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Abstrakt
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Kandidat: Jana Tomanova

Skolitel’: doc. PharmDr. Radim Kugera, Ph.D.

Konzultant: PharmDr. Vit Sestak, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: LC-HRMS analyza vybranych liefiv v biologickom

materiali 1.

Vysokouc¢innd kvapalinova chromatografia patri k jednym z najrozSirenejSich
separacnych analytickych technik. Vyuziva sa v r6znych medicinskych, farmaceutickych
a priemyselnych laboratoridach. VyuZiva rozdielne afinity latok v analyzovanej zmesi
k mobilnej a stacionarnej faze. Hmotnostna spektrometria je jedna z inStrumentalnych
technik pomocou ktorych sa separuju elektricky nabité Castice v plynnej faze na zaklade
pomeru hmotnost/nadboj. V dneSnej dobe sa kladie velky doraz na to, aby jednotlivé
analytické metddy, ktoré sa vyvijaji, boli aj nasledne zvalidované podla prislusnych
medzinarodnych smernic. Validacia je proces, ktory overuje, ¢i je dana metoda vhodna
k zamyslanému pouZitiu.

V tejto diplomovej praci boli optimalizované a validované podmienky
pre stanovenie warfarinu v sére pacientov pomocou hmotnostného spektrometra
s linedrnou 16novou pascou LTQ XL. Pri optimalizacii metdédy sa vychadzalo z uz
vyvinutej a validovanej metédy UHPLC-HRMS na Useku klinickej a forenznej
toxikologie Ustavu klinickej biochémie a diagnostiky Fakultnej nemocnice Hradec
Kralové. V experimentalnej Casti prace bol d’alej zvoleny sposob a podmienky tpravy
biologického materidlu, vybrany vhodny vnutorny Standard a overené parametre
validacie ako kalibracna krivka, presnost, preciznost, matricové efekty, vytaznost
a stabilita.

Na tupravu séra pacientov bola zvolena technika precipitacie proteinov a ako
precipitatné ¢inidlo sa pouzil acetonitril. Ako wvnltorny Standard bol pouZity
citalopram-d6. Parametre validacie vyhovovali kritéridm podl'a ustanoveni Eurdpskej

Liekovej Agentiry (EMA).



Této metdda bola aplikovana na meranie warfarinu v sére u dvadsiatich pacientov
aporovnana s uz validovanou metédou na Useku klinickej a forenznej toxikolégie Ustavu
klinickej biochémie a diagnostiky Fakultnej nemocnice Hradec Kralové. Napriek tomu,
7e povodna metdda vykazovala jednoznadne lepsiu presnost’ aj preciznost’, spifiala nova
HPLC-LIT-MS metoda validacné kritéria podla EMA. Vysledky merani sa medzi
jednotlivymi meraniami lisili hlavne na klinicky nevyznamnych subterapeutickych
koncentraciach. Tato metoda ukazala svoju hodnotu pre rutinné meranie warfarinu

v klinickej praxi.
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material I.

High performance liquid chromatography is one of the most widespread
separation analytical techniques. It is used in various medical, pharmaceutical and
industrial laboratories. It uses different affinities of the substances in the analysed mixture
to the mobile and stationary phases. Mass spectrometry is one of the instrumental
techniques by which charged particles are separated in the gas phase based on the mass-
to-charge ratio. Nowadays, great emphasis is placed on the fact that the individual
analytical methods which are being developed are subsequently validated according to a
guideline issued by national or international authorities. Validation is a process that
verifies that a method is suitable for its intended use.

In this thesis, the conditions for the determination of warfarin in patient's serum
by means of mass spectrometer with LTQ XL linear ion trap were optimized and
validated. The optimization of the method was based on the already developed and
validated UHPLC-HRMS method in Department of Clinical and Forensic Toxicology,
Institute of Clinical Biochemistry and Diagnostics, University Hospital Hradec Kralové.
In the experimental part, method and conditions of biological material treatment, suitable
internal standard were selected. The method was validated in terms of calibration curve,
accuracy, precision, matrix effects, recovery and stability.

Protein precipitation with acetonitrile was used to treat the biological material.
Citalopram-d6 was used as internal standard. The validation parameters met the criteria
according to the EMA provisions.

This method was applied to the measurement of serum warfarin levels in twenty
patients and compared with the already validated method in Department of Clinical and
Forensic Toxicology, Institute of Clinical Biochemistry and Diagnostics, University
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Hospital Hradec Kralové. Although the original method clearly showed better accuracy
and precision, the new HPLC-LIT-MS method met the validation criteria of the European
Medicines Agency (EMA). The results of the measurements differed between
measurements at clinically insignificant sub-therapeutic concentrations. This method has

shown its value for routine measurements of warfarin in clinical practice.
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Zoznam pouzitych skratiek

ACN - acetonitril

AUC — area under the curve, plocha pod krivkou

CYP — cytochrém P450

EMA — European Medicines Agency, Europska liekova agentara

FDA — Food and Drug Administration, Sprava potravin a lieciv

HPLC - high performance liquid chromatography, vysokoucinna kvapalinova
chromatografia

HRMS - high resolution mass spectrometry, hmotnostna spektrometria s vysokym
rozliSenim

HSA — human serum albumin, 'udsky sérovy albumin

INR - international normalised ratio, medzindrodny normalizovany pomer
protrombinového ¢asu voci laboratérnemu Standardu

IS — vnutorny Standard

LC — liquid chromatography, kvapalinova chromatografia

LIT — linear ion trap, linearna idnova pasca

LLE — liquid-liquid extraction, extrakcia kvapalina-kvapalina

LOD - limit of detection, limit detekcie

LLOQ — lower limit of quantification, dolny limit kvantifikacie

LTQ XL — Linear Ion Trap Mass Spectometer, hmotnostny spektrometer s linedrnou
16novou pascou

MeOH — metanol

MS — mass spectrometry, hmotnostna spektrometria

NP — normal phase, normalna faza

QC — quality control, kontrola kvality

RP —reversed phase, reverzna faza

RSD — relative standard deviation, relativna smerodajna odchylka

SD — standard deviation, smerodajnéd odchylka

SPE — solid phase extraction, extrakcia na pevnej faze
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UHPLC — ultrahigh performance liquid chromatography, ultravysokoucinna kvapalinova
chromatografia

ULOQ — upper limit of quantification, horny limit kvantifikacie

UV — ultraviolet radiation, ultrafialové ziarenie

UV/VIS — ultraviolet visible radiation, ultrafialové vidite'né Ziarenie
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1 Uvod

Warfarin zarad'ujeme do skupiny lie¢iv nazyvanych peroralne antikoagulancia. Je to
antagonista vitaminu K a pouziva sa na prevenciu trombozy (krvnej zrazeniny) alebo
na lieCbu trombozy a tromboembolickych komplikécii. Ked'ze mé toto lieCivo nizky
terapeuticky index a vysoku variabilitu G¢inku, je nutné, aby bol jeho u¢inok u pacientov
neustadle monitorovany a podl'a toho nastavena davka u konkrétneho pacienta. Inak by
mohlo dojst’ k supraterapeutickej antikoagulacii a s tym spojené riziko krvacania, alebo
by nebola dosiahnuta terapeuticka hladina a mohli by nastat’ naopak tromboembolické
komplikéacie. Warfarin sa bezne monitoruje pomocou medzinarodného normalizovaného
pomeru protrombinového Casu voci laboratornemu Standardu (INR), avSak niekedy
situdcia vyzaduje priame meranie koncentracii warfarinu pre lepSie klinické zvladnutie
liecby.

V sucasnosti je jednou znajpouzivanejSich analytickych metdéd vysokoucinna
kvapalinova chromatografia. Umoziuje kvantitativne 1 kvalitativne stanovenie
analyzovanej latky alebo zmesi latok. Je zaloZena na rozdielnej afinite stanovovanej latky
k mobilnej alebo stacionarnej faze. LC-MS analytickd metdda zahfiia spojenie
chromatografickej separa¢nej metoddy s detekciou pomocou hmotnostnej spektrometrie.
Hmotnostna spektrometria umoziuje kvantitativne hodnotenie analyzovanej latky
a taktieZ poskytuje informdcie o jej chemickej Struktare. Funguje na principe separacie
elektricky nabitych castic v plynnej fdze na zaklade pomeru hmotnost/ndboj. Kazda
analytickd metéda musi byt pred pouzitim validovand, aby boli vysledky merani
spol'ahlivé.

Tato diplomova praca sa venovala optimalizacii podmienok a validacii metody
pre stanovenie hladiny warfarinu v sére pacientov pomocou hmotnostného spektrometra
s linedrnou i6novou pascou LTQ XL. Cielom bolo optimalizovat’ vyuzitie laboratdrne;j
indtrumentacie a zrychlit pracu na Useku klinickej a forenznej toxikologie Ustavu
klinickej biochémie a diagnostiky vo Fakultnej nemocnici v Hradci Kralové, aby bol
dosiahnuty rychly a dostato¢ny monitoring hladiny warfarinu u pacientov a tym padom

bola u pacientov zabezpe€ena t¢inna a bezpecna farmakoterapia warfarinom.
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2 Teoreticka cast’

2.1 HPLC

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) je dolezita separatna metdda,
ktora vyuziva rozdielne afinity latok v analyzovanej zmesi k stacionarnej a mobilnej faze.
Stacionarna faza vypliia kolonu, je nepohybliva a moZe ju predstavovat’ pevna latka alebo
kvapalina ukotvena na pevnom nosi¢i. Mobilna faza je pohybliva, preteka napliou kolony
a v pripade HPLC je privadzana do systému pomocou vysokotlakového Cerpadla.
Na zéklade rozdielnej afinity k dvom navzdjom nemieSatelnym fdzam migruji latky
systémom réznou rychlostou. Pre distribuciu latok je totiz potrebné existencia fadzového
rozhrania. Podstatou distribucie je nasledne opakované ustalovanie rovnovahy delenej
latky medzi mobilnu a stacionarnu fazu. Pri tejto metdde dochadza teda k oddeleniu
zloziek analyzovanej zmesi na kolone, naplnenej sorbentom, v dosledku ich rozdielne
rychlej migracie ur¢itym smerom. K separacii dochadza na zaklade interakcii delenych
latok so stacionarnou aj mobilnou fazou. Detekcia latok sa uskuto¢iiuje az za kolénou vo
vhodnom detektore. HPLC nam umoziuje v praxi hodnotenie kvality a kvantity
separovanych zloziek [1].

HPLC teda vyuziva rozdielne afinity latok v analyzovanej zmesi k stacionérnej a
mobilnej faze. Delenie latok medzi dve fazy popisuje distribu¢na konstanta Kp, uvedena
v rovnici Cislo 1, kde Cs predstavuje koncentraciu separovanej latky v stacionarnej faze

[mol/1] a Cw jej koncentraciu v mobilnej faze [mol/1].
Rovnica 1: Kp = & [2]-
Cm

Cim dlhsie latka zotrvava v stacionarnej faze, tym vicsia je jej retencia a jej
distribu¢na konstanta. Pre spravne delenie jednotlivych zloziek analyzovanej zmesi je
potrebné, aby sa latky svojimi distribu¢nymi konstantami odliSovali [2].

HPLC technika bola najprv vyvinutd v usporiadani, ktoré vychadzalo z povodne;j
stipcovej chromatografie vykonavanej pri atmosférickom tlaku. Pri nej bola otvorena
kolona naplnena staciondrnou fazou polarnej povahy a ako mobilna faza slazilo organické
rozpustadlo. Takéto usporiadanie, dnes oznacované ako kvapalinova chromatografia
na normalnych fazach (NP-LC), bolo urené k deleniu analytov l'ahko rozpustnych
v nepolarnych rozpustadlach s miernou afinitou k polarnej staciondrnej faze. Kedze

NP-HPLC vyzaduje velké mnozstvo organickych rozpusStadiel, bola z velkej casti
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nahradend HPLC reverznou fazou (RP-HPLC). Usporiadanie na obratenej faze zahfna
nepolarnu stacionarnu fazu a poldrnu vodnti mobilnu fazu [3].

Jednou z vyznamnych vyhod metddy je nizka spotreba vzorky. V poslednej dobe
sa objavuje trend v znizovani prietokovej rychlosti, a tym aj znizenie objemu
spotrebovanej mobilnej fazy. Cely proces mozno na modernych pristrojoch
zautomatizovat’. Jednotlivé vzorky sa postupne nastreknu na kolonu bez obsluhy ¢loveka.
Tato sekvenciu riadi pocita¢ [4]. Chromatograficky proces sa za poslednych sto rokov
vyrazne zlepsil, ¢im sa dosiahla véc¢sia G¢innost’ separacie, univerzalnost’ a rychlost’.

Od zaciatku 90. rokov sa HPLC stala pravdepodobne najrozsirenejSou analytickou
technikou v analytickych, biochemickych, farmaceutickych, lekarskych a mnohych
d’alSich priemyselnych laboratoriach. Mézeme skonstatovat’, Ze HPLC je najrozSirenejSia
zo vsetkych analytickych separa¢nych technik. Principom chromatografie je rozdelenie
analyzovanych latok medzi dvoma fazami, ktorymi st jedna nepohybliva, teda
stacionarna, a druha pohyblivé, teda mobilna. Pri chromatografickej analyze dochadza k
neustalemu nachadzaniu rovnovéazneho stavu medzi staciondrnou a mobilnou fazou. K
separacii dojde na principe roznej afinity delenej latky k obom fazam. Stacionarna faza
je reprezentovana naplilou kolony, alebo ploSnou vrstvou a mobilnd faza volne unasa
analyzovanu latku. Uvedenou technikou mozno oddelit’ jednotlivé zlozky analyzovane;j
zmesi a urcit’ ich koncentraciu [1].

V oblasti lieciv je vysokouc€inna kvapalinova chromatografia jednou z naj€astejSie
pouzivanych analytickych technik. HPLC met6dy st pouzivané vo vSetkych oblastiach
modernej farmaceutickej analyzy, ¢i uz vo vyvoji novych lieCiv, v oblasti kontroly ich
kvality, ako aj v ramci analyzy lieciv a metabolitov v biologickych materialoch.
Zarad’'ujeme sem napriklad terapeuticky monitoring lieciv, ako aj Stddium bio-
ekvivalencie. Utelom HPLC analyzy akychkol'vek lie¢iv je potvrdenie &istoty lieciva,

poskytnutie kvantitativnych vysledkov, ako aj sledovanie priebehu terapie ochorenia [5].

2.1.1 Kvapalinovy chromatograf

Kvapalinovy chromatograf predstavuje Specialne zariadenie, skladajiice sa z roznych
Casti, ktoré mozno podl'a potrieb obmieniat. Kvapalinovy chromatrograf sa teda sklada
z viacerych cCasti. Zasobniky mobilnej fazy predstavuju najcastejSie sklenené nadoby
s uzaverom z inertné¢ho plastu, do ktorého vstupuju teflonové hadicky s filtrami.

Nasavand MF je zbavovana rozpustenych plynov, ktoré moézu spdsobovat’ napriklad
14



zavzdusnenie hlavy pumpy. Aktudlne sa vyuziva vakuovy degasser, ktory je v porovnani
s ostatnymi principmi odplynenia rychlejsi, lacnejsi a efektivnejsi. Stabilny prietok MF
maju na starosti vysokotlakové Cerpadla. Zatial’ co sa jedna Cast’ plni, druha vytlaca
kvapalinu do systému, ¢im sa minimalizuje kolisanie prietoku. Bezpulznému Cerpaniu
pomaha elektronickd kontrola piestov. Redukcia pulzov je z pohl'adu dnesnych analyz
zasadnd, vzhl'adom na to, Ze sa kladie obzvlast’ déraz na senzitivitu metody, respektive
detekciu nizkych koncentracii analytov, kedy aj minimalne zmeny prietoku mozu analyzu
znacne ovplyvnit’ [6].

Davkovanie vzorky do systému je mozné vykonavat manualne prostrednictvom
Sestcestného ventilu, ktory je prepojeny s davkovacou sluckou. Proces davkovania je
v podstatnej miere automatizovany. Automatické davkovace, teda autosamplery, byvaju
spojené so zasobnikom vzoriek v temperovanom priestore. Vzorky su v zésobniku
skladované v uzatvarateI'nych vialkdch. Naprogramovany systém autosamplera vybera
vialky a davkuje vzorky do systému bez potreby obsluhy [6].

K separécii analytov dochddza na chromatografickej kolone. Kym princip separacie
na reverznych fazach je nemenny, snaha o technické zdokonalenie kolon prebieha stale.
Kolénu tvori plast’ naplneny stacionarnou fazou a d’alej koncovky s fritmi, ktoré zaist'uju
zadrzanie SF a spol'ahlivé spojenie vstupnej a vystupnej kapilary odolnej voci vysokému
tlaku. V stcasnosti st analytické kolony vyrabané komercne a dostupné v obvyklych
dizkach 25 az 250 mm a s vnatornym priemerom 2,1-4,6 mm. Podl'a naplne mozno
rozdelit’ kolony na:

- Casticové, kedy kolonu vyplnaja ¢astice

- monolitické, kedy kolénu vypia jednoliaty kus materialu [6].

U casticovych kolon sa velkost’ Castic pohybuje rddovo v mikrometroch. PouzZitie
mensSich Castic prispieva k zlepSeniu ucinnosti separacie. Okrem vyuzitia mensich Castic
prispieva k vySSej separacnej ucinnosti aj homogenita ich velkosti a pravidelné
usporiadanie v kolone, vzhl'adom na to, Ze sa povazuje za ziadlce aby drahy, ktoré prejdu
jednotlivé molekuly analytu, boli skoro zhodné. Latky zo vzorky, ktoré su rozdelené
na kolone dalej putuji kapildrou do detektora, ktory prevedie ich pritomnost
na elektricky signal. Jednotlivé typy detektorov sa liSia predovsetkym mierou analytickej

citlivosti, ako aj mierou selektivity [6]. Schému HPLC pristroja znazoriuje obrazok 1.
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Obrazok 1 Schéma HPLC pristroja [39].

Separacia pri HPLC moéze prebichat podla velkosti molekul, naboja, c¢i
hydrofobicity. RozliSovacia schopnost’ je pri HPLC zvySena s pouzitim menSich Castic
(silikagélove] matrice), ktoré prispievaju k zvySovaniu efektivnej plochy separacie
molekul. Mensie Castice vytvaraju vacsi spatny odpor. Mobilnou fazou je najCastejsie
zmes rozpustadiel (napr. vody, acetonitrilu, metanolu), ktord s teplotou najviac
ovplyviuje separacny proces [7],

Vysokouc¢inny kvapalinovy chromatograf pracuje na principe, kedy st vzorky
davkované davkovacim zariadenim cez nastrekova slu¢ku do mobilnej fazy. T4 vnasa
jednotlivé zlozky vzorky na kolonu, kde dochadza k opakovanému ustaleniu rovnovahy
medzi mobilnou a staciondarnou fazou a k separdcii analytov podla ich
fyzikalno-chemickych vlastnosti. Chromatogram predstavuje vysledok merania v podobe
grafického zdznamu. Na osi x sa znazoriuje retencny c¢as. Na osi y je pri pouZiti
spektrofotometrického detektora absorbancia, v pripade fluorodenzitometrického
detektora intenzita fluorescencie. Niekedy su dané veliCiny uz prevedené na elektrick
charakteristiku snimaného signélu, najcastejsie je to napitie [8].

Na chromatograme sa zlozky vzorky zobrazuji v podobe pikov, ktoré moézu mat’
rozny tvar. NajziadanejSia podoba piku ma tvar Gaussovej krivky, teda sa jedna o pik
symetricky, priCom rozozndvame taktiez chvostujici pik, ktory je rozmyty vzadu.
V mnohych pripadoch vznikéd v dosledku vel'mi dlhej cesty, ktorti musi vzorka urazit’

od nastreku na kolénu k prislusnému detektoru. Treti druh piku sa nazyva frontujuci, je
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rozmyty vpredu. Vznikd, ak ma rozptstadlo vzorky vysSiu eluént silu, nez je elucnd sila
predmetnej mobilnej fazy. Dovodom pre vznik poslednych dvoch typov pikov moze byt
aj napriklad vysoky objemovy nastrek vzorky, ¢i znecistena kolona [8].

Meranou veli¢inou st napriklad:

- absorbancia,

- fluorescencia,

- elektricka vodivost’,

- index lomu.

2.1.2 Mobilna faza

Pri HPLC sa vyuziva kvapalnd mobilna faza na oddelenie zloziek vzorky. Typ
pouzitej mobilnej fdzy moze mat velky vplyv na retenciu. Moze podporovat’ alebo
potlac¢ovat  ionizaciu molekul analytu a moze tiez tienit’ pristupny zvyskovy silanol alebo
akékol'vek iné aktivne adsorpéné centra na povrchu adsorbentu [9]. Pri chromatografii na
reverznych fazach ma mobilna faza polarny charakter. Zvycajne sa jedné o zmes vodnych
roztokov kyselin / baz alebo pufrov s polarnymi organickymi rozpustadlami ako su
alkoholy, acetonitril alebo tetrahydrofurdn. S klesajucou polaritou organickych
rozpustadiel rastie ich elu¢na sila. Podl'a rasticej elucnej sily moZno pouZivané organické
rozpust'adla zoradit’ nasledovne:

metanol < acetonitril < propan-2-ol < dioxan < tetrahydrofuran [9].

2.1.3 Staciondrna faza

Stacionarnou fazou st najcastejSie pevné Castice alebo vrstvicka kvapaliny, ktord
je vhodne zadrZana na pevnych cCasticiach [2]. V reverznych fazach mézu vznikat’ medzi
latkou a stacionarnou fazou najmia neSpecifické medzimolekulové interakcie, ktoré by
mali byt slabSieho charakteru ako polarne interakcie, ktoré vznikaji medzi analytom
a mobilnou fazou. Polarne interakcie analyt-mobilna faza tak zoslabuji neSpecifické
interakcie analyt-stacionarna faza a ulahCuju navrat analytu do polarneho elu¢ného
¢inidla [10]. Ako napli kolén (stacionarna faza) sa pouzivaji polarne nemodifikované
adsorbéry (silikagél, menej Casto oxid hlinity) alebo ndplne s chemicky viazanymi
stacionarnymi fazami na silikagélovom nosici [11]. Ak je stacionarna fidza polarnejSia
ako mobilna faza, hovorime o systémoch s normalnymi fazami. V opacnom pripade ide

0 systém s reverznou fazou.
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Nepolarny charakter reverznej fazy moézu zastdvat' rézne funkcéné skupiny
naviazané na rézne druhy nosi¢ov (sorbentov). Doteraz najpouzivanej$Sim nosiCom je
silikagél. Ma poréznu amorfna formu a je zna¢ne mechanicky odolny, ¢o umoziuje jeho
pouzitie pri vysokom tlaku. Povrch silikagélu je pokryty hydroxylovymi (resp.
silanolovymi) skupinami, ktoré mu udeluju polarny charakter a pre svoju reaktivitu su
vyuzivané k védzbe rdéznych ligandov. Hydrofobnymi ligandmi mo6zu byt’ napr.:

-alkylové retazce roznej dizky C2-C30, najrozsirencjsia je CI18
(oktadecylsilikagél);

- pentafluorfenyl;

- fenyl, bifenyl, alkylfenyl, nitrofenyl;

- diol a podobne [40].

2.1.4 Elucné mody

Elu¢na chromatografia sa moze uskutoc¢iiovat’ v izokratickom alebo gradientovom
rezime. Pri izokratickej elicii sa zlozenie mobilnej fazy udrziava konsStantné pocas
separdcie vzorky. Pri eltcii gradientom sa bude zlozenie mobilnej f4zy menit’ pocas
separacie vzorky. Eluéné gradienty si vyzaduju Specidlne chromatografické zariadenie,
ako aj o nieCo vicsiu starostlivost’ zo strany operdtora, ale pre mnohé separacie ma
dolezité vyhody [12].

Izokratickd elicia znamend, Ze zmes mobilnej fazy je po celt dobu analyzy
konStantna. PouzZitie gradientu znamend, Ze zlozenie mobilnej fazy sa pocas merania
meni, a tak ovplyviiuje retenciu analytov. Na zaCiatku gradientovej elicie ma mobilna
faza mensSiu elucnu silu (v reverznych fazach prevazuje vodny roztok pufru), s postupom
separdcie je navySované zastupenie zlozky s vy$Sou elucnou silou (najcastejsie MeOH
alebo ACN), ktoré ku koncu elticie dominuje, zdverom analyzy sa zloZenie mobilnej fazy
vracia do vychodiskovych podmienok. Tymto spdosobom je mozné efektivne menit
elucnu silu mobilnej fazy [12]. Vol'ba vhodného reZzimu gradientu je individudlna a
spravidla sa optimalizuje empiricky.

Pri gradientovej elucii st parametre rozliSenia aj kapacita separacie spravidla
vysSie nez pri izokratickej elacii, pricom lepSie vysledky su dosahované vd’aka uzsim
pikom a §ir§iemu retenénému rozsahu [12]. DalSou vyhodou gradientovej elicie moze
byt jej vyuzitie pri analyze zloZitych vzoriek. Mnoho redlnych vzoriek, ako su rastlinné

extrakty, vzorky telesnych tekutin ¢i r6zne environmentalne vzorky, obsahuje okrem
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skamanych latok casto aj vedl'ajsie latky, ktoré moézu vykazovat’ vel'mi vysoku retenciu
na pouzitom sorbente.

Pri opakovanych izokratickych separaciach by sa teda tieto zadrziavané latky mali
tendenciu eluovat’ az pocas nasledujucich analyz a sposobovat’ tym problémy s moznou
stratou rozliSenia, ¢i s opakovatel'nostou merania. Pri pouziti iba izokratickej separacie
by sa tento problém musel riesit’ bud’ zavedenim dlhych izokratickych analyz alebo
po kazdej meranej analyze zavedenim iba analyzy bez nastreku pri vysokom obsahu
organickej zlozky. Pri pouziti gradientove;j eltcie sa tento problém vyriesi jednoduchym
nastavenim vysokej koncentracie organickej zlozky na konci gradientu, pri ktorej sa
spominané zadrziavané vedlajsie latky vymyja [12].

Pre popis retenéného spravania latky v izokratickej ellcii sa zavadza pojem
retencny faktor k, pre ktory plati vztah zobrazeny v rovnici 2:

VR=VMm
VM

Rovnica 2: k= = BZM 3
tM

kde Vr a tr oznacuju retencny objem, respektive retencny ¢as, a Vm a tm je retencny

objem, respektive retencny cas, latky, ktora nie je na kolone zadrziavana.

Jednym z najdéleZitejSich optimalizacnych kritérii byva rozliSenie Rs, ktoré

charakterizuje kvalitu separacie dvoch susednych pikov, je zobrazené v rovnici 3:

Rovnica 3: R = N (a—_l) (L) [13].

4 o 1+k

Parameter N v danom vztahu predstavuje pocet teoretickych priehradiek a parameter o

sa nazyva selektivita. Pre samotnu selektivitu potom plati rovnica 4:

Rovnica 4: a = — [13].
Dany parameter ma vyznam ako pomer reten¢nych faktorov kz a ki pre dve susedné latky
(k2 je neskor eluovand latka, ki predtym eluovand latka). Uéinnost kolény vyjadrena ako
pocet teoretickych priehradiek N sa ziska z retencnych ¢asov tpa Sirok pikov pri zédkladni
w,, respektivezo Sirok v polovici vySky piku wys v zmysle nasledovného vztahu

zobrazeného v rovnici 5.

2 2
Rovnica 5 N=16(2) =5545 (=) [2].
W

Wg 0,5
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Pre zvoleny rozsah rastcich pociatocnych koncentracii organickej zlozky A a
zodpovedajucej strmosti gradientu B je mozné nasledne vyuzit' pre urcenie hodndt
rozliSenia susednych pikov Ri> pomocou nizSie charakterizovaného zjednodusSeného

vzt'ahu zobrazeného v rovnici 6.

. 2(tgy—t
Rovnica 6: R, = 2try~try) [14].
: Wgq +Wg,
Parametre tgia tgypredstavuji eluéné Casy susednych pikov a Wy, a Wy, su Sirky

susediacich pikov pri zakladni [14].

2.1.5 Detektor HPLC
V syst¢tme HPLC je detektor zodpovedny za premenu fyzikalneho alebo

chemického atributu na meratelny signal. Prvé HPLC detektory boli predstavené
v Styridsiatych a pétdesiatych rokoch 20. storo¢ia. V 60. rokoch bol zavedeny prvy
ultrafialovy detektor pre HPLC a nasledné zlepSenia v dizajne viedli k lepse;j citlivosti a
zlepSeniam, ako su detektory s premenlivou vinovou diZkou. Zatial ¢o skutocne
univerzalny HPLC detektor s uroviiou citlivosti GC/FID stéle nie je dostupny, vyvinulo
sa vel'a roznych typov detektorov, ktoré boli vel'mi tispesné pre Siroku skalu vseobecnych
alebo Specifickych HPLC aplikacii [15]. Detektor musi byt schopny zaznamenat’ zmenu
zloZzenia mobilnej fazy a ti ndsledne premenit na elektricky signdl, ktory je
priamoumerny sledovanej zmene.
V sucasnej dobe st v podstate vsetky typy pouzivanych detektorov koncentracné
a mozno ich rozdelit’ do dvoch skupin a to na:
- selektivne, ktorych signal je umerny iba koncentracii detekovaného
komponentu v eluente,
- univerzalne, ktorych signal je umerny celkovej vlastnosti eluentu ako celku,

tj. mobilnej faze a detekovanych komponentov.

Na detektor st kladené urcité idealne poziadavky:

- moznost detekcie vSetkych pritomnych komponentov (univerzalnost’)

- odozva detektora by mala byt okamzitd a linedrna v ¢o najSirSom rozsahu
koncentracie (Siroky linedrne dynamicky rozsah)

- vysoka citlivost’ a nizka troven Sumu voci zmendm tlaku, prietoku mobilnej
fazy a teploty

- minimalny mimokolonovy prispevok k rozsirovaniu elu¢nych zén [16].
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K najcéastejSie vyuzivanym detektorom v HPLC patria spektrofotometrické
detektory, ktorymi meriame absorbanciu elektromagnetického Zziarenia jednotlivymi
zlozkami eluatu. Pre detekciu lie€iv je vyuzivand najma UV oblast’ spektra, ovel'a mene;j
potom viditelna oblast’ spektra. V sucasnosti st vyuzivané hlavne UV/VIS detektory,
pri ktorych moZno detegovani vlnova diZku nastavovat podla potreby. Dalej st
vyuzivané DAD detektory, ktoré umoziuju hodnotenie lieciva pri niekol’kych vinovych
dizkach stcasne. Vysledkom je tak 3D chromatogram, v ktorom je znazornené okrem
zavislosti absorbancie aj absorpné spektrum separovanej latky. Spektrofotometrické
detektory su selektivne, mozno ich vyuzit pri gradientovych eluciach [16]. Zakladné typy

a vlastnosti LC detektorov st zndzornené v tabul'ke 1:

RI UV-vIS IR FLD ECD CONDUCT | CORONA ELSD
typ detektoru nedestruktivni nedestruktivni \nedestruktivni| nedestruktivni | destruktivni |nedestruktivni| destruktivni | destruktivni
odezva univerzalni selektivni selektivni selektivni selektivni selektivni selektivni univerzalni
G b ; intenzita elektricky ! elektricky "
mérena velicina index lomu absorbance | absorbance ; ‘ el vodivost 4 rozptyl svétla
fluorescence proud proud
typicka citlivost (hmotnost/ml) Hg ng Hg pg pg ng ng Hg
linedri rozsah 104 10° 104 103 106 106 10° 102
zavislost odezvy na prltoku ano ne ne ne ano ano ano ano
5 (10 jed. i iy e 477 ; vysoka i 4 :
teplotni zavislost vysoka (10 jed. ind. nizka nizka nizka vysoka (1,5%) 4 nizka vysoka
lomu) (2,0%)
gradientova eluce ne ano ne ano ne ano ano ano (Castecné)

Tabulka 1 Typy a viastnosti detektorov [16] , vybrané skratky popisuju nasledovné
detektory: RI — detektor refraktometricky, UV/VIS — detektor spektofotometricky, IR —
detektor infracerveny. FLD — detektor fluorimetricky, ECD — detektor elektrochemicky,
CONDUCT - detektor vodivostny, CORONA — Charged Aerosol Detector, ELSD -
Evaporative Light Scattering Detector

2.2 Hmotnostna spektrometria

Technika hmotnostnej spektrometrie (MS) je spdjana s privlastkami ako vysoko

Specificka, velmi citlivd, ¢i technicky komplexna. Jej historia sa datuje k zaciatku
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dvadsiateho storoCia a objavu Josepha Johna Thomsona dokazujucemu existenciu
elektrénov a pozitivneho ziarenia. Thomson spolo¢ne s F. W. Astonom navrhli techniku
merania, ktora vSak pre rutinné vyuZzivanie zostala este niekol’ko desatro¢i v ustrani [17].

Hmotnostna spektrometria (MS) je analytickd metoda sliziaca na prevedenie
molekul na idny, rozliSenie tychto ionov podla pomeru hmotnosti a naboja (m/z) a
naslednému zaznamu relativnych intenzit jednotlivych ionov. MS je radend medzi
spektralne techniky, aj ked podl'a definicie by tam patrit nemala, pretoze spektralne
techniky meraju rozdiely energie medzi dvoma stavmi molekuly a sleduju
pravdepodobnost’ prechodu (IC, UV, NMR, atd’.), MS je medzi tieto techniky radena
pre formalnu podobnost’ ziskanych zdznamov (hmotnostnych spektier) s inymi spektrami
a podobné vyuzitie (Struktirna analyza). Tato metdda je vhodnd predovsSetkym
pre identifikdciu nezndmych zlicenin, kvantifikdciu zndmych zli€enin, objasiiovanie
Struktury latok. Je to nastroj Studia roznych druhov latok, pricom poskytuje informécie
o ich zloZeni, kvantitativnych aspektoch a Struktare a to aj z minimalneho mnozstva latky
nez obvyklé analytické techniky [17].

Hmotnostna spektrometria je teda inStrumentdlna technika sliZiaca na separaciu
elektricky nabitych Castic v plynnej faze. lony sa produkuji v i6novom zdroji. Ionovy
zdroj napomaha prenosu analytov do plynnej fazy a ionizacii. [ony plynnej fazy sa potom
prenest do hmotnostného analyzéatora. Elektrické signaly, produkované idnovym
detektorom, sa nasledne spracuju, aby sa vytvorilo hmotnostné spektrum. Rozne typy
beZzne pouZivanych zdrojov i6nov zahffiaji okrem iné¢ho elektrosprejovu ionizdciu a
chemicka ionizaciu za atmosférického tlaku. Univerzalny i6novy zdroj je vhodny
pre ionizaciu analytov v jednom behu a z jedného néstreku [17].

Hmotnostné spektra poskytuji informacie o relativnom pocte i6nov pri rdéznych
hodnotach m/z. Detekované i6ny mozu koreSpondovat’ s adduktmi povodnych molekul
alebo ich fragmentami. MS umoZiuje priamu identifikaciu molekul na zédklade pomeru

hmotnost/naboj, ako aj fragmentacnych spektier.

2.3 Uprava vzoriek biologického materialu

Volba vhodnej techniky pripravy vzorky je zavisld predovSetkym na druhu
biologického materidlu, ako aj na chemickej Struktire stanovovanych latok, a
fyzikalno-chemickych vlastnostiach [18]. Podmienky na uchovavanie vzoriek

pred analyzou maji rovnako ako ich transport vyrazny vplyv na stabilitu analytov,
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resp. na vysledok vySetrenia. Najpodstatnej$i vplyv na stabilitu analytov ma teplota
uskladnenia vzorky, doba od odberu materialu do vykonania analyzy a u fotolabilnych
latok je to expozicia svetla [19].

Pre dlhodobé skladovanie je dolezité, aby bol material spravne uzavrety, aby bolo
zabranené zahusteniu vzorky odparovanim, mikrobidlnej kontamindcii, vplyvu svetla a
difuzii plynov. Pre moderné analytické metddy je podstatna predchadzajica priprava
vzorky, vramci ktorej dochadza k izolacii a zakoncentrovaniu vybranych analytov.
Takato priprava vzoriek na analyzu je Casto najndrocnejSim, ako aj najkritickejSich
krokom celej analyzy, predovSetkym v pripadoch vzoriek biologickych materidlov.
Na zvolenom sposobe vykonania tejto fazy je zavisly uspech celého analytického
stanovenia, tak z kvalitativneho, ako aj z kvantitativneho hladiska. Vyber vhodnej
techniky pripravy vzorky ma vplyv nielen na presnost’ stanovenia daného analytu, ale aj
moznost’ jeho urcenia [19]. Variabilita vzoriek jednotlivych biologickych materialov je
skutocne rozsiahla. Zarad’'ujeme sem najma:

- krv,

- plazmu,

- sérum,

- moc,

- sliny,

- mozgovomiechovy mok,

- sputum,

- stolicu a podobne [20].

Spolo¢nou vlastnostou biologickych materidlov je najméd vysoky obsah r6znych
endogénnych latok, ktoré posobia ruSivym sposobom na analyzu vécSinou nizkych
koncentracii sledovanych latok a ich metabolitov, a preto je z daného dévodu potrebné
urobit’ prvotne izolaciu analytov a odstranit’ endogénne latky, aby doSlo k zvySeniu

selektivity a citlivosti metody stanovenia [20].

2.3.1 Proteinova precipiticia
Proteinova precipitacia sa beZne pouZziva na odstranenie proteinov vo vzorkach.
Zrazanie proteinov nastdva primdrne hydrofébnou agregiaciou, zmenou pH, alebo
interakciou proteinov s ibnmi kovov (najcastejSie 10ny zino¢naté), subtilnym narusenim

zlozenej Struktury proteinu a vystavenim viac hydroféobneho vnutra voci roztoku.
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Akondhle proteiny zacnu agregovat’ do viacsich Struktur, mnozstvo vody na protein
klesne, ¢im sa zvysSia rozdiely hustoty medzi proteinmi a rozpustenou latkou [21].
Hlavné vyhody proteinovej precipitacie su predovsetkym:
- rychly postup,
- minimalne vybavenie,

- jednoduchost’ vyvoja danej metody [22].

Napriek tomu, ze proteinova precipitacia je G¢inna pri odstraiiovani proteinov,
nedochadza k Uplnému vycisteniu vzoriek. V supernatante zostadva komplexnd zmes
endogénnych a exogénnych latok, ¢o moze spdsobit’ interferencie alebo matricové efekty
pri chromatografickej a hmotnostnej spektrometrickej analyze a méze sposobit’ zniZenie
efektivity metddy. Nevyhodou proteinovej precipitacie je najma:

- nizka Specifickost’ pre ciel'ovy analyt,

- strata analytu vézbou na precipitat

- nariedenie vzorky precipitaénym ¢inidlom [22].

2.3.2 Extrakcia na pevnej fize

Extrakcia na pevnej faze (SPE) je proces pripravy vzorky, ktorym sa zluceniny,
ktoré su rozpustené¢ v kvapalnej zmesi, oddelia od inych zlu€enin v zmesi podla ich
fyzikéalne-chemickych vlastnosti prostrednictvom interakcii s pevnou fazou [25]. SPE sa
najcastejSie pouZziva na pripravu kvapalnych vzoriek a extrakciu semivolatilnych alebo
neprchavych analytov. SPE je vynikajuce pre extrakciu vzoriek, koncentraciu a Cistenie.
VyuZiva afinitu rozpustenych latok v kvapaline k sorbentu, ktorym prechadza vzorka.
Vysledkom je, Ze poZzadované analyty alebo naopak neziadice latky vo vzorke zostanu
na stacionarnej faze. Extrakcia na pevnej faze sa mdze pouZit’ na izolaciu poZadovanych
analytov zo Sirokej Skéaly matric, vratane mocu, krvi, vody, napojov, pody a

homogenatu / hydrolyzatu ZivociSneho tkaniva [23].

2.3.3 Extrakcia kvapalina/kvapalina
Extrakcia kvapalina-kvapalina (LLE), tieZ zndma ako extrakcia rozpustadlom, je
uz dlho metddou extrakcie zlucenin s r6znymi rozpustnostami v dvoch nemiesatel'nych
kvapalinach. Tieto dve kvapaliny su typicky voda (biologickd vzorka) a

nemieSatel'né organické rozpustadlo [24].
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Izolacia analytu sa dosiahne rozdelenim medzi organicki a vodnu fazu.
Rozdel'ovaci pomer bude ovplyvneny vyberom extrakéného rozpustadla, hodnotou pH
vodnej fazy a pomerom objemov organickej fazy k vodnej faze. Poc¢iato¢né podmienky
extrakcie by mali byt také, aby sa analyt prednostne distribuoval do organického
rozpustadla [24].

Nevyhodou pouzitia organickych, s vodou nemieSatelnych organickych
rozpustadiel je to, ze v dosledku ich nizkych dielektrickych konstant su relativne slabé
pri extrakcii vel'mi polarnych alebo nabitych analytov, ktoré mozu vyzadovat’ extrakcie
pri extrémnych hodnotach pH. Viac polarne rozpustadla (ako je acetonitril), ktoré
poskytujui rozpustnost’ pre tieto polarnejsie zliceniny, su Casto miesatelné s vodou, a

preto nemozu byt pouzité pre konvenéné LLE [24].

2.4 Validacia bioanalytickej metody

Roézne regulaéné organy kladu osobitny doéraz na validaciu vsSetkych procesov
pouzivanych vo farmaceutickom priemysle [25]. V stcasnosti sa kladie doraz na to, aby
analytické metddy boli nasledne validované. Validacia predstavuje proces, ktory overuje,
¢1 je metodda pre zamySlané pouzitie vhodnd. Pri vybere validaénych parametrov je
dolezité postupovat podla prislusnych medzindrodne uznavanych smernic. Napriklad
odporticania organizicie FDA (Bioanalytical Method Validation Guidance for Industry)
sa zameriavajl na bioanalytické metddy, ktoré sa uplatiiuja
v klinickej farmakologii.

Medzi zakladné validacny parametre patri:

- presnost,

- preciznost’,

- linearita,

- selektivita,

- limity detekcie a kvantifikacie,
- vytaznost extrakcie alebo

- robustnost’ metddy [25].

Validacia analytickych postupov je pre vacsSinu analytickych laboratorii
nevyhnutnou, ale ¢asovo naro¢nou Cinnostou. Vysledok je vSak efektivny, eliminuje

frustrujiice opakovania a nakoniec vedie k lepSiemu riadeniu ¢asu [25]
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2.4.1 Presnost’

Presnost’ charakterizuje presnost’ zhody medzi priemerom nameranych hodnot a
referenénou hodnotou. Nepriamo sa vztahuje na systematické chyby merania. Mierou

presnosti je zvyc€ajne bias [25].

2.4.2 Preciznost’

Preciznost’” popisuje tesnost’ zhody medzi nameranymi hodnotami ziskanymi
opakovanymi meraniami vzajomne nezavislych vzoriek za vopred S$pecifikovanych
podmienok. K podmienkam opakovatel'nosti zarad’'ujeme meranie rovnakého materialu
na tom istom zariadeni jednym pracovnikom za pouzitia zhodného pracovného postupu,
v ramci kratkeho ¢asového rozmedzia.

Podmienky preciznosti zahffiaji rovnaky meraci postup, rovnaké miesto
arovnaké, ¢i podobné objekty merania v ramci dlhSiecho ¢asovom useku. Mdézu
obsahovat’ zmeny obsluhy, kalibracia a ostatné. V ramci reprodukovatel'nosti je nasledne
merany analyt vo vzorkdch rovnakého biologického materidlu tou istou metddou
v r6znych laboratéridch, asoch a / alebo r6znu obsluhou. Miera preciznosti je definovana
ako relativna Standardnd odchylka pri¢om reflektuje mieru vplyvu nahodnych chyb
v ramci metody [25].

V zmysle odporuc¢ani FDA z roku 2018 by mali byt v rdmci hodnotenia danych
parametrov vykonané 3 cCasovo nezdvislé merania, vramci ktorych by bolo
analyzovanych aspont 5 replikdtov vzoriek obsahujicich zndme mnoZstva analytu
v rozsahu 4 koncentra¢nych hladin. Hodnoty bias a RSD v rdmci danych merani by
nemali presiahnut’ 15%, vynimkou je LLOQ, v pripade ktorého, by hodnoty nemali
prekrocit’ 20%.

2.4.3 Linearita

Linearita je chipana ako zavislost medzi dvoma nahodnymi premennymi,
tj. odozvou inStrumentécie (analytickym signdlom) a koncentraciou analytu. Korelacny
koeficient zavisi na rozloZeni bodov na priamke a preto sa moézu pouzivat’ d’alSie testy,
ktoré d’aleko viac vypovedaju o linearite [26]. Linearita teda vyjadruje schopnost’ metody
poskytnut’ v rozsahu prijatelna linedarnu zavislost medzi odozvou detektora a
koncentraciou analytu vo vzorke. Dand line4drna zavislost’ je popisand napr. rovnicou
kalibrac¢nej krivky. Tesnost’ vzajomnej zavislosti dvoch ndhodnych premennych
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charakterizuje korela¢ny koeficient (R). Korela¢ny koeficient ¢asto slizi na postdenie
linearity, vacSinou plati podmienka R >0,9990. Kalibracna krivka by mala zahfnat” aspon
6 kalibracnych bodov pokryvajiacich ocakavany koncentra¢ny rozsah, vratane dolného
limitu kvantifikdcie (LLOQ). Sucasne s kalibratormi by sa mala analyzovat’ aj vzorka
matrice (blank) a vzorka matrice s pridavkom IS (nulovy kalibrator) [2].

Linearita kalibra¢ného grafu tizko suvisi s vyberom kalibraéného modelu a
pracovného rozsahu. Medzi faktory ovplyviiujtce linearitu zarad’ujeme:

Po prvé, zdroj i6nov sa sprava linearne iba vtedy, ak je ionizacna i€innost’ analytu
nezévisla od jeho koncentracie. Pretoze ionizacné ucinnost’ analytu a jeho spravanie pri
réznych koncentraciach zavisi od pouzitého zdroja idnov, linearne rozsahy sa medzi
réznymi zdrojmi 16nov lisia. V zdroji ESI linearna zavislost’ zvycajne trva pri nizsich
koncentraciach, ale pri vySsich koncentraciach sa nadmerny naboj na povrchu kvapiek
obmedzuje a linearita sa straca. Spolu-eluujuce zluceniny moézu tiez ovplyvilovat
ioniza¢ny proces (tzv. matricovy efekt) a viest' k zniZeniu alebo strate linearity. Preto je
najdolezitejSie skiimat’ linearitu v pritomnosti matricovych zltcenin.

Po druhé, pocas prenosu id6nov zo zdroja iénov do analyzatora musi byt pocet
uspesne transportovanych idnov imerny poctu iénov vytvorenych v zdroji.

Po tretie, linearita i6nového signalu zavisi od konStrukcie analyzatora a
od linearity signalu detektora. Na zobrazenie linearneho spravania musi byt prenos

nezavisly od koncentracie [27].

2.4.4 Limity detekcie a kvantifikdacie

Limit detekcie (LOD) zodpoveda koncentracii, pre ktoru je dand odozva detektora
Statisticky odliSnd od Sumu. V zdsade sa jedna o odozvu, kedy vySka piku analytu
trojnasobne prevysuje priemernit hodnotu Sumu zékladnej linie slepej vzorky. Dolny limit
kvantifikdcie (LLOQ) predstavuje najniz$iu koncentraciu analytu, ktord je mozné
stanovit’ s dostatocnou presnostou a preciznostou. Odozva LLOQ by mala byt aspon
patkrat vysSia ako spominand hodnota Sumu. Hornd miera kvantifikdcie (ULOQ) je
pre chromatografické testy rutinne definovana ako najvyssia ,,prijatelnd* koncentracia
pouzita v kalibra¢nej krivke. Odpoveda najvyssej koncentracii, kedy stanovenie vyhovuje

poziadavkam na presnost’ a preciznost’ [28].
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2.4.5 Efektivnost’ procesu
K postudeniu ucinnosti extrakénej techniky mozno vyuzit’ napriklad nasledujtci

vzorec, ktory zobrazuje rovnica 7:

extrahovana vzorka

Rovnica 7: Vytaznost = .100 [28].

neextrahovany roztok

Matricové efekty maju velky vyznam pri stanovovani lie¢iv a ich metabolitov
za pouzitia HPLC-MS. Matricové efekty mozno definovat’ ako zmeny ucinnosti ionizacie
spdsobené pritomnost'ou latky vychadzajicou z kolony spolu s analyzovanou latkou.
Vznikaju ako vysledok pdsobenia medzi tuhymi zlozkami matrice a analytom.
Mechanizmov, ktoré sposobuji matricové efekty, je vela, a nie vSetky su uplne
objasnené¢ [28].

V kvantitativnej metdde je porovnavana plocha piku cielového analytu pridaného
post-extrakéne k biologickej matrici (A) s plochou piku cielového analytu v Standardnom

roztoku (B). Vztah pre vypocet matricovych efektov zobrazuje rovnica 8.

Rovnica §: ME=cx 100 [28].

, Hodnota ME (%) > 100 indikuje zosilnenie ionizdcie, zatial’ co ME (%) <100
potlacenie ionizicie. Dalej je mozné hodnotit vicinnost celého procesu (Process

Efficiency - PE)* [37].

2.4.6 Selektivita

Selektivita je schopnost’ bioanalytickej metody diferencovat’ a kvantifikovat
analyt v pritomnosti inych zloZiek vo vzorke. Na vyhodnotenie selektivity metddy je
potrebné analyzovat minimdlne 6 vzoriek ziskanych =z roznych zdrojov.
Najjednoduchs$im testom selektivity metody je analyza prazdnej biologickej matrice
(blanku) a dokazanie nepritomnosti interferencii v reten¢nych casoch hodnotenych

analytov [28].
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2.5 Warfarin

Warfarin (3-(a-acetonylbenzyl)-4-hydroxykumarin) je Siroko pouzivany peroralny
antikoagulant. Tento liek mé asymetricky atom uhlika a existuje v dvoch enantiomérnych
formach, R- a S-warfarine. Klinicka forma lieciva je racemat, ale S forma je uc¢innejsia.
U pacientov s hlbokou Zilovou trombozou alebo fibrilaciou predsieni existuje zvysené
riziko tvorby trombov v désledku znizeného pohybu krvi [29].Tromby spdsobené
venoznou trombozou moézu putovat’ do plic a sposobit’ plucnu emboéliu a blokovat
cirkulaciu do Casti pl'icneho tkaniva. Tromby, ktoré sa tvoria v srdci, mézu cestovat’
do mozgu a spdsobit’ ischemické mozgové prihody. Prevencia tychto prihod je
primarnym cielom lie€by warfarinom [30].

Warfarin je antagonista vitaminu K, ktory inhibuje jeho aktivaciu epoxidovou
reduktazou. Karboxylacia faktorov, ktoru sprostredkovava aktivovany vitamin K,
indukuje konformaéni zmenu umoZziujicu faktorom viazat Ca?* na fosfolipidové
povrchy. Nekarboxylované faktory VII, IX, X, trombin a antikoagula¢né proteiny C a
S st biologicky inaktivne [31].

Warfarin sa viaze na podjednotku 1 komplexu epoxid reduktazy vitaminu K a
ireverzibilne inhibuje enzym, ¢im zastavuje recyklaciu vitaminu K, tym Ze brani premene
epoxidu vitaminu K na vitamin Ki. Tento proces kratkodobo vytvara hyperkoagula¢ny
stav, pretoze proteiny C a S sa rozkladaju najskor s pol¢asmi 8 a 24 hodin, s vynimkou
faktora VII, ktory ma polcas rozpadu 6 hodin. Faktory IX, X a nakoniec trombin, neskor
degraduje s pol€asmi 24, 36 a 50 hodin, Co ma za nasledok dominantny antikoagula¢ny
ucinok [30].

Aby sa tento antikoagulaény uc¢inok zvratil, musi sa dodavat vitamin K, bud’
exogénne alebo odstranenim inhibicie vitaminu K epoxid reduktdzy, a Casu, ktory je
potrebny na dosiahnutie tohto uc¢inku. Vitamin K,, funk¢ne identicky s vitaminom Kj, je
syntetizovany ¢revnymi baktériami, ¢o vedie k interakcidm s antibiotikami.

Terapeuticky u¢inok warfarinu a inych kumarinovych antikoagulancii sa zvycajne
monitoroval z protrombinovych ¢asov. Okrem toho st obc¢as potrebné testy warfarinu
v plazme na kontrolu compliance pacienta na liecbu, na kvantifikaciu skrytého
antikoagulacného pozitia, na monitorovanie rezistencie na warfarin a na Studium

interakcii warfarinu s inymi lie¢ivami [32].
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Liecba warfarinom je obtiazna vzhladom na vyznamnu intra a interindividualnu
variabilitu, nizky terapeuticky index a vysoko variabilnu farmakokinetiku. Poziadavky na
davku warfarinu sa zna¢ne liSia medzi jednotlivcami a tiez u tej istej osoby v roznych
casovych rozpitiach kvoli Sirokému spektru faktorov, ako je vek, pohlavie, hmotnost’,
etnicka prislusnost, genetické faktory, prijem potravy, subezné ochorenia a iné lieciva.
Neadekvatna antikoaguldcia moze viest k znacnej morbidite a mortalite v dosledku
zlyhania prevencie tromboembolizmu resp. komplikacii krvacania. Strach z komplikacii
Casto spdsobuje, ze lekari sa vyhybaju predpisovaniu warfarinu pacientom, u ktorych je
pravdepodobné, ze budi mat’ prospech z takejto lieCby. Warfarin sa rutinne monitoruje
hodnotenim jeho farmakologickych uc¢inkov. Ak vSak pacient s INR nereaguje
na zvySujucu sa davku warfarinu, vyzaduje si to priame meranie koncentracii warfarinu

pre lepsie klinické zvladnutie liecby [33].

2.5.1 Farmakokinetika

Warfarin sa rychlo vstrebadva z gastrointestindlneho traktu s takmer 100%
biologickou dostupnostou a podobnymi distribu¢nymi objemami oboch enantiomérov.
Liecivo sa zna¢ne viaze na plazmatické proteiny, hlavne na l'udsky sérovy albumin (HSA)
a farmakologicky G¢inok m4 len neviazana frakcia warfarinu [33].

Na HSA proteine je k dispozicii niekol’ko miest pre interakciu ligandu a vézbu.
Warfarin sa viaze na oblast, ktord je znama ako vdzbové miesto azapropazonu.
Predchadzajuce Stadie navrhli dvojkrokovy viazbovy model, kde prvy krok je rychly a
druhy je ul'ahfeny konformacnou zmenou proteinu za vzniku stabilného komplexu
HSA-warfarinu. Izomér (R) sa viaze na HSA s vysSou afinitou ako (S)-enantiomér.
Obidva enantioméry sa tiez liSia vo svojich clearance. V rovnovaznom stave je
plazmatickd hladina (R)-warfarinu 1,5-krat vysSia ako hladina (S)-enantioméru, ako
preukazali Osman a kol. u 141 stabilnych antikoagulovanych pacientov

Plazmatické polcasy (S) - a (R) warfarinu sa odhaduju na 29 a 45 hodin. Warfarin
podlieha stereoselektivnemu a regioselektivnemu metabolizmu v peceni enzymami
cytochromu P450 (CYP) na neaktivne metabolity, ktoré sa vylucuji mocom a stolicou.
Pol¢as warfarinu sa pohybuje od 20 do 60 hod. Hlavny (S)-warfarin metabolizujuci
enzym bol povodne oznaCovany ako vysokoafinitna (S)-warfarin 7-hydroxyléaza, ale bol

identifikovany ako CYP2C9 (cytochrom P450, rodina 2, podrodina C, polypeptid 9).
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Tento enzym je regioselektivny hlavne pre uhlik 7 (S)-warfarinu, ¢im vznika
7-hydroxywarfarin a v menSej miere pre 6-hydroxywarfarin. Metabolizmus
(R)-warfarinu je vSak zlozitejsi a je stale predmetom diskusie. Predpoklada sa, Ze
CYPIA2 je stercoselektivny na tvorbu 6-, 7- a 8-hydroxy (R)-warfarinu,
s regioselektivitou v polohe 6. Predpokladé sa vSak, ze CYP3A4, CYP2C8, CYP2C18 a
CYP2C19 su tiez zapojené do biokonverzie (R)—warfarinu. Warfarin sa d’alej spracovava
vo faze Il metabolizmu. U potkanov sa zda, ze glukuronidacia je prevladajicou cestou
pre 4'-hydroxywarfarin, zatial' ¢o 6-hydroxywarfarin sa nachadza hlavne ako sulfatové

konjugaty [34].
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3 Ciel’ prace

Cielom diplomovej prace bolo optimalizovat podmienky chromatografického
syst¢tmu u HPLC-MS s hmotnostnym spektrometrom s linearnou ionovou pascou LTQ
XL, zvolit' vhodnu tpravu biologického materidlu, vybrat’ vhodny vnutorny Standard
a overit’ vybrané validacné parametre pre analyzu warfarinu zo séra pacientov. Nasledne
bolo ciel'om porovnat’ tito zvalidovanu metddu s uz vyvinutou metdédou UHPLC-HRMS
na Useku klinickej a forenznej toxikologie Ustavu klinickej biochémie a diagnostiky
Fakultnej nemocnice Hradec Kralové.

Dovodom optimalizacie bolo vyuzitie laboratdrnej inStrumentacie a zrychlenie prace
na Useku klinickej a forenznej toxikolégie Ustavu klinickej biochémie a diagnostiky vo
Fakultnej nemocnici v Hradci Kralové. Doteraz sa hladina warfarinu v sére merala len uz

vyvinutou metdédou UHPLC-HRMS.
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4 Experimentalna Cast’

4.1 Pouzity material, chemikalie, pomocky a pristroje

LC-MS Acetonitril, LC-MS Metanol, LC-MS Isopropanol, zisobny roztok
warfarinu v metanole (1 mg/ml), zasobny roztok citalopramu-d6, zolpidemu-do,
rezerpinu, trazodonu-d6, venlafaxinu-d6, getiapinu-d8 a olanzapinu-d8 ( kazdy
100 pg/ml v metanole) (Merck, Darmstadt, Nemecko)

Sérum (Transfizne oddelenie, Fakultni nemocnice Hradec Kralové, Hradec
Kralové, Ceska republika)

Ultracistd voda (pripravend pomocou systému Milli-Q, Millipore, Merck,
Darmstadt, Nemecko)

Automatické pipety a plastové Spi¢ky (Thermo Fischer Scientific Inc., Vantaa,
Finsko)

Sklenené kadicky

Plastové mikrosktimavky 2 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Nemecko)

Vortex

Centrifuga (typ 1-14K, Sigma, Osterodeam Harz, Nemecko)

Vialky

UHPLC-Orbitrap-MS (kvapalinovy chromatograf Ultimate 3000 RS cerpadlo
Dionex (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) vybavené odplynovacom,
kvartérnym Cerpadlom, chladenym autosamplerom, termostatovanym kolénovym
priestorom, spojeny s hmotnostnym spektrometrom s vysokym rozliSenim
(Orbitrap® Q-ExactiveFocus, Thermo Scientific, San Jose, CA, USA)
HPLC-LIT-MS (kvapalinovy chromatograf, ktory pozostaval z bindrnej pumpy
Rheos 2200 (Flux Instruments, Basel, Svajéiarsko) a autosampleru,
termostatovaného kolonového priestoru (PAL syst¢ém od CTC Analytics,
Zwingen, Svajéiarsko), pripojeny k hmotnostnému spektrometru s linearnou

16novou pastou (LTQ XL, Thermo Fisher Scientific Corp., San Jose, USA)
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4.2 Chromatografické podmienky a nastavenie hmotnostného

spektrometru

Zlozenie mobilnej fazy bolo nasledovné :

A) 0,1 % kyselina mrav¢ia vo vode

B) 0,1 % kyselina mrav¢ia v ACN/MeOH v pomere 50/50 (V/V)

Pre chromatografiu bol zvoleny gradientovy elu¢ny program nasledovne:

0 az 0,3 mintty (95% A)

0,3 az 4 minuta (95 — 5% A)
4 az 5,5 minuta (5% A)

5,51 minuta (95% A)

5,51 az 7,0 minata (95 % A)

Prietok bol 0,50 ml/min.

Celkova doba analyzy bola 7,0 minut.

Na hmotnostne spektrometricki detekciu sa pouzil LTQ XL vybaveny zdrojom

elektrosprejovej ionizdcie (ESI) prevadzkovanym v pozitivhom i6novom rezime.

Detekcia bola uskutocnena v rezime MS/MS CID (koliziou indukovana disociacia).

Optimalizécia experimentalnych podmienok MS/MS sa uskutoCtiovala najprv

infaziou apotom injekciou Standardného roztoku warfarinu. Po optimalizacii boli

parametre zdroja nastavené nasledovne:

kapilarne napdtie 30,5 V;

trubicova SoSovka 95,0 V;

prietok sheathgas 28,0 arb;

teplota kapilary 295 ° C a napitie na elektrospreji + 3,5 kV;

normalizovana energia zrazky 28,0% pre warfarin a 30,0% pre IS.

Na kvantitativne vyhodnotenie sa pouzil prechod m/z 309,2 — 163,0 (warfarin) a m/z

331,1

— 2622 (IS). Data boli spracované¢  pomocou  softvéru

Thermo Fisher Xcalibur ( verzia 3.1.66.10/15.1.2015)
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4.3 Metodika

4.3.1 Priprava Standardnych roztokov

4.3.1.1 Kalibracné roztoky

Bola pripravena rada deviatich kalibraénych roztokov. Zo zasobného roztoku
warfarinu o koncentracii 1 000 pg/ml bol pripraveny kalibra¢ny roztok ¢islo 9 odobranim
45 ul zasobného roztoku warfarinu a doplnenim acetonitrilu na objem 750 pl, aby
koncentracia tohto roztoku bola 60 pg/ml. Nasledne boli pripravené aj d’alSie Standardné
roztoky odobratim 345 pl vzdy predchadzajiuceho Standardného roztoku a doplnenim
acetonitrilu na objem 500 pl. Z tychto kalibraénych roztokov boli pripravené kalibraéné
vzorky pridanim 5 pl kalibraéného roztoku do 20 pl blankového séra. Koncentracie
jednotlivych kalibracnych roztokov ako aj ich vysledné koncentréacie v sére si uvedené

v tabul’ke ¢islo 2.

Koncentracia
Kalibraény roztok kalibra¢ného roztoku | Vysledna koncentricia v sére

[ng/ml] [ng/ml]
1 3,070 0,768
2 4,452 1,113
3 6,456 1,614
4 9,361 2,340
5 13,573 3,393
6 19,681 4,920
7 28,537 7,134
8 41,379 10,345
9 60,000 15,000

Tabulka 2 Koncentrdcie warfarinu jednotlivych kalibracnych roztokov

4.3.1.2 QC roztoky

QC roztoky boli pripravované na objem 400 pl.

QCC roztok bol pripraveny z kalibraéného roztoku ¢islo 9 a to odobratim 259 pl
kalibra¢ného roztoku ¢islo 9 a doplnenim acetonitrilu na pozadovany objem 400 pl.

Z tohto pripraveného roztoku bol nasledne pripraveny roztok QCB a to odobratim 160 pul
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roztoku QCC a doplnenim acetonitrilu na pozadovany objem 400 pl. Roztok QCA bol
pripraveny odobratim 197 pl roztoku QCB a doplnenim acetonitrilu na pozadovany
objem 400 pl. Ztychto QC roztokov boli pripraven¢ QC vzorky pridanim Spul
jednotlivych QC roztokov do 20 pl blankového séra. Koncentracie jednotlivych QC

roztokov ako aj vysledné koncentracie v QC vzorkach st uvedené v tabul’ke ¢islo 3.

Koncentracia QC | Koncentracia QC
roztoku vzorky
[ng/ml] [ng/ml]
QCA 7,676 1,919
QCB 15,552 3,888
QCC 38,880 9,720

Tabulka 3 Koncentracie jednotlivych QC roztokov a QC vzoriek

Ako roztok na spodnom limite kvantifikacie (LLOQ) bol pouzity kalibracny

roztok ¢islo 1 o koncentracii warfarinu 0,768 pg/ml v sére.

4.3.1.3 Roztok vnutorného Standardu
Zmesny zasobny roztok vnutorného Standardu bol pripraveny zmieSanim Sul
citalopramu-d6 o koncentracii 100 pg/ml, 4 pl klonazepamu-d4 o koncentracii
100 pg/ml, 4 pl olanzapinu-d8 o koncentracii 100 pg/ml, 20 ul quetiapinu-d8
o koncentracii 100 pg/ml, 8 pul rezerpinu o koncentracii 100 pg/ml, 50 pl trazodonu-d6
o koncentracii 100 pg/ml, 20 pl venlafaxinu-d6 o koncentracii 100 pg/ml a 10 pl
zolpidému-d6 o koncentracii 100 ug/ml a doplnenim acetonitrilu do objemu 500 pl.
Odobratim 0,125 ml z tohto zdsobného roztoku vnatorného Standardu a doplnenim

9,875 ml acetonitrilu bol pripraveny roztok acetonitrilu s vnutornym Standardom

0 objeme 10 ml.

4.3.2 Uprava biologického materidlu a vyber vniitorného $tandardu

Ako biologicky materidl bolo pouzité sérum. Vzorka sa upravovala precipitaciou
proteinov pomocou organického ¢inidla. Bol skiiSany acetonitril, metanol a isopropanol.

Ku 20 pl séra bolo pridanych 5 pl kalibraéného roztoku a nakoniec 400 pl roztoku

organického rozpustadla s vnatornym Standardom. Nasledne bola kazda vzorka 5 minut
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premieSavand na vortexe. Precipitat bol odstredeny pomocou centrifugy (10 minut
pri 12,074 g). Nasledne bolo 300 pl supernatantu prenesenych do vialiek a meranych
pomocou LC-MS/MS. Takto bola pripravena a merana cela kalibracna rada s deviatimi
nenulovymi kalibratormi, ktoré boli pripravované a merané v duplikate.

Vnutorny Standard bol vybrany na zéklade indexu determinacie kalibra¢nej krivky.

4.3.3 UHPLC-HRMS metoda

Pre analyzu warfarinu bola pred ¢asom na Useku klinickej a forenznej toxikologie
Ustavu klinickej biochémie a diagnostiky Fakultnej nemocnice Hradec Kralové vyvinuta
metdda na UHPLC-HRMS. Po precipitacii acetonitrilovym roztokom rezerpinu
(vnatorny Standard) boli vzorky 5 minit premieSavané na vortexe. Precipitat bol
odstredeny pomocou centrifigy (10 minat pri 12,074 g). Nasledne bolo 300 pl
supernatantu prenesenych do vialiek a meranych.

Metéda spiiala pozadované validaéné kritéria. Chromatograficka separacia sa
uskutoc¢novala na Luna Omega 1,6 um Polar C18, 50 x 2,1 mm ID (Phenomenex,
Torrance, CA, USA), chranenom predkolénou Security Guard Ultra C18 (Phenomenex,
Torrance, CA, USA)).

4.3.4 Validacia

Metoda bola validovana v zhode so smernicou EMA o validacii bioanalytickych
metdd Co sa tyka: kalibracnej krivky, preciznosti, presnosti, vytaznosti, matricovych

efektov a stability [35].

4.3.4.1 Kalibracna krivka

Pre kalibra¢ni zavislost’ bola pouzitd rada vzoriek séra so zndmym obsahom
analytu. Hodnotena bola ako zavislost’ pomeru odozvy analytu a vnutorného Standardu
na koncentracii. Kalibracia bola merana v duplikate v troch r6znych diioch (celkom n=6).
Ako hlavné kritérium bol zvoleny index determinécie a presnost’ merania po zpédtnom

prepocte.

4.3.4.2 Presnost’ a preciznost’

Presnost’ a preciznost’ boli hodnotené na Styroch koncentraénych turovniach
(LLOQ, nizkej, strednej a vysokej). Nizka koncentracia (QCA) bola trojnasobkom
LLOQ. Vzorky boli merané po piatich v kazdej koncentracii (n=5).
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Hodnotena bola presnost’ a preciznost’ v rdmci jedného dia ale aj v rdmci troch

dni (intra—day, inter—day).

4.3.4.3 Matricové efekty

Matricové efekty boli hodnotené porovnanim blankovych extraktov s 20 ul séra,
do ktorych bolo pridané po extrakcii 2,5 ul vzdy prislusného QC roztoku a 2,5 ul
vnutorného Standardu so vzorkami obsahujicimi namiesto séra 20 pl ultracistej vody.
Precipitacia proteinov bola prevedend pridanim 400 pl acetonitrilu.

Boli pripravené, merané a hodnotené vzorky na troch koncentracnych urovniach

(nizkej, strednej, vysokej) vid’. tabulka ¢islo 3 a to vzdy v triplikate.

4.3.4.4 VytaZnost’

Vytaznost' bola hodnotena porovnanim QC vzoriek upravenych pomocou
precipitacie proteinov pridanim 400 pul ACN s IS s blankovymi extraktmi obsahujtcich
20 pl séra a400 pl acetonitrilu, do ktorych bolo pridané po extrakeii 2,5 pl vzdy
prislusného QC roztoku a 2,5 ul vnutorného standardu.

Boli pripravené, merané a hodnotené vzorky na troch koncentraénych trovniach

(nizkej, strednej, vysokej) vid’ tabul’ka ¢islo 3 a to vzdy v triplikate.

4.3.4.5 Stabilita

QC roztoky boli pripravené uz v prvej sekvencii podla postupu uvedeného
v kapitole 4.3.1.2.

Na zistenie stability po opakovanom rozmrazeni a zmrazeni boli pripravené 3
vzorky QCB a3 vzorky QCC. Ku 20 pl séra bolo pridanych 5 ul QC roztoku. Takto
pripravené roztoky boli na 24 hodin vloZené¢ do mraznicky pri -20°C. Nasledne boli
vzorky rozmrazené pri izbovej teplote a opdt’ zamrazené. Tento cyklus prebehol 3x.
Potom bola prevedend tiprava precipitaciou proteinov (vid’ kapitola 4.3.2).

Na zistenie stability pri laboratornej teplote boli pripravené opit’ 3 vzorky QCB
a 3 vzorky QCC. Ku 20 ul séra bolo pridanych 5 pl QCB roztoku pre QCB vzorku a 5 pl
QCC roztoku pre QCC vzorku. Takto pripravené vzorky boli ponechané na pracovnom
stole 2,5 hodiny andasledne bola prevedena precipitdcia proteinov podla postupu
v kapitole 4.3.2.

Na zistenie stability v autosampleri boli pripravené 3 vzorky QCB a QCC podla

postupu v kapitole 4.3.1.2 a upravené precipitaciou proteinov podl'a postupu v kapitole
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4.3.2. Vzorky boli po prvom merani opakovane nastriecknuté na kolénu a znova zmerané
po 24 hodinéch statia v autosampleri pri teplote 9°C.

Hodnotenie bolo prevedené ako zmena koncentracie oproti pévodnej hodnote.

4.3.4.6 Priprava pacientskych vzoriek

Pacientské vzorky boli pripravené odobratim séra od 20 pacientov. Kazda vzorka
bola upravena precipitaciou proteinov. Ku 20 pl séra bolo pridanych 400 pl roztoku
acetonitrilu s vnutornym Standardom. Vzorky boli mieSané 5 minut na vortexe a nasledne
vlozené do centrifiigy na 10 minut pri 12,074 g. Po vybrati z centrifugy bolo odobranych
300 pl, prenesenych do vialiek a nasledne analyzovanych.

Takto pripravené vzorky boli merané na pristroji LTQ a taktiez na pristroji

ORBITRAP pre porovnanie.

5 Vysledky a diskusia

5.1 Vyber upravy biologického materialu

Na Upravu biologického materialu bol zvoleny postup precipitacie proteinov. Boli
skuSané tri organické ¢inidla —metanol, isopropranol a acetonitril. U kazdého c¢inidla bola
premerand a vyhodnotena kalibra¢né rada a vyneseny graf linearnej zavislosti pomeru
plochy pikov warfarinu k vnitornému Standardu a koncentracie vid’ graf ¢islo 1, 2 a 3.
V tabulke c¢islo 4 st uvedené vysledky popisujice smernicu priamky, usek priamky
a index determindcie pre vSetky tri skiSané organické Cinidla.

Najlepsi index determinacie, dostatocnd citlivost’ a relativne dobra (aj ked’
hodnotend len z dvoch vzoriek) opakovatelnost’ boli u acetonitrilu, ktory sme zvolili
za najvhodne;jsi a pracovali d’alej uz len s nim.

Acetonitril bol pouZzity ako precipitaéné ¢inidlo aj u metody, ktord bola vyvinuta

pre UHPLC-HRMS.
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Organické rozpust'adlo Smernica priamky | Usek priamky| R?

metanol 0,3479 0,1240 0,9941
acetonitril 0,3046 0,0296 0,9971
isopropanol 0,3288 0,1318 0,9875

Tabulka 4 Vysledky popisujuce smernicu priamky, usek priamky a index determindcie u
Jednotlivych organickych ropustadiel

Metanol
2 6 y=0,3479x + 0,1240
= s R>=0,9941 .9
£ o
Z 5 e
:
2
= "._,.1
51 o
2o &
0 5 10 15 20
¢ [ng/mi]

Graf 1 Zavislost pomeru odozvy detektoru warfarinu a vnutorného Standardu
citalopramu-d6 na koncentrdcii za pouzitia metanolu
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Acetonitril

N y =0,3046x + 0,0296 .
=4 R2=0,9971 .~
g .
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s 0 5 10 15 20
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Graf 2 Zavislost pomeru odozvy detektoru warfarinu a vnutorného Standardu
citalopramu-d6 na koncentrdcii za pouZitia acetonitrilu

Isopropanol
78}
= y =0,3288x +0,1318
=5 R2=09875 .9
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2
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Eo @
2 0 5 10 15 20
¢ [ng/mi]

Graf 3 Zavislost pomeru odozvy detektoru warfarinu a vnutorného Standardu
citalopramu-d6 na koncentracii za pouzitia isopropanolu
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5.2 Vyber vnutorného Standardu

Pri vybere vnutorného Standardu bolo porovnavanych sedem latok: citalopram-d6,
zolpidem-d6, rezerpin, trazodon-d6, venlafaxin-d6, getiapin-d8 a olanzapin-dS8. Z tychto
latok bolo potrebné vybrat’ najvhodnejsiu, ktora sa bude pouzivat’ ako vnutorny Standard.

U kazdej latky sa hodnotila kalibra¢na krivka a bol zostrojeny graf zavislosti
pomeru odozvy detektoru warfarinu a vnaitorného Standardu na koncentracii warfarinu
vo vzorke, ktora bola upravena precipitaciou proteinov pomocou acetonitrilu.

U kazdého grafu boli pomocou programu Excel vypocitané linearne rovnice
aureny index determindcie. Najlep$i index determinacie bol vyhodnoteny
u citalopramu-d6. Tato latka bola preto vybrand ako vnutorny Standard. Jednotlivé
vysledky indexov determinacie vsetkych latok testovanych na vyber vnutorného
Standardu st uvedené v tabulke cislo 5. Grafy zavislosti pomeru odozvy detektoru
warfarinu a jednotlivych vnutornych Standardov na koncentracii warfarinu st zobrazené

na obrazku ¢islo 2.

Nazov IS R?
citalopram-d6 | 0,9973

zolpidem-d6 | 0,9788

rezerpin 0,9892
trazodon-d6 0,9921
venlafaxin-d6 | 0,9881
getiapin-d8 0,9907
olanzapin-d8 |0,9894

Tabulka 5 Vysledky indexov determindacie u jednotlivych testovanych vnutornych
Standardov
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Obrazok 2

Jednotlivé grafy zavislosti odoziev detektoru warfarinu a vnutornych

Standardov, ktoré boli skusané pre vyber vmutorného Standardu, na koncentrdcii

warfarinu
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5.3 Validacia

5.3.1 Kalibracna krivka

Na zostrojenie kalibracnej krivky bola pripravend kalibracnd rada s deviatmi
koncentracnymi hladinami zahfnajuca spodnu hladinu kvantifikacie
(LLOQ) — 0,768 ng/ml az po najvyssiu hladinu kvantifikacie (ULOQ) — 15 pg/ml .
Kalibraéné¢ rozmedzie koncentracii bolo uréené podla terapeutického rozmedzia
warfarinu, ¢o je pre terapeuticki koncentraciu 1 — 3 pg/ml a toxicka koncentraciu
10— 12 pg/ml [38].

Kalibra¢na krivka bola zostrojena ako zavislost’ pomeru odozvy detektoru warfarinu
a vnutorného $tandardu citalopramu-d6 na koncentracii warfarinu vo vzorke. Takto bola
zostrojena kalibra¢na krivka v prvy, druhy aj treti deni. Ku kazdej kalibra¢nej krivke bola
vypocitand linedrna rovnica regresnej funkcie a vypocitany index determindcie, usek
priamky asmernica priamky linearnej zavislosti, ktorych hodnoty mozeme vidiet
v tabul’ke ¢islo 6. Kalibrac¢né krivky jednotlivych dni su zndzornené na obrazku cislo 3.

Pri spdtnom prepocte koncentracii, pomocou rovnice linearnej zavislosti, viac ako
75% Standardov v prvom merani a minimalne jeden Standard na kaZzdej koncentracnej
urovni pri duplikdtnom merani, vyhovoval poziadavkam podla smernice EMA
limitu £15% referencnej hodnoty koncentracie warfarinu vo vzorke a dolny limit

kvantifikacie spiial poziadavok +20% referenénej hodnoty.

sekvencia | Smernica priamky | Usek priamky | R?

1. 0,0982 0,0130 0,9903
2. 0,1072 0,0077 0,9866
3. 0,0980 0,0403 0,9900

Tabulka 6 Vysledky useku priamky, smernice priamky a indexu determindcie v prvy,
druhy a treti den
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Obrazok 3 Grafy zavislosti pomerov odozvy detektoru warfarinu a vautorného Standardu
na koncentracidach v prvy den, druhy den a treti den

5.3.2 Selektivita

Selektivita bola hodnotena analyzou vzoriek zo Siestich individudlnych zdrojov.

Ukézkové chromatogramy st na obrazkoch 4, 5 a 6.
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Obrdzok 4 Chromatogram blankovej vzorky nulového kalibratoru: v hornej casti
rekonstruovany ionovy prud pre warfarin (m/z 309 — 163), v dolnej casti rekonstruovany
ionovy prud vnutorného Standardu citalopramu-d6 (m/z 331 — 262)
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Obradzok 5 Chromatogram vzorky warfarinu pri LLOQ: v hornej casti rekonstruovany
ionovy prud pre warfarin ( m/z 309 — 163), v dolnej Casti rekonstruovany ionovy prud
vautorného standardu citalopramu-d6 (m/z 331 — 262)
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Obrdzok 6 Chromatogram vzorky pacienta: v hornej casti rekonstruovany ionovy prud
pre warfarin ( m/z 309 — 163), v dolnej casti rekonstruovany ionovy prud vnutorného
Standardu citalopramu-d6 (m/z 331 — 262)

5.3.3 Presnost’ a preciznost’

Presnost’ a preciznost’ boli zistované na zaklade merania piatich QC vzoriek na troch
koncentracnych urovniach (vid’ tabulka ¢islo 3) a piatich LLOQ vzoriek. Vzorky boli
hodnotené v rdmci jedného dna a taktieZ v rdmci troch réznych dni.

Na zistenie preciznosti bola vypocitand koncentracia warfarinu v jednotlivych

vzorkach, smerodatna odchylka (SD) arelativna smerodatnd odchylka (RSD)
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v percentach. Presnost’ bola vypocitand v percentich na ziklade pomeru zistenej

koncentracie warfarinu a referen¢nej hodnoty koncentracie warfarinu, ktora je uvedena

v tabul’kach 7 a 8. V tabul’kach c¢islo 7 a 8 st uvedené taktiez vysledky merani.

Vysledky presnosti aj preciznosti spliiaji poziadavky smernice EMA.
Preciznost’ Presnost’
referencna koncentracia | zistena koncentracia
nazov vzorku warfarinu vo vzorke warfarinu + SD RSD
[ng/ml] [ng/ml] [Yo] [%6]
LLOQ 0,768 0,782 + 0,04 5,31 101,83
QCA 1,919 2,061 0,26 12,61 107,39
QCB 3,888 3,665+0,43 11,74 94,27
QcCC 9,720 9,740+ 0,77 7,86 100,21
Tabulka 7 Vysledky preciznosti a presnosti v ramci jedného dna
Preciznost’ Presnost’
referenéna koncentracia | zistena koncentracia
nazov vzorku warfarinu vo vzorke warfarinu = SD RSD
[ng/ml] [ng/mi] [%o] [Yo]
LLOQ 0,768 0,751 + 0,09 12,22 97,84
QCA 1,919 2,123 £0,28 12,97 110,64
QCB 3,888 4,070 £ 0,51 12,50 104,69
QCC 9,720 9,877 £ 1,17 11,80 101,61

Tabulka 8 Vysledky preciznosti a presnosti v ramci troch dni
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5.3.4 Matricové efekty a vyt’aZnost’

Vytaznost’ sme pocitali ako pomer koncentracie warfarinu u QC vzorky upravene;j
precipitaciou proteinov pridanim 400 ul ACN s IS a koncentracie warfarinu u blankového
extraktu obsahujuceho 20 pl séra a 400 pl acetonitrilu, do ktorého bolo pridané po
extrakcii 2,5 pl vzdy prislusného QC roztoku a 2,5 ul vnatorného Standardu.

Matricové efekty sme pocitali ako pomer koncentracie warfarinu u blankového
extraktu s 20 pl séra, do ktorého bolo pridané po extrakcii 2,5 ul vzdy prislusného QC
roztoku a 2,5 pl vnutorného Standardu a koncentracie warfarinu vo vzorke obsahujuce;j
namiesto séra 20 pl ultracistej vody.

Matricové efekty ovplyviiujii odozvu detektoru a tym padom skresluju vysledky
analyzy. Hodnotili sa absolutne matricové efekty warfarinu a vnutorného Standardu
citalopramu-d6 ale taktiez celkovy IS-normalizovany matricovy efekt. Boli vypocitané
ako podiel zistenej koncentracie v danej matrici (sére) a zistenej koncentracie
bez matrice.

Ak je hodnota matricovych efektov 100%, matricové efekty s nepritomné. Podla
poziadaviek smernice EMA je akceptovatel'na pritomnost’ £15% matricovych efektov.
Jednotlivé hodnoty spiiajti tento poziadavok, aZ na absolutny matricovy efekt IS v jednej
vzorke (mierne nad 15% ), ktory vSak uZ korigoval matricové efekty warfarinu (96,43).
Vysledky st uvedené v tabul’ke ¢islo 9.

Vytaznost' je opakovatelnd na troch koncentratnych turovniach. Vysledky su

uvedené v tabul’ke ¢islo 9.

absolutny matricovy efekt - | absolutny matricovy efekt | IS-normalizovany
vzorka vyt'aznost’ warfarin — citalopram-dé6 matricovy efekt
(%) (%) (%) (%)
QCA 88,30 109,46 118,92 96,43
QCB 84,70 93,96 87,60 89,99
QCC 90,67 110,34 107,53 104,47

Tabulka 9 Vysledky vytaznosti a matricovych efektov
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5.3.5 Stabilita

Stabilita sa hodnoti, aby sa zabezpecilo, ze priprava vzroky, analyza ako aj
skladovacie podmienky nijako neovplyvnia koncentraciu daného analytu.

Bola hodnotena stabilita pri roéznych skladovacich podmienkach na dvoch
koncentracnych trovniach.

Prvou skuskou stability bolo prevedené opakované rozmrazenie a zmrazenie vzoriek.
Pripravené¢ vzorky boli na 24 hodin vlozené do mraznicky pri -20°C a nésledne
rozmrazené pri izbovej teplote. Tento proces bol opakovany 3x.

Dalsou skuiskou stability bola skuska stability pri laboratornej teplote. Pripravené
vzorky boli ponechané 2,5 hodiny na pracovnom stole a az nésledne bola prevedena
precipitacia proteinov a meranie.

Poslednou skuskou stability bola stabilita v autosampleri. Vzorky po prvom merani
boli ponechané v autosampleri na 24 hodin pri teplote 9°C a néasledne znova nastrieknuté
na kolénu a merané.

Stabilita bola vyhodnotena ako zmena koncentracie oproti povodnej hodnote.
Vysledky st uvedené v tabul’ke &islo 10 a spifiaju poziadavky smernice EMA — rozdiel

oproti pévodnej hodnote do + 15%.

presnost’ -

pred skuskou

presnost’ -

stabilita po opakovanom

presnost’ - stabilita

pri laboratornej

presnost’ -

stabilita

vzorka stability zmrazeni a rozmrazeni teplote v autosampleri
(%) (%) (%) (o)

QCB 112,66 109,78 105,14 101,42

QCC 100,21 98,28 99,65 95,08

Tabulka 10 Vysledky stability

5.3.6 Pacientské vzorky

Po wvalidécii boli premerané pomocou pristroja LTQ a pristroja Orbitrap

a vyhodnotené vzorky od dvadsiatich pacientov. Bola vypocitanad koncentracia warfarinu

v sérach pacientov na oboch pristrojoch a koncentracie u jednotlivych pacientov medzi
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pristrojmi nésledne porovnané. VSetky vzorky, vratane vzoriek meranych pomocou
pristroja Orbitrap, boli pripravované rovnakym postupom.

Vysledky zistenych koncentrécii su uvedené v tabulke ¢islo 11. Porovnanie metod
merania warfarinu v sére pacientov pomocou Orbitrapu a LTQ je uvedené v grafe
¢islo 4.

Koncentracie warfarinu merané pomocou LTQ a Orbitrapu sa medzi sebou lisili, ¢o
moze byt spdsobené tym, ze LTQ je menej citlivejsi a presnejsi ako novsi Orbitrap.

Analyzatory typu i6novej pasti su vzhl'adom ku svojej nizkej kapacite menej vhodné
pre kvantitativnu analyzu v porovnani s Orbitrapom [36]. Zaroven z naklonu priamky
na grafe ¢. 4 vyplyva, Ze pristroj LTQ meria v porovnani s Orbitrapom nizsie hladiny
warfarinu s negativnou systematickou odchylkou.

Ako bolo uvedené v kapitole 5.3.1, kalibracné rozmedzie koncentracii warfarinu
(0,768 — 15 pg/ml ) bolo urcené podla terapeutického rozmedzia, ¢o je 1 — 3 pg/ml
a toxického rozmedzia, ¢o je 10 — 12 pg/ml. Validacia ukazuje, ze vysledky v ramci
kalibracného rozmedzia st pravdivé.

Pri porovnani metod boli najvacsie odchylky medzi jednotlivymi metodami zistené

cvwvr

koncentra¢nych hladinach sa uz takmer zhoduju.

pacient ¢ [ng/ml]
LTQ ORBITRAP
1 0,304 0,915
2 0,446 1,026
3 0,539 1,142
4 0,653 1,090
5 0,963 1,354
6 0,997 1,335
7 1,007 1,288
8 1,130 1,543
9 1,177 1,374
10 1,203 1,525
11 1,345 1,489
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12 1,388 1,559
13 1,596 1,713
14 1,743 1,994
15 1,765 2,014
16 1,873 1,775
17 2,142 2,029
18 2,326 2,115
19 2,351 2,519
20 2,427 2,118

Tabulka 11 Vysledky koncentracii warfarinu v sére u pacientov

Porovnanie metod

LTQ (ug/mL)

0 T |
0 1 2

Orbitrap (ng/mL)

Graf 4 Zavislost koncentracii meranych na LTQ a Orbitrapu
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6 Zaver

V experimentalnej cCasti tejto diplomovej prace boli nastavené podmienky
chromatografického systému u HPLC-LIT-MS s hmotnostnym spektrometrom LTQ XL
pre meranie hladiny warfarinu v sére pacientov v rozmedzi od 0,768 pg/ml do 15 pg/ml.

Ako metdda upravy biologického materidlu bola zvolend precipitacia proteinov
acetonitrilom na zaklade najlepSieho indexu determinécie. Ako najvhodnejsi vnutorny
Standard bol zvoleny spomedzi siedmych latok citalopram-dé6.

Metoda bola validovana podl'a smernice EMA na zadklade vybranych parametrov
validacie - kalibra¢na krivka, preciznost, presnost, matricové efekty, vytaznost,
a stabilita. Vietky vybrané parametre spliiiali poziadavky pre validaciu metody.

Po validacii bola metdda pouzitd aj na meranie hladiny warfarinu v sére u dvadsiatich
vybranych pacientov. Vzorky tych istych pacientov boli nasledne merané aj pomocou
validovanej metédy UHPLC-HRMS na Useku klinickej a forenznej toxikologie Ustavu
klinickej biochémie a diagnostiky Fakultnej nemocnice Hradec Kralové a vysledky boli
porovnane.

Novo vyvinutd metdda vykazuje negativnu systematicki odchylku pri niZSich
koncentraciach. Pre porovnanie pravdivosti merani by bolo vhodné porovnat
s certifikovanou matri¢nou vzorkou alebo pomocou mezilaboratéorneho porovnania.
Vzhl'adom k tomu, ze tdto metdda mé pomodct’ odhalovat’ predovsetkym rezistenciu
na warfarin, respektive non-compliance pacientov, je moZzné novi metodu pouzit’

pre tento ucel.
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