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Entekavir je synteticky analog guanosinoveho nukleosidu, ktery hraje vyznamnou roli
v 1écbe virové infekce chronické hepatitidy B. Tato prace byla zaméfena na vyvoj
vysoce citlive metody pro stanoveni koncentrace entekaviru v biologickém materialu
(potkani mo¢i) pomoci ultra-vysokouéinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii. Pfi analyze byl pouzit stabilni izotopicky znafeny vnitini

standard, entekavir C,N®

. Vzhledem ke struktufe analyzované molekuly bylo vhodné
k analyze vyuZit hydrofilni interakéni chromatografii (HILIC). Jednim z hlavnich ukolu
bylo potvrdit tento fakt porovndnim s bézné pouzivanou chromatografii na reverznich
fazich (RP-UHPLC) na kolon¢ Acquity BEH C18. Mobilni faze pro reverzni
chromatografii byla optimalizovana na slozeni: acetonitril/0,01% kyselina mravenci
v poméru 4 : 96. HILIC separace byla provedena na kolon¢ Acquity BEH Amide za
pouZiti izokratické eluce a sloZeni mobilni faze acetonitril/5 mM octan amonny pH 4,0
(75 : 25). Ve vysledku HILIC poskytovala lepsi vysledky, pokud jde o linearitu a
opakovatelnost. Piiprava vzorku byla provedena pomoci extrakce na tuhé fazi pouzitim
kolonky HLB Oasis, ktera je vhodna pro analyzu polarnich latek. Jako elu¢ni ¢inidlo byl
pii optimalizaci zvolen 75 % acetonitril. Ve stejné koncentraci byl acetonitril pouZzit
v mobilni fazi HILIC, proto mohl byt obvykle nasledujici krok odpafovani s vyhodou
vynechan. K minimalizaci matricovych efektt ptispélo pouziti UHPLC separace, HILIC
chromatografie, SPE pro pfipravu vzorku, izotopicky zna¢eného vnitiniho standardu a
nafedéni vzorku. Vliv téchto efektd, zkoumany metodou post-kolonové infuze a post-
extrakéniho pfidavku byl zanedbatelny. Nasledujici validaéni parametry svédéi o
vhodnosti pouziti teto metody ke stanoveni entekaviru v potkani moc¢i — Spravnost (<
5% chyba), vytéznost (87-109 %), piesnost (< 3% RSD), selektivita a citlivost
(LOQ =100 pg/ml).

Kli¢ova slova: entekavir, hydrofilni interakéni chromatografie, UHPLC-MS/MS,
extrakce na tuhé fazi, matricové efekty, validace
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Entecavir is a synthetic guanosine nucleoside that plays an important role in treatment
of chronical hepatitis B virus infection. This work was focused on development of
highly sensitive method to determine entecavir concentrations in rat urine by ultra-high
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Entecavir C,*N®,
stable isotopically labeled internal standard, was used for quantitation. Hydrophilic
interaction chromatography seems to be a suitable technique for retention and
separation of polar compounds present in analyzed sample. One of the main goals was
to confirm this fact by comparison with commonly used reverse phase chromatography
mode (RP-UHPLC) on BEH C18 stationary phase. Conditions for RP-UHPLC were
optimized as follows: mobile phase composed of acetonitrile/0.01 % formic acid (4:96).
The HILIC conditions on BEH Amide stationary phase were optimized using isocratic
elution with mobile phase composed of acetonitrile/5 mM ammonium acetate pH 4.0
(75:25). HILIC method provided much better results in terms of linearity and
repeatability. Due to high polarity of entecavir Oasis HLB cartridge was chosen for
solid phase extraction. Advantageously entecavir was eluted with 75 % acetonitrile in
water, which was the same composition as HILIC mobile phase. Therefore, evaporation
step could be omitted. Several strategies were used to overcome matrix effect, such as
UHPLC separation, HILIC chromatography, SPE sample pre-treatment, stable
isotopically labeled internal standard and dilution step. Therefore, influence of matrix
effects, which were determined by post-column infusion and post-extraction addition
method, was negligible in this method. The following validation parameters
demonstrated the suitability of this method for the determination of entecavir in rat
urine — accuracy (< 5% error), recovery (87 — 109 %), precision (< 3% RSD), selectivity
and sensitivity (LOQ = 100 pg/ml).
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Seznam pouzitych zkratek

ACN Acetonitril

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI Fotoionizace za atmosférickeho tlaku

Cl Chemicka ionizace

DNA Deoxyribonukleova kyselina

El Elektronova ionizace

ESI lonizace elektrosprejem

HBV Virus hepatitidy B

HILIC Hydrofilni interakéni chromatografie
HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
IS Vnitini standard

LOD Limit detekce

LOQ Limit kvantifikace

MALDI Desorpce laserem za icasti matrice

ME Matricové efekty

MeOH Metanol

MP Mobilni faze

Mr Relativni molekulova hmotnost

MS Hmotnostni spektrometrie

m/z Pomér molekulové hmotnosti a ndboje
RP Obrécené faze

S/IN Pomeér signalu k Sumu

SIM Monitorovani vybraného iontu

SP Stacionarni faze

SPE Extrakce na tuhé fazi

UHPLC Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
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1 Uvod

V soucasné dob¢ rostou pozadavky na citlivost stanoveni farmaceuticky
vyznamnych latek. Metoda kapalinové chromatografie ve spojeni shmotnostni
spektrometrii umoznuje vysoce citlivé a selektivni stanoveni. Pievazna vétSina
biologicky aktivnich latek od jednoduchych aminokyselin ¢i sacharidi aZz po slozité
proteiny jsou ¢asto latky polarni, které byvaji pomoci béznych chromatografickych
technik na normalnich ¢i na reverznich fazich problematicky stanovitelné. HILIC
metoda nabizi feSeni téchto nedostatkti a zda se byt vhodnou technikou pro analyzu

polarnich bioaktivnich latek.

Stanovovana latka entekavir hraje dalezitou roli na poli 1é¢iv uréenych k 1é¢bé
chronické hepatitidy B. Ackoli existuje moznost preventivni vakcinace, je HVB stale

velkym problémem, a to pfedevsim v zemich tietiho svéta.

Pro vyvoj vysoce citlivé metody je nutné optimalizovat podminky HPLC-MS
systému, vhodnou metodou poZadovanou latku extrahovat z biologického vzorku a

ovetit vhodnost vyvinuté metody validaci.



2  Cil azadani prace

Tato prace se zabyvd vyvojem metody stanoveni entekaviru, analogu
guanosinového nukleosidu, metodou UHPLC-MS. Prvotnim cilem bylo optimalizovat
podminky jak na urovni chromatografie, tak hmotnostni spektrometrie. Nejprve bylo
nutno optimalizovat nastaveni iontoveho zdroje a kolizni energie pouZzitého trojitého
kvadrupélu. Dale byl sledovan vliv vybranych stacionarnich (HILIC a RP) a mobilnich
fazi na retenci analytu. Neméné dulezitym krokem byl vybér a optimalizace vhodné
metody pro extrakci analytu z biologické matrice. Vzhledem k charakteru biologického
vzorku byl kladen diraz na matricové efekty, na jejich uréeni a pfipadnou eliminaci.
Nasledovala validace metody se zavére¢nym stanovenim entekaviru v reélnych

biologickych vzorcich.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Hydrofilni interak¢ni chromatografie (HILIC)

Metoda HILIC neboli hydrofilni interakéni chromatografie je separaéni
technikou, kterd byla vyvinuta scilem doplnit spektrum metod pro analyzu casto
problematicky analyzovatelnych siln¢ polarnich molekul, Kkteré v soucasné dobé
nabyvaji na dilezitosti. S témito latkami se setkavame predevsim v odvétvi bioanalyzy,
toxikologie, proteomice, pii studiu metabolismu 1é¢iv a v dalSich odvétvich

farmaceutického pramyslu [1][2].

Vyraz HILIC byl poprvé pouzit Alpertem vroce 1990. Ackoli historie této
separacni techniky saha do roku 1975, odkdy byla vyuZivana v HPLC k analyze
sacharidd, nebylo mozné, vzhledem Kk limitované instrumentaci a uspotadani HPLC,
vyuZzit tuto techniku v rozsahu, ve kterém je vyuZivana v soucasné dob¢ [3]. HILIC
tvoii jakousi alternativu mezi chromatografickymi systémy na normalnich (NP) a
reverznich fazich (RP). Je zde pouzita polarni stacionarni faze, stejné jako u NPLC.
Z hlediska mobilni faze ma tato technika naopak blize k RPLC, jelikoz je tvofena
pievazné (> 60 %) organickou sloZzkou. HILIC je tedy urena pro latky polarni,
hydrofilni, které jsou ve vod¢ dobie rozpustné. Podminkou separace je, Ze stacionarni
faze musi vykazovat vysSi polaritu, nez faze mobilni [4]. Do jaké miry je latka
hydrofilni, udava log P, coz je logaritmus distribu¢niho koeficientu latky v systému
dvou nemisitelnych kapalin voda/oktanol. HILIC je vhodna piedev§im pro latky se
zapornymi hodnotami log P. Naopak vysSi hodnoty (kladné) jsou vhodnéjsi pro aplikaci
chromatografie na reverznich fazich. Piiklady takovychto slou¢enin ukazuje
obrézek 3.1.
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Obrézek 3.1: Piiklady sloucenin s rozdilnymi hodnotami Log P. Cim nizsi hodnota
log P, tim je latka vhodnéjsi pro analyzu v systému HILIC [5].



3.1.1 Mechanismus HILIC separace

Ackoli mechanismus retence nebyl doposud detailné objasnén, lze vychazet
z mnoha publikovanych studii, podporujicich Alpertovu definici retence. Voda, jenz je
soucasti mobilni faze (> 3 %) tvoii na povrchu stacionarni faze stagnantni vrstvu. Mezi
touto vrstvou a roztokem analytu dochdzi na zakladé¢ hydrofilnich interakci
k rozd€lovani, pficemz tento mechanismus lze oznacit za primarni (viz obr. 3.2). Jako
sekundarni mechanismus se uplatiiuji elektrostatické sily, které piispivaji K retenci
vruzné mife v zavislosti na povaze staciondrni faze, polarizovatelnosti cilové
slouceniny a ptidavku pufru k mobilni fazi [6][7]. Zaroven plati, Ze retence se zvySuje
s rostouci polaritou analyzovanych sloucenin a stacionarni faze, nebo naopak snizenim

polarity faze mobilni [2].
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Obrézek 3.2: Retencni mechanismy HILIC [6].

3.1.2 Mobilni faze pouzivané v HILIC

Zaklad mobilni faze tvoii organicka slozka, nejCastéji acetonitril v koncentraci
40 - 97 % ve vod¢ Casto s ptidavkem pufru. Vybér vhodného rozpoustédla je dilezity
Z hlediska elu¢ni sily, ktera roste se zvySujici se polaritou a schopnosti vytvaret
proton-donorové a proton-akceptorové interakce [6]. Radu moznych organickych

rozpoustédel pouzitelnych v HILIC ukazuje obréazek 3.3.
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acetonitril & isopropanol & etanol & metanol &« voda

SILA ROZPOUSTEDLA *

Obrazek 3.3: Eluotropni rada organickych sloZek pouZzitelnych v HILIC.

v v/

Nejvyssi retenci analyzované latky umoznuje acetonitril, jelikoZ je jako nejslabsi
rozpous§tédlo nejméné polarni a nedochazi k proton-donorovym interakcim, které
retenci snizuji [8]. Dal§imi divody potvrzujicimi vhodnost pouziti acetonitrilu jsou
nizkd viskozita souvisejici svyssi ucinnosti separace a vyssi citlivost pfi LC-MS

analyze diky lepsi ionizaci pii pouziti elektrospreje jako ioniza¢ni techniky [9][10].

Voda musi byt v mobilni fazi obsazena alespon ze 3 %, protoZze vytvaii na
povrchu stacionarni faze hydratovanou vrstvu a ucastni se tedy vlastniho mechanismu
separace [6]. Vodnou slozku tvoii pfevazné pufry jako mravencan ¢i octan amonny
nebo jejich odpovidajici kyseliny ¢i baze, které ovSem musi mit dobrou rozpustnost
v organickych rozpoustédlech [5][6]. Pufry obsaZené v mobilni fazi slouzi k zachovani
pozadované hodnoty pH a iontové sily. Mohou také piispivat k ionizovatelnosti analytu,

a tim ovlivilovat zmény v retenci. [11].

3.1.3 Stacionarni faze pouzivané v HILIC

HILIC metoda se stava stale popularnéjsi, a tudiz roste i pocet dostupnych
stacionarnich fazi (SP). Zaklad SP je tvofen bud’ silikagelem ¢i polymerni matrici,
pficemz povrch je ¢asto modifikovan polarnimi funkénimi skupinami. Stacionarni faze
lze rozdélit z hlediska naboje na faze neutralni, kde nedochazi k elektrostatickym
interakcim (diol, amid), faze nabité, kde se naopak vyskytuji silné elektrostatické
interakce (silikagel, aminopropyl) a tzv. zwitterionty, u kterych se také objevuji
elektrostatické interakce, nicméné v menSim rozsahu. Nabité SP davaji prostor pro
ovlivnéni selektivity prostiednictvim elektrostatickych interakci, je vSak nutna
ptitomnost soli ¢i pufru v mobilni fazi. Vysoké koncentrace soli oviem sniZuji citlivost
nékterych detekénich technik (MS) [5][8].

Pii vybéru kolony je nutné si uvédomit, pro jaky typ analyzy bude urcena.

Jednotliveé stacionarni faze se liSi v nékolika nasledujicich vlastnostech.
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Prosty silikagel

ptipravy. Typ A, pfipraveny precipitaci z alkalického silikatového roztoku byva
kontaminovan zbytky kovi, které ovliviiuji retenci a ve vysledku zplsobuji
asymetri¢nost pikd, a proto neni pfili§ vhodny pro aplikace v systému HILIC [8][11].
Typ B, piipraven agregaci z roztoka silikati, obsahuje velmi malé mnozstvi necistot a
je relativné stabilni az do hodnot pH = 9. Poskytuje lepsi separacni ucinnost, obzvlaste
pro bazické slouceniny. Pti vySSich hodnotach pH (5 - 9) se zde uplatiiuje sekundarni
mechanismus, kdy jsou silanolove skupiny ionizovany a schopny elektrostaticky
interagovat s ionty mobilni faze tak, Ze zvySuji retenci bazickych latek (kationti) a
zaroven diky elektrostatické repulzi anionti snizuji retenci latek kyselych [8][12].
Silikagel typu C mé aZz z 95 % Si-OH skupiny nahrazeny nepolarnimi skupinami Si-H,
je urCen pro analyzu Kyselin a z&sad za pouZziti pufru a organického rozpoustédla o
koncentraci 50 — 70 % [11].

Silikagel modifikovany aminoskupinami

v v/

Zatimco bazicke latky vykazuji vyssi retenci na prostém silikagelu, modifikace
aminoskupinami pfispéla k vyssi afinité kyselych sloucenin [8][11]. Jako prvni byla tato
faze pouzita pro analyzu sacharidt, u nichZ se svyhodou pouZiva dodnes. Oproti
prostému silikagelu zvySuje pomér mutarotace sacharidi, coz zabrafuje tvorbé
dvojitych pikl, zpisobené rozliSenim anomert [1]. Prosty silikagel a silikagel
modifikovany aminoskupinami patii mezi faze nabité, tudiZ je nutno brat na védomi, ze

zde existuje riziko nevratné adsorpce z davodu vyssi reaktivity [13].
Amidové a polysukcinimidové faze

Amidova skupina je méné reaktivni nez amin a postrdda jeho bazicitu. Retence
ionizovatelnych analytd neni proto vtakové mife ovlivnéna iontové-vyménnymi
interakcemi. VVyhodou je lepsi stabilita a del$i doba pouZivani. Tyto faze jsou vhodné
zejména pro analyzu bazickych latek. Uplatnéni lze nalézt piedev§im pii analyze

peptidi, oligosacharidd, glykoproteinti a riznych glykosidu [1][8].
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Silikagel modifikovany diolovymi skupinami

Tato faze vykazuje vysokou polaritu a moZnost tvorby vodikovych vazeb. Oproti
prostému silikagelu témét neobsahuje ionizovatelné skupiny, tudiz se hodi pro aplikace,
kde by mohly byt iontové interakce nezadouci. PouZiva se piedevsim k analyze

proteini. V posledni dob¢ nachazi uplatnéni ve stanoveni fenolickych sloucenin [8].
Cyklodextrinové stacionarni faze

Cyklodextriny jsou oligosacharidy sloZené z péti az sedmi D-glukopyran6zovych
jednotek, které jsou uspotadany do cyklického toroidniho uUtvaru. Vzhledem k této
konfiguraci a orientaci hydroxylovych skupin Ize nalézt rozdil v hydrofilit¢ vné a uvnitf
tohoto utvaru [8]. Jelikoz jsou jednotlivé cukerné jednotky opticky aktivni, tyto kolony

byvaji s vyhodou pouZivany k déleni chiralnich sloucenin [14].
Zwitteriontové stacionarni faze

Tyto faze, jejichz zakladem muze byt silikagel ¢i polymerni Castice obsahuji
kyselou sulfonovou skupinu a bazickou kvarterni amoniovou skupinu, které od sebe déli
kratky alkylovy fetézec. Maji amfoterni charakter, jsou tedy nositeli jak kladného, tak
zdporného néboje. V ptipadé molarniho poméru 1:1 dochazi Kk vyvazeni naboju,
nicméné existuje maly zaporny naboj pficitany vzdalenosti sulfonové skupiny od
povrchu silikagelu, tudiz umoziuji slabé elektrostatické interakce [15]. Zwitterionty
vzhledem ke své struktuie také velmi silné vazi vodu, coz je zakladni predpoklad pro
mechanismus HILIC. Kolony jsou komeréné dostupné pod nazvy ZIC-HILIC, jehoz
zéklad tvoti silikagel a ZIC-pHILIC s polymernim z&kladem. Zwitterionty navazané
na polymerni ¢astice maji $irsi toleranci pH prostiedi (2 - 10) oproti zakladu tvofeném
silikagelem (3 - 8) [6]. Obecné jsou ZIC-HILIC kolony ve srovnani s nemodifikovanym
silikagelem, aminopropylovou a amidovou silikagelovou fazi stabilngj$i vi¢i zménam
pH [15]. Piehled jednotlivych staciondrnich fazi pouzivanych v HILIC znazornuje
tabulka 3.1.
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Tabulka 3.1: Prehled staciondrnich fazi HILIC. Prevzato a upraveno [11].
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3.2 UHPLC-MS

Zvysené pozadavky na rychlej§i a ucinnéjs$i analyzu daly vzniknout metodé
UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography). Tato metoda pracuje oproti
bézné kapalinové chromatografii za vy3Siho tlaku (> 400 bar) a vyuZiva kratSich kolon
s ¢asticemi pod 2 pUm, coz piispiva k vysSi citlivosti a G¢innosti metody. Pfi konvenéni
kapalinové chromatografii se reten¢ni ¢as pohybuje okolo 10 minut. Pouzitim UHPLC

lze snizit ¢as analyzy aZz na 1 minutu. Spojeni UHPLC s hmotnostni spektrometrii se

Vv soucasné dob¢ jevi jako nejvyhodnéjsi kombinace. [16].

Hmotnostni spektrometrie je Vv soucasnosti vzhledem k vysoké citlivosti
(nizkym detekénim limitim) a moznosti analyzovat velmi maly objem vzorku jedna
a nasledném rozliseni dle poméru hmotnosti a naboje (M/z). Je schopna poskytnout jak
kvalitativni, tak kvantitativni informace o slou¢eninach. Hmotnostni spektrometrie je

zaloZena na nésledujicich krocich.

1) lonizace — molekula analytu je ionizovana a pievedena do plynného stavu.

2) Hmotnostni analyza — separace a hmotnostni analyza iontd na zakladé m/z,
pomoci magnetického a/nebo elektrického pole za vysokého vakua.

3) Detekce - iontovy svazek je zachycen, zesilen a zobrazen ve formé
hmotnostniho spektra [17].

Schéma uspofadani hmotnostniho spektrometru a piiklady pouzivanych

ioniza¢nich technik, hmotnostnich analyzatorti a detektort uvadi obrazek 3.4.

vakuum
1 2
lontowy zdroi Hmotnostni Se 3
UHPLC o omovvzarol analyzator :>
(Vznik iontu) (Separace iontu) (Detekce iontu)
e—
-El - KVADRUPOL )
- - ANALYZATOR - LSO
Esl NASOBIC
APC DOBY LETU
- IONTOVA PAST - FOTONASOBIE
- APPI - ORBITALN{ PAST
- MALDI - IONTOVA - FARADAYOVA
CYKLOTRONOVA KLEC
REZONANCE

Obrézek 3.4: Schéma hmotnostniho spektrometru s priklady pouzivanych komponent.
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3.2.1 Ionizac¢ni techniky

Hlavnim tkolem pro iontovy zdroj je pfevést plynny, kapalny ¢i pevny vzorek
do ionizovaného stavu v plynné fazi a vytvofit konstantni proud iontt o dostate¢né
intenzité pro nasledujici analyzu [18]. Dle zpusobu, jakym je mozno tohoto dosédhnout,
lze ionizac¢ni techniky rozdélit na tvrdé, které zpiisobuji rozsdhlou fragmentaci molekul,
a mekké, Setrnéjsi techniky, které davaji vzniknout molekularnim iontim. Vybér
iontového zdroje je vysoce zavisly na aplikaci, neexistuje univerzalni ioniza¢ni

technika [17]. Pfehled nejpouzivanéjsich ioniza¢nich technik znazornuje tabulka 3.2.

Rozsah .
Ionizacni technika Vytvoieny iont lonizace | Vhodny analyt | hmoty do Vh.Odna
aplikace
(daltony)
Elektronova ionizace M™*, M* Tvrda Tekave, 3 (F\(’i)czé%?é
' . termostabilni 10 -
(ED technika latk knihovny
y spekter)
Chemicka ionizace + B Mékka Malé tékavé 3
I [MFHT, IM-HT | ecnnika | molekuly 10 GCIMS
Chemicka Mekka
ionizace [M+H]+, technika Nepolarni az
za [M+X], [M-H] (tvrdsi ve stiedn& polarni 2x10° LC/MS
atmosférického srovnani latky
tlaku (APCI) s ESI)
g - M+H]", Mekké .
£ | rovonieesa | St | S
S atmosférického ' (tvrasi ve (Moznost i zcela 2x10 LC/MS
é tlaku (APPI) srsol\z/g?)m nepolarni latky)
M- X]™ Sl B s Bt
onizace |l | Mk | Sichepaiar |
. n ,
elektrgssplrejem |:|\/|+N¢';1]+ (vicenasobné (Peptidy, proteiny 2x10 LC/IMS
(ESI) nabité ionty) atd.)
Velké netékavé
Des,ovrp:? Ias;ar-em a [M+H]", [M+X]"| Mekka molekuly, 5x10° LC/MS
ucasti matrice teChnika (Peptidy, proteiny,
(MALDI) nukleotidy atd.)

Tabulka 3.2: Srovndni ionizacnich metod. Vypracovano ze zdroje [17][19].
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lonizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem patii k nejvyznamnéj§im ionizacnim technikdm
pouzivanych v MS. Radi se mezi mékké ioniza¢ni techniky a uskuteéiiuje piestup iontu
z roztoku do plynné faze. Je vhodna pro analyzu vysokomolekularnich a netékavych
sloucenin. Analyzovany vzorek je rozpustén v polarnim tékavém rozpoustédle a je
privadén ptes sprejovaci kapilaru s vysokym pozitivnim ¢i negativnim elektrickym
potenciadlem (1 - 4 kV). Na konci kapilary vznikaji nabité kapénky, které se vlivem
teploty a proudiciho plynu (N2) odpafuji, zmensuji a nasledné rozpadaji (Coulombicka
exploze), dojde k uvolnéni iontd do plynné faze. Pohyb iontl je zaloZzen na opaéné
orientovaném toku kationtd a aniontt v elektrickém poli. Ty jsou pomoci fokusa¢nich a
urychlujicich elektrod vhanény z prostoru o atmosférickém tlaku do evakuovaného

prostoru analyzatoru (viz obr. 3.5).

ZmlZovaci plyn (N3)

— +
+ +
Kapilér’-/ TaylorGv kuzel
-
O%vﬁ
U” +
09 +++ +
Analyt + + ++ +
T+]

% Desolvatacni plyn \

Obrazek 3.5: Schéma ionizace elektrosprejem.

Analyzator

Elektrosprej dosahuje vyznamnych pfednosti oproti ostatnim ionizacnim
technikdm, diky jeho schopnosti vytvafet vicenasobné nabité ionty, coz umoziiuje
analyzu latek s vysokou molekulovou hmotnosti (peptidy, proteiny, nukleotidy). Jelikoz
se fadi mezi mé&kké ioniza¢ni techniky, umozni ziskat kvazimolekularni ionty [M+H]",
[M+Na]" a [M-H] [20][21][22].
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3.2.2 Hmotnostni analyzatory — kvadrupol

K rozliseni iontl dle m/z slouzi hmotnostni analyzatory. Existuji rizné druhy
analyzatord, pficemz jejich konstrukce a provedeni se lisi v zavislosti na druhu pouZiti.
Mezi nejbéznéjsi patii kvadrupol, magneticky analyzator, iontova past a analyzator
doby letu.

Kvadrupdl

Kvadrupdl je tvofen ¢tyfmi paralelné rozmisténymi tyéemi (viz obr. 3.6). Vzdy
na dvé protilehlé tyCe je vkladano bud’ kladné ¢i zdporné stejnosmérné napéti, pricemz
na oba pary ty¢i je zaroven superponovano radiofrekvencéni sttidavé napéti. Vhodné
nastaveni napé€ti na obou parech v daném okamziku umoznuje proletét pouze iontim o
ur¢itém m/z. Ostatni ¢astice jsou vyneseny z elektrického pole a zachyceny elektrodami.
Plynulou zménou zminénych parametrti jsou k detektoru postupné propoustény vSechny

ionty [22].

detektor

iontovy zdroj

Obrazek 3.6: Kvadrupdlovy analyzator [19].
Tandemova hmotnostni spektrometrie

Jedna se o spektrometrii s vice analyzatory, pficemz kazdy analyzator vystupuje
jako samostatna jednotka a umozni tak sledovat reakce probihajici ve spektrometru. S
vyhodou se pouZiva trojity kvadrupo6l. V tomto tzv. MS/MS uspotadani podrobime
v druhém kvadrup6lu ion (vybrany prvnim kvadrupdlem) excitaci srazkami s koliznim
plynem, ¢imz dojde k fragmentaci a ve tietim kroku (kvadrupo6lu) u téchto fragmentd
zméfime hmotnostni spektrum. Prostiedni kvadrupdl tedy slouzi jako kolizni cela se
zavedenym koliznim plynem. Rlzné nastaveni jednotlivych kvadrupélii, umoziuje

analyzu v n€kolika nasledujicich modech [19][22].
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Sken prekurzorovych ionti (SCAN/SIM)

Prvni kvadrupdl skenuje cely rozsah spektra a viechny fragmenty propousti ke
kolizni cele k fragmentaci. Tteti je nastaven pro ionty o urcitém m/z. Tak pro urcity

fragmentovy ion lze zjistit ion prekurzoru, ze kterého vznikl.
Sken produktovych iontu (SIM/SCAN)

Prvni kvadrupol specifickym nastavenim m/z propousti do kolizni cely pouze
vybrany prekurzor, kde dochazi k vytvofeni fragmentt. Tieti kvadrupol je nastaven ve
Hfull-scan® modu, tudiZz detekuje vSechny sekundarni produkty vzniklé z jednoho
primarniho prekurzorového (rodicovského) fragmentu. Tento sken se pouziva pfi

zjistovani struktury analytu.
Sken neutralnich ztrat (SCAN/SCAN)

Oba kvadrupdly soucasné skenuji, ¢imz lze zjistit hmotnostni ztratu neutrdlni
molekuly u dvojice iontl (prekurzoru a produktu). Zjisténa ztrata je charakteristicka pro

urcité skupiny latek.
Selected/multiple reaction monitoring (SRM,MRM)

V prvnim analyzatoru je vybran ion prekurzoru, aby byl nasledné v kolizni cele
fragmentovan, a ve tietim kroku sledovan pouze vybrany fragmentovy ion. JelikozZ je

tato reakce nejselektivnéjsi, je SRM vhodny zejména pro kvantitativni analyzu [23][24].

Schéma jednotlivych modi znazoriuje obrazek 3.7.

1) Sken prekurzorovych iontl 2) Sken produktovych iontd
Vechny m/z Vybrany m/z Vybrany miz Vechny m/z
| SKEN ‘ o ‘ SIM ‘ SIM ‘ . ‘ SKEN ‘
Qi Q2 Qs Q: Q2 Qs
3) Sken neutralnich ztrat 4) Selected/Multiple reaction monitoring
Vybrany m/z Vybrany m/z Vybrany m/z Vybrany fragment
| SKEN ‘ . H SKEN ‘ SIM ‘ . ‘ SIM
Qu 02 Qs Qu 02 Qs

Obrazek 3.7: MozZnosti nastaveni trojitého kvadrupo6lu.
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3.3 Extrakce na tuhé fazi (SPE, solid phase extraction)

Extrakce na tuhou fazi je Siroce pouZivanou metodou pro piipravu vzorku
k analyze farmaceuticky vyznamnych latek v biologické matrici. Oproti konvenéni
extrakci z kapaliny do kapaliny nabizi SPE nékolik vyhod — nizsi spotieba rozpoustédla,
efektivni zakoncentrovani vzorku, vysokd vytéZnost, Uspora casu a snadné&j$i
automatizace. Tato metoda je zalozena na rozd€lovani mezi vodnou a tuhou fazi na
zakladé nepolarnich, polarnich nebo iontovych interakci. SPE kolony jsou tedy
dostupné v reverznim, normalnim a iontové vyménném moédu [25][26]. Pro dosazeni
vysoké ucinnosti SPE je kli¢ovy vybér vhodného sorbentu, vzhledem kanalytu a
roztoku matrice. PoZadavky na takovy sorbent zahrnuji zachyceni reprodukovatelného
mnozstvi analytu a jeho naslednou kompletni eluci z tuhé faze. Proces sorpce musi byt
reverzibilni [27]. SPE metoda je velmi podobna kapalinové chromatografii, cemuz
odpovida 1 podobnost pouzivanych kolon. Sorbenty jsou nejcastéji na bazi silikagelu,
ktery je dale modifikovan Sirokym spektrem rGznych skupin, rozhodujicich o
vlastnostech daného sorbentu. Extrakce na reverzni fazi je vyuZivana pro polarni
roztoky vzorku matrice, pfiCemz extrahovany analyt je spiSe nepolarni. Sorbenty
s normalni fazi jsou naopak vhodné pro méné polarni roztok s polarnim analytem. Pro
nabité slouceniny je vhodné pouZzit sorbenty iontové vyménné [28]. Pti vybéru sorbentu
je dilezit¢ brat ohled také na pouzit¢ rozpoustédlo. Postup pii vybéru ukazuje

obrazek 3.8.

VZOREK
1
[ 1
vodny organicky
roztok roztok
[ : 1 [ : 1
_ . Tt | polarita 1 polarita
ionizovany neutralni ¥ et roztoku
. : . L L —
anionicky kationicky RP NP ionizovany neutralni
—— —p— —
slaby silny slaby silny RP nebo IE RPNnF?bO

L SAX LAMINO L SCX L WCX

Obrazek 3.8: Postup pri vybéru sorbentu, vzhledem K pouzitému rozpoustédiu. SAX,
SCX = strong anion (cation) exhchanger, WCX = weak cation exchanger, IE = ion

exchanger. Prevzato a upraveno z [29].
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3.3.1 Sorbenty pouzivané v SPE

zminit pro reverzni fazi pouZivany silikagel s navazanymi oktylovymi, oktadecylovymi
nebo fenylovymi skupinami. Modifikace aminopropylem ¢i diolovymi skupinami jsou
vhodné pro systém s normalnimi fazemi. lontové vyménné sorbenty obsahuji jednak
ionizované funkéni skupiny (kvarterni amoniové soli, sulfonoveé Kkyseliny) a

ionizovatelné skupiny jako primarni ¢i sekundarni amin nebo karboxylovou kyselinu.

Mezi novéjsi postupy SPE extrakce patii sorpce pomoci materiala s omezenym
piistupem (RAM), kde dochazi k zadrzeni ¢astic pouze o urcité velikosti, vzhledem k
porozité sorpéniho materialu a interakcim (hydrofobnim a elektrostatickym) malych
molekul se stacionarni fazi. Potfeba selektivnéjsi extrakce dala zaklad imunosorbentu,
ktery je tvofen kovalentné vazanymi protilatkami, a sorbentu s molekularné vtisténymi
polymery (MIPs), coz jsou vysoce sitované polymery Vvytvorené specificky pro dany
analyt. Vicemodalni (,Mixed mode“) sorbenty zase vyuZivaji k dosaZeni vys3si
selektivity kombinaci sorp¢nich mechanismu, obsahuji jak nepolarni skupinu, tak

iontové vyménnou [27][28].

3.3.2 Metodologie SPE

1) Kondicionace, aktivace sorbentu

Pied aplikaci vzorku je nutno sorbent pfipravit a zajistit vhodnou kontaktni
polohu navazanych skupin (aktivace fetézci). Toto je umoznéno pomoci
kondiciona¢niho ¢inidla, kterym byva rozpoustédlo ¢i pufr stejného slozeni jako roztok,

do kterého se dany analyt extrahuje.
2) Aplikace vzorku

Nasleduje aplikace vzorku na kolonu, ptfic¢emz analyt je zachycovan na sorpénim
materidlu. Tento proces je urychlovan pouzitim podtlaku, nicméné vzorek by mél
dostate¢né dlouhou dobu protékat. Obzvlasté pii iontové vyménné extrakci by rychly

pritok ovlivnil zadrZeni analytu.
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3) Promyvani

Promyvani vhodnym rozpoustédlem zajistuje eluci nezddoucich sloucenin bez
vlivu na eluci analytu. Tato faze je kliCova na celém procesu a je zavisla na interakcli
analytu s vhodnym sorbentem a na vybéru promyvaciho rozpoustédla. Casto jsou
volbou rozpoustédla, ve kterych je analyt nerozpustny. Pfi pouZiti iontové-vyménného

¢i nepolarniho sorbentu hraje roli také hodnota pH rozpoustédla.

4) Eluce

v v/,

Cilem je nevyssi kvantitativni zisk analytu z extrakéni kolony za pouZiti co mozna
nejmensiho mnozstvi rozpoustédla. Opét je vtomto kroku nutna kontrola rychlosti
prutoku [30][31].

Popsany postup SPE je graficky znadzornén na obrazku 3.9.

Promyvani
Kondicionace Aplikace vzorku a vysuseni Eluce
| o | |
| |
.<>. .A<>
<> [ ]
Sorbent -.0<> o o
J .<>l = [ )
Ce > ® o o
A u <Z> [ J
coe Smo™ e

l Podtlak l Podtlak 1 Podtlak 1

Analyt ®  Interferencni latky A.<>

Obrazek 3.9: Postup extrakce na tuhé fazi.

24



3.4 Matricoveé efekty

V soucasné dobé, kdy se metoda LC-MS/MS stava nepostradatelnou
v kvantitativni analyze, nabyva na dileZitosti téma matricovych efekti, coz dokazuje i
nardst poctu publikaci na toto téma. Matricové efekty se stivaji jednim z hlavnich pti¢in

chyb v bioanalyze.

K vyskytu matricovych efekti dochazi v pripadé, kdy molekuly matrice se
shodnym eluénim ¢asem zasahuji do procesu ionizace analytu, pfiCemz zesiluji ¢i
potlacuji tento proces. Jakym zpusobem je tohoto dosazeno, neni v soucasnosti piesné
znamo, nicméné nejpravdépodobnéjsi variantou se zda byt kompetice mezi analytem a
neté¢kavou slozkou matrice o pozici na vytvorenych kapénkach pii prechodu do
dochazet ke snizeni citlivosti metody. Roli pti vyskytu ME hraje i polarita samotného

analytu. Polarnéjsi slou¢eniny jsou nachylnéjsi k ovlivnéni matrici [32].

vzorek standardu . L
S Vytvotené Intenzita signalu

molekulové ionty

100+
odpafeni
@ 7 T eEx[ARHD

vzorek matrice +4xM

Kompetice 0 omezené 107

mnozstvi protont
+1x[A+H] 5
. o
H +4x[M+H]"

Obréazek 3.10: Mechanismus ovlivnéni ionizace matrici [33].

3.4.1 Zdroje matricovych efektu
Exogenni

Mezi exogenni zdroje matricovych efektti fadime latky pouzivané b&hem
analyzy. Patfi sem eluéni ¢inidla, rozpoustédla a aditiva pouzivanad v kapalinové
chromatografii, latky pouzivané pii syntéze sloucenin (rozpoustédla, stabilizatory),
degrada¢ni produkty analytu vzniklé béhem piipravy vzorku, ale i necistoty

Z laboratorniho prostiedi.
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Endogenni

Mezi endogenni zdroje patii biologickd matrice. NejbéznéjSimi biologickymi
vzorky pro LC-MS/MS analyzu je plazma a mo¢, ovsem vyjimkou nejsou ani sliny, zlu¢
¢i stolice. Kazdy ztéchto materidll obsahuje rozdilné endogenni komponenty a

vyzaduje individualni posouzeni pii pfipravé vzorku.

Krevni plazma

Plazma je piiblizn¢ z 90 % tvoiena vodou. Zbylych 10 % tvoii proteiny (8 %),
anorganicke soli (0,9 %) a organické latky (1,1 %) jako lipidy, hormony, vitaminy a
jiné. Proteinovou slozku tvofi pievazné albuminy, globuliny a fibrinogen. Vazba
analytu na tyto proteiny muze mit vliv na vytéznost béhem ptipravy vzorku, tudiz je
nutné tyto proteiny odstranit, nejcastéji precipitaci. Pokud jde o ostatni komponenty
jako soli, cukry, aminokyseliny, lipidy ¢i vitaminy, tyto latky lze odstranit pomoci
extrakce bud’ na kapané ¢i na tuhé fazi. Lipidy jsou povaZovany za nejvétsi problém co
se tyCe vzorku plazmy. V plazmé se nachazeji tisice rtznych lipidd. Konkrétné
fosfolipidy se vplazmé vyskytuji ve vysoké koncentraci. Tyto lipidy obsahuji
ionizovatelnou polarni ¢ast, ve které se nachazi negativné nabita fosfatova skupina a
kladné nabitd aminoskupina. Tyto skupiny jsou zodpovédné za potlaeni ionizace jak

Vv negativnim, tak v pozitivnim modu (ESI).
Moc

Ve srovnani s plazmou, mo¢ obsahuje mnohem méné proteint a interferujicich
komponent. Primarné obsahuje vysoce polarni mocovinu, anorganické soli, kreatinin a
v malém mnoZstvi cukry, proteiny, metabolity endogennich sloucenin a xenobiotika.

Proto se zde matricové efekty objevuji pouze v malém méfitku.

AC ztéchto informaci o slozeni biologického materidlu lze piedpokladat
problematické slouceniny, je tieba mit na paméti, ze kazdy biologicky material je
individudlni, vzhledem ke genetickym variacim, ruznému stadiu nemoci a vyskytu

ostatnich xenobiotickych slou¢enin [34].
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3.4.2 Urceni matricovych efekti

Metoda post-kolonove infuze

Tato metoda poskytuje pouze kvalitativni informaci o matricovych efektech.
Princip spoc¢iva v nastiiku nejprve roztoku mobilni faze a poté blankového extraktu
matrice (matrice bez stanovované latky) na HPLC kolonu. Za sou¢asného konstantniho
ptivodu analytu z infuze, umisténého za kolonou, vstupuji do hmotnostniho
spektrometru (viz obr. 3.11). Ve vysledku se chromatogramy porovnaji. Interference
zpusobené matrici Se projevi vznikem negativnich ¢i pozitivnich piku (potlaceni ¢i

zesileni signalu), ve srovnani se zaznamem mobilni faze (viz obr. 3.12) [35].

Bl o

Autosampler

Slepy vzorek
Infuze standardu

Obréazek 3.11: Metoda post-kolonové infuze.

Cerveny zaznam - zékladni chromatogram pro MP (blank)
Zeleny zaznam - extrakt matrice (blank)
Fialovy z&znam - analyt

Pik analytu

0.09 AT
TR 054 1.39 W
| At Oblast suprese w\ J

\
o T T T T T T T 7 T T T T T T T T T —— Time
0.20 040 0.60 050 1.00 1.20 1.40 1.50 1.80 2.00 2.20 240 2.60

Obrazek 3.12: Chromatogram post-kolonové infuze. Vtomto pripade, oblast suprese

nekoliduje s pikem analytu, tudiz by bylo mozné metodu pouZit pro analyzu této latky.
Nicméne, jedna se o hranicni pripad. V pripadé analyzy metabolitii této latky je nutné

znovu porovnat signal jednotlivych standardit metabolitii. Prevzato a upraveno z [34].
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Metoda post-extrakéniho pridavku

Pro kvantitativni hodnoceni vlivu matricovych efektu lze pouZit metodu
post-extrak¢éniho ptidavku (viz obr. 3.13). Signél analytu standardniho roztoku je
porovnavan s post-extrakéné piidanym (spikovanym) analytem. Lisi se tedy pfitomnosti

matrice. Rozdil opét indikuje bud’ potla¢eni ¢i zesileni signélu.

Vztah pro vypocet matricovych efekti ukazuje nasledujici obrazek 3.13 (1),
hodnota ME (%) > 100 indikuje zesileni ionizace, zatimco ME (%) < 100 potlaceni
ionizace. Dale je mozné hodnotit vytéznost extrakce (Extraction Recovery - RE) (2) a
ucéinnost celého procesu (Process Efficiency — PE) (3) [35].

ly ME(%) =2 x 100 (1)

A

Biologickéa matrice

Roztok analytu

RE(%) =< x 100 )

SPE
)
— )
C PE(%) =< x 100 = 222 (3)
A 100
Standardni roztok Post-extrakcéné Pre-extrakéné
obohaceny obohaceny
roztok roztok

Obrézek 3.13: Metoda post-extrakcniho pridavku.

Metoda porovndni smérnic kalibracnich kiivek

Tteti zpisob pouzivany pro zjisténi matricovych efektti spociva ve srovnani
smérnic kalibra¢nich kiivek standardnich roztokii a roztoki matrice s pfidavkem
standardu. Jedna se o metodu kvantitativni. Rozsah potlaceni ¢i zesileni signélu
odpovida rozdilu hodnot téchto dvou smérnic. Pokud se tedy matricové efekty
nevyskytuji, smérnice dosahuji stejnych hodnot vramci experimentalni chyby

m¢éfeni [36].
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3.4.3 Eliminace matricovych efekti
Eliminaci matricovych efektt 1ze provést na nékolika nasledujicich Urovnich:

Piiprava vzorku

Bézné pouzivané metody ptipravy vzorku jsou extrakce na tuhé fazi (SPE),
extrakce kapalin-kapalina (LLE) a precipitace proteinti. Metoda precipitace je oblibena
pro jeji rychlost a jednoduchost. Pouziva se zejména pro vzorky plazmy. Nespecificky
odstrafiuje velkou c¢ast nezadoucich latek, zejména proteind, nicméné v mnoha
pfipadech nedosahuje optimalni Cistoty extraktu, obzvlasté pokud se jedna o fosfolipidy,
které jsou precipitaci hufe odstranitelné. Jako vhodna precipitaéni ¢inidla slouzi
acetonitril ¢i metanol. Extrakéni metody (SPE, LLE) jsou specifi¢t&jsi, a tudiz poskytuji
lepsi ucinnost, co se tyCe Cistoty extraktu. Nutno ale podotknout, Ze v ptipadé
podobnosti struktury nezadoucich interferentt a analytu maze dojit k zakoncentrovani
obou latek, tedy i této nezadouci slouceniny. Snizeni matricovych efektt docilime také

prostym natfedénim vzorku s ohledem na dostate¢nou citlivost metody [36][37].
Chromatografie

Dalsi prostor pro ovlivnéni matricovych efektd je na trovni chromatografie.
Pokud se zde projevi efekt matrice, nejcastéji z divodu ko-eluce s analytem, proto Ize
tyto efekty minimalizovat dosazenim v¢tsi Gcinnosti separace. Vhodny vybér kolony
s ohledem na analyt a co nejselektivnéjsi separaci mize byt u¢innym nastrojem proti
ME. Perspektivni vtomto sméru muze byt hydrofilni interakéni chromatografie
(HILIC), kde jsou déle zadrzovany polarni analyty a jsou tak Iépe separovany od latek
matrice s kratkym elu¢nim ¢asem [34]. V piipadé chromatografie na reverznich fazich
byvaji interferencemi obvykle nejvice zasazeny latky eluujici na pocatku, tedy vysoce
polarni latky, a na konci elu¢niho gradientu, kdy eluuji latky na koloné silné
zadrzované. Proto je doporuc¢ovano zvolit takové podminky, aby se analyt eluoval mezi
témito rizikovymi oblastmi. Elu¢ni oblast 1ze ovlivnit zménou slozeni mobilni faze,
jejim pH ¢i zménou gradientu. ZlepSeni chromatografické separace zménou techniky

(UHPLC oproti HPLC) je také vhodny néstroj k eliminaci vlivu matrice [35][37].
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Hmotnostni spektrometrie

Ovlivnéni na Grovni hmotnostni spektrometrie se zda byt jednodussi feseni,
jelikoz pti Gpravé MS podminek neni nutnd naslednd zmeéna celé procedury, jako
v ptipadé piedchozich zasaht. K potlaceni signalu dochazi rozdilné v pozitivnim a v
negativnim ionizacnim moédu. Stejné tak konstrukce zdroje a typ ioniza¢ni techniky
vykazuji rozdily v ovlivnéni ME. Zména ioniza¢ni techniky, obzvlasté u ESI-MS byva
U¢innou strategii k potlateni ME. Negativni mod je vice specificky a byva méné
nachylny k efektim matrice. Co se ty¢e obecné ioniza¢nich technik, APCI ve srovnani
s ESI byva rovnéz méng¢ citliva ke vlivim matrice. Jesté€ lepsi se v tomto ohledu zda byt

fotoionizace za atmosférickeho tlaku (APPI) [35].
Metoda vnitiniho standardu

Pouziti wvnitiniho standardu je nejbéznéj$i zplsob, jak se vypotadat
s matricovymi efekty. Jako vnitini standard 1ze pouzit jednak isotopicky znaceny vnitini
standard (IS - internal standard) ¢i strukturni analog daného analytu, u kterého ovSem
hrozi odlisny vliv matrice, a tim i rozdilnd G¢innost ionizace. U isotopicky zna¢eného
vnitiniho standardu je nékolik atomu analytu nahrazeno stabilnimi izotopy jako ’H
(D), *C, N nebo 0. Takovyto vnitini standard ma tedy témét totoznou strukturu
s analytem, tudiz by se tyto dv¢ latky v prub&hu jak extrakce, tak LC-MS analyzy mély
chovat stejné a podléhat stejnym vlivim matrice. Efekt matrice vtomto piipadé
neovliviluje pomér Analyt/IS, nicméné¢ mlze byt ovlivnéna mez stanovitelnosti

[34][38].

3.5 Validace analytické metody

Validace analytické metody zahrnuje série testl a zkousek, které maji za cil
prokézat vhodnost vyvijené metody pro zamysleny ucel. Dané podminky validace
stanovuje celosvétoveé nékolik instituci. Proto je nejprve nutné zvazit, za jakym tcelem
bude metoda vyuZita a dle toho zvolit autoritu, pomoci jejichZ piedpist bude metoda
schvalovdna. Na validaci HPLC-MS metody jsou kladeny poZadavky zahrnujici
parametry shrnuté v tabulce 3.3. Nasleduje jejich struény popis a limity danych autorit
v procesu validace. Mezi hlavni autority patii ICH (International Conference on
Harmonisation), americkd FDA (Food and Drug Administration) a EMA (European
Medicines Agency).
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Autority

Kritéria pro spravnost a piesnost.

Parametr validace Popis Vyjadi‘eni
ICH USFDA EMA
Schopnost metody presné urcit dany . S
Selektivita analyt za pritomnosti vSech komponent | Dle chromatogramu | v >6 Nespeglflkovano >6 | <20% LLOQ analytu
vzorku. bez interakce
Linearita Schopnost poskytovat vysledky pfimo | Korelacni koeficient 5 -6 + 15%(Kkal. body) > 6 * 15%(Kkal. body)
mérné koncentraci analytu ve vzorku. | (rovnice piimky) +20% (pro LOQ) = + 20% (pro LOQ)
: Mira shody se spravnou referenéni [% RSD], + 15% (pro QC vz.) + 15 % (pro QC vz.)
Spréavnost hodnotou. % vitermost] | 2 | | 12006 (proLOQ) | ° | £20% (pro LOQ)
. Té&snost shody danych méfeni za 0 < 15% (pro QC vz.) <15% (pro QC vz.)
Presnost piedepsanych podminek. [% RSD] S |30 <20% (pro LOQ) S <20% (pro LOQ)
. Nejnizsi koncentrace analytu, ktera 1
Limit detekce miize byt detekovana, [g.mI7] LOD| x - X -
- . Nejnizsi koncentrace analytu, ktera 1 LLOQ, | Spravnost+20% | LLOQ, Spravnost + 20%
Limit kvantifikace mitze byt stanovena. [g.mI"] LOQI ULOQ | Presnost<20% | ULOQ |  Presnost < 20%
L Schopnost ovlivnit ionizaci analytu 0 ) n
Matricoveé efekty matrici vzorku. % X X 6 <15% (pro QC vz.)
Prenos Pfenos analytu mezi vzorky. % X X - v < 20% LLOQ analytu
Mira ovlivnéni zménami parametri
Robustnost metody. - v X - X -
Interval mezi horni a dolni koncentra¢ni .
Rozsah hladinou, ve kterém jsou spln&na [g.mI™] X X - v Urten LLOQ

ULOQ

Tabulka 3.3:Parametry validace. LLOQ - dolni limit kvantifikace, ULOQ - horni limit kvantifikace.
koncentracnich hladin s naslednymi limity [39][40][41].
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3.6 Entekavir

Entekavir je analog guanosinu, ktery patii do skupiny syntetickych nukleosidu.
Tato skupina hraje v souc¢asné dobé dulezitou roli pfi terapii chronické hepatitidy B.
Aktuélng jsou v CR schvaleny étyfi piipravky analogt jak nukleosidi, tak nukleotid -

lamivudin, adefovir, dipivoxil, tenofovir a entekavir [42][43].

3.6.1 Hepatitida B

Hepatitida B je onemocnéni zptuisobené DNA viry. Jedna se o nejrozsifené;si
formu hepatitidy. Toto onemocnéni je celosvétovym problémem. ZasaZzena byla vice
nez tfetina lidské populace a na nasledky tohoto onemocnéni umira rocné kolem 600
tisic lidi [44][45]. U¢innym prostiedkem v potladeni a eradikaci viru hepatitidy B je
vakcinace ockovaci latkou, kterou je rekombinantni HBs antigen. Virus je vysoce
infekéni, k pfenosu dochazi parenteralné, sexualné a perinatalné. Vyskytuje se v akutni i
Vv chronické formé, do které mlze po 6 mésicich ptfechazet. Tato forma je nebezpecna
zejména kviili moznému asymptomatickému pribéhu a zvySenému riziku vzniku jaterni
cirhdzy a rakoviny jater. Farmakoterapeuticky vyznamné je predevsim stadium

chronické, pii¢emz 1é¢ba akutniho stadia je spiSe symptomaticka.

3.6.2 Mechanismus ucinku

Entekavir je v téle kinazami fosforylovan na aktivni trifosfatovou formu, jenz
zasahuje do replika¢niho procesu viru hepatitidy B (HBV). Replikaci virového genomu
ovlivituje v nékolika nasledujicich krocich. Nukleosidova analoga obecné soutézi
s ptirozenymi nukleosidy ve vazbé na HBV - DNA polymerazu, inkorporuji se do nove
vznikajiciho fetézce, coz ma za nasledek predc¢asné ukonceni syntézy vlakna DNA.
Entekavir zabranuje také samotnému primovani pfi reverzni transkripci, coz je vyhodné
oproti vétsiné ostatnich analogti, které do primovaciho procesu nezasahuji (lamivudin).
Dale blokuje DNA dependentni DNA syntézu, coz je zavérecny krok v syntéze virové
DNA. Je tfeba fici, Zze entekavir, stejné jako vSechna léCiva v souCasnosti pouzivana
k terapii chronické HBV, nevyléc¢i tuto chorobu, nicméné potla¢i virus HVB, ¢imz 1ze
predejit vaznym komplikacim [46][47][48].
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3.6.3 Struktura

Entekavir je analog guanosinového nukleosidu chemického ndzvu 2-amino-
9-[(1S,3R,4S)-4hydroxy-3-(hydroxymethyl)-2-methylidencyklopentyl]-3H-purin-6-on
(viz obr. 3.14). Je to bila, krystalickd, nehydroskopicka latka, izolovana jako
monohydrat. Entekavir obsahuje tfi chiralni centra, pficemz se syntetizuje jako 1S, 4S,
3R enantiomer. Molekulova hmotnost entekaviru je 277,28 [49][50].

HN | N\>
/L\
H,N N N

H,C—
2 OH

HO

Obréazek 3.14: Struktura entekaviru.

3.6.4 Metody stanoveni entekaviru

Doposud bylo publikovano pouze nékolik malo metod stanoveni entekaviru
(viztab. 3.4). Nejpouzivanéjsi metodou je spojeni kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii. PouZzité metody vyuZivaly stanoveni na reverzni fazi C18.
Z ptipravy vzorku se nejvice uplatnila extrakce na tuhé fazi. Co se ty¢e mobilni faze,
byla pouzita jak izokraticka, tak gradientova eluce s mobilnimi fazemi o bazickém i
kyselém pH. Limit kvantifikace publikovanych metod se pohyboval v nizsich
hladinach, vzhledem k zakoncentrovani vzorku a pouZiti vysSich nastifikovanych
objemt, coz ovSem neni vyhodné z hlediska vyskytu matricovych efekti. Nasledujici
metody vyuzivaji jako vnitini standard strukturni analogy entekaviru, které mnohdy
nedosahuji idealni spravnosti a ptesnosti v porovnani s izotopicky zna¢enym vnitinim
standardem [51][52][53].
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Tonizaéni

S S, ) Vnitini . Piiprava | Objem | Doba Limit
Metoda Stacionarni faze Mobilni faze . ;?;Zogtor standard Matrice | ok vzorku | analyzy | kvantifikace Reference
A —5mM NH4HCO,
LC-MS/MS | (2,1 x50 mm, 5 pm) B - v MeOH ESI+, QqQ | Lobukavir | SPE 1ml 4 min. 5 pg/ml [51]
(gradientova eluce) plazma
pH = 10,5
10 mM NH,4HCO,/
RP - Xbridge-C18 MeOH (85:15) C lidska .
LC-MS/MS (4.6 x 50 mm, 5 pm) (izokraticka eluce) ESI+, QqQ | Lamivudin plazma SPE | 500 pl | 5 min. 50 pg/ml [52]
pH =105
A -0.1 % kyselina
RP - Hanbon® | ° LT ovten | lidska .
LC-MS/MS Lichrospher C18 B - VACNZ ESI+, Q Acyk|OV|r plazma SALLE | 500 p.' 10 min. 50 pg/ml [53]
(2.0 x 150 mm, 5 jum) (gradientova eluce)
kyselé pH
5 mM octan amonny/ P
HILic- ACN (25:75) Entekavir | potkani . Vyvijena
LC-MS/MS | Acquity BEH Amide (izokratické eluce) ESI+, QqQ C, 13N y SPE 1ml 2 min. | 100 pg/ml metoda
(2,1 x 100 mm, 1,7 um) oH = 4.0 2 moc [54]

Tabulka 3.4: Metody stanoveni entekaviru pomoci LC-MS [51][52][53][54].
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4

4.1

Experimentalni ¢ast

Pouzité chemikalie a pFistroje

4.1.1 Standardni latky

Entekavir

Santa Cruz Biotechnology, >99%
C12H15N503, Mr 277,28

Entekavir — C,BN®

4.1.2

Toronto Research Chemicals, Canada, > 99%

C10C,BHsN4N®03, Mr 280,26

Chemikalie

Ultracista voda, za pouziti Milli-Q (Millipore USA)

Acetonitril, LC-MS Chromasolv®, > 99,9 %, Fluka Analytical
Kyselina octova, > 99 %, Fluka Analytical

Kyselina mravenéi, 98 — 100 %, Merck

Hydroxid amonny, pro LC-MS, > 25 % ve vodé, Fluka Analytical
Metanol, LC-MS Chromasolv®, > 99,9 %, Fluka Analytical

Pufr 4,01, technicky, WTW, Trace

Pufr 7,00, technicky, WTW, Trace
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4.1.3 Pristrojové vybaveni

UHPLC systém, Acquity-Ultraperformance LC, Waters, CR
Hmotnostni detektor, Trojity quadrupdl Quattro Micro, Waters, CR
Chromatografické kolony
Acquity UPLC® BEH C 18 (100 mm x 2,1 mm, 1,7 pm), Waters, CR
Acquity UPLC® BEH Amide (100 mm x 2,1 mm, 1,7 pm), Waters, CR
PH metr - pH 212, Hanna instrument, Fischer Scientific, CR
Extrakéni SPE kolona, HLB Oasis Waters
Magneticka micha¢ka, RET basic, IKA® , DE
Mikropipety se §pi¢kami, Biohit, CR
Analytické vahy, Sartorius, DE

Filtra¢ni zaZizeni, Millipore, USA
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4.2  Pracovni postup

4.2.1 Priprava standardnich roztoki

Do vialky byl odvédZen ptiblizné 1 mg standardu entekaviru (zaznamenana
pfesna navazka) a piidan 1 ml vody. Tim bylo dosaZzeno koncentrace 10 g/ml. Pro
pipravu roztoku o niz§ koncentraéni hlading (10™ g/ml) bylo pouZito 100pl roztoku
koncentrovangjsiho (107 g/ml) a doplnéno rozpoustédlem na lml. Jako rozpoustédla
byly pouzity roztoky - 75% ACN ve vodé pro HILIC a 5% ACN ve vodé pro RP.
Stejnym zptisobem bylo postupovéno do hodnoty koncentrace 10™° g/ml, pficemz
koncentrace 5.107 g/ml byla pripravena z 50 pl roztoku 10 g/ml a doplnénim 950 pl
rozpoustédla (ACN). Také bylo dosazeno koncentrace aZ 5.10™° g/ml. Roztoky bylo

nutno vzhledem ke stabilité uchovavat v chladnicce.

4.2.2 Priprava vodnych slozek mobilnich fazi

Kyselina mravenci 0,1 %, 0,05 % a 0,01 %

Tyto roztoky byly pfipraveny pipetovanim piislusnych objemt — 200 pl (0,1%), 100 pl
(0,05%) a 20 ul (0,01%) koncentrovane kyseliny mravenc¢i do 200 ml odmérné barnky,
pii¢emz v bafice bylo ptiblizn¢ 190 ml vody a po odpipetovani kyseliny byla banka
doplnéna vodou po rysku.

Kyselina octova 0,1 %, 0,05 % a 0,01 %

Tyto roztoky byly pfipraveny pipetovanim piislusnych objemu — 200 ul (0,1%), 100 pl
(0,05%) a 20 pl (0,01%) koncentrovane kyseliny octové do 200 ml odmérné banky,
pricemz v batice bylo pfiblizné¢ 190 ml vody a po odpipetovani kyseliny byla barka
doplnéna vodou po rysku.

Mravené¢an amonny pH 3,5 (5 mM, 1 mM a 0,5 mM)

Nejprve byl piipraven nejkoncentrovanéjsi roztok (5 mM) mravencCanu piidavkem
47,16 pl kyseliny mravenci do kadinky s pfiblizné 200 ml vody. Do tohoto objemu byl
ptidavan roztok hydroxidu amonného 25% do pozadované hodnoty pH, tedy 3,5.
Pfipraveny roztok byl kvantitativné pieveden do odmérné bainky o objemu 250 ml a
doplnén vodou po rysku. Nizs§i koncentra¢ni hladiny byly pfipraveny fedénim. Pro 1
mM roztok bylo z 250 ml odebrano 50 ml, aby byl tento objem nasledné pieveden do
250 ml banky a doplnén vodou po rysku. Pro 0,5 mM roztok plati stejny postup

s vyjimkou pipetovanych objemu, misto 50 ml bylo pipetovano 25 ml.
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Mravenc¢an amonny pH 10 (5 mM, 1 mM a 0,5 mM)

Nejprve byl pripraven nejkoncentrovanéj$i roztok mravenéanu (5 mM) piidavkem
1576 pl roztoku hydroxidu amonného 25 % do kéadinky s ptiblizn¢ 200 ml vody. Do
tohoto objemu byl piidavan roztok kyseliny mravenci do pozadované hodnoty pH, tedy
10. Ptipraveny pufr byl kvantitativné pfeveden do odmérné baiky o objemu 250 ml a
doplnén vodou po rysku. Nizsi koncentra¢ni hladiny byly pfipraveny fedénim. Pro 1
mM roztok bylo z 250 ml odebrano 50 ml, aby byl tento objem nasledné pieveden do
250 ml banky a doplnén po rysku vodou. Pro 0,5 mM roztok byl pouZit stejny postup
s vyjimkou pipetovanych objemi, misto 50 ml bylo pipetovano 25 ml.

Octan amonny pH 4 (5 mM, 1 mM a 0,5 mM)

Nejprve byl piipraven nejkoncentrovanéjsi roztok octanu (5 mM) ptidavkem 71,3 pl
kyseliny octové do kadinky s ptiblizn¢ 200 ml vody. Do tohoto objemu byl ptidavan
roztok hydroxidu amonného do pozadované hodnoty pH, tedy 4. Pfipraveny pufr byl
kvantitativné pfeveden do odmérné baiiky o objemu 250 ml a doplnén vodou po rysku.
Nizsi koncentracni hladiny byly pfipraveny fedénim. Pro 1 mM roztok bylo z 250 ml
odebrano 50 ml, aby byl tento objem nasledné¢ pieveden do 250 ml baiiky a doplnén po
rysku vodou. Pro 0,5 mM roztok plati stejny postup s vyjimkou pipetovanych objemt,
misto 50 ml bylo pipetovano 25 ml.

Octan amonny pH 10 (5 mM, 1 mM a 0,5 mM)

Nejprve byl pfipraven nejkoncentrovangjsi roztok (5 mM) octanu piidavkem 1927 pl
roztoku hydroxidu amonného 25 % do kadinky s piiblizné¢ 200 ml vody. Do tohoto
objemu byl pfidavan roztok kyseliny octové do pozadované hodnoty pH, tedy 10.
Pripraveny pufr byl kvantitativné preveden do odmérné bainky o objemu 250 ml a
doplnén vodou po rysku. Nizsi koncentra¢ni hladiny byly pfipraveny fedénim. Pro 1
mM roztok bylo z 250 ml odebrano 50 ml, aby byl tento objem nasledné pieveden do
250 ml banky a doplnén po rysku vodou. Pro 0,5 mM roztok plati stejny postup
s vyjimkou pipetovanych objemt, misto 50 ml bylo pipetovano 25 ml.

Hydroxid amonny 0,1 %, 0,01 %

Roztoky amoniaku o koncentraci 0,1 % a 0,01 % byly pfipraveny ze zasobniho roztoku

(10 %) tak, Ze byl odpipetovan 1 ml (100 pl) do 100 ml batiky a doplnén vodou.
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4.2.3 Optimalizace nastaveni hmotnostniho spektrometru

Jako hmotnostni spektrometr byl pouzit trojity kvadrup6l. lonizace byla
provedena elektrosprejem, nastavenym v pozitivnim modu. Optimalizace hmotnostniho
spektrometru probéhla jak pro RP, tak pro HILIC nejprve vhodnym nastavenim
iontového zdroje. Rozsah zkoumanych parametrti shrnuje tabulka 4.1.

Optimalizovany parametr Rozsah zkoumanych parametrti

Napéti - kapiléara [kV] 05-45

Napéti - vstupni kuzel [V] 10 - 45

Napéti - extraktor [V] 0-20

Napéti - RF ¢ocka [V] 0-5

Teplota - desolvatace [°C] 200 - 450

Pritok - desolvataéni plyn [L.h™] 100 - 1000

Priitok — plyn na vstupnim kuZelu [L.h™] 50 - 200

Tabulka 4.1: Prehled optimalizovanych parametrii iontového zdroje (ESI).

Dale nasledovala optimalizace kolizni energie. Skenem produktovych ionti bylo
nejprve nutné zjistit dané fragmenty zkoumaného prekurzoru. (viz tab. 4.2) U
vybraného prekurzoru byla nasledné métena produktova spektra pii riznych hodnotach

kolizni energie za ucelem zjisténi jeji optimalni hodnoty. Jako kolizni plyn byl pouZzit

argon.

SRM Prekurzor [m/z] Fragment [m/z]
SRM 1 2779 152,2
SRM 2 277,9 135,2
SRM 3 277,9 128,2
SRM 4 277,9 110,2

Tabulka 4.2: Optimalizace kolizni energie — zkoumane fragmenty.
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4.2.4 Optimalizace UHPLC podminek

Predmétem optimalizace UHPLC bylo najit vhodnou mobilni a stacionarni fazi.
Vzhledem ke struktufe entekaviru byly k nasledné optimalizaci pouzity kolony Acquity
BEH C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,7 um) pro reverzni chromatografii a Acquity BEH
Amide (100 mm x 2,1 mm, 1,7 um) pro hydrofilni interakéni chromatografii. Co se tyce
vybéru vodné slozky, byly pro optimalizaci pouZzity mravencan a octan amonny ve tiech
koncentra¢nich urovnich o dvou riiznych hodnotach pH, dale kyselina mravenci, octova
a hydroxid amonny ve dvou koncentraénich hladinach (viz obr. 5.5). Jako slaba
oplachovd kapalina (weak wash) byl zvolen acetonitril 20 % pro reverzni
chromatografii a 80% pro HILIC. Jako silnd oplachova kapalina (strong wash) byl
pouZzit taktéZ acetonitril v koncentraci 100 % pro RP i HILIC. Parametry nastaveni
UHPLC metod shrnuje nasledujici tabulka 4.3.

Stacionarni faze ACQUITY BEH C18 ACQUITY BEH AMIDE
Mobilni faze zkoumana vodna slozka/ACN | zkoumana vodna slozka/ACN
Pritok (ml/min) 0,300

Nastrikovany objem (Jl) 2,0

Eluce Izokraticka

Tabulka 4.3: Parametry UHPLC.

4.2.5 Optimalizace pripravy vzorku

K extrakci na tuhé fazi z biologického vzorku byla vzhledem ke struktuie
analyzované latky vybrana kolona Waters Oasis HLB. Optimalizace tohoto procesu
zahrnovala piedev§im kroky promyti a eluce. Zkousenym cinidlem byl acetonitril

v riznych koncentracich (viz tab. 4.4).

Kondicionace Aplikace vzorku Promyti Eluce
1ml ACN + 1ml 10, 20, 30, 40 % ACN, 70, 75, 80, 85, 90 %
H,0 500 pl vzorku H,0 ACN v H,0

Tabulka 4.4: Optimalizace procesu extrakce na tuhé fazi.
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4.2.6 Validace metody
Metoda byla validovana dle parametra ICH (International Conference on

Harmonisation) znazornénych v tabulce 4.5.

Valida¢ni parametry Standardni roztoky entekaviru Obohacené vzorky potkani mo¢i

SST +
Linearita +
LOD +
LOQ +
Spravnost

Ptesnost
Matricové efekty
Selektivita
Ptenos
Tabulka 4.5: Prehled parametrii validace.

|+ |+ |+ ||+ |+ |+

Opakovatelnost nastfiku byla provedena ve tfech koncentra¢nich hladinach.
Kalibra¢ni ktivka byla sestavena na zakladé méfeni standardnich roztokl entekaviru a
vzorku potkani moc¢i s ptidavkem entekaviru v rozsahu 0,05 - 500 ng/ml. Pro analyzu
parametril jako spravnost, pfesnost, vytéznost a ureni matricovych efekti byly
piipraveny tii série vzorkl. Jednak standardni kalibra¢ni roztoky, matricové kalibracni
vzorky, jenZ byly po ptipravé podrobeny SPE a vzorky pfipravené z eludtu moci

s post-extrak¢éné pridanym standardem (viz tab. 4.6).

L e Pre-extrakéni pridavek P
Standardni kalibracni body T o e Post-extrakéni pridavek
|~ 10° 10° | 3x 10° 2x
100 pl 10°® standardu ENT
+9ul 10°1S v H,0 1536 pl potkani moci 960 pl eluatu
+891pl 75% ACN + 32 pl standardu ENT 5.10° + 20 pl standardu 5.10°
+32ul1S5.107 +20 ul 1S5.107
= 10° 10° 3x 10° 2x
7
100 I 107 standardu ENT 1536 pl potkani moéi 960 pl eluatu
+9pl 10 '05 vH,0 + 32 pl standardu ENT 5.10” + 20 pl standardu 5.10”
+891ul 75% ACN +32ul 1S 5.107 +20 pul 1S 5.107
S 10" 107 3x 107 2X
100 ul 10° standardu ENT 1536 ul potkani mogi 960 pl eluétu
+10 ul 10° 1S v H,0 + 32 pl standardu ENT 5.10° + 20 pl standardu 5.10°®
+891pl 75% ACN +32ul1S5.107 +20 pl 1S 5.107

Tabulka 4.6: Postup pripravy vzorkai.
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5  Vysledky a diskuze

5.1 Optimalizace MS a MS/MS

Na pocatku vyvoje metody bylo Ukolem najit vhodnou kolonu pro UHPLC
separaci. Vzhledem ke struktufe stanovované laky se zdalo byt vyhodné pouZit
hydrofilni interakéni chromatografii, tudiz jednou z variant byla HILIC kolona. Druhou
variantou byla bézné pouZzivana kolona pro reverzni chromatografii. Jeden z hlavnich
cila této prace bylo porovnat uvedené dvé metody za pouziti riznych mobilnich fazi a
Vrizném nastaveni podminek MS. Optimalizace MS podminek v prvnim kroku
zahrnovala nastaveni vhodnych parametrd iontového zdroje (tab. 5.1), ktery byl
nastaven na pozitivni mod. K vyraznéjsi zmén¢ nastaveni HILIC oproti RP doslo pouze
u napéti na kapilare (viz obr. 5.1 a 5.2). Z divodu nizsi spotieby desolvata¢niho plynu

byl zvolen prittok 600 L.h™. P¥i vy3sim pritoku se odpovéd’ MS lisila jen nepatrng.

Parametr Optimélni nastaveni - RP | Optimalni nastaveni - HILIC
Napéti - kapilara [kV] 0,5 3,5

Napéti - vstupni kuZel [V] 25 25

Napéti - extraktor [V] 3 3

Napéti - RF ¢ocka [V] 0,2 0,3

Teplota - zdroj [°C] 130 130

Teplota - desolvatace [°C] 450 450

Pratok plynu - desolvatace [L.h"] 600 600

Priitok plynu - kuzel [L.h"] 120 150

Tabulka 5.1: Optimalizované parametry nastaveni elektrospreje.

Optimalizace napéti na kapilare WHILIC = RP

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Napéti - kapilara [kV]

700

D
o
o

(¥
o
o

I
o
o

Odpovéd MS [tisice]
N w
o o
o o

=

o

o
I

o
I

Obrazek 5.1: Optimalizace napéti na kapilare.
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W HILIC =RP Sy
Extraktor Vstupni kuzel ®HtC “RP
600 450
500 400
350
400 300
300 250
200
200 - 150
100 - 100
50
0 - 0
o 3 5 7 10 20 10 15 20 25 30 35 40 45
Napéti - extraktor [V] Napéti - kuzel [V]
R éotka ®WHILIC =RP WHILIC =RP
Desolvatacni teplota
200 700
700 600
600 500
500 400
400 300
300
500 200
100 100
0 0
0 03 05 1 2 3 5 200 250 300 350 400 450
Napéti - ¢ocka [V] Teplota [°C]
WHILIC =RP W HILIC =RP
Pritok plynu - vstupni kuzel Pratok plynu - desolvatace
250 400
350
300 300
250 - 250
200 - 200
150
150 - 100
100 - — 50
50 - 0
0 - 100 300 400 500 600 700 1000
50 70 100 120 150 200 Prétok plynu [L-h-1]
Pratok plynu [L-h™1]

Obrazek 5.2: Optimalizace parametri iontového zdroje. Zavislosti jednotlivych

parametrii na ploSe piku [tisice].
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Dal8im ukolem bylo optimalizovat kolizni energii. Pti skenu produktovych iont
byly zjistény fragmenty prekurzorového iontu. Obrazek 5.3 ukazuje sken produktovych
iontdl pfirdznych hodnotach kolizni energie. Pti energii 10 eV je patrné, Ze vzhledem
k vyskytu prekurzorového iontu ve vysoké intenzité, nedochazi jesté Kk vyrazné
fragmentaci [A]. Pii energii 20 eV doslo k rozsahlejSi fragmentaci. Vyrazny signal
poskytl pouze fragment s molekulovou hmotnosti 152 [B]. Tento fragment byl
vzhledem K intenzit¢ signalu pozdé€ji pouzit pii kvantifikaci. Energie 30 eV dala
vzniknout nékolika dal§im fragmentim o molekulové hmotnosti 135, 128 a 110,

ovSem na Ukor intenzity hlavniho fragmentu [C].

. 2784 43165
Daughters of 278ES+ Q
KOLIZNi ENERGIE 10 eV HN N\
H,NT N
N
1521 HC OH
Ho [Al
219
0 N N n | iz

LR AR M L e L M e L L A e L L e L L el s Al L Rl L A LA Ll L L ) Ml Lt Ll L s e i s e mag D1
9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

152.2

1007 o 152° Daughters of 278ES+
1519 KOLIZNi ENERGIE 20 eV
N
@8,
) H,N Y N
H,C=— OH
[B]
109.4 HO
O T T . T T Ml T T T ‘1 :‘ T T T A\ T T l‘ T T T T T T IA\
1007 1524 Daughters of 278ES+
1201525 KOLIZNi ENERGIE 30 eV
- 1631
1102 1351 1535
109.3! 283 k135.4 1527 [C]
e s A || n
0 Ll I I i i i i i LA I

Obrazek 5.3: Sken produktovych iontii enteKaviru pri rizném nastaveni kolizni energie.
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Nejvyssi odpovéd’ MS vykazoval fragment m/z 152,2, pficemz pravé u tohoto
fragmentu se kolizni energie u systému HILIC v porovnani RP mirn¢ liSila (viz tab. 5.2
aobr.5.4).

Cilovy fragment o . Kolizni energie HILIC
SRM [m/z] Kolizni energie RP [eV] [eV]
SRM 1 152,2 20 15
SRM 2 135,2 35 35
SRM 3 128,2 40 40
SRM 4 110,2 35 35
Tabulka 5.2: Optimalizované hodnoty kolizni energie.
Optimalizace kolizni energie RP
| 20 I i ] 40
15 | 35 35 | 35
| | 40 - N w1 L
n 25 | 30 ] T —
S ] 45 s ] 30
9 . = 50
8- - - . —
B 30 _ 50
o 125 50723 ]
1 1 25
10 35 |
1 40 20 b 120 H
T T - DI T T T T T 1
278 —152,2 278 — 135,2 278 — 128,2 278 — 110,2
Optimalizace kolizni energie HILIC
- 15 - 35 - - 40
20 40 35 3_5 T
| - 40 1 45
g 25 . X - i
= | 45 30
£ 1 I l ] 50
Q. 45 —
T - 4
© | 30 1 25 50 |25 50
10 ) |35
| 35 1 1
4020 : 120
a n . DI T T T T T 1
278 — 152,2 278 — 135,2 278 — 128,2 278 — 110,2

Obrazek 5.4: Optimalizace kolizni energie RP a HILIC.
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5.2 Optimalizace UHPLC podminek

Optimalizace UHPLC podminek zahrnovala vybér vhodné stacionarni faze na
zékladé retence analytu a odezvy MS, vzhledem ke zkoumanym mobilnim fazim o

vhodném slozeni.
Optimalizace mobilni faze

Prvotnim cilem bylo optimalizovat sloZeni mobilni faze s ohledem na reten¢ni

Cas a na citlivost metody. Tabulka 5.3 shrnuje optimalizované parametry u HPLC

podminek.
Stacionarni faze ACQUITY UPLC BEH C18 HILIC BEH AMIDE
N Kyselina mravenéi 0,01% | Octan amonny 5 mM pH =4
Ml fiers JACN (96:4) JACN (25:75)
Pritok (ml/min) 0,300
Nastrikovany objem (ul) 2,0

Tabulka 5.3: Optimalizované sloZeni mobilni faze.
Optimalizace mobilni faze pro chromatografii na reverznich fazich

Pii zjistovani procentudlniho zastoupeni vodné a organické slozky v mobilni
fazi byly pouzity kyselina mravenéi 0,1 % tvofici vodnou slozku, acetonitril a metanol
zastupujici sloZku organickou. Bylo zjisténo, Ze pro dostate¢nou retenci entekaviru na
kolonég s reverzni fazi je nutna pfevaha slozky vodné s minimalné 90 % zastoupenim
Vv ptipadé kombinace s acetonitrilem. Acetonitril ve srovnani s metanolem poskytoval
obdobnou citlivost, ale vzhledem ke tvaru piku, bylo jeho pouziti vyhodné&jsi. Ve
vysledku bylo tedy zastoupeni jednotlivych sloZzek optimalizovano na 96 % vodné
slozky a 4 % slozky organické. Co se tyce vybéru vodné slozky, byly pro optimalizaci
pouzity mravencan a octan amonny ve tiech koncentra¢nich urovnich o dvou riznych
hodnotach pH, dale kyselina mravenci, octova a hydroxid amonny (viz obr. 5.5).
Nésledujici Graf (obr. 5.5) znazoriiuje odezvu detekce hmotnostniho spektrometru
v zavislosti na pouzité mobilni fazi. Je zde patrné, Ze nejlepsi odezvy dosahl hydroxid
amonny, ktery ovSem nespliloval pozadavky na opakovatelnost metody, tudiz byla jako
vhodnd vodna slozka pii stanoveni na reverznich fazich zvolena kyselina mravenéi
0,01 %. U pouzitych pufrd bylo moZzno pozorovat vyssi citlivost u bazickych a

koncentrovanéjsich roztokd.

46



oo Odpovéd’
Mobilni faze/ACN
/ MS 120000
mravenc¢an amonny 0,5 mM 3900 A% g S ¢ 0,1
o RP - C18 OPTIMALIZACE SLOZENI MOBILNI FAZE
i | mravenc¢an amonny 1 mM 5231
T
o
mravenc¢an amonny 5 mM 3672 100000
octan amonny 0,5 mM 959
<
+ | octan amonny 1 mMm 1345
o 80000
octan amonny 5 mM 1787
° mravenc¢an amonny 0,5 mM 1973
—
:'I': mravenéan amonny 1 mM 6446 60000
o
mravencan amonny 5 mM 14297
o octan amonny 0,5 mM 1593
—l
:lll: octan amonny 1 mM 3854 Lt
[oF
octan amonny 5 mM 9103
kyselina mravenci 0,1 12182
20000
kyselina mravenci 0,01 22418
kyselina octova 0,1 20901
kyselina octova 0,01 6419 0 -
Mravencan Octan amonny Mravencan Octan amonny  Kyselina  Kyselina ~ Amoniak
Amoniak 0,1 109906 amonny pH=4 amonny pH=10 pH=10 mravenéi  octovd
. pH=3,5
Amoniak 0,01 21123

Obrazek 5.5: Optimalizace sloZeni mobilni faze - chromatografie na reverznich fazich.
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Optimalizace slozeni mobilni faze v hydrofilni interakéni chromatografii

U HILIC metody pro stanoveni entekaviru se opét nejprve pozoroval vliv
procentualniho zastoupeni vodné slozky na retenéni ¢as a na odezvu hmotnostniho
spektrometru (viz obr. 5.6). Z uvedenych dat je zjevné vyrazné zvySeni reten¢niho ¢asu
nad 70 % organické slozky (acetonitrilu). Zaroven dochazi i ke zvySeni odezvy MS.
Vzhledem k obvyklé délce analyzy byl zvolen jako optimalni pomér 75 % acetonitrilu

ku 25 % vodné slozky, coZ odpovida retenénimu ¢asu kolem 1,5 minuty.

25000 1

5,00 -
" w2 20000
2 4,00 1 p = Plocha piku
— o 1
)g >ﬂ>> 15000 1 SIN
2 3,00 )
b5 4e]
= S 10000 -
2,00 -
5000
1,00 -
Q 4
0,00 T T T T T T J 10 20 30 40 50 70 g0 90

10 20 30 40 50 70 80 %0

% vodné slozky

% vodné slozky

Obrazek 5.6: Viiv procentudlniho zastoupeni vodné slozky na retenci a odpovéd’ MS.

Pro optimalizaci vodné slozky byla pouzita stejna ¢inidla, jako v pfipadé RP (viz
obr. 5.7). Vzhledem k tomu, ze se pfi HILIC metod¢ Gc¢astni na retenci hned nékolik
detekce se opét jevila jako nejvhodnéjsi latka hydroxid amonny, nicméné opét
nevyhovoval z hlediska opakovatelnosti metody. Z tohoto dtvodu nebylo vhodné
pouZzit ani pufry o bazickém pH. Naopak vhodnou opakovatelnost vykazovala kyselina
octovd a pufry o kyselém pH. Nakonec byly pro HILIC vybrany 3 latky (kyselina
octovd 0,1%, mravencan amonny 0,5 mM a 5 mM) a jedna latka pro RP (kyselina
mravenéi 0,01 %) k nasledné dal$i analyze a porovnani v nékolika dalSich kritériich.
Dle posuzovanych parametrii jako opakovatelnost, citlivost, robustnost a spravnost
metody byl vybran jako nejvhodné&jsi octan amonny o koncentraci 5 mM o pH 4,0 pro
kolonu HILIC. Parametry linearity vSech ¢tyt latek znazornuji obr. 5.8, 5.9, 5.10 a 5.11.
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Mobilni faze/ACN Odpoved
1600000
mravencan amonny 0,5 mM 121299 = i iecA
i HILIC - OPTIMALIZACE SLOZENI MOBILNI FAZE ;
I | mraven¢an amonny 1 mM 70578
z 1400000
mravencan amonny 5 mM 35146
octan amonny 0,5 mM 160085
< 1200000
1 | octan amonny 1 mM 89704
o
octan amonny 5 mM 119492
1000000
° mravencan amonny 0,5 mM 253415
—
Il | mravencan amonny 1 mM 364493
z 800000
mravencan amonny 5 mM 578922
octan amonny 0,5 mM 967642
= 600000
; octan amonny 1 mM 885579
o
Y M 675142
octan amonny 5 m 400000
kyselina mravenci 0,1 192878
kyselina mravenci 0,01 357469
200000
kyselina octova 0,1 431370
kyselina octova 0,01 197346
Amoniak 0,1 1279465 Mravenc?n Octan amonny Mravlencan Octan amonny Kyselmajl Kysellnla Amoniak
amonny pH=4 amonny pH=10 pH=10 mravenci  octova
Amoniak 0,01 1429504 pH=3,5

Obrazek 5.7: Optimalizace sloZeni mobilni faze - hydrofilni interakéni chromatografie.
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Mame Type Stdl. Conc RT Area|Seo LArea IS Area| Response| DetectionFlags | nolinl|  %Dev si] Compound name: ENTECAVIR
1| 2011 11 22 RP blank cal4 Blark 1632 22022 22022 bb 02 16738 Correlation coeflicient. r= 0999943, 2 = 0999386
2 | 201111 22 RP blank cal5 Blank 1617 26319 26319 bb 03 1913 Calibration curve: 117246 *» + -2 Q729
T R S | W G o | [°:O"® 0o Extemal Std, Area
- ANGEH P K | . .. - - 4
5 |2011 11 22 RP CAL 10-10B Standard 06| 1827 41032 4032 b 04l 232 24857 Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axs frans: None
6 |201111 22RPCAL 51040 Standard 0578 1527 90930 90930 b [ 4223 1
7 |201111 22RP CALS10-108 Standard 0578 1812 91133 91133 b 03[ 400 46335 0000-
8 |20111122RPCAL10-9 Standdard 1158 1592 151 418 151 418 [T 13 143 54407 3
9 |201111 22RPCAL 10-9B Standard 1158 1817 156,243 156,243 b 14 174 58543 50000
10 201111 22 RP CAL 510-9 Standard 5790 1622 ££9.109 69,109 b i EE 348 169 3
11| 2011 11 22 RP CAL 51098 Standard 5790 1627 727 518 727 518 b 62 77 10a730[ | % 40000
12 |2011 11 22RP CAL 10-8 Standard 11580 1812) 1309138 1309138 b Mz 34 TEE498] |2 E
13 |2011 11 22RP CAL 10-88 Standard 11580) 1817 1385602 1365502 [T "7 08 727.355| | 300004
14 201111 22 RP CAL 510-8 Standard 57900| 1817 559281 6559281 b 559 34 2296 267 E
15 |201111 22 RP CAL 5 10-6B Standard sram0| 1812]  eeean: £863.033 bh X RE 2808358 200004
16 | 2011 11 22RP CAL 10-7 Standard 158000 1817| 13484257 13484 257 b 148 07 474 321 ; Dnnni
17 |2011 11 22 RP CAL 10-7B Standdard 158000 1B17| 13648774 13648 774 [ 1163 0s 4552134 ]
18 201111 22 RP CAL 5107 Standard 5790000 1B17| 67324289 67324 209 [ 5738 08 18351 811 o]
19 |2011 11 22RP CAL 510-TR Standard 579000 1612]  B85TE070 £3578.070 [ 5844 08 13825774 0 &0 100 180 200 250 300 350 400 450 500
Obrazek 5.8: Kalibracni kiivka - RP - kyselina mravenci 0,01%.
#|Mame: Type Std. Conc RT Mrea|Sec.Ares IS &res|  Response| Detection Flags rglinl | %Dey S com poun d name: ENTECAVIR
1 112071 11 22 HUC bk cait3 Correlation coefficient: r= 0.999483, "2 = 0.993865
2 2[2011 19 22 HUIC 2lank call 4B Calibration cune; 311,294 *x + 3.02158
3 3[2011 11 22 HLIC 2ulank cal15B Response type: External Std, Area
4 4{2011 11 22HLIC2 CAL 10410 Standard [REIRES 92,967 22957 b 03| 1495 49147 Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Mull, Axis trans: Mone
5 5|2011 11 22HUIC2 CAL 10-108 Standard 0116 1885 119243 119,243 Wik 04| 24 59481 y
6 6201111 22HLIC2 CAL 51010 Standard 0s7a| 2ms| 3055 320558 b 10] 782 125,821 E
7 7|2011 11 22HUC2 CAL 5 104108 Standard 0sr8| zoa| w720 367 220 Wik 12| 1oz 158.106 E
B 8[2011 11 22HLIC2 CAL 10-9 Standard 1158 2040  m202m4 529204 b 27| 1m2 344524] 1500004
9 9201111 22 HUC2 CAL 10-98 Standard 1158| 20d0]  gee3E 986318 iy 32| 1ms 431163 QSDDU:
10 | 10[201111 22 HLICZ CAL 5108 Standard sra0| zodo|  amsa4z 3915142 Mk 126 172 1336.205 E
11 11[2011 11 22 HILIC2 CAL 510-98 Standard s7a0| 2040 2550049 2559 049 Wik 82| w8 947 543 g 1000004
12 | 12[201111 22 HLCZ CAL 10-6 Standard 11580 2040  4mEd.35 4664 315 Mk 150 293 253413 7 3
13 | 13]2011 11 22HUC2 AL 10-8B Standard 11580 2035 5414805 5414 895 M 174 501 1gm550| € 70004
14 | 14|201111 22 HUC2 CAL 5108 Standard sTonn| 2035 14735916 14735 916 Mk BEIEEE 5595 598 E
15 | 15[201111 22 HILIC2 CAL 510-8B Standard s7onn| 2030 15157702 15157 702 Mk 457 59 5275 426 50000
16 | 18[201111 22 HUCZ CAL 107 Standard 1158000 z030] 34719250 34719250 Wik M5 a1 14706190 E
17 | 17[2011 11 22 HUIC2 CaL 1078 Standard 158000 20%0) 3s3k042 35330922 Mk 135 20 12773583 25”””:
18 | 18|201111 22HUCZ CAL 5107 Standard stapoo| zoes| 1rreseare 177256922 Wik 5694 AT 49699 485 R ———————— —
19 | 19]201 11 22H0C2 oL 51078 Standard s7opo0| 2000] 1841652686 184165 266 M salE| 22 50113805 0 &0 100 180 200 250 300 350 400 40 GO0 &AN0

Obrazek 5.9: Kalibracni krivka - HILIC - kyselina octova 0,1%.
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# | Mame: Type Std. Conc RT Area|Sec.Area IS &res|  Response| Detection Flags nglinl | %6Dev SM
1 112011 11 28 HILIC blank cal4 Blark 1577 4120 4120 bl 4520
2 2|2011 11 29 HILIC blank cals Blark 1652 49,850 49330 bl 12133
3 3| 2011 11 28 HILIC blank calg Blark 1602 56214 56.214 1] 16.749
4 412011 11 25 HLIC CAL 10-10 Standard 0.116] 1587 289.463 209463 bl 125.030
3 5|2011 11 29 HILIC CAL 10-108 Standard 0.116] 1582 315.470 315470 bkl 127.510
B 62011 11 25 HLIC CAL 510-10 Standsrd 0579 1567 863.399 863.399 Ml 333851
7 712011 11 25 HLIC CAL 510108 Standsrd 0579 153% 800.585 500.585 bl 361 604
i 52011 11 29 HILIC CAL 10-9 Standard 1136 1531 1109.263 1109.263 bh 00 -994 524 909
9 912011 11 25 HILIC CAL 10-98 Standard 1158 153 404.812 404812 bl 195063
10 10(2011 11 25 HLIC CAL 5109 Standard 5.790| 152 3630.771 3630.774 bl 102 758 1393395
1 11[2011 11 25 HILIC CAL 510-98 Standard 5.790| 1526 2854 469 2994 489 bh 74 287 1385107
12 12[2011 11 29 HLIC CAL 10-8 Standard 11.580| 1326 5147.557 9147 557 bb 16.3 an.7 2104 422
13 13[2011 11 25 HILIC CAL 10-88 Standsrd 11580 1526 4395761 4395 761 Mt 133 145 227883
14 14[2011 11 28 HLIC CAL 510-8 Standard S7.900| 1526 16997639 18997 539 hitd 722 245 TEI2 B4
15 15[2011 11 29 HILIC CAL 510-38 Standard 57.900) 1526 12871136 12871136 bh 475 180 5330 486
16 16[2011 11 25 HILIC CAL 10-7 Standard 115.800| 1526 28959752 28959.752 bb 1123 -30 9295 247
17 1712011 11 25 HILIC CAL 10-7B Standsrd 115.800| 1526 29504.869 23504 369 bl 1145 14 BE16.017
18 16(2011 11 29 HLIC CAL 510-7 Standard 579.000) 1526 141434969 141434 969 bh 6.0 -22 2129217
19 19[2011 11 25 HILIC CAL510-78 Standard 579.000| 1526 147953297 147953.297 hitd 5923 23 24226 203

Obrazek 5.10: Kalibracni kiivka - HILIC - octan amonny 0,5 mM pH = 4.

# | Mame: Type Sted. Conc RT Area| Sec.brea IS &rea|  Response| Detection Flags nglinl | %Devw SM
1 112011 11 22 HLIC blank cald Elank 1531 351 331 bh 0o 2.246]
2 22011 11 22 HILIC blank cal3 Blank 1441 0647 0647 bhal 1194
3 3| 2011 11 22 HILIC blank calf Blank 1602 0307 0807 bhal 1.085]
4 412011 11 22 HLIC CAL10-10 Standard 0116] 1506 23009 23009 hitd 03| 1755 11.080]
5 5|2011 11 22 HLIC CAL 10-10B Standard 0116 1511 30.324 30324 hitd 04| 2722 13.116]
[ 62011 11 22 HLIC CAL 51010 Standard 0579 1516 51107 51107 bh 07 294 25494
7 712011 11 22 HLIC CAL 510-108 Standard 0579 1511 43962 43962 bh 06 103 16.544]
8 32011 11 22 HLIC CAL10-9 Standard 1158 1511 74907 74907 bh 11 -38 32.304]
9 92011 11 22 HLIC CAL 10-98 Standard 1158| 1516 93342 93342 bh 14 05 37 875
10 1012011 11 22 HLIC CAL 510-9 Standard 5790 151 356,931 32683 bh 54 £2 164804
1 1112011 11 22 HLIC CAL 510-98 Standard 5790| 1506 360.506 360.506 bh 535 -3.3 200166
12 122011 11 22 HLIC CAL 10-8 Standard 11.380| 1506 769,521 763521 bh 118 15 375442
13 132011 11 22 HLIC CAL 10-88 Standard 11580 1506 724895 724395 bh 114 45 373156
14 142011 11 22 HLIC CAL 510-8 Standard 57.900| 1506 3525344 3525.344 b 534 643 959.284
13 132011 11 22 HLIC CAL 5 10-58 Standard S7.900| 1511 3301 186 3501186 bh 336 -8 1849 641
16 162011 11 22 HLIC CAL 10-7 Standard 115.800) 1506 7391152 7891.152 bh 1208 43 3491 434
17 17]2011 11 22 HLIC CAL 10-78 Standard 5800|1511 7857 979 7857 979 bh 1203 38 3048074
18 182011 11 22 HLIC CAL 510-7 Standard 579.000| 1506 37963.750 37968.750 b 5612 04 10448747
19 192011 11 22 HLIC CAL §10-78 Standard S79.000) 1506 37E16.664 37616664 bh 5758 06 11757 764

Obrazek 5.11: Kalibracni kirivka - HILIC - octan amonny 5 mM pH = 4.
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5.3 Optimalizace metody pro piipravu vzorku

Vybér vhodné extrakéni kolony se zdal byt zcela zasadnim krokem pfii ptiprave
vzorku biologického materialu. Pouzivana extrakéni kolona HLB Oasis (1 ml, 30 mg)
vykazovala vhodnou selektivitu vic¢i stanovované latce. Proces ptipravy vzorku byl

optimalizovan nasledovné (viz tab. 5.4).

Waters OASIS HLB 1 ml, 30 mg

Kondicionace Aplikace vzorku Promyti Eluce
1 mIACN+1mlH,0 500 ul vzorku 2x1 ml H,0O 1 ml 75 % ACN
Tabulka 5.4: Postup pri extrakci na tuhé fazi.

Pifi optimalizaci promyvaciho c¢inidla byl nejprve pouzit acetonitril o
koncentracich 10, 20, 30 a 40 % ve vod¢. Nicméné jiz pii nizké koncentraci (20 %)
dochazelo knezadoucimu vymyvani vzorku entekaviru zkolony, tudiz byla
k promyvacimu procesu zvolena voda, ve dvou krocich po 1 ml. Jako eluéni ¢inidlo byl
zvolen acetonitril v koncentraci 75 % ve vode¢, pficemz optimalizace probé&hla se 70, 75,
80, 85, 90 % roztoky. Se zvySujici se koncentraci ACN se vytéznost téméi neménila.
Vzhledem k tomu, Ze mobilni faze HILIC byla ze 75 % sloZena z acetonitrilu, pouZiti
této koncentrace pro eluci analytu znamenalo urychleni analyzy vynechanim mnohdy
Casov€é naro¢ného kroku odpafovani a znovurozpu$téni v mobilni fazi. Co se tyce
objemu elu¢niho ¢inidla, eluce 500 ul, byla nedostate¢na, proto byl zvolen objem 1 ml.

SPE eluét byl pied analyzou filtrovan pies stiikackové filtry (0,22 pum).
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5.4 Validace metody

Nasledujici parametry validace byly zkoumany na optimalizovaném systému
HILIC se stacionarni fazi Acquity BEH Amide o sloZeni mobilni fze: octan amonny 5
mM pH =

entekavir - C»

4/ACN (25:75). Jako wvnitini standard byl pouzit izotopicky znaceny
BN™, jenz vykazoval dokonalou koeluci se standardem entekaviru, co? je

zakladni poZadavek pro spravnou kvantifikaci v UHPLC-MS analyze.
Opakovatelnost plochy pikii a reten¢niho ¢asu.

V jednotlivych koncentracnich hladinach byla v 6 sériich méfena opakovatelnost

nastiiki, pticemz byl sledovan retenéni ¢as a plocha pikd. Byla hodnocena relativni

smérodatna odchylka (RSD). Namétené hodnoty jsou shrnuty v tabulce 5.5.

100 ng/ml 10 ng/mi 1 ng/ml
Reten¢ni ¢as [%RSD] 0,00 0,00 0,23
Plocha piku [%0RSD] 1,81 2,48 3,65

Tabulka 5.5: Opakovatelnost nastrikii ve trech koncentracnich hladindach.

ZkouSena byla také opakovatelnost mezi jednotlivymi méfenimi kalibra¢nich ktivek.

Jednotlivé parametry véetné % RSD shrnuje tabulka 5.6.

Inter-denni
Intra-denni
1. Kalibraéni 2. Kalibraéni 3. Kalibraé¢ni 1. Kalibraéni

kiivka kiivka KkFivka kFivka
E‘é‘;g's‘;e 61,8435x+-112,522 | 60,9752x+-105,119 | 62,0486x+-118,828 | 65,3273x+2,16684
Korelacni 0,9998 0,9997 0,9995 0,9998
koeficient
Smérnice 61,8435 60,9752 62,0486 65,3273
Pramér 61,6224 62,5487
smernic
Smérodatna
odohylka [96] 0,5698 1,9100

0,92
[RSD%]
3,05

Tabulka 5.6: Opakovatelnost méreni kalibracnich krivek.
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Pienos analytu (carry-over effect)

Jestli doch&zi Kk ptenosu analytu mezi jednotlivymi métenymi vzorky, bylo
zjisténo vizualné pomoci nastiiku samotné mobilni faze. Byl pozorovan velmi nizky
vyskyt prenosu analytu mezi nastiiky (< 0,5 %) pii vyssi koncentraci entekaviru, fadove
500 ng/ml. Pro zamezeni téchto efektu pfi stanoveni neznamych vzorkt o pfipadném
SirSim rozsahu koncentraci byl mezi tyto vzorky nastfiknut pouze roztok mobilni faze
(blank).

Linearita a kalibra¢ni rozsah

Linearita byla ovéfena sestrojenim jak standardni, tak matricové kalibra¢ni
kiivky (viz obr. 5.12 a 5.13). Standardni kalibra¢ni kiivka méfena v rozsahu 50 pg - 500
ng/ml vykazovala stejné jako matricovd vybornou linearitu s hodnotou korela¢niho
koeficientu 0,9998. Matricova kalibra¢ni kiivka byla zaloZzena na méfeni roztokl
potkani moci s ptidavkem standardu entekaviru vrozsahu 100 pg — 500 ng/ml o
linearit¢ 0,9999. Shrnuti téchto parametra s limity detekce a kvantifikace obsahuje
tabulka 5.7. Vyssi limit kvantifikace u matricovych vzorkd lze vysvétlit fedénim
v prubéhu eluéniho procesu extrakce na tuhé fazi. Na kolonu bylo aplikovano 500 pl

vzorku, nasledn¢ byl analyt eluovan 1 ml 75 % acetonitrilu.

Standardjl.i el i Matricova kalibracni krivka
krivka
ORI 0,9998 0,9999
koeficient
Limit detekce 15 pg/mi 30 pg/ml
Limit kvantifikace 50 pg/ml 100 pg/ml
Rozsah 50 pg — 500 ng/ml 100 pg — 500 ng/ml

Tabulka 5.7: Validacni parametry - linearita a kalibracni rozsah.

54



Campound name: ENTECAVIR

| |Correlation coefficient r= 0.999888, r2 = 099497745
Calibration curve: 61,8435 x+-112.522
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Obrazek 5.12: Standardni kalibracni krivka
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Obrazek 5.13: Matricovd kalibracni kiivka.
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Matricové efekty

Matricové efekty byly stanoveny dvéma zpusoby. Byla pouZita metoda post-
kolonové infuze a metoda post-extrakéniho piidavku. Metodou post-kolonove infuze
(viz obr. 5.14) byly porovnany chromatogramy standardu entekaviru, pouZité mobilni
faze a vzorek moci (blank) po SPE. Z porovnanych chromatogramu je patrny vliv
matricového efektu v reten¢nim ¢ase okolo 0,72. Vzhledem k tomu, Ze se retenéni ¢as
entekaviru pohyboval podstatné dale na chromatogramu (1,52), pfi této metodé post-

kolonove infuze nebylo pozorovano ovlivnéni analyzy matricovymi efekty.

1.52

MRM of 1 Channel ES+
Tc
2.08eb

%

000 020 040 060 080 100 120 140 160 180 200 220 240
Time

Obrézek 5.14: Urceni matricovych efektit metodou post-kolonové infuze.
Modra — Vzorek moci (po SPE), Seda — standard EV, ¢ernd — pouze mobilni faze.

Pii druhé metodé, kdy byly roztoky s post-extrakénim piidavkem analytu
porovnany se standardnimi roztoky, nebyly matricové efekty taktéz ve vyrazné mite
pozorovany (< 15 %). Tabulka 5.8 ukazuje vyskyt matricovych efekti na jednotlivych

koncentra¢nich hladinach.
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Piesnost, spravnost, vytéZnost

Metoda taktéZ poskytla dobré vysledky, co se tyce ptesnosti, spravnosti a
vytéznosti. Spravnost metody potvrzovala méné nez 5% chyba, vytéZnost se
pohybovala vintervalu 87 — 109 %. Piesnost byla stanovena pomoci relativni

smérodatné odchylky do 3 %.

MATRICOVE | VYTEZNOST | EFEKTIVNOST [ PRESNOST | SPRAVNOST
KONCENTRACE
EFEKTY [%] [%] [%)] [%RSD] | [% CHYBY]
10-9 90,6 87,2 79,1 29 4.1
10-8 85,7 100,2 85,9 3,1 -4.6
10-7 949 108,5 103,0 0,9 -1,2

Tabulka 5.8: Validacni parametry v jednotlivych koncentracnich hladindch.

5.5 Realné vzorky

Za pouZiti vnitiniho standardu a matricové kalibra¢ni kiivky (viz obr. 5.13) byly
kvantifikovany redlné vzorky, které byly ziskany z experimentl pomoci metody
perfundované ledviny potkana. Kazdy vzorek byl dvakrat analyzovan a z praméri ploch
pikii byla vypoctena koncentrace. Tabulka 5.9 znazornuje naméfené koncentrace
v ng/ml v rizném ¢ase odbéru vzorku. Je patrné, Ze S nartstajicim ¢asem odbéru vzorku
koncentrace entekaviru klesd (viz obr. 5.15). Pfi vypoétu vysledné koncentrace bylo
nutné pocitat S nafedénim vzorku béhem SPE a tedy nasobit koncentraci dvéma.
Stanovené koncentrace realnych vzorkt entekaviru byly naméfeny ve validovaném

koncentra¢nim rozmezi (100 pg — 500 ng/ml), vysoko nad limitem kvantifikace.
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Cas odbéru vzorku

Koncentrace u 2

Vysledna koncentrace

Vzorek mérenych vzorku
min. ng/mi
(min.) v [ng/mi]
9,6
VZOREK 1 10 104 20,1
VZOREK 2 20 9,6 18,7
91
8,5
VZOREK ’ 16,7
0] 3 30 8,2 6,
7,4
VZOREK 4 40 ’ 15,
79 5,3
VZOREK 5 50 2,6 10,9
5,2
4,4
VZOREK 6 60 4.8 9,2
VZOREK 7 70 4,0 7,6
3,6 !

Tabulka 5.9: Stanoveni realnych vzorkii.

Koncentrace entekaviru v zavislosti na case
odbéru vzorku

N
e
=)
L

15,0 L 2

10,0 L2

Koncentrace [ng/ml]

A
o

o
o

10 20 30 40 50 60 70
Cas [minuty]

Obrézek 5.15: Stanoveni koncentrace entekaviru v realnych vzorcich.
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6 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout dostatecné citlivou a rychlou metodu
pro stanoveni entekaviru s vyuzitim UHPLC-MS/MS, coZ zahrnovalo optimalizaci jak
na urovni chromatografie, tak na Urovni hmotnostniho spektrometru. Hlavni nastrojem
(HILIC), kterd vykazovala oproti srovnavané reverzni chromatografii vyssi spravnost,
citlivost a linearitu. Jako stacionarni faze byly vybrany UHPLC kolony Acquity BEH
Amide (HILIC) a Acquity BEH C18 (RP). Mobilni faze byly optimalizovany na sloZeni
octan amonny 5 mM pH = 4/ACN v poméru 25:75 pro metodu HILIC a kyselina

mraven¢i 0,01 % /ACN v poméru 96:4 pro reverzni chromatografii.

Na drovni MS byly zvoleny optimalni parametry iontového zdroje, v zakladnim
skenu byl nalezen nejvhodnéjsi prekurzor a nastavena dostate¢na kolizni energie pro
ziskani nejlepsi odezvy pti SRM analyze. Pro ziskani analytu z biologické matrice byla
s vyhodou pouZzita technika extrakce na tuhé fazi. Keluci analytu byl pouzit 75 %
ACN, tudiZ bylo mozno vynechat krok odpafovani, vzhledem k tomu, Ze mobilni faze

obsahuje ACN ve stejné koncentraci.

Nové vyvinuta metoda nabizi oproti jiz publikovanym metodam sniZzeni doby
analyzy pfi zachovani dostatecné citlivosti a pfesnosti. Limit detekce se pohybuje na
vysSi Grovni (100 pg/ml) z divodu dvojnasobného natedéni analytu pii SPE extrakei,
nicméné tento krok byl jednou ze strategii, jak snizit vliv matricovych efektu, které byly
Vv pfedchozich pracich popsany jako jeden z hlavnich problému analyzy. DalSi strategie,
jako je pouziti selektivni techniky extrakce vzorku (SPE), UHPLC separace, HILIC
chromatografie a hlavné pouziti izotopicky znaceného vnitiniho standardu entekaviru
C,*N™ rovnéz ptispély k eliminaci matricovych efekti, jejichz vliv zjistény metodou
post-kolonové infuze a post-extrakéniho piidavku byl zanedbatelny (< 15 %). Parametry
jako citlivost (LOQ = 100 pg/ml), spravnost (< 5% chyby), piesnost (< 3% RSD),
vytéznost (87 - 109 %), urychleni analyzy a eliminace matricovych efektd svédc¢i o

vhodnosti této metody pro stanoveni entekaviru v biologickém materialu.
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Entecavir is a deoxyguanosine nucleotide antiviral agent with the activity against hepatitis B virus (HBV).
The agent possesses a polar structure, which is predetermined for hydrophilic interaction chromatogra-
phy (HILIC). Novel, fast and sensitive HILIC-UHPLC method developed in this study included separation
from matrix component on BEH Amide stationary phase by isocratic elution using binary mobile phase
composed of acetonitrile/5 mM ammonium acetate pH 4.0 (75:25) at flow-rate 0.3 ml/min. Analysis
under RP-UHPLC conditions was also possible on BEH C18 stationary phase with mostly aqueous binary
mobile phase composed of (4:96) acetonitrile/0.01% formic acid. The comparison of sensitivity of the two
UHPLC-MS/MS methods both using selected reaction monitoring (SRM) for quantitation revealed only
slightly higher sensitivity for HILIC determination, however much better method linearity, repeatabil-
ity and accuracy. HILIC separation mode provided also more convenient conditions for straightforward
coupling with solid phase extraction (SPE). Entecavir was extracted on Oasis HLB cartridge (1 ml, 30 mg)
and eluted by 75% acetonitrile in water, which is actually the HILIC mobile phase used in this study.
Therefore the evaporation/reconstitution step was omitted, which substantially accelerated the sample
preparation step. The method was validated using stable isotopically labeled internal standard entecavir-
C2'3 N3, which is the most appropriate internal standard, Validation results demonstrated good method
accuracy (with < 5% error, and 26% at LOQ), recovery (87-114%), precision (<4% RSD), selectivity and sen-
sitivity (LOQ =100 pg/ml). The matrix effects determined by both post-column infusion method as well

as post-extraction addition method were negligible (<15%).

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Entecavir is a novel antiviral agent used in the treatment of
hepatitis B virus (HBV). It is approved for the therapy of chronic
hepatitis B similarly as five other drugs including interferon «-2a,
lamivudine, telbivudine, pegylated interferon «-2a and adefovir
dipivoxil [1]. Entecavir (2-amino-9-[(1-S, 3R, 4S)-4-hydroxy-
3(hydroxymethyl)-2-methylindenecyclopentyl]-3H-purin-6-one)
is a guanine nucleoside analogue, that inhibits HBV DNA poly-
merase at both the priming and elongation steps required for viral
replication [2,3].

Entecavir, as a small (MW=277.12) and polar molecule
(log P=—1.110), represents a significant challenge in bio-analytical
method development. Due to its properties entecavir is not well-
suited for conventional reversed-phase (RP) HPLC analysis and will

* Corresponding author. Tel.: +420 495 067 381.
E-mail address: nol@email.cz (L. Novikova).

0021-9673/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2012.03.078

only be retained on the column and resolved from matrix inter-
ferences at increased aqueous phase volume ratio. Such mostly
aqueous mobile phases are however known to reduce the sensi-
tivity of mass spectrometry (MS) detection. In spite of this fact,
recently developed bio-analytical methods for determination of
entecavir in human plasma have all used RP-HPLC [4-6]. All of
them also applied LC-MS/MS using different approaches and vari-
ous sample preparation steps, mostly solid phase extraction (SPE)
or salting-out liquid-liquid extraction (SALLE). In spite of using RP
separation mode, reported method sensitivity was at low pg/ml
level due to sample pre-concentration and high injection volumes,
which however leaded to serious matrix effects.

On the other hand, hydrophilic interaction liquid chromatog-
raphy (HILIC) is an interesting tool for the analysis of polar
compounds difficult to be retained in conventional RP systems. It
provides completely different selectivity, good peak shape, high
retention of polar compounds and additionally higher sensitivity
in LC-MS detection due to enhanced ionization process, which is
induced by mostly organic mobile phases used in HILIC [7,8].
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The most challenging issue of reliable bio-analytical method
is however its accuracy and precision, which might be negatively
influenced by the presence of matrix effects. Their determination
recently became an important part of bio-analytical method val-
idation [9]. There are many approaches that enable to reduce or
compensate matrix effects. Among the most important, selective
sample preparation approaches, efficient chromatographic sepa-
ration and quantitation using stable isotopically labeled internal
standards (SIL-IS) should be mentioned [10,11]. The latter is unfor-
tunately often omitted even in newly developed LC-MS assays
probably due to high cost of these standards and sometimes dif-
ficult availability [4-6]. Nevertheless, the choice of appropriate
internal standard was pointed out to be crucial in order to obtain
reliable results with different batches of biological materials, even
in those studies using deuterium labeled SIL-IS that are supposed
to compensate for any method variance. In several studies it was
demonstrated, that under certain conditions high level of matrix
suppression affected the ionization of analyte and its isotopically
labeled analogue differently due to slight difference in retention
time between the analyte and SIL-IS [12-15]. This phenomenon is
supposed to be induced by deuterium isotope effect due to a small
change in lipophilicity when exchanging hydrogen atom for deu-
terium. In all reported cases matrix effect seriously affected method
accuracy and precision. For this reason, '3C-, 1°N- or '70-labeled
compounds are considered to be more appropriate than deuterium
labeled internal standards. In most cases internal standards that
are only structural analogues might become inappropriate. The
mainrequirement for appropriate LC-MS internal standard is its co-
elution with the analyte in order to assure stable analyte/internal
standard peak area ratio and thus sufficient method accuracy and
precision [10,11].

The aim of this work was to develop simple, sensitive, rapid
and reliable analytical approach for the determination of entecavir
by means of UHPLC-MS/MS with the aim to reduce matrix effect
influence. In order to reach the goal a combination of following
approaches was employed: (1) extraction and clean-up of sample
by SPE; (2) dilution of sample during sample preparation step; (3)
efficient UHPLC separation due to sub-2-microne particles; (4) sep-
aration selectivity and enhanced ionization due to HILIC conditions;
(5) MS/MS detection using SRM experiment and (6) quantitation
using SIL-IS with C! and N5 labeling. The biological material orig-
inated from experiments with perfused rat kidney aimed to study
renal excretion mechanisms of entecavir.

2. Experimental
2.1. Chemicals and reagents

Reference standard of entecavir was obtained from Santa Cruz
Biotechnology, USA. Reference standard of entecavir-C, '3 N5 was
provided by Toronto Research Chemicals, Canada. Formic acid
(98-100%, LC-MS grade) was obtained from Merck. Acetic acid
(99.9%, LC-MS grade, Fluka), ammonium hydroxide (>25%, LC-MS
grade, Fluka) and acetonitrile LC-MS grade were provided by Sigma
Aldrich. Ultra-pure water was obtained with a Milli-Q reverse
osmosis Millipore (Bedford, MA, USA) and met the requirements
of the European Pharmacopoeia.

2.2. Ultra high performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry

The LC-MS system consisted of UHPLC Acquity UPLC sys-
tem (Waters, Prague, Czech Republic) and Quattro Micro triple
quadrupole mass spectrometer (Waters, Prague, Czech Republic).
The UHPLC system consisted of an ACQ-binary solvent manager,

an ACQ-sample manager and an ACQ column thermostat, where
the analytical column was kept at 30 °C. All injected solutions were
stored in the auto-sampler at 4°C. The partial loop with needle
overfill mode was set up to inject 2 .l (using 5 ul loop). Acetoni-
trile was used as a strong wash (200 pl), and 20% acetonitrile in
water (800 wl) was used as a weak wash solvent in RP mode. In
HILIC mode 80% of acetonitrile in water (600 ul) was used as a
weak wash while 100% acetonitrile was a strong wash solvent
(200 ). Under HILIC conditions entecavir was retained on Acquity
BEH Amide (100 mm x 2.1 mm, 1.7 um) analytical column using
isocratic elution by mobile phase consisting of acetonitrile and
5mM ammonium acetate pH 4.0 (75:25) at flow-rate 0.3 ml/min.
Under RP conditions entecavir was retained on Acquity BEH C18
(100 mm x 2.1 mm, 1.7 um) analytical column using isocratic elu-
tion by mobile phase consisting of acetonitrile and 0.01% formic
acid (4:96) at flow-rate 0.3 ml/min.

An MS/MS triple quadrupole system Quattro Micro (Micromass,
Manchester, GB) was equipped with a Multiple-Mode lonisation
Source (ESCI). The conditions were finely tuned in both HILIC and
RP separation mode. An ion source in HILIC method was set-up
in ESI positive ion mode as follows: capillary voltage: 3500V, ion
source temperature: 130 °C, cone voltage: 25V, extractor: 3.0 Vand
RF lens: 0.3 V. The desolvation gas was nitrogen at a flow of 600 1/h
and at temperature of 450°C. Nitrogen was also used as a cone gas
(1501/h) to prevent contamination of the sample cone. The con-
ditions for RP method were similar, except for capillary voltage,
which required much lower value of 500 V. The triple quadrupole
was set up to the SRM (selected reaction monitoring) experiment
monitoring a quantifier transition of 277.9 > 152.2 (collision energy
15eV) and a qualifier transition of 277.9>135.2 (collision energy
35eV) for entecavir. For the internal standard entecavir-C '3 N13
the transition of 280.9>155.2 was monitored (collision energy
15eV). The dwell times were 150 ms. Argon was used as a collision
gas at the optimum collision energy of 15V. MassLynx 4.1 soft-
ware was used for data MS control and data gathering. QuanLynx
software was used for data processing, peak integration and linear
regression.

2.3. Preparation of standard solutions

Stock solutions of both reference standards were prepared by
dissolution of entecavir or internal standard entecavir-C,'* N'3 in
water at the concentration 1 mg/ml. The stock solutions were fur-
ther diluted by appropriate dilution media, which corresponded to
the composition of maobile phase (75% ACN in water for HILIC, 5%
ACN in water for RP separation).

2.4. Preparation of rat urine samples

Rat urine samples were obtained from experiments with the
perfused rat kidneys focused on an analysis of quantitative param-
eters and mechanisms of entecavir renal excretion. Wistar rats
(BioTest, Konarovice, Czech Republic) were used as the organ
donors. The experiments with animals were approved by the Eth-
ical Committee of the Pharmaceutical Faculty, Charles University
in Prague, and were carried out in compliance with the respective
Czech laws concerning animal protection.

Blank rat urine samples were always spiked by minimum
amount of standard solutions (<5% of the whole prepared volume)
to prevent excessive dilution of biological material and misinter-
pretation of results.

The extraction of entecavir from rat urine was performed by
means of solid phase extraction (SPE)on Waters Oasis HLB cartridge
(1 ml, 30 mg). The SPE protocol was as follows: (1) the cartridge was
activated by 1 ml of acetonitrile followed by conditioning by 1 ml of
water. (2) 500 pl of rat urine sample containing internal standard
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entecavir-C» '3 N'5 was loaded on SPE column, which was further
(3)washed two times by 1 ml of water. (4) The sample was eluted by
1 ml of 75% acetonitrile in water. The eluate was filtrated through
0.22 pm syringe filters and injected onto UHPLC system.

2.5. Method validation and system suitability test (SST)

The method was validated according to the requirements of
ICH guidelines [16] using standard mixtures (SST, linearity, LOD
and LOQ) and rat urine samples (linearity, LOD, LOQ, accuracy,
precision, matrix effects, selectivity and carry-over effect). SST
was performed under the optimized chromatographic conditions
in both HILIC and RP mode. The repeatability of the injection of
reference standard solution (retention time and peak area) was
established in UHPLC-MS/MS measurements at three concentra-
tion levels and at LOQ.

Linearity was established using standard solution of entecavir
serially diluted by mobile phase within the range 0.05-500 ng/ml.
The same experiment was repeated with rat urine samples spiked
by entecavir and internal standard followed by SPE procedure
according to Section 2.4. For the determination of method accu-
racy QC (quality control) samples at three concentration levels
(low ~1ng/ml, medium ~10ng/ml and high ~100ng/ml) and at
LOQ were used. The agreement between theoretical and measured
value was confronted. For method precision, three determinations
of entecavir concentration at three concentration levels and LOQ in
spiked rat urine were performed. The % of RSD of three determina-
tions, which describes the closeness of agreement between series of
measurements, was calculated. For method recovery, spiked blank
rat samples processed by SPE according to Section 2.4 and blank
rat samples processed by SPE and then spiked by entecavir and IS
were compared. The samples were spiked in triplicates at three
concentration levels and at LOQ (the same as for accuracy). Matrix
effects were determined using again post-extraction spiked blank
rat urine samples compared to standard solutions. Their presence
was also evaluated using post-column infusion method [10,11].

Method selectivity and carry-over effects among individual
samples were checked by the injection of blank samples - (1) pure
mobile phase or (2) blank rat plasma treated by SPE procedure
according to Section 2.4. The selectivity and carry-over effect were
evaluated by visual inspection of chromatograms.

3. Results and discussion
3.1. Optimization of LC-MS conditions: HILIC versus RP mode

Initially, method optimization was performed in both HILIC and
RP mode. Suitable LC-MS conditions, which provided sufficient
retention of entecavir and high sensitivity, were searched. In both
chromatographic modes a composition of mobile phase, a type and
aconcentration of an additive and finally all conditions of ion source
set-up were finely tuned. Tested additives included: formic acid
(0.1 and 0.01%), acetic acid (0.1 and 0.01%), ammonium hydroxide
(0.1 and 0.1%), ammonium formate (5 mM, 1 mM and 0.5 mM at pH
3.5 and pH 10.0) and ammeonium acetate (5mM, 1 mM and 0.5 mM
at pH 4.0 and pH 10.0).

Under RP conditions the retention of entecavir on BEH C18 sta-
tionary phase was only enabled when the % of water component
(0.1% formic acid) was high enough. In the mixture of formic acid
0.1% and acetonitrile at least 90% of water component was nec-
essary to obtain any retention. In the mixture with methanol at
least 80% of water component was necessary. Both organic mod-
ifiers provided about the same sensitivity, therefore acetonitrile
was finally chosen due to better peak shape. In spite of decrease
in sensitivity compared to more organic mobile phase (about 2x
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Fig. 1. The structure and retention behavior of polar entecavir under HILIC condi-
tions (A) in correspondence with the response of mass spectrometry (peak area and
SIN)(B).

compared to 50% acetonitrile), selected final composition was 96%
of water component and 4% of acetonitrile, Further, individual addi-
tives were tested. An important influence on retention of entecavir
was observed when the pH, concentration and additive types were
varied. Entecavir was better retained at acidic pH. Retention was
decreased at higher additive concentration at both basic and acidic
pH.

The best sensitivity of MS detection under RP conditions was
obtained with 0.1% ammonium hydroxide solution. Unfortunately,
the response was very unrepeatable leading to % RSD of peak
area > 50% in series of several injections. With all other tested addi-
tives the response was consistent and repeatable at both basic and
acidic pH. When the salt additives were compared, better sensi-
tivity was obtained also at basic pH for both ammonium acetate
and ammonium formate, which is consistent with previously pub-
lished results [5,6]. In our study however, much better results in
terms of sensitivity were obtained with formic acid 0.01% and acetic
acid 0.1%. Formic acid was finally selected due to slightly higher
sensitivity at RP conditions.

HILIC separation was performed on BEH Amide stationary phase.
Entecavir demonstrated typical behavior on BEH Amide stationary
phase (Fig. 1A). It was retained at the concentration of acetoni-
trile >60% and the retention increased very steeply above 80% of
acetonitrile. Following this trend, also the response of mass spec-
trometer (expressed as peak area and S/N) increased substantially
with increasing content of acetonitrile (Fig. 1B). In our case 75% of
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Fig. 2. A representative chromatogram of entecavir-C;'> N' internal standard at concentration 50 ng/ml and entecavir at concentration 10 ng/ml showing both quantifier
and qualifier SRM transition in standard solution (A). Perfect co-elution of both standards of entecavir could be noticed. Blank trace {(mobile phase injection) demonstrating

no carry-over effect (B).

acetonitrile provided retention time of 1.5 min, which was accept-
able time for routine UHPLC analysis. Higher retention times were
not required and moreover, the peak shape above 90% of ace-
tonitrile became unacceptably wide. On the other hand, with 20%
of acetonitrile or less RP mechanism has occurred leading to an
increase in retention of entecavir, which was less significant com-
pared to HILIC-guided interaction (Fig. 1A). Under HILIC conditions,
thus the retention was mainly influenced by the % of acetonitrile
in mobile phase, while the type and concentration of additives
had influence only on intensity of mass spectrometry response,
The retention time was just slightly increased with acids as addi-
tives and slightly decreased with ammonium hydroxide (the pKa
of the most acidic group of entecavir is 14.22, while the one of the
most basic group is 3.49). Therefore a partition is believed to be
the main retention mechanism. Various concentrations of ammo-
nium acetate and ammonium formate at different pH did not have
any impact on retention, which contributed to high method robust-
ness. In terms of method sensitivity, the best results were obtained
with ammonium hydroxide, but similarly as in case of RP separa-
tion, they were not repeatable enough for practical use. Further,
good response was obtained again with acetic acid 0.1%, ammo-
nium acetate pH 4.0 at various concentrations and also with all
other additives at basic pH. As the MS response stability appeared
to be much better at acidic pH, acetic acid 0.1% and ammonium
acetate pH 4.0 at concentration 5 and 0.5 mM were selected for final
comparison of measurements in HILIC and for comparison with RP
mode. At this point, all the parameters of ion source were finely
tuned at both HILIC and RP conditions. The results indicated, that
the set-up did not differ substantially except for the capillary volt-
age, which required higher value in HILIC mode (3500 V) and much
lower value in RP mode (500V). Following, four calibration curves
were measured at optimized conditions, three in HILIC and one in

RP mode. Finally, HILIC separation mode using 5 mM ammonium
acetate pH 4.0/acetonitrile mobile phase was selected due to fol-
lowing reasons: (1) good peak shape and retention for entecavir, (2)
perfect repeatability of retention times and peak area, (3) high sen-
sitivity, (4) good accuracy in the whole linear range (higher than
acetic acid and RP mode), (5) better robustness, (6) significantly
lower carry-over after injection of high concentrations compared to
RP mode and finally (7) better compatibility of HILIC mobile phase
with elution solvent for SPE. 75% acetonitrile was further strictly
used as dilution media for all stock standard solutions. In HILIC the
composition of sample dilution media must be very close to mobile
phase composition, which is much more important here compared
to other separation modes. It is also important to keep very low
injection volume in order to maintain high separation efficiency, as
was previously discussed by Guillarme et al. [17]. For this reason
the injection volume was only 2 pl.

3.2, Optimization of sample preparation

The optimization of solid phase extraction procedure for ente-
cavir was quite straightforward. Using standards, it was verified,
that entecavir was well retained on Oasis HLB cartridge (1ml,
30 mg), when loaded in water solution. This was extremely impor-
tant, as the experiment with various washing solvents revealed,
that only 10% acetonitrile present in washing solution already
induces a significant release of entecavir (>20%) from the inter-
action with SPE sorbent. Therefore, only pure water was applied
during washing step. Various elution solvents in the range 70-90%
of acetonitrile were examined. The recovery was quite consistent,
therefore 75% acetonitrile, which corresponded to the mobile phase
composition was selected. Better recovery was obtained, when
500 ! of loaded sample was eluted by 1ml of elution solvent
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Fig. 3. A chromatogram of SPE extract from rat urine (A) and SPE extract of blank rat urine (B) demonstrating high efficiency of sample clean-up.

compared to lower volumes. Any entecavir was not observed in
eluate, if this volume was further increased. Actually, the volume
of 1 ml was practical for two reasons. First, it was easier to pass it
through the syringe filter and collect sufficient amount and sec-
ondly, sample dilution might be one of the strategies to reduce
matrix effects, if this is allowed by method sensitivity and suffi-
cient concentration of analyte in target samples. After the filtration
through 0.22 wm syringe filters the eluate was injected directly
onto UHPLC system, The evaporation/reconstitution step might be
omitted due to identical composition of eluate and mobile phase
and naturally due to highly sensitive UHPLC-MS/MS method. As
this step is often very time-consuming and might sometimes be
complicated by bad solubility of analytes in reconstitution medium,
the proposed sample preparation step is substantially accelerated
and simplified. The exact details of SPE protocol are given in Section
2.4.

3.3. Method validation

Under optimized HILIC conditions the two standards entecavir
and entecavir-C,'3 N5 coeluted perfectly (Fig. 2A), which is a
basic requirement for accurate quantification in LC-MS. Sample
carry-over was verified by visual inspection of chromatograms of
injected mobile phase. Very low carry-over (<0.5%) was observed
only after injection of high concentrations of entecavir, such as
500ng/ml. It was usually eliminated during subsequent blank
injection. No carry-over effect was observed at concentrations
<100 ng/ml (Fig. 2B). In order to prevent carry-over, blank injection
of mobile phase was inserted between each two unknown samples
due to wide linear range of the method.

Selective SRM quantitation together with SPE sample prepara-
tion step enabled to obtain interference-free chromatograms from
raturine samples (Fig. 3A). Method selectivity was verified by visual

inspection of chromatograms of blank rat urine processed by SPE
(Fig. 3B). These chromatograms did not contain any interfering
compound at retention time of entecavir. Some matrix interference
were observed at the beginning of the chromatogram (fg around
0.76 min, Fig. 3), however it did not influence determination of
entecavir.

The results of method validation are shown in Table 1. The
method provided excellent results in terms of repeatability, accu-
racy, precision and good results of recovery as well. Matrix effects
were <15% or substantially lower in most cases (5-10%), which is
also documented in Fig. 4 using post-column infusion method. The
method provided perfect linearity (r? > 0.9998) using internal stan-
dard method in both standard solutions as well as matrix-matched
calibration curves. Method sensitivity reached pg/ml levels with
LOQ 50 pg/ml in standard solution and LOQ 100 pg/ml in rat sam-
ples, which is due to dilution during SPE step. These results of
method sensitivity are in agreement with previously published
methods for the determination of entecavir presented in Table 2.
Actually, all these LC-MS/MS methods have even lower sensitiv-
ity taking into account injection volume and concentration factor.
Presented newly developed method brings many advantages such
as simplification of sample preparation step, lower need for sample
than other SPE methods, better method reliability due to use of SIL-
IS, lower presence of matrix effects and thus better accuracy and
also short analytical run, which together with accelerated sample
preparation step allows for higher sample through-put. Previously
published methods pointed out especially complicated effect of
matrix (about 40%) due to high sample volumes used for SPE extrac-
tion [5,6]. This issue might have serious impact to method accuracy
and precision because only analogue internal standards were used.
The effect might be pronounced with different batches of biologi-
cal materials that might contain other components inducing matrix
effects.
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Method validation results including SST parameters.

Concentration

Concentration

Concentration

Concentration

level 100ng/ml level 10 ng/ml level 1 ng/ml level 0.1 ng/ml
SST results
Retention time repeatability [% RSD] 0.00 0.00 023 0.00
Peak area repeatability [% RSD] 1.81 248 3.65 10.69
Validation results
Method accuracy [% of error] -1.2 -4.6 +4.1 +259
Method recovery [%] 108.6 100.2 873 1144
Method precision [% RSD] 0.93 3.13 293 37
Matrix effects [% ME] 90.7 85.8 94.9 102.6
Results for standard calibration curve Results for matrix-matched calibration
Method linearity 0.9998 0.9999
Linear range 50 pg-500 ng/ml 100 pg-500 ng/ml
LoD 15 pg/ml 30 pg/ml
LoQ 50 pgfml 100 pgfml
RSD =relative standard deviation, ME = matrix effects, LOD =limit of detection, LOQ = limit of quantitation.
Table 2
A comparison of the characteristics of bio-analytical methods for the determination of entecavir.
Method Separation Internal Sample Sample Concentration Injection Analysis LoQ Reference
mode standard preparation volume factor time
ESI-LC-MS/MS RP, pH 105 Lamivudine SPE 500l 2x 20l 5min 50 pg/ml [4]
ESI-LC-MS/MS RP, pH 10.5 Lobucavir 96 well-plate 1ml(2 10x 20l 4min 5 pg/ml [5]
SPE step)
ESI-LC-MS/MS RP, pH Acyclovir SALLE 500 ! 33% 5pl 10 min 50 pg/ml [6]
acidic
SPE 1ml 10x
ESI-LC-MS/MS HILIC, pH Entecavir- SPE 500 pl 1/2x 2l 2min 100 pg/ml Reported
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Fig. 4. Determination of matrix effects using post-column infusion method. An
overlay of an injection of entecavir standard in mobile phase (A); an injection of
pure mobile phase (B) and blank rat urine treated by SPE procedure (C). Positive
matrix effects are observed at the beginning of the chromatogram. No matrix effect
is present at retention time of entecavir.

3.4. Application to real samples

Rat urine samples obtained as described in Section 2.4 were
processed by SPE directly after thawing cycle at laboratory temper-
ature. Subsequently they were measured by HILIC-UHPLC-MS/MS
method using SIL-IS and matrix-matched calibration curve for
quantitation. The concentrations of entecavir in rat urine samples
determined during this study were within the range 2.2-14.4 ng/ml
which means well within the validation range and well above

Fig. 5. Concentration-time profile of entecavir in rat urine. Samples were collected
every 10 min within the perfusion period of 0-70 min.

method LOQ. An example of concentration-time profile of entecavir
in rat urine is shown in Fig. 5.

4. Conclusions

A novel HILIC-UHPLC-MS/MS method for the determination of
entecavirin rat urine was developed in this study. The HILIC method
was compared to an RP-UHPLC-MS/MS method with the results
revealing slightly higher sensitivity for HILIC. Moreover, in HILIC
mode, better linearity and high accuracy in whole linear range was
observed.

The sensitivity of developed UHPLC-MS/MS method was rela-
tively higher compared to previously published works (Table 2).
However, in analysis of real samples it was decreased due to (1)
lower injection volumes needed in HILIC separation mode and (2)
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dilution of sample during sample preparation step. This was how-
ever a part of strategy to reduce matrix effects, which were reported
to be the most serious drawback of previously developed methods.
By the combination of several approaches, that enable to reduce
matrix effects (relatively selective SPE sample preparation step,
efficient UHPLC separation, HILIC mode enabling different selec-
tivity and high sensitivity, quantitation using selective SRM mode
and SIL-IS with C'3N'> labeling and finally sample dilution), result-
ing method provided accurate results with negligible matrix effects
(Fig. 4) and still high sensitivity sufficient for the determination of
entecavir in rat urine samples in spite of the dilution step.
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Novel aspects:
A new HILIC UHPLC-MS/MS method for the determination of entecavir in various biological material was developed and validated.
Several approaches were used to reduced matrix effects.

Abstract:

Entecavir is a novel deoxyguanosine nucleotide antiviral agent with activity against hepatitis B virus (HBV) . The agent possesses
a polar structure, which might cause difficulties, when determined by conventional LC-MS methods. In this study RP-UHPLC method
using BEH C18 stationary phase with mostly aqueous binary mobile phase compesed of (4 : 96) acetenitrile/0.01% formic acid and
HILIC-UHPLC method using BEH Amide stationary phase with binary mobile phase composed of acetonitrile/5 mM ammonium
acetate pH 4.0 (75:25) at flow-rate 0.3 ml/min were compared in terms of sensitivity, linearity, repeatability and accuracy. The
effect of various mobile phase additives (formic acid, acetic acid, ammonium acetate and ammonium formate at both acidic and
basic pH) was carefully studied in both RP and HILIC method.

HILIC-UHPLC-MS/MS method demonstrated more favorable results and moreover, it provided more convenient conditions for
straightforward coupling with solid phase extraction-based (SPE) sample preparation techniques. Several biological materials (rat
urine, rat plasma and plasma ultrafiltrate of rats) were examined using various SPE-based extraction techniques (RP-SPE, ion-
exchange SPE and microextraction by packed sorbent (MEPS) approach) .

The sensitivity of developed UHPLC-MS/MS method was relatively higher compared to previously published works. Method
validation in terms of linearity, accuracy, precision, selectivity and matrix effects was performed for each of biological material. By
the combination of several approaches, that enable to reduce matrix effects (relatively selective SPE sample preparation step,
efficient UHPLC separation, HILIC mode enabling different selectivity and high sensitivity, quantitation using selective SRM mode
and SIL-IS with CN™ labeling and finally sample dilution) ., resulting method provided accurate results with negligible matrix
effects and still high sensitivity sufficient for the determination of entecavir in rat urine, plasma and plasma ultrafiltrate samples in
spite of the dilution step during sample preparation.

The authors gratefully acknowledge the financial support of research projects of Charles University in Prague UNCE 17/2012 and
PRVOUK.
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Determination of entecavir in rat urine by solid phase extraction and UHPLC-MS/MS
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Entecavir is a synthetic guanine nucleoside that plays important role in treatment of chronical hepatitis B virus
infection. This work was focused on development of highly sensitive method to determine entecavir
concentrations in rat urine. Quantitative determination of entecavir was carried out by ultra-high performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometry using positive ion electrospray mode. Triple quadrupole was

set-up to selected reaction monitoring (SRM) mode. Entecavir C,"*N"™

, stable isotopically labeled internal
standard, was used for quantitation.

0O

N

1 >
NS

H,oN N N

2= OH
HO

Fig. 1: The structure of entecavir.
Hydrophilic interaction chromatography seems to be a suitable technique for retention and separation of polar
compounds present in analyzed sample. One of the main goals was to confirm this fact by comparison with
commonly used reverse phase chromatography mode (RP-UHPLC) on BEH C18 stationary phase. Conditions
for RP-UHPLC were optimized as follows: mobile phase composed of acetonitrile/0.01% formic acid (4:96).
The HILIC conditions on BEH Amide stationary phase were optimized using isocratic elution with mobile
phase composed of acetonitrile/smM ammonium acetate pH 4.0 (75:25). HILIC method provided much better
results in terms of linearity and repeatability.
Due to high polarity of entecavir Oasis HLB cartridge was chosen for solid phase extraction that was suitable
preparation technique for the treatment of rat urine sample.
Advantageously entecavir was eluted by 75% acetonitrile in water, which was the same composition as HILIC
mobile phase. Therefore, evaporation step could be omitted.
Several strategies were used to overcome matrix effect, such as UHPLC separation, HILIC chromatography,
SPE sample pre-treatment, stable isotopically labeled internal standard and dilution step. Therefore, influence
of matrix effects , which were determined by post-column infusion and post-extraction addition method, was
negligible in this method. The following validation parameters demonstrated the suitability of this method for
the determination of entecavir in rat urine — accuracy (< 5% error), recovery (87 — 109 %), precision (< 3%
RSD), selectivity and sensitivity (LOQ = 100 pg/ml).
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