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Arterialni hypertenzi trpi ve véku 25 — 64 let kolem 40 % ceské populace. I kdyz
je vsoucasné¢ dobé k dispozici fada ucinnych antihypertenziv, optimalniho krevniho
tlaku je pti 1é¢be dosazeno pouze u 30 % pacienti, coz je zpusobeno predevsim Spatnou
adherenci pacientll k 1écbé, ktefi své léky uzivaji nespravné nebo vibec. Adherence
pacienta k 1écbé, stejné jako farmakokinetika, piedstavuje nejvyznamngj$i zdroj
variability v odpovédi na 1écbu a vyznamné ovliviiuje jeji vysledek. Monitorovani
plazmatickych hladin antihypertenziv je jednim z nastroji moderni mediciny, ktery
umoznuje jak efektivni kontrolu Spatné kompenzovanych pacientl, tak upravu
davkovaciho schématu.

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem a optimalizaci extrakéni metody
pro vybrana antihypertenziva (amilorid, amlodipin, betaxolol, bisoprolol, carvedilol,
celiprolol, indapamid, metoprolol, moxonidin, nebivolol, nitrendipin, rilmenidin,
urapidil) a naslednou validaci celé analytické metody pro potieby posouzeni compliance
pacientli a pro ovéfeni spravnosti piedepsaného davkovani na zékladé stanoveni
koncentrace antihypertenziv v séru s vyuzitim UHPLC-HRMS. Nejvhodnéjsi extrakcni
metodou byla extrakce z kapaliny do kapaliny pomoci ethylacetitu, u které¢ bylo
dosazeno optimalni vytéznosti a opakovatelnosti. Nasledna validace analytické metody
byla provedena podle smérnice Evropské 1€kové agentury (EMA). VSechny hodnocené
valida¢ni parametry splnily pozadovanad kritéria a metoda byla UspéSné zavedena
do praxe. B€hem 12 mésicti bylo vySetfeno 92 pacientd (n€kteti i opakované) a celkem
byla stanovena hladina u 173 antihypertenziv (nejcastéji amlodipin, bisoprolol

a indapamid). Z celkového poctu 92 pacientl bylo 17,4 % non-adherentnich.
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About 40 % of Czech population between the ages of 25 and 64 suffer
from arterial hypertension. Although an array of effective antihypertensives is available
nowadays, optimal blood pressure during treatment is reached by mere 30 %
of the patients. This is mainly due to the patients’ poor adherence to the treatment, who
use their medicaments incorrectly or not at all. The adherence of a patient
to the treatment, as well as pharmacokinetics, represent the most significant source
of variability of the answer to the treatment and notably influences its outcome.
The monitoring of plasmatic levels of antihypertensives is one of the methods
of modern medicine which enables both an effective supervision of the incorrectly
compensated patients, and the adjustment of dosage scheme.

This diploma thesis focuses on development and optimisation of extraction
procedures for selected antihypertensives (amiloride, amlodipine, betaxolol, bisoprolol,
carvedilol, celiprolol, indapamide, metoprolol, moxonidine, nebivolol, nitrendipine,
rilmenidine, wurapidil). The method, subsequently validated in accordance
with the Guidelines of European Medicines Agency (EMA), was used for determination
of concentrations of antihypertensives in a serum by UHPLC-HRMS, asessment
of compliance of patients and verification of correctness of the prescribed dosage.

The most suitable extraction method was the liquid-liquid extraction using ethyl
acetate, where an optimal yield and repeatability were accomplished. All validation
parameters met the required criteria, and the method was successfully put into practice.
Within 12 months, 92 patients were examined (some even repeatedly) and the levels
ofa total of 173 samples were determined (mostly amplodipine, bisoprolol, and

indapamide). Out of the total 92 patients, 17, 4 % were non-adherent.
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1. UVOD

Arterialni hypertenzi trpi ve véku 25 — 64 let kolem 40 % ceské populace.
Spolecné s obezitou, koufenim, diabetes mellitus a dyslipidémii je arteridlni hypertenze
jednim z vyznamnych rizikovych faktorti kardiovaskularnich komplikaci (cévnich
mozkovych ptihod, ischemické choroby srdecni atd.). I kdyz je v soucasné dobé¢
k dispozici fada ucinnych antihypertenziv, optimalniho krevniho tlaku je pii 1écbé
dosazeno pouze u 30 % pacientli, coz je zpusobeno piedev§sim Spatnou adherenci
(compliance) pacientii k 1écbe, kteii své léky uzivaji nespravné nebo vibec [1].
K hlavnim dtsledkiim Spatné adherence, které¢ vedou k néartstu morbidity, mortality,
poctu hospitalizaci a ndklada na 1écbu, patii: akutni riziko z neléceni, neucinnost 1€cby,
zvySené riziko komplikaci, rezistence, dekompenzace onemocnéni, ptredavkovani,
zvySené riziko nezadoucich ucinkl a interakci. Z toho vyplyva, Ze adherence pacienta
k 1écbe, stejné jako farmakokinetika, pfedstavuje nejvyznamnéjs$i zdroj variability
v odpovédi na 1écbu a téz vyznamné ovlivituje vysledek 1é€by. Monitorovani adherence
je dilezitou soucasti péce predevsim u chronickych onemocnéni vyzadujicich
dlouhodobou terapii. Adherence miize byt méfena n€kolika metodami. Vyznamny
nastroj predstavuji objektivni pifimé metody (stanoveni koncentrace 1éc¢iva v télnich
tekutindch), dale pak metody objektivni neptimé (elektronické pocitani tablet, analyza
databaze o vydeji 1é¢iv) a subjektivni (vypoveéd’ pacienta) [2].

V klinické praxi se pro terapeutické monitorovani lé¢iv velmi casto vyuZziva
kapalinovd chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS), ktera
se vyznacuje selektivitou, citlivosti, nizkou spotfebou biologického materidlu
a schopnosti soucasné¢ho stanoveni nékolika l1é¢iv v jednom vzorku, coz znacné snizuje
Casovou naroCnost analyz. Stanoveni lé¢iv pomoci LC-MS umoziuje zaroven
kvalitativni analyzu (jednoznaéné urceni latky) 1 kvantitativni analyzu (stanoveni
koncentrace 1é¢iv v télnich tekutinach). Tento pfistup pfinasi pacientliim fadu benefiti,
napf. pomoci stanoveni koncentrace lé¢iva lze individualizovat davkovani a tim lépe
dosdhnout cili terapie, nebo pifi odhaleni non-andherence se pacienta snazime
motivovat k dodrzovdni terapie, a tak pfedchdzet komplikacim plynoucim
z dekompenzovaného onemocnéni.

Experimentalni ¢ast této diplomové prace se zabyvd vyvojem a validaci
bioanalytické metody za ucelem stanoveni vybranych antihypertenziv (amilorid,

amlodipin, betaxolol, bisoprolol, carvedilol, celiprolol, indapamid, metoprolol,
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moxonidin, nebivolol, nitrendipin, rilmenidin, urapidil) v lidském  séru
pomoci UHPLC-HRMS jako priikaz compliance pacienta, kratce je zminéna i aplikace
metody. V teoretické casti je popsan princip extrakénich technik pouzivanych
pro upravu vzorku pted analyzou, jejich vyhody, nevyhody a moderni trendy.
Nasledujici kapitoly jsou vénovany instrumentaci kapalinového chromatografu,
strunému popisu hmotnostniho spektrometru a validaci bioanalytické metody

dle platnych smérnic (EMA a FDA).
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Uprava biologického materialu

prred (U)HPLC analyzou

Biologicky materidl ptedstavuje z analytického hlediska velmi slozitou matrici,
kterou nelze analyzovat piimo, proto je vyzadovan urcity typ Upravy. Nejcastéji
analyzovanymi biologickymi materidly pro stanoveni hladin IéCiv jsou plna krev,
plazma nebo sérum. Pro toxikologické nebo farmakologické ucely lze déale vyuzit moc,
stolici, zlu¢, sliny, pot, slzy, cerebrospindlni tekutinu, matetské mléko, vlasy, nehty
nebo tkang. Postup tUpravy vzorku by meél reflektovat nejen fyzikalné-chemické
vlastnosti cilovych analytd, ale i sloZeni konkrétni analyzované matrice. Ve vzorcich
mohou byt pfitomny proteiny, enzymy, lipidy, sacharidy, metabolity, voda, organické
a anorganické ionty nebo bunééné elementy. Tyto slozky mohou béhem analytického
méfteni potlacit signal pro cilovy analyt, poskytnout faleSné pozitivni odezvu detektoru,
znecistit ¢i poskodit chromatograficky systém nebo hmotnostni spektrometr. Dal§im
divodem upravy vzorku pfed analyzou muze byt zvySeni kompatibility s danym
chromatografickym systémem nebo zakoncentrovani vzorku kvili nizké citlivosti
detektoru [3, 4].

Odbér a ptiprava vzorku tvoii az 80 % z celkového Casu pottebného pro danou
analyzu [5]. Jsou to =zarovein velmi dulezité kroky, které =zahrnuji izolaci
i zakoncentrovani analytd a ovliviiuji uspéch bioanalytického méfeni (identifikaci
a kvantifikaci). Je zadouci, aby ptiprava vzorku byla provedena adekvatné, protoze
tento krok pfedstavuje nejvyznamnéjsi zdroj chyb a méa dopad na piesnost a spravnost
analytického vysledku [5, 6].

Nejdulezitéjsimi technikami pfipravy vzorkd v bioanalytickych metodach jsou
extrakce z kapaliny do kapaliny (kap. 2.1.1), extrakce na pevné fazi (kap. 2.1.2)
a proteinova precipitace (kap. 2.1.3). Zminé€né konvencni postupy jsou hojné vyuZivany
v analytickych laboratofich.

V poslednich letech vzriista tendence piipravu vzorku zjednoduSovat,
automatizovat, snizovat jeji ¢asovou ndrocnost, zvySovat selektivitu procesu extrakce,
redukovat spotfebu pouzitého biologického materidlu a extrakénich rozpoustédel. Tyto

pfistupy pfedstavuji moderni trendy v Gpraveé vzorku (kap. 2.1.4) [7].
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2.1.1. Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce zkapaliny do kapaliny (Liquid-liquid extraction, LLE) je jednou
z nejstarSich a nejpouzivanéjsich technik vyvinutych pro tipravu vzorku pied analyzou.
Princip extrakce je zaloZzen na distribuci cilovych analytdi mezi dvéma navzijem
nemisitelnymi kapalnymi fazemi, které jsou tvofeny biologickym vzorkem (hydrofilni
faze) a extrakénim rozpoustédlem (lipofilni faze) (Obr. €. 1) [8]. Do zkumavky
s biologickym vzorkem (plazma, sérum, mo¢ apod.) se pfida organické rozpoustédlo
nemisitelné s vodou, ¢imz se vytvoii dvoufazovy systém. Poté se obsah zkumavky
po urCitou dobu protiepava, aby se vzorek obsahujici cilovy analyt promichal
s organickym rozpoustédlem. Béhem michani ptechdzeji molekuly analytu z hydrofilni
faze vzorku do extrakéniho rozpoustédla. Zarovenn dochazi k vycisténi vzorku, protoze
vétSina pritomnych endogennich latek a necistot zlstdva v biologické matrici [3].
Po centrifugaci se oddélend organicka faze odebere a odpafi se napt. proudem dusiku
nebo ve vakuové odparce. Tim dojde k odstranéni pouzitého extrakéniho rozpoustédla
a zakoncentrovani vzorku. Odparek se vétSinou rekonstituuje v mobilni fazi a takto

upraveny vzorek se analyzuje.

Add
organic Shake and
solvent [ centrifuge 7§ ;
» = . == Extract for analysis
E
2%“ z%o

Aqueous Analyte
sample  molecules

Obr. ¢. 1: Princip LLE [3]
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Distribuci analytu mezi obéma fazemi popisuje Nernstiv zakon:
Gy
Kp = —
D=,
Kp je distribucni koeficient, C; je koncentrace analytu v organické fazi a C, je
koncentrace analytu ve vodné fazi vzorku. Plati, Ze ¢im vyssi je hodnota distribu¢niho
koeficientu, tim vyssi je ucinnost extrakce analytu do extrak¢niho rozpoustédla [3, 4].

Proces extrakce je ovlivnén celou fadou faktord, napf.:

e Hodnota pH vzorku: Rada stanovovanych latek ma kysely nebo zasadity
charakter, a proto jsou ve vodném prostiedi disociovany. Do extrakéniho
rozpoustédla ale prechdzi pouze nedisociované analyty. Z tohoto divodu
se upravuje pH biologického vzorku vhodnymi pufry.

o Extrakcni rozpoustédlo: Vybér rozpoustédla neni urCovan pouze
vlastnostmi analytu (polarita, rozpustnost ve vod¢, interakce analytu
s rozpousStédlem, napf. hydrofobni, dipdlové), ale 1 vlastnostmi
rozpoustédla (hustota a viskozita, polaritni index, tckavost, Cistota,
inertnost k analytu).

o Pomer organické a vodné faze: Extrahovatelnost analytu se s rostoucim
pomérem zvysuje.

o Pocet extrakci: Extrakce je ucinnéjsi, pokud je provedena opakované
s menSimi objemy extrakéniho rozpoustédla, nez jedenkrat s celkovym
objemem rozpoustédla.

e Dalsi faktory ovliviujici extrakci: délka, intenzita a poloha zkumavky

pfi tiepani, délka a pocet otacek pfi centrifugaci.

Hlavni vyhody LLE jsou: jednoduchost provedeni, nenaro¢na instrumentace,
moznost extrahovat latky pfitomné ve vysokych 1 stopovych koncentracich,
reprodukovatelnost a moZznost zakoncentrovani analytu. LLE ma i své nevyhody:
nevhodnost pro hydrofilni slouceniny, tvorba emulzi pii extrakci, ziskany extrakt
nemusi byt kompatibilni s chromatografickym systémem a je nutné jej odpafit
a odparek rekonstituovat ve vhodném rozpoustédle, vysoka spotieba rozpoustédel a téz

relativni Casova narocnost [3-5, 7].
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2.1.2. Extrakce na pevné fazi

Extrakce na pevné fazi (Solid phase extraction, SPE) je velmi béznd a cCasto
pouzivand technika v oblasti Gpravy biologickych vzorkl, pfedevSim plazmy, séra
a moci. Je zalozena na principu adsorpce cilového analytu na povrchu stacionarni faze
(extrakcni kolonka) pomoci polarnich, nepolarnich, iontovych a afinitnich interakci
anasledné extrakci vhodnym eluentem [3, 7]. V soucasnosti existuje Sirokd Skala
sorbentil a spravna volba typu sorbentu je nezbytnd pro uspésnou aplikaci SPE. Prvnim
typem sorbentu jsou nepolarni staciondrni faze (reverzni), napf. oxid kiemicity
modifikovany C4, C8, C18, fenylem nebo organickymi kopolymery na bazi styrenu.
Typickymi polarnimi sorbenty (normalni faze) jsou napt. samotny oxid kfemicity nebo
oxid kfemicity spojeny s polarnimi funkénimi skupinami, jako je aminopropyl, diol,
kyanopropyl. Pro separaci velmi polarnich analytli, kationtli a aniontli se pouzivaji
iontomeénice, které lze rozdélit na silné katexy (oxid kiemiCity spojeny
s propylsulfonovymi skupinami), silné¢ anexy (trimethylaminopropyl navazany na oxid
kfemicity) a slabé katexy (karboxypropylsilikat), slabé anexy (dimethylaminopropyl
navazany na  oxid  kfemicity).  Posledni  skupinu  tvofi = polymery
(polystyren-divinylbenzen, polymethylmethakrylat), jejichz hlavni vyhodou je stabilita
v Sirokém rozmezi pH. Pii vybéru staciondrni faze jsou rozhodujici vlastnosti analytu
(polarita, disocia¢ni konstanta) a také vlastnosti rozpoustédla [3, 4, 7].

Postup SPE se sklada z nékolika kroki (Obr. €. 2):

1. Aktivace sorbentu v kolonce: Nejprve se kolonka promyje polarnim
organickym rozpoustédlem, nejCastéji se pouziva methanol. Tim dojde
k aktivaci funkénich skupin sorbentu. Zaroven se vymyji ptipadné necistoty.

2. Ekvilibrace stacionarni faze: Kolonka je proplachovana vodou nebo vodnymi
pufry, aby byly odstranény zbytky methanolu a optimalizovdno prostiedi
pro extrakci. Methanol je silnym elu¢nim ¢inidlem, proto musi byt tento krok
proveden peclivé, aby nedoslo ke ztratdm analytu.

3. Naneseni vzorku: Analyty jsou zadrzovany v kolonce diky interakcim
s aktivovanymi funk¢nimi skupinami sorbentu. Podminkou je, aby tyto interakce
byly silné€jsi nez afinita analytu k biologické matrici.

4. Promyvani: K promyvani se pouZije jeden nebo vice promyvacich roztokd,
ve kterych je cilovy analyt nerozpustny. Ugelem kroku je odstranéni balastnich

latek matrice, tzn. vycisténi vzorku.
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5. Eluce: Eluc¢ni ¢inidlo pferusi interakce cilového analytu s funkénimi skupinami
stacionarni faze a dojde k uvolnéni analytu z kolonky. Vznikly eluat je pouzit

pro analyzu [3, 4, 7, 9].

Sample oading Washing Elution
Column
Analyte o
molecules\‘ |
Statiorary
0Q Q0
Matrix —TRA 4 phiasa
componerts l l
AA 09
Waste Eluate

Obr. ¢. 2: SPE — naneseni vzorku, promyvani, eluce [3]

Vyhody SPE jsou: vysoka vytéZznost, selektivita, mezi dvéma fazemi se netvofi
emulze, zakoncentrovani vzorku, moZnost automatizace. Naopak k nevyhoddm patfi:
relativné vysokd spotieba rozpoustédel i vzorku, pracnost a ¢asova naro¢nost, kolonky

se obvykle daji pouzit jednorazove, coz vede ke zvyseni ekonomickych nakladu [7, 9].

2.1.3. Proteinova precipitace

Proteinova precipitace (Protein precipitation, PP, srdzeni proteinil) je urcena
k odstranéni bilkovin z analyzované plazmy nebo séra. Piimy nastiik plazmy
na chromatografickou kolonu se nedoporucuje, protoze obsazené bilkoviny se vlivem
kontaktu s organickymi rozpoustédly a pufry mobilni faze srdzeji a znehodnocuji

LC kolony.
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Princip proteinové precipitace znazoriiuje Obr. €. 3. Vzorek plazmy nebo séra
se pipetuje do malé centrifugac¢ni zkumavky, pipetovany objem je obvykle 10 — 1000 pl.
Nasledn¢ se pfidd precipitacni ¢inidlo a obsah zkumavky se promichda. Proteiny
v pfitomnosti precipitacniho c¢inidla podléhaji denaturaci a vysrazi se. Dulezitym
krokem je centrifugace, kdy dochéazi k oddéleni srazeniny a supernatantu, provadi se
pti 10 000 — 15000 x g [3]. Supernatant miize byt pifimo pouzit pro analyzu nebo
se nechd odpafit do sucha a nasledné¢ se rekonstituuje ve vhodném rozpoustédle

(mobilni fazi), ¢imz se docili zakoncentrovani analytu.

Add Shake and
precipitant centrifuge
— —

e

-=— Supernatant

&
A

Plasma sample Protein
precipitate

Obr. ¢. 3. Princip proteinové precipitace 3]

Jako precipitacni ¢inidla se pouZivaji:

e organicka rozpoustédla misitelnd s vodou: acetonitril, methanol, isopropanol,
aceton, ethanol;

e organické slouceniny: mocovina, guanidin;

e silné kyseliny: kyselina chloristd, kyselina trichloroctovd, kyselina
trifluoroctovd, kyselina mravenci, kyselina chlorovodikovd, kyselina
metafosfore¢na — vysledné pH vzorku je kyselé, coz miize vést k nestabilité

analytu a k poSkozeni chromatografické kolony (nachylnost k hydrolyze);
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e soli vicemocnych iontii: siran zineCnaty, siran médnaty, wolframan sodny,
hydroxid barnaty;

e fanin, siran amonny,

e kombinace precipitacnich cinidel;

e zahrivani: 100 °C po dobu 5 — 10 minut — neni pfili§ ucinné, mize vést

k rozkladu cilovych analyti.

Hlavni vyhody proteinové precipitace jsou: rychly postup, vyzaduje minimalni
vybaveni, vyvoj metody je pomérn¢ jednoduchy. Proteinova precipitace je ucinna
pfi odstranovani proteinti, presto nedochdzi k iplnému vycisténi vzorku. V supernatantu
zustava komplexni smés endogennich a exogennich latek, coz miize zpisobit
interference nebo matricové efekty pii chromatografické analyze a snizit selektivitu
metody. Dal§imi nevyhodami jsou: nizka specificita pro cilovy analyt, ztrata analytu
vazbou na precipitat a natedéni vzorku precipita¢nim ¢inidlem [3, 4, 7].

Kromé¢ precipitace mohou byt proteiny odstranény i enzymovou deproteinaci
(papain, trypsin, subtilisin), odstfedénim nebo membranovou filtraci. Membranova
filtrace se rozdéluje podle velikosti porti semipermeabilni membrany na ultrafiltraci
(velikost porit membrany 1 — 10 nm), reverzni osmozu (zachyti ¢astice mensi nez 1 nm)
a mikrofiltraci (zachyti Ccastice vétsi nez 10 nm). Béhem filtrace prochézi
semipermeabilni membranou pouze volna frakce analytu, ostatni latky (proteiny, vdzana
frakce analytu) jsou membranou zachyceny. Tim se ziska relativné Cisty a nenafedény

permeat, nevyhodou je ztrata analytu (vdzana frakce analytu a vazba na membranu) [7].

2.14. Moderni trendy v upravé vzorku

Moderni techniky upravy vzorku vychazeji ptredevS§im z principi LLE a SPE.
K dalS$im trendiim patii napf. extrakce ze suché kapky krve, séra, plazmy nebo moci
a automatizace upravy vzorku, tzv. on-line spojeni s chromatografickym systémem,
které¢ umoznuje ptimy nastiik vzorku na kolonu. Pro tento icel jsou vyuZivany sorbenty
s omezenym piistupem (Restricted access materials, RAM) nebo kolony s velikosti
¢astic stacionarni faze 50 — 60 pm, u kterych je mozno pouzit vysoky pritok mobilni

faze (Turbulent flow chromatography, TFC) [5, 10].
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2.1.4.1. Moderni techniky vychazejici z principu LLE

Nevyhody extrakce z kapaliny do kapaliny, zejména tvorba emulzi a vysoka

spotieba organickych rozpoustédel, vedly k rozvoji novych mikroextrakénich technik

(Liquid phase microextraction, LPME), které tyto nedostatky eliminuji a jejichz hlavni

prednosti je potfeba velmi malého mnozZstvi biologického vzorku:

HF-LPME (Hollow fiber liquid phase microextraction) — mikroextrakce
analyti probiha =z biologického vzorku do dutého porézniho vlakna
(napft. polypropylen). Miize byt provedena v systému dvoufazovéem (pory
ilumen vlakna jsou vyplnény organickym rozpoustédlem nemisitelnym
s vodou), nebo trifdzovém (pory obsahuji s vodou nemisitelné organické
rozpoustédlo, lumen vldkna je vyplnéno vodnym akceptorovym médiem)
a v rezimu statickém nebo dynamickém [5, 11].

SDME (Single drop microextraction) — vyuzivd principu mikroextrakce
do kapky organického rozpoustédla nemisitelného s vodou, existuje nékolik
zpusobu provedeni, napt.:

o DI-SDME (Direct immersion single drop microextraction) — kapka
organického rozpoustédla nemisitelného s vodou vytvofend na konci
jehly injekéni stiikacky je ponotfena do biologického vzorku, po skonceni
extrakce je kapka zasunuta zpét do jehly a piimo nastiiknuta
do chromatografického systému.

o CFME (Continuous flow microextraction) — biologicky vzorek béhem
extrakce proudi kolem kapky organického rozpoustédla.

o HS-SDME (Head space single drop microextraction) — umoziuje
extrakci t€kavych analytli, kapka organického rozpoustédla je umisténa
nad vzorek.

o LLLME (Liquid-liquid-liquid microextraction) — extrakce analyti
probihd z biologického vzorku do organického rozpoustédla o nizsi
hustoté nez voda a nasledné do vodné faze tvofené kapkou na konci
jehly.

DLPME (Dispersive liquid phase microextraction) — extrakéni smés
(organické rozpoustédlo a disperzni cinidlo) je rychle vstiiknuta injekéni
stiikackou do biologického vzorku, tim se vytvoii kapicky organického

rozpou$tédla rozptylené v celém objemu vzorku a probéhne extrakce,
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po centrifugaci je organicky sediment obsahujici cilovy analyt odebran

a analyzovan [5].

2.1.4.2. Moderni techniky vychazejici z principu SPE

Princip SPE vyuzivad cela fada modernich technik Upravy vzorku, k jejichz

hlavnim vyhodam patii zejména zakoncentrovani vzorku, minimalni mnozstvi

potfebnych extrak¢nich rozpoustédel 1 biologické matrice:

M-SPE (Magnetic solid phase extraction) — cilovy analyt se adsorbuje
na magneticky sorbent umistény do vzorku, ze kterého je po separaci vnéjSim
magnetickym polem izolovan eluci vhodnym rozpoustédlem.

MISPE (Molecularly imprinted solid phase extraction) — vyuziva
molekularné vtisténych polymert, které maji vysoce specifickou rozpoznavaci
schopnost pro cilovy analyt [5, 12].

MEPS (Microextraction by packed sorbent) — extrakce analyti probiha uvnitf
stiikacky, kde se analyt nejprve adsorbuje na staciondrni fazi a po vymyti
balastl je eluovan vhodnym rozpoustédlem, dileZitou pfednosti je moznost plné
automatizace [5, 6].

SPME (Solid phase microextraction) — cilové analyty jsou zachycovany
na tenkém vlakné tvofeném oxidem kfemicitym, potazenym vhodnym sorpénim
materidlem (naptf. polydimethylsiloxanem), aZz do vytvofeni rovnovahy
mezi mnozstvim analytu ve vzorku a na vladkné, poté je provedena analyza [5,
10, 12].

SBSE (Stir bar sorptive extraction) — do biologického vzorku je zavedeno
michadlo  potazené  polymerem  (nejcastéji  polydimethylsiloxanem),
béhem michani se analyty adsorbuji na polymer a po procesu desorpce jsou

analyzovany [5, 12].

2.2.  Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou€inna  kapalinovd  chromatografie = (High performance liquid

chromatography, HPLC) je separatni technika, ktera umoznuje kvalitativni
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1 kvantitativni stanoveni analytli a pro své ¢etné vyhody (rychlost, pfesnost, vysoka

citlivost, automatizovany provoz) je Siroce pouzivana v oblasti analyzy 1&¢iv.

E1

PC for Data
Acquisition

AT | —
: ’ ‘I ‘ri

[l

Detector Waste

Obr. ¢. 4. Instrumentace HPLC [13]

Hlavni komponenty HPLC systému ukazuje Obr. ¢. 4. Mobilni faze je uchovavana
v zdsobniku. Odtud je pres filtry (zachyceni necistot) Cerpana pumpou
do chromatografického systému. Plyny rozpus$téné¢ v mobilni fazi jsou odstranovany
v odplyfiovacim zaiizeni (degaser), které byva zafazeno mezi zdsobnikem a pumpou.
Pokud je tfeba ménit sloZeni mobilni faze b&hem analyzy (gradientova eluce), tak
se pouziva zarizeni pro miseni mobilnich fazi (smésSovac). Pokud se sloZzeni mobilni
faze neméni, jedna se o tzv. izokratickou eluci. Vzorek rozpustény v mobilni fazi
nebo podobném rozpoustédle je ddvkovacem vzorku (autosampler) aplikovan
do nastfikové smycky, ze které se po piepnuti vicecestného ventilu dostdva
do protékajici mobilni faze, davkovany objem je obvykle 1— 100 pl. Srdcem
kapalinového chromatografu je kolona, kde probihd vlastni separacni proces zalozeny
na rozdilnych interakcich jednotlivych slozek analyzované smési s kapalnou mobilni
fazi a stacionarni fazi (sorbent uvnitt kolony). Separace se mize odehravat v zavislosti
na vlastnostech cilovych analyti v riznych chromatografickych rezimech,
napt. normalni faze (polarni sorbent — silikagel, nepolarni mobilni fdze — hexan)
nebo reverzni faze (nepolarni sorbent — chemicky modifikovany silikagel, polarni

mobilni fdze — smés pufru s methanolem nebo acetonitrilem). Za kolonou je umistén
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detektor, ve kterém se vytvaii signal v zavislosti na ne/pfitomnosti analytu. VyuZziva se
nékolik typt detektor, napt. spektrofotometrické, fluorescencni, elektrochemické,
refraktometrické, chemiluminiscencni, vodivostni, bezkontaktni vodivostni, univerzalni
detektory na bdzi aerosolu nebo hmotnostni spektrometry (kapitola 2.3). Signal
detektoru je zpracovan pocitacem vybavenym softwarem do chromatografického
zaznamu  neboli  chromatogramu  tvofeného  elu¢nimi  kiivkami  (piky).
Mezi zékladni parametry chromatografické separace patii retencni Cas (Casovy usek:
nasttik vzorku — vrchol piku, Ry), vyska piku 4, retencni faktor k, pocet teoretickych
pater N, vyskovy ekvivalent teoretického patra H, faktor symetrie S, Sitka piku
v poloviné (nebo jedné dvacetin€) jeho vysky (wos resp. wops), rozliSeni R a pomér
signdlu k Sumu S/N [3, 14-17].

Potieba analyzovat vétsi sekvence slozitych vzorki, které obsahuji hodné analyth
Casto pfitomnych v nizkych koncentracich, a stim souvisejici pozadavky na vyssi
ucinnost separace, lepsi rozliSeni, rychlejsi analyzu a pfimétenou selektivitu metody
vedly krozvoji HPLC instrumentace a ke vzniku ultra-vysokoucinné kapalinové
chromatografie (Ultra-high performance liquid chromatography, UHPLC) [18].

Pro UHPLC analyzu se standardné pouzivaji kratsi kolony (délka 30 — 100 mm,
vnitini  pramér 2,1 mm), které jsou naplnéné sorbentem celkové poréznich,
nebo povrchové poréznich &astic o velikosti 1,3 — 2 pum. Castice mensi nez 2 pm
poskytuji vetsi povrch pro interakce se slozkami vzorku a tim dochdzi ke zvySeni
separa¢ni u¢innosti a lepSimu rozliSeni pikl. Zaroven takto malé Castice kladou vétsi
odpor k toku mobilni faze, coz vede k nezadoucim jeviim, jako je vznik teplotniho
gradientu a zvétSovani zpétného tlaku na koloné. Z tohoto divodu UHPLC systémy
pracuji pii tlaku do 1000 — 1300 bar (HPLC do 400 bar). Diky vysoké separacni
ucinnosti lze pouzit kratS$i kolony a tim zna¢né zrychlit dobu analyzy. To je vSak
spojeno s vysSimi naroky na detek¢ni systém, ktery musi snimat data s vysokou
systémy, kovové kapilary a jejich propojeni, taktéZ je kladen dlraz na zmenSeni
mimokolonovych objemi, kvalitu a odolnost stacionarni faze (teplotni, chemicka
stabilita a stabilita pfi vysokém tlaku). K dal§im vyhodam, kromé vySe zminénych, patii
1 niz§i spotieba analyzovaného vzorku, niz$i spotieba rozpoustédel, vyssi citlivost

a jednoduchy transfer metod vyvinutych pro HPLC [16, 19, 20].
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2.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry, MS) je citlivd, analyticka
instrumentalni technika zalozend na principu ionizace molekul a nésledné separaci
vzniklych iontd podle poméru hmotnosti a ndboje (m/z) [21]. Hmotnostni spektrometry
se bézn¢ pouzivaji jako detektory ve spojeni s HPLC systémem v oblasti bioanalyzy
za ucelem identifikace metabolit v biologické matrici, potvrzeni identity sloucenin

a kvantifikaci analytti i ve velmi nizkych koncentracich [3].

2.3.1. Soucasti hmotnostniho spektrometru

Hmotnostni spektrometr se sklada z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru

a detektoru [21].

2.3.1.1. Iontovy zdroj

V iontovém zdroji dochazi k pfevodu analytii do plynného stavu se soucasnou
ionizaci pfitomnych neutralnich molekul. Existuje celd fada nejriznéjsSich ionizacnich

technik, nicméné v LC-MS bioanalyze se nejcastéji pouZzivaji:

e Ionizace elektrosprejem (Electrospray ionization, ESI) — je vhodna pro stfedné
polarni az polarni slouCeniny; mobilni faze s analyty vstupuje do iontového
zdroje kapilarou, na jejimz konci dochazi k nebulizaci pomoci dusiku a zaroven
k nabiti vzniklych kapek (na kapilaru je pfivadéno vysoké napéti); postupnym
odpafovanim mobilni faze se kapicky zmenSuji a zvySujici se odpudivé sily
mezi ionty se stejnym nabojem zplsobi po piekroceni povrchového napéti
(Rayleightiv limit) tzv. Coulombickou explozi; vysledkem procesu, ktery
probihd za atmosferického tlaku, jsou samostatné ionty sjednim nebo vice
naboji [3].

e Ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure chemical ionization,
APCI) — pouziva se pro stfedn€ polarni az nepoldrni analyty; zdrojem ionizace
je koronarni vyboj, k némuz dochazi diky vysokému napéti piivadénému
na kovovou jehlu, ktera je soucasti iontového zdroje; nejprve jsou ionizovany
molekuly mobilni faze a ty dale preddvaji naboj molekulam analytu

prostfednictvim ion-molekularnich reakei [3].
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e Fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure photoionization,
APPI) — je podobna APCI; ionizace malych nepolarnich molekul je zptisobena
pfimou ionizaci pomoci fotoni z UV vybojky, ionizovanou mobilni fézi

(solventem asistovand ionizace) nebo ionizaci za pomoci dopantu [3].

2.3.1.2. Hmotnostni analyzadtor

Srdcem hmotnostniho spektrometru je hmotnostni analyzator, kde ve vakuu
probiha rozd€leni iontd podle poméru hmotnosti anaboje (m/z), jejich urychleni
a presun do detektoru. Existuje nékolik typti hmotnostnich analyzéatort: kvadrupol,
trojrozmérna iontova past, linedrni iontovd past, analyzator doby letu, iontova

cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci a orbitrap [15, 16].

Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupoélovy analyzator (kvadrupol, Quadrupole, Q) se sklada ze ¢tyt kovovych
ty¢i, na které je vlozeno stejnosmérné napéti (kladn€ a zaporné nabité tye tvoii
protilehl¢ dvojice) a vysokofrekvencni stfidavé napéti (vSechny tyce). lonty po vstupu
do kvadrupolu osciluji, na detektor se dostanou pouze ty, které vytvareji stabilni
trajektorii, ionty s nestabilni trajektorii jsou zachyceny na tycich kvadrupolu. V praxi je
Casto pouzivan trojity kvadrupol (QqQ), ktery je sestaven ze dvou kvadrupdlovych
analyzatori a kolizni cely, nebo se kvadrupdl vyuzivd v kombinaci s dalSimi

analyzatory (Q-TOF, Q-Orbitrap) [3].

Trojrozmérna iontova past

Césti trojrozmérné iontové pasti (3D-Ion trap, IT) tvoii prstencovéa elektroda
a dvé koncové elektrody, na které je vloZeno stejnosmérné a stiidavé napéti. lonty, které
vstupuji do IT vysokou rychlosti, jsou zpomaleny a zadrzeny v elektrickém poli uvnitf
IT, néasledné¢ mohou byt fragmentovany a podle m/z vypuzovany na detektor. Vyuziti

iontové pasti je predevSim v kvalitativni analyze [3, 22].
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Linearni iontova past

Linearni iontova past (Linear ion trap, LIT) je funkénim hybridem
kvadrupolového analyzatoru a trojrozmérné iontové pasti (na obou koncich kvadrupélu
jsou umistény elektrody). Hlavni vyhodou je vysSi iontova kapacita, ktera umoznuje

v

spolehlivé;si kvantitativni stanoveni [17, 22].

Analyzator doby letu

Iontim je v analyzatoru doby letu (Time of flight analyser, TOF) ud¢lena
kinetickd energie (elekromagnetickym pulzem), tim jsou urychleny do letové trubice
(oblast bez elektrického pole), kde se pohybuji riznou rychlosti smérem k detektoru.

Vv

dobu letu) [3, 23].

Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (Fourier

transform - Ion cyclotron resonance, FT-ICR)

Ionty jsou =zachyceny v silném magnetickém poli v cyklotronové cele,
kde se pohybuji po spiralovité trajektorii. Kazdy iont s hodnotou m/z ma
charakteristickou cyklotronovou frekvenci. Cim niZ$i je méfend frekvence, tim vyssi je
hodnota m/z. Hmotnostni spektrum je ziskdno piepoctem frekvenci do stupnice m/z
tzv. Fourierovou transformaci. Pfednostmi tohoto analyzatoru je vysoké rozliSeni

a spravnost uréeni m/z [3, 23].

Orbitrap

Analyzéator orbitrap (orbitalni past) byl na trh uveden vroce 2005 firmou
Thermo Fisher Scientific. Orbitrap je sestaven z centralni vietenovité a vn&jsi
trubicovité elektrody, na které je vlozeno vysoké napéti (Obr. ¢. 5). lonty vstupuji
do prostoru silného elektrického pole mezi elektrodami, kde se pohybuji po stabilnich
iontovych trajektoriich podél a okolo centralni elektrody. Frekvence harmonické
oscilace podél stiedové osy zdavisi pouze na poméru m/z. Proud indukovany

pohybujicimi se ionty je detekovan vnéjsi elektrodou a po Fourierové transformaci
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signalu je ziskdno hmotnostni spektrum. Orbitrap se vyznacuje nejen velmi vysokym

rozliSenim a dynamickym rozsahem, ale i vysokou spravnosti uréeni m/z [21, 23, 24].

lon packet

analyzer

Voltage ramp

o \__ ¥

' | Detected
signal

Amplifier

Obr. ¢. 5: Schéma orbitalni pasti [25]

2.3.1.3. Detektor

Detektor slouzi k zesileni signdlu a detekci iontli, proces probiha ve vakuu. Data
jsou sbirana softwarem v pocitaci, vysledkem je hmotnostni spektrum (graf zavislosti
absolutni/relativni intenzity iontl na jejich m/z). V MS se pouzivaji tii typy detektort:
elektronasobi¢, fotondsobi¢ a Faradayova klec. Specifickym pfipadem je hmotnostni

spektrometr Orbitrap, kde se ionty indukovany proud zaznamendva a piimo

transformuje na signal [16, 17, 26].
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2.3.2. Skenovaci mody

V hmotnostni spektrometrii se pro identifikaci latek a kvantitativni analyzu

vyuziva nekolik typt skenovacich modu:

o Zaznam TIC (Total ion current, Full scan) — vznika méienim celkového
iontového proudu.

e Zaznam rekonstruovaného iontového proudu (RIC, reconstructed
ion current) — ziskava se z TIC, jednd se o zaznam intenzity vybrané m/z
v Case.

e Zaznam vybraného iontu (SIM, selected ion monitoring) — MS méfi jednu
vybranou specifickou hodnotu m/z.

e Sken vybranych reakci (SRM, selected reaction monitoring) — je vhodny
pro kvantitativni analyzu; jednd se o zdznam vybraného fragmentu m/z
vzniklého z vybraného prekurzorového iontu.

e Tandemova MS/MS vyuziva i dal$i skeny — napf. sken produktovych iontd,

sken prekurzorovych iontii, sken neutralnich ztrat [15, 16, 22].

2.4. Validace bioanalytické metody

Cilem validace bioanalytick¢é metody je prokazat, Ze vyvinuta metoda je
spolehliva, reprodukovatelnd a vhodna pro zamyslen¢ pouziti. Validace bioanalytickych
metod se nejcastéji fidi podle smérnic: Guidance for Industry: Bioanalytical Method
Validation schvalenou americkym Uftadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and
Drug Administration, FDA) [27] a Guideline on Validation of Bioanalytical Methods
piijatou Evropskou I€kovou agenturou (European Medicines Agency, EMA) [28].
V praxi se jeSt¢ vyuziva smérnice Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology Mezinarodni rady pro harmonizaci technickych poZzadavkl pro 1éciva
pro humanni uziti (International Council on Harmonization of Technical Requirements
for Pharmaceuticals for Human Use, ICH), kterd je vhodna pro analytické aplikace,

napf. hodnoceni lé¢ivych ptipravka [29].
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2.4.1. Typy validaci

Dle smérnic EMA a FDA se rozlisuji tfi typy validaci:

1. Plna validace je dulezitd v pifipadé¢ analyzy nového I[éCiva, vyvoje
a implementace nové bioanalytické metody, nebo pokud je do existujici metody
urcené ke kvantifikaci pfidan novy analyt (napf. metabolit).

2. Cisteénd validace je vyzadovana pii modifikaci jiz validované bionalytické
metody, napf. pfenos do jiné laboratofe, zména detek¢nich systémt, biologické
matrice nebo postupti zpracovani vzorka atd.

3. Kros-validace porovnava validacni parametry napf. mezi dvéma
bioanalytickymi metodami (referenéni a srovnavaci) nebo v pfipadé pouziti

stejné bioanalytické metody v riznych laboratotich [27, 28].

2.4.2. Valida¢ni parametry (smérnice EMA a FDA)

K zakladnim sledovanym parametrim béhem validace bioanalytické metody patfi:
selektivita, preciznost (precision), pfesnost (accuracy), opakovatelnost, kalibracni

zavislost, citlivost, stabilita, vytéZznost a matricové efekty.

Selektivita (Selectivity)

Selektivita analytické metody znamena schopnost odlisit cilovy analyt
od endogennich slozek matrice a dalSich slozek pfitomnych ve vzorku (metabolity
1é¢iva, produkty degradace vznikajici pii piipravé vzorku, dalsi xenobiotika). Hodnoti
se analyzou vzorkil obsahujicich pouze biologickou matrici (plazma, sérum, moc¢ atd.

bez pfitomnosti 1é¢iva) ziskanou minimalné z 6 individudlnich zdrojt [27, 28].

Presnost (Accuracy) a preciznost (Precision)

Ptesnost (Accuracy) bioanalytické metody vyjadiuje blizkost shody
mezi stanovenou pramérnou a skutecnou koncentraci analytu (vyjadieno v procentech).
Preciznost (Precision) bioanalytické metody popisuje blizkost jednotlivych opakujicich
se méfeni (vyjadieno jako variacni koeficient, CV). Pfesnost i preciznost se hodnoti jak
v ramci jedné série analyz (intra-batch), tak 1 mezi sériemi (inter-batch), a to méfenim
minimalné péti vzorkl pro kazdou ze tii (FDA) nebo c¢tyt (EMA) koncentracnich
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urovni. Musi byt splnény tyto pozadavky: 1) pro pfesnost (accuracy) — prumérnd
hodnota se musi pohybovat vrozmezi 100 + 15 %; u LLOQ 100 +£20 %,
2) pro preciznost (precision) — hodnota CV nesmi ptekroCit 15 %; u LLOQ 20 %
[27, 28].

VytéZnost (Recovery)

Smérnice FDA definuje vytéznost jako odpovéd’ detektoru ziskanou po extrakci
analytu z biologické matrice ve srovnani s odezvou detektoru u blankového extraktu
s pfidavkem odpovidajiciho mnozstvi analyti. Méfeni by mélo byt provedeno na tiech
koncentra¢nich urovnich. Vytéznost extrakce nemusi dosahovat 100 %, dilezita je jeji

opakovatelnost [27].

Kalibra¢ni krivka (Calibration curve)

Kalibraéni kiivka popisuje zavislost mezi odezvou detektoru a zndmou
koncentraci analytu. Sestavuje se zvlast’ pro kazdy analyt na zakladé¢ méfeni minimalné
Sesti vzorku (bez blanku a nulového vzorku) pfipravenych z odpovidajici matrice. Svym
rozsahem pokryvd ocekavané koncentrace analytu, je vymezena dolnim limitem
kvantifikace (LLOQ) a hornim limitem kvantifikace (ULOQ). Soucasti méfeni je
inulovy vzorek (biologickd matrice s vnitinim standardem) a slepy vzorek
(pouze biologickd matrice). Pro sestaveni kalibra¢ni zavislosti by se meél vyuzit
musi byt jasn€ zdivodnény. Obé smérnice vyzaduji zpétny prepocet kalibracnich bodu.
Vysledné hodnoty by se nemély vychylit o vice nez 15 %, vyjimkou je bod LLOQ,
kde je povolena odchylka 20 %. Tato kritéria musi splnit 75 % kalibra¢nich vzorkt
(minimalné vSak 6, EMA); smérnice FDA hovofi o minimdlné ctyfech ze Sesti

kalibrac¢nich vzorka [27, 28].

Stabilita (Stability)

Hodnoceni stability analytu ve vzorku (pro konkrétni biologickou matrici
a obalovy material) zajistuje, ze béhem skladovani, upravy a analyzy vzorku nedojde

k nezddoucimu ovlivnéni koncentrace. Méfeni se provadi na dvou koncentracnich
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hladinach. Podminky testl stability by mély co nejvice odpovidat skutecnému zachazeni

se vzorkem. Vysledné koncentrace se nesmi vychylit o vice nez 15 %. Testuje se:

Kratkodoba stabilita (short-term) — vétSinou se hodnoti pfi laboratorni teploté
nebo teploté zpracovani vzorku po dobu 4 — 24 hodin.

Dlouhodoba stabilita (long-term) — QC vzorky (Quality control) jsou
uchovavany za stejnych skladovacich podminek, a to minimalné po stejnou dobu
jako vzorky studované.

Stabilita pri zmrazeni a rozmrazeni (freeze-thaw) — je opakovano né¢kolik
cyklii zmrazeni a rozmrazeni vzorku (dle smérnice FDA minimalné tii cykly).
Stabilita zpracovanych vzorki (post-preparative) — stanovuje se stabilita
upravenych vzorkl, napt. v autosampleru.

Stabilita zasobnich roztoku (stock-solution) — hodnoti se za skladovacich

a pracovnich podminek [27, 28].

Matricové efekty (Matrix effect)

Pti vyuziti hmotnostniho spektrometru je nutné stanovit matricové efekty.

Pro kazdy analyt a vnitini standard je nutné urcit matricovy faktor (matrix faktor, MF),

ktery se vypocita jako pomér plochy piku vzorku obsahujiciho biologickou matrici,

do které je po extrakci pfidan analyt, k ploSe piku vzorku obsahujiciho pouze ¢isté

rozpousStédlo a analyt. Matricové efekty se normalizuji pomoci vnitiniho standardu,

tj. stanovuje se pomér mezi MFanayy @ MFs). Méfeni se provadi nejméné na dvou

koncentra¢nich hladinach s pouzitim biologické matrice ziskanéz 6 individudlnich

zdroju. Vysledné odchylky nesmi presahnout 15 % [28].

Smérnice EMA daile definuje parametry:

Kros-kontaminace (Carry-over) — jednd se o nezadouci kontaminaci
zpusobenou neuplnou eluci analytu ze systému v dasledku jeho vysoké
koncentrace. Hodnoti se analyzou blankového vzorku, kterd nasleduje ihned
po analyze vzorku s vysokou koncentraci.

Dilu¢ni integrita (Dilution integrity) — je poZadovano, aby fedéni

koncentrovanych vzorkl nemélo vliv na pfesnost a preciznost.
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Spodni mez stanovitelnosti (Lower limit of quantification, LLOQ) — je
nejnizsi koncentrace analytu ve vzorku, kterou lze spolehlivé stanovit

s pfijatelnou piesnosti a preciznosti (do 20 %) [28].
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3. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je:

a)

b)

vyvoj a optimalizace extrakéni metody pro vybrana antihypertenziva
(amilorid; amlodipin; betaxolol; bisoprolol; carvedilol; celiprolol;
indapamid; metoprolol; moxonidin; nebivolol; nitrendipin; rilmenidin
a urapidil),

nasledna validace celé bioanalytické metody pro potieby posouzeni
compliance pacienti na zéklad¢ stanoveni koncentrace antihypertenziv
vséru svyuzitim ultra-vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
ve spojeni s hmotnostnim  spektrometrem o  vysokém  rozliSeni

(UHPLC-HRMS).
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Chemikalie, pristroje a pomiicky
4.1.1. Chemikalie

4.1.1.1. Standardy

¢ Amlodipin besylat, USP Reference Standard

e Betaxolol hydrochlorid, USP Reference Standard

e Bisoprolol fumarat, USP Reference Standard

e Carvedilol > 98 % (HPLC), Sigma-Aldrich, USA

e Celiprolol hydrochlorid, European Pharmacopoeia Reference Standard,
Strasburk, Francie

e Hydrat hydrochloridu amiloridu > 98 % (TLC), Sigma-Aldrich, Italie

e Indapamid, Sigma-Aldrich, Cina

e Metoprolol tartrat > 98 % (titration), Sigma-Aldrich, Italie

e Moxonidin hydrochlorid > 98 %, Sigma-Aldrich, Cina

e Nebivolol hydrochlorid > 98 % (HPLC), Sigma-Aldrich, Cina

e Nitrendipin > 95 %, Sigma-Aldrich, USA

e Rilmenidin hemifumarat, Sigma-Aldrich, USA

e Urapidil hydrochlorid, Sigma-Aldrich, Némecko

4.1.1.2. Vnitini standardy

e Diazepam-ds roztok 1 mg/ml v methanolu, certifikovany referencni material,
Sigma-Aldrich, Némecko

e Metoprolol-d; hydrochlorid, CLEARSYNTH, Kanada

e Reserpin, certifikovany referencni material, TraceCERT®, Sigma-Aldrich,
Némecko

e Sufentanil-ds roztok 100 pg/ml v methanolu, certifikovany referencni material,

Sigma-Aldrich, Némecko
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4.1.1.3. Rozpoustédia

Acetonitril LC-MS Chromasolv, Sigma-Aldrich, Izrael

Dichlormethan, Sigma-Aldrich, Némecko

Ethylacetat LC-MS, Merck, Némecko

Hexan, Honeywell, Némecko

Methanol Chromasolv LC-MS > 99,9 %, Honeywell, Némecko

MTBE (terc-butyl-methylether) Chromasolv pro HPLC > 99,8 9%,
Sigma-Aldrich, Némecko

4.1.1.4. Ostatni

Aktivni uhli, Sigma-Aldrich, Némecko
Hydroxid sodny 0,5 mol/l, BioUltra, pro luminiscenci, > 98.0 % (T),

Sigma-Aldrich, Némecko

Ultracista voda (generator Millipore)

4.1.2. Pristroje a pomicky

Analytické vahy Radwag, Polsko

Automaticka pipeta Finnpipette F1, Thermo Scientific, Finsko (rozsah 2 — 20 pl,
20 —200 pl, 100 — 1000 pl, 10 — 100 pl, 5 — 50 pl)

Centrifuga Sigma, Némecko

Ultracentrifuga Hermle, Némecko

Laboratorni sklo (kadinky, vialky, inzerty)

Polypropylenové zkumavky 2 ml a 5 ml, Sarstedt, Némecko
Spi¢ky k automatické pipet& Finntip Flex 200 a Finntip Flex 1000
Ttepacka (Vortex) IKA Vibrax VXR Basic (typ VX2E), Némecko
Ttepacka s rotaénim pohybem

UHPLC-MS, ThermoFisher Scientific, Némecko

Ultrazvukova lazen Transsonic 420, Némecko

Vakuova odparka Christ, Némecko
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4.2. Pracovni postupy

4.2.1. Priprava roztoki

4.2.1.1. Priprava zasobnich roztokii standardi

Pro vyvoj a validaci metody byly pouzivany zdsobni roztoky standardii o tfech
koncentrac¢nich hladinach:
¢ 0,01 mg/ml (moxonidin; rilmenidin),
e 0,1 mg/ml (amilorid; amlodipin; betaxolol; bisoprolol; indapamid; nebivolol;
nitrendipin),
e 1 mg/ml (carvedilol; celiprolol; metoprolol; urapidil).

Nejprve byly piipraveny roztoky vSech standardi o jednotné koncentraci 1 mg/ml.
Standardy byly navazeny do plastovych zkumavek a rozpuStény v odpovidajicim
objemu methanolu s vyuzitim ultrazvuku. Cilové koncentrace zéasobnich roztokl
(0,01 a 0,1 mg/ml) byly ziskany dal§im fedénim methanolem. VSechny zasobni roztoky

byly skladovany v mrazicim boxu pfi teploté -20°C.

4.2.1.2. Priprava zdasobnich roztokii vnitinich standardit

Béhem vyvoje metody bylo testovdno nékolik vnitfnich standarda: izotopicky
znaCené diazepam-ds, metoprolol-d;, sufentanil-ds a neznafeny reserpin. Latky
metoprolol-d; a reserpin byly navaZeny do plastovych zkumavek a rozpustény
v piislusném objemu methanolu tak, aby odpovidaly koncentraci 1 mg/ml. Diazepam-ds
a sufentanil-ds byly zakoupeny jiz ve form¢ methanolickych roztokli o koncentracich
1 mg/ml (diazepam-ds) a 0,1 mg/ml (sufentanil-ds).

Zasobni roztoky vnitinich standardll vznikly dal$im fedénim vychozich roztoki
methanolem na pozadované koncentrace uvedené nize:

e 5000 ng/ml — roztok diazepamu-ds,
e 10 000 ng/ml — roztoky metoprololu-d;, reserpinu a sufentanilu-ds.

Pti vyvoji a validaci metody byl pouzivan smésny methanolicky roztok vnitinich
standardt (IS), ktery byl pfipraven smisenim zasobnich roztokl vnitfnich standardi.
Vysledné koncentrace jednotlivych IS ve smésném roztoku a cilové koncentrace IS

ve vzorcich jsou uvedeny v Tab. €. 1 a Tab. ¢. 2.
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Tab. ¢. 1: Koncentrace jednotlivych vnitinich standardii ve smésném roztoku

Latka Koncentrace [ng/ml]
diazepam-d; 1 000
metoprolol-d, 2 000
reserpin 100
sufentanil-ds 100

Tab. ¢. 2:Vysledné koncentrace jednotlivych vnitinich standardu ve vzorcich

Latka Koncentrace [ng/ml]
diazepam-d; 50
metoprolol-d; 100
reserpin 5
sufentanil-ds 5

Smésny roztok wvnitinich standard byl pfipraven v dostatecném mnozstvi
pro potieby vyvoje a validace metody. VSechny zdsobni roztoky vnitfnich standardi

byly skladovany v mrazicim boxu pii teploté -20 °C.

4.2.1.3. Priprava bodu kalibracni kiivky

Pro validacni Gcely bylo pfipraveno sedm smésnych (multianalytovych) roztoki
ptedstavujicich kalibra¢ni body (K; — K7). Smisenim vypocitanych objemil z4sobnich
roztokll standardd s methanolem byl ziskan kalibracni bod o nejvyssi koncentraci K.
Individuélni kalibracni body K¢ — K; byly pfipraveny postupnym nafedénim
z pfedchézejicich koncentrovanéjSich kalibratord. Vysledné koncentrace kalibratorti
véetné cilovych koncentraci ve vzorku jsou uvedeny v Tab. €. 3 a Tab. ¢. 4. VSechny
kalibratory byly pfipraveny v dostatecném mnozZstvi pro cely proces vyvoje a validace

metody a skladovany v mrazicim boxu pii teploté -20 °C.
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Tab. ¢. 3: Koncentrace kalibratori

Koncentrace [ng/ml]

Standard
K, K, K; K4 Ks Ks K,

Amilorid 39,0 78,0 156,3 312,5 625,0 1250,0 2500,0

Amlodipin | 19,5 39,0 78,0 156,3 312,5 625,0 1250,0

Betaxolol 39,0 78,0 156,3 312,5 625,0 1250,0 2500,0

Bisoprolol | 78,0 | 156,3 312,5 625,0 1250,0 2500,0 5000,0

Carvedilol | 156,3 | 312,5 | 625,0 1250,0 | 2500,0 5000,0 10000,0

Celiprolol | 312,5 | 625,0 | 1250,0 | 2500,0 | 5000,0 | 10000,0 20000,0

Indapamid | 39,0 78,0 156,3 312,5 625,0 1250,0 2500,0

Metoprolol | 312,5 | 625,0 | 1250,0 | 2500,0 | 5000,0 10000,0 20000,0

Moxonidin | 5,0 9,8 19,5 39,0 78,0 156,3 312,5

Nebivolol 19,5 39,0 78,0 156,3 312,5 625,0 1250,0

Nitrendipin | 39,0 78,0 156,3 312,5 625,0 1250,0 2500,0

Rilmenidin | 9,8 19,5 39,0 78,0 156,3 312,5 625,0

Urapidil 156,3 | 312,5 625,0 1250,0 | 2500,0 5000,0 10000,0

Tab. ¢. 4: Vysledné koncentrace analytit ve vzorku

Standard Koncentrace [ng/ml]
K, K, K5 K4 Ks Ko K7

Amilorid 1,6 3,1 6,3 12,5 25,0 50,0 100,0
Amlodipin 0,8 1,6 3,1 6,3 12,5 25,0 50,0
Betaxolol 1,6 3,1 6,3 12,5 25,0 50,0 100,0
Bisoprolol 3,1 6,3 12,5 25,0 50,0 100,0 200,0
Carvedilol 6,3 12,5 25,0 50,0 100,0 200,0 400,0
Celiprolol 12,5 25,0 50,0 100,0 200,0 400,0 800,0
Indapamid 1,6 3,1 6,3 12,5 25,0 50,0 100,0
Metoprolol 12,5 25,0 50,0 100,0 200,0 400,0 800,0
Moxonidin 0,2 0,4 0,8 1,6 3,1 6,3 12,5
Nebivolol 0,8 1,6 3,1 6,3 12,5 25,0 50,0
Nitrendipin 1,6 3,1 6,3 12,5 25,0 50,0 100,0
Rilmenidin 0,4 0,8 1,6 3,1 6,3 12,5 25,0

Urapidil 6,3 12,5 25,0 50,0 100,0 200,0 400,0
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4.2.1.4. Priprava QC roztokit

Pro tucely validace metody byly piipraveny methanolové QC (Quality control)
roztoky o tiech koncentracnich hladinach (QCA, QCB a QCC) zvolenych dle kritérii
smérnice EMA. Kontrolni roztok LLOQ (spodni mez stanovitelnosti) odpovidal
nejnizsSimu kalibra¢nimu bodu K.

Roztok QCC byl ptipraven z kalibra¢niho bodu K5 fedénim methanolem, pficemz
obsah analyzovanych standardi c¢inil 75 % plvodni koncentrace. Roztok QCB
reprezentoval stiedni kontrolni rozmezi a obsahoval 75 % kalibra¢niho bodu Ks.
Nejméné koncentrovany roztok QCA ptedstavoval trojndsobnou hodnotu LLOQ.
Roztoky QCA a QCB byly ziskany fedénim roztoku QCC methanolem. Koncentrace
standardt v jednotlivych QC roztocich a cilové koncentrace ve vzorcich jsou uvedeny
vTab. ¢. 5 a Tab. ¢. 6. VSechny QC roztoky vcetné LLOQ byly pfipraveny
v dostatecném mnozstvi pro cely proces validace a skladovany v mrazicim boxu

pii teploté -20 °C.

Tab. ¢. 5: Koncentrace standardii v QC roztocich

Koncentrace [ng/ml]
Standard
LLOQ QCA QCB QCC
Amilorid 39,0 117,0 468,8 1875,0
Amlodipin 19,5 58,5 234 .4 937,5
Betaxolol 39,0 117,0 468,8 1875,0
Bisoprolol 78,0 234.0 937,5 3750,0
Carvediol 156,3 468,8 1875,0 7500,0
Celiprolol 312,5 937,5 3750,0 15000,0
Indapamid 39,0 117,0 468,8 1875,0
Metoprolol 312,5 937,5 3750,0 15000,0
Moxonidin 5,0 15,0 58,5 234,4
Nebivolol 19,5 58,5 234,4 937,5
Nitrendipin 39,0 117,0 468,8 1875,0
Rilmenidin 9,8 29,3 117,0 468,8
Urapidil 156,3 468,8 1875,0 7500,0
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Tab. ¢. 6: Vysledné koncentrace analytii ve vzorcich na koncentracnich hladinach

LLOQ, OCA, OCB a QCC

Koncentrace [ng/ml]
Standard
LLOQ QCA QCB QCC
Amilorid 1,6 4,7 18,8 75,0
Amlodipin 0,8 2,3 9,4 37,5
Betaxolol 1,6 4,7 18,8 75,0
Bisoprolol 3,1 9.4 37,5 150,0
Carvediol 6,3 18,8 75,0 300,0
Celiprolol 12,5 37,5 150,0 600,0
Indapamid 1,6 4,7 18,8 75,0
Metoprolol 12,5 37,5 150,0 600,0
Moxonidin 0,2 0,6 2.3 9.4
Nebivolol 0,8 23 9,4 37,5
Nitrendipin 1,6 4,7 18,8 75,0
Rilmenidin 0.4 1,2 4,7 18,8
Urapidil 6,3 18,8 75,0 300,0
4.2.2. Priprava preciSténého blankového séra

Pro veskeré potteby vyvoje a validace metody bylo pouzivano ptecisténé smésné
sérum. Zasobni smésné sérum bylo ziskano z transfuzniho oddéleni smisenim séra
n¢kolika desitek darct krve. Nasledné bylo sérum piecisténo postupem vychazejicim
z publikace M. Peitzsch a kol. [30]. K4 ml séra ve zkumavce bylo pfidano 80 mg
aktivniho uhli. Tato smés byla michdna 24 hodin na tfepacce s rotatnim pohybem
a poté centrifugovana 10 minut pii 3 000 x g. Vznikly supernatant byl pfenesen do nové
zkumavky a opét centrifugovan po dobu 5 minut pii 15 000 x g. Poslednim krokem
upravy séra byla ultracentrifugace supernatantu pii 80 000 x g po dobu 20 min.

Ptecisténé sérum bylo rozalikvotovano a uchovavano v mrazicim boxu pii -20 °C.
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4.2.3. Vyvoj metody

4.2.3.1. Vybér vhodné extrakéni metody a extrakéniho

rozpoustédla

Jako zplsoby upravy vzorku byly zkouSeny metody extrakce z kapaliny
do kapaliny (LLE) a proteinova precipitace. U kazdé z téchto metod byla testovana

rizna organicka rozpoustédla s ohledem na potiebnou vytéznost a opakovatelnost.

Extrakce z kapaliny do kapaliny

Mezi testované extrakéni kapaliny byla zahrnuta nasledujici rozpoustédla:
ethylacetat, hexan, MTBE, dichlormethan a smési ethylacetat:dichlomethan (9:1),
ethylacetat: MTBE (8:2), ethylacetat:MTBE:dichlormethan (8:1:1). K 96 pl blankového
séra byly pfidany 4 pl roztoku kalibra¢niho bodu K4 (stfedni hodnota kalibra¢niho
rozmezi) a 500 pl extrakéniho rozpoustédla. U vybranych rozpoustédel byla extrakce
z kapaliny do kapaliny testovdna jak v neutrdlnim prostfedi (bez upravy pH),
tak v alkalickém (ptidavek 20 pl 0,5 mol/l NaOH).

Vzorky byly 10 minut tfepany na vortexu (rychlost 1 200 ot/min)
a poté centrifugovany (5 minut; 15 000 x g; 20 °C). Z kazdého vzorku bylo odebrano
300 pl supernatantu, pteneseno do nové zkumavky a nésledn¢ odpafeno ve vakuové
odparce pfiteplot¢ 40 °C. Odparek byl rekonstituovan ve 100 pl smési
methanol:voda (50:50), pfenesen do vialky s inzertem a analyzovan.

Pro vypocet vytéznosti extrakce byl pfipraven referen¢ni vzorek, ktery obsahoval
96 ul smési methanol:voda (50:50) a 4 pl roztoku kalibracniho bodu K, Obsah
zkumavky byl pfenesen do vialky s inzertem a vloZen do autosampleru pro naslednou

analyzu.

Proteinova precipitace

Druhou testovanou metodou upravy vzorkii byla proteinova precipitace. K 96 ul
blankového séra byly ptidany 4 pl roztoku kalibra¢niho bodu K4 a 400 pl organického
rozpoustédla. Jako precipitacni €inidla byly pouzity methanol a acetonitril. Vzorky byly
2 minuty tfepany na vortexu (I 200 ot/min) a nasledné¢ centrifugovany (5 minut;

15 000 x g; 20 °C). Supernatant byl analyzovan.
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Pro vypocet vytéznosti extrakce byl souCasné pfipraven referencni vzorek, ktery
vznikl smisenim 4 pl roztoku kalibraéniho bodu K4 s 96 ul 80% acetonitrilu a byl

prenesen do vialky s inzertem.

4.2.3.2. Opakovatelnost extrakce a vybér IS

Pro testovani opakovatelnosti extrakce a vybéru IS byly pouzity kalibra¢ni body
K; a K,. Za timto ucelem byly pfipraveny vzorky, které obsahovaly 91 ul blankového
séra, 5 ul IS, 4 ul roztoku kalibra¢niho bodu (K; nebo K5) a 500 ul ethylacetatu. Vzorky
byly dale upraveny metodou extrakce z kapaliny do kapaliny (viz kap. 4.2.3.1).

Soucasné byly ptipraveny referencéni vzorky pro kalibra¢ni body K; a K,, které
byly slozeny z 96 pul smési methanol:voda (50:50) a 4 pl roztoku kalibra¢niho bodu K;

nebo K,. Po promichani byl obsah zkumavek pfenesen do vialek s inzerty.

4.2.4. Validace

Validace metody vychédzela ze smérmice EMA a byla provedena béhem tiech
meéfticich sekvenci ve tfech riznych dnech. V ramci valida¢nich méfeni byly hodnoceny
tyto parametry: kalibracni zéavislost, pfesnost, preciznost, opakovatelnost, mezilehla
pfesnost, vytéznost, matricové efekty, selektivita, stabilita v autosampleru a stabilita

pfi zmrazeni a rozmrazeni. Validacni plan pfipravy vzorkl je uveden v Tab. €. 7.
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Tab. ¢. 7: Validacni plan pripravy vzorkii

Pocet ptipravovanych vzorkl
Vzorek 1 2 3

SEKVENCE | SEKVENCE | SEKVENCE

Slepy vzorek
Ko
Ky
K,
K3
K4
Ks
Ks
K7
LLOQ (=Ky)
QCA
QCB
QCC
Vytéznost

[N e XN e o N I\ RN \S I O 20 I NS 2N I \O I I (O R I \O 2 I \O 2 I \S)
[N e e XN o N I \O R (S I I (O 20 I O 2 I \O I I \O I I \O 2 I \O 2 I NS

AR N[NNI NN

Matricové efekty
Stabilita
pfi zmrazeni a 3
rozmrazeni
Stabilita
v autosampleru

4.2.4.1. Priprava kalibracnich vzorki

V kazdé zvalidacnich sekvenci byly meéfeny dvé série kalibra¢nich bodt
(K - K7). Jednotlivé vzorky byly ptipraveny néasledujicim zptisobem: 96 ul blankového
séra ve zkumavkach bylo smiseno s5 pl IS. Poté byly do kazdé zkumavky
napipetovany vzdy 4 pl ptisluSného roztoku kalibracniho bodu. Soucasné byl pfipraven
nulty kalibrator Ky a slepy vzorek. K, obsahoval 100 pl blankového séra a 5 pl IS.
Slepy vzorek byl zastoupen pouze 100 pl blankového séra bez pridavku standardd a IS
pro hodnoceni tzv. carry-overu. Po pfidani 500 pl ethylacetatu do kazdé zkumavky byly
vzorky upraveny metodou extrakce z kapaliny do kapaliny (viz kap. 4.2.3.1).
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4.2.4.2. Priprava QC vzorkii

QC vzorky (LLOQ, QCA, QCB a QCC) byly piipravovany v kazdé validacni sérii
(n=6). K 96 ul blankového séra bylo pipetovano 5 pl IS a 4 pl roztoku zastupujiciho
danou koncentra¢ni troven (K;; QCA; QCB; QCC). Po ptidani 500 pl ethylacetatu byly

vzorky zpracovany metodou extrakce z kapaliny do kapaliny (viz kap. 4.2.3.1).

4.2.4.3. Vytéinost extrakce

Me¢fteni vytéznosti extrakce bylo provedeno na tfech koncentracnich trovnich
(QCA, QCB a QCC) vzdy z poctu 4 vzorkt v sérii (Tab. ¢. 5 a Tab. €. 6).

Do zkumavky se 100 ul blankového séra bylo ptidano 500 pl ethylacetatu.
Po provedeni extrakce z kapaliny do kapaliny byly odparky rekonstituovany v 91 pl
smési methanol:voda (50:50) s pfidavkem 5 pl IS a 4 pl jednoho z QC zésobnich
roztokd. Po promichani byl obsah zkumavek piepipetovan do vialek s inzerty

a analyzovan.

4.2.4.4. Matricové efekty

Matricové efekty byly testovany na tfech koncentrac¢nich urovnich (QCA, QCB
a QCC). K 91 pul smési methanol:voda (50:50) bylo pfidano 5 ul IS a 4 pl jednoho z QC
zasobnich roztokl. Po promichani byl obsah zkumavek pfenesen do vialek s inzerty.

Pro kazdou koncentracni uroven byly pfipraveny 4 vzorky.

4.2.4.5. Stabilita pii zmrazeni a rozmrazeni

Dle smérnice EMA je vramci validacnich parametrii vyZadovano hodnoceni
stability pfi zmrazeni a rozmrazeni vzorku na dvou koncentra¢nich hladinach. Pro tento
ucel slouzily roztoky QCB a QCC. Vzorky pro analyzu stability vznikly
smisenim 672 pl blankového séra a 28 pl roztoku QCB nebo QCC. Po promichani bylo
vzdy 330 pl pfeneseno do nové zkumavky. Tak byly vytvofeny dva zasobni sérové
pooly pro kazdou koncentra¢ni urovenl oznacené 1QCB, 2QCB, 1QCC, 2QCC.
Zkumavky 2QCB a 2QCC byly ponechany v lednici. Zkumavky 1QCB a 1QCC byly
zmrazeny na -20 °C po dobu 45 minut a poté rozmrazeny umisténim do teplé vody

(cca 40 °C) na dobu 5 minut. Tento krok byl opakovéan celkem tfikrat. Nasledn¢ bylo
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do vSech zkumavek (1QCB, 2QCB, 1QCC, 2QCC) pipetovano 16,5 ul IS.
Po promichani bylo vzdy z jedné zkumavky ptfeneseno 3 x 100 pl do novych zkumavek.
Tak vznikl triplikét z kazdé zkumavky. Po pfidani 500 ul ethylacetatu byly vzorky dale

zpracovany metodou extrakce z kapaliny do kapaliny (viz kap. 4.2.3.1).

4.2.4.6. Stabilita v autosampleru

Stabilita v autosampleru byla posuzovana na koncentra¢nich urovnich QCB
a QCC. Vzorky, které obsahovaly 96 pl blankového séra, 5 ul IS a 4 ul roztoku QCB
nebo QCC, byly po ptidani 500 pl ethylacetatu zpracovany metodou extrakce z kapaliny
do kapaliny (viz kap. 4.2.3.1) a analyzovany. Néasledn¢ byly ponechany 24 hodin

v autosampleru, opé€t nastiiknuty na kolonu a vyhodnoceny.

4.2.4.7. Selektivita

Smérnice EMA vyzaduje pro hodnoceni selektivity analyzu blankovych vzorkt
biologické matrice minimalné ze Sesti zdrojii. V nasem ptipad¢ se jednalo o sérum,
které bylo ziskdno od ndhodné vybranych Sesti jedincii ve véku do 30 let, kdy byla
nizkd pravdépodobnost uzivani antihypertenziv. Ke 100 pl séra bylo pfidano 500 pl
ethylacetdtu a po provedeni extrakce z kapaliny do kapaliny (viz kap. 4.2.3.1) byly

vzorky analyzovany.

4.2.5. Priprava klinickych vzorki

Do zkumavky se 100 pl pacientského séra bylo pifiddno 5 ul IS a 500 pl
ethylacetdtu. Vzorky byly zpracovany metodou extrakce z kapaliny do kapaliny
(viz kap. 4.2.3.1) a analyzovany.
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5. VYSLEDKY

5.1. Priprava precisténého blankového séra

Pro vyvoj metody jsme pouzili sérovy pool z transfuzniho oddéleni, ktery jsme
ziskali smisenim séra ne¢kolika ndhodné vybranych darcti krve. Pti pocate¢nim testovani
se ukazalo, ze n¢ktery z darci musel uzivat B-blokator betaxolol. I kdyz se betaxolol
vyskytoval v pomérné malém mnozstvi (& 10 % hodnoty LLOQ), dochazelo
k faleSnému navysSovani métené koncentrace. Pro spravny vyvoj metody a naslednou
validaci bylo Zadouci sérum priecistit vySe uvedenym postupem. Chromatograficky
zaznam blankového séra z transfuzniho oddéleni bez piecisténi a po precisténi ukazuje

Obr. ¢. 6.
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1004 SN: 1130 308.22110-308.22294
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Obr. ¢. 6: 1 — blankové sérum z TO bez precisteni; 2 — blankové precistené sérum;

3 — Betaxolol (K;=LLOQ)
Zakladni biochemické parametry smésného a precist€éného blankového séra jsou

uvedeny v Tab. ¢. 8. Ztéchto parametrli vyplyvd, Ze proces preciSténi neovlivnil

»Kkvalitu® matrice, tj. mnoZstvi proteind a lipidi zlstalo téméf zachovano. Pouze doslo
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k odstranéni nizkomolekularnich hydrofobnich latek, které se naadsorbovaly na aktivni

uhli (parametr celkovy T3 a T4).

Tab. ¢. 8: Zakladni biochemické parametry smesného a precistéeného blankového séra

Parametr Smésné sérum z TO Precisténé sérum
Celkova bilkovina (g/1) 77,3 76,1
Cholesterol (mmol/l) 5,41 4,25
Triacylglyceroly (mmol/l) 1,69 1,35
Trijodthyronin (T3) — celkovy 1.93 <0,30 (LOD)
(nmol/1)
Thyroxin (T4) — celkovy (nmol/l) 115,1 6,77

5.2. Vybér vhodné extrakéni metody

a extrakéniho rozpoustédla

5.2.1. Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakci z kapaliny do kapaliny jsme provadéli s extrakénimi rozpoustédly
dichlormethan (DCM), ethylacetat (EtAC), hexan, MTBE a jejich kombinacemi:
ethylacetat:dichlormethan (9:1), ethylacetat: MTBE (8:2),
ethylacetait: MTBE:dichlormethan  (8:1:1).  Procentualni  vytéZnost  standardi
u jednotlivych rozpoustédel jsme ziskali na zakladé vypoctu poméru plochy analytu
ve vzorku k ploSe analytu v Cistém rozpoustédle. To znamena, Ze do vysledné
vytéZnosti se promital i vliv matricovych efektli, nicméné pro ucely vyvoje extrakéni
metody je tento fakt nepodstatny. Vysledky procentudlni vytéZnosti standardii jsou
uvedeny v Tab. €. 9 a Tab. ¢. 10 v¢etné variacnich koeficientt.

Nejprve jsme testovali extrakci v neutralnim prostiedi (bez Upravy pH) za pouziti
dichlormethanu, ethylacetdtu, hexanu a MTBE jako extrakénich rozpoustédel
(Tab. ¢.9). V pfipad¢ dichlormethanu byla vytéZnost pro vétSinu standardl véEtsi
nez 50 %, krom¢ amlodipinu (37,4 %), indapamidu (10,0 %) a amiloridu, ktery
se prakticky neextrahoval. Hexan se ukazal byt nejméné vhodnou extrakcni kapalinou,
protoze pozadovanou vytéznost jsme ziskali pouze u betaxololu (110,3 %), bisoprololu

(85,0 %) a metoprololu (78,8 %). U amlodipinu, nitrendipinu a rilmenidinu se vytéznost
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Ostatni
v zanedbatelném mnozstvi Velké

se objevovaly pfipouziti MTBE (6,1 —142,5 %). Hodnotu 120 % ptesahovaly

pohybovala okolo akceptovatelnych 50 %. standardy se extrahovaly

nebo vibec. rozdily v Gc¢innosti  extrakce
amlodipin, betaxolol, bisoprolol, celiprolol, metoprolol a nitrendipin, coz mohlo byt

zptisobeno vyraznymi pozitivnimi matricovymi efekty. Naopak u amiloridu,
indapamidu a moxonidinu jsme nedosdhli vytéznosti vétsi nez 50 %. MTBE bylo
vhodnou extrakéni kapalinou pouze pro carvedilol (87,4 %), nebivolol (96,5 %),
rilmenidin (99,9 %) a urapidil (66,7 %). Nejlepsi vytéznosti s dobrou opakovatelnosti
uvsech standard jsme ziskali pfiextrakci do ethylacetatu (68,3 — 119,0 %).
Pouze u amiloridu nebyla vytéznost zcela optimalni (68,3 %), ale oproti dichlormethanu
(0,6 %), hexanu (0 %) a MTBE (6,1 %) jsme extrakci ethylacetatem dosédhli nejvyssi

hodnoty.

Tab. ¢. 9: Vyteznost standardit extrahovanych z blankového séra v neutrdlnim

prostredi véetné variacniho koeficientu

Vytéznost [%]
Standard
DCM EtAC Hexan MTBE

Amilorid 0,6 £ 14,1 68,3 +3,7 0 6,1 £11,3
Amlodipin 37,4+75 100,9 + 2,9 55,3+9,5 126,6 = 10,7
Betaxolol 99,0 +7,5 116,1 £3,2 110,3 +5,7 140,7 £ 6,7
Bisoprolol 113,1+6,2 | 110,4+3,6 85,0+ 5,6 142,5+8,7
Carvedilol 56,380 94,0£3,2 4,6 £6,8 87,4+59
Celiprolol 100,9 £ 2,6 116,1 £3,7 0,4+5,0 130,5 + 3,7
Indapamid 10,0+9,9 1054+ 3,3 0 20,5+ 1,5
Metoprolol 121,0+5,6 | 119,0+2,8 78,8 +53 139,0+5,2
Moxonidin 77,1 +£6,7 93,2+3,3 0 449 +5,0
Nebivolol 54,5+83 93,8+ 3,8 6,5+4,1 96,5+8.0
Nitrendipin 56,3+ 89 72,0 £4,6 55,0+ 6,6 129,4 + 8,3
Rilmenidin 81,1 £8,5 992+23 50,2 +9.6 99.9 +£7.8

Urapidil 101,1+6,2 | 104,9+3,8 0,6+2,8 66,7+ 17,5

Analyzované standardy nejsou kyselé povahy, proto jsme zjiStovali, zda
se ucinnost extrakce nezvysi upravou pH prostiedi hydroxidem sodnym, ktery mél
koncentraci 0,5 mol/l (Tab. ¢. 10). V ptipadé extrakce do dichlormethanu méla zminéna
uprava pH vyrazné pozitivni vliv na vytéznost vSech standardi (Graf ¢. 1),
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krom¢& amiloridu, ktery i pfesto byl minimalné¢ extrahovan (1,1 %). Naopak u hexanu
jsme ani pridavkem hydroxidu sodného nedokézali extrahovat standardy amilorid,
carvedilol, celiprolol, indapamid, moxonidin a urapidil, které vykazovaly v neutralnim
prostiedi nulovou vytéznost. U amlodipinu, betaxololu, bisoprololu, metoprololu,
nebivololu, nitrendipinu a rilmenidinu se vytéznost dokonce vyrazné snizila (Graf ¢. 2).
Negativné se projevila uprava pH také u MTBE, kde doslo ke snizeni vytéznosti vSech
standardli (Graf ¢. 3). Rozdilné ovlivnil pifidavek hydroxidu sodného extrakci
ethylacetatem (Graf €. 4). Ke snizeni hodnot doslo u amiloridu, betaxololu, bisoprololu,
celiprololu, indapamidu, metoprololu, nitrendipinu a urapidilu. Vys$si vytéznosti jsme
ziskali u amlodipinu, carvedilolu, nebivololu a rilmenidinu. Pouze u moxonidinu nebyla
vytéznost ovlivnéna viibec.

Po tpravé pH prostiedi hydroxidem sodnym (0,5 mol/l) jsme déle testovali
vytéznost extrakce za pouziti smési rozpoustédel ethylacetat:dichlormethan (9:1),
ethylacetatt MTBE (8:2), ethylacetat:MTBE:dichlormethan (8:1:1) (Tab. ¢. 10).
Vytéznost byla niz§i nez napf. u ethylacetatu v neutrdlnim prostiedi, proto jsme tyto
smési neuvazovali jako vhodné extrakéni kapaliny.

Jak vyplyva z uvedenych vysledkd, nejlepsi vytéznost s dobrou opakovatelnosti
pro vSechny standardy jsme ziskali u extrakce do ethylacetatu v neutralnim prostiedi
(bez upravy pH). Ztohoto divodu jsme pro Upravu vzorku extrakci z kapaliny
do kapaliny a naslednou validaci metody zvolili ethylacetat jako nejvhodné;si extrakéni

kapalinu.
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Tab. ¢. 10: Vytéznost standardu extrahovanych z blankového séra pri uprave pH hydroxidem sodnym vcetné variacnich koeficientu

Standard Vytéznost [%)]
DCM EtAC Hexan MTBE EtAC:DCM (9:1) EtAC:MTBE (8:2) EtAC:MTBE:DCM (8:1:1)

Amilorid 1,1+£9,2 54,1+£2,3 0 3.3+4,0 35,6 +22 37,3+2,6 34,1 +3,0
Amlodipin | 682132 | 112,7+3,6 | 22,7£2,9 | 59,4+6,1 493 +3,7 56,6 +5,2 56,4+7,7
Betaxolol 126,1+2,7 | 109,525 | 745+29 | 80,3+4,3 75,5+0,4 78,9 + 3,7 82,3+1,9
Bisoprolol 128,5+2,3 | 100,3+3,0 | 36,7+2,5 | 79,1 +£3,2 70,9 +2,0 76,7+ 3,8 80,5 + 3,7
Carvedilol 81,2+3,3 | 1059+2,7 | 0,6+9,9 65,3+6,3 60,7 +7,8 489=+17,1 554+773
Celiprolol 121,0+3,3 | 99,0+3,0 | 0,1+3,0 | 59,6+4,0 63,1 +2,9 66,8 + 3.2 70,9 £ 2,8
Indapamid | 112,2+£3,6 | 101,2+ 1,8 0 18,7+ 12,2 72,5+4,5 75,7+2,0 79,5+3,4
Metoprolol | 136,3+1,8 | 109,3+2,9 | 33,7+23 | 74,0£3,3 71,8 £0,7 77,1+£53 81,3+3,5
Moxonidin 97.8+2,9 93,1+2,8 0 252+22 56,2 +0,3 57,7+2,6 61,2+2,8
Nebivolol 82,9+37 | 109015 | 49+£29 61,6 £ 6,1 63,6 +4.,8 47,087 59,1 £8,6
Nitrendipin | 79,7+283 | 68,114 | 50,8+0,7 | 61,4+£9,2 56,7+173 29,9 +8,3 38,4+11,4
Rilmenidin | 109,3+22 | 102,0+44 | 27,2+£3,6 | 72,2+6,4 66,6 + 3.5 71,5+22 73,4+1,7

Urapidil 1059+14 | 952+19 0 422+40 58,4+6,0 72,1+ 1,6 76,1 £2,5
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Graf ¢. 1: Vyteznost standardii po extrakci do dichlormethanu
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Graf ¢. 2: Vyteznost standardit po extrakci do hexanu
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Graf ¢. 3: Vytéznost standardui po extrakci do MTBE
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Graf ¢. 4: Vyteznost po extrakci do ethylacetatu
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5.2.2. Proteinova precipitace

Druhym testovanym extrakénim postupem byla proteinovd precipitace.
Jako precipitacni Cinidla jsme zkouseli acetonitril a methanol, ktera jsme pridavali
ke vzorku v poméru 1:4. Koncentrace standardii ve vzorku odpovidala kalibracnimu
bodu K4 (stfedni hodnota kalibra¢niho rozmezi). Tak jako v pfipad¢ LLE jsme
vytéznost extrakce pocitali z poméru plochy analytu ve vzorku k ploSe analytu v Cistém
rozpoustédle. Procentudlni vytéznosti standardd jsou uvedeny v Tab. €. 11.

V ptipad¢ acetonitrilu i methanolu se vytéznost vSech standardti pohybovala
okolo 100 %. Nicméné ve srovnani s LLE se absolutni plochy pod pikem zna¢n¢ snizily
v disledku pétinasobného nafedéni vzorku organickou fazi. Nastal problém s citlivosti
metody, zvlasté u standardd jako amlodipin, moxonidin, nitrendipin nebo rilmenidin,
kde jsme potiebovali dosdhnout nizkého limitu kvantifikace. Z tohoto divodu jsme

proteinovou precipitaci nezvolili jako metodu Upravy vzorku.

Tab. ¢. 11: Proteinova precipitace - vyteznost standardii

Standard \{yt.éénost Dol
Acetonitril Methanol

Amilorid 96,6 121,3
Amlodipin 101,4 110,6
Betaxolol 93,7 103,9
Bisoprolol 98,6 114,4
Carvedilol 100,6 106,1
Celiprolol 103,0 120,9
Indapamid 98,1 100,4
Metoprolol 101,7 108,2
Moxonidin 101,9 104,2
Nebivolol 100,3 106,5
Nitrendipin 95,0 99,6
Rilmenidin 98,5 108,7
Urapidil 125,8 136,9
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5.3. Opakovatelnost extrakce a vybér IS

Opakovatelnost extrakce jsme hodnotili na koncentracni urovni odpovidajici
kalibracnimu bodu K; (LLOQ) a K,, abychom ovéfili, zda je extrakéni metoda
reprodukovatelnd i pro nizké koncentrace analytl. Soucasné jsme hodnotili vliv
vnitinich  standardi  diazepamu-ds, metoprololu-d;, sufentanilu-ds a reserpinu.
V Tab. ¢. 12 a 13 je ve formé variacniho koeficientu vyjadiena opakovatelnost extrakce
(n=5), kdy prvni sloupec odpovida opakovatelnosti extrakce bez vlivu IS, v dalSich
sloupcich je vyjadien vliv vnitiniho standardu. Z vysledki vyplyva, ze nejméné
pfijatelnym IS by byl reserpin, ktery u nckterych standardii opakovatelnost dokonce
zhorsil. Pfi pfepoctu na sufentanil-ds se hodnoty variacniho koeficientu u vétSiny
analytl zlepSily, nicmén¢ nejlepSich vysledkii jsme dosahli s pfepoctem na diazepam-ds
nebo metoprolol-d;.

Vramci prvni série validacniho meéfeni jsme vyhodnocovali vliv vnitinich
standardi metoprololu-d; a diazepamu-ds na linearitu kalibra¢ni zavislosti
a opakovatelnost méfeni. V ptipadé metoprololu-d; jsme ziskali nejptiznivéjsi vysledky
pro vSechny analyty, proto jsme jej vybrali jako jediny vnitini standard pro cely

validac¢ni proces.

Tab. ¢. 12: Opakovatelnost extrakce pro K,

Variacni koeficient [%]
Standard - - - -
Bez vlivu IS | Diazepam-ds | Metoprolol-d; | Reserpin | Sufentanil-ds

Amilorid 10,2 6,6 7,5 7,6 6,9
Amlodipin 11,8 7,3 8,3 13,5 12,2
Betaxolol 7.5 1,9 2,1 7.5 6,1
Bisoprolol 8,2 3,6 3,0 8,8 7,4
Carvedilol 5,2 4.4 5,3 4.5 3,8
Celiprolol 12,6 2,0 3,7 8,4 7,2
Indapamid 12,0 5,9 5,4 10,1 8,9
Metoprolol 9,2 3,4 1,3 7,8 6,4
Moxonidin 9,0 3,5 3,2 9,5 8,0
Nebivolol 6,1 3.3 4,7 4,3 3,0
Nitrendipin 28,1 18,0 15,1 16,9 17,3
Rilmenidin 8,4 3,0 4,7 9,2 7,8

Urapidil 7,1 4,9 8,0 10,3 9,0
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Tab. ¢. 13: Opakovatelnost extrakce pro K;

Varia¢ni koeficient [%]
Standard - ) - .
Bez vlivu IS | Diazepam-ds | Metoprolol-d; | Reserpin | Sufentanil-d;

Amilorid 1,3 2,5 2,0 6,5 3,5
Amlodipin 4,6 4,8 3,9 6,8 53
Betaxolol 2,4 0,5 0,8 7,7 4,6
Bisoprolol 2.8 0,8 1,0 8,0 4.8
Carvedilol 3.8 5,4 4.4 4.0 3,0
Celiprolol 3,2 2,2 1,4 7,1 4.4
Indapamid 3,9 2.4 1,8 7.8 5,2
Metoprolol 3,1 1,0 1,6 8,3 5,1
Moxonidin 1,1 1,9 1,3 6.5 33
Nebivolol 5,2 6,1 5,3 49 4.4
Nitrendipin 6,9 8,3 7,7 4,3 4,7
Rilmenidin 4.0 1,7 2,4 9,1 5,9

Urapidil 6,1 34 4,3 11,1 8,0

5.4. UHPLC-HRMS analyza

Stanoveni hladin vybranych antihypertenziv jsme provadéli na hmotnostnim
spektrometru s vysokym rozliSenim Q-Exactive Focus ve spojeni se systémem pump
Dionex Ultimate 3000 RS (Thermo Scientific). Hmotnostni spektrometr, vybaveny
Ioniza¢nim zdrojem HESI-II (Heated-electrospray ionization), operoval v pozitivnim
modu ionizace s nastavenim téchto parametri: spray voltage + 3.5 kV; S-lens RF level
+ 70 V; capillary temperature 350 °C; aux gas heater temperature 350 °C; sheet gas
flow 45 arbitrary units; auxiliary gas flow 15 arbitrary units.

Me¢teni probihalo v moédu FullMS (skenovani celého spektra) v rozmezi
m/z 140 — 650 s rozlienim 70 000. Analyty byly méfeny jako vodikové adukty [M+H]"
s presnosti méfeni <2 ppm. Pro ucely vnitini kalibrace hmot byl vybran polysiloxan

(m/z 144.17468) jako tzv. lock mass. Seznam analytl je uveden v Tab. ¢. 14.
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Tab. ¢. 14: Seznam analytii

Analyt Sumarni vzorec [M+H]™ Rt (min)
Amilorid CsH3CIN,O 230.0552 1.74
Amlodipin CyH,sCIN,Os  409.1525 2.97
Betaxolol C13H0NO; 308.222 2.69
Bisoprolol C3H3NOy 326.2326 2.54
Carvedilol C,4Hy6N>O4 407.1965 2.88
Celiprolol C,oH;33N504 380.2544 2.45
Indapamid Ci6H6sCIN;O3S  366.0674 2.95
Metoprolol C;5HysNO; 268.1907 2.27

Moxonidin CoH;,CINsO 242.0803 1.63
Nebivolol CpHysFoNO,  406.1824 2.99
Nitrendipin CisH0N2O4 361.1394 3.54
Rilmenidin CioH16N,O 181.1335 2.07
Urapidil C10H29N505 388.2343 2.21
Metoprolol-d; CsHisD/;NOs;  275.2347 2.27

Pro separaci analytii jsme pouzili kolonu Luna Omega Polar C18 50 x 2.1 ID,
1,6 um (Phenomenex, Torrance, CA, USA) chranénou odpovidajici predkolonkou (C18,
Phenomenex). Separaci jsme provadéli v gradientovém moddu s rychlosti
pritoku mobilni fdze 0,6 ml/min a pii 45 °C. Slozeni mobilni faze bylo nasledujici:
roztok A —0,1% HCOOH; roztok B — ACN:MeOH (50:50) s obsahem 0,1% HCOOH.
Program gradientu: 99 % A 0 — 0,5 min; 0 % A 0,5 — 3,5 min; proplach kolony
pfi 100% organice a naslednd ekvilibrace do vychozich podminek. Celkovd doba

analyzy byla 6 minut.

5.5. Validace

Po zjisténi optimalnich podminek vyvijené metody ke stanoveni vybranych
antihypertenziv jsme pfistoupili k validaci. V rdmci valida¢niho procesu jsme
posuzovali parametry: kalibraéni zavislost, pfesnost, preciznost, opakovatelnost,
mezilehld presnost, vytéZznost, matricové efekty, selektivita, stabilita v autosampleru
a stabilita pfi zmrazeni a rozmrazeni. VSechny hodnocené parametry spliiovaly kritéria
smérnice EMA.

V Tab. ¢. 15 jsou pro jednotlivé standardy o ptislusné koncentra¢ni hladiné

(LLOQ, QCA, QCB a QCC) uvedeny vysledné¢ hodnoty piesnosti a preciznosti
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pro kazdou z valida¢nich sérii vcetné¢ vysledkii mezi sériemi, celkové smérodatné
odchylky a celkového priméru zméfené koncentrace. Vysledky spliuji kritéria
smérnice EMA a pohybuji se v ramci povolenych odchylek, tj. na LLOQ v rozmezi
+ 20 % a na koncentrac¢nich hladinach QCA, QCB, QCC + 15 %.

Vysledky pro parametry matricové efekty a vytéznost jsou zahrnuty v Tab. €. 16.
Efekt matrice jsme hodnotili z divodu vyuziti hmotnostniho spektrometru. Bylo
splnéno kritérium smérnice EMA, tj. ziskané hodnoty se nevychylily o vice nez 15 %.
Pouze v pripad¢ amlodipinu a amiloridu byla odchylka hrani¢ni. Jelikoz jsou matricové
efekty korigovany pomoci vnitiniho standardu, mohl by byt pro lepsi kompenzaci
u amlodipinu a amiloridu zvolen jiny vnitini standard. Metoprolol-d; je ale vhodnym
vnitinim standardem pro vSechna analyzovana antihypertenziva a spliluje pozadovana
kritéria.

Vytéznost (Tab. €. 16) se pohybovala v rozmezi 70 — 102 %, az na amlodipin,
moxonidin, nebivolol, nitrendipin a rilmenidin (50 — 70 %). I pfi nizSich hodnotach
vytéznosti jsme dosahovali dobré opakovatelnosti a citlivosti metody na vSech
koncentra¢nich hladinach.

Vysledky méfeni stability v autosampleru a stability pfi zmrazeni a rozmrazeni
na koncentra¢nich trovnich QCB a QCC ukazuje Tab. ¢. 17. Byla splnéna kritéria

smérnice EMA.
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Tab. ¢. 15: Vysledky validace — vyhodnoceni QC vzorkii

1. série 2. série 3. série Mezi sériemi
Koncentrace . 5 ) 5 . ) Celokoxvzy . ]
Standard | Hladina | ve vzorku Prem;post Ptesnost Prec1;r}ost Ptesnost Prec1;r}0st Ptesnost pramér |~ jova Precgpost Pfesnost
[ng/ml] (Precision) | (Accuracy) | (Precision) | (Accuracy) | (Precision) | (Accuracy)| stanovené 3D (Precision) | (Accuracy)
(CV %) [%] (CV %) [%] (CV %) [%] koncentrace (CV %) [%]
[ng/ml]
LLOQ 1,56 10,0 0,4 6,4 3,1 14,6 -16,7 1,49 0,20 13,5 -4,4
o QCA 4,68 2,3 -4,4 9,1 -11,4 11,0 -4,6 4,36 0,37 8,5 -6,8
Amilorid
QCB 18,75 2,6 9,9 2,4 3,5 2,1 0,3 19,61 0,94 4.8 4,6
QCC 75,00 0,8 0,0 4,0 -6,8 2,1 0,1 73,31 3,06 4,2 -2,3
LLOQ 0,78 4,7 14,4 11,0 7,6 10,6 -1,1 0,83 0,09 10,3 7,0
Amlodipin QCA 2,34 2,6 -13,9 12,7 -2,4 14,2 8,0 2,28 0,33 14,5 2,7
QCB 9,34 4,2 2,0 4,1 2,8 2,6 2,7 9,58 0,33 3.4 2,5
QCC 37,50 33 53 2,2 10,3 1,3 6,5 40,26 1,21 3,0 7,4
LLOQ 1,56 3,6 2,0 2,6 1,5 3,2 5,6 1,61 0,06 3.4 3,1
Betaxolol QCA 4,68 1,3 -1,5 1,7 -8,9 2,4 -0,9 4,41 0,19 4,2 -5,8
QCB 18,75 1,2 11,0 0,9 3,9 1,9 11,1 20,37 0,73 3,6 8,6
QCcC 75,00 1,5 6,6 1,2 5,9 1,9 0,0 78,12 2,57 3,3 4,2
LLOQ 3,12 3,6 -15,3 6,3 -13,7 5,0 7,7 2,90 0,37 12,6 -7,1
. QCA 9,36 3,1 -5,9 3,0 -2,0 2,0 -2,6 9,03 0,28 3,1 -3,5
Bisoprolol
QCB 37,50 1,0 11,9 1,6 12,2 34 3,1 40,90 1,84 4,5 9,1
QCC 150,00 0,9 3,3 2,1 1,8 3.4 -11,0 147,04 10,40 7,1 -2,0
LLOQ 6,25 3,8 -12,1 5,9 -13,5 7,7 -16,5 5,37 0,32 5,9 -14,0
. QCA 18,75 2,9 -1,8 4,6 -5,4 0,8 0,8 18,35 0,72 3.9 2,1
Carvedilol
QCB 75,00 3,0 12,2 2,8 0,8 4,1 10,9 80,95 4,70 5,8 7,9
QCC 300,00 2,1 0,2 2,5 -13,5 2,9 -13,9 272,85 21,34 7,8 9,1

58




Tab. ¢. 15 (pokracovani): Vysledky validace — vvhodnoceni QC vzorkii

1. série 2. série 3. série Mezi sériemi
Koncentrace , 5 ) 5 ' ) Ce{koyy . ]
Standard | Hladina | ve vzorku Prec1.zr.10st Presnost Precggost Presnost Precggost Presnost prumér | s Prem_zr.lost Pfesnost
[ng/ml] (Precision) | (Accuracy) | (Precision) | (Accuracy) | (Precision) | (Accuracy)| stanovené SD (Precision) | (Accuracy)
(CV %) [%] (CV %) [%] (CV %) [%] koncentrace o (CV %) [%]
[ng/ml]
LLOQ 12,50 3,6 17,2 2,0 15,0 4,1 3,4 13,98 0,89 6,4 11,9
) QCA 37,50 1,2 1,6 4,7 -0,5 3,2 -7,8 36,66 1,93 53 2,2
Celiprolol
QCB 150,00 2,0 10,5 2,7 33 2,5 1,6 157,69 6,86 4.4 5,1
QCC 600,00 0,9 1,3 2,1 -6,6 4,0 -14,5 560,51 42,15 7,5 -6,6
LLOQ 1,56 3,2 10,2 2,6 16,0 4,2 14,1 1,77 0,07 3.8 13,5
. QCA 4,68 1,8 -8,8 5,6 -12,2 1,3 4,8 4,28 0,20 4,6 -8,6
Indapamid
QCB 18,75 2,8 5,3 33 2,2 3,1 9,4 19,80 0,79 4,0 5,6
QCC 75,00 1,6 0,3 2,7 6,8 2,4 -1,5 76,43 3,22 4,2 1,9
LLOQ 12,50 0,6 6,6 1,0 0,0 1,3 9,2 13,16 0,51 3,9 5,3
QCA 37,50 0,7 -6,6 0,8 -8.,9 2,5 0,1 35,57 1,57 4,4 -5,2
Metoprolol
QCB 150,00 0,5 10,2 0,6 0,9 3,0 10,2 160,65 7,28 4,5 7,1
QCC 600,00 0,6 1,7 0,4 -7,1 3,5 9,3 570,63 31,08 5,4 -4,9
LLOQ 0,20 1,6 10,7 4,6 12,0 6,7 9,2 0,22 0,01 4,5 10,6
L QCA 0,60 2,1 -15,0 1,8 -8,8 34 -9,0 0,53 0,02 4,1 -10,9
Moxonidin
QCB 2,34 2,3 2,0 1,6 4,8 1,8 6,4 2,44 0,06 2,5 4,4
QcCcC 9,38 2,1 -0,4 0,8 -5,5 3,0 -7,2 8,97 0,33 3,7 -4,4
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Tab. ¢. 15 (pokracovani): Vysledky validace — vvhodnoceni QC vzorkii

1. série 2. série 3. série Mezi sériemi
Koncentrace . 5 ) 5 ' ) Celokoyy . ]
Standard | Hladina | ve vzorku Precggost Presnost Prec1.21?ost Presnost Prec1.zr.10st Presnost prumer | g oo Prec1;gost Presnost
[ng/ml] (Precision) | (Accuracy) | (Precision) | (Accuracy) | (Precision) | (Accuracy)] stanovené 3D (Precision) | (Accuracy)
(CV %) [%] (CV %) [%] (CV %) [%] koncentrace o (CV %) [%]
[ng/ml]
LLOQ 0,78 34 -10,5 8,6 -10,7 6,2 -11,1 0,70 0,04 6,0 -10,8
) QCA 2,34 1,9 -6,8 10,1 -7,4 1,9 -0,9 2,22 0,14 6,3 -5,0
Nebivolol
QCB 9,38 2,3 10,3 9,0 9,1 3,9 11,7 10,35 0,56 5,4 10,4
QCC 37,50 1,3 3,7 3,7 -2,6 2,8 -6,0 36,88 1,81 4,9 -1,6
LLOQ 1,56 16,3 -7,3 9,4 2,4 12,0 -9,0 1,49 0,19 13,0 -4,6
i . QCA 4,68 9,8 -5,9 8,5 -6,2 33 -6,4 4,39 0,31 7,1 -6,2
Nitrendipin
QCB 18,75 9,1 8,9 7,0 12,0 9,7 11,3 20,76 1,67 8,0 10,7
QCC 75,00 4,2 -1,9 7,0 -6,2 5,1 -0,9 72,78 4,11 5,6 -3,0
LLOQ 0,39 4,4 8,4 4,1 8,2 2,7 14,6 0,43 0,02 4,5 10,4
. L QCA 1,17 2,6 -8,2 3,8 -9,0 1,6 -0,7 1,10 0,05 4,9 -6,0
Rilmenidin
QCB 4,68 1,2 6,8 3,0 1,1 2,5 8.8 4,94 0,19 3,8 5,6
QCC 18,75 2,9 0,3 1,8 -7,2 3,5 -10,5 17,66 0,99 5,6 -5,8
LLOQ 6,25 6,4 -9,0 7,7 11,0 15,7 7,4 6,44 0,87 13,5 3,1
o QCA 18,75 6,1 8,4 8,7 -6,6 5,9 4,2 19,13 1,73 9,1 2,0
Urapidil
QCB 75,00 1,4 8,3 2,4 7,7 1,3 1,4 79,35 3,03 3,8 5.8
QCC 300,00 2,2 -10,8 4,4 4,3 33 -4,3 289,20 21,40 7,4 -3,6
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Tab. ¢. 16: Vysledky validace — matricové efekty a vytéznost

Standard | Hladina | Matricové efekty [%] Vytéznost [%]
QCA 87,5+2,6 102,4+3,9
Amilorid QCB 90,6 +3,5 102,1 +£4,3
QCC 89,5+1,8 989+2)5
QCA 87,7+1,7 73,8+23
Amlodipin QCB 89,2+2,3 66,4+ 6,1
QCC 88,3+1,8 69,9+4)5
QCA 106,6 + 2,1 85,7+2,7
Betaxolol QCB 104,2+2.9 80,9+6,3
QcCcC 956+23 82,2+22
QCA 105,7+ 1,7 85,5+79
Bisoprolol QCB 97,6 £2,7 81,0+£5,3
QcCcC 99,0+ 1,9 83,3+7,1
QCA 923+32 80,3+7,6
Carvedilol QCB 91,5+2,9 81,8+4,0
QCC 92,0+1,3 85,1+2,3
QCA 98,4+24 755+7,7
Celiprolol QCB 93,7+1,9 73.4+53
QCC 94,6 +2,2 74,0 +7.8
QCA 87,4+39 79,4 + 6,6
Indapamid QCB 87,6 £3,0 80,7+ 6,8
QCC 91,0£1,6 84,020
QCA 101,0+2,2 87,9+33
Metoprolol | QCB 99,4+29 81,0+4,0
QCC 953+ 1,4 84,8 +1,6
QCA 87,5+2,6 63,3+3,9
Moxonidin QCB 88,1 £3,5 64,4+ 6,4
QCC 89,5+1,8 67,5+25
QCA 88,3+3,9 50,7+7,5
Nebivolol QCB 87,2+3,5 55,6 £ 6,3
QCC 91,4+0,7 56,8 £3,0
QCA 87,1 +£6,1 61,7+6,7
Nitrendipin | QCB 87,2+33 57,6 £33
QCC 90,7+2,6 55,5+6,5
QCA 93,0+2,8 69,8 +2,7
Rilmenidin | QCB 96,2 +3,2 71,4 +4,0
QCC 95,0+0,7 67,1 £1,3
QCA 103,6 £ 1,2 78,6 £9,0
Urapidil QCB 97,5+3,7 77,3+5,7
QCC 105,6 + 6,8 85,1+1,6
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Tab. ¢. 17: Vysledky validace — stabilita v autosampleru, stabilita pri zmrazeni

a rozmrazeni

Stabilita pfi zmrazeni

Stabilita v autosampleru

Standard Hladina a rozmrazeni [%] [Y0]

Amilorid Q ’ |
QCC 1,2 L

Amlodipin Q ’ ’
QCC 0.3 2
CB 0.1 00

Betaxolol Q ’ |
QCC 3,0 L
CB 2,4 e

Bisoprolol N ’ |
occC 27 1,6
CB -3,9 o7

Carvedilol N ’ ]
QCC -3,9 27
CB 6,4 1

Celiprolol Q ’ ’
QCC 02 00
B 31 2,2

Indapamid Q ’ ’
QCC -5.4 2
OCB 2.5 0,2

Metoprolol
QCC 4,0 04
= -

Moxonidin ot > s
QCC 3.4 08
B 4 ’

Nebivolol ot B \
QCC 1.8 =
| - QCB _5,9 'O,S

Nitrendipin

QCC -3’9 -2,6
Rilmenidin o iy Y
QCC 1.4 28
CB 10,3 1.6

Urapidil Q ’ |
Qcc 10,6 21
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5.6. Méreni klinickych vzorki

Vyvinutou a optimalizovanou UHPLC-HRMS metodu ke stanoveni vybranych
antihypertenziv v lidském séru jsme po uspésné validaci prevedli do klinické praxe.
Primarné ji vyuzivaji 1ékafi z antihypertenznich poraden ke sledovani a kontrole
nastavené terapie u Spatné¢ kompenzovanych pacientl, tj. ke zjiSténi, zda pacienti
dodrzuji predepsanou terapii nebo zda je velikost davky dostacujici a 1é¢ivo dosahne
potfebnych terapeutickych hladin. Ve vysledku vyvinuta metoda lékatfi umozni upravit
davkovani a muze také v¢as odhalit non-compliantniho pacienta.

Za dobu 12 mésicti od zavedeni metody do praxe bylo vySetfeno 92 pacientl,
néktefi 1 opakované. Celkem bylo analyzovano 173 antihypertenziv. V Tab. €. 18 jsou
rozepséna jednotlivd antihypertenziva véetné jejich terapeutického rozmezi. Pro kazdé
antihypertenzivum je ve sloupcich uvedeno ¢islo, které odpovida poctu stanovenych
hladin pod/nad/v ramci terapeutického rozmezi a pocet negativnich nalezti. Z celkového
poctu 173 analytd byly v pribéhu roku nejCastéji méfeny amlodipin, bisoprolol
a indapamid. Naopak na celiprolol nebyl jediny pozadavek a zbyla antihypertenziva
byla stanovovana méné nez desetkrat. Z poctu 173 stanoveni bylo 14,5 % negativnich.
Vztazeno na pacienty, kde alesponn jedno zpozadovanych antihypertenziv bylo

negativni, se jedna o 17,4 % non-compliantnich jedinct.

Tab. ¢. 18:Mereni klinickych vzorkii

Terapeutické Pocty méfen’}'/ch. analytt
Analyt rozmezi . P 0(.1 , v ramet nagi ,
[ng/ml] negativni terapeutlc'kym terapeutlck’eho terapeutlc,kym Celkem

rozmezim rozmezi rozmezim
Amilorid 5-50 0 0 1 0 1
Amlodipin 3-15 8 12 31 17 68
Betaxolol 5-50 2 0 2 4 8
Bisoprolol 10-100 4 15 33 1 53
Carvediol 20-150 1 0 0 0 1
Celiprolol 50-500 0 0 0 0 0
Indapamid 5-50 2 2 8 3 15
Metoprolol 35-500 1 0 3 0 4
Moxonidin 1-2 (4) 0 1 0 0 1
Nebivolol <20 3 0 0 1 4
Nitrendipin 10-50 2 3 3 0 8
Rilmenidin 1-5 0 0 1 5 6
Urapidil 100-200 2 0 0 2 4

AN
[9S)




6. DISKUZE

Antihypertenziva amilorid; amlodipin; betaxolol; bisoprolol; carvedilol;
celiprolol; indapamid; metoprolol; moxonidin; nebivolol; nitrendipin; rilmenidin
aurapidil jsme stanovovali v lidském séru pomoci UHPLC-HRMS. Jako metodu
upravy vzorku pted analyzou jsme zvolili LLE. Nejvhodnéjsi extrakéni kapalinou byl
ethylacetat, pomoci kterého jsme dokazali extrahovat vSech 13 vybranych
antihypertenziv s dobrou vytéznosti, opakovatelnosti a matricovymi efekty.

LLE jako extrakéni metodu s vyuzitim detekce pomoci hmotnostni spektrometrie
zvolili 1 jini autofi zabyvajici se podobnou problematikou; napt. stanoveni urapidilu
[31], nebivololu [32] nebo bisoprololu [33] metodou LC-MS pro Tucely
farmakokinetickych studii preklinického hodnoceni, bioekvivalen¢nich studii a rutinni
analyzy klinické praxe. Vyuzivanymi extrakénimi rozpousStédly byly smési
MTBE:dichlormethan (80:20), diethylether:dichlormethan (50:50) a samotny MTBE.
LLE pro stanoveni vétsi skupiny antihypertenziv pouzili J. Tomkova a kol. [34], jednalo
se o B-blokatory acebutolol, betaxolol, bisoprolol, metoprolol, nebivolol a sotalol.
Extrakéni kapalinou byl butylacetdt, méfeni provadéli na UHPLC-UHR-TOF MS.
Metoda byla uspeésné aplikovédna v klinické praxi pfi monitorovani hladin téchto 1éki.
Ve vétSiné piipadi ale autofi dosahovali niz§ich vytéznosti nez my pii extrakci
do ethylacetatu.

Dalsi metodou upravy vzorku pied analyzou je SPE. Tuto extrakéni techniku
jsme narozdil od jinych autori netestovali. SPE wvyuzili H. Morihisa a kol.
pro stanoveni indapamidu v lidském séru metodou LC-MS/MS (ESI) s aplikaci
pro bioekvivalencni studie [35]; dale J. V. Shah a kol., ktefi souCasné¢ kvantifikovali
amilorid a hydrochlorothiazid v lidské plazmé pomoci LC-MS (ESI) [36]
a H. H. Maurer a kol., ktefi vyvinuli LC-MS/MS (APCI) metodu pro kvantifikaci
22 B-blokatorti (acebutolol, diacetolol, alprenolol, atenolol, betaxolol, bisoprolol,
bupranolol, carazolol, carteolol, carvedilol, celiprolol, esmolol, labetalol, metoprolol,
nadolol, nebivolol, oxprenolol, penbutolol, propranolol, sotalol, talinolol a timolol)
pro potieby klinické toxikologie a monitorovani compliance [37]. Podobny zplisob
extrakce zvolili autofi pro soucasné stanoveni amlodipinu a nebivololu [38], méfeni
provadeéli na UHPLC-MS/MS za ticelem farmakokinetickych studii. Vétsi skupinu
kardiovaskularnich 1é¢iv (zahrnujici 1 antihypertenziva) v lidské plazmé analyzovali

Gonzalez Mendia O. a kol., jednalo se o spojeni SPE-UHPLC-PDA-FLD s vyuZitim

64



v klinické praxi [39]. Komplexnéjsi problematikou se zabyvali i L. Kristoffersen a kol.,
kteti vyvijeli HPLC-MS (ESI) metodu pro soucasné stanoveni 6 B-blokatorii (atenolol,
sotalol, metoprolol, bisoprolol, propranolol a carvedilol), 3 blokatorti kalciovych kanalt
(amlodipin, diltiazem a verapamil), 4 antagonisti angiotenzinu II (losartan, irbesartan,
valsartan a telmisartan) a 1 antiarytmika (flecainid) ve vzorcich post-mortem plné krve
pro forenzni ucely [40].

Porovnanim extrak¢nich metod SPE a LLE z hlediska linearity, pfesnosti,
spravnosti, vytéznosti a matricovych efektl se zabyvali L. Chytil a kol. ve své publikaci
popisujici vyvoj a validaci LC-MS/MS metody pro kvantifikaci rilmenidinu v lidském
séru [41]. Z prace vyplyva, ze pomoci metody SPE dosahli lepSich hodnot u vétSiny
valida¢nich parametrii ve srovnani s LLE. PfedevS§im se jednalo o matricové efekty,
linearitu a zpétny piepocet bodii na kalibra¢ni pfimku. Autofi vSak neoptimalizovali
vybér vnitiniho standardu, i kdyz testovali 9 kombinaci organickych rozpoustédel
apufrd. Zvoleny trimipramin-d; nebyl vhodny pro korekci matricovych efektl
(113 - 135 %) a zajisténi optimalni opakovatelnosti extrakce z kapaliny do kapaliny.

Casto pouzivanym extrakénim postupem je proteinova precipitace. Spojeni
proteinové precipitace a UHPLC-MS s vyuzitim pii monitorovani terapeutickych hladin
a adherence pouzili nejen A. De Nicold a kol. pro stanoveni amlodipinu, atenololu,
klonidinu, chlortalidonu, doxazosinu, hydrochlorothiazidu, nifedipinu, olmesartanu,
ramiprilu a telmisartanu v lidské plazmé [42], ale 1 B. C. H. van der Nagel a kol., ktefi
stanovovali osm Casto pfedepisovanych antihypertenziv (enalapril, perindopril, losartan,
valsartan, amlodipin, nifedipin, hydrochlorothiazid, spironolakton), kde precipitacnim
¢inidlem byla smés acetonitril:methanol (1:1) [43]. V prvni uvedené praci autoii pouzili
acetonitril jako precipitacni c¢inidlo, nésledovalo odpafeni supernatantu, coz je
zdlouhavy krok, ktery znacné prodlouZil ¢as potiebny na piipravu vzorku.

Proteinova precipitace byla druhym extrakénim postupem, ktery jsme testovali
pii vyvoji nasi metody. Podobné jako vySe zminéni autofi jsme zkouSeli precipitacni
¢inidla acetonitril a methanol. I kdyZ tento postup vykazoval dobrou (> 90 %)
a opakovatelnou vytéznost, proteinovou precipitaci jsme nezvolili jako vhodnou
extrakéni metodu z diivodu znacného natedéni vzorku organickou fazi — u nékterych
analyti jsme nedosdhli pozadované citlivosti. Zakoncentrovani vzorkli odpafenim
organické faze jsme primarné€ netestovali, upfednostnili jsme optimalizaci LLE.

Rozsahle;jsi analyzou vetst skupiny kardiovaskularnich 1é¢iv,

kde kromé¢ antihypertenziv  byla  zahrnuta 1  antidiabetika, hypolipidemika,
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antikoagulancia a antiagregancia, se zabyvali napf. autofi O. Gonzalez a kol.
nebo E. Dias a kol. Vzorky upravovali proteinovou precipitaci, kde precipitacnimi
Cinidly byly napi. acetonitril nebo roztok methanolu se siranem zine¢natym,

nasledovalo LC-MS/MS stanoveni hladin sledovanych latek v lidské plazmé [44—46].
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7. ZAVER

V diplomové praci je popsan vyvoj a validace UHPLC-HRMS metody
ke stanoveni antihypertenziv amiloridu; amlodipinu; betaxololu; bisoprololuy;
carvedilolu; celiprololu; indapamidu; metoprololu; moxonidinu; nebivololu;
nitrendipinu; rilmenidinu a urapidilu v lidském séru pro ucely zjisténi compliance
pacienti a ovéfeni spravnosti nastaveného davkovani. Testovali jsme dva zpisoby
upravy vzorku pted analyzou: proteinovou precipitaci a extrakci z kapaliny do kapaliny.
Proteinovou precipitaci pomoci methanolu a acetonitrilu jsme ziskali velice dobré
vysledky vytéznosti, ale disledkem nafedéni vzorku organickou fazi nastal problém
s citlivosti metody. Z tohoto diivodu jsme pro upravu vzorku pfed analyzou vyuzili
extrakci z kapaliny do kapaliny pomoci ethylacetatu, kde jsme dosahli optimalni
vytéznosti 1 opakovatelnosti extrakce pro vSechna vybrana antihypertenziva. Celkova
doba pfipravy vzorku neptfesdhla 30 minut. Béhem méfeni jsme testovali i LLE
s Upravou pH pomoci hydroxidu sodného (0,5 mol/l), nicméné vytéznost byla ve vétSing
pfipadit mensi. Pro vyvoj metody jsme pouzili sérum preciSténé aktivnim uhlim.
Kvantitativni stanoveni antihypertenziv jsme provadéli metodou vnitiniho standardu.
Nejlepsi vysledky u vSech analytl jsme ziskali pti pouZziti metoprololu-d;. Metodu jsme
uspésné zvalidovali podle smérnice EMA. Hodnocené parametry kalibracni zavislost,
presnost, preciznost, opakovatelnost, mezilehla ptesnost, vytéznost, matricové efekty,
selektivita, stabilita v autosampleru a stabilita pfi zmrazeni a rozmrazeni splilovaly dana
kritéria. Po zavedeni metody do klinické praxe jsme analyzovali jiz 92 pacientskych
vzorkl. Nej€astéji jsme stanovovali koncentraci amlodipinu, bisoprololu a indapamidu.

Non-compliance jsme odhalili u 17,4 % vySetfovanych pacienti.
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