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Abstrakt

Cilem této bakalarské prace bylo vyvinout specifickou UHPLC-MS/MS metodu pro

stanoveni rivaroxabanu v krysim séru.

Nejprve bylo optimalizovano nastaveni hmotnostniho spektrometru. Byly nalezeny
vhodné MRM prechody pro rivaroxaban a jeho isotopicky znafeny interni standard.
Pro rivaroxaban byl nalezen MRM ptechod 436,1 — 145,05 s optimalnimi hladinami
energie Q1 =-12,0 V; CE=-30,0 V; Q2=-27,0 V. Pro rivaroxaban D4 byl nalezen MRM
piechod 440,1 — 145,0 s optimalnimi hladinami energie Q1 = -22,0 V; CE = -31,0 V;
Q2= -25,0 V. Parametry nastaveni iontového zdroje byly nasledujici: prutok
nebulizacniho plynu 3 1/min; pratok ohfevného plynu 10 1/min; teplota rozhrani 300 °C;
desolvatac¢ni teplota 526 °C; DL teplota 250 °C; teplota tepelného bloku 400 °C; priutok
suSictho plynu 10 I/min. Optimalni chromatografickd metoda byla nasledujici:
Chromatograficka kolona Poroshell 120 SB AQ, 100 x 2,1 mm, 2,6 um (Agilent); mobilni
faze se skladala z acetonitrilu s ptidavkem 0,1% kyseliny mravenci (A) a z destilované
vody s ptfidavkem 0,1% kyseliny mraven¢i (B); pritok mobilni fdze 0,5 ml/min;
gradientova eluce (Cas: 0-1-2-3,5-4-6,5 min, A: 20-20-80-80-20-20 % v/v); teplota
na davkovaci 15 °C; teplota kolony 40 °C; doba analyzy 6,5 minut; objem nastiiku 2 pl.

Optimalizovands UHPLC-MS/MS metoda byla linearni (vaZen4 linearni regrese 1/x°)
v koncentra¢nim rozmezi 0,15-383,33 ng/ml s koeficientem determinace 1,000 znamena
vybornou linearitu. Pfesnost (relativni smérodatnd odchylka) pro koncentrace
12,27 ng/ml a 76,67 ng/ml je v rozmezi 2 az 5 %. Spravnost (relativni chyba) je pro tyto
koncentrace také v rozmezi 2 az 5 % a tim spliiuji kritérium pro bio-analytickou aplikaci.
Pro koncentrace 0,77 ng/ml byla ptesnost 58,7 % a spravnost 33,6 %, coz poukazuje

pravdépodobné na chybu v pfipraveé roztoku.

Klic¢ova slova: rivaroxaban, krysi sérum, UHPLC-MS/MS



Abstract

This bachelor thesis is focused on development of a specific UHPLC-MS/MS method

for the determination of rivaroxaban in rat serum.

At first, the setting of the mass spectrometer was optimized. Suitable MRM transitions
were found for rivaroxaban and its isotopically labeled internal standard. For rivaroxaban
was found the MRM transition 436.1 — 145.05 with optimal energy levels Q1 =-12.0 V;
CE = -30.0 V; Q2= -27.0 V. For rivaroxaban D4 was found the MRM transition
440.1 — 145.0 with optimal energy levels Q1 = -22.0 V; CE =-31.0 V; Q2=-25.0 V.
The 1on source setting parameters were as follows: nebulizing gas flow 3 1/min; heating
gas flow 10 I/min; interface temperature 300 °C; desolvation temperature 526 °C; DL
temperature 250 °C; heat block temperature 400 °C; drying gas flow 10 1/min. The
optimal chromatographic method was as follows: A Poroshell 120 SB AQ, 100 x 2.1 mm,
2.6 um (Agilent) chromatographic column; the mobile phase consisted of acetonitrile
with the addition of 0.1% formic acid (A) and distilled water with the addition of 0.1%
formic acid (B); flow rate of the mobile phase 0.5 ml/min; gradient elution (time:
0-1-2-3.5-4-6.5 min; A: 20-20-80-80-20-20 % v/v); autosampler temperature 15 °C;

column temperature 40 °C; time of analysis 6.5 minutes; injection volume 2 pl.

The optimized UHPLC-MS/MS method was linear (weighted linear regression 1/x?)
in the concentration range of 0.15-383.33 ng/ml with a coefficient of determination of
1.000 means excellent linearity. The accuracy (relative standard deviation) for
concentrations of 12.27 ng/ml and 76.67 ng/ml is in the range of 2 to 5 %. The trueness
(relative error) for these concentrations is also in the range of 2 to 5 % and thus meet the
criteria for bio-analytical application. For the concentration of 0.77 ng/ml was 58.7 %
accuracy and 33.6 % trueness, which probably indicates a mistake in the preparation of

the solution.

Key words: rivaroxaban, rat serum, UHPLC-MS/MS
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Seznam zkratek

2D-HPLC

ACN

CI8

CE

ESI-MS

ESI-MS/MS

HILIC

HPLC

HR-MS

IEC

kapilarni LC

LC-ESI-MS

LLOQ

MEEKC

dvourozmérna kapalinova chromatografie

(z anglického Two Dimensional High Performance Liquid

Chromatography)

acetonitril

oktadecylové staciondrni faze

kolizni energie

hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
tandemova hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
hydrofilni interak¢éni kapalinova chromatografie

(z anglického Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography)
vysokoucinna kapalinova chromatografie

(z anglického High Performance Liquid Chromatography)
vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie

(z anglického High-resolution Mass Spectrometry)

iontoveé vymeénna chromatografie

(z anglického lon Exchange chromatography)

kapilarni kapalinova chromatografie

spojeni kapalinovéa chromatografie a hmotnostni spektrometrie
s elektrosprejovou ionizaci

dolni mez kvantifikace

(z anglického Lower Limit of Quantification)

mikroemulzni elektrokinetickd chromatografie

(z anglického Microemulsion Electrokinetic Chromatography)



MMC

MRM

MS

MS/MS

m/z

nano LC

NP-LC

QqQ

RP-LC

RSD

SALDI-MS

SD

multimodalni chromatografie

(z anglického Multimodal Chromatography)
sledovani mnoha reakci

(z anglického Multiple Reaction Monitoring)
hmotnostni spektrometrie

(z anglického Mass Spectrometry)

tandemova hmotnostni spektrometrie

(z anglického Tandem Mass Spectrometry)

pomér hmotnosti a ndboje

nanokolonové kapalinova chromatografie

kapalinova chromatografie na normalnich fazi

(z anglického Normal Phase Liquid Chromatography)
trojity kvadrupol

kvadrupol

kolizni cela

relativni chyba

kapalinova chromatografie na obracenych fazi

(z anglického Reverse Phase Liquid Chromtography)
relativni smérodatnd odchylka

hmotnostni spektrometrie s pomoci laserové desorpce a ionizace
za ucasti povrchu matrice

(z anglického Surface-assisted Laser Desorption lonization Mass
Spectrometry)

smérodatna odchylka



SIM

SRM

UHPLC

UHPLC-MS/MS

Uuv

UV-VIS

méteni jednoho iontu

(z anglického Single lon Monitoring)

sledovani vybranych reakci

(z anglického Selected Reaction Monitoring)
ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

(z anglického Ultra High Performance Liquid Chromatography)
ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometri

ultrafialova oblast spektra

(z anglického Ultraviolet)

detektor snimajici v ultrafialové 1 ve viditelné oblasti spektra



Seznam symbolu

-

< C

>

koncentrace [mg/ml; pg/ml; ng/ml; mmol/l; ppm]

frekvence [Hz]

délka [mm; um]

hmotnost [mg]
molekulova hmotnost [Da]
tlak [bar]

prutok [1/min; ml/min]
otacky za minutu

¢as [min]

teplota [°C]

elektrické napéti [kV; V; mV]
objem [pl]

vlnova délka [nm]
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1. Uvod

Rivaroxaban je 1é¢iva latka, kterd patii do skupiny antitrombotik, komeréné prodavana
pod ndzvem Rivaroxaban Aurovitas o sile 15 nebo 20 mg. Byl vyvinut pro prevenci cévni
mozkové ptihody a systémové embolizace s nevalvularni fibrilaci sini. V soucasnosti je
zdjem farmaceutického pramyslu naklonén k inovativnim formulacim lé¢ivych
ptipravki, které umozni podani niz§i davky nebo nahrazeni jinou uc¢innou latkou.
Inovativni formulace mohou mit za nésledek lepsi funkci, rychlej$i nastup ucinku,
omezeni negativnich projevi na 1é¢ivou latku a mimo jiné 1 levnéj$i vyrobu s redlnym

dopadem na niZ8i potfizovaci cenu pro pacienta.

Tato prace vznikla v ramci dlouhodobé spoluprace Prirodovédecké fakulty UK,
farmakologického ustavu 1. 1ékatské fakulty UK, Vysoké skoly chemicko-technologické
a firmy Zentiva. V ramci této spoluprace jsou vyvijeny nové formulacni postupy
a v souvislosti s tim je sledovéna farmakokinetika danych farmaceuticky aktivnich latek
na modelovych organismech. Cilem této bakalafské prace bylo vyvinout selektivni

a dostatecné citlivou UHPLC-MS/MS metodu pro stanoveni rivaroxabanu v krysim séru.
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2. Teoreticka cast

2.1. Rivaroxaban

Rivaroxaban (obrazek ¢. 1) je ucinna latka 1éCivého piipravku fazeného mezi
antitrombotika, konkrétné¢ se jednd o selektivni pfimy inhibitor aktivovaného
koagulac¢nho faktoru X (FXa). Komercné je tato u¢inna latka prodavana pod nazvem
Rivaroxaban Aurovitas a dostupna je ve form¢ potahovanych tablech o sile 15 mg nebo
20 mg. Peroraln€ ma okamzity nastup Gc€inku a své maximalni plazmatické koncentrace
dosahuje po 2 az 4 hodinach. Mezi jeho terapeutické indikace patii prevence cévni
mozkové pfihody a systémové embolizace s nevalvularni fibrilaci sini a jednim nebo vice
rizikovymi faktory (napf. srdecni selhdni, hypertenze a prodé€land cévni mozkova
piihoda)'2. Vyuziva se jako alternativa warfarinu pii prevenci a 1é¢bé tromboembolické
nemoci, protoze je méné ovlivilovan jidlem a soubéZnymi medikamenty diky lepSimu

antikoagula¢nimu efektu®. Déle je mozné rivaroxabanem nahradit napf. heparin nebo

fondaparinux'.
O 0]
//< >\
0]
. /Y NH\)\/N_< :}—N\_/O

S

O
Obrazek 1: strukturni vzorec rivaroxabanu

2.1.1. Stanoveni

Ke stanoveni rivaroxabanu se hojné vyuziva kapalinova chromatografie a detekce
pomoci hmotnostniho spektrometru, pfi¢emz se stanoveni provadi v biologickych

matricich, jako je krysi nebo lidské plazma ¢i sérum.

Prvni popsand metoda charakterizujici rivaroxaban byla publikovéna v roce 2013
ajejim autorem je Celebier Mustafa*. Cilem studie bylo vyvinout pfesnou, robustni
a selektivni metodu vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) pro stanoveni
rivaroxabanu v tabletach. Separace byla provedena na koloné¢ Phenomenex Luna 5 um
CI18 100 A LC (250 x 4,6 mm) s mobilni fazi ve sloZeni acetonitril a voda v poméru

55:45 (v/v). Detekce probihala ptes UV spektrometrii pfi vinové délce 249 nm°.

12



Dalsi studie se zabyvala stanovenim rivaroxabanu pomoci elektrochemickych metod,
konkrétn¢ §lo o square wave a cyklickou voltametrii. Byla pouzita rtutova kapkova
elektroda a argentchloridova jako referencni. Optimalni podminky voltametrické metody
¢tvercovych vin za pouziti Brittonova-Robinsonova pufru o pH 8,0 byly: frekvence
80 Hz; pftirGstek skenovani 5 mV a amplituda pulsu 25 mV. Vyvinutd metoda byla
validovana a pouZita pro stanoveni rivaroxabanu v tabletach. Vysledky z této metody byly
statisticky porovnany s vysledky ziskané pomoci kapalinové chromatografie a bylo
zjisténo, Ze zde neni zadny vyznamny rozdil®.

Rivaroxaban lze stanovit 1 pomoci mikroemulzni elektrokinetické chromatografie
(MEEKC), coz je metoda patiici mezi kapilarni elektroforézu umoziujici separaci slozek
na bazi mikroemulze. Mikroemulze se skldda z olejové a vodni faze, které vytvori
mikroemulzni kapky. Analyty se nasledné rozd€éli mezi vodnou a olejovou fazi
a na chromatografickém principu se rozd&li’. Z toho divodu se vyuziva
ve farmaceutickém primyslu pro stanoveni léCivych latek. Studie zaméfend na tuto
metodu vytvotila a validovala MEEKC pro analyzu rivaroxabanu ve farmaceutickém
preparatu. Kapilara byla tvofena oxidem kiemicitym a bylo pouZzito napéti 30 kV.
Mikroemulzi tvofil tetraboritan o koncentraci 13 mmol/l o pH 9,75; 1,2% dodecylsulfat

sodny; 1,0% ethylacetat a 2,4% butanol®.

Ke stanoveni rivaroxabanu pomoci spektrometrickych metod mize byt vyuzita
hmotnostni spektrometrie s pomoci laserové desorpce a ionizace za ucasti povrchu
matrice (SALDI-MS). Takto Ize stanovit ucinnou latku v lidském séru nebo moci.
Jako matrice bylo pouzito koloidni palladium, zlato a stfibro. Byly ziskany iontové
signdly pfi m/z 458,05 a odpovidaly iontu aduktu sodiku rivaroxabanu. Pfi pouziti
koloidniho palladia byla intenzita signalu 1,5krat vétsi neZ u ostatnich matric. Optimalni

koncentrace koloidniho palladia v rivaroxabanu byla 10 ppm”.

Pro rivaroxaban a dal$i pfima perordlni antikoagulancia se vyvoj novych metod
pro jejich kvantifikaci neustdle zvySuje. Vyvinulo se nckolik metod kapalinové
chromatografie, hlavné pro rutinni stanoveni v télesnych tekutinach, které se vyznacuji
ptesnosti a reprodukovatelnosti. Metody kapalinové chromatografie se pouZzivaji jak pro
terapeutické monitorovani rivaroxabanu, tak i bchem kontroly kvality formulace

a neklinického i klinického vyvoje. Metody HPLC nebo UHPLC spojené s MS/MS nebo

13



UV detektorem byly brany jako nejlepsi strategie pro stanoveni v biologickych vzorcich

diky své schopnosti vysokého rozliSeni, a tim nahradily metody jako napt. specifické

koagulacni testy*. V tabulce 1 jsou uvedeny né&které typy stanoveni rivaroxbanu pomoci

kapalinové chromatografie.

Tabulka 1: Prehled stanoveni rivaroxabanu pomoci metod kapalinové chromatografie

Matrice Kolona Detekce Mobilni faze LLOQ Citace
ng/ml
Plazma  Acquity UPLC BEH C18 ESI- ACN a 0,1% HCOOH 1,0 10
potkanﬁ (2,1 x 50 mm; 1,7 um) MS/MS
Lidské  Acquity UPLC HSS T3 ESI- ACN a 0,1% HCOOH 11
sérum (2,1 x 100 mm, 1,8 um)  MS/MS
Plazma  Agilent Eclipse plus C18 ESI- ACN + 0,1% HCOOH; 0,5 12
krys (100 x 2,1 mm; 3,5 um)  MS/MS  0,1%  vodny  roztok
HCOOH
Plazma  Inertsil ODS3 C18 150 x ESI- ACN + 0,1% HCOOH; 0,5 13
krys 4,6 mm; 5 um) MS/MS  vodny roztok HCOONa
Lidskd  Purosphere RP18e (125 x  ESI- ACN a 0,01 mol/l pufr 0,5 4
plazma 4 mm; 5 pm) MS/MS  CH3;COONa upraveny na
pH 3,0 pomoci HCOOH
Tablety Phenomenex Luna C18 UV 249 ACN: H,O (55:45 v/v) 5,0 4
100 A LC column (250 x nm
4.6 mm; 5 pm)
Lidska  Zorbax Rapid Resolution ESI- 0,1% HCOOH: ACN 0,005 4
mo¢ High Definition SB-C18 MS/MS  (70:30 v/v)
(50 mm x 2.1 mm, 1,8 m)
Lidskd  Hypersil Gold C18 (50 x ESI- (A) ACN; (B) Ultracista 1,0 4
plazma 2,1 mm; 1,9 um) MS/MS  H>O obsahujici 0,1%
HCOOH
Lidskd  Acquity UPLC BEH ESI- (A): HO:CH;0H (95:5 1,0 4
plazma  Phenyl (50 % 2,1 mm; 1,7 MS/MS v~); (B) HxO:CH3;0H
um) (5:95 v/v) Oba roztoky s
0,1% CH;COONH4
Lidskda  Hypersil Gold C8 (50 x ESI- (A) ACN; (B) 0,1% 0,84 — 4
plazma 2,1 mm; 1,9 um) MS/MS  HCOOH 2,01
Lidska  Poroshell 120, EC-C18 UV-VIS (A) H,O; (B) CH;0H 15,0; 4
plazma (50 x 3,00 mm; 2,7 mm); 294;249; Oba roztoky s 0,1% 15,0;
UHPLC guard EC-C18 (5 280; 340 HCOOH 16,0;
x 3,0 mm; 2,7 mm) nm 19,0

LLOQ — dolni mez kvantifikace

14



2.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie je analytickd separacni metoda, jejimz
principem je rozdilna rychlost pohybu latek mezi stacionarni fazi v kolon¢ a kapalnou
mobilni fazi, kterd je vhanéna na kolonu pod vysokym tlakem. Tato metoda se hojné

vyuziva v kvalitativni i v kvantitativni analyze'.
2.2.1. Trendy HPLC

Mezi ptedni trendy kapalinové chromatografie patfi miniaturizace a automatizace
metody. Nanokolonova kapalinova chromatografie (nano LC) a kapilarni kapalinova
chromatografie (kapilarni LC) je vysledkem miniaturizace, jedna se zejména o rozmery
kolon. Vyhodou zmens$eni vnitiniho priméru kolony je schopnost pracovat s nepatrnymi
objemy vzorkl pfi nizkych pritocich a minimalni spotieba rozpoustédla a ptisad pro
eluci. Miniaturizaci dale podléhéd pramér ¢astic sorbentu v kolon€. Zmensovani primeéru
umozni velmi vysokou efektivitu separace. K detekci se pouziva hlavné elektrosprejova
ioniza¢ni hmotnostni spektrometrie (ESI-MS), protoze se hodi pro vétSinu aplikaci v
bioanalytické chemii a mé oproti jinym systémiim detekce vyrazné lepsi citlivost. Systém

nano LC-ESI-MS se vyuZiva v proteomice, medicing, farmakologii a analyze potravin'®.

K dal$im trendim se muze tadit ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
(UHPLC). Je to metoda podobnd HPLC s tim rozdilem, Ze se pouzivaji mensi Castice
a provozni tlak se u novéjsich piistrojii miize pohybovat az kolem 1400 bart'®. Kli¢ovym
parametrem pro provedeni separace pii takto vysokych tlacich je stabilita a provedeni
stacionarni faze. Bylo zavedeno mnoho stacionarnich fazi pro zkraceni ¢asu a zachovani
selektivity a rozliSeni. Nejzakladné;si zptisob pro zkraceni doby analyzy je zmensSovani
castic. Postupné se pteslo od ¢astic s primérem 100 um az po Castice mensi nez 2 pm.
Dalsim vyvojem byl ptechod z neporéznich ¢astic C18 na porézni ¢astice C18. Dlivodem

byla 15krat vy$§i kapacita plnéni u poréznich ¢astic C18'7.

Pokud se spoji kapalinovéa chromatografie s hmotnostni spektrometrii, vznikne velmi
uzite¢ny nastroj, ktery se v poslednich desetiletich vyuZziva nejen pii vyvoji novych lé€iv,
ale 1 v Sir§im spektru Cinnosti farmaceutického priimyslu. Spojeni metod se pouziva pro
charakterizaci 1é¢iva, studium metabolismu a identifikaci necistot nebo produktl

rozkladu'®.
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Dvourozmérna, neboli 2D kapalinova chromatografie (2D-HPLC) je metoda, pfi niz
jsou za sebou zapojené alespon dvé kolony (liSici se v polarité, poptipad¢ v retencnim
mechanismu) a je zde vyuzito riiznych typt gradientd. Dtivodem je zvySeni poctu
separovanych analyt béhem analyzy. Jsou zde tii moznosti, jak lze separaci na dvou
kolonach provést. Prvni z nich je off-line systém, v némz jsou frakce shromézdéné z prvni
separace uloZeny a Casto prekoncentrovany pied naslednou druhou separaci. Druhou
moznosti je rezim stop-and-go, kde se z prvni separace vyberou pouze urcité frakce, které
putuji do druh¢ kolny. Tteti moznosti je on-line analyza, kdy se vSechny frakce ptrevadi

na druhou kolonu pies vicecestny ventil'®-2°,

Dalsi metoda, ktera se miize fadit k modernim trendiim kapalinové chromatografie je
iontové vyménna chromatografie (IEC), coz je metoda umoziiujici separaci sloucenin
iontové povahy. Stacionarni fazi tvoti iontoménic, ktery vymeénuje ionty sorbentu za ionty
jiné. Staciondrni faze miize obsahovat bud’ kladny naboj (jedna se o anex) nebo zaporny
naboj (jedna se o katex). Vyménnymi protiionty mohou byt H, OH", Na*, K*, Ca**, Mg?*,
S04*, COO", nebo NRoH" .22

Pro stanoveni malych polérnich sloucenin je mozné vyuzit alternativni pfistup
v podobé hydrofilni interak¢éni kapalinové chromatografie (HILIC). Tato metoda vyuziva
hydrofilni stacionarni fazi a hydrofobni mobilni fazi. Z historického hlediska lze fict,
ze tato metoda je povazovana za formu kapalinové chromatografie na normalnich fazi
(NP-LC), ale separa¢ni mechanismus HILIC je slozitéjsi nez v NP-LC. HILIC pouziva
tradicni polarni stacionarni faze (napt. nemodifikovany silikagel, modifikovany silikagel
polarnimi skupinami amino-, kyano-), které¢ se pouzivaji i u NP-LC. Dale lze pouzit
zwitteriontové stacionarni faze, které maji na povrchu chemicky vazané funkéni skupiny
nesouci kladny i zaporny naboj, ¢imz se vyjadiuji vysokou polaritou a afinitou k vodé.
Struktur kolon pro HILIC je velké mnoZstvi, zatim vSak neexistuje Zadné univerzalni,
jakou je napf, C18. Na obrazku 2 jsou zachyceny struktury nejbéznéjsich stacionarnich
fazi pouzivanych u HILIC. Mobilni faze jsou voleny méné polarni a svym sloZenim
odpovidaji spiSe kapalinové chromatografii na obracenych fazich (RP-LC). Mobilni faze
je tvofena smé&si vodné slozky a méné polarniho rozpoustédla (nejcastéji je vyuZivan
acetonitril). Mezi vyhody HILIC oproti béZzné kapalinové chromatografie na normalnich
fazich nebo na obracenych fazich patii dobra rozpustnost polarniho vzorku ve vodné

mobilni fazi a snadné spojeni s hmotnostnim spektrometrem pro detekci. Aby mohly byt
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analyzovany i1 nabité latky, byla vytvofena hydrofilni interakéni chromatografie s
elektrostatickou repulzi, coz je specialni typ HILIC vyuzivajici elektrostatické interakce.
Stacionarni faze je zde volena tak, aby méla podobny néboj jako analyt. Tim zde dochazi
k protichtidnym interakcim — analyt je odpuzovan stacionarni fazi a zaroven je zadrzovan
na vodné vrstvé kolem stacionarni faze. HILIC se pouzivad pro separaci malych

organickych kyselin, bazickych latek, sacharidf a polarnich farmaceutik?**,

R
A O/DhsliMNHE
-
R
w LT
: N
0 %H?HE 0
; + -
c LI
R CH, 0

Obrazek 2: Schématické znazornéni struktury stacionarni faze u hydrofilni interakcni
kapalinové chromatografie (prevzato a upraveno®) A — silikagel modifikovany amino-
skupinou; B — silikagel modifikovany kyano- skupinou, zwitteriontova stacionarni faze

Metoda kombinujici vice chromatografickych mechanizmi se nazyva
multimodalni chromatografie (MMC). Obvykla kombinace je iontovd vyména a

hydrofobni interakce, ktera zajistuje dobrou selektivitu a citlivost®®

. Stacionarni faze jsou
specifické pro rizné kombinace metod a nejcastéji se vyrabi pomoci kovalentni
modifikace ligandli navdzanych na matrici staciondrni faze. Naptiklad pro systém
HILIC/IEC je stacionarni faze tvofena ligandy obsahujici nabitou (amino- nebo karboxy-
skupinu) a hydrofilni skupinu. Dalsi kombinaci syst¢émli mize byt RP-LC/HILIC, kde
stacionarni fazi tvoifi kombinace hydrofobni slozky (alkylovy fetézec) a hydrofilni

funkéni HILIC skupiny?®.
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2.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda, kterou lze identifikovat
neznamé latky, urcit jejich molekulovou hmotnost, slozeni z prvkl a jejich strukturu.
Metoda je zalozena na interakci nabitych ¢astic s elektrickym nebo magnetickym polem
ve vakuu. Hmotnostni spektrometrii 1ze rozdélit podle druhu analytu na atomovou MS
a molekulovou MS. Atomova MS se pouziva hlavné pro kvantitativni analyzu témér
vSech prvki periodické soustavy. Molekulovd MS poskytuje informace o struktuie
anorganickych komplexli, organickych molekul a biomolekul. VyuZzivd se jak pro

kvalitativni, tak i pro kvantitativni analyzu®’-*,

2.3.1. Trendy MS

Hmotnostni spektrometrie s pfimym vzorkovanim vykazuje v poslednich letech velky
potencial pro vyuziti v klinickych laboratotfich pro diagnostiku nemoci nebo rutinni
screening. Od klasickych metod hmotnostni spektrometrie se liSi hlavné v absenci velké
piipravy vzorkii a chromatografické separace. Cilem skupiny metod MS s piimym
vzorkovanim je analyza vyzadujici malou upravu biologického vzorku, ktery je zavadén
piimo do hmotnostniho spektrometru. NejvétSimu vyvoji v téchto metodach podléha
iontovy zdroj a byly vytvofeny typy ionizace jako napf. ionizace vybojem pomoci
dielektrické bariéry, ionizace papirovym postiikem nebo extrakéni elektrosprejova

ionizace?’.

Mezi dalsi trendy muzeme fadit vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii
(HR-MS), ktera se vyuziva pro svou vysokou citlivost, rozliSeni a rychlost skenovani.
Casto se spojuje se sektorovym hmotnostnim spektrometrem, Fourierovym
transformacnim orbitrapem nebo analyzatorem doby letu. Vyuzivand je hojné v

toxikologickych laboratofich, napt. ke stanoveni §kodlivin v potravinach®®3!,

2.3.2. Tandemova hmotnostni spektrometrie s trojitym kvadrupolem

Tandemova hmotnostni spektrometrie s trojitym kvadrupdélem je metoda,
ktera se v poslednich letech velmi hojné vyuziva naptf. ve farmaceutickém primyslu
pfi procesu vyvoje 1€k, v klinickych laboratotich pfi diagnostice metabolickych poruch,

pfi sledovani kvality Zivotniho prostiedi nebo pfi zjistovani kontaminace potravin®2,
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Samotny kvadrupdl je hmotnostni analyzator, jehoz principem je selekce iontl
na zéklad¢ velikosti stejnosmérného napéti a amplitudy stiidavého napéti v daném
okamziku. Ionty s hledanym pomérem m/z se pohybuji po stabilni trajektorii dale
do detektoru. Trajektorie ostatnich ionti je vychylena a tyto ionty do detektoru neprojdou.
Kvadrup6l miize fungovat v rezimu méfeni jednoho iontu (SIM), kde se kvantitativné
s velkou citlivosti méfi pouze ionty s prislusSnym pomérem m/z. Druhy rezim je skenovaci
a zde se kontinudln¢ méni elektrické pole a méti se hodnoty m/z vSech iontl vzniklych

v iontovém zdrojiZ®.

Tandemové uspotfddani znamend, Ze je za sebou umisténo nékolik hmotnostnich
analyzatort.. Tuto metodu lze rozdélit na dva typy: MS/MS v prostoru a MS/MS v case.
MS/MS v prostoru je typ metody, kde jsou dva hmotnostni analyzatory zapojeny v sérii.
Prvni analyzator vybira prekurzorovy ion a druhy skenuje produkty vzniklé po aktivaci
ve srazkové komote, kterd se nachazi mezi jednotlivymi analyzatory. Kombinace mezi
analyzatory muze byt napt. kvadrupol a analyzator doby letu, dva analyzatory doby letu

nebo dva sektorové analyzatory>>.

Dalsi a nejb€znéjsi kombinaci analyzator hmotnostni spektrometrie v prostoru
je s trojitym kvadrupdlem (QqQ). Zde jsou zapojeny 3 kvadrupolové analyzatory, z nichz
prostiedni (q2) slouZzi jako kolizni cela, nikoliv jako analyzator. Takto zapojeny systém
poskytuje skenovaci funkce, které¢ s jednoduchym analyzatorem nelze provést. Jednou
z moznosti je sken produktovych iontii, nebo sken dcetfinych ionti. Kvadrupol Q1 je zde
nastaven na hodnotu m/z prekurzorového iontu, Q3 skenuje cely rozsah a méfi plné
spektrum fragmentovanych iontti. Pokud by bylo tieba ziskat sken prekurzorového iontu,
nastaveni trojit¢ého kvadrupolu by se obratilo. Q1 skenuje cely rozsah a méii plné
spektrum, zatimco Q3 je nastaven na ur¢itou hodnotu m/z. Dal$i moZznosti je vyuZziti
sledovani neutralni ztraty. Pfi tomto méfeni je ziskana informace o vSech iontech, které
se zmensi o stejnou hodnotu hmotnosti (napft. snizeni hmotnosti o 18 Da odpovida ztraté
molekuly vody). Vtomto piipadé¢ Q1 1 Q3 skenuji s konstantnim rozdilem m/z
predstavujici neutralni fragment vznikly v kolizni cele. V médu sledovani vybranych
reakci (SRM), nebo sledovani mnoha reakci (MRM) slouzi Q1 k vybéru iontu prekurzoru,
ten je v kolizni cele fragmentovan pii optimalni kolizni energie a produktovy iont je
vybran pomoci Q3. Schémata vSech popsanych modifikaci jsou zndzornéna

na obrazku ¢&. 3%,
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Obrazek 3: Schéma skenovanych funkci tandemové hmotnostni spektrometrie s trojitym

kvadrupélem (pievzato a upraveno)®®. A
prekurzorovych iontii; C —

sledovani neutrdlni ztraty; D —

— sken produktovych iontii;
sledovani vybranych reakci.

B — sken

20



3. Experimentalni ¢ast
3.1. Pouzité chemikalie a pristroje
Chemikalie

- Rivaroxaban, ¢istota > 99,0 %, Clearsynth® (Bombaj, Indie)

- Rivaroxaban D4, ¢istota > 99,0 %, Clearsynth® (Bombaj, Indie)

- Acetonitril, gistota > 99,0 %, LC-MS Chromasolv™, Honeywell Riedel-de Haén™
(Charlotte, Severni Karolina, Spojené staty)

- Destilovana voda, LC-MS Grade, LiChrosolv®, Supelco (Bellefonte, Pensylvanie,
Spojené staty)

- Kyselina mraventi, Cistota LC-MS, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, Spojené
staty)

- Krysi sérum, Farmakologicky tustav 1. lékatské fakulty Univerzity Karlovy

a Vieobecné fakultni nemocnice (Praha, Ceska republika)
Pristroje

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

- Chromatografickd kolona, Poroshell 12 SB AQ, 100x2,1 mm, 2,6 um, Agilent
(Santa Clara, Kalifornie, Spojené staty)

- Analytické vahy, Sartorius Entris® (Géttingen, Némecko)

- Automatické pipety, Socorex (Ecublens, Svycarsko)

- Homogenizator CHA Vortex, Chromservis s.r.o. (Praha, Ceska republika)

- Ultrazvuk, Elmasonic S 15H, Elma (Singen, Némecko)

- Mini centrifuga, Rotilabo® Gusto™, Carl Roth (Karlsruhe, Némecko)

Programy

- MS Excel (Redmond, Washingtom, Spojené staty)
- LabSolutions, Shimadzu (Kjéto, Japonsko)
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3.2. Prfiprava zasobnich roztoku

Z navazky 4,6 mg rivaroxabanu byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 92 pg/ml.
Navazené mnozstvi bylo pomoci ultrazvuku rozpusténo v acetonitrilu. Z navazky 1,2 mg

byl stejnym zpiisoben ptipraven zasobni roztok zna¢eného rivaroxabanu D4 o koncentraci

0,24 mg/ml.

3.3. Kalibrace

Bylo pfipraveno devét kalibracni roztokt, jejichZ sloZeni je uvedeno v tabulce 2.
Ptiprava dil¢ich zasobnich roztokl probihala takto: hlavni zasobni roztok rivaroxabanu
o koncentraci 92 pg/ml byl zfedén 100x acetonitrilem a vznikl 1. zisobni roztok
o koncentraci 920 ng/ml. Tento roztok byl zfedén 10x acetonitrilem na koncentraci
92 ng/ml (2. zasobni roztok) a tento roztok byl dale 10x zfedén na koncentraci 9,2 ng/ml

(3. zasobni roztok).

Hlavni zé&sobni roztok rivaroxabanu D4 o koncentraci 0,24 mg/ml byl fedén
100x acetonitrilem na koncentraci 2,4 pg/ml. Tento roztok byl ziedén 10x na koncentraci
240 ng/ml a ten byl fedén jeste 10x na vyslednou koncentraci 24 ng/ml.

Tabulka 2: Slozeni kalibracnich roztoki
Cislo c Ci Vi V, Vi \2 \Y%

roztoku ng/ml  ng/ml ul ul ul ul ul
1 383,33 920 50 40 30 0 120

2 191,67 920 25 40 30 25 120
3 76,67 920 10 40 30 40 120
4 38,33 92 50 40 30 0 120
5 12,27 92 16 40 30 34 120
6 3,07 92 4 40 30 46 120
7 1,53 9,2 20 40 30 30 120
8 0,77 9,2 10 40 30 40 120
9 0,15 9,2 2 40 30 48 120

¢ — celkova koncentrace rivaroxabanu v roztoku;  c¢; — koncentrace zasobniho roztoku
rivaroxabanu; Vi — objem zdsobniho roztoku rivaroxabanu; V> — objem zdsobniho
roztoku rivaroxabanu D4; V3 — objem séra/destilované vody,; V4 — objem acetonitrilu;
V — celkovy objem roztoku
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Byly pfipraveny dvé fady kalibra¢nich roztoki. Jedna kalibra¢ni fada byla pfipravena
bez krysiho séra. To bylo nahrazeno destilovanou vodou. Kalibra¢ni roztoky byly
zamichdny pomoci vortexu a pievedeny do koénickych vialek. Druha kalibrace byla
pripravena s krysim sérem. Roztoky byly zamichany na vortexu, stoeny na centrifuze
(8 min, 12500 RPM) a supernatanty byly pievedeny do konickych vialek. Poprvé byl
kazdy vytvoreny kalibra¢ni roztok zméfen 3x a mezi jednotlivymi koncentracemi byl
méfen slepy vzorek (Cisty acetonitril). Poté byly stejné kalibracni roztoky ptipraveny
znovu a nasledné méteni probehlo stejné jako v prvnim piipadé, ovSem kazdy roztok byl

zméten pouze 2X.
3.4. Prfesnost a spravnost metody

Pro stanoveni pfesnosti a spravnosti metody byly pfipraveny tfi roztoky obsahujici
sérum o koncentracich rivaroxabanu 76,67; 12,67 a 0,77 ng/ml dle tabulky 2. Roztoky
byly zamichany na vortexu, stoeny na centrifuze (8 min, 12500 RPM), supernatany byly
pievedeny do konickych vialek a zméteny. Kazdy roztok byl takto pfipraven 3x a poté
byl kazdy 3x zméfen a mezi jednotlivé koncentrace byl vlozen slepy vzorek (Cisty

acetonitril).

Pro vypocteni presnosti byla nejprve spocitdna smérodatna odchylka (SD) ze vztahu:

Sp = \/ G x)?

n—1

kde x; jsou jednotliva meéfeni, X je aritmeticky primeér vSech hodnot, n je pocet

jednotlivych méteni.
Presnost byla vypoctena jako relativni smérodatna odchylka (RSD) ze vzorce:
SD
RSD = — - 100
X
Spravnost byla vypoctena jako relativni chyba (RE) ze vzorce:

Cnamérena — Cotekavana

RE = -100

Cocekavana
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Optimalizace hmotnostniho spektrometru

Meéteni bylo provedeno na hmotnostnim spektrometru Shimadzu, LCMS-8045
v pozitivnim rezimu a za pouziti elektrosprejové ionizace. Pro nalezeni vhodnych MRM
pfechodii byla pouzita mobilni faze slozena z 80 % z acetonitrilu (s ptidavkem 0,1%
kyseliny mravenci) a z 20 % destilovanou vodou (s ptidavkem 0,1% kyseliny mravenci).
Byly nastaveny nasledujici podminky: pratok mobilni faze 0,2 ml/min; teplota
na davkovaci 15 °C; doba analyzy 2 min; objem ndsttiku 2 pl. Nejprve bylo zméteno celé
hmotnostni spektrum rivaroxabanu (graf 1) o koncentraci 0,92 pg/ml a poté
rivaroxabanu D4 (graf 2) o koncentraci 1,2 pg/ml. Z grafu 1 a 2 byly vybrany
prekurzorové ionty, které odpovidaji iontim rivaroxabanu (m/z 436,2) a rivaroxabanu D4

(m/z 440,2) ve tvaru [M+H]".
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80 |
o L 2242
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Graf 1: Hmotnostni spektrum rivaroxabanu
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Graf 2: Hmotnostni spektrum rivaroxabanu D4

Tyto ionty byly automaticky optimalizovdny hmotnostnim spektrometrem
tak, aby bylo nalezeno optiméalni nastaveni iontové optiky a aby byly nalezeny vhodné
produktové ionty. Hodnoty prekurzorovych ionti a rozpéti kolizni energie (-80 az -5 V)
byly nastaveny manualn¢. Z automatické optimalizace byly ziskany 2 MRM piechody
pro rivaroxaban — jeden kvantifika¢ni piechod a druhy konfirmacni. A 1 MRM piechod
pro rivaroxaban D4 spolu s jejich optimalnim nastavenim iontové optiky. Tabulka 3
obsahuje vysledky automatické optimalizace MRM piechodl pro rivaroxaban a tabulka 4

obsahuje tytéz vysledky, ale pro rivaroxaban D4.

Déle graf 3 znazornuje hmotnostni spektrum produktovych ionti rivaroxabanu
vzniklych fragmentaci m/z 436,2 pii hodnot€ kolizni energie -30 V. Graf 4 znazorniuje
hmotnostni spektrum produktovych iontd rivaroxabanu D4 vzniklych fragmentaci rovnéz

pti hodnoté kolizni energie -30 V.
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Graf 3: Hmotnostni spektrum produktovych iontu rivaroxabanu se zadanim
prekurzorového iontu m/z 436, 1 se zadanou kolizni energii -30 V.
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Graf 4: Hmotnostni spektrum produktovych iontu rivaroxabanu D4 se zaddanim
prekurzorového iontu m/z 440, 1 se zadanou kolizni energii -30 V.
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Tabulka 3: Optimalni hladiny energie pro prechod rivaroxabanu

Prekurzorovy Produktovy Ql CE Q2

iont m/z ion m/z V) V) V)
436,1 144,95 -12,00 -30,00 -27,00
436,1 231,15 -12,00 -23,00 -24,00

Tabulka 4: Optimalni hladiny energie pro prechod rivaroxabanu D4

Prekurzorovy  Produktovy Ql CE Q2
iont m/z ion m/z V) V) V)
440,1 145,0 -22,00  -31,00 -25,00

Pro dal$i méfeni byl pro rivaroxaban pouzivan piechod 436,1 — 145,05 kvuli jeho
nejvyssi intenzit€¢ (a nejvhodnéjSimu poméru signal/Sum). Parametry pro nastaveni
iontového zdroje pro dalsi méfeni byly nasledujici: pritok nebuliza¢niho plynu 3 1/min;
prutok ohfevného plynu 10 1/min; teplota rozhrani 300 °C; desolvatacni teplota 526 °C;
DL teplota 250 °C teplota tepelné¢ho bloku 400 °C a priitok susiciho plynu 10 I/min.

4.2. Optimalizace gradientové LC metody

Pro dalsi méfeni byla pouzita kolona Poroshell 120 SB AQ, 100x2,1 mm, 2,6 um
(Agilent). Slozeni mobilni faze bylo stejné jako u pfedchoziho méteni (smés acetonitrilu
a destilované vody s pridavkem 0,1% kyseliny mravenci). Podminky méteni byly
nasledujici: prutok mobilni faze 0,5 ml/min; teplota na davkovaci 15 °C; teplota kolony

40 °C; doba analyzy 6,5 minut; objem nastiiku 2 pl.

Koncentrace roztoku, kterd byla pouzita v této fazi pro rivaroxaban, byla 46 ng/ml
apro rivaroxaban D4 byla koncentrace roztoku 24 ng/ml. Oba pouZité roztoky
obsahovaly krysi sérum. Tabulka 5 zn4zorniuje zvoleny gradientovy program, pii kterém
byl eluat vpoustén do hmotnostniho spektrometru v rozmezi 1,8 az 3 minuty. Ziskany
chromatogram pro rivaroxaban je uveden v grafu 5 a chromatogram pro rivaroxaban D4

je uveden na grafu 6. Tyto podminky byly nastaveny u vSech dalSich méfeni.
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Tabulka 5: Pouziti gradientového programu

t Acetonitril + H,O +
(min)  0,1% HCOOH 0,1% HCOOH
(obj. %) (obj. %)
0,0 20 80
1,0 20 80
2,0 80 20
3,5 80 20
4,0 20 80
6,5 20 80
300000
250000 |
200000 |
Elsoooo -
g 100000 F
50000 F
0
-50000 1 :
1,5 2 2,5
t (min)

Graf 5: Chromatogram rivaroxabanu (pouzita kolona Poroshell 12 SB AQ, 100x2,1 mm,
2,6 um od firmy Agilent; mobilni faze byla sloZena z acetonitrilu s pridavkem 0,1%
kyseliny mravenci (A) a destilované vody s pridavkem 0, 1% kyseliny mravenci (B), prutok
mobilni faze 0,5 ml/min; gradientovd eluce (¢as: 0-1-2-3,5-4-6,5 min, A: 20-20-80-80-
20-20 % v/v); teplota na davkovaci 15 °C; teplota kolony 40 °C; doba analyzy 6,5 min;
objem nastriku 2 ul; pouzity kalibracni roztok rivaroxabanu o koncentraci 46 ng/ml
s krysim sérem)
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Graf 6: Chromatogram rivaroxabanu D4 (pouzita kolona Poroshell 12 SB AQ,
100x2,1 mm, 2,6 um od firmy Agilent; mobilni fdaze byla sloZena z acetonitrilu
s pridavkem 0,1% kyseliny mravenci (A) a destilované vody s pridavkem 0,1% kyseliny
mravenci (B); priitok mobilni faze 0,5 ml/min; gradientova eluce (cas: 0-1-2-3,5-4-
6,5 min, A: 20-20-80-80-20-20 % v/v); teplota na davkovaci 15 °C; teplota kolony 40 °C;
doba analyzy 6,5 min; objem ndastriku 2 ul; pouzity kalibracni roztok rivaroxabanu
o koncentraci 24 ng/ml s krysim sérem)

4.3. Kalibraéni krivka

Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka zavislosti poméru ploch pik rivaroxabanu (piechod
436,1 — 145,05) a rivaroxabanu D4 na koncentraci rivaroxabanu v roztoku jako vazena
linearni regrese podle faktoru 1/x2. Jako prvni byla naméfena kalibraéni kiivka bez séra
(misto né€j byla pouzita destilovana voda), jejiz pribéh je zndzornén na grafu 7. Poté byla
naméfena druhd kalibracni kiivka, tentokrat s pouzitim krysiho séra. Tento pribéh je

znazornén na grafu 8.
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Graf'7: Kalibracni krivka roztoku rivaroxabanu za poucziti destilované vody misto krysiho
sera
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Graf 8: Kalibracni kiivka roztoku rivaroxabanu s pouZitim krysiho séra
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Pti porovnani obou kalibracnich kfivek je na prvni pohled zietelné, ze jejich koeficient
determinace 1,000 znamend vybornou linearitu. Dale pii porovnani smérnic obou rovnic
zjistime, ze jejich rozdil je 11 %. Tato hodnota vypovida, jak velké je ovlivnéni stanoveni
rivaroxabanu matrici krysiho séra. Isotopicky znaceny standard eluuje ve stejném
retenénim case jako standard neznaCeny, to znamena, Ze ionizaci obou standardii
ovliviiuji stejné matriéni efekty. Z toho vypliva, Ze matrice neovliviiuje stanoveni

a pri¢inou rozdilu ve smérnicich je chyba v méteni, respektive v piipravé vzorki.
4.4. Presnost a spravnost

Pro vyhodnoceni pfesnosti a spravnosti bylo vyuZito sloZeni 3 kalibracnich roztokt
(roztok 3, 5 a 8 viz tabulka 1), z nichZ byl kazdy znovu 3x ptipraven a zméten. Tabulka 6

znazoriuje vysledky méfeni pfesnosti a spravnosti.

Tabulka 6: Presnost a spravnost méreni.

c (teoretickd) c (naméfend) = SD  RSD RE
ng/ml ng/ml % %
0,77 1,03 £0,60 58,7 33,6
12,27 12,87 £0,61 4,7 4,9
76,67 78,70 £ 1,83 2,3 2,7

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

Relativni smérodatnd odchylka vyjadfuje presnost, ktera se u koncentrovangjsich
roztokd pohybuje od 2,3 do 4,7 %. Spravnost je vyjadiena jako relativni chyba a jeji
hodnoty se u koncentrovanéjsich roztoki pohybuje od 2,7 do 4,9 %. Tyto roztoky spliuji
kritérium pro bio-analytickou aplikaci. Méfeni roztoku o koncentraci 0,77 ng/ml ma
ptesnost 58,7 % a spravnost 33,6 %. Takto vysoké hodnoty poukazuji pravdépodobné

na chybu pfi pfipravé roztoku.
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5. Zavér

Cilem bakalaiské prace bylo vyvinout specifickou UHPLC-MS/MS metodu pro
stanoveni rivaroxabanu v krysim séru. Metoda bude nasledné pouzita pro sledovani
farmakokinetiky rivaroxabanu v rdmci spoluprace Piirodovédecké fakulty UK,
farmakologického ustavu 1. 1ékarské fakulty UK, Vysoké skoly chemicko-technologické

a firmy Zentiva.

Nejprve byla optimalizovana separace pomoci UHPLC a nastaveni MS/MS pro méteni
v rezimu MRM. Byla pouzita mobilni faze sloZena ze smési acetonitrilu (A) a destilované
vody (B) s ptfidavkem 0,1% kyseliny mravenci. Pro rivaroxaban byl nalezen MRM
piechod 436,1 — 145,05 s optimalnimi hladinami energie Q1 =-12,0 V; CE =-30,0 V;
Q2= -27,0 V. Pro rivaroxaban D4 byl nalezen MRM ptechod 440,1 — 145,0
s optimalnimi hladinami energie Q1 =-22,0 V; CE =-31,0 V; Q2 = -25,0 V. Parametry
nastaveni iontového zdroje byly nasledujici: pratok nebuliza¢niho plynu 3 1/min; priitok
ohfevného plynu 10 1/min; teplota rozhrani 300 °C; desolvatatni teplota 526 °C;
DL teplota 250 °C; teplota tepelné¢ho bloku 400 °C; pritok susiciho plynu 10 I/min. Byla
pouzita chromatograficka kolona Poroshell 120 SB AQ, 100 % 2,1 mm, 2,6 um (Agilent).
Podminky nastaveni LC metody byly nasledujici: priitok mobilni faze 0,5 ml/min; teplota
na davkovaci 15 °C; teplota kolony 40 °C; gradientova eluce (¢as: 0-1-2-3,5-4-6,5 min,
A: 20-20-80-80-20-20 % v/v); doba analyzy 6,5 minut; objem nastiiku 2 pl.

Déle byla provedena kalibrace ve vodnych roztocich a krysim séru, byla urcena
piesnost a spravnost pro 3 vybrané kalibra¢ni roztoky. Koeficient determinace 1,000 byl
urcen pro ob¢ kalibrace a znamena vybornou linearitu. Presnost (relativni smérodatna
odchylka) pro koncentrace 12,27 ng/ml a 76,67 ng/ml je v rozmezi 2 az 5 %. Spravnost
(relativni chyba) je pro tyto koncentrace také v rozmezi 2 az 5 % a tim spliiuji kritérium
pro bio-analytickou aplikaci. Pro koncentraci 0,77 ng/ml byla ptesnost 58,7 % a spravnost

33,6 %, coz poukazuje pravdépodobné na chybu v ptipravé roztoku.
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