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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Bc. Lenka Vrbova

Skolitel: doc. RNDr. Lenka Kujovska Krémovd, Ph.D.
Konzultant: PharmDr. Katefina Matousov3, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj a validace UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni mocoviny

v kondenzatu vydechovaného vzduchu a jeji aplikace v klinickém vyzkumu

Kliéova slova: mocovina, kondenzat vydechovaného vzduchu, UHPLC-MS/MS

Analyza kondenzatu vydechovaného vzduchu predstavuje jednoduchou a neinvazivni
metodu méreni biomarkerl nejen dychacich cest. ProtoZe jsou namérené hladiny téchto
medidtor( ovlivnény redénim zkondenzovanou vodni parou, je pro spravnou klinickou
interpretaci namérenych dat nezbytné stanovit biomarker fedéni. Mocovina se zda byt

vhodnou molekulou.

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit rychlou, jednoduchou a citlivou analytickou
metodu pro stanoveni koncentrace mocoviny v kondenzatu vydechovaného vzduchu pro

klinicky vyzkum a praxi.

Pro analyzu mocoviny byla zvolena ultra-vysokouéinna kapalinova chromatografie
v tandemovém usporadani s hmotnostni spektrometrii. K separaci byla vyuZita kolona Kinetex
HILIC 100 A o rozmérech 100 x 2,10 mm (Phenomenex, USA) s povrchové poréznimi ¢asticemi
o velikosti 1,7 um. Mobilni fazi tvofily acetonitril, methanol a voda v poméru 81 : 9 : 10,
organicka slozka byla obohacena 0,1% kyselinou mravenci. Jako vnitfni standard byla zvolena

izotopové znacena molekula mocoviny (**N2-mocovina).

Po optimalizaci extrakéniho procesu, separacnich a detekénich podminek byla nové
vyvinutad metoda aplikovana na vzorky kondenzatu vydechovaného vzduchu 54 pacientd.

Koncentrace mocoviny se pohybovaly v rozmezi 0,22 pumol/I-11,95 pmol/I.
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Exhaled breath condensate analysis is a simple non-invasive method of measuring
biomarkers not only from the respiratory tract. For the proper clinical interpretation of the
measured data it is necessary to find the dilution biomarker due to dilution of target analytes

with condensed water vapour. Urea seems to be the molecule of choice.

The aim of this diploma thesis was to develop a fast, simple and sensitive analytical
method for determining urea concentration levels in exhaled breath condensate for clinical

research.

Ultra-high performance liquid chromatography with mass spectrometry detection was
chosen for urea analysis. Kinetex HILIC 100 A column, 1.7 um particle size, 100 x 2.10 mm
(Phenomenex, USA) was used for the separation. The mobile phase was composed of
acetonitrile, methanol and water in a ratio of 81 : 9 : 10, the organic part was enriched with
0.1% formic acid. An isotopically labeled urea molecule (**N2-urea) was used as an internal

standard.

After optimizing the extraction process, separation and detection conditions, the newly
developed method was applied to exhaled breath condensate samples from 54 patients. Urea

concentrations ranged from 0.22 pmol/I-11.95 umol/I.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN acetonitril

ALF tekutina vystelky dychacich cest (Airway Lining Fluid)

AMAC octan amonny (Ammonium Acetate)

AMFO mravencan amonny (Ammonium Formate)

ARDS syndrom akutni dechové tisné (Acute Respiratory Distress Syndrome)
CE kolizni energie (Collision Energy)

CF cysticka fibréza (Cystic Fibrosis)

DECCS jednorazovy systém pro odbér kondenzatu vydechovaného vzduchu

(Disposable Exhaled Condensate Collection System)

EBC kondenzat vydechovaného vzduchu (Exhaled Breath Condensate)
EIA enzymovad imunoanalyza (Enzyme Immunoassay)

EMA Evropska agentura pro lécivé ptipravky (European Medicines Agency)
ESI ionizace elektrosprejem (Electrospray lonization)

FA kyselina mravendi (Formic Acid)

FDA Utad pro kontrolu potravin a |é&iv (Food and Drug Administration)
FNHK Fakultni nemocnice Hradec Kralové

GC-MS spojeni plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

(Gas Chromatography-Mass Spectrometry)

GERD gastroezofagealni reflux (Gastroesophageal Reflux Disease)

HILIC hydrofilni interakéni chromatografie (Hydrophilic Interaction Chromatography)
HME filtr pro vyménu tepla a vlhkosti (Heat and Moisture Exchange Filter)

HPLC vysokoucinnd kapalinova chromatografie

(High Performance Liquid Chromatography)

HPV lidsky papilomavirus (Human Papillomavirus)



CHOPN
IFN —y

ICH

IUPAC

LC

LC-MS

LLOQ
ME
MeOH
MF
miRNA
MRM
MS
MS/MS
NSCLC

PCR

Qc

gPCR

chronicka obstrukéni plicni nemoc
interferon gamma

Mezinarodni rada pro harmonizaci technickych pozadavkt na humanni lécivé
pfipravky (The International Council for Harmonisation of Technical

Requirements for Pharmaceuticals for Human Use)
interleukin
vnitfni standard (Internal Standard)

Mezindrodni unie pro Cistou a uzitou chemii

(International Union of Pure and Applied Chemistry)
kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)

spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

(Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)

dolni mez stanovitelnosti (Lower Limit of Quantitation)
matricové efekty (Matrix Effect)

methanol

mobilni faze

microRNA (Micro Ribonucleic Acid)

sken vice iontovych reakci (Multiple Reaction Monitoring)
hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

tandemova hmotnostni spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry)
nemalobunécny karcinom plic (Non-Small Cell Lung Cancer)
polymerdazova rfetézcova reakce (Polymerase Chain Reaction)
kvadrupdl (Quadrupole)

kontrolni vzorek (Quality Control)

kvantitativni polymerazova retézcova reakce

(Quantitative Polymerase Chain Reaction)
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RIA

RP

RSD

SST

TURBO

UHPLC

uLoQ

uv

WHO

radioimunoanalyza (Radioimunoassay)

reverzni faze (Reversed Phase)

relativni smérodatna odchylka (Relative Standard Deviation)
test zpUsobilosti systému (System Suitability Test)

prenosna jednotka pro vyzkum ziskanych biomarkera

(Transportable Unit for Research of Biomarkers Obtained)

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

(Ultra-High Performance Liquid Chromatography)
horni mez stanovitelnosti (Upper Limit of Quantification)
ultrafialova oblast (Ultraviolet)

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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1. UvOD

Plice existuji v prostfedi, v némz jsou neustdle z jedné strany vystaveny krvi bohaté na
Skodlivé odpadni latky a z druhé strany pfichazeji do kontaktu se vzduchem z vnéjsiho
prostredi, ktery obsahuje Siroké spektrum infek¢nich i neinfekénich agens. Zfejmé proto patfi
onemocnéni plic a dychacich cest mezi nejéastéjsi nemoci. | pres to je diagnostika v soucasné
dobé zaloZena pfevainé na nepfimych postupech, které nelze povazovat za optimalni. Pfimé
hodnoceni lze totiz provddét pouze pomoci invazivnich postupu, které slouZi pro zisk
analytickych vzork(, mezi néz se fadi bronchoalveolarni lavdz, bronchialni biopsie ¢i odbér

indukovaného sputa.

Proto probihaji ¢etné studie, které usiluji o identifikaci méné invazivnich nebo zcela
neinvazivnich postupl ziskavani analytickych vzorkd, ve kterych budou koncentrace
biochemickych analytd primarné odrazet lokalni patofyziologické procesy v plicich. Aktualné
se mezi slibné postupy fadi analyza vydechovaného vzduchu, konkrétné analyza
zkondenzovaného vydechovaného vzduchu, protoze obsahuje mediatory bézné stanovované
ve vzorcich bronchoalveolarni lavdZze i ve vzorcich indukovaného sputa. Hladiny téchto
biomarkeru jsou ovlivnény zkondenzovanou vodni parou. Jakékoli zvy$eni koncentrace miize
byt zplsobeno nejen zvysenim koncentrace daného biomarkeru v tekutiné vystelky dychacich
cest, ale také zvySenim objemu ¢i pocétu aerosolovych &astic, ¢i snizenim mnozstvi
zkondenzované vodni pary. Proto neni mozné Cinit jakékoli klinické zavéry, pokud nejsou

k dispozici informace tykajici se redéni.

MoZnym biomarkerem fedéni je, v klinickych laboratofich béZzné stanovovana, molekula
mocoviny. V kondenzatu vydechovaného vzduchu je i mocovina vysoce fedéna, proto
nemohou byt pro jeji stanoveni pouzity bézné rutinné vyuZivané metody jako je
napr. spektrofotometrie. Nové vyvijené analytické postupy pro stanoveni mocoviny
v kondenzatu vydechovaného vzduchu bud nedosahuji pozadované citlivosti, vyzaduji velké
objemy vzorku nebo je zpracovani biologického materidlu pracné kvili potiebnym

derivatiza¢nim krokdam.
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2. CiL PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo vyvinout snadnou, rychlou a prfedevsim citlivou
analytickou metodu pro stanoveni koncentrace mocoviny v kondenzatu vydechovaného
vzduchu s vyuZitim ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie v tandemovém usporadani
s hmotnostnim spektrometrem. Dil¢im cilem prace byla minimdlni Uprava biologického
materialu pfed analyzou a validace vyvinuté analytické metody, kterd bude slouZit pro potfeby
. Interni gastroenterologické kliniky Lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice
Hradec Krdlové pro prepocet fedéni biomarkerl plicnich onemocnéni v kondenzatu

vydechovaného vzduchu.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Kondenzat vydechovaného vzduchu
3.1.1 Uvod

Kondenzat vydechovaného vzduchu (EBC) je biologickd tekutina, v jejimZ sloZeni
dominuje voda, zaroven vsak obsahuje diagnosticky vyznamné aerosolové ¢dstice tekutiny
vystelky dychacich cest (ALF) [1]. Analyza EBC je moderni neinvazivni metodou detekce
biomarkerl pochazejicich predeviim z ALF dolnich dychacich cest pacientld s plicnim
onemocnénim [2,3]. Jde o unikatni techniku fadici se mezi funkéni vysetieni plic, odrazi funkci
epitelu dychacich cest na molekularni Urovni. EBC se odebira pfi klidovém dychani pacienta
jako produkt ochlazeni a nasledné kondenzace vydechovaného aerosolu [2]. Na rozdil od
invazivnich a technicky naro¢nych metod, jako jsou bronchoalveoldrni lavaz, indukované
sputum ¢i biopsie, je odbér EBC pro pacienta snadny, nendroény, vyzaduje pouze klidové

dychani [4,5].

AZ do nedavna byla bronchoalveolarni lavaz jediny zplsob odbéru vzork( ALF od
pacientd, ktefi neprodukuji sputum. Pfestoze poskytuje dalezité klinické informace, zahrnuje
bronchoalveolarni lavaz i urcita rizika a nepohodli, véetné zhorsené vymény dychacich plyna,
infekce Ci vyskytu artefaktl spojenych s instilaci tekutiny do dychacich cest. Zaroven se jednd
o nakladnou metodu, kterou nelze opakovat v castych intervalech [3]. A jelikoz vétSinu
biochemickych analytl detekovanych v EBC tvori znamé latky, které jsou bézné stanovovany
ve vzorcich bronchoalveolarni lavaze ¢i ve vzorcich indukovaného sputa, lze konstatovat, Ze
analyza EBC je potencidlnim kandiddtem na novou neinvazivni metodu vhodnou pro
longitudindlni studie a pro vSechny pacienty vSech vékovych skupin bez ohledu na zavaznost
jejich onemocnéni, ktera by mohla nahradit doposud pouzivané nepfimé ¢i invazivni

metody [5].

3.1.2 Puavod a slozeni EBC

Vydechovany vzduch predstavuje jeden z nejdostupnéjsich diagnostickych vzorkd.
Uvoliuje se spontdnné a ve velkém mnozstvi, ¢imz zabezpecduje neustdlou vyménu kysliku a

oxidu uhli¢itého v plicich. Dychdnim se navic denné ztraci pfiblizné 350 ml vody, kterd se
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uvolfiuje jako para z povrchu dychacich cest. Uplné nasyceni vydechovaného vzduchu vodni
parou je zdsadni, minimalizuje vysouseni dychacich cest a lokdlni zvySeni koncentraci latek
rozpusténych v ALF, které by mohly poskodit plicni epitel a narusit tak vyménu plyn(. Dale
vydechovany vzduch obsahuje stopové koncentrace stovky rlznych sloucenin exogenniho i

endogenniho pavodu, které jsou v diagnostice vyuzivany jako biomarkery onemocnéni [6,7].

Zkondenzovand vodni para tvofi 99,9 % objemu vzork( EBC a zdsadné v nich ovliviiuje
fedéni pritomnych sloucenin. Protoze vodni para nemuze fungovat jako nosic pro elektrolyty
a jiné netékavé slouceniny, obsahuje EBC kromé ve vodé rozpustnych tékavych slouéenin také
aerosolové C(Castice zdolnich cest dychacich, které zachycuji netékavé slouceniny ALF
v extrémné nizkych koncentracich. Tyto aerosolové c¢astice tvori 0,1 % objemu EBC, tudiz
kazdy 1 ml EBC obsahuje < 1 pl aerosolovych ¢astic ALF. Objem i pocet aerosolovych ¢astic
muzZe byt zvySen jejich zvySenou sekreci v dychacich cestach, kaslem i dalSimi, dosud
nedefinovanymi, procesy. Na rozdil od vodni pary neplni Zddnou jinou znamou funkci nez
Siteni infekci, neni tedy divod se domnivat, Ze tvorba aerosolovych castic je konstantné

udrZovana nebo Ze je spojena s produkci vodni pary [7].

Za vstup tékavych a netékavych sloucenin do EBC zodpovidaji rlizné mechanismy.
Zatimco tékavé slouceniny jsou pritomny v EBC diky jejich rozdéleni mezi plynnou a vodnou
fazi, pfesny mechanismus toho, jak netékavé latky vstupuji do vydechovaného vzduchu, je

predmétem védecké diskuze [6].

Ackoli pocet a velikost aerosolovych ¢&astic v EBC Ize kvantifikovat, mista, odkud se
respiracni kapicky uvolnuji, nejsou presné znama. Pfi vydechu mlzZe dochazet k odlu¢ovani
Castic aerosolu nejen z bronchiold, bronch ¢i z trachey, ale také z hrtanu, hltanu, horni ¢asti
traviciho traktu, z nosni a Ustni dutiny [4,6]. Ve studii Bondesson et al. [8] bylo s vyuzitim
radioaktivniho indikatoru prokdzano, Ze aerosolové ¢astice vznikaji pfedevsim v centralnich
dychacich cestach. Bez ohledu na to, zda je zndm plvod aerosolovych Céastic, jejich presna
kvantifikace se zdd byt jednim z predpokladl pro standardizaci hodnoceni netékavych

medidtor( v EBC, zejména pfi odhadu stupné rfedéni [6].
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3.1.3 Odbér vzorku EBC

Odbér vzorkll EBC (Obrdzek ¢. 1) je jednoduchym neinvazivnim postupem, ktery
vyZzaduje pouze klidové dychani pacienta prostfednictvim odbérového systému, ktery je
standardné vybaven ndustkem, jednocestnym ventilem a chlazenou kondenzacni odbérovou
nadobou na jejiz vnitfnich sténach se vydechovana vodni para, obsahujici rozpusténé
slouceniny, kondenzuje a definitivné se shromazduje pro naslednou analyzu. Jednocestny
ventil oddéluje vdechovany a vydechovany vzduch. UmozZiuje tak pacientovi pohodiné a
pfirozené dychat skrze pfistroj [2,9]. Na prvni pohled snadny proces odbéru EBC vyZaduje
standardizaci z hlediska ucinnosti kondenzatoru, materidlu sbérné zkumavky, optimaini

teploty pfi odbéru ¢i potencialni kontaminace [6].

Pro odbér EBC existuje celd rada zafizeni, ktera se vyrazné liSi nejen v cené, ale také ve
zminéné ucinnosti. Kritérii pro vybér konkrétniho pfristroje je hned nékolik. Sklenéné
laboratorni kondenzatory jsou levné, jsou chlazeny recirkulujici ledovou vodou, ke zvyseni
ucinnosti sbéru EBC zde mohou byt jednoduse pouZity chladiva o nizsi teploté. Uzitecny je i
lapac slin mezi Usty a kondenzatorem, ktery rovnéz snizuje riziko kontaminace [10]. Povrchy
kondenzacnich zafizeni jsou nejc¢astéji sklenéné, polystyrenové nebo polypropylenové a
adhezivni vlastnosti téchto materiald mohou modifikovat slozeni EBC [5]. Kondenzat lze do
sbérné zkumavky sbirat samovolné, gravitaci, nebo s vyuzitim specialniho pistu, ktery zvysuje
ucinnost tim, Ze zachyti maximalni mozné mnoiZstvi odebraného EBC [6]. Poslednim, zde
zminénym, stéZejnim faktorem je zvolena teplota kondenzatoru pti odbéru a to zejména kvali

nestabilité nékterych sloZzek v EBC, napt. lipidovych zanétlivych mediatort [5].
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Obrdzek ¢. 1: Odbér vzorku EBC pomoci pristroje Turbo DECCS System

Pacient (A) se pohodIné posadi, nasadi si kolicek na nos (B) a zacne klidné a prirozené dychat
pres ndustek (C) odbérového systému. Vydechovany vzduch je veden jednordzovym
polypropylenovym systémem (D) aZ do odbérové nddoby, kterd je uloZena v kondenzdtoru (E)
ochlazujici vydechovany vzduch na teplotu —4,7 °C (F). V tuto chvili dochdzi vlivem nizké
teploty ke kondenzaci vydechovaného vzduchu a ke shromazdovadni vzorku EBC. Na tomto
snimku je pri odbéru méren také objem vydechovaného vzduchu (G).

3.1.4 Pristrojové vybaveni pro odbér EBC

Mezi komercné dostupna zafizeni pro odbér EBC patfi EcoScreen 2, Turbo DECCS System
a R-Tube. Systém Turbo DECCS italské firmy MEDIVAC byl pouzit pro odbér vzork( EBC pro
tuto diplomovou praci. Jedna se o nejuplnéjsi a nejuniverzalnéjsi systém na trhu. Jadro tohoto

zarizeni tvofi jednorazovy sbérny okruh ve spojeni s kondenzatorem [11].

Sbérné okruhy jsou vyrobeny z polypropylenu lékafské kvality. Skladaji se z ndustku,

lapace slin, trubice, jednocestného ventilu a ze sbérné zkumavky (Obrdzek ¢. 2), ktera se
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vklada do elektrického chladiciho systému Peltierova typu. Veskeré sbérné okruhy jsou
jednordzové, snizuje se tim riziko kontaminace monitorovanych pacientl i odebiranych

vzorkd [11].

Pfistroj obsahuje samostatné termoelektrické chladici zafizeni, jehoZ funkci v systému
je chlazeni sbérné zkumavky (Obrdzek ¢. 1). K provozu nepotiebuje Zadny externi zdroj
chlazeni, jako je napt. chladnicka, potfebuje pouze pfistup k externimu napdjecimu pfipojeni.
Teplota kondenzatoru pfi odbéru vzorku se zobrazuje na displeji digitalniho termostatu

s vychozim nastavenim na -5,5 °C [11].

Obrdzek ¢. 2: Schéma pro sestaveni jednordzového sbérného okruhu

Pred zahdjenim odbéru EBC je nutné si sestavit jednordzovy sbérny okruh a to tak, Ze
sejmeme vicko (A) ze sbérné zkumavky (B), ndsledné zasroubujeme uzdvér (C1) na sbérnou
zkumavku (B). Kloub (G) pripevnime nejprve k uzavéru (C1) a poté k lapaci slin (C2). Lapac slin
(C2) a jednocestny ventil (C3) pripevnime k ndustku (E). Na zavér pripevnime ndstavec (C4) na
specidlni vicko (C1) a v okruhu jiZ druhy, tzv. no-rebreathing, jednocestny ventil (C3)
pripevnime k ndstavci (C4). Laskavé poskytnuto FNHK a upraveno.
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Zarizeni VOLMET slouZi k méreni objemu vydechovaného vzduchu v pribéhu odbéru
EBC. Umistuje se na sbérny okruh (Obrdzek ¢. 3). Displej umozriuje nastavit prahovou hodnotu
objemu vydechnutého vzduchu, vyjadrenou v litrech, které ma byt v rdmci jednoho odbéru
dosaZeno. Tato hodnota je pak stejna pro viechny sledované pacienty, neni zavisla na dobé
potiebné k jejimu dosazeni. Tento pristup umoznuje standardizaci metodiky odbéru vzorku

EBC [11]. Praktické vyuziti bude zminéno nize.

Obrazek ¢. 3: VOLMET na jednordzovém sbérném okruhu
Prevzato ze zdroje [11]

3.1.5 Problematika odbéru vzorku EBC

Priprava pacienta pred odbérem EBC

Fyzickd ndmaha se doporucuje s odstupem 1 hodiny pred odbérem vzorku, protoze
muzZe byt zodpovédna za zmény koncentraci nékterych slouc¢enin v EBC [2]. Dale se pacientim
doporucuje 3 hodiny pred odbérem EBC nekoufit, protoZe koufeni ma okamzity vliv na

koncentraci H,0,, 8-isoprostanu a metabolitll NO v EBC [12,13]. Pfi méreni hladin adenosinu
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v EBC je nutné se vyhnout ndpojim s kofeinem [13]. Konzumace 1 | syceného napoje pred
odbérem EBC zpuUsobuje vyznamné snizeni pH vzorku [14]. Kone¢né nebylo prokazano, ze by

konzumace potravy méla jakykoli vliv na koncentraci biomarker( v EBC [13].
Doba trvani odbéru vzorku EBC

Dulezitym kritériem pro volbu délky odbéru vzorku je ziskani potiebného mnozZstvi EBC
pro naslednou analyzu. Doba, po kterou musi pacient klidné dychat, se v jednotlivych studiich
lisi. Uvadi se, Ze po 10 minutach klidového dychdani je mozné od pacienta ziskat 1-3 ml EBC [2].
Délka odbéru pro ziskani potfebného mnozstvi EBC se liSi také s pouzitym typem odbérového

systému [15].

U vzorkl EBC, laskavé poskytnutych Il. Interni gastroenterologickou klinikou Lékarské
fakulty Univerzity Karlovy a FNHK pro tuto diplomovou praci, byl ¢as klidového dychani
pacienta nastaven na 10 minut. V soucasné dobé tato klinika aplikuje nové poznatky do
klinické praxe, diky nim? dokaze individualizovat ¢as odbéru pro kazdého pacienta. Casovy
usek 10 minut byl pro nékteré, predevsim nemocné nebo détské pacienty, stale pfilis dlouhy.
Zaroven se s postupujicim ¢asem odbéru zhorSovala i kvalita ziskaného materidlu, pacienti vice
slinili nebo kaslali. MoZnym feSenim, jak zminéna uskali minimalizovat ¢i eliminovat, je pouZiti
vySe zminéného pfistroje pro méreni objemu vydechovaného vzduchu. Lékari FNHK byla
nastavena hodnota objemu vydechovaného vzduchu na 20 | dvakrat za sebou, v souctu tedy
na 40 | pro jeden vzorek EBC. Ze zkuSenosti, 20 | vzduchu zvladne pacient vydechnout béhem
cca 2 minut. Vyhodou této metody je, kromé vyse zminéné standardizace, zkraceni a
individualizace doby odbéru podle dechovych moznosti pacienta a zdroven moznost
odpocinout si mezi odbéry. MnoiZstvi odebraného vzorku EBC s vyuZitim pfistroje pro méreni
obejmu vydechovaného vzduchu je srovnatelné s mnozstvim vzorku, ktery byl odebiran

10 minut.
Podminky pf¥i odbéru vzorku EBC

MnozZstvi a sloZzeni odebraného EBC je silné ovliviiovano podminkami okolniho prostredi
a rozdilnymi vzorci dychani pacientl. McCafferty et al. [16] prokdzali, Ze zvySend minutova
ventilace plic ma za nasledek zvyseny objem ziskaného EBC, snizend minutova ventilace
zpUsobuje opak. Zastoupeni proteind, dusitant a hodnota pH se vsak pfi odliSnych zplUsobech

dychani neméni. Ve stejné studii byl objem odebraného EBC sniZzen také v pfipadé, kdy
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pacienti dychali v prostfedi studeného a suchého vzduchu. Ve studii Kullmann et al. [17] bylo
zjisténo, Ze teplota a vlhkost prosttedi pfispivaji k variabilité pH EBC. Z téchto dlvodl by

zminéné faktory mély byt v rdmci standardizace odbéru EBC kontrolovany.
Kontaminace vzorku EBC

Protoze hlavnim cilem analyzy EBC je detekovat slouéeniny pochdazejici z dolnich cest
dychacich, je nutné vyloucit kontaminaci vzorku mediatory a proteiny slin, dutiny Ustni a
hornich cest dychacich [18]. Kontaminaci EBC lIze predchazet pouzitim lapace slin,
vyplachnutim astni dutiny pred odbérem 4,5% hydrogenuhli¢itanem sodnym a pravidelnym
polykdanim béhem odbéru EBC [2,7]. Kvylouceni kontaminace EBC slinami bylo navrieno
zméfit slinnou amylazu v odebranych vzorcich. Pokud jsou vsSak dodriovana uvedena

preventivni opatfeni, je amylaza v EBC sotva detekovatelnd [19,20].

Pretrvava urcita nejistota ohledné nosni kontaminace vzorkd EBC, protozZe nosni sekrety
Casto obsahuji zanétlivé medidtory. PouZiti kolickll na nos prokazatelné snizuje kontaminaci
EBC nosnimi sekrety, pro fadu pacientl je vSak jejich pouZivani krajné neptijemné. Navic
spojeni mezi nosem a Usty miZe predstavovat dalsi cestu, kterou se kontaminanty dostavaji
do vydechovaného vzduchu. Déle jsou pacienti instruovani, aby pozadali o novy odbér, pokud

si v prabéhu odbéru fihnou [10].
Skladovani vzorku EBC

Odebrany vzorek EBC musi byt bud ihned analyzovan, nebo je nutné ho skladovat
v pfedem odmeérenych alikvotech v mrazicim boxu pfi doporucené teploté -80 °C, kterd
zaruCuje stabilitu mnoha obsaZenych analytd [11]. Dobu skladovani vzorku urc€uje stabilita
pfislusnych stanovovanych biomarkerd. Dale je potfeba se vyhnout opakovanym cyklim

zmrazovani a rozmrazovani, coz vede ke ztraté nestabilnich chemickych slouéenin [21].
Zpracovani a analyza vzorku EBC

Jakym zpUsobem je vzorek EBC zpracovan zavisi na tom, jaké konkrétni analyty budou
stanovovany a jaké pro to budou zvoleny postupy. EBC se kazdopadné osvédcil jako vhodna
matrice pro aplikaci technologicky vyspélych metod soucasného biomedicinského vyzkumu.
V pfipadé analyzy vzorku EBC chromatografickymi metodami se nejcastéji provadi nejprve
extrakce a zakoncentrovani stanovovanych analytli. Po Upravé vzorku ndsleduje samotnd

analyza pfislusné zvolenou analytickou metodou [14].
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3.1.6 Biomarkery plicnich onemocnéni v EBC

EBC je zdrojem velkého mnoiZstvi organickych a anorganickych sloucenin véetné malych
lipidovych mediatorud, malych proteint ¢i nukleovych kyselin (Tabulka €. 1). Tyto biomarkery

odrazeji stav plicni tkané. Ke zménam v jejich koncentraci muze dochazet u plicnich

onemocnéni, jako jsou napf.

astma,

bronchoektazie ¢i rakovina [22].

chronicka obstrukéni plicni nemoc (CHOPN),

Tabulka ¢. 1: Pfehled vybranych biomarkert plicnich onemocnéni v EBC

Biomarkery odvozené
od oxidu dusnatého

Biomarker Metoda stanoveni Onemocnéni
Astma, CHOPN, kasel
pH pH metr souvisejici s GERD, akutni
poranéni plic, ARDS
Malé anorganické Spektrof.otom.etne, Astma, CHOPN, kufaci,
lekul H20, fluorimetrie, bronchiektazie, ARDS
AL, 7 chemiluminiscence !
Dusi¢nany Fluorimetrie Zvyseny u kurakd s CHOPN

S-Nitrosothioly

Spektrofotometrie

Astma, CF, CHOPN

3-nitrotyrosin LC-MS, EIA Astma, CF
Astma, koureni, CHOPN,
8-isoprostan EIA, GC-MS akutni p(.)vran’em plic, AR,DS'
CF, cvi¢enim vyvolany
bronchospazmus
Leukotrien B4 EIA CHOPN, CF, astma, NSCLC
ipi 3 ia L . Alergické astma, cviceni
Lipidové medistory Cysteinové leukotrieny EIA ereic Ieas ma, cvicenim
vyvolany bronchospazmus
Prostaglandin D2 EIA Alergické astma
Prostaglandin E2 EIA CHOPN, CF
Tromboxan A2 RIA Astma
IL-2 Multiplexovd imunoanalyza Astma
Cytokiny a chemokiny IL-4 Multiplexova imunoanalyza Astma
IL-5 Multiplexova imunoanalyza Astma

CHOPN - chronicka obstrukcni plicni nemoc; GERD - gastroezofagedini reflux; ARDS - syndrom akutni dechové tisné;
CF - cystickd fibroza;, LC-MS - spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem; EIA - enzymovd
imunoanalyza; GC-MS - spojeni plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem; NSCLC - nemalobunécny karcinom
plic; RIA — radioimunoanalyza; PCR — polymerdzova retézovd reakce; HPV - lidsky papilomavirus; qPCR - kvantitativni
polymerdzovd retézcovad reakce; miRNA — microRNA.
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Tabulka ¢. 1: Pfehled vybranych biomarkert plicnich onemocnéni v EBC - pokracovdni

Biomarker Metoda stanoveni Onemocnéni
IL-6 Multiplexovd imunoanalyza | Astma, exacerbace CHOPN
IFN-y Multiplexova imunoanalyza Astma
IL-18 Multiplexova imunoanalyza Astma
Cytokiny a chemokiny IL-1B Multiplexova imunoanalyza Exacerbace CHOPN
IL-8 Multiplexovd imunoanalyza | Astma, exacerbace CHOPN
IL-10 Multiplexovd imunoanalyza | Astma, exacerbace CHOPN
IL-12 Multiplexova imunoanalyza Exacerbace CHOPN
Exacerbace CHOPN,
DNA PCR detekce HPV v plicich,
Nukleové kyseliny rakovina
miRNA qPCR Astma a CHOPN

CHOPN - chronickd obstrukéni

plicni nemoc; GERD - gastroezofagedini reflux; ARDS - syndrom akutni dechové tisné;

CF - cystickd fibréza; LC-MS - spojeni kapalinové chromatografie shmotnostnim spektrometrem; EIA - enzymovad
imunoanalyza; GC-MS - spojeni plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem; NSCLC - nemalobunécny karcinom
plic; RIA — radioimunoanalyza; PCR — polymerdzovd retézovd reakce; HPV - lidsky papilomavirus; qPCR - kvantitativni
polymerdzova retézcovd reakce; miRNA — microRNA.

3.1.7 Problematika fedéni EBC

Jelikoz jsou tékavé organické latky, béiné pritomné v plynné fazi vydechovaného
vzduchu, rozpustény v EBC ve zkondenzované vodni pare, jejich vyslednou koncentraci
ovliviiuje predevsim rozdélovaci koeficient plyn/kapalina, teplota kondenzatoru &i jejich
rozpustnost ve vodé, nikoli vsak redéni. Naopak u aerosolovych ¢&astic, které obsahuji
diagnosticky vyznamné netékavé slouceniny, je problematika redéni stézejni [22]. V nékolika
studiich, i pres vyuzZiti vysoce citlivych analytickych metod, byly koncentrace téchto latek

znacné proménlivé [10].

Velkd ¢dast této variability je pravdépodobné zplsobena rozdily v fedéni aerosolovych
Castic ALF zkondenzovanou vodni parou. Jakékoli pozorované zvyseni koncentrace mediatoru
by mohlo byt teoreticky zplsobeno zvysenim jeho koncentrace v ALF. Existuje ale také
moznost, Ze dosSlo ke zvySeni objemu nebo pocétu aerosolovych c&astic ALF ¢i ke snizeni
mnozstvi zkondenzované vodni pary. Proto neni mozné Cinit jakékoli zavéry, tykajici se zmén

koncentraci v ALF ze zmén koncentraci v EBC, pokud nejsou k dispozici informace, tykajici se
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fedéni aerosolovych ¢astic vodni parou. Vzhledem k tomu, Ze fedéni netékavych sloucenin je
v EBC vys$si, neZ fedéni v ALF, je nutné stanovit indikator redéni EBC schopny odrazZet skute¢né
hladiny kazdého jednoho biomarkeru v dychacich cestach. Redéni ¢astic aerosolu je hlavnim

problémem pro spravnou klinickou interpretaci namérenych dat [5].

Effros et al. [10] ve své studii popsali atributy idedlniho biomarkeru fedéni EBC. Mél by
mit znamou a stabilni plazmatickou koncentraci a vysokou difuzni kapacitu pres bunécnou
membranu, zdroven by nemél byt produktem dychaciho traktu. PrestoZze doposud nebyl
zadnou studii definovan zlaty standard rfedéni EBC, bylo mnoho indikator( fedéni navrhovano
a testovano, napf. mocovina, celkova koncentrace bilkovin, celkova koncentrace kationt(

(Na*, K*, Ca*, Mg?*) &i vodivost lyofilizovanych a vakuové odparenych vzork( EBC [19,23].

ProtoZe fedéni vSech netékavych rozpusténych latek ALF zkondenzovanou vodni parou
by mélo byt stejné, je pravdépodobné, Ze k vypocltu fedéni by bylo mozné pouzit latky
pfitomné v EBC. V idedlnim pfipadé by se koncentrace biomarkeru fedéni méla rovnat jeho

koncentraci v plazmé [5].

3.1.8 Mocovina jako biomarker fedéni EBC

Mocovina byla vyuZita jako slibny biomarker fedéni jiz nékolikrat. Odlvodnéni pro jeji
pouziti je zaloZzeno na fyziologickych vlastnostech této molekuly. Jedna se o molekulu bez
naboje, s molekulovou hmotnosti 60,06 g/mol, ktera je rovhomérné distribuovana po celém
téle, tudiz se koncentrace vtkanovych tekutinach a vkrvi rovnaji [5,24]. Je tedy
pravdépodobné, Ze koncentrace mocoviny v plazmé a v ALF jsou velmi podobné. Didle
mocovina neni produkovana, ani ve vyznamnych mnozstvich degradovana, plicni tkani a rychle
se vyrovndava pres bariéry oddélujici krev a vzdusné prostory. | kdyz ji mohou produkovat
nékteré mikroorganismy v dychacich cestach, vyrazna difuzibilita této molekuly by tyto
mikrobidlni vstupy méla kompenzovat. Zaroven md mocovina relativné pomaly obrat
v lidském organismu a nizké kolisani v prabéhu 24 hodin. Dalsi dileZitou vlastnosti, kterou
disponuje molekula mocoviny, je relativni netékavost, proto mocovina v EBC s nejvétsi

pravdépodobnosti pochazi spiSe z ALF neZ z vydechovaného plynu [25].

Folesani et al. [26] svou studii potvrdili, Ze mocovina je difuzibilni sloucenina s velmi

omezenou tékavosti. Hodnoceni vlivu kondenzacni teploty na koncentraci mocoviny v EBC
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vedlo k charakterizaci tékavych vlastnosti molekuly mocoviny ex vivo. Zdanlivy pokles
koncentrace mocoviny s klesajici teplotou kondenzdatoru byl totiz zpUsoben zvySujicim se
poctem molekul zkondenzované vody, ¢imz dochazelo k vétsSimu redéni netékavych molekul.
Mocovinu ex vivo lze tedy povaZovat za prevainé netékavou slouceninu. Druhou stéZejni
vlastnost mocoviny, difuzibilitu, potvrdila studie Folesanietal.[26] ve spolupraci
s dialyzovanymi pacienty. Vysledek této studie potvrzuje, Ze fenomén volné difize ma
tendenci normalizovat hladiny mocoviny v krvi a v dychacich cestach a Ze koncentrace

mocoviny v EBC odrazi trend mocoviny v ALF.

3.1.9 Stanoveni mocoviny v EBC

V dusledku redéni vodni parou jsou koncentrace mocoviny v EBC mnohem nizsi, nez
napr. v moci nebo v krvi. Proto nemohou byt pro stanoveni mocoviny v EBC pouzity komercéné
dostupné chemické a kolorimetrické testovaci soupravy, jednoduse nejsou dostatecné citlivé
k detekci nizkych hladin mo&oviny. Usp&8né&jsi mohou byt pouze ve chvili, kdy se pouZiji ve

spojeni s riznymi formami Upravy a zakoncentrovani vzorku [25].

Effros et al. [3] méfili koncentraci mocoviny, resp. koncentraci amonnych kationtd, po
oSetfeni mocoviny uredzou. Nejprve musely byt vzorky lyofilizovany, pro odstranéni jiz
pritomnych kationtl ve vzorku, po nasledném osetfeni uredzou byla koncentrace amonnych

kationtll mérena pomoci iontové chromatografie.

V sedmdesatych, osmdesatych a devadesatych letech minulého stoleti byly vyvijeny
prvni chromatografické metody pro stanoveni mocoviny v EBC. VétSina z nich vyuZivala
plynovou chromatografii ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem. Zasadnim problémem
téchto metod byla potfeba komplikovanych postupl pripravy a derivatizace vzorkd EBC
[27-29]. Dalsi vyvoj byl proto smérovan k pfimému stanoveni mocoviny pomoci vysokouéinné
kapalinové chromatografie vtandemu s hmotnostnim spektrometrem bez slozité Upravy a
derivatizace vzork( [24]. Metody studii, které se snaZily vynechat krok derivatizace,
vyZadovaly ke stanoveni mocoviny velké objemy vzork( EBC, které je obtizné ziskat. DalSim
krokem pfi vyvoji nové bioanalytické metody pro stanoveni mocoviny v EBC je tedy zvyseni

citlivosti analyzy, aby bylo mozné pouzit malé mnozstvi EBC bez nutnosti derivatizace [25].
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Hmotnostni spektrometrie je kliCovym nastrojem pro selektivni a citlivou detekci
stopovych hladin metabolit( v biologickych tekutinach [30]. Hmotnostni spektrometrie nabizi
idealni metodu pro analyzu EBC, protoZe schopnost soucasné a citlivé detekovat vice iont(
nabizi potencial méfit jak biomarker onemocnéni, tak i biomarker fedéni, to vse pfi nizkych
koncentracich sloucenin v EBC [31]. Nasledujici Tabulka ¢. 2 obsahuje prehled metod,
vyuZivajici kapalinovou chromatografii (LC), pro stanoveni mocoviny v EBC publikovanych

v letech 2008-2020.
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Tabulka ¢. 2: Prehled publikovanych LC metod pro stanoveni mocoviny v EBC

i ey o Ref.
Odbér EBC Uprava vzorku Analytllcky Mobilni faze Kolona IS Pratok Detekce Retvencnl Citlivost
systém ¢as Rok
A: MeOH + H,0 (10:90)
Ventilator- +0,2% CH3COOH
inline HME Derivatizace B: MeOH + H,0 Phenorr)mineﬁrs)ynergl LoD [24]
Exspiracni mocovina 2> HPLC-MS/MS (90:10) +0,2% ofar- 15N,-mocovina 180 pl/min ESI-MS/MS <4 min 041
- imidi ! 2010
vétey 2-hydroxypyrimidin CHsCOOH 150 X 2,0 mm, 4 pm umol/I
ventilatoru Gradient
100% A > 40% A
20mM kyselina ’ Dionex CS11 LOD [26]
Turbo DECCS NE HPLC -UV methansulfonova NS 0,5mi/min | 190 nm NS 200 000
2
Izokraticka eluce 250 X4,0mm, 4 um umol/I 008
EBC + roztok IS > A:100% ACN Dionex Acclaim Mixed- LOD
odpafit 7h; 30 + B: 10mM AMAC + Mode HILIC-1 [25]
R-Tube 5 °C > digestof > HPLC-MS 0,025% CH3COOH 15N,-mocovina 1 ml/min ESI-MS/MS 4 min 60
X 150 X 4,6 mm, 5 um 2014
rozpustit v ACN - s
sakoncentrovani Izokraticka eluce umol/I
95%Aa5%B
Lyofilizace EBC a Gradient Atlantis T3 C18 ESI-MS/MS 131]
R-Tube resuspendace UHPLC-MS/MS | 596 MeOH + 0,1% FA > 13C-mocovina 250 pl/min 1,8 min NS
v HPLC H,0 150 X 2,0 mm, 1,8 um 2008

80% MeOH +0,1% FA

HME - filtr pro vyménu tepla a vihkost; ACN — acetonitril; MeOH — methanol; FA — kyselina mravenci; AMAC — octan amonny; NS - nespecifikovdano;, UHPLC — ultra-vysokoucinnd kapalinova
chromatografie; UV — ultrafialovd oblast; MS/MS — tandemovd hmotnostni spektrometrie; ESI - ionizace elektrosprejem.
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Tabulka ¢. 2: Pfehled publikovanych LC metod pro stanoveni mocoviny v EBC — pokracovdni

il s Ref.
. . Ret -
Odbér EBC Uprava vzorku Analyt’lcky Mobilni faze Kolona IS Priitok Detekce € vencnl Citlivost
systém Cas Rok
Lyofilizace EBC
24h; =60 °C; ACN/H,0 HILIC CQUITY UHPLC LOD 301
R-Tube 25 mTorr UHPLC-MS/Ms | 90:10+5mM AmAc BEH Amide 1C-mocovina | 0,3 ml/min | ESI-MS/MS NS 0.03
s ! 2013
Rekonstituce v Isokratickd eluce 100 X 1,0 mm, 1,7 um pmol/I
ACN/H,0 (80:20)
157,5 mg AMACv 11
Ne H,0/ACN BEH amide HPLC (32]
EcoScreen HPLC-MS/MS (5:95) 15N,-mocovina 0,5ml/min | ESI-MS/MS NS NS
Pouze piidani IS 100 X 3,0 mm, 2,5 um 2020

Isokraticka eluce

HME - filtr pro vyménu tepla a vlhkost; ACN — acetonitril; MeOH — methanol; FA — kyselina mravenci; AMAC — octan amonny; NS - nespecifikovdno; UHPLC — ultra-vysokoucinnd kapalinovad
chromatografie; UV — ultrafialovd oblast; MS/MS — tandemovd hmotnostni spektrometrie; ESI - ionizace elektrosprejem.
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3.2 Vyvoj a validace bioanalytické metody

Na zacatku celého procesu vyvoje bioanalytické metody musi byt nejprve plné
porozuméno stanovovanému analytu, konkrétné jeho fyzikalné-chemickym vlastnostem,
metabolismu in vitro iinvivo, jeho vazbé na proteiny apod. V dalsim kroku by mély byt
zvaieny aspekty analytickych metod, které byly pro analyzu daného analytu jiz v minulosti
pouzity. Pfi samotném vyvoji bioanalytické metody je hlavnim cilem definovat zdmeér, provozni
podminky, omezeni a vhodnost této metody pro zamysleny ucel a zajistit, aby byla dana
metoda optimalizovdna pro nasledujici validaci. Validace je dalsi nezbytnou soucdsti vyvoje
bioanalytické metody. Proces validace bioanalytické metody ma za cil posoudit, soucasné také
zdokumentovat a kone¢né potvrdit, Ze je takto optimalizovana metoda vhodna pro zamyslené
pouziti a k ziskavani relevantnich dat o analyzovanych vzorcich. Vystupem celé validace je

valida¢ni protokol [33,34].

Mezindrodni rada pro harmonizaci technickych pozadavkd na humanniléciva (ICH) uvadi
podminku, Ze u kazdé nové vyvinuté bioanalytické metody pro kvantifikaci analytd musi byt
provedena Uplna validace. Mezi parametry Uplné validace patfi ovéreni selektivity, specifity,
matricovych efektll ¢i prfenosu analytu, ale také uréeni kalibraéniho rozmezi, presnosti,
preciznosti, meze stanovitelnosti a detekce, stability a robustnosti. Souéasti kazdé validované
metody by mél byt také test zpuUsobilosti systému. Vybrané validacni parametry budou
vysvétleny nize. Pokud je metoda vyvijena pro stanoveni vice analytli nebo je urena pro
stanoveni analytu v rlznych biologickych matricich, méla by byt validace provedena pro
vSechny analyty i matrice oddélené. Jak pfi vyvoji metody, tak i pfi jeji validaci je velice dulezité
zachovat pokud mozZno co nejvice identické podminky, pfi nichZ bude probihat rutinni analyza
studovanych vzorkd, napf. odb&rovy materidl, antikoagulaéni ¢inidla apod. Castym
problémem pfi vyvoji bioanalytické metody je ziskani blankové matrice, tedy matrice bez

cilového analytu. Reenim muiZe byt pouZiti uméle pFipravené blankové matrice [34,35].

Existuje také moZnost provést pouze ¢aste¢nou validaci a to bud'v pripadé malych zmén
v jiz pIlné validované metodé&, nebo pokud dojde k uréitym zménam v analytickém systému.
Podminkou ¢astecné validace je splnéni kritérii testovanych parametr( jako pfi UpIné validaci.

Treti mozZnosti je kfizova validace, pfi niz jsou vysledky analyzy porovnavany s vysledky, které
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byly ziskany bud' jinou metodou ve stejné laboratofi, nebo stejnou metodou v jiné

laboratofi [34].

Jak bylo zminéno vyse, v soucasné dobé je nezbytné, aby byly veskeré bioanalytické
metody v rdmci kontroly kvality validovany. JelikoZ poZadavky na validaci vychazi z poZzadavk(
rGznych autorit, jako je napf. americky Ufad pro kontrolu potravin a lé¢iv (FDA), Evropska
agentura pro lécivé pripravky (EMA), Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii (IUPAC) a
mnoho dalSich, existuje celd rada vice ¢i méné podobnych smérnic a doporuceni pro validaci

bioanalytické metody, jejichz harmonizace je pro lepsi pfehled nezbytna [33,34].

3.2.1 Referencni standardy a kontrolni vzorky

Jak v prlbéhu validace metody, tak i pfi analyze studovanych vzork( se vyuZiva
kontrolnich vzorkdl, které mohou byt pripraveny v laboratofi obohacenim blankové matrice
ur¢itym mnoZstvim cilového analytu ve formé roztoku referencniho standardu k dosazeni
pozadované koncentrace. Je podstatné, aby byl referenéni standard identicky se
stanovovanym analytem, mél vysokou cistotu a byl ziskan od vérohodného a dohledatelného
zdroje. Je mozné vyuzit i komeréné dostupny certifikovany kontrolni material, obsahujici dany

analyt v pfislusné matrici [34].

Je-li v bioanalytické metodé vyuzivan kdetekci hmotnostni spektrometr (MS),
doporucuje se jako vnitini standard (IS) pouzit izotopové znaceny analyt. Je vSak nezbytné,
aby mél standard vysokou izotopovou C(Cistotu, aby nedochdzelo kizotopové vyménné

reakci [34].

3.2.2 Vybrané validacni parametry

3.2.2.1 Selektivita (Selectivity)

Selektivita znaci schopnost bioanalytické metody rozliSit a zméfit, Cili kvalitativné i
kvantitativné stanovit cilovy analyt ve studovaném vzorku a to i v pfitomnosti potencidlné
interferujicich latek v matrici tohoto vzorku. Oznaceni metody za selektivni tedy znamenj, Ze
za konkrétnich podminek umozniuje tato metoda stanoveni obsahu analytu i v pfitomnosti

jinych latek [33].
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P¥i chromatografickém hodnoceni selektivity pomoci blankovych vzorkd, vzork( matrice
bez cilového analytu nebo vnitiniho standardu, musi byt prokazano, Ze v retencnim case
interferujicimi latkami matrice vzorku, presnéji odezva by neméla byt vyssi nez 20 % dolniho
kvantifikac¢niho limitu (LLOQ) cilového analytu a 5 % IS. Hodnoceni by mélo probihat na Sesti
individualnich zdrojich pfislusné matrice bez cilového analytu, nejlépe od muzl i Zzen, zdravych

i nemocnych. Vyjimku tvofi vzacné matrice, u nichz je povolen mensi pocet zdrojl [34].

3.2.2.2 Specifita (Specificity)

Pokud je ve studovaném vzorku biologické matrice ocekdvana pritomnost latek
podobnych cilovému analytu, mél by byt dopad téchto latek vyhodnocen béhem validace
metody. Specifita je schopnost bioanalytické metody detekovat a odliSit analyt od vsSech
ostatnich latek, véetné latek jemu pribuznych jako jsou napf. strukturné podobné latky,
metabolity ¢i izomery cilového analytu, nedistoty nebo produkty rozkladu vznikajici pfi Upravé

vzorku [34].

3.2.2.3 Matricové efekty (Matrix Effect)

Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie poskytlo mnoho vyhod,
napr. vyssi citlivost ¢i selektivitu. Ruku v ruce s vyhodami pfinasi toto spojeni také nevyhody,
mezi néz se fadi i matricové efekty. Matricové efekty jsou definovany jako zména odezvy

cilového analytu v disledku rusivé a casto neidentifikovatelné slozky v matrici vzorku [34,36].

Stanoveni matricovych efektll by mélo byt provedeno pomoci minimalné Sesti
blankovych vzorkG dané matrice ziskanych od individudlnich darcdG a to na dvou
koncentracénich hladindch. Matrice vyuzitd pro stanoveni matricovych efektl by se méla co
nejvice podobat matrici studovanych vzork(i a to vcetné napt. antikoagulacnich pfisad.
Zaroven, pokud je zamyslenym vyuZzitim dané metody napf. analyza vzorku pacientd s plicnim
onemocnénim, mély by byt matricové efekty stanovovany v pravé takovychto vzorcich.
V pfipadé vzacnych matric, jako je napf. mozkomisni mok, Ize pro stanoveni matricovych
efektl zvolit ndhradni matrici, jeji vybér a pouziti musi byt zdlivodnény. Matricové efekty by

mély byt stanoveny také pro vnitini standard [34,36].
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Matricové efekty (ME) lze vypocitat pomoci nasledujici rovnice, kterd vyuzivd pomér
plochy piku cilového analytu, ktery byl do blankové matrice pfidan aZ po Upravé vzorku (B) k

plose piku analytu bez matrice (A), Cili k plose piku Cistého roztoku analytu [33].
B
ME (%) = 1 100

Matricové efekty jsou vypocéteny pro kazdou ze Sesti matric samostatné a musi splfiovat

kritérium pro preciznost RSD < 15 % [36].

3.2.2.4 Kalibracni k¥ivka a kalibracni rozmezi (Calibration Curve and Range)

Kalibracni kfivka vizualizuje linedrni zavislost odezvy analytického systému na nominalni
koncentraci analytu. Kalibra¢ni standardy pro sestaveni kalibraéni kfivky jsou pfipravovany

obohacovanim matrice zndmym mnozstvim referenéniho standardu cilového analytu [34].

Kalibracni rozmezi je voleno tak, aby pokryvalo predpokladané koncentraéni hladiny
mezi stanovitelnosti LLOQ a nejvy$sim bodem kalibrace, horni mezi stanovitelnosti ULOQ. Dale
by v rdmci sestavovani kalibrac¢ni kfivky mély byt zméreny také blankovy vzorek, nulovy vzorek
(blankovy vzorek s pfidavkem 1IS) a minimalné Sest koncentraci kalibrac¢nich standardd. Po
sestaveni kalibraéni kfivky je zapotrebi zpétné vypocitat koncentraci kalibra¢nich standard(.
Pfesnost zpétné vypocitanych koncentraci kazdého kalibraéniho standardu by méla byt
vrozmezi £ 15 %, u LLOQ * 20 %. VySe uvedena kritéria by mélo splfiovat alespon 75 % vSech

kalibrac¢nich standard’ s minimem Sesti koncentracnich hladin [34].

3.2.2.5 Presnost a preciznost (Accurancy and Precision)

Priprava vzorkl pro stanoveni pfesnosti a preciznosti

Stanoveni presnosti a preciznosti se provadi pomoci kontrolnich material(i. Vzorky pro
kontrolu kvality jsou uréeny k tomu, aby napodobily studované vzorky. Jak bylo nékolikrat
feCeno, meély by byt pfipraveny obohacenim blankové matrice zndmym mnozstvim
referencniho standardu analytu, ndsledné zpracovany za podminek predpokladanych pro
studované vzorky a konec¢né analyzovany za Ucéelem posouzeni validity dané bioanalytické

metody [34].
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ICH uvadi, Ze k validaci metody by mély byt pfipraveny minimalné 4 drovné koncentrace
kontrolnich vzork(l a to v celém rozsahu kalibracni kfivky. Tyto 4 drovné by mély idealné
zahrnovat LLOQ, trojnasobek LOQ (nizkd hladina koncentrace kontrolniho vzorku), 30-50 %
rozsahu kalibracni kfivky (stfedni hladina koncentrace kontrolniho vzorku) a minimalné 75 %

ULOQ (vysoka hladina koncentrace kontrolniho vzorku) [34].
Hodnoceni presnosti a preciznosti

Presnost a preciznost by méla byt stanovena analyzou kontrolnich vzork( v ramci jedné
série méreni (within-run) a také mezi mérenimi (between-run). Pfesnost a preciznost v ramci
jedné série by méla byt vyhodnocena analyzou alespori 5 vzork(l pro kazdou uroven
koncentrace kontrolniho vzorku. Pfesnost a preciznost mezi sériemi by méla byt vyhodnocena
analyzou kazdé koncentracni uUrovné kontrolniho vzorku alespont 3 vzorkl v nejméné 2

odlisnych dnech [34].
Pfesnost

Pfesnost je validacnim parametrem, ktery udava miru tésnosti shody mezi namérenym
vysledkem a nominadlni referen¢ni hodnotou. Celkova ptresnost kazdé urovné koncentrace by
se méla pohybovat v rozmezi + 15 % od nominalni hodnoty koncentrace. Vyjimku tvofi LLOQ,

kde by odchylka neméla prekrocit + 20 % [34].
Preciznost

Parametr preciznosti vyjadiuje miru tésnosti shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky
méreni, ktera se vyjadfuje jako relativni smérodatna odchylka (RSD). Namérené hodnoty
preciznosti by se mély pohybovat v rozmezi RSD + 15 %. Vyjimku opét tvori LLOQ, kde je
povolend RDS + 20 % [34].

3.2.2.6 Prenos analytu (Carry-over)

Prenos analytu se projevi jako zména namérené koncentrace a to v disledku zbytkového
analytu z pfedchoziho vzorku, ktery z(stdva v analytickém pfistroji. Pfenos analytu by mél byt
posuzovan a minimalizovan v pribéhu vyvoje metody. Béhem validace by mél byt prenos
analytu posouzen analyzou slepych vzorkd ihned po analyze kalibracniho standardu
odpovidajici ULOQ. ICH definuje, Ze k pfenosu analytu nedochdzi, pokud je odezva v blankové

matrici v odpovidajicim retenénim case nizsi nez 20 % LLOQ cilového analytu a 5 % IS [34].
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3.2.2.7 Stabilita (Stability)

Aby bylo zajisténo, Ze kaidy krok provedeny béhem pfipravy, zpracovani a analyzy
vzorku ¢i zvolené podminky pfi skladovani neovlivni koncentraci cilového analytu ¢i IS, mélo
by byt v ramci validace provedeno hodnoceni jejich stability. Jak podminky skladovani, tak i
podminky analyzy jako jsou napf. doba a teplota uchovani vzorkl, matrice vzorku,
antikoagulant ¢i materidl odbérové nadoby aplikované na vzorky pro testovani stability by
mély identicky kopirovat podminky pouzivané pro studované vzorky. Stabilita je hodnocena

pomoci kontrolnich vzorkd na dvou koncentracnich hladinach [34].

V ramci validace by méla byt provérena stabilita zasobnich a pracovnich roztok( analytu
a IS, stabilita matrice po opakovaném zmrazovani a rozmrazovani, kratkodobd stabilita
matrice pfi praci na pracovnim stole, stabilita jiz zpracovaného vzorku napf. v autosampleru a

dlouhodoba stabilita analytu v matrici skladované v mrazaku [34].

3.2.2.8 Test zpusobilosti systému (System Suitability Test)

Test zpUsobilosti systému (SST) by mél byt soucéasti kazdé bioanalytické metody, protoze
zaru€uje adekvatni ucinnost chromatografického sytému pred jeho pouZitim. SST je pak
provadén vzdy na pocatku kazdého meéreni, pfi urcitych zménach v systému nebo pfi
podezieni na chybu v systému s vyuzitim kontrolnich vzorkd nebo referencnich vzorka.
Zvolené parametry SST by mély idealné zahrnovat parametry pro ddavkovani vzorku
napr. opakovatelnost nastriku, parametry pro separaci napf. rozliseni a parametry pro detekci
napf. pomér signal /Sum. SST neni soucasti smérnic ICH, naopak autority jako napf. FDA ¢i
Cesky lékopis povazuji SST jako nutnou soucast ka?dé validované bioanalytické

metody [33,36].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristrojové vybaveni
4.1.1 Pristroje a pomucky

UHPLC systém Nexera, Shimadzu (Japonsko):

e Centralni komunikaéni jednotka CBM-20A
e Degaser DGU-20A3
e Dvé vysokotlaka cerpadla LC-30AD s rozsahem pratoku 0,0001-5 ml/min
e Autosampler SIL-30AC pro vzorky ve vialkdch i v mikrotitracnich desti¢kach; teplotni
rozsah 4-40 °C
e Rack Changer Il modul pro manipulaci a uchovani mikrotitrac¢nich desticek
e Kolonovy termostat CTO-20AC; teplotni rozsah 4-85 °C
e Sesticestny selekéni ventil FCV-32AH
e Detektor
» Hmotnostni spektrometr LCMS 8030 s trojitym kvadrupdlem, Shimadzu
(Japonsko) s ionizaci elektrosprejem (ESI)

e Pocitacovy software LabSolutions 5.41 SP1
Analytické vahy AG CPA 623S, Sartorius (Némecko)
Vakuova odparka Concentrator plus AD 5301, Eppendorf (Némecko)
Vortex Lab Dancer, Ika Werke (Némecko)
Mechanické pipety mLine, Sartorius (Némecko)
Magneticka michacka s ohfevem, lka Werke (Némecko)
pH metr Sentron Argus (Nizozemsko)
Vakuové pumpa Vacc Space 50, Chromservis (Ceskd republika)

Filtry Hydrophilic Polypropylene membrane filtres 100/pack, GH polypack 47 mm, 0,2 um, Pall
Life Science (USA)

Mikrotitraéni desti¢ky Brandplates puregrade 350 pl (Némecko)
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4.1.2 Chromatografické kolony

Kinetex® Polar C13 100 A, 100 x 3,0 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA)
Kinetex® HILIC 100 A, 50 x 2,10 mm, 1,7 um, Phenomenex (USA)

Kinetex® HILIC 100 A, 100 x 2,10 mm, 1,7 um, Phenomenex (USA)

4.2 Pouzité chemikalie

Voda (LC-MS Chromasolv®), Fluka analytical - Sigma Aldrich (Ceska republika)
Acetonitril (LC-MS Chromasolv®), Fluka analytical - Sigma Aldrich (Ceska republika)
Kyselina mravendi (98-100%) Emsure®, Merck (Ceska republika)

Methanol (LC-MS Chromasolv®), Fluka analytical - Sigma Aldrich (Ceska republika)
Octan amonny (2 99%), Fluka analytical - Sigma Aldrich (Ceska republika)
Mraven&an amonny (2 99%), Fluka analytical - Sigma Aldrich (Ceska republika)

Mocovina - Urea puriss. p.a., ACS reagent, reag. Ph. Eur.,, = 99 57-13-6 - Sigma Aldrich
(Ceska republika)

15N,mocovina - Urea-1>N, 15N 98atom, 99 CP 2067-80-3 - Sigma Aldrich (Ceska republika)

4.3 Ptiprava roztoku
4.3.1 Mobilni faze

Pfi optimalizaci slozeni mobilni faze (MF) byly zkouseny rGizné poméry nasledujicich
roztokd: LC-MS voda, LC-MS voda s 0,1% kyselinou mravenci (FA), octan amonny (AMAC),
mravencan amonny (AMFO), acetonitril (ACN) s 0,1% FA a methanol (MeOH) s 0,1% FA.

Oba pufry byly pfipraveny o koncentraci 10 mmol/Il tak, Ze navazka 77 mg octanu
amonného byla rozpusténa ve vodé LC-MS kvality ve 100ml odmérné barce a doplnéna po
rysku. Taktéz navazka 63 mg mravencanu amonného byla rozpusténa v LC-MS vodé ve 100m|
odmérné bance a doplnéna po rysku. Oba pufry byly nasledné prefiltrovany pomoci vakuové
pumpy pres hydrofilni polypropylenové membranové filtry s velikosti pori 0,2 um. Hodnota

pH takto pfipraveného octanu amonného byla 6,2. Cast octanu amonného byla okyselena na
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pH 3,1 pfidanim 100 ul FA. Namérené pH pfipraveného a pouzitého mravenfanu amonného

bylo 6,0.

FindlIni sloZeni mobilni faze obsahovalo 90 % (90 % ACN + 10 % MeOH + 0,1% FA) + 10 %
LC-MS H0.

4.3.2 Zasobni roztok standardu mocoviny

Na analytickych vahach bylo navazeno 6 mg mocoviny. Tato navazka byla nasledné
rozpusténa ve vodé LC-MS kvality v 50ml odmérné barice a doplnéna po rysku. Vysledna
koncentrace takto pripraveného roztoku odpovidala 2000 umol/Il. Zasobni roztok standardu
mocoviny byl uchovavan v lednici pti 4 °C po dobu 6 mésich. Ze zasobniho roztoku byly
pribéiné pfipravovany pracovni roztoky pozadovanych koncentraci. Tyto pracovni roztoky

byly fedény dle aktudlni potfeby vodou LC-MS kvality, ACN ¢&i mobilni fazi.

4.3.3 Zasobni roztok vnitfniho standardu mocoviny

Navazka 3,1 mg vnitiniho standardu mocoviny (*>N2-mocovina) byla rozpusténa v LC-MS
vodé ve 25ml odmérné bance a doplnéna az po rysku. Vysledna koncentrace roztoku IS byla
2000 pumol/I. Timto zpUsobem pripraveny zasobni roztok byl skladovan v lednici pfi 4 °C po
dobu 6 mésicli. Nasledné byly pripravovany pracovni roztoky IS o nizsi koncentraci, zasobni

roztok byl fedén ACN.

4.3.4 Smés standardu

Pro optimalizaci chromatografické metody byla pouzita smés standardu mocoviny a
vnitfniho standardu v MF. Objemy jednotlivych slozek smési byly zvoleny tak, aby vysledna
koncentrace kazdého ze standardl byla 1 umol/I. Vzhledem ke sloZitosti MF jsou jednotlivé
objemy slozek pro pfipravu 10 ml smési uvedeny v nasledujici Tabulce ¢. 3. Kyselina mravenci
byla pfiddna jako posledni v takovém mnozstvi, aby jeji vysledna koncentrace ve smési

byla 0,1%.
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Tabulka ¢. 3: SloZeni smési standardu mocoviny a vnitiniho standardu v 10 ml

Slozky smési Objem

ACN 6480 pl
Mocovina 10 umol/I 1000 pl
15N,-mocovina 10 pmol/I 1000 pl
LC-MS H,0 800 pl

MeOH 720 pl

FA 7,8 ul

4.3.5 Rozpoustédlo vzorku

Pro usnadnéni rozpousténi odparenych vzork( EBC byl pfipraven roztok. Tento roztok
obsahuje vSechny slozky mobilni faze a vnitfni standard. V Tabulce ¢. 4 jsou uvedena mnozstvi

jednotlivych sloZzek pro 1 ml rozpoustédla vzorku, koncentrace IS je 1 umol/I.

Tabulka ¢. 4: SloZky rozpoustédla vzorku a jejich objemy v 1 ml

Slozky rozpoustédla Objem
vzorku

ACN 710 pl

LC-MS H,0 100 pl

1>N,-mocovina 10 pmol/I 100 pl

MeOH 90 ul
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace chromatografické metody

V prabéhu optimalizace chromatografické metody byly postupné hledany vhodné
podminky pro analyzu standardnich Iatek. Konkrétné byly optimalizovany detekéni podminky,
vnitini standard, nastfikovany objem vzorku, typ stacionarni faze, slozeni mobilni faze a

rozpoustédla pro odpareny vzorek EBC.

Prostfednictvim odborné literatury byly dohledany potiebné informace o analyzované

latce, v€etné vlastnosti, struktury Ci jiz testovanych a publikovanych analytickych metod.

5.1.1 Vnitini standard

Jako wvnitfni standard je potfeba zvolit ldtku, kterd se svou strukturou a
fyzikdlné-chemickymi  vlastnostmi  podobd stanovovanému analytu. Hmotnostni
spektrometrie umoziuje pouzit izotopové znacdenou molekulu IS. Stabilni izotopy maji
podobné vlastnosti s analyzovanou latkou, lisi se primarné relativni molekulovou hmotnosti,
ktera zajisti jejich pozadované rozlisSeni pti MS analyze. Navic jsou stabilni izotopy schopny

vyrovnavat nepresnosti zplsobené zpracovanim vzorku ¢i odezvou detektoru.

V publikovanych studiich byly pfi vyvoji LC-MS metody pro analyzu mocoviny v EBC
nejcastéji jako vnitfni standard vyuZivany izotopové zna¢ené molekuly mocoviny. Jednalo se o
molekuly znaéené bud na atomu uhliku [30,31], na atomu dusiku [24,25,28] nebo na atomu

uhliku i dusiku [37].

Pro UHPLC-MS/MS analyzu mocoviny v EBC byla jako vnitini standard zvolena molekula
mocoviny s izotopové znaéenym dusikem (**N,-mocovina). Vyhodou tohoto IS je srovnatelnd
struktura s analyzovanou molekulou moc&oviny v EBC, lisi se pouze izotopovym znacenim *°N.
Diky tomu maji obé molekuly velmi podobné chromatografické vlastnosti, liSi se zejména

detekénimi podminkami.
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5.1.2 Detekcni podminky

Vhodné detekéni podminky byly zjistény prostfednictvim automatické optimalizace
detekce s vyuZitim standardniho roztoku mocoviny a IS. Hmotnostni spektrometr timto
zpUusobem vyhodnotil nejen tzv. MRM prechody (Multiple Reaction Monitoring), které byly
nasledné porovndany s odbornou literaturou, ale také dalsi dileZité podminky detekce jako je

napéti na kapilare, teplota na Heat bloku apod.

Pro vétsi selektivitu metody byla zvolena kombinace dvou MRM pfechodi a to jak pro
molekulu mocoviny, tak i pro vnitini standard. Tabulka ¢. 5 uvadi detekéni podminky pro
mocovinu a vnitfni standard v¢etné nastaveného napéti, koliznich energii a ¢asu prodlevy.

Dalsi parametry detektoru jsou v Tabulce C. 6.

Na Obrdzku c. 4 bylo ovéreno, Ze IS nezpUsobil navyseni odezvy stanovovaného analytu.
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Obrdzek ¢. 4: MRM prechody pro IS

MF 90 % (90 % ACN + 10 % MeOH + 0,1% FA) + 10 % LC-MS H,O; Kinetex HILIC 100 A,
100 x 2,10 mm, 1,7 um; nastrikovany objem: 2 ul; pritokovd rychlost: 0,2 ml/min.
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Tabulka ¢. 5: Detekéni podminky pro mocovinu a vnitini standard

Prekurzorové Produktové Cas prodlevy Q1 CE Q3
ionty (m/z) ionty (m/z) (ms) (V) (V)
Mocovina
61 44,05 50,0 -10,0 -21,0 -18,0
61 18,10 50,0 -10,0 -13,0 -23,0

15N,-mocovina

63 44,9 50,0 -10,0 -22,0 -18,0

63 19,05 50,0 -10,0 -12,0 -22,0

Q1 - kvadrupdl 1; Q3 — kvadrupdl 3, CE — kolizni energie.

Tabulka ¢. 6: Nastaveni parametri detekce

Typ ionizace ESI +

Napéti na kapilare 4,5 kv
Teplota na DL (Desolvation Line) 250 °C
Teplota na Heat bloku 400 °C
Prutok susiciho plynu 15 I/min
Prutok nebuliza¢niho plynu 3 I/min

5.1.3 Volba stacionarni faze a slozeni mobilni faze

V rdmci optimalizace stacionarni faze byly testovany 3 rGzné typy analytickych kolon —
Kinetex Polar C15 100 A, 100 x 3,0 mm, 2,6 um, Kinetex HILIC 100 A, 50 x 2,10 mm, 1,7 um a
Kinetex HILIC 100 A, 100 x 2,10 mm, 1,7 um. Zaroven bylo optimalizovano sloZeni mobilni

faze.
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5.1.3.1 Kinetex Polar C15100 A, 100 x 3,0 mm, 2,6 pum

PFi volbé prvni kolony jsme vychazeli z publikace Quan et al. [24]. Stacionarni faze
zvolené kolony Kinetex Polar Cis je tvorena silikagelovymi povrchové poréznimi ¢asticemi,
jejichz povrch je chemicky modifikovan. Navazany alkyl Cig zprostfedkovava hydrofobni
interakce, polarni modifikace naopak zvysuje retenci pro poldrni latky. Silikagelové povrchové
porézni Castice se skladaji ze dvou odliSnych casti sorbentu. Pevné jadro, které je tvofeno
neporéznim silikagelem, je pokryto nékolika vrstvami porézniho, v tomto pfipadé chemicky

modifikovaného, silikagelu, na némz probihd separace.

Pfi optimalizaci sloZeni mobilni faze byly na této koloné testovany rtiizné poméry LC-MS
vody a ACN. Mocovina se ve vSech pfipadech eluovala z kolony v retenénim ¢ase mrtvého
objemu. Zaroven analyza neposkytovala pozadovanou citlivost. Pro dalsi fazi optimalizace byla

zvolena jina kolona.

5.1.3.2 Kinetex HILIC 100 A, 50 x 2,10 mm, 1,7 pm

Kolona Kinetex HILIC byla zvolena na zakladé poznatkl ze studie Wang et al. [37].
Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) totiZz poskytuje velmi dobrou retenci vysoce
polarnim latkdm. Kombinuje poldrni stacionarni fazi svodné-organickou mobilni fazi,
nejcastéji ACN (50-99 %) svodou nebo pufrem. Analyty jsou pfi priichodu kolonou
rozdélovany mezi hydrofobni ¢ast mobilni faze a hydrofilni vrstvu, ktera je tvofena vodnou
slozkou mobilni faze imobilizovanou na povrch poldrni staciondrni faze. Stacionarni fazi této

kolony tvofi silikagelové povrchové porézni ¢astice.

Na této koloné byla testovana rada mobilnich fazi (Tabulka ¢. 7). Nejprve byl zkousen
ACN (0,1% FA) s LC-MS vodou. HILIC kolona vykazovala, v porovnani s kolonou Polar Cis,
optimalnéjsi vlastnosti pti analyze nizSich koncentraci mocoviny. Kombinace 90 % ACN
(0,1% FA) a 10 % LC-MS vody pro analyzu standardu mocoviny o koncentraci 10 umol/I zajistila
lepsi tvar a vysSsi intenzitu piku. Retencni ¢as analytu se zvysil. DoSlo také ke snizeni Sumu
zakladni linie (Obrdzek ¢. 5). Pro dalsi optimalizaci byla zvolena kolona HILIC, na niZ se
testovalo finalni sloZzeni mobilni faze, optimalni hodnota pH, nastfikovany objem vzorku i

vnitrni standard.
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Obrazek ¢. 5: Chromatogram
Standard mocoviny (10 umol/l); 90 % ACN (0,1% FA) : 10 % LC-MS HO; Kinetex HILIC 100 A,
50 x 2,10 mm, 1,7 um; nastfikovany objem: 1 ul; pratokovd rychlost: 0,2 ml/min.

ProtoZze koncentrace mocoviny v EBC jsou velmi nizké, cilem dalsi optimalizace bylo
zvysit citlivost analyzy. Kyselina mravenci byla pfidavana k organické slozce mobilni faze pro
usnadnéni ionizace a zlepSeni nasledné detekce. JelikoZ ocekavané zvyseni intenzity piku po
obohaceni jak vodné, tak organické slozky 0,1% FA nebylo pozorovano, ponechali jsme

kyselinu mravenci pouze v organické slozce.
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V dalsi fazi optimalizace mobilni faze byla voda vyménéna za pufry. 10mM octan
amonny (pH 6,2 a 3,1) ani 10mM mravencan amonny (pH 6,0) v kombinaci s ACN (0,1% FA)
nezvysily intenzitu piku, naopak. Intenzita byla mnohonasobné nizsi v porovnani s LC-MS

vodou (Obrazek ¢. 6).
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Obrazek ¢. 6: Chromatogram

Standard mocoviny (10 umol/l); 1) 90 % ACN (0,1% FA) : 10 % LC-MS H,0; 2) 90 % ACN (0,1%
FA):10 % 10mM AMAC (pH 6,2); 3) 90 % ACN (0,1% FA) : 10 % 10mM AMAC (pH 3,1); 3) 90 %
ACN (0,1% FA) : 10 % 10 mM AMFO (pH 6,0); Kinetex HILIC 100 A, 50 x 2,10 mm, 1,7 um;
nastrikovany objem: 1 ul; pritokovd rychlost: 0,2 ml/min.
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V dalsim kroku byl ACN (0,1% FA) vyménén za methanol (0,1% FA). P¥i sloZzeni mobilni
faze MeOH (0,1% FA) : LC-MS voda v poméru 90 : 10 bylo dosazeno nejvyssi intenzity piku.
Toto zlepSeni vSak doprovazel i posun retenéniho ¢asu analytu k mrtvému retenénimu ¢asu
kolony. Mrtvy retencéni ¢as mél hodnotu 0,65 min, retencni ¢as mocoviny byl 0,68 min

(Obrazek ¢. 7). Dale byl optimalizovan retencni ¢as.
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Obrazek ¢. 7: Chromatogram

Standard mocoviny (10 umol/l); 1) 90 % ACN (0,1% FA) : 10 % LC-MS H,0; 2) 90 % MeOH (0,1%
FA) : 10 % LC-MS H»0; Kinetex HILIC 100 A, 50 x 2,10 mm, 1,7 um; nastfikovany objem: 1 ul;
pritokovd rychlost: 0,2 ml/min.
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Pro posun retenc¢niho ¢asu pfi souCasném zachovani vysoké intenzity piku byly zkouseny
razné poméry ACN, MeOH a vody (Tabulka €. 7). V rdmci organické slozky MF pfidavek 5 %
ACN k MeOH nic nezménil, az pridavek 50 % ACN mirné posunul retenéni ¢as. Jak ukazuje
Obrazek ¢. 8, kombinace 90 % (90 % ACN + 10 % MeOH + 0,1% FA) + 10 % LC-MS vody byla

nejlepsim kompromisem mezi intenzitou piku a reten¢nim ¢asem analytu.
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—90 % (5 % ACN + 95 % MeOH + 0,1% FA) + 10 % LC-MS H20
90 % (50 % ACN + 50 % MeOH + 0,1% FA) + 10 % LC-MS H20
——90 % (90 % ACN + 10 % MeOH + 0,1% FA) + 10% LC-MS H20

Obrazek ¢. 8: Chromatogram

Standard mocoviny (1 umol/l); 1) 90 % (5 % ACN + 95 % MeOH + 0,1% FA) + 10 % LC-MS H0;
2) 90 % (50 % ACN + 50 % MeOH + 0,1% FA) + 10 % LC-MS H;0; 3) 90 % (90 % ACN + 10 %
MeOH + 0,1% FA) + 10% LC-MS H>O; Kinetex HILIC 100 A, 50 x 2,10 mm, 1,7 um; nastfikovany
objem: 1 ul; pratokovd rychlost: 0,2 ml/min.
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Tabulka €. 7: SloZeni mobilnich fazi (organickd sloZka vidy obsahovala 0,1% FA)

Rozpoustédio Pomér

LC-MS H,0 10 - - - 10 5 10 |10 | 10 | 10 10

LCMSHO0+01%FA | - |10 | - | - | - | - | - | - | -] - | - -

10mMMAMACPH6,2 | - | - |10 | - | - | - | - N )

10mM AMACpH 3,1 - - 10 - - - - - - - -

10mMAMFOpPHG6,0 | - | - | - | - [ 10| - | - N )

ACN 90 | 90 | 90 | 90 | 90 - - 45 | 9 | 45 | 81 | 855

MeOH - - - - - 90 | 95 | 855 | 81| 45 9 4,5

5.1.3.3 Kinetex HILIC 100 A, 100 x 2,10 mm, 1,7 pm

Kolona HILIC se pfi optimalizaci chromatografickych podminek osvédcila. Proto byla
vyzkousSena i totozna kolona, pouze v delSim provedeni (100 mm). Na prvni pohled doslo
zménou kolony pouze k ocekdvané zméné retentniho ¢asu analytu. Presto, pfi porovnani
nékterych validacnich parametrd, jako je opakovatelnost nastfiku ¢i faktor symetrie byly
hodnoty 100mm kolony optimalné;si. Jako findIni analytickd kolona byla tedy vybrdna Kinetex
HILIC 100 A, 100 x 2,10 mm, 1,7 um. Pfi pratoku 0,2 ml/min umoznovala rychlou analyzu do
2 minut. Tato kolona poskytovala pro polarni molekulu mocoviny dobrou retenci a intenzitu

piku. Retencni ¢as analytu byl 1,6 minut (Obrdzek ¢. 11).

5.1.4 Slozeni rozpoustédla vzorku

Literatura uvadi, Ze pro chromatografickou separaci v HILIC médu je optimalni, aby
rozpoustédlo vzorku mélo podobné sloZeni jako mobilnifaze [33]. V rdmci optimalizace slozeni

rozpoustédla vzorku byly testovany ACN, MeOH, LC-MS voda a jejich kombinace.

| pres sloZitost pripravy se opravdu potvrdilo, Ze pro analyzu na HILIC koloné je
nejidedlnéjsi sloZeni rozpoustédla pro odpareny vzorek EBC totozné se slozenim mobilni faze.

Jednotlivé slozky rozpoustédla vzorku a jejich mnozstvi uvadi Tabulka €. 4.
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5.1.5 Uprava biologického materialu

Cilem vyvoje nové UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni mocoviny v EBC bylo vytvorit
jednoduchou a rychlou metodu s minimalni GUpravou biologického materidlu. Pfimy nasttik na
kolonu, ktery se nabizel jako prvni, predstavoval nékolik rizik. Literatura neuvadi presné
sloZzeni matrice EBC, nebylo tedy mozZné vyloucit zaneseni a zni¢eni kolony. DalSim dlvodem
pro vyloucéeni pfimého nastfiku byla kombinace polarnich vlastnosti molekuly mocoviny,

majoritniho zastoupeni zkondenzované vodni pary ve vzorku EBC a mechanismus HILIC.

P¥i prvnim pokusu Upravy biologického materialu byl vzorek EBC nafedén ACN (0,1% FA)
v poméru 1 : 1, aby se zmensSilo zastoupeni vodné slozky ve vzorku. Tento postup redéni vsak

nebyl shledan jako optimalni vzhledem k nizkym hladindm mocoviny v EBC (Obrdzek c. 9).

Pro upravu vzork( EBC pred analyzou, byl zvolen jednoduchy postup odpafovani pomoci
vakuové odparky. Vzorky EBC, skladované v mrazicim boxu pfi teploté -80 °C, byly rozmrazeny
pfi laboratorni teploté. 100 ul vzorku bylo pipetovano do 2ml mikrozkumavky, nasledovalo
odparovani pfi teploté 45 °C po dobu 2 hodin. Po odpareni byl vzorek rozpustén ve 100 ul
rozpoustéla, prenesen do mikrotitracni desticky a ihned analyzovan. Na Obrdzku €. 10 je

zaznam analyzy vzorku EBC.
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Obrazek ¢. 9: Chromatogram

EBC fedény ACN (0,1% FA) v poméru 1 : 1; 90 % (90 % ACN + 10 % MeOH + 0,1% FA) + 10 %
LC-MS H;O; Kinetex HILIC 100 A, 50 x 2,10 mm, 1,7 um; nastfikovany objem: 1 ul; pritokovd
rychlost: 0,2 ml/min.
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Obrazek ¢. 10: Chromatogram

EBC pacienta; 90 % (90 % ACN + 10 % MeOH + 0,1% FA) + 10 % LC-MS H:O; Kinetex HILIC 100
A, 100 x 2,10 mm, 1,7 um; nastrikovany objem: 2 ul; pritokovd rychlost: 0,2 ml/min.
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5.1.6 Nastrikovany objem

V samotném zavéru optimalizace chromatografickych podminek bylo upraveno
mnozstvi nastfikovaného vzorku. Zména nastfikovaného objemu z 1 pl na 2 ul nijak nezhorsila

tvar piku, naopak o¢ekdvané zvysila jeho intenzitu (Obrdzek ¢. 11).
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Obrazek ¢. 11: Chromatogram

Standard mocoviny (1 umol/l); 90 % (90 % ACN + 10 % MeOH + 0,1% FA) + 10 % LC-MS H0;
Kinetex HILIC 100 A, 100 x 2,10 mm, 1,7 um; nastfikovany objem: 2 ul; pritokova rychlost:
0,2 ml/min.
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5.2 Souhrn vybranych podminek

Jako findlni kolona byla zvolena Kinetex HILIC 100 A, 100 x 2,10 mm, 1,7 um. Tato kolona
umoznovala pfi pratoku 0,2 ml/min rychlou analyzu do 2 minut a poskytovala pro polarni
molekulu mocoviny dobrou retenci a intenzitu piku. Zvolené podminky pro analyzu jsou

uvedeny v Tabulce ¢. 8.

Pro upravu vzork( EBC byl zvolen postup odpafovani. 2 ml EBC byly odparovany pfi

teploté 45 °C po dobu 2 hodin. Nasledné byl vzorek rozpustén ve 100 ul rozpoustédla.

Tabulka ¢. 8: Souhrn vybranych podminek pro analyzu mocoviny v EBC

Analyticka kolona Kinetex HILIC 100 A, 100 x 2,10 mm, 1,7 um
Mobilni faze 90 % (90 % ACN + 10 % MeOH + 0,1% FA) : 10 % LC-MS H,0
Pratok 0,2 ml/min
Detekce MS/MS - dle MRM prechodl
Teplota 25°C
Vnitini standard >N,-mocovina
Nastfikovany objem 2 ul
Retencni cas 1,6 min
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5.3 Validace metody
5.3.1 Zdanlivy pocet teoretickych pater

Pomoci bezrozmérné veliciny — zdanlivy pocet teoretickych pater (N), se vyjadfuje
ucinnost pro danou analytickou kolonu. Plati, Ze ¢im ma kolona vétsi pocet teoretickych pater,
tim je vyssi jeji ucinnost.

Zdanlivy pocet teoretickych pater (N) vypocitdme podle vzorce:

2

t
N =554 (—R)
Whp

1R reten¢ni ¢as analytu

wh  Sitka piku v poloviné jeho vysky

Zdanlivy pocet teoretickych pater pro standard mocoviny byl 5 958, pro IS 5 855.
5.3.2 Faktor symetrie

Jak nazev napovidd, faktor symetrie (As) popisuje symetrii chromatografického piku.
Jedna se opét o bezrozmérnou velicinu, kterd je velmi dulezita pti kvantifikaci méreného
analytu. Hodnota faktoru symetrie se pfi idealni symetrii piku rovna 1,0. Hodnoty nizsi nez 1,0
poukazuji na tzv. frontovani, ¢ili rozmyvani piku v jeho predni ¢asti. Naopak hodnoty vyssi nez
1,0 znaci chvostovani piku.

Wo,05
24

AS ==
wo,05 Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky

24  vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné
dvacetiné jeho vysky

Hodnota faktoru symetrie pro pik standardu mocoviny i pro pik vnitfniho standardu byla

1,2. Faktor symetrie obou latek tedy vyhovuje pozadavkiim symetrie v rozmezi 0,8-1,5.
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5.3.3 Opakovatelnost

Hodnota opakovatelnosti nastfiku se vyjadfuje pomoci vypoctu relativni smérodatné

odchylky. SlouZi ke kvantitativnimu hodnoceni metody.

Pro vypocet relativni smérodatné odchylky byl 6 x za sebou analyzovan smésny standard
o koncentraci 1 umol/Il, z vyslednych dat byly zaznamenany plochy pik(l a retencni ¢asy obou
standardd.

100
RSDy, = ——

yi jednotlivé hodnoty vyjadifené jako plocha pikd, vrcholova vyska nebo pomér ploch
vnitfnich standard

pomér jednotlivych namérenych hodnot

<A

n pocet jednotlivych naméfenych hodnot

Tabulka ¢. 9: Opakovatelnost nastfiku standardu mocoviny a vnitiniho standardu

Standard mocoviny Vnit¥ni standard

retencni ¢as plocha retencni ¢as plocha
1,664 830440 1,665 71507
1,665 832445 1,664 73058
1,662 840469 1,663 73367
1,664 832822 1,665 68943
1,663 850113 1,665 71722
1,663 836104 1,664 71291

RSD (%) 0,06 0,80 0,04 2,01
Priimér 1,663 8370666 1,664 71648

Podminky: Standard mocoviny (1 umol/l), IS (1 umol/l); 90 % (90 % ACN + 10 % MeOH + 0,1% FA) + 10 % LC-MS H0; Kinetex
HILIC 100 A, 100 x 2,10 mm, 1,7 um; nastfikovany objem: 2 ul; pritokovd rychlost: 0,2 ml/min.
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Vysledné hodnoty smérodatné odchylky pro opakovatelnost nastfiku standardu
mocoviny a vnitiniho standardu, vyuZivajici k vypoctu retencni ¢asy, vyhovuji poZzadavkim
RSD <1 %. Relativni smérodatna odchylka, vypoctena pomoci ploch pik(, v pripadé standardu

mocoviny vyhovuje pozadavklm, v pfipadé vnitfniho standardu nikoli (Tabulka ¢. 9).

5.3.4 Presnost a preciznost metody

Pfesnost a preciznost metody byla vyjadiena pomoci relativni smérodatné odchylky
namérenych ploch pikQ. Ovéfeni obou téchto parametrl vramci jedné série méreni
(within-run) bylo provedeno analyzou jednoho vzorku EBC na celkem Sesti koncentracnich
hladindch. Presnost a preciznost metody mezi mérenimi (between-run) byla stanovovana
analyzou jiného vzorku EBC na celkem Sesti koncentracnich hladindch ve dvou rozdilnych
dnech. Dosazené hodnoty RSD pro presnost a preciznost se pohybovaly v akceptacnich

kritériich v rozmezi + 15 % od nominalni hodnoty koncentrace (Tabulka ¢. 10).

Tabulka ¢. 10: Presnost a preciznost metody pro EBC

Qc1 QcC2 Qc3 QcC4 QcC5 QcCé6

Koncentrace (numol/l) 0,1 0,3 0,5 1,5 15 150

Within-run (n=5)

Namérena koncentrace

0,9 0,36 0,54 1,55 14,24 155,33
(umol/l)
Preciznost (% RSD) 3,21 4,13 3,30 1,05 2,16 1,78
Pfesnost (% RSD) 6,19 2,78 9,26 14,15 2,92 0,36

Between-run (n=3)

Nameérena koncentrace
0,10 0,29 0,51 1,45 14,05 155,28
(mmol/l)
Preciznost (% RSD) 5,70 2,86 4,29 2,94 0,74 3,80
Presnost (% RSD) 11,17 5,97 5,19 12,45 4,17 0,46

QC 1-QC 6 — kontrolni vzorek 1-6.
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5.3.5 Selektivita

Blankovd matrice EBC neni dostupnd. Vzhledem k tomu, Ze je EBC tvoren prevainé
zkondenzovanou vodni parou, byly jako nahradni matrice zvoleny fyziologicky roztok a
redestilovana voda. V retencnich ¢asech mocoviny a vnitfniho standardu nebyly pozorovany

zadné interferujici latky.

5.3.6 Matricové efekty

Kvali nedostupnosti vétSiho mnozstvi rlznych matric byl vliv matrice vzorku na
mocovinu prokazovan pouze na 4 vzorcich EBC porovnanim plochy piku analytu, ktery byl ke
vzorku EBC pfidan po jeho Upravé s plochami pik( roztokl standard( pfislusné koncentrace.
Matricovy efekt byl testovdn na dvou koncentracnich hladinach. Vysledna primérna hodnota

matricového efektu byla 98,96 %. Splnila poZzadavek 100 £ 15 %.

5.3.7 Vytéinost

Vytéznost, neboli recovery, je obecné definovdna jako pomér namérené hodnoty
koncentrace analytu danou analytickou metodou k referenéni hodnoté. Pro nase ucely byla
hodnota vytéznosti ziskdna pomoci vzorkd EBC od dvou rGznych pacientl. Oba vzorky byly
obohaceny roztokem standardu mocoviny na vysledné koncentrace 1 umol/l a 15 pmol/I. Cast
vzorkU vSak byla obohacena jesté pred upravou vzorku, druha ¢ast aZz po Upraveé vzorku. Timto
zpUsobem jsme ziskaly potfebné hodnoty pro vypocet poméru plochy piku vzorku
obohaceného pred upravou vzorku k plose piku vzorku obohaceného po Upravé vzorku.

Pramérna vysledna hodnota vytéznosti pro oba vzorky byla spoctena na 92,9 %.

5.3.8 Stabilita

Data o stabilité mocoviny ve vzorcich EBC nebylo mozné ziskat. Realné mnozstvi
poskytnutého kondenzatu pro nase ucely se pohybovalo okolo 1 ml. JelikoZz je pro jednu
analyzu potfeba 100 pl vzorku a vSechny vzorky byly jiz minimalné jednou analyzovany,

nezbyvalo dostatek materidlu pro stabilitni studii.

Nicméné zasobni roztok a pracovni roztoky mocoviny a vnitiniho standardu, uchovavané

po celou dobu vyvoje metody v lednici pti 4 °C, byly v prdbéhu 6 mésict pribézné analyzovany
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a nevykazovaly zadné znamky degradace. Molekula mocoviny se po celou dobu jevila jako

velmi stabilni.

5.3.9 Limit detekce

vV

detekovatelnou koncentraci latky, kterou lze stanovit s pfijatelnou presnosti a spravnosti.
Vypocita se jako pomér signalu k Sumu krat 3. Detekcni limit pro mocovinu byl spoéten na

hodnotu 0,067 umol/I.

5.3.10 Limit kvantifikace

Limit kvantifikace neboli mez stanovitelnosti (LOQ, Limit of Quantification) také udava
stanovitelnd s pfijatelnou pfesnosti a spravnosti. Pro biologicky material se pocita jako pomér

signalu k Sumu krat 10. Hodnota LOQ pro mocovinu byla vypoctena na 0,22 umol/I.

evvs

koncentrace analyzované latky, kterd je stanovitelnd s pfijatelnou pfesnosti a spravnosti.
Vypocita se jako pomér signdlu k Sumu krat 5. LLOQ hodnota pro mocovinu byla spoctena na

0,11 umol/l. Dle smérnic EMA by méla kalibracni kfivka zacdinat na této koncentraci.

5.3.11 Linearita

Kalibracni kfivka byla vytvofena pomoci 6 kalibracnich hladin standartniho roztoku
mocoviny a IS. Linedrni rozsah byl v rozmezi 0,1-4 umol/I. Spodni hladina odpovida hodnoté
LLOQ (Obrazek ¢. 12). Vzorky EBC pacientl, u kterych byly hladiny mocoviny vyssi, nez

kalibra¢ni rozsah metody, mohly byt fedény.
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Obrazek ¢. 12: Kalibracni krivka
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5.4 Aplikace metody na realné vzorky

Zdali je metoda vyuzitelna pro klinickou praxi bylo ovéreno stanovenim koncentrace
mocoviny VEBC u 54 pacientskych vzorkl laskavé poskytnutych Il Interni
gastroenterologickou klinikou Lékarské fakulty Univerzity Karlovy a FNHK. JelikozZ se u kuraku
ocekavala vyssi hladina mocoviny v EBC, byla kromé pohlavi a véku pacientl doplnéna data o
tom, zdali se jedna o kuraka ¢i nekuraka.

Analyza vSech vzork(i probéhla uUspésné bez jakychkoli komplikaci. Koncentrace
namérena hodnota koncentrace byla 0,22 umol/l, naopak nejvyssi koncentrace dosahovala

hodnoty 11,95 umol/I (Tabulka ¢. 11).

Veskeré tyto vzorky byly jiz v minulosti nelspé$né analyzovany Ustavem klinické
biochemie a diagnostiky FNHK. Referencni intervaly pouzité metody, rutinné stanovujici
koncentraci mocoviny vséru, plazmé nebo vmodi, se totiz fadové pohybuji

v jednotkach mmol/I.

Tabulka ¢. 11: Vysledky analyzy mocoviny v EBC

Cislo pacienta Kurak/nekurak Pohlavi Vék Urea (umol/I)
1 nekurak Zena 38
2 obcasny kurdk Zena 52
3 nekurak Zena 44
4 nekurak muz 40
5 nekurak Zena 46
6 nekurak muz 38
7 nekurak Zena 63
8 nekurak muz 43
9 nekurak Zena 30
10 nekurak Zena 55
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Tabulka ¢. 11: Vysledky analyzy mocoviny v EBC - pokracovdni

Cislo pacienta Kurak/nekurak Pohlavi Vék
11 nekurak Zena 26
12 nekurak Zena 67
13 nekurak muz 32
14 nekurak Zena 36
15 kurak Zena 43
16 nekurak Zena 44
17 kurak Zena 45
18 kurak Zena 57
19 nekurak muz 17
20 nekurak Zena 30
21 stop kurak muz 42
22 nekurak muz 41
23 nekurak muz 39
24 kurak muz 24
25 nekurak muz 24
26 nekurak Zena 40
27 kurak Zena 49
28 nekurak Zena 49
29 nekurak Zena 43
30 kurak Zena 33
31 nekurak Zena 49
32 nekurak muz 27
33 nekufak muz 44
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Tabulka ¢. 11: Vysledky analyzy mocoviny v EBC - pokracovdni

Cislo pacienta Kurak/nekurak Pohlavi Vék
34 nekurak Zena 49
35 kurak Zena 35
36 kurak Zena 36
37 kurak Zena 57
38 kurak muz 57
39 kurak muz 65
40 kurak muz 50
41 kurak Zena 46
42 kurak muz 41
43 kurak muz 44
44 kurak Zena 36
45 kurak Zena 37
46 kurak Zena 41
47 kurak Zena 44
48 kurak Zena 48
49 kurak Zena 56
50 kurak muz 53
51 nekurak Zena 38
52 nekurak Zena 31
53 nekufak Zena 57
54 nekurak Zena 51
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6. ZAVER

Byla vyvinuta chromatograficki metoda pro stanoveni koncentrace mocoviny

v kondenzatu vydechovaného vzduchu. Jako optimalni podminky pro stanoveni byly zvoleny:

Analyticka kolona Kinetex HILIC 100 A, 100 x 2,10 mm, 1,7 um
Mobilni faze 90 % (90 % ACN + 10 % MeOH + 0,1% FA) : 10 % LC-MS H,0

Priitok 0,2 ml/min
Detekce MS/MS - dle MRM prechodd
Teplota 25°C

Vnitini standard 1>N,-mocovina

Nastfikovany objem 2 ul
Retencni ¢as mocoviny 1,6 min

Metoda byla validovana. Byly ovéfeny tyto parametry: zddnlivy pocet teoretickych
pater, faktor symetrie, opakovatelnost, presnost, preciznost, selektivita, matricové efekty,

vytéZnost, stabilita, linearita, limit detekce a limit kvantifikace.

Pro Upravu vzorkd kondenzatu vydechovaného vzduchu, pfed UHPLC-MS/MS analyzou,

byl zvolen jednoduchy postup odparovani pomoci vakuové odparky.

Tato nova metoda bude aplikovana v klinickém vyzkumu i v praxi. Diky stanoveni
koncentrace mocoviny v kondenzatu vydechovaného vzduchu bude mozné odhadnout redéni,
a tudiz skutec¢né hladiny kazdého jednoho biomarkeru v dychacich cestach, protoze fedéni je

momentalné hlavnim problémem pro spravnou klinickou interpretaci namérenych dat.
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