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Abstrakt

Diplomovéa prace se zaméfuje na vyvoj metody pomoci ultra vysokoucinné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS/MS)
pro stanoveni ciprofloxacinu a jeho metaboliti (desethylenciprofloxacinu,
formylciprofloxacinu, oxociprofloxacinu a sulfociprofloxacinu) v biologické matrici.

V ramci této prace bylo optimalizovano nastaveni hmotnostniho spektrometru a byla
optimalizovdna chromatografickd separace. Nalezené optimalni parametry jsou
nasledujici: chromatograficka kolona ACE® Excel® Cig-Amide (100 mm x 2,1 mm;
1,7 um), Advanced Chromatography Technologies, Skotsko. Jako mobilni faze (MF)
byla zvolena smé&s 5 mmoll!' pufru mravenéanu amonného o pH 3
(slozka A) a methanolu (slozka B) za gradientové eluce. Priitok MF byl 0,5 ml min™!,
nastiik 1 pl, celkova doba analyzy 12 minut, teplota na davkovaci 15 °C, teplota kolony
40 °C. Byly sledovany nasledujici MRM ptechody v pozitivnim reZimu: ciprofloxacin
a sulfociprofloxacin: 332,1/314,1 (Qi: -12 V, CE: -21 V, Qs -22 V),
desethylenciprofloxacin: 306,2/288,2 (Qi: -15 V, CE: -19 V, Qs:: -30 V),
oxociprofloxacin: 346,1/328,1 (Qi: -17 V, CE: -20 V, Qs: -23 V), formylciprofloxacin:
360,1/342,1 (Qi: -18 V, CE: -21 V, Qs: -23 V) a pro sulfociprofloxacin byl sledovan
MRM piechod také v negativnim rezimu: 410,1/366,1 (Qi: 30 V, CE: 23 V, Q3: 24 V).
Nastaveni iontového zdroje bylo nasledujici: priitok nebuliza¢niho plynu 3 I min’!, teplota
zdroje 350 °C, pritok susiciho plynu 10 1 min’!, napéti na kapilate 3000 V, teplota
desolvatacni kapilary 250 °C.

Limit detekce (LOD) pro tuto metodu byl odhadnut na hodnotu 0,5 ng ml™!. Na zavér
byla vyvinutd metoda aplikovéana na biologickou matrici. Bylo ovéfeno, ze matrice nijak
neovliviiuje separaci a tvary chromatografickych pik. Matri€ni efekty se pohybovaly

do 30 %.

Kli¢ova slova: ciprofloxacin, desethylenciprofloxacin, oxociprofloxacin,

formylciprofloxacin, sulfociprofloxacin, UHPLC-MS/MS, krysi sérum.



Abstract

This diploma thesis is focused on the development of a ultra high performance liquid
chromatography—tandem mass spectrometry method (UHPLC-MS/MS) for the
determination of ciprofloxacin and its metabolites (desethylenciprofloxacin,
oxociprofloxacin, formylciprofloxacin and sulfociprofloxacin) in biological matrix.

In this work, the settings of the mass spectrometer and chromatographic separation
were optimized. The optimal conditions were as follows. Chromatographic column
ACE® Excel® Cig-Amide (100 mm % 2.1 mm; 1.7 pm), Advanced Chromatography
Technologies, Scotland. Mobile phase composed of 5 mmol 1! ammonium formate buffer
pH 3 (component A) and methanol (component B) under gradient elution. Flow rate was
0.5 ml min’!, injection volume 1 pl, analysis time 12 minutes, autosampler temperature
15 °C and column temperature 40 °C. The following MRM transitions at positive
mode were monitored: ciprofloxacin and sulfociprofloxacin: 332.1/314.1 (Qi: -12 V,
CE: -21V, Qs: -22 V), desethylenciprofloxacin: 306.2/288.2 (Qi:-15 V, CE: -19 V,
Qs:-30 V), oxociprofloxacin: 346.1/328.1 (Qi: -17V, CE: -20 V, Qs: -23 V),
formylciprofloxacin: 360.1/342.1 (Qi: -18 V, CE: -21 V, Q3:-23V) and for
sulfociprofloxacin MRM transition at negative mode was also monitored: 410.1/366.1
(Q1: 30 V, CE: 23V, Q3: 24 V). The setting of the ion source was as follows: nebulization
gas flow 3 1min!, source temperature 350 °C, drying gas flow 10 1 min!, capillary
voltage 3 000 V, desolvation capillary temperature 250 °C.

The limit of detection (LOD) was estimated to be 0.5 ng ml™!. Finally, the developed
method was applied to a biological matrix. It was verified that the matrix did not affect

the separation and peak shapes. Matrix effects were up to 30 %.

Key words: ciprofloxacin, desethylenciprofloxacin, oxociprofloxacin,

formylciprofloxacin, sulfociprofloxacin, UHPLC-MS/MS, rat serum.
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Seznam zKkratek

API
BEH

CE
CID
CSH

DAD
HPLC

HSS
ICH

IS
IUPAC

LC-MS

LC-MS/MS

LOD
LOQ
ME
MF
MRM
MS
PEEK
SIM
SF

1é¢iva latka pripravku (z angl. Active Pharmaceutical Ingredient)
hybridni sorbent s ethylenovymi mustky (z angl. Ethylene Bridged
Hybrid)

kolizni energie (z angl. Collision Energy)

kolizi indukovana disociace (z angl. Collision-Induced Dissociation)
hybridni technologii povrchové nabitych castic (z angl. Charged
Surface Hybrid)

detektor diodového pole (z angl. Diode Array Detector)

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (z angl. High Performance
Liquid Chromatography)

siln¢ vazany oxid kiemicity (z angl. High Strength Silica)
Mezinarodni konference o harmonizaci technickych pozadavkl na
registraci 1éCivych ptipravki pro huménni pouziti (z angl. International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use)

vnitini standard (z angl. Internal Standard)

Mezinarodni unie pro €istou a uZitnou chemii (z angl. International
Union of Pure and Applied Chemistry)

kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (z angl. Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry)

kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (z angl.
Liquid Chromatography — Mass Spectrometry/Mass Spectrometry)
limit detekce (z angl. Limit of Detection)

limit kvantifikace (z angl. Limit of Quantification)

matri¢ni efekt

mobilni faze

mod sledovani vicero reakci (z angl. Multiple Reaction Monitoring)
hmotnostni spektrometrie (z angl. Mass Spectrometry)
polyetheretherketon

mod sledovani vybraného iontu (z angl. Selected lon Monitoring)

stacionarni faze



SPE
SPS

UHPLC

extrakce na pevné fazi (z angl. Solid Phase Extraction)
spektrofotometrie na pevné fazi (z angl. Solid Phase
Spectrophotometry)

ultra vysokoucinné kapalinova chromatografie (z angl. Ultra High

Performance Liquid Chromatography)

Seznam symbolii

A
m/z
I
P4
10y

faktor symetrie piku

pomér hmotnosti ku néboji

retencni ¢as

objemové procento vodné slozky v mobilni fazi

objemové procento organické slozky v mobilni fazi



1 Teoreticky uvod

1.1 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout dostate¢né citlivou a selektivni metodu
pomoci ultra vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
(UHPLC-MS/MS), ktera by byla vhodna pro stanoveni ¢inné latky (API) ciprofloxacinu
a jeho Ctyf metaboliti - desethyleneciprofloxacin, sulfociprofloxacin, oxociprofloxacin
a formylciprofloxacin v biologickém materidlu. Tato metoda bude slouzit k monitorovani
ciprofloxacinu a jeho metabolitd v krysim séru po podani inovativnich 1ékovych forem

ve spolupraci s 1. LF UK.
1.2 Ciprofloxacin a jeho metabolity

Ciprofloxacin je fluorochinolonové Sirokospektralni antibiotikum s molarni
hmotnosti 331,3 g mol™! [1], jehoZ cely nézev dle IUPAC je 1cyklopropyl-6-fluoro-1,4-
dihydro-4-oxo-7-(1-piperazinyl)-3-chinolin karboxylova kyselina [2]. Na Obr. 1 je
znazornéna jeho struktura. Jedna se o svétle zluty krystalicky prasek, ktery je prakticky
nerozpustny ve vode [3]. Ciprofloxacin ma dvé hodnoty pKa: 6,09 (skupina karboxyloveé
kyseliny) a 8,74 (dusik na piperazinylovém kruhu) [4].

Mechanismem Uc¢inku je inhibice replikace DNA inhibici bakteridlni DNA
topoizomerazy IV a DNA-gyrdzy (topoizomerdzy II). Je zejména Ucinny
proti gramnegativnim bakteriim a taktéZ proti nékterym grampozitivnim bakteriim [5,6].
Mimo ciprofloxacin se do kategorie chinolonii 2. generace fadi také napiiklad
norfloxacin, ofloxacin nebo lomefloxacin [7].

Leécivé pripravky obsahujici API ciprofloxacin jsou pacientovi podavany peroralné
nebo intravenozné [9] a jsou u nas dostupné pod komerénimi nazvy Cifloxinal, Ciloxan,
Ciplox, Ciprinol nebo Ciprofloxacin Kabi [10]. Tyto Iéky jsou pfedepisovany na rizné

druhy infekei (zejména na infekce mocovych a pohlavnich cest).

-10 -
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Obr. 1: Znazornéni struktury ciprofloxacinu (vytvofeno Vv programu

ACD/ChemSketch 12.01 [8]).

Ciprofloxacin se z vEt§si casti biotransformuje v jatrech. U ¢lovéka byly
identifikovany ctyfi nasledujici metabolity, které se vyskytuji ve velmi malych
koncentracich: desethylenciprofloxacin M1 (struktura zndzornéna na Obr. 2),
jehoz molarni hmotnost je 305,3 g mol™!, sulfociprofloxacin M2 (struktura znazorn&na
na Obr. 3) s molarni hmotnosti 411,4 g mol™!, oxociprofloxacin M3 (struktura znidzornéna
na Obr. 4) smolarni hmotnosti 345,3 gmol! a formylciprofloxacin M4 (struktura
znazornéna na Obr. 5) [11], jehoZ molarni hmotnost je 359,4 g mol ™.

Ciprofloxacin se v nezménéné forme¢ vylucuje prevazné rendlné a v mens$im
mnozstvi také stolici. Oxociprofloxacin je hlavnim metabolitem, ktery je vylu€ovan moci.

Sulfociprofloxacin je pak majoritnim metabolitem pii vylucovani stolici [12].

| OH
O O

Obr. 2: Znéazornéni struktury desethylenciprofloxacinu M1 (vytvofeno v programu

ACD/ChemSketch 12.01 [8]).

-11 -
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Obr. 3: Znazornéni struktury sulfociprofloxacinu M2 (vytvofeno v programu

ACD/ChemSketch 12.01 [8]).
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Obr. 4: Znazornéni struktury oxociprofloxacinu M3 (vytvofeno v programu

ACD/ChemSketch 12.01 [8]).
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Obr. 5: Znazornéni struktury formylciprofloxacinu M4 (vytvofeno v programu

ACD/ChemSketch 12.01 [8]).
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1.3 UHPLC

Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC) se principem separace
nijak nelis$i od vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Jak uz ale znazvu
vypliva, UHPLC systémy vyuzivaji podstatn¢ vyssich tlakt, kterym musi
byt pfizpisobena instrumentace. Zasadnimi rozdily mezi UHPLC a HPLC jsou:
o velikost castic — v HPLC systémech jsou velikosti Castic stacionarni faze (SF)
fadove typicky 3—5 pum, zatimco UHPLC je charakterizovan casticemi o velikosti
mens$i nez 2 um [13,14]

e rozmery kolony — stejn¢ jako u velikosti ¢astic dochazi u UHPLC ke zkracovani
délky kolon; typickd HPLC kolona ma vnitini primér 4,6 mm a délku kolony
250 mm, oproti tomu UHPLC kolona méa vnitini priimér 2,1 mm (i méng) s délkou
napfiklad 100 mm [13,14]

e priitokova rychlost — UHPLC pouziva daleko nizsi pritokovou rychlost (naptiklad
0,2-0,7 ml min™"), HPLC systémy pracuji s rychlostmi 1-2 ml min! [13,14]

o zpétny tlak — s menSimi ¢asticemi a mens$im vnitinim priimérem separacni kolony,
dochazi ke zvySovani zpétného tlaku; ptistroje pro HPLC pracuji pfi maximalnim
tlaku 400-600 barti (UHPLC systémy mohou pracovat az do 1500 bard) [13,14]

Mimo vySe uvedené parametry, vyuzivaji UHPLC instrumenty spojovaci prvky,
které¢ jsou zhotoveny z vysoce odolnych materiald, aby odolavaly vysokému tlaku,
kterych se pfi separaci dosahuje. Pfikladem takového materialu mize byt pozlacena ocel,
vysoce odolny polyetheretherketon (PEEK) nebo kombinace ocel-PEEK [15].

UHPLC tak oproti klasické HPLC pfinasi fadu ptednosti, jako je zvySeni separacni
ucinnosti, krat$i dobu analyzy a s tim souvisejici sniZzeni spotieby rozpoustédel, zvyseni
citlivosti a snizeni meze detekce [16].

Typickymi oblastmi vyuzivajici separaci latek pomoci HPLC/UHPLC jsou:

e farmacie — antibiotika, analgetika, sedativa [17]

e biochemie — aminokyseliny, proteiny, lipidy [18]

e potravinafstvi — uméla sladidla, aditiva, antioxidanty [19]
e forenzni analyza — alkohol v krvi, narkotika, drogy [20]

e klinickd analyza — metabolity 1é¢iv, extrakty moci [21]

- 13-



1.3.1 LC-MS instrument

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS) umoziuje
identifikaci a zaroven kvantifikaci jednotlivych slozek v riiznorodych smésich [22].

Vyssi  selektivity lze dosdhnout diky tandemové hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS), ktera vyuziva spojeni dvou nebo vice analyzatorti za sebou. Mezi nejcastéji
vyuzivanymi tandemovymi hmotnostnimi spektrometry jsou trojit¢ kvadrupoly
nebo spojeni kvadrupdlu a prilletovy analyzator, poptipadé kvadrupdl a iontova past.
Princip trojit¢ho kvadrupdlu je takovy, Zze v prvni fazi dochdzi v iontovém zdroji
k pfevedeni nenabitych molekul na nabité¢ ionty. Tyto ionty jsou nasledn¢ vedeny
do prvniho hmotnostniho analyzatoru, ktery propousti pouze ionty o urc¢ité hodnoté m/z
(prekurzorovy iont). Tato hmota je pfevedena do kolizni cely, kde dochézi k fragmentaci
(dodanim energie). Zde vznikaji produktové ionty, které jsou transportovany do druhého
hmotnostniho analyzatoru a jsou znovu separovany na zékladé m/z (schéma je zobrazeno

na Obr. 6) [23].

& —— Detektor

o® Qi Q2 o Q3

Prekurzorovy iont Produktovy iont

Analyt _lonizace @& O separace pode miz @® kalizni cela Q . Separacepodemiz

Obr. 6 : Princip tandemové hmotnostni spektrometrie, kde je jako hmotnostni

analyzator vyuZit trojity kvadrupol (vytvofeno v programu ACD/ChemSketch 12.01
[8D).

Vzhledem k tomu, Ze jsou kvadrupoly v sériovém zapojeni, lze prvni a posledni
kvadrupdl nastavit na konstantni hodnotu m/z nebo skenovat ve zvoleném rozsahu m/z.
Diky tomuto 1ze MS vyuZivat hned v nékolika médech — Gplny sken (SCAN), sledovani
vybraného iontu (SIM), sledovani vicero reakci (MRM), sken produktovych iontl, sken
prekurzovych iontl a sken neutrdlnich ztrat [23]. Pro kvantifikaci se nejcastéji vyuziva
MRM a SIM mdd [24, 25]. Ostatni skeny se vyuzivaji predev§im v kvalitativni analyze
[26, 27]. Nespornou vyhodou LC-MS/MS je vyssi citlivost a selektivita oproti klasické

LC-MS. Nevyhodou jsou vSak vyssi finan¢ni ndklady na provoz instrumentu [22].
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1.3.2 LC-MS 8045 Shimadzu

V ramci této diplomové prace byla vSechna méfeni provadéna na instrumentu
LC-MS/MS 8045 od japonské firmy Shimadzu.

V roce 2016 pfisla spolecnost Shimadzu na trh s novym LC-MS instrumentem typu
8045, ktery je soucasti fady Ultra Fast Mass Spectrometer a obsahuje tak fadu
ultrarychlych technologii. Mezi tyto technologie se ftadi rychlost skenovani
30 000 u sec ! a piepinani polarity v ¢ase 5 ms, coz zajistuje reprodukovatelna data
ipro velmi slozit¢ matrice. Instrument byl navrzen tak, aby byl robustni. VSechny
soucasti (vyhiivana sonda ESI, vysokoteplotni topny blok, vyhfivané¢ desolvatacni
potrubi, suSici plyn a zaostfovaci optika) pracuji tak, aby byla dosaZzena maximdlni
citlivost [28].

Na Obr. 7 je uvedeno schéma instrumentu [29]. LC-MS/MS 8045 je vybaven
vyhtivanou sondou ESI. Vysokoteplotni vzdusny plyn dopliiuje nebulizaéni plyn (dusik),
coz vede ke zlepSeni ucinnosti desolvatace. To pak usnadniuje ionizaci Siroké Skaly
sloucenin. Instrument vyuZiva vysokorychlostni kolizni celu (oznaceni UFsweeper II),
ktera je vysoce citlivad a vyznacuje se svym vylepSenym zaostfovanim iontli pomoci
technologie vysokorychlostni piepravy iontu. Tato technologie poskytuje lepsi pfenos
produktovych iontil v kolizni cele, stabilngj$i intenzitu signalu a schopnost dosahnout
niz§iho limitu detekce (LOD). Patentovany kvadrupdl QArray™ je navrZen tak,
aby zaostfoval na Siroky rozsah m/z ptekrytim vice elektrickych poli [28].

Instrument 1ze vyuZzivat pro fadu aplikaci — environmentalni analyza, analyza 1éCiv,

potravin, atp [28].

-15 -
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Obr. 7: Schéma instrumentu LC-MS 8045 od firmy Shimadzu. Upraveno a ptevzato
z [29].

1.4 Analyza ciprofloxacinu

V soucasné dobé neni publikovana UHPLC-MS/MS metoda, kterd by se zabyvala
analyzou ciprofloxacinu a jeho ¢tyf metabolitl v biologickém materidlu. V této kapitole
jsou proto vypsany metody, zabyvajici se vyvojem/validaci/stanovenim ciprofloxacinu
ve farmaceutickych ptipravcich nebo v biologickém materialu.

Scherer a kol. [30] publikovali ¢lanek, ktery se zabyva vyvojem a validaci metody
vhodné pro stanoveni ciprofloxacinu v tabletach (500 mg) a kapslich (250 mg a 500 mg)
pomoci HPLC na reverznich fazich (RP-HPLC) s ultrafialovou (UV) detekci.
Jako separacni kolona byla zvolena XBridge® Cig (150 mm x 4,6 mm; 3,5 pum).
Pro detekci byla zvolena vinova délka 278 nm. Mobilni fize (MF) byla smés 0,025 mol I'!
kyseliny fosfore¢né (pH upraveno na hodnotu 3,0 pomoci triethylaminu) a acetonitrilu
v poméru 60:40 (v/v). Priitok MF byl 1 ml min™!. Kalibraéni zavislost byla linearni

v rozsahu 0,3-50 mg ml'. LOD byl vypoc¢itan jako trojndsobek hodnoty Sumu zikladni
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linie a jeho hodnota byla 0,11 mg ml'. LOQ byl vyjadien jako desetinasobek hodnoty
Sumu zakladni linie a jeho hodnota byla 0,35 mg ml™.

Krishna a kol. [31] ve svém ¢lanku popsali vyvoj a validaci UV spektrofotometrické
metody, kterou jsou schopni stanovit ciprofloxacin hydrochlorid a ornidazol v tableté
Cifran-oz. Jako rozpoustédlo byla zvolena destilovana voda. Pracovni roztok obsahoval
koncentraci 10 ug ml! obou analytd. Skenovanim v rozsahu vinovych délek 400—200 nm
byla vybrana vlnova délka 270 nm pro kvantifikaci ciprofloxacinu. Kalibra¢ni zavislost
byla linearni v rozsahu 2-12 pg ml"'. LOD byl stanoven pro ciprofloxain na hodnotu
0,546 ng ml! a LOQ 1,65 pg ml™.

Suhagia a kol. [32] publikovali ve svém ¢lanku RP-HPLC metodu pro stanoveni
ciprofloxacinu a dexamethasonu v o¢nich/u$nich kapkéach. Separa¢ni kolona byla
Cis Grace Smart (25 cm x 4,6 mm; 5 um). MF byla smés methanolu, vody a triethylaminu
(55:45:0,6; v/v/v). Pomoci kyseliny ortho-fosfore¢né bylo upraveno pH MF na hodnotu
3,0. Pritok MF byl 0,8 ml min!. Ciprofloxacin byl kvantifikovian pomoci UV detekce
pfi vinové délce 254 nm. Ciprofloxaxin eluoval ve 4,1 minut€ a celkova doba analyzy
byla 10 minut. Kalibraéni zavislost byla linearni v rozsahu 318 ug ml!'. Hodnota LOD
byla 0,29 ug ml!' a LOQ 0,89 pg ml™.

Pascal-Reguera a kol. [33] vyvinuli metodu pro stanoveni ciprofloxacinu pomoci
spektrofotometrie na pevné fazi (SPS). Principem SPS je piimé méfeni absorpce svétla
iontoménice obsahujici sledovanou latku. Jako iontoméni€ byl zvolen Sephadex SP C25.
Jako rozpoustédlo byla pouzita 0,05 mol I'! kyselina chlorovodikova. Pufr byl tvoien
1 mol 1! kyselinou mravenéi (pH bylo upraveno pomoci 1 mol I'' hydroxidu sodného
na hodnotu 2,2). Absorpéni maximum ciprofloxacinu bylo pfi vinové délce 277 nm
a 380 nm. Kalibra¢ni zavislost byla linearni v rozsahu 0,050-0,300 pug ml'. Hodnota
LOD byla 0,012 pg ml™' a LOQ 0,040 pg ml™.

1.4.1 Analyza ciprofloxacinu v biologickém materialu

Wang a kol. [34] se ve své publikaci zaobirali stanovenim ciprofloxacinu v lidské
moci a séru pomoci HPLC-MS/MS. Vzorky biologickych materialt byly pted analyzou
upraveny metodou extrakce na pevné fazi (SPE). Vzorky byly nanaSeny na extrakéni

kolonu a promyty 0,05% kyselinou mravenci, vysuseny a poté eluovany methanolem.
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Dale byly vzorky odpafeny pod proudem dusiku a rekonstituovany v 90% methanolu.
Jako tandemovy hmotnostni spektrometr byl pro experimentalni méfeni zvolen trojity
kvadrupdl s elektrosprejem v pozitivnim moédu jako zdroj ionizace. Bylo méfeno
na koloné Zorbax SB-Aq Cig s obracenou fazi (100 mm x 2,1 mm; 1,8 um). MF byla
smés 0,1% kyseliny mravenci a acetonitrilu. Zastoupeni jednotlivych slozek se ménilo
podle gradientového programu (viz Tab. 1). Pitok MF byl 0,2 ml min™'. Analyt eluoval
ve 4,05 minuté€ a celkova doba analyzy byla 10 minut. MRM piechod pro ciprofloxacin
byl 332,0/314,0 (m/z). V této metodé byl jako IS pouzit -ciprofloxacin-D8
jehoz MRM ptechod byl 340,0/322,0 (m/z). Kalibra¢ni zavislost byla linearni v rozsahu
5-100 ng mI"'. Hodnota LOD ¢&inila 1 ng ml"! (vyhodnocovan jako trojnasobek hodnoty
Sumu zékladni linie) a hodnota LOQ byla 3 ng ml"! (vyhodnocovan jako desetinisobek
hodnoty Sumu zakladni linie).

Matta a kol. [35] publikovali ve svém ¢lanku kvantifikaci ciprofloxacinu
v biologickém materidlu mysi pomoci UHPLC-MS/MS s trojitym kvadrupoélem jako
hmotnostnim analyzatorem. Pro extrakci ciprofloxacinu z plasmy a moci byla vyuzita
technika srazeni proteinti. K danému mnozstvi biologického materidlu byl pfidan
acetonitril obsahujici IS. Ke srazeni dochézelo na srazecich destickach. Po promichdni
na tfepacce a odstiedéni, byl vznikly supernatant analyzovan. Jako iontovy zdroj byl
zvolen elektrosprej a bylo méfeno v pozitivnim MRM moédu. Separace probihala
na kolon¢ Cis Zorbax Agilent Technologies (50 mm x 2,1 mm; 3,5 um). MF byla sloZena
z 5mmol I'! mravenéanu amonného s piidavkem 0,1% kyseliny mravendi (vodna
slozka A) a acetonitrilu (organickd slozka B). Zastoupeni vodné a organické slozky
se v pritbéhu analyzy ménilo podle gradientového programu (viz Tab. 2). Pritok mobilni
faze byl 0,6 mlmin!. Jako IS byl zvolen izotopicky znadeny ciprofloxacin-D8.
Oba analyty eluovaly v 0,87 minuté a celkovd doba analyzy byla 3 minuty. MRM
pfechod pro ciprofloxacin byl 332,1/230,8 (m/z) a pro izotopicky znaceny standard
340,1/296,1 (m/z). Kalibraéni zavislost byla linearni v rozsahu 100-500 ng ml"'. Hodnota
LOQ byla 100 ng ml! a jednalo se o takovou koncentraci analytu ve vzorku, ktera

odpovidala desetindsobku poméru signal/Sum.
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Tab. 1: Gradientovy program eluce, podle kterého se ménilo zastoupeni 0,1% kyseliny

mravenci (slozka A) a acetonitrilu (slozka B).

¢ (min) 04 (%) ¢5(%)

0 90 10
5 90 10
5,1 40 60
6 40 60
6,1 90 10
10 90 10

Tab. 2: Gradientovy program eluce, podle kterého se ménilo zastoupeni 5 mmol 1!
mravenc¢anu amonného s piidavkem 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a acetonitrilu

(slozka B).

¢ (min) 04 (%) ¢5(%)

0 90 10
0,3 90 10
0,8 30 70
1,6 30 70
2,2 90 10

3 90 10

Czyz a kol. [36] popsali ve svém c¢lanku metodu pro stanoveni ciprofloxacinu
a enrofloxacinu v plasmé plazit pomoci HPLC s detektorem diodového pole (DAD).
Ptiprava vzorku spocivala v pfidavku 70% kyseliny chloristé k plasmé ve sklenéné
zkumavce. Tato zkumavka byla promichana a nasledné odstfedéna. Separacni kolona
byla Kinetex® RP Cis (150 mm x 4,6 mm; 5 um) a MF byla smés 0,002 mol 1! kyseliny
fosforecné a acetonitrilu (83:17, v/v). Separace probihala izokratickou eluci pfi vinové
délce 280 nm a pritokem MF 0,5 ml min™!. Ciprofloxacin eluoval v 7,25 minuté

s celkovou dobou analyzy 14 minut. Kalibracni kfivka byla linearni v rozsahu
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od 3 do 100 umol I''. Hodnota LOQ byla 3 pmol I''. Hodnota LOD byla ode&itana
ve trojnadsobku poméru signal/Sum. Konkrétni hodnota LOD neni v publikaci uvedena.

Choudhury a kol. [37] se v publikaci zabyvali vyvojem a validaci LC-MS/MS
metody pro studium farmakokinetiky ciprofloxacinu u zdravych muzskych dobrovolnikd.
Vzorky byly pfipraveny smichanim krevni plasmy s IS a naslednym promichanim.
Extrakce takto piipraveného roztoku probihala pomoci ru¢niho vytiepavani
v chloroformu. Po odstfedéni byl vznikly supernatant odebran a odpaten pod ptivodem
dusiku. Poté byla k odparku pfiddna MF. Pro tuto praci byl vyuzit HPLC-MS/MS
instrument s trojitym kvadrupolem jako hmotnostnim spektrometrem. Zdrojem ionizace
byl elektrosprej. Stacionarni fazi (SF) byla kolona Cig (75 mm % 4,6 mm; 3,5 um).
MF byla smés methanolu a 0,2% kyseliny mravenci (90:10, v/v), ktera byla pumpovana
prittokem 0,5 ml min™'. Jako vnitini standard byl vyuzit ofloxacin. Celkova doba analyzy
byla 3 minuty. Ciprofloxacin eluoval v 1,07 minut€ a ofloxacin v 1,05 minuté. Vyvinutou
metodou byly zjiStény nasledujici MRM pifechody (méfeno v pozitivnim moddu):
ciprofloxacin 332,0/231,3 (m/z) a ofloxacin 362,2/261,0 (m/z). Kalibra¢ni kiivka byla
line4rni v rozsahu 0,01-5 ug ml"!. Hodnota LOQ byla 0,01 ug ml™.
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie a instrumentace

2.1.1 Chemikalie

e Voda, LC-MS (istota, Sigma Aldrich, Némecko

e Acetonitril, CHROMASOLV™_ LC-MS cistota = 99,9%, Honeywell, Francie
e Methanol, CHROMASOLV™, L.C-MS ¢istota = 99,9%, Honeywell, Francie
e Kyselina mravenci, 98% p. a., LC-MS Ccistota, Honeywell, Francie

e Mravencan amonny, LC-MS ¢istota = 99,9%, Sigma Aldrich, Némecko

¢ Ciprofloxacin hydrochlorid, Cistota > 98%, Clearsynth, Indie

e Formylciprofloxacin, Cistota > 98%, Clearsynth, Indie

e Desethylenciprofloxacin, ¢istota > 98%, Clearsynth, Indie

e Sulfociprofloxacin, ¢istota > 98%, Clearsynth, Indie

e Oxociprofloxacin, ¢istota > 98%, Clearsynth, Indie
2.1.2 Instrumentace

e Instrument LC-MS/MS 8045, Shimadzu, Japonsko

e Chromatograficka kolona Acquity UPLC HSS Cis (100 mm % 2,1 mm; 1,7 um),
Waters, USA

e Chromatografickd kolona InfinityLab Poroshell 120 EC-Cis (50 mm X 2,1 mm;
1,9 um), Agilent, USA

e Chromatograficka kolona Acquity UPLC CSH Cig (150 mm X 2,1 mm; 1,7 pum),
Waters, USA

e Chromatograficka kolona Kinetex F5, 100 A (100 mm x 2,1 mm; 1,7 um),
Phenomenex, USA

e Chromatografickd  kolona  Acquity @ UPLC  CSH, fluorofenylova
(100 mm x 2,1 mm; 1,7 um), Waters, USA

e Chromatografickda kolona Zorbax Bonus RP, Rapid Resolution HD
(150 mm x 2,1 mm; 1,7 um), Agilent, USA
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Chromatografickd kolona Atlantis™ dCig (100 mm % 2,1 mm; 3 pum), Waters,
USA

Chromatografickd kolona ACE® Excel® Cis-Amide (100 mm X% 2,1 mm;
1,7 um), Advanced Chromatography Technologies, Skotsko

Chromatograficka kolona Atlantis PREMIER BEH Cigs AX (150 mm X 2,1 mm;
1,7 um), Waters, USA

Analytické vahy, Entris®, Sartorius, Némecko

Homogenizator, VORTEX, Chromservis, Ceska republika

Odsttedivka, Ependorf MiniSpin, USA

Ultrazvukovy sonikator, Elma S15H, Elmasonic, Némecko

pH metr, 3540 pH/conductivity meter, Jenway, Velka Britanie

Magnetickd michacka, Velp Scientifica, Italie
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2.2 Priprava vzorki

2.2.1 Ciprofloxacin

Na analytickych vahach bylo navdzeno 6 mg API ciprofloxacinu hydrochlorid,
ke vzorku byl nésledné pfidan 1 ml vody a 1 ml acetonitrilu. Vzorek byl vlozen
do ultrazvukové 14zné na 10 minut. Koncentrace roztoku byla 3 mg ml™!. Pro optimalizaci
MS byl dale tento vzorek nafedén pomoci smési voda:acetonitril (v poméru 7:3, v/v) tak,

aby jeho koncentrace byla 0,6 ug ml!.
2.2.2 Desethylenciprofloxacin

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,6 mg API desethylenciprofloxacinu
a k tomuto vzorku byly postupné pfiddvany 2 ml vody a 2 ml acetonitrilu. Vzorek byl
vlozen do ultrazvukové 1azné na 10 minut. Koncentrace roztoku byla 0,15 mg ml™.
Pro optimalizaci MS byl dale tento vzorek nafedén pomoci smési voda:acetonitril

(v poméru 7:3, v/v) tak tak, aby jeho koncentrace byla 1,5 ug ml.
2.2.3 Oxociprofloxacin

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,3 mg API oxociprofloxacinu a k tomuto
vzorku byl postupné pfidavan 1 ml vody a 6 ml acetonitrilu. Vzorek byl vlozen
do ultrazvukové 14zné¢ na 10 minut. Koncentrace roztoku byla 0,04 mg ml™.
Pro optimalizaci MS byl dale tento vzorek nafedén pomoci smési voda:acetonitril

(v poméru 7:3, v/v) tak, aby jeho koncentrace byla 0,86 pg ml™.
2.2.4 Formylciprofloxacin

Na analytickach vahach bylo navazeno 1,1 mg API formylciprofloxacinu a k tomuto
vzorku byly postupné piidavany 2 ml vody a 2 ml acetonitrilu. Vzorek byl vlozen
do ultrazvukové 14zné¢ na 10 minut. Koncentrace roztoku byla 0,28 mgml.
Pro optimalizaci MS byl dale tento vzorek nafedén pomoci smési voda:acetonitril

(v poméru 7:3, v/v) tak, aby jeho koncentrace byla 2,75 pg ml.
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2.2.5 Sulfociprofloxacin

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,3 mg API sulfociprofloxacinu a k tomuto
vzorku byl postupné ptriddvan 1 ml vody a 1 ml acetonitrilu. Vzorek byl vlozen
do ultrazvukové 14zné¢ na 10 minut. Koncentrace roztoku byla 0,15 mgml.
Pro optimalizaci MS byl dale tento vzorek nafedén pomoci smési voda:acetonitril

(v poméru 7:3, v/v) tak, aby jeho koncentrace byla 0,75 pg ml™.
2.2.6 Smésny vzorek bez sulfociprofloxacinu

Vzhledem k tomu, Ze pii zahajeni experimentalniho méteni této diplomové prace
nebyl k dispozici analyt sulfociprofloxacin, byl nejprve pfipraven smésny vzorek bez této
latky. Smésny vzorek byl pfipraven smichdnim roztoku ciprofloxacinu (viz kapitola
2.2.1), desethylenciprofloxacinu (viz kapitola 2.2.2), oxociprofloxacinu (viz kapitola
2.2.3) a formylciprofloxacinu (viz kapitola 2.2.4) tak, aby koncentrace kazdého analytu
ve vzorku byla 100 ng ml. Jako rozpoustédlo byla zvolena smés voda:acetonitril

v poméru 7:3 (v/v).

2.2.7 Smésny vzorek

Dale byl ptipraven smésny vzorek obsahujici jiz vSech pét analytii a tento vzorek
vznikl smichdnim roztoku ciprofloxacinu (viz kapitola 2.2.1), desethylenciprofloxacinu
(viz kapitola 2.2.2), oxociprofloxacinu (viz kapitola 2.2.3), formylciprofloxacinu
(viz kapitola 2.2.4) a sulfociprofloxacinu (viz kapitola 2.2.5) tak, aby koncentrace
sulfociprofloxacinu ve vzorku byla 1 pugml! a koncentrace ostatnich &tyf analytd
byla 500 ng ml™!. Jako rozpoustédlo byla zvolena smés voda:acetonitril v poméru 7:3

().
2.2.8 Vzorek pro stanoveni LOD

Smésny vzorek (viz kapitola 2.2.7) byl nejprve 10x nafedén smési voda:acetonitril
v poméru 7:3 (v/v) poté byl jesté¢ 10x nafedén smési voda:acetonitril v poméru 7:3 (v/v).

Smésny vzorek byl tedy celkem 100x natedén.
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2.2.9 Vzorek obsahujici biologickou matrici

Vzorek obsahujici biologickou matrici vznikl smichanim 30 pl krysiho séra + 10 pl
smésného vzorku (viz kapitola 2.2.7) + 80 ul acetonitrilu. Pfidavkem acetonitrilu doslo
k vysrazeni proteinii. Vzorek byl promichan na homogenizatoru a odstfedén na centrifuze
(7 minut, 12 500 otacek za minutu). Supernatant byl pfeveden do konické HPLC vialky.

Dale byl pfipraven vzorek, ktery obsahoval 30 pl smési voda:acetonitril v poméru
7:3 (v/v) + 10 pl smésného vzorku (viz kapitola 2.2.7) + 80 ul acetonitrilu. Tento vzorek

byl promichén na homogenizatoru.

2.3 Analytické zpracovani dat

2.3.1 Vliv matri¢niho efektu

Vliv matri¢niho efektu na vyslednou separaci byl vypocitan podle vztahu:

*

ME = (— - 100) — 100 (1)

A**
kde ME je matri¢ni efekt, 4™ je plocha piku analytu p¥itomného ve vzorku obsahujici

krysi sérum a 4** je plocha piku analytu pfitomného ve vzorku neobsahujici krysi sérum.

2.3.2 Faktor symetrie piku

Faktor symetrie piku byl vypocitan podle nasledujiciho vztahu:
b

A== @

kde A je faktor symetrie piku, b je Sitka piku sestupné €asti v jedné desetiné vysky piku,

a je Sitka piku vzestupné ¢asti v jedné desetin€ vysky piku.
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3 Vysledky

3.1 Optimalizace hmotnostniho spektrometru

Cilem optimalizace hmotnostniho spektrometru bylo nalezeni specifickych prechodt
mezi prekurzorovym a produktovym iontem dané¢ho analytu a déale nastaveni iontové
optiky tak, aby bylo dosazeno co nejvyssi citlivosti. V prvni fazi byla proméfena
hmotnostni spektra ve scan modu vrozmezi m/z 150-500. Hmotnostni spektra
jednotlivych analytl jsou uvedena na Obr. 8 — 13. Z hmotnostnich spekter vidime, Ze se
vétsina analytd (ciprofloxacin, desethylenciprofloxaci, oxociprofloxacin
a formylciprofloxacin) nabiji jako adukt s vodikem ve formé [M+H]". Zajimavosti je,
Ze tyto analyty podporuji relativné intenzivni adukty s acetonitrilem. Sulfociprofloxacin
neposkytoval v pozitivnim modu molekulovy adukt s vodikem, ale ve spektru lze
pozorovat pouze hmotu s m/z 332,1 (Obr. 12), kterd odpovida ztraté¢ sulfoskupiny
jiz ve zdroji. V negativnim modu jiz mizeme pozorovat adukt s m/z 410,1, ktery

odpovida sulfociprofloxacinu ve forme¢ [M-H].

T T T
3731

100 ~ [M+CH,CN+HT*

80 1

Relativni intenzita (%)

60

332,1
[M+H]* -1
40

0

1 1 1 1 1 )
150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Obr. 8: Hmotnostni spektrum ciprofloxacinu méfené v pozitivnim modu. MF smés
voda:acetonitril v poméru 3:7 (v/&), pritok MF 0,2 mlmin!, doba analyzy

1,5 minuty, néstiik 1 pl, skenovano v rozmezi 150-500 m/z.
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Obr. 9: Hmotnostni spektrum desethylenciprofloxacinu métené v pozitivnim maédu.
MF smés voda:acetonitril v poméru 3:7 (v/v), priitok MF 0,2 ml min’!, doba analyzy

1,5 minuty, nastfik 1 pl, skenovano v rozmezi 150 -500 m/z.

2 ' ' 346.1 '
@ 100 - =
= [M+H)
c 409,3
g [M+CH,CN+Na]"
= Bl
C
=
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1] .
& 60

40 4 l

20 368,1
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m/z

Obr. 10: Hmotnostni spektrum oxociprofloxacinu méfené v pozitivnim moédu. MF
smés voda:acetonitril v poméru 3:7 (v/v), pritok MF 0,2 ml min™!, doba analyzy

1,5 minuty, néstiik 1 pl, skenovano v rozmezi 150 -500 m/z.
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Obr. 11: Hmotnostni spektrum formylciprofloxacinu métené v pozitivnim moédu. MF

smés voda:acetonitril v poméru 3:7 (v/v), pritok MF 0,2 ml min™!, doba analyzy

1,5 minuty, néstiik 1 pl, skenovano v rozmezi 150-500 m/z.
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Obr. 12: Hmotnostni spektrum sulfociprofloxacinu métené v pozitivnim moédu. MF

smés voda:acetonitril v poméru 3:7 (v/v), pritok MF 0,2 ml min™!, doba analyzy

1,5 minuty, nésttik 1 pl, skenovano v rozmezi 150-500 m/z.
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Obr. 13: Hmotnostni spektrum sulfociprofloxacinu métené v negativnim médu. MF
smés voda:acetonitril v poméru 3:7 (vA), pritok MF 0,2 ml min!, doba analyzy

1,5 minuty, nastiik 1 pl, skenovano v rozmezi 150-500 m/z.

V dalsi fazi byla ziskdna hmotnostni spektra produktovych iontli vznikla $t€penim
prekurzorovych iontlh v kolizni cele pfi riznych hodnotach kolizni energie.
Jako prekurzorové ionty byly voleny pro vSechny analyty [M+H]" adukty, mimo
sulfociprofloxacin, kde byl zvolen [M-H] adukt. Fragmentacni spektra jednotlivych

analytd jsou uvedena na Obr. 14—18.
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Obr. 14: Fragmentacni spektrum prekurzového iontu ciprofloxacinu (332,1 m/z)

ziskané v pozitivnim modu pii kolizni energii -25 V.
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Obr. 15: Fragmenta¢ni spektrum prekurzového iontu desethylenciprofloxacinu

(306,2 m/z) ziskané v pozitivnim modu pfti kolizni energii -35 V.
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Obr. 16: Fragmentacéni spektrum prekurzového iontu oxociprofloxacinu (346,1 m/z)

ziskané v pozitivnim modu pii kolizni energii -25 V.
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Obr. 17: Fragmentacni

spektrum prekurzového

iontu formylciprofloxacinu

(360,1 m/z) ziskané v pozitivnim modu pfti kolizni energii -30 V.
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Obr. 18: Fragmenta¢ni spektrum prekurzového iontu sulfociprofloxacinu (410,1 m/z)

ziskané v negativnim moédu pii kolizni energii 30 V.

Nésledné byla optimalizovana iontova optika MS. V pozitivhim rezimu bylo
optimalizovdno napéti v nasledujicim rozsahu: Qi: od -50 V do -10 V s krokem po 2 V;
Q3:0d-50 V do -10 V s krokem po 2 V; kolizni energie (CE): od -60 V do -5 V s krokem
po 5 V. V negativnim rezimu bylo optimalizovano napéti v nasledujicim rozsahu:
Qi:0d +50 V do +10 V s krokem po 2 V; Q3: od +50 V do +10 V s krokem po 2 V;
CE: 0d +60 V do +5 V s krokem po 5 V. Po nalezeni optimalni CE byla tato energie dale
jeste optimalizovana po kroku 1 V+5 V.

Pro kazdy analyt byly ziskany celkem tfi MRM piechody. V Tab. 3 jsou uvedeny

MRM piechody pro vSechny analyty s optimalizovanym napé&tim iontové optiky.
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Tab. 3: MRM pirechody mezi prekurzorovymi a produktovymi ionty pro jednotlivé

analyty, optimalizace napéti iontové optiky.

Prekurzorovy  Produktovy

Analyt iont (m/z) iont (m/z) Qi (V) CEV) Qs (V)

332,1 314,1 -12 21 -22

ciprofloxacin 332,1 231,1 -16 -31 -24

332,1 288,1 -16 -19 -30

306,2 288,2 -15 -19 -30

desethylen- 306,2 268,0 -15 -27 -30
ciprofloxacin

306,2 217,0 -15 -38 -22

346,1 328,1 -17 -20 -23

0x0- 346,1 217,1 -10 -41 -22
ciprofloxacin

346,1 287,1 -10 -32 -29

360,1 342,1 -18 21 -23

‘ formyl- ‘ 360,1 215,1 -17 -49 -23
ciprofloxacin

360,1 243,1 -10 -37 -25

410,1 366,1 30 23 24

~ sulfo- 410,1 80,1 20 43 30
ciprofloxacin

410,1 81,1 20 32 32

3.2 Optimalizace UHPLC

Pii optimalizaci UHPLC systému byly vyuZivany pouze nejintenzivnéj$i MRM
prechody: ciprofloxacin:  332,1/314,1;  desethylenciprofloxacin:  306,2/288,1;
oxociprofloxacin: 346,1/328,1; formylciprofloxacin: 360,1/342,1; sulfociprofloxacin:
410,1/366,1. Nastaveni iontového zdroje bylo nasledujici: pritok nebuliza¢niho plynu
3 1 min’!, pritok susiciho plynu 10 1 min!, napéti na kapilafe 3000 V, teplota zdroje
350 °C, teplota desolvatacni kapilary 250 °C. Chromatogramy v této kapitole znazorfiuji
piekryv jednotlivych MRM zaznami. Pfi optimalizaci byla testovana fada

chromatografickych kolon.
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3.2.1 Chromatograficka kolona Acquity UPLC HSS Cis

Jako prvni testovana kolona byla zvolena Acquity UPLC HSS (High Strength Silica)
Cis (100 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters. Tato kolona obsahuje patentové chranénou
stacionarni fazi vazanou na oxidu kifemic¢itém. Kolona je stabilni v rozsahu pH 1-8 a dle
vyrobce je vhodna pro separaci polarnich latek.

MF byla smés 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a methanolu s 0,1% kyselinou
mraven¢i (slozka B). Pro separaci byly zvoleny nésledujici podminky: pritok MF
0,3 ml min’!, néstiik 1 pl, celkova doba analyzy 10 minut, teplota na davkovaci 15 °C,
teplota kolony 40 °C. Vzhledem k vysoké polarité¢ studovanych analyti byl pocatek
gradientového programu nastaven na vyS$$i procento vodné slozky. Zastoupeni
jednotlivych slozek se ménilo podle gradientového programu (viz Tab. 4). Pfi separaci
byl pouzit smésny vzorek bez sulfociprofloxacinu (viz kapitola 2.2.6). Na Obr. 19
je uveden vysledny chromatogram. Na tomto chromatogramu lze pozorovat dvojity pik
u desethylenciprofloxacinu, pik ciprofloxacinu je velmi rozmyty vpiedu, u piku
oxociprofloxacinu a formylciprofloxacinu lze sledovat rozmyvani vzadu. Nesymetri¢nost
jednotlivych piki s nejvetsi pravdépodobnosti souvisi s iontovou interakei mezi ¢aste¢né
disociovanymi zbytkovymi silanoly a pozitivné nabitym dusikem na piperazinylovém
kruhu (pKa 8,74).

Tab. 4: Gradientovy program eluce, podle kter¢ho se ménilo zastoupeni slozky A

a slozky B v MF.

t (min) da (%) 5 (%)

0 85 15
1 85 15
5 10 90
7 10 90
8 85 15
10 85 15
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Obr. 19: Chromatogram separace smésného vzorku bez sulfociprofloxacinu. Kolona
Acquity UPLC HSS Cig (100 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters; MF smés 0,1% kyseliny
mravenci (slozka A) a methanolu s 0,1% kyselinou mravenci (slozka B); pratok MF

0,3 ml min’!; nastiik 1 pl; teplota na davkovaci 15 °C; teplota kolony 40 °C.

3.2.2 Chromatograficka kolona InfinityLab Poroshell 120 EC-Cis

Dalsi testovanou kolonou byla InfinityLab Poroshell 120 EC-Cig (50 x 2,1 mm;
1,9 um), Agilent. Tato kolona obsahuje povrchoveé porézni ¢éstice, které maji pevné
jadro z oxidu kiemicitého a vnéjsi porézni vrstvu tvofenou oxidem kiemicitym, na které
je navazéna oktadecylovd faze. Tato kolona poskytuje vysSi ucinnost separace
pfinizsich tlacich oproti kolonam, které obsahuji pouze porézni castice. Kolony
lze vyuzivat pii rozsahu pH 2-9.

Nejprve byla jako MF zvolena smés 0,1% kyseliny mravenci (slozka A)
a acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenci (slozka B). V. Tab. 4 je uveden gradientovy
program, podle kterého se ménilo zastupeni obou slozek v MF. Podminky separace jsou
néasledujici: priitok MF 0,3 ml min’!, nasttik 1 pl, celkova doba analyzy 10 minut, teplota

na davkovaci 15 °C, teplota kolony 40 °C. Na této kolon& byla provedena separace
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smeésného vzorku bez sulfociprofloxacinu ana Obr. 20 je uveden vysledny
chromatogram. V porovnani s piedchozi kolonou Acquity UPLC HSS Cis doslo
ke sniZeni retence, jelikoz acetonitril je silnéjsi elucni ¢inidlo. Desethylenciprofloxacin
jiz neni rozstépen na dva chromatografické piky jako na ptfedchozi koloné Acquity
UPLC HSS Cis, ale eluuje jako jedna chromatograficka zona. Dale miizeme pozorovat,
ze doslo ke sniZzeni odezvy u ciprofloxacinu a naopak doslo k viditelnému zvyseni
odezvy u oxociprofloxacinu, cozje dano odlisnym slozenim mobilni faze (vliv
na ucinnost ionizace). Na rozdil od predchozi kolony jsou analyty oxociprofloxacinu
a formylciprofloxacinu vyrazné rozmyty vpiedu (pravdépodobnym diivodem jsou

iontové interakce).

x10* I
16 4 formylciprofloxacin

14 4 oxociprofloxacin

12

Intenzita (A.U.)

10

desethylenciprofloxacin

i ciprofloxacin
0 A :

0 1 2 3 4
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Obr. 20: Chromatogram separace smeésného vzorku bez sulfociprofloxacinu. Kolona
InfinityLab Poroshell 120 EC-Cis (50 x 2,1 mm; 1,9 um), Agilent; MF smés 0,1%
kyseliny mravenci (slozka A) a acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenci (slozka B);
pritok MF 0,3 ml min’!; nastiik 1 pl; teplota na davkovadi 15 °C; teplota kolony
40 °C.
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Nasledné bylo otestovano, zda zména organické slozky MF nebude mit vliv
narozmyvani pikid jednotlivych analyti. Jako MF byla tentokrat zvolena smeés
0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a methanolu s 0,1% kyselinou mravenci (slozka B).
Podminky pro separaci zlstaly nezménény, stejné tak gradientova eluce. Z Obr. 21
1ze vidét, ze zména MF neméla na rozmyvani pika zadny vliv. Pfi porovnani s Obr. 20
jenaprvni pohled patrna vyssi retence analyti (methanol je slabsi elu¢ni Cinidlo
nez acetonitril) a vyssi odezva (methanol jako donor protonu vice podporuje ionizaci

analytl).

- x 1 04 T ' T B T i T
D. 25
S’ formylciprofloxacin
0
o 20 7
..u_.) oxociprofloxacin
1=
15 4 -
ciprofloxacin
10 1 =
desethylenciprofloxacin
5 L i
: Y
T T T Y T
0 1 2 3 4 5

Obr. 21: Chromatogram separace smeésného vzorku bez sulfociprofloxacinu. Kolona
InfinityLab Poroshell 120 EC-Cis (50 % 2,1 mm; 1,9 um), Agilent; MF smés 0,1%
kyseliny mravenci (slozka A) a methanolu s 0,1% kyselinou mravenci (slozka B);
pritok MF 0,3 ml min™'; nastiik 1 pl; teplota na davkovaci 15 °C; teplota kolony
40 °C.
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3.2.3 Chromatograficka kolona Acquity UPLC CSH Cis

V poradi tieti testovanou kolonou byla Acquity UPLC CSH (Charged Surface
Hybrid) Cis (150 x 2,1 mm; 1,7 pm), Waters. SF je pfipravovana hybridni technologii
povrchové nabitych castic (CSH). Tato technologie vyuziva pozitivniho néboje
(pyridylova skupina) vazaného na povrchu SF. Tim by mé¢lo dochazet ke zlepseni tvara
piki bazickych latek. Velkou vyhodou je také stabilita v rozsahu pH 1-11.

MF byla smés 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a acetonitrilu s 0,1% kyselinou
mravencéi (slozka B). Separacni podminky a gradientovd eluce byly opét stejné
jako v pfipad¢€ obou ptedchozich pouzitych kolon (viz Tab. 4). Obr. 22 znazornuje
vyslednou separaci. Na této SF doslo k rozstépeni piku desethylenciprofloxacinu stejné
jako vpfipadé kolony Acquity UPLC HSS Cis. Piky oxociprofloxacinu
a formylciprofloxacinu jsou vyrazné rozmyty vpiedu jako v ptipadé kolony InfinityLab
Poroshell 120 EC-Cis. Déale vidime, ze i pik ciprofloxacinu je rozStépen na dva

chromatografické piky, pricemz prvni pik koeluuje s desethylenciprofloxacinem.
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Obr. 22: Chromatogram separace smésného vzorku bez sulfociprofloxacinu. Kolona
Acquity UPLC CSH Cig (150 x 2,1 mm; 1,7 pm), Waters; MF smés 0,1% kyseliny
mravenci (slozka A) a acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenci (slozka B); pritok MF

0,3 ml min’!; nastiik 1 pl; teplota na davkovadci 15 °C; teplota kolony 40 °C.

Nasledn¢ byla provedena separace vzorku za stejnych podminek separace
1 gradientové eluce, ale se zménou MF. V tomto ptipad¢ byla smés tvorena 0,1%
hydroxidem amonnym (slozka A) a acetonitrilem (slozka B). Bazické pH vodné slozky
bylo zvoleno proto, aby dusik na piperazinylovém kruhu nebyl nabity. Pfi tomto pH
ale zarovenn dochazi k disociaci karboxylové kyseliny (pKa 6,09) Na Obr. 23
je chromatogram této separace. Zména disociace funkénich skupin analyti ma
za nasledek, ze analyty eluuji téméef v mrtvém Case a nejsou od sebe odseparovany.
Dale je vidét, Ze bazické pH potlacuje ionizaci v pozitivnim mddu, coZ je projevem

snizené odezvy jednotlivych analytt.
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Obr. 23: Chromatogram separace smésného vzorku bez sulfociprofloxacinu. Kolona
Acquity UPLC CSH Cig (150 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters; MF smés 0,1% hydroxidu
amonného (slozka A) a acetonitrilu (slozka B); priitok MF 0,3 ml min™'; nastiik 1 pl;

teplota na davkovaci 15 °C; teplota kolony 40 °C.

3.2.4 Chromatograficka kolona Kinetex F5, 100 A

Ctvrtou testovanou kolonou byla Kinetex F5, 100 A (100 mm x 2,1 mm; 1,7 um),
Phenomenex. Jednd se o kolonu, ktera obsahuje povrchové porézni Castice, na které
je navazany pentafluorofenyl. Tato SF by méla podporovat n-m interakce a interakce
s molekulami obsahujicimi ve své struktufe fluor. MF byla tvofena 0,1% kyselinou
mravenci (slozka A) a methanolem s 0,1% kyselinou mravenci (slozka B). Priitok MF
0,45 ml min'. Gradientova eluce je uvedena v Tab. 5. Zacatek gradientu vychazi
z vy$§iho obsahu methanolu v MF, aby se podpofila n-m interakce. Ostatni parametry
separace zustaly nezménény. Vysledny chromatogram je uveden na Obr. 24. Za danych
chromatografickych podminek eluuje kazdy analyt v jedné chromatografické zéné
a vSechny analyty jsou od sebe odseparovany. I na této kolon¢ mulzeme pozorovat

nesymetrické tvary pikl zptisobené pravdépodobné iontovymi interakcemi.
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Tab. 5: Gradientovy program eluce, podle kterého se meénilo zastoupeni slozky A

a slozky B v MF.

¢ (min) 04 (%) ¢5(%)

0 60 40
1 60 40
5 10 90
7 10 90
8 60 40
10 60 40

<10 : , : :

20 - desethylenciprofloxacin

ciprofloxacin
formylciprofloxacin

16

Intenzita (A.U.)

12 + T

oxociprofloxacin

0 I 1 I 2 . 3 4 . 5 . 6
t, (min)

Obr. 24: Chromatogram separace smésného vzorku bez sulfociprofloxacinu. Kinetex

F5, 100 A (100 mm x 2,1 mm; 1,7 pm), Phenomenex; MF smés 0,1% kyseliny

mravenci (slozka A) a methanolu s 0,1% kyselinou mravenci (slozka B); pritok MF

0,45 ml min!; nasttik 1 pl; celkovd doba analyzy 10 minut; teplota na davkovaci

15 °C; teplota kolony 40 °C.
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Na této kolon¢ byla dale otestovana separace analyta pii zmén¢ gradientu, ktery je uveden
v Tab. 6. ZvySenim obsahu vodné slozky se podstatné¢ zvysil zpétny tlak na kolong,
a proto bylo nutné snizit pritok z ptivodnich 0,45 ml min™ na 0,4 ml min"!. VSechny
ostatni parametry separace zustaly stejné jako v predchozim piipadé. Na Obr. 25 je
uveden chromatogram separace. Pfi porovnani chromatogramii pii dvou raznych
gradientech (Obr. 24 a Obr. 25), 1ze konstatovat, ze v tomto pfipad¢ neméla zména obsahu
vodné slozky v MF vyznamny vliv na rozmyvani pikii, doslo pouze ke zvySeni retence,
coz je zpusobeno pravé zvysenym obsahem vodné slozky v MF (analyty jsou déle

zadrzovany ve SF), a k nepatrnému zlepsSeni separace jednotlivych analyt.

Tab. 6: Gradientovy program eluce, podle kterého se ménilo zastoupeni slozky A

a slozky B v MF.

¢ (min) B4 (%) #5 (%)

0 90 10
1 90 10
7 10 90
8 10 90
8,5 90 10
10 90 10
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Obr. 25: Chromatogram separace smésného vzorku bez sulfociprofloxacinu

pii zméné gradientu. Kinetex F5, 100 A (100 mm x 2,1 mm; 1,7 um), Phenomenex;

MF smés 0,1% kyseliny mravenci (slozka A)a methanolu s 0,1% kyselinou

mravenéi (slozka B); pritok MF 0,4 ml min™'; nastiik 1 ul; teplota na davkovaci

15 °C; teplota kolony 40 °C.

3.2.5 Chromatograficka kolona Acquity UPLC CSH, fluorofenylova

Dalsi testovanou kolonou byla kolona Acquity UPLC CSH, fluorofenylova
(100 mm x 2,1 mm; 1,7 um), Waters, nebot’ obsahuje vySe zminénou CSH technologii
a fluorofenyl se prokazal jako potencionalné vhodné SF pro separaci studovanych analytt
(viz kapitola 3.2.4)

MF byla smés 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a methanolu s 0,1% kyselinou
mravenci (slozka B). Gradientova eluce je uvedena v Tab. 6. Pritok MF byl ponechan
na hodnoté¢ 0,4 mlmin'. VSechny ostatni parametry separace byly nezménény.
Chromatogram separace je uveden na Obr. 26. Oproti piedeslé koloné¢ vykazuje

fluorofenylova Acquity UPLC CSH kolona vyssi retentivitu. AvSak chromatograficky
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pik desethylenciprofloxacinu byl velmi nesymetricky a jeho Sitka byla pfes 3 minuty.

Tuto kolonu nelze proto povazovat jako vhodnou pro analyzu sledovanych analytu.
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Obr. 26: Chromatogram separace smésného vzorku bez sulfociprofloxacinu; Acquity

UPLC CSH, fluorofenylova (100 mm x 2,1 mm; 1,7 um), Waters; MF smés 0,1%

kyseliny mravenci (slozka A) a methanolu s 0,1% kyselinou mravenci (slozka B);

pritok MF 0,40 ml min™!; nastiik 1 pl; teplota na davkovaéi 15 °C; teplota kolony
40 °C.

3.2.6 Chromatograficka kolona Zorbax Bonus RP

Sestou testovanou kolonou byla kolona Zorbax Bonus RP, Rapid Resolution HD
(150 mm x 2,1 mm; 1,7 pm), Agilent. Bonus RP kolony pouzivaji jako SF
diisopropyl-Cis4 skupiny kovalentn¢ vazané¢ amidovou vazbou na silikagel. V porovnani
s klasickymi Cig kolonami jsou kolony Bonus RP vhodné pro separaci polarnich latek.

MF byla smés 0,1% kyseliny mravenci (vodnd slozka A) a methanolu
s 0,1% kyselinou mraven¢i (organické slozka B). Zastoupeni slozek v MF bylo ménéno
podle gradientového programu (viz Tab. 6). Ostatni parametry pro separaci ztiistaly

nezménény. Vysledny chromatogram je znédzornén na Obr. 27. Ani tato kolona neni
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vhodna pro analyzu studovanych latek. Z chromatogramu vidime, Ze dochazi ke Stépeni
piku desethelynciprofloxacinu a ciprofloxacinu. Oxociprofloxacin je na této koloné¢ siln¢
rozmyvan a jeho chromatografickd zona eluuje v rozmezi retencnich ¢ast 3,7 az 9,5

minuty.
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Obr. 27: Chromatogram separace smésného vzorku bez sulfociprofloxacinu. Zorbax
Bonus RP, Rapid Resolution HD (150 mm x 2,1 mm; 1,7 um), Agilent; MF smés
0,1% kyseliny mravenci (slozka A)a methanolu s 0,1% kyselinou mravenci
(slozka B); priitok MF 0,40 ml min''; nastiik 1 ul; teplota na davkovaci 15 °C; teplota
kolony 40 °C.

3.2.7 Chromatograficka kolona Atlantis PREMIER BEH C;s AX

Jako sedma kolona byla pouzita Atlantis PREMIER BEH (Ethylene Bridged Hybrid) Cis
AX (150 mm % 2,1 mm; 1,7 pm), Waters. Tato kolona pouziva hybridni sorbent
s ethylenovymi mistky (BEH). Jako SF slouzi Cis s tercidlni alkyaminovou skupinou,

ktera vytvaii kladny naboj na povrchu SF. V této fazi prace byl jiz dostupny standard
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sulfociprofloxacinu, proto bylo dale pracovano se smésnym vzorkem obsahujicim vSech
pet analyti (viz kapitola 2.2.7).

Jelikoz se jednd o tzv. ,mixed-mode* kolonu, kde se uplatiiuji jak hydrofobni
interakce, tak i iontové interakce, byla jako MF pouzita smés 20 mmol I' pufru
mravenc¢anu amonného o pH 3,6 (sloZzka A) a acetonitrilu (slozka B). Gradientova eluce
jeuvedena v Tab. 7. Priitok MF byl 0,3 ml min™' a doba analyzy 8 minut. Dal3i parametry
separace zlstaly nezménény. Zndzornéni chromatogramu je na Obr. 28. Lze vidét, ze piky
formylciprofloxacinu a oxociprofloxacinu jsou rozmyty vzadu. Pik
desethylenciprofloxacinu eluuje jako prvni analyt a ¢astecné koeluuje s ciprofloxacinem,
coz ale neni nijak zavadné, vzhledem k tomu, Ze desethylenciprofloxacin a ciprofloxacin
maji odlisné MRM piechody. Velice dilezitym poznatkem je fakt, ze pro MRM piechod
ciprofloxacinu vidime dva chromatografické piky. Prvni chromatograficky pik tohoto
prechodu nalezi ciprofloxacinu (potvrzeno analyzou samostatnych standardil) a druhy
chromatograficky pik (posledni pik v chromatogramu) nélezi sulfociprofloxacinu. Je to
zpisobeno tim, ze sulfoskupina sulfociprofloxacinu odpada jiz ve zdroji, a tudiz
se molekula sulfociprofloxacinu v MS zdanlivé tvaii jako molekula ciprofloxacinu.
Sulfociprofloxacin se ionizuje i v negativnim moédu, ale zhruba s o fad nizsi G¢innosti.
Ptechod v negativnim MRM moédu tudiz nedosahoval dostatecné citlivosti pro aplikace
v biologickém materidlu. Pro kvantifikaci sulfociprofloxacinu je proto vyhodné pouzivat
MRM ptechod shodny s ciprofloxacinem, ale za ptfedpokladu chromatografické separace
téchto dvou analytli. Z chromatogramu vidime, Ze na této kolon¢ dochazi k dostatecné
separaci téchto dvou analytd. Sulfociprofloxacin eluuje jako posledni analyt diky
interakci negativné nabité sulfoskupiny s pozitivné nabitym kvartérnim alkylaminem SF.
Jelikoz chromatografické piky analytd byly stale podstatné Siroké a nesymetrické, byla

otestovana dalsi kolona.
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Tab. 7: Gradientovy program eluce, podle kter¢ho se meénilo zastoupeni slozky A

a slozky B v MF.

¢ (min) 04 (%) ¢5(%)

0 90 10
1 90 10
4 30 70
5 30 70
5,8 90 10
8 90 10

S x1 04 ; ’ | |
< 25-
] formylciprofloxacin
N i . i
c oxociprofloxacin
Qo 20 4
£
15 -

10 < desethylenciprofloxacin

ciprofloxacin

sulfociprofloxacin -
3 4 5 6 7
t, (min)

Obr. 28: Chromatogram separace smésného vzorku; Atlantis PREMIER BEH Cis
AX (150 mm x 2,1 mm; 1,7 pm), Waters; MF smés 20 mM pufru mravencanu
amonného pH 3,6 (slozka A) a acetonitrilu (slozka B); pritok MF 0,3 ml min!;
nastfik 1 pl; teplota na davkovaci 15 °C; teplota kolony 40 °C.
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3.2.8 Chromatograficka kolona Atlantis™ dCjs

Jako osmé& byla testovana chromatografickd kolona Atlantis™ dCisg
(100 mm x 2,1 mm; 3 pm), Waters. Tato kolona obsahuje Cig SF a je charakteristicka
tim, Ze miiZze byt pouzivanid se 100% vodnou MF. Tato kolona byla zvolena proto,
aby bylo mozno od sebe odseparovat sulfociprofloxacin a ciprofloxacin na zaklad¢ jejich
polarity, a ne na zaklad¢ iontovych interakei, které u ptedchozich kolon zptsobovaly
zna¢nou asymetrii piku.

Jako MF byla zvolena smés 5 mmol 1! pufru mraven¢anu amonného o pH 3
(slozka A) a acetonitrilu (slozka B). Vzhledem k vétsi velikosti ¢astic byl zvolen vyssi
pritok MF 0,6 mlmin'. Zastoupeni jednotlivych slozek bylo mé&néno podle
gradientového programu uvedeného v Tab. 8, kdy se za¢ina se 100 % slozky A. Celkova
doba analyzy byla 12 minut. VSechny ostatni parametry separace ziistaly nezménény.
Na Obr. 29 je uveden chromatogram separace smésného vzorku, ktery obsahoval vSech
pét sledovanych analyti. Oproti pfedchozi koloné se zménila selektivita
sulfociprofloxacinu, ktery nyni eluuje pted oxociprofloxacinem (nedochazi k uplatnéni
iontovych interakci, ale elu¢ni potadi je dano hlavné polaritou danych analytl). Pouzitim
100% vodné slozky na pocatku gradientu v kombinaci s touto kolonou zptisobilo razantni

zlepsSeni symetrie vSech chromatografickych pikd.

Tab. 8: Gradientovy program eluce, podle kterého se ménilo zastoupeni slozky A

a slozky B v MF.

¢ (min) ¢4 (%) #5(%)

0 100 0
3 100 0
6 30 70
7 30 70
8 100 0
12 100 0
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Obr. 29: Chromatogram separace smésného vzorku; Atlantis™ dCig
(100 mm x 2,1 mm; 3 um), Waters; MF smé&s 5 mmol I pufru mravenéanu
amonného o pH 3 (slozka A) a acetonitrilu (slozka B); pritok MF 0,6 ml min™';
nastiik 1 pl; teplota na davkovaci 15 °C; teplota kolony 40 °C.

Dale byla provedena analyza smésného vzorku pii zméné organické slozZky MF, kde misto
puvodniho acetonitrilu byl pouzit methanol. Na Obr. 30 je uveden chromatogram.
V porovnani s chromatogramem na Obr. 29 miiZeme pozorovat vyssi rozliSeni mezi
ciprofloxacinem a sulfociprofloxacinu. Vlivem methanolu doslo jednak ke zvySeni
retence (methanol je slabsi elu¢ni Cinidlo nez acetonitril) a jednak ke zvySeni odezvy

(lepsi ionizace analyti).
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Obr. 30: Chromatogram separace smésného vzorku; Atlantis™ dCig
(100 mm x 2,1 mm; 3 um), Waters; MF smé&s 5 mmol I"' pufru mravenéanu
amonného o pH 3 (slozka A) a methanolu (slozka B); pritok MF 0,6 ml min™';
nastfik 1 pl; teplota na davkovaci 15 °C; teplota kolony 40 °C.

Na Obr. 31 je chromatogram smésného vzorku, kde jako MF byla pouZzita smés
0,1% kyseliny mravenci (sloZzka A) a acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenci (slozka B).
Tato MF byla vyzkouSena z diivodu jednodussi piipravy a ze zvyklosti uZivatelt MS
na 0,1% kyselinu mravenéi. Pfipouziti tohoto sloZzeni MF dosahujeme daleko niZsi
odezvy, nez v ptipadé pouziti smési pufr:acetonitril nebo pufr:methanol. Déle doslo

ke zméné selektivity, kdy sulfociprofloxacin eluuje az za oxociprofloxacinem.
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Obr. 31: Chromatogram separace smésného vzorku; Atlantis™ dCig
(100 mm x 2,1 mm; 3 pm), Waters; MF smés 0,1% kyseliny mravenci
(slozka A) a acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenci (slozka B); pritok MF

0,6 ml min’!; nastiik 1 pl; teplota na davkovadci 15 °C; teplota kolony 40 °C.

3.2.9 Chromatograficka kolona ACE® Excel® Cis-Amide

Jako posledni testovand kolona byla kolona ACE® Excel® Cis-Amide
(100 mm x 2,1 mm; 1,7 um), Advanced Chromatography Technologies, Skotsko.
Tato kolona obsahuje amid, ktery je navdzany mezi silikagelem a oktadecylovym
feté¢zcem. Kolona je také kompatibilni se 100% vodnou slozkou.

Jako MF byla pouzita nejprve smés 5 mmol I"! pufru mraven¢anu amonného o pH 3
(slozka A) a acetonitrilu (slozka B) a nasledné¢ smés stejného pufru, ale tentokrat
s methanolem. Priitok MF byl 0,5 ml min"!. V Tab. 8 je uveden gradientovy program.
Celkova doba analyzy byla 12 minut. Ostatni parametry separace zlstaly nezménény. Na
Obr. 32 a Obr. 33 jsou uvedeny chromatogramy. V piipadé pouziti této kolony bylo

dosaZeno relativné symetrickych pikl. Pfi pouziti acetonitrilu jako organické slozky
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je vidét, ze analyty ciprofloxacin a sulfociprofloxacin nejsou od sebe oddéleny

az na zakladni linii (viz Obr. 32).
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Obr. 32: Chromatogram separace smésného vzorku; ACE® Excel® Cig-Amide
(100 mm x 2,1 mm; 1,7 um), Advanced Chromatography Technologies; MF smés
5 mmol I'' pufr mraven¢anu amonného o pH 3 (slozka A) a acetonitrilu (slozka B);
pritok MF 0,5 ml min!; nastiik 1 pl; teplota na davkovaci 15 °C; teplota kolony
40 °C.

V ptipadé, kde byl jako organické slozka pouzit methanol (viz Obr. 33) vidime, Ze doslo
ke zvySeni retence a zvySeni odezvy. Taktéz jsou od sebe lépe odseparovany

ciprofloxacin se sulfociprofloxacinem.
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Obr. 33: Chromatogram separace smésného vzorku; ACE® Excel® Cis-Amide
(100 mm x 2,1 mm; 1,7 pm), Advanced Chromatography Technologies; MF smés
5 mmol I"! pufr mravendanu amonného o pH 3 (slozka A) a methanolu (slozka B);
pritok MF 0,5 ml min™'; nastiik 1 pl; teplota na davkovaci 15 °C; teplota kolony
40 °C.

Nasledné byl zméfen smésny vzorek, kde byla jako MF pouzita nejprve smés
0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a acetonitrilu s 0,1% kyselinou mraven¢i (slozka B).
Nasledné byla ptipravena MF, kterou tvofila smés 0,1% kyseliny mravenci (slozka A)
a methanolu s 0,1% kyselinou mravenci (slozka B). Na Obr. 34 je uveden chromatogram,
kde jako organickd slozka byl pouzity okyseleny acetonitril. Pokud bychom
chromatogram porovnali s Obr. 32, kde byla MF smés pufr:acetonitril, tak vidime,
ze doslo ke zméné selektivity u sulfociprofloxacinu (nyni koeluuje s oxociprofloxacinem)

a k rozmyti piku desethylenciprofloxacinu v ptedni ¢asti. TaktéZ doslo ke snizeni odezvy.
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Obr. 34: Chromatogram separace smésného vzorku; ACE® Excel® Cig-Amide
(100 mm x 2,1 mm; 1,7 pm), Advanced Chromatography Technologies; MF smés
0,1% kyseliny mravenci (slozka A)a acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenci
(slozka B); prittok MF 0,5 ml min'; nastiik 1 pl; teplota na davkovaci 15 °C; teplota
kolony 40 °C.

Na Obr. 35 je znazornén chromatogram, kde byl pouzit okyseleny methanol
jako organicka sloZzka. V porovnéni s Obr. 34 lze pozorovat vyssi odezvu. Na druhou

stranu pik desethylenciprofloxacinu je vyraznéji rozmyty vpiedu.
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Obr. 35: Chromatogram separace smésného vzorku; ACE® Excel® Cis-Amide
(100 mm x 2,1 mm; 1,7 pm), Advanced Chromatography Technologies; MF smés
0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a methanolu s 0,1% kyselinou mravenci (slozka
B); prittok MF 0,5 ml min''; nastiik 1 pl; teplota na davkovaci 15 °C; teplota kolony
40 °C.

Z testovanych kolon byly jako nejvhodné;jsi kolony pro analyzu ciprofloxacinu a jeho
metabolitii vybrany kolony Atlantis™ dCis a ACE® Excel® Cis-Amide vzhledem
k dobré separacni u¢innosti a symetrickému tvaru chromatografickych pikt. V dalsi ¢asti
prace bylo pracovano s kolonou ACE® Excel® Cis-Amide a sloZzenim MF jako na Obr.

33 vzhledem k nejvyssi odezve analytl a dostateCné separaci.
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3.3 Odhad LOD

Ve slepém vzorku (blanku) byl zaznamenan ptfenos vzorku. Odhad hodnoty LOD
se provedl nasledovné — smésny vzorek byl fedén na takovou koncentraci, kdy odezva
jednotlivych analytli na chromatogramu byla vyssi nez odezva ve slepém vzorku. LOD
pro tuto metodu byl stanoven na hodnotu 0,5 ng ml!. Chromatogram nafedéného

smésného vzorku je uveden na Obr. 36.

X 1 03 T 5 T T 5
14 4 oxociprofloxacin

] ciprofloxacin
12

formylciprofloxacin

Intenzita (A.U.)

10

1 sulfociprofloxacin
desethylenciprofloxacin

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5
t. (min)

Obr. 36: Odhad hodnoty LOD. ACE® Excel® Cis-Amide (100 mm x 2,1 mm;
1,7 um), Advanced Chromatography Technologies; MF smés 5 mmol Il pufru
mravencanu amonného o pH 3 (slozka A) a methanolu (slozka B); prutok MF

0,5 ml min'; nastiik 1 ul; teplota na davkovadci 15 °C; teplota kolony 40 °C.
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3.4 Aplikace metody v biologické matrici

V poslednim kroku bylo sledovano, zda biologicka matrice ovlivni chromatografické
chovani analyti a zda bude mit zdsadni vliv na ionizaci sledovanych analytt.
Optimalizovanou metodou byl nejprve prométen vzorek, ktery neobsahoval krysi sérum
a nasledn¢ vzorek s ptidavkem séra (viz kapitola 2.2.9). V Tab. 9 jsou vypsany retencni
casy (#) jednotlivych analytt, vliv matri¢nich efekti (ME) na separaci a faktor symetrie
piku (4). Z tabulky je vidét, Ze pfitomnost biologické matrice neovliviiuje retenci
jednotlivych  analyti. Nejvétsi  vliv. ME  mlUzeme  sledovat v piipade
desethylenciprofloxacinu (-29 %) a ciprofloxacinu (-21 %). Znaménko minus pted
jednotlivymi hodnotami ME znaci, ze doslo k poklesu plochy piku analytu v pfitomnosti

krysiho séra.

Tab. 9: Vliv pfitomnosti matrice na vyslednou chromatografii.

* ok

I I ME
Analyt ‘ . A* AH*
(min) (min) (%)
ciprofloxacin 5,85 5,85 -21 1,43 1,66
desethylen- 5,78 5,78 29 1,74 1,53
ciprofloxacin
o 6,44 6,44 13 1,42 1,59
ciprofloxacin
f 1-
oy 6,54 6,55 9 1,57 1,51
ciprofloxacin
| sulfo- 6,39 6,39 10 1,58 1,75
ciprofloxacin

*vzorek obsahujici sérum

** yzorek neobsahujici sérum
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4 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout metodu vhodnou pro stanoveni
ciprofloxacinu a jeho Ctyf metabolitii (desethylenciprofloxacinu, oxociprofloxacinu,
formylciprofloxacinu a sulfociprofloxacinu) v biologickém materidlu (krysim séru).

V prvni fazi byla provedena optimalizace MS. Pro kazdy analyt byl nalezen vhodny
prekurzorovy iont a nasledné byla provedena optimalizace MRM piechodii mezi
prekurzorovymi a produktovymi ionty a optimalizace iontové optiky. U analyti
ciprofloxacin, desethylenciprofloxacin, oxociprofloxacin a formylciprofloxacin byly
ziskany MRM ptechody v pozitivnim rezimu. Sulfociprofloxacin poskytoval molekulovy
iont [M-H] pouze v negativnim rezimu. V pozitivnim rezimu MS dochazi ke ztraté
sulfoskupiny jiz ve zdroji, a proto sulfociprofloxacin poskytuje shodné MRM piechody
jako ciprofloxacin. Nejintenzivngj$i sledované MRM piechody v pozitivnim rezimu
byly nésledujici: ciprofloxacin a sulfociprofloxacin: 332,1/314,1 (Qi: -12 V, CE: -21 V,
Qs: -22 V), desethylenciprofloxacin: 306,2/288,2 (Qi: -15 V, CE: -19 V, Qs: -30 V),
oxociprofloxacin: 346,1/328,1 (Qi: -17 V, CE: -20 V, Qs: -23 V), formylciprofloxacin:
360,1/342,1 (Qi: -18 V, CE: -21 V, Q3: -23 V). Sulfociprofloxacin byl pro konfirmaci
sledovan také v negativnim rezimu: 410,1/366,1 (Q1: 30 V, CE: 23 V, Q3: 24 V).

V dalsi ¢asti diplomové prace byla optimalizovana separace studovanych analyti.
Bylo testovano celkem devét riznych separacnich kolon. Jako optimalni kolona byla
zvolena ACE® Excel® Cig-Amide (100 mm x 2,1 mm; 1,7 um), Advanced
Chromatography Technologies, Skotsko. Jako MF byla zvolena smé&s 5 mmol I'' pufru
mraven¢anu amonného opH 3 (slozka A) a methanolu (slozka B). Zastoupeni
jednotlivych slozek MF se meénilo podle gradientového programu. Pritok MF byl
0,5 ml min!, nastiik 1 pl, celkova doba analyzy 12 minut, teplota na davkovaci 15 °C,
teplota kolony 40 °C. Za téchto separacnich podminek doslo k rozseparovani kritického
paru ciprofloxacin a sulfociprofloxacin a vSechny analyty poskytovaly dostate¢né
symetrické piky. Byla odhadnuta hodnota LOD na 0,5 ng ml™'. P¥i aplikaci vyvinuté
metody na redlnou matrici (krysi sérum) bylo prokazano, Ze jeji pfitomnost nijak
neovliviiuje retenci, separaci a tvar pikd. Vlivem matricnich efekti doSlo ke snizeni
intenzity (do 30 %) sledovanych analytd. Optimalizovand UHPLC-MS/MS metoda

je pfipravena pro nasledovnou validaci.
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