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Abstrakt

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout LC-MS/MS metodu vhodnou
k sou¢asnému stanoveni melperonu a tiapridu v lidském krevnim séru a dialyzatu za
ucelem pochopeni farmakokinetiky obou latek u pacientt podstupujicich hemodialyzu.

Vramci této diplomové prace byla provedena optimalizace hmotnostniho
spektrometru a vysokoucinné kapalinové chromatografie. Zjisténé optimalni parametry
byly nasledujici: chromatograficka kolona Zorbax SB-Aq 150 x 2,1 mm, 1,8 um od
spolecnosti Agilent Technologies (USA). Mobilni faze obsahovala jako vodnou slozku
0,1% kyselinu mravenci (slozka A) a jako organickou slozku acetonitril okyseleny 0,1%
kyselinou mravenci (slozka B), pritok mobilni faze byl 0,45 ml/min, teplota kolony byla
40 °C a teplota na davkovaci byla 15 °C. Nastiikovany objem vzorku na kolonu byl 1 pl.
Doba analyzy byla 10 minut za podminek gradientové eluce (¢as: 0,0-1,0-5,0-6,0-7,0-
10,0 min, A: 90-90-10-10-90-90 % v/v). Sledované MRM ptechody v pozitivnim modu
o nejvyssich intenzitach byly nésledujici: melperon: 264,1 — 165,1 (Q1 =-30,0 V, CE =
-20,0 V, Q3 =-17,0 V), melperon D4: 268,3 — 169,2 (Q: =-14,0 V, CE=-21,0V,
Q3 =-18,0 V), tiaprid: 329,4 — 256,2 (Q1 =-10,0 V,CE=-22,0V, Q3 =-27,0 V) a
sultoprid: 355,4 — 112,2 (Q: =-18,0 V,CE=-28,0 V, Q3 =-21,0 V).

Za optimalizovanych LC-MS/MS podminek byla provedena Castecnd validace
metody. Byly proméfeny kalibracni zavislosti jak v séru, tak i v dialyzatu. Metoda byla
linedrni v koncentraénim rozmezi 0,3 az 1250,0 ng/ml. Spravnost a pfesnost byla
provedena na Cctyfech koncentra¢nich hladinach pokryvajicich kalibra¢ni rozsah.
Spravnost stanoveni melperonu dosahovala hodnot od —19,5 do 11,4 %, piesnost byla
v rozmezi 0,8 az 11,7 %. Spravnost stanoveni tiapridu se pohybovala mezi 2,6 az 18,5 %,
ptesnost byla v rozmezi 0,9 az 3,4 %. Vysledky spravnosti a ptesnosti jsou v souladu
s kritérii pro bioanalytické aplikace. Matricni efekt na stanoveni melperonu byl od 94,1
do 105,6 % a vliv matrice na stanoveni tiapridu byl 92,1 az 108,1 %. VytéZnost melperonu
byla 91,9 az 105,0 % a vytéznost tiapridu byla 90,5 az 103,8 %. Metodu lze také
povazovat za selektivni, jelikoZ stanoveni tiapridu a melperonu v séru a dialyzatu nebylo

ovlivnéno interferujicimi latkami.

Kli¢ova slova: LC-MS/MS, melperon, tiaprid, lidské krevni sérum, lidsky dialyzat



Abstract

The aim of this diploma thesis was to develop an LC-MS/MS method for the
simultaneous determination of melperone and tiapride in human blood serum and
dialysate in order to understand the pharmacokinetics of both compounds in patients
undergoing hemodialysis.

In this diploma thesis the mass spectrometer and high-performance liquid
chromatography method were optimized. The optimal parameters were as follows:
chromatographic column Zorbax SB-Aq 150 % 2,1 mm, 1,8 pum from Agilent
Technologies (USA). The mobile phase contained 0,1% formic acid as aqueous
component (component A) and acetonitrile with 0,1% formic acid as organic component
(component B), the flow rate of mobile phase was 0,45 ml/min, the column temperature
40 °C, the temperature in an autosampler 15 °C. The sample injection volume was 1 pl.
The analysis time was 10 minutes under gradient elution conditions (time: 0,0-1,0-5,0-
6,0-7,0-10,0 min, A: 90-90-10-10-90-90 % v/v). The following MRM transitions in
positive mode of highest intensity were monitored: melperone: 264,1 — 165,1
(Qi1 = 30,0 V, CE = -20,0 V, Q3 = -17,0 V), melperone D4: 268,3 — 169,2
(Q1=-14,0 V, CE =-21,0 V, Q3 = -18,0 V), tiapride: 329,4 — 256,2 (Q; =-10,0 V,
CE = 22,0 V, Q3 = -27,0 V) and sultopride: 3554 — 112,2 (Q; = 18,0 V,
CE=-28,0V,Q3=-21,0V).

Under optimized LC-MS/MS conditions, a partial validation of the method was
performed. Calibration curves were measured both in serum and in dialysate. The method
was linear over the concentration range of 0,3 to 1250,0 ng/ml. Accuracy and precision
were evaluated at four concentration levels covering the calibration range. The accuracy
of melperone determination ranged from —19,5 to 11,4 %, the precision was from 0,8 to
11,7 %. The accuracy of tiapride determination ranged from 2,6 to 18,5 %, precision was
from 0,9 to 3,4 %. The results for accuracy and precision were in accordance with the
criteria for bioanalytical applications. The matrix effect on melperone determination was
from 94,1 to 105,6 %, the matrix effect on tiapride determination was from 92,1 to 108,1
%. The recovery of melperone was in range of 91,9-105,0 % and the recovery of tiapride
was from 90,5 to 103,8 %. This method is also considered selective, as the determination

of melperone and tiapride was not affected by interfering substances.

Key words: LC-MS/MS, melperone, tiapride, human blood serum, human dialysate



Podékovani

Rada bych podékovala svému vedoucimu prace doc. RNDr. Petru Kozlikovi,
Ph.D. za odborné vedeni, cenné rady, ochotu a také trpelivost béhem laboratorniho méteni
a sepisovani této diplomové prace.

Dalsi pod¢kovani patii mé rodin€ a prateltim, kteti mé podporovali po celou dobu

studia.



4

UVOU oottt 10
TEOTEHICKA CASL....eutetietieiieeiiete ettt 11
2.1 IMIPETON ...ttt ettt ettt ettt s e et e s e e seeseaeeseessseenneens 11
2. 1. TVYUZItT MEIPETONU ....viiiiiiieiiieeiie ettt ree e ebee e sree e 11
2.1.2Stanoveni MEIPETONUL........cccueeeiieriierieeiieeieeite e et e eveeieesereeseeeeee e 12
2.2 THAPTIA. ettt ettt e st e et e e saeeebeesneeenteens 13
2. 2. 1VyuzZitl tHapTidU....ccoeeeiieieeiee e 14
2.2.2Stanoveni tHAPTIAU .....ccueeeieeriieeiieiecie e 14
2.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie ............cccceeeieviienieniennnn, 16
2.3.1Typy kapalinové chromatografie ............cceceevieniiiiiiiniiiieniceee 17
2.3.2Trendy v kapalinové chromatografii..........cccccceeeeveriienieenienieeireen, 18
2.4 Hmotnostni SpeKtrometriC. . ......ccveevieriieiiieiieeieeeecee e 19
2.4.1T0NLOVE ZATOJE .oovveeerieiieeiieeiieere ettt ettt et ee et esebeenseeenee e 19
2.4 2Hmotnostni analyZatory .........ccccueeeviieeiieeeiieeeiie et e 20
2.4.3DCEKEOTY ooneiiieeiie ettt e e en 20
2A44LC-MS/MS .ottt 20
2.4.5Trendy v hmotnostni SpeKtrometrii.........cecuveeeeieeerciieeniiieeniie e 22
EXperimentalni CaSt........ccociiiiiiiiiieecie e e 23
3.1 Pouzité chemikalie a inStrumentace...........c.ceeeeevienieniiieniceneenieeeen, 23
3.2 PHprava vZorkll........c.ooooviieiiieeieeeeeee e 24
3.2.1Ptiprava z4sobnich roztokili...........ccceeviieeiiiieiiieeieeceeeee e 24
3.2.2Ptiprava internich standardii...........ccccceeeiiiiniiiiniiieee e 24
3.2.3Ptiprava smeésnych vZOrKil ..........covveeeriieeiiiieiiecieecee e 24
3.2.4KaAlDIACE ...coiutiiiiiiiiee e 25
3.2.5Vyhodnoceni validacnich parametri...........cccccveevvveencieencieeeiie e 26
3.2.6M¢é&feni redlnych vZorkll........cccveeeiiiiiiiieeieeeeee e 28
Vysledky @ diSKUZE......cuevveiiiiiiice e 29
4.1 Optimalizace hmotnostniho spektrometru...........cccceeevveeeiieenieeceieenee, 29



4.2 Optimalizace vysokoucinné kapalinové chromatografie...................... 34

4.3 KalIbraGni ZAVISLIOSE . ..oeeeeeeee e 40
4.4 VALLAACE e e e e e aa e 43
4.4.1 SPravnost @ PIESNOST .....vveeeriiiieeeiiiieeeeiiteeeeerreeeereareeeeareeeeenraeeeennees 43

A A 2MATICHT TCKL ..o e e e e ee e e e e e e eaeeaens 44
T AN A 4 <4 4 L0 1] AR 45
A4 ASELEKEIVITA «.eeeeeeeeeee e et e e e e e e e e e eeeeaaeaeeeeaneens 45

5 ZLAVET e —————— 50
LIt ATULA oo e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeeeeeeereaaaaaeeeeaaenaans 51



Seznam pouzitych zkratek a symbolt

APCI
APPI
CZE
ESI

FL
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GC-MS
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HPLC
HRMS
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IT
LC-MS/MS

LIT
LOD
LOQ
MALDI
MF

M;
MRM
MS
MS/MS
NP-HPLC
PDA
Ql

q2

Q3

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
fotoionizace za atmosférického tlaku

kapilarni zonova elektroforéza

elektrosprejova ionizace

fluorescencni detektor

plynova chromatografie

plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
iontové cyklotronova rezonance

iontova past

kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci

linedrni iontova past

limit detekce

limit kvantifikace

ionizace laserem za ucasti matrice
mobilni faze

relativni molekulova hmotnost
sledovani vice reakci

hmotnostni spektrometrie
tandemova hmotnostni spektrometrie
kapalinova chromatografie s normalnimi fdzemi
detektor fotodiodového pole

prvni kvadrupoél

kolizni cela

treti kvadrupol



QqQ
RE

RP-HPLC
RSD

SD

SF

TOF
UHPLC
Uuv

trojity kvadrupol

relativni chyba

kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi
relativni smérodatna odchylka

smérodatna odchylka

staciondrni faze

analyzator doby letu

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

ultrafialova oblast



1 Uvod

Melperon a tiaprid jsou atypické antipsychotické latky, které ptisobi na dopaminové
receptory. Melperon se vyuziva piedevsim k 1écbé schizofrenie, L-DOPA indukované
psychozy u pacientt trpicich Parkinsonovou chorobou a emo¢ni stability. Tiaprid se také
prokazal efektivni v 1é€b¢ schizofrenie, navic mé antidepresivni a antiulcerézni Gcinky.
Proto je vyuzivan také pii terapii zalude¢nich viedli nebo podrazdéni zazivaciho traktu

v disledku psychosomatického stresu.

V Ceské republice je kombinace tiapridu a melperonu b&zné piedepisovana k 16¢bé
deliria. Zatimco farmakokinetika tiapridu byla caste¢né¢ popsana u zdravych osob a
nekterych skupin pacienti, Udaje o pacientech s poruchou funkce ledvin nebo
podstupujicich hemodialyzu zistavaji vzacné. Tato diplomova prace vznikla ve
spolupraci s VSeobecnou fakultni nemocnici v Praze. Cilem této diplomové prace bylo
vyvinout LC-MS/MS metodu, ktera je vhodna k souasnému stanoveni melperonu a
tiapridu v lidském krevnim séru a dialyzatu. Ziskana data pacientskych vzorki budou

slouzit k pochopeni farmakokinetiky obou latek u pacientl podstupujicich hemodialyzu.
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2 Teoreticka cast

2.1 Melperon

Melperon (Obr. 1) je fluorované neuroleptikum z chemické tfidy butyrofenonti [1].

0

/

Obr. 1: Strukturni vzorec melperonu (M, = 263,35).

2.1.1 Vyuziti melperonu

Melperon je efektivni antipsychoticky 1€k, ktery se pouziva k 1é€bé schizofrenie,
L-DOPA indukované psychozy u pacientl trpicich Parkinsonovou chorobou, napéti,
emocCni stability a paranoidni ideace u alkoholikli [2]. Melperon se fadi mezi atypicka
antipsychotika, ktera jsou charakterizovana nizkou afinitou k dopaminovym receptorim
D2 a relativné vysokou afinitou k serotoninovym receptorim 5-HT [3]. Na rozdil od
typickych antipsychotik jsou atypicka schopna produkovat antipsychoticky efekt pii
davkach, které¢ zplsobuji minimalni extrapyramidové vedlej§i ucinky [4].
Extrapyramidové symptomy souhrnné oznacuji rtizné poruchy hybnosti, kam se fadi
napiiklad akatizie a tardivni dyskineze [5]. Atypicka antipsychotika také zlepSuji
negativni symptomy, nezvySuji hladinu prolaktinu a prokazaly se jako efektivni v 1écbé
pacientll s farmakorezistentni schizofrenii [4]. Mezi dal$i atypickd antipsychotika patii
také naptiklad klozapin, olanzapin a risperidon [6]. Naopak zastupci typickych

antipsychotik jsou haloperidol, chlorpromazin a thioridazin [7].

Melperon ma Siroké spektrum neuroleptickych ucinki a prokazal se jako u€inny 1
pti 1é¢be senilni demence [8]. Vzhledem k jeho sedativnim ucinkiim je melperon také

podéavan geriatrickym pacientim trpicim insomnii [9].
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Antipsychotika v¢etné melperonu jsou povazovana za predmét zajmu kvili jejich

moznému zneuzivani a podilu na letalnich intoxikacich a sebevrazdach [10].

2.1.2 Stanoveni melperonu

Melperon je obvykle stanovovan spolecné stadou dalSich antipsychotik
v lidskych tkénich a t€lnich tekutinach jako je naptiklad krev, moc€ a vlasy [11]. Melperon
byl také stanoven v lumbalni cerebrospindlni tekutiné [12], krysim medialnim
prefrontalnim kortexu a dialyzatu [13]. Vzhledem k zneuzivani melperonu spojeného

s letalni intoxikaci jsou pro stanoveni bézné také postmortalni matrice [14].

Zlatym standardem analyzy 1é¢iv v oblasti forenznich véd byla dlouhou dobu
plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS), jelikoz poskytuje vysokou
citlivost a selektivitu. S nastupem nizkodavkovych neuroleptik na trh vzrostly pozadavky
na vice komplexni screening, a proto byly zavedeny nové alternativni metody analyzy.
Velmi se osvédcila kapalinovd chromatografie s tandemovou hmotnostni detekei (LC-
MS/MS) vyuzivajici elektrosprej (ESI) a chemickou ionizaci za atmosférické¢ho tlaku
(APCI). ESI a APCI jsou mékke ioniza¢ni techniky a umoziiuji MS analyzu bez ptedchozi
derivatizace analyti. LC-MS/MS umoznuje analyzu slouc¢enin o vysoké molekulové
hmotnosti a velmi vysoké polarité, coZ ji ¢ini uzite¢nou metodou k identifikaci metaboliti
[11]. U stanoveni antipsychotik vcetné melperonu je obvykle preferovana ionizace
elektrosprejem oproti APCI, jelikoz ESI dosahuje vyssi citlivosti. Vysoka citlivost
hmotnostni tandemové detekce jiz témet nahradila UV detektory, fluorescen¢ni detektory
1 elektrochemickou detekci v oblasti analyzy antipsychotickych latek [15]. V Tab. 1 jsou

uvedeny piiklady stanoveni melperonu.
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Tab. 1: Priklady stanoveni melperonu

. e LOD LOQ
matrice kolona mobilni faze (A/B) detekce (ng/ml)  (ng/ml)
Acquity UPLC
lidska HSST3 o ESI-
H _
krev [10] (2,1 x 100 mm, ACN/D,1% HCOO MS/MS 5000
1,8 um)
lidska Luna C18 H>O/methanol (95/5, v/v)/
Krev a (2 % 150 mm H>O/methanol (3/97, v/v) + MS/MS B B
tkaf [14] 5 yum) ’ 10 mM CH3COONHj4 a 0,1%
: ! CH3COOH
idske Acquity UPLC 2 mM CH3COONHy4, 0,1%
Sélj’m"l RP BEH C18 HCOOH v 5% ACN (vA/v)/ ESL -
[16] (2,1 x 50 mm, 2 mM CH3;COONH4, 0,1% MS/MS ’ ’
1,7 um) HCOOH v 95% ACN
Agilent Zorbax
lidskd  Eclipse XDB-C18 50 mM HCOONHy/ 0,1% ESI- B 10
krev [17] (4,6 x 150 mm, HCOOH v ACN, pH 3,5 MS/MS
5 pum)
2.2 Tiaprid

Tiaprid (Obr. 2) je benzamidovy derivat, ktery plisobi jako selektivni antagonista
dopaminovych D2/D3 receptorti [18].

\/0

o7 N
\

)

)

/

Obr. 2: Strukturni vzorec tiapridu (Mr = 328,43).
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2.2.1 Vyuziti tiapridu

Tiaprid vykazuje antipsychotické, antidepresivni a antiulcerdzni G¢inky s nizkym
vyskytem extrapyramidovych uc¢inkd. Vyuzivd se k1écbé deprese, schizofrenie a
psychopatologie starnuti. Tiaprid také pomaha 1éCit zaludecni a duodendlni viedy,

podrazdéné tlusté stievo v diisledku psychosomatického stresu a zavraté [19].

Tiaprid se prokazal jako efektivni také pfi terapii abstinen¢nich piiznakt pii
odvykaéni alkoholu. Studie naznacuji pozitivni efekt tiapridu v prevenci relapsu u pacientt
zavislych na alkoholu, sniZeni neurotickych pfiznakl a vyss$i sebevédomi. Vzhledem
k tomu, ze tiaprid nemd antikonvulzivni u¢inky, tak musel byt podavan spolecné

s karbamazepiny, aby bylo zabranéno abstinen¢nim zachvatim [20].

Tiaprid jako atypické antipsychotikum se pouziva i pti 1é¢b¢ agrese, nepiijemnych
stavll extrémniho vzruSeni, dyskineze a bolesti hlavy. Podava se také k 1é¢bé tikovych

poruch, Tourettova syndromu [21] a koktani u déti [18].

Tiaprid je povazovan za klinicky bezpe¢nou latku, avSak jeho pravdépodobny vliv

na celkovy vyvoj mozku a zrani dopaminergniho systému nebyl zatim prozkouman [18].

2.2.2 Stanoveni tiapridu

Psychoaktivni latky jsou obvykle stanovovéany v lidské krvi ve smési s latkami,
které¢ maji podobné farmakologické ucinky nebo pochazeji ze stejné chemické ttidy.
Dtvodem kombinované terapie je sniZeni rizika n€kolika nezaddoucich t¢inki, které se
mohou objevovat pii vysokych davkach 1éCiv, jako je zvySené riziko nahlé srde¢ni smrti

spojen¢ s antipsychotiky nebo serotoninova toxicita u antidepresiv [22].

Pro analyzu substituovanych benzamidii v biologickych tekutinach je dostupnych
mnoho analytickych metod, ptfikladem je spektrofluorometrické stanoveni, plynova
chromatografie (GC) nebo vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s UV
detekci a HPLC s fluorescenéni detekci [23]. K analyze tiapridu spolecné s dalSimi
derivaty benzamidl se vyuzivaji rutinné HPLC metody s UV a fluorescenéni detekci.
Tyto metody vSak Casto vyZaduji komplikovanou extrakci na tuhé fazi nebo extrakci
kapalina —kapalina a ndslednou Gpravu extraktu pfed stanovenim. Tyto metody jsou proto

casové narocné a obvykle i Spatné reprodukovatelné [23]. Proto byla uvedena také
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stanoveni prostfednictvim GC-MS a HPLC-MS metod, ktera jsou vysoce citliva, avSak
vyzaduji ndkladné investice [23]. LC-MS/MS se v poslednich letech stala velmi dilezitou
metodou v oblasti toxikologickych analyz, jelikoz kombinuje vys$si selektivitu diky
hmotnostni detekci, snazsi pfipravu vzorku a moznost ptimé analyzy roztoku na rozdil od

GC [22]. V Tab. 2 je uveden piehled nékolika vybranych stanoveni tiapridu.

Tab. 2: Priklady stanoveni tiapridu

LOD LOQ

matrice kolona mobilni faze (A/B) detekce (ng/ml)  (ng/ml)

lidska  Hypersil Gold aQ

krev (2,1 x 100 mm, 0,1% HCOOH/MeOH ESI- 0,5 1,7
MS/MS
[22] 3 pm)
. ACN + 150 mM NaH,POq4
lidské TSKgel S -
Slensm‘j oD (2gex lggim (5/95, v/v) + 50 mM NaClO4/ . . )
23] 2.5 um) ’ ACN + 150 mM NaH,PO4
ol (12/88, v/v) + 50 mM NaClOy
lidska  Discovery HS-F5 ACN/0,01 M fosfatovy pufr PDA
plazma (4 x 250 mm, (6/4, v/v)/ ACN/0,01 M FL - -
[24] 5 um) fosfatovy pufr (3/7, v/v)
i Atlantis HILIC
lidska Silica ACN/ HCOONH, (94/6, v/v)
plazma CEEDVEL MsMS - 1,0
[25] (3 X 50 mm, pH 3,0
5 pum)

Pro rychlé, citlivé a selektivni stanoveni tiapridu v lidské plazmé byla vyvinuta
metoda hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie (HILIC) s tandemovou
hmotnostni detekci [25]. Ke stanoveni a separaci tiapridu byla vyvinuta a validovana také
metoda vyuzivajici kapilarni zonovou elektroforézu (CZE), ktera je jednoducha a rychla.
Touto metodou CZE bylo dosazeno limitu detekce 2,7 pg/ml a limitu kvantifikace 9,0
pg/ml pro tiaprid [26]. Tiaprid byl stanoven i pomoci vysoce citlivé chemiluminiscencni
metody vyuzivajici pritokovou injekci, pficemz limit detekce tiapridu byl 0,01 pg/ml
[27]. Také byla popséna selektivni elektroda z polyvinylchloridové membrany ke
stanoveni tiapridu. Tato elektroda prokazala dobrou selektivitu vii¢i tiapridu s ohledem
na nékteré anorganické a organické slouceniny. Elektroda byla pouzita ke stanoveni

tiapridu v lidské moci a iontoforéznim roztoku [28].
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2.3 Vysokoucéinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, z anglického High-Performance
Liquid Chromatography) je analyticka technika, kterd se vyuziva k separaci, identifikaci
a kvantifikaci jednotlivych slozek ptritomnych ve vzorku [29]. Jedna se o jednu z nejvice
vyuzivanych metod ve farmaceutickém, biotechnologickém, enviromentalnim,
polymernim a potravindiském pramyslu [30].

Separace jednotlivych chemickych latek ve smési vzorku je zalozena na rozdilné
distribuci latek mezi mobilni fazi (MF) a stacionarni fazi (SF). Separace probiha
v separacni koloné, kterd je naplnéna staciondrni fazi, pti¢emz mobilni faze do kolony
proudi pod vysokym tlakem. Po aplikaci vzorku se analyty, na zaklad¢ odlisné afinity
jednotlivych analytl ke stacionadrni fazi, pohybuji rozdilnou rychlosti a odd¢luji se.
Separace pomoci HPLC zévisi pfedev§im na parametrech mobilni faze jako je polarita,
rychlost pritoku, pH a slozeni. Vliv na separaci ma vSak také povaha stacionarni faze a
vlastnosti matrice vzorku [31].

Zakladni instrumentaci HPLC (Obr. 3) systému tvoii zdsobniky mobilni faze,
vysokotlaké ¢erpadlo, ddvkovac vzorku ve formé manualniho nastfikového ventilu nebo
autosampleru, chromatografickd kolona, detektor a vyhodnocovaci systém [32]. Mezi
nejcastéji pouzivané detektory ve spojeni s metodou HPLC patii UV/Vis detektory a
hmotnostné-spektrometrick¢ detektory, také se nékdy vyuziva fluorescencni a

elektrochemické detekce nebo detektort fotodiodového pole [33].

| ‘ i i vzorek
- 1
pumpa |—> dévkovaél—q :p_p
HPLC kolona

vyhodnocovaci
systém

mobilni
faze

odpad

Obr. 3: Schéma zdkladni instrumentace HPLC (prevzato a upraveno [30]).
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2.3.1 Typy kapalinové chromatografie

Dle druhu interakce mezi analytem a staciondrni fazi, typem stacionarni faze a
sloZzenim mobilni faze rozliSujeme nékolik modi kapalinové chromatografie. Nejvice
popularnim typem je chromatografie s reverznimi fazemi (RP-HPLC, z anglického
Reverse-Phase Chromatography). RP-HPLC obsahuje nepolarni stacionarni fazi, kterou
nejcastéji tvoii alkylové fetézce navdzané na povrch nosice, kterym je silikagel.
Nejpouzivangjsi SF jsou oktadecylové (C18) nebo oktylové (C8). Mobilni faze ma vice
polarni charakter nez stacionarni, obvykle ji tvofi smés vody a organického rozpoustédla
jako naptiklad acetonitril nebo methanol. Poldrni analyty eluuji rychleji, zatimco
nepolarni analyty jsou vice zadrzovany staciondrni fazi [30]. Druhym typem je
chromatografie s normdlnimi fdzemi (NP-HPLC, zanglického Normal-Phase
Chromatography). U NP-HPLC dochéazi k separaci na zaklad¢ afinity analyti
k polarnimu povrchu stacionarni faze, kterou byva nejcastéji silikagel, pficemz mobilni
faze je nepolarni. Cim je analyt polarngjsi, tim vice bude zadrzovan v polarni stacionarni
fazi a bude eluovat pozdéji [30]. Slibnou alternativou ke dvéma vySe zminénym
klasickym typtim chromatografie je hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie
(HILIC). HILIC kombinuje stacionarni faze pouzivané v NP-HPLC a mobilni faze
vyuzivané v RP-HPLC [34]. Polarni SF byvéa naptfiklad nemodifikovany silikagel,
aminové a diolové staciondrni faze. A mobilni fazi tvoii minimalné ze 70 % organicka
slozka, obvykle acetonitril, a malé procento vodného roztoku, pufru nebo jin¢ho
polarniho rozpoustédla [30]. HILIC Ize GspéSné pouzit k analyzdm polarnich latek jako
jsou farmaceutické latky, malé polarni molekuly, metabolity, ndvykové latky, sacharidy,

aminokyseliny, proteiny a toxiny [34].

Dals§imi chromatografickymi mody jsou iontové vyménna chromatografie (IEC),
molekulova vylu¢ovaci chromatografie (SEC) a afinitni chromatografie. Retence u IEC
je zaloZena na pfitaZlivosti mezi rozpuSténymi ionty a nabitymi misty, ktera jsou vdzana
na stacionarni fazi (iontoménice). lonty o stejném naboji jako je naboj nabitych mist na
kolon¢ se nepfitahuji, na koloné jsou zadrzovany rozpusténé ionty s opacnym nébojem.
Zadrzené ionty lze z kolony eluovat zménou podminek rozpoustédla, napiiklad zvySenim
koncentrace roztoku, zménou pH roztoku nebo zménou teploty na koloné. IEC je vhodna
pro separaci anorganickych a organickych iontli ve vodném roztoku [30]. Podstatou SEC

je rozdélovani molekul podle jejich velikosti v kolong, ktera je naplnéna poréznim gelem.
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Mensi molekuly jsou zachyceny v porech gelu, a proto maji delsi retencni Cas nez vétsi
molekuly, které nemohou pronikat do pora a jsou unaseny mobilni fazi. SEC se vyuziva
primarné k analyze velkych molekul jako jsou naptiklad proteiny a polymery. Jedna se o
Siroce pouzivanou techniku v oblasti urCeni molekulové hmotnosti polysacharidii a
terciarni a kvartérni struktury purifikovanych proteini [30]. Poslednim typem
zuvedenych je afinitni chromatografie, ktera spoc¢iva v kovalentni vazb¢ specifického
ligandu na pevny nosi¢. Typickymi afinitnimi ligandy jsou protilatky, enzymy, hormony
a receptory. Tato technika se vzhledem ke své selektivité a jednoduchosti vyuziva

k izolaci a purifikaci mnoha biomolekul, biofarmaceutik a dalSich latek [35].

2.3.2 Trendy v kapalinové chromatografii

Od roku 2004, kdy byla ultra-vysokot¢inna kapalinova chromatogratie (UHPLC,
z anglického Ultra-High-Performance Chromatography) komer¢né uvedena na trh, stale
roste jeji vyuziti v rtiznych odvétvi primyslu [36]. Ve srovnani s klasickym HPLC
systtmem UHPLC dosahuje vys$$i rychlosti analyz, citlivosti a rozliSeni. Hlavnim
rozdilem je, Ze vysokotlaké ¢erpadla v UHPLC systémech mohou dosahovat tlaku 1000
barti 1 vice na rozdil od konven¢nich HPLC systémd, které dosahuji maximalné 400 bard.
Takto vysoké tlaky v UHPLC vznikaji diky ¢asticim menSim nez 2 um, kterymi jsou
kolony plnény. MenSi Castice dosahuji lepSiho rozliSeni a Ucinnosti separace. Také
zajiSt'uji rychlejsi separace na kratSich kolondch a zvySuji citlivost vzhledem k vzniku
uzsich a vyssich pikti [37]. UHPLC systémy navic umoznuji detekci analytd o velmi
nizkych koncentracich, jelikoZ je zlepSen pomér signalu k Sumu. Vstfikovany objem
vzorku je vyrazné snizen, aniZ by doslo ke sniZeni citlivosti a také je sniZzena spotfeba

mobilnich fazi ve srovnani s klasickou HPLC technikou [38].

Dal$im trendem jsou monolytické kolony, které jsou tvorené jedinym kusem
polymerniho materidlu, coz umoznuje velmi rychly pritok mobilni faze, aniz by doslo
k vyraznému nartstu zpétného tlaku a ztrat¢ separacni Uc¢innosti. Monolytické kolony
umoziuji rychlé separace 1 pro velké molekuly jako jsou naptiklad proteiny a nukleové
kyseliny [39].

Dal8im z trendii v kapalinové chromatografii je miniaturizace HPLC systémd, ktera
ziskava velkou pozornost prfedevsim kvili point-of-care aplikacim v oblasti mediciny,

forenznich véd, vnitini bezpecnosti a biomediciny. Cilem zmens$eni analytického systému
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je co nejekonomictéjsi provoz, jelikoz miniaturizaci poklesne spotfeba vzorku a reagentd.
Miniaturizace ma vsak také fadu nevyhod, mezi které patii snizena robustnost, coz mize
vést k nizsi reprodukovatelnosti analyz v porovnani s konvenc¢ni HPLC. S pokracujicim
vyvojem mikro-HPLC systému a automatizaci provozu se vSak o¢ekava, ze tyto problémy

budou piekonany [40].

2.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS, z anglického Mass Spectrometry) je analyticka
technika, kterd je vyuzivana pro kvantitativni 1 kvalitativni aplikace v fad¢ riiznorodych
oblasti. Hmotnostni spektrometry se skladaji ziontového zdroje, hmotnostniho

analyzatoru a detektoru castic [41].

2.4.1 lontové zdroje

Iontovy zdroj napoméha pfeméné analytd v pevné nebo kapalné fazi na nabité
¢astice v plynném skupenstvi, které mohou po svém vzniku fragmentovat. Vysledkem
ionizace jsou kladné nebo zaporné nabité molekularni ionty (M™®, M"*) a aduktové ionty

(IM+H]", [M-H]",...) [42].

Nejcastéji pouzivanym iontovym zdrojem ve spojeni kapalinové chromatografie
s MS je mekka ioniza¢ni technika zvana elektrosprejova ionizace (ESI) [41]. ESI spociva
v aplikaci silného elektrického pole na elektrodu za atmosférického tlaku. S postupnym
odpafovanim rozpoustédla se na hrotu sprejovaci kapilary, do které vstupuje vzorek
s analytem, tvofi Tayloriv kuzel, ze kterého proudi nabité kapky ve formé spreje. ESI je

pomérné univerzalni a vyznacuje se vysokou robustnosti v rutinnich analyzach [42].

Me¢kkou ionizaci zajiSt'uje i ionizace laserem za Uc¢asti matrice (MALDI), ktera se
Casto pouziva k analyze proteind a jinych makromolekul [42]. K ionizaci nepolarnich
slou€enin se hodi chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za

atmosférického tlaku (APPI) [43].

Ptikladem tvrdé ioniza¢ni techniky je elektronova ionizace, kdy vznika obvykle
kladné nabity radikal molekuly a jeho fragmentacni spektrum, ze kterého 1ze identifikovat
analyzovanou slouceninu. Elektronova ionizace se ¢asto vyuziva ve spojeni s GC-MS

[42].
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2.4.2 Hmotnostni analyzatory

Ionty vzniklé v iontovém zdroji jsou nasledné transportovany do hmotnostniho
analyzatoru, kde jsou separovany na zdkladé poméru hmotnosti a naboje (m/z) [41].

Hmotnostni analyzatory délime na skenujici, prilletové a iontové pasti.

Mezi skenujici hmotnostni analyzatory se fadi kvadrupdly a sektorové pfistroje.
Kvadrupdlovy analyzator tvoii Ctyfi tyCe, na které je vloZzena kombinace stiidavého a
stejnosmérného napéti. Na zdkladé velikosti vlozeného napéti v dany moment osciluji
ionty s ur¢itym pomérem m/z po stabilni trajektorii k detektoru, ktery je zachyti. Ostatni

ionty jsou zachyceny na tycich a do detektoru se nedostanou [42].

Dalsi skupinou jsou priletové analyzétory, které prevadi vSechny ionty soucasné
do letové trubice, kde se separuji na zaklad¢ odlisné doby letu k detektoru. Do této

skupiny patii analyzator doby letu (TOF).

Poslednim typem jsou analyzatory, které zachycuji ionty v cele ¢i pasti. Do této

skupiny patifi iontové pasti, iontove cyklotronové rezonance (ICR) a orbitrap [42].

2.4.3 Detektory

Separované ionty jsou detekovany iontovym detektorem. Elektrické signaly
produkované detektorem jsou nasledné zpracovany za vzniku hmotnostnich spekter.
Detekované ionty mohou odpovidat pivodnim molekuldam, jejich fragmentim nebo
molekulovym aduktim. Dle poméru m/z a vzniklych fragmentl 1ze z hmotnostnich

spekter identifikovat molekuly s vysokou selektivitou [41].

Obvykle se pouzivaji elektronové nasobice, které obsahuji sérii dynod, které po
dopadu elektronli na jejich povrch vyvolaji sekundarni emisi, jejiz vysledkem je

znasobeni poctu elektronti [42].

24.4 LC-MS/MS

Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS) je
nepostradatelnou analytickou metodou, kterd ma Siroké spektrum vyuziti. LC-MS/MS se
v klinickych laboratofich vyuziva naptiklad k terapeutickému monitorovani 1éka,

novorozeneckému screeningu, referenénim metodam a v toxikologii. Tato metoda navic
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dosahuje vysoké urovné citlivosti, specifity a robustnosti, také umoznuje méteni vice
analytd soucasné [44].

Tandemovéa hmotnostni spektrometrie vyuziva dva a vice hmotnostnich analyzétort
zapojenych za sebou. Nejcastéji pouzivanym uspotradanim je LC-MS/MS s trojitym
kvadrupodlem (QgQ, Obr. 4). Po ionizaci vzorku v iontovém zdroji jsou prekurzorové
ionty vedeny do prvniho kvadrupdlu (Q1), ktery funguje jako hmotnostni filtr a propousti
jen ty prekurzorové ionty, které odpovidaji urCitému pomeéru m/z. Vybrand hmota
ptechazi do druhého kvadrupdlu (q2), ktery pracuje jako kolizni cela. Pod vlivem kolizni
energie se prekurzorové ionty srazi s molekulami ¢i atomy kolizniho plynu, kterym byva
dusik nebo argon. V dasledku srazek dochézi k fragmentaci prekurzorovych iontl na
produktové, které nasledné vstupuji do tietiho kvadrupolu (Q3), ktery podobné jako Q1

pusobi jako filtr hmoty a propousti k detektoru jen ionty o urcitém poméru m/z [42].

kolizni cela detektor

elektrosprejova = ) (4] => 0= 0 =1 o =

' > o) ' s g ' |

ionty vzniklé ionizaci ~ prekurzorové ionty produktové ionty

Obr. 4: Princip tandemové hmotnostni spektrometrie s trojitym kvadrupolem (prevzato

a upraveno [45]).

Trojity kvadrupol poskytuje 4 zakladni druhy skenti. Prvnim je sken produktovych
iontl, kdy Q1 prochézi ion o urcité m/z do kolizni cely, kde dochazi k fragmentaci.
Vzniklé fragmenty jsou detekovany detektorem. DalSim je sken prekurzorovych ionti,
kde naopak ptes Q1 prochazi vSechny ionty do kolizni cely, kde jsou poté fragmentovany.
Q3 nasledné& propousti pouze produktové ionty o zvolené m/z. Pfi skenu neutralnich ztrat
skenuji soucasné QI i Q3 ionty se stalym rozdilem m/z. Sleduje se neutralni fragment,
jehoz m/z odpovidé stalému rozdilu. Poslednim uvedenym skenem je MRM (Multiple

reaction monitoring), kdy Q1 propousti prekurzorové ionty o daném pomeéru m/z, které
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jsou fragmentovany pii optimalni kolizni energii na produktovy ion o nejvyssi intenzité

a daném m/z, ktery Q3 prochazi do detektoru [42].

245 Trendy v hmotnostni spektrometrii

Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS) se fadi mezi trendy MS
z diivodu dosazeni vysokého hmotnostniho rozliSeni a presnosti. HRMS poskytuje
komplexnéjsi informace o presné molekulové hmotnosti, chemickém slozeni a detailni
molekulové struktufe dané sloucCeniny. Oproti klasické tandemové hmotnostni
spektrometrii 1ze HRMS navic pouzit k rozliSeni izobarickych sloucenin [46]. HRMS se
mimo jiné vyuzivd ve vyzkumu zivotniho prostfedi k identifikaci a kvantifikaci
kontaminantii a biologickych metaboliti [47]. Nejvyssiho rozliSeni bylo dosazeno

prostfednictvim viceprichodového analyzatoru doby letu, orbitrapu a ICR s Fourierovou

transformaci [48].

Dalsim trendem MS je iontova mobilitni spektrometrie, kterd separuje ionty podle
jejich 3D struktury, naptiklad dle tvaru, pozice jader a elektronické struktury. Iontova
mobilitni spektrometrie se vyuziva predevSim k separaci izomernich nebo izobarickych

sloucenin [49].

Mezi MS trendy se fadi také hybridni hmotnostni analyzatory pouzivané
v tandemové hmotnostni spektrometrii. Jako hybridni jsou ozna¢ovany analyzatory, které
vyuzivaji rizné typy hmotnostnich analyzatori pro prvni a druhou fazi hmotnostni
analyzy. Cilem pfi navrhu hybridniho pfistroje je nakombinovat odliSné vykonnostni
charakteristiky riznych typt hmotnostnich analyzatori do jednoho spektrometru. Tyto
charakteristiky zahrnuji naptiklad hmotnostni rozliSovaci schopnost a rychlost analyzy.
Nejcastéji pouzivanym hybridnim hmotnostnim analyzatorem je QqQ (trojity kvadrupdl),
pfipadné¢ Q/TOF (kvadrupdl/analyzator doby letu), QIT/TOF (kvadrupdl-iontova
past/analyzator doby letu) a LIT/TOF (linedrni iontova past/analyzator doby letu) [50].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie a instrumentace

Chemikalie:

Melperon hydrochlorid 50 mg, Toronto Research Chemicals Inc (Kanada)
Melperon hydrochlorid-D4 2,5 mg, Toronto Research Chemicals Inc (Kanada)
Tiaprid hydrochlorid 50 mg, Dr. Ehrenstorfer™ (Némecko)

Sultopride hydrochlorid 10 mg, Toronto Research Chemicals Inc (Kanada)
Kyselina mravenci > 99 %, HiPerSolv CHROMANORM®, LC-MS ¢&istota (VWR
Chemicals, Velka Britanie)

Methanol, Honeywell, LC-MS CHROMASOLV® ¢&istota > 99,9 % (Némecko)
Acetonitril, Honeywell, LC-MS CHROMASOLV® ¢istota > 99,9 % (Némecko)
Voda, HiPerSolv CHROMANORM®, LC-MS ¢istota (VWR Chemicals, Francie)

Instrumentace:

Kapalinovy chromatograf a hmotnostni spektrometr, LCMS-8045, Shimadzu
(Japonsko)

Chromatografickad kolona InfinityLab Poroshell HPH-C8 50 x 2,1 mm, 2,7 um,
Agilent (USA)

Chromatografickd kolona Accucore Phenyl-X 150 x 4,6 mm, 2,6 um, Thermo
Fisher Scientific (USA)

Chromatograficka kolona Acquite UPLC BEH Amide 100 x 2,1 mm, 1,7 um,
Waters (USA)

Chromatografickd kolona ZORBAX SB-Aq 150 x 2,1 mm, 1,8 um, Agilent
Technologies (USA)

Automatické pipety, Socorex (Svycarsko)

Ultrazvukova lazen, Elmasonic S15 H, Elma (Némecko)
Homogenizator CHS Vortex, Chromservis s.r.o. (Ceska republika)

Mini centrifuga ROTILABO® Gusto™, Carl Roth (Némecko)

Analytické vahy Entris®, Sartorius (Némecko)

Programy:

MS Excel

Labsolutions, Shimadzu (Japonsko)
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3.2 Ptiprava vzorkl

3.2.1 Priprava zasobnich roztok

Zasobni roztoky melperonu, izotopicky znaceného melperonu D4, tiapridu a
sultopridu o koncentraci 1 mg/ml byly pfipraveny nasledujicim zpisobem. Na
analytickych vahach byl odvazen piiblizné 1 mg analytu. K navéazce bylo piidano
pfislusné mnozstvi methanolu, poté byly vialky s jednotlivymi analyty uzavieny a vzorky
byly rozpustény v ultrazvukové 1azni po dobu 10 minut bez zahtivani. Vzniklé zasobni
roztoky jednotlivych analytii o koncentraci 1 mg/ml byly nasledné¢ desetkrat ziedény

methanolem na koncentrace 100 pg/ml, 10 pg/ml a 1 pg/ml.

3.2.2 Priprava internich standard

Do lahve se Sroubovacim uzavérem bylo pfidano 50 ml acetonitrilu s 0,1%
kyselinou mravenci, poté bylo pfidano 100 pl zasobniho roztoku izotopicky znaceného
melperonu D4 o koncentraci 10 pg/ml a 100 pl zdsobniho roztoku sultopridu o
koncentraci 10 pg/ml. Vznikly roztok byl promichan. Koncentrace internich standardi

byla 20 ng/ml.

3.2.3 Priprava smésnych vzorku

Smésny vzorek melperonu, izotopicky znaceného melperonu D4 a tiapridu o
koncentraci 50 ng/ml byl pfipraven ze zasobnich roztokii vySe uvedenych analyti o
koncentraci 1 pg/ml, vody o LC-MS Ccistoté a acetonitrilu. Dale byl pfipraven smésny
vzorek melperonu a tiapridu o koncentraci 15,625 ng/ml. Tento smésny vzorek byl
pfipraven ze zasobniho roztoku analyti o koncentraci 10 pg/ml, ktery byl ziedén
acetonitrilem na koncentraci 500 ng/ml. Smichanim z4sobniho roztoku o koncentraci 500
ng/ml, vody a acetonitrilu okyseleného 0,1% kyselinou mravenci vznikl smésny vzorek
o pozadované koncentraci 15,625 ng/ml. Obdobné byl pfipraven smésny vzorek vSech 4
analytl — melperon, melperon D4, tiaprid a sultoprid o koncentraci 15,625 ng/ml, kde byl
acetonitril nahrazen roztokem obsahujiciho interni standardy o koncentraci 20 ng/ml.
Smésny vzorek melperonu a tiapridu o koncentraci 10 ng/ml pro HILIC chromatografii
byl pfipraven ze zdsobnich roztokl analyti o koncentraci 1 pg/ml a byl nafedén

acetonitrilem.
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3.2.4 Kalibrace

Byly pfipraveny dvé kalibra¢ni fady o 13 kalibracnich bodech, jedna fada byla

pfipravena v séru a druhd v dialyzatu. SloZeni kalibracnich roztokt je uvedeno v Tab. 3.

Zasobni roztoky melperonu a tiapridu pouzit¢ ke kalibraci byly pfipraveny
nasledujicim postupem. Smichanim 50 pl melperonu o koncentraci 100 pg/ml a 50 pl
tiapridu o koncentraci 100 pg/ml vznikl prvni zasobni roztok s koncentraci 50 ug/ml.
Tento roztok byl ziedén pétkrat acetonitrilem za vzniku druhého zasobniho roztoku o
koncentraci 10 pg/ml, ktery byl nésledn¢ zfedén dvakrat acetonitrilem na koncentraci 5

ng/ml. Redénim dvojkovou fadou byly piipraveny i zbylé zasobni roztoky ke kalibraci.

Kalibraéni roztoky byly pfipraveny v Eppendorf zkumavkach z35 pl
séra/dialyzatu, do kterého bylo napipetovano 5 pl zasobniho roztoku melperonu a tiapridu
o prislusné koncentraci a pfiddno 120 pl roztoku obsahujiciho interni standardy o
koncentraci 20 ng/ml. Kalibra¢ni roztoky byly poté 30 sekund michdny na vortexu a poté
stoCeny na centrifuze pti 12500 RPM po dobu 8 minut. Nasledné¢ byl vznikly supernatant
odebran do HPLC vialky. Nejprve byla prométena kalibra¢ni fada v séru, pficemz kazdy
kalibra¢ni roztok byl proméfen tfikrat a mezi jednotlivé koncentrace byl vlozen blank,
ktery byl pfipraven smichanim 40 pl séra a 120 pl roztoku obsahujiciho interni standardy
o koncentraci 20 ng/ml. Obdobnym zplisobem byla zmétena kalibra¢ni fada v dialyzatu,
kde blank tvofila smés 40 pl dialyzatu a 120 pl roztoku obsahujiciho interni standardy o

koncentraci ¢ = 20 ng/ml.
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Tab. 3: Slozeni kalibracnich roztoki

czasob.r. 'V zasob.r. .
¢ ¢ ¢ melperonu  melperonu VIS V séra/ v
) celkovd v séru/dialyzatu per per dialyzatu  celkovy
roztoku (ng/ml) (ng/ml) a tiapridu a tiapridu (ul) (ul) (ul)
(ng/ml) ()
1 0,1 0,3 2,4 5 120 35 160
2 0,2 0,6 4,9 5 120 35 160
3 0,3 1,2 9,8 5 120 35 160
4 0,6 2,4 19,5 5 120 35 160
5 1,2 4.9 39,1 5 120 35 160
6 2,4 9,8 78,1 5 120 35 160
7 4.9 19,5 156,3 5 120 35 160
8 9,8 39,1 312,5 5 120 35 160
9 19,5 78,1 625,0 5 120 35 160
10 39,1 156,3 1250,0 5 120 35 160
11 78,1 312,5 2500,0 5 120 35 160
12 156,3 625,0 5000,0 5 120 35 160
13 312,5 1250,0 10000,0 5 120 35 160

3.2.5 Vyhodnoceni validaénich parametri

Vramci validace analytické metody byla testovana sprdvnost a piesnost,

selektivita, matri¢ni efekt a vytéznost.

Pro stanoveni spravnosti a pfesnosti byly vybrany ¢Etyfi koncentracni hladiny pro
kazdy analyt. Pro tiaprid byly zvoleny koncentrace 2,4 ng/ml, 19,5 ng/ml, 312,5 ng/ml a
1250,0 ng/ml. U melperonu byly vybrany koncentrace 0,3 ng/ml, 2,4 ng/ml, 19,5 ng/ml a
156,0 ng/ml. Roztoky o vybranych koncentracich byly pfipraveny dle vySe uvedené Tab.
3. Pro kazdou koncentra¢ni hladinu bylo pfipraveno pét replikatl v séru a pét replikatt
v dialyzatu. Kazdy vzorek byl poté promichan na vortexu 30 sekund a nésledné
centrifugovan pii 12500 RPM po dobu 8 minut. Vznikly supernatant byl odebran do
HPLC vialek s insertem. Kazdy replikat byl do pfistroje nastfiknut tfikrat a jednotlivé
koncentra¢ni hladiny byly proméfeny od nejnizsi po nejvyssi koncentraci. Nejprve byly
prométeny piipravené roztoky v séru, poté roztoky v dialyzatu, pfi¢emZ mezi pfechodem

od séra k dialyzatu byl ¢tyfikrat zméten blank, kterym byl acetonitril.
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Spravnost analytické metody byla vyjadiena jako relativni chyba (RE) v procentech

a byla vypoctena dle vzorce:

c(namétend)—c(otekivana)

RE =

-100 (1)

c(ocekavana)
Pro zjisténi presnosti analytické metody byla nejprve vypoctena smérodatna

odchylka (SD) podle matematického vzorce:

Z?:l(xi_f)z

n-1

SD = (2)

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

Poté byla vyjadiena pfesnost metody jako relativni smérodatnd odchylka (RSD)

v procentech vztahem:

RSD =

Xll%

-100 3)

Pro stanoveni vlivu matri¢niho efektu byly vybrany dvé koncentracni hladiny
melperonu a tiapridu, a to 2,4 ng/ml a 312,5 ng/ml. Pro kazdou koncentraci byly
pfipraveny tfi vzorky simulujici €istou matrici, tedy vzorky, kde neni pfitomen Zadny
matri¢ni efekt. Tyto vzorky se skladaly ze 120 pl acetonitrilu, 35 pl vody a 5 pl zadsobniho
roztoku o dané koncentraci. Poté byly pfipraveny tii vzorky realné matrice pro kazdou
koncentra¢ni hladinu v séru 1 dialyzatu. Tyto vzorky byly pfipraveny smichanim 120 pl
acetonitrilu a 40 pl matrice (sérum/dialyzat) v Eppendorf zkumavkach a nasledné byly po
dobu 8 minut sto¢eny na centrifuze pti maximalnich otackach 12500 RPM. Poté bylo 155
pl supernatantu prevedeno do HPLC konické vialky, kam bylo pfidano 5 pl zasobniho
roztoku o pozadované koncentraci. Kazdy replikat byl nastfiknut tfikrat od nejnizsi
koncentrace, pfi¢emzZ mezi jednotlivé koncentrace bylo vlozeno dvakrat méfeni blanku,

kterym byl acetonitril.

Vliv matri¢niho efektu (ME) v procentech byl vypocten dle vzorce:

Ayq

ME = (£2) - 100 (4)

2

kde A; je plocha piku realné post-protein spikované matrice a A2 je plocha piku

Cisté matrice bez séra/dialyzatu.
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Dalsim ze stanovovanych analytickych parametri byla vytéZznost metody. Pro
stanoveni vytéznosti byly zvoleny koncentrac¢ni hladiny melperonu a tiapridu 2,4 ng/ml a
312,5 ng/ml. Ke stanoveni vytéznosti byly vyuzity vyse popsané piipravené vzorky realné
matrice ke stanoveni matricniho efektu. Dale byly pfipraveny tii vzorky o danych
koncentracich v séru a dialyzatu spikovanim pted precipitaci dle Tab. 3., které byly po 30
sekundach michani na vortexu stoCeny na centrifuze po dobu 8 minut pii 12500 RPM.

Poté byl supernatant presunut do HPLC vialek s insertem. Kazdy replikat byl nadavkovéan

Cvwr

Vytéznost analytické metody (R) byla vypoctena v procentech dle vztahu:

R=(%2) - 100 (5)

1

kde A4; je plocha piku analytu v post-protein spikované matrici a 4> plocha piku

analytu ve vzorku matrice spikované standardem pted precipitaci proteinti.

Poslednim ze stanovovanych parametrii byla selektivita metody. Pro stanoveni
selektivity byl pfipraven vyprecipitovany vzorek séra, ktery obsahoval 40 pl séra a 120
pl acetonitrilu. Dale byl pfipraven vzorek dialyzatu smichanim 40 pl dialyzatu a 120 pl
acetonitrilu. Nejprve byl zméfen pétkrat blank, kterym byl acetonitril, poté se tikrat

zmé&fil vzorek séra a ndsledné byl tfikrat zméfen vyprecipitovany dialyzat.

3.2.6 Méreni realnych vzorku

Vzorky realnych pacientli byly pfipraveny smichanim 40 pl séra/dialyzatu a 120 pl
roztoku obsahujiciho interni standardy o koncentraci 20 ng/ml. Vzorky byly néasledné
promichény 30 sekund na vortexu a stoCeny na centrifuze po dobu 8 minut pti otd¢kach
12500 RPM. Poté bylo 90 pl supernatantu pipetovano do konické HPLC vialky. Nejprve
byl zméfen ctyfikrat blank, kterym byl acetonitril, poté byly jednou zméteny vSechny
vzorky v séru, nasledné bylo opét vloZeno Ctyfikrat méfeni blanku a poté byly jednou

prométeny vzorky redlnych pacientl v dialyzatu.
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4 Vysledky a diskuze
4.1 Optimalizace hmotnostniho spektrometru

Vzhledem ke struktufe cilovych analyti bylo pracovano v pozitivnim modu
s pouzitim ionizace elektrosprejem (ESI+). Cilem optimalizace hmotnostniho
spektrometru bylo ziskat vhodné MRM piechody pro vSechny analyty a nastavit iontovou
optiku tak, aby dané MRM pirechody dosahovaly nejvysSich intenzit. Nejprve byly
zméteny SCAN hmotnostni spektra tiapridu (Obr. 5), melperonu (Obr. 6), izotopicky
zna¢en¢ho melperonu D4 (Obr. 7) a sultopridu (Obr. 8) o koncentracich 1 pg/ml
v hmotnostnim rozmezi 100-400 m/z. Roztoky standardd byly do MS vpraveny pomoci
UHPLC (bez kolony). Podminky optimalizace byly nésledujici: mobilni fdze methanol
(70 %) a 0,1% kyselina mravenci (30 %), pritok mobilni faze 0,2 ml/min, doba analyzy
2 minuty a objem nastiiku 0,2 pl (0,1 pl pro sultoprid). Z hmotnostnich spekter je patrné,
7e v8echny analyty se primarné nabijeji jako adukty s vodikem ve form& [M+H]". Tyto
adukty dosahovaly nejvys$ich intenzit, a proto byly vybrany jako prekurzorové ionty pro

dalsi optimalizaci.

100 [M+H]*|329,4
— 75
X
2
N
c
3
€ 50
c
2
©
© 330,4
=~ 25
31,4
338,7
206,2 I 3396
0
100 150 200 250 300 350 400

m/z

Obr. 5: Hmotnostni spektrum tiapridu o koncentraci 1 ug/ml merené v pozitivnim modu
v rozmezi 100-400 m/z.
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Obr. 6: Hmotnostni spektrum melperonu o koncentraci 1 ug/ml merené v pozitivnim
modu v rozmezi 100-400 m/z.
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Obr. 7: Hmotnostni spektrum izotopicky znaceného melperonu D4 o koncentraci
1 ug/ml mérené v pozitivnim modu v rozmezi 100-400 m/z.
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Obr. 8: Hmotnostni spektrum sultopridu o koncentraci 1 ug/ml merené v pozitivnim
modu v rozmezi 100-400 m/z.

V dal$im kroku optimalizace hmotnostniho spektrometru byly hledany vhodné
produktové ionty. Vybrané prekurzorové ionty, které odpovidaly [M+H]" iontim
jednotlivych analyti, byly $tépeny v kolizni cele pti hodnotach kolizni energie v rozsahu
—40V az—10V s krokem po 5 V. Jednotliva fragmentani hmotnostni spektra ziskana pti
riznych koliznich energiich byla porovnavana mezi sebou. Jako vhodna kolizni energie
byla vybrana takova energie, pii které vznikaji nejintenzivnéjsi fragmenty. Na Obr. 9 je
vyneseno hmotnostni spektrum tiapridu vzniklé fragmentaci m/z 329,4 pii hodnoté
kolizni energie —25 V. Obr. 10 zobrazuje hmotnostni spektrum produktovych ionth
melperonu, které vzniklo Stépenim prekurzorového iontu s m/z 264,1 za pouziti kolizni
energie —30 V. Fragmentac¢ni spektrum prekurzorového iontu izotopicky znaceného
melperonu D4 o m/z 268,3 pii kolizni energii —20 V je znazornéno na Obr. 11.
Hmotnostni spektrum sultopridu vzniklé S$tépenim 355,4 m/z pii kolizni energii

—30 V zobrazuje Obr. 12.
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Obr. 9: Hmotnostni spektrum produktovych iontu tiapridu pvi zadani prekurzorového
iontu 0 329,4 m/z pri hodnoté kolizni energie —25 V mérené v pozitivnim modu
v rozmezi 10-400 m/z.
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Obr. 10: Hmotnostni spektrum produktovych iontii melperonu pri zadani
prekurzorového iontu o 264,1 m/z pri hodnoté kolizni energie —30 V mérené
v pozitivnim modu v rozmezi 10-400 m/z.
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Obr. 11: Hmotnostni spektrum produktovych iontii izotopicky znaceného melperonu D4
pri zadani prekurzorového iontu o 268,3 m/z pri hodnoté kolizni energie =20 V
mérené v pozitivnim modu v rozmezi 10-400 m/z.
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Obr. 12: Hmotnostni spektrum produktovych iontii sultopridu pri zadani
prekurzorového iontu o 355,4 m/z pri hodnoté kolizni energie =30 V
mérené v pozitivnim modu v rozmezi 10-400 m/z.
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Po vybéru dvou vhodnych produktovych iontii a jejich vhodné kolizni energie pro kazdy
analyt bylo optimalizovano nastaveni iontové optiky tak, aby dané pifechody poskytovaly
nejvyssi odezvu (nejvyssi vytéznost produktovych iontti dopadajicich na detektor).
Jednotlivé MRM piechody pro kazdy analyt s optimalnimi hodnotami iontové optiky jsou
uvedeny v Tab. 4. U kazdého analytu je prvni MRM piechod kvantifikacni, a druhy je

konfirmacni.

Tab. 4: Optimalni hodnoty napéti iontové optiky pro hlavni prechody tiapridu,
melperonu, izotopicky znaceného melperonu D4 a sultopridu

analyt prekurzor m/z  produkt m/z Q1 (V) CE (V) Q3 (V)
3294 256,2 -10,0 -20,0 27,0
tiaprid
3294 213,1 -10,0 -37,0 -23,0
264,1 165,1 -30,0 -20,0 -17,0
melperon
264,1 95,1 -30,0 -53,0 -16,0
268,3 169,2 -14,0 -21,0 -18,0
melperon D4
268,3 99,1 -30,0 -53,0 -17,0
355,4 112,2 -18,0 -28,0 -21,0
sultoprid
355.4 134,2 -10,0 -51,0 -23,0

4.2 Optimalizace vysokoucéinné kapalinové chromatografie

Vramci optimalizace HPLC byly vyuzity nejintenzivn€js$i MRM pifechody
jednotlivych analyt, které jsou uvedeny vyse v Tab. 4. lontovy zdroj byl nastaven tak,
aby dochazelo k odpafeni mobilni faze. Jednotlivé parametry iontového zdroje byly
nasledujici: pratok susiciho plynu 10 I/min, pritok nebuliza¢niho plynu 3 1/min, teplota
zdroje 300 °C a teplota desolvatacni kapilary 250 °C. Pii optimalizaci HPLC byly
testovany 4 chromatografické kolony. Tt kolony pracovaly v reZimu chromatografie

s reverznimi fazemi a jedna v rezimu hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie.

Prvni testovanou kolonou byla chromatografickd kolona InfinityLab Poroshell
HPH-C8 50 % 2,1 mm, 1,7 um od spolecnosti Agilent Technologies. Jde o kolonu na bazi

hybridnich sorbentti, coz zajist'uje vysokou stabilitu i1 pii vysokém pH a dle vyrobce je
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vhodna 1 k analyze polarnich latek. Mobilni faze se skladala z 0,1% kyseliny mravenci
(slozka A) a methanolu (slozka B). Podminky separace byly nésledujici: nastiik 1 pl,
prutok mobilni faze 0,5 ml/min, doba analyzy 9 minut, teplota kolony 40 °C a teplota na
davkovaci 15 °C. Na kolonu byl nastiiknut smésny vzorek tiapridu, melperonu a
izotopicky znaceného melperonu D4 o koncentraci 50 ng/ml. Separace probihala za
podminek gradientové eluce (¢as: 0,0-1,0-5,0-6,0-6,5-9,0 min, A: 40-40-5-5-40-40 %
v/v). Pribéh analyzy za téchto podminek je uveden na Obr. 13. Je zfejmé, zZe melperon i
tiaprid nejsou na kolon¢ zadrzovany a eluuji s mrtvym ¢asem kolony. ZvySeni obsahu
vodné slozky v mobilni fazi na 80 obj. % zpusobilo zadrZeni melperonu, ktery mél retenci
kolem 1,5 min, ale polarn¢js$i tiaprid stale eluoval s mrtvym casem kolony.
Chromatogram ziskany dal$im navysSenim vodné slozky v mobilni fazi na 95 obj. %
muzeme vidét na Obr. 14. Retence melperonu se zvysila na 2,8 min, ale zarovein doslo
k vyznamnému rozmyti piku tiapridu, jelikoz vysoké procento vodné slozky mobilni faze
v gradientu nebylo kompatibilni s rozpoustédlem vzorku, ve kterém pifevazovala
organicka slozka — acetonitril. Tato kolona byla vyhodnocena jako nevhodné pro analyzu

melperonu a tiapridu.
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Obr. 13: Chromatogram smésného vzorku tiapridu, melperonu a melperonu D4 o
koncentraci 50 ng/ml, kolona InfinityLab Poroshell HPH-C8 50 x 2,1 mm, 1,7 um
(Agilent Technologies), MF': 0,1% HCOOH (A) a MeOH (B), prutok 0,5 ml/min, teplota
kolony 40 °C, gradientova eluce (cas: 0,0-1,0-5,0-6,0-6,5-9,0 min,

A: 40-40-5-5-40-40 % v/v).
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Obr. 14: Chromatogram smésného vzorku tiapridu, melperonu a melperonu D4 o
koncentraci 50 ng/ml, kolona InfinityLab Poroshell HPH-C8 50 x 2,1 mm, 1,7 um
(Agilent Technologies), MF: 0,1% HCOOH (A) a MeOH (B), priitok 0,5 ml/min, teplota
kolony 40 °C, gradientova eluce (cas: 0,0-1,0-5,0-6,0-6,5-9,0 min,

A: 95-95-5-5-95-95 % v/v).

Dalsi testovanou kolonou byla HPLC kolona Accucore Phenyl-X 150 x 4,6 mm,
2,6 um od firmy Thermo Fisher Scientific. Jedné se o kolonu o $ir§im priméru a veétsi
velikosti ¢astic oproti pfedchozi. Predpokladali jsme, Ze tato fenylova kolona by mohla
interagovat s benzenovou strukturou tiapridu pomoci n-n interakce a mohla by tedy zvysit
retenci tiapridu. Byla testovana fada gradientovych programt, kdy jako vodna slozka
mobilni faze byla pouzita 0,1% kyselina mravenci (slozka A) a jako organické slozka
methanol, nebo acetonitril (slozka B). Retence a tvar piku melperonu byl dostacujici, ale
tvar piku tiapridu byl nevyhovujici za vSech testovanych podminek. Jako ptiklad je
uvedena analyza smési tiapridu a melperonu o koncentraci 15,625 ng/ml (Obr. 15) za
nasledujicich podminek: nastfik 1 pl, pratok mobilni faze 0,6 ml/min, teplota kolony

40 °C a gradientova eluce (¢as: 0,0-2,0-5,0-6,0-6,5-12,0 min, A: 90-90-5-5-90-90 % v/v).
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Obr. 15: Chromatogram vzorku tiapridu a melperonu o koncentraci 15,625 ng/ml,
kolona Accucore Phenyl-X 150 x 4,6 mm, 2,6 um (Thermo Fisher Scientific), MF: 0,1%
HCOOH (4) a ACN (B), prutok 0,6 ml/min, teplota kolony 40 °C, gradientova eluce
(¢as: 0,0-2,0-5,0-6,0-6,5-12,0 min, A: 90-90-5-5-90-90 % v/v).

Vzhledem k polarité tiapridu a ptredchozimu chovani v RP-HPLC byla také
vyzkouSena HILIC chromatografie, pro kterou byla pouzita kolona Acquite UPLC BEH
Amide 100 x 2,1 mm, 1,7 um od firmy Waters. Separace byla provedena za podminek
izokratické eluce, kdy mobilni fazi tvotila z 5 % slozka A (0,1% kyselina mravenci) a
z 95 % slozka B (acetonitril). Pritok mobilni faze byl 0,4 ml/min, néstik 0,1 pl vzorku
melperonu a tiapridu o koncentraci 10 ng/ml, teplota na kolon¢ 30 °C a teplota na
davkovaci 15 °C. Na Obr. 16 je zndzornén pribéh separace melperonu a tiapridu HILIC
chromatografii. Reten¢ni potadi je opacné nez u RP-HPLC, tedy polarnég;jsi tiaprid eluuje
az za melperonem. Zaroven oba analyty maji Siroké, nesymetrické a rozdvojené piky.

Tato kolona nebyla také vhodna k analyzam tiapridu a melperonu.
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Obr. 16: Chromatogram vzorku tiapridu a melperonu o koncentraci 10 ng/ml, kolona
Acquite UPLC BEH Amide 100 x 2,1 mm, 1,7 um (Waters), MF:0,1% HCOOH (4) a
ACN (B) (5/95 (v/v)), prutok 0,4 ml/min, teplota kolony 30 °C, izokraticka eluce.

Posledni z testovanych kolon byla UHPLC kolona Zorbax SB-Aq 150 % 2,1 mm,
1,8 um od spolecnosti Agilent Technologies. Byla vyzkouSena fada gradientovych
programl a sloZeni mobilni fdze. Optimalni mobilni faze obsahovala 0,1% kyselinu
mravenci (A) a acetonitril okyseleny 0,1% kyselinou mraven¢i (B). Podminky finalni
metody byly nasledujici: pratok mobilni faze 0,45 ml/min, nasttik 1 pl, doba analyzy 10
minut, teplota kolony 40 °C a teplota na davkovaci 15 °C. Separace probihala za
podminek gradientové eluce, jejiZ gradientovy program je uveden v Tab. 5. Aby bylo co
nejvice zamezeno kontaminaci iontového zdroje ostatnimi latkami ve vzorku, tak byl
eluat vpoustén do hmotnostniho spektrometru jen mezi 2,5 az 5 minutami. Na Obr. 17 je
znazornén chromatogram smésného vzorku vSech analytt — tiaprid, melperon, izotopicky
znaceny melperon D4 a sultoprid o koncentraci 15,625 ng/ml. Z chromatogramu je
patrné, Ze vSechny analyty maji dostate¢nou retenci, i kdyZz dochédzi k nepatrnému

rozmyvani analytd v zadni ¢asti pika.
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Tab. 5: Gradientovy program

t (min) 0,1% HCOOH (0bj.%) ACN s 0,1% HCOOH (0bj.%)
0,0 90,0 10,0
1,0 90,0 10,0
5,0 10,0 90,0
6,0 10,0 90,0
7,0 90,0 10,0
10,0 90,0 10,0
900000 melperon D4
——melperon
750000 . .
- tiaprid
) .
< 600000 sultoprid
S
c
2 450000
£
£
% 300000
3
©
150000 k
ol | f
2,5 3 3,5 4 4,5 5

retencni ¢as (min)

Obr.17: Chromatogram smésného vzorku tiapridu, melperonu, melperonu D4 a
sultopridu o koncentraci 15,625 ng/ml, kolona Zorbax SB-Aq 150 % 2,1 mm, 1,8 um
(Agilent Technologies), MF': 0,1% HCOOH (A) a ACN s 0,1% HCOOH (B), prutok

0,45 ml/min, teplota kolony 40 °C, gradientova eluce (cas: 0,0-1,0-5,0-6,0-7,0-10,0 min,
A: 90-90-10-10-90-90 % v/v).

Vyse zminéna chromatograficka kolona Zorbax SB-Aq 150 x 2,1 mm, 1,8 um (Agilent

Technologies) byla pouzita i pro méfeni kalibra¢nich zavislosti a stanoveni analytickych

valida¢nich parametri za vySe uvedenych podminek.
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4.3 Kalibrac¢ni zavislost

Kalibracni zévislosti byly sestrojeny pomoci vazené linedrni regrese podle

vahového faktoru 1/x2. Nejprve byla sestrojena kalibraéni kiivka zavislosti ploch piki
melperonu a izotopicky zna¢ené¢ho melperonu D4 na koncentraci melperonu pii MRM
piechodu 264,1 — 165,1 m/z v séru a poté v dialyzatu. Hodnoty smérnice, tiseku a chyb
jednotlivych kalibra¢nich bodi melperonu v séru a v dialyzatu jsou uvedeny v Tab. 6.
Z Tab. 6 je patrné, ze chyby jednotlivych bodl kalibrace melperonu byly vyrazné vyssi
v dialyzatu, coz mohlo byt pravdépodobné zplsobeno systematickou chybou pfi
pipetovani. Nasledn¢ byla sestrojena kalibracni zavislost ploch pika tiapridu a sultopridu
na koncentraci tiapridu pfi MRM ptechodu 329,4 — 256,2 m/z v séru a v dialyzatu.
V Tab. 7 jsou uvedeny hodnoty smérnice, useku a chyb kalibra¢nich bodt tiapridu v séru
a dialyzatu. Chyba jednotlivych kalibracnich bodi jak v séru, tak v dialyzatu je pfijatelna
v ramci biologické variability jednotlivych pacienti.

Z téchto kalibraci byly nasledné vypocteny hodnoty pfesnosti a spravnosti metody

a také koncentrace melperonu a tiapridu v redlnych vzorcich pacientti ve spolupraci

s VSeobecnou fakultni nemocnici v Praze.

Tab. 6: Hodnoty smérnice, useku a chyb jednotlivych kalibracnich bodit melperonu
v séru a dialyzatu

sérum dialyzat
koncentrace melperonu  chyba kalibracnich | koncentrace melperonu  chyba kalibra¢nich
(ng/ml) bodt (%) (ng/ml) bodi (%)
0,3 4,5 0,3 13,1
0,6 -5,7 0,6 -26,2
1,2 -11,0 1,2 -38.,5
2,4 -1,4 2,4 -21,2
4,8 -5,6 4,8 -20,4
9,8 -0,0 9,8 -16,9
19,5 5,0 19,5 -14,2
39,1 -8.,8 39,1 15,2
78,1 0,4 78,1 21,7
156,3 2,7 156,3 -14,7
312,5 3,8 312,5 -17,7
625,0 4,3 625,0 -353
1250,0 7,8 1250,0 -1,0
smérnice 0,0174 smérnice 0,0209
usek 0,0000 usek 0,0047
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Tab. 7: Hodnoty smérnice, useku a chyb jednotlivych kalibracnich bodu tiapridu v séru
a dialyzatu

sérum dialyzat
koncentrace tiapridu chyba kalibra¢nich koncentrace tiapridu chyba kalibra¢nich
(ng/ml) bodt (%) (ng/ml) bodu (%)
0,3 4,6 0,3 1,1
0,6 -13,0 0,6 0,6
1,2 -0,0 1,2 -12,1
2,4 1,9 2,4 0,8
4,8 -0,0 4,8 5,3
9,8 42 9,8 7,0
19,5 9,8 19,5 7,1
39,1 -2,6 39,1 5,8
78,1 44 78,1 0,5
156,3 3,8 156,3 4,8
312,5 1,4 312,5 -1,2
625,0 4.4 625,0 -22,6
1250,0 -15,4 1250,0 4.8
smérnice 0,0256 smérnice 0,0236
usek 0,0017 usek 0,0033

Na Obr. 18 je pro ilustraci zobrazen chromatogram vzorku tiapridu a melperonu o
koncentraci 0,3 ng/ml v séru, coz je nejnizS§i koncentrace v rozmezi kalibrace. Pro
srovnani je na Obr. 19 uveden chromatogram vzorku melperonu a tiapridu o koncentraci

19,5 ng/ml v séru. Chromatogramy vzorkl v dialyzatu vypadaly obdobné.
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Obr.18: Chromatogram smésného vzorku tiapridu, melperonu, melperonu D4 a
sultopridu o koncentraci 0,3 ng/ml v séru s detailem na melperon a tiaprid, kolona
Zorbax SB-Aq 150 x 2,1 mm, 1,8 um (Agilent Technologies), MF': 0,1% HCOOH (4) a
ACN 5 0,1% HCOOH (B), priitok 0,45 ml/min, teplota kolony 40 °C, gradientova eluce
(cas: 0,0-1,0-5,0-6,0-7,0-10,0 min, A: 90-90-10-10-90-90 % v/v), * znaci pik
melperonu, ** znaci pik tiapridu.
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Obr.19: Chromatogram smésného vzorku tiapridu, melperonu, melperonu D4 a
sultopridu o koncentraci 19,5 ng/ml v séru, kolona Zorbax SB-Aq 150 x 2,1 mm, 1,8 um
(Agilent Technologies), MF': 0,1% HCOOH (A) a ACN s 0,1% HCOOH (B), prutok
0,45 ml/min, teplota kolony 40 °C, gradientova eluce (cas: 0,0-1,0-5,0-6,0-7,0-10,0 min,
A: 90-90-10-10-90-90 % v/v).
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4.4 Validace

4.41 Spravnost a presnost

Spravnost a presnost analytické metody byla stanovena na ¢tyfech koncentracnich
hladinach pro kazdy analyt, pficemz kazda koncentrac¢ni hladina byla pifipravena pétkrat
v séru a pétkrat v dialyzatu, kazdy piipraveny vzorek byl nastfiknut na kolonu tfikrat.

Vysledky spravnosti a piesnosti stanoveni melperonu jsou uvedeny v Tab. 8.

Tab. 8: Vysledky spravnosti a presnosti metody pro stanoveni melperonu

¢ (ocekavana) ¢ (naméfend) + SD RE RSD
(ng/ml) (ng/ml) (%) (%)
0,30 0,30 £ 0,01 11,4 2,6
sérum 2,4 2,6 0,1 8,5 2,4
19,5 21,5+£0,3 10,1 1,4
156,3 172,2+£1,6 10,2 0,9
0,30 0,30+ 0,03 -15,8 11,7
dialyzit 2.4 2,0+0,1 -19,5 4,7
19,5 17,4+0,2 -11,0 1,3
156,3 1374+ 1,6 -12,1 0,8

SD — smérodatna odchylka, RE — relativni chyba, RSD — relativni smérodatna odchylka

Spravnost metody pro stanoveni melperonu byla vyjadiena prostfednictvim relativni
chyby. V séru dosahovala hodnot v rozsahu 8,5 az 11,4 %, v dialyzatu byla v rozmezi
—19,5a7-11,0 %. Presnost metody ke stanoveni melperonu byla vyjadiena jako relativni
smérodatna odchylka, rozsah RSD v séru byl 0,9 az 2,6 %, v dialyzatu byl 0,8 az 11,7 %.
Hodnoty spravnosti a pfesnosti splituji podminky bioanalytické aplikace. V Tab. 9 jsou

zobrazeny vysledky spravnosti a piesnosti stanoveni tiapridu.
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Tab. 9: Vysledky spravnosti a presnosti metody pro stanoveni tiapridu

¢ (ocekavana) ¢ (naméfend) + SD RE RSD
(ng/ml) (ng/ml) (%) (%)
2,4 2,6 +0,1 6,5 2,7
19,5% - - -
sérum 312,5 350,9 + 4,0 12,3 1,2
1250,0 1282,3+17,9 2,6 1,4
2,4 2,7+0,1 12,0 3.4
dialyzt 19,5 23,1+03 18,5 1,2
312,5 367,4+3,1 17,6 0,9
1250,0 14393 +£222 15,1 1,5

SD — smérodatnd odchylka, RE — relativni chyba, RSD — relativni smérodatna odchylka
(*pro koncentraci tiapridu 19,5 ng/ml v séru nebyla stanovena sprdavnost a presnost
z ditvodu chyby pri priprave zdsobniho roztoku)

Spravnost a ptesnost metody pro stanoveni tiapridu v séru se podatilo stanovit pouze na
ttech koncentracnich hladinach, u koncentrace 19,5 ng/ml doslo pravdépodobné k chybé
pfi ptipravé zasobniho roztoku. RE byla v rozmezi 2,6 az 12,3 %, RSD byla v rozmezi
1,2 a7 2,7 %. Spravnost metody pro stanoveni tiapridu v dialyzatu byla v rozsahu 12,0 az
18,5 %. Ptesnost stanoveni tiapridu ve tvaru RSD dosahovala hodnot od 0,9 do 3,4 %.
Tyto hodnoty opét vyhovuji kritériim bioanalytickych aplikaci.

4.4.2 Matri¢ni efekt

Vliv matri¢niho efektu (ME) byl stanoven na dvou koncentracnich hladinich
tiapridu a melperonu. Kazda koncentracni hladina byla pfipravena tfikrat v séru a tiikrat
v dialyzatu, kazdy ptfipraveny vzorek byl nastfiknut do chromatografického systému
tiikrat. Matricni efekt byl vypocten z priméru hodnot ziskanych ze tfi méfeni. Vliv
matrice na stanoveni tiapridu a melperonu je uveden v Tab. 10. Z vypoctenych hodnot je

patrné, Ze stanoveni melperonu a tiapridu bylo ovlivnéno matrici minimalné.

Tab. 10: VIiv matrice na stanoveni melperonu a tiapridu

ME — sérum (%) ME - dialyzat (%)
melperon tiaprid melperon tiaprid
¢ =2,4 ng/ml 108,6 108,1 105,6 92,1
¢ =312,5 ng/ml 94,1 95,7 102,7 98,8
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4.4.3 Vytéznost

Obdobn¢ jako vliv matri¢niho efektu byla stanovena vytéznost metody na dvou
koncentra¢nich hladinach. Kazd4 koncentra¢ni hladina byla pfipravena trikrat v séru a
tiikrat v dialyzatu, pfiCemz kazdy pfipraveny vzorek byl na kolonu nastfiknut tfikrat.
Vytéznost byla vypoctena z primérnych hodnot ziskanych ze tfi méfeni kazdého
replikatu. Vypoctené hodnoty vytéznosti melperonu a tiapridu jsou uvedeny v procentech

v Tab. 11. Ze zjiSténych hodnot je zfejmé, Ze tato metoda dosahuje velmi dobré

vytéznosti.
Tab. 11: Hodnoty vytéznosti melperonu a tiapridu
vytéznost v séru (%) vytéZnost v dialyzatu (%)
melperon tiaprid melperon tiaprid
¢ =24 ng/ml 92,8 90,5 94,9 95,8
¢=312,5 ng/ml 105,0 103,8 91,9 92,7

4.4.4 Selektivita

Selektivita analytické metody je definovana jako schopnost stanovit urcity analyt
v komplexni smési s ur€itou presnosti a spravnosti, aniz by byla ovlivnéna ptitomnosti
interferujicich latek [51]. Selektivita metody byla tudiz prokazana pfi méteni spravnosti
a presnosti. Dale byly pro ovéfeni selektivity metody porovnavany MRM chromatogramy
matric blanku s chromatogramy ziskanymi proméfenim nejniz§i koncentracni hladiny
kalibra¢ni tady, kterou byla koncentrace tiapridu a melperonu 0,3 ng/ml. Z nize
zobrazenych chromatogrami je patrné, ze tuto LC-MS/MS metodu lze povaZzovat za
selektivni, jelikoZ matrice blanku neobsahuji interferujici latky, které by eluovaly
v reten¢nim Case stanovovanych analyti. Na Obr. 20 je zobrazen MRM chromatogram
tiapridu o koncentraci 0,3 ng/ml v séru, ktery eluuje v retenénim case 2,99 minuty
s detailem na pik tiapridu v matrici blanku. Z grafu je patrné, Ze intenzita piku tiapridu je
v blanku vice nez ¢tytikrat niz$i v porovnani s intenzitou piku tiapridu o koncentraci 0,3
ng/ml v séru, a proto nedochazi k interferencim. V tomto ptipadé¢ se spiSe jedna o maly

pfenos analytu z ptedchozich analyz.

45



5000 1000

800
4000
S 600
<
S 3000 400
N
C
g
< 200
' 2000
|5
5 0 Ll ot WA ATV wis AMIAA
2 25 3 35 4 45 5
® 1000
0 O N oo e — - Nl oo VA VPN VAN —a
2,5 3 3,5 4 45 5

retencni ¢as (min)

Obr. 20: MRM chromatogram tiapridu o koncentraci 0,3 ng/ml v séru s detailem
na chromatogram matrice blanku, kolona kolona Zorbax SB-Aq 150 % 2,1 mm, 1,8 um
(Agilent Technologies), MF: 0,1% HCOOH (A) a ACN s 0,1% HCOOH (B), priitok
0,45 ml/min, teplota kolony 40 °C, gradientova eluce (cas: 0,0-1,0-5,0-6,0-7,0-10,0 min,
A: 90-90-10-10-90-90 % v/v).

Na Obr. 21 je znazornén MRM chromatogram melperonu o koncentraci 0,3 ng/ml v séru
s retencnim Casem 3,73 minuty s detailem na pik melperonu v blanku matrice. Opét

muizeme pozorovat, Ze intenzity piku melperonu v blanku matrice jsou vyrazné nizsi a

stanoveni neni ovlivnéno interferencemi.
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Obr. 21: MRM chromatogram melperonu o koncentraci 0,3 ng/ml v séru
s detailem na chromatogram matrice blanku, kolona kolona Zorbax SB-Aq 150 x 2,1
mm, 1,8 um (Agilent Technologies), MF': 0,1% HCOOH (A) a ACN s 0,1% HCOOH
(B), priitok 0,45 ml/min, teplota kolony 40 °C, gradientova eluce (cas: 0,0-1,0-5,0-6,0-
7,0-10,0 min, A: 90-90-10-10-90-90 % v/v).

Selektivita metody pro stanoveni tiapridu a melperonu byla zjistovana také v dialyzatu.
Na Obr. 22 je zobrazen MRM chromatogram tiapridu o koncentraci 0,3 ng/ml v dialyzatu

s priblizenim na chromatogram blanku matrice.
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Obr. 22: MRM chromatogram tiapridu o koncentraci 0,3 ng/ml v dialyzatu
s detailem na chromatogram matrice blanku, kolona kolona Zorbax SB-Aq 150 % 2,1
mm, 1,8 um (Agilent Technologies), MF: 0,1% HCOOH (4) a ACN s 0,1% HCOOH
(B), priitok 0,45 ml/min, teplota kolony 40 °C, gradientova eluce (cas: 0,0-1,0-5,0-6,0-
7,0-10,0 min, A: 90-90-10-10-90-90 % v/v).

Podobn¢ jako v piipad€ vzorki obsahujicich sérum, tak i u dialyzatu je absolutni intenzita
piku tiapridu v blanku matrice nékolikandsobné niZsi a nedochazi k interferencim. Pro
porovnani vlivu interferenci je zde uveden posledni MRM chromatogram melperonu o
koncentraci 0,3 ng/ml v dialyzatu s detailem na chromatogram blanku matrice (Obr. 23).
Ani v tomto pfipad€ nejsou pozorovany interferujici latky se stanovovanymi analyty, a
proto lze povazovat metodu za selektivni pii stanoveni melperonu a tiapridu v séru i

v dialyzatu.
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Obr. 23: MRM chromatogram melperonu o koncentraci 0,3 ng/ml v dialyzatu
s detailem na chromatogram matrice blanku, kolona kolona Zorbax SB-Aq 150 % 2,1
mm, 1,8 um (Agilent Technologies), MF: 0,1% HCOOH (4) a ACN s 0,1% HCOOH
(B), priitok 0,45 ml/min, teplota kolony 40 °C, gradientova eluce (cas: 0,0-1,0-5,0-6,0-
7,0-10,0 min, A: 90-90-10-10-90-90 % v/v).
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5 Zaver
Cilem této diplomové prace bylo vyvinout metodu vysokoucinné kapalinové

chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci vhodnou pro soucasné stanoveni

melperonu a tiapridu v lidském krevnim séru a dialyzatu.

Prvnim krokem byla optimalizace hmotnostniho spektrometru pro méfeni v MRM
modu. MRM piechody o nejvyssi intenzité byly nasledujici: melperon: 264,1 — 165,1
(Q1 = 30,0 V, CE = 20,0 V, Q3 = —-17,0 V), melperon D4: 268,3 — 169,2
(Qi=-14,0 V, CE =-21,0 V, Q3 = -18,0 V), tiaprid: 329,4 — 256,2 (Q1 =-10,0 V,
CE=-22,0V,Q3;=-27,0V) asultoprid: 3554 — 112,2 (Q1 =-18,0 V, CE=-28,0 V,
Q3 =-21,0V).

Dale byla optimalizovana vysokou¢inna kapalinova chromatografie. Celkem byly
testovany 4 chromatografické kolony. Optimalni chromatografickou kolonou pro
separaci tiapridu a melperonu byla kolona Zorbax SB-Aq 150 x 2,1 mm, 1,8 pum od
spoleCnosti Agilent Technologies (USA). Mobilni faze se skladala z 0,1% kyseliny
mravenci (slozka A) a acetonitrilu okyseleného 0,1% kyselinou mravenci (slozka B),
pomér slozek mobilni fdze se ménil dle gradientového programu s celkovou dobou
analyzy 10 minut (¢as: 0,0-1,0-5,0-6,0-7,0-10,0 min, A: 90-90-10-10-90-90 % v/v).
Priitok mobilni faze byl 0,45 ml/min a nastfik vzorku 1 pl. Teplota kolony byla

temperovana na 40 °C a teplota na davkovaci byla 15 °C.

Poté byla proméiena kalibrace v rozsahu koncentraci od 0,3 do 1250,0 ng/ml v séru
a v dialyzatu. Z vybranych koncentracnich hladin byly stanoveny zadkladni analytické
valida¢ni parametry. Spravnost stanoveni melperonu se pohybovala v rozmezi —19,5 az
11,4 % a ptesnost byla 0,8 az 11,7 %. Spravnost stanoveni tiapridu dosahovala hodnot od
2,6 do 18,5 % a presnost byla v rozmezi 0,9 az 3,4 %. Matri¢ni efekt na stanoveni
melperonu byl od 94,1 do 105,6 %, vliv matrice na stanoveni tiapridu byl 92,1 az 108,1
%. Vytéznost melperonu dosahovala hodnot od 91,9 do 105,0 % a vytéZnost tiapridu byla
90,5 az 103,8 %. Metodu lze povazovat za selektivni, jelikoZ stanoveni tiapridu a

melperonu v séru a dialyzatu nebylo ovlivnéno interferujicimi latkami.

Tato metoda byla nésledné pouzZita k méfeni realnych vzorkli ve spolupraci
s VSeobecnou fakultni nemocnici v Praze. Celkem bylo proméfeno touto metodou

pfiblizné 130 vzorki séra a 30 vzorkl dialyzatu.
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