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Abstrakt

Cilem této bakalaiské prace bylo vyvinout UHPLC-MS/MS metodu ke stanoveni
nilotinibu v krysim séru. Tato UHPLC-MS/MS metoda byla nasledné pouzita ke sledovani
farmakokinetického pribéhu uvolnovani G¢inné latky v modelovém organismu - krysa
v ramci projektu zaméfeném na formulacni vyvoj tablety obsahujici nilotinib s pomalejSim

uvoliiovanim nez doposud.

Optimalni nastaveni metody bylo nésledujici. Chromatograficka kolona Acquity
UPLC BEH PHENYL 100x2,1 mm, 1,7 um od firmy Waters. Mobilni faze se skladala z
methanolu a destilované vody, oboji s pfidavkem 0,1% kyseliny mravenci pii pouziti
gradientové eluce. Pritok mobilni faze byl 0,3 ml/min, teplota na davkovaci 15 °C, teplota
kolony 40 °C, doba analyzy 6,5 minuty a objem nasttiku 2 pl. Byl sledovan MRM piechod
pro nilotinib: 530,2 — 289,10 (Q1 =-26 V; CE =-31 V; Q3 = -20 V) a pro nilotinib D6:
536,2 — 295,15 (Q1 =-26 V; CE =-31 V; Q3 = -14 V). Nastaveni iontového zdroje bylo
nasledujici: pritok nebulizacniho plynu 3 I/min; pratok suSiciho plynu 10 1/min; teplota
zdroje 300 °C; teplota desolvatacni kapilary 250 °C.

Metoda byla ¢astecné validovana. Koeficient determinace 1,0000 ukazuje vybornou
linearitu metody. Spravnost, vyjadiena relativni chybou, byla do 20 %. Piesnost, vyjadiena
pomoci RSD, byla do 9 %. VSechny hodnoty spliuji validac¢ni kritéria bio-analytické
metody.

Kli¢ova slova: UHPLC-MS/MS, nilotinib, krysi sérum



Abstract

This bachelor thesis aimed to develop a UHPLC-MS/MS method for the
determination of nilotinib in rat serum. The developed UHPLC-MS/MS method was used
to monitor the pharmacokinetic release of the active substance in a rat model organism in a
project focused on the formulation of a tablet containing nilotinib with a slower release
than before.

The optimal conditions of the method were as follows. Chromatographic column
Acquity UPLC BEH PHENYL 100x2.1 mm, 1.7 um from Waters. The mobile phase
consisted of methanol and distilled water, both with the addition of 0.1% formic acid using
gradient elution. The flow rate of the mobile phase was 0.3 mL/min, the temperature in an
autosampler 15 °C, the column temperature 40 °C, the analysis time 6.5 minutes, and the
injection volume 2 pl. The MRM transition monitored for nilotinib was: 530.2 — 289.10
(Q1=-26 V; CE =-31 V; Q3 =-20 V) and for nilotinib D6: 536.2 — 295.15 (Q1 =-26 V;
CE =-31V,; Q3 =-14 V). The setting of the ion source was as follows: nebulizing gas flow
3 L/min; drying gas flow 10 L/min; source temperature 300 °C; desolvation capillary
temperature 250 °C.

The method was partially validated. The coefficient of determination 1.0000 shows
the excellent linearity of the method. The accuracy, expressed as a relative error, was up to
20 %. The accuracy, expressed by RSD, was up to 9 %. All values meet the validation

criteria of the bio-analytical method.
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Seznam zkratek a symbol

2D-HPLC
APCI
APPI

CE

CI

CID
DMS
DT-IMS
EI

ESI

GC
HILIC
HPLC
HR-MS
IM-MS, IMS
IT

LIT
MALDI
MF
MRM
MS
MS-MS, MS/MS, MS"
Ph+ CLM

QC
QqQ
RE
RP
RSD
SD
SF

dvourozmeérna vysokouc¢innd kapalinova chromatografie
chemicka ionizace za atmosférického tlaku

fotoionizace za atmosférického tlaku

kolizni energie

chemicka ionizace

disociace inertnim (koliznim) plynem

iontova mobilitni spektrometrie s rozdilnou pohyblivosti
iontova mobilitni spektrometrie v driftovém case
elektronové ionizace

elektrosprejova ionizace

plynové chromatografie

hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
iontova mobilitni spektrometrie

iontova past

linearni kvadrupolova iontova past

desorp¢ni ionizace laserem za asistence matrice

mobilni faze

sledovani vice reakci

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie

chronicka myeloidni leukémie s ptitomnosti Filadelfského
chromozomu

kvadrupdl

vzorek pro kontrolu kvality
trojity kvadrupol

relativni chyba

obracené faze

relativni smérodatna odchylka
smérodatna odchylka

stacionarni faze



SIM méteni jednoho iontu

SMR sledovani jedné reakce
TOF analyzator doby letu
UHPLC ultra-vysokotlaka kapalinova chromatografie



1. Uvod

Nilotinib je 1é¢ivé latka, prodavana pod nazvem Tasigna®. Byla vyvinuta pro 1é¢bu
chronické myeloidni leukémie s pfitomnosti Filadelfského chromozomu (Ph+ CLM).
Soucasnym trendem v rdmci vyvoje ve farmaceutickém primyslu je pfichdzet na trh
s inovativnimi formulacemi léCivych piipravki, které by umoziiovaly pouzivat mnohem
niz$i davku farmaceuticky ucinné latky a tim uSetfit nemalé penize pii produkci takovéto
inovativni 1ékové formy a zaroven ulevit organismu od negativnich ucinkti spojenych

s uéinnou latkou.

Tato prace vznikla jako soucast projektu ve spolupraci farmakologického tustavu,
1. LF UK, VSCHT, farmaceutické firmy Zentiva a PfF UK, jehoZ cilem je vytvofit novou
formulaci tablety obsahujici nilotinib s pomalej$im uvoliiovanim neZ doposud. V ramci
tohoto projektu bylo nutné sledovat farmakokineticky pribéh uvolnovani u¢inné latky
v modelovém organismu — krysa. Pro tento ucel bylo nutné vyvinout citlivou a selektivni
UHPLC-MS/MS metodu ke stanoveni nilotinibu v krysim séru, ¢imz se zabyva tato

bakalarska prace.



2. Teoreticka ¢ast
2.1 Hmotnostni spektrometrie

3.1.1 Princip MS

Hmotnostni spektrometrie (MS, Mass Spectrometry) je fyzikalné-chemicka
analytickd metoda zalozend na ionizaci molekul, vzniku kladné ¢i zaporné nabitych iontt
v plynné fazi a jejich naslednému déleni ve vakuu dle poméru m/z, tedy hmotnosti a
naboje.! Kazdy hmotnostni spektrometr se skladda ze tfi zakladnich Gasti — iontového

zdroje, analyzatoru a detektoru. MS je vyuzivana pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu.

3.1.2 lonizacéni zdroje

V hmotnostni spektrometrii je mozno pouZzit hned n¢kolik ioniza¢nich technik, které
vedou k tvorb& molekularnich iontd (M*™, M™"), molekularnich aduktd ([M+H]", [M-H]",
[M+X]" aj.) nebo fragmentovanych iontdi.! Jejich vybér zavisi hlavné na molekulové
hmotnosti a polarité ionizovaného vzorku.? Ionizaéni techniky mizeme délit na mékké a

tvrdé, pricemz ionizace muze probihat za atmosférického tlaku nebo vakua.

Mezi tvrdé ionizaéni techniky patfi napt. elektronova ionizace (EI, Electron
Ionisation), kde zahfata katoda emituje proud elektrontl, které putuji k anod¢ a srazeji se
s molekulami analyzovaného vzorku stiiknutého do iontového zdroje.> Tento zdroj je
nejcastéji vyuzivan ve spojeni s plynovou chromatografii (GC-MS) a je nejvhodné;jsi pro

nepolarni analyty s nizkou molekulovou hmotnosti a pro latky tékavé a termostabilni. %>

Jedna z nejbéZnéji pouZivanych méekkych ionizacnich technik je elektrosprej (ESI,
Electrospray lIonization) (Obrazek 1). Eluat je pfiveden kapilarou, na kterou je vloZeno
vysoké napéti, a na jejimz hrotu se vytvaii tzv. Taylortv kuzel. Z né se uvoliiuje sprej
nabitych kapicek (aerosol). Rozptyl tohoto spreje omezuje koaxidln€ vstiikovany zmlzujici
plyn. Kapi¢ky prochazi horkym suSicim inertnim plynem (dusikem) a nebo zahiatou
kapilarou, kde se odpaii rozpoustédlo a vznikaji ionty.'® Pouziti elektronové ionizace je
vyhodné ve spojeni s kapalinovou chromatografii (HPLC-MS). Daji se tak dobte
analyzovat polarni az iontové latky a také proteiny a peptidy.* Pii ionizaci vznikaji
molekularni adukty, ¢asto s H, Na, K a pfipadné i s rozpoustédlem, ¢i vicendsobné nabité

ionty.>*
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Taylorav kuzel @® >
/ {?:%f{p 9«?}&’ @ hmotnostni
pektrometr

»

sprejovaci kapilara

(/) rozpoustédlo a neutralizované ionty >

zdroj napéti

Obrdazek 1: Elektrosprejovd ionizace.’

Mezi dal$i mékké ionizaéni techniky patii chemicka ionizace (CI, Chemical
Ionization), desorpcni ionizace laserem za asistence matrice (MALDI, Matrix-Assisted
Laser Desorption Ionization), chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI,
Atmospheric Pressure Chemical lonization) ¢i fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI,

Atmospheric Pressure Photoionization). !>

3.1.3 Hmotnostni analyzatory

Dalsi c¢asti hmotnostniho spektrometru je hmotnostni analyzator. Zde jsou ionty
separovany za vysokého vakua na zaklad€¢ jejich poméru m/z v elektrickém nebo
magnetickém poli, ¢i jejich kombinaci.’> To miize probihat na zakladé n&kolika principt,
rozdélit je Ize do tfi hlavnich skupin — pasti, priiletové a skenujici analyzatory.!

Pasti jsou napf. iontové pasti (IT, lon Trap), linearni kvadrupolova iontova past (LIT,

Linear Ion Trap) neboli 2D iontova past a orbitrap.?

Mezi priletové patii analyzator doby letu (TOF, Time-Of-Flight). Je to jednoduchy
pulzni analyzator, kde je déleni iontli zaloZeno na rtizné délce jejich letu k detektoru. Jeho
vyhodou je vyuziti pro témét neomezené hodnoty poméru m/z. Vyuziva se Casto ve spojeni

s MALDLS
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Do posledni skupiny patii hlavné kvadrupoly, které jsou pravdépodobné
nejpouzivanéj§imi hmotnostnimi analyzatory. Jsou slozeny ze Ctyf rovnobéznych
kruhovych nebo hyperbolickych ty¢i, na které je vloZzeno stejnosmérné napéti, vzdy na
protilehlé kladné ¢i zédporné. Zaroven je na vSechny vlozeno vysokofrekvencni stiidavé
napéti. Dle velikosti napéti bude vzdy jen jeden ion s uréitym pomérem m/z oscilovat a
pohybovat se smérem k detektoru a ostatni budou mit nestabilni trajektorii. Pfi zméné
napéti se zmeéni 1 dany ion, ktery putuje k detektoru. Toho se da vyuzit dvéma zplisoby —
pro prométeni vSech iontli postupnou zménou napéti a nebo jako méteni jednoho iontu pii

nastaveni daného napéti (SIM, single ion monitoring).'

3.1.4 Detektory

Posledni zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru je detektor. Patii sem napf.
fotografickd deska, Faradayova klec a elektronovy nasobi¢. Data z detektoru jsou

3

pfenaSeny do pocitace, kde dojde ke zpracovani udaji.” Vysledkem je hmotnostni

spektrum — zavislost intenzity ¢i relativni intenzity iontli na m/z.

3.1.5 Trendy v MS

Trendem v MS je pouzivani MS s vysokym rozlisSenim (HR-MS, High-resolution
Mass Spectrometry). Mezi jeji prednosti patii vysoka citlivost, vysoké rozliSeni, vysoka
rychlost skenovani a vyuziti velkého rozsahu molekulovych hmotnosti. Casto se vyuZziva
ve spojeni s analyzatorem doby letu, sektorovym hmotnostnim spektrometrem a
Fourierovym transformaénim orbitrapem.” HR-MS je vyuZivana v klinické toxikologii® a

napiiklad ke stanoveni $kodlivin v potravinach.®!°

Hybridni hmotnostni spektrometry kombinuji vyhody riznych typi hmotnostnich
analyzatorti k dosazeni vysSi vykonosti MS, jako napf. vyssi citlivosti a niz§i meze
detekce, vyssi rozliSovaci schopnosti €1 zrychleni analyzy. Skladaji se alespont ze dvou
selektorti (slozkovych hmotnostnich analyzatort) riznych typti. Témi mtzou byt naptiklad
analyzator doby letu, iontova past, kvadrupolova iontova past, magneticky sektor,

elektricky sektor nebo kvadrupélovy hmotnostni filtr.!"-1?

Iontovd mobilitni spektrometrie (IM-MS nebo IMS, Ion Mobility Mass
Spectrometry) je analytickd metoda, pfi které dochdzi k separaci ionizovanych molekul,
tedy iontd, nejdiive diky jejich rozdilné pohyblivosti, a poté v hmotnostnim analyzatoru na

zakladé jejich poméru m/z. Prvni déleni probiha v elektrickém poli v driftové trubici proti

12



toku pufrovaciho plynu (helia). Ten slouzi k zabranéni vniknuti nezddoucich molekul do
trubice.!> Dé&leni mize probihat nékolika zpiisoby — jako IMS v driftovém &ase (DT-IMS,
Drift-Time), coz je nejjednodussi zpusob, dale IMS srozdilnou pohyblivosti (DMS,
Differential Mobility) aj.'*!> Pro déleni podle m/z je pouzit hlavné analyzator doby letu.!?
Pomoci IM-MS jsme schopni velice U¢inné rozli§it strukturni izomery, oligomery,

polymerni konformery &i chiralni slou¢eniny.'®

3.1.6 Tandemova hmotnostni spektrometrie s trojitym kvadrupélem

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS-MS) je metoda, pfi niz izolujeme
specificky prekurzorovy ion a podrobime ho disociaci na fragmenty, jejichz spektrum poté
méfime (Obrazek 2). Disociace se nejCastéji provadi srazkami s inertnim (koliznim)

plynem (CID, Collision Induced Dissociation).*!¢

® e.e
@q O
_leve .O
— e ®_ O detektor
© o ®¢o

iontovy zdroj

disociace iontu

Obrizek 2: Tandemovd hmotnostni spektrometrie.'

V prvnim  hmotnostnim
analyzatoru MS; je vybran prekurzorovy ion, ktery je ndsledné disociovan a fragmenty

Jsou separovany v druhém hmotnostnim analyzdtoru MS>.

Trojity kvadrupdl (QqQ) se skladd ze tifi po sobé zapojenych kvadrupdlovych
analyzatorti. Druhy quadrupdl g2 neslouZi jako analyzator, nybrz jako kolizni cela, kde
dochézi k disociaci prekurzorového iontu, vybraného v Q1, pomoci inertniho plynu (argon,

dusik).!

Pii analyze miZeme dostat riizné skeny (Obrazek 3). Prvni moZnosti je sken
produktovych iontd. V prvnim analyzitoru Q1 je vybran prekurzorovy ion s urcitou
hodnotou m/z, ktery je nasledn¢ disociovan v q2 a produktové ionty jsou déleny

v analyzatoru Q3 a detekovany.!

Sken prekurzorovych iontii funguje opacné. Q1 déli ionty a vSechny propousti do
kolizni cely, zatimco Q2 poté propousti do detektoru jen produktovy ion s urcitou m/z.

Vyuziva se pii sledovani jedné funkéni skupiny u vice latek.!
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Pfi skenu neutrdlni ztraty jsou sledovany ionty, které pifi disociaci ztrati neutralni

fragment o stejné hmotnosti. Vyuziva se naptiklad pii derivatizaci.!

Posledni mozZnosti je sledovani rozpadu iontu (SRM, Selected Reaction Monitoring).
V Q1 je vybran jeden prekurzorovy ion, ktery je nasledn¢ fragmentovan. V Q2 je nasledné
vybran nejintenzivngj$i produktovy ion, ktery putuje k detektoru. Tomuto méteni vétSinou

piedchazi pouziti skenu produktovych iontf, kdy je vybran nejintenzivngjsi prechod.!

Q1 g2 - kolizni cela Q3
: S T e S T
onty | B eeeed G > B detektor

b
ionty e 1' detektor .
z iontového zdroje i A .
detektor
. t ’/ +
fonty ..» . Jetektor o

z iontového zdroje

et - (% \_‘: ol

Obrazek 3: Skeny pii pouZiti trojitého kvadrupolu.' Sken produktovych iontii (a),

prekurzorovych iontu (b), neutralni ztraty (c) a sledovani rozpadu iontu (d).
2.2 Vysokoucinna kapalinova spektrometrie

2.2.1 Princip HPLC

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC, High-Performance Liquid
Chromatography) je analytickd separacni metoda, vyuZivana pro rychlou separaci latek a

jejich naslednou identifikaci ¢i kvantifikaci. Principem je rozdilnéd distribuce latek mezi
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kapalnou mobilni fazi (MF) a stacionarni fazi (SF), pficemz MF je protlacovana pomoci
zvyseného tlaku.!” P¥i separaci mize byt vyuzito nékolika mechanismi — adsorpce, iontové
vyména, déleni dle velikosti molekul a déleni mezi dvé nemisitelné kapaliny.'®

v

Nejrozsifenéjsi je pouziti adsorpni chromatografie, kterda mulze probihat na
normalnich fazich, kdy je MF nepolarni a SF polarni, nebo na obracenych fazich (RP,
Reversed Phase), kdy je MF polarni a SF nepolarni. Jako polarni SF se nejcastéji pouziva
silikagel a jako nepolarni kovalentné vazané uhlovodiky (C8 nebo C18) na silikagelu.'®
Mezi zakladni instrumentaci HPLC patii zasobniky MF, odplynovac, sméSovac, Cerpadlo,

automaticky davkova¢ vzorkd, davkovaci ventil, kolona, termostat a detektor.!”-!°

2.2.2 Trendy v LC analyze

Jednim z trendi LC analyzy je dvourozmérna HPLC (2D-HPLC). Jde o postupné
zapojeni alespoil dvou separacnich systémt (kolon) scilem vyrazné zvysit pocet

separovanych analytii béhem analyzy. Provedena mtiZe byt off-line?%!

, kdy se frakce
z prvniho systému ptesunou do druhého po skonceni prvni separace, nebo on-line, pii niz
se separované latky rovnou prevadi do druhého systému pomoci vicecestného ventilu. On-
line analyza se pouziva v rezimu ,,stop and go“, kdy se na druhou kolonu dostavaji jen
useky z prvni kolony, nebo jako komprehensivni HPLC, zde putuje vSe z prvni kolony na

druhou.?’

Za dalsi z trendti by se daly povazovat core-shell ¢astice (Obrazek 4). Maji pevné
jadro a porézni povrch tvofeny stacionarni fazi. Vyuzivaji se jako napli kolon kvuli vysoce
ucinnému déleni s rychlym pritokem a nizkym protitlakem. Diky malému objemu pért a
jejich malé hloubky se snizuje vitiva difuze v MF a odpor proti pievodu hmoty v MF a SF,

coz mé za nasledek zuzovani pik® analytl a zkraceni doby analyzy.??

Obrdzek 4: Cistice staciondrni fize.”> Plné porézni cdstice (a) a core-shell cdstice (b).
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Ultra-vysokotlaka kapalinova chromatografie (UHPLC, Ultra High Pressure Liquid
Chromatography) je obdoba HPLC, pii které se pouzivaji c¢astice mensi nez 2 pm a vyssi
provozni tlak, u novéjSich systému az 1200-1400 barti. Vyhodou je tedy zrychleni analyzy,

vy$§i Gi¢innost separace a sniZeni spotfeby rozpoustédel.>*

2.3 Nilotinib

2.3.1 Vyuziti

Nilotinib (Obrazek 5), derivat aminopyrimidinu, je 1é¢ivo vyvinuté pro 1écbu
chronické myeloidni leukémie s pfitomnosti Filadelfského chromozomu (Ph+ CLM).
Pouziva se pfi toleranci Ci rezistenci na pfedchozi 1écbu imatinibem a v chronické nebo

akcelera¢ni fazi nemoci. Ptipravek je prodavan pod nazvem Tasigna®.?
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Obrazek 5: Nilotinib.

Filadelfsky chromozom, vznikajici translokaci mezi chromozomy 22 a 9, nese gen
BCR-ABL. Ten ma za nasledek zvySenou proliferaci bun€k. Nilotinib funguje jako
inhibitor tyrosin kindzové aktivity vznikajiciho proteinu BCR-ABL.?® Lé¢ba nilotinibem
muze mit i vedlejsi ucinky, nejéastéji to jsou vyrazka, nevolnost, svédéni, bolest hlavy,
svalii, kloubti nebo tnava.?>*’ V souc¢asné dobé je studovano vyuziti nilotinibu i pro jiné

druhy rakoviny.?®

2.3.2 Stanoveni nilotinibu

Nilotinib je nejcast&ji stanovovan v lécich?-°, lidské krevni plasmé&®!, poptipadé
plasmé krysi®> & mysi>® a v perifernich krevnich mononukledrnich buiikach®*. Jako
analytickda metoda je nejcastéji vyuzivana HPLC sriznymi moZnostmi detekce a
mobilnimi fAzemi. PouZivana je naptiklad MS/MS detekce®, fluorimetricka detekce®, UV

detekce”. Dalsimi metodami miéze byt UHPLC-MS/MS?! nebo hydrofilni interakéni
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kapalinovd chromatografie (HILIC, Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography)
s MS/MS detekci®>.

Stanoveni nilotinibu témito metodami probihd nejcastéji na stacionarni fazi C18
vreverznim moédu. Dal§i moZnosti je pouzit napf. fenylovou kolonu.*' Pii HILIC
chromatografii je pak pouzita kolona HILIC se sérii slabé kyselych, neutralnich a
bazickych SF.3?

Jako mobilni faze se pouzivaji rtzné smesi, jejichz soucasti je obvykle jako
organicka slozka acetonitril ¢i methanol. Jsou to naptiklad nasledujici smési:

= 40 % (H2O:methanol:triethylamin = 72,5:25:2,5), 20 % methanolu, 40 %

acetonitrilu®®,

* 54,5 % 10mM dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 45,5 % acetonitrilu®’,

= 40 % vodné faze (0,15% kyselina mraven¢i a 0,05% octan amonny), 60 %

acetonitrilu®',

* 65 % 4mM mraven¢anu amonného (pH 3,2), 35 % acetonitrilu®’.

Pfi métenich se vyuziva jak isokratické, tak gradientové eluce.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité pristroje a chemikalie

Chemikalie:

= Nilotinib, ¢istota > 99,0%, Zentiva Group a.s. (Praha, Ceska republika)

* Nilotinob D6, &istota > 90,0%, Clearsynth® (Bombaj, Indie)

» Acetonitril, ¢istota > 99,9%, LC-MS Chromasolv™, Honeywell Riedel-de-Haén™
(Seelze, Némecko)

» Methanol, &istota > 99,9%, LC-MS Chromasolv™, Honeywell Riedel-de-Haén™
(Seelze, Némecko)

= Destilovana voda, Milli-Q plus, Millipore (Bedford, USA)

» Kyselina mravenéi, ¢istota LC-MS, Sigma-Aldrich® (St. Louis, USA)

= Krysi sérum, Farmakologicky tustav 1. 1ékatské fakulty, Univerzita Karlova (Praha,
Ceska republika)

= Vzorky — krysi sérum, odebirané v riiznych intervalech od podani nilotinibu,
Farmakologicky ustav 1. 1ékatské fakulty, Univerzita Karlova (Praha, Ceska

republika)

Kolony:
» Kinetex 100x2,1 mm, 1,7 um, EVO C18, Phenomenex® (Torrance, USA)
= Acquity UPLC HSS C18 SB 100x2,1 mm, 1,7 um, Waters (Milford, USA)
= Acquity UPLC BEH PHENYL 100x2,1 mm, 1,7 um, Waters (Milford, USA)

Pristroje:
= Kapalinovy chromatograf a hmotnostni spektrometr, LCMS-8045, Shimadzu (Kjoéto,
Japonsko)
= Analytické vahy, Santorius Entris® (Gottingen, Némecko)
= Automatické pipety, Socorex (Ecublens, Svycarsko)
= Ultrazvuk, Elmasonic S 15 H, Elma (Singen, Némecko)
= Homogenizator CHS Vortex, Chromservis s.r.o. (Praha, Ceska republika)
* Mini centrifuga, ROTILABO® Gusto™, Carl Roth (Karlsruhe, Némecko)
Dalsi:
= Excel

= LabSolutions, Shimadzu (Kjoto, Japonsko)
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3.2 Priprava zasobnich roztok

Byl pfipraven zasobni roztok nilotinibu o koncentraci 0,2 mg/ml a znaceného
nilotinibu D6 o koncentraci 1 mg/ml. Navazend mnozstvi byla za pomoci ultrazvuku

rozpusténa v pfislusném objemu methanolu.

3.3 Kalibrace

Bylo pfipraveno sedm kalibracnich roztoki dle tabulky 1. Uvedené zasobni roztoky

nilotinibu a nilotinibu D6 byly piipraveny nasledovné.

Zasobni roztoky nilotinibu pouzité pti kalibraci byly piipraveny z hlavniho zasobniho
roztoku o koncentraci 0,2 mg/ml. Ten byl nejprve zfedén 40x methanolem a nasledné 10x
acetonitrilem na koncentraci 500 ng/ml (1. zasobni roztok). Tento zasobni roztok byl poté
zfedén 20x acetonitrilem na koncentraci 25 ng/ml (2. zasobni roztok) a ten nakonec 5x

acetonitrilem na koncentraci 5 ng/ml (3. zasobni roztok).

Zasobni roztok nilotinibu D6 byl ptipraven zhlavniho zasobniho roztoku o
koncentraci 1 mg/ml. Ten byl zfedén 50x methanolem, nasledné 50% acetonitrilem a ten

jesté 4x acetonitrilem na vyslednou koncentraci 100 ng/ml.

Tabulka 1: Slozeni kalibracnich roztokui.

c c A% A% \% A% A%
¢. roztoku celkova Zé_SOb.' roz. Zé.SOb.' roz. .ZéS(.)b.' roz. séra  acetonitrilu  celkovy
nilotinibu  nilotinibu  nilotinibu D6

ng/ml ng/ml ul ul ul ul ul
1 0,156 5 5 40 40 75 160
2 0,313 5 10 40 40 70 160
3 0,625 25 4 40 40 76 160
4 2,500 25 16 40 40 64 160
5 12,500 25 80 40 40 0 160
6 50,000 500 16 40 40 64 160
7 125,000 500 40 40 40 40 160

Byly pfipraveny dvé kalibrace. Prvni kalibrace byla provedena bez séra, kdy sérum
v tabulce 1 bylo nahrazeno destilovanou vodou. Tyto roztoky byly zamichany na vortexu a
nasledné¢ méfeny. Poté byla provedena kalibrace se sérem. Pfipravené roztoky byly
zamichany na vortexu, stoeny na centrifuze (6 min, 12500 RPM) a supernatant byl pouzit
k méfeni. Kazdy kalibracni roztok byl méfen tiikrat. Mezi jednotlivé koncentrace bylo

zatazeno méteni blanku (roztok acetonitrilu a deionizované vody 3:1).
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3.4 Spravnost a presnost metody

Pro stanoveni pifesnosti a spravnosti metody byly piipraveny roztoky se sérem o
koncentracich nilotinibu 0,313, 2,5 a 50 ng/ml dle tabulky 1. Kazda koncentrace byla
ptfipravena tiikrat (vzorky A, B, C). Roztoky byly zamichany na vortexu, stoeny na
centrifuze (6 min, 12500 RPM) a supernatant byl vyuzit k méfeni. Kazdy pfipraveny
roztok byl méfen tfikrat a mezi rizné koncentrace byl vlozen blank (roztok acetonitrilu a

deionizované vody 3:1).

Spravnost byla vyjadrena jako relativni chyba (RE), ktera byla poc¢itana dle vzorce:

¢ (namétend) — c (otekavand)

RE = x 100 (1)

¢ (o¢ekavana)
Pro zjiSténi pfesnosti byla nejdiive pocitana smérodatnd odchylka (SD), dana

vztahem:

Zizq(xi—%)?

n-1

SD = )

kde x; jsou jednotlivd méfeni v souboru hodnot, x aritmeticky pramér souboru hodnot,
n pocet jednotlivych méfeni v souboru hodnot.

Piesnost byla vyjadfena jako relativni smérodatnd odchylka (RSD), kterd byla

vypocitana dle vzorce:

RSD = 57’) x 100 3)

3.5 Méreni realnych vzorkd

Pro pfipravu redlnych vzorkl byl pouzivan roztok nilotinibu D6 o koncentraci 33,4
ng/ml (5% zfedény zéasobni roztok nilotinibu D6 methanolem, néasledné bylo pipetovano

8,35 ul tohoto roztoku a doplnéno acetonitrilem na 50 ml).

Reélny vzorek byl pfipraven smichdnim 60 pl tohoto roztoku nilotinibu D6 a 20 pl
vzorku séra krysy, odebiranych v riznych casech. Tim doSlo k vysrdZeni sérovych
proteinll. Nasledné byl vzorek zamichan na vortexu, stocen na centrifuze (6 min, 12500

RPM) a k méfeni vyuzit supernatant.
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Vzdy byla métena celd sada vzorkl odbért séra z jedné krysy a poté nasledoval QC
vzorek (pouzit jeden z kalibracnich roztokd, vlozen pro kontrolu) a blank (roztok

acetonitrilu a deionizované vody 3:1). Zméteny byly dva profily krys, tedy 2 sady vzorkd.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace hmotnostniho spektrometru

Me¢éieni probihalo na hmotnostnim spektrometru za pouziti elektrosprejové ionizace

v pozitivnim rezimu. Analyty byly davkovany do proudu mobilni faze bez kolony. Jako

mobilni faze byla pouzita smés acetonitrilu (70 %) a destilované vody (30 %). Podminky

pii méteni byly nasledujici: pratok 0,2 ml/min, teplota na davkovaci 15 °C, doba analyzy 1

minuta a objem néstfiku 2 pl. Nejdiive bylo zmétfeno celé hmotnostni spektrum nilotinibu

(Graf 1) a nilotinibu D6 (Graf 2) o koncentracich 0,1 pg/ml.
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Graf 1: Hmotnostni spektrum nilotinibu.
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Graf 2: Hmotnostni spektrum nilotinibu D6.

Poté byly z grafi 1 a 2 vybrany prekurzorové ionty odpovidajici [M+H]" iontim
danych analyt. Pro nilotinib se jednalo o ion s m/z 530,4 a pro nilotinib D6 ion s m/z

536.4.

Tyto ionty byly nasledné¢ podrobeny automatické optimalizaci hmotnostniho
spektrometru za ucelem nalezeni optimalniho nastaveni iontové optiky a vhodnych
produktovych iontl. Manualné byly zadany prekurzorové ionty a rozmezi napéti kolizni
energie -80 az -5 V. Hmotnostni spektrum produktovych iontl nilotinibu vzniklych
fragmentaci m/z 530,4 pii hodnoté kolizni energie -30 V je zndzornéno na grafu 3.
Hmotnostni spektrum produktovych iontt nilotinibu D6 vzniklych fragmentaci m/z 536,4
pfi hodnoté€ kolizni energie -30 V je znazorn€no na grafu 4. Z automatické optimalizace
byly ziskany tfi MRM ptechody pro kazdy analyt s jejich optimalnim nastavenim iontové
optiky. Vysledky z automatické optimalizace MRM piechodt pro nilotinib jsou uvedeny
v tabulce 2 a pro nilotinib D6 v tabulce 3. Pro nasledujici méfeni byl pouZzivan pfechod
530,2 — 289,10 pro nilotinib a piechod 536,2 — 295,15 pro nilotinib D6 vzhledem

k jejich nejvyhodnéjsimu poméru signal/Sum.
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Iontovy zdroj byl nastaven tak, aby doSlo k odsuSeni mobilni faze: Pratok
nebuliza¢niho plynu: 3 I/min; pritok suSiciho plynu: 10 1/min; teplota zdroje: 300 °C;

teplota desolvatacni kapilary: 250 °C.

Tabulka 2: Optimalni energie pro hlavni prechody nilotinibu.
prekurzor m/z  produkt m/z QI (V) CE (V) Q3 (V)

530,2 289,10 -26,0  -31,0  -20,0
530,2 259,10 -26,0  -56,0  -26,0
530,2 261,10 -20,0 45,0  -27,0

Tabulka 3: Optimalni energie pro hlavni prechody nilotinibu D6.
prekurzor m/z  produktm/z Q1 (V) CE (V) Q3 (V)

536,2 281,00 -26,0 -24.0 -19,0
536,2 295,15 -26,0 -31,0 -14,0
536,2 264,10 -20,0 -65.0 -26,0
100 ~ 289,1
90 -
80
70
60 -
3
'S
S 50
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Graf 3: Sken produktovych iontu pri zadani prekurzorového iontu s m/z 530,4 za pouziti

kolizni energie -30 V, nilotinib.
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Graf 4: Sken produktovych iontii pri zadani prekurzorového iontu s m/z 536,4 za pouziti

kolizni energie -30 V, nilotinib D6.

4.2 Optimalizace gradientové LC metody

Prvni byla zkouSena kolona ¢. 1 Kinetex 100x2,1 mm, 1,7 um, EVO C18 a riizné
gradientové eluce s mobilni fazi slozenou z acetonitrilu a destilované vody s 0,1%
kyselinou mravenci. Chromatograficky pik byl pokazdé velmi rozmyty a nesymetricky, a

proto jsme pouZili jinou chromatografickou kolonu.

Jako kolona €. 2 byla pouzita Acquity UPLC HSS C18 SB 100x2,1 mm, 1,7 pm od
firmy Waters. Jako mobilni faze byla pouZzita smés methanolu a destilované vody, oboji
s pridavkem 0,1% kyseliny mravenci. Byly nastaveny nasledujici podminky méfeni: pratok
0,3 ml/min, teplota na davkovaci 15 °C, teplota kolony 40 °C, doba analyzy 6,5 minuty a
objem nastiiku 1 pl. Byla vyzkouSena fada gradientovych programi. Optimalni
gradientovy program z pohledu retence nilotinibu a tvaru chromatografického piku je
uveden v tabulce 4. Eluat byl do hmotnostniho spektrometru poustén mezi 2,5 az 4
vzorku. Ziskany chromatogram standardu nilotinibu je uveden v grafu 5. MiZeme vidét, Ze
chromatograficky pik nilotinibu nedosahuje uspokojivého tvaru a je rozmyty zepiedu.

Takto nesymetricky pik by mohl zplisobovat problémy pii integraci, a tedy ovlivnit
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spravnost stanoveni nilotinibu. Z toho divodu byla testovana dal$i chromatograficka

kolona.

Dale byla pouzivana kolona ¢. 3 Acquity UPLC BEH PHENYL 100x2,1 mm, 1,7 um
od firmy Waters. Byly zachovany podminky z ptedchozi kolony, pouze se zménou nastiiku
(zde 2 pl). S pouzitim této kolony bylo dosazeno uzkého a symetrického tvaru piku
(Graf 6). Za téchto optimalnich podminek byla méfena kalibrace bez pouziti séra
(zkuSebni), kalibrace za pouziti séra (chromatogram kalibra¢niho roztoku je na grafu 7),
roztoky pro zjisténi presnosti a spravnosti a readlné vzorky. Z grafu 7 (osa x odpovida celé
dob¢ analyzy) mizeme vidét, Ze matrice séra nijak neovlivnila retencni Cas a tvar

chromatografického piku nilotinibu.

Tabulka 4: Gradientova eluce.

t(min)  H20 (obj. %) Methanol (obj. %)

0 60 40
0,5 60 40
1,5 10 90

3 10 90
3,5 60 40
6,5 60 40
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Graf 5: Kolona Acquity UPLC HSS C18 SB 100x2,1 mm, 1,7 um od firmy Waters,

kalibracni roztok o koncentraci nilotinibu 12,5 ng/ml, bez séra.
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Graf 6: Kolona Acquity UPLC BEH PHENYL 100x2,1 mm, 1,7 um od firmy Waters,

kalibracni roztok o koncentraci nilotinibu 12,5 ng/ml, bez séra.
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Graf 7: Kolona Acquity UPLC BEH PHENYL 100x2,1 mm, 1,7 um od firmy Waters,

kalibracni roztok o koncentraci nilotinibu 12,5 ng/ml, se sérem.

4.3 Kalibracni krivka

Kalibraéni kfivka byla sestrojena pomoci vazené linedrni regrese dle vahového
faktoru 1/x> jako zavislost poméru ploch piki nilotinibu (pfi ptechodu 530,2 — 289,10) a

nilotinibu D6 (pfi pfechodu 536,2 — 295,15) na koncentraci nilotinibu v roztoku.

Nejdiive byla provedena kalibrace bez pouziti séra (Graf 8). Nasledné byla
provedena kalibrace za pouziti séra (Graf 9), ze které vychazi vypocty presnosti a
spravnosti metody a vypocty koncentrace nilotinibu v realnych vzorcich. Porovnanim
regresnich rovnic obou kalibra¢nich zavislosti vidime, Ze je dosazeno vyborné linearity
s koeficientem determinace 1,0000. Dale miizeme vidét, Ze rozdil smérnic je neceld 2 %.
To znamena, Ze vliv matrice séra nijak neovliviiuje stanoveni nilotinibu pomoci dané LC-
MS/MS metody. Je to dano pouzitim isotopicky znafeného standardu, ktery eluuje ve
stejném reten¢nim Case jako neznaCeny standard a jeho ionizace je tedy ovlivnéna stejnymi

matri¢nimi efekty jako ionizace neznaceného standardu.
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Graf 8: Kalibracni kiivka s pouzitim vdzené linedrni regrese dle vahového faktoru 1/x°,

bez séra.
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Graf 9: Kalibracni kiivka s pouZitim vazené linedrni regrese dle vahového faktoru 1/x°, se

serem.
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4.4 Spravnost a presnost metody

Spravnost a piesnost metody byla hodnocena na tfech koncentracnich hladinach.
Kazda koncentrac¢ni hladina byla piipravena tiikrat. Vysledky pfesnosti a spravnosti jsou

zaznamenany v tabulce 5.

Tabulka 5: Spravnost a presnost metody.

¢ (o¢ekavand) c (naméiend)+SD  RSD RE
ng/ml ng/ml % %
0,313 0,253 £+ 0,023 8,6 -19,3
2,500 2,751 10,149 5,4 10,1
50,000 55,442 + 3,246 5,9 10,9

SD — smerodatnd odchylka, RSD — relativni smérodatnd odchylka, RE — relativni chyba

Presnost dané metody se pohybovala od 5,4 do 8,9 %. Hodnoty spravnosti, vyjadiené
jako relativni chyba, byly na koncentra¢nich hodnotach 2,5 a 50 ng/ml okolo 10, respektive
11 %. Vyssi relativni chyby bylo dosazeno pro nejnizsi testovanou koncentra¢ni hladinu a

to 19,3 %. Dosazené spravnosti a ptesnosti spliiuji kritéria na bio-analytické aplikace.

4.5 Realné vzorky

Me¢teny byly 2 sady realnych vzorkt, tedy vzorky odebirané v riznych casovych
intervalech ze dvou krys. Byly vypocitany koncentrace nilotinibu v séru v téchto
intervalech a sestaveny profily (Grafy 10, 11). Standardni nejistota méteni byla vyjadiena
jako smérodatna odchylka a byla vypocitdna z primérné hodnoty relativni smérodatné
odchylky QC vzorkl (RSD =6 %). Ziskané profily budou z hlediska farmakologického
hodnoceny skupinou prof. Ondfeje Slanatfe z farmakologického ustavu, 1.LF UK. Na
zakladé hodnoceni profili budou upraveny inovativni formulace 1é¢ivého piipravku

obsahujici nilotinib ve farmaceutické firmé Zentiva.
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Graf 10: Profil krysy (vzorky ¢. 311).
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5. Zaveér

Tato prace vznikla ve spolupraci farmakologického ustavu, 1. LF UK, VSCHT,
farmaceutické firmy Zentiva a PfF UK. V ramci vyvoje inovativni 1€kové formy nilotinibu
bylo nutné sledovat farmakokineticky prubéh uvolnovani ucinné latky v modelovém
organismu — krysa. Cilem této bakalarské prace byl vyvoj UHPLC-MS/MS metody ke

stanoveni nilotinibu v krysim séru.

V ramci této prace byl zoptimalizovan separacni krok pomoci UHPLC a nastaveni
MS/MS pro méfeni v MRM moddu. Optimalni nastaveni UHPLC-MS/MS metody bylo
nasledujici. Chromatograficka kolona Acquity UPLC BEH PHENYL 100x2,1 mm, 1,7 pm
od firmy Waters. Mobilni fadze se skladala z methanolu a destilované vody, oboji
s ptidavkem 0,1% kyseliny mravenci pii pouziti gradientové eluce (Tabulka 4). Pratok
mobilni faze byl 0,3 ml/min, teplota na davkovaci 15 °C, teplota kolony 40 °C, doba
analyzy 6,5 minuty a objem ndstiiku 2 pl. Byl sledovan MRM ptechod pro nilotinib:
530,2 — 289,10 (Q1 = -26 V; CE = -31 V; Q3 = -20 V) a pro nilotinib D6:
536,2 — 295,15 (Q1 =-26 V; CE =-31 V; Q3 = -14 V). Nastaveni iontového zdroje bylo
nasledujici: pratok nebuliza¢niho plynu 3 1/min; prutok susiciho plynu 10 I/min; teplota

zdroje 300 °C; teplota desolvatacni kapilary 250 °C.

Nésledné byla provedena kalibrace ve vodnych vzorcich a spikovaném krysim séru a
uréena spravnost a presnost metody na tfech koncentrac¢nich hladinach. Koeficient
determinace byl 1,0000, coz ukazuje vybornou linearitu. Spravnost metody, vyjadiena
v podobé relativni chyby, byla do 20 % a ptesnost, vyjadiend v podobé RSD, byla do 9 %.
Tyto hodnoty spliiuji validacni kritéria na bio-analytické metody. Nové vyvinuta UHPLC-
MS/MS metoda byla nasledné aplikovana na stanoveni koncentrace nilotinibu v krysim

séru po podani nové 1ékové formulace.
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