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Abstrakt

Univerzita Karlova
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Konzultant: RNDr. Martin Mzik, Ph.D.

Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.

Nazev diplomové prace: LC-HRMS analyza vybranych 1é¢iv v biologickém materidlu II.

Uzkostné poruchy za Zivot postihnou az 25 % populace, celoZivotni prevalence je
13,6 %. Nespavost za Zivot postihuje nejméné tfetinu populace, prevalence je 15-40 %.
Léciva uzivana k 1€cbé uzkosti a nespavosti snadno pronikaji pfes hematoencefalickou bariéru
a ovlivituji CNS. Je tedy nezbytné urcit spravné davkovaci schéma a monitorovat 1écbu.
Vysledkem je optimalizace 1écby, snizeni nezddoucich G¢inkl a zvySeni adherence pacienta
k 1écbeé. Také je potiebnad rychla kvalitativni a kvantitativni analyza pro akutni piipady
intoxikace.

Tato diplomova priace se zabyva vyvojem a optimalizaci extrakéni metody
pro vybrané benzodiazepiny (alprazolam, bromazepam, diazepam, chlordiazepoxid,
klonazepam, midazolam, oxazepam) a zolpidem v lidském séru. Nasledn¢ byla provedena
validace celé analytické metody pro pouziti v klinické praxi s vyuzitim UHPLC-HRMS.
Nejvhodnéjsi upravou vzorku pred analyzou byla proteinova precipitace pomoci acetonitrilu,
bylo dosazeno velmi dobré vytéznosti a opakovatelnosti. Kvantitativni stanoveni bylo
provadéno metodou vnitiniho standardu. Nejvhodné&j$i vnitini standard byl diazepam-ds.
Validace celé analytické metody byla provedena podle smérnice Evropské 1€kové agentury.
Hodnocené validac¢ni parametry splnily poZadovana kritéria. Také bylo uspéSné provedeno
externi hodnoceni kvality benzodiazepini a zolpidemu. Metoda byla UspéSné zavedena
do klinické praxe.
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Anxiety disorders affect up to 25 % of the population in their life, the lifetime
prevalence is 13,6 %. Insomnia affect at least one third of the population in their life,
the prevalence is 15-40 %. Drugs used to treat anxiety and insomnia easily cross the blood-
brain barrier and affect the CNS. It is therefore necessary to determine the correct dosing
schedule and monitor treatment. The result is optimization of treatment, reduction of side
effects and increased patient adherence to treatment. The rapid qualitative and quantitative
analysis for urgent cases of intoxication is also needed.

This diploma thesis deals with development and optimization of an extraction method
for selected benzodiazepines (alprazolam, bromazepam, diazepam, chlordiazepoxide,
clonazepam, midazolam, oxazepam) and zolpidem in human serum. Subsequently, the whole
analytical method was validated for use in clinical practice using the UHPLC-HRMS. Protein
precipitation with acetonitrile was the most suitable sample preparation before analysis, very
good recovery and repeatability were achieved. Quantitative determination was performed
by the internal standard method. Diazepam-ds was the most suitable internal standard.
The validation of the whole analytical method was performed according to the European
Medicines Agency directive. The evaluated validation parameters met the required criteria.
An external evaluation of the quality of benzodiazepines and zolpidem was also successfully
performed. The method has been successfully introduced into the clinical practice.



Seznam pouzitych zkratek

ACN acetonitril

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku

BZDZ benzodiazepiny

BZDZ-1S smésny roztok vnitinich standardi pro benzodiazepiny

Ccv variacéni koeficient

CRM certifikovany referen¢ni material

DCM dichlormethan

EHK externi hodnoceni kvality

EMA European Medicines Agency/Evropska 1¢ékova agentura

ESI ionizace elektrosprejem

EtAC ethylacetat

FDA Food and Drug Administration/Americky Ufad pro kontrolu
potravin a 1éCiv

FT-ICR Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci

GABA y-aminomaselna kyselina

HEB hematoencefalickd bariéra

HIC hydrofobni interakéni chromatografie

HILIC hydrofilni interakéni chromatografie

HPLC vysokouc¢innd kapalinova chromatogratfie

ICH International Council on Harmonization of Technical Requirements
for Pharmaceuticals for Human Use/Mezinarodni rada pro
harmonizaci technickych pozadavki pro 1é€iva pro humanni uZziti

IEX iontoveé vyménna chromatografie

IPC iontove parova chromatografie

IS vnitini standard

IT 3D iontova past

LC-MS kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii

LIT linedrni iontova past

LLE extrakce z kapaliny do kapaliny

LLOQ spodni limit kvantifikace

ME matricové efekty

MeOH

methanol




MEPS mikroextrakce plnénym tuhym sorbentem s vyuzitim stiikacky

MF matri¢ni faktor

MRM zaznam vice probihajicich reakci

MS hmotnostni spektrometrie

MTBE methyl-terc-butyléter

NP-HPLC kapalinové chromatografie na normalni fazi

PP proteinova precipitace

PP zkumavky polypropylenové zkumavky

Q kvadrupol

QC kontrola kvality

QqQ trojity kvadrupdl

RE recovery/vytéznost

RP-HPLC kapalinova chromatografie na reverzni fazi

RP-SPE extrakce na pevné reverzni fazi

SALLE vysolovaci extrakce z kapaliny do kapaliny

SAX silny anex

SCX silny katex

SD smérodatnd odchylka

SEC vylucovaci chromatografie

SIM selektivni zaznam iontu

SLE extrakce z kapaliny do kapaliny s pevnym podkladem

SPE extrakce na pevné fazi

SPME mikroextrakce na tuhou fazi

SRM zdznam vybranych reakci

TOF analyzator doby letu

UHPLC ultra-vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

UHPLC-HRMS ultra-vysokouc¢inné kapalinova chromatografie spojena
s hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim

ULOQ horni limit kvantifikace

WAX slaby anex

WCX slaby katex
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1.Uvod

Benzodiazepiny jsou lé¢iva uzivana zejména k terapii tizkosti, v mens$i mife nespavosti
a dalSich konkrétnich indikaci (viz. kapitola 2.1.). Zolpidem se fadi do skupiny 1é¢iv zvanych
Z-drugs, jedna se o nebenzodiazepinova hypnotika. VSechna tato 1é¢iva snadno pronikaji pies
hematoencefalickou bariéru a ovliviiuji CNS, je tedy potfebné urcit spravné davkovaci
schéma a monitorovat lécbu. Stanovovanim hladin benzodiazepini a zolpidemu
v biologickém materidlu dochazi k optimalizaci 1écby, snizeni nezadoucich uc€inkt a zvySeni
adherence pacienta k 1é¢bé. U benzodiazepinii dochazi Casto k pripadim akutni intoxikace
(vCetné kombinace s alkoholem), je tedy nezbytné provést rychlou kvalitativni a kvantitativni
analyzu k neodkladné 1écbé.

Vpraxi se ke kvalitativnimu a kvantitativnimu stanoveni [éCiv v biologickém
materialu vyuzivaji metody separacni, které jsou citlivé, selektivni, reprodukovatelné a Casove
nenarocné. Jednou ztéchto metod je kapalinovd chromatografie spojend s hmotnostni
spektrometrii (LC-MS). Umoziuje stanoveni vice analytli najednou a je schopna stanovit
velmi nizké koncentrace analytd. Kapalinova chromatografie umoziiuje separovat analyty
od slozek matrice a hmotnostni spektrometr poskytne informace o struktufe danych latek, coz
je spojeno s vyznamnym zvySenim selektivity a citlivosti. To v§e ma zna¢ny dopad v klinické
praxi — monitorovani 1é€by, individualizace davkovaciho schématu 1¢€¢iv, zlepSeni adherence
pacienta k lécbé, snizeni nezadoucich dopadii 1écby apod. Stanoveni analytu a jeho
koncentrace ve vzorku je pro spravnou a neodkladnou terapii rovnéz dualezité pti akutnich
ptipadech — ptfedavkovani, zdvazné nezddouci Ginky, zdména 1é€iv apod. Je snahou vyvijet
co nejcitlivéjsi a nejpresnéj$i metody ke stanoveni 1éCiv.

Vyvoj bioanalytické metody spociva v optimalizaci Upravy biologického materidlu
a plné validaci metody, kterad je dulezitd pro ziskani spolehlivych kvantitativnich vysledkd.
Dle ptedlozeného biologického materidlu je tfeba zvolit nejvhodnéjsi metodu upravy, aby
byla néslednd analyza s ohledem na ptfedpoklddanou koncentraci 1é¢iva co nejpiesné;si.
Obvykle se pracuje s malym mnoZstvim biologického materialu, ze kterého je tfeba odstranit
interferujici slozky matrice, ptipadné vzorek zakoncentrovat pro dosazeni potfebné citlivosti
metody.

A4

Teoretickd c¢ast diplomové prace zahrnuje popis benzodiazepinti a Z-drugs, popis
a principy upravy biologického vzorku pted analyzou, popis HPLC systému, hmotnostni
spektrometrie a validani proces. Experimentalni ¢ast této diplomové prace se zabyva
vyvojem a validaci bioanalytické metody pro stanoveni vybranych benzodiazepint
(alprazolam, bromazepam, diazepam, chlordiazepoxid, klonazepam, midazolam, oxazepam)
a zolpidemu v lidském séru pomoci UHPLC-HRMS.

10



2. Teoreticka Cast

2.1. Benzodiazepiny a Z-drugs

Uzkostné poruchy patii mezi velmi ¢asta duSevni onemocnéni, za Zivot postihnou
pfiblizné 25 % populace, pfi¢emz celoZivotni prevalence je 13,6 %. Uzkostné poruchy jsou
charakterizovany opakujicimi se nadmérnymi tzkostmi, strachem a vegetativnhimi zmé&nami.
Uzkost je béznou reakci organismu na riizné situace. Poruchou se stava tehdy, kdyz je tuzkost
nadmérnd, dlouhotrvajici, intenzivni a negativné ovliviluje zivot jedince. Za uzkostnou
poruchu se oznaluje také uzkost na nepiiméfené situace. Uzkostné poruchy se déli
do nasledujicich skupin: panickd porucha (intenzivni zichvat paniky), generalizovana
uzkostna porucha (dlouhodobé trvani uzkostnych stavill), smisend Uzkostné depresivni
porucha (uzkosti s pfiznaky deprese), socialni fobie (strach ze socidlnich kontakti),
agorafobie (strach z mist, odkud je tézké uniknout, strach opustit domov) a specifické fobie.
Velmi dulezitou soucasti 1écby je kognitivné-behavioralni terapie (psychoterapeuticky
postup), z farmakoterapie se uzivaji anxiolytika (benzodiazepiny), pfipadn¢ antidepresiva. [1]

Nespavost (insomnie) je jednou z nejcastéjSich poruch spanku, za Zivot postihne
nejméné tietinu populace, prevalence je 15-40 %. Cast&ji postiZzeni nespavosti jsou starsi lidé.
RozliSujeme dva zakladni typy insomnie — sekundarni insomnie (ndsledek jiného
onemocnéni) a primarni insomnie (bez dalSich souvislosti). Nespavost je stav, kdy je spanek
obtizn¢ dosazitelny, kratky, pterusovany ¢i nedostatecny, dle toho se dé€li do tfech zakladnich
kategorii: obtizné usinani, pted¢asné probouzeni a no¢ni probouzeni. Velmi dilezitou soucasti
1écby je spravna spankova hygiena a nefarmakoterapeutické postupy, véetné kognitivné-
behaviordlni terapie. Ve farmakoterapii se uplatiiuji pfedevsim hypnotika, dnes zejména
Z-drugs, minoritné také benzodiazepiny. [2, 3]

Benzodiazepiny jsou Siroce uZzivana léCiva ovlivilyjici centrdlni nervovy systém.
V dnes$ni dobé se uzivaji zejména k terapii uzkosti jako anxiolytika, dale také nespavosti
(hypnotika) ak celkovému Gtlumu (sedativa). Mimo to maji Siroké vyuziti v riznych
neurologickych indikacich. Benzodiazepiny jsou klasifikovany dle elimina¢niho polocasu
na kratkodobé  (oxazepam, midazolam), stfednédobé (alprazolam, bromazepam,
chlordiazepoxid) a dlouhodobé pusobici (diazepam, klonazepam). Kratkodobé pusobici
BZDZ jsou preferovany v lécbé insomnie a pii akutnich ptipadech, k lécbé tzkosti jsou
preferovany dlouhodobé plsobici BZDZ. Alprazolam se pouZiva jako anxiolytikum
s rychlym nastupem Ucinku, napf. pii panickych atakach. Jako anxiolytikum se dale vyuziva
bromazepam a oxazepam. Diazepam se mimo hlavni indikaci vyuZzivd injekéné k 1écbé
akutnich uzkostnych poruch, déale se vyuziva pii status epilepticus, delirium tremens,
pii spasmech kosterniho svalstva a jako premedikace anestezie. Chlordiazepoxid se vyuziva
jako anxiolytikum a premedikace anestezie. Klonazepam se vyuzivd jako ptidatnd 1éCba
epilepsie, dale jako ptidatnd 1écba akutni manie a pii urcitych poruchich pohybu. Midazolam
se pro své sedativni ucinky vyuziva zejména jako hypnotikum, intravendzné¢ jako sedativum
(preanestetikum a anestetikum). [2, 4, 5]
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Vzhledem ke své lipofilni povaze BZDZ snadno pronikaji pfes hematoencefalickou
bariéru (HEB), kde se vdzi na GABA receptorovy komplex, zejména na subtyp GABA-A
obsahujici vazebné misto pro benzodiazepiny. BZDZ pusobi jako alosterické modulatory
tohoto receptoru. Obsazenim receptoru y-aminomaselnou kyselinou (GABA), ¢i jinym
agonistou, dochdzi po vazbé BZDZ ke zvyseni propustnosti ptilehlého chloridového kandlu
pro chloridové anionty. Tim dochézi k podpote inhibi¢niho G¢inku neurotrasmiteru GABA
v CNS. Podobu GABA receptorového komplexu znézoruje Obr. 1. [2, 4, 5, 6]

Barbiturate site Benzodiazepine site )
barbiturates benzodiazepines agonists

h £ . ; antagonists
:E;‘u‘f::a non-benzodiazepines J [NCRTTES L e

halothana
athanol
Subsynaptic membrane

Obr. 1: GABA receptorovy komplex [6]

VSechny benzodiazepiny sdileji spole¢ny strukturni motiv — spojeny benzenovy
a diazepinovy kruh, ktery dava jméno celé 1ékové skuping. U vSech terapeuticky vyznamnych
benzodiazepinli se dale nachazi na diazepin pfipojeny fenylovy cyklus. Strukturni vzorce
vybranych benzodiazepinli znazorfiuje Obr. 2. [4]

N HaC
- H (0] 3 0
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Obr. 2: Strukturni vzorce vybranych benzodiazepinii

Ze struktury BZDZ vyplyva jejich vyrazny lipofilni charakter, vazi se na plazmatické
bilkoviny a snadno pronikaji do tkani a pfes HEB. Benzodiazepiny maji vybornou dostupnost
po peroralnim podani, aplikuji se i intravendzné €i intramuskularné. Déle je moZzné BZDZ
podat nazalng, bukalné¢ ¢i rektadlné — tyto zplsoby aplikace se vyuZivaji zejména
u midazolamu. Metabolismus probiha zejména v jatrech. [5, 6, 7]

Mezi béZné nezaddouci Ucinky benzodiazepinll patii somnolence, inava, letargie, dale
zhorSeni motorickych funkci, zavraté, ataxie. BZDZ mohou vyvolat anterogradni amnesii
a pii nahlém vysazeni rebound fenomén, zejména u starSich pacientii. Z divodu pomalého
vyludovani z organismu a kumulace ve tkanich se mohou projevit NU jako zmatenost,
dezorientace a naruSené¢ mysleni. BZDZ mohou vyvolavat zavislost, a tim vést ke zvySovani
davek a prohlubovani NU, proto se doporuduji uzivat maximaln& po dobu 4 tydnii. P#i akutni
intoxikaci benzodiazepiny dochdzi k sedaci, poruseni motorickych funkci, zmatenosti
a ospalosti az dlouhému spanku. V kombinaci s latkami tlumicimi CNS (alkohol, opiaty,
barbituraty atd.) hrozi respiraéni utlum. Kombinace BZDZ s alkoholem zpusobuje
tzv. ,,imperativni spanek®, sopor az bezvédomi. Dale vznikaji delirantni stavy s agresivhim
chovanim s naslednym vypadkem paméti. Vzniklym ucinkiim akutniho ptfedavkovani lze
zabranit podanim antagonisty flumazenilu. [2, 6, 8, 9]

Jako Z-drugs jsou oznaCovana moderni hypnotika tfeti generace, patii mezi né
zolpidem, zopiklon, zaleplon a eszopiklon. Ackoliv nemaji benzodiazepinovou strukturu,
pusobi jako agonist¢ benzodiazepinového receptoru GABA komplexu. Na rozdil
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od benzodiazepini neovliviiuji strukturu spanku a vzhledem k rychlému néstupu uc€inku
a kratkému ptlisobeni se hodi zejména k navozeni spanku pti problémech s usinanim. Obr. 3
znazoriuje strukturni vzorec zolpidemu. [2, 5]

Zolpidem

N—

X

Obr. 3: Strukturni vzorec zolpidemu

2.2. Uprava biologického materialu pied chromatografickou
analyzou

Biologicky material, jakozto slozitou komplexni matrici, je nutné pied vlastni
analyzou upravit. Vlastni uprava vzorku je velmi dilezitym a zaroven kritickym krokem celé
analyzy, je ¢asové naro¢na a je Castym zdrojem chyb, jelikoz ovliviluje pfesnost a spravnost
vysledkt. V klinické praxi jsou nejcastéji pouzivanymi biologickymi materidly plasma
a sérum oddélené z krve, plnd krev a moc¢. Déle se vyuzivaji Zlug, stolice, mozkomis$ni mok,
sliny, pot, matefské mléko, vlasy, nehty a dal$i. Biologickd matrice je sloZzena ze dvou
hlavnich slozek, a to organické (proteiny, enzymy, lipidy atd.) a anorganické (soli, ionty atd.).
Ze vzorku je vétSinou nutné tyto slozky odstranit, nebot’ mohou interferovat s méfenymi
analyty ¢i wucpavat analyticky systém. Zaroven upravou vzorku muzeme analyty
zakoncentrovat, nebot’ se ve vzorku ¢asto vyskytuji pouze ve stopovém mnozstvi. [10, 11]

Vybér vhodné tpravy vzorku zavisi na nasledné chromatografické metodé€ analyzy,
na povaze a poctu analyti, jejich koncentraci v biologické matrici, na povaze matrice vzorku,
chemické stabilité a afinit¢ analyti k proteinim ¢i jinym slozkdm matrice, rozpustnosti
a dalSich podminkach. Dulezitym kritériem je v dneSni dob& také automatizace metody,
¢asové a finan¢ni nendro¢nost, pocet vzorki k analyze a v neposledni fad€ ekologicky ptistup.
Nejcastéji se k upravé vzorku vyuZiva proteinova precipitace (PP), extrakce z kapaliny
do kapaliny (LLE, liquid-liquid extraction) a extrakce na pevné fazi (SPE, solid-
phase extraction). [11, 12]

2.2.1. Proteinova precipitace

Proteinova precipitace (PP, sraZeni proteinii, deproteinace) je Casto vyuzivanou
metodou Upravy plasmy ¢i séra, ale i jinych biologickych materialii pfed analyzou. Proteiny
v plasmé ¢i séru je nutné odstranit — v chromatografickém systému dochdzi ke srézeni
se sloZkami mobilni faze (organickd rozpoustédla a pufrovaci soli), tim dochazi k ucpani
kolony a snizeni jeji uCinnosti. PP je rychla a jednoduchd metoda vhodna pro hydrofilni
1 hydrofobni slouceniny. [12, 13]
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Jako precipita¢ni Cinidla se nejcastéji pouzivaji organickd rozpoustédla misitelna
s vodou, zejména acetonitril (ACN) a methanol (MeOH), dale organické a anorganické
kyseliny, soli ¢i ionty kovli (ZnSOs). [13]

Proteinova precipitace spoc¢iva v piidavku precipitacniho Cinidla ke vzorku v poméru
alespon 2:1, nasleduje tfepani a centrifugace. Pi1 centrifugaci dojde k oddéleni sraZeniny
a supernatantu, ktery se poté piimo analyzuje nebo se odpaii do sucha a rekonstituuje
v minimalnim objemu mobilni faze. Mezi vyhody PP patii rychlost a jednoduchost
s minimalnimi néklady a potfebnym vybavenim. PP je velmi ucinna k odstranéni proteini
ve vzorku, v supernatantu ale mohou zlstat dal$i endogenni (pfedevsim fosfolipidy)
aexogenni slozky plasmy. Nésledkem miZze byt pokles selektivity a citlivosti — napf.
potlaceni signalu v hmotnostné¢ spektrometrické analyze diky matricové supresi. Dalsi
nevyhodou je nafedéni vzorku pfidanim precipitaéniho ¢inidla, coz ma za nasledek pokles
koncentrace métené¢ho analytu. Obr. 4 popisuje princip proteinové precipitace. [11-14]

Pidani L
precipitaéniho Protfepani
Zinidla a centrifugace
—
’ ;LO;?;EW * . | 4——sSupematant

U 'hPrecipitovan\?

Vzorek plasmy protein

Obr. 4: Princip proteinové precipitace

V modernich bioanalytickych laboratotich se vyuzivaji desticky s 96 jamkami, které
umoziuji proteinovou precipitaci pro 96 vzorkl najednou. Zafizeni se sklddd ze dvou
desticek, pticemz jamky ve vrchni desti¢ce obsahuji filtry s velikosti port 0,2 pm a spodni
desticka slouzi jako sbémd. Do jamek vrchni desticky se napipetuje nejprve srazedlo
(nejcastéji acetonitril), poté vzorek plasmy v poméru napf. 3:1, utésni se a tfepe. Nakonec se
supernatant od sraZeniny ptefiltruje za pomoci vakua, pretlaku nebo odstfedénim do sbérnych
jamek. Tento proces muZe byt pln€¢ automatizovany. [13]

2.2.2. Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce zkapaliny do kapaliny (LLE, liquid-liquid extraction) patii mezi prvni
techniky vyvinuté pro Upravu vzorkd a nadéle je Siroce vyuZzivana. Principem LLE je pfesun
molekul analytu z biologické tekutiny (vodnd faze) do organického rozpoustédla
nemisitelného s vodou. Rozdé€leni analytu mezi dvé nemisitelné kapaliny souvisi
s jejich rozdélovacim koeficientem log P a fidi se Nernstovym zdkonem:

1

KD =
C2
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kde Kp pfedstavuje rozd€lovaci pomér, ci koncentraci latky v organické fazi a c»
koncentraci latky ve vodné fazi. [13-15]

LLE je vhodna pro vSechny vodné biologické vzorky, jako napft. krev, plasma, sérum,
moc¢. Pro maximalni uc€innost extrakce (extrahuji se pouze analyty v neutralni forme¢) je nutné
upravovat pH vzorku, a to pfidanim pufru nebo kyselého ¢i zasaditého roztoku. Nasleduje
pfidani extrakéniho Cinidla nemisitelného s vodou (organické rozpoustédlo) ke vzorku
o vhodném pH. Vytvofi se dvé nemisitelné faze a béhem tiepani dojde k presunu molekul
analytu ze vzorku do organického rozpoustédla. Zaroven dojde k vycisténi cilového vzorku
pro analyzu, jelikoz ve vodné fazi zlstavaji interferujici latky z biologického vzorku, jako
proteiny, fosfolipidy a soli. Po centrifugaci se odebere organicka faze s analytem (extrakt),
odpaii se do sucha a rekonstituuje v malém mnozstvi mobilni faze, ¢imz je vzorek pfipraven
k analyze. Princip LLE popisuje Obr. 5. [13, 15]

Organické Protfepani a
rozpoustédlo centrifugace
—_—p —_—) " | —p Analyza
* Molekuly I
analytu

..
'0

P

Vodny
roztok

Obr. 5: Princip LLE

Vybér organického rozpoustédla zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech analytu.
Obecné plati, Ze nepolarni nebo malo polarni latky se nejlépe extrahuji v nepolarnich
rozpoustédlech, stfedné polarni nebo aromatické latky v aromatickych rozpoustédlech
a polarni latky v rozpoustédlech poldrnich, kterd musi byt stile nemisitelna s vodou. Mezi
typické rozpoustédla pro LLE fadime napf. heptan, hexan, xylen, dichlormethan, ethyl-acetat,
methyl-terc-butyléter (MTBE). Pro upravu polarity rozpoustédla a zvySeni G€innosti extrakce
je mozné organicka rozpoustédla michat v riiznych pomérech. [11, 13]

Volba rozpoustédla dale zavisi na jeho hustoté a viskozité. Pro uc¢innou extrakci je
vhodna nizké viskozita rozpoustédla, ¢imz se zajisti dokonalé promiseni s vodnou fazi béhem
ttepani a snadny pfechod molekul analytu. Hustotu rozpoustédla je nutné znat pro odbér
vzorku k analyze. Rozpoustédla s hustotou niZsi, nez je hustota vody, tvoii vrchni vrstvu dvou
nemisitelnych kapalin. Pfi vyS$$i hustoté je rozpoustédlo spodni vrstvou nemisitelnych kapalin
matricovych slozek, je mozné vyuzit LLE se zpétnou extrakci pro lepsi vycisténi vzorku.
Principem je pfesun analytu nejprve z vodné faze (vzorek) do organického rozpoustédla,
a poté do jiné vodné faze, kterd se pouzije k analyze. [13]
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Mezi vyhody LLE patii nizké néklady, opakovatelnost a jednoduchost provedeni,
zakoncentrovani analytu a Cistota extraktu. Nevyhodou je nevhodnost metody pro hydrofilni
slouceniny, ndrocny vyvoj metody pro extrakci vice analyt nebo metabolitii s rozdilnou
lipofilitou, ¢asova narocnost, vysoka spotieba rozpoustédel, tvorba emulzi a nutnost odpaieni
a rekonstituce vzorku pted analyzou. [15]

Dalsi alternativy LLE jsou:

e SALLE (salting-out assisted LLE): Principem je vyuziti organickych rozpoustédel
misitelnych s vodou a soli o vysoké koncentraci pro oddéleni fazi. Vyhodou této
metody oproti LLE je Sir$i aplikovatelnost pro analyty rtizné lipofility, lepsi vytéznost
a kompatibilita s chromatografickymi systémy (napt. HILIC). [13, 15]

e SLE (solid supported LLE): SLE vyuziva desticky s 96 jamkami, ve kterych je
inertni pevny podklad (napf. silikagel). Vodny vzorek se na kiemelinu adsorbuje jako
tenkd vrstva na povrchu, poté se ptida organické rozpoustédlo nemisitelné s vodou.
Rozpoustédlo je v systému nékolik minut zadrzeno pro dosazeni extrakce, nasledné je
vypusténo do jamek sbérné desky. Velky povrch na rozhrani mezi kapalinami
maximalizuje uc¢innost extrakce, a tedy vytéznost analytu a minimalizuje mozZnost
tvorby emulze. Za pouziti vakua lze SLE automatizovat. [13, 15, 16]

2.2.3. Extrakce na pevné fazi

Extrakce na pevné fazi (SPE, solid-phase extraction) patii mezi Casto vyuzivané
metody piipravy vzorki, zejména plasmy, séra a moc¢i. Zakladem SPE jsou extrakéni kolonky
naplnéné stacionarni pevnou fazi. Extrakce analytu je zalozena na interakcich mezi pevnou
a kapalnou féazi (vzorek), zatimco slozky matrice kolonou pouze prochdzeji. SPE je svym
zptisobem formou nizkotlakové chromatografie. Stejné jako u kapalinové chromatografie je
1u SPE velmi dualezity vybér kolonky. Dle vybéru materidlu sorbentu lze SPE rozdélit
do ttech kategorii:

e SPE s reverzni fazi — (RP)-SPE vyuZzivajici nepolarni stacionarni fazi (napf.
silikagel s navazanymi alkylovymi fetézci).

e SPE snormalni fazi vyuZivajici polarni stacionarni fazi (napft. silikagel
s navazanymi polarnimi skupinami).

e Iontové vyménna SPE vyuzivajici iontové funkcni skupiny. [13-15]

Nejcastéji pouzivané kolonky jsou kombinaci (RP)-SPE a iontové vyménnych SPE.
Vhodna stacionarni faze se voli zejména podle chemickych vlastnosti analytu a pouZitého
rozpoustédla. [13-15]

Vlastni SPE sestava z nékolika kroku:

1) Aktivace sorbentu (kondicionovani): Slouzi k aktivaci funkénich skupin
sorbentu k uc¢inné extrakci. Aktivace se provadi pomoci polarniho organického
rozpoustédla, nejcastéji methanolu. Sorbent jiz nesmi pied aplikaci vzorku
vyschnout.

2) Ekvilibrace stacionarni faze: Provadi se za ucelem optimalizace prostredi
pro extrakci odstranénim pfebytku methanolu, a to vodou ¢i vodnymi pufry.
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3) Aplikace vzorku: Do kolonky je aplikovéan biologicky vzorek, ktery protéka
pres sorbent. Zatimco molekuly analytu jsou na sorbentu zadrzovany pomoci
ruznych interakci, slozky matrice prochdzeji skrze sorbent.

4) Promyvani: Kolonka je proplachovana jednim ¢i vice promyvacimi roztoky
k odstranéni interferujicich latek z matrice. Analyt nesmi byt v téchto roztocich
rozpustny a nadale zstava v kolonce. Timto krokem dojde k vyc¢isténi vzorku.

5) Eluce analytu: Pomoci vhodného rozpoustédla (eluent), které pierusi
interakce analytu s funkénimi skupinami stacionarni faze, je uvolnén analyt
z extrakéni kolonky a vysledny eludt je pfipraven k dalsi apravé nebo analyze.
Princip SPE je znazornén na Obr. 6. [13, 14]

1 Conditioning : T 3
Sofient 2 Analyte + sample ) 5 Eluting
matrix 4 Washing solvent solvent
l 3
| e— —1
[—] —]
Sorbent = %

Sorbent + analyte
Sorbent + analyte

+ impurities
Sample liquid i Analyte
Impurities

Obr. 6: Princip SPE [17]

Mezi hlavni vyhody SPE patii vysokd vytéZnost, zakoncentrovani analytu, Cistota
vzorku, niz$i spotieba organickych rozpoustédel, vhodnost pouZziti metody pro Sirokou Skalu
analytd (dle vybéru staciondrni faze) a moznost automatizace. Nevyhodami jsou Casova
naro¢nost, nékolika krokovy postup a vyssi cena metody — kolonky jsou vétSinou vyradbény
na jedno pouziti. [14, 15]

Pro vétsi série vzorkd se vyuziva 96 jamkovy format SPE pro extrakci 96 vzorkl
soucasné. Dalsi moZnosti je automatizované on-line extrakce, pii které je vzorek z kolonky
proplachovén stejnym rozpoustédlem, kterym byl do kolonky nanesen. Nakonec je vzorek
eluovan ptimo do HPLC systému. [13, 17]

SPE ma& mnoho alternativ, mezi nejrozSifenéjsi patii SPME (solid phase
microextraction, mikroextrakce na tuhou fazi) a MEPS (microextraction by packed
sorbent, mikroextrakce plnénym tuhym sorbentem s vyuzitim stiikacky). Ob¢ tyto metody
patii mezi mikroextrakce s minimalni spotfebou rozpoustédel. Pii SPME dochazi
k rozdélovani analytl mezi vzorek a stacionarni fazi ve formé& vlaken. Extrakci 1ze provést
ttemi zpusoby:
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e Piimé extrakce — vldkno je pfimo ponofeno do vodného vzorku a dojde k pfesunu
analytu na vlakno.
e Headspace SPME — k extrakci analytu dochazi z plynné faze nad vzorkem a vladkno je
tak chranéno pied interferujicimi latkami z matrice.
e Extrakce s membranovou ochranou — membréana oddéluje vzorek od vlakna, propousti
molekuly analytu a zabraiiuje prostupu interferujicich latek. [14, 18]
Tato metoda je nejcastéji spojovana s plynovou chromatografii. MEPS je miniaturizovana
SPE probihajici ve stfikacce. Sorbent je umistén ve vhodném obalu mezi valcem a jehlou
stiikacky, v tomto prostoru poté probiha cely proces extrakce. Sorbent muze byt rtizné
modifikovan a je uréen k mnohondsobnému pouzivani, na rozdil od SPE na jedno pouziti.
Metodu Ize propojit s kapalinovou i plynovou chromatografii. [14, 18]

2.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢innd kapalinova chromatografie (HPLC, High-Performance Liquid
Chromatography) je nejrozsifené$i separacni technika, slouZici k separaci s naslednou
identifikaci a kvantifikaci analytl ve vzorku. Principem je priichod mobilni faze s obsahem
analytl skrze stacionarni fazi v chromatografické koloné, pricemz dochézi k separaci analytii
na zékladé rozdilnych interakci s obéma fazemi. Typicka chromatograficka kolona je dlouha
5-15 cm o pruméru 2,1-4,6 mm a je naplnéna stacionarni fazi o velikosti ¢astic 2,6-5 pm. [13,
19]

2.3.1. HPLC systém

HPLC systém je slozen z mnoha komponent, které zajiStuji vlastni separaci
anaslednou detekci analyt. Cely HPLC systém je fizen softwarem, ktery slouzi
1 pro vyhodnocovani dat. K zékladnim slozkdm systému patii: [20, 21]

e Zasobniky mobilni faze: SlouZi jako zasobarny dostatecného mnoZstvi mobilni faze
pro kontinualni chod analyzy. Soucasti je obvykle filtr pro odstranéni necistot
a za zasobniky umistén odplynovaci systém (degaser) pro odstranéni plynnych
slozek. [19-21]

e Vysokotlaké cerpadlo: Zajistuje konstantni a kontinudlni tok mobilni faze
do systému. Na zakladé poméru jednotlivych roztokti mobilni faze rozdélujeme
analyzu na izokratickou ¢i gradientovou eluci. Pii izokratické eluci je slozeni
mobilni faze béhem analyzy neménné, zatimco pii gradientové eluci se postupné méni
poméry jednotlivych roztokli mobilni faze. Gradientovad eluce umoziuje lepsi
rozdéleni komplexniho vzorku na jednotlivé komponenty, pokud se pfi izokratické
eluci nerozdéli nebo k tomu dojde az po dlouhé dobé& analyzy. Jednotlivé slozky
mobilni faze jsou dokonale promiseny ve sméSovacim zarizeni. [19-21]

e Davkova¢ vzorku: Slouzi k zavedeni vzorku do mobilni faze ptfed vstupem
do kolony. DneSni moderni pfistroje maji misto jednoduchého davkovace
autosampler (automaticky davkovac), ktery davkuje riizné objemy rtznych vzorkl
z vialek do systému na zaklad¢ parametrii zadanych v PC. [19-21]
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e Kolona: Je vlastnim srdcem celého HPLC systému, ve kterém dochdzi k separaci
smési analyti. Kolona je zpravidla umisténa v termeostatu a udrzovana na urcité
teploté. Pred vlastni separacni kolonou je casto umisténa predkolona, slouzi
k ochran¢ kolony pied necistotami a nevhodnymi latkami. [19-21]

o Detektor: Kontinudln¢ detekuje separované analyty na zdkladé meéfeni jejich
fyzikéalné-chemickych vlastnosti. Existuje mnoho druht detektor, které se déli
na spektrofotometrické, fluorescencni, elektrochemické, refraktometrické, detektory
na bazi aerosolu, chemiluminiscen¢ni, vodivostni, bezkontaktni vodivostni
a hmotnostn¢ spektrometrické. [19-21]

e Pocita¢ se softwarem: Kontroluje a fidi vSechny parametry HPLC, ziskava
a vyhodnocuje data z detektoru a monitoruje vykon systému. [19-21]

Celé schéma HPLC systému je znazornéno na Obr. 7.
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Obr. 7: Schéma HPLC systému [22]

2.3.2. Separacni proces

Podle podstaty interakce analytu se staciondrni fazi Ize HPLC techniky tfidit podle
tzv. chromatografickych médt do nasledujicich skupin: chromatografie na normalni fazi,
chromatografie na reverzni fazi, iontové vyménnd chromatografie, vylucovaci
chromatografie, iontové parova chromatografie, hydrofilni interakéni chromatografie
a hydrofobni interakéni chromatografie. Zakladnimi mezimolekulovymi interakcemi jsou van
der Waalsovy sily a vazby vodikovym mustkem. VyluCovaci chromatografie neni zalozena
na interakcich, ale na rozdilné velikosti molekul analytt. [19-21]
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non-polar

Chromatografie na normalni fazi (NP-HPLC, Normal-Phase Chromatography):
V téchto systémech jsou vyuzivany polarni stacionarni faze a mobilni faze s nizsi
polaritou, nez je polarita stacionarni faze. Typickou stacionarni fazi je
nemodifikovany silikagel. Separace analytll je ddna specifickymi mezimolekularnimi
interakcemi s povrchem sorbentu (van der Waalsovy interakce dipol-dip6l) a dal§imi
nespecifickymi interakcemi s mobilni fazi (napf. vodikové mustky). Cim silngj3i je
interakce mezi analytem a staciondrni fazi, tim del$i je Cas retence. Vyuziti této
metody ustupuje do pozadi, nicméné se stale pouziva napt. k analyze analytl, které se
v jinych systémech rozkladaji. [19-21]

Chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC, Reversed-Phase Chromatography):
Polarita mobilni a stacionarni faze je u tohoto typu chromatografie obracena. Povrch
stacionarni faze je nepolarni, kdezto mobilni faze je polarni, pouzivaji se zejména
vodné roztoky casto v kombinaci s organickymi rozpoustédly (ACN, MeOH).
RP-HPLC vyuZiva k separaci slabé disperzni sily. Nejpouzivanéjsi stacionarni fazi je
modifikovany silikagel s nepolarnimi fetézci navazanymi na povrchu (napt. C18, C8),
ale uplatiiuji se i jiné povrchové modifikace jako fenylhexyl nebo pentafluorofenyl.
RP-HPLC je nejvyuzivanéjsi separacni technikou v HPLC. [19-21]

Obr. 8 popisuje rozdily mezi NP-HPLC a RP-HPLC.

Normal Phase HPLC Reversed Phase HPLC

polar

solvent solvent
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Obr. 8: Rozdily mezi NP-HPLC a RP-HPLC [23]

Iontové vyménna chromatografie (IEX, Ion-Exchange Chromatography):
Stacionarni faze je u tohoto typu chromatografie ve formé iontoménict. Separace
probihd na zaklad¢ elektrostatickych interakci mezi ionty analytu a opacné nabitymi
ionizovanymi centry stacionarni faze. Nejcast&ji pouzivané stacionarni faze jsou
pryskyfice (napf. styrenové, akrylatové) a chemicky vazané iontoménice na silikagelu.
Iontoménice (ionexy) Ize dale d¢lit na katexy a anexy podle funkénich skupin. Katexy
jsou ve formé kyselin a slouzi k vyméne kationtl, dale se déli na silné (SCX,
strong cation exchanger) a slabé (WCX, weak cation exchanger). Anexy jsou ve formeé
bazi pro vyménu aniontd. Stejné jako katexy se podle svych schopnosti déli na silné
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(SAX, strong anion exchanger) a slabé (WAX, weak anion exchanger). IEX se
vyuziva napt. ke stanoveni aminokyselin, kationti ¢i anionti ve vodé, nukleovych
kyselin a peptidu. [19, 21]

Vylucovaci chromatografie (SEC, Size-Exclusion Chromatography):

Vylucovaci chromatografie je zalozena na separaci analytd dle jejich molekulové
velikosti. Mobilni faze s analyty prochdzi skrze porovitou stacionarni fazi o rizné
velikosti poril, ve kterych se rizné velké molekuly analytu zadrzuji, nedochéazi vSak
k Zzadnym vyznamnym chemickym interakcim mezi analytem a stacionarni fazi. Velké
molekuly vzhledem ke své velikosti nevstupuji do pért, ale prochazi okolo stacionarni
faze spolu s mobilni fazi. Mensi molekuly do poértt vstupuji a na koloné se zadrzuji.
Vysledkem separace je rozdéleni molekul podle velikosti, pficemz jako prvni se eluuji
velké molekuly. Tato metoda se vyuziva nejcastéji k separaci makromolekul (proteiny,
peptidy, polymery). [19-21]

Iontové parova chromatografie (IPC, Ion-Pair Chromatography): Slouzi
k analyze vysoce polarnich a iontovych sloucenin. Soucéasti mobilni faze je iontové
parovaci ¢inidlo. Jeho soucasti je molekula s opa¢né nabitym iontem, nez ma analyt
avelka hydrofobni c¢ast (tenzid) pro interakci se staciondrni fazi. Vyuziva se
stacionarni faze pro RP-HPLC. [21, 24]

Hydrofilni interakcni chromatografie (HILIC, Hydrophilic-
Interaction Chromatography): HILIC se vyuzivd zejména k analyze polarnich
sloucenin, déle k analyze nabitych sloucenin (iontll). Staciondrni faze je polarni jako
u NP-HPLC (napt. silikagel), mobilni faze je naopak podobna fazim v rezimu
RP-HPLC. [25]

Hydrofobni interakéni chromatografie (HIC, Hydrophobic-
Interaction Chromatography): K retenci dochazi v dasledku hydrofobnich interakci
mezi hydrofobni stacionarni f4zi a nepolarnimi skupinami na povrchu makromolekul
(proteiny) ve vodné mobilni fazi s pfidavkem soli. Slouzi zejména k separaci proteint
a velkych peptidl v nativnim stavu, k tomuto ucelu se vyuziva gradientova eluce se
sniZujici se iontovou silou mobilni fadze — gradient zacind vysokou koncentraci soli
v mobilni fazi, poté se koncentrace snizuje a dochazi k eluci. [21, 26]

2.3.3. Zakladni chromatografické parametry

Retenéni ¢as (tr): Doba, kterd uplyne od nastfiku vzorku do dosazeni maximalni
koncentrace. Objem mobilni faze, ktery kolonou za tuto dobu proteCe se nazyva
reten¢ni objem (VR). Retencni ¢as je kvalitativnim parametrem.

Vyska piku (h), Plocha pod pikem (A): Kvantitativni parametry separace.

RozliSeni (Rs): Parametr oznacujici miru rozdéleni dvou analyti do samostatnych
pikti. Cilem separace je ziskat optimalni rozliSeni v minimalnim case. Vypocitava se
z retencnich Cast a Sifek dvou sousedicich pikli. Pro dosaZeni co nejlepSiho rozliSeni
je potieba dosdhnout hodnoty Rs = 1,5 a vyssi. Jedna se o bezrozmérnou veli¢inu.
Pocet teoretickych pater (N): Bezrozmérna veli¢ina vyjadiujici separacni tcinnost
kolony, jde tedy o kvalitativni parametr. Uginnost je charakterizovana mirou
rozsifovani eluénich zon béhem separace na koloné. Cim je hodnota vyssi, tim je
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kolona u¢inn¢jsi. Hodnota N je ovlivnéna délkou kolony, retenénim ¢asem, rychlosti
pritoku mobilni faze, velikosti Castic stacionarni faze, teplotou, viskozitou mobilni
faze.

e Vyskovy ekvivalent teoretického patra (H): Hodnota definujici potfebnou délku
kolony pro dosazeni jednoho teoretického patra, vyuziva se k porovnani kolon
ruznych délek. Obvykle se vyjadiuje v um.

e Asymetrie piku: Vyjadiuje miru soumérnosti piku. Je vyjadiena bud’ pomoci faktoru
chvostovani Tr — tailing factor — (Sitka piku v 5 % vySky ku dvojnasobku Sitky
vzestupné Casti), nebo pomoci faktoru asymetrie A (pomér Sitky sestupné ¢asti piku
k vzestupné ¢asti piku v 5 ¢i 10 % vysky piku). [21, 27]

2.3.4. UHPLC

Ultra-vysokoucinna  kapalinova  chromatografie @ (UHPLC, Ultra-High
Performance Liquid Chromatography) je jednou z modernich tprav HPLC. Specifické
konstrukéni feSeni UHPLC systému umoznuje pracovat pii tlacich nad 1300 bar (oproti
300 bar u HPLC), coz je zakladnim piedpokladem pro efektivni vyuziti stacionarnich fazi
s velikosti Castic mensi nez 2 pum. Tim je dosazeno vysSi separacni UCinnosti, zlepSeni
rozliSeni piki a vyznamného zkraceni doby analyzy pfi zachovani stejné selektivity a kapacity
separace. Staciondrni fdze musi byt vysoce chemicky a mechanicky odolnd. Stejné jako
u HPLC lze kromé celkov€ poréznich c¢astic vyuzit také povrchové porézni Castice
s neporéznim jadrem (core-shell ¢astice) pro zlepSeni u¢innosti separace. [21, 28]

2.4. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS, Mass Spectrometry) je fyzikaln¢-chemickd metoda,
jejimZ principem je ptevedeni molekul na ionty, rozdé€leni téchto iontd dle jejich poméru
hmotnosti a naboje (m/z) a nakonec meéfeni mnozstvi vytvofenych iontl. MS poskytuje
kvalitativni a kvantitativni informace o meéfenych analytech (i ve velmi nizkych
koncentracich). Hmotnostni spektrometry se hojné vyuzivaji ve spojeni s HPLC systémem,
jelikoz neslouzi pouze jako univerzalni detektory, ale prostfednictvim fragmentacnich spekter
poskytuji strukturni informace o daném analytu. [13, 29, 30]

2.4.1. Instrumentace MS

Hlavnimi soucastmi hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator a detektor iontil. Cely systém je fizen pocitaCovym softwarem. [29]

2.4.1.1. Iontovy zdroj

Hmotnostni analyzator dokaZe zpracovat pouze analyty v nabité formé (ionty).
Z tohoto divodu vstupuji molekuly analytu nejprve do iontového zdroje, kde jsou ionizovany.
Ionizace mlzZe probihat za atmosférického tlaku nebo za vakua. Z pohledu mechanismu
pfevodu latek z neutrdlniho stavu do formy iontl rozdélujeme dva zakladni typy ionizacnich
technik — tvrdé a mékké. Tvrdé ionizacni techniky jsou vysoce energetické a zpusobuji
rozsahlou fragmentaci molekuldrnich iontd, patii zde napt. elektronova ionizace ¢i chemicka
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ionizace. Tento typ ionizace se vyuzivad vyhradné¢ ve spojeni s plynovou chromatografii.
M¢kké ionizacni techniky umoziuji ionizaci molekul bez jejich fragmentace. Mezi tyto
techniky patii ionizace elektrosprejem (ESI), chemickéd ionizace za atmosférického tlaku

(APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI), ty jsou také nejCastéji vyuzivany
v LC-MS bioanalyze. [13, 31, 32]

Ionizace elektrosprejem (ESI, Electrospray lonization): ESI probiha
za atmosférického tlaku a vyuziva se pro stfedné¢ polarni az polarni slouceniny.
Mobilni faze s analyty z chromatografické kolony vstupuje do iontového zdroje
kapilarou, na jejiz konec je vlozeno vysoké napéti (3-6 kV). Soucasné je na konci
kapilary ptivadén plyn (nejcastéji dusik), ktery zpusobi rozpraseni mobilni faze
(nebulizaci) — z kapilary tedy vystupuji nabité¢ kapicky. V disledku vyparovani
mobilni faze se kapicky postupné zmensuji a zvysuji se odpudivé sily mezi stejné
nabitymi ionty, aZ dojde k piekroc¢eni povrchového napéti (Rayleightiv limit)
a nasledné explozi kapi¢ek na mensi Castice (coulombicka exploze). Tento proces
se nékolikrat opakuje, az se ionty analytu uvoliiuji z malych kapicek
elektrostatickou repulzi a vstupuji do hmotnostniho analyzatoru. Vysledné
molekulové ionty v pozitivnim médu jsou [M+H]", [M+Na]", [M+K]", atd. nebo
[M-HJ, [M+CI], [M+CH3COO], atd. pro negativhi moéd (M je molekulova
hmotnost slou€eniny, H je hmotnost protonu). Schematicky princip ESI je
znazornén na Obr. 9. [13, 29, 31]

Analyte molecule Solvent Coulomb Naked charged
_ evaporation fission analyte
Spraying nozzle + \l,
+(®)+
l/ +++ X & l @ + :
TI- + + +C:>+ ® +.+
Nt +®++ + j
+
Chadrgedl parent T Charged progeny
e roplet
B Charged droplet at droplets
l Taylor cone the Rayleigh limit
P 1
— ower supply  —

Obr. 9: Princip ESI [33]

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI, Atmospheric Pressure
Chemical Ionization): APCI se pouziva pro stfedné polarni az nepolarni latky
s molekulovou hmotnosti do 1500 Da. Mobilni faze s analyty je nejprve zmlzena
proudem dusiku za vzniku aerosolu. Kapicky aerosolu jsou dale vedeny
temperovanou kapilarou (400-500 °C), kde dochéazi k postupnému odpafovani
mobilni faze. Soucésti iontového zdroje je kovova jehla s vlozenym vysokym
napétim (3-4 kV), které zpisobuje koronovy vyboj a umoziuje ionizaci. Nejprve
jsou ionizovany molekuly dusiku, které nasledn¢ zplisobi ionizaci molekul vody
(z mobilni faze), které prenaseji naboj na molekuly analytu — vznikaji ionty
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[M+H]" nebo [M-H]". Cely proces probiha za atmosférického tlaku. Princip APCI
je znédzornén na Obr. 10. [13, 31]
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Obr. 10: Princip APCI [34]

Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI, Atmospheric Pressure
Photoionization): APPI je technika podobnd APCI a vyuzivd se pro malé
nepolarni slouceniny, probiha za atmosférického tlaku. Ptevedeni kapalné faze
v plynnou probiha stejnym zpiisobem jako u APCIL, k ionizaci se ale namisto
koronového vyboje z jehly vyuziva UV lampa (naptf. kryptonovd vybojka).
Energie fotoni je pienesena piimo na molekuly analytu (pfima ionizace),
do rozpoustédla (ionizace z rozpoustédla na analyt) nebo do dopantu (ionizace
z dopantu na analyt), pokud se pouZije (nejcastéji toluen a aceton). Princip APPI je
znazornén na Obr. 11. [13, 31]
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Obr. 11: Princip APPI [35]
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2.4.1.2. Hmotnostni analyzdtor

Hmotnostni analyzator pracuje pod vysokym vakuem a rozd€luje jednotlivé ionty
na zdkladé¢ pomeéru jejich hmotnosti a naboje (m/z). U vicendsobné nabitych iontl jsou
hodnoty m/z pouze zlomkem jejich skute¢né molekulové hmotnosti. Vykon hmotnostniho
analyzatoru je popsan zakladnimi parametry: rozliSeni, spravnost ur¢eni hodnoty m/z, rychlost
skenovéani, linearni dynamicky rozsah a hmotnostni rozsah. [13, 29, 31]

RozliSeni (R) popisuje schopnost poskytnout rozlisSené signaly pro ionty s podobnou
m/z, vypocitad se jako podil hmotnosti iontu (m) a Sitky piku v poloviné jeho vysky (4m).

m
~ Am

Spravnost uréeni m/z (E) vyjadiuje miru shody mezi naméfenou a teoretickou m/z.
Vypocita se jako podil rozdilu mezi namétenou a teoretickou hodnotou m/z (dm) ku teoretické
hodnoté m/z (meoreiical). Hodnota E miize nabyvat pozitivnich ¢i negativnich hodnot, ideélni
je hodnota blizici se nule.

om
E= (—) * 10ppm

Mtheoretical
Rychlost skenovani je ur¢ena dobou skenovaciho cyklu. Doba cyklu je doba potiebna

ke ziskdni hmotnostniho spektra a udavé se v jednotkdch Hertz (Hz). Rychlost skenovani
muze byt az nékolik stovek hertzu.

Linearni dynamicky rozsah je rozsah koncentraci, ve kterém je odezva linedrné
zavisla.

Hmotnostni rozsah je rozsah hodnot m/z, ve kterém analyzitor zaznamendva
spektra. [13, 36, 37, 38]

Dé¢leni iontd podle m/z, které v hmotnostnich analyzatorech probiha za vysokého
vakua, 1ze dosahnout na podkladé rtiznych fyzikéalnich principi s vyuzitim elektrickych nebo
magnetickych poli. Hmotnostni analyzatory rozdélujeme na nékolik zékladnich typi: [31]

e Kvadrupdlovy analyzitor (Q, Quadrupole): Kvadrupdl se sklada ze Ctyf

stejnych pravidelné uspotadanych kovovych ty¢i, umisténych paralelné k sobé¢.
Na ty€e je vlozeno stejnosmerné napéti, na dvé protilehlé kladné, na dalsi dvé
zaporné, dale je na tyCe vloZeno vysokofrekvenéni stfidavé napéti. Tim je
vytvofeno oscilujici elektromagnetické pole, do né¢hoZ vstupuji ionty z iontového
zdroje. lonty osciluji mezi ty¢emi a kvadrupolem projdou pouze ionty o urcité m/z
se stabilni trajektorii, u ostatnich ionti dojde ke kolizi na ty¢ich kvadrupolu a ionty
nejsou detekovany. RozliSovaci schopnost kvadrupolu je nizka (do 5 000),
hmotnostni rozsah do 3 000. [13, 29, 38]
Dalsi moznosti je vyuziti tandemového seskupeni kvadrupdlu — trojity kvadrupdl
(QqQ). Prvni a tfeti kvadrupol slouzi jako hmotnostni analyzatory, prostfedni
kvadrupodl jako kolizni cela. V prvnim kvadrupdlu jsou ionty filtrovany podle
hmotnosti, poté vybrané ionty vstupuji do kolizni cely a pomoci pfivadéného
plynu dochézi k jejich fragmentaci. Fragmentované ionty vstupuji do tfetiho
kvadrupélu a jsou déleny podle m/z. Vyhodou trojit¢ého kvadrupdlu je vysoka
selektivita a citlivost. [13]
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3D iontova past (IT, 3D-Ion Trap): Je tvofena centralni kruhovou elektrodou
advéma koncovymi elipsoidnimi elektrodami — ve své podstaté odpovida 3D
uspotadani kvadrupodlu. Mezi elektrodami je oscilujici elektrické pole, do n¢hoz
vstupuji ionty vysokou rychlosti. Uvnitf analyzatoru je helium, které v disledku
srazek odebira iontim kinetickou energii a stabilizuje jejich pohyb v pasti. Kolize
sheliem je mirnd, tudiZz nezpisobi fragmentaci iontd. Na rozdil
od kvadrupolového analyzatoru mohou byt v iontové pasti zachyceny ionty
riznych hmotnosti, ne pouze ionty o urcité m/z. ZvySovanim napéti na elektrodach
dochazi k postupnému vypuzovani ionti smérem k detektoru. 3D iontova past se
vyuzivd zejména v kvalitativni analyze. RozliSovaci schopnost je nizka
(2 000-4 000), hmotnostni rozsah do 6 000. [13, 31, 38]

Linearni (2D) iontova past (LIT, Linear Ion Trap): LIT je kombinaci
kvadrupdlu a iontové pasti — na obou koncich kvadrupolového analyzatoru jsou
umistény elektrody, které umoziuji prostorovou stabilizaci iontli uvnitf pasti.
Ionty jsou také zpomalovany inertnim plynem, 1étaji mezi koncovymi elektrodami
a zaroven osciluji mezi ty¢emi. Vyhodou oproti 3D iontové pasti je mnohem vyssi
ucinnost 1 kapacita zachyceni iontl (vice nez 50 %, u 3D-IT pouze 5 %). Tim je
dosazeno vyssi citlivosti méfeni a linearniho dynamického rozsahu. [31]
Analyzator doby letu (TOF, Time Of Flight): Hodnota m/z iontd je v TOF
analyzatoru urCena jejich dobou letu od mista urychleni pies letovou trubici
po dopad na detektor. Ionty jsou ptivadény z iontového zdroje do letové trubice,
kde jsou akcelerovany napétovym pulzem — pulzni extrakce je zaloZena
na pulznim elektrickém poli mezi dvéma deskami (odpuzovaci deska a extrak¢ni
miizka). Z extrakéni miiZky ionty vstupuji do trubice, kde jiz neni elektrické pole
a ionty si udrzuji stalou rychlost, kterou do letové trubice vstoupily. Protoze jsou
vSechny ionty akcelerovany stejnou kinetickou energii, hodnota m/z je nepfimo
umérnd dob¢ letu (leh¢i ionty maji vysSsi rychlost, a tim krat$i dobu letu).
Pro zlepSeni rozliSeni se vyuZiva iontové zrcadlo (reflektron). U linedrniho TOF
neni rozliSeni pfili§ vysoké (1 000-3 000), s pouzitim reflektronu se rozliSovaci
schopnost zvySuje az na 15 000-25 000. [13, 29, 38]

Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR,
Fourier Transform Ion-Cyclotron Resonance): Tento analyzitor vyuziva
k zachyceni a udrZeni iontli magnetické pole. Je tvofen Sesti vodivymi deskami
uspotadanymi do krychle, kterd je vloZzena do silného magnetického pole
vytvofeného supravodivym magnetem. Ionty se pohybuji ve spirdlovitych drahach
kolmych na magnetickd pole tzv. cyklotronovou frekvenci. Frekvence pohybu
iontl je zavisla na jejich m/z. FT-ICR ma velmi vysokou rozliSovaci schopnost
(1-20 milion®) a hmotnostni rozsah 4 000-10 000. [13, 38]

Elektrostaticka orbitalni past (Orbitrap): Orbitrap je nejnovéjsi hmotnostni
analyzator a je kombinaci iontové pasti a FT-ICR. Orbitrap poskytuje mnohem
vy$si rozliSeni (100 000 — 1 000 000) oproti zakladnim typiim analyzatorti a velmi
dobry hmotnostni rozsah (6 000). Je tvofen vnéjsi elektrodou tvaru barelu,
rozdélenou na dvé stejné Casti oddelené velmi tenkou Stérbinou a centralni
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vietenovitou elektrodou. Mezi vnéjsi a centralni elektrodu je vlozeno napéti, které
mezi nimi vytvari elektrické pole. Ionty vstupujici do elektrického pole se
pohybuji po stabilnich trajektoriich okolo a podé¢l centralni elektrody. Frekvence
axialni oscilace iontii je zavisla pouze na jejich m/z. Pohybujici se ionty vytvaii
indukujici proud na vnéjSich elektrodach. Po amplifikaci signalu a Fourierové
transformaci je ziskano hmotnostni spektrum. Schéma Orbitrapu je znazornéno na
Obr. 12. [29, 31, 32, 38]
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Obr. 12: Schéma orbitalni pasti [39]
2.4.1.3. Detektor

Ionty z hmotnostniho analyzatoru vstupuji do detektoru, kde jsou detekovéany
a preménény do vhodného signalu. Proces detekce probiha pod vakuem a vysledkem je
hmotnostni spektrum. Nejvyuzivanéjsimi detektory jsou elektronasobi¢, fotonasobic
a Faradayova klec. FT-ICR a orbitalni past detektory nepotiebuji, protoZze analyzatory piimo
zaznamenavaji indukovany proud s naslednou pfeménu proudu na signal. [31, 32]

2.4.2. Skenovaci mody

Pro kvalitativni a kvantitativni analyzu lze v hmotnostni spektrometrii vyuzit riznych
skenovacich modi. Sken celého spektra (Full Scan) zaznamenava vSechny ionty v daném
rozsahu m/z. VyuZiva se zejména u vysokorozliSovacich pfistrojii, kdy vzniklé hmotnostni
spektrum poskytuje kvalitativni i kvantitativni informace o iontu. Pfistroje s nizkym
rozliSenim neposkytuji dostatecné informace. Pro ziskani informaci o konkrétnim iontu se
vyuziva selektivni zdznam iontu (SIM, selected ion monitoring), kdy je monitorovana
konkrétni hodnota m/z. Vysledkem je zavislost intenzity signalu na urcité m/z. Pfi fragmentaci
iontu a sledovani vybraného fragmentu vyuzivime zaznam vybranych reakci (SRM,
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selected reaction monitoring) — pokud probiha reakci vice, nazyva se také multiple reaction
monitoring (MRM). Stanovi se intenzita specifické hodnoty m/z fragmentu. SRM se vyuziva
v kvantitativni analyze. Mezi dal§i mody patii sken produktovych ionti (sledujeme
produktové ionty vznikl¢é fragmentaci vybraného prekurzorového iontu), sken
prekurzorovych ionta (sledujeme spektrum vsech prekurzorovych iontd, z kterych vznika
urCity fragment) a sken neutralnich ztrat (sledujeme prekurzory, které ztraci neutralni
¢astici, vyuziva se u strukturné podobnych latek). [13, 19, 21]

2.5. Validace bioanalytické metody

Validace analytick¢é metody je proces k ziskani dikkazu o vhodnosti metody
pro zamyslené pouziti. Validaéni proces ma zaruCit, ze dana metoda spliluje piedem
definované pozadavky a produkuje spolehlivé vysledky. Validace bioanalytické metody se
nejcastéji provadi podle smérnic Guideline on Bioanalytical Method Validation (EMA,
European Medicines Agency, vydana v roce 2011) [40] a Bioanalytical Method Validation;
Guidance for Industry (FDA, Food and Drug Administration, vydana v roce 2018) [41].
Ve farmaceutick¢ praxi se dale vyuzivd validacni smérnice ICH (The International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals
for Human Use). [14]

Smérnice EMA 2011 a FDA 2018 jsou si velmi podobné — validaéni kritéria
a parametry jsou v podstaté totozné. Na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky FNHK, kde
probihal vyvoj metody, se v bioanalytické praxi vyuziva smérnice EMA 2011, ktera je jiz
dlouho etablovana. Validacni parametry této smérnice jsou selektivita, pfenos analytd, spodni
limit kvantifikace, kalibra¢ni kiivka, presnost, preciznost, dilu¢ni integrita, matricové efekty
a vytéznost, stabilita. [40, 41, 42]

2.5.1. Selektivita (Selectivity)

Selektivita je schopnost metody odlisit analyzované latky a IS (vnitini standard,
Internal Standard) od endogennich slozek v matrici €1 jinych sloZek ve vzorku. Selektivita se
prokazuje pomoci minimalné Sesti riznych blankovych vzorkil (pouze biologickd matrice
bez analytu a IS), které jsou jednotlivé analyzovany a hodnoceny. Selektivita metody je
prokézéana, pokud je odezva interferujicich slozek matrice mensi nez 20 % LLOQ (spodni
limit kvantifikace, Lower Limit of Quantification) analytu a 5 % pro IS. [40]

2.5.2. Prenos analyti (Carry-Over)

Pfenos analytu z jedné analyzy do druhé se posuzuje nastfikem blankovych vzorki
po vzorku o vysoké koncentraci nebo kalibraénim standardu horniho limitu kvantifikace
(ULOQ, Upper Limit of Quantification). Pfenos analytu do blankového vzorku nesmi
presahnout 20 % LLOQ, u IS do 5 %. [40]
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2.5.3. Spodni limit kvantifikace (LLOQ, Lower Limit of
Quantification)

v

s definovanou ptesnosti a preciznosti. LLOQ je nejnizs$im kalibracnim bodem a signél analytu
by mél byt nejméné 5x vétsi nez signdl blankového vzorku. [40]

2.5.4. Kalibra¢ni krivka (Calibration Curve)

Kalibra¢ni kiivka vyjadiuje zéavislost odezvy detektoru na koncentraci analytu.
Kalibra¢ni standardy se pfipravi pfidanim znamych koncentraci analytu do blankové matrice.
Koncentrace vzorki se voli podle ptredpokladaného koncentraéniho rozmezi meéfeného
analytu, pfi¢emz pro kazdy analyt se vytvoii vlastni kalibracni kiivka. Rozsah koncentraci je
vymezen spodnim limitem kvantifikace (LLOQ) a hornim limitem kvantifikace (ULOQ).
Kalibracni kiivka sestava z minimalné Sesti kalibracnich standardt, ze slepého vzorku (blank,
matrice bez analytu a IS) a z nulového vzorku (matrice s IS bez analytu). Kalibraéni kiivky
jsou ziskany z nejméné tfi méteni. Sestavend kalibracni zavislost by méla byt idealné linearni
(nelinearni modely jsou vSak akceptovatelné¢) a doplnéna o zpétny piepocet koncentraci.
Zpétny ptrepocet koncentraci méa povolenou odchylku 15 % od dané hodnoty, u LLOQ je tato
odchylka 20 %, pricemz toto kritérium musi splnit alespont 75 % kalibra¢nich standardt
(minimum je 6 bodi). [40]

2.5.5. Presnost (Accuracy)

Ptesnost popisuje tésnost shody mezi primérnou stanovenou hodnotou koncentrace
a hodnotou nominalni (skute¢nou), vyjadiuje se v procentech. Pfesnost se posuzuje u vzorki
pro kontrolu kvality (QC vzorky, Quality Control) se znamym mnozstvim analytu. QC vzorky
se vyhodnoti pomoci kalibracni kiivky a ziskané koncentrace se porovnavaji s nominalni
hodnotou. Méfeni presnosti se provadi v ramci jednoho cyklu (Within-run accuracy) a mezi
vSemi cykly (Between-run accuracy). Presnost v jednom cyklu se stanovuje analyzou nejméné
péti vzorkli o minimalné 4 koncentracich, pokryvajicich rozsah kalibra¢ni kiivky: LLOQ,
nizkd hodnota QC (maximalné trojndsobek LLOQ), stfedni hodnota QC (30-50 % rozsah
kalibra¢ni kiivky) a vysokd hodnota QC (nejméné 75 % rozsahu kalibracni kiivky). Primérna
koncentrace ma povolenou odchylku 15 % od dané koncentrace QC, 20 % pro LLOQ.
Pro pfesnost mezi cykly se vyhodnocuji vzorky z neyméné tii sérii. [40]

2.5.6. Preciznost (Precision)

Preciznost popisuje tésnost shody vysledkli mezi méfenim jednotlivych QC vzork
o dané nominalni koncentraci. Vyjadiuje se jako variacni koeficient (CV) a provadi se
pro stejné vzorky jako u stanoveni piesnosti. Méteni preciznosti v jednom cyklu (Within-run
precision) se provadi pro vzorek LLOQ a vzorky QC o nizké, stiedni a vysoké koncentraci.
CV nesmi ptfesahnout 15 % odchylku od QC a 20 % od LLOQ. Pro preciznost mezi cykly
(Between-run precision) se ovétuji vzorky minimalné ze tii sérii. [40]
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2.5.7. Dilu¢ni integrita (Dilution Integrity)

Dilu¢ni integrita prokazuje, zda nafedéni vzorku neovlivni piesnost a preciznost
meéfeni. Prokazuje se pfidanim analytu o koncentraci vyssi nez ULOQ do matrice s naslednym
nafedénim blankovou matrici. Povolena odchylka pro piesnost a preciznost je 15 %. [40]

2.5.8. Matricové efekty (Matrix Effect) a VytéZnost (Recovery)

Matricové efekty se prokazuji zejména pro hmotnostni spektrometrii s pouzitim
alespon 6 blankovych matric od individualnich darci. Pro kazdy analyt a IS kazdé Sarze se
vypocita matriéni faktor (MF, Matrix Factor), a to jako pomér plochy piku analytu ¢i IS
pfidaného do blankové matrice po upravé ku plose piku Cistého roztoku analytu ¢i IS.
Pomérem MF analytu a MF IS ziskdme vnitinim standardem normalizovany MFn. Méfeni se
provadi alespont na dvou koncentracnich hladinich. Varia¢ni koeficient normalizovaného
MEFN ze Sesti Sarzi by nemé¢l byt vyssi nez 15 %. [40]

Smérnice EMA 2011 explicitné nefesi vytéznost metody. Jeji hodnoceni je proto
provedeno dle smérnice FDA 2018 [41]. Vytéznost (Recovery) se prokazuje k zajisténi
ucinnosti a reprodukovatelnosti extrakéni metody. Porovndvaji se vysledky analyzy
extrahovanych vzorki s analytem pfidanym pied extrakei a extrakty s analytem pifidanym
po extrakci. VytéZnost nemusi byt 100 %, ale musi byt konzistentni a reprodukovatelna.

2.5.9. Stabilita (Stability)

Stabilita se vyhodnocuje k ovéfeni toho, zda ptiprava vzorku, analyza a podminky
skladovani neovliviiuji koncentraci analytti. Hodnoceni se provadi pomoci vzorkti QC o nizké
a vysoké koncentraci (maximalné trojnasobek LLOQ a hodnota blizka ULOQ). Vzorky jsou
analyzovany ihned po pfipravé a ndsledné po skladovani za danych podminek hodnoceni.
Vzorky QC se porovnavaji na zéklad¢ kalibraéni kiivky a ziskané koncentrace jsou
porovnavany s nomindlnimi koncentracemi, pficemz povolena odchylka je 15 %. Dle
smérnice se provadéji nasledujici zkousky stability:

e Stabilita zdsobniho roztoku a pracovnich roztokt analytu a IS.

e Stabilita v autosampleru

e Stabilita analytu v matrici pfi zamrazeni a rozmrazeni.

e Kratkodoba stabilita analytu v matrici pti pokojové teploté nebo teploté, pii které
se vzorek zpracovava.

e Dlouhodobd stabilita analytu v matrici v mraznicce. [40]
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3.Clile prace

Diplomové price se zabyva vyvojem a validaci analytické metody pro stanoveni
vybranych benzodiazepinli a zolpidemu v biologickém materidlu (krevni sérum). Mezi cile
diplomové prace patfi:

e Vyvoj a optimalizace extrakénich podminek vybranych benzodiazepint
(alprazolam, bromazepam, diazepam, chlordiazepoxid, klonazepam, midazolam,
oxazepam) a zolpidemu.

e Validace bioanalytické metody pro pouziti v klinické praxi s vyuzitim
ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie spojené s vysokorozliSovacim
hmotnostnim spektrometrem (UHPLC-HRMS).

e Oveéteni spolehlivosti validované metody ucasti v cyklu externiho hodnoceni
kvality se ziskem certifikatu.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pristroje, pomiicky a chemikalie

4.1.1. Pristroje a pomucky

Automatické pipety Finnpipette F1, Thermo Scientific, Finsko (2-20 ul, 20-200 pl,
10-100 pl, 100-1 000 pl, 5-50 ul)

Spi¢ky k automatickym pipetam Finntip Flex 200, Finntip Flex 1 000

Ttepacka (Vortex) IKA Vibrax VXR Basic (typ VX2E), Némecko

Centrifuga Sigma, Némecko

Ultrazvukova lazen Transsonic 420, Némecko

Vakuova odparka Christ, Némecko

Polypropylenové zkumavky (PP zkumavky) 2 ml, Sarstedt, Némecko

Laboratorni sklo (kadinky, vialky, inzerty, lahve na roztoky)

UHPLC-HRMS Q-Exactive Focus, ThermoFisher Scientific, Némecko

4.1.2. Chemikalie

4.1.2.1. Standardy

Alprazolam roztok (A-903, Cerilliant), 1.0 mg/ml v methanolu, ampule 1 ml, CRM
Bromazepam roztok (B-903, Cerilliant), 1.0 mg/ml v methanolu, ampule 1 ml, CRM
Diazepam roztok (D-907, Cerilliant), 1.0 mg/ml v methanolu, ampule 1 ml, CRM
Chlordiazepoxid roztok (C-022, Cerilliant), 1.0 mg/ml v methanolu, ampule 1 ml,
CRM

Klonazepam roztok (C-907, Cerilliant), 1.0 mg/ml v methanolu, ampule 1 ml, CRM
Midazolam roztok (M-908, Cerilliant), 1.0 mg/ml v methanolu, ampule 1 ml, CRM
Oxazepam roztok (0-902, Cerilliant), 1.0 mg/ml v methanolu, ampule 1 ml, CRM
Zolpidem roztok (Z-017, Cerilliant), 1.0 mg/ml v methanolu, ampule 1 ml, CRM

4.1.2.2. Vnitini standardy

Alprazolam-ds (roztok 100 pg/ml v MeOH, CRM, Supelco)
Diazepam-ds (roztok 100 pg/ml v MeOH, CRM, Supelco)
Klonazepam-d4 (roztok 100 pg/ml v MeOH, CRM, Supelco)
Reserpin (CRM, Supelco)

Zolpidem-ds (roztok 100 pg/ml v MeOH, CRM, Supelco)
Sufentanil-ds (roztok 100 pg/ml v MeOH, CRM, Supelco)

4.1.2.3. Rozpoustédla

Acetonitril, LC-MS Chromasolv (Honeywell)
Dichlormethan, Fluka
Ethylacetat, LC-MS Chromasolv (Honeywell)
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e Hexan, Chromasolv (Honeywell)

e [sopropanol, Lichrosolv (Merck)

e Methanol, LC-MS Chromasolv (Honeywell)

e MTBE (methyl-terc-butyléter), anhydrous 99,8 %, Sigma-Aldrich

4.1.2.4. Ostatni

4.2. Pracovni postupy

4.2.1. Priprava roztoku

4.2.1.1. Priprava smésnych kalibrdtori

Hydroxid sodny 0,5 mol/l, anhydrous 98 %, Sigma-Aldrich
Ultracista voda
ZnS0O4 40 mM v MeOH 66%

Koncentrace zakoupenych certifikovanych referen¢nich materidli (zasobnich roztok)
byla pro vSechny méfené analyty (standardy) 1 mg/ml v MeOH. Pro valida¢ni ucely bylo
ptfipraveno 10 smésnych kalibrac¢nich roztokii. Smisenim vypocitanych objemii zasobnich
roztokli s methanolem byl pfipraven smésny kalibrator nejvyssi koncentrace Ko, z néj byly
poté dalsim ftedénim pfipraveny smésné kalibratory o niz§ich koncentracich Ko-Kj.
Pro méfeni se vyuzival vzorek (95 pl) s pridavkem 5 pl smésného kalibratoru. Zasobni
roztoky a smésné kalibratory byly ulozeny v mrazicim boxu pii -20 °C. Koncentrace
smésnych kalibratorii a vysledné koncentrace standardii ve vzorku jsou uvedeny v Tab. 1

a Tab. 2.
Koncentrace standardi v kalibracnich roztocich K;-K;o [ng/ml]
Standard
Ki | K | Ks K4 Ks Ks K, Ks Koy Kio

Alprazolam 80 | 140 | 245 | 429 750 | 1313 | 2298 | 4021 | 12315 | 14800
Bromazepam 160 | 280 | 490 | 858 | 1501 | 2626 | 4596 | 8042 | 24 630 | 29 600
Diazepam 320 | 560 [ 980 | 1715 | 3001 | 5252 | 9191 | 16 085 | 49260 | 59 100
Chlordiazepoxid | 320 | 560 | 980 | 1715 | 3001 | 5252 | 9191 | 16 085 | 49260 | 59 100
Klonazepam 80 | 140 | 245 | 429 750 | 1313 12298 | 4021 | 7037 | 8400
Midazolam 160 | 280 | 490 | 858 | 1501 | 2626 | 4596 | 8042 | 14074 | 16 900
Oxazepam 320 | 560 [ 980 | 1715 | 3001 | 5252 | 9191 | 16 085 | 49260 | 59 100
Zolpidem 80 | 140 | 245 | 429 750 | 1313 (2298 | 4021 | 12315 | 14800

Tab. 1. Koncentrace smésnych kalibratori
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Standard Vysledné koncentrace standardii ve vzorku [ng/ml]
Kiy K, K3 K4 Ks K K5 Ks Ky Kio
Alprazolam 40 | 7,0 | 123 1214 | 37,5 | 65,7 | 1149 | 201,1 | 3519 615,7
Bromazepam 8,0 | 14,0 ]24,5]1429 | 750 | 131,3 ] 229,8 | 402,1 | 703,7 | 1231,5
Diazepam 16,0 | 28,0 | 49,0 | 85,8 | 150,1 | 262,6 | 459,6 | 804,2 | 1407,4 | 2463,0
Chlordiazepoxid | 16,0 | 28,0 | 49,0 | 85,8 | 150,1 | 262,2 | 459,6 | 804,2 | 1407,4 | 2463,0
Klonazepam 40 | 7,0 | 123 1214 | 37,5 | 65,7 | 1149 | 201,1 | 3519 615,7
Midazolam 8,0 | 14,0 ]24,5]1429 | 750 | 131,3 ] 229,8 | 402,1 | 703,7 | 1231,5
Oxazepam 16,0 | 28,0 | 49,0 | 85,8 | 150,1 | 262,6 | 459,6 | 804,2 | 14074 | 2463,0
Zolpidem 40| 7,0 | 123 | 21,4 | 37,5 | 65,7 | 1149 | 201,1 | 351,9 615,7
Tab. 2: Vysledné koncentrace standardii ve vzorku

4.2.1.2. Piiprava smésného vnitiniho standardu

Pti vyvoji metody byly pouzity rizné vnitini standardy (IS). Jako izotopicky znacené
IS se vyuzily alprazolam-ds, diazepam-ds, klonazepam-d4, zolpidem-ds, sufentanil-ds
a neznaceny reserpin. Koncentrace pracovnich roztokl pro alprazolam-ds a sufentanil-ds byla
10 000 ng/ml, kterd byla pfipravena fedénim ze zakoupenych zasobnich roztokil o koncentraci
100 000 ng/ml. Roztok reserpinu byl pfipraven navdzenim potfebného mnozstvi pevného
reserpinu a rozpusSténim v methanolu na koncentraci 100 000 ng/ml. Koncentrace ostatnich
zakoupenych zasobnich roztoki IS byla rovnéz 100 000 ng/ml. Smisenim zasobnich roztokt
a doplnénim methanolem do objemu 500 pl byl pfipraven smésny roztok vnitinich standardi
(BZDZ-IS). Mnozstvi smésného IS, pridavaného ke v§em typtim vzorkd, €inilo 5 ul ke 100 pl
biologického materidlu (séra). Zasobni roztoky a smé&sné IS byly uloZeny v mrazicim boxu
pti -20 °C. Koncentrace vnitinich standard ve smésném IS a vysledné koncentrace ve vzorku
jsou uvedeny v Tab. 3 a Tab. 4.

Pfi vyvoji a validaci metody byl také vyuZivan acetonitril s obsahem BZDZ-IS —
acetonitril zde slouZil jako precipitacniho ¢inidlo (ACN s BZDZ-IS). ACN s BZDZ-IS byl
pfipraven smisenim 0,125 ml BZDZ-IS s ACN do celkového objemu 10 ml — celkové
mnozstvi ACN v tomto smiseném IS ¢inilo 98,75 %. MnozZstvi ACN s BZDZ-IS ptiddvaného
ke vzorkiim ¢inilo 400 pl.

IS Koncentrace [ng/ml]
Alprazolam-ds 400
Diazepam-ds 4 000
Klonazepam-ds4 800
Reserpin 2 000
Zolpidem-de 2 000
Sufentanil-ds 1 000

Tab. 3: Koncentrace vnitrnich standardi ve smésnem IS
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IS

Vysledné
koncentrace ve
vzorku [ng/ml]

Alprazolam-ds 20
Diazepam-ds 200
Klonazepam-ds4 40
Reserpin 100
Zolpidem-de 100

Sufentanil-ds 50

Tab. 4: Vysledné koncentrace IS ve vzorku

4.2.1.3. Priprava QC roztokii

Pti vyvoji metody byly za ti¢elem validace ptipraveny kontrolni roztoky QC (Quality
Control), a to ve ¢tyfech koncentracich (LLOQ, QCA, QCB a QCC) pokryvajicich rozsah
kalibra¢ni kiivky dle smérnice EMA. QC roztok nejvyssi koncentrace (QCC) byl ptipraven
ze smésného kalibratoru Ko nafedénim methanolem a ptedstavoval 75 % rozsahu kalibra¢ni
kiivky. QCB roztok byl pfipraven dal§im fedénim methanolem a ptfedstavoval sttedni hodnotu
rozsahu kalibra¢ni kiivky. Dal§im fedénim byl pfipraven roztok QCA a jeho hodnota Cinila
2,5nasobek hodnoty LLOQ. Roztok LLOQ, ptedstavujici spodni limit kvantifikace, odpovidal
hodnotou smésnému kalibratoru K;. QC roztoky vcetné LLOQ byly ulozeny v mrazicim boxu
pii -20 °C. Koncentrace standardii ve smésnych QC roztocich a vysledné koncentrace QC
ve vzorku jsou uvedeny v Tab. 5 a Tab. 6.

Koncentrace [ng/ml]
Standard 7760 | QCA | QCB | QCC
Alprazolam 80 200 900 8 445
Bromazepam 160 400 1 801 16 889
Diazepam 320 800 3602 33778
Chlordiazepoxid 320 800 3602 33778
Klonazepam 80 200 900 8 445
Midazolam 160 400 1 801 16 889
Oxazepam 320 800 3602 33778
Zolpidem 80 200 900 8 445

Tab. 5. Koncentrace standardii ve smésnych QC roztocich
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Vysledné koncentrace ve vzorku [ng/ml]
Standard 5760 | QCA | QCB | QCC
Alprazolam 4.0 10,0 45,0 4222
Bromazepam 8,0 20,0 90,0 844.,5
Diazepam 16,0 40,0 180,1 1 688,9
Chlordiazepoxid 16,0 40,0 180,1 1 688.9
Klonazepam 4,0 10,0 45,0 4222
Midazolam 8,0 20,0 90,0 844.5
Oxazepam 16,0 40,0 180,1 1 688.9
Zolpidem 4,0 10,0 45,0 4222

Tab. 6: Vysledné koncentrace QC ve vzorku

4.2.2. Vyvoj extrakéni metody
4.2.2.1. Optimalizace extrakcénich podminek

Béhem vyvoje metody pro Upravu vzorku pted vlastni analyzou se testovaly: extrakce
z kapaliny do kapaliny (LLE) v neutrdlnim a zé4saditém prostfedi a proteinovéa precipitace
(PP). VSechny vzorky pro extrakéni experimenty byly pfipravovany v triplikatu. Hlavnimi
pozadavky kladenymi na extrakéni metodu byla jednoduchd a rychld proveditelnost,
dostatecnd vytéznost a opakovatelnost. V ramci vyvoje byla testovdna rizna organicka
rozpoustédla a jejich kombinace.

Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) v neutralnim prostredi

Béhem testovani LLE byla pouzita nasledujici extrakéni Cinidla: ethylacetat,
dichlormethan, hexan, MTBE. Dale byly zkouSeny smési: ethylacetat:dichlormethan (8:2),
hexan:ethylacetat (5:5), ethylacetat: MTBE (7:3), hexan:ethylacetat (94:6),
ethylacetat:dichlormethan:MTBE (6:2:2), ethylacetat:dichlormethan (5:5).

K 95 ul blankového séra bylo ptidano 5 pl roztoku QCA a 500 pl extrakéniho ¢inidla.
Poté byly vzorky tfepany 10 minut na vortexu (rychlosti 1 500 ot/min) a nasledné 5 minut
centrifugovany (rychlosti 15 000 ot/min pii 20 °C). Po oddéleni vrstev bylo odebrano 300 pl
organické faze do PP zkumavky a vloZzeno do vakuové odparky k odpafeni do sucha
(10-15 minut, 40 °C). Odparek byl poté rozpustén ve 100 pl smési MeOH a vody v poméru
50:50, protfepan na vortexu (1 min, 800-1 000 ot/min), pfenesen do vialky s inzertem
a analyzovan.

Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) v zasaditém prostredi

LLE v zasaditém prostiedi byla provedena za stejnych podminek a za pouziti stejnych
extrak¢nich ¢inidel jako neutrdlni LLE, avSak ke vzorku bylo navic ptiddno 20 ul NaOH
(0,5 mol/l).

K 95 pl blankového séra bylo pfidano 5 pl roztoku QCA, 20 ul NaOH a 500 pl
extrakéniho €inidla. Poté byly vzorky tfepany 10 minut na vortexu (rychlosti 1 500 ot/min)
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anasledné 5 minut centrifugovany (rychlosti 15 000 ot/min pii 20 °C). Po odd¢leni vrstev
bylo odebrano 300 pl organické faze do PP zkumavky a vlozeno do vakuové odparky
k odpaieni do sucha (10-15 minut, 40 °C). Odparek byl poté rozpustén ve 100 pl smesi
MeOH a vody v poméru 50:50, protfepan na vortexu (1 min, 800-1 000 ot/min), pfenesen
do vialky s inzertem a analyzovan.

Proteinova precipitace (PP)

Pii proteinové precipitaci byla pouzita ndsledujici precipitacni Cinidla: acetonitril,
methanol, isopropanol, 40 mM ZnSOs v MeOH 66% a smé ACN:MeOH (50:50).

K 95 pl blankového séra bylo pfiddno 5 pl roztoku QCA a 400 pl precipitacniho
¢inidla. Vzorky byly tfepany 1 minutu na vortexu (rychlosti 1 500 ot/min), poté 5 minut
centrifugovany (rychlosti 15 000 ot/min pii 20 °C). Supernatant byl pfenesen do vialky
s inzertem a analyzovan.

4.2.2.2. Vybér vhodného IS

Pro vybér vhodného IS byly pfipraveny 2 kalibra¢ni fady. K 95 pl blankového séra
bylo pfidano 5 pl kalibratoru Ki-Kio a nasledné 400 ul ACN s BZDZ-IS. ACN zde slouZil
jako precipitacni ¢inidlo, které se ukazalo byt nejvhodnéjsi pro Upravu vzorku. Vzorky byly
ttepany 1 minutu na vortexu (rychlosti 1 500 ot/min), poté 5 minut centrifugovany (rychlosti
15 000 ot/min pii 20 °C) a nasledné byl supernatant pfenesen do vialky s inzertem
a analyzovan. Jako kalibra¢ni bod Ko bylo analyzovéano ¢isté blankové sérum.

4.2.3. Validace

Pti validaci byly testovany nasledujici parametry: kalibraéni zévislost, pfesnost
a preciznost (QC vzorky), vytéznost (Recovery), matricové efekty, stabilita v autosampleru
a stabilita analytu v matrici pii zamrazeni a rozmrazeni (Freeze-Thaw). Validace vychdzela
ze smérnice EMA, parametr vytéZznost ze smérnice FDA. M¢feni validace bylo provedeno
ve tfech setech (batch) béhem tfi riznych dnl. Schéma validace je uvedeno v Tab. 7.

Batch 1 Batch 2 Batch 3
Kalibrace Kalibrace Kalibrace
QC vzorky QC vzorky QC vzorky
Recovery Freeze-Thaw
Matricové efekty Autosampler stability

4.2.3.1. Kalibrace

Tab. 7: Schéma validace

Kalibrace byla méfena v kazdém validaénim setu ve dvou sériich. Kalibra¢ni body

vychéazely z tfady kalibratorit (Ki-Kio), z nultého kalibratoru Ko a slepého vzorku (Co).
Kalibra¢ni vzorky Ki-Kio byly pfipraveny ptidavkem 5 ul piislusného kalibratoru k 95 pl
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blankového séra. Nasledné bylo pfiddno 400 pul ACN s BZDZ-IS. Nulty kalibrator Ko byl
pfipraven smisenim 100 pl blankového séra s 400 pl ACN s BZDZ-IS. Slepy vzorek Co
neobsahoval kalibrator ani IS, byl pfipraven smisenim 100 pl blankového séra s 400 ul ACN.
Vsechny vzorky byly 5 minut tiepany na vortexu (1 500 ot/min), poté 5 minut centrifugovany
(15 000 ot/min, 20 °C), nasledn¢ byl supernatant piepipetovan do vialky s inzertem
a analyzovan.

4.2.3.2. QC vzorky

Vsechny QC vzorky (LLOQ, QCA, QCB, QCC) byly v kazdém valida¢nim setu
pfipraveny po Sesti. K 95 pl blankového séra bylo pfidano 5 ul pfislusného QC vzorku
(LLOQ odpovidalo Ki) a nasledn¢ 400 ul ACN s BZDZ-IS. Vzorky byly 5 minut tfepany
na vortexu (1 500 ot/min), poté 5 minut centrifugovany (15 000 ot/min, 20 °C), nasledn¢ byl
supernatant prepipetovan do vialky s inzertem a analyzovan.

4.2.3.3. Recovery

Pro méteni vytéznosti metody byly vyuzity QC vzorky (QCA, QCB a QCC), pricemz
bylo pfipraveno 6 vzorkil pro kazdou z téchto koncentraci. Ke 100 pl blankového séra bylo
pfidano 400 pl ACN, vzorky byly 5 minut tfepany na vortexu (1 500 ot/min) a nasledné
5 minut centrifugovany (15 000 ot/min, 20 °C). 92 pl supernatantu bylo piepipetovano
donové PP zkumavky a byly pfidany 4 pl piislusného QC vzorku a 4 pl smésného IS.
Po promichani byly vzorky ptepipetovany do vialky s inzertem a analyzovany.

4.2.3.4. Matricové efekty

Pro méfeni matricovych efekti byly rovnéz vyuzity QC vzorky (QCA, QCB, QCC),
ptfi¢emzZ bylo pfipraveno 6 vzorkl pro kazdou z téchto koncentraci. K 92 ul 80 % ACN byly
pfidany 4 pl pfislusného QC vzorku a 4 pl smésného IS. Vzorky se promichaly, byly
pfepipetovany do vialky s inzertem a analyzovany.

4.2.3.5. Stabilita analytu v matrici pii zamrazeni a rozmrazeni (Freeze-Thaw)

Pro méfeni freeze-thaw stability byly vyuzity 2 koncentra¢ni hladiny (QCB a QCC
vzorky), pfi¢emz pro kazdou koncentraci bylo pfipraveno 6 vzorki. K 95 pl blankového séra
bylo ptfidéno 5 pl pfislusného QC vzorku. Ke tfem vzorkliim bylo ptidano 400 pl ACN
s BZDZ-IS, poté byly vzorky 5 minut tfepany na vortexu (1 500 ot/min), 5 minut
centrifugovany (15 000 ot/min, 20 °C) a nasledné byl supernatant piepipetovan do vialky
s inzertem a analyzovan. Zbylé tfi vzorky byly zamrazeny na 30 minut pii -20 °C, a poté
rozmrazeny v teplé vode€. Tento postup byl 3x zopakovan. Poté bylo ptidano 400 pul ACN
s BZDZ-1S. Vzorky byly 5 minut tfepany na vortexu (1 500 ot/min), 5 minut centrifugovany
(15 000 ot/min, 20 °C) a nasledn¢ byl supernatant prepipetovan do vialky s inzertem
a analyzovan.
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4.2.3.6. Stabilita v autosampleru

Pro méfenti stability v autosampleru byly vyuzity 2 koncentra¢ni hladiny (QCB a QCC
vzorky), pfi¢emz pro kazdou koncentraci bylo analyzovéno 6 vzorkl. K méfeni byly pouzity
jiz ptipravené vzorky, které byly poté ponechdny 24 hodin v autosampleru, znovu nastfiknuty
na kolonu a analyzovany.

4.3. UHPLC-HRMS analyza

Stanoveni hladin vybranych benzodiazepinii a zolpidemu bylo provadéno
na hmotnostnim spektrometru s vysokym rozliSenim Q-Exactive Focus ve spojeni s UHPLC.
Vysoké rozliSeni (R = 70 000) a spravnost ureni m/z (<2 ppm s vyuzitim interni kalibrace)
zajistilo dostatecnou selektivitu metody bez nutnosti provadét fragmentaci analyzovanych
molekul. Analyty byly stanovovéany jako molekulové ionty [M+H]" ve Full-MS moddu (sken
celého spektra) vrozsahu m/z 70-900. Hmotnostni spektrometr, vybaveny ionizaénim
zdrojem HESI-II (Heated-electrospray ionization), operoval v pozitivhim modu ionizace
s nastavenim téchto parametri: spray voltage + 3.5 kV; S-lens RF level + 70 V; capillary
temperature 350 °C; aux gas heater temperature 350 °C; sheet gas flow 45 arbitrary units;
auxiliary gas flow 15 arbitrary units.

Separace analytii probihala na kolon¢ Luna Omega 1,6 pm Polar C18 (50 x 2,1 mm
ID; Phenomenex, Torrace, USA), chranénou odpovidajici ptedkolonkou (C18, Phenomenex)
v gradientovém moédu s rychlosti pritoku mobilni faze 0,6 ml/min a pti 45 °C. Slozeni
mobilni faze bylo nasledujici: roztok A — 0,1% HCOOH; roztok B — ACN:MeOH (50:50)
s obsahem 0,1% HCOOH. Program gradientu: 0 % B 0-0,5 min; 100 % B 0,5-3,5 min;
proplach kolony pti 100% organice a néslednd ekvilibrace do vychozich podminek. Celkova
doba analyzy byla 5,5 minut. Pfehled analyti je uveden v Tab. 8.

Standard Sumarni vzorec [M+H]* Rt (min)
Alprazolam C17H13CINg 309,09015 2,90
Bromazepam C14H10BrN;O 316,00800 2,58
Diazepam C16H13CIN2O 285,07892 3,04
Chlordiazepoxid Ci6H14CIN3O 300,08982 2,32
Klonazepam C15H10CIN3O3 316,04835 2,79
Midazolam C1sHi3CIFN3 326,08548 2,49
Oxazepam C15H11CIN2O> 287,05818 2,77
Zolpidem Ci19H21N30 308,17574 2,30

Tab. 8: Prehled analytii
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5. Vysledky

5.1. Optimalizace extrak¢nich podminek

5.1.1. Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce z kapaliny do kapaliny byla provedena pomoci extrakénich CcCinidel
ethylacetatu (EtAC), dichlormethanu (DCM), hexanu, methyl-terc-butyléteru (MTBE) a jejich
kombinaci: ethylacetat:dichlormethan (8:2), hexan:ethylacetat (5:5), ethylacetat:MTBE (7:3),
hexan:ethylacetat (94:6), ethylacetat:dichlormethan:MTBE (6:2:2)
a ethylacetat:dichlormethan (5:5). Vytéznost extrakce pro jednotliva ¢inidla byla ziskana
na zaklad¢é vypoctu poméru plochy analytu ve vzorku ku plose analytu v ¢istém rozpoustédle.
Vliv matricovych efektl pro ucely optimalizace extrakénich podminek byl cilené zanedban.
Vysledky procentudlni vytéznosti véetné smérodatné odchylky (SD) vypocitané z méteni
triplikatd jsou uvedeny v Tab. 9 a Tab. 10.

Extrakce byla nejprve testovana v neutrdlnim prostiedi za pouziti vSech vySe
zminénych ¢inidel (Tab. 9). Nejméné vhodnym ¢inidlem byl hexan, ktery vétSinu standardi
extrahoval v minimalnim mnozZstvi nebo vitbec. Nejvyssi vytéznosti dosahl u diazepamu, a to
pouze 43,4 %. Z cistych extrakénich Cinidel dosahoval nejvyssi vytéznosti s piijatelnou
opakovatelnosti ethylacetat, ptiCemz nejhorsich vysledkt pii extrakei do ethylacetatu dosahl
diazepam. Pii testovani smési Cinidel se jako nevhodnéj$i prokdzala kombinace
ethylacetat:dichlormethan:MTBE (6:2:2), ktera dosahovala vysoké vytéznosti s velmi dobrou
opakovatelnosti. Nejméné vhodna byla kombinace hexan:ethylacetat (94:6), kdy se vytéznosti
nad 50 % doséhlo pouze u diazepamu a midazolamu.

Z diivodu bazicity analyzovanych latek byla pro zjisténi ucinku extrakce testovana
LLE v zasaditém prosttedi (Tab. 10). Zasaditého prostiedi bylo dosazeno piidavkem NaOH
(0,5 mol/l). K extrakci byla pouzita stejnd extrakéni Cinidla a jejich kombinace jako pii LLE
v neutrdlnim prostiedi. Ve vétSin€ ptipadi (s vyjimkou dichlormethanu) se zvysila vytéznost
extrakce do vSech ¢inidel oproti neutrdlnimu prosttedi. NejhorSich vysledka stale dosahoval
hexan, vytéznost se vyrazné zlepSila pouze u midazolamu (52,6 %). Z cistych extrakcnich
¢inidel dosahoval nejvy$$i vytéZnosti s piijatelnou opakovatelnosti stale ethylacetat.
U kombinace hexan:ethylacetat (94:6) doSlo u vétSiny standardd ke zhorSeni vytéZznosti.
V zésaditém prostiedi se vyrazné zlepSila vytéZnost a opakovatelnost u smési
hexan:ethylacetat (5:5) a ethylacetat: MTBE (7:3), ktera se ukéazala byt nejvhodnéjsi extrakéni
smési pro LLE vybranych benzodiazepinii a zolpidemu. Grafy 1-10 znazoriiuji porovnani
vytéznosti standardi do extrak¢nich ¢inidel v neutralnim a zasaditém prostiedi.
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VytéZnost = SD [%]

Standard EtAC:DCM | Hexan:EtAC | EtAC:MTBE | Hexan:EtAC | EtAC:DCM:MTBE | EtAC:DCM
EtAC DCM Hexan MTBE (8:2) (5:5) (7:3) (94:6) (6:2:2) (5:5)
Alprazolam 87,8 +10,7 62,9 +5,1 1,1 +£13,7 52,7+£21,7 84,4 +£7,6 72,3 +4,7 87,9 £ 15,0 9,9+93 82,4+3,8 73,9 £8,5
Bromazepam 81,7+9,6 62,0 £38,1 0 66,0 £+ 6,4 87,3£5,9 80,9 £ 3,6 89,1 £2,3 19,7 +6,7 85,543 68,3 £6,0
Diazepam 74,5+202 | 41,9+128 | 434+6,2 | 48,8+24)5 78,4+5,0 80,7 + 4,6 66,6 17,5 62,1 +74 76,3 4,1 47,1+75
Chlordiazepoxid 81,2 +8,4 599+53 3,0+£64 64,1 £7.8 85,2+5,2 75,2+3,9 89,7+0,7 25,1+4,6 85,3+5,8 67,1 £4,6
Klonazepam 81,1 £12,8 59,1 £6,8 0 58,2+12,2 86,8 7,9 80,8 +5,4 81,7+ 6,8 31,1+4,9 84,2 +3,9 62,7+3,4
Midazolam 86,9+ 11,6 56,4+5,3 20,5+4,2 66,3+3,9 88,7+5,0 77,1 £4.5 86,7 +4,1 59,3+3,7 86,6 + 3,8 65,3+4,0
Oxazepam 82,7+ 10,5 61,3+6,1 0 61,1 £8,1 86,1 £7,2 78.5+4,7 85,7+2,5 9,7+6,1 84,3 +3,6 66,7+ 3,8
Zolpidem 81,5£10,9 | 643+6,8 1,6 8,6 38,1 11,2 87,7+6,4 80,6 = 5,7 87,2+1,2 11,7+6,7 87343 68,7 3,8
Tab. 9. Vyteznost standardii pri LLE v neutralnim prostiedi
VytéZnost £ SD [%]
Standard EtAC:DCM | Hexan:EtAC | EtAC:MTBE | Hexan:EtAC | EtAC:DCM:MTBE | EtAC:DCM
EtAC DCM Hexan MTBE (8:2) (5:5) (7:3) (94:6) (6:2:2) (5:5)

Alprazolam 108,3+10,7 | 71,5+8.8 1,8+ 6,0 68,0+ 8,1 106,4 + 6,6 83,0+ 3,6 98,3 +3,6 8,7£4,0 98,9+5,9 93,1 +8,7
Bromazepam 108,9+ 10,7 | 72,9+472 0 76,1 +7,2 1074+ 7,9 90,3 + 3,7 1002+ 2,4 16,8 +3,6 102,0 + 3,8 94,6 +9,5
Diazepam 94,6 +9,3 39, 74,3 | 48,7+15,7 799+ 6,4 84,1 £10,7 76,9 + 3,6 98,3+2,5 65,1 +3,7 854+1,9 69,6 + 8,0
Chlordiazepoxid | 1003 +12,0 | 64,9+25 13+£62 74,3 +5.,6 99,0 £ 6,4 82,9+34 87,6 £3,2 22,1+8.3 91,0+ 5,6 83,7+9,2
Klonazepam 108,5+11,8 | 67,3+3,8 0 70,5 +6,3 107,1+7.7 95,1 +4,7 97,6 £2,7 10,8 6,8 101,6 £ 6,9 93,6 10,4
Midazolam 116,0+9,7 53,5+3,9 52,6 2,2 85,6 £5,8 112,0+ 6,2 95,7+2,9 101,9+2,0 72,5+6,2 102,2+4,0 90,6 + 9,4
Oxazepam 109,5+ 10,8 63.8+3,4 0 72,7+6,7 1059+ 7,2 88.8+4,0 96,1 +3,3 6,9+9,2 98.2+5,4 90,8+ 9,0
Zolpidem 110,6 £132 | 63,9+3,0 | 252+3.7 74,3 +£6,5 106,1+7,0 90,6 £4,3 94,0 +2,0 29,1 +£20,7 100,2 + 5,7 90,8 +9,1

Tab. 10: Vyteznost standardi pri LLE v zdsaditém prostredi
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5.1.2. Proteinova precipitace

\@b

Dalsi zkouSenou extrakéni metodou byla proteinova precipitace. Testovanymi
precipitaénimi €inidly byly acetonitril, methanol, ACN:MeOH (50:50), isopropanol a 40 mM
ZnSO4 v MeOH 66%. Vytéznost precipitace byla stejn¢ jako u LLE zjiSténa na zakladé
vypoc¢tu poméru plochy analytu ve vzorku ku ploSe analytu v ¢istém rozpoustédle. Vysledky
procentudlni vytéznosti vcetné smérodatné odchylky jsou uvedeny v Tab. 11. Porovnani
vytéznosti jednotlivych precipitacnich ¢inidel je zndzornéno v Grafu 11.

Vsechna precipitaéni c¢inidla prokazala dobrou vytéznost (59-118 %), nejhorsich
vysledkl dosahoval ZnSO4 v MeOH. Nejvhodnéj$im precipitatnim ¢inidlem byl acetonitril,

ktery dosahoval nejvyssi vytéznosti (98-118 %) a nejlepsi opakovatelnosti. Z tohoto diivodu,
véetné rychlosti a jednoduchosti provedeni, byla proteinova precipitace acetonitrilem zvolena
jako metoda volby pro upravu vzorku pfed analyzou i pro naslednou validaci.

VytéZnost £ SD [%]
ZnSO4
Standard Acetonitril | Methanol ACN:MeOH Isopropanol | v MeOH
(50:50) 66%
Alprazolam 989+1,4 | 108,7+5,8 111,0+7,7 77,1 +4,1 84,5+42
Bromazepam 1054+2,5| 87,3+9,4 97,4 +£6,8 84,1 +2,2 73,4+5,6
Diazepam 98,5+ 1,1 66,3 +5,3 79,8 £ 5,0 70,2+ 3,4 76,8 £ 2,5
Chlordiazepoxid | 1053 +0,5| 89,9+7.38 97,5+ 72 84,1 £3,5 84,7+ 4,8
Klonazepam 109,6 £2,3 | 72,0+6,8 89,6 +7,1 79,5+ 2,4 86,6 + 3,7
Midazolam 1184+1,3| 955+64 105,1 + 6,4 94,4 +3,0 59,4+3,5
Oxazepam 104,1+£1,1 | 79,5+7,1 90,6 + 6,5 79,4 +272 67,6 3,0
Zolpidem 1054+1,1 | 82,7+6,9 91,8+7,3 82,0+ 3,7 78,6 £2.9

Tab. 11: Vyteznost standardii pri proteinové precipitaci
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5.2. Vybér vhodného IS

Analyty alprazolam, diazepam, klonazepam a zolpidem mély k dispozici izotopicky
znacené vnitini standardy. Z tohoto diivodu pro tyto analyty nebyla testovana vhodnost jinych
IS a validace byla provedena s odpovidajicimi deuterovanymi IS. Vnitini standardy
ke zbyvajicim analytim (bromazepam, chlordiazepoxid, midazolam a oxazepam) byly
vybirdny na zéklad€¢ hodnoceni kalibra¢ni zavislosti pomoci ptislusného IS, konkrétné
koeficientu determinace R?, ktery popisuje celkovou variabilitu z4vislé proménné
na regresnim modelu. Jako regresni model byl zvolen polynom druhého stupné s vyuzitim
vazkové analyzy 1/x%. Kazdy analyt byl hodnocen individualng v0¢i vSem vnitinim
standardim (alprazolam-ds, diazepam-ds, klonazepam-ds4, zolpidem-ds, sufentanil-ds
areserpin). Vypocitané koeficienty determinace kalibra¢ni zavislosti jednotlivych analyth
vuci IS jsou uvedeny v Tab. 12. NejhorSich vysledkli dosahoval reserpin a alprazolam-ds,
nejlepSich diazepam-ds, déle sufentanil-ds a zolpidem-ds. Finaln€ pro vSechny Ctyfi analyty
byl vybran jako nejvhodnéjsi IS diazepam-ds. Pfed validaci metody nebyly v samotném
experimentu hodnoceny matricové efekty. Pokud by piislusny vnitini standard dostate¢né
nekorigoval matricové efekty, musel by byt vybran jiny. Jelikoz se v rdmci validace metody
pouzival BZDZ-IS s obsahem vSech Sesti vnitinich standardli, a zarovenn hmotnostni
spektrometr pracoval ve Full-MS modu, bylo pifipadné mozné retrospektivné vyhodnotit
validac¢ni sekvence na jakykoliv vnitini standard bez nutnosti opétovné piipravy vzorki.

47



Koeficient determinace (R?)
Standard Alprazolam- | Diazepam- | Klonazepam- . Zolpidem- | Sufentanil-
Reserpin
ds ds d4 ds ds
Bromazepam 0,9988 0,9994 0,9990 0,9989 0,9991 0,9991
Chlordiazepoxid 0,9982 0,9991 0,9983 0,9977 0,9985 0,9985
Midazolam 0,9981 0,9988 0,9982 0,9975 0,9984 0,9984
Oxazepam 0,9983 0,9990 0,9986 0,9986 0,9987 0,9988

Tab. 12: Vyber vhodného IS dle koeficientu determinace

5.3. Validace

Po optimalizaci extrakéni metody a s vyuzitim pfedem definovanych
chromatografickych a hmotnostné spektrometrickych podminek analyzy vybranych
benzodiazepint a zolpidemu, byla metoda validovana dle doporuceni smérnice EMA. Mezi
sledované parametry validace patfily: kalibra¢ni zavislost, pfesnost a preciznost v sérii a mezi
sériemi, vytéznost, matricové efekty, stabilita analyti v autosampleru a stabilita analytl
v matrici pfi zamrazeni a rozmrazeni.

5.3.1. Kalibrace

Hodnoceni kalibraénich zavislosti probihalo z dvojiho méfeni v kazdém validaénim
setu. U kazdé desetibodové kalibrace byl proveden zpétny prepocet koncentraci jednotlivych
kalibracnich bodl. Dle wvalida¢nich kritérii byla povolend odchylka od dané hodnoty
koncentrace nejvyse 15 %, u LLOQ (pfedstavovano bodem Ki) 20 %, pti¢emz toto kritérium
splnilo minimaln¢ 8 z 10 kalibra¢nich bodd. Pro ucely hodnoceni QC vzorkl byly obé
kalibrace zprimérovany. Jako regresni model byla zvolena polynomickéd funkce druhého
stupné (y = ax’> + bx + ¢) s vyuzitim vazkové analyzy 1/x*>. Opakovatelnost kalibra¢nich
méteni v ramei celého validacniho procesu (celkem 6 kalibraci) je vyjadrena jako primérna
hodnota ¢lenu b se smérodatnou odchylkou a variacnim koeficientem (Tab. 13). V Tab. 14
jsou uvedeny koncentra¢ni rozmezi danych analyt v€etné kalibra¢niho rozsahu metody.

Standard b + SD CV (%)
Alprazolam 0,06203 + 0,0071 11,4
Bromazepam 0,00082 + 0,00007 8,4
Diazepam 0,00587 + 0,0004 6.9
Chlordiazepoxid 0,00263 + 0,00031 11,9
Klonazepam 0,01763 +0,00258 14,6
Midazolam 0,00422 + 0,00032 7,6
Oxazepam 0,00197 + 0,00022 11,2
Zolpidem 0,01028 + 0,00063 6,1

Tab. 13: Opakovatelnost kalibracnich méreni v ramci celého validacniho procesu
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Standard Terapel[ll:fgc/l;fl]rozmezi Toxicita [ng/ml] Kalib[r:llgé/rllli1 l1iozsah
Alprazolam 5-50 100-400 4-615,7
Bromazepam 50-200 300-400 8-1231,5
Diazepam 100-2 000 3 000-5 000 16-2 463,0
Chlordiazepoxid 400-3 000 3 000-10 000 16-2 463,0
Klonazepam 20-80 100 4-615,7
Midazolam 40-100 1 000 8-1231,5
Oxazepam 200-1 500 2 000 16-2 463,0
Zolpidem 80-150 500 4-615,7

Tab. 14: Koncentracni rozmezi jednotlivych analytii [44]

5.3.2. QC vzorky

Analyzou QC vzorkid na c¢tyfech hladinach (LLOQ, QCA, QCB, QCC) byla
hodnocena preciznost a piesnost metody pro kazdou z validacnich sérii v¢etné vysledkli mezi
sériemi. Povolené odchylky dle smérnice EMA jsou 15 % pro QC vzorky, 20 % pro LLOQ.
Vysledky splituji validacni kritéria smémmice EMA a pohybuji se v rozmezi povolenych

odchylek. Uvedeny jsou v Tab. 15 a Tab. 16.
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BATCH 1 BATCH 2 BATCH 3
k?)tlfcl:e(:l‘;f:zc‘e Preciznost Presnost kit;;(::;::e Preciznost Presnost kit;;(:;igze Preciznost Presnost
Standard QC (Precision) | (Accuracy) (Precision) | (Accuracy) (Precision) | (Accuracy)

ve vzorku (%CV) [%] ve vzorku (%CV) [%] ve vzorku (%CV) [%]

[ng/ml] 0 ? [ng/ml] ’ ° [ng/ml] ’ ’

LLOQ 426 3,0 6,5 3,47 2,8 -13,3 4,16 2.9 4.0

Alprazolam QCA 10,67 3,6 6,7 9,76 1,6 -2,4 9,08 43 9,2
QCB 45,64 1,2 1,4 43,55 0,9 -3,2 39,95 33 -11,2

QCC 403,80 2.3 -4.4 437,36 6,1 3,6 384,23 2,6 -9,0

LLOQ 8,42 1,5 5,3 8,38 33 4.7 8,68 5,6 8,5

Bromazepam QCA 20,09 2.8 0,5 19,77 3,7 -1,2 20,80 2,2 4,0
QCB 87,59 2,7 -2,7 89,16 2.3 -0,9 83,26 2.3 -7,5

QCC 870,96 1,7 3,1 874,72 3,0 3,6 787,18 1,7 -6,8

LLOQ 14,86 3,3 -7,1 17,21 1,8 7,6 14,82 1,6 -7,3

Diazepam QCA 40,19 1,4 0,5 39,70 1,6 -0,8 37,40 7.3 -6,5
QCB 175,13 2.4 -2,8 174,87 1,6 -2,9 171,63 53 -4,7

QCC 1 604,48 1,9 -5,0 1 594,34 2,6 -5,6 1 860,76 4.6 10,2

LLOQ 16,33 2,0 2,1 15,29 3,8 -4,4 14,44 7,7 -9,8
Chlordiazepoxid QCA 40,91 3,0 2.3 34,77 2.9 -13,1 35,49 7,1 -11,3
QCB 178,49 2,7 -0,9 162,41 2,0 -9,8 166,66 4,7 -7,5

QCC 1 626,27 1,3 -3,7 1 545,40 4.5 -8,5 1 920,43 3,6 13,7

LLOQ 3,81 3,0 -4.9 3,75 5,4 -6,2 3,85 8,9 -3,6

Klonazepam QCA 9,55 1,2 -4,5 9,96 3,6 -0,4 9,34 6,0 -6,6
QCB 42.85 2,4 -4,8 38,79 0,5 -13,8 43,43 6,6 -3,5

QCC 397,39 1,5 -5,9 365,18 2,2 -13,5 451,48 49 6,9
LLOQ 8,46 2,0 5,8 7,34 1,0 -8,3 7,08 5,0 -11,5

Midazolam QCA 20,44 2,6 2,2 18,64 2.4 -6,8 18,36 7,4 -8,2
QCB 88,77 3,3 -1,4 82,80 1,8 -8,0 85,98 5,1 -4,5

QCC 820,29 1,7 -2,9 796,02 3.8 -5,7 940,40 4,0 11,4

LLOQ 16,83 2,6 5,2 14,41 3,8 -10,0 18,96 4.7 18,5

Oxazepam QCA 42,19 1,2 5,5 38,31 2,0 -4,2 4222 6,4 5,6
QCB 174,34 1,6 -3,2 193,92 1,6 7,7 178,64 4,7 -0,8

QCC 1 655,81 2,6 -2,0 1 849,41 4.9 9,5 1 627,44 1,6 -3,6

LLOQ 4,29 1,7 7,2 3,70 2,0 -7,4 3,86 3.9 -3,5

Zolpidem QCA 10,70 1,7 7,0 9,62 2,7 -3,8 10,08 6,4 0.8
QCB 45,20 0,9 0.4 48.45 0,6 7.7 45,30 7.3 0,7

QCC 401,32 2,0 -4,9 452,28 4.4 7,1 413,20 1,9 2,1

Tab. 15: Vyhodnoceni QC vzorkii — preciznost a presnost méreni v ramci cykli




INTER-BATCH

Priumérna Preciznost Presnost
Standard QC koncentrace ve (Precision) (Accuracy) [%]
vzorku [ng/ml] (%CV)
LLOQ 3,96 9,6 0,9
QCA 9,83 7.5 1.7
Alprazolam OCB 43,05 5o 3
QCC 408,46 6,8 3.3
LLOQ 8,49 4,0 6.2
Bromazepam QCA 20,22 3,5 1,1
QCB 86,67 3.8 3.7
QCC 844,29 54 0,0
LLOQ 15,63 7,7 23
Diazepam QCA 39,09 5,1 23
QCB 173,87 3.0 3.5
QCC 1 686,53 8,2 20,1
LLOQ 15,35 6,9 4,0
Chlordiazepoxid 88;* 1367§f)169 2:? _Z:T
QCC 1697,37 10,3 0.5
LLOQ 3,80 5,9 4.9
Klonazepam QCA 9,62 4,7 -3,8
QCB 41,69 6,4 74
QCC 404,68 9,7 4.1
LLOQ 7,63 8,6 4,7
i QCA 19,15 6,6 43
Midazolam OCB 85,85 43 By
QCC 852,24 8,3 0,9
LLOQ 16,73 12,1 4.6
Oxazepam QCA 40,91 59 2,3
QCB 182,30 5,5 12
QCC 1 710,89 6,8 1,3
LLOQ 3,93 6,9 1,6
; QCA 10,10 5,9 1,0
Zolpidem QCB 46.45 29 32
QCC 424,14 6,2 0,5

Tab. 16: Vyhodnoceni QC vzorkii — preciznost a presnost mezi cykly
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5.3.3. Vytézinost (Recovery, RE), Matricové efekty (ME)

Vysledky méfeni vytéznosti a matricovych efektl jsou k porovnani uvedeny v Tab. 17.
Vytéznost byla méfena k zajisténi ucinnosti a reprodukovatelnosti metody. Matricové efekty
byly méfeny z diivodu pouziti hmotnostniho spektrometru ke zjisténi ovliviiovani vysledkt
slozkami matrice. Dle smérnice EMA je povolend odchylka pro ME 15 %.

Vytéznost metody pro dané analyty se prokdzala byt dostatecnd (pohybuje se
v rozmezi 8693 %) s dobrou opakovatelnosti na vSech koncentracnich hladinach. Matricové
efekty splnuji validacni kritérium smérnice EMA, kdy ziskané hodnoty neptesahuji
povolenou odchylku 15 %. Matricové efekty jsou korigovany pomoci vnitiniho standardu,
pricemz se diazepam-ds ukazal byt nejvhodnéjSim vnitinim standardem pro analyty, které
nemaji izotopicky IS. Rozdil ve vysledcich ME mezi analyty s izotopickym IS a analyty,
pro které byl vybran diazepam-ds, neni patrny.

Standard QC Vytéznost [%o] Matrlc[(:;:ﬁ efekty

QCA 89,5+ 6,0 96,0 +£3,7

Alprazolam QCB 91,7+ 6,6 103,8 £ 0,7
QCC 89,1 £4,7 101,1 £ 1,6

QCA 86,1 £4,1 92.3+6,1

Bromazepam QCB 88,7+6,0 103,6 £ 3,9
QCC 88,6 £3.9 100,1 £2,5

QCA 88,6 £ 4.8 101,4 +4,7

Diazepam QCB 91,8+ 6,9 105,5+3,8
QCC 919+4,5 103,6 + 1,8

QCA 922+ 4.6 959+42

Chlordiazepoxid QCB 90,1 £5,5 107,2+ 5,9
QCC 93,0+4,8 100,8 £ 1,8

QCA 87,3+2,7 100,1 + 3,8
Klonazepam QCB 88,8 £5,8 110,4 +£5,9
QCC 88,3+4,9 106,2 + 2,6

QCA 88,5+ 7,0 999 +52
Midazolam QCB 90,3 +6,2 104,5 £4,7
QCC 92,3+4,5 101,0+ 1,7

QCA 87,6 6,5 102,3 + 6,8
Oxazepam QCB 88,7+17,1 106,7 + 6,6
QCC 88,3 +£5,1 105,4 + 3,1
QCA 90,4 +4,5 101,7 £3,2
Zolpidem QCB 90,2 +5,6 105,9 + 6,0
QCC 89,0 4,2 106,3 £2,0

Tab. 17: Vyhodnoceni vytéznosti a matricovych efektii
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5.3.4. Stabilita v autosampleru, Stabilita analytu v matrici pri
zamrazeni a rozmrazeni

Vysledky méfeni stability v autosampleru a stability analytu v matrici pfi zamrazeni
arozmrazeni jsou uvedeny v Tab. 18. Povolend odchylka dle smérnice EMA je 15 %.
Validac¢ni kritérium je splnéno.

- Stabilita pri

Standard QC Stabilita zamrazeni a

v autosampleru [%] ‘o

rozmrazeni [%]

QCB 101,2 104,4
Alprazolam QCC 100,2 1048
Bromazepam QCB 100,9 108,1
QCC 100,4 101,9
Diageoam QCB 98,9 102,8
P QCC 99 4 100,6
. . QCB 97,9 105,5
Chlordiazepoxid QCC 1004 99,7
QCB 99,8 102,9
Klonazepam QCC 100,6 101.1
. QCB 98,7 101,1
Midazolam QCC 98.9 101,7
Oxazeoam QCB 100,3 104,7
P QCC 101,3 100,3
. QCB 99,2 102,7
Zolpidem QCC 100,0 98.9

Tab. 18: Vyhodnoceni stability v autosampleru a stability pri zamrazeni a rozmrazeni

5.4. Externi hodnoceni kvality (EHK)

Externi hodnoceni kvality je zkouSeni zplsobilosti dané metody pomoci
mezilaboratornitho porovnavani. Cilem EHK je, aby dand metoda poskytovala piesné,
vérohodné a srovnatelné vysledky (alespont v ramci statu). EHK probihd formou cykll, kdy
jsou ucastnikim hodnoceni rozesildny neznamé vzorky k méfeni a testovani [43]. Firma
ARVECON GmbH nabizi externi hodnoceni kvality benzodiazepini v séru (cyklus BZF).
EHK bylo provedeno pro vSechny benzodiazepiny (véetné zolpidemu), které jsou soucasti
této diplomové prace, s vyjimkou chlordiazepoxidu, ktery neni soucasti piislusné¢ EHK.
Vysledky ucasti na EHK jsou uvedeny v Tab. 19. Klicovym hodnoticim parametrem je
z-skore, které je vypocteno jako podil mezi rozdilem stanovené a cilové hodnoty
a smérodatnou odchylkou (viz vzorec). Akceptovatelny vysledek z-skére pro ziskani
ptislusného certifikatu musi byt < 2.

stanovena hodnota — cilova hodnota
SD

z — skére =
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VSechny analyty testovanim EHK uspéSné proSly a ziskaly pfislusny certifikat, ktery
laboratofi umoznuje vydavat kvantitativni vysledky. Naméfené koncentrace se velmi

pfiblizovaly koncentracim cilovym, coz je vidét na nizkych hodnotéach z-skore.

Cilova Limit Namétena Spiked
Standard koncentrace hodnoceni koncentrace value Z-skore
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Alprazolam 71,4 37,4-105.4 79,2 75,0 0,45
Bromazepam 109,0 59,0-159,0 113,0 105,0 0,16
Diazepam 263,0 159,0-367,0 269.,0 275,0 0,11
Klonazepam 67,7 35,1-100,3 72,0 70,0 0,26
Midazolam 145.0 81,0-209,0 144.,0 140,0 -0,03
Oxazepam 361,0 225,0-497,0 329.0 380,0 -0,47
Zolpidem 151,0 85-217,0 159,0 165,0 0,24

Tab. 19: Vysledky externiho hodnoceni kvality benzodiazepinii

, cyklus GTFCh — BZF 2/19
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6. Diskuze

Benzodiazepiny alprazolam, bromazepam, diazepam, chlordiazepoxid, klonazepam,
midazolam, oxazepam a zolpidem byly stanovovany v lidském séru pomoci UHPLC-HRMS
analyzy. Nejvhodné&jsi metoda upravy vzorku pted analyzou byla proteinova precipitace. Jako
precipitacni ¢inidlo byl zvolen acetonitril, ktery prokdzal vybornou vytéznost
a opakovatelnost pro vSechny standardy. Jako vnitini standard pro analyzu byl zvolen
diazepam-ds.

Proteinova precipitace je Casto volenou upravou vzorku pied LC-MS analyzou.
Pro stanoveni benzodiazepinli, s pouzitim hmotnostni spektrometrie jako detekce, ji jako
metodu upravy vzorku vyuzili 1 dalsi autofi zabyvajici se podobnou problematikou — napf.
kvantitativni stanoveni vétsi skupiny benzodiazepintl (lorazepam, diazepam, flunitrazepam,
midazolam, oxazepam, temazepam, alprazolam, nordazepam, 7-aminoflunitrazepam,
norflunitrazepam, klonazepam a bromazepam) a dalSich latek [45], jako precipitacni Cinidlo
byl zvolen methanol a nasledné byla provedena filtrace. M¢éfeni bylo provadéno
na HPLC-MS/MS s vyuzitim elektrospreje a linedrni iontové pasti v pozitivnim moédu.
Metoda byla validovéna a posouzena jako vhodné do b&zné praxe. Dal§im ptikladem pouziti
proteinové precipitace pfed LC-MS analyzou je stanoveni diazepamu v potkanim séru [46]
ve farmakokinetické studii ¢i bromazepamu [47] v bioekvivalen¢ni studii. V prvnim piipadé
byla provedena precipitace v 96 jamkové desticce s pouzitim acetonitrilu jako precipitaéniho
¢inidla a nasledné méteni na UHPLC-MS/MS s vyuzitim elektrospreje a trojitého kvadrupolu
v pozitivnim mddu. PP acetonitrilem byla vyhodnocena jako velmi ucinnd a celd metoda
spolehliva a reprodukovatelnd. Vytéznost diazepamu se pohybovala kolem 90 %, stejné jako
v nasem piipadé. Ve druhém piipadé byl rovnéz vyuzit acetonitril jako precipitacni ¢inidlo,
nasledné méteni bylo provadéno na HPLC-MS/MS. Jako ioniza¢ni zdroj byly pouzity APCI
a ESI, jako hmotnostni analyzator trojity kvadrupdl a iontova past. Pii validaci bylo dosaZeno
niz§i vytéznosti bromazepamu nez v nasem piipadé. Metoda byla schvélena jako vhodna
pro ucely bioekvivalence.

Dalsi casto provadénou metodou Upravy vzorku je extrakce z kapaliny do kapaliny
(LLE). Ve spojeni s LC-MS byla vyvinuta metoda pro kvantitativni stanoveni benzodiazepini
(alprazolam, bromazepam, klonazepam, clotiazepam, etizolam, flunitrazepam, lorazepam
a metabolit ethylloflazepatu) v matefském mléce a v plasmé¢ [48]. Extrakénim cinidlem
pro LLE byl ethylacetit a naslednd analyza byla provadéna na LC-MS/MS s vyuzitim
elektrospreje v pozitivnim méddu. LLE se prokdzala dobrou vytéznosti a velmi dobrou
citlivosti. Metoda je pouZivana ke stanoveni alprazolamu v matefském mléce. Dalsi metoda
byla vyvinuta pro rychlé stanoveni osmi benzodiazepini soucasn¢ (klonazepam, diazepam,
flunitrazepam, lorazepam, midazolam, N-desalkylflurazepam, nordiazepam a oxazepam)
v plné krvi [49]. Extrakénim c¢inidlem pro LLE byl n-butylchlorid, analyza byla provadéna
na LC-APCI-MS v pozitivnim médu. VytéZznost metody byla dostacujici a jeji pouzZitelnost
byla v dané laboratofi prokazana. Samotnd metoda byla pouzita k analyze krve nckolika
trestnich ptipada.

LLE byla dalsim zpiisobem upravy vzorku testovanym pii vyvoji nasi metody.
Ke zkouSeni bylo vyuzito nékolik extrak¢nich cinidel vetné ethylacetatu, ktery byl pouzit
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ive vySe zminéné studii. Vytéznost a opakovatelnost ethylacetdtu a uréitych smési ¢inidel
byla velmi dobra, nicméné v porovnani s proteinovou precipitaci acetonitrilem jsme nakonec
LLE jako upravu vzorku pied analyzou nezvolili. Proteinova precipitace pomoci acetonitrilu
prokazovala mnohem vys$i vytéznost a lepSi opakovatelnost oproti LLE, k tomu se jedna
o metodu rychlou a nenaro¢nou na provedeni.

Dalsi metodou upravy vzorku pied analyzou je extrakce na pevné fazi (SPE). SPE
ve spojeni s LC-MS byla vyuzita v fad¢ studii, napt. ke stanoveni skupiny sedativnich latek
véetné benzodiazepini (diazepam, nitrazepam, nordazepam, oxazepam a flurazepam)
v plasmé s vyuzitim ve forenzni analyze [50]. Analyza byla provadéna na UHPLC-MS/MS
s vyuzitim elektrospreje a trojit¢tho kvadrupdlu. Dalsim piikladem vyuziti SPE je vyvoj
metody pro stanoveni olanzapinu (antipsychotika) v plasmé [51]. Analyza byla provadéna
na UHPLC-MS/MS s vyuzitim elektrospreje a trojit¢ho kvadrupolu v pozitivnim modu. Novy
pristup ke stanoveni benzodiazepini (nordiazepam, diazepam, lorazepam a oxazepam) byl
vyvinut s vyuZzitim 96 jamkovych diski SPE a analyzou na HPLC-MS/MS s vyuzitim
trojitého kvadrupo6lu [52].

Ackoliv se SPE vyznacuje dobrou a opakovatelnou vytéznosti a dobrymi matricovymi
efekty, proces upravy vzorku je v porovnani s LLE a PP naro¢néjsi Casoveé, finanéné
1 samotnym provedenim. Proto po vyhodnoceni vysledkti LLE a PP nebyla extrakce na pevné
fazi viibec provadéna.
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7. 7.aver

V experimentalni ¢asti diplomové prace je popsan vyvoj a validace UHPLC-HRMS
metody ke stanoveni vybranych benzodiazepini (alprazolam, bromazepam, diazepam,
chlordiazepoxid, klonazepam, midazolam, oxazepam) a zolpidemu v lidském séru pro pouziti
v klinické praxi. Pro vyvoj metody byly testovany dva zplsoby upravy vzorku pted analyzou:
extrakce z kapaliny do kapaliny a proteinova precipitace. Pfi extrakci z kapaliny do kapaliny
bylo u nékterych extrakcnich ¢inidel a jejich kombinaci dosazeno dobrych a opakovatelnych
vysledkil vytéznosti, u vétSiny analytti dosahovala jesté lepSich hodnot extrakce z kapaliny
do kapaliny po upravé pH vzorku hydroxidem sodnym (0,5 mol/l). Nicméné v porovnani
s vysledky proteinové precipitace tato metoda Upravy vzorku nakonec nebyla zvolena.
Pro upravu vzorku pted analyzou byla vyuzita proteinova precipitace pomoci acetonitrilu,
ktera dosahovala nejlepSich vysledkti vytéznosti s velmi dobrou opakovatelnosti pro vSechny
analyty. Celkova doba ptipravy vzorku byla velmi kratkda — do 10 minut. Kvantitativni
stanoveni benzodiazepinii a zolpidemu bylo provadéno metodou vnitintho standardu.
Pro analyty, které nemaji k dispozici odpovidajici deuterované vnitini standardy byl jako
nejvhodnéjsi IS vybran diazepam-ds. Celd metoda byla uspéSné zvalidovéana podle smérnice
EMA 2011. Hodnocenymi parametry validace byly: kalibra¢ni zavislost, pfesnost a preciznost
v sérii a mezi sériemi, vytéznost, matricové efekty, stabilita analyt v autosampleru a stabilita
analytd v matrici pfi zamrazeni a rozmrazeni. VSechny parametry spliiovaly dana kritéria
smérnice. Laboratof se zic¢astnila cyklu EHK (GTFCh — BZF 2/19 od spole¢nosti ARVECON
GmbH) hodnotici pfesnost stanoveni hladin vybranych benzodiazepini a zolpidemu se
ziskanim certifikatu. Metoda byla Gspésné zavedena do klinické praxe.
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