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PROGRAM
PONDELI 13. 5. 2024

13:00 - 14:30
Hmotnostni spektrometrie v klinické biochemii
Pfedsedajici: E. Klapkovd

M. Mellova Vyznam stanoveni metabolitti katecholaminli v moc¢i pomoci LC-
MS u pacientli s neuroblastomem (2. LF UK v Praze, FN Motol) 15min

M. Kanasova Lipidomicky test pro v€asnou diagnostiku karcinomu slinivky
bFisSni (Lipidica, Univerzita Pardubice) 15min

H. Janeckova LC-MS/MS v rutinnim provozu OKB, FNOL (FN Olomouc, SCIEX) 15min

A. Vernerova 24,25(0H)2 D3 vitamin: vyzvy a uskali analytického chemika pro
LC-MS/MS stanoveni v klinické praxi (Altium) 15min

J. Vlasak Symbiéza core shell a plné poréznich castic: Implementace obou
pFistupt s cilem dosahnuti lepSich HPLC/UHPLC vysledka (Phenomenex) 10min

14:30 - 15:00 prestavka na kavu

15:00 - 16:30

Terapeutické monitorovani Iéki pomoci MS

Pfedsedajici: R. Urinovskd

J. Hrudikova Vyznam monitorovani davkovani antipsychotik
(Krajskd nemocnice T. Bati) 15min

K. BureSova Vyvoj metody pro analyzu remdesiviru v biologickém vzorku
pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
(2. LFUK v Praze, FN Motol) 15min

E. Klapkova Stanoveni gancikloviru v séru u pacientti po transplantaci plic
(2. LF UK v Praze, FN Motol) 15min

V. PeSakova Metoda kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
detekci pro stanoveni celkové a volné koncentrace teriflunomidu v séru
pacientt s roztrousSenou sklerézou (FN Ostrava) 15min

M. Svidrnoch Novinky v oblasti TDM antibiotik (Agellab) 15min
16:30 - 17:00 pFestavka na kavu

17:00 - 18:30
Diagnostika dédicnych metabolickych poruch pomoci MS
Pfedsedajici: J. Bartl

0. Souckova LC-MS jako ucinny nastroj pro studium vzacnych onemocnéni
(BIOCEV, PFF UK, 1.LF UK v Praze) 15min

L. KuchafF Lipidomicka analyza u lysosomalnich stfadavych onemocnéni
(a nejen u nich) (VFN, 1.LF UK v Praze) 15min

J. Bartl Novorozenecky screening dédicnych metabolickych vad ocima
tandemové hmotnostni spektrometrie (VFN, 1.LF UK v Praze) 15min

D. Friedecky Multikomponentni analyza pomoci LC/MS pro diagnostiku DMP
- kam az MS dosahne (FN Olomouc) 15min

V. Skopova Stanoveni vékové zavislého fyziologického rozmezi intermediat
de novo syntézy purin v moci (VFN, 1.LF UK v Praze) 10min

19:00 - 22:00 Vecere

UTERY 14. 5. 2024

9:00 - 10:30
Hmotnostni spektrometrie v toxikologii
PFedsedajici: P. Ondra

P. Ondra Analyza hexahydrokanabinolu v biologickém materialu (FN Olomouc) 15min
M. Bursova Nahodna &i tmyslna intoxikace? (UVN, VFN, 1.LF UK v Praze) 15min

R. Papousek VyuZiti hmotnostni spektrometrie v toxikologické praxi
(FN Ostrava) 15min

M. Zidkova Nové syntetické drogy aneb ,,Co se v prosinci nauéis, v lednu jako
kdyZz najdes" (VFN Praha) 15min

Z. Birkas Hmotnostni spektrometrie v AGELLAB (Agellab, Shimadzu) 15min
10:30 - 11:00 pFestavka na kavu

11:00 - 12:30 .
Kam sméruje klinickd MS ,,nejen” v Cesku
PFedsedajici: D. Friedecky

P. Matlak Nové pfFistupy ve vyvoji analytickych metod pouZivanych ke stanoveni
koncentraci biologickych 1éCiv (LF, Ostravskd Univerzita a FN Ostrava) 15min

R. Kup€ik MoZnosti proteomickych metod v analyze klinickych vzorku
(FN Hradec Krdlové, Pragolab) 15min

A. Hudikova Automatizace hmotnostni spektrometrie v rutinni klinické
laboratofi (Roche) 15min

D. Friedecky IVD-R - kam jsme se posunuli a co nas letos ceka (FN Olomouc) 15min

Panelova dikuze IVD-R - jak to vidi vyrobci a distributo¥i MS (Altium, AMEDIS,
Pragolab, Shimadzu, Waters) 20min

12:30 - 14:00 Obéd



SBORNIK ABSTRAKT

Vyznam stanoveni metaboliti katecholamint v moci pomoci LC-MS pacienti
s neuroblastomem

Mellova Méria', Vicha Ale$?, Cepové Jana', Prii3a Richard', Klapkové Eva’

1 Ustav lékarské chemie a klinické biochemie 2. LF UK a FN Motol, Praha
2 Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha

Neuroblastom je maligni nadorové onemocnéni raného détského véku, které vznikd z nediferen-
covanych nervovych bunék neurdinf listy, tzv. neuroblastd . Vyznacuje se znacnou klinickou a bio-
logickou variabilitou. Incidence neuroblastomu v Ceské Republice je pFiblizné 1:7 000 Zivé naroze-
nych déti, tedy asi 15 nové diagnostikovanych pfipadl rocné 2. Spolec¢nou biologickou vlastnosti
neuroblastomU je nadprodukce katecholaminl a jejich metabolitl. Uvadi se, Ze témér 90 % vsech
diagnostikovanych neuroblastomi nadprodukuje katecholaminy B Stanoveni kone¢nych metabolitd
katecholamint - kyseliny vanilmandlové (HVA) a homovanilové (HVA) v moci se v soucasnosti vyuziva
v diferencidlni diagnostice tohoto onemocnéni. Doplfikovou prognostickou hodnotu ma také index
HVA/VMA . Nevyhodou soucasnych prognostickych markerd je potreba invazivniho odbéru tkané
otevienou biopsii. V sou€asnosti probihaji snahy o nalezeni spolehlivého biologického prognostic-
kého markeru, ktery by bylo mozné stanovit relativné neinvazivné a opakované, pro sledovani u¢in-
nosti terapie. Posledni studie naznacuji moznost vyuZziti 3metoxytyraminu (3-MT) jako doplrfikového
prognostického markeru # .

Stanoveni metabolitl katecholamind se v klinickych laboratofich provadi pomoci chromatografickych
metod. Dnes Siroce vyuZivana vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s elektrochemickou de-
tekci se postupné nahrazuje spojenim HPLC s tandemovou hmotnosti detekci (LC MS/MS), ¢imz je mi-
nimalizovano riziko interferenci. Také je vyrazné zkracen ¢as potfebny pro pfipravu vzorky a rovnéz je
zkracena i délka vlastni analyzy.

Pro stanoveni HVA, VMA a volného 3-MT byla vyvinutd LC-MS/MS metoda za pouziti elektrospreje v nega-
tivnim (HVA, VMA) i pozitivnim (3-MT) médu. Jako vnitfni standardy byly pouZity izotopové znacené me-
tabolity katecholamin( (HVA-d5, VMA-d3 a 3-MT-d4). Vzorky byly separovany na koloné Acquinity UPLC
HSS T3 (2,17x100 mm, 1,8 pm, Waters) pFi 35 °C s gradientovou eluci v systému voda/metanol. Tandemova
hmotnostni detekce byla provadéna pomoci trojitého kvadrupélu (Agilent 1290, Triple Quad 6495, Agilent
Technologies) v médu dynamického monitorovani vybranych reakci. V porovnani's plvodni HPLC metodou
poskytuje nova LC-MS/MS metoda presnéjsi kvantifikaci dosud vyuZivanych konecnych metabolit(l kate-
cholaminl a soucasnou detekci nového markeru volného 3-MT. Vyvinutd multikomponentni analyza po-
skytuje jak diagnostickou (HVA, VMA), tak prognostickou (3-MT) vypovédni hodnotu, a to v3e jen za pouZiti
50 pl pacientského vzorku moce. Metoda byla Uspésné validovana, ovéfena na 50 pacientskych vzorcich
a zavedena do klinické praxe.

Podékovdni: Tato prdce vznikla za podpory MZ CR - RVO, FN v Motole 0064203.

1. Matthay, K.K., et al., Neuroblastoma. Nat Rev Dis Primer 2, 16078 (2016).

2. Krejci, D. et al. Czech Childhood Cancer Information System [online]. (2018) [cit. 2024-3-26]. Dostupné z: https://ccc-is.
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3. Hwang, N., et al. Application of an LC-MS/MS Method for the Simultaneous Quantification of Homovanillic Acid and
Vanillylmandelic Acid for the Diagnosis and Follow-Up of Neuroblastoma in 357 Patients. Molecules. 26, 3470 (2021).

4. Peitzsch, M., et al., Biochemical testing for neuroblastoma using plasma free 3-O-methyldopa, 3-methoxytyramine,
and normetanephrine. Pediatric Blood & Cancer. 67, 28081 (2020).

5. Verly, I.R.N., et al. 3-Methoxytyramine: An independent prognostic biomarker that associates with high-risk disease
and poor clinical outcome in neuroblastoma patients. European Journal of Cancer. 90, 102-110 (2018).
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Lipidomicky test pro v€asnou diagnostiku karcinomu slinivky bFiSni
Kanasova M.", Doleckova Z.", Peterka O.'?

' Lipidica, a.s., Pernstynské namésti 51, Pardubice
2 Katedra analytické chemie, Fakulta chemicko-technologicka, Univerzita Pardubice

veni diagndzy) vzhledem k absenci typickych pfiznakd v ¢asném stadiu. To je divodem proc soucasné
diagnostické metody, jako jsou endoskopicka ultrasonografie (EUS), magneticka rezonance (MRI) a vy-
pocetni tomografie (CT) obvykle detekuji pokrocilé stadium onemocnéni s velmi omezenymi moznostmi
|écby vzhledem k rychlé tvorbé metastaz. V€asna diagnostika by vedla k vétSimu podilu kurativnich re-
sekci, a tak i delSimu preziti pacientd s rakovinou slinivky. Za vyuZiti lipidomické analyzy bylo potvrzeno
rozliseni vzorkd jedincl bez rakoviny slinivky bfisni od vzorkd pacientl trpicich timto onemocnénim jiz
v ranych stadiich ", Lipidomicky test se zaklada na analyze lipidomického extraktu krevni plazmy pomoci
superkritické fluidni chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Vicerozmérnou statistickou
analyzou jsou porovnany profily cca 150 lipidd ze 7 lipidovych t¥id v kaZzdém vzorku, pfi¢emzZ nejvice dy-
sregulované jsou sfingomyeliny, ceramidy a (lyso)fosfatidylcholiny. PFevod této metody do praxe je spo-
jen s ovérenim klinické funkce na vzorcich od dobrovolnikll spadajicich do skupiny se zvySenym rizikem
rozvoje tohoto onemocnéni. Riziko je zvySené u jedincd s vyskytem tohoto onemocnéni u pfibuznych,
s pfitomnosti urcitych genetickych mutaci podminujicich vznik rakoviny slinivky nebo u lidi trpicich here-
ditarni pankreatitidou.

1. Wolrab, D. et al. Lipidomic profiling of human serum enables detection of pancreatic cancer. Nat. Commun. 13, 124 (2022).

LC-MS/MS v rutinnim provozu OKB, FNOL

Janeckova H, lvanovova E, Hlidkova E, Bekarek V, Kittlova L, Kowalczukova L, Petrzelova S, Pefinova J, Semeniuk T,
Svacinkova Z, Friedecky D

Laborator dédi¢nych metabolickych poruch, Oddélenf klinické biochemie, Fakultni nemocnice Olomouc

Pouziti kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) se stava v kli-
nické laboratofi nepostradatelnou soucasti rutinniho provozu. Nahrazuje tak metody imunochemické i
separatni metody zaloZené na UV detekci. V pfednasce budou prezentovany praktické zkuSenosti s po-
uzitim LC-MS/MS pfi rutinnim vySetfovani |éCiv a diagnostice dédi¢nych metabolickych poruch (DMP).
Pro analyzy jsou pouzivany hmotnostni spektrometry firmy SCIEX (API 4000, Triple Quad 6500, QTRAP
6500+).

V nasi laboratofi je vySetfovana Siroka Skala |éCiv (imunosupresiva, antihypertenziva, tyrosinkinasové in-
hibitory, antimykotika, nizkodavkovy methotrexat, beta-laktamova antibiotika). PouZivana je vzdy stejna
kombinace mobilnich fazi (A - mravencan amonny, 28 mmol/l, pH 2,8; B - methanol) a kolony (ACQUITY
UPLC BEH C18, 130A, 1,7 ym, 2,7 mm x 50 mm), tim odpadaji prodlevy zplsobené nutnym promyvanim
systému. Pro kaZzdou skupinu lékd byla vZdy optimalizovana pfiprava vzorku, objem nésttiku vzorku a se-
paracni podminky tak, aby v3e probihalo v provozu jednodusSe a rychle.

LC-MS/MS je pouzivano v diagnostice DMP jednak v rdmci druhostupriového vysetfovani vzorkd krevnich
skvrn z novorozeneckého screeningu (stanoveni homocysteinu a rozliseni izomert C5-karnitind) a dale
komplexniho vySetfovani vzork( moci od déti s podezienim na DMP. Rutinné jsou analyzovany organické
kyseliny, acylkarnitiny a acylglyciny (doi: 10.1515/cclm-2023-0084), puriny, pyrimidiny a dalSi diagnosticky
vyznamné latky (doi: 10.1016/j.talanta.2024.125699).

Pro kvantifikaci je vzdy vyuzivano izotopicky znacenych standardd a komeréné dostupnych kalibratord.
K vyhodnocovani jsou pouzivany programy Analyst Software nebo Sciex OS. Kontrola kvality je zajiSté-
na pomoci komercnich kontrolnich material( a Ucasti v relevantnich programech externiho hodnoceni
kvality.



24,25(0H)2 D3 vitamin: vyzvy a uskali analytického chemika pro LC-MS/MS
stanoveni v klinické praxi

Vernerova Andrea
Altium International, s.r.o., Na Jetelce 69/2, 190 00 Praha 9

Vitamin D ma zasadni roli pro udrZzeni homeostazy vapniku a fosforu v lidském téle, a s tim spojeny spravny
rUst a mineralizaci kosti. Dale ma také protektivni roli u fady systémovych onemocnéni jako jsou nadorova,
kardiovaskularni, renalni nebo nemoci spojené s imunitnim systémem . | kdyz za kli¢ovy aktivni metabolit
vitaminu D je povazovan 1,25-dihydroxy vitamin D3, vzrlsta zajem stanovovat také hladiny neaktivniho me-
tabolitu 24,25-dihydroxy vitaminu D3, které mohou poskytnout dal3i informace o stavu pacienta s deficienci
vitaminu D. Nicméné, hlavnim benefitem stanoveni je screening nedostatku enzymu 24-hydroxylazy pro pri-
pady hyperkalcémie nezavislé na parathormonu, kterd mize vést a7 k chronickému onemocnéni ledvin 2.,

Na rozdil od kvantifikaci 25(0H)D vitamin(, kterych lze dosdhnout i pomoci imunotestd, metabolit
24,25-dihydroxy vitamin D3 Ize kvantifikovat pouze pomoci LC-MS/MS. | pFes vySSi specifitu detekce po-
moci hmotnostni spektrometrie (MS) je stanoveni komplikované, zejména z divodu obtiZzné ionizace,
matri¢nich efektd a velmi nizkych hladin v lidském séru (desetiny aZ jednotky ng/ml).

V prezentaci budou rozebirana uskali stanoveni 24,25-dihydroxy vitaminu D3 v séru. Pro implementaci
v rutinni laboratofi je vhodny vybér Upravy vzorku pred analyzou kli¢ovy. Jako obvykle je nutné volit mezi
robustnosti metody, spolehlivymi vysledky stanoveni a minimalizaci manipulace se vzorky.

Podékovani za spolupraci patfi Klatovské nemocnici, a.s., pro kterou byla aplikace vyvijena a ma potencial

byt vyuZita v jejich portfoliu nabizenych metod.

1. WAGNER, D. et al. The ratio of serum 24,25-dihydroxyvitamin D3 to 25-hydroxyvitamin D3 is predictive of 25-hydroxy-
vitamin D3 response to vitamin D3 supplementation. The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology. 126,
72-77 (2011).

2. FABREGAT-CABELLO, N. et al. A fast and simple method for simultaneous measurements of 25(0OH)D, 24,25(0H) 2 D
and the Vitamin D Metabolite Ratio (VMR) in serum samples by LC-MS/MS. Clinica Chimica Acta. 473, 116-123 (2017).

Symbidza castic s jddrem a pIné poréznich castic: Zavedeni obojiho pro lepsi
vysledky HPLC a UHPLC

Jan Vlasak

PHENOMENEX LTD

Prezentace popisuje zakladni charakteristiky pIné poréznich castic a ¢astic s pevnym jadrem, tzv. core
shell. Oba segmenty jsou zastoupeny a demonstrovany znackou Phenomenex a oba mohou pfinést dalsi
vyhody, ale nemusite vidét plny potencial. Cilem je poskytnout posluchacdim ucelené informace o obou
typech castic s ohledem na pfistrojové vybaveni a povahu testovanych latek.

Experimentalni Udaje pro maximalizaci G¢innosti separace, nalezeni idealni délky analyzy, retence a za-
tizeni vzorku s ohledem na rozliSeni a faktor asymetrie pro polarni kyseliny, polarni zasady. Jak zlepsit
zatiZeni pro zasadité latky a jak pracovat s ortogonalni selektivitou.

Obecna chromatograficka ucinnost

| Criteria/Need | ___Ranking | Caveal/Excepfions/Recommendation |
Need maximum efficiency (Rs, H) Kinetex > Omega Benefits of core-shell diminish with particle size decrease
Fastest Analysis Time Kinetex > Omega

Need more sample loading

Kinetex < Omega Usually not a factor with neutrals or acids

Need more retention (C18) Kinetex < Omega Can be offset with stationary phase selection

Injecting strong solvent Kinetex < Omega

Zohlednéni systému

Standard HPLC-UV Kinetex >> Omega
UHPLC/UPLC®-UV Kinetex <= Omega
LC/MS Kinetex = Omega

Benefits of core-shell diminish with high dwell volume
Core-shell will be faster usually
Very case-specific

Vyvoj metody
| .

| Caveat/Exce commendation
Kinetex Biphenyl or Kinetex/Omega Polar C18
Omega PS C18 (Polar C18 phases are alternatives)
Omega PS C18 (Kinetex EVO C18 is alternative)
Kinetex EVO C18
Kinetex Biphenyl & F5

Kinetex = Omega
Kinetex < Omega
Kinetex < Omega
Kinetex > Omega
Kinetex > Omega

Polar bases
Polar acids
Best peak shape/loading for Bases
Stability at high pH

"Orthogonal Selectivity" to C18

Zavér

Znacka Kinetex obecné nabizi vySsi Gcinnost a kratSi RT. Pro HPLC je témé&F vZdy vyhodné vidét vice nez
dvojnasobné vyssi tcinnost. Pokud jde o UHPLC - je tfeba vice zohlednit retenci, asymetrii pikd a nosnost,
protoZe zvy3eni Ucinnosti neni tak vyrazné. Proto obvykle dominuje znacka Luna omega

Vyznam monitorovani davkovani antipsychotik
Jana Hrudikova
Krajska nemocnice T. Bati, a.s. Zlin, OKBF

Antipsychotika (AP) neboli neuroleptika jsou latky uréené k 1é¢bé psychotickych poruch. Plsobi jako an-
tagonisté dopaminovych D2 receptor(. Spole¢nou vlastnosti celé skupiny AP je schopnost pfi dlouhodo-
bém uzivani potlacovat psychotické symptomy, pfedevsim halucinace a bludy u schizofrenie, psychoz,
agresivity a neklidu. Néktera antipsychotika druhé generace se vyuzivaji v udrzovaci i akutni |é¢bé& ma-
nické a depresivni faze bipolarni afektivni poruchy nebo napfiklad v monoterapii unipolarni deprese.
Jednotliva AP se od sebe [iSi nejen intenzitou Ucinku, ale i farmakodynamickymi vlastnostmi.

Zklidnujici acinky AP nastupuji velmi rychle, podle typu aplikace od minut az po hodiny. Antipsychotické
ucinky se vSak mohou projevit az po tydnu uzivani, vétSinou to ovsem trva v fadu nékolika tydn(, nez
dojde ke zlepSeni stavu pacienta.

Uzivani antipsychotik mdzZe provazet celé fada vedlejsich, nezddoucich Gcink(. Mezi Casté patfi akatizie,
tres, zvySeni hmotnosti, Ubytek mozkového objemu, Ubytek poctu bilych krvinek, cukrovka, rdizné se-
xualni poruchy, Unava, deprese a sniZzena stfedni délka Zivota. K omezenf ¢i sniZeni téchto nezadoucich
Ucinkd je nutna spravna volba nejen Iéku, ale také jednotlivé davky.

K dosaZeni terapeutického rozmezi a tim spravného Ucinku terapie je dilezité monitorovat hladiny léciv (TDM)
u pacientt a podle toho efektivné upravovat davkovani monoterapie i polyterapie. U nékterych typ0 léCiv hraje
vyznamnou roli také koureni, které zrychluje odbouravani IéCiva, a proto potfebuiji kuraci zpravidla vySSi davky.
Ke stanoveni |éCiv vyuzivame biologicky material sérum a plazmu, jako metodu kapalinovou chromato-
grafii s hmotnostni detekci a jako zpUsob ionizace elektrosprej (ESI) v pozitivnim maédu. Vyhodou této
metody je stanoveni nékolika latek soucasné, vCetné jejich metabolitl za relativné kratkou dobu.

1. Mohr, P. a kolektiv. Klinicka psychofarmakologie. Maxdorf s.r.0., 111-121 (2017)
2. Kopecek, M. Aktualizované klinické a teoretické aspekty podavani antipsychotik. Klin. Farmakol. Farm, 26(1), 18-28 (2012)

Vyvoj metody pro analyzu remdesiviru v biologickém vzorku pomoci
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci

Kristyna BureSova, Katefina Dunovska, Julia Werle, Jana Cepové, Richard Pr(sa, Karel Kotaska, René Kizek, Eva Klapkova

Ustav lékarské che[nie a klinické biochemie, 2. Iékarska fakulta Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Motol, V Uvalu
84, 150 06, Praha, Cesko

Jednovlaknovy RNA virus SARS-CoV-2 se prenasi kapénkovou cestou. Po vstupu se pres vazbu na ACE2
receptory dostava do bunék, kde se replikuje. U terapie remdesivirem byla pozorovana hepatotoxicita
i nefrotoxicita, proto je nutné funkce téchto organd pfi terapii monitorovat!'. Analytickému stanoveni
remdesiviru neni vénovana dostate¢na pozornost. Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni
detekci vykazuje maximalni selektivitu stanoveni?. Metody vSak nebyly pouZzity pro dlouhodobé mo-
nitorovani hladin remdesiviru u pacientl. Cilem préce bylo studium pfipravy vzorku pro maximaini
snizeni efektu interferujicich sloZek. Pro kvantifikaci remdesiviru byl vybran jeden kvantifikani pFe-
chod a jeden konfirmacni pfechod m/z pfi 603,2 — 261,0 (kvantifikacni) a 603,2 — 200,0 (konfirmacni).



Pro pFipravu mobilnich fazi byl pouZit aceto-
nitril a kyselina mravendi. Jako vnitfni stan-
dard byl pouzit ganciklovir- d5 o koncentraci
5 pg/ml. Vzorek krevniho séra se pfipravil
jako smésny vzorek sér. Kalibra¢ni roztoky N
byly nafedény do séra. Vzorek byl poté zpra- HN )\ | \> —
covan nasledovné: do zkumavek bylo pfidano Oﬁ’)\ HNT SN N X\/OH
50 plvzorku, 750 pl precipitacniho ¢inidla (AC- L wo oM \\0
N:methanol:TCA) s ganciklovirem-d5 (vnitfni (/L!
Remdesivir

Ganciclovir

HN

standard, koncentrace 5 ng/ml). Pro metodu

standardniho pfidavku bylo 90 pl vzorku (po

extrakci) smiSeno s 30 pl remdesiviru (100 ng/

ml). Vznikld smés se extrahovala a odebrany

supernatant se naredil v poméru 1:2 a takto pfipraveny vzorek byl analyzovan. U vSech analyzovanych
vzorkU byla prokazana linearita QC parametr pod 5 % a r nad 0.99. Variabilita vyjadifena pomoci variac-
niho koeficientu (%CV) se pohybovala kolem 5 %. Podafilo se dosahnout velmi dobrého limitu detekce
0,3 ng/l a kvantifikace 5 ng/l remdesiviru.

Podékovdni: Prdce byla FeSena za podpory vyzkumného zéméru MZ CR - RVO, FN v Motole ¢ 00064203.

1. Petrus J, Dunovska K, Klapkova E, Hosnedlova B, Jakubek M, Cepova J, Prusa R, Kizek R: Infekce virem SARS-CoV-2
u déti se zhoubnymi nadory: 1é¢ba remdesivirem. Prakt Lek 2022, 102(1):6-12.

2. Petrus), Grondzak T, Cepova J, Dunovska K, Hosnedlova B, Berousek J, Prusa R, Kizek R, Klapkova E: Detection of Rem-
desivir by Liquid Chromatography with Tandem Mass Spectrometry in a Patient with SARS-CoV-2 Infection. Chemicke
Listy 2022, 116(11):687-692.

Stanoveni gancikloviru v séru u pacienti po transplantaci plic
Klapkova E.", Dunovska K.!, Petrus J.", Dvorackova E.?3, Lischke R.3, PrGisa R.

' Ustav Iékafské chemie a klinické biochemie 2. LF UK a FN Motol, Praha
2 Farmakologicky Ustav 1. LF UK a VFN, Praha
3 1lI. chirurgicka klinika 1. LF UK a FN Motol, Praha

Ganciklovir (GCV) je antivirotikum vyuZivané k systémové [é¢bé a prevenci nadkazy organismu DNA viry
patricimi do Celedi herpesviridae. K zadvaznym projeviim onemocnéni zplsobenych témito viry dochazi
néni, ziskanou imunodeficienci pfi ndkaze virem HIV & diky imunosupresivni terapii po transplantaci
organu. U toho Iéku je popisovana vysoka inter a intra-individualni variabilita.

Ke stanoveni GCV byla vyvinuta LC-MS/MS metoda za pouZiti ionizace elektrosprejem v pozitivnhim
modu na systému Agilent 1290 Triple Quad 6470. Jako vnitfni standard byl pouZit isotopové znace-
ny ganciklovir-d5. Analyza byla provddéna na koloné Eclipse Plus C18 (1,8 pm, 3,0 x 50 mm, Agilent
Technologies) za pouZiti gradientu mobilnich fazi (A - voda s pufrem (5 %), B - acetonitril s pufrem
(5 %)). V mobilnich fazich byl pouZit pufr obsahujici kyselinu octovou (25 ml/l), octan amonny (5 g/l)
a kyselinu trifluoroctovou (2 ml/l). Metoda byla UspéSné validovana. K pfeddpravé vzorku byla pou-
Zita pouze precipitace proteind acetonitrilem, po centrifugaci byl vzorek déle nafedén 5% roztokem
kyseliny trichloroctové.

Pacientim po transplantaci plic je vZdy profylakticky podavan valganciklovir, u prokdzané infekce
ganciklovir. Hladiny byly stanovovany u 60 pacientl po transplantaci plic. U vice jak 80 % nebylo
pfi po¢ate¢nim nastaveni davkovani dosazeno optimalnich hladin gancikloviru v séru. Vysledky pro-
kazaly, Ze TDM je nezbytné u vSech pacientl po transplantaci plic pro nastaveni individualizované
optimalni farmakoterapie.

1. Sunada M., Kinoshita D., Furukawa N., Kihara M., Nishimura A., Moriuchi M., Moriuchi H.: Therapeutic drug monito-
ring of ganciclovir for postnatal cytomegalovirus infection in an extremely low birth weight infant: a case report. BMC
Pediatrics (2016) 74: 141

2. Martson A. G., Edwina A. E., Burgerhof . G. M., Berger S. P., de Joode A.,, Damman K., Verschuuren E. A. M.,
Blokzijl H., Bakker M., Span L. F., van der Werf T. S., Touw D. J., Sturkenboom M. G. G., Knoester M., Alffenaar
J. W. C.: Ganciclovir therapeutic drug monitoring in transplant recipients, ] Antimicrob Chemother 2021; 76:
2356-2363

Metoda kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci
pro stanoveni celkové a volné koncentrace teriflunomidu v séru pacientu
s roztrouSenou sklerézou

Veronika Pe3akova'? Hana Brozmanova'?, Pavel Sistik'2, Zuzana Krka Kugnirikova'3, Milan Grundmann'2

1 Ustav klinické farmakologie, Lékarska fakulta, Ostravska univerzita, Ostrava
2 0ddéleni klinické farmakologie, Ustav laboratorni mediciny, Fakultni nemocnice Ostrava, Ostrava
3 Oddéleni détské neurologie, Neurologicka klinika, Fakultni nemocnice Ostrava, Ostrava

Teriflunomid patfi k 1ék(m, které se vyuZivaji pfi 1é¢bé roztrousené sklerdzy. Podle studii se vice nez
99,4 % teriflunomidu vaze na plazmatické proteiny a pouze méné nez 1 % koncentrace teriflunomidu
se v krvi vyskytuje volné a vykazuje klinickou aktivitu." V této praci byla vyvinuta a validovana UPL-
C-MS/MS metoda pro stanoveni celkového a volného teriflunomidu v séru pacientd s roztrousenou
sklerézou. Pro stanoveni celkové koncentrace teriflunomidu byla jako pFiprava vzork( pouZita preci-
pitace protein( z krevniho séra a pro stanoveni volné frakce pak ultracentrifugace. Analyza byla pro-
vedena na systému Acquity UPLC Xevo TQ-XS (Waters, USA). Separace probihala na koloné Acquity
UPLC BEH C18 1,7 um (100 x 2,1 mm) pfi 30 °C a jako vnitfni standard byl pouZit teriflunomid-D4.
lonizace bylo docileno elektrosprejem v negativnim maédu. Vyvinutd metoda byla validovana podle
pravidel Evropské lékové agentury (EMA) pro validaci bioanalytickych metod. Variacni koeficienty
byly v rozmezi 0,53-14,84 % a vytéznost 97,92-108,33 %. Podil volné frakce teriflunomidu z celkové
koncentrace teriflunomidu byl v rozmezi 0,15-0,40 %. Mezi koncentracemi volného a celkového teri-
flunomidu byla nalezena signifikantni korelace R2 = 0,9083 (p<0,0001). Tato nové vyvinutd metoda
umoznuje rychlé a snadné stanoveni koncentrace teriflunomidu a Ize ji aplikovat na klinické vzorky
pacientl s roztrousenou sklerézou.

Chtéla bych velmi podékovat své vedouci prdce RNDr. Hané Brozmanové, CSc. a kolegovi Mgr. Paviu Sistikovi
Ph.D. za cenné rady, pfedané zkuSenosti a ¢as, mi vénovany, pri vypracovani této prdce.

1. Rakhila, H. Et al. Quantitation of total and free teriflunomide ( A77 1726) in human plasma by LC-MS/MS. J. Pharm.
Biomed. Anal. 55, 325-331 (2011).

Novinky v oblasti TDM antibiotik
Martin Svidrnoch
Laboratofe AGEL a.s., LaboratoF farmakologie a toxikologie, Revolu¢ni 2214/35. 741 01 Novy Ji¢in

Terapeutické monitorovani Iékovych hladin (TDM) a jejich interpretace dnes patfi bezpochyby mezi
rutinni laboratorni vySetfeni v ramci komplementu. Mezi dnes jiZ standardné provadéna vysetfeni tzv.
rizikovych antiobiotik (ATB) s Uzkym terapeutickym indexem (nap¥. glykopeptidy, aminoglykosidy) jsou
neustale pridavany dalsi skupiny ATB, kde potencidl TDM souvisi jak s eradika¢ni G¢innosti (a tedy i pre-
venci antibiotické rezistence), tak i s optimalizaci davkovani s ohledem na konkrétniho pacienta a jeho
onemocnéni. Mezi relativné nova a stale vice ¢i méné “rezervni” antibiotikum patfi linezolid. Jedna se
o tzv. oxazolidonové antibiotikum jehoZ bakteriostaticky mechanismus Gcinku je zaloZen na vazbé s ri-
bozomalni podjednotku 50S. ZjednoduSenym vysledkem je blokace proteosyntézy v burice bakterie.
Z hlediska plsobeni je linezolid aktivni pouze vici grampozitivnim bakteriim a mykobakteriim. V sou-
¢asné dobé je mira rezistence k linezolidu zanedbatelnd, nicméné se stéle ¢astéjSim pouzivanim toho-
to ATB je dlivod predpokladat, Ze rezistentni kmeny bakterii casem nebudou nijak vyjimecné. Z vyse
popsanych dlvodU je zavedeni TDM linezolidu bezesporu pfinosné. Doposud ziskana data zcela jasné
ukazuji, Ze nemalé procento pacientl lé¢enych standardnimi davkami linezolidu (tedy v souladu s SPC)
maji hladiny nizké (¢asto zcela nelcinné), nebo naopak toxické. Je na misté rovnéz zminit, Ze nezadaci
ucinky linezolidu nejsou marginalni a mohou predstavovat zavazny problém u pacientd, ktefi bézné
trpi fadou jinych komorbidit. Zdsadnim neZadoucim Ucinkem, ktery je zavisly na davce (resp. presnéji
na plazmatické koncentraci) a délce 1é¢by, je Utlum hematopoézy. Laboratorné Ize pFi vysokych hladi-
nach linezoldu pozorovat postupny vznik leukopenie a trombocytopenie, v zavaznych a ojedinélych
pripadech i pancytopenie. Pozitivnim faktem je, Ze po ukonceni 1é¢by linezolidem se hematopoéza
obvykle postupné normalizuje. Shora uvedené jen potvrzuje vhodnost provaddéni TDM linezolidu po-
dobné jako u jinych tzv. rizikovych ATB.



LC-MS jako u€inny nastroj pro studium vzacnych onemocnéni
Olga Souckova
VFN, 1.LF UK v Praze

Celosvétové je popsano vice nez 6000 riznych druhtd vzacnych onemocnéni, z nichZ 80 % je genetického
plvodu. Studiem této skupiny onemocnéni Ize pfispét k pochopeni bunéénych a molekularnich procest
a napomoci vyvoji lé¢by nejen pro vzacna onemocnéni. Uskalim pfi studiu jednotlivych poruch je jejich
nizka incidence v populaci (méné nez 1:2000). V soutasné dobé lIze vyuZit techniky celogenomového
(WGS) nebo celoexomového (WES) sekvenovani a v pfipadé metabolickych poruch i technik LC-MS (kapa-
linové chromatografie spojené s hmotnostnim spektrometrem). Zminéné techniky se navzajem mohou
velmi dobfe dopliovat. Vyhodou LC-MS je moZnost screeningu velkého mnoZstvi vzorkl ziskanych od
pacient( ve formé modi, krve ¢i odebranych koZnich fibroblastl. Tuto techniku je moZné aplikovat u me-
tabolickych onemocnéni vedoucich k hromadéni nékterého z metabolitl v burikach nebo télnich teku-
tinach. PFi spravné optimalizaci metody mdZeme cilené detekovat desitky metabolitl v kazdém vzorku.
Zavedeni specifické metody v nemocnicich mdZe napomoci véasnému odhaleni vzacného metabolického
onemocnéni, které by jinak zlstalo nediagnostikované.

Lipidomicka analyza u lysosomalnich stfradavych onemocnéni
(a nejen u nich)

Ladislav Kuchar
LaboratoF pro studium vzacnych onemocnéni, Klinika pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu 1. LF UK

Lysosomalni stfadava onemocnéni (LSO) predstavuji skupinu vzacnych dédi¢nych onemocnéni charak-
terizovanych patologickymi mechanismy postihujicimi lysosomdlni systém burky. Primarni postiZzenf ly-
sosomalniho sytému je dano stfadanim nezprocesovanych molekul, mezi které patfi i lipidy. PFi¢inou
téchto patologickych procestl jsou mutace v genech lysosomalnich protein negativné ovliviiujicich jejich
funkce. Mezi postizené proteiny patti enzymy, kofaktory enzymd, transportni proteiny a dalsi.
Hmotnostni spektrometrie je v sou€asnosti hlavni analytickou metodou vyuZivanou v lipidomice a to
jak ve vyzkumu tak i klinické praxi. Zakladem je kvantitativni hmotnostni spektrometrie, kterd umoznuje
analyzu jak celych tfid lipidd, tak i jednotlivych molekuldrnich typl. Aplikaci hmotnostni spektrometrie
u LSO z kategorie lipidos respektive sfingolipidos Ize rozdélit do nékolika oblasti.

Prvni aplikacni oblast spociva v kvantitativni a semi-kvantitativni analyze nezprocesovanych molekul, kte-
ré predstavuji biomarkery, napft. sulfatidy u Metachromatické leukodystrofie nebo globotriaosylceramid
u Fabryho choroby. Metodicky se Ize zaméfit na sledovani koncentrace lipid( v rdmci celé tfidy nebo
vyhodnoceni tzv. profilu molekularnich typQ. V sougasnosti se v této oblasti prosazuji biomarkery druhé
generace, které nepredstavuji primarni stfadany substrat, ale ke zménam jejich koncentrace dochazi
v dUsledku primarniho deficitu jako lysoglobotriaosylceramid u Fabryho choroby. V nékterych pfipadech
je Ize vyuZit i jako biomarkery v diferencialni diagnostice jako napF. lysosfingomyelin a lysosfingomyelin
509 u Niemann-Pickovy choroby typu A/B a C.

Druha oblast spociva v in vitro méFeni enzymovych aktivit pfislusnych lysosomalnich hydrolaz v suché
krevni kapce, coZ Ize vyuZit pfi novorozeneckém screeningu. Jako substrat Ize pouzit arteficialni molekuly
(Fabryho choroba) nebo pfirozené lipidni substraty (Gaucherova choroba).

Treti oblast se zaméFuje na ex vivo méreni funkce proteinu jak enzymd, tak i transportnich molekul v bu-
nécnych kulturach. Tento pfistup se uplatriuje napf. u funkéniho testu u Niemann-Pickovy choroby typu
C. Déle Ize timto zpGsobem mé¥it aktivitu celé prislusné lysosomalni degradacni kaskady napf. u GM1
gangliosidosy, Gaucherovy nebo Fabryho choroby.

Z analytického hlediska se v té&chto aplikacich uplatfiuji lipidy s atypickou molekulovou hmotnosti, které
plni funkci vnitfnich standardd, znacenych substratl nebo ,biochemickych sond” v pfipadé sledovani
celych metabolickych drah. K extrakci lipidd se v jednotlivych metodach vyuzivaji specifické extrakéni
postupy specificky volené podle typu analyzovanych lipidd.

Jako potencidlné vyznamnou aplikaci hmotnostni spektrometrie Ize povazovat i analyzu dolichold v moci
pacientd s deficitem Nogo-B receptoru a s moznym presahem do oblasti poruch glykosylace.

Podporeno z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. & NU21-08-00324

Novorozenecky screening dédi€nych metabolickych vad o¢ima tandemové
hmotnostni spektrometrie

Josef Bartl
VFN, 1.LF UK v Praze

Novorozenecky laboratorni screening je nezbytnym prvkem ve zdravotni péci o novorozence, umozfiu-
jicim detekci potencialné vaznych dédi¢nych metabolickych onemocnéni v presymptomatickém, raném
stadiu Zivota. Jednim z klicovych nastrojd v této oblasti je tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/
MS), kterd umoziuje rozsdhlou analyzu metabolitl v krevnich vzorcich s vysokou citlivosti a specificitou.
B&hem jedné analyzy v ramci shotgun aplikace je mozné analyzovat nékolik desitek aminokyselin a acyl-
karnitin( asociovanych s nejrdznéjsimi formami aminoacidopatii, organickych acidurii ¢i poruch oxidace
mastnych kyselin vybranych do panelu sledovanych nemoci. Dani za rychlou analyzu pfimého nastfiku
vzorku jsou oviem obcasné interference nékterych metabolitd s jingymi endogennimi nebo exogennimi
latkami. V rdmci konfirmace téchto nalezl je nezbytné aplikovat metody tzv. druhostupriového testovani
(2nd-tir test), kde jsou identické vzorky krevni skvrny analyzovany separaci na chromatografické koloné.
Tim je ovéfena jejich identita, pfipadné je kvantifikovan dal3i sekundarni marker charakteristicky pro
dané onemocnéni. DobFe nastaveny algoritmus referen¢nich rozmezi primarniho screeningu i nasled-
nych konfirmacnich testd podminiuje Uspésnost celého screeningového programu a pfispiva k v€asné
diagnostice a |é¢bé& metabolickych onemocnéni.

Multikomponentni analyza pomoci LC/MS pro diagnostiku DMP
- kam aZ MS dosahne

David Friedecky', Barbora Pisklakova', Jaroslava Friedecka?, EliSka Ivanovova', Dana DobeSova', Radana Brumarova's,
Ales Kvasnicka', Jakub Rozhon'

' Laborator dédi¢nych metabolickych poruch, Oddéleni klinické biochemie, Fakultni nemocnice Olomouc a Lékarska
fakulta Univerzity Palackého v Olomouci

2 Laboratof rlstovych regulator(, Pfirodovédecka Fakulta Univerzity Palackého v Olomouci

3 Ustav lékaFské genetiky, Fakultni nemocnice Olomouc a Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci

Hmotnostni spektrometrie (MS) se mimo dalSi oblasti laboratorni diagnostiky vyprofilovala v nepostra-
datelnou analytickou techniku pro diagnostikou dédi¢nych metabolickych poruch (DMP). V poslednich
desetiletich je vyzkum soustfedén na vyvoj novych, rychlejsich a robustnéjSich metod diagnostiky téchto
vzacnych onemocnéni. Jiz vice nez 50 let se pro diagnostiku organickych acidurii rutinné vyuziva kom-
binace technik plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (GC-MS). Rutinni GC-MS metoda
umoznuje analyzu Sirokého spektra organickych kyselin, avSak vykazuje Fadu omezeni, jako jsou zdlou-
hava priprava vzorku a naro¢né vyhodnoceni analyz. Tento zdlouhavy proces ini tento pristup proble-
matickym v pfipadé urgentnich pozadavkl u pacientd s akutni klinickou prezentaci. Na naSem oddéleni
byla vyvinuta inovativni LC-MS metoda vySetfeni moci, kterd umoZfiuje soucasné analyzovat 99 organic-
kych kyselin, 32 acylkarnitinti a 15 acylglycind, diky ¢emu? je touto metodou mozné diagnostikovat vice
nez 80 DMP. Byla provedena rozsahla analyticka validace 140 biomarker( a v rdmci rutinniho provozu
byla také klinicky zvalidovana na vice nez 1000 vzorcich moci.

Dalsi duleZitou skupinou biomarkerk( jsou polarni latky z fad purind, pyrimidind, cukrd, cukernych alko-
hol(i a dal3ich. Radu let bylo nutné tyto nutné tyto biomarkery analyzovt oddé&lené& rdiznymi technikami,
napr. kapilarni elektroforézou, chromatografii na tenké vrstvé nebo GC-MS. Metoda na principu HILIC-
-MS/MS zahrnujici 65 biomarkerd byla vyvinuta v nasi laboratofi a prosla taktéz komplexni analytickou
i klinickou validaci. Tato metoda nabizi vyhodu Sirokého pokryti meziproduktl, které jsou predmétem
zajmu, a proto mlze byt potencialni alternativou a zjednodusenim pro klinické laboratore, které pouzi-
vaji vice metod pro screening téchto analytd.

Vyhodnoceni obou typl analyz je zaloZeno na jendoduchém, ¢aste¢né automatickém robustnim Skalo-
vani v(&i zdravé kontrolni populaci. Tyto hodnoty jsou vyneseny ve formé& multikomponenntich krabico-
vych grafll a ve formé metabolickych map biomarkerd, ve kterych Ize vizualizovat naruseny metabolis-
mus pacienta. Ve srovnani bézné pouzivanymi technikami nabizi metoda LC-MS/MS rychlou a snadnou
pfipravu vzorku, nizkou spotfebu vzorku, vy3si pokryti metabolitl, které vyrazné zlepSuje diagnosticky
proces, pohodIné zpracovani dat s jasnou identitou analytl a pokrocilou vizualizaci vysledkd a statistické
vyhodnoceni.



Stanoveni vékové zavislého fyziologického rozmezi intermediatt de novo
syntézy purinli v moci
Véclava Skopova', Olga Souckova'?, Jakub Krijt!, Stanislav Kmoch' a Marie Zikanova'

' Klinika pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu 1.LF UK a VFN Praha
2 Laboratof hmotnostni spektrometrie, Pfirodovédecka fakulta UK, BIOCEV, Vestec

Puriny jsou nezbytnymi slou€eninami pro vSechny Zivé organismy jako soucasti DNA a RNA, kofaktory
enzym(, ATP aj. Dostatek purind v organismu je zajistovan predevsim recyklacnimi drahami, pfi zvySené
potiebé je aktivovana de novo syntéza purint (DNPS). Tuto drahu tvofi 10 enzymatickych reakci, kataly-
zovanych 6 enzymy. Mezi znamé metabolické poruchy spojené s mutacemi v genech DNPS patfi deficit
enzym0 PAICS, ADSL a ATIC. Spektrum jejich klinickych projevd je velmi Siroké od autismu aZ po tézkou
psychomotorickou retardaci ¢i Umrti v neonatalnim obdobi, biochemicky se projevuji hromadénim defo-
sforylovanych forem substratt nefunkéniho enzymu v télnich tekutinach.

Nase skupina provadi LC-MS/MS screening intermediatd DNPS v mocich pacient( s nespecifickymi neurolo-
gickymi a psychomotorickymi poruchami. Koncentrace téchto substratl se v détském véku méni dynamictéji
nez se predpokladalo, a proto bylo potfeba v ramci této studie upresnit jejich fyziologické rozmezi. Dosud bylo
znamé vékove stratifikované rozmezi jen nékterych z nich1. Zarover nedavné pripadové studie mirnych forem
DNPS onemocnéni ukazaly mnohem nizsi koncentrace metabolitl v modi, neZ bylo dfive zaznamenano.

Separace jednotlivych metabolitll je zajisténa kapalinovou chromatografii na koloné plnéné reverzni fazi
(Bischoff Prontosil C18 AQ) a detekce na spektrometru s trojitym kvadrupdlem v médu pozitivni ionizace
elektrosprejem v rezimu monitoringu selektivnich reakci (SRM).

Rozsifili jsme soubor kontrolnich vzorkd moci na cca 250 a stanovili jsme fyziologické rozmezi pro jednotlivé
metabolity DNPS i nékteré metabolity recyklacnich drah ve skupinach do 1 roku, od 1 do 3 let, od 3do 5 let, od
6 do9let,od 10 do 14 let, od 15 do 20 let a nad 20 let. NejvyraznéjSi zmény byly zaznamenany béhem prvnich
mésicl Zivota. Napriklad koncentrace GAr a SAICAr klesa béhem prvniho roku az 3-5x, u sukcinyladenosinu
a SAICAr je pokles mirngjsi, u hypoxantinu je pokles aZ po tfetim roce Zivota. U vSech sledovanych metabolitC
je v prvnim roce Zivota velmi Siroké rozmezi. Je potieba shromazdit vétsi pocet kontrolnich vzork( do 1 roku
véku, coZ by umoznilo rozdéleni této kategorie do vice vékovych intervalll a zpresnilo vysledné rozmezi.

Za posledni 1,5 roku jsme screeningové vysetrili témér 5000 vzorkd moci a z nich bylo identifikovano pfibliz-
né 5% vzorkd s vice nez 10x zvySenymi hodnotami nékterého z purinovych metabolitli oproti medianu. Tyto
vzorky nasledné premérujeme kvantifikacni metodou, ziskané hodnoty porovnavame s nové tvofenym
fyziologickym rozmezim a zvaZujeme patofyziologickou podstatu abnormalit purinového profilu.

Grantovd podpora: Tato prdce je financovdna grantem Ministerstva zdravotnictvi AZV NU23-01-00500 a AZV
NU22-07-00126.

1. Cremonesi, A. et al. Improved diagnostics of purine and pyrimidine metabolism disorders using LC-MS/MS and its
clinical application. Clin Chem Lab Med 61, 1792-1801 (2023).

Analyza hexahydrokanabinolu v biologickém materialu
Peter Ondra, Vitézslav Maier
Ustav soudniho IékaFstvi a medinského prava, LF UP a FN Olomouc

Hexahydrokanabinol (HHC) je semisynteticky kanabinoid, pficemz malé mnozZstvi této latky se vyskytuje
pfirozené v rostlinach konopi. HHC se obvykle vyrabi synteticky z kanabidiolu, méné casto z delta-9- tetra-
hydrokanabinolu (THC). Produkty obsahujici HHC se bez omezeni jeSté do zacatku bfezna 2024 prodavaly
v CR jako nadhrada konopi a produktd obsahuijicich THC, v Fadé velmi atraktivnich znackovych i neznacko-
vych vyrobkU. V Fadé pfipadd tyto produkty zpUsobily u uZivatell vazné intoxikace. Z klinického, ale i z fo-
renzniho hlediska bylo nutné vypracovat metody priikazu a stanoveni HHC v biologickém materiale (BM).

Analyza HHC a jeho metabolitl v BM se obvykle provadi metodami kapalinové nebo plynové chroma-
tografie, vyuZivajici jako detektor hmotnostni spektrometr1. Pokud jde o LC-MS metodu pouZitou na
nasem pracovisti, HHC a jeho metabolity byly analyzovany v BM na systému firmy Bruker (Elute UHPLC
+ HRMS impact Il), vybaveny kolonou C18 (Intensity Solo HPLC Column, C18-2, 1.8 ym, 100 x 2.1 mm,
Pore Size 90 A) s gradientovou eluci, vyuZivajici toxikologickou screeningovou metodu s pomoci BbCID
(broadband collision-induced dissociation). Vychozi objem zpracovdvaného BM byl 50 pl séra nebo moce.

Délka analyzy cca 15 minut. V pfipadé GC-MS metody pouZité pro analyzu HHC $lo o systém firmy Bruker
(SCION 436-GC + EVOQ TQ) vybaveny kapilarni kolonou Rtx 5 MS (15m x 0.25 pm x 0.25 mm) s pouzitim
teplotniho gradientu. Vychozi objem zpracovavaného BM byl 1 ml séra. Délka analyzy cca 18 minut.
U obou metod byl pro kvantifikaci HHC v krevnich vzorcich pouzit THC-D3.

Analytickou zajimavosti je, Ze pfi pouziti LC-MS metody za vy3e uvedenych podminek, poskytuje HHC
v chromatogramu jeden pik, zatimco pfi pouziti GC-MS metody, jsou v chromatogramu dva piky odpo-
vidajici 9(R)-hexahydrokanabinolu (R-HHC) a 9(S) hexahydrokanabinolu (S-HHC). Pro interpretace zjis-
ténych koncentraci HHC jde o pomérné vyznamnou skutecnost, a to nejen z klinického, ale predevsim
z forenzniho hlediska. Dlvodem je skutecnost, Ze R-HHC je vyznamné biologicky aktivnéjsi nez S-HHC.

Prdce byla podpofena MZ CR - RVO(FNOI, 00098892).

1. Schirmer, W. et al. Identification of human hexahydrocannabinol metabolites in urine. Eur ] Mass Spectrom. (5-6),
326 - 337 (2023).

Nahodna €i umyslna intoxikace?
Miroslava Bursova'2, Milog Sokol', Tomas HloZek'?, lvana Cerna'

! Vojensky ustav soudniho lékarstvi, UstFedni vojenska nemocnice Praha
2 Ustav soudniho lékafstvi a toxikologie, V3eobecna fakultni nemocnice v Praze a 1. 1ékarska fakulta Univerzity Karlovy

Tento pfispévek se vénuje identifikaci a stanoveni 1éCiv ze skupiny antihypertenziv a antidiabetik, které
byly prokazany v biologickém materialu, ktery byl odebran v ramci pitvy u zemrelého, ktery byl nalezen
v kancelaFi bez znamek Zivota.

Systematicka toxikologicka analyza (STA) biologického materialu (krev, Zaludecni obsah) byla provedena
pomoci nékolika separacnich metod - primarné byl proveden screening pomoci kapalinové chromato-
grafie s hmotnostni detekci. Ve vzorku krve a Zaludecnim obsahu tak byla prokazana pfitomnost nékolika
léCiv ze skupiny antihypertenziv: telmisartan, verapamil, indapamid a peroralnich antidiabetik: metfor-
min, gliclazid; a dalsi [éCiva (propylphenazon, paracetamol, pantoprazol, kofein).

Pomoci metody kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS) byla stano-
vena koncentrace telmisartanu na 4 355 ng/ml, coz odpovida letalni koncentraci; koncentrace verapa-
milu byla stanovena na 864 ng/ml, coZ je nad terapeutickou koncentraci; koncentrace metforminu byla
stanovena na 8 778 ng/ml (toxicka koncentrace). Kombinace téchto 1ék( mdZe zplsobit vyrazné snizeni
krevniho tlaku, kolaps, motanim hlavy, selhavani srdce.

Za pricinu smrti bylo urceno selhani dechu a obéhu (kardiorespiracni selhani) z dlivodl intoxikace kom-
binaci 1éCiv.

VyuZiti hmotnostni spektrometrie v toxikologické praxi
Roman Papousek, Marie Starikova, Vladimira Gebauerova

Ustav soudniho |ékafstvi, Fakultni nemocnice Ostrava

Hmotnostni spektrometrie je vysoce vykonnou a vSestrannou analytickou technikou, ktera se diky své vysoké
citlivosti, specificité a schopnosti identifikovat stovky analytd v rdmci jedné analyzy stala neodmyslitelnou
soucasti klinickych a forenznich toxikologickych laboratofi. Schopnosti a vyhody této analytické techniky jsou
kazdodenné vyuzivany v systematické toxikologické analyze pfi identifikaci Ié¢iv, omamnych a psychotrop-
nich latek (vCetné nové syntetizovanych psychoaktivnich latek), jedd a dal3ich z toxikologického hlediska dud-
leZitych 1atek a jejich metabolitd, a to jak ve standardnich, tak také méné obvyklych biologickych vzorcich.

Autofi prezentuji na konkrétnich pripadech moznosti aplikace rliznych typd hmotnostnich spektrometr(
ve spojeni s plynovou a kapalinovou chromatografii (GC-MS, GC-MS/MS, LC-MS/MS, LC-QTOF) v toxikolo-
gické praxi a pojedndvaji 0 moznostech a limitech zminénych hmotnostné spektrometrickych technik pfi
identifikaci a kvantifikaci toxikologicky vyznamnych Iatek v biologickém materialu. Diskutovan je rovnéz
vyznam hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim, kterd v pfipadé toxikologické aplikace je nena-
hraditelnym néstrojem umoznujicim identifikovat stale rozSifenéjsi nové syntetické derivaty psychoak-
tivnich latek, ale také napriklad metabolity IéCiv, pfipadné méné obvyklé pFirodni toxiny, které nemuseji
byt vZdy soucasti béznych toxikologickych databazi a knihoven.



Nové syntetické drogy aneb Co se v prosinci naucis, v lednu jako kdyZ najdes

Monika Zidkova', J. Hampl', T. HloZek', K.M. Kroftova®
" Ustav soudniho lékaFstvi a toxikologie 1. LF UK a VFN
* Kardiologicka klinika 2. LF UK a FN Motol

Nové syntetické drogy (NSD) se staly neodmyslitelnou soucasti drogové scény, pficemz syntetické katinony

zaujimaji vyznamné misto mezi stimulacnimi latkami s rostouci oblibou mezi uZivateli. Na rozdil od metam-
fetaminu nejsou k dispozici ovéfend data k posouzeni zdravotnich rizik spojenych s jejich uzivanim.

Tento prispévek prezentuje dva pfipady zachytu drogy ze skupiny katinon(, konkrétné N-ethylpentedro-
nu. V prvnim pripadé byl do nasi laboratofe dodan bily prasek, ktery méla pacientka uzit na party. Pomoci
LC-HRMS a databazi mzCloud a HighResNPS se podafilo prokazat obsah N-ethylpentedronu v daném
vzorku. V dodatecné zaslany vzorku moci pacientky byl viak negativni. Ve druhém pripadé se jednalo

o podezFeni na intoxikaci nezndmou latkou u muZze, ktery byl pfijat na oddéleni urgentniho pfijmu FN
Motol kvuli psychotickému stavu a nésledné vyzadoval resuscitaci z divodu zastavy obéhového systému.
Analyza moci a krve odhalila pfitomnost N-ethylpentedronu kromé latek podanych v nemocnici. Muz byl
ve velmi vazném stavu hospitalizovan vice neZ tyden na koronarni jednotce FN Motol, coZ ndm umoznilo
zjistit, jak pfiblizné dlouho po uZiti je mozné latku v moci a krvi detekovat.

Hmotnostni spektrometrie v AGELLAB

Zuzana Birkas', Ondrej Hillmich?
" Laboratofe AGEL a.s., Laboratof farmakologie a toxikologie, Revolu¢ni 2214/35. 741 01 Novy Ji¢in
2 SHIMADZU Handels GmbH Cesk4 republika

Laboratofe AGEL a.s. se sidlem v Novém Ji¢iné poskytuje zdravotnické sluzby pro nemocnicni a ambulantni
zafizeni v ramci celé Ceské republiky v oboru klinické toxikologie a klinické farmakologie pod zastitou
odbornosti klinické biochemie. Laboratof farmakologie

a toxikologie disponuje tymem kvalifikovanych odbornikd a velmi kvalitnim pfistrojovym vybavenim, které
umozfiuje provadét vysoce citlivé a specifické analyzy. Samozrejmosti je pravidelné testovani v cyklech
externi kontroly kvality a akreditace nasi laboratofe podle normy ISO 15 189. Nasim cilem je neustalé
zvySovani kvality poskytovanych sluzeb s ohledem na soucasny stav poznani v naSem oboru.

Aktudlné pracovisté disponuje dvéma high-end kapalinovymi chromatografy ve spojeni

s trojitym kvadrupo6lem SHIMADZU LCMS-8060 a LCMS-8060NX a také plynovym chromatografem s
jednoduchym kvadrupdélem a plamenové ionizacni detekci SHIMADZU GCMS-2020NX / FID 2030. GCMS/FID
laboratoF vyuziva vyhradné pro toxikologické analyzy a stanoveni tékavych latek. LCMS pfistroje jsou v
laboratofi velmi vytizené pro svou citlivost, robustnost a nizkou ndkladovost. Spektrum vySetfovanych
analytd na LCMS je dominantné analyza stanoveni hladin 1ékd a také toxikologické analyzy, dale vysetieni
biogennich parametr( a pracovniho Iékarstvi. Oba LCMS systémy jsou kompatibilni a musi zvlddnout pres
13 000 analyz ro¢né.

Software nového LCMS-8060NX je vybaven toxikologickou knihovnou, coZ dovoluje provadét rychly LCMS
toxikologicky screening a eliminuji se faleSné pozitivni a faleSné negativni vysledky v pfipadé pouziti
imunochemickych metod.

Laborator se na konci roku 2023 rozhodla jit cestou automatizace a pofidila spole¢né s novym LCMS-
8060NX také CLAM-2040 (cely systém IVD-R). CLAM-2040 je preanalyticky modul, ktery automatizované
zpracovava biologicky material (mog, plna krev, plazma nebo sliny)

z primarni zkumavky a pfipraveny vzorek prevadi do autosampleru kapalinového chromatografu bez
nutnosti zasahu analytika/laboranta. Tato automatizace kromé usetreni celkového ¢asu na pfipravu vzorkd
prinasi také eliminaci lidské chyby.

Nové pFistupy ve vyvoji analytickych metod pouZivanych ke stanoveni
koncentraci biologickych Iéciv

Patrik Matlak'?, Hana Brozmanova?®?, Pavel Sistik**, Milan Grundmann??

" Katedra klinickych neurovéd, Lékarska fakulta, Ostravska univerzita

? Oddéleni klinické farmakologie, Ustav laboratorni mediciny, Fakultni nemocnice Ostrava
3 Ustav klinické farmakologie, Lékarska fakulta, Ostravska univerzita

B&hem poslednich tfi desetileti prodélaly monoklonalni protilatky (mAbs) vyrazny posun z védeckych na-
strojl na terapeutika vyuzivana pro lé¢bu rliznych onemocnéni. Pokrok v terapii pfinesla i vyroba téchto
protildtek, a to z plvodné chimérickych na pIné humanizovana Iéc¢iva. Posun nastal i v oblasti stanoveni
jejich koncentraci v biologickém materidlu, a to z imunoanalytickych metod (ELISA, RIA) na moderné&jsi
metody vyuzivajici kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci.

Pro analyzu mAbs natalizumabu a ocrelizumabu z lidského séra byl vyuZit ,bottom up” pFistup na kapa-
linovém chromatografu s hmotnostni detekci. Pro UspéSnou kvantifikaci bylo nutné najit a identifikovat
specifické sekvence peptidl na lehkém a tézkém Fetézci, které se odliSujici od béznych proteind lidského
séra. Uprava vzork( zahrnovala redukéni ¢inidlo dithiothreitol, alkylaéni ¢inidlo iodacetamid a $t&peni
trypsinem na kratké specifické peptidy, které byly ndsledné separovany kapalinovou chromatografif

a detekovany hmotnostnim spektrometrem. Kvantifikace monoklonalnich protilatek a validace metod
probihala na systému UPLC-MS/MS s gradientovou eluci na koloné Acquity UPLC BEH C18 (100x2,1 mm,
1,7 um) pfi 55 °C.

Opakovatelnost, mezilehla pfesnost a vytéznost byly testovany na 4 koncentracnich hladinach. Variacni
koeficienty se nachazely v rozmezi 0,8-10,2 % a vytéZznost v rozmezi 89,8-106,4 %. Koncentrace v paci-
entskych vzorcich se pohybovaly od 1,8 do 193,3 pg/ml pro natalizumabu a od 0,5 do 21,8 pg/ml pro
ocrelizumab.

Metody pro stanoveni mAbs byly validovany podle smérnice European medicines agency (EMA) pro validaci
bioanalytickych metod a splnily vSechna akceptacni kritéria. Umozniuji rychlé a snadné stanoveni koncent-
raci natalizumabu a ocrelizumabu v pacientskych vzorcich a jsou vhodné pro poufZiti v rutinni praxi.

MozZnosti proteomickych metod v analyze klinickych vzork
Rudolf Kup¢ik

Centrum biomedicinského vyzkumu, Fakultni nemocnice Hradec Krélové

Vyznam laboratornich vySetfeni pro zjisténi aktudlniho stavu pacientl v klinické praxi roste a analyza
proteind patfi mezi né. Hledani novych proteinovych molekul, které maji diagnosticky potenciél nebo
nové pristupy k detekci téch zndmych, jsou jednémi z mnoha aplikaci proteomiky.

Standardni postup zahrnuje separaci pomoci kapalinové chromatografie (LC), identifikaci molekul pomo-
¢ hmotnostni spektrometrie (MS) a bioinformatické zpracovani dat. Timto zplsobem se studuiji jak kva-
litativni, tak kvantitativni zmény na proteinové Urovni, ke kterym dochéazi na zékladé rdznych patologic-
kych jevld. Tyto zmény jsou vyuZivany pfi hledani novych diagnostickych markerd, které umozni ¢asnou
detekci probihajici nemoci, idealné ve snadno dostupném biologickém materidlu. DalSi moznosti vyuziti
je hodnoceni pUsobeni IéCiv na proteinové Urovni s cilem lépe porozumét mechanismu G¢inku nebo
mechanismu jejich toxicity. Proteomické pristupy zaloZzené na MS jsou také nezastupitelné v rozklicovani
mechanismu vzniku nejriznéjsich onemocnéni. LC separace v kombinaci s MS zaloZenou na technologii
Orbitrap umi zmény na proteinové Urovni odhalit a ty jsou tak posléze cilené ovéFovany dalSimi metoda-
mi na vétsim poctu vzorkd, resp. pacientd.

V posledni dobé dochazi k zavadéni hmotnostni spektrometrie proteinl i pro klinické vy3etfeni, a to
predevsim u monoklondlnich gamapatii, konkrétné mnohocetného myelomu (MM). ProtoZe u mnoha
pacient s MM, ktefi dosdhnou kompletni remise, nakonec dojde k relapsu, jsou tfeba citlivé analytické
metody odhalujici hloubku 1é¢ebné odpovédi. BéZné diagnostické testy na M-protein u MM (proteinova
elektroforéza a imunofixace) jsou spolehlivé a rychlé, ale nejsou dostatecné citlivé, aby odhalily velmi
nizké koncentrace M-proteinu po 1é¢bé, natoZ pak minimalni rezidualni chorobu. Ta je pak diagnostiko-
vana pfimo z kostni dfeng, jejiz odbér je invazivni, na rozdil od minimalné invazivniho odbéru periferni
krve. V soucasné dobé se jednd o MALDI-ToF-MS technologii pro middle-up analyzu velkych fragment(
protildtek v krevnim séru.’ Tuto metodu, stejné jako napf. imunofixaci, komplikuje p¥itomnost poly-
klonalniho pozadi protilatek. Dal3i technologie vyuziva LC separaci v kombinaci s MS (Orbitrap), kdy se
identifikuji a nasledné detekuji specifické peptidy M-proteinu v priibé&hu onemocnéni.’ Zde je vysoké
citlivosti dosazeno cilenou analyzou peptid odvozenych z variabilni oblasti M-proteinu (klonotypické
peptidy), ktera je unikatni pro pacienta/klon protilatky, diky specifickému preskupeni V(D)) oblasti genu
a somatické hypermutaci.

Proteomika zaloZzend na MS ma velky potenciél pro hledani biomarker( souvisejicich s rdznymi one-
mocnénimi, v€asnou detekci/diagnostiku, hodnoceni rizika relapsu, farmakodynamiku nebo sledo-

vani l1écby.

1. Li, K. et al. Blood (2022) 140, 12446-12447.; 2. Noori, S. et al. Blood Cancer J. (2023) 13, 30.
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