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ProC€ se u nékterych leku
stanovuje jejich koncentrace?



ProC€ se u néekterych leku

stanoVvuje Jejich koncentrace?

Hrozi jejich toxicky ucinek pri predavkovani,
napr. nefrotoxicita, ototoxicita
Nekteré maji uzke terapeuticke rozmezi

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

Lekar pozoruje nedostatecny ucinek

Zahajeni, zmena, kontrola terapie

Je podezreni, ze pacient Ieky neuziva

Porucha fce ledvin, jater (podili se na metabolismu a eliminaci
leku)

Podezreni na Iékové interference

velka inter- a intraindividualni variabilita |eCiv (Cyklosporin A)



Kdy stanoveni koncentrace
leku neni indikovano
Uginek Iéku je stanovovan jinak, napr.:
»  Warfarin (Quick INR;..)

* |nzulin (glukoza)
» Antihypertenziva (krevni tlak)
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(Therapeutic Drug Monitoring)
lerapeuticke moniterevani'lekevych hladin

Soubor Cinnosti, jejichz cilem je optimalizovat
a individualizovat dalsi davky Iéku

Cilem je optimalizace davkového rezimu (=
stanoveni vhodné davky a davkoveho
intervalu)

Soucasti TDM je:
- Stanoveni koncentrace leCiva (prip. jeho

metabolitu) v krevnim vzorku, odebraného v
definovaném c¢asovéem intervalu

- Interpretace vysledku



TDM

— cyklus stanoveni koncentrace léciva v biologickém materialu,
provedeni farmakokinetické analyzy a interpretace nalezu, navrhu
vhodného davkovaciho schématu, jeho aplikace a opakovaného
stanoveni koncentrace IéCiva

TDM tedy jen samotné stanoveni koncentrace IéCiva Vv
biologickém materialu a k interpretaci nestacCi pouha Ciselna hodnota
nebo srovnani Ciselnych hodnot nékolika laboratornich vySetreni.

Cilem je farmakokineticka analyza, tj. ureni davkovaciho rezimu
vhodného pro dosazeni terapeutickych koncentraci leCiv. pomoci
matematického zpracovani laboratornich vysledki a vypoctu
individualnich farmakokinetickych parametrd konkrétniho pacienta

= bezpecnéjsi, ucinnéjsi a efektivnéjsi Iécba



TDM

Osetrujici Iékar:

vedeni léCby pacienta

Ucimma lebereve Syeluprice

Klinicka biochemie:

Klinicka farmakologie:

interpretace a vypocet ~ stanoveni koncentrace
farmakokinetickych |éCiva v biologickém
parametru materialu




Davka a typ latky jsou kliCove

~ - .
s 25y ) A 5 e

Kazda latka muze byt
4| jedem, zavisi jenom na
davce”

Paracelsus

(1493-1541)




Udaje nezbytné pro spravnou
Interpretaci TDM

|dentifikace subjektu (zafizeni, zadatel)
Typ pozadavku (urgence, duvod)
Diagnoza/ problém

Typ vzorku

Datum

Presny Cas odbéru vzorku

Hmotnost, vyska, pohlavi pacienta
Soucasna léCba (stav nemoci)

Schéma davkovani (aplikacni cesta, davka, davkovaci
Interval)

Parametry renalnich funkci vCetné dialyzy
Soucasné aplikované léky



TDM

* Indikace TDM neni nutny pro vsechna
leCiva

» Existuji vsak leCiva s tzv. uzkym
terapeutickym rozmezim, u nichz je rozdil
mezi ucinnou a toxickou koncentraci velmi
uzky
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Obvykle monitorovane leky

Imunosupresiva (cyklosporin, takrolimus,

sirolimus,

mykofenolat,...)

Antiepileptika (karbamazepin, fenytoin, kyselina

valproova,

fenobarbital,...)

Antibiotika (gentamicin, vancomycin, amikacin,...)

Bronchodi
Kardiotoni
Antiarytmi

ancia (teofylin)
Ka (digoxin)

Ka (amiodaron, chinidin,..)

Cytostatika (metotrexat,busulfan)

Psychofarmaka (Li, benzodiazepin, tricyklicka
antidepresiva)

V nékterych pfipadech se stanovuji i metabolity Iéku



Co ovlivhuje hladinu leku ve
stanovovanem vzorku krve?

¢ Puvodni latka, davka a zpusob
podani (peroralné&, parenteralné)

*» \/strebavani (absorpce, distribuce)
s* Metabolismus (biotransformace)

*» VyluCovani (mogi, stolici, dechem, potem)



Odber vzorku

« \/ ustalenem stavu (steady state)

 Pred dalsi'davkou (,through®) — leky s dlouhym
polocasem eliminace, napr. digoxin

«  Kdykoli (;random®) - napr. fenytoin

Leky s kratkym polocasem eliminace:

 Pred podanim - tzv. bazalni koncentrace, napr.
karbamazepin, sirelmus, valproat

Po podani (,peak") - napr. metotrexat, LI
Pred a po podani -napr. cyklosporin, vankemycin

+ [nformace o pacientovi: renalni funkce, cas podani,
davka



Davka l&civa
[ J Farmakokinetika

absorbce

distribuce

koncentrace létiva
iy X <;‘—f> koncentrace ve
v systémové . .
¥ tkanich

cirkulaci

@ z metabolizované nebo

eliminace vylutované |&divo

koncentrace l&tiva
v misté Oéinku

Farmakodynamika

farmakologické
plsobeni

klinické Gginky
{toxicita x U€innost




Farmakokinetika

» studuje pusobeni organismu na lék
* nauka no osudech leku v organismu



Farmakokinetika

Pro sledovani osudu léku v organismu, hodnoceni davkovani léku je
nutna znalost:

— vek, pohlavi, vyska, vaha, BMI, fce ledvin, jater
— udaje o druhu léku (vCetné formy a davky)

— udaje o zpusobu podani lIéku (zpUsob, doba)

— doba odbéru na stanoveni léku

Na zakladé téchto udaju odhadne specialni program
predpokladanou konc. Iéku a porovna ji s namérenou — simulaci
zmény davky nebo intervalu podani ur€i optimalni zpusob lécby
popf. IEkové interakce (podani vice I1éku soucasné)
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Farmakokinetika

zahrnuje 4 zakladni procesy ,ADME"

- Absopce — transfer |é¢iva z mista podani do systémové
cirkulace

- Distribuce — transfer IéCiva ze systémové cirkulace do
ruznych organu/tkani v organismu

- Metabolismus — chemicka modifikace Ié€Civa v organismu

- Exkrece — odstranéni materské latky nebo jejiho metabolitu
Z organismu

* Metabolismus + exkrece = dohromady prispivaji k
eliminaci leCiva z organismu



Absorpce

* Prestup leCiva z mista podani do krevniho
proudu a systemové cirkulace

 Kompletni prestup pri nitrozilnim podani
« Bariery prestupu pri jiném typu aplikace



Faktory ovlivhujici vstrebani
leciva
* Fyzikalni faktory

L)

*

krevni zasobeni
% stfevo, plice dobfe prokrveny; kize prokrvena hife

resorpcni povrch

% velky ve stfeve, v plicich; maly pfi resorpci kUZzi

doba kontaktu

X/

% snizeni resorpce pfi prajmech,...
potrava — léCivo déle v kontaktu s |pH

L)

*

L)

*

L)

*
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Faktory ovlivnujici vstrebani
leciva
Fyzikalné - chemické vlastnosti
* molekuly lipofilni x hydrofilni
¢ elektricky naboj molekuly
¢ velikost molekuly

First-pass efekt — ,ucinek prvniho pruchodu jatry“

— snizeni ucinku peroralné prijateho Iéku tim, ze jeho Cast je
pred vstupem do systémove cirkulace metabolizovana v
jatrech - presystemovy metabolismus

Transmembranozni transport
¢ Transportni systém
*» Prechod pres membrany
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Distribuce

* Proces, kdy je leCivo transportovano
reverzibilné z krevniho recCisté do organu a
tkani, jakmile koncentrace léCiva v plazme
stoupla. A naopak , transport |€Civa z
tkani, jakmile koncentrace léCiva v plazme
klesla.

* Probiha tak dlouho, dokud neni dosazeno
rovnovazneho stavu mezi kompartmenty.
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Faktory ovlivhujici distribuci
leciva
Krevni proud

“* mozek s 1 perfuzi ma 1 konc. IéCiva
** kosterni stal, tukova tkan | perfuzi

struktura kapilar vdanem organu

% v CNS | prostupnost

¢ v jatrech 1 prostupnost
aktivita membranovych transportnich systému
(hematoencef., hematoplacent., .... bariéry)

vazba na proteiny (transportni a reservoarova fce)
struktura vlastni molekuly léCiva (lipo- x hydrofilni)
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Vazba leku na transportni
bilkoviny
lipofilni molekuly vzdy vazany na bilkoviny
ruzna afinita k transportnimu proteinu

(spec. transport. proteiny)

ucinna je vzdy jen volna frakce (nevazana
na protein), tj. zpravidla 1-2%

- vazana = inaktivni rezervoar

vzajemna kompetice molekul na
transportnich bilkovinach




Metabolismus
(biotransformace)

Proces pfi kterem organizmus transformuje leCivo
(bioaktivuje Ci biodegraduje) a umoznuje tak jeho vylouceni
UziteCnou vlastnosti vetsiny leCiv — lipofilita — umoznuje
prestup pres lipidove bariéry, proto mohou byt leCiva
podavana p.o.

Metabolismus je nezbytny pro eliminaci liposolubilnich IéCiv z
organismu, protoze umozni preménu lipofilnich [€Civ (které
se po eliminaci do moci reabsorbovaly tubuly zpet do org.)
na hydrosolubilni IéCiva (rychla eliminace do moci, vétsinou
aniontovymi transportéry)

Skrz metabolismus jsou produkovany nové chemicke latky,
které mohou vykazovat rozdilné farmakologické ucinky nez
podana materska latka o



Leky j[sou metabolizovany

» U stanovovanych leku je jejich
metabolizmus znam

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



,Rychli metabolizatori

Premena Ieku probiha rychleji:
- nedosahne se terapeuticke rozmezi
- ucinek leku se neprojevuje

- tato situace neni tak nebezpecna: lekar
zvysi davkovani leku



,Pomali metabolizatori”

Premena Ieéku probiha poma

- mnozstvi leku v krvi presahuje

eji:

terapeutické rozmezi, | kdyz uziva

doporucene davky

- Casto dochazi k toxickym projevum az k

poskozeni organismu

AL 4V 4



Co to zpusobuje?

Dlouhou dobu se to nevedeélo:
lek se vysadil nebo zmenil

« U pomalych metabolizatoru je to Casto

a0 4

vrozene ,,chybéni” nebo zmeénena funkce
nektereho enzymu (napr. cytochrom P450 se
podili na metabolismu asi 30% pouzivanych
leku)

* Genotypizace CYP2D6 A CYP2C19
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Soucasna praxe

» Sleduje se koncentrace léeku v krvi

« Pacient musi chodit na kontroly (odbery
krve)

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



Budoucnost

Zacina se sledovat:

* bud vrozene chybeni nebo zmenena
forma prislusneho enzymu (vedouci k
pomalé premene leku v organismu)

* individualizace volby leku a jeho
davkovani
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Exkrece

* proces kterym se organizmus zbavuje
leCiva

e cesty:

¢ ledviny (do moce) > jatra (zluC — stolice)
> plice (vzduch)

“* materské mléko, dialyza, kuze, ...



Zakladni parametry klinicke

farmakokinetiky

« Distribucni objem

Fiktivni pojem

Podava informaci o rozdéleni latky v organismu

Casto pfi stanoveni poéateéni davky

Vyjadruje jak veliky objem tekutiny bychom potrebovali, aby
pri podaném mnozstvi lécCiva byla v tomto objemu (pfri

rovhomeérném rozptyleni) stejna koncentrace léciva jako v
plazme.

Vyjadruje vztah mezi velikosti davky a dosazenou koncentraci v
plazme.

Je-li distribuCni objem velky, pak se jen pomalu zvysSuje hladina
|éCiva v plazme; nejdrive se saturuje (narazova davka), potom
staCi udrzovaci davkade-li distribuCni objem maly, pak se rychle
zaplni

v sz v = 7 v v 32
Vd = mnozstvi I€Civa v téle / koncentrace |éCiva v plazmé



Zakladni parametry klinicke
farmakokinetiky

« (Celkova clearance

— Objem plazmy zcela oCisténé od léciva za jednotku casu
(ml/min/kg)

— Celkova, renalni, hepatalni, nerenalni
— Urcuje udrzovaci davku
— charakterizuje vykonnost eliminaénich organu.
— Volit IéCiva, jejichz eliminace neni zavisla na organu postizeném
patologickym procesem
— léCiva s vysokym podilem CLR obvykle vyzaduji upravu davkovani
pfi renalni nebo hepatalni insuficienci
« Biologicky poloCas (plazmaticky)
— vyjadruje dobu, za kterou klesne hladina latky v plazmeé o polovinu
» Biologicka dostupnost

— Podil ucinné latky, ktera se dostava do systemového krevniho s
objemu



Biologicka dostupnost

+ frakce podaného léciva (latky), ktera se
dostane do systémove cirkulace



Faktory ovlivnujici biologickou
dostupnost

biotransformace ve streve a v jatrech pri prvem
pruchodu trav. traktem (first pass efekt)

afinita k influxnim ¢i efluxnim pumpam ve
strevé/jatrech, lipofilni latky maji 1 afinitu
rozpustnosti molekuly (lipofilni zpravidla Iépe
vstfebany prostou difuzi)

stabilitou molekuly (rozklad acidolabilnich mol.)
lekovou formou (velikost partikuli - mikronizace)
fyz. chem. vlastnosti molekuly a vehikul

pH zaludku a strev
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Biologicky polocas
(plazmaticky)

 vyjadruje dobu, za kterou klesne hladina
latky v plazme o polovinu



Klinicky vyznam biologickeho
polocasu

1. Odhad trvani ucinku

2. Odhad toho zda dojde ke kumulaci leCiva,
a pokud ano, kdy se hladina ustali (za 4-5
poloCasu)

3. Odhad toho, kdy dojde k temér uplné
eliminaci leCiva po jeho vysazeni (za 4-5
poloCasu)



Ustaleny stav
(steady state)

20 uplynuti' 4-5 polocasu

Dosazeni rovhovahy mezi rychlosti privodu
eciva a jeho eliminaci z organismu




Pravidlo 4-5 poloCasu

» Jestlize leCivo aplikujeme v intervalech kratsich nez
1,4 poloCasu, tak se jeho hladina neustale zvysuje
(dochazi k jeho kumulaci), ale za 4-5 poloCasu se
ustali a jiz se dale nezvysuje.

USTALENY STAV

l dosaZen za 4-5 poloéasy

KOLISANI
Zavisi na intervalech mezi aplikacemi

VYSKA

zavisi na davce |

- L] 6
CAS (nasobky poloéasd)
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ProcC 4-5 polocasu?

Vznik ustaleného stavu pri opakovanem podavani leCiva
v intervalech 1 polocCasu.

Interval

Aplikovano

Vychozi
NELIIENE!
zacatku
Intervalu %

Zbyva na
konci
intervalu
%

Eliminovano
béhem
Intervalu

%




Jaka cast leku pretrva v plazme
za 4-5 polocasu?

Eliminace léCiva béhem 5 polocasu

Celkem eliminovano

Cas (nasobky t ,) % vychozi hodnoty %

0 — na pocatku
1




Farmakodynamika

Studuje pusobeni leku na organismus (organy,
tkane, receptory)

* interakce s bunecnymi komponenty,
napr.receptory, cilovymi misty

* mechanismy ucinku (pusobeni IéCiva v
cilovém miste ucinku, vztah mezi koncentraci
leku a jeho ucCinkem)

* lekove interakce

* nezadouci ucinky



Farmakogenetika a
farmakogenomika

Studuji individualni geneticky vliv na
farmakokinetiku a farmakodynamiku
(existuje velka interindividualni variabilita)

 Cilem je individualizace volby léku a jeho
davkovani



Farmakogenetika a

farmakogenomika

« FARMAKOGENETIKA studuje rozdilné ucinky
léCiva u rozdilnych pacientu in vivo, které jsou
dany pritomnosti dédi¢nych variant genu.
Farmakogenetika se zameruje na variabilitu
pacientu.

« FARMAKOGENOMIKA studuje rozdilneé ucinky
potencialnich leCiv in vivo I in vitro na genovou
expresi jako celek. Hodnoti expresni profily.
Farmakogenomika se zameruje na variabilitu
potencialnich leCiv. “



Stanoveni koncentrace léciv
v biologickem materialu
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Analyzovany material

Plazma

Serum

KreV

\Y/le]o

Sliny.

Mozkomisni mok

ZIug nebo peritonealni tekutina



1. Imunoanalyticke metody

a) fluorescencni imunoanalyza
(FIA, FPIA, DELFIA)

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

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



Stanoveni koncentrace lécCiv v biologickém

materialu

Imunochemické metody

VétSinou kompetitivni princip

Uplatnéni zejména v rutinnich klinickych laboratofich = jednoducha automatizace,
snadna manipulace a moznost analyzy vétSich sérii vzorku

Nevyhody: vyskyt nespecifickych reakci a neschopnost identifikovat aktivni
metabolity |1€Civ

Elektro-chemiluminiscencni imunoanalyza, ECLIA (Cobas 8000 Roche)
napf. Digoxin

Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na mikro€asticich, CMIA (Architect Abbott)
antiepileptika: Fenytoin, Karbamazepin, Kyselina Valproova

imunosupresiva: Cyklosporin A

cytostatika: Metotrexat

Imunoturbidimetrie (Cobas 8000/6000 Roche)
Amikacin, Teofylin 48



2. Chromatograficke metody

HPLC
HPLC/MS
LC/MS

GC/MS

TLC (screening)



Stanoveni koncentrace lécCiv v biologickém
materialu

d Chromatografické metody

*» drive zejmeéna tenkovrstevna chromatografie (TLC),
v soucasnosti kapalinova chromatografie s riznymi
typy detekce, mensi podil pak plynova
chromatografie

- vysoka ucinnost, dobra opakovatelnost a robustnost
- umoznuje rozlisit i metabolity

LoD g d
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Stanoveni koncentrace lécCiv v biologickém
materialu

U RP-HPLC ( Reverse Phase HPLC)

- nejpouzivanejSi metodou HPLC v praxi

- pouziva se k separaci polarnich latek, mezi které patri vetSina IéCiv
- detekce: UV/VIS, fluorescendéni, elektrochemicka

/
000

antimykotika: Vorikonazol, Posakonazol
» inhibitory tyrozinkinazy: Nilotinib, Imatinib
imunosipresiva: Kyselina mykofenolova

0

J
000

O LC-MS/MS
- pFiprava vzorku stejna jako u HPLC, odpada potfeba pfipadné derivatizace

- velmi vysoka citlivost a specifita, robustnost, moznost rozliSeni i jednotlivych
metabolitu

- nevyhody: vySSi porizovaci naklady, technicka narocnost, vyssi TAT
% cytostatika: Busulfan 51
¢ inhibitory tyrozinkinazy: Nilotinib, Imatinib



Techniky upravy vzorku

» Extrakce kapalinou
» Extrakce pevnou latkou (SPE)
« Ultrafiltrace

» Extrakce plynem (headspace) %

 Derivatizace
» Adsorpce

* VV\ymrazovani




HPLC — jednoduche schéma

Naneseni
vzorku

Elucni Cinidlo

er

Odpad all




HPLC/MS




3. Metody pro odhalovani
genetickeho polymorfismu v
metabolismu lecCiv
Lze stanovit:
a) Fenotyp (rychlost transformace)

b) Genotyp (analyza DNA, DNA Cipy)



CYKLOSPORIN A
MYKOFENOLOVA KYSELINA

Imunosupresiva
Odber: nesrazliva krev (EDTA)

Referencni meze: podle doby po
transplantaci a druhu transplantace

Cy A: cyklicky polypeptid
MPA: aktivni Cast z IéCiva mofetil



Busulfan

Soucast vysokodavkované protinadorové chemoterapie (pred transplantaci
krvetvornych bunék

Velké interindividualni rozdil
Nezadouci ucinky: predevsim hepatotoxicita (nejCasteji zapriCinuje
venookluzivni nemoc jater - VOD)

Monitorovani hladiny (tabletova forma) po 1., 5., 9., 13. davce, zaCatek po 6
hodinach (30 min. pred dalSi davkou), pak v hodinovych intervalech do dalSi
davky

Vyhodnocuje se plocha pod krivkou, vypocCitava tzv. Steady-state
concentration — Css (doporucovana: 850-1000 ng/ml)

Na zakladé Css korekce 3., 7., 11., 15. davky

Metoda: HPLC na reverzni fazi s UV detekci
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DIGOXIN

* Odbér: srazliva krev
pred podanim nebo 6-11 h po
podani
» Referencni meze: 0,5-1,2 ug/l
» Srdecni glykosid, je indikovan pri srdecnim
selhavani



THEOFYLIN

Odbeér: srazliva i nesrazliva krev

Terapeuticka hladina: 8,0-20,0 mg/I
Metylxantinovy derivat
BronchodilataCni pusobeni

U novorozencu a nékterych dospélych
metabolizovan na kofein



LITHIUM

Odber: srazliva krev

10-18h po podani
Udrzovani terapeuticke hladiny nebo urceni
Intoxikace LI

Terapeuticka hladina: 0,5-1,2mmol/l

Pouziti Li: Iécba bipolarnich chorob (dusevni poruchy

S cykly deprese a manie) - profylaxe maniodepresivniho
onemocneni

Stanoveni: nejcasteji AAS
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