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SOUHRN

Cilem této bakalaiské prace bylo ovéfit korelaci pfi stanoveni methotrexatu mezi
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii a imunochemickym stanovenim celkového
methotrexatu. Methotrexat patii mezi cytostatika vyuzivajici se ve vysokodavkové terapii
k 1écb¢ akutni lymfoblastické leukémie. Chromatograficky byl methotrexat stanovovan
s UV detekci pfi 303 nm po deproteinizaci kyselinou trichloroctovou. Fluorescencni
polariza¢ni imunoanalyzou byl methotrexat méfen na analyzatoru TDX FLX. Ziskana data
byla vyhodnocena statistickym programem PrismGraph Pad 5.0. Pomoci statistické analyzy
bylo zjisténo, Ze se jedna o neparametrické rozlozeni dat na hladin€ pravdépodobnosti 95%.
Data byla vyhodnocena neparametrickym parovym t-testem. V této praci bylo zjisténo, ze obé
metody spolu velmi dobie koreluji uhodnot > 1 umol/l. Zatimco uhodnot nizsich
nez 1 pumol/l dochdzi k nadhodnocovani pfi stanoveni pomoci fluorescencni polarizacni
imunoanalyzy. Toto nadhodnocovani je pravdépodobné zpisobeno zkiizenymi reakcemi
s metabolity 7-hydroxymethotrexatem a  2,4-diamino-N'’-methylpteroovou kyselinou
zejména v terminalni fazi ¢asového prubéhu poklesu methotrexatu. Diivodem muze byt velice

podobna chemicka struktura methotrexatu a jeho metabolitu.

Klitova slova: methotrexat, 7-hydroxymethotrexat, 2 4-diamino-N'’-methylpteroova

kyselina, vysokoucinna kapalinova chromatografie, fluorescen¢ni polarizaéni imunoanalyza



SUMMARY

The aim of this work was to verify the correlation at determination of methotrexate
by high performance liquid chromatography and imunochemically determination of whole
methotrexate. Methotrexate belongs to the chemotherapeutic agent commonly used in the
treatment of acute lymphoblastic leukemia. Methotrexate was determined chromatographicly
with UV detection at 303 nm after deproteinization with trichloracetic acid. Fluorescence
polarization immunoassays of methotrexate was measured on TDx FLx  analyzer.
The data obtained were analyzed utilizing the PrismGraph Pad 5.0 software.
The methotrexate measurements were evaluted employing nonparametric paired t-test
(p-value <0,05). Our data indicate good correlation between methotrexate levels > 1 umol/l
determined by high performance liquid chromatography and fluorescence polarization
immunoassays. While the concentration of methotrexate < 1 umol/l measured by fluorescence
polarization immunoassays were overestimated. This could be done because of cross
reactivity with metabolites 7-hydroxymethotrexate and 2,4-diamino-N°-methylpteroic acid.
These metabolites could influence the determination of methotrexate, because of the close

stuctural similarities.
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1. UVOD

Akutni  lymfoblasticka  leukémie piedstavuje  heterogenni  onemocnéni,
jehoz jednotlivé formy se 1isi klinickymi ptiznaky, laboratornimi nalezy, morfologii
nadorovych bungk, jejich fenotypem a genotypem. Patii mezi maligni onemocnéni, které je
charakterizovano progresivni infiltraci kostni dfené¢ a lymfatickych organti nezralymi
lymfoblasty. Akutni lymfoblastickd leukémie je u déti mladSich deseti let nejcastéjSim
zhoubnym nédorovym onemocnénim a tvoii 80% vSech leukémii détského véku. Celkové
tvoii piiblizné 25% zhoubnych nadorovych onemocnéni u déti. V Ceské republice je roéné
a provedena lécba. Celkova doba lécby vétsinou trva dva roky. Klicovymi cytostatiky pro
lécbu akutni lymfoblastické leukémie jsou vinkristin, asparaginidza, antracykliny,
merkaptopurin, cyklofosfamid, cytosin - arabinosid, kortikoidy a methotrexat #**>,

Methotrexat je derivatem kyseliny listové patifici mezi cytostatika ze skupiny
antimetabolitd. Jeho vyhodou je znacny davkovy rozsah, dostupny antagonista a volitelny
zpusob podéani. Az 90% podané davky methotrexatu se vylouci béhem 12 hodin. Pfi normalni
hydrataci pacienta a normalnich renalnich funkcich sérové hladiny methotrexatu imérné
davce. Leucovorin je antidotum pro methotrexat, které pronikd do bunck stejnymi
transportnimi mechanismy jako methotrexat. Antagonismus leucovorinu/methotrexatu
se v klinice vyuziva k zachrané zdravych bunék a k 1é¢b¢ akutnich intoxikaci methotrexatem.
Davky leucovorinu a casové intervaly mezi ddvkami se odhaduji podle plazmatickych
koncentraci methotrexatu detekovanych u jednotlivych nemocnych. Methotrexat se krome
leukémii dale vyuziva k 1écbeé tézkého astma, solidnich tumord a U  autoimunitnich

6,7,9,10

onemocnéni K terapeutickému monitorovani methotrexatu se nejcastéji vyuZivaji

imunochemické a chromatografické stanoveni.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Akutni lymfoblasticka leukémie

Akutni leukémie predstavuji heterogenni skupinu malignich hematologickych
onemocnéni %, Jsou charakterizované anomalni proliferaci a diferenciaci hemopoetické
prekurzorové bunky, kterd neni schopna vyvinu do normalni zralé funkéni populace.
Podstatou patogeneze a nakonec i klinickych projevii onemocnéni je infiltrace kostni diené
nadorovou masou - leukemickou blastickou populaci, kterd znemoziuje rust ostatnich
hemopoetickych fad °. Podle toho, zda vznikly malignim zvratem buiiky myeloidni nebo

lymfoidni fady je délime na dv¢ zékladni skupiny:

e akutni myeloblasticka leukémie (AML)
e akutni lymfoblastick4 leukémie (ALL) 4

Akutni lymfoblasticka leukémie u dospélych piedstavuje pouze 20% vsech akutnich

leukémii a postihuje prevazné déti. U déti tvofi:

e ALL 80% vsech leukémii

e akutni myeloidni leukémie 15%

e myelodysplastického syndromu 5%
e chronické myeloidni leukémie 2%

e chronicka lymfaticka leukémie se u déti nevyskytuje 24

ALL je u déti mladSich deseti let nejcastéjSim zhoubnym nadorovym onemocnénim,
které vznika pravdépodobné jako abnormalni odpovéd’ organismu na béZné virové infekce
. , . . o 15 . L, ., o, . , . . °
u predisponovanych jedinci “°. Asi 5% leukémii vznikda u predisponovanych jedinci,

kterymi jsou déti s vrozenymi poruchami:

e chromozomalni vybavy - nejcastéji se jednd o Downlv syndrom (10x vyssi vyskyt

leukémie v prvnich 10 letech Zivota nez u zdravych déti)
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e genetickd onemocnéni spojend s chromozomalni nestabilitou - Fanconiho anémie,
ataxie teleangiektazie

e obranyschopnosti - Wiskottiiv-Aldrichiv syndrom, kombinované imunodeficience 12

2.1.1. Diagnostika

ALL je definovana nalezem 25% blastt v aspiratu kostni dfené. Je-li v kostni dfeni
méné nez 25% blastll, jde nejcastéji o ne-Hodgkintiv lymfom nebo pomalu se rozvijejici
leukémii. Dle French-American-British (FAB) jsou akutni leukémie klasifikovany na zakla-
dé¢ vySetfeni natért periferni krve a kostni diené, barvenych podle Romanovského a paletou

cytochemickych barveni *. ALL se dle morfologie d&li na 3 zékladni typy:

e ALL L1 - tvofena malymi lymfoblasty, nejcasté;jsi typ u déti
e ALL L2 - v¢tsi lymfoblasty rozdilné velikosti

e ALL L3 - velké lymfoblasty s Sirokou cytoplazmou, €astéjsi vakuolizace 3

Nejlepsi progndézu ma typ L1, naopak typ L3 velmi Spatné reaguje na lécbu a vétSina
nemocnych umira do 2 let. V détském veku je lymfoblasticka leukémie, zejména jde-li 0 typ
L1 s pfiznivymi prognostickymi znaky, uspéSné lécCena, déti dosahuji kompletnich

a dlouhotrvajicich remisi tém&t v 80% °.

Imunofenotyp je stanoven vySetfenim na pritokovém cytometru panelem
monoklonélnich protilatek zaméfenych proti nejcastéjSim molekuldm na povrchu blasti.
Tyto blasty maji typicky vzhled se syt¢ modrou cytoplazmou a cetnymi vakuolami. Jde
o generalizovany nehodgkinsky lymfom Burkittova typu. Spravné =zafazeni nemoci
je podminkou spravné 1€€by. Monoklonalni protilatky, urcéujici povrchové bunétné antigeny
umoziuji nékdy nesnadné rozliSeni nezralé¢ formy AML od ALL, coZ mé zasadni vyznam

pro rozhodnuti o spravné 16¢bé 2. Imunofenotyp ALL tvoii:

e nezralé prekurzory B-lymfocyti 80%

e prekurzory a zralé T-lymfocyty 15%
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e zralé B lymfocyty 2% *

2.1.2. Klinické projevy

Na pocatku onemocnéni je Castym piiznakem horecka, kterd muze byt indukovana
pyrogennimi cytokiny uvoliovanymi z leukemickych bunck. Onemocnéni se klasicky
projevuje "leukemickou trias", kterd je tvofena zvétSenim jater a sleziny pod oblouk Zeberni,
zvétSenim miznich uzlin a krvacivymi projevy na kiZi a sliznicich. Castym projevem
je unava, nechutenstvi, horeCka a infekce pomalu reagujici na 1é€bu. Asi jedna tfetina déti
si stézuje na bolesti kosti a kloubti nejcastéji koncetin, ale i patete. Na RTG Se ¢asto nachazeji

typické zmény “%:

e pfi¢né prouzky projasnéni v metafyzach dlouhych kosti
e osteolyticka loziska

e generalizovand osteoporéza

e kompresivni zlomeniny obratlii

4 W W w . r 1
e vyjimecné loziska sklerdzy

V krevnim obrazu je u vétSiny déti anémie, trombocytopenie a leukocytdza s nalezem
nezralych blastl v diferencidlu bilych krvinek. U déti s leukémii doprovazenou bolestmi
skeletu se ¢asto leukemické buriky do krve nevyplavuji, coz dale stéZuje stanoveni diagnozy.
Rozhodujicim diagnostickym vySetfenim je aspirace kostni dfené, kterd v piipadé ALL
prokéaze pii cytologickém vySetieni infiltraci uniformni populaci blasti, které tvoii vétSinou

vice nez 80 % jadernych krvinek 2.

2.1.3. Terapie
Pro stanoveni vhodného 1é¢ebného protokolu je nutné stanovit rizikovy faktor, ktery se

urcuje podle absolutniho poctu blastl, velikosti jater a sleziny. ALL se podle téchto kritérii

déli na tf1 skupiny s nizkym, stfednim a vysokym rizikem. Pomocnymi faktory pro stanoveni
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1écebného postupu jsou terapeutickd odpovéd’ na kortikoidy a déle jednotlivé klasifikace
(morfologicka, cytochemickd, imunologickd a cytogenetickd) 2. Lécba se HHdi dle
kombinovanych protokoltt obsahujicich kortikoidy, cyklofosfamid, cytosin-arabinosid,
L-asparaginazu, 6-merkaptopurin, methotrexat, vinkristin, daunorubicin, doxorubicin,
prednisolon, dexametason, ozafeni lebky v davce 24 Gy a intratékalni aplikace methotrexatu

a cytosin-arabinosidu *%*.

Koncept 1éCby détské ALL ma Ctyti zakladni faze:
e indukéni
e konsolida¢ni
e prevence leukemické infiltrace mozku

. C sy 12
e udrzovaci lé¢bu ™

Od pocatku 1é¢by je aplikovan methotrexat (MTX) do patefniho kanalu v ramci
prevence CNS leukémie . Vyhodou vyuziti MTX je Siroké spektrum Gc¢inku, zna¢ny davkovy
rozsah (0,5 - 33 g/m? pro maligni procesy), dostupny antagonista, volitelny zptisob podani,
je mozna detekce MTX i jeho metabolitu v biologickych tekutindch. Ve srovnani s ostatnimi

cytostatiky jsou relativné slabsi neurotoxické tcinky °

Po skonfeni intenzivni 1€¢by, kterd trva priblizné 8 mésici nasleduje udrzovaci 1écba
peroraln€ podavanym merkaptopurinem a methotrexatem 2, Pravidelng se provad¢ji sternalni
punkce s morfologickym, cytogenetickym, kultivaénim a imunofenotypizanim vySetfenim.
Délka terapie pro détskou ALL od zac¢atku onemocnéni pii kompletni 1. remisi jsou 2 roky 23
Jestlize po 2 letech kompletni 1. remise trva, je mozné ukoncit veskerou protinadorovou 1é€bu
a pacienta pouze ambulantné sledovat. I po ukonceni 1é€by jsou relapsy mozné, nejcastéji

v r1rw 3
v 1. a 2. roce po ukonc¢eni 1écby .

13



2.2. Methotrexat
2.2.1. Mechanismus u¢inku methotrexatu

Methotrexat (obr.1) je antagonista kyseliny listové, ktery se vaze na aktivni katalytické
misto tetrahydrofolatreduktazy (DHFR). MTX inhibuje tvorbu tetrahydrofolatu, nositele
jednouhlikatych zbytkli. Tim se zastavuje ¢innost thymidilat syntetdzy, tvorba thymidilatu,
purinovych nukleotidii i DNA. MTX se na DHFR vaze velmi velmi pevné a pti pH 6 komplex
zfejm¢ vubec nedisociuje. Pfi fyziologickém pH pisobi metotrexat jako reverzibilni
kompetitivni inhibitor enzymu. MTX se metabolizuje na 7-hydroxymethotrexat (obr. 2),
ktery se pfevadi na polyglutamaty a rovnéz se kumuluje v buiice . Polyglutaméty jsou stejné
ucinnymi ihibitory DHFR jako MTX. V buiice vSak setrvavaji déle nez MTX, a to miize byt
dilezité pro celkovou délku Géinku MTX "%,

Firants

HOOC
Obr. 1: Methotrexat °
O
1
NH
COOH
COOH

Obr. 2: 7-hydroxymethotrexat (7-OH MTX) °
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Cilem cytostatické 1éCby je zajistit optimalni farmakoterapeuticky ucinek
(dlouhodobou kompletni remisi) za piijatelné toxicity vici zdravé tkéni. Soucasné je nutno
zajistit prevenci sekundarni rezistence. K dosazeni tohoto cile vede zvySovani davek,
kombinace cytostatik s jinym druhem terapie (chirurgicka terapie, radioterapie), biochemicka
modulace ucinku, optimalni cesta podani cytostatik a vyuziti cirkadidlnich rytma pro podporu
vyhodnych vlastnosti cytostatik. Novou cestou je hleddni a vyuziti vztahu (korelace)
mezi cytostatickym tucinkem a kinetikou cytostatik, které by slouzilo k predikci
terapeutického 1 toxického ucinku a také k odhadu individudlniho davkového rezimu
cytostatik '°. Piedpoklada se, Ze rezistence nadori na MTX muiZe vzniknout nékolika

mechanismy:

e snizenim transportu MTX
¢ snizenim afinity DHFR k MTX

v ’ r ’ ’ v r 7
e zvySenim syntézy, a tim zvySenim koncentrace DHFR

Dilezit¢ je také poznat, zda je ucCinek cytostatika z hlediska bunééného vlivu fazové
specificky nebo nespecificky. Fazové specifické latky maji nejmohutnéj$i ucinek na
hematologické malignity a na tumory s vysokym procentem bunék v proliferaci. Fazoveé
nespecifické latky 1ze pouzit jak u solidnich tumorti s nizkou rustovou frakei, tak u rychle

proliferujicich nadort.

e fazové specifickd cytostatika - jsou antimetabolity, bleomycinova
antibiotika, alkaloidy barvinku

e fazove nespecificka jsou - alkylujici farmaka, antibiotika 8

Pravidelnym privodnim piiznakem 1é¢by cytostatiky je toxicita. U nékterych cytostatik
Ize toxicité castecné celit souCasnym nebo naslednym podanim antidota, coZ umozni
i podstatné zvyseni davky cytostatika *. Ve srovnani s ostatnimi cytostatickymi latkami je viak
MTX méné toxicky a jeho toxicita je zavisla na plazmatické koncentraci. Je jedinym
cytostatikem, které ma svého antagonistu, leucovorin, proto se pro farmakoterapii nabizi

IR , 1
v $iroké skale davek °.
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2.2.2. Leucovorin

Leucovorin (kyselina folinova) je antidotum pro MTX. Pronikd do bunék stejnymi
transportnimi mechanismy jako MTX. Protoze u normélnich bun¢k je transportni schopnost
zachovana, muze do téchto bunck leucovorin proniknout i pfi relativné nizkych
plazmatickych koncentracich. Do nadorovych buné¢k s poruSenym transportnim mechanismem
se pii nizké koncentraci nedostane. Toho se vyuziva v 1é€bé vysokymi (gramovymi) davkami
MTX. Nésledna aplikace leucovorinu "zachrani" normalni bunky pted toxickym plsobenim
MTX, do nadorovych bun¢k vsak leucovorin nepronikne a zadany toxicky ucinek cytostatika
se mize uplatnit v pIné mife . Cilem uziti leucovorinu je zachrana (rescue) zdravych bungk,

kterd musi respektovat dvé zésady:

e zichrana musi byt zahdjena diive, nez skonci kritickd doba expozice zarucujici
pfechodny toxicky Gi¢inek methotrexatu viici zdravym buitkdm

e zichrana musi byt opakovéana tak dlouho, dokud neni dosazeni kritického prahu
plazmatickych koncentraci methotrexatu (0,05 pmol/l), kdy uz zdravym bunkdm

nehrozi nebezpedi toxického poskozeni *°

To, Ze spoléhame na zichranu bunék zdravych, je umoznéno wurcitou selektivitou
mechanismu u¢inku methotrexatu. Selektivita je v ukladdani methotrexatu v podobé
polyglutamatli zejména v bunkach malignich. Tyto polyglutamaty jsou opatfeny dlouhymi
fetézci, které brani vstupu leucovorinu do bunky, inhibuji polyglutamaci endogennich
intracelularnich folatl a uspésné€ s nimi kompetuji o vazbu na cilové struktury. Tim zéaroven

omezuji moznost u¢inné zachrany patologické builky ve srovnani s buitkou zdravou 10

2.2.3. Davkovani a toxicita
MTX se podava intraven6zné nebo peroralné. Az 90% podané davky MTX se vylouc¢i

béhem 12 hodin. V organismu neni MTX metabolizovan. Proto jsou pii normalni hydrataci

pacienta a normalnich renalnich funkcich sérové hladiny MTX umérné davce. Toxické ucinky
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MTX se projevuji predev§im v kostni dfeni, méné casté jsou toxické ucinky

na gastrointestinalni sliznice a kozni projevy toxicity .

Podani nizkych davek (low-dose MTX < 30 mg) pfichazi v tivahu ve farmakoterapii
nezhoubnych onemocnéni. Indikaci je napt. tézka forma psoridzy rezistentni na lécbu
antipsoriatiky prvni volby, revmatoidni polyartritida nebo Crohnova choroba. Lécba nizkymi
davkami MTX mé své misto také v 1€cbé malignit, napt. dlouhodobé peroralni podavani
v udrzovaci fazi 1écby ALL détského véku po predchozi indukcni farmakoterapii. Plazmatické
koncentrace MTX jsou nizké, proto leucovorin jako antagonista pfichazi v tvahu pfi

mimotadné intoxikaci *°.

Podstatné vyssi rizika toxicity pfinaseji stfedni (0,5-1 g/m?) a zejména vysoké
intravendzni davky methotrexatu podavaného v infizi (high-dose MTX > 1-33 g/m?)
pfi invazivni fazi 1é¢by ALL détského veku, nehodgkinského lymfomu a osteosarkomu.
Smyslem zvySovani ddvek MTX a prodluzovani doby expozice je opét dosazeni kompletni
remise nemoci. Predpoklada se, ze vzestup extracelularni koncentrace MTX vlivem vysoké
davky navodi podminky pro distribuci MTX do buiiky cestou pasivni difuze, ktera je fizena
koncentratnim spadem. Tim nahradi aktivni saturabilni transport ptvodné uréeny pro
kyselinu tetrahydrolistovou, kterym je MTX transportovan intracelularné pii nizkych
extracelularnich koncentracich '°. Pii terapii vysokymi davkami se jako "ochranna lécba"
po infuzi MTX za 2-4 hod podava 5-40 mg/m? leucovorinu v 3-6 hodinovych intervalech
pod dobu 48-72 hodin. Davky leucovorinu je tiecba piizplsobit prubézné monitorované

koncentraci MTX v séru '
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2.3. Metody stanoveni methotrexatu
2.3.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Chromatografie patii mezi separacni metody, pii které se separuji slozky obsazené
ve vzorku. Spole¢nym znakem chromatografickych metod je nepfetrzitd - kontinudlni
separace slozek mezi dvé faze; pohyblivou - mobilni Casto oznacovanou jako eluent
a nepohyblivou tzv. stacionarni fazi ***%3.

Pohyblivou fazi piedstavuje kapalina, tj. elu¢ni ¢inidlo, kterymi jsou jednotlivé slozky
z kolony vymyvany 2. Slozeni mobilni fize miZe zistavat stalé tzv. isokraticka eluce nebo

v v o7 . r 11 > ~roor v Vv
se béhem separace méni tzv. gradientova eluce ~~. Casto se uzivda smés rozpoustédel

(methanol, acetonitril) s vodou nebo vodnym roztokem pufru 4,

Nepohyblivou, tj. stacionarni fazi tvoii materidl, kterym je plnénd chromatograficka
kolona nebo ze kterého je zhotovena tenka vrstva, na které déleni probiha. Staciondrnimi
fazemi ve vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC) jsou nejcastéji modifikované
silikagely nebo rtizné kopolymery. Povrch silikagelu je diky silanovym skupindm Si-OH
polarni a slabé¢ kysely a mtize byt modifikovan rtiznymi alkylchlorsilany s délkou alifatického
uhlikového fetézce 1 az 18, které tyto skupiny mohou nahradit a vytvofit vazané faze. Jsou to
hydrolyticky stalé siloxany, které davaji stacionarni fazi specifické charakteristiky odlisné
od nemodifikovaného silikagelu. Mezi nejpouzivanéj$i vazané faze patii oktadecylsiloxany
(C18 ¢ili ODS), které jsou uZivany v rezimu reverznich fazi. Silikagel napojeny nepolarnimi
fetézci C8 nebo C18 predstavuje nepolarni pohylivou fazi a kapalina protékajici kolonou
predstavuje pohyblivou polarni fazi. Sorpce je proces, kdy se délena latka z mobilni faze
zachyti na fazi stacionarni, desoprce je proces obraceny. V chromatografii se oba principy

, g s , , . c 1y , 1314
neustale stiidaji a cely systém je v dynamické rovnovaze 314

Mezi hlavni sorpéni mechanismy patii principy :
e rozdé¢lovaci

e adsorpéni

e iontoveé vymeénny
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o gelovy

. ;14,15
e afinitni

Pti adsorpci miizou pusobit

e hydrofobni interakce (van der Waalsovy sily)
e interakce dipol-dipol
e vodikova vazba

e clektrostaticka interakce ‘4

Zatizeni pro kapalinovou chromatografii se nazyva kapalinovy chromatograf (obr.3).
Sklada se ze =zasobniku kapaliny s odplyiovacem, z vysokotlakého cerpadla,
z chromatografické kolony, z davkovaée vzorku (manualni ventil, autosampler), detektoru

w7 v 7 vre v r 13
a prislusného pocitacového softwaru =.

CHECRLA TGRS B
Eu
a
pumpa E"“‘ piky
. '3“:
m@bﬂni[ﬁ B N T
fare [ eErin Sae [min]
LT ===
déawlrowac pocitac
wertil se

‘p
smvéloou separacni 3
kolona deteltor -

Obr. 3: Kapalinovy chromatograf *°

Pracuje se s tizkymi kolonami (pramér 2-8 mm), k jejich plnéni se pouziva tfidény
material s malymi ¢asticemi. Pro separaci vzorkil extrahovanych do organickych rozpoustédel
se obvykle pouziva tzv. reverznich fazi. Vice se zdrzi slozky, které jsou stacionarni fazi
poutany siln¢ji. Tim se postupné slozky od sebe separuji a nakonec stacionarni faze

se dostavaji dfive slozky méné zadrZované. K ochrané kolony se pouzivaji pfedkolonky
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umisténé mezi Cerpadlo a davkovaci zafizeni. Chrani kolonu pied necistotami
a nerozpustnymi materidly. Kvalita chromatografického déleni je charakterizovana ucinnosti
kolony a rozlisenim. U¢innost chromatografické kolony je definovana poétem teoretickych

pater. Material Cerpadla nesmi byt naruSovan mobilni fazi a nesmi do ni uvolilovat zadné

latky 8143,

U HPLC prochazi eluat vytékajici z kolony prabézné detektorem umisténého na
vystupu z kolony. Detektory pak automaticky a kontinualné méfi nékterou z fyzikalnich

. 1. 13
vlastnosti eluatu .

Pouzivané detektory:
e absorp¢ni fotometricky
e fluorescencni
o refraktometricky
e amperometricky
e vodivostni
e detektor s diodovym polem (DAD)

e hmotnostni spektrometr *°

Detektory v HPLC by méli byt selektivni pro analyty a malo citlivé na mobilni fazi. Pritocna

cela detektoru musi snést tlak mobilni faze a udrzet t&snost 1.

Signal z detektoru je automaticky kvalitativné 1 kvantitativné vyhodnocen pomoci
pocitacového programu. Pocitacovy program méii priibézné retencni Cas, provadi integraci
pikt a slouzi téZ k programovani chromatografickych podminek a k jejich kontrole v pribéhu
analyzy. Poloha piku na ose X (reten¢ni Cas) charakterizuje kvalitu (srovnava se se zdznamem
soucasné déleného standardu) a vySka piku (pfip. jeho plocha) udavd kvantitu

chromatografované latky 813,

Ptednosti HPLC je rychlost analyzy, vysoké délici schopnost, moZznost automatické

detekce, identifikace a kvantitativni vyhodnoceni chromatogramu. Touto technikou je mozné

délit 1 termolabilni a polarni latky. HPLC se v klinické biochemii vyuZziva pfi terapeutickém
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monitorovani 1ékd, identifikaci a stanoveni 1éCiv a jejich metabolitl v biologickém materilu,
steroidnich hormont, aminokyselin a jejich derivati, katecholaminii, ke kontrole Cistoty 1€kt

atd. %2,

2.3.1.1. Zpusoby stanoveni methotrexatu kapalinovou chromatografii

Cosolo et al. stanovovali MTX a jeho metabolit 7-OH MTX. K 1,92 ml plazmy piidali
80 pl vnitiniho standardu 8-chlortheofylinu a 200 pl kyseliny chloristé. Tiepali na vortexu
a tocili 20 min pii 2000 rpm, supernatant nanaseli na aktivované pfedkolonky. Piedkolonky
aktivovali promytim 10 ml methanolu, 10 ml vody a 10 ml 0,02 M acetatového pufru pH 5.
Supernatant natedili 10 ml 0,02 M acetatového pufru a nanesli na aktivovanou pfedkolonku.
Pfedkolonku opét promyli 10 ml H,O a 2 ml 10% methanolu. MTX byl z kolony vymyt
methanolem a susen dusikem pii 60 °C. Odparek byl rozpustén ve 100 pul 5 mM kyseliny
chlorovodikové a a poté nastiiknut na kolonu Rapidal Pack C18 (reverzni faze). Jako mobilni
faze byla pouzita smés acetonitrilu a dihydrogenfosfore¢nanu draselného pH 3,9. Pritok
mobilni faze byl 2,5 ml/min a detekce probihala pfi 313 nm. Extrakéni procedura

20 x zvysuje koncentraci MTX v eluatu *°.

Fotoohi et al. stanovovali MTX pomoci ptedklonek C8, kdy nejprve aktivovali
predkolonky 3 ml methanolu a 3 ml 0,1 M kyseliny fosfore¢né. Dale nanesli plazmu fedénou
kyselinou fosfore¢nou. Kolonky promyvali 5% methanolem a eluovali 2% kyselinou
trifluorooctovou. Néasledovalo suSeni dusikem pii 40 °C. Odparek rozpustili v 0,1 M kyseliné
fosforecné, tfepali 5 min, centrifugovali a supernatant nastiikli na kolonu Chromtech RP-C18.
Jako mobilni faze byla pouzita smés 100 mM fosfatového pufru pH 6,5, acetonitrilu a 30%
peroxidu (92:6:2). Pritok mobilni faze byl Iml/min. Pouzili fluorescencniho detektor
s excitaéni a emisni vinovou délkou (350 a 435 nm) ***". Albertioni et al. stanovovali MTX
stejnou metodou jen déleni probihalo na jiné koloné. Pouzili kolonu C18 Perkin-Elmer
(80 x 4,6 mm, 3 um) *".

Aboleneen et al. pouzili ke stanovoveni MTX extrakéni kolonky C18 Sep-Pak, kolonu

Ultrasphere ODS Beckman (150 x 4,6 mm) o velikosti ¢astic 5 pm. Extrakéni kolonky byly
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aktivovany 0,2 M fosfatovym pufrem pH 6. Jako mobilni faze byla pouzita smés acetonitrilu
a pufru (0,01 M dihydrogenfosfore¢nanu draselného a 0,02 M methylamonium chloridu)
pH 2,5 (1:9). Prutok mobilni faze 1 ml/min. K detekci byl pouzit DAD detektor

s vlnovou délkou 313 nm *&,

Slerdal et al. stanovovali MTX s UV detekei pfi 370 nm na koloné Supelcosil
LC 18 (250 x 4,6 mm, 5 um). K 500 pl vzorku ptidali 200 pul 2M kys. chloristé, protiepali
30 s a tocili 15 min. Stahli supernatant a nastiikovali 100 ul supernatantu. Jako mobilni fazi
pouzili methanol s dihydrogenfosfore¢nanovym pufrem (0,1 M, pH 6,7). Pritok mobilni faze
byl 1,0 ml/min %,

Rubino et al. popisuji rizné zplsoby stanoveni MTX a jeho metaboliti 7 OH MTX,
2,4-diamino-N**-methylpteroové kyseliny (obr. 4) atd. Nejéast&ji popisuji stanoveni MTX
samotného nebo se 7-OH MTX. MTX a jeho metabolity mohou byt separovany rtiznymi
zpusoby napf. na reverznich fazich, iontové-vyménnou chromatografii.Vzorek lze pfipravit
extrakci kapalina-kapalina, precipitaci proteint, extrakci na pevnych fazich nebo piimym
nastiikem vzorku. K precipitaci se vyuziva kyselina trichloroctova (TCA), kyselina chlorista.
Popisuji rizné zplsoby detekce. K detekci mohou byt vyuzity napt. fluorimetry,
UV spektrofotometry, hmotnostni spektrometrie. Absorbéni maximum v UV-VIS je zavislé
na pH pouzité mobilni faze. Nejcastéji vyuZivana vlnova délka je 303-313 nm Délka analyz

se pohybuje mezi 8-40 min °.

H,N N N
\Il/ ~ -~
N - P N
N
NH,

COOH

Obr. 4: 2,4-diamino-N**-methylpteroova kyselina (DAMPA) °
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2.3.2. Imunochemické stanoveni

Imunochemické metody jsou zalozeny na reakci antigenu (Ag) se specifickou
protilatkou (Ab) za vzniku imunokomplexu (AgAb). Imunitni odpovéd miize vyvolat pouze
kompletni antigen. Nekompletni antigen, tzv. hapten vyvolava tvorbu protildtek pouze

21,22

v ptipadé, Ze je navazan na bilkovinny nosi¢ . Prehled zékladnich imunoanalytickych

metod:

e kvalitativni metody-imunoelektroforéza, imunofixace

e kvantitativni metody pro koncentrace bilkovin 10 mg/l a vys§i jsou radialni
imunodifiuze dle Manciniové, elektroimunostanoveni dle Laurella, imunonefelo-
metrie a imunoturbidimetrie

e kvantitativni metody pro koncentrace bilkovin niz$i nez 10 mg/l jsou izotopové

. L 22
a neizotopoveé

Ke stanoveni imunokomplexu se vyuzivaji techniky zaloZené na znaceni antigenu
nebo protilatky. Pomoci znaceni pak sledujeme napf. pomér mezi komplexem AgAb

N < . . CA 21
zna¢enym a neznacenym a tim stanovime koncentraci Ag .

Podle zplsobu znaceni a méfici techniky lze imunoanalyzy se znacenymi reaktanty

rozdélit na:

e radiometrické
e enzymové
e fluorescencni

e luminiscen¢ni popt. elektrochemiluminiscenéni 1

2.3.2.1. Zpusoby stanoveni methotrexatu imunochemicky

Automatické analyzatory vyuZivaji nejcastéji k monitorovani MTX béhem

vysokodavkové terapie techniky:
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e fluorescencni polarizacni imunoanalyzu FPIA

e homogenni enzymoimunoanalyzu EMIT 7192

Tyto techniky vyzaduji pomérné nenaro¢nou piipravu vzorku a poskytuji rychle
vysledky. Casto rychly odhad koncentraci MTX v plazmé kviili zkiiZené reakci s metabolity,
poskytne nespolehlivy zaklad pro u¢innou terapii stejné¢ jako mozna zvysena rizika recidivy
zpusobené podanim nadmérné davky leukovorinu. Kazda z téchto technik ma své vyhody
a limity ®. MTX stanovovali technikami FPIA 2 (vyuzivajici monoklonalni protilatky)
na analyzatoru FLx TDx Abbott a EMIT na 1ékovém analyzatoru firmy Behring Diagnostic
napt. Albertioni et al. (zkouseli i metodu FPIA 1 s polyklonalnimi protilatkami),

Fotoohi et al. *"1%28,

2.3.2.2. Fluorescen¢ni polariza¢ni imunoanalyza

Fluorescen¢ni polarizacni imunoanalyza je typ homogenni imunoanalyzy, ktera se
uplatituje zejména pii stanoveni malych antigenti napft. 1€k, kdy se vyuziva rozdilné rychlosti

rotace malé molekuly Ag a velké molekuly imunokomplexu 222,

Principem FPIA je homogenni kompetitivni imunoanalyza, kdy Ag znaceny
fluoroforem soutéZi s Ag ve vzorku o vazbu na limitované mnoZstvi specifické protilatky.
Je-li stanovovany Ag ve vzorku v nizké koncentraci, navaZze se vétSina znaCené¢ho Ag
na specifickou protilatku a vytvoii tak velké molekuly znacenych imunokomplexi. Tyto velké
imunokomplexy rotuji pomalu, nerusi tak fluorescen¢ni polarizaci a vysledny méfeny signal
je vysoky. Pii vysoké koncentraci stanovovaného Ag ve vzorku zastavd mnoho molekul
znacen¢ho antigenu volnych. Tyto malé molekuly rotuji rychle, proto plsobi oslabeni

fluorescenéni polarizace. Méfeny signal je nepfimo imérny koncentraci meéteného analytu 2%

Optické uspotadani je kombinaci fluorimetrie a polarimetrie. Halogenova lampa vysila
svétlo riznych vlinovych délek. Pied zdroj svétla se vklada interferencni filtr, ktery propusti
jen modré svétlo (481-489 nm). Toto svétlo prochazi tekutym polariza¢nim krystalem,

ze kterého vychazi polarizované modré svétlo, kmitajici v jedné roviné. Vlozime-li
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do polarizovaného svétla fluoreskujici latku fluorofor, uvede se do excitovaného stavu.
Po excitaci se fluorofor vraci do ustaleného stavu a vyzafuje zelené svétlo (525-550 nm),
které prochazi filtrem a dopada na fotonasobic. Excita¢ni polarizator musi byt schopen velmi
rychle ménit polarizaci svétla ve dvou na sebe kolmych osach. Nejcastéji pouzivané
fluorofory ve fluorescencnich imunoreakcich jsou fluorescein a methylumbelli-

ferylfosfat 142422

vewvr

absorbéni nebo turbidimetrické metody zvlasté¢ v pripadé nizkych koncentraci. Pti nizké
koncentraci je zaznamendna nizkd absorbance, tj. velmi maly rozdil mezi dopadajicim
a vychazejicim zafenim. Pfi fluorimerickém meéfeni se zaznamenavé pouze emitované zateni
proti velmi slabému pozadi, proto je méfeni mnohem piesngjsi. Fluorescence je také
specifictéjsi, protoze existuje jen malo pfirozenych fluorofort, které by mohly pisobit

interferenci %°. Tento princip vyuZivaji napf. analyzatory firmy Abbott a Dade-Behring %,

2.3.2.3. Homogenni enzymoimunoanalyza

Enzymoimunoanalyza (EIA) patii mezi neizotopové imunochemické metody.

Dle usporadani délime EIA do dvou skupin:

e metody homogenni - EMIT

e metody heterogenni - ELISA 14,21,22

U homogennich metod je postup analyzy pfizptisoben tak, ze cela reakce probiha
v jedné zkumavce. Odpadéd nutnost separace komplexu AgAb od ostatnich slozek systému.
Métfime volny znaCeny antigen. Naméfena veli¢ina je pifimo Umérna koncentraci
stanovovaného antigenu. U heterogennich metod je nutno oddélit komplex AgAb od zbytku

reaktantu 2?2,

EMIT je zaloZena na kompetitivnim principu, kdy stanovovany Ag a Ag znaleny

enzymem (Ag*) soutézi o vazbu na limitované mnozstvi specifické protilatky Ab (obr. 5).
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Po ukonceni reakce se ptida substrat a po inkubaci se méti absorbance volného Ag*, ktera je
pfimo timérnéd koncentraci stanovovaného Ag ve vzorku. Zna¢ny imunokomplex Ag*Ab je
pii reakci inhibovan a reakce se substratem se neztcastni. Proto neni nutné u této techniky

odd¢€lovat volny Ag* od znacené¢ho Ag*Ab 3

Ag+ Ag* + Ab — Ag*Ab + Ag* + AgAb + Ag

Obr. 5: Kompetitivni reakce

EMIT je komeréni nazev pro homogenni kompetitivni enzymoimunoanalyzu,ktera se
vyuziva pro stanoveni nizkomolekularnich latek (1ékt, hormonti). ELISA se vyuziva pro
stanoveni Ag s vyssi relativni molekulovou hmotnosti nebo pro detekci protilatek. ELISA
nasla uplatnéni pii diagnostice infekénich onemocnéni a stanoveni imunoglobulini. EMIT je

v porovnani s technikou ELISA rychlejsi, ale ELISA je citlivejsi 2247,
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2.4. CIL PRACE
Cilem této prace bylo porovnat chromatografické a imunochemické stanoveni

methotrexatu a zjistit pfipadny vlivu metabolitu 7-OH MTX na imunochemické stanoveni

celkového methotrexatu pii vysokych i nizkych koncentracich.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Piistroje a pomucky

Sestava HPL C:
e UV detektor LCD 2083 (ECOM)
o erpadlo LCD 4020 (ECOM)
e chromatograficka kolona - LiIChroCART 125-4 LiChrospher 100, RP-18 (5 um),
(Merck)
e piedkolonka - LiChroCART 4-4 LiChrospher 100, RP-18 (5 um), (Merck)

e nastiikovy ventil 77251 (Rheodyne) se smyckou 50 ul

e pocita¢ s vyhodnovacim programem CSW

Reagencie a pomocné roztoky

e standard (+) Amethopterin > 99% (Sigma-Aldrich)

e 7-hydroxymethotrexat (Ustav organické syntézy, VSCHT, Praha)

e kyselina trichloroctova (Penta)

e antibiotic Drugs 1 Serum Control (Chromsystems)

e hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat Na,HPO,4.12 H,O (Penta)
e mobilni faze-fosfore¢nanovy pufr + methanol (3:1)

e H)O

e vSechna pouzita rozpoustédla byla HPLC cistoty

Ostatni material

e eppendorfky

o Spicky

e vortex (Velp Scientifica)
e centrifuga (Abbott)

e ultrazvuk (Tesla)

e analytické vahy (Mettler-Toledo)



Analyzator TDx/FLx (Abbott): tvofi samostatnou jednotkou, ktera zahrnuje:

e davkovani vzorki i1 reagencii
e inkubaci
e detekci

e aautomatické vyhodnoceni vysledka

Reagencie a pomocné roztoky

Reagencni set TDx/TDxFLx Methotrexate II Assay system (Abbott) obsahuje :
e reagencie W: Wash solution (4 ml)
* rozpoustédlo, azid sodny
e reagencie S : Methotrexate Il antibody (4,0 ml)
* mysi monoklondlni protilatka proti methotrexatu < 0,01% v pufru
S proteinovym stabilizatorem
* azid sodny
e reagencie T: Methotrexate Il Fluorescein Tracer (3,5 ml)
* methotrexatovy fluoresceinovy tracer < 0,01% v pufru s proteinovym
stabilizatorem a surfaktantem
* azid sodny
e reagencie P: Pretreatment solution (3,5 ml)
= surfaktant v pufru s proteinovym stabilizatorem

* azid sodny

e deionizovana voda - pfipravovana reverzni osmozou, piistroj (GORO)

9519 - X system dilution buffer (4 x 1 1)

Ostatni material

e Spicky

e X system sample cartridges (umélohmotné nadobky uréené pro vzorek v méticim
karuselu, jsou soucasti setu Methotrexate II assay)

e X system cuvettes (sklenéné kyvety pro vlastni méteni vzorku, jsou soucasti setu

Methotrexate Il assay)
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3.2. Piiprava reagencii a vzorku

3.2.1. Priprava mobilni faze

K pfipravé mobilni faze byl pouzit fosfore¢nanovy pufr a methanol v poméru 3:1.
Ptesné namichand mobilni faze zajisti pfiblizn€ stejné retencni Casy, v kterych se bude MTX
a 7-OH MTX vylucovat z kolony. Hydrogenfosfore¢nanovy pufr se piipravil navazenim
10,74 g NayHPO4.12 H,0, rozpustéenim v 1 1 H,0 a upravenim pH (5,6) kyselinou

fosforecnou. Pred vlastni analyzou bylo nutné mobilni fazi odplynit v ultrazvuku.

3.2.2. Priprava standardniho roztoku methotrexatu

K pripravé standardniho roztoku MTX byl pouzit ((+) Amethopterin > 99%)
Sigma-Aldrich, ktery byl ve fomé zlutého prasku uchovavan v mrazicim boxu
pii teplot¢ -20 °C. Na analytickych vahach jsme navazili 12,65 mg standardu MTX
a rozpustili ve 100 ml H,0. K standardu MTX se piidalo nékolik kapek hydroxidu sodného,

aby se Iépe rozpustil. Stabilita zasobniho roztoku standardu byla ptl roku.

3.2.3. Priprava vzorku pro HPLC analyzu

Vzorek séra bylo tieba pfed vlastni analyzou upravit deproteinizaci TCA.
Do eppendorfky jsme napipetovali 100 pl séra, 5 pl TCA a 10 ul H,O. Obsah eppendorfky
jsme kratce promichali na vortexu a to¢ili 5 min pii 10 900 rpm. Stoceny vzorek byl ptipraven
k analyze. Pomoci Hamiltonovy mikropipety jsme nastiikli 50 pl vzorku do néstfikového
ventilu a spustili analyzu. Signal z detektoru byl automaticky kvalitativné i kvantitativné
vyhodnocen pomoci programu Chromatography Station for Windows (CSW). Odezva
detektoru byla pfimo umérna koncentraci latky, kterou jsme urcili z plochy piku. Po skonceni
analyzy se kolona, Hamiltonova mikropipeta i nastfikovy ventil proplachly roztokem
metanol:H,0 (1:1).
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3.2.4. Priprava vzorki pro stanoveni FPIA

Zkumavka se vzorkem byla sto¢ena Vv centrifuze 10 min pii 4000 rpm. Sto¢eny vzorek
byl napipetovan do cartridge a spolu s kyvetou vlozen do karuselu. K analyze bylo zapotiebi
80 ul séra. Karusel jsme vlozili spolu s reagenciemi do pfistroje. Pfed spusténim analyzy byl
nastaven pfislusny mod meéfeni. Pracovalo se v modu 42 s automatickym fedénim
(10x, 100x, 1000x) nebo se volil mod 43 bez fedéni (pro hodnoty MTX pod 1 umol/l).

Po skonceni analyzy jsme odecetli vysledné koncentrace a karusel vyjmuli z analyzatoru.

3.2.5. Chromatograficka analyza vzorku

Chromatograficka analyza vzorku probihala pii pratoku mobilni faze 0,7 ml/min.
Meéfieni bylo provadéno pii 303 nm, kde by mélo byt absorpéni maximum pro MTX a jeho
metabolit 7-OH MTX. Rubino popisoval nejcastéji pouzivanou vinovou délku pii méteni
MTX v rozmezi 303-313 nm °. Zaznam analyzy MTX a 7-OH MTX je zobrazen

na obrazku ¢.6.
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Obr. 6: Zaznam analyzy MTX a 7-OH MTX
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3.3. Kalibrace a kontroly

FPIA:

Methotrexat byl nakalibrovan na kalibratory Methotrexate II calibrators (Abbott).
V baleni bylo 6 x 2,5 ml kalibratori A az F. Koncetrace kalibratorGi byly zaznamenany
v piibalovém letaku a jsou zaznamenany Vv tabulce. Rozsah kalibra¢ni kiivky byl nastaven
pro vzorky nad 1 pumol/l v rozmezi 0-1000 pmol/l (fedici mod 42). Pro vzorky netfedéné
o koncentraci MTX pod 1 umol/l byl nastaven rozsah kalibra¢ni kiivky v rozmezi 0-1 umol/l.

Mez detekce byla stanovena 0,02 pmol/l. S kalibraci a béhem analyzy vzorkl byly
prométovany kontroly. Varia¢ni koeficient pro hladinu 1 byl 11,8% a pro hladinu 2 byl 4,5%.

koncentrace
(umol/l)

0,00
0,05
0,15
0,30
0,60
1,00

kalibrator

mmon|w|>

Tabulka ¢.1: Kalibratory

pramérna hodnota 0
kontrola (umolll) CV %
hladina 1 0,08 11,8
hladina 2 0,81 45

Tabulka €. 2: Kontroly

HPLC:

Kalibrace MTX se provadéla v dubletu na smésné sérum ziskané od zdravych jedincti.
K smésnému séru se pridal zasobni standard MTX a TCA dle tabulek ¢. 3,4. Bylo pfipraveno

5 riznych koncentraci pro hodnoty MTX < 1 umol/l a 4 rizné koncentrace pro hodnoty
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MTX > 1 pumol/l. Z ptipravené¢ho zasobniho standardu MTX o ¢ = 278,3 umol/l se z ditvodu
zvySeni analytické pfesnosti proméfily dveé kalibracni kiivky. Jedna kalibra¢ni kiivka
pro koncentrace MTX > 1 umol/l a druha pro velmi nizké koncentrace. Terapeutické
monitorovani MTX je dulezité u pacientt 1é¢enych vysokodavkovou terapii MTX. Hladiny
MTX je nutné sledovat dokud koncentrace neklesne pod 0,05 pumol/l, proto je dualezita
zvySend citlivost méfeni 1 pro velmi nizké koncentrace. Mez detekce byla stanovena
0,015 pmol/l. Spravnost a piesnost koncentraci odectenych z kalibra¢nich kiivek byly
ovéfeny pomoci kontrolnich vzorkd. Naméfené hodnoty lezely v rozmezich deklarovanych
vyrobcem. V tabulce ¢.5 jsou uvedeny primérné hodnoty kontrol a variaéni koeficient.

Varia¢ni koeficient pro hladinu 1 byl 8,9% a pro hladinu 2 byl 6,4%.

smeésné sérum | zasobni std. MTX | TCA | koncentrace
(pl) 100x Fedény (ul) (ul) (umol/l)
100 60 5 1,012
100 30 5 0,618
100 10 5 0,242
100 5 5 0,127
200 5 5 0,066

Tabulka ¢. 3: Ptiprava kalibra¢nich roztoki pro koncentrace MTX < 1 pmol/l

smésné sérum zasobni std. TCA koncentrace
MTX
(M) () () (umol/l)
100 60 5 101,200
100 30 5 61,844
100 10 5 24,200
100 5 5 12,650

Tabulka €. 4: Ptiprava kalibracnich roztoki pro koncentrace > 1 pmol/l
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pramérna hodnota

kontrola CV %
(umol/l)

hladina 1 0,24 8,9

hladina 2 4,36 6,4

Tabulka ¢. 5: Kontroly (HPLC)
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. Kalibrace methotrexatu pri HPLC analyze

Kalibra¢ni kiivka udava zavislost koncentrace MTX ku plose piku MTX. Na obr. 7 je
znazornéna kalibra¢ni kiivka pro koncentrace < 1 pmol/l sestavené z 6 hodnot od nulové
koncentrace do koncentrace 1,012 umol/l. Kalibra¢ni kiivka byla proméfena v dubletu a byly
vyneseny prumérné hodnoty. Kalibracni kiivka byla v celém rozsahu linearni. Pro vypocty
koncentraci byla pouzita rovnice regrese y = 150,06x - 0,7863. Korela¢ni koeficient pro nizké
hodnoty MTX byl 0,9988. Pro koncetrace MTX > 1 umol/l jsme sestavili kalibra¢ni kiivku
z 5 hodnot od nulové koncentrace do koncentrace 101,2 pmol/l. VSechny métené vysledky
se nachazely pod touto hodnotou. Kalibra¢ni kiivka byla linedrni v celém rozsahu. Hodnota
korelacniho koeficientu pro koncentrace MTX > 1 pmol/l byla 0,9998 a rovnici regrese
y = 192,18x + 19,474 (obr. 8). Kalibrace 7-OH MTX byla provedena stejnym zptsobem
a byly ziskany podobné hodnoty korelac¢nich koeficientt.

160
140
120
100
80
60
40
20

O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

¢ (mmolll)

y=150,06x - 0,7863
R%=0,9988

plocha

Obr. 7: Kalibrace MTX pro koncentrace < 1 pmol/l

35



25000 7 y=192,18x + 19,474
R?=0,9998
20000 -
< 15000 -
e
o
g
S 10000
5000 -
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
¢ (pmol/l)

Obr. 8: Kalibrace MTX pro koncentrace > 1 umol/l

4.2. Vysledky namérenych hodnot methotrexatu

Stanoveni MTX bylo provedeno u 60 vzorkl sér pacientii 1é¢enych methotrexatem.
Jednalo se o pacienty s diagnézou ALL, zhoubny novotvar dlouhych kosti dolnich koncetin,
zhoubny novotvar kosti a kloubnich chrupavek. Vékovy primér pacienti byl 13 + 7 let.
Piehled vSech naméfenych hodnot koncentraci MTX ajeho metabolitu 7-OH MTX
je uveden v tabulkach 6, 7. Namétena data byla vyhodnocena pomoci statistického programu
PrismGraph Pad 5.0. Vzorky byly dle HPLC méfeni rozdéleny na hodnoty s koncentracemi
MTX <1 pumol/l a> 1 pumol/l. Pro ob¢ skupiny vzorkl bylo vyneseno porovnani naméienych
hodnot MTX pomoci HPLC proti hodnotam MTX namétenych FPIA metodou. Pomoci
statistické analyzy bylo zjiSténo, Ze se jednd o neparametrické rozlozeni dat na hladiné
pravdépodobnosti 95%. K vyhodnoceni dat byl pouzit neparametricky parovy t-test.
Spearmantv koeficient pro hodnoty MTX > 1 umol/l byl 0,9190. Z obr. 9 je patrné, ze obé
metody spolu velice dobie koreluji. Spermantiv koeficient pro hodnoty MTX < 1 umol/l byl
0,8557. Z tabulek 6 a 7 jsou zfejmé rozdilné koncentrace naméfené chromatograficky a FPIA

metodou. Hodnoty uvedené v tabulce 7 se 1i$i mezi jednotlivymi metodami pramérné do 8%.
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Pouze v nékterych ptipadech jsou odchylky vétsi. Zatimco odchylky mezi HPLC a FPIA
u hodnot < 1 pumol/l jsou mnohem markantnéjsi. Jak je uvadéno v literatuie ob&é nejéastéji
pouzivané¢ imunochemické metody FPIA a EMIT nadhodnocuji koncentrace MTX
v terminalni fazi casového prabehu poklesu hladiny MTX u jednotlivych pacientii. U nizkych
hodnot MTX dosahovala odchylka mezi méfenimi nékdy az 100% zejména u velice nizkych
koncentraci. Autofi Fotoohi et al. popisuji nadhodnocovani MTX metodou FPIA o 2% po
42 h, 3% po 66 h po dokapani infuze *°. Fotoohi et al. popisuje i dal§i imunochemickou
metodu EMIT, ktera oproti FPIA metodé nadhodnocuje o 5% (42 h) a 0 31% (66 h) po
dokapéni infuze. Aviak mé&feni byla provadéna vétsinou pro hodnoty nad 1 pmol/l °. Cosolo
et al. uvadi, Ze hodnoty stanoveni MTX pomoci Abbott fluorescencni polarizacni
imunoanalyzy nejsou ovlivilovany pfitomnosti 7-OH MTX. Korela¢ni koeficient
byl 0,9833 *. Zajimavé ale je, ze diskrepance mezi témito metodami vznikaly
az u koncentraci > 1 umol/l, coz je v uplném rozporu s nasimi vysledky. Stejné tak autofi
Buice et al. zjistili interference 7-OH MTX mensi nez 4% u imunochemickych metod EMIT,
RIA %. Pfesto se tito autofi domnivaji, Ze uvedené¢ metody jsou spolehlivé zejména

béhem 24 h po infuzich, kdy koncentrace metaboliti jsou jesté nizkeé.

vzorek FPIA HPLC HPLC
MTX MTX 7-OH MTX

(umol/l) (umol/l) (umol/l)
1 0,46 0,19 3,58
2 0,21 0,15 2,28
3 0,27 0,13 2,80
4 0,14 0,09 2,22
5 0,63 0,51 15,95
6 0,64 0,31 0,67
7 0,23 0,13 0,60
8 0,12 0,07 0,40
9 0,09 0,05 0,13
10 0,07 0,06 0,13
11 0,09 0,09 4,07
12 1,17 0,87 16,47
13 0,32 0,19 5,92
14 0,14 0,07 4,04
15 0,08 0,06 2,01
16 0,28 0,09 1,00
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17 1,48 0,82 7,76
18 0,18 0,05 0,76
19 0,15 0,03 0,49
20 0,11 0,03 1,04
21 0,37 0,17 2,57
22 0,15 0,06 0,98
23 0,74 0,34 3,11
24 0,30 0,08 1,65
25 1,14 0,82 1,63
26 0,68 0,59 1,11
27 0,22 0,18 0,20
28 0,25 0,16 0,30
29 1,29 0,56 4,27
30 1,44 0,75 5,75
31 0,11 0,11 0,33
32 0,15 0,07 0,93
33 0,12 0,08 1,39
34 0,15 0,07 0,81
35 1,46 0,22 4,80
36 0,16 0,15 2,47
37 0,17 0,08 2,18

Tabulka ¢. 6: Soubor pacientll s nizkymi koncentracemi MTX < 1 umol/I

vzorek FPIA HPLC HPLC

MTX MTX 7-OH MTX

(mmolll) (umol/l) (umol/l)
38 7,21 6,37 45,22
39 33,96 32,83 96,51
40 12,98 11,48 1,95
41 3,04 3,36 36,88
42 29,54 29,05 84,56
43 5,16 4,96 33,51
44 12,83 11,84 25,81
45 12,05 11,97 2,15
46 20,68 19,78 13,46
47 15,28 14,52 23,73
48 95,71 95,1 7,86
49 13,77 12,6 8,56
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50 2,33 2,18 3,11
51 22,26 18,92 20,51
52 14,45 11,5 5,91
53 11,85 11,77 13,96
54 12,34 11,58 18,95
55 39,28 38,1 41,27
56 5,73 4,87 5,51
57 13,85 12,23 16,41
58 12,46 11,51 10,4
59 15,94 13,09 31,17
60 20,73 18,67 12,84

Tabulka €. 7: Soubor pacientl s koncentracemi MTX > 1 umol/l

100

FPIA (pmolll)
S

R?=0,9190

60
HPLC (umol/l)

80

100

120

Obr. 9: Porovnani stanoveni MTX metodou HPLC a FPIA s koncentracemi MTX > 1 pmol/l
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Obr. 10: Porovnani stanoveni MTX metodou HPLC a FPIA pro koncentrace MTX < 1 pmol/l

Obrazek 10 ukazuje diskrepanci mezi HPLC a FPIA stanovenim. Z porovnani HPLC
a FPIA stanoveni vyplyva, ze méfeni FPIA metodou u koncentraci pod 1 pmol/l vykazuje
mnohem vétsi odchylky. Porovnani koncentrace MTX (HPLC) ku poméru koncentraci
HPLC/FPIA ukazuje obr. 11. Z tohoto obrazku je ziejmy zvySujici se rozdil mezi
jednotlivymi metodami s klesajici koncentraci MTX, kdy pomér HPLC/FPIA klesa
az na 0,3. Eksborg et al. porovnanim metod doséahli ve vysSich hodnotach nad 1 pumol/l horsi
korelace a nizké hodnoty pod 1 pmol/l nestanovovali 2°. V nasi praci jsme srovnanim metod
zjistili, ze hodnoty MTX ve vyssich koncentraci koreluji, zatimco v nizkych hodnotach
metoda FPIA nadhodnocuje. V literatufe je popisovano ovlivnéni imunochemickych
stanoveni MTX jeho metabolity. Vys§i hodnoty MTX metodou FPIA oproti HPLC mazou
nejcastéji zpusobovat 7-OH MTX a metabolit DAMPA. Literatura uvadi, ze FPIA metoda je
méné ovlinéna pfitomnosti 7-OH MTX nez naptiklad EMIT. Slerdal et al. popisuje pii
stanoveni MTX interferenci 7-OH MTX okolo 4% %. Interferenci pfi stanoveni muze
zpuisobit 1 DAMPA, jak popisuji n€ktefi autofi. Albertioni et al. popisuje zkiiZenou reakci
a7 41,1% *". Donehower et al. popisuji stanoveni MTX pomoci RIA a HPLC ve 48 a 72 h po
zavedeni infuze MTX, kde hodnoty naméfené RIA metodou byly pfiliS vysoké oproti

hodnotdm naméfenych pomoci HPLC a to diky zkiiZzené reakci s metabolitem DAMPA % Je
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zajimavé, ze v naSich vysledcich jsou nejvétsi rozdily naméfené v ¢ase 48 h po zavedeni

infuze, zatimco Fotoohi et al. uvadi nejvétsi diskrepanci u hodnot po 66 h *°. Z obr. 12 je

patrné, ze nelze jednoznacné fici zda je hodnota MTX ovlivnhéna vysokou hodnotou

7-OH MTX. Protoze napt. i méfeni, kdy 7-OH MTX dosahuje pfiblizn¢ 45 krat vyssi

koncentrace nez MTX se obé metody shoduji v naméfenych hodnotach. Zatimco u jinych

méteni, kdy hladina 7-OH MTX neptesahuje tolikrat hladinu MTX se tyto dvé metody

rozchazeji a rozdil dosahuje 1 100%. V téchto ptipadech je velice obtizné vysvétleni téchto

rozdilt,, zda jsou zpusobené piitomnosti metabolitu DAMPA ¢i jinymi interferencemi.

Albertioni et al. uvadi mnohem vyznamnéjsi zkiizené reakce s 7-OH MTX u vzorkt, kde byl

pomér 7-OH MTX/MTX niz$i (0,2; 10) nez u vzorkd s vy$§im pomérem 7-OH MTX

(30; 60). Vysvétleni viak v publikaci neni poskytnuto *'.

*
*
g

L 3

HPLC/ FPIA

40 60 80 100
MTX HPLC (umol/l)

120

Obr. 11: Rozdilovy graf-pomér koncentrace MTX (HPLC) ku poméru koncentraci

HPLC/FPIA
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Obr. 12: Vztah mezi pomérem koncentraci MTX méfenych pomoci HPLC a FPIA a vlivem

7-OH MTX na analyzu MTX
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Obr. 13: Bodovy graf-porovnani koncentrace MTX pii stanoveni HPLC a FPIA

pro koncentraci MTX < 1 pmol/I
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Obr. 14: Bodovy graf-porovnani koncentrace MTX pii stanoveni HPLC a FPIA
pro koncentraci MTX > 1 umol/I

Pomoci statistického programu PrismGraph Pad 5.0 jsme porovnanim metod FPIA
a EMIT ziskali bodovy graf pro koncentraci MTX < lumol/l a > 1 pmol/l (obr. 13, 14).
Rozdil mezi FPIA a HPLC metodami byl vyznamny na hladiné pravdépodobnosti o = 0,05
pro oba koncentraéni intervaly. Hladina pravdépodobnosti pro MTX < Iumol/l byla
p < 0,0001 (Wilcoxonliv neparamatricky parovy t-test). Pro koncentrace > 1 pumol/l byla
p < 0,0132. Z vysledku porovnani je patrné, Ze rozdil mezi témito metodami byl vyznamny

piedevsim pro koncentrace MTX < 1pumol/I.
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5.ZAVER

V této bakalaiské praci jsme porovnavali dvé nejrozsifencjsi metody stanoveni MTX,
automatizovanou imunochemickou metodu FPIA a HPLC. Nevyhodou imunochemickych
stanoveni je zkiizena reakce s metabolity. Zkiizena reakce muze ovliviiovat Gi¢innou terapii
a muze vést k relapsu, ktery je zapti¢inény podanim vysoké davky leucovorinu. Vyssi davky
leucovorinu béhem vysokodavkové terapie MTX zvySuji riziko relapsu u déti
léCenych s ALL. HPLC je bréna jako referencni metoda pro stanoveni MTX, nebot’ dokaze
snadno rozlisit MTX a jeho metabolity s vysokou piesnosti. Ve srovnani s imunochemickymi
metodami patfi mezi velice levné stanoveni. Z nameéfenych hodnot vyplyva, Ze pro
koncentrace MTX > 1 pmol/l spolu obé metody dobie koreluji, Spearmanliv korelacni
koeficient byl 0,9190. Zatimco pro hodnoty < 1 pumol/l byl Spearmantv koeficient
pouze 0,8557. Mezi obéma metodami existuji vSak vyznamné rozdily. Z téchto vysledku je
ziejmé, Ze na imunochemické stanoveni maji vliv jak 7-OH MTX, tak i pravdépodobné
metabolit DAMPA a to zejména v terminalni fazi ¢asového prubéhu poklesu MTX. Zkiizené
reakce U imunochemickych metod jsou zpisobeny pravdépodobné velice podobnou
chemickou strukturou téchto metaboliti a MTX. Ackoliv jsou automatizované
imunochemické metody rychlé a jednoduché, pro terapeutické monitorovani MTX by bylo

spravngjsi vyuzivat metodu HPLC.
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7. SEZNAM ZKRATEK

Ab

Ag
AgADb
ALL
AML
CSW
DAD
DAMPA
DHFR
Gy
7-OH MTX
EIA
ELISA
EMIT
FAB
FPIA
HPLC
MTX
RIA
RP
rpm
STD
TCA

protilatka

antigen

komplex antigen-protilatka

akutni lymfoblasticka leukémie

akutni myeloblasticka leukémie
Chromatography Station for Windows
detektor s diodovym polem
2,4-diamino-N"*-methylpteroova kyselina
tetrahydrofolatreduktiza

gray

7-hydroxymethotrexat
enzymoimunoanalyza

heterogenni enzymoimunoanalyza
homogenni enzymoimunoanalyza
French-American-British klasifikace
fluorescencni polariza¢ni imunoanalyza
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
methotrexat

radioimunoanalyza

reverzni faze

otacky/min

standard

kyselina trichloroctova
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