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Gilteritinib, 1é¢ivo ze skupiny antineoplastik, se vyuziva k cilené protinddorové terapii.
Radi se k inhibitorim tyrosinkinizovych receptorii. Jeho struktura je zaloZena na
pyrazinkarboxamidovém skeletu. Doposud byl chromatograficky stanovovan
v biologickém materidlu pouze zplazmy. V této diplomové praci byl gilteritinib
stanovovan z bunéného média Opti-MEM za ucelem vyuZiti pro in vitro transportni
experimenty a nasledné¢ byla optimalizovand a validovand metoda LC-MS/MS.
V priibéhu vyvoje a optimalizace LC-MS/MS metody byla u hmotnostniho spektrometru
Thermo Finnigan LCQ Advantage Max Ion Trap s narGstajicim poctem nastiikt
pozorovana zvySujici se suprese signalu pro gilteritinib 1 jeho wvnitini standard
(maravirok), kterd dosahovala az 75 % po pouhych 30 nastficich. Také byla viditelna
kontaminace vstupu na iontransferovou kapilaru, ke které je iontovy zdroj (elektrosprej)
umistén diagondlné. Dale bylo testovano, zdali jind konstrukce iontového zdroje
(ortogonalni poloha elektrospreje) problém nevytesi. Po transferu metody na
chromatograficky systém Shimadzu LCMS 8030 (trojity kvadrupol) nebyla ani po 100
nastficich zaznamenana 74dnd vyznamnd suprese signadlu analytd, ani kontaminace.
Vysledna chromatografické separace probihala na koloné Hypersil Gold C18 (100 x 4,6
mm, 3 pm) pii 40 °C v isokratickém modu, kde vodnou slozku mobilni faze tvofila
0,1% kyselina mraven¢i ve vod€ a organickou metanol pii pratoku (1:1, v/v)
0,350 ml/min. Pro analyzu byly pouzity nésledujici pfechody: analyza probihala v reZimu
SRM s nasledujicimi iontovymi pfechody: GIL [M+H]" m/z = 553 (CE -27, -34)
— m/z 436, 353 a IS [M+H]" m/z = 514 (CE -20) — m/z 389.

V piipadé validace metody, pti které¢ byly kladeny pozadavky na selektivitu, linearitu,

piesnost a preciznost, matricovy efekt a stabilitu, bylo dosazeno hodnot, které spliuji



podminky smérnice Evropské 1€kové agentury (EMA). Metoda jako takova je pripravena

pro aplikaci na realné vzorky.
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Gilteritinib, an antineoplastic drug, is used for targeted anticancer therapy. It belongs to
the group of receptor tyrosine kinase inhibitors. Its structure is based on a
pyrazinecarboxamide skeleton.  So far, it has been chromatographically determined in
biological material only from plasma. In this diploma thesis, gilteritinib was analyzed
from Opti-MEM cell medium to be used in vitro transport experiments. Subsequently the
LC-MS/MS method was optimized and validated. During progression and optimization
of the LS-MS/MS method, the Thermo Finnigan LCQ Advantage Max lon Trap was
observed that with an increasing number of injections had been shown increasing signal
suppression for gilteritinib and its internal standard (maraviroc), which reached up to 75
% after only 30 sprays. Contamination of the inlet to the ion transfer capillary, to which
the ion source (electrospray) is placed diagonally, was also visible. Thereafter it was
tested whether another construction of the ion source (orthogonal position of
electrospray) will not solve the problem. After the transfer of the method to the Shimadzu
LCMS 8030 (triple quadrupole), no significant suppression of the analyte signal or
contamination was observed even after 100 injections. Final chromatographic separation
was performed on a Hypersil Gold C18 column (100 x 4,6 mm, 3 um) at 40°C in isocratic
mode, where the aqueous part of the mobile phase consisted of 0,1% formic acid in water
and organic phase composed of methanol (1:1, v/v) at flow rate 0,350 mL/min.
The following transitions were used for the analysis: analysis was performed in SRM
mode with the following ionic transitions: GIL [M+H]" m/z = 553 (CE -27, -34)
— m/z 436, 353 a IS [M+H]" m/z = 514 (CE -20) — m/z 389.



In the case of validation of the method, in which requirements were imposed on
selectivity, linearity, accuracy and precision, matrix effect and stability, values obtained
meets the requirements of the European Medicines Agency (EMA). As such, the method

is ready for application to real samples.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Oznacdeni Nazev

APCI chemickad ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric

pressure chemical ionisation)

API ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure
ionization)

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure
photionization)

B magneticky analyzator

cr variacni koeficient

DMSO dimethylsulfoxid

EMA Evropska agentura pro lécivé pripravky (European
Medicines Agency)

EST elektrosprejova ionizace (Electrospray ionisation)

FDA Americky Urad pro kontrolu potravin a léciv (Food and
Drug Administration)

FLT3 tyrosinkindza-3 podobna FMS (FMS-like tyrosin kinase 3)

GIL gilteritinib

GS-MS plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

HCN kyanovodik

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie (High-

performance liquid chromatography)

HPLC-UV vysokoucinna  kapalinova ~ chromatografie s detekci
ultrafialového zareni SPE  extrakce na pevnou fazi (Solid
phase extraction)

ICR iontova cyklotronova rezonance

ICH Mezinarodni rada pro harmonizaci technickych pozadavku
na humanni léciva (The International Council for
Harmonisation  of  Technical = Requirements  for
Pharmaceuticals for Human Use)

IAY vnitini standard
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T
KP
LC-MS

LCQ
LLOQ
m/z
ME
MeOH
MRM

MRV
MS
MS/MS

0q0
RSD

SRM

SST
TOF
UHPLC

UHPLC-MS

ULOQ
USP
uv
ZR

iontova past

kalibracni krivka

kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
(Liquid chromatography—mass spektrometry)

sféricka iontova past

spodni mez kvantifikace (the Lower limit of quantification)
pomeér hmotnosti ku ndboji

matricovy efekt

methanol

sken monitorovani vice reakci (Multiple reaction
monitoring)

maravirok

hmotnostni spektrometr (Mass spektrometry)

tandemovd hmotnostni spektrometrie

kvadrupdl

trojity kvadrupol

relativni smerodatna odchylka

sken monitorovani vybranych reakci (selected reaction
monitoring)

testovani vhodnosti systému (systéem suitability testing)
analyzator doby letu (Time of flight)

ultra ucinna kapalinova chromatografie (Ultra performance
liquid chromatography)

ultra  ucinnda  kapalinova  chromatografie s detekci

tandemovym hmotnostnim spektrometrem (Ultra
performance liquid chromatography — tandem mass
spectrometer)

horni mez kvantifikace (the Upper limit of quantification)
Americky lékopis (US Pharmacopeia)
ultrafialové zarent (ultraviolet)

zasobni roztok
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1 TEORETICKA CAST

V ramci teoretické ¢asti dojde k charakterizaci stanovované latky gilteritinibu, k popisu
chromatografické instrumentace a dalSich dil¢ich krokt, dilezitych pro optimalizaci a

validaci pouzivané metody.

1.1 GILTERITINIB

Gilteritinib je 1é¢ivo ze skupiny antineoplastik pouzivané k cilené protinadorové terapii.
Vyhodou této skupiny 1é¢iv je mechanismus Gc¢inku, jelikoz se na rozdil od klasickych
cytostatik zaméiuji na odliSnosti mezi nddorovymi a zdravymi buiikami, tudiz nedochézi
k poskozeni DNA zdravych bunék. Gilteritinib se fadi k inhibitortim tyrosinkinazovych
receptord, presnéji inhibuje vice typd receptorovych tyrosinkindz. Zaroven prokazal
schopnost inhibovat signalizaci a proliferaci tyrosin kinazy 3 podobné FMS (FLT3; FMS-
like tyrosin kinase 3), kterd je exprimovana nezralymi hematopoetickymi
progenitorovymi buitkami. Po aktivaci téchto receptorii dochazi ke genetické abnormalité

zejména u akutni myeloidni leukémie, u které se tato latka nejvice vyuziva (1) (2).

1.1.1 Chemicka struktura gilteritinibu

Struktura gilteritinibu (obrazek 1) je zaloZena na pyrazinkarboxamidovém skeletu.
Chemicky se jednd o 6-ethyl-3-({3-methoxy-4-[4-(4-methylpiperazin-1-yl) piperidin-1-
yl] fenyl}amino)-5-(tetrahydro-2H-pyran-4-ylamino)pyrazin-2-karboxamid

s molekulovou hmotnosti 552.72 kg-mol ! (3).

Vyuziti LC-MS/MS v in vitro transportnich experimentech 12
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Obrazek 1 Chemicka struktura gilteritinibu (3)

1.1.2 Mechanismus ucinku

Mechanismus Uc¢inku gilteritinibu, jak je jiz vySe zminéno, spocivd v inhibici

tyrosinkindzovych receptorii. Radi se mezi FLT3 inhibitory typ I, kam mimo jiné patii i

latky midostaurin, ¢i crenolanib. Tyto latky vazou receptory jak v aktivni, tak i neaktivni

konformaci (obrazek 2), v ¢emz se prave odlisuji od inhibitord FLT3 typu II, které vazou

receptory pouze v neaktivni konformaci (4) (5).

Inaktivni konformace

Inhibitor typu Il e Inhibitor typu I ——

Sm.aten.i b_ Midostaurin
Quizartinib Crenolanib

Obrazek 2 Mechanismus ucinku FLT3 inhibitoru (4)

Aktivni konformace

Vyuziti LC-MS/MS v in vitro transportnich experimentech
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1.1.3 Vyuziti ve farmakoterapii

Gilteritinib se vyuziva v 1é¢be akutni myeloidni leukémie. Vyznamné prodluzuje celkové
pfeziti a poskytuje vétsi miru remise ve srovnani se zachrannou chemoterapii. V jedné
z nejnovejsich studii (presnéjsi studie LACEWING, faze 3) bylo zjisténo, ze kombinace
gilteritinibu s azacitidinem piinasi novy léCebny pfistup pro pacienty s nove

diagnostikovanou myeloidni leukémii s mutaci FLT3 (6).

Nejen samotnd 1écba gilteritinibem ale 1 kombinace s jinymi latkami bude v budoucnu

moznd a zéroven 1 s jesSté vétSimi benefity.

1.1.4 Stanoveni gilteritinibu v biologickém materialu

Doposud byl gilteritinib chromatograficky stanovovan v biologickém materidlu pouze
v plazm¢. V ramcei tii studii za pouziti rozdilnych zplsobii detekce byly popsany
podminky stanoveni. Prvni byla pouzita metoda kapalinové chromatografie ve spojeni se
spektrofotometrickou detekei v ultrafialové oblasti (HPLC-UV; 7). V ramci druhé a tieti
metody byla zvolena kapalinova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci
(LC-MS; 8.,9). Gilteritinib dosud nebyl v ramci publikovanych studiich stanovovan

z biologického média.

» HPLC - UV metoda

V prvnim ptipadé byl gilteritinib dokazovan v lidské plazmé za pomoci HPLC s UV
detekci s latkou imatinib pouZitou jako vnitini standard (IS). Zkoumané latky (gilteritinib
a imatinib) byly ziskdny od firmy Toronto Research Chemicals Inc. Sorbent
chromatografické kolony byl tvofen cCasticemi oktadecylovaného silikagelu (od firmy
Shiseido, Tokio, Japonsko) s rozméry 250 x 4.6 mm a velikosti ¢astic 5 um. Gilteritinib
byl isokraticky separovdn béhem 10 minut pomoci mobilni faze skladajici se z
acetonitrilu a 0,5% fosfore¢nanu draselného (KH2POs, pH 3,5) v poméru 28:72 (v/v) pfi
pritoku 1,0 ml/min a detekovan pii 250 nm (7).

Zasobni roztoky gilteritinibu a imatinibu byly pfipravovany o koncentraci 0,1 mg/ml a
rozpu$tény v methanolu. Poté bylo zapotfebi dosdhnout pracovnich roztokd o
koncentracich 5, 10, 20, 100, 200 a 500 ug/ml, zatimco imatinib byl zfedén methanolem
na pripravu roztoku o koncentraci 1 pg/ml. Veskeré roztoky byly skladovany pfi teploté
-60°C. Kalibra¢ni rozsah pro gilteritinib v plazmé byl 25-2500 ng/ml a metoda v ném
byla validovéna (7).

Vyuziti LC-MS/MS v in vitro transportnich experimentech 14
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Roztok standardu gilteritinibu (10 pl) byl pfidan k 200 pl plazmy a promichan po dobu
1 minuty. Poté byla tato smes smichdna s 10 pl IS a 800 pl vody, vortexovana po dobu
30 sekund a aplikovana do ptedem ptipravenych SPE kolonek. SPE kolonka byla promyta
1 ml vody a 60% methanolem. Analyty byly eluovany 1 ml 100% methanolu a vakuové
odpareny do sucha pii teploté 80 °C pomoci rota¢ni odparky. Vysusené zbytky byly poté
rekonstituovany 20 pl methanolu a poté byl objem 10 pl nasttiknut do HPLC systému (7).

» LC - MS metody
Ve druhém piipad¢ Slo o stanoveni gilteritinibu v myS$i plazmé za pomoci ultrarychlé
kapalinové chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou detekci (UHPLC — MS) typu
trojného kvadrupdlu (Waters Acquity). V tomto ptipadé€ byl jako vnitini standard pouzit
pirfenidon. Metoda byla validovéana v kalibracnim rozsahu 1-500 ng/ml gilteritinibu, kde
dolni mez kvantifikace (LLOQ) byla stanovena na 1 ng/ml. Intra denni a inter denni
presnost byly mensi nez 10,6 % a ptesnosti byly v rozmezi od -14,5 % do 11,1 %.
Stanovovany analyt byl stabilni po celou dobu testu i béhem skladovani vzorkt plazmy.
Gilteritinib spolecné s flukonazolem a itrakonazolem byly poskytnuty firmou Beijing
Sunflower and Technology Development Co., Ltd (Peking, Cina). Chromatograficka
separace se uskutecnila na koloné¢ Acquity BEH C18 s rozméry 50 mm x 2,1 mm a
velikosti ¢astic 1,7 um. Jako mobilni faze byla pouzita 0,1% kyselina mravenci ve vodé
(rozpoustédlo A) spoleéné s acetonitrilem (rozpoustédlo B) s pritokovou rychlosti

0,40 ml/min (8).

Linearni gradient eluce byl dodrzen podle nastavenych podminek:

Tabulka I Linearni gradient

Cas eluce Slozeni mobilni faze
0-0,5 min 10 % slozky B
0,5-1 min 10-90 % slozky B
1-2 min 90 % slozky B
2-2,1 min 90-10 slozky B
2,1-3 min re-ekvilibrace kolony

Vyuziti LC-MS/MS v in vitro transportnich experimentech 15
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Vzorky byly udrzovany pii teplot¢ 10 °C v autosampleru, kdezto teplota termostatu
kolony byla 40 °C. Hmotnostné-spektrometrické stanoveni bylo provedeno za pouziti
elektrosprejové ionizace (ESI), ktera pracovala v pozitivhim mddu. Byl zvolen a pouzit
rezim monitorovani vice reakci (MRM — multiple reaction monitoring), ve kterém byl
iontovy piechod gilteritinibu m/z 553.1 — 436.0 a IS m/z 186.0 — 92.0. Napéti na
vstupnim kuZelu (cone voltage) a kolizni energie byly 30 V a 30 eV pro gilteritinib a

20 V a25eV pro IS (8).

Standardni zasobni roztoky s koncentraci 1,00 mg/ml obou latek (tudiZ jak gilteritinibu,
tak IS) byly pfipraveny rozpusténim sloucenin v methanolu. VSechny roztoky byly

uskladnény pii teploté -20 °C (8).

Vzorky plazmy byly upraveny precipitaci, kdy 100 pl plazmy bylo spole¢né s 20 ul IS
michany po dobu 1 minuty. Poté byly vzorky smichany s 300 ul acetonitrilu. Kazda
zkumavka byla dikladné promichana a centrifugovana pti 13,000 g po dobu 10 minut za

dodrZeni teploty 4 °C (8).

Poslednim krokem bylo pteneseni 100 pl ziskaného supernatantu do vialky a poté byl

objem 2.0 pul nadavkovén do syst¢tmu UPLC-MS/MS k analyze (8).

Ve tfetim ptipad€ Slo o popis vyvoje a validace analytické metody pro stanoveni
gilteritinibu v mysi plazmé a jeji ndsledné implementace ve farmakokinetickych studiich.
Byly pfipraveny zasobni roztoky gilteritinibu a vnitiniho standardu (isotopové znaceny
gilteritinib) o koncentraci 10 mg/ml, které byly nafedény v acetonitrilu. Nasledné byla
pfipravena kalibracni kiivka, ktera byla sestavena pomoci koncentraci v rozmezi od 5 do

500 pg/ml. VSechny roztoky byly ulozeny pii teploté -20 °C az do nasledné analyzy (9).

K izolaci gilteritinibu ze vzorkli mys$i plazmy byla pouZzita jednokrokova extrakce
rozpoustédlem (acetonitril). Zmrazené vzorky plazmy byly rozmraZeny pii laboratorni
teploté, objem 5 pl rozmrazeného vzorku byl pfenesen do 0,5 ml zkumavky. Ptidalo se
40 pl vnitiniho IS a 55 pl acetonitrilu. Po vortexovém michani po dobu 30 s byly vzorky
centrifugovany a nésledné 60 pl vzorku bylo pfeneseno na 96 jamkovou desti¢ku (Termo

Scientific) a 5 ul bylo nastfiknuto na kolonu (9).

Metoda byla provadéna pomoci UHPLC-MS/MS za pozitivni ionizace elektrosprejem na

Thermo Scientific Quantiva (trojity kvadrupdl). Teplota autosampleru byla udrzovana pfi
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teploté 4 °C a byly provadeény separace na kolon¢ Accucore aQ (50 mm X 2.1 mm, dp=2.6
um, Thermo Fisher Scientific) s ochranou kolonou C18 AQUASIL 2,1 mm X 10 mm,
dp=3 pum, Thermo Fisher Scientific) (9).

Objem nastiiku byl 5 pl. Separace probihala v gradientovém rezimu s pouzitim
rozpoustédla A (0,1% kyselina mravenci ve vod€) a rozpoustédla B (0,1 kyselina
mravenéi v acetonitrilu). 2,5minutovy gradientovy program pii pouzitém pritoku
0,4 ml/min byla nastavena nasledovné (% v/v): 0-0,5 min (10 % B); 0,5-1,5 min (10 %
az 95 % B); 1,5-2,0 min (95 % B); 2,0-2,5 min (10 % B) (9).

1.2 TRANSPORTNI EXPERIMENTY

Transportni experimenty se bézné pouzivaji jako in vitro modely pro predikci absorpce
lé¢iva pres membranu, ptipadné pro hodnoceni interakci mezi studovanym lé¢ivem a
membranovym transportérem. Vybrané bunécné linie (napt. Ca co-2, MDCKII) jsou
kultivovany v monovrstvé na semipermeabilni membrané insertu, ktery je vlozeny do
vhodného pufru nebo Zivného média. V ramci experimentu je poté 1é¢ivo aplikovano na
apikalni stranu monovrstvy bun€k (donorovy kompartment) a po inkubaci v urcitych
Casovych interval se stanovuje koncentrace 1€Civa na bazolaterarni stran¢ (akceptorovy
kompartmentu), nebo se stanovuje ubytek 1€¢iva v donorovém kompartmentu. Za t¢elem
stanoveni piesné koncentrace 1é¢iva ve vybraném kompartmentu je tieba pouzit vysoce

selektivni a citlivé metody, mezi které LC-MS bezesporu patii (10) (11).

1.3 CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je v dneSni dob¢ nejvyuzivangj$i metoda v ramci analyzy 1éCiv. Jednim
z hlavnich divodu, pro¢ se tato metoda aplikuje, je moznost ziskat data o dokazovanych
latkach nejen v ramci kvalitativniho hodnoceni, ale 1 kvantitativniho. V soucasnosti se

nejvice vyuzivd HPLC, zejména pak LC-MS (12).

1.3.1 Chromatograficka separace

Chromatografickd separace je proces, ktery je zaloZzen na separaci molekul mezi
staciondrni a mobilni fazi na zaklad¢ rozdilné distribuce. Rozeznavame zékladni dva
mody chromatografické separace, normalni a reverzni chromatograficky mod.

Staciondrni faze, nepohyblivé slozka chromatografického systému, v ramci normalnich

Vyuziti LC-MS/MS v in vitro transportnich experimentech 17



Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové Diplomova prace

fazich je nejcastéji vyrobena na bazi oxidu kiemicitého (silikagel) nebo z jiného materialu

vysoké polarity, jako je napf. oxid hlinity nebo zirkoni€ity (12).

Stacionarni faze musi spliiovat pozadavky, ke kterym se fadi chemicka inertnost, tepelna

stabilita. Nesmi dochazet k reakcim s mobilni fazi ani k jejimu rozpousténi (12).

Vytvati se fazové rozhrani, které je podminéno rovnovahou distribuujicich latek mezi
fazemi. Lze ho také popsat za pomoci rozdélovaci konstanty Kp,

Cs

K, =
D™ cm

kde cs znaci koncentraci slozky ve stacionarni fazi a cm v mobilni fazi. Cim je

konstanta latky vétsi, tim vétsi je retence latky (13).

1.3.1.1 Reverzni staciondrni faze

V ramci HPLC analyz 1&Civ se stale nejcastéji vyuzivaji reverzni faze a fadi se mezi
nejoblibengjsi rezim vysokoucinné kapalinové chromatografie. Primarnim divodem
vyuzivani je zejména snadnéjsi pouZiti nez v ptipad¢é normalnich fazi. Mezi dalsi divody
se zafazuje moznost aplikaci pro Siroky rozsah molekul. UmoZnuje oddéleni jak

nepolarnich, tak i polarnich i iontovych sloucenin (14).

Za normalni situace silikagel reprezentuje fazi polarni, avSak v ptipadé¢ reverznich fazich
je za potiebi, aby se polarita zménila. Stacionarni fdze v reverznim usporddani ma
nepolarni charakter. Mobilni faze poté predstavuje fazi polarni, nejcastéji jde o smes
vodné slozky (voda, vodné roztoky kyselin ¢i bazi, nebo pufry) s polarnimi organickymi

rozpoustédly (napt. ACN, MeOH) (12).

Na povrchu silikagelu dochazi ke zménam, kdy se pfipoji uhlovodikové fetézce typicky
s poc¢tem uhlikti 8—18. Nejcastéji se pouziva oktadecylsilan (C18) nebo oktylsilan (C8)
jako stacionarni faze navdzana na vysoce Cisty, sféricky silikagel. Kratké alkylové fetézce
(C2, C4) a fenylové fetézce jsou uzivany piilezitostné a dlouhé fetézce (jako jsou fetézce

s 30 uhliky) jsou vyuzivany jen ziidka a pouze pro specializované aplikace (14).

Povrch stacionarni faze je schopen interagovat pouze slabymi disperznimi silami. Témé&f
se zde nevyskytuji aktivni adsorpcni centra schopnd polarnich interakci. Slabé disperzni
sily, tj. nespecifické mezimolekulové interakce analyt-adsorbent jsou ovSem slabsi nez

polarni interakce. Polarni interakce mezi polarnimi molekulami mobilni fdze a analytu

Vyuziti LC-MS/MS v in vitro transportnich experimentech 18



Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové Diplomova prace

zeslabuji nespecifické interakce mezi molekulami analyti a stacionarni fazi a zptisobuji
rychlejsi eluci takovych analytid. Elu¢ni sila mobilni faze roste s klesajici polaritou

organického rozpoustédla v obraceném potadi, nez je tomu u normalnich fazi (12).

Pro dostateCnou retenci nepolarnich a semipolarnich organickych analytti na reverznich
fazich je zpravidla dosazeno pii zastoupeni organické slozky mobilni faze v rozmezi
20-80 %. Casto se také vyuziva gradientové eluce pro rychlejsi nalezeni optimalnich

separacnich podminek. S timto pfistupem je mozné dosdhnout Siroké skaly separaci (14).

1.3.2 Instrumentace HPLC

Kazdy kapalinovy chromatograf se sklada z n€kolika zékladnich ¢asti, kde kazd4 zastdva
svou funkei. Prvni ¢asti jsou zdsobniky mobilni faze spole¢né s vysokotlakym ¢erpadlem,
které slouzi k uchovéavani a transportu mobilni faze. Pokud dochazi v chromatografu ke
gradientové eluci, je zde nainstalovan sméSovac, ktery je umistén pied vysokotlakym
¢erpadlem. V ptipadé odstranéni bublinek plynu v mobilni f4zi je pouzivan odplyiiovac.

Dalsi nedilnou soucésti je autosampler, slouZzici k ddvkovani vzorku (12).

K separaci analyzovanych latek slouzi chromatografickd kolona, kterd je uloZena
v termostatu, jenz udrZuje poZadovanou teplotu po celou dobu analyzy. Po separaci latek
je nutné latky detekovat pomoci vhodného detektoru. V neposledni fadé je potteba cely
tento systém propojit s pocitaCem spolecné s prisluSnym softwarem, ktery umoznuje

zaznam dat a jejich nasledné vyhodnoceni (12) (15) (16).
NiZe dojde k pfiblizeni vybranych Casti systému.

1.3.2.1 Vysokotlaka cerpadla
Vysokotlaka ¢erpadla u HPLC systému poskytuji konstantni tok mobilnich fazi na kolonu
pod vysokym tlakem. Pulzni tok je udrzovan nejCastéji v rozmezi 0,1-1 ml/min,

pod tlakem do 400 barti (6000 psi) (17).

Pritokova ¢ast se skladad z kovi a jinych materidli nebo z polymeri kompatibilnich
s HPLC rozpoustédly. Vnitini draha toku byva konstruovéna z biokompatibilnich

materialQ, napf. titan, tantal a materialy odolné proti korozi (17).

Mezi nejvyuzivangjsi typy cerpadel se v soucasnosti fadi recipro¢ni pumpy, které se
skladaji z pistu obaleného tésnénim, napojeného na hnaci motor za pomoci hiidele, hlavy

pumpy a pojistnych ventilti (12) (15).
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Mechanismus systému béhem plnici faze je zaloZzen na vzniku podtlaku, ktery vznika
pohybem pistu v hlavé pumpy. Nasledn¢ dochézi k uzavieni vystupniho ventilu a ve
stejném moment¢ se otevie vstupni ventil, ¢imz dochdzi k nasati mobilni faze do pumpy.
Béhem druhé faze, oznacované jako ejekcni, je pist zatlaCen do hlavy pumpy a uzavira

vstupni ventil. Po otevieni vystupniho ventilu mobilni faze opousti prostor pumpy (12)

(15).

Vyuzivaji se pumpy s jednou hlavou (,,single piston pump*‘) nebo se dvéma paralelnimi
hlavami (,,dual piston pump®). Pfednosti pumpy sjednou hlavou je zejména
kompaktnost, nizkondkladové a kontinudlni dodani mobilni faze, pti¢emz slabinou pulzni

tok vznikajici znovuobnovenim cyklu za pomoci hlavice (12) (15) (17).

Komponenty tvofici ¢erpadlo jako celek jsou vyrobeny z inertnich materiall, jedné se
napiiklad o nerez ¢i keramické pisty. Nedostatky jednopistového mechanismu vedly
k rozvoji Cerpadla se dvéma paralelnimi hlavami, které poskytuje kombinovany tok
s vyrazné mensi pulzaci. Tento typ Cerpadel se podafilo obnovit u nékterych UHPLC

cerpadel, jako je naptiklad model Shimadzu AD (17) (18).

Nedilnou soucasti je odpadni ventil, slouzici k odvodu mobilni faze do odpadu. Vyuziva
se pro proplach pump pomoci nové mobilni faze, cehoz se vyuziva pii vymeéné mobilni

faze (12) (15).

1.3.2.2 Davkovaé vzorkit — autosampler
Davkovani vzorku je primarni krokem analyzy vzorku. Pokud by doslo k nedokonalému
davkovani, dochdzelo by krozmyvani piki vlivem mimokolonového ptispévku

davkovaciho zatizeni (12).

V soucasnosti vzorky mohou byt nastfikovany bud’ manualné nebo efektivnéji pomoci
automatického davkovace, tzv. autosampleru, ktery umoziuje provoz sériovych analyz

bez asistence operatora (12) (15).

Autosampler ptivadi presny alikvot roztoku vzorku na HPLC kolonu pod vysokotlakym
proudénim. Jednd se o velmi sofistikované automatizacni zafizeni, schopné velké
ptesnosti a vysoké spolehlivosti (19).

Kromé¢ ziejmych pozadavki, jakymi jsou naptiklad odolnost vi¢i vysokému tlaku ¢i

wewvr
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pfesnost a reprodukovatelnost vzorkovaciho objemu (<0,5 % RSD). Mezi dalsi kritéria
patii chemicka inertnost materidlu a fakt, ze by davkova¢ nemél vyznamné pfispivat

k mimokolonovym objemim v systému (12) (15) (19).

Davkovaci ventily byvaji elektricky ¢i pneumaticky ovladané. Typicky objem nastiiku se
pohybuje vrozmezi 1-1000 pl zvialek, které jsou umisténé v zasobniku vzorkd.
Samotné vialky jsou wuzavieny pryzovym septem nebo perforovanou zatkou
z polypropylenu. Vnitini ¢ast septa je pokryta teflonem, ktery slouzi k zamezeni styku
vzorku s pryZovym septem. Nejcastéj$i objem c¢ini 1,5-2 ml a mohou se uzavirat za
pomoci Sroubovaciho uzavéru. Vyrobeny jsou nejcastéji ze skla, ¢i plastu. V ptipadé
omezené¢ho mnozstvi vzorku se vkladaji do vialek tzv. inserty, které umoziuji nastiik

mensich objemt vzorku (12) (19).

Existuje n¢kolik druhti konstrukéniho feseni davkovace: miize byt jehla davkovace fixni
a pohybovat se pouze zasobnik vzorku, ¢i naopak zasobnik vzorku je fixni a pohybuje se
raménko jehly, nebo posledni moznosti je fixace jak zasobniku, tak i injekéni stiikacky

(12).

Neoddélitelnou soucasti je davkovaci smycka s 6ti cestnym otoénym ventilem. V ramci
nastfiku vzorku dochazi ke dvéma fazim. B&hem prvni plnici faze je smycka naplnéna

vzorkem a mobilni faze protékd mimo smycku. Po otoceni ventilu dojde k nastfiku vzorku
(12) (15).

Dulezitymi sou¢astmi autosampleru jsou promyvaci port, ktery zajiSt'uje snizeni prenosu

vzorku mezi jednotlivymi analyzami nebo detektor netésnosti (19).
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1.3.2.3 Chromatograficka kolona

Kli¢ovou c¢asti HPLC systému je chromatograficka kolona. Jedna se o trubici, ¢i kapilaru,
ktera je rovnomérné vyplnénd stacionarni fazi a obalena plastém. Mezi pozadavky patii
chemicka inertnost, odolnost vii¢i vysokym tlakiim a v neposledni fad¢ hladky povrch
plast¢ kolony. Mezi nejCastéjsi pouzivané materidly k vyrobé plastt kolon se tadi

nerezova ocel, plasty ¢i sklo (20).

Umisténa je v kolonovém prostoru, ktery udrZuje konstantni teplotu b&hem analyz,

jelikoz kolisani teploty miize mi vliv na retencni Casy a tim ovlivnit selektivitu analyz

(12) (15).

. = =

Obrdzek 3 Popis chromatografické kolony (20)

Jednotliveé ¢asti kolony jsou vyznaceny Cisly na obrazku 3. Kolona se sklada z kovového
pléaste 1), ktery uzavira porézni kovova frita 2), zabraniujici uvolnéni stacionarni faze 3) a
soucasné umoziujici plynuly tok mobilni faze. Oba konce kolony jsou obaleny
ochrannym krouzkem 4) s koncovou hlavici, v které je navrtan vstup pro kapilaru se

Sroubem 6) (12) (20).

Nejcastéji pouzivané konvenéni HPLC analytické kolony jsou o vnitinim primeéru 2,1 az
5 mm, délce 10 az 300 mm a plnéné naplnémi o velikosti ¢astic 1 az 10 pm (10 pm se

pouzivaji vyjimecné, zejména u starsich 1€kopisnych metod) (12).

Kolony jsou spojeny sdavkovatem a detektorem pomoci kovovych nebo

polyetherketonovych kapilar a hydraulickych spojek (12).
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1.3.2.4 Detektory

Detektory, ulozené za kolonou, v HPLC systému zaznamenavaji rozdilné signaly viici
¢isté mobilni fazi a mobilni fazi obsahujici zkoumany analyt. Idedlni detektor by mél
splnovat nasledujici pozadavky: vysoka citlivost, univerzalnost, specificita, linearita,

signal nezavisly na sloZzeni mobilni faze, na zméné teploty a pritoku (12).

V dnesni dobé existuje rozmanita Skala detektorti, které jsou vyuzivany zejména pro
zajisténi citlivosti a selektivity chromatografické analyzy. Mezi nejrozsifenéjsi typy
detektorii, =zejména v bioanalyze, patii spektrofotometrické, fluorimetrické,

elektrochemické a hmotnostni (21).

V soucasnosti se rutinné¢ vyuziva pro kvantifikaci 1é¢iv v bioanalytickych aplikacich
ptevazné spojeni HPLC systému s hmotnostnim spektrometrem (MS). Tyto detektory
pracuji na principu pievodu molekuly analyti do ionizovaného (nabitého) stavu a
nasledné je detekuji na zékladé poméru hmotnosti k néboji (m/z), ptipadné Ize tyto nabité

molekuly déle $tépit a detekovat vzniklé fragmenty (12).

V rdmci pievodu molekul analyt do ionizovaného stavu se vyuzivaji v soucasnosti
techniky ionizace za atmosférického tlaku (API), které zahrnuji ionizaci elektrosprejem
(ESI), chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizaci za

atmosférického tlaku (APPI) (12).

V pribéhu elektrosprejové ionizace dochazi pii prichodu sprejovaci kapilarou
pusobenim silného elektrického napéti ke vzniku aerosolu tvofeného analytem a mobilni
fazi. Odpatfovanim mobilni fize dochazi k nartistu hustoty néboje a pifi piekroceni
povrchového napéti kapky a dochazi k tzv. coulombovské explozi a ke vzniku velkého

mnozstvi menSich a stabilngjSich kapek a naslednému uvolnéni iontl analytu (22) (23).

Na obrazku 4 je zndzornén vyse zminény prubéh ionizace pomoci ESI. ESI je povazovan
za ,,m&kky* zdroj ionizace, jelikoZ predava analytu relativné mélo energie a dochazi jen
k malé fragmentaci. Radi se mezi nejrozsitené;si zdroje iontd pro neutralni, mirn¢ polarni

a nizkomolekularni molekuly (22) (23).

Vyuziti LC-MS/MS v in vitro transportnich experimentech 23



Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové Diplomova prace

[ 3 [l kovovy plat

jehla spreje

-
a° @ c
> @

=

=

S

Obrazek 4 lonizace elektrosprejem (22)
Cely MS systém se skladd z n€kolika zakladnich casti. Jednd se o zdroj ionizace,
analyzator a detektor. Mezi dalsi ¢asti patii vakuovy systém, sonda pro zavadéni vzorkd,
iontova optika a pocitac, ktery slouzi k ladéni pfistroje a zejména sbéru a zpracovani dat

(12).

Jednotlivé MS detektory se také déli podle typl analyzatord, mezi které patii kvadrupol
(Q), trojity kvadrupdl (QqQ), iontova past (IT), orbitalni past, analyzator doby letu
(TOF), magneticky analyzator (B) a iontova cyklotronova rezonance (ICR) (12).

1.3.2.5 Analyzatory

Hmotnostni analyzator byva ¢asto nazyvan srdcem MS, umistén je za iontovym zdrojem
m/z a jejich nésledné urychleni a fokusace. Rozd¢€luji se podle péti zdkladnich principt:
zaktiveni drahy letu v magnetickém ¢i elektrickém poli (nebo jejich kombinaci; B), rizna
stabilita oscilaci v ramci stfidavého napéti (Q, QqQ, IT), riizna doba letu iontd (TOF),
rizné absorpce energie v kombinovaném magnetickém a elektrickém poli (ICR) a podle

rozde€lni iontd na zakladé razné frekvence oscilaci (orbitrap) (12).
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Nize dojde k zaméieni na kvadrupol, trojity kvadrupol a iontovou past.
» Kvadrupol

Kvadrupdl patii mezi konstrukéné nejjednodussi typy hmotnostnich analyzatora.
Prednosti je jeho robustnost a nizké potfizovaci néklady. Nevyhodou je vSak nizké

(jednotkové) rozliSeni, nizsi rozsah métrenych m/z a spravnost urc¢eni hmoty (22).

Kvadrupol se sklada ze dvou parti kovovych ty¢i, kde na kazdy protilehly par je vlozeno
bud’ kladné nebo zaporné stejnosmérné napéti a zaroven je na vSechny kladeno stiidavé
(vysokofrekvencni) napéti. Urcitou kombinaci stejnosmérného a stfidavého napéti
dochazi k ptenosu tzkého pasma hodnot m/z (je charakteristickd pro konkrétni m/z), které
vytvoii hmotnostni spektrum. Kvadrupdlovy analyzator neumoznuje fragmentaci iontl

(22) (23).

Na obrazku 5 je vyobrazen kvadrupolovy analyzétor.

detektoru
-

dva pary kovowych ty&i

e

vystupni
\ &térbina (k
iont se stabilni detektoru)
trajektorii
(detekovany

iont s nestabilni
trajektorii
(nedetekovany)

vstupni
stérhina

Obrazek 5 MS spektrometr s kvadrupolem (24)

» Trojity kvadrupdl
Trojity kvadrup6l (zobrazen na obrazku 6) je variantou kvadrupdlu, ktery vznikne
v pfipad€ umisténi kolizni cely mezi dva kvadrupdlové hmotnostni analyzatory. Jedna se

o priklad tandemové MS, jenz umoziuje fragmentaci iontli, ¢imz je dosazena zvySena
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specificita. Jsou zde umistény tii kvadrupodlu za sebou. V prvnim kvadrupoélu (Q1) dochazi
k selekei prekurzorového iontu, ktery je nasledné v druhém (Q>) fragmentovan a vzniklé
produktové ionty jsou separovany a monitorovany ve tretim kvadrupolu (Qs) (22)
(25).V prvnim a druhém kvadrupdlu probihé k procesu selektivniho monitorovéani vice
reakci (selective reaction monitoring; SRM nebo multiple reaction monitoring; MRM),
ktery spociva ve sledovani konkrétnich fragmentaci mezi prekurzorovym a produktovym
iontem pro specifickou detekci velkého poctu cilenych analyti. Hojné se tak vyuziva
zejména v kvantitativnich LC-MS analyzach, ale skenovanim vzniklych produktovych
iontll dostavame také informaci o struktufe analytu, kterd umoziuje potvrzeni identity

(22).

.‘7 - <
o, O=2 -

Prekurzorové Fragmentace  Produktové
ionty ionty

Obrdazek 6 Schéma trojitého kvadrupdlu (25)

» lontova past
Hmotnostni analyzéator typu iontova past se skldda z prstencové elektrody a dvou
koncovych elektrod, na které je vkladano (stejné€ jako v ptipadé kvadrupolu) stejnosmerné
a vysokofrekvencni napéti. lonty jsou poté selektovany z pasti na zdkladé hodnot pomért
m/z. Do pasti je ptivadén inertni plyn (helium), ktery indukuje fragmentaci. Na rozdil od
trojitého kvadrupolu tak dochazi k tandemové hmotnostni spektrometrii (MS/MS) v Case,
nikoliv v prostoru. Nejvétsi prednosti pasti je schopnost fragmentovat a izolovat ionty 1
nekolikrat za sebou (MS"), coz umoznuje podrobnéjsi hmotnostniho spektra pro dany

analyt a tim ziskat podrobngj$i informaci o jeho struktufe. Nevyhodou IT je opét nizké

(jednotkové) rozliSeni (22) (23) (26) (27).
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1.3.3 Role LC-MS v bioanalyze

Spojeni LC-MS je klicové pro analyzu redlnych vzork, a proto patii mezi metodu prvni
volby jako spojeni separacni techniky se specifickym detektorem. MS detektor mize
provést potvrzeni identity analytu na zakladé molekulové hmotnosti a strukturné

specifickych fragmenta (12).

Mezi hlavni vyhody se fadi napf. moznost analyzy slozitych smési, mensi spotieby
vzorkd nez pii off-line provedeni, vyssi kvalita spektralnich dat ¢i lepSi spolehlivost
kvantitativni analyzy diky izotopicky znacenym IS. On-line spojeni kapalinové

chromatografie s MS detekci tak miize poskytnout lepsi selektivitu a citlivost (12).

LC-MS vyuZivajici zejména mekké ionizacni techniky lze aplikovat na mnohem Sir$i
Skalu biologickych molekul neZ GS-MS a nachazi tak vétsi uplatnéni v experimentalnich

1 klinickych aplikacich (23).

Spojeni kapalinové chromatografie s MS detekci se proto vyuzivd v mnoha oblastech
bioanalyzy. Za zminku stoji terapeutické monitorovani 1é¢iv a toxikologie, kde dokaze
poskytnout vétsi diveru v identifikaci a detekovat Sirsi Skalu 1€ku ¢i toxinti v rdmci jedné

analyzy (23).

V dalsich oblastech se vyuziva pro analyzu steroidli v oblasti biochemie, méteni hladin
vitaminu D a jeho metaboliti, ¢i v ramci biochemického screeningu pro genetické
poruchy. Vzhledem k tomu, Ze citlivost MS se neustale zlepSuje, budou testy LC-MS stale

v

zajimavéjsi jako potencialni ndhrady stavajicich imunotestt (23).

1.3.4 Valida¢ni parametry

Validace analytické metody je proces, kdy je experimentalné ovéteno, Ze dand metoda
nebo systém jsou vhodné ke svému zamySlenému tUcelu. Behem validace je dileZzité
dodrZovat pokyny, které jsou definovany riznymi autoritami, napi. Evropskou 1ékovou
agenturou pro lécivé pripravky (EMA), kterd se zaméfuje zejména na validaci
bioanalytickych metod. Pro validaci bioanalytickych metod existuje 1 dal$i smérnice,
vydana Americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA). Posledni smérnici
vydana Mezinarodni konferenci pro harmonizaci (ICH), slouzici zejména k hodnoceni

substanci a 1€civych pfipravki v ramci stanovovani pomoci analytickych metod (28) (29)

31).
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V piipadé, ze naméfené hodnoty splnuji akceptacni kritéria pro jednotlivé parametry
uvedené v priislusné validaéni smérnici, mize byt dand metoda povazovéna za
spolehlivou a plné validovanou. Po samostatném ovefeni metody by soucasti validacniho
protokolu mélo byt také nastaveni podminek pro testovani vhodnosti systému (SST,
system suitability test). Potieba validace analytickych laboratofi prameni z pfedpist jako
je, spravna vyrobni praxe, dobra laboratorni praxe, spravna klinickd prace a kvalita a

akreditacni standardy (28).

Vybrané validacni parametry pro LC-MS metodu stanoveni 1éciva z biologického

materialu jsou uvedeny v nasledujicich kapitolach.

1.3.4.1 Dolni limit kvantifikace (LLOQ — Lower limit of quantification)

Vv

Vv

kalibracni standard (30).

1.3.4.2 Linearita
Linearita analytické metody je jeji schopnost poskytovat vysledky (odezvy detektoru),
které jsou pfimo nebo za pomoci piesn¢ definovanych matematickych funkci, tmérné

koncentraci analytii ve vzorcich v daném rozmezi (28) (30).

Pro kazdy analyt stanovovany danou analytickou metodou se pfipravuje pravé jedna
kalibra¢ni kiivka. Idealnim ptipadem by méla byt situace, pii které je zndm ocekavany
rozsah koncentraci analytu v redlném vzorku, a zaroven by tyto koncentrace mély byt
pokryty definovanym rozsahem kalibracni kiivky. Nejniz$i hodnotou kalibra¢ni kiivky je
zpravidla LLOQ a nejvyssi hodnotou se oznacuje jako horni mez kvantifikace (ULOQ;

upper limit of quantification) (30).

Kromé kalibra¢niho standardu s nulovou koncentraci analytu by mélo byt zachyceno
minimaln¢ dalSich Sest irovni kalibra¢ni koncentrace. V ramci vyhodnocovani kalibra¢ni
kiivky je nutné uvadét parametry této kiivky, ¢imz jsou sklon a priiseCik s osou y
(v ptipad¢ linearni regrese). Krom¢ téchto parametri by se nemély zpétné vypoctené
koncentrace kalibra¢nich standardi (dle rovnice kalibra¢ni kiivky) odliSovat vice jak o
15 % od pozadovanych koncentraci, kromé LLOQ, kde tato hodnota miize byt v rozmezi

+20 % (30).
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Kalibracni kiivka by méla byt piednostné pfipravovana za pouziti cerstvych
standardii/vzorkt, ale je povoleno pouziti diive pfipravovanych vzorki, pokud spliuji

podminky pro stabilitu (30).

1.3.4.3 Presnost
Ptesnost v ramci analytickych méfeni popisuje tésnost shody naméfené hodnoty
k hodnoté, ktera je akceptovana jako konvencni skute¢na hodnota nebo akceptovana jako

referencni hodnota (30).
Nejcastéji je de definovana nésledujicim vzorcem a udéva se v procentech (30).

stanovend hodnota x 100

Presnost [%] = v
[%] referenctni hodnota

Méla by byt vyhodnocena pro hodnoty kontrolnich vzorkli v ramci jednoho cyklu/dne

(the within run accuracy) a v raznych cyklech/dnech (the between-run accuracy) (30).

> Presnost v ramci jednoho cyklu (the within run accuracy)
Stanovuje se analyzou minimalné 5 vzorkli na jeden cyklus méfeni s minimem 4
pozadovanych koncentract, ktery pokryvaji kalibraéni kiivku. Jedna se o nejniz§i moZnou
koncentraci (LLOQ), trojnasobek LLOQ (coz spliiuje 30-50 % rozsahu kalibra¢ni kiivky)
a alespont 75 % horniho rozsahu kalibra¢ni kiivky. Stanovend koncentrace by méla byt
v rozmezi +15 % predepsanych hodnot, kromé& LLOQ, ktera by méla spliiovat poZadavek

do rozmezi * 20 % od nomindlni hodnoty (30).

> Piesnost v riznych cyklech (the between-run accuracy)
Pro ovéfeni ptesnosti mezi cykly méfeni, LLOQ, nizké, stfedni a vysoké hodnoty
kontrolnich vzorkl by mély byt analyzovany minimalné pomoci 3 cykld v ramci alesponl
dvou riiznych dnll. Stanovend koncentrace by méla byt v rozmezi +15 % predepsanych

hodnot, kromé& LLOQ, kde by neméla piekrocit hodnotu +20 % (30).

1.3.4.4 Preciznost

Preciznost definuje blizkost opakovanych méfeni analytu za piredem definovanych
podminek. Popsana je variatnim koeficientem (CV). Preciznost by méla byt prokazana
pro LLOQ), ale zaroveii i pro nizké, stfedni a vysoké koncentrace analytu v rdmci jednoho

cyklu i vice cyklil pfi zachovani stejnych podminek méfeni (30).

Vyuziti LC-MS/MS v in vitro transportnich experimentech 29



Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové Diplomova prace

> Preciznost v ramci jednoho cyklu (within-run precision)

Pro ovéfeni preciznosti by mélo byt vramci jednoho cyklu stanoveno minimalné
5 vzorkl pro jednotlivou koncentraci definujici stupné LLOQ, nizké, stfedni a nejvyssi
hodnoty kontrolnich vzorkl v rdmci jednoho dne. Hodnota varia¢niho koeficientu nesmi

pfesahnout £15 % u vSech hodnot, kromé LLOQ, kde hodnota nesmi pfesdhnout +20 %

(30).

> Preciznost v riznych cykla (between-run precision)
Pro ovéfeni preciznosti pro jednotlivé koncentra¢ni hladiny se hodnoti alesponi 3 cykly
analyzované alespont béhem dvou riznych dnti. Hodnota CV mezi jednotlivymi cykly by

neméla presahnout hodnotu 15 % u vSech hladin, kromé LLOQ, ktera nesmi prekrocit

hodnotu + 20 % (30).

1.3.4.5 Matricovy efekt

V ptipadég, Ze dochazi vlivem slozeni biologické matrice ke zméné€ odezvy detektoru na
zaklad¢ ovlivnéni ionizace analytu, hovofime o matricovém efektu (ME). Vzhledem
k tomu, Ze se v drtivé vétsiné ptipadli jedna o jev nezadouci, je potieba jej néjakym
zpusobem popsat ¢i kvantifikovat. Vyskytnout se mize jak sniZzena (tzv. ion suppression),

¢1 zvySend odezva (ion enhacement) (30) (31).

Pro kazdy zkoumany analyt (v€etn€ IS) se hodnoti matricovy efekt s pouzitim plochy
piku analytu ve vzorku za pfitomnosti matrice a plochy piku analytu ve vzorku bez obsahu
matrice (standard analytu v rozpoustédle). ME normalizovany na IS se poté vypocita
vydélenim hodnot ME analytu a ME pro IS a vyjadii se jako CV (%) pro 6 Sarzi matrice.
Hodnota CV by nem¢la byt vétsi nez 15 %. Stanoveni by mélo byt provedeno alespoii

pro dvé¢ koncentracni hladiny (nizk4 a vysokd) (30).

V ptipad€ obtizné¢ho ziskani matrice 1ze pouzit méné nez 6 SarZi, ale musi to byt

dostate¢n¢ odtivodnéné (30).

1.3.4.6 Selektivita

Americky 1ékopis (USP) definuje selektivitu jako schopnost analytické metody ptesné
méfit analyt 1 za pfitomnosti interferenci. Selektivita je schopnost metody rozliSovat a
méfit analyty a IS 1 za pfitomnosti dal§i komponentl,, které jsou obsazeny ve

vzorku/matrici (28) (30).
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Selektivitu lze zlepsit jednak nastavenim optimdalnich chromatografickych podminek
(teplota kolony, sloZzeni mobilni faze atd.), vybérem detektoru a také vhodnym postupem
pro Upravu vzorku. Jednim moznym zplsobem ovéfenim selektivity je nepfitomnost
odezvy v blankové biologické matrici. Druhou moznosti je kontrola, zda prisecik

kalibracni kiivky neni vyrazné odlisny od nuly (28).

V ptipadé¢ ovéfeni selektivity za pomoci odezvy, by méla byt prokazana pomoci
minimélné¢ 6 jednotlivych vzorkl. Pfitomnost ruSicich komponentl je akceptovana,
pokud odezva je mensi nez 20 % LLOQ pro analyty a pro IS plati podminka mensi nez
5 %. Nesmi byt opomenuta ani jakédkoli mozna interference zptisobena metabolity 1éCiva,

¢i degradacnich metabolitil, kterd by méla byt také analyzovana (30).

1.3.4.7 Prenos mezi vzorky (Carry-over)
Nezadouci jev, pii kterém dochazi k vyskytu signalu analytu ve slepém vzorku po analyze

vzorki s vysokou koncentraci analytu. M¢l by byt vyfeSen a minimalizovan jiz béhem

wrwe

Pienos mezi vzorky béhem validace by mél byt posouzen nastfikem slepych vzorka po
vzorcich s vysokou koncentraci nebo kalibra¢niho standardu horni hranici kvantifikace.
Carry-over ve slepém vzorku by nemél presahnout hodnotu 20 % hodnoty LLOQ, ani
hodnotu 5 % hodnoty pro IS. Pokud by byl pro danou metodu sledovan vyznamny

carry-over, doSlo by k ovlivnéni pfesnosti a preciznosti (30).

1.3.4.8 Stabilita
V ramci hodnocenti stability se zjistuje, zda podminky skladovani a ptipadné jednotlivé
kroky ptipravy vzorku a jeho uchovéni ptfed vlastni analyzou negativné neovliviuji

koncentraci analytu ve vzorku (30).

Stabilita analytu ve studované matrici je hodnocena pomoci kontrolnich vzorkl s nizkou
a vysokou koncentraci, které jsou analyzovany nejen ihned po ptiprave, ale 1 poté co jsou
uchovavany za pfedem definovanych skladovacich podminek. Kontrolni vzorky se
analyzuji proti kalibra¢ni kiivce, ziskané z Cerstvé pfipravenych vzorki kalibra¢nich
standardii. Zjisténé koncentrace analytli by v rdmci sledovaného casového intervalu
nemély poklesnout o vice nez 15 % pocatecni koncentrace, abychom mohli latku oznacit

jako stabilni (30).
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Krom¢ stability v biologické matrici je dilezité stanovit stabilitu analytu (véetné IS)
zasobnich a pracovnich roztokl. Nejéastéji se hodnoti: kratkodoba stabilita, dlouhodoba
stabilita, stabilita pfi opakovaném rozmrazovani a zamrazovani a také stabilita jiz

upraven¢ho vzorku pfi laboratorni teplot¢ a stabilita v autosampleru (30).

Stabilita pfi zmrazovani a rozmrazovani (freeze-thaw stability) béhem které jsou
kontrolni vzorky zamraZeny a nasledné pii laboratorni teploté rozmrazeny, dochazi
k situaci, kdy po dokon¢eni rozmrazeni se vzorky zanalyzuji a znovu zmrazi za stejnych

podminek (30).

Dlouhodobé stabilita (long-term stability) analyzuje vzorky ulozené v mrazdku za
dodrzeni stejnych podminek po celou dobu uchovani, nez dojde k samotné analyze
samotného vzorku. Doba, po kterou je dlouhodoba stabilita hodnocena by méla odpovidat

dobé¢ skladovani realného vzorku (30).

Stabilita pii laboratorni teploté a stabilita v autosampleru sleduje stabilitu analytu v jiz
zpracovaném vzorku a hodnoti, zda nedochéazi k degradaci analytu vlivem pracovniho

postupu a pii uchovavani v autosampleru, nez dojde k analyze (30).
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2 CIiL PRACE

Cilem prace byl vyvoj, optimalizace a validace LC-MS/MS metody pro stanoveni 1éCiva
gilteritinib z kultivacniho média a nasledna aplikace metody na vzorky, pochazejici z

in vitro transportnich experimentt.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 CHEMIKALIE A SPOTREBNI MATERIAL

V ramci experimentalni ¢asti byly pouzity nasledujici chemikalie a spotifebni material.

Seznam pouzitych chemikalii: zdsobni roztoky gilteritinibu (GIL; 20 mmol/l) a
maraviroku (MRV; 10 mmol/l) v dimethylsulfoxidu (DMSO) byly poskytnuty Katedrou
farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty UK, Opti-MEM bunééné médium —
Gibco (Rockwille, MD, USA), MeOH (LC-MS grade) — J.T. Baker (Phillipsburg, USA),
kyselina mraven¢i — VWR (Leuven, Belgie) a ultracistd voda ziskana pomoci Millipore

purification system od Merck — Millipore (Darmstadt, Némecko).

Jako spotiebni materidl byly vyuzity plastové mikrozkumavky (1,5 ml) a pipetovaci
Spicky (0,1 — 10 pl, 2-200 pl, 50-1000 pul) od Eppendorf (Hamburk, Némecko), vialky
(1,5 ml) a inserty (300 ul) - VWR (Leuven, Belgie), vicka na vialky (PTFE/S) — Agilent
Technologies (Santa Clara, CA, USA).

Analyza probihala na kolon¢ — Hypersil Gold C18 (100 x 4,6 mm, 3 pm) + piedkolonovy
filtr OPTI-GUARD (1 mm guard column C18) od Thermo Fisher Scientific (San Jose,
CA, USA).

3.2 PRISTROJOVE VYBAVENI A SOFTWARE

Béhem ptipravy vzorkl byla pouZita tfepacka (vortex) — Wizard IR Infrared Vortex Mixer
(VELP Scientifica, Usmate, Italie) a pro davkovani presné danych objemu byly vyuzity
manudlni automatické pipety: 0,5 — 10 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl (Eppendorf,
Hamburk, Némecko).

Analyzy vzorkl probihaly na LC-MS ve spojeni s iontovou pasti, konkrétné Slo o
Shimadzu Prominence HPLC systém skladajici se zz: DGU-20A Prominence Degasser,
LC-20AT Liquid Chromatography Pump, CTO-20A Prominence Column Oven, and SIL-
20A Prominence Autosampler (Shimadzu, Kjoto, Japonsko). Detektor Thermo Finnigan
LCQ Advantage Max Ion Trap hmotnostni spektrometr vybaven ESI zdrojem (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, CA, USA).
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Jako druhy byl vyuzit UHPLC-MS s trojnym kvadrupdlem. Jednalo se o Shimadzu
Nexera X2 UHPLC systém skladajici se zz DGU-20As Prominence Degasser, LC-30AD
Nexera Liquid Chromatography Pump, CTO-30A Nexera Column Oven, SIL-30AC
Nexera Autosampler a LCMS-8030 hmotnostni detektor vybaven ESI zdrojem
(Shimadzu, Kjoto, Japonsko).

Pro valida¢ni vypocty byly pouzity programy Excel MS Office (Microsoft, Redmond,
USA) a GraphPad Prism 9.3.1. (GraphPad Software, San Diego, USA).

3.3 PRIPRAVA ROZTOKU

3.3.1 Zasobni a pracovni roztoky
Analyzované latky GIL a MRV byly rozpustény v DMSO. Dosazena koncentrace
jednotlivych latek byla GIL 20 mmol/l a MRV 10 mmol/l. Tyto pfipravené roztoky

slouZzily jako zasobni a byly uchovavany v mrazaku pfi -20 °C.

V dal§im kroku bylo zapotiebi pfipravit 1 roztoky pracovni. Pracovni roztok GIL
(analyzovana latka) o poZadované koncentraci 10 pmol/l byl pfipraven v Opti-MEM
médiu. K ptipravé 1 ml roztoku bylo vyuZito 0,5 pl zasobniho roztoku GIL, ke kterému
bylo nasledné¢ piidano 999,5 ul Opti-MEM média. Pracovni roztok MRV (IS) o
pozadované koncentraci t€z 10 umol/l byl ptipraven v 70% MeOH (v/v). K pfipravé
1 ml roztoku bylo vyuZito 1 pl zdsobniho roztoku MRV, ke kterému bylo ptidano 999 pl
rozpoustédla 70% MeOH (v/v). Pracovni roztoky byly pfipravovany v den potieby,

pfipadné uchovavany v mrazaku pii -20 °C.

3.3.2 Roztoky pro pripravu kalibracni primky a validaci metody

» Kalibraéni kiivka

Jednotlivé roztoky GIL pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky v Opti-MEM médiu byly
pfipraveny pomoci pracovniho roztoku o koncentraci 10 pmol/l. K méfeni kalibra¢ni
kiivky (KP) bylo nutné pfipravit jednotlivé koncentra¢ni hladiny. Jednotlivé koncentrace
GIL v roztoku byly 10, 20, 50, 120, 250, 370 a 500 nmol/I. Pfiprava téchto koncentra¢nich
hladin je popsana v tabulce 2.

Roztok IS o koncentraci 200 nmol/l byl pfipraven v 70% MeOH (v/v) fedénim
ptislusného pracovniho roztoku tak, ze 100 pl MRV (10 pumol/l) bylo doplnéno

rozpoustédlem do 5 ml.
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Tabulka 2 Priprava kalibracnich hladin do kalibracni kFivky pro kvantifikaci gilteritinibu (GIL)

analyt koncentracni koncentrace rozpoustédlo pracovni
hladiny [nmol/1] (opti-MEM) roztok GIL [ul]
[ul]
L1 10 999 1
L2 20 998 2
L3 50 995 5
GIL
L4 120 988 12
L5 250 975 25
L6 370 963 37
L7 500 950 50

Po ptipravé sedmi koncentracnich hladin bylo jednotlivé koncentrace nutné smichat s IS.
Do insertu ve vialce bylo napipetovano 50 pl z kazdé pfipravené koncentracni hladiny
s 50 ul IS a kalibraéni standard byl fadné promichén na vortexu. Poté uz bylo vse

piipravené k samotné analyze.

»> Presnost a preciznost

V rdmci validace metody bylo nutné ovéfit pfesnost a preciznost metody. Pro jejich
stanoveni byly na zaklad¢ validaéni smérnice pro bioanalytické metody dle EMA vybrany
koncentra¢ni hladiny, 10, 20, 120 a 370 nmol/l, jejichz ptiprava vychéazela z ptipravy KP
(tabulka 2). Pro vypocet ,, within-run“ ptesnosti a preciznosti byla kazda koncentracni

hladina zméfena pétkrat (n=5) v ramci jednoho dne a pro vypocet ,, between-run’

parametri byla kazda koncentra¢ni hladina zmétena tfikrat (n=3) v rtiznych dnech.

3.3.3 Roztoky pro hodnoceni matricového efektu
Déle bylo nutné zjistit, jestli dochazi ke zméné odezvy detektoru vlivem slozeni
biologické matrice vypoctem IS — normalizovaného matricového efektu. Ke zjisténi

matricového efektu byly méfeny koncentracni hladiny GIL 20 nmol/l a 370 nmol/Il
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piipravené¢ v bunééném médiu (Opti-MEM) a rozpoustédle bez obsahu biologické

matrice (20% MeOH, v/v).

Standardy v Opti-MEM médiu byly pfipraveny pro kazdou koncentra¢ni hladinu Sestkrat
(n=6) a rozpoustédloveé standardy byly pro kazdou koncentraci piipraveny tiikrat (n=3).

Ptiprava standardl vychazela ze zasobniho roztoku 10 pmol/l GIL dle tabulky 2.

3.3.4 Roztoky pro stabilitu
Dalsim dilezitym bodem validace byla stabilita analytu pii zpracovani vzorku a

pfipadném uchovavani za snizené teploty.

Pro sledovani dlouhodobé stability v mrazdku (-20 °C) a pii opakovaném
rozmrazeni/zamrazeni byly pfipraveny nasledujici roztoky: GIL 10 umol/l v Opti-MEM
médiu a IS 200 nmol/l v 70% MeOH. Takto pfipravené roztoky byly uchovavany
pfi-20 °C po dobu 16 dni. V den analyzy byl roztok GIL nafedén Opti-MEM médiem na
koncentrace 20 a 370 nmol/l a 50 pl téchto roztokl bylo smichdno s 50 pl roztoku IS.
V ptipadé stability pfi opakovaném rozmraZeni/zamrazZeni byly méteny 3 cykly. Stabilita
GIL byla hodnocena téZ u jiZ natedénych roztokli o koncentracich 20 a 370 nmol/l

uchovavanych v mrazaku.

Pro hodnoceni stability GIL pii laboratorni teploté¢ a teploté v autosampleru byly
pfipraveny roztoky o koncentraci 20 a 370 nmol/l, které byly méteny ihned po ptipravé a

nasledné po 24 hodinach.

3.3.5 Zpracovani vzorki
V ptipad¢ zpracovani redlného vzorku by se zkoumany analyt nafedény médiem Opti-
MEM napipetoval do insertu ve vialce v poméru 1:1 s roztokem IS (v nasem ptipad¢ by

Slo 0 50 pl redlného vzorku + 50 pl roztoku IS).
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3.4 CHROMATOGRAFICKE METODY — LC/MS

» LC-MS/MS -LCQ

Béhem této metody byl pouzita kolona Hypersil GOLD C18 s pifedkolonovym filtrem.
Teplota v kolonovém prostoru byla 40°C. Mobilni fadze byla sloZzena z 0,1% kyseliny
mravenci (vodna faze) a z 0,1% kyseliny mravenci v MeOH (organicka faze) s v rezimu
isokratické eluce (50 % organické faze) pti prutoku 0,320 ml/min. Celkovy Cas analyzy
byl 5 minut s tim, Ze prvnich 3,5 minut nebylo analyzovéno a bylo pfesmérovano do
odpadu. Nastfik analyzovaného vzorku byl 10 pl. Vzorky byly uchovavany
v autosampleru pii 10 °C.

Parametry iontového zdroje jsou uvedeny v tabulce 3. Analyza probihala v rezimu SRM
s nasledujicimi iontovymi prechody: GIL [M+H]" m/z = 553 (CID 68%) — m/z 436, 353
a IS [M+H]" m/z = 514 (CID 38%) — m/z 389.

Tabulka 3 Parametry iontového zdroje LCQ-ESI pro analyzu gilteritinibu

Capillary Temperature 325°C
Spray Voltage 3,3kV
Sheat Gas 50 arb
Auxiliary Gas 10 arb
Capillary Voltage 43V
Tube Lens -15

» LC-MS/MS -QQQ

V ramci této metody byla pouzita také kolona Hypersil GOLD C18 s pfedkolonovym
filtrem. Teplota v kolonovym prostoru byla 40 °C. Mobilni faze byla slozena z 0,1%
kyseliny mravenci (vodna faze) a z MeOH (organickd faze) v reZimu isokratické eluce
(50 % organické faze) pii pritoku 0,350 ml/min. Celkovy €as analyzy byl 5 minut s tim,
ze prvnich 3,5 minut nebylo analyzovdno a bylo pfesmérovano do odpadu. Nastiik
analyzovaného vzorku byl 10 pl. Vzorky byly uchovavany v autosampleru pii 10 °C.
Parametry iontového zdroje jsou uvedeny v tabulce 4. Analyza probihala v rezimu SRM
s nasledujicimi iontovymi piechody: GIL [M+H]" m/z = 553 (CE -27, -34) — m/z 436,
353 a IS [M+H]" m/z = 514 (CE -20) — m/z 389.
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Tabulka 4 Parametry iontového zdroje QQQ-ESI pro analyzu gilteritinibu

Nebulizer Gas Flow 3 /min
DL Temperature 250 °C
Heat Block Temperature 400 °C
Drying Gas Flow 15 I/min
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 TRANSFER CHROMATOGRAFICKE METODY Z LCQ NA QQQ
Pivodné bylo planovano stanovovat GIL z Opti-MEM bunécného média na
chromatografickém systému ,,Shimadzu Prominence® s hmotnostné-spektrometrickou

detekci pomoci Thermo Finnigan LCQ.

V priibéhu prevalidace metody bylo zjisténo, Ze s pfibyvajicim poctem nasttiki dochazi

v prubehu analyzy k vyznamnému snizeni odezvy jak GIL, tak i IS.

Vzhledem k tomu, Ze vzorek média neprochézel pted vlastni analyzou Zadnou upravou
(pouze byl natedén pfidanim vnitiniho standardu v 70% MeOH v pom¢éru 1:1, v/v), byla
zde vysoka pravdépodobnost, ze supresi signalu zpisobuji slozky pochazejici z média.
V ptipadé Opti-Mem média se po strance slozeni jednd o upravené minimalni esencialni
(MEM) médium pufrované kyselinou N'-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2 ethansulfonovou
(HEPES) a uhli¢itanem sodnym a obohacené hypoxanthinem, thymidinem, pyruvatem,

L-glutaminem, stopovymi prvky a ristovymi faktory (32).

Vzhledem ke komplexnimu sloZeni této biologické matrice bylo v rdmci vyvoje a
optimalizace metody cilem zajistit separaci GIL od jednotlivych komponent matrice a
také minimalizovat riziko kontaminace MS detektoru net€ékavymi slozkami média. Jiz
v pribéhu optimalizace vlastni LC-MS/MS metody na Hypersil GOLD chromatografické
koloné¢ bylo zjisténo, ze pii zvySovani obsahu organické slozky v mobilni fazi dochazi ke
koeluci GIL se supresujicimi slozZkami matrice a jako nejvhodnéjsi se ukazaly nasledujici
podminky: mobilni faze sloZzena z 0,1% kyseliny mravenci (vodna faze) a z 0,1% kyseliny
mraven¢i v MeOH (organické faze) s v reZimu isokratické eluce (50 % organické faze)
s prutokem 0,32 ml/min. Celkovy Cas analyzy byl nastaven na 5 minut s tim, zZe prvnich
3,5 minut nebylo analyzovano a bylo pfesmérovano do odpadu. Nastiik analyzovaného

vzorku byl 10 ul. Teplota v kolonovém prostoru byla 40 °C.

Pti vyslednych chromatografickych podminkéch byl ziskan chromatogram zobrazeny na

obrazku 7. Na chromatogramu jsou také zobrazeny chemické struktury GIL a MRV (IS).
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Obrdzek 7 Vysledny chromatogram pro vzorek gilteritinibu (tr = 3,91 min) v Opti-MEM

médiu o koncentraci 500 nmol/l za pouZiti vnitiniho standardu (tg = 4,38 min) o

koncentraci 200 nmol/l

Vzhledem k reten¢nim castim GIL (~ 3,9 min) a IS (~ 4,4 min) nebylo potieba ziskavat

data potizena na zacatku analyzy a mobilni faze byla az do 3,2 min odvadéna do odpadu.

Opakovanym nastfikem standardu GIL v Opti-MEM bylo vSak pozorovano, ze dochazi

k vnéj$i kontaminaci (usazovani balastll) na vstupu na ion-transferovou kapilaru

(viz obrazek 8), coz zarovei vedlo ke snizeni odezvy analyta.
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Obrdazek 8 Diagondlni konstrukcni usporadani iontového zdroje (elektrosprej) u MS
detektoru Thermo Finnigan Max Advantage LCQ. Cervené je vyznacena oblast, kde

dochazelo k usazovani balastii (33)

Byl testovan vliv polohy/vzdalenosti iontového zdroje (ESI) od vstupu na ion-
transferovou kapilaru. V pilotnim experimentu byly testovany tii vzdalenosti ESI
(sprejovaci kapilary) od vstupniho otvoru ion-transferové kapilary. Vzdalenost byla
nastavena pomoci Sroubu umisténého v predni ¢asti iontového zdroje MS detektoru (viz
obrazek 9). Vysledky popisuji vliv vzdalenosti sprejovaci kapilary od vstupu na ion-
transferovou kapilaru u Thermo Fisher Max Advantage LCQ na analyzu GIL jsou

uvedeny v tabulce 5.
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Obrazek 9 Nastaveni vzdadlenosti sprejovaci kapildary u Thermo Fisher Max Advantage

LCQ pomoci Sroubu (micrometer) (33)

Tabulka 5 Vliv vzdalenosti sprejovaci kapilary na odezvu gilteritinibu (GIL; 500 nmol/l
v Opti-MEM médiu) a vnitiniho standardu (1S, 200 nmol/l) ve spolecné smesi (1:1, v/v) po 40

nastricich vzorku vyjadreny jako relativni smérodatna odchylka (RSD)

mikrometr 50 mm 75 mm 100 mm
nastiik GIL IS GIL IS GIL IS
1 279633596 | 14429437 | 268060775 | 14357586 | 395594885 | 14028138
40 68277722 4299046 | 204045737 | 10364939 | 324561985 | 11960149
pramér 201363998 | 9941699 | 235048018 | 10930510 | 356844858 | 14531629
RSD 34,5% 37,1% 10,3% 13,5% 5,5% 11,2%
odezva -75,6% -77,0% -23,9% -27,8% -18,0% -14,7%

Ve vychozi pozici (50 mm) bylo po 40 nastficich pro standard GIL (500 nmol/l) a IS
(200 nmol/l) v Opti-MEM médiu pozorovano pro GIL a IS snizeni odezvy o 75,6 % a
77,0 %. Z tabulky vyplyva, ze vzristajici vzdalenost sprejovaci kapilary pozitivné
ovlivituje odezvu jak GIL, tak IS. AvSak vzhledem ktomu, Ze redlné¢ vzorky

z transportnich experimentl jsou obvykle méfeny ve velké sérii (n>100), je potieba
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zajistit, aby 1 pfi opakovaném nastiiku z jednoho vzorku bylo dosazeno bylo

opakovatelné odezvy na zacatku i na konci analyzy.

Suprese signalu analyti v dusledku slozeni biologické matrice muze byt kromé
vzdalenosti sprejovaci kapilary ovlivnéna téz samotnou konstrukci iontového zdroje.
Pro ovéfeni byla proto metoda pro stanoveni GIL transferovana na ,, Shimadzu LCMS
000, kde je na rozdil od predchoziho LC-MS instrumentu iontovy zdroj umistén

ortogonalné (kolmo) ke vstupu na ion-transferovou kapilaru (viz obrazek 10).

Diky ortogonalnimu uspotadani ESI nedopad4 rozprasovany roztok piimo na vstup

kapilary, coz snizuje jeho kontaminace a zlepSuje robustnost ptistroje (34).

Obrazek 10 Ortogonalni konstrukcni usporadani iontového zdroje (elektrosprej) u MS detektoru
Shimadzu LCMS 8030 (trojity kvadrupol) (35)

V disledku transferu doslo k upravé chromatografické metody, kdy byl pritok mobilni
faze zvySen na 0,35 ml/min. Findlni chromatogram ziskany za téchto podminek je

zobrazen na obrazku 11.
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Obrazek 11 Vysledny chromatogram pro vzorek gilteritinibu (tr = 3,66 min) v Opti-MEM
médiu o koncentraci 500 nmol/l za pouZiti vnitiniho standardu (tg = 4,34 min) o

koncentraci 200 nmol/l

Nasledné bylo provedeno 100 nastiikli vzorku obsahujici GIL (500 nmol/l) a IS
(200 nmol/l) v Opti-MEM médiu a byl posezen vliv na odezvu analyti (tabulka 6).

Tabulka 6 Viiv konstrukce iontového zdroje u Shimadzu LCMS 8030 na odezvu gilteritinibu (GIL;
500 nmol/l) a vnitrniho standardu (IS; 200 nmol/l) ve spolecné smési (1:1, v/v) po 40 a 100

nastricich vzorku vyjadreny jako relativni smerodatna odchylka (RSD)

nastrik GIL IS
1 384436 305157
40 284316 284316
pramér 366336 283697
RSD 3,3% 3.,5%
odezva -6,5 % -6,8%

nastrik GIL IS
100 368154 298751
pramér 375996 284467
RSD 3,5% 3,6 %
odezva -4,2 % 2,1 %

Na zaklad¢ ziskanych vysledku byla dale pro analyzu GIL v Opti-MEM bunééném médiu
vyuzivana LC-MS sestava Shimadzu LCMS 8030, na které byla také metoda validovana.
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4.2 VALIDACE METODY

4.2.1 Selektivita a pfenos vzorki mezi analyzami

Selektiva metody byla ovétena analyzou vzorku slozeného z blankového Opti-MEM a
70% MeOH (v/v) v poméru 1:1 (v/v). Na chromatogramu nebyly v danych reten¢nich
¢asech odpovidajicich GIL a IS pozorovany zadné interferujici piky. Zaroven nebyl po
nastiiku nejvyssiho kalibra¢niho standardu (500 nmol/l GIL a 200 nmol/1 IS) v nasledném

blankovém vzorku sledovan zadny vyznamny pienos analytu.

4.2.2 Linearita

Linearita byla hodnocena v koncentra¢nim rozmezi GIL 10-500 nmol/l v bunécném
médiu Opti-MEM. Graf uvedeny na obrazku 12 ptedstavuje kalibra¢ni ptfimku ziskanou
ze Ctyf stanoveni pomoci vdzeni linedrni regrese (1/x). V daném koncentracnim rozmezi
je metoda pro stanoveni GIL v Opti-MEM linearni (R=9992). V tabulce 7 jsou uvedeny

parametry kalibra¢ni kiivky.

Tabulka 7 Hodnoty pro sestrojeni kalibracni kiiivky (y=0,002947x+0001197) a jeji parametry.
Dosazenim poméru plochy pod pikem pro gilteritinib (Aci) a vnitini standard (Ais) do rovnice
kalibracni krivky byla zpétné vypocitana koncentrace jednotlivych hladin a vyjadienda v

procentech vzhledem k referencni koncentraci

1/x y=0,002947x+0001197 R=0.9992
¢ [nmol/1] 10 20 50 120 250 370 500
(n=4) KP1 KP2 KP3 KP4 KP5 KP6 KP7
AciL/Ars 0,03 0,06 0,16 0,37 0,75 1,16 1,62
piepodet 11,32 21,26 53,53 126,19 254,09 393,28 550,84
koncentrace
[nmol/1] 113,25 % | 106,31 % | 107,06 % | 105,16 % | 101,63 % | 106,29 % | 110,17 %
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Obrdazek 12 Kalibracni kiivka pro gilteritinib v rozmezi 10-500 nmol/l v bunécném médiu Opti-
MEM. Graf vyjadiuje zavislost poméru plochy pod pikem gilteritinibu (Aci) a vnitiniho
standardu (Ais) na koncentraci gilteritinibu. Hodnoty jsou vyjadreny jako priumér (n=4) =+

smerodatna odchylka

4.2.3 Presnost a preciznost

Ptesnost a preciznost metody byla hodnocena na 4 koncentra¢nich hladinach 10, 20, 120
a 370 nmol/l. Vypocitané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 8. Pro ,, within-run “ ptesnost a
preciznost. Bylo stanoveno celkem 5 paralelnich vzorkli na téZze koncentra¢ni hladiné

v ramci jednoho dne.

Tabulka 8 "Within-run" presnost a preciznost metody. Presnost pro jednotlivé koncentracni
hladiny je vyjadiena jako primér vypocitanych koncentraci (c) z péti méreni (n=>5) = smérodatna
odchylka (SD) a procentuadlné vyjadrena vzhledem k referencni hodnoté. Preciznost je vyjadirena

Jjako variacni koeficient (CV)

"Within-run"'
¢ [nmol/l] 10 20 120 370
105,12 + 361,18 =
¢ namétena [nmol/l] £ SD (n=5) [10,30+0,53 (22,49 + 0,43 6,42 10,12
piesnost 103,04 % 112,45 % 87,60 % 97,62 %
preciznost (CV) 5,21 % 1,92 % 6,11 % 2,80 %
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Ze ziskanych dat vyplyva ze within-run piesnost a preciznost vyhovuje pozadavkim
EMA smérnice. Data pro within-run ptesnost splituji stanovenou podminku, pii které
musi byt splnéno odchylka £15 % piedepsanych hodnot koncentraci (u LLLOQ * 20 %)).
V ptipadé ziskanych dat pro within-run preciznost vysledky také odpovidaji EMA
smérnici. Data spliiuji podminku hodnoty variacniho koeficientu (CV, viz tabulka 8.),

ktery nepfesahnul hodnotu £15 % (u LLOQ * 20 %).

Pro ,, between-run “ ptesnost a preciznost byla kazda koncentra¢ni hladina bylo stanoveno

3 paralelnich vzorki na téze koncentra¢ni hladin€ v riznych dnech (tabulka 9).

Tabulka 9 "Between-run" presnost a preciznost metody. Presnost pro jednotlivé koncentracni
hladiny je vyjadiena jako priimer vypocitanych koncentraci (c) ze tii méreni (n=3) = smérodatna
odchylka (SD) a procentuadlné vyjadrena vzhledem k referencni hodnoté. Preciznost je vyjadiena

Jjako variacni koeficient (CV)

,, Between-run*“
¢ [nmol/1] 10 20 120 370
11,30 + 20,12 + 125,94 + 381,61
¢ nameétena [nmol/1] £ SD (n=3) 0,68 0,93 4,60 7,65
piesnost 112,99 % | 100,61 % | 104,37 % 103,14 %
preciznost (CV) 4,64 % 6,16 % 3,67 % 2,01 %

Ze ziskanych dat vyplyva ze between-run ptesnost a preciznost vyhovuje poZadavkiim
EMA smérnice. Data pro between-run ptesnost splituji stanovenou podminku, pii které
musi byt splnéno odchylka 15 % ptedepsanych hodnot koncentraci (u LLLOQ £ 20 %)).
V ptipad¢ ziskanych dat pro between-run preciznost vysledky také odpovidaji EMA
smérnici. Data splituji podminku hodnoty varia¢niho koeficientu (CV, viz tabulka 9),

ktery neptesahnul hodnotu £15 % (u LLOQ % 20 %).
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4.2.4 Matricovy efekt

Matricovy efekt byl normalizovan na vnitini standard pomoci analyzy standardi
pfipravenych v bunééném médiu Opti-MEM a 20% MeOH (v/v) pfi koncentraci GIL 20
a 370 nmol/l a IS 200 nmol/I (tabulka 10). U standardii ptfipravenych v bunécném médiu

byla pozorovana mirna suprese signalu.

Tabulka 10 Matricovy efekt normalizovany na vnitini standard (IS-normalizovany ME) vyjadreny

Jjako priumeér ze Sesti stanoveni (n=6) = smerodatna odchylka (SD) a variacni koeficient (CV)

Matricovy efekt
¢ [nmol/1] 20 370
1,53 +
IS-normalizovany ME + SD (n=6) 0,04 1,31+ 0,03
CV 3,67 % 2,33 %

Ze ziskanych dat bylo zjisténo ze matricovy efekt vyhovuje pozadavkim EMA smérnice,
jelikoz variaéni koeficient stanoveny pro dvé koncentracni hladiny (nizkou a vysokou)

nepiesahuje hodnotu 15 %

4.2.5 Stabilita

Stabilita GIL v Opti-MEM médiu byla sledovdna na né€kolika trovnich. Vzhledem
k tomu, ze realné vzorky byly planované méfit v den provadéni experimentu, bylo
hlavnim cilem testovani stability zjistit, za jakych podminek by bylo v pfipadé potieby
mozné vzorky uchovavat a také zjistit jaké je stabilita koncertovanych pracovnich
roztokli. Dlouhodoba stabilita (uchované v mrazaku po dobu 16 dnti) byla hodnocena
pro vzorky uchovavané v mrazaku (-20 °C) dvéma zptsoby: jednak se jednalo o stabilitu
zmrazen¢ho standardu o koncentraci 10 umol/l, ze kterého se ptipravily vzorky o
koncentraci 20 a 370 nmol/l v prvni a posledni den méteni a dale se jednalo o méteni jiz
pfipravenych standardi o téchto koncentracich. V ramci hodnoceni stability pii
opakovaném rozmrazeni/zamrazeni (3 cykly) byl opét pfipraven standard o koncentraci
10 umol/l, ktery byl opakované rozmrazen, byly z néj pfipraveny vzorky o koncentraci
20 a 370 nmol/l a zasobni standard byl opét zamrazen. Pro hodnoceni stability pii
laboratorni teploté a v autosampleru byly pfipraven vzorky (20 a 370 nmol/l) zmé&feny
thned po pfipravé a poté ponechdny volné v laboratofi pfi 25 °C a v autosampleru (10 °C)
a po uplynuti 24 hod byly tyto vzorky znovu zanalyzovany. Soucasné byl pro kazdy

stabilitni experiment pfipraveny roztok IS o koncentraci 200 nmol/l v 70% MeOH (v/v).
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Vysledné stability vyjadieny jako kone¢ny obsah GIL v procentech jsou uvedeny

v tabulce 11.

Ze ziskanych dat vyplyva, ze v ptipad¢ zmrazeného standardu o koncentraci 10 umol/l,
ze kterého se az v den méfeni piipravovaly vzorky o koncentracich 20 a 370 nmol/l
vyhovuji pozadavklim EMA smérnici. Ziskané hodnoty nepoklesly v uvedeném ¢asovém
intervalu o vice nez 15 %. V druhém ptipad¢, kdy se jednalo pfipravené a zamrazené
vzorky o koncentracich 20 a 370 nmol/l, bylo zjisténo, Ze data nespliuji pozadavky EMA
smérnice, jelikoZ vysledky (tabulka 11) poklesly o vice jak 15 %. V tomto pfipadé se tedy

uchovavani pti -20 °C nejevi jako vhodné pro tento typ vzorku.

Tabulka 11 Stabilita gilteritinibu (GIL) v Opti-MEM bunécném médiu vyjadrena v procentech

VICT Cerstvé pripravenému standardu

¢ GIL [nmol/1] 20 370 t[°C]
Dlouhodob4 stabilita (10 pmol/l) 95,94 % 97,02 % -20
Dlouhodoba stabilita 80,71 % 84,73 % -20
Opakované rozmrazeni-zamraZeni 71,13 % 61,81 % -20/25
Stabilita pfi laboratorni teploté 85,22 % 83,08 % 25
Stabilita v autosampleru 91,61 % 89,57 % 10 °C

Vzorky jiz pfipravené v Opti-MEM médiu nejsou rovnéz vhodné pro opakované
rozmrazovani a zamrazovani. Zaroven nafedéné vzorky (20 a 370 nmol/l) vykazovaly
niz§i stabilitu vic¢i vzorkim pfipravovanych ze zamrazeného zasobniho standardu
(10 umol/l). Vzorky, které byly jiz zpracované ptidanim vnitiniho standardu vykazaly pii
uloZeni v autosampleru po dobu 24 hodin dostatecnou stabilitu, tudiz je metoda vhodna 1

pro méteni vetsi série vzorkd.

4.2.6 Realné vzorky
Vzhledem ktomu ze v pribéhu vypracovani diplomové prace doSlo k docasnému
preruseni planovanych transportnich experimentii, nebylo mozné metodu aplikovat na

realné vzorky.
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