Stanoveni gancikloviru v séru
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Ustav lékaiské chemie a klinické biochemie 2. LF UK a FN Motol



Ganciklovir

Synteticky analog 2’-deoxyguanosinu inhibujici replikaci
herpetickych viru

Antivirotikum — IéCba a prevence nakazy herpes viry
* herpes simplex typu 1 a 2
* virus Epstein-Baaroveé
* virus varicella zoster
* lidsky cytomegalovirus

Lécba - imunodeficientni pacienti (onkologicti p., HIV p.)
imunosuprimovani pacienti
déti s vrozenou Ci postnatalné ziskanou CMV infekci
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Farmakokinetika

 podavan vétSinou intravendzné, dospéli 5 mg/kg/12 h, novorozenci 6 mg/kg/12 h
* rapidni distribu¢ni faze (0,23 h)

* vazba na bilkoviny 1 -2 %

* eliminovan predevsim renalne

* biologicky poloCas vseru2—-4h

Velikost davky v klinické praxi dle hmotnosti, funkce ledvin a klinické indikace
odlisny pristup v jednotlivych institucich

ruzné metody vypoctu funkce ledvin
vysoka inter- a intra-individualni variabilita

TDM doporuc¢ovano u vybranych skupin pacient



Vysokeé hladiny
* myelosuprese
* neutropenie
* trombocytopenie
* anemie
* selhani kostni drene
* neurotoxicita
* infekce
e gastrointestinalni poruchy
* poruchy funkce ledvin
* psychiatrické problemy

Nizké hladiny

* vznik rezistence
» selhani lIéCby



HPLC

Kolona: Intersil ODS-3V 4,6 x 150 mm, 5 um GL Sciences Inc.

MF: 25 mM NaH,PO,, pH 2,5, 10 ml ACN:MetOH
IS: 5-fluoro-2°-deoxyuridin (50 pg/ml)

Priprava vzorku

Agilent 1260
Agilent Technologies




Analyza pacientskéeho vzorku

Po 10 analyzach nutna




LC - MS/MS parametry

Kolona: Eclipse Plus-C18, Agilent 6470 MS/MS

1,8 um, 3,0 x 50 mm Zpusob ionizace: Agilent Jet Stream (AJS)
Teplota kolony: 35 °C ESIl+

Objem nastriku: 5 pl

lontovy zdroj:

Teplota autosampleru: 4°C Drying gas temperature:  250°C
MF. A:voda + 5 % pufr

Drying gas flow: 8 I/min

B: A(_:N +_5 Yo NH,F Nebulizer pressure: 45 psi

1S: ganciklovir — d5 Sheath gas temperature: 350°C
Sheath gas flow: 11 I/min
Capillary voltage: 3000 V

Nozzle voltage: oV



Priprava vzorku




256,1 — 152,0
256,1 — 135,0

Analyza pacientského vzorku

Informaticn

ﬁ

2o t A iE g @ =|A

E
s

n

A 2nshhspieA

+ MRM (2561 -> 152.0) 045110a.d 256.1->152.0 . 256.1-> 1350
2 x105] 1.26 min. 5 x102 | Ratio = 27.6 (101.2 %)
. g 114
09- i ;'
LR S 09-
0.7 K g'gj
05 5 06l
0.5+ EE 054
0.4 0.4
0.3 0.2
0.2 024
014 014
0 0
0.1 014
04 06 08 1 12 14 18 18 2 22 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)
+MRM (2611 -> 152.0) 045110a.d 2611->1520 . 2611->1350
2 x1027 1.25 min. = ®x102 ) Ratio =37.7(112.7 %)
8 5] FERRE
254 s 14
] o
=L Rk
1-1?2‘ 2 07
1.25 & E;E_
14 0.4
0,75 0.3
05 0.2 J
0.25 0.1+
o4 1]
T T T T T T T T T -01 A T T T T T T T T T T
04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 D4 06 08B 1 12 14 16 18 2 22

Acguisition Time (min)

Acguisition Time (min)




Validace metody

Opakovatelnost Reprodukovatelnost
Kontroly Primeér * SD CV BIAS Primeér = SD CcVv BIAS
(mg/l) (mgll) (%) (%) (mgll) (%) (%)
K1 0,25+ 0,01 51 8,7 0,26 £ 0,01 5,3 7,8
(0,25) ) - ) ) ] ) - ) ) ]
K2 2,01 £0,08 4,8 5,6 2,07 £ 0,10 4,9 5,7
(2,00) ) - ) ) ] ) -— ) ) ]
K3
8,05 £ 0,39 4,2 5,3 8,21 +£0,42 5,1 4,8

(8,00)



Stabilita vzorku

* 4 riuzné teploty:

* RT - stabilni min. 14 dni (max. pokles hladin o 7 %)

* Lednice — stabilni min. 14 dni (max. pokles hladin o0 6 %)

* Mrazak — stabilni min. 3 mésice (max. pokles hladin o 8 %)

* Hlubokomrazici box — stabilni min. 6 mésicii (max. pokles hladin o 7 %)

* Opakované rozmrazovani
* U 5Xrozmrazen¢ho vzorku doSlo k max. poklesu hladin o 6 %

* Pripraveny vzorek v chlazeném autosampleru
e po dobu 14 dnli nedoSlo u zadného z testovanych vzorki ke zméné hladiny o vice jak 9 %



Ve FN Motol provedeno stanoveni hladin CGV u 49 pacientl po transplantaci plic

Kritéria: vék = 18 let

IV GCV do 48 h po transplantaci, 2 x denné 5 mg/kg
Imunosupresiva

krevni obraz, ALT, GGT, kreatinin, cystatin C
koncentrace GCV - C,, C;, C.

21 pacientu (42 %) hladiny nizSi nez 1 — 2 mg/I
18 pacientd (37 %) hladiny v terapeutickém rozmezi

10 pacientu (21 %) hladiny vysSSi nez terapeutické rozmezi



Journal of
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Ganciclovir therapeutic drug monitoring in transplant recipients

Anne-Grete Mdartson 1a Angela E. Edwina’, Johannes G. M. Burgerhofz, Stefan P. Berger3, Anoek de Joode?,
Kevin Damman®, Erik A. M. Verschuuren®, Hans Blokzijl®, Martijn Bakker’, Lambert F. Span’, Tjip S. van der Werf*>,
Daan J. Touw’, Marieke G. G. Sturkenboom®{, Marjolein Knoester®t and Jan W. C. Alffenaar™”1%*1¢

Analyza 390 vzorku pacientu po SOT ¢€i HSCT
46 pacientu profylaxe, 39 pacientu Iécba CMV

PROFYLAXE LECBA
31 67 % I 19 49 % J
11 34 % ter. roz. 14 36 % ter. roz.

4 9 % 0 6 15 % T



Datum

19.10.2020
22.10.2020
26.10.2020
29.10.2020
4.11.2020
9.11.2020
12.11.2020
19.11.2020
24.11.2020
26.11.2020
2.12.2020
10.12.2020
12.10.2020

Predcasné narozena holcicka, prokazana CMYV infekce

Hmotnost
(kg)
0,86
0,86
0,86

1,1
1,1
1,46
1,46
1,6
1,6
1,6
1,7
2,16
2,16

Koncentrace
(mgl/l)
4,88
1,26
1,68
2,56
2,34
4,44
2,06
0,78
1,90
1,81
1,50
0,54
0,74

Davka
(mg)

5,15 -0-5,16
2,58 -0-02,58
3,87 -0 - 3,87
6,05 -0 - 6,05
6,05 -0 - 6,05

20—-0-20

10-0-10
10-0-10
1/76-0-17,6
20,8 - 0-20,8
22,0-0-22,0
22,0-0-22,0
34,0-0-34,0

10.11. furosemid
22.11. furosemid vysazen



03/2021 Ceska spoleénost klinické biochemie - Doporuéeni pro
validace a verifikace postupu laboratornich vysSetreni
ve zdravotnickych laboratorich

In house metody
Vyhody Nevyhody

* finance - ¢asové naroéné
* moznost ,poupravit” analyzu

o  nutna uplna validace
nebo pripravu vzorku



(D¢

Zaver
zavedena jednoducha LC-MS/MS metoda
doporuceno provadét TDM GCV u vybranych skupin pacientu

vysoka inter a intraindividualni variabilita

nezbytna spoluprace laboratore, farmakologa Ci farmaceuta a klinika
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Dékuji Vam za pozornost




