27 23545 468,16
1,00 26,00 52,51 130,26 232,66 473,84
1,09 25,27 53,25 130,29 231,43 480,68
1,18 25,73 54,18 133,49 229,62 516,10
1,08 24,81 53,94 132,64 234,27 542,98
1,06 24,82 54,53 132,82 232,65 55791

1. tyden (kalibrace)

0,88 40,78 139,92 435,00
0,76 39,83 135,65 436,08
0,82 38,95 139,52 411,03
2. tyden (ovéfeni)
0,67 38,80 135,95 400,11
0,82 38,80 136,90 403,33
0,76 38,35 125,23 422,22
vypo¢éty pro opakovatelnost, r
priamer 1,07 25,19 53,82 131,63 232,68 506,61
bias [%] 7,22 0,76 7,64 5,30 -6,93 1,32
sm¢rodatna odchylka 0,061 0,578 0,797 1,511 2,053 38,130
RSD; [%] 5,67 2,29 1,48 1,15 0,88 7,53

2/3r3dmax (Horwitz) = RSDror,(r) [%] | 30,17 18,59 16,74 14,59 13,14 11,84

vypocty pro preciznost, R

pramer 0,93 46,54 133,58 462,29
bias [%] -7,02 -6,93 6,86 -7,54
smerodatna odchylka 0,161 7,651 4,269 53,990
RSDr [%] 17,37 16,44 3,20 11,68
18dmax (Horwitz) = RSDuor,(R) [%0] 45,25 25,12 21,88 17,76

opakovatelnost (HorRat <1,3)

038 0,25 0,18 0,16 0,13 1,27
HorRat (RSD/RSDyior)

preciznost (HorRat <2)

0,38 0,65 0,15 0,66
HorRat (RSDr/RSD#or, r)
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5.2 Disulfiram

Tabulka 15 Vysledky merent pro disulfiram, pomér odezvy ku vnitinimu standardu

koncentrace [ug/l]
25 50 125 250 375 500
6,14E-06  0,0005 0,0038 0,0084 0,0143 0,0174
5,14E-06  0,0007 0,0040 0,0087 0,0126 0,0182
Ax/Aistp | 3-15E-06  0,0007 0,0038 0,0088 0,0128 0,0172
(1. tyden) 4,13E-06 0,0004 0,0039 0,0084 0,0134 0,0184
4,13E-06 0,0008 0,0036 0,0084 0,0138 0,0185
5,13E-06  0,0006 0,0036 0,0088 0,0134 0,0191
1,27E-05 0,0042 0,0101 0,0253
1,47E-05 0,0037 0,0104 0,0253
Ax/Asstp 1,46E-05 0,0040 0,0106 0,0250
(2. tyden) | 1,42E-05 0,0040  0,0115 0,0250
1,43E-05 0,0040 0,0103 0,0182
1,23E-05 0,0037 0,0105 0,0192
Graf 2 Kalibracni primka disulfiramu
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Tabulka 16 Zpétné vypocitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost
pro disulfiram

koncentrace [pg/l]

25 50 125 250 375 500

28,42 42,39 127,64 246,97 399,07 481,14
28,39 47,34 131,71 253,58 356,08 500,42
28,34 46,06 128,13 255,76 359,42 475,44
28,37 38,41 128,68 246,84 375,27 504,89
28,37 4795 122,46 247,17 386,61 509,99
28,39 43,31 122,52 255,67 375,50 523,33

1. tyden (kalibrace)

28,59 136,28 290,29 686,39
28,64 124,44 299,12 685,11
28,64 131,27 303,27 678,30
2. tyden (ovéfeni)
28,63 130,91 326,04 677,79
28,63 132,52 297,00 502,06
28,58 125,62 300,07 527,86
vypocty pro opakovatelnost, r
pramér 28,38 4424 126,86 250,99 375,32 499,20
bias [%] 13,51 -11,51 1,49 0,40 0,09 -0,16
smerodatna odchylka 0,027 3,604 3,667 4,457 16,214 18,016
RSD; [%] 0,10 8,15 2,89 1,78 4,32 3,61

2/3rsdmex (Horwitz) = RSDror,(r) [%] | 18,59 16,74 14,59 13,14 12,36 11,84

vypocéty pro preciznost, R

pramér 28,50 128,52 276,81 562,73
bias [%] 13,99 2,81 10,73 12,55
sm¢rodatna odchylka 0,13 4,25 28,363 89,24
RSDr [%] 0,45 3,30 10,25 15,86
Sdmax (Horwitz) = RSDuor,(R) [%0] 27,88 21,88 19,71 17,76

opakovatelnost (HorRat <1,3)

0,01 0,97 0,40 0,27 0,70 0,61
HorRat (RSD,/RSDyoRr)

preciznost (HorRat <2)

0,02 0,15 0,52 0,89
HorRat (RSDr/RSD#or, r)
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5.3 Flufenazin

Tabulka 17 Vysledky mereni pro flufenazin, pomér odezvy ku vnitinimu standardu

koncentrace [pg/l]
1 25 50 125 250 500
0,0003 0,0375 0,0819 02206 0,4143 0,8452
0,0004 0,0383 0,0816 02237 04222 08384
Ax/Asrp | 0,0003 0,0382  0,0706 0,2178 04237  0,8355
(1. tyden) | 0,0003 0,0380 0,0818 0,2202 0,4307 0,8336
0,0003 0,0372 0,0724 02202 04265 0,8480
0,0002 0,0378 0,0714 02128 0,4213 0,8438

0,0002 0,0918 0,2535 0,7890
0,0003 0,1078  0,2650 0,7885
Ax/Aistp | 0,0004 0,0912  0,2697 0,8908
(2. tyden) [ 0,0002 0,0891 0,2487 0,7894
0,0003 0,1002  0,2390 0,7899
0,0004 0,1002  0,2510 0,7869

Graf 3 Kalibracni primka flufenazinu
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Tabulka 18 Zpétné vypocitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost
pro flufenazin

koncentrace [pg/l]

1 25 50 125 250 500

1,12 23,08 49,38 131,45 246,07 501,06
1,17 23,59 49,19 133,26 250,74 497,02
1,11 23,54 42,71 129,80 251,65 495,30
1,11 23,40 49,31 131,20 255,75 494,15
1,11 22,96 43,75 131,24 253,28 502,70
1,06 23,29 43,17 126,86 250,20 500,22

1. tyden (kalibrace)

1,05 55,23 150,90 467,80
1,11 64,71 157,72 467,50
1,17 54,87 160,49 528,01
2. tyden (ovéfeni)
1,05 53,65 148,07 468,01
1,10 60,19 142,31 468,33
1,17 60,20 149,45 466,58
vypocty pro opakovatelnost, r
pramér 1,11 23,31 46,25 130,64 251,28 498,41
bias [%] 11,13 -6,76 -7,50 4,51 0,51 -0,32
smerodatna odchylka 0,04 0,25 3,35 2,15 3,25 3,42
RSD; [%] 3,21 1,08 7,24 1,65 1,29 0,69

2/3rsdmax (Horwitz) = RSDror,(r) [%] | 30,17 18,59 16,74 14,59 13,14 11,84

vypocéty pro preciznost, R

pramér 1,11 52,20 141,06 488,06
bias [%] 10,94 4,39 12,85 -2,39
sm¢rodatna odchylka 0,04 7,206 11,863 19,96
RSDr [%] 3,91 13,81 8,41 4,09
Sdmax (Horwitz) = RSDuor,(R) [%0] 45,25 25,12 21,88 17,76

opakovatelnost (HorRat <1,3)

0,21 0,12 0,87 0,23 0,20 0,12
HorRat (RSD/RSDxyor)

preciznost (HorRat <2)

0,09 0,55 0,38 0,23
HorRat (RSDr/RSDyor, r)
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5.4 Fluvoxamin

Tabulka 19 Vysledky méreni pro fluvoxamin, pomér odezvy ku vnitinimu standardu

koncentrace [pg/l]

25 50 125 250 375 500
0,0005 0,1400 0,6426 13693 1,9041 2,7557
0,0005 0,1409 0,6426 13625 19895 27795
Ax/Aistp | 0,0004 01443 05415 1,3214 11,9728 2,7781
(1.tyden) [ 0,0006 0,1420 0,5427 11,3175 1,9397 12,8152
0,0005 0,1405 0,6426 13389 1,9618 3,0029
0,0004 0,1404 05144 13349 19462 29879
0,0226 0,4539 11,2822 2,2905
0,0201 0,4565 11,2813 2,2896
Ax/Astp | 0,0217 0,4537  1,2680 2,2796
(2. tyden) | 0,0217 0,4385 11,2580 2,1957
0,0228 0,4412 1,2781 2,2696
0,0219 0,4586 1,2878 2,2944

Graf 4 Kalibracni primka fluvoxaminu
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Tabulka 20 Zpétné vypocitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost
pro fluvoxamin

koncentrace [pg/1]

25 50 125 250 375 500

26,38 50,07 135,39 258,75 349,53 494,10
26,38 50,21 135,38 257,59 364,03 498,13
26,36 50,79 118,22 250,61 361,19 497,89
26,40 50,40 118,43 249,95 355,57 504,20
26,38 50,15 135,39 253,58 359,32 536,06
26,36 50,13 113,62 25291 356,67 533,51

1. tyden (kalibrace)

30,13 103,36 243,96 415,13
29,71 103,79 243,81 414,97
29,98 103,32 241,55 413,27
2. tyden (ovéteni)
29,98 100,74 239,85 399,04
30,16 101,20 243,26 411,57
30,01 104,15 24491 415,78
vypocty pro opakovatelnost, r
priamer 26,38 50,29 126,07 253,90 357,72 510,65
bias [%] 5,50 0,58 0,86 1,56 -4,61 2,13
smérodatna odchylka 0,01 0,27 10,35 3,60 5,05 18,99
RSD; [%] 0,05 0,54 8,21 1,42 1,41 3,72

2/3r3dmax (Horwitz) = RSDror,(r) [%] | 18,59 16,74 14,59 13,14 12,36 11,84

vypocéty pro preciznost, R

pramer 28,19 114,41 248,39 461,14
bias [%] 12,74 -8,47 -0,64 -1,77
smerodatna odchylka 1,894 14,064 6,363 53,445
RSDr [%] 6,72 12,29 2,56 11,59
18dmax (Horwitz) = RSDuor,(R) [%0] 27,88 21,88 19,71 17,76

opakovatelnost (HorRat <1,3)

0,01 0,06 1,13 022 023 0,63
HorRat (RSD/RSDyior)

preciznost (HorRat <2)

0,24 0,56 0,13 0,65
HorRat (RSDr/RSD#or, r)
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5.5 Galantamin

Tabulka 21 Vysledky mereni pro galantamin, pomer odezvy ku vnitinimu standardu

koncentrace [pg/l]

1

25

50 125

250

500

AX/ AISTD
(1. tyden)

0,0002
0,0002
0,0001
0,0001
0,0002
0,0001

0,0217
0,0207
0,0208
0,0216
0,0226
0,0208

0,0423  0,1228
0,0430 0,1179
0,0410 0,1108
0,0401 0,1118
0,0425 0,1184
0,0433  0,1198

0,2275
0,2394
0,2438
0,2385
0,2408
0,2638

0,4429
0,4544
0,4495
0,4930
0,4641
0,4817

AX/ AISTD
(2. tyden)

0,0001
0,0001
0,0001
0,0002
0,0002
0,0004

0,0547 0,1425
0,0464 0,1436
0,0549 0,1414
0,0571 0,1481
0,0563 0,1419
0,0555 0,1393

0,5268
0,5265
0,5412
0,5268
0,5182
0,5063

Graf 5 Kalibracni primka galantaminu
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Tabulka 22 Zpétné vypocitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost
pro galantamin

koncentrace [pg/l]

1 25 50 125 250 500

1,09 24,08 46,04 131,85 243,40 473,01
1,09 23,02 46,79 126,60 256,04 485,25
1,06 23,14 44,62 119,01 260,76 480,05
1,05 23,98 43,64 120,08 255,12 526,40
1,09 25,05 46,17 127,11 257,55 495,58
1,05 23,13 47,09 128,57 282,06 514,37

1. tyden (kalibrace)

1,05 59,17 152,75 562,42
1,02 50,41 154,01 562,05
1,05 59,48 151,67 571,79
2. tyden (ovéfeni)
1,17 61,74 158,76 562,40
1,18 60,94 152,20 553,20
1,37 60,08 149,34 540,54
vypocty pro opakovatelnost, r
pramér 1,07 23,73 45,72 125,54 259,16 495,78
bias [%] 7,27 -5,07 -8,55 0,43 3,66 -0,84
smerodatna odchylka 0,017 0,793 1,334 5,000 12,679 20,783
RSD; [%] 1,57 3,34 2,92 3,98 4,89 4,19

2/3rsdmax (Horwitz) = RSDror,(r) [%] | 30,17 18,59 16,74 14,59 13,14 11,84

vypocéty pro preciznost, R

pramér 1,11 52,18 139,33 527,76
bias [%] 10,68 4,36 11,46 5,55
sm¢rodatna odchylka 0,096 7,355 14,947 37,157
RSDr [%] 8,67 14,10 10,73 7,04
Sdmax (Horwitz) = RSDuor,(R) [%0] 45,25 25,12 21,88 17,76

opakovatelnost (HorRat <1,3)

0,10 0,36 0,35 0,55 0,74 0,71
HorRat (RSD/RSDxyor)

preciznost (HorRat <2)

0,19 0,56 0,49 0,40
HorRat (RSDr/RSDyor, r)
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5.6 Memantin

Tabulka 23 Vysledky mereni pro memantin, pomér odezvy ku vnitinimu standardu

koncentrace [pg/l]

25 50 125 250 375 500
0,1594 03418 0,7431 1,4709 22130 2.8300
0,1418 03332 0,7272 13414 22295 28706
Ax/Asrp | 0,1514  0,3388  0,7691  1,4900 2,2790  2,9245
(1. tyden) | 0,1625 0,3419 0,7645 1,5161 22162 3,1850
0,1611 03504 0,7558 1,5207 2,2965 32512
0,1711 03538 0,6916 1,5469 2,1934 3,3499
0,1098 0,6973 1,2368 2,4552
0,1098 0,6877 12918 2,4619
Ax/Aistp | 0,1099 0,6895 1,2877 2,5966
(2. tyden) | 0,1090 0,7482 12171 2,5141
0,1090 0,6479 13171 2,4528
0,1090 0,7049 1,2870 2,6520
Graf 6 Kalibracni primka memantinu
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Tabulka 24 Zpétné vypocitané koncentrac, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost
pro memantin

koncentrace [pg/l]

25 50 125 250 375 500

25,87 56,03 122,39 242,774 365,44 467,47
22,97 54,61 119,76 221,32 368,18 474,17
24,56 55,54 126,70 24590 376,37 483,10
26,40 56,06 125,93 250,21 365,98 526,17
26,17 57,46 124,50 250,97 379,26 537,11
27,81 58,03 113,88 255,30 362,21 553,43

1. tyden (kalibrace)

17,67 114,83 204,03 405,49
17,68 113,23 213,12 406,61
17,69 113,53 212,45 428,87
2. tyden (ovéfeni)
17,55 123,24 200,77 415,24
17,55 106,66 217,31 405,10
17,55 116,08 212,33 438,04
vypocty pro opakovatelnost, r
pramér 25,63 56,29 122,19 244,41 369,57 506,91
bias [%] 2,52 12,58 -2,25 -2,24 -1,45 1,38
smerodatna odchylka 1,668 1,257 4,789 12,110 6,724 36,446
RSD; [%] 6,51 2,23 3,92 4,95 1,82 7,19

2/3rsdmex (Horwitz) = RSDror,(r) [%] | 18,59 16,74 14,59 13,14 12,36 11,84

vypocéty pro preciznost, R

pramér 21,62 118,39 227,20 461,73
bias [%] -13,51 -5,29 9,12 -7,65
sm¢rodatna odchylka 4,335 6,259 20,181 54,019
RSDr [%] 20,05 5,29 8,88 11,70
Sdmax (Horwitz) = RSDuor,(R) [%0] 27,88 21,88 19,71 17,76

opakovatelnost (HorRat <1,3)

0,70 0,27 0,54 0,75 0,29 1,21
HorRat (RSD/RSDxyor)

preciznost (HorRat <2)

0,72 0,24 0,45 0,66
HorRat (RSDr/RSDyor, r)
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5.7 Sertindol

Tabulka 25 Vysledky mereni pro sertindol, pomer odezvy ku vnitinimu standardu

koncentrace [pg/l]

25

50

125 250

375

500

Ax/Aistp
(1. tyden)

0,0173
0,0171
0,0168
0,0171
0,0158
0,0164

0,0966
0,0726
0,0863
0,0864
0,0936
0,0863

0,4176  0,9636
0,4173  0,9847
0,4247  0,9421
0,3932  0,9415
0,4232  0,9595
0,3246  0,9738

1,3804
1,3507
1,4109
1,3935
1,3675
1,3871

1,9546
1,9789
1,9861
1,9006
1,7936
1,7810

Ax/Aistp
(2. tyden)

0,0218
0,0229
0,0269
0,0240
0,0219
0,0227

0,4827 0,9373
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Tabulka 26 Zpétné vypocitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost
pro sertindol

koncentrace [pg/l]

25 50 125 250 375 500

26,78 46,67 127,19 264,15 368,68 512,71
26,75 40,66 127,13 269,45 361,24 518,81
26,65 44,10 128,98 258,75 376,35 520,62
26,73 44,13 121,09 258,59 371,98 499,17
26,42 4594 128,59 263,12 365,44 472,34
26,57 44,11 103,88 266,70 370,38 469,16

1. tyden (kalibrace)

27,92 143,52 257,55 551,47
28,19 141,68 253,77 544,27
29,19 139,14 259,67 548,41
2. tyden (ovéfeni)
28,47 144,20 256,20 536,77
27,96 141,68 258,07 546,19
28,16 139,19 252,19 552,45
vypocty pro opakovatelnost, r
pramér 26,65 4427 122,81 263,46 369,01 498,80
bias [%] 6,60 -11,46 -1,75 5,38 -1,60 -0,24
smerodatna odchylka 0,14 2,08 9,70 4,31 5,25 23,02
RSD; [%] 0,51 4,70 7,90 1,64 1,42 4,61

2/3rsdmex (Horwitz) = RSDror,(r) [%] | 18,59 16,74 14,59 13,14 12,36 11,84

vypocéty pro preciznost, R

pramér 27,48 132,19 259,85 522,70
bias [%] 9,93 5,75 3,94 4,54
sm¢rodatna odchylka 0,930 11,866 5,121 29,643
RSDr [%] 3,38 8,98 1,97 5,67
Sdmax (Horwitz) = RSDuor,(R) [%0] 27,88 21,88 19,71 17,76

opakovatelnost (HorRat <1,3)

0,05 0,56 1,08 0,25 0,23 0,78
HorRat (RSD/RSDxyor)

preciznost (HorRat <2)

0,12 0,41 0,10 0,32
HorRat (RSDr/RSDyor, r)

87



5.8 Tranylcypromin

Tabulka 27 Vysledky méreni pro tranylcypromin, pomeér odezvy ku vnitinimu standardu

koncentrace [pg/l]
1 25 50 125 250 500
0,0072 0,1764 03783 09421 19191 34623
0,0083 10,1854 03697 09292 18016 3,5684
Ax/Aistp | 0,0069 0,1844 03858 09188 11,9144 3,5348
(1. tyden) | 0,0071 0,1833 0,3827 0,8878 1,9477 3,9253
0,0055 0,1799 03693 09484 1,9563 3,9637
0,0070 0,1840 03837 09283 19418 4,0716

0,0058 0,3018  0,7546 3,1786
0,0068 0,3013  0,7647 3,1662
Ax/Astp | 0,0065 0,3293  0,7659 3,1696
(2. tyden) | 0,0056 0,3283  0,7765 3,1973
0,0061 0,3288  0,8679 3,1782
0,0060 03129  0,7669 3,1999

Graf 8 Kalibracni primka tranylcyprominu
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Tabulka 28 Zpétné vypocitané koncentrace, vypocty pro spravnost (bias), opakovatelnost a preciznost
pro tranylcypromin

koncentrace [pg/l]

1 25 50 125 250 500

1,00 23,46 50,27 125,12 254,82 459,71
1,15 24,66 49,12 123,41 239,23 473,80
0,97 24,52 51,27 122,03 254,21 469,33
0,99 24,38 50,86 117,91 258,63 521,18
0,78 23,93 49,08 12596 259,76 526,27
0,97 24,47 50,98 123,29 257,85 540,60

1. tyden (kalibrace)

0,82 40,12 100,24 422,04
0,96 40,05 101,58 420,39
0,92 43,76 101,73 420,85
2. tyden (ovéfeni)
0,79 43,63 103,14 424,52
0,86 43,70 115,27 421,99
0,84 41,59 101,86 424,87
vypocty pro opakovatelnost, r
pramér 0,98 24,24 50,27 122,95 254,08 498,48
bias [%] -2,20 -3,05 0,53 -1,64 1,63 -0,30
smerodatna odchylka 0,12 0,45 0,96 2,84 7,59 34,71
RSD; [%] 12,19 1,88 1,91 2,31 2,99 6,96

2/3rsdmax (Horwitz) = RSDror,(r) [%] | 30,17 18,59 16,74 14,59 13,14 11,84

vypocéty pro preciznost, R

prumér 0,92 46,20 113,46 460,46
bias [%] -7,84 -7,59 -9,23 -7,91
sm¢rodatna odchylka 0,108 4,457 10,785 46,108
RSDr [%] 11,68 9,65 9,51 10,01
Sdmax (Horwitz) = RSDuor,(R) [%0] 45,25 25,12 21,88 17,76

opakovatelnost (HorRat <1,3)

0,81 0,20 0,23 0,32 0,45 1,18
HorRat (RSD/RSDxyor)

preciznost (HorRat <2)

0,26 0,38 0,43 0,56
HorRat (RSDr/RSDyor, r)

&9



