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Nézev diplomové prace: Stanoveni gancikloviru u pacientii po transplantaci plic

Ganciklovir je nukleosidovy analog, ktery je Siroce vyuzivan pro 1é¢bu infekci
zpisobenych herpetickymi viry vcetné cytomegaloviru. Pacientiim po transplantaci plic
je vzdy profylakticky podavan valganciklovir (prolé€ivo gancikloviru), aby se ptedeslo
cytomegalovirové infekci. Cilem diplomové prace bylo zavést spolehlivou, citlivou
a rychlou analytickou metodu pro stanoveni gancikloviru a tuto metodu validovat. Déle
stanovit hodnoty gancikloviru u pacientll po transplantaci plic. Poslednim cilem bylo
zhodnotit vyznam terapeutického monitorovani gancikloviru. Pro stanoveni
gancikloviru byla zavedena metoda kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Byly stanoveny validaéni parametry nezbytné pro

bioanalytické metody. VSechny validac¢ni parametry splnily podminky Gspé$né validace.

Pii peroralnim podani antivirotika je vyuZivan valganciklovir a pfi intraven6znim
podani ganciklovir. Pacienti po transplantaci plic dostavaji profylakticky peroralné
900 mg/den valgancikloviru. Po profylaxi je intravendzné podavan ganciklovir. V této
diplomové praci byla koncentrace gancikloviru méfena tésné pred podanim 1€¢iva, po

ttech hodinach od podéani a nasledné po péti hodinach od podani.

Ganciklovir byl stanovovan celkem u 20 pacienti. Z celkového poctu 20 pacientl
dostavalo 13 pacientll ganciklovir nebo valganciklovir profylakticky a 7 pacientim byl
podavan ganciklovir k 1é€bé cytomegalovirové infekce. Nase vysledky ukazaly, ze
z celkového poctu pacientl 18 (90 %) pacienti nedosahlo spodni meze terapeutického
rozmezi, pouze 1 (5 %) pacient byl v terapeutickém rozmezi a 1 (5 %) pacient byl
predavkovan. Terapeutické monitorovani 1éCiv je nezbytné u pacientl po transplantaci
plic, jelikoz pfi ptekroceni terapeutického rozmezi mize GCV pusobit toxicky. Naopak
pfi nedosaZeni minimalni hodnoty nemusi byt léba uc¢innd ¢i mize vzniknout

rezistence k GCV.
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Title of diploma thesis: Determination of ganciclovir in lung transplant recipients

Ganciclovir is a nucleoside analogue that is widely used for the treatment of infections
caused by herpes viruses, including cytomegalovirus. Patients after lung transplantation
are always given valganciclovir (ganciclovir prodrug) prophylactically to prevent
cytomegalovirus infection. The aim of this thesis was to establish a reliable, sensitive
and rapid analytical method for the determination of ganciclovir and to validate this
method. Furthermore, to determine ganciclovir levels in patients after lung
transplantation. The final objective was to evaluate the importance of therapeutic
monitoring of ganciclovir. A liquid chromatography-tandem mass spectrometry method
was established for the determination of ganciclovir. Validation parameters necessary
for bioanalytical methods have been established. All validation parameters met the
conditions for successful validation.Valganciclovir is used for oral administration
of antiviral drugs and ganciclovir for intravenous administration. Patients after lung
transplantation receive prophylactic oral valganciclovir 900 mg/day. After prophylaxis,
ganciclovir is administered intravenously. In this thesis, ganciclovir concentrations were
measured just prior to drug administration, three hours after, and then five hours after
administration. Ganciclovir was determined in a total of 20 patients. Of the 20 patients,
13 patients received ganciclovir or valganciclovir prophylactically and 7 patients
received ganciclovir for the treatment of cytomegalovirus infection. Results showed that
of the total number of patients, 18 (90 %) patients did not reach the lower limit of the
therapeutic range, only 1 (5 %) patient was in the therapeutic range, and 1 (5 %) patient
was overdosed. Therapeutic drug monitoring is necessary in all patients after lung
transplantation, because GCV may be toxic if the therapeutic range is exceeded.
However, if the minimum level is not reached, treatment may not be effective or

resistance to GCV may develop.
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1. UVOD

Cytomegalovirova infekce u pacient po transplantaci plic je jednou z Castych
potransplanta¢nich komplikaci. Lékem volby k 1écbé cytomegalovirové infekce je 1ék
zvany ganciklovir. Tento prolé¢ivovy nukleosidovy analog vykazuje antivirovou
aktivitu a podava se pacientim spolecné s valganciklovirem, avSak zplsob podani
téchto 1€¢iv se lisi. Ganciklovir je podavan pacientim intraven6zn¢ a valganciklovir je
podavan peroraln¢é. Ganciklovir mé Sirokou antivirovou aktivitu proti herpetickym
virim, a proto je nejen podavan k 1écbé cytomegaloviru, ale také proti herpetickym
viram Herpes simpex virus 1 (HSV-1), Herpes simplex virus 2 (HSV-2). Mezi viry
citlivé ke gancikloviru patii také virus Epstein-Barrové, ¢i virus lidské imunodeficience
(HIV). Obé¢ tato antivirotika mohou zptisobovat nékolik nezddoucich ucinkli predev§im
myelotoxicitu, kterd se projevuje leukocytopenii, trombocytopenii a neutropenii, a proto
je dulezité pravideln¢ sledovat funkce ledvin u 1é¢enych pacientii. V diplomové praci
jsou shrnuty farmakodynamické a farmakokinetické vlastnosti gancikloviru, nezadouci
ucinky a také rezistence. Déle je popisovana transplantace plic spolec¢né s profylaxi.
Zavérem teoretické Casti je popisovana vysokoucinnd kapalinova chromatografie

a kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

V praktické ¢asti diplomové prace byla popsana metoda pro stanoveni gancikloviru
pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci u pacientd po
transplantaci plic. Pro zavedeni metody je duleZité, aby metoda spliiovala valida¢ni
parametry. Pro validaci metody byla méfena kalibrace, opakovatelnost,
reprodukovatelnost, robustnost, mez detekce, mez kvantifikace, pravdivost a také byl
zméfen matricovy efekt. Po validaci metody byly méfeny koncentrace gancikloviru
v pacientskych vzorcich a vyhodnocena potieba terapeutického monitorovani hladin

tohoto 1éku.



2. GANCIKLOVIR

2.1 Charakteristika gancikloviru

Ganciklovir (GCV) je proléCivovy nukleosidovy analog, ktery vykazuje
antivirovou aktivitu. Toto virostatikum bylo vyvinuto v 70. letech 20. stoleti jako
antivirova 1écba a vsoucasnosti se klinicky pouziva predevsim k 1écbé
cytomegalovirové infekce. GCV patifi do skupiny antivirotik spolecné¢ s hojné
pouzivanym acyklovirem, ktery je znamy jako relativné bezpecny Iék s malym
mnozstvim nezadoucich ucinkt, jako jsou naptiklad flebitida a zanét v misté vpichu
intravendzniho podani 1éciva. Ganciklovir je mnohem toxi¢t&j§i v porovnani
s acyklovirem, a proto se vyuziva zejména pii t€zkych cytomegalovirovych infekcich.
Od acykloviru se odliSuje tim, ze ma hydroxymethylovou skupinu v poloze 3’
acyklického postranniho fetézce. Ma 8 - 20krat veétsi in vitro aktivitu proti lidskému
cytomegaloviru a je stejn¢ aktivni jako acyklovir proti Herpes simplex virus 1 (HSV-1)
a Herpes simplex virus 2 (HSV-2). Dal§imi viry citlivymi ke gancikloviru jsou napf.
virus Epstein-Barrové (EBV) a virus lidské imunodeficience (HIV) (Yorulmaz et al.,

2016; Paintsil et al., 2009; Matthews et al., 1988).

K prevenci cytomegalovirové infekce u piijemctt transplantovanych solidnich
organli se vyuziva spolecné s ganciklovirem také valganciklovir. Toto esterové
prolécivo gancikloviru bylo vyvinuto k pfekonani Spatné peroralni biologické
dostupnosti GCV. Vysokd biologicka dostupnost GCV po podani valgancicloviru
souvisi s rozpoznanim prekurzoru jako substratu intestindlnim peptidovym pienasecem
PEPT1. Valganciklovir je nasledné¢ snadno hydrolyzovan esterovou hydrolazou

aminokyselin na ganciklovir (Perrottet, et al. 2009).



o) O

NH NH
N N
¢ \ N/)\ NH; ¢ \ N/)\ NH,
N N
OH OH
N BN |
Ganciklovir Acyklovir

OH

Obrazek 1: Strukturni vzorec gancikloviru a acykloviru (Vytvoieno v programu
ChemDraw)

2.2 Farmakodynamické vilastnosti

Primarnim mechanismem ucinku GCV je inhibice replikace virové DNA
ganciklovirem-5'-trifosfatem (ganciklovir-TP). Inhibice zahrnuje selektivni a silnou
inhibici virové DNA polymerdzy. Antivirova aktivita gancikloviru vyZzaduje
intracelularni fosforylaci a aktivaci virovou kinazou UL97 a DNA polymerazou UL54.
Ganciklovir monofosfat je poté fosforylovan na trifosfatovou formu bunécnymi
kindzami. Témito  enzymy  jsou  deoxyguanosinkinaza, guanylatkinaza
a fosfoglyceratkinaza. V této forme¢ inhibuje cytomegalovirovou DNA polymerazu. Do
mechanismu U¢inku mohou byt zapojeny i jiné enzymy metabolizujici nukleotidy.
Selektivita a aktivita jsou také zesileny stfddanim gancikloviru-TP v buinikach
infikovanych cytomegalovirem (CMV). Jakmile se ganciklovir-TP vytvofi, je velmi
stabilni a v infikovanych bunkach pretrvava nékolik dni. Intraceluldrni polocas (ti/2)

GCV je 16,5 hodiny (Mértson et al., 2022; Matthews et al., 1988).

2.3 Farmakokineticke viastnosti a indikace

Valganciklovir 1 ganciklovir  vykazuji =~ vysokou  farmakokinetickou
interindividualni variabilitu. Davkovani téchto antivirotik je rtizné u kazdého jedince, je
to dano télesnou hmotnosti pacienta a také rozdily v hodnotach clearance kreatininu
vséru (Padullés et al. 2016). Farmakokinetickd analyza 1éCiva se stanovi dle
farmakokinetickych parametri tzn. maximalni koncentrace (Cmax), biologicky

polocas (ti12), distribu¢ni objem (Vq), distribu¢ni objem na kilogram télesné hmotnosti

vvvvvv
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parametrem, ktery popisuje biologickou dostupnost je pravé AUC. Plocha pod kiivkou
je ptimo umérna celkové koncentraci stanovovaného 1é¢iva v organismu. AUC je poté

srovnatelna pro riizné typy identického 1éciva (Tyree et al., 2012).

Ganciklovir je antivirotikum, které ma Sirokou aktivitu proti herpetickym virtim 1
cytomegaloviru, a proto je indikovan k 1écbé herpesvirové infekce u
imunokompromitovanych pacientl, profylaxi a také u piijemct transplantovanych plic,
u nichZz je cytomegalovirovd infekce spojena s piedéasnym odmitnutim Stépu

(Dvorackova et al., 2022).

Zlatym standardem prevence a 1écby onemocnéni (lidského cytomegaloviru)
HCMYV u pacientll po transplantacich solidnich organt je intraven6zni (i.v.) podani
gancikloviru nebo perordlni podani valgancikloviru v davkach, které by mély byt
upraveny podle funkce ledvin. Davkovani 5 mg/kg denné pii intravendzni aplikaci,
které se povazuje za standard, poté odpovidda 3000 mg/den GCV podaného oralni
formou ve tfech davkach po 1000 mg. Pti i.v. aplikaci antivirotika je dosahovano
biologické dostupnosti kolem 40 — 50 %, pfi ordlnim podani GCV dosahuje biologicka
dostupnost pouze 5 %. Z tohoto diivodu byl syntetizovan valganciklovir pro oralni
pouziti. Biologickd dostupnost valgancikloviru pti ordlnim pouziti dosahuje az 60 %.
Déavkovani GCV 5 mg/kg denné poté zhruba odpovidd denni davce 900 mg
valgancikloviru. Poddavkovani antivirotik miZe vést k nizké ¢i nedostate¢né klinické
ucinnosti a k vytvofeni rezistence. Nadmérmné davky gancikloviru mohou byt naopak

toxicke (Padullés et al., 2016; Perrottet et al., 2009).
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Obrazek 2: Farmakokineticky profil GCV pii ordalnim podani 900 mg valgancikloviru
(Prevzato a upraveno 7 Perrottet et al., 2009).

11



2.4 Nezadoucit ucinky a rezistence

Lécba ganciklovirem a valganciklovirem je velmi G¢inna a specificka, avsak
pfedevSim myelosuprese, neutropenie a trombocytopenie, které maji za nasledek

Cast¢jsi rozvoj infekci, pfedevsim mykotickych a bakterialnich.

Ponévadz se tato antivirotika nepodévaji ve své ucinné form¢, je nutné, aby
nejprve byla metabolizovana infikovanou bunkou. Dilezitym enzymem je virova
thymidinkinaza, kterd konvertuje tato 1éciva na monofosforylovanou formu. V genu pro
tento enzym, miZe vzniknout mutace, ktera je zodpovédna za vznik rezistence na GCV

a je schopna zkomplikovat 1é¢bu pacienta (Patel et al., 2014).

Infekce cytomegalovirem rezistentnim na ganciklovir (ganR-CMV)je hlasena
stale Castéji u piijemct transplantatu solidniho organu. Vzristajici incidence rezistenci
je spojovana s pouzitim silnéj$i imunosupresivni 1é¢by a s delsi expozici antivirotiky.
Vyskyt ganR-CMV souvisi stypem transplantovaného organu, sérostatem CMV
pfijemce a darce, niz§imi davkami nebo delSim trvanim profylaxe ganciklovirem.

Rezistence se poji i s prodlouzenim hospitalizace a vyssi mortalitou (Fisher et al., 2017,

Minces, et al., 2014).

3. CYTOMEGALOVIROVA INFEKCE

3.1 Popis viru

Lidsky cytomegalovirus (HCMV, nebo také lidsky herpesvirus-5, HHV-5) patii
do rodiny vir zndmych jako herpesviry, Celed Herpesviridae. PodCeled’ se nazyva
Betaherpesviridae a rod Cytomegalovirus. Ma nejvétsi genom ze vSech lidskych
herpesvirt. Primérnd velikost genomu je 230 tisic parti bazi a obsahuje primérné 165
genll (Emery, 2012). Virion se skldda z dvouvlaknového linedrntho DNA jadra
v ikosahedralni nukleokapsidé obalené proteinovym tegumentem. Tyto slozky jsou
uzavieny v lipidové dvojvrstvé, kterd obsahuje velké mnozstvi virovych glykoproteinti.
Zralé viriony maji primér od 200 do 300 nm (Mocarski et al., 2007). HCMYV je Siroce
roz$iteny virus, ktery se u pacient mize projevovat asymptomaticky, ale mize vyvolat

az tézkeé dysfunkce koncovych organi u imunokomprimovanych pacientii s vrozenym

12



onemocnénim HCMV (Zheng et al., 2019). Promotenost populace se v riznych castech
svéta lisi v zavislosti na socialnich a ekonomickych podminkach. S nartstajicim vékem

se séroprevalence v populaci zvySuje (Walker et al., 2007).

Obrazek 3: Cytomegalické inkluzni télo (Zdroj: Louten, 2016).

Pro vSechny lidské herpetické viry jsou dany 4 spolec¢né znaky:

e Velky pocet proteini, které jsou kédovany virem. Tyto proteiny se ucastni
syntézy a metabolismu nukleovych kyselin, zpracovavani proteini a ovliviiovani

imunitniho systému hostitelt.

e 'V jadre hostitelské buniky probihd syntéza novych virovych DNA a vystavba
kapsid.

e Virova proliferace, kterd je spojena se vznikem virovych partikuli je

doprovazena zni¢enim infikované bunky.

e Vsechny herpetické viry jsou schopny zistat v latentnim stavu v hostitelskych
bunkach. Ve vétsin€é pifipadii se DNA nachdzi v jadie hostitelskych bunck
v podobé uzavienych kruhovych molekul. Vir v obdobi latence exprimuje pouze
cast genti. Nicmén¢ latentni genomy si schopnost reaktivace a nasledné
replikace zachovavaji. Nasledkem reaktivace je vir schopny vyvolat

onemocnéni (Roizman and Pellett, 2001).

13



3.2 Epidemiologie a patogeneze

Pozitivita CMV IgG protilatek svédc¢i o prodélané infekci a protilatky se nachazeji
ptiblizné¢ u 60 % dospélych ve vyspélych zemich a 100 % v rozvojovych zemich.
Cytomegalovirova infekce mtize postihnout plod, novorozence, batole, dité¢ nebo
dospélého Clovéka. Obecné plati, Ze 1idé narozeni do Spatnych socidlné-ekonomickych
podminek ziskavaji HCMV diive nez ostatni. To znamena, ze zna¢ny pocet jedincu
zustava neinfikovany, dokud neziskd primarni infekci. Pfi pozitivit¢ CMV IgM
protilatek u dosud IgG séronegativnich jedinci mluvime o tzv. primoinfekci. Ve
srovnani s EBV primoinfekci CMV primoinfekce nastava okolo 33. roku zivota.
Pfiznaky onemocnéni CMV jsou podobné mononukledéze tzn. febrilie, myelosuprese
a tonzilitida. Pfi infekci cytomegalovirem dochéazi témét u 70 % pacientd ke zvySeni
koncentrace alaninaminotrasnferazy (ALT) a aspartitaminotransferazy (AST) v séru.
K postizeni jinych organt dochazi zfidkakdy, ale mize dojit k postizeni
gastrointestinalniho  traktu. Nejcastéji  dochazi k CMV  kolitidé u pacientl
s idiopatickym stfevnim zdnétem, encefalitidé u pacientd po transplantaci krvetvornych
kmenovych bun¢k nebo retinitidé u pozitivnich HIV pacientd. Pfi pozitivit¢ CMV
protilatek typu IgG (anti-CMV) je u pacienta diagnostikovana latentni infekce. Pfi
tomto typu infekce nedochazi k postizeni jater ani jiného organu, avSak miZe
pfedstavovat riziko pro tzv. reaktivaci infekce. Ke vzplanuti latentni infekce miize dojit
u zdravych osob, ale nejvySsi riziko reaktivace je u pacienti po organovych

transplantacich (Griffiths et al., 2015; Chmelova et al., 2017).

3.2.1 Prenos a latence CMV

Lidsky cytomegalovirus miiZe byt pfendSen slinami, transplacentarné, pohlavnim
stykem, transfizemi, kojenim, transplantaci pevnych orgdnii nebo transplantaci
krvetvornych kmenovych bunék. Séroprevalence HCMV v imunokompetentnim
hostiteli je obvykle asymptomaticka. Jak jiz bylo zminéno, vir vytvaii celozivotni
latenci v hostiteli a mlze se periodicky reaktivovat. Mechanismus, kterym vir je
schopen se reaktivovat, neni zcela objasnén. Odhaduje se, Ze béhem latence je virovy
genom HCMYV pfenaSen z mononukledrnich buné€k periferni krve nebo kostni dfené
mobilizované faktorem stimulujicim kolonie granulocytl s pfiblizné 2 az 13 kopiemi

genomu na infikovanou buiiku. Piesné misto pro latenci nebylo definitivné urceno,
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avSsak domnivame se, Ze se nachdzi v buiikkdch myeloidni linie (Crough et al., 2009;

Sinclair et al., 2006).

3.2.2 Infekce v téhotenstvi

Ptiblizn€é 2 % téhotnych séronegativnich Zen maji sérokonvertovanou infekci
v dobé porodu. Pro tyto Zeny jsou hlavnim zdrojem HCMV malé déti, predevSim
batolata, jejichZ sliny a mo¢ obsahuji vysoké hladiny lidského cytomegaloviru. Zeny
s primarni infekci béhem téhotenstvi pfendsi virus pres placentu, a to zplsobuje
intrauterinni infekci. Tento pifipad obvykle neni rozpoznédn az do porodu, protoze
ptiznaky matky nemusi byt natolik vazné, aby Zena vyhledala 1ékatskou pomoc. Matky
si mohou zazadat o diagnostiku intrauterinni infekce amniocentézou a testovani plodové
vody na HCMV DNA pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). B€hem téhotenstvi
muze byt plod infikovan také reaktivaci latentni matetské infekce nebo reinfekce matky
novym kmenem HCMV. Pro diagnostiku téchto latentnich infekci neexistuji Zadné
diagnostické testy a matky nemaji zadné ptiznaky, které by hlasily (Revello et al., 2011;
de Vries et al., 2013).

3.2.3 Vrozena a novorozenecka infekce

Lidska cytomegalovirovd vrozend infekce zpiisobuje zavaznou morbiditu
a mortalitu u novorozencll a je hlavni infekéni pficinou hluchoty. Vrozena infekce
HCMYV ma4 za nasledek také neurovyvojové abnormality u déti. Cetnost vrozené infekce
vyplyvajici z primarni infekce matky béhem téhotenstvi nebo reaktivace latentni infekce
u séropozitivni matky v dobé t&€hotenstvi je ptiblizné 0,64 %. Samoziejmé se vyskyt
vrozené infekce u rozdilnych studovanych populaci mize liSit. Séronegativni matky,
které¢ se nakazi v t¢hotenstvi, mohou porodit dit¢ az s 40% rizikem vrozené infekce.
u séronegativni matky vyskytne béhem prvniho trimestru. Pti reaktivaci infekce HCMV
béhem téhotenstvi je riziko vrozené infekce niz8i, ponévadz jiz existujici matetrské
protilatky proti cytomegaloviru maji ochrannou roli proti intrauterinnimu pienosu.
Novorozenci mohou vykazovat pfiznaky jako jsou intrauterinni rtistova retardace,
hepatitida se Zloutenkou, trombocytopenie s petechiemi, hepatosplenomegalie,
pneumotitida a také zavazné poskozeni centralniho nervového systému (Kenneson and

Cannon, 2007, Crough and Khanna, 2009).
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3.2.4 Infekce po transplantaci pevnych organii

Zcela prvni pfipady transplantace pevnych organti (SOT) byly komplikovany
HCMYV pneumotitidou s vysokou mortalitou. Prikopnici v transplantaci organii zkusili
snizit davky imunosupresivnich 1€k, avsSak s rizikem, ze muze dojit k rejekci Stépu.
Vyvazeni potieby imunosuprese a potfeby imunitni kontroly velmi tézilo z vyvoje méné
toxickych imunosupresivnich 1€kt spojenych s HCMYV, a to antivirovym ganciklovirem
a jeho prekurzorem valganciklovirem. Problém poskozeni koncovych organti (EOD)
vSak stale pretrvaval. U pacientli se stidle objevovaly pneumonitidy bez jakychkoliv
predchozich ptiznakl. U mnoha pacientl se objevila horecka, avSak tento pifiznak je po
transplantaci tak casty, Ze neni specificky pro infekci HCMV. Klinicky se akutni
HCMV infekce u imunokomprimovaného pacienta po transplantaci pevnych organt
muze projevit jako syndrom charakterizovany leukopenii, hore¢kou, malatnosti, atralgii
¢1 maskularni vyrazkou. Lidsky cytomegalovirus byl histopatologicky detekovéan nejen
v plicich, ale i v jinych organech, a to zejména v gastrointestindlnim traktu u pacientti
s gastritidou, ezofagitidou nebo kolitidou. Pacienti, ktefi si st€Zzovali na poruchy vidéni,
byli také vySetteni a HCMV byl rozpoznan i v oku. VSechny tyto stavy oznafujeme
jako ,,onemocnéni koncovych organii se Spatnym vysledkem.” Kli¢em k pokroku
v 1é€bé HCMV u SOT bylo definovani ptirozeného prubehu infekce. Tehdy se ukazalo,
ze infekce timto virem predchazi EOD a Ze predtim, neZ dojde k EOD, dochazi
k nartistu vysoké virové zatéze. Tato skutecnost poskytla prileZitost k 1écbé aktivni
infekce diive, nez zplsobila EOD. Lécba aktivni infekce pred poskozenim organii se
nazyva preemptivni terapie (PET). Série studii prokazala, Ze nejvysS$i virova zatéz
v moci u pacientd s transplantaci ledvin byla zjiS§téna u pozitivniho darce a negativniho
piijemce (D'R"). Tento piipad znamend, Ze darce je infikovan HCMV, avsak recipient

nema zadné protilatky proti tomuto viru (Griffiths et al., 2021).
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Obrazek 4: Prevalence protilatek proti lidskému cytomegaloviru a incidence infekce u
imunokompromitovanych jedincii (Pfevzato a upraveno z Griffiths et al., 2021).

Na obrazku 4 (Obrazek 4) vidime, jak muze prevalence IgG protilatek pred
transplantaci seskupit SOT do ¢ty podskupin. Po transplantaci pevnych organii se
primarni infekce vyskytuje v 80 % piipadli transplantace D'R". V podskupiné dérce
negativni a pfijemce pozitivni (D'R") pouze 40 % piijemch reaktivuje latentni HCMV
po transplantaci. To ukazuje, ze jiz existujici pfirozend imunita proti HCMV poskytuje
ochranu proti exogennim a endogennim zdrojim viru. Prevalence piedchozi infekce
HCMV je vysoka u jedinct s virem lidského imunodeficitu (HIV) ptiblizné 40 % a 80

% u jedinct, ktefi ¢ekaji na transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék.

Vibec nejvice komplikovanou skupinou pro studium je podskupina darce pozitivni
a prijemce pozitivni (D'R), to znamen4, ze darce i pfijemce jsou infikovani lidskym

cytomegalovirem. Podskupina D'R" je ohrozena bud’ reaktivaci, nebo reinfekci a ma

17



fenotyp s rizikem 55% virémie. Pokud ptfedpokladame, Ze riziko reaktivace skupiny
D'R" je stejné jako u podskupiny D'R, musi se mira reinfekce blizit 15 %. V ptipadg,
kdy dva pfijemci transplantace ledvin (R" a R°) dostali ledviny od stejnych
séropozitivnich darcti, sekvenovani prokézalo reinfekci tam, kde $t€p pochazel od darce

infikovaného HCMYV (Griffits, et al., 2021).

3.3 Lécha infekce

Jedinym licencovanym lékem dostateéné ucinnym k 1é¢bé aktivni infekce HCMV
je ganciklovir. Antivirotikum bylo licencovano roku 1989, ackoli peroralni lécivo
valganciklovir, které dodava stejnou Uc¢innou latku, bylo licencovéno v roce 2011. Je
ziejmé, ze v této oblasti by bylo potieba vice licencovanych 1éciv, ktera jsou bezpecna
azarovenn ucinnd proti HCMV. Jednim z dilezitych vysledkd klinickych studii
patogeneze HCMV je poskytnuti padnych dikazl, Ze stanoveni virové zatéze je

robustni nahradou pro méteni EOD, a tedy pozadavkem pro PET (Natori et al., 2018).

Lécba je zaloZzena na podavani intravendzniho gancikloviru a perordlniho
valgancikloviru, je dulezité¢ podavat spravné davky, protoze oba tyto 1éky by mély byt
upraveny dle funkce ledvin. Jak bylo feceno, nezaddoucimi ucinky IéCiv je
myelotoxicita, zejména leukocytopenie, neutropenie a trombocytopenie. Valganciklovir
byl prokézan jako non-inferiorni k intravendznimu gancikloviru u ne Zivot ohroZujiciho
CMYV onemocnéni. V téchto pfipadech se doporucuje rezim davkovani 900 mg dvakrat
denné. U zavazného a invazivniho onemocnéni je vhodnéj$i podavat intravendzni
ganciklovir v davce 5 mg/kg kazdych 12 hodin. Snizenim intenzity imunosuprese lze

zvysit ucinnost antivirové 1écby (Nosotti et al., 2018).

Byly provedeny tii studie antivirovych léciv, které byly podavany profylakticky,
z diivodu, zda mohou kontrolovat HCMV virémii. Prvnim lékem byl maribavir, ktery
snizuje schopnost viru rozkladat jadernou membranu potfebnou k tomu, aby nové
vzniklé viriony mohly uniknout z jadra infikované butiky. Primarnim cilovym bodem
studie bylo sniZeni EOD. Antivirotikum nedokdzalo snizit EOD, ponévadzZ byla zvolena
nejnizsi davka Iéku misto nejvyssi netoxické davky (Marty et al., 2019). Ve druhé studii
byl pouZit brincidofovir, ktery podobné jako ganciklovir inhibuje virem kodovanou
DNA polymerazu. Pfi této studii byla povolena preemptivni terapie jako primarni cilovy
bod, ale po ukonceni profylaxe zde byla navic zahrnuta eliminace 1é¢iva. Brincidofovir

zpocatku potlacoval pottebu PET, avSak tento rozdil se poté Casem snizoval. Diivodem
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byl ptebytek reakce Ste€pu proti hostiteli (GVHD) v Iékové vétvi studie (Marty et al.,
2017). V této casti studie byly pouzity steroidy, které vyvolaly HCMV virémii. Tretim
lékem letermovirem, se zabyvala posledni studie. Letermovir inhibuje komplex
terminazy, ktery prebird nové nasyntetizovanou HCMV DNA ve form¢é konkatemert.
Ty jsou pak rozstiithany na délky genomil a jsou zabudovany do vznikajicich viriont.
Tento 1€k vyznamné snizil preemptivni terapii, a proto byl licencovan k pouziti (Marty

etal., 2019; Marty et al., 2017).

4. TRANSPLANTACE PLIC

4.1 Historie

V roce 1963 se uskutecnila prvni transplantace plic od dérce s nebijicim srdcem.
Pacient byl pfivezen na urgentni piijem v Soku z masivniho infarktu myokardu. Veskera
snaha o resuscitaci selhala, a proto rodina umoznila darovani levé plice k transplantaci.
James D. Hardy vedl svijj transplantacni tym a transplantace levé plice byla uspésna.
Plicni §tép pracoval spravné po dobu osmndicti dni. Imunosuprese v této dobé byla
zaloZena na podavani azathioprinu a prednisonu a také zahrnovala ozafeni mediastina.
Avsak pacient po 18 dnech zemfel na akutni selhdni a infekci ledvin. Pfi pitvé
se zjistilo, Ze plice byly v dobrém stavu, spravné ventilovany a nevykazovaly Zadné

zndmky odmitnuti. Cévni anastomozy byly zfetelné (Nosotti, et al., 2018).

4.2 Soucasnost a budoucnost transplantaci

V poslednim desetileti zlstal pocet transplantaci pomérné stabilni, oproti

vvvvvv

vhodnych organti k transplantaci, a proto jsou nyni ¢astéji vyuzivani darci s rozsitenymi

kritérii, oproti standardnim kritériim.
Celkovy pocet darct plic lze zvysit témito zplisoby:
a) Zivé transplantace
b) Plice z darcovstvi po obehové smrti darci (DCD)

¢) Ex vivo hodnoceni a rekondice diive nevhodnych darcovskych plic
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cey

Prvni transplantace plic zijicich darci (LDLLT) byla uspésn¢ zavedena koncem
roku 1990 Vaughnem Starnesem na Stanfordské univerzité. Pfi této transplantaci byl
odebran horni lalok matky pro jeji 12letou dceru, kterd trpéla bronchopulmonalni
dysplazii. DalSim pacientem byla tfiletd divka s Eisenmengerovym syndromem.
Transplantoval se pravy jednolalok pomoci stiedniho laloku od otce a uzaviel se defekt
komorového septa. Bohuzel divka zemfela na primarni dysfunkci $tépu. Po této
netspeésné zkusenosti se pieslo na bilateralni LDLLT. AvSak maly objem dvou
transplantovanych lalokti byl cilen k provedeni tohoto postupu jen u déti. Diive byl
tento postup aplikovan pouze u pacientd s cystickou fibrézou. Nyni se tento postup
uznavd u pacientll s obstrukénim, infekénim, restriktivnim a hypertenznim plicnim
onemocnénim, a to jak u déti, tak dospélych. V soucasné dobé jsou vysledky LDLLT

stejné, ne-li lepsi nez konvenéni transplantace kadaverickych plic (Somers et al., 2015).

Jak jiz bylo diive zminéno, prvni plicni transplantace byla provedena roku 1963,
Jamesem Hardym. Darce zemiel po infarktu myokardu, a proto byly plice vystaveny
obdobi teplé ischémie pted lokdlnim ochlazenim. Praxe pouzivani organli od darct
umirajicich na kardiocirkulaéni zéstavu byla do zna¢né miry opusténa.
Po mezinarodnim workshopu v nizozemském Maastrichtu byly uznany jednotlivé
kategorie DCD na zdkladé tzv. Maastrichtské klasifikace vroce 1990. VétSina
hlaSenych transplantaci plic DCD v soucasné dobé pochazi ze skupin, které jsou
ziskavany od darct s tézkym poSkozenim mozku po vysazeni podpory Zivotnich funkci

(Ruttens et al., 2017).

Casné pokusy o perfuzi plic byly komplikovany tvorbou edému a néaslednym
zhorSenim plicnich funkci. Dulezitym milnikem byl vyvoj Steenova roztoku. Tento
pufrovany perfuzat s vysokou koncentraci albuminu, vytvaii idealni koloidni osmoticky
tlak asi 30 mm Hg. Roztok umoznuje udrZovat fyziologické perfuzni tlaky a pritok
v plicich bez vzniku tkanového edému ¢i dehydratace. V dnesni dobé se ex vivo plicni
perfuze (EVLP) stavd standardni technikou pro lepSi hodnoceni plic od darci
s rozSifenymi kritérii a od darct po kardiocirkulacni zastav€. Prospektivni klinické
studie se v soucasnosti vénuji vysledkiim u piijemcii plic EVLP. Pokud se vysledky
studii ukdzi jako pfiznivé, mize se metoda EVLP stat konzervativni metodou pro
standardni plicni transplantace, ponévadz se zkrati ischemicka perioda a proces
transplantace se stane 1épe planovanym (Venuta et al., 2017; Sanchez et al., 2012;

Warnecke et al., 2016).
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4.3 Darcovstvi a odbér plic

Transplantace plic pfi multiorgdnovém odbéru u pacientii s bijicim srdcem je
uskuteCnitelnd pouze v 15-20 % piipadi. Kontraindikaci je Casta plicni infekce, ktera
postihuje dlouhodobé intubované pacienty. DalSimi komplikacemi odbéru plic darce
jsou napftiklad poskozeni hrudniku u polytraumatizovanych pacienti nebo iatrogenni
poskozeni v pribcéhu intenzivni péce. Obecné vhodné plice k transplantaci jsou plice,
které jsou funkén€¢ zachovalé, odpovidaji velikosti hrudniku pfijemce a jsou
kompatibilni v syst¢ému ABO. Nejvhodnéj§im darcem plic je pacient, u kterého byla

prokazana smrt mozku a splituje tato specificka kritéria pro odbér plic:
e darce mladsi 60 let
e kompatibilita v ABO systému

e rentgen (RTQG) plic bez patologického nalezu

e size matching®“ — porovnani rentgenovych snimkua plic darce a ptijemce

(Lischke et al., 2011)

Obrazek 5: Hodnoceni horizontdlni a vertikdlni velikosti plic na RTG snimku (Zdroj:
Lischke et al., 2011).

Na obrazku 5 (Obrazek 5) lze vidét métfeni vertikalni a horizontalni velikosti
plic, kde vertikéalni velikost plic je méfena od vrcholu plice k vrcholu branice, zatimco
u horizontalni velikosti plic je velikost méfena v urovni vrcholli branice. DalSimi
potiebnymi a posuzovanymi parametry jsou napi. anamnéza plicnich onemocnéni,
vySka a hmotnost darce, vySetfeni sputa u dlouhodobé ventilovanych pacientd,

oxygenace, centralni Zilni tlak ¢i plicni kapilarni tlak (Lischke et al., 2011).
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Novy zplisob pro zachovani a ptehodnoceni plic darce je metoda ex vivo plicni
perfuze (EVLP). Pfi této metodé je organ ulozen do fyziologického roztoku
v podminkach ex vivo. Ve fyziologickém roztoku se organ mtze dale vySetfovat a také
1é¢it pred vlastni transplantaci. Tato metoda miize v klinické praxi piedstavovat vyrazné
snizeni mortality (Lischke et al., 2011). Fakultni nemocnice v Motole patii mezi Sest
nejvetSich transplantacnich center v Evropé a je jedinym centrem s mezinadrodnim
programem, které poskytuje taktéz transplantace pacientii pro Slovenskou republiku.

V roce 2022 1ékafti uskutecnili 54 transplantaci plic.

4.4 Predtransplantacni infekce a profylaxe

Pted transplantaci je nutné identifikovat kolonizaci dychacich cest pacienta
obvykle zaznamenany u pacientl s cystickou fibrézou, ponévadz jsou neustale
kontrolovany. Pacienti, ktefi maji jiné indikace k transplantaci, by méli byt pecliveé
vySetfeni na infekéni onemocnéni. V obdobi zatazeni pacienta do seznamu cekateli je
doporuceny Siroky panel laboratornich testii. Do tohoto panelu patii sérologické testy na
CMV, EBYV, viry hepatitidy (HBV) a (HCV), virus herpes simplex (HSV), virus lidské
imunodeficience (HIV), varicella-zoster virus (VZV) a na syfilis zplisobeny spirochétou
Treponema pallidum. Dal§im vySetfenim, které je doporucovano, je bronchoalveolarni
lavaz (BAL), kterd nam poskytne informace o bronchialni mikrobioté. Po vySetieni
BAL, lze zavést antibiotickou terapii, ktera mize byt nasazena pied i po transplantaci

(Nosotti et al., 2018).

4.4.1 Antibakterialni profylaxe

Aby se zabranilo infekcim po transplantaci plic, klade se dliraz na pravidla asepse.
Je nutné, aby doslo k peclivé ptipraveé pokozky s produkty obsahujicimi jodofory nebo
chlorhexidin glukonat ve vodném roztoku nebo roztoku na bézi alkoholu. Sterilni
zaveésy by nemély byt pfeskupovany poté, co jsou umistény. Sterilni rousky by mély byt
vyménény po né€kolika hodinach operace. U piijemcii s vysokou bakteridlni zatézi je
vhodné promyt pleurdlni dutinu a pradusnici roztokem jodofori nebo antibiotickym
roztokem pted transplantaci §t€pu. Pfiméfena doba podavani perioperacnich antibiotik
béhem operace neni pfesné urCena. Neexistuji presné pokyny, ani standardni lécba

tykajici se vybéru antibiotika pfi transplantaci plic, ale doporucuje se pravidelna
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profylaxe vS§em piijemctim. Pacientlim, kterym je implantovan §tép bez dokumentované
bakterialni kolonizace, je prvnim lékem volby ceftazimid. Podavani tohoto antibiotika
by mélo zacit tésn¢ pred transplantaci. Za souc¢asného sledovani funkce ledvin bychom
méli podavat ceftazimid po dobu 48-72 hodin. Pfi alergii na betalaktamova antibiotika
lze vyuzit jako alternativu levofloxacin. K pokryti grampozitivnich bakterii se podava

ceftazimid ve spojeni s vankomycinem (Nash et al., 2010; Smibert et al., 2016).

4.4.2 Antifungalni profylaxe

Ptijemci plicnich §t€pt maji vyssi riziko plisnovych infekei nez ptijemci jinych
pevnych organll. Aspergillus je nejcastéji se vyskytujicim patogenem pfi transplantaci
plic, zatimco Candida je patogen, ktery se vyskytuje u jinych transplantaci pevnych
organtl. Je dulezité vénovat pozornost i jinym houbam, které jsou schopny také vyvolat
zavazné infekce jako jsou mucormycety, Cryptococcus, Fusarium nebo Scedosporium.
Aspergildza je jednou z nejobavanéjSich infekénich komplikaci po transplantaci plic.
Infekce se vétSinou rozvine do jednoho roku, avSak miize postihnout pacienty az po
trech letech od transplantace. Toto onemocnéni se muze vyvinout az k ulcerdzni
profylaxe je dobfe popsdna u transplantace jater, avSak stale chybi optimalni strategie
této profylaxe u transplantace plic. Nasledkem toho jsou v transplantac¢nich centrech
ruzné profylaktické strategie pro snizeni plistovych infekci. V roce 2016 bylo
publikovano asi sedm studii, které dospély k zavéru, Ze univerzalni antifungélni
profylaxe ve srovndni s cilenou nebo Zadnou profylaxi snizuje vyskyt plisnovych
infekci u pacientli po transplantaci plic. Nejracionalnéjsi strategii profylaxe je podavani
vorikonazolu a posakonazolu, nicmén¢ je dulezité, aby byla sledovana hepatotoxicita
alékova interakce. Profylaktickda doba je samoziejm& mezi transplantacnimi centry
heterogenni a pohybuje se mezi 6 a 12 mésici. Ve Fakultni nemocnici v Motole je tato

doba 9 mésicu. (Pilarczyk et al., 2016; Nosotti et al., 2018).

5. VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
(HPLC)

Chromatografie patfi do skupiny analytickych separa¢nich metod. Tyto metody
umoziuji separaci, identifikaci a Cisténi slozek smési pro kvalitativni a kvantitativni

analyzu. V soucasné¢ dobé se tyto techniky fadi mezi nejpouZivanéjsi a naptiklad
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v oborech laboratorni diagnostiky jsou zcela nenahraditelné pro analyzu latek v oblasti
1€kd, toxikologie a dédicnych metabolickych poruch (Coskun, 2016; Novéakova et al.,
2013).

5.1 Princip metody

Vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC — High performance liquid
chromatography) muzeme charakterizovat jako separacni metodu, kterd je zaloZena na
rovnovazné distribuci analyti mezi vzdjemné nemisitelnymi fdzemi. Staciondrni faze
(SF) je nepohyblivda faze, kterd je nejCastéji zakotvend na nosi¢i uvnitf
chromatografické kolony. V b&zném typu kapalinové chromatografie je SF ve formé
kolony naplnéné velmi malymi poréznimi Césticemi s velikosti 1,7-10,0 um nebo
porézniho monolitického materialu. Mobilni fazi (MF) je kapalina (nejcastéji smés
rozpoustédel), ktera se pohybuje ptes kolonu ¢erpadlem za vysokého tlaku. Pi HPLC je
vzorek vkapalné formé vstiikovan do mobilni fiaze jako maly objem na hlavu
chromatografické kolony. Pfi prichodu vzorku pies analytickou kolonu dochazi
k separaci jednotlivych slozek vzorku, které jsou poté spolu s MF undseny do detektoru

(Moldoveanu et al., 2022).

5.2 Popis systéemu HPLC
Zakladni kapalinovy chromatograf se sklada z nékolika ¢asti:
e zasobnik s mobilni fazi a degaser (odplynovac)
e vysokotlaké Cerpadlo
e autosampler
e termostatovana chromatografickd kolona
e jeden nebo vice detektoril
e fidici jednotka a jednotka pro zpracovani dat

V modernich HPLC pfistrojich je cely systém fizen pocitacovym systémem. Je
dilezité, Ze mohou byt voliteln¢ zahrnuty i1 dalSi soucasti aparatury, jako je chladici
systém pro autosampler, sbéra¢ frakci a pfepindni kolony pro zpétny tok (Moldoveanu

etal., 2017).
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Obrazek 6: Jednoduché schéma konfigurace pro systém HPLC (Prevzato a upraveno
z: Moldoveanu et al., 2017).

Mobilni faze v kapalinové v HPLC se miZe skladat az ze 4 roztoki, které jsou
v degaseru odplynény, ndsledné¢ smichany a cerpany vysokotlakym cerpadlem. Béhem
tohoto procesu je vyuzivano izokratické eluce, které je docileno konstantnim slozenim
MF v pribéhu meéfeni. Dal$i moznosti je pouziti gradientové eluce, jejimz cilem je
zvySeni elucni sily, které je dosaZzeno zménou MF béhem separace. Izokratickd eluce
dovoluje vyuziti Sir§iho spektra detektorli a zajiStuje stabilni linii chromatogramu.
Gradientova eluce umoziuje ziskat uzs§i a ostfejSi piky v chromatogramu, a tim je

zajiSténa vyssi citlivost méteni (Cibicek et al., 2014).

V nésttikovém zatizeni neboli autosampleru, kterym dale mobilni faze prochazi,
dochazi pomoci smycky o urcitém objemu (obvykle 10 az 100 pl) a vicecestného

ventilu k vnaseni vzorku do toku mobilni faze (Cibicek et al., 2014).

Samotny separacni proces nasledné¢ probihd na termostatované chromatografické
kolong, ktera byva opatiena ptedkolonou ¢i filtrem. Dle typu separovanych sloucenin se
vybira usporadani HPLC metody, které¢ byva bud’ na reverznich fazich (RP — reversed-
phase) nebo na normdlnich fazich (NP — normal-phase). Kapalinova chromatografie na
normalnich fazich ma polaritu mobilni fdze mensi neZ polaritu faze stacionarni, kterou
byva oxid kifemicity, pficemz MF je tvofena nepolarnim rozpousStédlem (nejcastéji
hexan ¢i heptan). Tento typ uspotfadani se pouziva jen ziidka, ponévadz separuje polarni
latky, které predstavuji v biomedicinskych oborech jen tzkou ¢ast analyti. Nejvice

vyuZzivana je kapalinova chromatografie na reverznich fazich (RP-LC — Reversed-phase
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liquid chromatography) z divodu separace méné poldrnich a nepolarnich latek, mezi
které pravé patfi vétSina bioanalytii vcéetné¢ 1éCiv a drog. Usporddani RP-LC se
vyznacuje vysokou variabilitou. Stacionarni faze je navdzana na povrchu nosice, kterym
byvéa nejCastéji silikagel nebo jiny pevny materidl. SF je tvofena nepolarnimi
alifatickymi skupinami napft. oktadecylovym uhlikovym fetézcem (-C18) a je umisténa
v chromatografické kolon¢ ve formé& sorbentu. Mimo jiné mohou byt jako SF pouzity
porézni polymerni materialy a také monolitické materidly. U monolitickych kolon se
setkdvame se SF v podobé monobloku o definované velikosti pért. Velky vliv na
separaci ma také velikost ¢astic. Ta ovliviiuje zejména vitivou difuzi, kterd se objevuje,
kdyz malé proudy kapaliny protékaji raznymi kanalky v kolon¢. Tento jev je bézny
u poréznich ¢astic. Tii hlavni typy castic jsou: porézni castice, povrchoveé porézni
Castice (core-shell) a Castice pelikularni. NejbéznéjSim a nejcastejSim typem stacionarni
faze v HPLC jsou porézni castice. Mobilni faze predstavuji smési vody nebo pufru
s obsahem polarnich organickych rozpoustédel, jako je metanol ¢i acetonitril.
V pribéhu RP-LC se jako prvni eluuji vysoce polarni latky. S klesajici polaritou latek se
zacinaji uplatiiovat interakce se SF, coz je obvykle spojeno s pfibyvajici retenci téchto
latek v kolong. Chromatograficka kolona musi byt odolna viuci vysokym tlakiim (fadoveé
i desitky MPa) a chemickému plsobeni mobilni faze. Nésledn¢ separované analyty
s MF mifi do detektoru (Gilar et al., 2021; Moldoveanu and David, 2022; Cibicek et al.,
2014).

5.2.1 Detektory v HPLC

U vysokoucinné kapalinové chromatografie jsou nejvice vyuzivany detektory
absorp¢ni fotometrické (méfici proslé svétlo — UV/VIS), dale pak fluorescen¢ni
detektory (meéfici sekundarni zéafeni po absorpci primarniho elektromagnetického
zateni), elektrochemické (métici vznikly proud pii prichodu oxidované ¢i redukované
formy latky) nebo refraktometrické detektory. Mimo uvedené detektory se velmi Casto
pouziva spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Novakova et al.,

2013; Cibicek et al., 2014).
e Absorp¢ni fotometrické detektory (UV/VIS)

Tento typ detektoru je v souasnosti nejbéznéjsim HPLC detektorem, ponévadz
mnoho analytli absorbuje zateni v UV nebo viditelné oblasti od 190 do 800 nm.

Koncentrace vzorku (kvantita) je dana Lambert — Beerovym zdkonem podle rovnice,
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kdy métenou veli¢inou pfi prichodu svételného paprsku vzorkem je absorbance.
Absorbance je bezrozmérna veli¢ina a je pfimo imérnd koncentraci absorbujici latky

(Novakova et al., 2013; Cibicek et al., 2014; Swartz, 2010).
Podle konstrukéniho uspotadani se UV/VIS detektory rozdéluji na tii typy:

Detektory s fixni vinovou délkou — jsou to levné a jednoduché detektory, které se

v soucasnosti pouzivaji jen omezené. Zdrojem zafeni je rtutova vybojka a nejcastéji

pouzivana vinova délka je 254 nm.

Detektory s ménitelnou (nastavitelnou) vlnovou délkou — vlnovou délku lze meénit

v prib&hu analyzy, nejéastéji od 190 do 700 nm. Nastavitelnd vinova délka je vyhodou

pfi separaci vice latek.

Detektory s diodovym polem (PDA — Photodiode Array, DAD — Diode Array

detector) — umoziiuji béhem analyzy zaznamenévat celé spektrum v redlném Ccase
a méefit pii riznych vinovych délkach. Tyto detektory ve spojeni s pocitacem umoziuji
porovnavat snimand spektra se spektry v knihovné softwaru pocitace (Novakova et al.,

2013).

holograficka miizka

mérna cela detektoru

l O RN
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tocka
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fotodiody

Obrazek 7: Schéma detektoru s diodovym polem (Pievzato a upraveno z: Novakova et
al., 2013).
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e Elektrochemické detektory (ECD)

Elektrochemické detektory jsou jedny znejcitlivéjSich a nejselektivnéjSich
dostupnych HPLC detektorti pro analyty, které Ize oxidovat ¢i redukovat. ECD pro
HPLC se obvykle skladdaji ze tfech samostatnych elektrod, a to pracovni, pomocné
areferencni (srovnavaci). Na elektrodu pracovni je vlozen konstantni potencial.
Pracovni elektroda muze byt vyrobena ze skelného uhliku, vlaken uhliku, grafitové
pasty, diamantu, zlata, stfibra nebo platiny. ECD pracuji bud’ na amperometrickém
principu (mé&fi se proud pii konstantnim elektrodovém potencidlu) nebo coulometrickém
principu, kdy dochazi k tuplné elektrolyze (Novakova et al., 2013; Cvacka, 2010;
Swartz, 2010)

e Fluorimetrické detektory (FLD)

Principem fluorimetrickych detektor je méfeni sekundarniho (emisniho) zateni,
které latka (analyt) vyzéaii po predchozi absorpci primarniho (excita¢niho)
elektromagnetického zateni. Molekuly latek diky absorbovanému elektromagnetickému
zafeni prechdzi do vys$Sich vibrac¢nich hladin. Tyto detektory se vyznacuji vysokou
citlivosti (detekce az femtomoldrnich koncentraci analytu). Zdrojem excitacniho zafeni
muze byt rtutova ¢i xenonova vybojka (Novakova et al., 2013; Swartz, 2010, Cvacka,

2010).
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Obrazek 8: Schéma principu fluorimetrického detektoru (Pievzato a upraveno g
Cvacka, 2010).
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6. KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE S TANDEMOVOU
HMOTNOSTNI SPEKTROMETRII

6.1 Popis metody

Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS)
je vsoucasnosti pfijimana jako preferovand metoda pro kvantitativni i kvalitativni
méfeni malych endogennich metabolitl v biologickych materidlech, pfedevsim v moci,
plazmé, séru, plné krvi nebo tkanovych extraktech. Kapalinovd chromatografie
s hmotnostni spektrometrii patii mezi Spickové instrumentdlni techniky. Silné stranky
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) jsou pfedev§im vysoka
analyticka specificita, rychlost analyzy a zejména se jedné o extrémné citlivou metodu,
ktera je zalozena na vzijemném plsobeni nabitych castic s magnetickym nebo

elektrickym polem ve vakuu (Cibicek et al., 2014; Friedecky et al., 2012).

Vyznamnym zlepSenim LC-MS bylo zvySeni separani schopnosti dosaZené
tandemovou hmotnosti spektrometrii (MS/MS). Dva hmotnostni analyzéatory v sérii
ohromn¢ zvysily vykon MS, pfedev§im pro objasnéni molekuldrni struktury, pfesnou
kvantifikaci a selektivni a specifickou analyzu molekul, ¢imz se stala pouzivanéjsi pro
biomedicinské aplikace. Zakladni princip LC-MS/MS je zaloZen na pfevedeni molekul
analytu na pozitivné nebo negativné nabité ionty, s jejich naslednou analyzou. lonty
jsou vytvareny béhem procesu ionizace na zakladé poméru jejich hmotnosti a naboje
(m/z) a nasledné jsou kvantitativné a kvalitativné vyhodnoceny detektorem. Grafem
LC-MS/MS je hmotnostni spektrum, které znazoriiuje zavislost Cetnosti iontl na

zaklade jejich m/z (Keevil, 2013; Kelvin et al., 2013; Cibicek et al., 2014).

6.2 Iontové zdroje

Ke vzniku iontl v plynné fazi dochazi v iontovém zdroji, ktery je nezbytnou
soucasti hmotnostniho spektrometru. Analyty, které vstupuji do iontového zdroje spolu
s MF a matrici, jsou rozs§tépeny na kladné€ nebo zéporné nabité ionty. Tyto ionty mohou
byt molekularni, aduktované nebo se muize jednat o fragmenty ionizované molekuly.
V dnesni dobé existuje mnoho iontovych zdroji a mnozstvi dodané energie v prubc¢hu
ionizace nam rozdéluje iontové zdroje na dv€ hlavni skupiny, a to ioniza¢ni techniky

mekké a tvrdé (Friedecky and Lemr, 2012).
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e Elektronova ionizace (EI)

Pti elektronové ionizaci, ktera se fadi mezi tvrdé ionizacni techniky, dochazi
k pfedavani energie leticich elektronli molekuldm analytd. Nejcasteji ziskdme kladny
radikal molekuly s vlastnim bohatym fragmentaénim spektrem. Casto se u elektronové
ionizace vyuziva knihovny spekter, které tvoii soucast vyhodnoceni a interpretace.
Knihovny spekter jsou univerzdlni pro instrumentalni techniky raznych firem

(Friedecky et al., 2012).

Na rozdil od tvrdych ioniza¢nich technik ndm meékké ioniza¢ni techniky
vétsinou poskytuji molekularni ionty, eventualné adukty se slozkami MF. Mezi tyto
techniky miZeme zatadit napf. ionizaci elektrosprejem (ESI), chemickou ionizaci za
atmosférického tlaku (APCI), fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI). U analytt
lze provést také matrici asistovanou laserovou desorpci (MALDI) a mnoho dalSich

(Maciel et al., 2022; Friedecky, et al., 2012).
e Elektrosprejova ionizace (ESI)

Ionizace elektrosprejem je jednou z typickych a nejéastéji vyuzivanych mekkych
ionizaCnich technik. Zprvu je rozpustény analyt cerpan pies vodivou kapilaru
rozprasovace. Rychlost prutokl se zde pohybuje od né¢kolika nl/min do rozmezi ml/min.
Elektrické pole je vytvoreno aplikaci rozdilu napéti mezi kapilarou rozpraSovace
a hmotnostnim spektrometrem (MS). V kapilafe rozprasovace dochazi k dilezitému
procesu, kdy silné elektrické pole vede k oddéleni naboje elektroforetickou migraci
v kapaling. V pozitivnim iontovém modu jsou kationty urychlovany smérem ke vstupu
MS, zatimco anionty jsou pfitahovany k vnitini sténé kapilary a mohou byt oxidovany.
V negativnim iontovém moddu je tato skutenost obracena. Jakmile kapalny vzorek
opusti kapildru rozprasovace, je protipusobici ucinek povrchového napéti rozpoustédla
na jedné stran¢ a pfitazliva sila elektrického pole pro ionty v roztoku na druhé strané
odpovédny za vytvofeni kuZele. Koaxialn¢ proudici zmlzujici plyn podporuje tvorbu
tohoto aerosolu. Cely proces je velmi casto podporovan nebulizérem, plynovym
plastém, inertnim plynem, jako je dusik, ktery obklopuje oblak ESI a tim snizuje vliv
povrchového napéti. Odpatfovani rozpousStédla suchym plynem, méa za nésledek
smrStovani kapicek. Povrchovy naboj se postupné zvysSuje, dokud coulombovské
odpudivé sily mezi stejn¢ nabitymi ionty nepfesahnou kohezni mezimolekularni sily,

kde se povrchové napéti rovna coulombovskému odpuzovani a dojde ke Stépeni
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kapicek. Proces odpafovani a Stépeni se poté nékolikrat opakuje, dokud jednotlivé

kapicky nemaji polomér n€kolika nanometrii (Kiontke et al., 2018).
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Obrazek 9: Elektrosprejova ionizace (Pievzato a upraveno 7 Friedecky et al., 2012)
e Chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

Druhou nejdilezit€jsi ionizaéni metodou, pokud jde o vazbu LC-MS je tzv.
chemickd ionizace za atmosférického tlaku. Tato technika ionizace probih4 v plynné
fazi, ptfi které jsou analyty ionizovdny podobné jako u chemické ionizace, s tim
rozdilem, Ze ionizace probihd za atmosférického nikoli za snizeného tlaku. Pfi zacatcich
APCI byl v ionizaénim zdroji pouzit radioizotop niklu (*Ni), ale brzy byl tento izotop
nahrazen koréonovym vybojem, ponévadZ poskytuje srovnatelna spektra se zlepSenym
dynamickym rozsahem, snadné&j$i pouziti, vyrobu, udrzbu a likvidaci. N&které studie
popisuji 1 pouziti doutnavého vyboje. APCI se pouziva predevSim pro malé molekuly,
které nejsou dostatecné polarni pro elektrosprejovou ionizaci. Na rozdil od kapilary
rozprasovace v ESI je zde pouzit pneumaticky nebulizér a pomocny plyn. Rozpoustédlo
spolecné s analytem se odpafuji v ohfivaci v blizkosti jehly koronového vyboje. Na
jehlu je pfiveden vysoky potencidl okolo 3-5 kV. Vyboj ptsobi jako zdroj elektrond,
zatimco na elektrod¢ je vytvareno silné elektrické pole, ionizace a vysledna zéte.
Nadbytecna energie se uvoliiuje narazy s dusikem, coz z APCI déla mékkou ionizaéni

techniku (Kiontke et al., 2018; Foltz et al., 2017).
e Desorpéni ionizace laserem za pomoci matrice (MALDI)

Ionizacni technika MALDI - (Matrix Assisted Laser Desorption lonization) se

mnohdy vyuziva k analyze proteinil a ostatnich makromolekul. Pted ionizaci je vzorek
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smichan s organickou kyselinou, ktera snadno absorbuje energii laseru a nasledné se
vysuSi. Samotnd ionizace se vyznaCuje kratkym intenzivnim pulzem laseru, ktery
desorbuje a také zahfeje matrici spoleCné s analyty. Matrice, kterd je ionizovana

nasledn¢ preda naboj analytu (Friedecky et al., 2012).

6.3 Hmotnostni analyzatory a detektory

K rozlisSeni iontd na zékladé¢ jejich poméru hmotnosti k naboji dochazi
v hmotnostnim analyzatoru. lIonty nejcastéji dopadaji na detektor a vytvareji signal,
ktery je zaznamenan. Vystupem je hmotnostni spektrum relativniho mnozstvi iontl
proti jejich m/z. Existuje Sirokd Skala rtiznych provedeni analyzatori. Ne&kolik
analyzatort je schopno spole¢né s rozliSovanim iontli dle m/z také zachytit a ukladat
jednotlivé ionty. Mezi nejbéznéjsi a nejvice pouzivané typy analyzatorti v komeréni
vyrob¢ patii predev§im kvadrupolové, iontové pasti, pruletové analyzatory (TOF)
a Fourierovy transformac¢ni analyzatory (iontovy cyklotron a Orbitrap), spole¢né
s kombinacemi nebo hybridy téchto analyzitori. Neexistuje jediny hmotnostni
analyzator, ktery by byl vhodny pro vSechny aplikace, velka vétSina laboratoti pouziva

rizné MS, které vyuzivaji rizné analyzatory (Haag, 2016).
e Kvadrupol

Kvadrupolovy hmotnostni analyzator je jednim znejpouzivanégjSich typtu
analyzatort. Jeho vyuziti je pfedevsim u stolnich MS, a to diky jejich cen€, odolnosti
a spolehlivosti. Kvadrupdl je sloZzen ze ctyt valcovych ty€i, které jsou vzijemné
rovnobézné. Tyce, které jsou naproti sob¢, jsou elektricky spojeny a je zde aplikovan
vysokofrekven¢ni potencial. Kombinace vysokofrekvencniho potencidlu spolecné se
stejnosmérnym proudem zpiisobi, zZe ionty pii pruchodu kvadrupodlem osciluji. Ionty se
stabilni trajektorii oscilaci projdou, zatimco ty, které jsou nestabilni, se srazi s tyCemi.
Pomoci zmény stejnosmérného proudu a vysokofrekven¢niho potencialu mohou byt

ionty riznych m/z skenovany (Haag, 2016).
e Trojity kvadrupol

Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii a ¢asto vyuziva
jako analyzator trojity kvadrupdl, jde tedy o tandemové uspotradani kvadrupéli. Tento
analyzator je diky své vysoké citlivosti, robustnosti specificité¢ i cenové dostupnosti

velmi populdrni. Principem jsou dva kvadrupdly, které pracuji jako hmotnosti
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analyzatory. Mezi nimi se nachazi tzv. kolizni cela (Q2), kde pomoci vysokého tlaku
aurychleni iontd elektrickym polem dojde ke srazce iontl, leticich z prvniho
kvadrupdlu, s atomy ¢i molekulami kolizniho plynu. Jakmile dojde ke srézce iontd,
jejich vnitini energie rapidné vzrista, a tim dochazi k fragmentaci jednotlivych iont na
specifické produktové ionty, které se dostavaji do druhého kvadrupolu. Cely tento déj se
nazyva kolizn¢ indukovand disociace (CID). Trojity kvadrupdél mize fungovat

v nasledujicich rezimech: (Friedecky et al., 2012)

Sken produktovych ionti

V prvnim kvadrupdlu (Q1) je propustén iont s definovanou m/z, ktery je
nasledné v kolizni cele fragmentovan. Tteti kvadrupol (Q3) pracuje na principu skenu
definovaného rozsahu m/z. Fragmenty jsou nésledné¢ detekovany v detektoru. V tomto
rezimu dosahneme veskeré informace o fragmentaci iontu. Sken produktovych iontl se

obecné pouziva pro identifikaci latek.

Sken prekurzorovvch iontu

Tento rezim je opacny ve srovndni se skenem produktovych iontl. QI zde
skenuje ionty dle jejich m/z, a proto pousti do cely postupné ionty se zvySujici se
hodnotou m/z, kde jsou fragmentovany. Tteti kvadrupdl je nastaven tak, aby po celou
dobu propoustél pouze specificky fragment, ktery je poté detekovan. Sken

prekurzorovych iontl se vyuziva pro analyzu molekul se stejnou funkéni skupinou.

Sken neutralni ztraty

Pfi tomto rezimu Q1 a Q3 skenuji ionty s konstantni diferenci m/z, ktera
reprezentuje neutralni fragment vznikly v kolizni cele. ReZim slouzi ke sledovani

molekul se stejnou strukturni ¢asti. Vyuziti ma také v oblasti derivatizace.

Sledovani rozpadu iontu

Vybér iontu prekurzoru je uskutecnén prvnim kvadrupdlem. Tento iont je
v kolizni cele za podminek optimalni kolizni energie pro nejintenzivngj$i produkt
fragmentovan. Produkt je zvolen pomoci Q3. Mezi vyhody tohoto rezimu patii vysoka
citlivost, selektivita a také rychlost méfeni hmotnostniho pfechodu. Mdd je také znam
jako ,,Selected Reaction Monitoring* (SRM) a je vyuzivan pro kvantifikaci (Friedecky
etal., 2012).
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e Jontova past

Dalsim typem hmotnostniho analyzatoru je iontova past. Tento typ analyzatoru
je modifikaci kvadrupdlu. Do 21. stoleti byla nejbéznéjsi 3D iontova past. AvSak
v posledni dobé se 2D linedrni iontova past stala vice vyuzivanou kvilli jejim cetnym
vyhodam. Iontové 3D pasti se skladaji ze dvou hyperbolickych elektrodovych desek,
které¢ jsou umistény naproti sobé. Mezi témito deskami jsou hyperbolické prstencové
elektrody. Podobné jako u kvadrupolu jsou ionty zachyceny mezi elektrodami. Ionty
riznych m/z jsou vyhazovany z pasti zménou vysokofrekvenéniho potencialu. Tyto
ionty jsou poté detekovany na detektoru. Linearni 2D pasti jsou ekvivalentni
kvadrupolim, avsSak na kazdy konec kvadrupdlu je aplikovan potencial, aby doslo
k zachyceni iontd v samotném kvadrupdélu. Hmotnostni spektrometry vyuzivajici

iontové pasti jsou znamé pro svou zlepSenou citlivost (Link et al., 1999).
e Priletové analyzatory (TOF — Time of flight)

Nejjednodussi forma TOF analyzatoru se sklada z letové trubice a urychlovaci
miizky, jejimz principem je urychlovani iontli ze zdroje ionizace do MS detektoru.
Urychlené ionty prochézeji oblasti bez pole letové trubice, kde jsou odd€leny na zaklad¢
jejich m/z. Cim vétsi je hmotnost iontt, tim pomalejsi je drift letovou trubici. Jakmile
iont narazi na detektor, hmotnostni spektrometr ur¢i dobu, za kterou iont proletél
trubici. Doba driftu letovou trubici je umérna m/z iontu. Analyzatory doby letu mohou
diky své vysoké ucinnosti pienosu iontli. Tento typ analyzatort je hojné vyuzivany pro
pozorovani jednotlivé nabitych biomolekul s vysokou hmotnosti, jako jsou proteiny

(Thiede et al., 2005).
e Orbitrap

Hmotnostni analyzator orbitrap se skladd ze tfech hlavnich ¢asti. Prvni ¢asti je
vnitini vietenova elektroda pokryta dvéma dutymi vnéj§imi konkévnimi elektrodami
proti sob¢. Dalsi ¢asti jsou dveé vnéjsi elektrody, které jsou odd€leny tenkym krouzkem
z dielektrického materidlu. Mezi vnitini a vnéjsi elektrodou je aplikovan napétovy
potencidl, ktery mezi nimi vytvaii elektrické pole. V analyzatoru vstupuji ionty otvorem
jednou z vnéjsich elektrod. Vstup iontil je tangencialni k vnitini elektrod€. Pfi ur€itém
potencialu se budou ionty mezi vnitini a vnéjsi elektrodou nepfetrzité¢ tocit kolem

elektrody vnitini. Ionty budou oscilovat tam a zpét podé€l osy vnitini elektrody. Tento
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signal je nasledné digitalizovan a transformovan z casové oblasti do frekvencni oblasti.

Frekvence ve sméru osy jsou imérné m/z iontl (Zubarev et al., 2013).
e Detektory v hmotnostni spektrometrii

Ionty, které byly vybrany hmotnostnim analyzatorem, jsou detektorem
zaznamenany a signal je poté pfeveden do digitdlniho formatu. Detektory lze rozdélit do
dvou skupin. Prvni skupinou jsou detektory, které detekuji vSechny ionty bez ohledu na
velikost m/z. Principem této skupiny detektort je pfimé méfeni elektrického proudu,
ktery vznikl pfi srazce. Tento elektricky proud je poté zesilovan nasobicem. Nejcasteji
se pouziva elektronovy nasobic, kde jsou elektrony amplifikovany pomoci sady dynod.
Druh4 skupina detektort je schopna zaznamendavat ionty ve vztahu k velikosti m/z. Do
této skupiny patfi napt. iontové cyklotronova rezonance. lonty jsou detekovany jako
proudovy obraz vSech pfitomnych ionti s rdznymi velikostmi m/z, pomoci indukce

proudu v diisledku pohybu iontli v hmotnostnim analyzatoru (Friedecky et al., 2012).

6.4 Aplikace LC-MS/MS v klinickych laboratorvich

Hmotnostni spektrometrie se dfive cCasto pouzivala vtandemu s plynovou
chromatografii, avSak jeji pouziti bylo omezeno na detekci malych tékavych molekul,
jako jsou mastné kyseliny, organické kyseliny, aminokyseliny, monosacharidy,
prostaglandiny, zlu€ové kyseliny a steroidy. Spojeni LC-MS/MS umoZiiuje analyzovat
molekuly s vy$s$i molekulovou hmotnosti nebo extrémné polarni molekuly. Obecné je
LC-MS/MS vysoce atraktivni jako metoda pro hodnoceni cilovych analyti tam, kde
nelze vytvofit specifické testovaci protilatky pro pouziti v imunoanalyze (IA), kde
n¢kolik pfibuznych slou¢enin mé& byt kvantifikovdno soucasné a v pfipadech

kvantifikovani matetské slouceniny spolu s jejimi aktivnimi metabolity.

LC-MS/MS lze aplikovat u terapeutického monitorovani 1€kt (TDM) v krvi
pacientli, monitorovani antivirotik, drogového screeningu, endokrinologickych vyuZiti
pii stanoveni steroidii, stanoveni glukokortikoidi, mineralokortikoidli, pohlavnich

hormont a dalSich (Kelvin and Bonnie, 2013).
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7. METODY STANOVENI GANCIKLOVIRU

Autoii Arlemalm et al., 2022 ve své préaci stanovovali acyklovir v séru a jeho hlavni
metabolity 9 - karboxymethoxymethylguanin, ganciklovir a penciklovir pomoci LC-
MS/MS. Samostatné sérum bylo uchovavano pti -20 °C. Pti pfipravé vzorka se pouzilo
150 pl roztoku deuterovaného vnitiniho standardu, ktery se ptidal k 50 ul vzorku séra.
Déle nasledovalo promichani a centrifugace pii 15 000 g po dobu 5 minut pii 10 °C.
Nasledn¢ bylo 100 pl supernatantu preneseno na 96jamkovou desticku a ziedéno 100 pl
1% kyseliny mraven¢i. Analyza byla provedena na systému Acquity. Systém se skladal
ze zésobnikli s mobilni fazi, automatického vzorkovace a MS s elektrosprejovym
rozhranim pracujicim v rezimu kladnych iontd. Chromatografickd separace byla
provadéna za pouZiti bifenylové kolony pii 40 °C s predkolonou. Analyty a interni
standardy byly detekovany pomoci MRM (Multiple reaction monitoring). Ve studii
bylo testovano nekolik bifenylovych a fenylovych SF v kombinaci s methanolem nebo
acetonitrilem. Experiment ukazal, ze bifenylovda SF poskytla zmény v selektivité
vzhledem k oktadecylu (C18) s metanolovou fazi, avSak s fazi na bazi acetonitrilu se
bifenyl choval podobnéji jako C18. Studie popisuje LC-MS/MS jako vyvinutou
a ovéfenou metodu pro rychlou kvantifikaci acykloviru, gancikloviru a ostatnich
metaboliti. Vyhodou je mald spotfeba séra a precipitace proteini s 1% kyselinou
mravenci v methanolu vede k vysokému extrakénimu vytézku, minimalizaci variaci
testu a matricovym efektim. Pomoci kolony s bifenylovou SF bylo dosazeno optimalni
chromatografické separace, selektivity a tvaru pikd. Zavérem se LC-MS/MS metoda
ukazala jako citlivd, specifickd a pfesnd pro stanoveni gancikloviru, acykloviru,

pencikloviru a 9 — karboxymethoxymethylguaninu.

Mirtson et al., 2018 popisuji metodu LC-MS/MS pro stanoveni gancikloviru
a acykloviru s pouZitim deuterovaného interniho standardu. K pfipravé vzorku byla
pouzita precipitace proteinti, ponévadz autofi ji popisuji jako U¢inngj§i ve srovnani
s extrakci na pevné fazi (SPE). Hmotnostni spektrometr pracoval vrezimu SRM
aionizace elektrosprejem byla v pozitivnim reZimu. Plna krev od pacientl byla
centrifugovéna po dobu 5 minut pfi 3000 g. Nasledn€ bylo odebrano 0,5 ml séra, které
bylo skladovano pti -20 °C. K 10 ul séra bylo ptfidano 500 pl precipitaéniho roztoku
obsahujiciho izotopové znacené interni standardy. Ob¢ antivirotika predikovala nizkou

hladinu koncentrace v séru 16 mg/l a maximalni koncentraci 18 mg/l. Horni hranice
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byla vysokd, ponévadz byly méteny koncentrace, které mohou byt vyssi nez 10 mg/l.
Pro farmakokinetické modelovani ke stanoveni spravné davky pro konkrétniho pacienta
se stanovuji navic 1 minimalni koncentrace. Kalibra¢ni kfivka byla linedrni v rozmezi
0,1 az 20 mg/l. Reten¢ni cas pro GCV byl 1,1 min a pro acyklovir 1,35 min. Tato
metoda diky velmi kratké ptipravé vzorku a kratké analyze je vhodna v bézné klinické

praxi.

Autofi Pigliasco et al., 2021 ve své publikaci uvadi metodu kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii pro stanoveni acykloviru a
gancikloviru. Autofi pouzili dv€ rizné ptipravy vzorki. Prvnim typem pfipravy vzorkt
byla precipitace proteinti a druhou byla extrakce ze suché kapky plazmy (DPS — dried
plasma spot). Vyhodou DPS metody oproti metod¢ suché kapky krve (DBS — dried
blood spot) je ptekonani zkresleni hematokritu a vysledky pochazejici z této metody
odbéru vzorkl lze pouzit do klinické praxe. Vysledky extrakénich testi pro ganciklovir
byly 98 % a pro acyklovir 90 % s CV <15 %. Kolona Acquity UPLC BEH CI18
umoznovala dobrou separacni u¢innost a dobry tvar piku. Retenéni ¢as pro ganciklovir
byl 1,05 min a pro acyklovir 1,28 min. Béhem analyzy nebyly detekovany zadné
interferujici piky. Spodni limit kvantifikace (LLOQ — lower limit of quantification) byl
0,013 mg/l pro acyklovir i ganciklovir. V celém koncentra¢nim rozmezi bylo dosazeno
linearity mezi plochou piku analytu a odpovidajici koncentraci. Autofi prace zmituji, Ze
pouzili k hodnoceni gancikloviru metodu DPS, ponévadz do této doby byla pouze jen
jedna studie aplikovéana do klinické praxe. Pouziti DPS by mohlo pfedstavovat uZitecny
nastroj pro usnadnéni skladovani vzorka a jejich odesilani do laboratoii. U&innost celé
metody umoznila rychlou specifickou kvantifikaci acykloviru a gancikloviru s vysokou
ptfesnosti. Vyhodou je nizka spotieba vzorku (50 pl). Tento aspekt je zvlasté dilezity

v novorozeneckém a pediatrickém prostredi.

Billat et al., 2015 pomoci LC-MS/MS kvantifikovali intraceluldrni koncentrace
gancikloviru a jeho fosforylovanych forem. Cilem bylo vyvinout LC-MS/MS metodu
pro anylyzu GCV a jeho derivarii v lidskych buiikéch a otestovat cely postup u pacientt,
kterym byl GCV podavan v ramci 1é¢by. Nejdiive doslo k izolaci perifernich krevnich
mononukledrnich bunék (PBMC) z pIné krve. Buiky byly dvakrat promyty a nasledné
byly suspendovany v 1 ml fyziologického roztoku pufrovaného fosfatem. Buniky byly
skladovéany pfi teploté¢ -20 °C. Standardni roztoky gancikloviru trifosfatu (GCV-TP)
a GCV byly ptipraveny v ultra ¢isté vodé (UPW) na objem 1 mg/l. K pfipraveé vzorkl
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byla pouzita extrakce na pevné fazi (SPE). Nasledné byly sestaveny kalibracni kiivky.
Pro intracelularni GCV byla linearita metody vyhodnocena az do 50 mg/l sestrojenim
kalibracnich kiivek zahrnujici rizné koncentrace. Mez detekce (LOD) byla definovana
MS/MS byl pouzit trojity kvadrup6l s linearni iontovou pasti. Hmotnostni spektrometr
pracoval v pozitivnim iontovém mddu s pouzitim SRM. Pacienti byli klasifikovani
s ohledem na podanou davku a odhadovanou clearance kreatininu. U vSech pacientii
byly zjistény vSechny formy GCV, coz dokazuje, ze tento postup je schopen zkoumat
expozici riznym formdm GCV v plazmé a v krevnich bunkach. Intracelularni profily
GCV, ganciklovir monofosfaitu (GCV-MP) a GCV-TP poskytly hodnoty casu
maximalni koncentrace (Tmax) 2,5 = 1,0, 3,4 = 1,3 a 3,1 £ 1,1 h. Tyto hodnoty
vypovidaji o zpozdéni az 2 h oproti GCV v plazmé. Je tieba poznamenat, Ze na této
variabilit¢ kumulace GCV v bunkéch a pfipadné i cytotoxicity se mohou podilet nékteré
genetické odchylky v transportérech GCV. Autofi dospé€li k zavéru, Ze tento postup
bude pilifem klinickych studii zkoumajicich roli téchto riiznych biomarkert spolu

s genetickymi odchylkami v transportérech GCV pii vyskytu toxicity.
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CILE PRACE

e Vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni gancikloviru v séru pomoci

kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci

e Validace metody pro stanoveni gancikloviru

e Stanoveni gancikloviru v séru u pacientii po transplantaci plic

e Zhodnoceni vyznamu terapeutického monitorovani gancikloviru u pacienti

po transplantaci plic
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8. EXPERIMENTALNI CAST

8.1

8.1.1

Material a pFistroje
Pristroje

e Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity II s trojitym kvadrupdlem
6495 Triple Quad (Agilent Technologies, USA)

Trojity kvadrupél

Obrazek 10: LC sestava Agilent 1290 Infinity 11 s trojitym kvadrupolem Agilent 6495

8.1.2

(Agilent Technologies, USA)

Centrifuga - Centrifuge 5417R (Eppendorf)

Centrifuga MPW — 260R (Med. Instruments)

Centrifuga Abbott (Unimed)

Vortex (Velp Scientifica)

Vyrobnik supercisté vody (TKA Smart2Pure, Némecko)
Analytické vahy (Adventurer™Pro)

Material

Automatické pipety BIOHIT (Thermo Scientific)
Spi¢ky k pipetam
Sklenéné pipety

Laboratorni sklo (kadinky, odmérné valce, zkumavky)
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8.14

Vialky

Sklenéné inserty
Mikrozkumavky typu Eppendorf
Stojany

Kolona — Eclipse Plus C18 RRHD, 1,8 um, 3,0 x 50 mm (Agilent Technologies,
USA)

Reagencie pro LC-MS/MS

Acetonitril pro LC-MS/MS (Honeywell)
Metanol pro LC-MS/MS (Honeywell)

Kyselina octova (Penta)

Kyselina mravenci (Honeywell)

Octan amonny pro LC-MS (Merck)

Kyselina trifluoroctova (Merck)

ganciklovir (TRC Canada)

ganciklovir-d5 (interni standard) (TRC Canada)

Soubor pacientii

V této diplomové praci byla koncentrace gancikloviru stanovovéana u 20 pacienti.

Pacienti dostavali intravendzné ganciklovir nebo peroralné valganciklovir pro profylaxi,

preemptivni terapii nebo terapii proti CMV. Jak jiz bylo feceno, je vhodné podavat 1.v.

ganciklovir v davce 5 mg/kg kazdych 12 hodin. KaZzdy pacient ma nékolik odbért

a sleduje se koncentrace gancikloviru v krvi pfed davkou — odbér oznaceny jako Co, po

3 hodindch znaceny jako C; a nasledné po 5 hodinach odbér znaceny jako Cs.

V urcitych vyjimkach se mutzou provadét odbéry v odliSnych casech napt. pro

zachyceni absorp¢ni faze.

8.2 Metody a piiprava vzorki pro LC-MS/MS

8.2.1

Priprava mobilni faze

Mobilni faze se skladala z MF A a z MF B. Na LC-MS/MS sestavé byl pouZit

gradient mobilnich fazi. Mobilni faze A byla tvoiena 50 pl kyseliny mravenc¢i a 100 pl

fluoridu amonného a naslednym doplnénim do 500 ml destilovanou vodou. Jako
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mobilni faze B byl pouzit 100% LC-MS/MS metanol. Pro oplach jehly byl pouzit 10%

isopropanol.

8.2.2 Priprava zasobnich roztoki

Analyticky standard gancikloviru byl dodan firmou HPST (TRC Canada).
Ganciklovir v podobé prasku byl kvantitativné rozpuStén v metanolu a pfipraven
v koncentraci 500 mg/l. Interni standard — izotopové znaceny GCV-d5 od firmy HPST
(TRC Canada) byl kvantitativné rozpustén v 5% kyseliné trichloroctové (TCA) na

vyslednou koncentraci 50 pg/l.

8.2.3 Priprava vzorki pro analyzu

K ptipravé vzorku k analyze bylo pouzito 10 pl séra (kontroly, kalibratoru) a
nasledné bylo pfidano 500 ul vnitiniho standardu (GCV-d5) o koncentraci 50 pg/l.
Smés byla protfepana na vortexu (Velp Scientifica) po dobu 30 sekund. Promichané
vzorky byly vloZeny do chlazené centrifugy — Centrifuge 5417R a byly centrifugovany
po dobu 10 minut pti 32467 g. Po centrifugaci se z kazdého vzorku alikvotovalo 50 pl
supernatantu do tmavych vialek. K 50 ul supernatantu bylo ptidano 950 ul 5% roztoku
kyseliny trichloroctové. Pfipraveny vzorek o objemu 1 ml byl opét kratce promichan

a nasledné nastfikovan na kolonu.

8.2.4 Analyza vzorki

Chromatografické analyza probihala na kolon¢ Eclipse Plus C18 RRHD, 1,8 pm,
3,0 x 50 mm (Agilent Technologies, USA). Vyhodnoceni dat bylo provadéno pomoci
programu MassHunter, verze 10.1.67 (Agilent Technologies, USA). Pro kvantifikaci
byl vyuzivan MRM mdéd. Pred kazdou analyzou bylo zkontrolovano nastaveni celé
metody v programu Data Acquisition. Pfed zahajenim méfeni byl analyzator promyt
mobilnimi fazemi s pratokem 5 ml/min. Teplota kolony pfi analyze byla 35 °C a byl
pouzit gradient mobilnich fazi, ktery je uveden v tabulce 1 (Tabulka 1). Pro detekci
gancikloviru a vnitiniho standardu byly zvoleny MRM ptechody uvedené v tabulce 2

(Tabulka 2).
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Tabulka 1: Gradient mobilnich fazi

0 95 5 0,4
2 80 20 0,4
2,1 0 100 0,5
3 0 100 0,6

Tabulka 2: MRM piechody gancikloviru a interniho standardu

ganciklovir

256,1 — 152

256,1 — 135

ganciklovir-d5

261,1 — 152

Prtatok MF byl nastaven na 0,4 ml/min, objem vzorku nastfiku na kolonu byl 0,5 pl
a teplota v autosampleru byla 4 °C. Reten¢ni ¢as gancikloviru byl 1,30 min. Retenéni

¢as 1,29 min odpovidal internimu standardu GCV-dS. Analyza jednoho vzorku trvala

4.5 min.

Na obrazku 11 (Obrazek 11) je uveden chromatogram gancikloviru, na obrazku 12

(Obrazek 12) Ize vidét chromatogram deuterizovaného gancikloviru-d5.
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Obrazek 11: Chromatogram gancikloviru
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Obrazek 12: Chromatogram gancikloviru-d5
9. VYSLEDKY

9.1 Validace LC-MS/MS metody

9.1.1 Kalibrace

Pro kalibraci metody byla pfipravena osmi bodova kalibrace gancikloviru.
Zasobni standard gancikloviru mél koncentraci 500 mg/l. Ze zasobniho standardu bylo
pripraveno osm kalibracnich bodti o koncentracich: 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 1,0; 20,0;
30,0 mg/l. Kazdy kalibra¢ni bod byl pfipraven v tripletu ze zasobniho roztoku GCV o
koncentraci 500 mg/l. Vypocet koncentrace gancikloviru byl odvozen z rovnice regrese
y = 1,4731'x — 0,0125, kde vtéto rovnici y pfedstavuje pomeér plochy piku
stanovovaného analytu ku internimu standardu a x pfedstavuje koncentraci stanovované
latky. Hodnota regresniho koeficientu pro GCV je 0,9947. Kalibra¢ni kiivku spole¢né

s rovnici regrese a regresnim koeficientem lze vidét na obrazku 13 (Obréazek 13).
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Obrazek 13: Kalibracni kiivka GCV

9.1.2 Opakovatelnost

Definici opakovatelnosti mizeme vyjadfit, tésnost shody mezi jednotlivymi
méfenymi sériemi vzorkll za splnéni podminek opakovatelnosti (tzn. pfiprava vzorki
jednou osobou ve stejny den, vyuzivani stejnych reagencii a méfeni na stejném piistroji)
(Kruve et al., 2015). Pro méteni opakovatelnosti v této diplomové praci bylo testovano
pét riznych koncentraci: 0,1; 0,5; 1,5; 5,0; 20,0 mg/l. Koncentrace byly pfipraveny ze
zasobniho roztoku GCV o koncentraci 500 mg/l. Kazd4 hladina byla pfipravena v sérii
deseti vzorkli a kazdy vzorek byl dvakrat nastfiknut na kolonu. Z vysledkli byl
vypocitan primér, smérodatnd odchylka (SD), varia¢ni koeficient (CV) a vychyleni
(bias). Smeérodatna odchylka je definovdna jako mira rozptylu hodnot stfedni hodnoty
na empiricky zjiSténé fadé Cisel. Plati vztah, Ze ¢im je smérodatna odchylka niZsi, tim je
méfeni preciznéj$i. Variacni koeficient definujeme jako podil smérodatné odchylky a
pruméru hodnot méfeni. Aby byly splnény podminky validace metody, nem¢l by
variacni koeficient presadhnout 15 %. Pfi nejnizs$i koncentraci 0,1 mg/l bylo dosazeno
variacniho koeficientu 7,78 %, pti koncentraci 0,5 mg/l byl CV 2,23 %, koncentraci 1,5
mg/l odpovidal CV 1,30 %, pfi koncentraci 5,0 byl vypocitdn CV 1,59 % a u nejvyssi
koncentrace 20 mg/l dosahoval varia¢ni koeficient 1,79 %. V tabulce 3 (Tabulka 3)

muzeme vidét jednotlivé vysledky opakovatelnosti. Hodnoty varia¢nich koeficienta
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splituji podminky uspésné validace metody (FDA, 2018). Bias je hodnota odhadu

systematické chyby méfeni.

Tabulka 3: Opakovatelnost méieni

Vaorek Koncentrace gancikloviru
¢=0,1 mg/l | ¢=0,5 mg/l | ¢=1,5 mg/l | ¢=5,0 mg/l | ¢=20,0 mg/l
1 0,12 0,51 1,51 5,35 19,25
2 0,12 0,51 1,55 5,37 19,68
3 0,12 0,5 1,51 5,18 20,22
4 0,12 0,49 1,52 5,24 20,15
5 0,1 0,5 1,5 5,23 19,19
6 0,1 0,5 1,47 5,23 19,29
7 0,11 0,53 1,5 5,47 19,46
8 0,11 0,52 1,5 5,36 19,69
9 0,1 0,51 1,51 5,36 19,87
10 0,12 0,52 1,49 5,28 19,93
Pramér 0,11 0,51 1,51 5,31 19,67
Sm. ‘(’éllc)')‘ylka 0,01 0,01 0,02 0,08 0,35
CV (%) 7,78 2,23 1,30 1,59 1,79
Bias (%) 10,00 2,00 0,67 6,20 1,65

9.1.3 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost je vyjadiena jako presnost a udava tésnost shody mezi
navzajem nezavislymi vysledky méfeni za podminek reprodukovatelnosti. Aby byla
splnéna podminka reprodukovatelnosti musi byt analyzovan stejny analyt ve vzorcich
téhoZ materidlu stejnou metodou, nicméné zahrnuje nedodrZeni alespon jedné z
podminek opakovatelnosti — dne méfeni, mista méfeni, analyzatoru ¢i osoby méfeni
(Novakova et al., 2013). Reprodukovatelnost byla méfena v sérii 10 vzorkl
pfipravenych ze zasobniho roztoku GCV obdobné jako pii opakovatelnosti méfeni.
Jednotlivé koncentrace gancikloviru zistaly stejné tzn. 0,1; 0,5; 1,5; 5,0; 20,0 mg/l.
VSechny vzorky od kazdé koncentrace byly pfipraveny v jeden den a nasledné byly
ulozeny v mikrozkumavkach typu Eppendorf do mraziciho boxu pfi teploté -80 °C.
Kazdy den byl jeden vzorek od kazdé koncentrace zméfen stejnou osobou na stejném

analyzatoru. Obdobn¢ jako u opakovatelnosti mefeni byl vypocitan praimér, smérodatna
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odchylka, varia¢ni koeficient a bias. Vysledky reprodukovatelnosti 1ze vidét v tabulce 4

(Tabulka 4).

Tabulka 4: Reprodukovatelnost méreni

Vaorek Koncentrace gancikloviru
¢=0,1 mg/l | ¢=0,5 mg/l | c=1,5 mg/l | ¢=5,0 mg/l | ¢=20,0 mg/1
1 0,11 0,53 1,51 5,38 18,88
2 0,10 0,51 1,5 5,32 18,77
3 0,08 0,50 1,5 5,35 19,94
4 0,09 0,51 1,47 53 20,08
5 0,09 0,50 1,56 5,57 19,19
6 0,09 0,51 1,59 5,51 20,27
7 0,11 0,53 1,5 5,47 20,54
8 0,10 0,54 1,49 4,90 19,93
9 0,10 0,60 1,60 5,10 19,90
10 0,11 0,63 1,52 4,85 20,78
Pramér 0,10 0,54 1,52 5,28 19,83
Sm. ‘(’slc)')‘ylka 0,01 0,04 0,04 0,23 0,64
CV (%) 8,22 7,84 2,74 4,45 3,24
Bias (%) 2,90 7,20 1,60 5,50 0,86

9.1.4 Robustnost

Pojem robustnost oznacuje schopnost analytické metody poskytovat shodné
vysledky pfi malych odchylkéch parametrii metody (napft. slozeni mobilni faze, teplota
kolony, stafi kolony, teplota skladovani vzorkl) a charakterizovat jeji spolehlivost pfi
béZném pouzivani. Robustnost metody nadm také udava miru kapacity metody
k poskytovani shodnych vysledki pii zméné podminek v postupu piipravy ¢i uchovani

vzorku (Kruve et al., 2015).

V této praci byl testovan vliv riznych teplot pfi skladovéani vzorku a opakované
rozmrazovani. Vzorky pro meéfeni robustnosti byly pfipraveny ze smésného séra
pacientli a robustnost byla méfena na dvou koncentrac¢nich hladindch a to 0,5 mg/l
a 5,0 mg/l. Vzorek byl nejprve zméfen pro stanoveni pocatecni hodnoty koncentrace

gancikloviru v tzv. 0. den a nasledné rozpipetovan po 10 pl do mikrozkumavek typu
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Eppendorf. Robustnost byla sledovéna pii péti riznych typech skladovani. Prvnim
typem bylo skladovani pfipravenych vzorki pfi laboratorni teploté. Méfeni probihalo 1.,
2., 3. den a nasledn¢ 7. den skladovani. Druhym typem skladovani bylo skladovani
vzorkll v lednici pii teploté cca 4 °C. Tento typ skladovani se pouziva rutinné pro
skladovani pacientskych vzorkl po dobu 1 tydne. Vzorky byly opét skladovany po dobu
sedmi dnt a méfilo se ve stejné dny jako v prvnim piipad€. Tretim typem skladovani
vzorkli bylo skladovani v mrazicim boxu pii teplot¢ cca -20 °C. M¢éfeni vzorki
probihalo 1., 2., 3. a nasledné 4. tyden. DalSim typem skladovani bylo skladovani
vzorkidl v hlubokomrazicim boxu pfi teploté¢ cca -80 °C. Robustnost v tomto piipadé
byla méfena po dobu ¢tyf mésicti a vzorky pro stanoveni robustnosti byly méfeny kazdy
mesic. Poslednim typem stanoveni robustnosti bylo opakované rozmrazovani
ptipravenych vzorki gancikloviru 0,5 mg/l a 5,0 mg/1 skladovanych pfi -80 °C. Pro toto
testovani bylo ptipraveno 500 pl vzorku od kazdé koncentrace a vloZzeno do
hlubokomraziciho boxu. Po rozmrazeni byly vzorky zméieny a opét vlozeny do
hlubokomraziciho boxu. Tento proces se opakoval ctyfikrat. VSechny typy skladovéani
vzorkid jsou piehledné popsany v nésledujicich tabulkdch a obdobné jako pii
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti méfeni byly vypocitany pruméry, smérodatné
odchylky, varia¢ni koeficienty a bias. VSechna namétena data jsou uvedena v tabulkach
5,6,7,8 a9. (Tabulka 5, Tabulka 6, Tabulka 7, Tabulka 8, Tabulka 9). U vSech méfeni

byla vypocitana procentudlni zména k ptivodni koncentraci namétené v den 0.

V tabulce 5 (Tabulka 5) mizeme vidét zménu hodnot GCV pii skladovani vzorku
pii laboratorni teploté po dobu 7 dnli. U nizké koncentrace byla namétena v 0. den
hodnota 0,47 mg/l. Po dobu skladovani nebyly zaznamenany vyznamné rozdilné
hodnoty v jednotlivych dnech. U vysoké koncentrace GCV byla v 0. den hodnota
5,16 mg/l. Po dobu skladovani se koncentrace GCV témét nezmeénila. Pti tomto typu

skladovani byla maximalni zména koncentrace o 11 %.

Tabulka 5: Skladovani vzorki pii laboratorni teploté

Skladovani pii laboratorni teploté

CV Bias
0.den | 1. den | 2. den | 3. den | 7. den | Prumér | SD | (%) (%)

kontrola 0,5 mg/l 047 | 0,48 | 0,49 | 0,52 | 0,49 | 049 [0,02] 341 | 2,00

konc. vztazena k ptiv. hodn. (%) 100 102 104 111 104 - - - -

kontrola 5,0 mg/l 516 | 525 | 525 | 525 | 5,19 | 522 |0,04] 0,71 | 4,38

konc. vztazena k pav. hodn. (%) 100 | 102 | 102 102 101 - - - =
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V tabulce 6 (Tabulka 6) lze vidét vysledky méteni pii skladovani v lednici pfi

teplot¢ cca 4 °C. Vtomto piipadé jsme ziskali velice podobné hodnoty jako u

skladovani vzorku pfi laboratorni teploté. Maximalni zména koncentrace GCV byla o 9

%.

Tabulka 6: Skladovani vzorkii pFi teploté cca 4 °C

Skladovani pri 4 °C
(60 Bias
0.den | 1.den | 2. den | 3. den | 7. den | Prumér | SD | (%) (%)
kontrola 0,5 mg/l 047 | 046 | 0,47 | 0,51 | 0,50 | 0,48 |0,02| 4,14 3,76
konc. vztazend k ptiv. hodn. (%) 100 98 100 | 109 | 106 - - - -
kontrola 5,0 mg/l 5,16 | 5,17 | 5,17 | 5,23 | 5,25 52 10,04 0,71 3,91
konc. vztazena k ptiv. hodn. (%) 100 | 100 | 100 | 101 | 102 - - - -

Vysledky skladovani vzorkt v mrazaku pfi teploté cca -20 °C lze vidét v tabulce 7

(Tabulka 7). Méteni vzork pti tomto typu skladovani probihalo jednou tydné po dobu

4 tydni. U vysoké koncentrace si lze povSimnout, ze po tydnu skladovani doslo

k poklesu koncentrace GCV o 6 %, avsak po tiech tydnech skladovani se koncentrace

naopak zvysila o 2 %. Pravdépodobné mohlo dojit k chybé pfi pipetovani. Maximalni

zména koncentrace u nizké hladiny byla 9 %.

Tabulka 7: Skladovdni vzorku pii teploté cca -20 °C

Skladovani pri -20 °C

0. 1. 2. 3. 4. CV | Bias
den | tyden | tyden | tyden | tyden |Prumér| SD | (%) (%)
kontrola 0,5 mg/l 047 | 049 | 051 | 051 | 047 | 049 [0,02] 415 | 1,60
konc. vztazena k pav. hodn. (%) 100 104 109 109 100 _ _ _ _
kontrola 5,0 mg/l 516 | 486 | 503 | 523 | 500 | 506 |013] 255 | 1,12
konc. vztazena k pav. hodn. (%) | ;90 94 97 101 97 : - - -

Koncentrace pii skladovani vzorkli v hlubokomrazicim boxu pii teploté cca

-80 °C muzeme vidét v tabulce 8 (Tabulka 8). Koncentrace GCV po dobu 4 mésict

byly nejstabilnéjsi. Pti tomto skladovani doslo k nejmensi zméné koncentrace a to 0 6 %

u kontroly 0,5 mg/l. U vysoké koncentrace 5 mg/l nabyvala maximalni zmeéna
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koncentrace pouhé 2 %. Z vysledki méfeni lze fici, Ze GCV je nejstabilnéjsi pii

skladovani pii teploté -80 °C.

Tabulka 8: Skladovani vzorku pii teploté -80 °C

Skladovani pii -80 °C

0. 1. 2. 3. 4. CvV Bias
den | mésic | mésic | mésic | mésic | Prumér | SD | (%) (%)
kontrola 0,5 mg/l 047 | 046 | 050 | 048 | 049 | 048 [0,01] 2,95 | 4,00
konc. vztazend k piv. hodn. (%) | ;99 98 106 102 104 - - - -
kontrola 5,0 mg/l 516 | 5,14 | 517 | 519 | 525 | 518 |0,04]| 0,73 | 3,64
konc. vztaZena k piv. hodn. (%) | ;09 100 101 101 102 - - - -

V tabulce 9 (Tabulka 9) muizeme vidét vliv opakovaného rozmrazovani na

stabilitu gancikloviru ve vzorku. Pii opakovaném rozmrazovani dosSlo k poklesu u

vysoké koncentrace o 6 %. Nizkd koncentrace byla stabilni a nejvyssi pokles

koncentrace byl 2 %.

Tabulka 9: Stabilita vzorku pii opakovaném rozmrazovani

Stabilita vzorku p¥i opakovaném rozmrazovani

Cv Bias

O.den | Ix | 2x | 3x | 4x | Pramér | SD | (%) (%)

kontrola 0,5 mg/l 047 1051/048[046[049| 048 [0,02| 3,57 | 3,60
konc. vztazena k ptiv. hodn. (%) 100 | 109 | 102 98 | 104 - - - -
kontrola 5,0 mg/l 516 |4,99(5,07(5,13|4.84| 504 [0,11| 2,28 | 0,76
konc. vztazend k ptiv. hodn. (%) 100 | 97 | 98 | 99 | 94 - - - :

9.1.5 Pravdivost

Pravdivost méfeni ndm ukazuje tésnost shody mezi primérem replikovanych

naméfenych hodnot a skute¢nou hodnotou meétené veliciny. V praxi se pravdivost

vyhodnocuje ze série vzorklli a misto skutecné hodnoty se pouzivaji referencni hodnoty.

Mirou pravdivosti je bias, ktery odhaduje hodnotu systematické chyby (Kruve et al.,

2015). Bias byl vypocitan pro opakovatelnost a reprodukovatelnost vSech jednotlivych

koncentraci a lze ho vidét v tabulce 3 a 4 (Tabulka 3 a Tabulka 4).
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9.1.6 Mez detekce a mez kvantifikace

fvwr

cvwr

detekovano analytickou metodou a jehoZ analyticky signal je vyznamné odliSitelny od
Sumu. Mez kvantifikace (LOQ — limit of quantification) definuje nejnizsi koncentraci
analytu, pti které je presnost a spravnost méfeni takova, ze dovoluje kvantitativni

hodnoceni (Kruve et al., 2015; Novakova et al., 2013).

V této diplomové praci byla mez detekce stanovovana postupnym fedénim
nejnizsiho kalibra¢niho bodu 0,1 mg/l, ktery 1ze povazovat za limit detekce dle pravidel
FDA pro validaci bioanalytickych metod, pokud odezva analytu k Sumu bude nejméné
petkrat vyssi nez odezva vzorku bez analytu (Sumu). Postupnym fedénim koncentrace
0,1 mg/l byla stanovena mez detekce pro ganciklovir jako hodnota 0,025 mg/l

s dostate¢nym rozliSenim poméru signalu k Sumu.

9.1.7 Matricovy efekt

Pii stanoveni 1ékti a jejich metaboliti pomoci metody LC-MS maji velky
vyznam matricové efekty (ME — matrix effects). Lze je vyjadrit jako zmény ucinnosti
ionizace zapti€inéné piitomnosti latky vychazejici z kolony spolecné s analyzovanou
latkou. Popisované ME jsou vysledkem soupeteni neté¢kavych slozek matrice a analytu.
Existuje mnoho mechanismt, zptsobujicich matricové efekty, avSak ne vSechny jsou
objasnény. Hlavni pfi¢inou ovlivnéni mechanismu ionizace je samotny princip ionizace.
Pii ionizaci dochézi ke zméné vlastnosti kapky pfitomnosti té¢kavych a netékavych latek
a nasledné se zméni ucinnost vytvareni kapky ¢i jeji vypafovani. Vysledkem je pravé
zménéné mnozstvi iontd v plynné fazi. Ionizace miize byt jak potlac¢ena, tak zvysena.
Ob¢ tyto moznosti matricovy efekt zahrnuje. Potlaceni ionizace mize byt zplisobeno
zktiZzenou reakci mezi metabolity, stanovovanou latkou ¢i vnitinim standardem. Naopak
zvySeni ionizace muze byt zplisobeno fragmentaci metaboliti ve zdroji nebo také velmi
silnou vazbou latky na biologickou matrici. Tyto procesy maji za nasledek sniZeni ¢i
zvyseni odezvy. Matricové efekty mizeme pozorovat pfedevSim u APCI a ESI, avSak
elektrosprejova ionizace je vici ME citlivéjsi nez chemickd ionizace za atmosférického
tlaku. Dulezité je poukazat, Ze nckteré slozky mobilni fize mohou také vytvaret
matricovy efekt jako napft. (kyselina trifluoroctova, ptidavky smési kyseliny propionové

a isopropanolu za kolonou a v neposledni fad¢ také pfidani kyseliny octové a kyseliny

51



propionové k MF, kterd obsahuje TCA). Nejvetsi matricovy efekt vykazuje precipitace
proteini pomoci acetonitrilu u LC-MS/MS s ESI. Pfi¢inou je neselektivni precipitace

proteintl, a proto je biologicky material nedostatecné ,,precistén (Klapkova et al. 2011).

Matricovy efekt (ME) lze vypocitat dle nésledujici rovnice:

A(matricni standard)
ME(%) =

A(rozpoustédlovy standard)

Rozpousteédlovy standard — urcitd koncentrace standardu v rozpoustédle

Matricni standard — ptiprava vzorku v ,,blankové® matrici a poté ,,naspikovani“ az po

uprave na stejnou koncentraci jako v rozpoustédle (Trufelli et al., 2011)

Vysledky matricového efektu se pohybovaly v rozmezi hodnot 101,1 — 106,5 %.

9.1.8 VytéZnost metody

Vytéznost metody u separacnich metod se ziskdva zmétenim vyextrahovanych
vzorkli a zméfenim vyextrahovanych blankt, kde je analyt pfidan az po extrakci

(matri¢ni standard) (FDA, 2018; Trufelli et al., 2011).
Vytéznost extrakce 1ze vypocitat pomoci rovnice:

A(normalné pripraveny vzorek)

REC (%) = .
(%) A(matricni standard)

REC — vyté€znost (recovery) (Trufelli et al., 2011)

Néami stanovena vytéznost metody byla 96,1 — 102,6 %. Tyto vysledky spliuji

podminky Uspésné validace metody.

9.2 Stanoveni gancikloviru u pacientskych vzorkit metodou
LC-MS/MS

V této diplomové préci byly stanovovany koncentrace GCV u dvaceti pacientt.
Soubor pacientil se skladal z dvaceti dospé€lych pacienti, ktefi podstoupili transplantaci
plic. Tfinacti pacientim (65 %) byl valganciklovir podavan profylakticky a sedmi
pacientim (35 %) byl GCV nebo valganciklovir poddvan za ucelem lécby CMV.
U dospélych pacientti byl ganciklovir podavan intraven6zné v davce 5 mg/kg kazdych
12 hodin. U intraveno6zniho podéavani gancikloviru se provadeji odbéry vzdy pied

podanim a pot¢ za 3 a 5 hodin po podani léCiva oznacené jako Co, C3 a Cs.
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U peroralniho podavani valgancikloviru se provadéji odbéry rizné, vzdy pied podanim,

avsak poté napt. za 4 a 6 hodin po podani antivirotika. Profylaktickda davka byla 900

mg/den. U pacientli byly kontrolovany v pravidelnych intervalech jaterni enzymy a

renalni parametry (odhadovana glomeruldrni filtrace) a na zakladé zmény renalnich

parametri byla provedena redukce davky gancikloviru/valgancikloviru. Pro naSe

vypoéty byl kalkulovdn body mass index (BMI). VSichni zafazeni pacienti byli

soucasn¢ léCeni imunosupresivy (takrolimus, prednison a mofetil-mykofenolat). VSichni

pacienti dostavali profylakticky cotrimoxazol. U pacientll je nutné také urcit CMV

status (D+/R+, D-/R-, D+/R-, D-/R+). V tabulce 10 (Tabulka 10) mizeme vidét piehled

métenych pacienti.

Tabulka 10: Piehled transplantovanych pacientii

Pacient s(tjg/tII}; \zzl:)a anlttgl;(mt Lék/ odbér v case klj:ztfll;f‘:ile [myz(il;l; ]

[mg/l]
valganciklovir/CO 0,59

1 D/R* 182 68 valganciklovir/C3 0,94 0,94
valganciklovir/C5 0,79
valganciklovir/CO 0,27

2 D/R+ 181 98 valganciklovir/C3 2,75 1,63
valganciklovir/C5 1,90
valganciklovir/CO 1,07

3 D'/R* 180 85 valganciklovir/C3 3,20 1,55
valganciklovir/C4 2,95
valganciklovir/CO 1,20

4 D/R 178 47 valganciklovir/C3 5,53 1,22
valganciklovir/C5 3,40
valganciklovir/C2 0,50

5 D/R 183 97 valganciklovir/C4 1,90 1,66
valganciklovir/C22 3,00
valganciklovir/CO 0,48

6 D*/R* 158 73 valganciklovir/C3 5,31 1,08
valganciklovir/C5 2,55
valganciklovir/CO 2,50

7 D*/R* | 170 90 valganciklovir/C3 4,69 0,55
valganciklovir/C5 5,70
valganciklovir/CO 0,62

8 D'/R* | 166 62 valganciklovir/C3 2,01 1,67
valganciklovir/C5 3,50
valganciklovir/CO 1,45

9 D*/R* 160 60 : : 2,30
valganciklovir/C4 6,05
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valganciklovir/C6 3,30
valganciklovir/CO 0,59
10 D/R* 170 80,5 valganciklovir/C3 2,46 0,73
valganciklovir/C5 1,80
valganciklovir/CO 0,93
1 i 01 14 valganciklovir/C3 0,64 i
valganciklovir/C5 1,40
valganciklovir/C7 0,81
valganciklovir/CO 1,40
11a i 91 14 valganciklovir/C3 1,43 )
valganciklovir/C5 3,51
valganciklovir/C7 1,71
valganciklovir/CO 0,66
11b i 01 14 valganciklovir/C3 0,67 )
valganciklovir/C5 2,00
valganciklovir/C7 0,90
ganciklovir/CO 1,25
12 D/R" | 183 93 ganciklovir/C3 1,37 1,2
ganciklovir/C5 3,62
13 i 180 25 val ganc%klov%r/ Co 0,66 )
valganciklovir/C3 1,53
valganciklovir/CO 1,67
14 D/R | 187 74 valganciklovir/C4 3,22 0,98
valganciklovir/C6 2,98
valganciklovir/CO 0,56
15 D'/R* | 176 91 valganciklovir/C4 2,55 0,89
valganciklovir/C6 1,09
valganciklovir/CO 0,00
16 D*/R* 173 91 valganciklovir/C4 2,70 0,99
valganciklovir/C6 1,35
ganciklovir/CO 0,19
17 D'/R* 175 79 ganciklovir/C3 1,13 0,55
ganciklovir/C5 1,18
valganciklovir/CO 6,08
18 - 168 69 valganciklovir/C3 8,84 0,36
valganciklovir/C5 8,39
ganciklovir/CO 0,84
19 - 179 65 ganciklovir/C3 0,46 1,79
ganciklovir/C5 7,26
ganciklovir/CO 0,26
20 D'/R° 175 55 ganciklovir/C3 1,05 2,2
ganciklovir/C5 0,64
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V tabulce 10 (Tabulka 10) je uvedeno né¢kolik zékladnich informaci. U kazdého
pacienta je nutné znat CMV status — z divodu nastaveni délky profylaxe CMV.
Pacienti, ktefi maji CMV status D"/R", D/R” nebo D/R" maji stejnou minimalni délku
profylaxe a to 3 mésice. AvSak pokud bude mit pacient status D'/R", je délka profylaxe
minimalné¢ 9 meésicli event. déle. Divodem je, ze pfi této kombinaci je darce Stépu
pozitivni na CMV, avSak pfijemce organu nema vytvorené zadné protilatky proti CMV,
a proto ma mnohem vétsi Sanci na replikaci viru v téle. Stru¢ny piehled profylaxe a
1éCby pacientli po transplantaci plic lze vidét v tabulce 11 (Tabulka 11). V pfehledu
pacientli mtizeme vidét také hmotnost a vysku vSech pacientll, podani gancikloviru nebo
valgancikloviru a odbéry v jednotlivych ¢asech, naméfenou koncentraci 1é¢iva v mg/l a
také glomerularni filtraci pro kontrolu rendlnich funkci ledvin. Pacient oznaceny jako

11a, 11b je pacient 11, ale métfeny v jiné dny.

Tabulka 11: Schéma profylaxe a léCby u pacientii po transplantaci plic

. + - W r O
Min. délka profylaxe dle |— m‘“}‘:at];%? ]/) 1?/1){_' 012 mésicu
CMYV statusu CH AU ma‘;; " /1({ " g ’ 3 mésice
Indukcéni profylaxe Ganciklovir i.v. od Tx do 14. dne po operaci
UdrZovaci profylaxe Valganciklovir p.o. od 14. dne po operac’i, POkud 1j? AT
zpusob podani per os
. Valganciklovir p.o. virové ndloZ nad 100 kopii/10.000ge
T cMv
e Ganciklovir i.v. virové naloz nad 1000 kopii/10.000ge

o Statistické vvhodnoceni dat

Statistick¢ vyhodnoceni dat bylo provadéno pomoci softwaru GraphPad Prism
version 9.0.0. (121). Pro ovéfeni normality dat byl pouZit Shapiro-Wilkiv test.
Z Shapiro-Wilkova testu, kde byly hodnoty p-value (<0,0001; 0,0084 a 0,0380) pro
koncentrace v ¢asech Co, C3 a Cs uvedené v nasledujicim pofadi, je zfejmé, ze data
nemaji normalni rozdéleni. Pro vSechna zpracovana data byly vytvofené krabicové
grafy. Tyto grafy znazoriuji rozsah méfeni tzn. minimalni a maximalni namétenou
hodnotu v urcitych €asech, hodnoty medianti a mezikvartilovych rozsahti. U né€kterych

grafil je zndzornéno terapeutické rozmezi.
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Na obrazku 14 (Obrazek 14) lze vidét graf pro koncentrace GCV u obou
podanych forem v Casech tésné pied podanim lé¢iva (Co), po tfech hodinach od podani
(C3) a po péti hodinach po podani (Cs). Z obrazku si lze povSimnout, Ze nejnizsi
koncentrace byly naméieny vzdy tésné pred podanim IéCiva, zatimco nejvyssi
koncentrace GCV dle medianu byly naméfeny po 5 hodinach po podéani antivirotika. Je
to dano tim, Ze po 5 hodinach po podani 1é¢iva bylo dosazeno nejvyssi hodnoty piku.
Terapeutické rozmezi koncentrace GCV v case Co je 2-4 mg/l. U jednoho (5 %)
pacienta bylo dosazeno minimalni hodnoty terapeutického rozmezi. Hladinu GCV nad
terapeutické rozmezi mél také jeden (5 %) pacient a u zbyvajicich 18 (90 %) pacientii
nebylo dosazeno spodni hranice terapeutického rozmezi GCV. Maximalni dosazené

hladiny GCV v ¢asech Co, Cs5 a Cs nalezi jednomu pacientovi.
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Obrazek 14: Krabicovy graf koncentraci GCV v ¢asech Cy, Cs a Cs, vyznacené
minimum a maximum (2-4 mg/l) pro terapeutické rozmezi v case Cy, vyznacené
mediany a IQR

Krabicovy graf, ktery je zndzornén na obrazku 15 (Obrazek 15), porovnava
koncentrace gancikloviru v ase Co u podani GCV a u podani valgancikloviru.
Terapeutické rozmezi GCV je 2-4 mg/l. Toto terapeutické rozmezi je znazornéno
v grafu teckovanou Carou. Z grafu lze vycist, Ze vSichni sledovani pacienti, kterym byl
podavan ganciklovir, méli koncentraci l1é€iva pod referencnim rozmezim tzn., Ze byli
poddavkovani. Z celkového poctu 20 pacientl dostavalo 16 pacientll valganciklovir. U
podani valgancikloviru nebylo dosazeno minimalni hodnoty terapeutického rozmezi u
14 (88 %) pacientl. V terapeutickém rozmezi byl jeden (6 %) pacient a nad terapeutické
rozmezi byl zbyvajici jeden (6 %) pacient. Davkovani je nutné ptizptisobit morfologii
pacienta a mistu infekce. Z grafu lze fict, Ze je velmi dileZité monitorovat koncentraci

GCV, pone¢vadz u nizkych hladin GCV hrozi riziko vzniku rezistence nebo selhdni
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terapie ¢i profylaxe. Z Mann-Whitneyho testu, kde byla hodnota p-value 0,0941 pro

podani GCV a VGCV v case Co, je ziejmé, Ze data nejsou od sebe signifikantné odli$na.
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Obrazek 15: Porovndni koncentraci GCV u podani GCV a VGCV v case Co,
vyznacené minimum a maximum (2-4 mg/l) pro terapeutické rozmezi v ¢ase Coy,
vyznacené mediany a IQR

Obrazek 16 znéazoriiuje porovnani pacientl, kterym byla antivirotika podavana
profylakticky nebo terapeuticky. Jak jiz bylo feceno, referen¢ni rozmezi u terapie
odpovida 2-4 mg/l, zatimco referen¢ni rozmezi u profylaxe odpovida koncentraci 1,5-3
mg/1 (Ritchie et al., 2019). Ze vSech 20 pacientt byl tfinacti pacientim (65 %) podavan
VGCV profylakticky a 7 pacienti (35 %) dostavalo GCV ¢i VGCV k 1écbe
cytomegalovirové infekce. Na prvnim grafu je zndzornéno terapeutické rozmezi pro
terapii, zatimco na druhém grafu je znazornéno terapeutické rozmezi pro profylaxi. Jak
si lze povsimnout, medidny u obou skupin pacientll jsou mensi nez terapeuticka rozmezi

1éciva.
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Obrazek 16: Porovnani koncentraci GCV u terapeutického a profylaktického podani
léciva u pacientii po transplantaci plic, vyznacené minimum a maximum (2-
4 mg/l) pro terapeutické rozmezi a pro referenéni rozmezi profylaxe (1,5-
3 mg/l)

Obrazek 17 znazoriiuje porovnani métenych koncentraci gancikloviru pred davkou
a plochy pod kiivkou AUC. Carkované ¢ary u Co znazoriiuji terapeutické rozmezi

koncentrace GCV, které je 2-4 mg/l. Carkované ¢ary u AUC vyznacuji terapeutické
rozmezi 40-60 pg.h/ml. Plochy pod kiivkou byly vypocitainy dle casu odbéru

k odpovidajici naméfené koncentraci. Lze vidét, Ze rozsah méfeni dosahuje pouze
spodni hranice terapeutického rozmezi a to 40 pg.h/ml. Muz ve skupiné 40-60 let byl
jediny, ktery téméf dosahl minimdlni koncentrace terapeutického rozmezi AUC, a to
39,61 pg.h/ml, pacient mél snizenou glomerularni filtraci 0,36 ml/s 1,73 m?. Tento
pacient mé&l béhem jednoho mésice dvakrat upravené davkovani valgancikloviru.
Pacient m¢l indikovanou davku 900 mg/den, ptesnéji 450 mg rano a 450 mg vecer. Po
dvanacti dnech byla davka upravena na 450 mg/den. Za 14 dni byla davka opét

upravena na 900 mg/den.
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Obrazek 17: Porovnani koncentrace GCV v case Cy a ploch pod kiivkou, vyznacené
minimum a maximum (2-4 mg/l) pro terapeutické rozmezi v ¢ase Cy
a terapeutické rozmezi (40-60 ug.h/ml) pro AUC

Na obrazku 18 (Obrazek 18) muzeme vidét krabicovy graf s minimélni a
maximalni naméfenou hodnotu glomerulérni filtrace a mediany. V této diplomové praci
bylo nejvice muza ve véku 40-60 let. U pacientl, kterym je podavany ganciklovir ¢i
valganciklovir je dileZité sledovat jejich glomerularni filtraci, jelikoZ u vysokych hladin
téchto antivirotik hrozi nefrotoxicita. Referen¢ni rozmezi glomerularni filtrace ve véku
0-20 let je 1,4-2,2 ml/s 1,73 m? bez rozdilu pohlavi. Referen¢ni rozmezi eGFR u muzi
mezi 20-40 rokem Zivota by mé&lo byt 1,78-2,56 ml/s 1,73 m? u Zen ve stejném vékovém
rozpeti 1,81-2,37 ml/s 1,73 m?. Mezi 40-60 rokem Zivota eGFR u muZi by méla
byt 1,25-2,45 ml/s 1,73 m% U Zen ve véku 40-60 let by méla byt glomerularni filtrace
1,00-2,00 ml/s 1,73 m? (Kittnar et al., 2011). Vétsina pacientli méla fyziologickou
glomeruléarni filtraci, avSak u ¢tyf pacienti byla glomerularni filtrace snizena. Jeden
pacient ze skupiny muzl 20-40 let m¢l sniZenou glomerulérni filtraci a to 1,22 ml/s 1,73
m?. Ve skupiné muzi 40-60 let byli tti pacienti, kteti mé&li glomerularni filtraci sniZenou
ato 0,55, 0,55 a 0,36 ml/s 1,73 m?. BohuZel u t&chto pacientll nebyla nalezena potiebn
data, zda byla davka upravena na zdkladé¢ eGFR. Je nutné fici, Ze mezi témito tfemi
pacienty jsou velké rozdily v nameétfenych koncentracich GCV. Prvni pacient se
snizenou eGFR 0,55 ml/s 1,73 m? mé&l naméfenou koncentraci v ¢ase Co 2,50 mg/l. Tato
koncentrace odpovida terapeutickému rozmezi. Druhy pacient s glomerularni filtraci

také 0,55 ml/s 1,73 m? mél vak koncentraci GCV v &ase Co 0,19 mg/l. Tento pacient
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nedosdhl minimalni hodnoty terapeutického rozmezi. Poslednimu pacientovi se
snizenou glomeruldrni filtraci 0,36 ml/s 1,73 m? byla naméfena koncentrace GCV
v Case Co 6,08 mg/l. U tohoto pacienta bylo ptekroceno terapeutické rozmezi v ¢ase Co
tzn., ze byl pfeddvkovany. U téchto pacientii je nezbytné pravidelné provadét

terapeutické monitorovani 1éciv (TDM).
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Obrazek 18: Krabicovy graf eGFR u pacientit po transplantaci plic

V tabulce 12 (Tabulka 12) mulzeme vidét popisnou statistiku koncentraci
GCV/VGCV v casech Co, C3, Cs a také plochy pod kiivkou (AUC). Byly vyhodnoceny
minimalni, maximalni a primémé hodnoty koncentrace GCV/VGCV v jednotlivych

casech a AUC, déale median a mezikvartilovy rozsah (IQR).

Tabulka 12: Statistika koncentraci GCV/VGCV v ¢asech Cy, C3, Cs a AUC

Parametr | Minimum | Maximum | Priumér | Medidn IQOR
Co (mg/l) 0 6,08 1,05 0,66 0,37
Cs(mg/) 0,64 8,84 2,74 2,13 1,80
Cs (mg/) 0,74 8,39 2,76 2,00 0,55

AUC (ug.h/mi) 3,29 39,61 12,1 9,09 7,18
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10. DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout rychlou, jednoduchou, citlivou a
robustni analytickou metodu pro stanoveni koncentrace gancikloviru v séru pacientti po

transplantaci plic.

Pti vyvoji metody byly testovany rizné druhy mobilnich fazi. Nejdfive byly
testovany dvé mobilni faze, a to MF A, kterd byla tvofena 95 ml vody a 5 ml pufru,
ktery se skladal z kyseliny octové, octanu amonného a kyseliny trifluoroctové. Mobilni
faze B byla tvofena 95 ml acetonitrilu a 5 ml stejného pufru jako v MF A. Kyselina
trifluoroctova je silna karboxylova kyselina, ktera je vyuzivana v organické chemii,
avSak pusobi agresivné pfi pouziti ionizace elektrosprejem v negativnim nastaveni,
proto byly testovany jiné druhy mobilnich fazi. Billat et al. 2015 pouZili mobilni fazi A,
ktera se skladala z mravencanu amonného 2 mmol/l a mobilni fazi B, ktera byla tvofena
acetonitrilem a mravenénanem amonnym v poméru 9:1. V této praci se nakonec
osvédCilo toto slozeni mobilni faze. Mobilni faze A tvofend kyselinou mravenci,
fluoridem amonnym a vodou (0,02 % NH4F, 0,01 % HCOOH, 99,97 % H>0), zatimco
mobilni faze B byla tvofena 100% metanolem. Billat et al. 2015 pouzili pro svoji
analyzu kolonu Waters Atlantis HILIC Silica 5 pm (2,1 x 150 mm) udrZovanou pii
teploté 30 °C. V této praci byla pouzita kolona Eclipse Plus C18 RRHD, 1,8 um, 3,0 x
50 mm (Agilent Technologies, USA) udrZzovana pfi teploté 35 °C. V préaci byla pouZita
ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu stejné jako v Billat et al. 2015 s pouzitim
MRM. Odli§né mobilni faze predstavuji autoii Arlemalm et al. 2021, ktefi pouzili
jednoduché mobilni faze. Mobilni faze A se sklddala pouze z 10 mmol/l octanu
amonného a mobilni faze B se skladala ze 100% metanolu. Oproti této diplomové praci,
byla chromatografickd separace provedena pii 40 °C s pouzitim bifenylové kolony a

doba analyzy trvala 3 min.

Znacnou vyhodou zavedené analytické metody je mald spotfeba vzorku. Pti
proteinové precipitaci se piida pouze 10 pl pacientského séra k izotopové znacenému
vnitinimu standardu rozpusténému v 5% kyseling trichloroctové. Arlemalm et al. 2021
u své metody piidavaji 50 pl pacientského séra ke 150 pl vnitiniho standardu.
Arlemalm et al. 2021 zvalidovali metodu s mezi detekce 0,001 mg/l v této diplomové

cvwr

kalibra¢niho bodu 0,1 mg/l. My jsme testovali stabilitu vzorku pfi riznych typech
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skladovani. Arlemalm et al. 2021 pozadovali méfeni stability vzorku v piipadg, pokud
odchylka mezi Cerstvé pfipravenymi vzorky a vzorky skladovanymi po dobu 6 mésict
byla > 15 %. V této praci po dobu 4 mésic pii teplot¢ cca -80 °C byla zjisténa
maximalni zména koncentrace 9 %. Pigliasco et al., 2021 ve své publikaci uvadi zménu
koncentrace od ptivodni hodnoty + 15 %. NaSe vysledky ukazuji maximélni zménu

koncentrace od ptivodni hodnoty < 10 %.

V této diplomové praci bylo pro métfeni koncentrace gancikloviru v séru pacientii
po transplantaci plic zahrnuto 20 pacientti. Abdul et al. 2020 uvadi, ze TDM u pacienta
po transplantacich lze provadét nckolika rliznymi zplsoby, avSak nejCastéji se
vyhodnocuji koncentrace GCV pomoci Cmin — surogdt AUC plochy pod kiivkou.
Stanovovani AUC je v bézné praxi znané nepraktické a ¢asové narocné, proto se voli
Cmin. Abdul et al. 2020 ve své studii navrhli optimalizovany plan odbéru vzorki,
protoZze Cmin poskytuje uréitou informaci o clearance 1écCiva, avSak pro stanoveni
distribu¢niho objemu 1é¢iva je vyzadovéano castéj$i odebirani vzorkd. Proto k popisu
farmakokinetiky gancikloviru pouzili 1 aZz 3 ¢asové body pro odbér vzorkl. Odbér
vzorkd v riznych €asovych intervalech popisuji jako snadno proveditelny a tyto body
mohou poskytnout pfesné odhady expozice 1éku a mohou byt pouziti k predikci AUC.
Ve svych vysledcich Abdul et al. 2020 uvadi, Ze ganciklovir vykazuje nizky distribu¢ni
objem 0,7 l/kg a je prevazné vylucovan ledvinami. Farmakokinetiku popisuji jako
predvidatelnou, avSak s minimalni nevysvétlitelnou interindividualni variabilitou mezi
pacienty u piijemcii solidnich organt. Abdul et al. 2020 neprokazali Zadny vztah mezi
expozicemi GCV a klinickou ucinnosti a toxicitou. U pacientd v jejich studii se
prokdzala antivirovd aktivita GCV s hodnotami > 40-60 pg.h/ml. Pro ganciklovir
nepopsali Zadné jasné definované prahy toxicity, ale vy$si hodnoty Cmin @ AUC popisuji
jako zvySené riziko neurologické, a hematologické toxicity. V této praci byly
stanovovany koncentrace GCV v riiznych ¢asech. VZdy byla méfena koncentrace GCV
tésn¢ pred poddanim Iéku, a to v Case Co, nasledné po tfech hodinach od podani v Case
Cs a poté po péti hodinach od podani v ¢ase Cs. Z téchto koncentraci byly vyhodnoceny
plochy pod kiivkou a spole¢né s Co, C3 a Cs zahrnuty do vysledki. Klinické cile
farmakokinetiky a farmakodynamiky pro U€innost terapie ¢i profylaxe ganciklovirem ¢i
valganciklovirem dle Abdul et al. 2021 by mély dosahovat AUC 40-60 pg.h/ml. U
pacientd v této diplomové praci bylo pouze v jednom piipadé dosaZeno spodni hranice

terapeutického rozmezi AUC a to 40 pg.h/ml. Z vysledkl lze fici, ze ostatni pacienti
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méli koncentraci GCV pod terapeutickym rozmezim a pokud by nedoslo ke zvySeni
koncentrace GCV mohlo by dojit ke vzniku 1ékové rezistence anebo by nemusela byt
1é¢ba ucinna.

Autofi Mértson et al. 2021 zahrnuli do své studie 95 pacientli na zéklad¢ téchto
kritérii: vék >18 let, pacient musel byt po transplantaci solidniho organu ¢i kmenovych
bunék a musel dostdvat ganciklovir ¢i valganciklovir jako profylaxi nebo 1é¢bu.
Transplantaci kmenovych bunék podstoupilo 31 pacienti a transplantaci solidnich
organt (ledviny, plice, jatra, srdce, tenké stfevo ¢i vice organti) podstoupilo 64 pacienti.
V ramci rutinni péce bylo provedeno u vSech pacienti TDM. Po dobu své studie
celkové naméfili 450 sérovych koncentraci. V této praci bylo zahrnuto 20 pacientd a
vSichni pacienti byli po transplantaci plic. V diplomové praci byly zaznamenéany a
statisticky vyhodnoceny pouze nékteré stéZejni informace. Mértson et al. 2021 kromé
vysky, vahy, BMI, typu transplantace a glomerularni filtrace sledovali u pacientii napft.
laboratorni hodnoty jako krevni obraz, diferencialni rozpocet bilych krvinek, celkovy
bilirubin, alkalickou fosfatdzu ¢i gamaglutamyltransferazu. V clanku uvadéji, Zze
v piipad¢ potieby zaznamenavali také nezddouci U€inky (neutropenii, prijem, anémii) a
pti¢inu smrti. Martson et al. 2021 pouzili ke stanoveni koncentrace GCV metodu LC-
MS/MS stejné jako v této diplomové praci. Ve své studii uvadéji, ze piiprava vzorku se
skladala z 500 pl precipita¢niho ¢inidla a 100 pl pacientského séra. Z naSi metody je
zifejmé, ze 10 pl séra je dostateCnym objemem k zajisténi velmi dobré citlivosti metody.
V nasi praci bylo po precipitaci proteinti alikvotovano 50 pl supernatantu.
K supernatantu bylo ptidano 950 ul 5% kyseliny trichloroctové. Nasledné bylo do
systtmu LC-MS/MS nastiiknuto 0,5 pl vzorku, zatimco Mairtson et al. 2021 po
proteinové precipitaci nastiikovali do systému supernatant o objemu 0,2 pl. Mértson et
al. 2021 do sv¢ studie zatadili 95 pacientil. Profylakticky byl GCV podavan 47 (49 %)
pacientim a k 1é&cbé CMV infekce byl podavan 48 (51 %) pacientim. V publikaci
Mirtson et al. 2021 z vyslednych 390 koncentraci farmakolog poskytl radu s ipravou
davky v 369 ptipadech (95 %). Lékati akceptovali zménu Upravy davky pouze u 62 %
pacientt. Do vysledkt studie bylo zahrnuto 85 pacientti, kterym davka nebyla zménéna,
z toho 46 pacientim byl podavan GCV profylakticky a 39 pacientim byl podavan GCV
k 1é€bé CMV infekce. Dle koncentrace Cmin @ AUC ve vysledcich uvadeéji, Ze podani
GCV profylakticky u pacienti beze zmény davky bylo 31 (67 %) pacientl

poddavkovanych, 11 (34 %) pacientli v terapeutickém rozmezi a 4 (9 %) pacienti byli

63



pfedavkovani. U lécby CMV infekce ganciklovirem bylo 19 (49 %) pacienti
poddavkovanych, 14 (36 %) pacientl v terapeutickém rozmezi a 6 (15 %) pacientli
predavkovanych. V této diplomové praci bylo celkové ziskanych 20 koncentraci GCV
v ¢ase Co. Dle nasich vysledkl bylo 18 pacientli poddavkovanych (90 %), 1 pacient byl

v terapeutickém rozmezi (5 %) a nasledné 1 (5 %) pacient byl ptedavkovan.

Standardni davkovani gancikloviru pro 1é¢bu cytomegalovirové infekce je 900 mg
kazdych 12 hodin pro peroralni valganciklovir a davka 5 mg/kg kazdych 12 hodin pro
1.v. podani gancikloviru. Jak jiz bylo feCeno, v pfipad¢ selhani ledvin, by mélo byt
davkovani upraveno dle funkce ledvin, aby se pfedeslo zavaznym nezadoucim u¢inkiim
1é¢iva. Vyssi koncentrace GCV mohou byt spojeny se zvySenym rizikem toxicity,
z diivodu vyssi expozice. Kromé nezddoucich ucinkt, jako je napt. myelosuprese i
neurotoxicita, mize 1écbu CMV ovlivnit jiZ zmifovand rezistence na antivirova léciva.
Rezistence na GCV je zptisobena mutacemi v genech UL97 kinazy a UL54 polymerazy.
U rezistence se také muzeme setkat s rizikem ziskané resistence, které je zvySené u
pacientl s vysokou virovou zatézi, tzn. >100 000 kopii/ml krve. Adekvatni 1écba CMV
je velmi dllezitd a je potfeba se vyhnout nizkym sérovym koncentracim GCV, které
vedou k selhani 1écby (Martson et al., 2019). Nase vysledky ukézaly, ze v ¢asech Co
byla téméf pokazdé namétena koncentrace GCV mimo terapeutické rozmezi u pacientti
po transplantaci plic, a proto je dilezité sledovani koncentraci Co a plochy pod kiivkou,

aby nedochazelo k selhani terapie ¢i vzniku rezistence.

Duval et al. 2021 publikovali ¢lanek, ve kterém popisuji farmakokinetiku GCV
u pediatrickych pacienti. Obvykle se monitorovani expozice gancikloviru provadi
méfenim minimalni koncentrace oznacované jako Co. Vzhledem ke specifi¢nosti
pediatrické farmakokinetiky nemusi byt méfeni minimalni koncentrace relevantni
nahradou expozice GCV, a proto vhodngj$im biomarkerem muze byt AUC. Plocha pod
kiivkou, méteni koncentrace v zavislosti na Case, je povaZzovana za nejlepsi nahradni
ukazatel expozice 1éCiva. Ve studii je pro zduiraznéni dulezitosti AUC uveden piipad
ctytletého chlapce s Embergerovym syndromem. Pacient v ¢ervnu 2020 podstoupil
alogenni haploidentickou transplantaci krvetvornych kmenovych bun¢k (HSCT). Po
transplantaci pacient dostdval fadu imunosupresiv, antimykotik a dalSich 1éciv. Tticet
Ctyfi dni po transplantaci byla pacientovi diagnostikovana CMV infekce. Byl nasazen
intravendzni GCV 5 mg/kg kazdych 12 hodin. Po tfech tydnech 1écby se virova zatéz

nesnizila. U pacienta bylo podezieni na nizkou expozici 1é¢iva a virologickou rezistenci.
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Minimalni koncentrace GCV byly subterapeutické¢ (<0,5 pg/l) a analyza mutaci
v genech UL97 a UL54 byla negativni. Selhdni 1écby bylo pravdépodobné zptisobeno
nizkou expozici 1éku. Pacientova renalni clearance kreatininu byla rychla, a proto bylo
rozhodnuto upravit davkovani GCV ftizené AUC. Davka byla zvySena na 10 mg/kg
kazdych 12 hodin. AUC byla hodnocena pomoci péti odbéri vzorkl: pred davkou a
poté 1, 2, 4 a 6 hodin po davce. Minimdalni koncentrace Co byly stale pod terapeutickou
hodnotou, zatimco maximalni koncentrace byly vysoké a AUCo.12 n se blizila k 50
pg.h/ml. Terapeutické rozmezi AUC je 40-60 pg.h/ml. Pfiblizné po Sesti dnech se
virova zatéz snizila a po padesati dvou dnech byla virova zatéz nedetekovatelnd. Tato
publikace zdaraznuje, ze TDM GCV ma velky vyznam pro zlepsSeni G¢innosti 1éCby
infekce CMV. Je dilezité uvést, Ze po uUpravé davkovani se Co zménila minimalné,
avSak bylo dosazeno terapeutické AUC. A pravé to je podstatné, ponévadz by davka
GCV byla pravdépodobné zvysena nad 10 mg/kg a mohlo by dojit k toxickym u¢inkiim

1éku a nasledné pancytopenii.
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11. ZAVER

V této diplomové praci byly stanovovany hodnoty gancikloviru u pacientli po
transplantaci plic pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekei.
Pro tuto diplomovou préci byly stanoveny Ctyii cile, a to vyvinout a optimalizovat
metodu pro stanoveni GCV v séru pomoci LC-MS/MS, validovat metodu pro stanoveni
gancikloviru v séru. Déle stanovit koncentrace gancikloviru v séru u pacientll po

transplantaci plic a zhodnotit vyznam terapeutického monitorovani GCV.

Podafilo se vyvinout rychlou, citlivou, spolehlivou a robustni analytickou metodu
pro stanoveni GCV v séru, metoda byla Uspé$né validovana a vSechny valida¢ni
parametry splnily podminky uspé$né validace, které jsou definovany dle validace
bioanalytickych metod. Nasledn¢ probihalo stanoveni gancikloviru u pacientii po
transplantaci plic. Tento cil byl GspéSné splnén stanovenim GCV u dvaceti pacient po
transplantaci plic. Poslednim cilem bylo zhodnoceni vyznamu terapeutického

monitorovani gancikloviru.

Celkové bylo vybrdno 20 pacientli, ktefi transplantaci plic podstoupili.
Stanovovani hladin gancikloviru probihalo jako terapeutické monitorovani 1é¢iv, a to
v Casech pred davkou, tfi hodiny po dévce a pét hodin po davce. Tyto Casy byly
oznaceny jako Co, C3 a Cs. Dle koncentrace GCV v case Co bylo u pacientl
vyhodnocovano, zda byla davka vysokd, nizka ¢i zda bylo dosaZeno terapeutického
rozmezi. Z vysledkti bylo zjisténo, ze 18 (90 %) pacienti bylo poddavkovano.
V terapeutickém rozmezi byl 1 (5 %) pacient a u 1 (5 %) pacienta doslo k ptekroceni

terapeutického rozmezi.

Vysledky prokazaly, Ze TDM je nezbytné u vSech pacientil po transplantaci plic,
pro nastaveni individualizované optimalni farmakoterapie, jelikoZz pii prekroceni
terapeutického rozmezi GCV (2-4 mg/l) mize dojit k myelosupresi, nefrotoxicité,
neurotoxixité¢ ¢i gastrointestindlnim poruchdm. Naopak pii nedosazeni minimalni
hodnoty terapeutického rozmezi nemusi byt 1é€ba G€inna ¢i miiZze vzniknout rezistence

ke GCV.
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12. SEZNAM ZKRATEK

ALT alaninaminotransferaza

APCI chemickad ionizace za atmosférického tlaku
APPI fotoionizace za atmosférického tlaku
AST aspartataminotransferaza

AUC plocha pod kiivkou

BAL bronchoalveolarni lavaz

BMI body mass index

C18 oktadecyl

CID kolizn¢ indukovana disociace

Cinax maximalni koncentrace

Ccv variacni koeficient

DR pozitivni darce, negativni pfijemce
D'R" pozitivni déarce i piijemce

DAD detektor s diodovym polem

DCD plice z darcovstvi po ob&hové smrti darct
DNA deoxyribonukleova kyselina

DPS sucha kapka plazmy

DR negativni darce i piijemce

DR’ negativni darce, pozitivni piijemce
EBV virus Epstein-Barrové

ECD elektrochemicky detektor

eGFR glomerulérni filtrace

EI elektronova ionizace

EOD poskozeni koncovych organii
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ESI
EVLP
FLD
ganR-CMV
GCV
GCV-TP
GvHD
HBV
HCMV
HCV
HHV-5
HIV
HPLC
HSV-1
HSV-2
Lv.

IgG

IgM
IQR

IS
LC-MS
LC-MS/MS
LDLLT
LOD
LOQ
MALDI

ME

elektrosprejova ionizace

ex vivo plicni perfuze

fluorimetricky detektor

cytomegalovirus rezistentni na ganciklovir
ganciklovir

ganciklovir trifostat

reakce Stépu proti hostiteli

virus hepatitidy B

lidsky cytomegalovirus

virus hepatitidy C

lidsky herpes virus-5

Virus lidské imunodeficience
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
herpes simplex virus 1

herpes simplex virus 2

intravendzni podani

imunoglobulin G

imunoglobulin M

mezikvartilovy rozsah

vnitini standard

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii

ey

transplantace plic zijicich darct
mez detekce

mez kvantifikace

matrici asistovand laserova desorpce

matricové efekty
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MF mobilni faze

MRM monitorovani vice reakci

MS hmotnostni spetrometr

p.o. peroralni podani

PBMC periferni krevni mononukledrni bunky
PEPTI1 Intestindlni peptidovy pienasec
PET preemptivni terapie

Ql prvni kvadrupol

Q2 druhy kvadrupol (kolizni cela)

Q3 tieti kvadrupol

RTG rentgen

SCT transplantace krvetvornych bun¢k
SD smérodatnd odchylka

SF stacionarni faze

SOT transplantace pevnych organi
SPE extrakce na pevné fazi

Tip polocas rozpadu

TCA kyselina trichloroctova

TDM terapeutické monitorovani léciv
TOF pruletovy analyzator

UPW ultra Cistd voda

uv ultrafialové zateni

VIS viditelné svétlo

\Z distribu¢ni objem

Va/kg distribu¢ni objem na kilogram télesné hmotnosti
\VAY% varicella-zoster virus
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