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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat: Lucie Svadlenkova

Konzultant: Mgr. Adam Reguli

Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Petra Stérbova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: UHPLC-MS/MS analyza vybranych potencidlnich léciv

v biologickém materidlu

Latky s kodovym oznacenim JM-298 a JM-299 jsou polohové izomery, které jsou
v soucasné dob¢ predmétem intenzivniho vyzkumu jako potencialni lé¢iva pouzivana
v 1é¢bé metabolickych a jaternich onemocnéni. Cilem této prace je vyvinout a validovat
UHPLC-MS/MS metodu pro stanoveni téchto analyti z plazmy a stanovit jejich
farmakokineticky profil v tomto materialu po podani mysim.

Pti upravé vzorku plazmy (25 pl) bylo zkouSeno nékolik precipita¢nich ¢inidel
(acetonitril, okyseleny acetonitril, methanol a okyseleny methanol), kdy nejvyssi
Samotnd analyza probihala za vyuziti UHPLC-MS/MS instrumentu s ionizaci
elektrosprejem v pozitivnim médu. Separace probihala na koloné¢ Acquity UPLC BEH
C18 (2,1x50 mm, 1,7 pm) opatiené piredkolonou se stejnym typem sorbentu. Kolonovy
prostor byl vyhtivan na 30 °C a objem nastfiku vzorku byl 1 pl, pratokové rychlost
mobilni faze 0,3 ml/min. V rdmci optimalizace byly testovany rizné mobilni faze, a to
napiiklad smési acetonitrilu ¢i methanolu s riiznymi koncentracemi kyseliny mravenci ve
vodé pfi izokratické i gradientové eluci. Nejvyssi odezvy s optimalni symetrii pikid bylo
dosaZeno pfti gradientové eluci s mobilni fazi tvofenou 0,1% kyselinou mravenci ve vodé
a acetonitrilem. Vyvinuta metoda byla validovéana pro ob¢ latky v koncentracnim rozmezi
0,25 az 25,00 pg/ml v plazmé a néasledné pouzita pro stanoveni farmakokinetického

profilu v mysi plazmé po podéni latky JM-298 nebo JM-299.
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Substances with codenames JM-298 and JM-299 are positional isomers that are
currently under intensive research as potential drugs used in the treatment of metabolic
and liver diseases. The aim of this work was to develop and validate the UHPLC-MS/MS
method for the determination of these analytes from plasma and to determine their
pharmacokinetic profile in this material after administration to mice.

Several precipitating agents (acetonitrile, acidified acetonitrile, methanol and
acidified methanol) were tested in plasma sample preparation (25ul), where the highest
recoveries and the lowest matrix effects were achieved when 250 pl of methanol was
used. The analysis was carried out using the UHPLC-MS/MS instrument with
electrospray ionisation in positive mode. Separation was carried out using an Acquity
UPLC BEH CI18 (2.1x50 mm, 1.7 pm) protected with a pre-column with the same
sorbent. The column oven was heated to 30 °C and the sample injection volume was 1 pl,
the flow rate of the mobile phase was 0.3 ml/min. As part of the optimisation, various
mobile phases were tested, for example mixtures of acetonitrile or methanol with different
concentrations of formic acid in water during isocratic and gradient elution. The highest
response with optimal peak symmetry was achieved by gradient elution with a mobile
phase consisting of 0.1% formic acid in water and acetonitrile. The developed method
was validated for both substances in the concentration range of 0.25 to 25.00 pg/ml in
plasma and subsequently used for the determination of the pharmacokinetic profile in

mice plasma after the administration of JIM-298 or JM-299.
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1 UVOD

Ultra-vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii se stala dilezitou soucasti farmaceutické analyzy a bioanalyzy. Velmi
rychle vytlacila z pouziti klasickou vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii, a to
predev§im diky zkraceni doby samotné analyzy, vyssi citlivosti a lepSi separacni
ucinnosti [1]. Umoznuje nam identifikovat strukturu a obsah 1é¢iva, metabolitl, ale
1 odhalit pfipadné necistoty. Pfed samotnou chromatografickou analyzou je nutna uprava
biologického vzorku. Vzhledem k mnozstvi balastnich a interferujicich latek by bez
tohoto kroku mohlo dojit k poskozeni chromatografického systému a zkresleni vysledkt
meéfeni. Jednd se o nejkriti¢téjsi krok analyzy z hlediska chyb a ¢asové narocCnosti.
K upravé vzorku se nejcasteji pouzivaji metody jako je precipitace, extrakce z kapaliny
do kapaliny nebo extrakce na tuhou fazi.

Nezbytnou soucasti vyvoje novych a efektivnéjSich 1é¢iv je sledovani
farmakokinetickych parametrii, na zaklad¢ kterych je mozné popsat osud 1éciva
v organismu. Tato prace se zaméfuje na vyvoj UHPLC-MS/MS metody véetné Upravy
vzorku.

Chromatografickd metoda byla upravena na zékladé¢ metody pro stanoveni
strukturniho analogu testovanych analytti s kodovym oznacenim XK-469, ktery byl
pouzit jako vnitini standard. Optimalizace spocivala primarné v testovani idedlniho
sloZzeni mobilni faze a pravé gradientu. V ramci vyvoje upravy vzorku byla testovana
rizna precipitacni ¢inidla s cilem zabezpec€it nejvyssSi moznou vytéZznost s minimalnimi
matricovymi efekty.

Po validaci byla metoda pouZita ke stanoveni farmakokinetického profilu v mysi

plazmé po dobu 24 hodin od peroralniho podani latky JM-298 nebo JM-299.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Princip kapalinové chromatografie a ultra-vysokoucinné

kapalinové chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC, liquid chromatography) je fyzikalni separacni
metoda, kterd umoziuje dé€lit analyty na zakladé jejich rozdilné distribuce mezi mobilni
(proudici kapalina) a stacionarni fazi (sorbent uvniti kolony).

Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC, ultra-high performance
liquid chromatography) je dulezitym pocinem ve vyvoji vysokoucinné kapalinové
chromatografie. UHPLC vyuZziva kolon, které jsou naplnéné velmi malymi €asticemi,
diky kterym je separace ucinnéjsi a rychlejsi. AvSak malé ¢astice generuji vyssi zpétny
tlak, proto je potfeba pouzit zafizeni odolné vici vysokym tlakiim s minimalnim

mimokolonovym ptispévkem [1][2].

2.1.1 UHPLC instrumentace
Zékladni casti UHPLC jsou zdsobniky mobilni faze (MF), odplynovac,
vysokotlaka Cerpadla, davkovaci =zafizeni, chromatograficka kolona umisténa

v termostatu a detektor. Cely systém je pfipojeny k pocitaci s vhodnym softwarem

(obr. 1).

Davkovaé

Cerpadlo
Odplynova-—— _Kolona
] | o —— X
I | M &: "
’_T — 3
Termostat

Vialka se vzorkem il |

Detektor

v

Mobilni faze

—
Pocitac se softwarem
Obr. 1: Schéma UHPLC (pfevzato a upraveno podle [3]).
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Zasobniky mobilni faze

Zasobniky MF jsou nejcastéji tlustosténné sklenéné lahve naplnéné prislusnou
mobilni fazi, opatiené vickem nebo hlinikovou f6lii, kterd zabranuje vniknuti necistot do
prislusného rozpoustédla a brani jeho nadmérnému odpatrovani. Dllezitd je inertnost
materialu nddoby vii¢i mobilni fazi, aby nedochédzelo ke kontaminaci mobilni faze
v disledku nezadouci extrakce slozek materialu nadoby [4].

Mobilni faze je do systému nasavana pies fritu, ktera udrzuje ptivodni hadici na
dn¢ zasobniku a jeji primarni funkci je filtrace ptfipadnych necistot jako je naptiklad
prach. Doporuéena porozita frit je > 10 um, aby nedochazelo k omezeni proudéni

rozpoustédla [4].

Odplyiovaé

Plyny rozpusténé v mobilni fazi mohou vést ke kolisani tlaku v systému a také
k ovlivnéni  detekce, a to pfedevSsim u ultrafialovych, fluorescen¢nich
a elektrochemickych detektord [4].

Odplynéni 1ze provést nékolika zplisoby: probubldvanim heliem, ptsobenim
ultrazvuku nebo vakuem. U UHPLC systéml volime nejcastéji online vakuové
odplynovani, kde mobilni fdze prochazi tenkosténnou porézni hadickou
z polytetrafluorethylenu (PTFE) umisténou ve vakuové komote. Rozdil tlakti pak umozni

odsati plynti z mobilni faze [4][5].

Vysokotlaka erpadla

Vysokotlaka Serpadla zajistuji pohyb MF chromatografickym systémem. Cerpani
mobilni fAze musi byt presné, reprodukovatelné a bezpulsni. Rychlost pritoku u UHPLC
systému se pohybuje v rozsahu 0,01 az 2 ml/min pfi pracovnim tlaku az 1500 bar [6][7].

Vysokotlakd cerpadla mizeme rozdélit dle principu, na kterém pracuji, tj. na
Cerpadla pracujici pti konstantnim tlaku a ¢erpadla pracujici pfi konstantnim objemovém
pratoku. Druhd z jmenovanych moznosti je diky vyssi robustnosti dominantni [6].

V soucasnosti se nejvice vyuzivaji pistova cerpadla. Tento typ ¢erpadel uvadi MF
do pohybu pistem. Pist se pohybuje prostiednictvim elektromotoru rychlosti, kterd
odpovida pozadované rychlosti pratoku kapaliny.

Pro minimalizaci pulzaci jsou v soucasné dob& pouzivana pistova cerpadla
s dvéma hlavami, kdy jedna hlava nasdvd mobilni fazi a soucasné druha sviij obsah

vytlacuje déle do systému. Mluvime o recipro¢nim zapojeni hlav v Cerpadle [6].
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Davkovaci zafizeni

Davkovaci zafizeni pracuje u UHPLC systému pfi velmi vysokych tlacich a je
schopné nastiikovat velmi malé mnozstvi vzorku (<2 pl) s vysokou spravnosti
a presnosti [1]. Automatické davkovaci zafizeni (autosampler) se sklada ze dvou hlavnich
Casti: nastfikového zafizeni, které ma za kol davkovani piesného mnozstvi vzorku
(vicecestny ventil a davkovaci smycka), a prostoru pro umisténi vialek obsahujicich
vzorky. Diky moznosti Upravy teploty uvnitf autosampleru je mozné i pii delSim
skladovani vzorkl zachovat jejich potiebnou stabilitu. Autosamplery v soucasné dob¢

vytlacuji manudlni davkovani [6].

Chromatograficka kolona

Chromatografickd kolona (obr. 2), umisténd v horkovzdusném termostatu, je
nejdulezité)si ¢asti chromatografického systému. Uvniti kolony je ukotvena stacionarni
faze. Kolona musi odolavat vysokym tlakiim, chemickému plsobeni mobilni faze
a vnitini povrch musi byt hladky. Nejcastéji jsou vyrabény z nerezové oceli, piipadné
z polyetheretherketonu (PEEK) [6]. Kolony pro UHPLC analyzy jsou obvykle dlouhé
50-100 mm o tloustce 2,1 mm [8] a jsou naplnéné staciondrni fazi s Casticemi mensimi

nez?2 pum [1].

Obr. 2: Konstrukce chromatografické kolony: 1 — vstup pro kapilaru se Sroubem,
2 — koncova hlavice, 3 — tésnéni vstupniho Sroubu, 4 — frita, 5 — ochranny krouzek,
6 — tésnéni koncové hlavice, 7 — napli kolony, 8 — plast’ kolony (pfevzato z [6]).

Stacionarni faze

Stacionarnich fazi (SF) mame nékolik typl. Jednim z nejstarSich typti jsou SF na

bazi silikagelu, jejich nevyhodou je omezend stabilita v bazickém prostredi, kde se
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silikagel rozpousti a v siln€ kyselém prosttedi, kde dochazi k hydrolyze navazané funk¢ni
skupiny. Povrchové silanolové skupiny mohou byt modifikovany vhodnymi organickymi
slouceninami, které urcuji selektivitu pfipravené faze. Chemicky vazané SF maji
omezenou stabilitu v siln¢ kyselém prostfedi, kde dochazi k hydrolyze navazané funk¢éni
skupiny. Chemicky vazané polarni SF obsahuji navazany napt. aminopropyl, nitrilovou
skupinu nebo diol. Nepolarni pak nejcastéji C8, C18 nebo fenylovou skupinu. Reverzni
faze na bazi silikagelu jsou nejrozsirenéjSim typem sorbentu [9].

Dalsim typem je SF na bazi oxida kovi, kterd patii mezi polarni anorganické
sorbenty, pouzivané jako alternativa k silikagelu diky lepsi chemické stabilité. Dale SF
na bazi organickych polymert, které mély nahradit silikagel, vzhledem ke své stabilité
v Sirokém rozmezi pH i pii vysokych teplotdch. Vyuzit u UHPLC lze jen téch, které
dosahuji limitlh mechanické odolnosti, nej¢astéji polyvinylalkohol nebo methakrylaty [6].

Hybridni stacionarni faze, které vznikly kombinaci silikagelu a organického
polymeru. Jejich vlastnosti jsou chemicky i termalné lepsi nez u silikagelu, ptikladem
jsou hybridni SF s ethylenovymi mustky, ptipravené povrchovou modifikaci. Dale SF na
bazi grafitizovaného uhliku s nejlepS§i mechanickou stabilitou a chromatografickou
ucinnosti. Pro iontové-vyménnou chromatografii vyuzivame SF schopné vyménovat

ionty na pevném nosici. Délime je na katexy (zaporné nabité) a anexy (kladné nabit¢) [6].

Detektor

Detektory jsou v chromatografickém systému umistény ptimo za kolonou, aby se
zabranilo rozmyvani piku. Zaznamenavaji rozdil v signalu pfi pratoku samotné mobilni
faze a mobilni faze obsahujici analyty, ktery pfevadi na elektrickou energii.

Vlastnosti idedlniho detektoru jsou vysoka citlivost, univerzalnost ve spektru
analytl, selektivita, Siroky linedrni rozsah, nedestruktivnost, signal nezévisly na slozeni
mobilni faze, zméné teploty a pratoku, a také by mél minimélné pfispivat
k mimokolonovému rozmyvani elu¢nich z6n [6].

Ptiklady nejvice vyuzivanych detektord v kapalinové chromatografii jsou UV-Vis
detektor a hmotnostni spektrometr (MS). Pfedevsim v bioanalyze je spojeni LC-MS
klicové [6], a bude mu vénovana samostatna kapitola. Déle se pouziva také vodivostni,
aerosolovy, chemiluminiscenc¢ni, refraktometricky, elektrochemicky nebo fluorescencni

detektor.
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2.2. Spojeni LC-MS

Hmotnostni spektrometrie (MS) je metoda zalozend na pfimém méfeni poméru
hmotnosti a poctu kladnych nebo zdpornych elementarnich nabojt iontli v plynné fazi
(m/z) ziskanych ionizaci analyzované latky [10].

Data z hmotnostni spektrometrie maji charakter kvalitativni i kvantitativni.
V soucasné dobé¢ spojeni LC-MS ptevazuje nad spojenim LC s plynovou chromatografii,
protoze se jedna o metodu, kterou lze analyzovat i malo té¢kavé, polarni a tepelné nestalé
slouceniny [11].

Zakladnimi ¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, analyzator,
detektor a pocitac s kompatibilnim softwarem, kterym se budeme vénovat v nasledujicich

podkapitolach (obr. 3).
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Obr. 3: Spojeni LC-MS (pievzato a upraveno dle [12]).

2.2.1 Ionizace
V iontovém zdroji dochézi k ionizaci analytl. V soucasné dobé se vyuziva fada
ionizacnich technik. Zptisob ionizace volime predevsim dle t€kavosti, tepelné stability,

molekulové hmotnosti a polarity dané¢ho analytu [6].
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Mezi mékké ionizacni techniky fadime ionizaci elektrosprejem (ESI, electrospray
ionization), chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI, atmospheric pressure
chemical ionization) a fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI, atmospheric pressure
photoionization). NejpouzivanéjSimi ioniza¢nimi technikami ve spojeni s kapalinovou
chromatografii jsou ESI a APCI Tyto techniky budou detailnéji vysvétleny

v nasledujicim textu [13].

Ionizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem je vhodna ptredevSim pro netékavé, tepelné labilni
slouceniny v Sirokém rozmezi molekulovych hmotnosti [13].

K tvorbé iontli dochézi prichodem roztoku analytu ptes tenkou kovovou kapilaru,
na kterou je vkladano napéti o velikosti 3 az 6 kV [13]. Mezi kapildrou a elektrodou je
vytvoreno elektrické pole, kde vznikaji velmi jemné kapky mlhy. Dochazi tedy
k rozprasovani. RozpraSené kapky budou mit kladny nebo zéporny naboj v zavislosti na
polarité vlozeného napéti na kapilaru.

Tyto kapicky se zmensSuji odpafovanim rozpoustédla v susicim plynu (nejcastéji
dusiku) pti atmosférickém tlaku nebo ve vyhiivané komote pti snizeném tlaku. Snizujici
se velikost kapicek zvySuje odpudivé sily mezi piebyteCnymi naboji v kapce a dochazi
k jeji dezintegraci (Coulombické explozi) na mnoho mensich kapicek, dokud nedojde

k uplnému odpateni rozpoustédla a vzniku iontdl analytu v plynné fazi (obr. 4) [14].
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Obr. 4: lonizace elektrosprejem (pfevzato a upraveno podle [12]).
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Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APCI je ionizac¢ni technika pouzivana u nepoldrnich sloucenin se stiedni
molekulovou hmotnosti do 1500 Da, neni vhodna pro tepelné labilni slou¢eniny a vysoce

polarni latky. Tato technika vyuziva reakci iontd a molekul v plynné fazi pii

atmosférickém tlaku [13].

Podobné jako u ESI je mobilni faze s analyty pfivedena do iontového zdroje,
konkrétné do pneumatického nebulizatoru, kde je vysokorychlostnim proudem dusiku
pfeménéna na jemnou mlhu. Ta je pak vytlaCovana proudem plynu pfes vyhiivanou
desolvata¢ni komoru. Zde dochazi k odpaifeni mobilni fdze a diky vlozenému

korénovému vyboji jsou nejprve ionizovany molekuly rozpoustédla. Ty poté ionizuji

molekuly analytu (obr. 5) [13].
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Obr. 5: Schéma APCI, v¢etné principu ionizace (pfevzato a upraveno dle [12]).

2.2.2 Hmotnostni analyzatory

Jeho vybér je zavisly zejména na vlastnostech analytu a pozadavcich provadéného

experimentu (napf. kvalitativni nebo kvantitativni informace, pozadavek na citlivost atd.)

[15].

Hmotnostni analyzator separuje ionty podle poméru hmotnosti k ndboji (m/z).
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Mezi nejcastéjsi typy analyzatort patii kvadrupol (Q), trojity kvadrupdl (QqQ),
iontova past (IT) a analyzator doby letu (TOF). Déle je také mozné vyuzit analyzator
iontové cyklotronové rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR) nebo orbitrap,

spolu s ¢etnymi kombinacemi, hybridy, téchto analyzatori.

Kvadrupol a trojity kvadrupdl

Kvadrupdl funguje jako pomysiny hmotnostni filtr, ktery filtruje a rozliSuje ionty
podle m/z. Sklada se ze Ctyi valcovych (hyperbolicky) tyci, které jsou navzijem
rovnobézné. Na dvé protilehlé tyce je aplikovano kladné jednosmérné napéti, na dalsi dveé
pak zaporné. Na vSechny je superponovano vysokofrekvencni stiidavé napéti [16]. lonty
s konkrétnim m/z, ptivedené do analyzatoru, pii uritém poméru jednosmérného
a stiidavého napéti stabilné osciluji a projdou kvadrupdlem na detektor. Zatimco ionty
s odliSnym m/z jsou zachyceny tyCemi kvadrupdlu (jejich oscilace nejsou pii daném
poméru slozek elektrického pole stabilni), zobrazeno na obr. 6. Pouzivaji se také ve

spojeni s jinymi typy analyzatoru, naptiklad s TOF [15].

lontovy zdroj
P Oscilujici ion ------- Zanikajici ion

Obr. 6: Kvadrupol (upraveno podle [12]).

Trojity kvadrupdl je slozen ze tfi kvadrupdlovych analyzatorti v tandemovém
usporadani. Prvni analyzator (Q:) miiZze skenovat v rozsahu hodnot m/z nebo selektivné
filtrovat ionty zvoleného m/z. Druhy kvadrupdl se pouziva jako kolizni cela, dochézi zde
k fragmentaci vybranych iontd z Qi. Vysledné fragmenty jsou skenovany tietim

kvadrupdlem (Q3) (obr. 7) [15].
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Obr. 7: Trojity kvadrupol (upraveno podle [12]).

Iontova past

Iontova past, nebo také kvadrupdlova iontova past, se sklada z prstencové
elektrody a dvou koncovych elektrod, na které je podobné jako u kvadrup6lu vlozeno
napéti. Koncové elektrody obsahuji otvory pro ptivod iontl z iontového zdroje a pro
vypuzeni iontil na detektor. Trajektorie pohybu iontd v analyzatoru jsou stabilizovany
heliem. Zménou napéti na elektrodach dochazi k vypuzeni ionti dle poméru m/z na
detektor. V soucasné dob¢ je pouziti trojrozmérné iontové pasti nahrazovano linearni
iontovou pasti (LIT), ktera umoznuje vy$si akumulaci iontll a disponuje také vyssi
citlivosti. LIT je Casto pouZita jako hybridni analyzator ve spojeni Q — LIT nebo LIT —
FT-ICR (obr. 8) [17].

Detektor

Zdroj iontd

a)

Obr. 8: a) 3D iontova past (pfevzato a upraveno podle [12]), b) Linearni iontova past [ 18].

Analvzator doby letu
Analyzator doby letu d¢€li ionty podle rizného m/z na zaklad¢ Casu potfebného pro

jejich prilet — od zacatku do konce letové trubice, kde dopadaji na detektor. Ionty jsou
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urychlovany v elektrickém poli, rychleji proleti ty s mensim pomérem m/z. RozliSeni
jednotlivych iontil analytli roste imérné s délkou volné drahy letu iontti. V soucasné dob¢
se pred samotnym procesem TOF provadi fokusace a filtrace ionti, coz pfispiva
k minimalizaci Sumu. Ke zlepSeni rozliSovaci schopnosti a ptesnosti jsou dulezité
reflektrony neboli iontova zrcadla, protoze kompenzuji rozdily v dobé¢ letu mezi ionty se

stejnym pomérem m/z a rozdilnou pocatecni kinetickou energii (obr. 9) [14][19].

Zdroj iontu

Urychlovac¢ iontu Detektor

Letova trubice

@® +
@ ++ Reflektron
() g

Obr. 9: Schéma analyzatoru doby letu (pfevzato a upraveno dle [12]).

2.2.3 Detekce a typy zaznamii

Ionty projdou hmotnostnim analyzatorem a poté jsou detekovany a pfeménény na
méfitelny signal pomoci detektoru. Vybér detektoru zavisi na fad¢é faktorl, jako je
napiiklad dynamicky rozsah a zda je dany detektor vhodny pro hmotnostni analyzator
[20].

Mezi Casto pouzivané patii elektronovy ndsobi¢. Vyhodou elektronového
nasobice je jeho tichy chod a moznost pocitdni jednotlivych iontl. Dale lze vyuzit

fotonasobic ¢i relativné levnou a jednoduchou Faradayovu klec [20].
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Typy zdaznamii, které miiZeme analyzou ziskat:

e Chromatogram celkového iontového proudu (TIC, total ion current) — sbér dat
probihd v celém rozsahu ocekdvanych m/z, v kazdém bod¢ TIC lze ziskat
kvalitativni informace v podob& spektra. Ze zaznamu TIC lze extrahovat
chromatogram urcitého charakteristického iontu nazyvany rekonstruovany
iontovy proud (RIC) [6].

e Selektivni zdznam iontd (SIM, selective ion monitoring), vyjadiuje zavislost
vybraného iontu (vybranych iontll) na ¢ase [6].

e Sken produktovych ionti — MS/MS sken, obsahuje pouze produktové ionty
vzniklé¢ fragmentaci z vybraného prekurzoru, vyuziva se k urceni struktury
analytu [6].

e Sken neutralnich ztrat — MS/MS sken, kde monitorujeme vSechny prekurzory,
které podléhaji neutralni ztraté, tento sken je pouzivan pro identifikaci strukturné
podobnych latek [6].

e Selektivni zdznam jedné/vice reakci (SRM/MRM, selective/multiple reaction
monitoring) — MS/MS zaznam, pii kterém sledujeme specifické fragmentaéni
reakce vybraného iontu. Sken se pouziva v kvantitativni analyze pro svou

vysokou selektivitu a citlivost [6].

2.2.4 Kvantitativni hodnoceni pomoci LC-MS

Mezi nejastéjsi techniky kvantifikace pomoci LC-MS patii metoda vnitiniho
standardu a kalibracni postup [4].

Ackoli je UHPLC-MS jednou z nejcitlivéjSich a nejselektivnéjSich analytickych
technik, Castym problémem pro kvantitativni hodnoceni jsou matricové efekty, zejména
pak pii pouziti ESI u analyzy komplikovanych matric. Casto jsou zptisobeny zménou
ioniza¢ni UCinnosti cilovych analytl v pfitomnosti koelujicich sloucenin z matrice.
Matricové efekty lze pozorovat jako ztratu odezvy (zeslabeni odezvy iontil) nebo jako
zvySeni odezvy (zesileni odezvy iontll). Tento problém je mozné feSit nékolika zpisoby:
upravou vzorku, tim dojde k odstranéni ostatnich slozek zmatrice; upravou
chromatografickych podminek, diky tomu se latky z matrice budou eluovat v jiném
reten¢nim Case nez stanovovany analyt a tedy nebudou ovliviiovat jeho ionizaci; nebo
vyuzitim vnitiniho standardu, kdy zasadni vyznam maji pfedevSim izotopicky znacené

standardy [21]. VySe uvedenym metodam kvantifikace se blize vénuje nasledujici text.
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Metoda vnitiniho standardu

Principem této metody je, Ze vnitini standard (IS) pfidavame k analyzovanému
1 referencnimu vzorku ve stejném mnozstvi, a to jiz pted Upravou vzorku. S vyhodou
metodu IS pouzivame tam, kde dochazi k slozit€jsi upraveé vzorku pred analyzou, a mize
tak dojit k ztraté analytu vlivem lidského faktoru, pfipadné u metod, u kterych se mtze
odezva detektoru v priibéhu dne meénit vlivem okolnich podminek (napt. MS). V ptipadé
stanoveni vice analytii ve vzorku miize byt zddouci mit vice IS [4].

U LC-MS je mozné jako vnitini standard pouzivat stabilni, izotopoveé znaceny
standard stanovovaného analytu. Izotopicky znacené standardy se koeluuji spolecné
s analytem (k oznaceni je mozné pouzit '*C nebo deuterium), a tak nepodléhaji zménam
separa¢nich podminek nebo podminkam detektoru. Dalsi velkou vyhodou je kompenzace
matricovych efektli. Pokud neni k dispozici izotopicky znaena molekula, pak jako IS

vyuzivame strukturni analog analytu [4].

Koncentrace zkousSené latky se stanovi podle vztahu [10]:

Apz
Cyz = Ejﬁ)) X Cst (1)
Ars

Kde Ayz je plocha stanovované latky, Asr plocha standardu, kterou ziskdme métfenim

standardu o zndmé csr, a plocha vnitiniho standardu A4;s.

Kalibracni postup

Pfi této metodé€ se stanovi vztah mezi méfenym nebo vyhodnocovanym signalem
— nejcastéji plocha pod pikem nebo pomér ploch stanovované latky a vnitiniho standardu
(y) amnozstvi (koncentrace, hmotnost atd.) stanovované 1atky (x) a vypocita se kalibra¢ni
funkce. V ptipadé vysokoucinné kapalinové chromatografie ma kalibrac¢ni kiivka ve
vétsin€ piipadl tvar pfimky, kterou lze popsat rovnici y = ax + b [10]. Provadi se
ptipravou fady vzorkid v daném koncentranim rozmezi a na zéklad¢ vysledki analyzy se
sestroji graf zavislosti odezvy na koncentraci. Pfi konstrukci kalibracéni kiivky je
doporu¢eno pouzit 5 az 7 kalibratnich standardd [22]. Vzdalenost vSech bodi od
kalibra¢ni kiivky popisuje koeficient determinace (R), kde R? by mélo byt vétsi nez
0,9999 [4]. Dale je mozné pii vyhodnocovani kalibra¢ni kiivky uplatnit vaZeni, napf. 1/x>

[23].
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2.3 Uprava biologického vzorku pied analyzou

Uprava biologického vzorku je nezbytnym krokem pii LC-MS analyze, aby byla
zajiSténa odpovidajici citlivost, selektivita a reprodukovatelnost dané metody. Jedna se
o proces, kde dochazi k izolaci méfen¢ho analytu z matrice, eliminaci interferujicich
slozek matrice v extrahovanych vzorcich a k zakoncentrovani analytu. Idealni zptisob
upravy vzorku by mél snizit vliv matrice na minimum pii zachovani dostate¢né extrakéni

vytéznosti, ktera by méla byt opakovatelna [24].

2.3.1 Precipitace proteinii

Bézna biologickd matrice, jako je napf. plazma, sérum nebo krev, obsahuje
proteiny, které by po pfimém nastfiku do LC-MS systému byly vysrazeny organickymi
rozpoustédly (nebo pufry) a doslo by k nendvratnému poskozeni kolony, proto je nutné
je pred samotnou analyzou odstranit. Jedna se o jednoduchou a rychlou techniku.

Vzorek matrice je smichan s uréitym objemem precipitacniho €inidla (nejCastéji
se jedna o organicka rozpoustédla misitelnd s vodou, kyseliny, kovové ionty nebo soli),
ktery ma za nasledek agregaci a precipitaci bilkovin. Po centrifugaci a/nebo filtraci se
vysrazené proteiny odd¢li od supernatantu obsahujiciho stanovovany analyt. Provadi se
v mikrozkumavkéch nebo lze 1 v miniaturizovaném 96jamkovém uspotadani. Vyhodou
je vysoka vytéznost, nevyhodou pak odstranéni pouze proteinti a vazba analytl na

precipitat [24].

2.3.2 Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce kapalina-kapalina (LLE, liquid liquid extraction) je jednou z nejstarSich
technik v pfipravé vzorkl. Principem LLE je distribuce slozek vzorku na zaklad¢ jejich
rozdilné rozpustnosti mezi dvé vzajemné nemisitelné kapaliny. LLE je vyuZivdna
k odstranéni interferujicich latek a k zakoncentrovani analytu pfed samotnou analyzou
[25].

Provedeni spociva v intenzivnim tfepani, kdy vzniké nestabilni emulze, ktera se
nasledné odd€luje odstiedivou silou. Nékdy lze ptidat anorganickou sil, aby se zlepsilo
oddéleni dvou fazi. Extrakéni G€innost zavisi na selektivité rozpoustédla, teploté, tlaku
a matricovych efektech. V ptipad¢, Ze analyt je v ionizované formé, je tfeba upravit pH

tak, aby byla potlacena ionizace, a byla tak umoZnéna extrakce [25].
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2.3.3 Extrakce na pevné fazi

Extrakce na pevné fazi (SPE) je vSestrannou technikou pro pfipravu vzorku.
Umoziuje Cisténi od balastii, zakoncentrovani, odsolovani, derivatizaci i frakcionaci.
Principem SPE je rozdélovani mezi kapalnou a pevnou fazi na zadkladé interakci mezi
sorbentem a analytem (nejcastéji na zdklad€ van der Waalsovych sil, vodikovych mistka,
interakci dipdl-dip6l nebo iontovych interakei kation-anion). SPE kolonky jsou dostupné
s celou fadou sorbenttl, napt. chemicky upraveny silikagel, polymery, grafitizovany nebo
porézni uhlik. VSechny jsou pak vyrabény tak, aby poskytovaly velmi porézni material
s velkym povrchem [26].

Obecnym postupem (obr. 10) je kondicionace a aktivace kolonky, kdy se zvySuje
efektivni plocha povrchu sorbentu a snizi se interference s balasty, provadi se
organickymi rozpoustédly nebo vodou. Nésleduje naneseni zkouSeného vzorku na
pevnou fazi, kdy dochézi k interakci mezi analytem a sorbentem uvniti kolonky a k jeho
zachyceni, dale promyti vzorku a odstranéni necistot a nakonec dochazi k eluci analytu

pomoci elu¢niho ¢inidla [26].
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Obr. 10: Schéma provedeni SPE (pievzato a upraveno dle [27]).

2.3.4 Mikroextrakcni techniky

V poslednich letech je vyvijeno usili zjednoduSit proces piipravy vzorka.
Hlavnim cilem je miniaturizace extrakéniho zatizeni, minimalizace spotfeby toxickych
organickych rozpoustédel, snizeni poctu krokd tpravy vzorku, sniZzeni pozadavkl na
objem vzorku, zkraceni ¢asu extrakce a maximalizace jeji ii¢innosti. Mezi mikroextrakéni

techniky odvozené od LLE patii naptiklad: mikroextrakce do kapky organického
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rozpoustédla (SDME, single drop microextraction), extrakce s vyuzitim dutého vlakna
(HF-LPME, hollow fibre liquid phase microextraction) nebo disperzni mikroextrakce
[28].

Mezi mikroextrakéni techniky odvozené od SPE (SPME, solid phase
microextraction), které se li§i umisténim sorbentu a zptisobem provedeni je naptiklad
SPME vyuzivajici vlakno, SPME s tuhou fazi ve sttikacce (MEPS, microextraction by
packed sorbent), dynamicka SPE (SPDE, solid phase dynamic extraction), sorp¢ni
extrakce na michaci tyCince (SBSE, stir bar sorptive extraction) nebo také extrakce
pomoci plnénych pipetovacich Spicek, kterou mizeme rozdé€lit na miniaturizovanou

disperzni SPE a ,,Stop and go extraction* (miniaturizovana klasicka SPE) [29].

2.4 Validace metody

Validace je regulacni pozadavek, specifikovan je ve smérnicich Amerického
ufadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA, Food and Drug Administration), Evropské
I¢kové agentury (EMA, European Medicines Agency), smérnice k validaci vydava také
Mezinarodni konference pro harmonizaci (ICH, The International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use). Cilem
validace je prokézat, ze dand metoda je spolehliva a vhodna k ucelu, pro ktery byla
vyvinuta [30].

Dle EMA smérnice (Guideline on bioanalytical method validation [31]) patii mezi
validacni parametry selektivita, pfenos analytu, spodni limit kvantifikace, linearita,
piesnost, preciznost, diluéni integrita, matricové efekty a stabilita.

Struény popis parametrti hodnocenych v experimentalni ¢asti:

e Piesnost — popisuje blizkost stanovené hodnoty ziskané metodou k nomindlni
koncentraci analytu (v procentech). Pfesnost je posuzovdna na vzorcich kvality
(vzorky QC, quality control), ke kterym je pfidano zndmé mnozstvi analytu [31].

e Preciznost — vyjadiuje pomoci variaéniho koeficientu blizkost jednotlivych
opakovanych méteni individualné ptipravenych vzorki obsahujicich analyt. M¢la
by byt prokazana preciznost pro spodni limit kvantifikace (LLOQ, lower limit of
quantification), nizké, stiedni a vysoké QC vzorky [31].

e Linearita — ve specifikovaném koncentratnim rozmezi urcuje zévislost odezvy
detektoru na koncentraci analytu. Koncentracni standardy by mély byt pfipraveny

ve stejné matrici jako testované vzorky, tedy napf. pfiddnim znadmé koncentrace
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analytu k prazdné plazmé. Testované vzorky by mély mit koncentraci mezi LLOQ
a hornim limitem kvantifikace (ULOQ, upper limit of quantification). Kalibra¢ni
kiivka by méla byt sestavena minimaln¢ ze Sesti urovni kalibra¢ni koncentrace,
slepého vzorku (neobsahuje analyt ani IS) a nulového vzorku (obsahujici pouze
IS) [31].

e Matricové efekty — vliv pouzité matrice na analyzu u UHPLC-MS by m¢l byt
zkouman na alespon Sesti vzorcich z riznych zdroji. Pro analyt a vnitini standard
se zjistuje matricovy efekt vypoctem poméru plochy piku v pfitomnosti matrice
(matrice obohacena po extrakci analytem nebo IS) k ploSe piku v nepfitomnosti
matrice (€isty roztok analytu nebo IS). Stanoveni by mélo byt provedeno na dvou
urovnich — na nizké urovni koncentrace (maximaln¢ tfikrat LLOQ) a blizko

ULOQ [31].

2.5 Analyzovanda potencidlni léciva

2-[4-(5-chlorchinolin-2-yloxy)fenoxy|propanova kyselina (JM-298)
a 2-[4-(7-chlorchinolin-2-yloxy)fenoxy|propanova kyselina (JM-299) jsou potencialni
1é¢iva ve fazi preklinického zkouSeni, jednd se o polohové izomery (jejich struktury
nalezneme na obr. 11). Mechanismem ucinku se jedna o ligandy vicejadernych receptorti
na bazi kyseliny 2-[4-(chinolin-2-yloxy)fenoxy|propanové a 2-[4-(chinoxalin-2-
yloxy)fenoxy]propanové pro 1écbu metabolickych a jaternich onemocnéni (napf.
hyperlipidémie, hypercholesterolémie, dyslipidémie, steatdzy, steatohepatitidy) [32].

Tato potencidlni 1éCiva byla pfipravena na Katedife organické a bioorganické
chemie (skupina doc. Roha) a jejich biologické hodnoceni probihd na Katedie

farmakologie a toxikologie (skupina prof. Pavka) [32].

A) B)
N o, o
- M | l
vff = g W/ Q\/\[ L’;\Uz . 0
i o T/
0

Obr. 11: Chemické struktury analyta: A) JIM-298; B) JM-299.
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3 CiL PRACE

Cilem mé prace bylo:

1. Vyvinout a optimalizovat metody pro stanoveni JM-298 a JM-299 z plazmy
vyuzivajici proteinové precipitace jako upravy vzorku a nasledné
UHPLC-MS/MS analyzy.

2. Ovéfit vybrané validacni parametry metod na zékladé EMA doporuceni.

3. Aplikovat metody do analyzy redlnych vzork mysi plazmy za ucelem stanoveni

farmakokinetického profilu téchto latek.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 PouZité chemikdlie, materidl, piistroje a pomiicky

4.1.1 Chemikalie
2-[4-(5-chlorchinolin-2-yloxy)fenoxy]propanova kyselina (JM-298), Katedra organické

a bioorganické chemie, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova
2-[4-(7-chlorchinolin-2-yloxy)fenoxy]propanova kyselina (JM-299), Katedra organické
a bioorganické chemie, Farmaceutické fakulta v Hradci Krélové, Univerzita Karlova
2-[4-(7-chlorochinoxalin-2-yloxy)fenoxy|propanova kyselina (XK-469), Katedra
organické a bioorganické chemie, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové, Univerzita
Karlova

Methanol LC-MS ¢istoty, Merck, Némecko

Acetonitril LC-MS Ccistoty, Merck, Némecko

Kyselina mraven¢i LC-MS Cistoty, Merck, Némecko

Krali¢i plazma s heparinem jako antikoagulaénim Ccinidlem, Katedra farmakologie,
Lékatska fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova

Milli-Q voda piipravend pomoci Millipore Cisticiho systému, Merck Millipore, Némecko

4.1.2 Material

Kolona Acquity UPLC BEH C18 o rozmérech 2,1x50 mm a velikosti ¢astic 1,7 pm
(Waters, Irsko)

Ptedkolona Acquity UPLC BEH C18 VanGuard o rozmérech 2,1x5 mm a velikosti ¢astic
1,7 pm (Waters, Irsko)

4.1.3 Pristroje

Chromatograficky systém (Shimadzu, Japonsko):

UHPLC sestava Nexera X2 Shimadzu — degasser 20 As, dvé LC — 30 AD pumpy (jedna
ma zabudovanou kontrolni jednotku), CTO — 30A kolonovy termostat.

Hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem jako analyzatorem, ESI" ionizace
(LCMS-8030).

Chromatograficky program LabSolutions (verze 5.123).
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Dalsi pfistroje:

Analytické vahy CPA225D-0CE (Sartorius, Némecko)
Ultrazvukova koupel Ecoson U-3 STH (Ecoson, Slovensko)
Centrifuga Megafuge 8R (ThermoFisher Scientific, Némecko)
Wizard advanced IR Vortex (Velp Scientifica, Italie)

4.2 Priprava roztoki

4.2.1 Zasobni roztoky

Zasobni roztoky analytlh JM-298 a JM-299 i vnitiniho standardu XK-469 byly
pfipraveny v koncentraci 1 mg/ml. Pozadované mnozstvi substance bylo navazeno
a nasledn¢ rozpusténo v potfebném mnozstvi methanolu. Rozpousténi bylo podpoteno
vloZenim do ultrazvukové 1azné€ na dobu 5 minut. Takto pfipravené zasobni roztoky byly

skladované pii -20 °C a pouzitelné po dobu jednoho mésice.

4.2.2 Pracovni roztoky

Pracovni roztoky JM-298 byly pripraveny v koncentratnim rozmezi
6,3 — 625,0 ug/ml fedénim ze zasobnich roztoki methanolem. Pracovni roztoky JM-299
v koncentraénim rozmezi 3,1 —312,5 ng/ml byly pfipraveny stejnym zptsobem. Pracovni
roztok wvnitinitho standardu XK-469 byl pfipraven nafedénim zasobniho roztoku
methanolem na koncentraci 12,5 pg/ml. Roztoky byly skladované pii teploté -20 °C

a pouzitelné po dobu dvou tydnd.

4.2.3 Standardni roztoky

Standardni roztok byl pfipraven jako smésny roztok analytu JM-298 a vnitiniho
standardu XK-469 v methanolu o koncentraci 1 pg/ml. Obdobné byl nasledné ptipraven
1 standardni roztok s JM-299. Roztoky byly skladovany pfi teploté 8 °C a analyzovany
do 24 hodin po ptipravé. Tyto roztoky byly pouZivané pii optimalizaci

chromatografickych podminek.

4.3 Optimalizace UHPLC-MS/MS podminek

Pti optimalizaci se vychazelo z metody jiz dfive vyvinuté pro analyzu XK-469.

Separace probihala na kolon¢ Acquity UPLC BEH C18, opatiené ptedkolonou Acquity
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UPLC BEH C18 VanGuard. Kolonovy prostor byl vyhiivan na 30 °C a objem nastfiku
vzorku byl 1 pl, pritokova rychlost MF 0,3 ml/min.

Pouzitou ionizacni technikou byl elektrosprej nastaveny v pozitivnim modu,
analyzatorem byl trojity kvadrupol a pro kvantifikaci byl pouzit SRM mod. MS parametry
jsou uvedeny v tab. 1 a SMR ptechody jednotlivych analytt v tab. 2.

Tab. 1: Nastaveni parametrti hmotnostniho spektrometru.

Parametry MS

Pritok nebuliza¢niho plynu 3 I/min
Priitok susiciho plynu 15 1/min
Napéti rozhrani 4,5 kV
Teplota ,,heat” bloku 400 °C
CID tlak plynu 230 kPa

Tab. 2: SRM piechody.

Prekurzorovy m/z | Produktovy m/z | Kolizni energie (eV)

209.0 20
XK-469 344.9

136.9 55

272.1 25
IM-298 3443

162,0 43

272.1 ]
JM-299 344.3 25

162,0 -43

V ramci optimalizace byly testovany nasledujici MF v izokratickém modu

(70% B):

1) 0,05% kyselina mravenci ve vode (A) a acetonitril (B)
2) 0,1% kyselina mravenci ve vodé (A) a acetonitril (B)
3) 0,3% kyselina mravenci ve vodé (A) a acetonitril (B)

4) 0,05% kyselina mravenci ve vodé (A) a methanol (B)

Po vybéru slozek MF byly déle zkouSeny nésledujici gradientové mody:
A. 0,00 — 3,00 min (50 - 80% B); 3,00 — 3,01 min (80% B); 3,01 — 4,00 min (95% B);
4,01 — 5,50 min (50% B)
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B. 0,00 — 1,75 min (50 - 80% B); 1,75 — 1,76 min (95% B); 1,76 — 4,00 min (95% B);
4,01 — 5,50 min (50% B)

C. 0,00 — 1,75 min (70% B); 1,75 — 1,76 min (95% B); 1,76 — 3,00 min (95% B);
3,01 — 5,5 min (70% B)

D. 0,00 — 0,80 min (35 - 70% B); 0,80 — 2,50 min (70% B); 2,50 — 3,00 min (95% B);

3,00 — 4,00 (95% B); 4,00 — 4,01 (35% B); 4,01 — 5,50 (35% B)

Vypocet vybranych chromatografickych parametru:

K vypoétu faktoru symetrie a rozliseni byly pouZity vztahy uvedené v Ceském

1ékopise [10].

Faktor symetrie:

Ay = =2 @)

Kde w5 je Sitka piku v jedné dvaceting jeho vysky, d vzdalenost mezi kolmici spusténou

z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné dvacetin€ jeho vysky.

Rozliseni:

1,18 X (tgy — tr1)

s Whi + Wha 3)

Kde #r;, tr2 jsou retencni Casy piki (tr2 > tr1), was, waz jsou Sitky piki v poloving vysky.

4.4 Uprava vzorku

Pro tpravu vzorku plazmy byly testovany rizné zplisoby proteinové precipitace.
Do mikrozkumavek Eppendorf bylo nejdiive pipetovano 25 pl plazmy s ptidavkem
analytu (0,25 pg/ml) a nasledné bylo pfiddano precipita¢ni ¢inidlo. Byla testovdna
nasledujici cCinidla a jejich objemy: acetonitril (150 pl); 3,5% kyselina mravenci
v acetonitrilu (150 pl); 7,0% kyselina mravenc¢i v acetonitrilu (150 pl); methanol
(150 pl), methanol (200 pl); methanol (250 ul) a 7,0% kyselina mravenc¢i v methanolu
(200 pl).

Po pfidéani ¢inidla byl vzorek protfepan pomoci vortexu po dobu 20 sekund

a nasledné centrifugovan pii 10 000 otackach za minutu a 4 °C po dobu 5 minut. Néasledné

31



byl odebran supernatant, ktery byl zfiltrovan pifes PVDF filtry s rozméry port 0,22 um

a analyzovan.

4.5 Validace metody a jeji aplikace do analyzy redlnych vzorkit

plazmy

Vyvinutd analyticka metoda byla validovéna pro stanoveni JM-298 i JM-299
v plazmé podle parametrti Evropské 1€kové agentury pro validaci bioanalytickych metod
[31].

Vzhledem k omezené dostupnosti prazdné mysi plazmy byla pfed validaci
metodou standardniho pfidavku ovéfena moznost pouziti krali¢i plazmy namisto mysi na
ptipravu QC a kalibra¢nich vzorkti. Analyzovan byl vzorek A — redlny vzorek mysi
plazmy z in vivo studie (24 h po aplikaci latky), vzorek B — stejny vzorek s pridavkem
zndmého mnozstvi analytu a vzorek C — vzorek prazdné krali¢i plazmy se stejnym
pfidavkem analytu jako u vzorku B. Nasledné byla vypoctena procentudlni shoda mezi
A + C a vzorkem B, kterd by v ptipad¢, ze typ plazmy nema vliv na analyzu, méla byt
100 %. Tento experiment byl proveden dvakrat.

V ramci validace byly ovéfovany nasledujici parametry — linearita, pfesnost
a preciznost, matricové efekty a vytéZnost. Linearita v plazmé byla stanovovana
v rozsahu 0,25 — 25,00 pg/ml na osmi hladinach (L, — Lg): 0,25; 0,50; 1,00; 1,50; 5,00;
10,00; 15,00 a 25,00 ug/ml. Vzorky byly ptipraveny ptidanim 1 pl vnitiniho standardu
(XK-469; 25,0 ng/ml) a 1 pl pracovniho roztoku JM-298 o potiebné koncentraci k 24 pl
plazmy. Pro JM-299 byly vzorky pfipraveny piidanim 2 pl IS (XK-469; 12,5 pg/ml)
a2 pl pracovniho roztoku o pfislusné koncentraci k 23 pl plazmy. Po Upravé vzorku
precipitaci byl kazdy vzorek nastiiknut dvakrat a vysledky byly vyhodnoceny s pouzitim
linearni regrese s vazenim 1/x>.

Presnost a preciznost byla zjiStovana na koncentra¢nich hladinach 0,25; 1,00
a 25,00 pg/ml, kde pro kazdou hladinu bylo pfipraveno pét vzorkt, analogicky jako bylo
popsano u hodnoceni linearity. Pfesnost byla stanovena v procentech jako pomér
stanovené koncentrace méfeného vzorku vypocltené na zdklad€é kalibracni kiivky
ateoretické (pfidané) koncentrace. Preciznost byla vyjadiena pomoci relativni
smérodatné odchylky (R.S.D.) mezi jednotlivymi vzorky na dané koncentra¢ni hladiné.

Matricové efekty (ME) byly hodnoceny na koncentra¢ni hlading blizké spodnimu

limitu kvantifikace (0,50 pg/ml) a hladiné blizké hornimu limitu kvantifikace
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(15,00 pg/ml), kde pro kazdou hladinu byly pfipraveny Ctyfi vzorky. Byla vypoctena
primérna hodnota poméru plochy pod pikem s pfidavkem analytu do prazdné plazmy po
extrakénim procesu a plochy pod pikem Ccistého standardniho roztoku. Po vypoctu
absolutnich ME, byly na zakladé poméru ME analytu k ME vnitiniho standardu
vypocitané normalizované ME.

Vytéznost z plazmy byla ovéfena porovnanim ploch pikl analytl ve vzorku
s plochami pikt analytl pfidanych do roztoku po extrakci prazdné plazmy. Pouzité byly
dva vzorky o koncentraci 0,25 pg/ml.

V ramci in vivo studie (provedené na Farmaceutické fakult¢ v Hradci Kralové,
Univerzita Karlova, Katedra farmakologie, prof. Pavek) byla ¢tyfem mySim peroralné
podéana davka 10 mg/kg JM-298 nebo JM-299 a byl sledovan 24hodinovy koncentracni
profil v plazmég. Plazma byla odebirana v ¢asovych intervalech 0,5; 1; 2; 4; 8 a 24 hodin.
Vzhledem k tomu, ze v prvnich ¢asovych intervalech (do 1 h) byly koncentrace analytt
vys$si nez horni bod kalibrace, byly tyto vzorky pied upravou fedéné prazdnou plazmou
(12,5 pl prazdné plazmy + 12,5 pl vzorku). Tento krok byl vramci vyhodnoceni
zohlednén. V ostatnich ptipadech bylo pro extrakci pouzito vzdy 25 pl realné mysi

plazmy.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Optimalizace UHPLC-MS/MS podminek

Pfi vyvoji metody byly podminky primarné optimalizovany pro analyzu latky
IM-298 s vyuzitim XK-469 jako IS. Cilem optimalizace bylo zajistit co nejvyssi citlivost
detekce, akceptovatelnou symetrii piki (0,8 az 1,5 [10]) a co nejnizsi rozliSeni (Rs), aby
se IS eluoval co nejblize analytu a byl tedy zatizen obdobnymi matricovymi efekty, coz
je vyhodné pro kvantifikaci [34], v nékterych ptipadech pak i pro zkraceni ¢asu analyzy.

Voprvni fazi byly testovany rizné smési mobilnich fazi (viz.
Kapitola 4.3 Optimalizace UHPLC-MS/MS podminek, body 1-4) pfi izokratické eluci.

Slozeni MF mélo minimalni vliv na symetrii pikd, o néco lepsi symetrii mizeme
vidét u MF ¢. 4 (uvedeno v tab. 3). Avsak jak vyplyva z obr. 12, nejvyssi odezva detektoru
pro JM-298 s akceptovatelnou symetrii pikdi byla dosaZena pfi pouziti MF ¢. 2. Na
zakladé té€chto vysledkl byla pro dalsi optimalizaci jako optimalni zvolend MF, sloZena

z 0,1% kyseliny mravenc¢i (FA) ve vodé¢ (A) a acetonitrilu (B).

Tab. 3: Faktory symetrie pik dosaZené pfi testovani jednotlivych MF v izokratickém
modu.

Faktor symetrie

Izokraticka eluce

1) 0,05% FA : ACN 1,4 1,3
2) 0,1% FA : ACN 1,5 1,4
3) 0,3% FA : ACN 1,4 1,4
4) 0,05% FA : MeOH 1,2 1,1
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Obr. 12: Zavislost odezvy detektoru pii pouziti riiznych slozeni mobilnich fazi pfi
1zokratické eluci pro JM-298.
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Nasledné byly pro tuto MF testovany rizné gradientové mody (viz. Kapitola 4.3
Optimalizace UHPLC-MS/MS podminek, body A-D) s cilem dosdhnou co nejnizsiho
rozliSeni mezi stanovovanym analytem a vnitinim standardem, za soucasné¢ho zachovani
akceptovatelné symetrie pikt.

Navzdory tomu, Ze nejnizsi rozliSeni je pozorovano pii pouziti gradientu C, jako
optimalni jsme zvolili gradient D: 0,00 — 0,80 min (35 - 70% B); 0,80 — 2,50 min
(70% B); 2,50 — 3,00 min (95% B); 3,0 — 4,0 (95% B); 4,00 - 4,01 (35% B); 4,01 — 5,50
(35% B). Z dlivodu, aby se slozky matrice neeluovaly soucasné se stanovovanymi analyty
(a nedochazelo tedy k potlaceni, nebo naopak ke zvyseni odezvy), byl potfebny vyssi
pomér hydrofilni mobilni faze (A) v ivodu gradientu za ucelem eluce hydrofilnich slozek
matrice. Po eluci analyti naopak vy3$8i pomér organické slozky (B), za i¢elem odstranéni
lipofilnich balastii z kolony. Shrnuti vybranych parametrii pro testované gradienty jsou

uvedeny v tab. 4 a separace je ilustrovana na obr. 13.

Tab. 4: Retencni Casy, faktory symetrie a rozliSeni dosazené pii testovani gradienti MF

0,1% FA ve vod¢ a ACN.
Faktor

Gradient Analyt Retencni ¢as Symctric Rozliseni
N
= — 5 s
A e
N e
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Obr. 13: Zaznamy separace JM-298 a XK-469 pfti pouziti gradientti A-D.

Optimalizace metody probihala pro JM-298. Nasledné byly tyto podminky
aplikovany 1 v ramci analyzy JM-299. RozliSeni nabyvalo hodnoty 1,6 a IS se tedy
eluoval blize analytu nez pfi analyze JM-298. Analyzou QC vzorkd a vzorkd pro
kalibra¢ni pfimku na spodni az horni hladin¢ bylo prokézano, Zze metoda je dostatecné
citlivd 1 pro stanoveni JM-299 z biologické matrice. Reprezentativni chromatogram

separace JM-299 a XK-469 mizeme vidét na obr. 14.
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Obr: 14: Zaznam separace IM-299 a XK-469 pfi pouziti gradientu D.

5.2 Uprava vzorku

K upravé vzorku byla pouzita precipitace, ktera byla pouzita i v metod¢ pro
analyzu XK-469, ze které¢ jsme vychazeli. Pii zpracovani vzorku byla zkouSena
nasledujici precipitacni ¢inidla uvedena na obr. 15 s cilem zajistit co nejvyssi vytéznost
(obr. 15) s co nejniz$imi matricovymi efekty (obr. 16). Nejlepsi vytéznosti (87,5 %)
250 pl methanolu. Stejny zptisob byl pouzity také na upravu vzorkli s JM-299, v tomto
ptipadé byla vytéznost 92,3 % a absolutni matricové efekty 99,6 %.
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2 40 |
N
>
20 |
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ACN 3,5% HCOOH 7% HCOOH MeOH MeOH MeOH
(150 pl) v ACN v ACN (150 pl) (200 pl) (250 pl)
(150 pl) (150 pl)

Obr. 15: Pfehled priimérnych vytéznosti jednotlivych precipitacnich ¢inidel pro

IM-298 (n=2).
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Obr. 16: Piehled absolutnich matricovych efektl jednotlivych precipita¢nich ¢inidel pro
IM-298 (n=1).

5.3 Validace metody

Pfed samotnou validaci metody byla na zaklad¢ vyuziti metody standardniho
ptidavku ovéfena shoda mezi krali¢i a myS$i plazmou, kterd cCinila 96,6 % (primérna
hodnota ze 2 experimentll). Bylo prokdzano, ze je mozné pouzit krali¢i plazmu jako
prazdnou matrici pro ptipravu QC a kalibracnich vzorkli bez toho, aby byly ovliviiény
vysledky stanoveni JM-298 a JIM-299 v mysi plasm¢.

Linearita byla hodnocena v koncentra¢nim rozmezi 0,25 — 25,00 pg/ml pro
IM-298 1 IM-299 v plazmé. Metodou linedrni regrese byla sestrojena kalibracni kiivka
s vazenim 1/x%, s rovnicemi pro JM-298 y = 0,000584x + 0,00867 a pro JM-299
y =0,001099x + 0,03636. Koeficient determinace pro JM-298 byl 0,9924 a pro JM-299
0,9920.

Pfesnost v radmci jednoho dne pro JM-298 se pohybovala v rozmezi
91,14 - 114,93 % a preciznost v rozmezi 1,7 — 7,8 % R.S.D. U JM-299 byla ptesnost
89,1 — 97,0 % a preciznost 5,2 — 10,5 % R.S.D. Mezidenni pfesnost a preciznost pro
JM-298 byla 99,1 — 129,3% a 1,5 — 4,7 % R.S.D. Pro JM-299 94,6 — 109,6 %
a7,1-10,0% R.S.D.

Vramci stanoveni matricovych efekti bylo méfeno Sest vzorkii na dvou
koncentra¢nich hladinach — nizké 0,50 pg/ml a vysoké 15,00 pg/ml. U JM-298 byla
hodnota normalizovanych matricovych efekti na obou koncentracnich hladinach

v rozmezi 90,0 — 110,1 % v ptipadé JIM-299 v rozmezi 102,5 — 104,4 %.
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Vytéznost byla stanovena pro koncentraci 0,25 pg/ml, u JM-298 dosahovala
87,5 % auJM-299 923 %. Pro vypocet matricovych efektii a vytéznosti byl pouzit
postup uvedeny v kapitole 4.5 Validace metody a jeji aplikace do analyzy redlnych

vzorki. Celkovy ptehled vybranych validacnich parametri metod je uveden v tab. 5.

Tab. 5: Ptehled validovanych parametrt a jejich hodnoty pro JIM-298 a JIM-299.

Linearita (vazeni: 1/x?)

Analyt Koncentracni rozmezi R? Rovnice kalibra¢ni
(ng/ml) krivky

JM-298 | 0,25 —25,00 0,9924 y =0,000584x + 0,00867

JM-299 | 0,25 25,00 0,9920 y =0,001099x + 0,03636

\ Preciznost a piresnost

Kratkodoba (Intra-day) Dlouhodoba (Inter-day)

Konc. . - . ”

(ug/ml) Preciznost | Presnost Preciznost Presnost
R.S.D. (%) R.S.D. (%)

JM-298

0,25 7,8 104,7 2,1 99,1

1,00 3,6 114,9 1,5 111,8

25,00 2,1 91,1 2,0 103,6

JM-299

0,25 6,7 90,8 7,11 96,7

1,00 10,5 94,9 9,34 109,6

25,00 5,2 97,0 10,0 96,6

| Matricové efekty

Konc. IS-normalizované

(ng/ml) | (%) ' R.S.D.

JM-298

0,50 110,1 8,9

15,00 90,0 5,2

JM-299

0,50 102,5 8,5

15,00 104,4 8,2

5.4 Analyza redlnych vzorkit plazmy 7 farmakokinetické studie

Pro analyzu redlnych vzorkl byla odebirdna plazma ve 30 minutach, 1 h, 2 h, 4 h,
8 h a 24 h po aplikaci IM-298 nebo JIM-299 mys$im. V kazdém Case byl odebran vzorek
od ¢tyf riznych mysi.

Na zdkladé¢ naméfenych koncentraci byl sestaven farmakokineticky profil
(obr. 17), kdy maximalni koncentrace (cmax) pro oba analyty byla v 1 — 2 hodin¢ od per
os podéani. Koncentrace v plazmé byly detekovatelné po dobu celé farmakokinetické

studie, tedy po dobu 24 hodin.
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Obr. 17: Farmakokineticky profil latek JM-298, IM-299 u mysi.

U jednotlivych namétfenych koncentraci jsou patrné relativné vysoké smérodatné
odchylky, které 1ze odivodnit tim, ze kazdy odbér je samostatné zvife, které ma svij
jedine¢ny metabolismus. U analyzy vzorkli my$i plazmy je tento postup bézny, jelikoz
kvili malému celkovému objemu krve u mysi neni mozné odebirat vzorek od stejného
zvitete opakované. MozZznym feSenim tohoto problému je stile vice vyuZivany
,microsampling®, ktery diky male spotiebé vzorku umozZnuje opakovany odbér ze
stejného zvifete. Diky tomu je moZné sniZit spotfebu zvifat potiebnych k experimentu

a také ziskat farmakokineticky profil, ktery 1épe popisuje osud lé¢iva v organismu [35].

40



6 ZAVER

V ramci této diplomové prace byly vyvinuty podminky UHPLC-MS/MS metody,
vcetné upravy vzorku pro stanoveni JM-298 a IM-299 v plazmé.

Separace probihala na kolon¢ Acquity UPLC BEH C18 o rozmérech 2,1x50 mm
(velikost castic 1,7 pm), opatfené pifedkolonou se stejnym typem sorbentu, jako mobilni
faze byla pouzita 0,1% kyselina mravenci ve vodé (A) a acetonitril (B) pfi gradientovém
typu eluce 0,00 — 0,80 min (35 —70% B); 0,80 — 2,50 min (70% B); 2,50 — 3,00 min (95%
B); 3,00 — 4,00 (95% B); 4,00 — 4,01 (35% B); 4,01 — 5,50 (35% B). Rychlost priitoku
MF byla 0,3 ml/min a celkova doba analyzy ¢inila 5,5 min, objem nésttiku byl 1ul a jako
vnitini standard byl pouzity strukturni analog obou analyti — XK-469.

V ramci vyvoje metody upravy vzorku plazmy (25 pl) byla testovana rtizna
precipitani Cinidla, pfiCemz nejvysSich vytéZznosti pro oba stanovované analyty
(87,5 - 92,3 %) bylo dosazeno pfti pouziti 250 pul methanolu. Normalizované matricové
efekty za téchto podminek byly v obou pifipadech v rozmezi 90,0 — 110,1 %.

Vyvinuta UHPLC-MS/MS metoda byla nasledné ¢astecné validovana dle
doporuceni Evropské 1ékové agentury. V ramci validace byla hodnocena linearita pomoci
linedrni regrese v koncentratnim rozmezi 0,25 — 25,00 pg/ml pro JM-298 1 IM-299,
presnost a preciznost, matricové efekty a vytéznost. Pfi¢emz vSechny testované
parametry odpovidaly poZadavkim.

Nov¢ vyvinutd metoda byla nasledné pouZzita pro analyzu vzorkll plazmy

odebranych po per os podani obou latek mySim.
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