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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Vyvoj MEPS metody pro UHPLC-MS/MS stanoveni

entekaviru v ultrafiltratu ledvin

Diplomova prace se zabyvala vyvojem a validaci metody Upravy vzorkd pro stanoveni
entekaviru v ultrafiltratu ledvin, pomoci techniky MEPS, tj. mikroextrakce tuhym
sorbentem. K analyze byla vyuzita jiz dfive vyvinuta UHPLC-MS/MS metoda pro
stanoveni entekaviru v potkani moci.

Pro jeho stanoveni byla vyuzita hydrofilni interak¢ni chromatografie na koloné¢ Acquity
BEH Amide za pouziti izokratické eluce. Slozeni mobilni faze acetonitril - 5 mM octan
amonny pH 4,0 bylo v pomé&ru 75:25 (v:v). Jako vnitini standard byl pouzit entekavir
C,*N™. lonizace analytu byla provedena elektrosprejem v pozitivnim modu a jako
detektor byl zvolen trojity kvadrupol. Ke kvantifikaci analytu bylo vyuzito SRM
prechodii entekaviru a vnitiniho standardu.

Na zéakladé optimalizace MEPS metody byl jako nejvhodnéjsi tuha faze zvolen porézni
grafiticky uhlik vhodny pro analyzu polarnich latek. Jako eluéni ¢inidlo byl zvolen
roztok acetonitril a vody v poméru 75:25 (v:v) a jako promyvaci ¢inidlo ¢ista voda.
Metoda byla validovana. Ovéfena byla zejména linearita, ptesnost, spravnost, selektivita
a matricové efekty vyvinuté metody. Metoda byla linearni v rozsahu 0,5 — 500 ng/ml a
limit kvantifikace byl stanoven 0,5 ng/ml v biologické matrici. Hodnoty pfesnosti byly
niz8i nez 4,5 % a spravnosti mensi nez 106 %. Kvantitativni hodnoceni matricovych
efektd bylo provedeno pomoci post-extrakéniho piidavku a hodnoty nepiesahly 4 %. Po
validaci MEPS-UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni entekaviru v ultrafiltratu ledvin

byla metoda aplikovéana na sérii realnych vzorkd.

Klic¢ova slova: Entekavir, mikroextrakce tuhym sorbentem, UHPLC-MS/MS, validace
metody



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of analytical chemistry

Candidate: Jaroslav Janak

Supervisor: RNDr. Hana Vickova, Ph.D.

Title of Thesis: Development of MEPS-UHPLC-MS/MS methods for the determination

of entecavir in kidney ultrafiltrate.

The thesis deals with the development and validation of sample preparation method for
determination of entecavir in kidney ultrafiltrate, using techniques MEPS
(microextraction by packed sorbent). The previously developed UHPLC-MS/MS
method for the determination of entecavir in rat urine has been used for the analysis.
Hydrophilic interaction chromatography by column Acquity BEH Amide and isocratic
elution were employed. The composition of the mobile phase was acetonitrile and 5

13N was used as

mM ammonium acetate pH 4.0 in the ratio 75:25 (v:v). Entecavir C,
the internal standard. lonization of the analyte was carried out by electrospray in the
positive ion mode and triple quadrupole was employed as the detector. Quantification of
the analyte was realized by two SRM transitions of entecavir and internal standard
method.

Based on the MEPS optimization method, porous graphitic carbon suitable for the
analysis of polar compounds was selected as the most suitable sorbent. The mixture of
acetonitrile and water in a ratio of 75:25 (v: v) as the optimal elution solvent and pure
water as the washing solvent was chosen.

The method was validated. Linearity, precision, accuracy, selectivity and matrix effects
were verified. The method was linear in the range 0.5 - 500 ng/ml and the limit of
quantification was estimated at concentration of entecavir 0.5 ng/ml in a biological
matrix. The precision was less than 4.5 % and the accuracy less than 106 %.
Quantitative evaluation of matrix effects was carried out using post-extraction and
values did not exceed 4 %. After validation of MEPS-UHPLC-MS/MS methods for the
determination of entecavir in kidney ultrafiltrate, the method was applied to the series of

real samples.

Keywords: Entecavir, microextraction by packed sorbent, UHPLC-MS/MS, method

validation
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Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric-
pressure chemical ionization)

Fotoionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure
photoionization)

Hybridni stacionarni faze (bridge ethylen hybride)
polystyren-divinylbenzen ¢asteéné modifikovany sulfonovymi
kyselinami

Mikroextrakce jedinou kapkou pomoci piimého ponofeni (direct
immersion single-drop microextraction)

Disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (dispersive
liquid—liquid microextraction)

Elektronova ionizace (electron ionization)

lonizace elektrosprejem (electrospray ionization)

Entekavir

Entekavir vnitini standard

Plynova chromatografie (gas chromatography)

Extrakce plyn — kapalina (gas-liquid extraction)
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resolution mass spectrometry)

Mikroextrakce jedinou kapkou nad hladinou kapaliny (head-space
single-drop microextraction)

Extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid—liquid extraction)
Mikroextrakce  z kapaliny do  kapaliny  (liquid-liquid

microextraction)
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1. Uvod

Nepostradatelnou soucasti kazdé bio-analytické metody je Gprava vzorka, ktera
slouzi k odstranéni proteind, soli a ostatnich interferujicich latek z komplexni
biologické matrice, jako je naptiklad plasma a mo¢. Biologické vzorky proto nelze
pouzit k pfimé analyze pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Nejcastéji
uzivanou metodou piipravy vzorku Vv klinické praxi je extrakce na tuhou fazi (SPE).
Nicméné se zvysSujicim se poctem analyzovanych vzorkl je v souCasnosti kladen dlraz
hlavné na miniaturizaci, automatizaci, vysokou u¢innost, spolecné se ziskanim
dostateéné piesnych a spravnych vysledk. Byla vyvinuta Siroka skala novych
extrak¢nich technik, ale dosud nebyla nalezena vhodnd metoda spliujici pozadavky
klinické praxe. Jednu z novéjSich technik vzniklou miniaturizaci SPE pfedstavuje
mikroextrakce tuhym sorbentem (MEPS). Tato technika pracuje s velmi malymi
objemy vzorkii a rozpoustédel, umoznuje on-line spojeni s LC systémem a celkové
snizuje ¢asovou naro¢nost analyzy biologickych vzorkd. Oblast pfipravy vzorku je
neustale ve fazi vyvoje.

Nukleosidovy analog entekavir je fazen mezi Sest pouzivanych antivirotik k
1é¢bé hepatitidy B. Entekavir inhibuje vSechny tii kroky virové replikace. Kompetici
S pfirozenym substratem deoxyguanosinem trifosfaitem a pusobenim proti DNA

polymeraze sniZuje mnozstvi viru hepatitidy B v téle.

10



2. Cil a zadani prace

Tato diplomova prace se zabyvala vyvojem a validaci metody upravy vzorkt pro
analyzu entekaviru v ultrafiltratu plasmy za vyuziti diive vyvinut¢é UHPLC-MS/MS
metody. Pozadavkem na vybranou extrakéni techniku bylo vyuziti malého objemem
vzorku za dostate¢né piesnosti a spravnosti metody. Z divodu téchto podminek byla
jako vhodna metoda vybrana mikroextrakce tuhym sorbentem.

Hlavnim ukolem experimentalni prace bylo optimalizovat MEPS metodu upravy
vzorkt. Na zaklad¢ sorpce analytu byl nejprve zvolen vhodny MEPS sorbent. Nasledné
bylo optimalizovano slozeni a objem elu¢niho a promyvaciho ¢inidla. Vyvinuta MEPS-
UHPLC-MS/MS metoda pro stanoveni entekaviru v ultrafiltratu ledvin byla validovana

a nésledné aplikovana na realné vzorky.
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3. Teoreticka Cast

3.1 Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

(UHPLC)

UHPLC je vsoucasné dobé jednim z trendi kapalinové chromatografie.
Principialné vyuziva stejné mechanismy separace latek jako HPLC, tedy opakované
ustalovani rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi, kdy jednotlivé analyty jsou
separovany na zékladé odlisné interakce mezi t€émito dvéma fazemi.

UHPLC vyuziva kolony s ¢asticemi men§imi nez 2 um, tzv. sub-2-mikronové
castice, coz na zaklad¢ zvétseni celkového povrchu sorbentu poskytne zvySeni separacni
ucinnosti, zvySeni rozliSeni a snizeni meze detekce. Nicméné sekundarnim efektem
pouziti téchto Castic je vzrlstajici zpétny tlak na kolon¢.

Prvni typy UHPLC stacionarnich fazi byly tvofeny specidlnim hybridnim
sorbentem od firmy Waters, tzv. ,Ethylene-Bridged Hybrids (BEH)“. Sorbent
syntetizovany z polymeru a silikagelu spojuje vyhody obou téchto materiali.
V soucasnosti se vyrobou UHPLC stacionarnich fazi zabyva mnoho dalSich firem a jsou
vyuzivany dva typy sorbentl: hybridni a na bazi silikagelu. Mechanicka odolnost
silikagelu umoznuje jeho vyuziti za vysokych tlakii a v pfitomnosti organickych
rozpoustédel se nesrdzi ani nebobtnd. Nicméné jeho hlavni nevyhodou je omezena pH
stabilita. Hybridni stacionarni faze vykazuji vy$si mechanickou, chemickou i teplotni
stabilitu v porovnani se silikagelem. Se vznikem druhé generace hybridnich fazi byla
jeste vice zvysena chemické a mechanicka odolnost a také ucinnost separace [1][2][8].

Jednotlivé soucasti UHPLC systému jsou shodné jako u klasického
kapalinového chromatogramu, nicméné musi byt odolné viici vysokému zpétnému tlaku
(az do 100MPa) generovanému malymi c¢asticemi sorbentu. BéZzny kapalinovy
chromatograf umoznuje praci pouze do 40 MPa. Jsou kladeny pozadavky nejen na
kvalitni a pevné ventily, davkovaci zatizeni a Cerpadla, ale 1 na minimalizaci objemu pii
pouziti nizkoobjemové detekéni cely a rychlejsi sbér dat. Uziti sorbentt s ¢asticemi
men$imi nez 2 pm umoznuje zvySeni separacni G¢innosti a rozliSeni, zkraceni doby

analyzy a diky tomu zvySeni produktivity pfistroje. S tim souvisi niz§i spotieba
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organickych rozpoustédel a snizeni provoznich ndkladd. Diky spojeni s vhodnym
detektorem je mozno ziskat vice kvalitativnich informaci o analyzovaném vzorku.

Schéma UHPLC systému je znazornéno na Obr. 1 [1][2][6].

chromatograficka kolona

—e —

- =

dévkovac vzorku

o :

Fidici jednotka
mobilni féze ) ) .
vzorek

detektor

Cerpadlo

odpad

Obr. 1: Schéma uspotadani UHPLC chromatografu [4].

Mira uc¢innosti chromatografického systému je posuzovéana pomoci vyskového
ekvivalentu teoretického patra (H). Vztah mezi vySkovym ekvivalentem teoretického

patra a linearni rychlosti mobilni faze popisuje van Deemterova rovnice:

H=A+B/u+C*u

kde,
A - faktor vlivu turbulentni difuze
B - faktor vlivu molekuléarni difuze
C - faktor vlivu odporu vuci prevodu hmoty

U - linearni pratokova rychlost mobilni faze [9].
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3.2 Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC)

HILIC je separaéni mod kapalinové chromatografie vhodny pro analyzu
hydrofilnich latek. Pouziva polarni stacionarni faze, typické zejména pro systémy
S normalnimi fdzemi, a zarovent mobilni fazi s obsahem vice nez 60 % organické slozky,
coz ma blize naopak k chromatografii na reverzni fazi (RP). Mechanismus HILIC
separaci stale neni objasnén, nicméné jedna se o velmi komplexni proces. Hlavnim
principem je rozdélovani mezi hydrofobni ¢asti mobilni faze a siln¢ hydrofilni vrstvou
vody, kterd je imobilizovana na povrchu stacionarni faze. Separace latek je ovlivnéna
slozenim mobilni faze a typem sorbentu. Retence analytu se zvySuje s polaritou analytu
a klesa s rostoucim podilem vodné slozky v mobilnich fazich. V soucasné dob¢ existuji
sorbenty S navazanymi aminopropylovymi, amidovymi, nitrilovymi,
polyethylenglykolovymi a dal§imi polarnimi funkénimi skupinami, ale existuje i Cisty
HILIC silica sorbent.

Tato technika nalezla nejprve uplatnéni pfi separacich sacharidii, aminokyselin a
peptidt, ale nyni S rostoucim poctem vzniklych HILIC kolon roste i pocet aplikaci v
oblasti analyz, biologického materidlu, Zivotniho prostfedi, potravin, pfirodnich latek i

syntetickych 1é¢iv, iontovych i neiontovych tenzida [2][9].

3.3 Detekce s vyuzitim hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometr (MS) mize byt pouzit jednak jako samostatna
analyticka technika pro identifikaci neznamych analytti nebo jako detektor. Podstatou
MS je separace iontii na zakladé poméru jejich hmotnosti a elektrického naboje (m/z)
v magnetickém nebo elektrickém poli a jejich nasledna detekce.

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tii zakladnich ¢asti: iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Mezi dalsi sou€asti hmotnostniho spektrometru
patii zafizeni pro davkovani vzorkii, vakuova pumpa, iontova optika, slouzici
K urychleni a fokusaci iontli, pocita¢ na ovladani, sbér, ukladani a zpracovani dat.
V iontovém zdroji dochazi k ionizaci analytl, tedy K pfevedeni neutralni molekul na
ionty. Takto vzniklé ionty dale pokracuji do hmotnostniho analyzatoru. Separace ionti

podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) probiha v hmotnostnim analyzatoru za
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vysokého vakua. Rozdélené ionty piechazeji do detektoru, ktery slouzi k vyhodnoceni

signalu [1][3][13].

Zavedeni Iontovy Hmotnostni
|- , |I::> |::> Detektor
vzorku :> zdroj I analyzator

I
(ESI, APCI, APPI]) I Vysoké vakuum

Obr. 2: Schematické znazornéni hmotnostniho spektrometru.

3.3.1 Spojeni UHPLC- MS/MS

Spojeni UHPLC-MS/MS je uptfednostiiovano pro své Siroké uziti a fadu vyhod,
mezi které patii: citlivost, selektivita, rozliSeni, rychlost analyzy, poskytovani udaji o
identit¢ latek, molekulové hmotnosti, mnoZzstvi jednotlivych analyti a moZnosti
automatického vyhodnoceni naméfenych dat. Spojeni LC/MS/MS lze pouzit pro
bioanalytické aplikace, potravinovou analyzu, metabolomiku, proteomiku a vyuziva se
také pti vyzkumu a vyvoji novych lékovych struktur.

Nevyhodou tohoto zafizeni je jeho vysoka pofizovaci cena a zna¢né provozni

naklady, které jsou v§ak kompenzovany hodnotou ziskanych informaci [14].
3.3.2 Ioniza¢ni techniky

V hmotnostnim spektrometru se latky pohybuji pomoci elektrického nebo
magnetického pole, a proto je nutné z neutrdlnich molekul vytvofit ionty. loniza¢ni
techniky se podle mnozstvi dodané energie déli na mekké a tvrdé. Pii tvrdé ionizaci
ziska ionizovana molekula nadbytek vnitini energie, coz se projevi fragmentaci dané
molekuly. Jako tvrda ionizacni technika je nejcastéji pouzivana elektronova ionizace
(El). Pii mekké ionizaci je energeticky piebytek ionizované molekuly maly a vznikaji
zejména protonované [M+H]+ nebo deprotonované [M-H]- molekuly, fragmentace neni

tak vyrazna. V soucasnosti se pro spojeni s LC-MS/MS nejcastéji pouzivaji mekké
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ioniza¢ni techniky: ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického
tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Pro analyzu biomolekul je
vhodna ESI nebo ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI).

Vhodnou ioniza¢ni techniku volime na zaklad¢ druhu matrice a fyzikalné-
chemickych vlastnosti analytu jako je té€kavost, molekulova hmotnost a tepelna stabilita
stanovované latky nebo prostorové usporadani molekul. Vliv polarity a molekulové

hmotnosti analytu na vybér vhodné ioniza¢ni techniky je znazornén na Obr. 3 [19].
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Obr. 3: Zavislost vybéru vhodné ioniza¢ni techniky na molarni hmotnosti a polarité
analytu a vliv na citlivost daného stanoveni [5][6].

3.3.2.1 lonizace elektrosprejem (ESI)

ESI je nejpouzivanéjsi ionizacni technika pro spojeni LC-MS/MS. lonizace
molekul probiha za atmosférického tlaku. Analyt rozpustény ve vhodném rozpoustédle
je ptivadén do iontového zdroje kovovou kapilarou, okolo které proudi inertni plyn. Na
kapilaru je vloZeno vysoké napéti a vytvaii se silné elektrostatické pole. Vznikajici
kapicky v proudu suSiciho plynu nesou velké mnozstvi ionizovanych molekul.
Odpatovanim rozpoustédla dochazi ke zmenSovani kapicek a tim ke zvySeni hustoty

povrchového naboje. Pti dosazeni kritické hodnoty se kapicky rozpadaji na jeSté mensi
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kapicky, které nesou naboj. Tento d&j se oznacuje jako tzv. Coulombickéd exploze.
Opakovanim tohoto mechanismu se uvolni protonované ¢i deprotonované molekuly,
které jsou dale unaseny k analyzatoru a detektoru.

ESI je vhodna pro slouceniny stiedné polarni az iontové s molekulovou
hmotnosti v piipad¢ biopolymerd do My = 150000 Da a umoziuje studium
prostorového uspofadani proteinu, viz. obr 4 [16][18][19].

odpafeni rozpoustédia e mem e vypuzené ionty

.
ionty o A
— —p
zmlZujici plyn \ N o

aerosol ° susici plyn

kapilara

Obr. 4: Princip ionizace elektrosprejem [17].

3.3.2.2 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku je vhodna pro latky stfedné polarni
az nepolarni. Mé& obdobny princip jako u konvencni chemické ionizace, ale ionizace
probiha za atmosférického tlaku.

Eluat z LC systému je kapilarou pfivadén do vyhfivaci zoény a na jejim konci
dochazi k rozpraseni pomoci zmlzovace. VloZzenim vysokého napéti (3-4 kV) na
vybojovou elektrodu (jehlu) vznika koronovy vyboj. Vybojem jsou ionizovany nejprve
molekuly mobilni faze, které jsou ve velkém nadbytku vi¢i molekuldm analytu.
lonizace vzorku probihé ion-molekularnimi interakcemi. Vzniklé ionty jsou elektrodami
pfitahovany do analyzatoru. K vysuSeni arozbiti pfipadnych nekovalentnich klastri

slouzi protiproud susiciho plynu (dusik) [19].
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3.3.3 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator déli ionty v plynné fazi podle poméru jejich hmotnosti a

naboje. Dé€leni ionti probihd za vysokého vakua na zdklad¢ rtznych fyzikalnich

principii:
1) zakiiveni drahy pohybu ionti v magnetickém nebo elektrickém poli —
magneticky analyzator
2) ruzna stabilita oscilaci iontd v dvoj- nebo trojrozmémé kombinaci
stejnosmérného a stiidavého napéti — kvadrupdl, iontova past
3) rtzna doba rychlosti letu iontti — analyzator doby letu
4) rtzna absorpce energie pii cykloidalnim pohybu ionti V kombinovaném

magnetickém a elektrickém poli — iontova cyklotronova resonance [13].

Kvadrupolovy analyzator je tvofen ¢tyfmi kovovymi ty¢emi, které jsou paralelné

rozmistény na kruznici. Na protilehlé tyce se vklada kladné nebo zaporné stejnosmérné

napéti, pfiCemz na vSechny je vlozeno stfidavé vysokofrekvenéni napéti. Pii vhodné

vlozeném napéti na obou parech ty¢i jsou stabilni pouze ionty s ur¢itou hodnotou m/z a

ty mohou proletét k detektoru. Zbylé ionty jsou zachyceny na tyCich kvadrupolu.

Plynulou zménou hodnot napéti jsou postupné propoustény vSechny ionty ve zvoleném

rozsahu m/z [9].

iontovy zdroj 'l

detektor

=

@ zdroj napéti

Obr. 5: Schéma kvadrupdlového analyzatoru [15].
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V soucasné dobé je trendem v oblasti hmotnostnich analyzatori tandemova
hmotnostni spektrometrie, hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS) a
tzv. hybridni analyzatory. Nejvétsi zastoupeni v LC-MS/MS ma iontova past, trojity
kvadrupol a kvadrupdl spojeny s analyzatorem doby letu [13][9].

3.3.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS)

Tandemovy hmotnostni spektrometr se sklada z nékolika hmotnostnich
analyzatoru. Prvni funguje k vybéru jednotlivych iontd, které budou propoustény do
druhého analyzatoru, ktery slouZi jako kolizni cela. V kolizni cele dochazi ke srazkdm

iontt a vzniku fragmenti, které jsou propoustény dale do tietiho analyzatoru.

Elektrosprejova Hmotnostni o Hmotnostni
ionizace —_— analyzator — Kolizni cela —» analyzator

Obr. 6: Schéma hmotnostniho analyzatoru - trojity kvadrupol [12].

Tandemovéa hmotnostni spektrometrie miiZe probihat v ¢ase nebo v prostoru. Pti
tandemové hmotnostni spektrometrii v ¢ase Se izolace, fragmentace a skenovani
produktového iontu odehrava postupné v riiznych ¢asovych intervalech, ale na stejném
misté. Pii tandemové hmotnostni spektrometrii v prostoru vybér prekurzorového iontu,
fragmentace a separace probiha v riznych castech spektrometru. Pii pouziti tohoto
spojeni hmotnostnich analyzatort se zvySuje citlivost metody pro kvantifikaci,

selektivita, specificnost a vznik fragmenti pro identifikaci latek [13].
3.3.5 Skeny v hmotnostni spektrometrii

e Zakladni sken - zméfeni hmotnostniho spektra v celém rozsahu m/z.

e Sken produktovych ionti - zméteni MS/MS spektra z vybraného prekurzoru.

19



e Sken ionti prekurzoru - pro vybrany fragmentovy ion ur¢ime ptvodni ion
prekurzoru, ze kterého vznikl fragmentaci.

e Sken neutralnich ztrat - zjistime charakteristické dvojice iontli prekurzori a
produktti, u kterych dochazi k odstépeni vybrané hmotnostni ztraty, napi. m/z =
18 pro ztratu vody.

e Selektivni zaznam jednoho nebo vice ionti (Selected lon Monitoring, SIM) -
meéfime pouze zavislost intenzity signalu vybraného iontu na Case (nebo vice
iontt).

e Selektivni zaznam jedné nebo vice iontovych reakci (Selected Reaction
Monitoring, SRM) - prvnim analyzatorem vybereme ion prekurzoru, ktery
potom v kolizni cele podrobime fragmentaci a Sledujeme pouze vybrany

fragmentovy ion. Lze sledovat i vice reakci najednou [13].

3.4 Metody pripravy vzorki

Uprava vzorku je nepostradatelnou soudasti kazdé bio-analytické metody a
60 % casu celé analyzy. Konvencni ptistupy Upravy vzorkil v soucasné dobé pouzivané
Vv klinické praxi jsou pracné, ¢asove narocné a ¢asto mnoha krokové. Z téchto duvoda v
poslednim desetileti vzniklo velké mnozstvi novych extrakénich metod, nicméné zadna
z nich nesplnuje veskeré pozadavky klinické praxe, které jsou zejména snizeni Casu,
naklad, objemt vzorku a spotieby rozpoustédel a zaroven miniaturizace a
automatizace pomoci on-line spojeni analytickych metod.

Cilem tupravy biologického vzorku je odstranéni balastnich latek a zaroven
zakontrovani analytu. Uprava biologického vzorku navic umoziiuje zvysit selektivitu
stanoveni a citlivost metody. Odstranéni neZadoucich slozek, jako naptiklad bilkovin,
soli a interferujicich latek mizeme ochranit kolonu pfed mechanickym a chemickym
posSkozenim a tim prodlouzit Zivotnost kolony.

Nejcastéji pouzivané metody v klinické praxi jsou: deproteinace, extrakce
z kapaliny do kapaliny a extrakce na tuhou fazi. Tyto metody se fadi mezi konvenéni a
na jejich zaklad¢ vznikla fada novych modernich technik [20][21][22].
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3.4.1 Konvencni techniky

Konven¢ni metody tupravy vzorklli jsou vyuzivany zejména pro svou
jednoduchost a malou finan¢ni nékladnost. Z divodu ¢asové narocnosti, relativné
vysoké spotfeby rozpoustédel a vzorkl jsou V posledni dobé nahrazovany modernimi

technikami.

Deproteinace je jednoducha a rychla metoda, slouzici k odstranéni proteind
Z biologického materialu. NejCastéji se pro srdzeni pouzivaji organicka rozpoustédla,
silné kyseliny a soli vicemocnych iontii. Deproteina¢ni Cinidlo nesmi ovliviiovat
stanovovanou latku nebo interferovat pii detekci. Hlavni nevyhodou této metody je

nizka efektivita v odstranéni balastnich latek.

Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) je jednou z nejdéle pouZzivanych

extrakénich technik a stale nachazi $iroké uplatnéni. Principem extrakce je opakované
ustalovani rovnovahy v soustavé dvou vzajemné nemisitelnych kapalin na zaklad¢
rozdé€lovaciho koeficientu. Analyt obvykle piechazi z vodné faze do organického
rozpoustédla, kdy extrahovanou latku je nutné zachovat v neionizované forme.

Utinnost extrakce je zavisla na fyzikalné-chemickych vlastnostech extrakéniho
¢inidla, pH vodné faze, vzajemném pomeéru fazi, provedeni, ¢asu extrakce a zptisobu
predchoziho zpracovani vzorku.

LLE je stale jest¢ vyuzivana v praxi z diivodu jednoduchosti provedeni, dobré
vytéznosti, zakoncentrovani a to i pfes fadu nevyhod, jako jsou velka spotieba
organickych rozpoustédel, tvorba emulzi, pracnost, Casovd narocnost a obtizna
automatizace. V soucasné dob¢ se zacinaji uzivat moderné&jsi techniky, které jsou na

LLE zalozeny [21][23][24].

Extrakce na tuhou fazi (SPE) je v klinické praxi nejrozSifenéjsi metoda pro

ptipravu vzorkti. Do kontaktu se dostava kapalna analyzovana smés s SPE sorbentem,
na jehoz povrchu dochazi zachytu analytu. Mezi obéma fazemi probihaji
mezimolekularni interakce, které mohou byt polarni, nepolarni nebo iontové. Konecnou

fazi je vymyti analytu ze sorbentu pomoci vhodného ¢inidlem.
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Pied vybérem vhodného sorbentu je tieba zjistit co nejvice informaci o vzorku a
na zakladé¢ toho zvolit typ faze a velikost kolonky. Pro SPE kolonky se pouzivaji rizné
druhy sorbenti s rozdilnou velikosti Castic, kterych je na trhu velké mnozstvi. Pouzivaji
se klasické nepolarni faze C8 a C18, polarni jako je silikagel, oxid hlinity i riizné
polymerni materidly, tim je zajiSténa sorpce analytl s riznymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi

SPE se vporovnani s ostatnimi konven¢nimi technikami vyznacuje vyssi
extrakéni ucinnosti, jednoduchosti, spolehlivosti, snadnéj$i automatizaci a on-line
spojenim s chromatografickymi systémy. Metoda je rychla, presnd, reprodukovatelné a
Ize ji vyuzit v mnoha oblastech, napiiklad v monitorovani zivotniho prostiedi,
v toxikologii, farmacii a dalSich oborech. V poslednich letech vzniklo n¢kolik metod na

stejném principu, které z SPE vychazi [21][23][31][32].

Postup SPE

I. Aktivace sorbentu - dochazi k otevieni vazebnych mist sorbentu. Nejcastéji se

pouzivaji organicka rozpoustédla, napt.: acetonitril nebo metanol.

Il. Kondicionace kolonky - provadi se rozpoustédlem podobnych vlastnosti jako

vzorek, nejcastéji je to voda nebo pufr.

I1l. Aplikace realného vzorku - dochazi k zachyceni analytu na sorpénim materialu

kolonky.
IV. Promyti kolonky vhodnym rozpoustédlem - slouzi k vymyti adsorbovanych necistot
ze sorbentu, nicméné bez ztrat analytu. Ve vétSing€ piipadi se pouzivaji vodné roztoky

S nizkym obsahem organickych rozpoustédel, kde hraje roli také jejich hodnota pH.

V. Eluce stanovovaného analytu — pomoci vhodného rozpoustédla jsou analyty vymyty

ze sorbentu. Eluat je pouzit pro analyzu [24][33].
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Obr. 7: Schéma postupu SPE [34].

3.4.2 Moderni techniky

Hlavnim ucelem modernich metod piipravy vzorkd je odstranéni nevyhod
konvenc¢nich technik. Pozadavky na tyto techniky jsou: snizeni spotieby rozpoustédel a
mnozstvi vzorku, zkraceni doby Gpravy, automatizace, zvyseni extrakéni t€innosti a on-
line spojeni s chromatografickymi metodami.

Ve vétsing piipadi tyto moderni metody vychazi z principu extrakce na tuhou

fazi a extrakce z kapaliny do kapaliny.

3.4.2.1 Mikroextrakéni metody zaloZené na LLE

Mikroextrakéni metody zaloZzené na LLE jsou nejpocetnéjsi skupinou modernich
technik Gpravy vzorku. Tyto techniky zahrnuji mikroextrakci do jedné kapky (single-
drop microextraction, SDME), mikroextrakci do kapalné faze pomoci dutého vlakna
(hollow fibre liquid phase microextraction, HF-LPME) a disperzni mikroextrakeli

z kapaliny do kapaliny (dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME).
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Mikroextrakce do jedné kapky (SDME)

SDME wvyuziva k extrakci mikrokapku (1-10ul) extrakéniho roztoku
nemisitelného s vodou. Mikrokapka je vytvofena na konci jehly, po extrakci je vtaZzena
zpét do jehly a nésledné€ je pfimo nastiiknuta do chromatografického systému. Hlavni
nevyhodou této metody je horSi reprodukovatelnost. Metoda existuje ve tiech
provedenich a to jako mikroextrakce do jedné kapky pomoci primého ponoieni
(direct immersion SDME, DI-SDME), mikroextrakce do jedné kapky pomoci head
space (head-space SDME ,HS-SDME) a mikroextrakce z kapaliny do kapaliny a
zpét (liquid-liquid—liquid microextraction, LLLME).

e Principem DI-SDME je primy kontakt kapky organického rozpoustédla na
Spi¢ce jehly s polarnim rozpoustédlem, ¢imz dochazi k prechodu analytu
z vodné faze do organického rozpoustédla. Piechod analytu probiha do doby
nez je dosazena termodynamicka rovnovaha nebo se extrakce nezastavi. Po
extrakci je organické rozpoustédlo vtazeno zpét do stiikacky a nastfiknuto do

LC systému. Rozpoustédlo se nesmi misit s vodou.

e Pouziti HS-SDME umoznuje extrakci a zakoncentrovani t€kavych nebo
castecné tekavych vzorkll. Kapka rozpoustédla je v prostoru nad t€kavym
vzorkem. Analyty v plynné fazi jsou extrahovany do rozpoustédla a rychlost
piestupu Ize ovlivnit michanim roztoku. Lze pouzit vodné i organické extrak¢ni

rozpoustédlo.

e LLLME je zplsob mikroextrakce vhodny pro ionizovatelné analyty. Analyt
Z vodného roztoku piechazi do organického rozpoustédla s niZ§i hustotou nez
voda a soucasn¢ probiha dalsi extrakce do vodné kapky. Pti vhodné upravé pH
vodného roztoku vzorku se ziska nejprve analyt v neutrdlni form&. Ten se
extrahuje do organické faze a ionizuje se, aby ndsledné snadno piechazel do

vodné kapky [21][25][26].
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Obr. 8: Schéma uspoiadani DI-SDME (A), HS-SDME (B) a LLLME (C) [25].

Mikroextrakce do kapalné faze s vyuzitim dutého vlikna (HF-L PME)

Pti HF-LPME technice je pouzito duté vlakno, jehoz sténa je impregnovana
rozpoustédlem. Analyt je extrahovan z vodnych roztok ptes tenkou vrstvu organického
rozpoustédla navdzaného v porech dutého vldkna. Poté analyt pfechdzi do lumen dutého
vlakna, které je naplnéno akceptorovou tekutinou. Mala velikosti port zabrafuje
pfechodu vétsich molekul, coZ umoznuje ziskéani Cist§iho eluétu. Je to rychld, selektivni,
citliva a jednoduchy metoda, pouzitelna pro Sirokou skupinu analyti K extrakci a

zakoncentrovani vzorku. Hlavni nevyhodou této metody je moZzna kontaminace vlakna a
jeho kiehkost [21][25][28].
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Obr. 9: Schéma HF-LPME metody [27].
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Disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (DLLME)

DLLME vyuziva tfislozkovy systém. Disperzni ¢inidlo musi byt misitelné
sobéma fazemi a extrak¢éni Cinidlo nemisitelné s vodnou fazi. Smés extrakéniho a
disperzniho rozpoustédla je rychle vsttiknuta do vzorku, kde se za pravidelného michani
rozptyli a vznikd nehomogenni smés. Vznikaji emulgované kapicky s velkym
mezifazovym povrchem, do nichz je analyt extrahovan. Po odstfedéni a usazeni
emulgovanych kapek je vysledny sediment odebran pomoci mikro-injekéni stiikacky a
nastiiknut do chromatografického systému.

Disperzni ¢inidla maji také za ukol snizovat povrchové napéti mezi vodnou a
organickou fazi a tim dochézi k tvorbé menSich kapének. Velké mezifdzové rozhrani
usnadiiuje pfenos analytu a tim je rychlost extrakce podstatné vyssi. Ve vétSiné ptipadi
se vyuziva extrak¢éni Cinidlo o vyS$i hustoté nez voda. V soucasnosti vznikaji i nové
varianty této techniky. Napftiklad vyuzivajici ultrazvuku misto disperzniho ¢inidla pro
rozptyl rozpoustédla ve vzorku. Vyhodou DLLME proti LLE je tedy vétsi rychlost
extrakce, vyssi vytéZznost a mala spotieba ¢inidel [21][25][30].
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Obr. 10: Provedeni DLLME metody [29].
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3.4.2.2 Mikroextrakc¢ni techniky zaloZené na SPE

Mikroextrakéni metody zalozené na extrakci na tuhou fazi jsou dalsi pocetnou
skupinou. Vyznacuji se pouzitim malych objemi rozpoustédel a minimalizaci poctu
extrakénich krokt. Radi se sem mikroextrakce na tuhou fazi (SPME), sorpéni
extrakce michatkem (SBSE), mikroextrakce tuhym sorbentem (MEPS) a extrakce

pomoci naplnénych $picek pipet (DPX).

Mikroextrakce na tuhou fazi (SPME)

Mikroextrakce na tuhou féazi je jednoducha a efektivni sorpéné - desorpéni
technika upravy vzorku. Analyty jsou extrahovany ze vzorku adsorpci na tenkou
polymerovou vrstvu umisténou na pevném povrchu vlakna uvnittf injekéni jehly nebo
kapilary.

Postup pfi vzorkovani a desorpci analytu je rozdélen do dvou fazi, adsorpéni a
desorpc¢ni. V prvni fazi je vldkno uvnitt jehly, které slouzi k propichnuti septa. Nasledné
se vlakno vysune do kapalného vzorku a analyt se adsorbuje na tenkou polymerovou
vrstvu. Adsorpce probiha do dosazeni rovnovahy. Poté dojde k zasunuti vldkna dovnit
jehly a vytazeni ze zkumavky. V druhé fazi dochazi k desorpci analytu z vlakna.
Desorpce muze byt tepelna nebo pomoci rozpoustédla a analyt je nastiiknut do
chromatografického systému.

Podle toho, zda jsou analyty adsorbovany z kapalné faze (jehla je ponotfena
ptimo do kapalného vzorku) nebo zplynné faze (jehla je nad hladinou vzorku)
rozlisujeme: direct immersion SPME (DI-SPME) - pfima extrakce analytu ze vzorku a
head space SPME (HS-SPME) - provedeni vhodné pro extrakci tékavych latek.

Vyvoj novych sorbenti umoznuje zkraceni casu, potfebného pro néarocnou
analyzu a stanoveni netékavych latek se slozitou matrici. Snadnad automatizace a
zrychleni metody je dosazeno spojenim operace vzorkovani, extrakce, zkoncentrovani a

davkovani do jednoho kroku.

Jednou z modernégjsich metod je tzv. In-tube SPME, kdy je sorbent nanesen na
vnitini sténu kapilary. Analyt ve vodném vzorku je extrahovan a koncentrovan ve

stacionarni fazi béhem opakovanych cykld nasavani a vypousténi roztoku vzorku z

27



kapilary. Tato metoda je jedna znejlepSich pro bio-analytické aplikace. Velkou
vyhodou jeji rychlost, jednoduchost, eliminace rozpoustédel, citlivost, potfeba malého
mnozstvi  vzorku, nizka cena, snadna automatizace a on-line spojeni

s chromatografickym systémem [20][21][35][36].

Sorp¢ni extrakce michatkem (SBSE)

SBSE je metoda zalozena na stejnych principech jako mikroextrakce na tuhou
fazi, kde je sorbent umistén na magnetickém michatku. Extrakce analytu je fizena
pomoci rozd€lovaciho koeficientu mezi vodnou a extrakéni (nejcastéji
polydimethylsoloxan) fazi. U této metody je pouZzito podstatné veétsi mnoZstvi sorbentu,
tim vzrista citlivost ale také nutnost uziti vétsich objemii vzorku.

SBSE nachazi vyuziti v oblasti zivotniho prostiedi a bio-medicinské analyze.
Hlavni nevyhodou tohoto zptsobu je doba extrakce, ktera je v rozmezi 30 — 150 minut

[21][371[38][39].

Mikroextrakce tuhvm sorbentem (MEPS)

MEPS pfedstavuje jednu z nové¢jSich technik pro pfipravu vzorkli a byla
vyvinuta v laboratofi Astra Zeneca v roce 2004. Mikroextrakce tuhym sorbentem je
V podstaté miniaturizace SPE metody, ktera je provadéna pomoci stfikacky s vyuZzitim
menSich objemit vzorku a rozpoustédel. Podobnou metodou zaloZenou na stejném
principu je DPX, kdy je sorbent naplnén do $picek pipet. MEPS sorbent (1-2 mg) je
umistén do stiikacky nebo do specialniho barelu mezi jehlu a télo stiikacky, po obou
stranach je ohraniceny polypropylenovymi filtry. Mezi béZné€ pouZivané sorbenty patii
modifikovany silikagel C2, C8 a C18, iontoménice, polystyren-divinylbenzen
kopolymer (PS-DVB), materialy s omezenym piistupem (RAM), molekularné vtisténé
polymery (MIP) a nové komeréné dostupny porézni grafiticky uhlik (PGC). PGC
vznika grafitizaci pii 2000-2800 °C a jeho povrch ve forme plochych krystalt je vysoce
homogenni. Pouziva se pro extrakci polarnich latek a jeho vyhody jsou: vysoka
vytéznost analytu, chemicka stabilita a dobra reprodukovatelnost metody. MEPS lze
on-line spojit s LC nebo GC systémem, bez vétsich zasahti do instrumentace.

Postup extrakce je shodny stechnikou SPE, obecné lze popsat nasledujicimi

kroky: Sorbent se nejprve aktivuje nejcastéji organickym rozpoustédlem a kondicionuje
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vhodnym roztokem podobného slozeni jako analyzovany vzorek, nejéastéji tedy vodou
¢i pufrem. Vzorek (50-250 pl) je ruéné nebo pomoci autosampleru nasavan pies sorbent
do sttikacky, kde se adsorbuje na sorbent. Po promyti sorbentu je analyt eluovan
vhodnym elu¢nim c¢inidlem. Eluat mize byt pfimo nastfiknut do chromatografického
systému. Pro zakoncentrovani Se mize proces nasadvani a vypousténi vzorku nékolikrat

opakovat [21][40][41].
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Obr. 11: Schéma MEPS [41].

Hlavni vyhodou v porovnani s SPE je moznost n¢kolikanasobného pouziti
MEPS sorbentu. Jeho typicka Zzivotnost ¢ini 40 az 100 vzorki. Divodem vyssi
zivotnosti jehly, je malé mnozstvi extrakéni faze, které lze snadno a G¢inné promyt. Tim
se snizuje riziko vzajemné kontaminace mezi vzorky. MEPS je jednoducha a efektivni
metoda vyuzivajici malé mnozstvi vzorku i sorbentu, pouzivana zejména v bio-analyze.
Zpracovani vzorku "on-line" pomoci jednoho zatizeni zkracuje dobu upravy vzorku a

eliminuje nutnost ¢astého zasahu analytika [40][41].
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3.4.3 Materialy s omezenym pristupem (RAM)

Materidly s omezenym pfistupem Se pouzivaji pro analyzu latek s nizkou
molekulovou hmotnosti ve slozitych matricich, které obsahuji vysokomolekularni latky.
RAM umoziuji pfimé vstiikovani biologického vzorku do chromatografickych systému
bez predchoziho zpracovani vzorku, coz znaéné zjednodusSuje a urychluje piipravu
vzorku a usnadiiuje automatizaci. RAM sorbenty jsou porézni materidly umoznujici
odstranéni makromolekul na zakladé¢ omezeni piistupu do sorbentu. Makromolekuly
nepronikaji do pora a jsou snadno eluovany promyvacim ¢inidlem. Separace mensich
molekul je zaloZeno na interakci se stacionarni fazi, ktera molekuly zadrzuje.

Separa¢ni Uc¢innost zavisi hlavné¢ na pouzitém typu RAM sorbetu. Dlouha
zivotnost, rychlé analyzy, snadna automatizace a zjednoduSeni analytického postupu

jsou hlavni vyhody vyuziti RAM v HPLC systémech [42].
3.4.4 Molekularné vtisténé polymery (MIPs)

Molekularné vtisténé polymery jsou materialy s vysokou selektivitou pro cilové
molekuly. Postupem piipravy se vytvaii specificka rozpoznavaci mista pro dany analyt
na sorbentu. MIPs se pouZzivaji stejnym zptisobem jako sorbenty pro SPE, ale i MEPS.
Slouzi tedy nejen k piecisténi a zakoncentrovani analytu, ale také k selektivni extrakci
konkrétniho analytu, ktera je dilezita zejména u slozitych matric.

Ptiprava MIP sorbentu probiha v n€kolika krocich. Nejprve se vzorova molekula
spoji s funkénimi monomery do komplexu a nésledné se komplex vzorova molekula-
monomery polymerizuje. Kone¢nou fazi ptipravy MIPs je vyjmuti vzorové molekuly
z polymeru.

Hlavni vyhody této metody spocivaji ve vysoké selektivité. Nevyhodou téchto
polymert je jejich nizka kapacita a prozatim i relativné uzké spektrum dostupnych MIP

sorbentt [43][44].
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Obr. 12: Schéma piipravy selektivniho MIPs polymeru.
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3.5 Entekavir

Entekavir (EV) nukleosidovy analog guanosinu s chemickou strukturou 2-
amino-9-[(1-S,3R,4S)-4-hydroxy-3(hydroxymethyl)-2-methylindenecyclopentyl]-3H-
purin-6-on je novym antivirotikem pouzivanym k 1é¢bé chronické hepatitidy B. Jedna
se 0 malou polarni molekulu s MW = 277,12. V téle je fosforylovan na aktivni
trifosfatovou formu, ktera inhibuje vSechny tii kroky virové replikace. Pusobi proti
HBV polymeraze a kompetici S pfirozenym substratem deoxyguanosinem trifosfatem
soutézi o inkorporaci do nové vznikajiciho fetézce DNA, ¢imZ zastavuje jeho syntézu.

Dale zabranuje primovani pii reverzni transkripci a blokuje DNA dependentni DNA

o]
N
/ fLNH
<N N)\NH2

OH

syntézu.

HO

Obr. 13 Struktura entekaviru [49].
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Po peroradlnim podani se vstfebavd z gastrointestindlniho traktu. Maximalni
koncentrace v plazmé je dosazena za 0,6 az 1,5 hodiny. Neni vyrazné¢ vazany na
plasmatické bilkoviny, jen asi z 13 %. Distribu¢ni objem je vétSi neZ objem celkové
télesné tekutiny. V malé mife je metabolizovan na glukuronid a siranové formy. Neni
substratem, inhibitorem ani induktorem cytochromu P450. Entekavir je vylucovan
prevazné ledvinami a to glomerularni filtraci a tubularni sekreci. Primérny biologicky
polocas se pohybuje V rozmezi 77 a 149 hodin [48][49][50][52].

V soucasné dobé¢ existuje pouze n€kolik LC metod pouzivanych pro stanoveni
entekaviru v biologickém materialu. V Tab. 1 jsou shrnuty jednotlivé LC-MS/MS
metody. Nejcastéji pouzivanou metodou upravy vzorkd je SPE s objemem vzorku 0,5 —

1 ml a jako vnitini standard byly pouzity strukturni analogy entekaviru.
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Metoda |Rezim | Vnitini Technika Sorbent Objem Matrice Nastrik | Doba LOQ Odkaz
UHPLC |standard upravy vzorku vzorku analyzy

ESI-LC- |RP, pH|Lamivudin |SPE Oasis HLB | 500 pl Lidska 20 pl 5 min 50pg/ ml |[[51]

MS/MS 10,5 plasma

ESI-LC- |RP, pH|Lobucavir |96  jamkova|OasisHLB |1 ml Lidska 20 ul 4 min 5pg/ ml [49]

MS/MS 10,5 desticka SPE (2 kroky) | plasma

ESI-LC- |RP, pH|Acyclovir |SALLE Siran 500 pl Lidska 5ul 10 min (50 pg/ ml |[50]

MS/MS | kyselé hofe¢naty plasma

ESI-LC- |HILIC, |Entekavir- |SPE Oasis HLB | 500 pl Potkani 2 ul 2 min 100 pg/ ml | [48]

MS/MS |pH4,0 |CB*NP mod

ESI-LC- |HILIC, |Entekavir- |MEPS PGC 50 pl Ultrafiltrat |2 ul 2 min 100 pg/ml | Prezentovana

MS/MS |pH4,0 |C.B°NY® ledvin metoda

Tab. 1: Pifehled LC-MS/MS metod pro stanoveni entekaviru v biologickém materialu.
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3.6 Validace analytickych metod

Validace je prokazani vhodnosti postupu pro zamyslené pouziti a zajisténi stejné
spolehlivosti pfi opakovaném pouZiti ve stejné nebo réiznych laboratotich. Uplna
validace by méla byt provedena pro vSechny nové zavadéné analytické metody.
Validace bio-analytickych metod se fidi platnymi piedpisy, kterymi jsou smérnice ,,ICH
Q2R1: Validace analytickych procesi” a smérnice spole¢nosti EMA (European
Medicines Agency).

Mezi hlavni valida¢ni charakteristiky bio-analytické metody patii: spravnost,
presnost, selektivita, limit kvantifikace (LOQ), limit detekce (LOD), ptenos vzorku,
linearita, rozsah, robustnost a matricové efekty. Tyto parametry jsou shrnuty v Tab. 2.
EMA na rozdil od ICH smérnice piesné definovala limitni hodnoty jednotlivych
parametr. DalS$im rozdilem mezi nimi je v poctu stanoveni potfebnych pro hodnoceni

jednotlivych parametra.

Parametr ICH - Q2R1 EMEA
pocet vzorkd pocet vzorkd limitni hodnota

Selektivita + 6 <20% LOQ
Pfenos vzorku + +
LOQ + +
Linearni rozsah 5x1 6x3 + 15%, pro LOQ 20%
Spravnost 3x3 4x5 1 15%, pro LOQ 20%
Presnost 3x3 4x5 1 15%, pro LOQ 20%
Vliv fedéni vzorku - 5 sprdvnost i presnost 15%
matricové efekty - 6 <15%

+ smérnice stanoveni provadi, - smérnice stanoveni neprovadi
Tab. 2: Srovnani parametrti u ICH a EMEA smérnice [53][54].

3.7 Matricové efekty

Matricové efekty lze definovat jako zmény ucinnosti ionizace zpisobené
ptitomnosti latky vychazejici z kolony spolu s analyzovanou latkou. [45] Setkavame se

s nimi u analyzy realnych matric, kde je vyssi obsah latek, které zptsobuji pozitivni
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nebo negativni efekt. Vliv matricovych efekti muize byt ovlivnén typem ionizace
(elektrosprej, chemicka ionizace za atmosférického tlaku), zpisobem tupravy vzorku,
slozenim mobilni faze a jejich aditiv, zvolenim vhodného vnitiniho standardu. Peclivé
zhodnoceni matricovych efekti a pouzivani pfislusné ptipravy vzorku ve spojeni
s odpovidajici chromatografii a wvnitinimi standardy, jsou dualezit¢é pro uspéSnou
validaci.

Velké rozdily jsou pozorovany u jednotlivych technik piipravy vzorku.
Precipitace proteinii vykazuje nejveétsSi matricovy efekt s mohutnym potlacenim,
zejména na zacatku a na konci chromatogramu. Precipitace proteini je neselektivni, a
proto se timto zpisobem nedostate¢n¢ odstrani lipidy, fosfolipidy a mastné kyseliny,
které mohou ovlivnit ionizaci u latek s malym retenénim casem. SPE umoziiuje
mnohem intenzivnéj§i preciSténi biologického vzorku, ale na druhé stran€ dochdzi ke
zakoncentrovani nejen cilového analytu, ale také interferujicich latek a tedy ke zvyseni

mi matricovych efekta.

K hodnoceni matricovych efektd se pouzivaji tii metody:
- post-kolonova infuze — do toku mobilni faze, ktery je za kolonou obohacovan
kontinudlnim pfisunem analytu, je vstiiknut extrakt blankové matrice a mobilni
faze. Porovnanim téchto dvou zaznaml je kvalitativné hodnocen vliv

matricovych efektt.

- standardni post-extrakéni pridavek - porovnani koncentraci analyti ve dvou
roztocich — vzorek blankové matrice obohacend sledovanym analytem po

extrakci a standardni roztok sledovaného analytu v mobilni fazi.

- porovnani smérnic kalibra¢nich kfivek - smérnice se ziskaji zméfenim
standardni a matricové kalibra¢ni kiivky. Jestlize je koeficient ,.k* v rovnici
linearni z&vislosti shodny s obéma kalibracnimi ktivkami, nevyskytuji se Zadné

matricové efekty [45][46][47].
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie

4.1.1 Standardni latky
- Entekavir, Santa Cruz Biotechnology, USA, > 99%

- Entekavir C, ©®* N *°, vnitini standard, Toronto Chemicals Research, Kanada, > 99%

4.1.2 Rozpoustédla

- Acetonitril, Acetonitrile, LC-MS chromasolv® >99%, FLUKA Analytical, CR

- Kyselina octova, Acetic acid, > 99%, FLUKA Analytical, CR

- Hydroxid amonny, Ammonium hydroxide, LC-MS, > 25%, Fluka Analytical, CR

- Kyselina mravenéi, Formic acid, > 99%, MERCK, CR

- Ultracista voda, vyrobena na Farmaceutické fakulté v HK pomoci zafizeni MILLI-Q,

Millipore

4.2 Pristroje

- Acquity UPLC Systém, Waters, CR

- Analytickd kolona - Acquity BEH Amide (1,7 pum 2,1 x 50 mm), Waters, CR

- Hmotnostni spektrometr - trojity kvadrup6l Quattro Micro, Waters, CR

- Analytické vahy Sartorius 2004 MP, SARTORIUS, Némecko

- Vakuova pumpa a filtraéni zafizeni, Chromservis, CR

- Automatické pipety, BIOHIT, Fisher Scientific, CR

- Magnetickd michacka IKA MS 3 basic, Chromservis, CR

- Laboratorni pH metr HANNA instruments pH 212, Fisher Scientific, CR

- Ru¢ni automaticka pipeta eVol s ptislusenstvim, SGE Analytical Science, USA
- Suseni dusikem: Supleco Visiprep 24™ DL

- PTFE Filtry: 4 x 0,2 pm ISO-DISC™ Filters, Supleco Analytical Science, USA

36



4.3 Testované MEPS sorbenty

- Retain CX - Thermo Scientific

- Retain PeP - Thermo Scientific

- C8 - SGE Analytical Science, Australia

- C18 - SGE Analytical Science, Australia
- Silica - SGE Analytical Science, Australia
- PGC- Thermo Scientific

4.4 Priprava roztoki

4.4.1 Priprava zasobnich roztoku

Zasobni roztoky 0 koncentraci 1 mg/ml byly pfipraveny navazenim 1 mg

13N15

standardu entekaviru a vnitiniho standardu entekaviru C, a rozpusténim v 1 ml

vody. Koncentrace zasobnich roztokd byla 1 mg/ml a byly skladovany v lednici.
4.4.2 Priprava pracovnich roztoki

Pracovni roztoky byly pfipraveny postupnym fedénim zasobnich roztokl
mobilni fazi v rozsahu 100 pg/ml — 0,1 ng/ml. Ze zasobniho roztoku bylo odebrano 100
ul, napipetovano do vialky a doplnéno 900 pl mobilni faze. Takto vznikl pracovni
roztok o koncentraci 100 pg/ml. Stejnym zptisobem byla pomoci postupného fedéni
piipravena koncentracni fada az do hodnoty koncentrace 0,1 ng/ml. Roztok entekaviru o
koncentraci 500 ng/ml byl ptipraven smisenim 50 pl roztoku o koncentraci 10 pg/ml a
950 pl mobilni faze. A nasledné roztok o koncentraci 50 ng/ml byl pfipraven
napipetovanim 100 pl roztoku o koncentraci 500 ng/ml a 900 pl mobilni faze. Stejnym
zpusobem byly pfipraveny roztoky o koncentraci 5 ng/ml a 0,5 ng/ml.

Obdobnym zpiisobem byl ptipraven roztok vnitiniho standardu entekaviru, ktery

byl pouzivan jako roztok o koncentraci 10 ng/ml.
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4.4.3 Priprava mobilni faze

Mobilni faze pro pfipravu pracovnich roztokii byla pfipravena smisenim
acetonitrilu a 5 mM octanu amonného o pH 4,0 v poméru 75:25 (v:v).

Octan amonny 0 pH 4,0 byl pfipraven napipetovanim 71,3 pl kyseliny octové do
kadinky s 200 ml vody a pH bylo upraveno piidavkem hydroxidu amonného na hodnotu
4,00. Nasledné byl roztok preveden do odmérné banky o objemu 250 ml a doplnén

vodou po rysku. Tento roztok byl pfipravovan Cerstvy kazdy den.
4.5 UHPLC-MS/MS podminky

Optimalizace chromatografické separace a hmotnostni detekce byla provedena
vramci diive vyvinuté metody pro stanoveni entekaviru v potkani mogi.
Chromatografické podminky a nastaveni hmotnostniho spektrometru bylo pievzato
z diplomové prace TomaSe Gottvalda, kterd se zabyvala vyvojem a validaci HILIC-

UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni entekaviru v potkani moci.
45.1 Chromatografické podminky

Stanoveni entekaviru bylo provedeno v HILIC médu s vyuzitim kolony Acquity
BEH Amide (1,7 um, 2,1 x 50 mm). Jako mobilni faze byla zvolena smés acetonitrilu a
5 mM octanu amonného pH 4,0 v poméru 75:25 (v:v) pfi pratoku 0,3 ml/min. Objem
vzorku nastiiknutého na kolonu byl 2 pl.
Jako vhodna ionizacni technika byla zvolena ionizace elektrosprejem v pozitivnim
modu. Nastaveni ESI iontového zdroje bylo: napéti vkladané na kapilaru 3,5 kV, napéti
na extraktoru 3 V, RF Lens 0,3 V, desolvaéni teplota 450 °C, teplota v iontovém zdroji
130 °C, prutok susiciho plynu (dusiku) 600 I/h, pritok plynu (dusiku) na vstupnim
kuzelu 150 I/h.
Pro analyzu entekaviru byly pouzity 2 SRM piechody, kvantitativni a kvalitativni SRM
pfechod a metoda vnitiniho standardu. Kolizni energie a napéti na vstupnim kuzelu byly

zvoleny individualng pro kazdy piechod, viz Tab. 3.

38



Analyt ’ srodikish Na[’)etlknav 1 K0|121_11 Re'Eencnl
typ SRM prechodu prekurzor vstupnim kuzelu | energie cas
(eV) V) (min.)
EV - kvantifikace 2779 152,2 25 15 1,4
EV - konfirmace 2779 135,2 25 35 1,4
EV - IS 280,2 155,2 25 15 1,4

Tab. 3: Chromatografické podminky a SRM piechody entekaviru.

4.6 MEPS metoda

MEPS extrakce byla provadéna ru¢ni automatickou pipetou eVol s jehlou

obsahujici sorbentem PGC. Sorbent byl nejprve kondiciovan 100 % ACN a vodou,

posléze byl aplikovan vzorek. Néasledovalo promyti promyvacim c¢inidlem a eluce

roztokem 75 % ACN ve vod¢. Na zavér byla kolonka promyta znovu eluénim ¢inidlem,

100 % ACN a vodou. Pfesny postup je uveden v Tab. 4.

Postup MEPS
Krok Objem ¢inidlo
1. kondicionace 3x100 pl 100% ACN
2. kondicionace 3x100 pl voda
aplikace vzorku 50 pl vzorek
promyti 2x100 pl voda
eluce 100 pl 75% ACN
promyti 100 pl 75% ACN
promyti 100 ul 100% ACN
promyti 100 pl voda

Tab. 4: Postup MEPS extrakce.
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4.7 Validace analytické metody

4.7.1 Test vhodnosti systému, SST

Opakovatelnost reten¢niho ¢asu a ploch pikii byla ovéfena v sérii deseti méfeni
na tfech koncentra¢nich hladinach (100, 10, 1 ng/ml) analytu a byla vyjadiena relativni

smérodatnou odchylkou ploch piki analytu a reten¢nich ¢ast (RSD) v procentech.

4.7.2 Linearita, presnost, spravnost a matricové efekty

Linearita byla ovéfena na zakladé dvou kalibra¢nich kiivek, standartni a
matricové. Linearita standardni kalibracni kfivky byla méfena v koncentracnim rozmezi
0,1 ng/ml az 100 ng/ml a matricové kalibra¢ni kiivky byla v rozsahu 0,5 ng/ml az 100
ng/ml. Linearita byla hodnocena na zakladg korelagniho koeficientu r2.

Ptesnost, spravnost a matricové efekty byly ovéfeny na tfech koncentracnich
bodech + LLOQ: 100, 10, 1 a 0,5 ng/ml ve tfech nasledujicich dnech ve tfech
opakovanich. Pro vyhodnoceni spravnosti, pfesnosti a matricovych efekti bylo vyuzito

tfech roztoku entekaviru, viz Tab. 5.

4.7.3 Selektivita

Selektivita byla hodnocena porovnanim chromatogramu cistého ultrafiltratu
plasmy upraveného metodou MEPS a chromatogramu standartniho vzorku. Bylo

ovéfeno, zda nedochézi k interferenci matrice se signalem analytu.
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Matricove kalibracni | Post-extrakéni pridavek Standardni kalibracni body
vzorky
Postup pfipravy
(.5 ng/ml
227 5pl ultrafiltrato | 90pl ultrafiltratu po MEPS 90 pl 75% ACN
+125plEV 10 +10 pl smési (EV 5 ng/ml | +10 pl smési (EV 5 ng/ml +
ng/ml +EV IS 100 ng/ml ) EV IS 100 ng/ml)
+10pl EV IS 250
ng/ml
1 ng/ml
230p! ultrafiltratn | 90pl ultrafiltrato po MEPS 90 pl 75% ACN

+10ul EV 25 ng/ml
+10 Wl EV IS 25

+10 pl smési (EV 10 ng/ml
+EV IS 100 ng/ml )

+10 pl smési (EV 10 ng/ml
+EV IS 100 ng/ml)

ng/ml
10 ng/ml
230p1 ultrafiliraty | 90pl ultrafiltraty po MEPS 90 1l 75% ACN
, | +10 ul smési (EV 100 ng/ml| +10 pl smési (EV 100 ng/ml
+10ul EV 250 aglml | f e 1{4::{} ng.-'nﬂf LEVIS %{: ng,fnﬂ)g
+10ul EV IS 250
ng/ml
100 ng/ml
230p1 ultrafiliraty | 90pl ultrafiltrdty po MEPS 90 1l 75% ACN

+10pl EV 2.5 pg/ml

+10 pl EV IS 250
ng/ml

+10 pl smés1 (EV 1 pg/ml +
EV IS 100 ng/ml )

+10 pl smés1 (EV 1 pg/ml +
EV IS 100 ng/ml)

Tab. 5: Piiprava vzorki pro kontrolu kvality.
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5. Vysledky a diskuze

5.1 Optimalizace podminek MEPS extrakce

Pro nalezeni vhodného extrakéniho postupu bylo nutné optimalizovat vybér
sorbentu, eluéniho a promyvaciho ¢inidla a jejich objemy. Optimalizace jednotlivych
krokt byla nejprve provedena na roztok smési standardd a poté byl dany postup ovéfen
na obohacené redlné¢ matrici. Pfi préci s biologickym vzorkem bylo nutné extrakt
s analytem prefiltrovat, aby nebyla zanesena chromatografickd kolona. Testovanym
biologickym materidlem byl ultrafiltrat ledvin. Mikroextrakce tuhym sorbentem byla
pouzita z divodu omezeného mnozstvi biologického vzorku, uprava pomoci konvenéni

SPE by vyzadovala vétsi objem vzorku.
5.1.1 Vybér vhodného sorbentu a elu¢niho ¢inidla

Pro zachyceni analytu bylo nutné zvolit vhodny MEPS sorbent. Celkem bylo
testovano Sest druhd sorbenti: Retain CX, Retain PeP, Silica, C8, C18 a PGC.
Vhodnost sorbentu byla hodnocena na zakladé vytéznosti analytu. Testovani sorbentu
bylo provedeno na vodném roztoku entekaviru o koncentraci 50 ng/ml. Aplikovano
bylo vzdy 50 pl vzorku a eluce provedena 100 pl elu¢niho ¢inidla. Krok promyti
sorbentu byl vynechan. Jako elu¢ni ¢inidlo byly testovany roztoky obsahujici rizny
pomeér acetonitrilu a vody v rozmezi 50 — 100 % acetonitrilu. Také byl testovan vliv
pfidavku amoniaku do elu¢niho ¢inidla.

Nejprve byla zkouSena jehla Retain CX a jako elu¢ni ¢inidlo byl pouzit roztok
100 % ACN, 75 % ACN a (H20/5 % NH4OH v ACN) v poméru 5:95 (v:v). V piipadé
elu¢niho ¢inidla s podilem hydroxidu ammoného bylo nutné provést odpareni eluatu do
sucha a nasledné rozpusténi ve 100 ul mobilni faze. Tento sorbent nebyl dale testovan,
protoze vytéznost analytu, ani pro jediné elu¢ni ¢inidlo nepresahla 21%. Pficinou byl
nizky zachyt analytu na sorbentu. U jehly Retain PeP s polymernim sorbentem, ktery je
vhodny pro polarni a stiedné polarni latky byl pouzit roztok 75 %, 85 % a 100 % ACN
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ve vodé jako elucni Cinidlo. Ale ani tento sorbent nebyl vhodny pro dalsi méfeni,
protoze nedochdzelo k zadchytu analytu a vytéznost nebyla vétsi nez 15 %. U dalSich
zkouSenych sorbentd tvofenych modifikovanym silikagelem s C8 a C18 byla eluce
provedena roztoky 75 % a 100% ACN ve vodé. Vytéznost U obou sorbenti byla
srovnatelnd, ale o néco vyssi hodnoty vytéznosti poskytl sorbent C8. Vytéznost
entekaviru pomoci 75 % ACN se pohybovala okolo 60%, coz bylo vice jak u piedeslych
sorbenttl, ale stale to nebylo optimalni. Pro sorbent Silica byla zkousena elu¢ni fada
¢inidel acetonitrilu ve vodé od 50 % do 100 %. Ale ani u tohoto sorbentu nedochazelo
K vys§imu zachytu analytu. Vytéznost Cinila pfiblizné¢ 13 %. Jako posledni byla
testovana jehla se sorbentem tvofenym poréznim grafitickym uhlikem. Eluéni fadu
vytvarel opét ACN ve vodé s obsahem ACN od 50 % do 100 %. ZkouSeny analyt byl
velmi dobte zadrzovan v sorbentu a pii eluci 80 % ACN byla vytéznost okolo 100 %,
viz Tab. 6. Proto se tato jehla se sorbentem PGC pouzila pro dal$i experimenty a
vybrana jako optimalni MEPS sorbent. Jako nejvhodnéjsi eluéni ¢inidlo byl zvolen
roztok 75 % ACN ve vodé.

Elu¢ni Vytéznost analytu u jednotlivych sorbent (%)

¢inidlo Retain CX | Retain PeP C8 C18 Silica PGC
NH, v AcN 18,33 - - - - -
ACN 100% 9,36 10,16 41,05 28,63 9,50 45,60
ACN 95% - - 49,25 | 44,28 - -
ACN 90% - - 54,56 | 47,48 | 12,34 | 92,39
ACN 85% - 13,88 58,70 52,91 - -
ACN 80% - - 56,15 55,63 | 12,86 | 106,45
ACN 75% 21,12 13,35 61,14 59,67 - -
ACN 70% - - - - 13,79 | 102,38
ACN 60% - - - - 15,43 | 97,30
ACN 50% - - - - 14,68 | 95,87

Tab. 6: Vytéznost analytu pro jednotlivé sorbenty.
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Obr. 14: Graf vytéznosti sorbentil pii uziti nejvhodnéjsiho elu¢niho ¢inidla pro dany

sorbent.
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Obr. 15 Chromatogram standardu entekaviru o koncentraci 100 ng/ml.

5.1.2 Optimalizace promyvaciho ¢inidla

Optimalizace promyvaciho ¢inidla, slouziciho k odstranéni balastnich latek, byla

provadéna na kolonce se sorbentem PGC. Vzorek o objemu 100 pul byl eluovan 100 pl
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75 % ACN ve vod¢. Testovany byly tyto promyvaci ¢inidla: voda, 5 % ACN a 10%
ACN ve vod¢. Zakladnim predpokladem bylo ovéfit, zdali nedochazi k vymyti analytu
ze sorbentu. Jiz pii nizké koncentraci ACN (5 %) dochézelo k nezadoucimu vymyti
analytu, proto byla zvolena voda jako nejvhodnéjsi promyvaci ¢inidlo. Promyti bylo
provedeno 2 x 100 ul vody, byl testovan i jiny objem promyvaciho ¢inidla, ale to

nem¢élo na hodnotu vytéznosti a matricovych efekta vliv.

Promyvaci roztok (100 pl) Vytéznost analytu (%)
voda 100,12
5% ACN 94,71
10 % ACN 62,9

Tab. 7: Vliv typu promyvaciho ¢inidla na vytéznost analytu.
5.1.3 Optimalizace objemu vzorku

Optimalizace objemu vzorku byla provedena dle optimalniho postupu, tedy
sorbent PGC, elu¢ni ¢inidlo roztok 75 % acetonitrilu ve vodé o objemu 100 pl, promyti
2x 100 pl vody. Optimalizace objemu vzorku byla nejprve provedena na standartnim

roztoku EV a nasledné na realné matrici. Testovany objem vzorku byl 50 pl nebo 100

ul.
Objem vzorku Vytéznost (%)
Standartni 100 pl 103,46
roztok 50 pl 106,23
100 pl 56,39
Ultrafiltrat
50 pul 80,93

Tab. 8: Vytéznost analytu u riznych objemu vzorku.
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Jak je patrné z Tab. 8 bylo vhodnéjsi uziti mensiho objemu vzorku. Prestoze
vytéznost analytu ze standartniho roztoku se nelisila pro 50 pl @ 100 pl, u redlné matrice
byl vliv objemu vzorku velmi vyrazny. SniZzena vytéznost pii pouziti ultrafiltratu byla
pravdépodobné zptisobena interferenci matrice a sorbentu, coz zptisobilo nizsi zachyt

analytu.

5.1.4 Shrnuti poznatki

Ukolem bylo vyvinout rychlou a efektivni metodu piipravy vzorku vyuzivajici

malé objemy vzorkd i rozpoustédel. Jako optimalni byl zvolen nasledujici MEPS

postup:
Sorbent MEPS - PGC
Postup MEPS
Krok Objem ¢inidlo
1. kondicionace 3x100ul 100% ACN
2. kondicionace 3x100ul voda
vzorek 50ul vzorek
promyti 2x100ul voda
eluce 100ul 75% ACN
promyti 100ul 75% ACN
promyti 100pl 100% ACN
promyti 100ul voda

Tab. 9: Optimalni postup MEPS extrakce.

5.2 Validace metody pro stanoveni entekaviru

5.2.1 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody byla ovéfena na tiech koncentra¢nich hladinach: 100, 10

a 1 ng/ml v sérii deseti po sob& jdoucich méfeni, které probihaly za stejnych podminek.
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Vhodnost systému byla hodnocena jako RSD (%) reten¢nich ¢asti a ploch piku.

Opakovatelnost retenc¢nich ¢asti byla 0,0 % a opakovatelnost ploch piki byla < 5,2 %.

V Tab. 10 jsou uvedeny vysledky méfeni.

Koncentrace | Pramér plochy Primér ret. RSD
SD RSD (%) SD
(ng/ml) piku Casu (%)
100 17881 296,4 1,7 1,4 0,0 0,0
10 1746 40,8 2,3 1,4 0,0 0,0
1 176 9,2 5,2 1,4 0,0 0,0

Tab. 10: Opakovatelnost retencnich ¢ast a ploch piku.

5.2.2 Linearita a citlivost metody

Linearita byla ovéfena jak u standardni, tak matricové kalibra¢ni kiivky.

Korela¢ni koeficient byl pouzit k jejimu hodnoceni. Standardni kalibra¢ni kiivka

méfena Vrozsahu koncentraci 0,1 — 500 ng/ml nabyvala hodnoty korela¢niho

koeficientu 0,9998. U matricové kalibra¢ni kiivky byla méfena koncentrace v rozsahu

0,5 - 500 ng/ml s korelacnim koeficientem 0,9997. Citlivost metody vyjadiena LOD a

LOQ byla vyhodnocena pomoci poméru S/N, kdy limit detekce je trojnasobkem a limit

kvantifikace desetinasobkem poméru signalu k Sumu.

LOD LOQ 2 Rovnice
(ng/ml) (ng/ml) kalibracni kiivky
standardni kal. kiivka 1,5 0,5 0,9998 y=10,372x-3,05396
matricova kal. kfivka 0,3 1 0,9997 y=9,685x-8,13294

Tab. 11: Vyhodnoceni kalibra¢nich ktivek.
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Compound name: EMNTECAVIR

Caorrelation coefficient; r= 09999045, 2 = 0.999310

Calibration curve; 103726 * 1+ -3.05306

Fesponse tvpe: Internal 5td (Ref 23, Area * (IS Conc. /15 Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Mull, Axis trans: Maone
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Obr. 16: Standardni kalibra¢ni kiivka
Compound name: EMTECAVIR
Correlation coefficient: r= 0989887, 2 = 09989773
Calibration curve: 968579 %% + 3.132594
Fespaonse type: Internal Std ( Ref 23, Area * (15 Canc. 715 Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Mull, Axis trans: Mane
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m 3000
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Obr. 17: Matricova kalibra¢ni kiivka
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5.2.3 Spravnost a piresnost metody

Spravnost a piesnost byla hodnocena ve tfech koncentra¢nich hladinach +
LLOQ a ve tiech opakovanich. Spravnost by se dle smérnice neméla piesahovat
hodnotu +15 % a u LLOQ + 20 %. Pro koncentraci entekaviru 5 ng/ml byla nejvyssi
hodnota a to 106,33 %. Presnost byla stanovena pomoci relativni smérodatné odchylky
a dosahovala hodnot nizsich nez 4,5 %, coz vyhovuje ICH smérnici. V Tab. 12 jsou

uvedeny jednotlivé hodnoty.

Matricové efekty
Koncentrace (ng/ml) Vytéznost (%) Presnost (RSD %) )
100 97,27 1,25 102,16
10 100,26 3,77 99,79
1 107,73 4,49 96,88
0,5 106,33 1,86 101,12

Tab. 12: Vysledky jednotlivych validaénich parametri pro jednotlivé koncentrace.

5.2.4 Matricové efekty

Matricové efekty byly uréeny pomoci post-extrakéniho ptidavku a post-
kolonové infuze. U post-kolonové infuze byly porovnany chromatogramy standardu,
vzorku plasmy po MEPS a mobilni faze. Pfi této metodé nebylo pozorovano ovlivnéni
analyzy matricovymi efekty, protoze byl patrny pouze pik v Case 0,7 min, ktery
neinterferuje s pikem entekaviru v retenénim ¢ase 1,4 min. Kvantifikace matricovych
efektd byla provedena pomoci metody post-extrakéniho pfidavku a dosahovaly hodnot
+ 4 %. Z vysledkil je patrné, ze analyza nebyla ovlivnéna slozkami matrice. Hodnoty

matricovych efektl jsou uvedeny v Tab. 12.
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Obr. 18: Chromatogram post-kolonové infuze. Modra — vzorek ultrafiltratu plasmy po

MEPS extrakci, ¢erna — standard EV, ¢ervena — mobilni faze.

5.2.5 Selektivita

Selektivita metody je definovana jako schopnost pfesného a spravného urceni
analytu i v pfitomnosti matrice. Byla stanovena vizualn€, pomoci chromatogramu
blanku ultrafiltratu plasmy, ktery je znazornén na Obr. 19. Bylo ovéfeno, ze v retenénim

Case entekaviru (1,4 min) se neeluuje zadny jiny analyt.
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Obr. 19: Chromatogram blank ultrafiltratu. V retenénim Case entekaviru se neeluuje

zadny jiny analyt

5.3 Aplikace na realné vzorky

Validovana MEPS-UHPLC-MS/MS metoda byla vyuzita pro analyzu

ultrafiltratu plasmy. Namétené vysledky slouzily jako dopliujici informace k diive

zmétenym vzorkiim koncentrace entekaviru v plasme a moci potkana a umoznily popsat

farmakokinetiku a exkreci entekaviru. V Tab. 13 jsou uvedeny hodnoty koncentraci

entekaviru v jednotlivych vzorcich ultrafiltratu plasmy.

koncetrace koncetrace koncetrace
Vzorek Vzorek Vzorek
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
33 5 41 59 49 32,65
35 5,25 43 3,15 50 38,95
37 6,4 45 6,8 51 30,55
39 4,65 47 5,65 52 21,35

Tab. 13: Koncentrace jednotlivych biologickych vzorkd.
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Obr. 20: Chromatogram realného vzorku s ¢islem 50.
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6. Zaver

Byla vyvinuta a optimalizovina MEPS metoda pro stanoveni entekaviru
z ultrafiltratu plasmy s vyuzitim izotopicky znaceného vnitiniho standardu entekaviru.
Nastaveni LC-MS bylo pievzato z diplomové prace Tomdse Gottvalda. Cilem této
diplomové prace bylo optimalizovat postup upravy ultrafiltratu plasmy pomoci
mikroextrakce tuhym sorbentem. NejvhodnéjSim sorbentem pro extrakcei se stal porézni
grafiticky uhlik. Postup MEPS se sklada z kondicionace sorbentu pomoci acetonitrilu a
vody, nasleduje extrakce 50 pl vzorku a promyti vodou. Na zavér probiha eluce
entekaviru 100 ul roztoku acetonitrilu a vody v poméru 75:25 (v:v). Nové vyvinuta
extrak¢éni metoda umoznila pouziti niz§ich objemi rozpoustédel a vzorku, pti zachovani
spravnosti a presnosti.

Metoda byla validovdna. Ovéfena byla zejména linearita, pfesnost, spravnost,
selektivita a matricové efekty vyvinuté metody. Metoda byla linearni v rozsahu 0,5 —
500 ng/ml a limit kvantifikace byl stanoven 0,5 ng/ml v biologické matrici. Hodnoty
ptesnosti byly niZsi nez 4,5 % a spravnosti mensi nez 106 %. Kvantitativni hodnoceni
matricovych efektli bylo provedeno pomoci post-extrakéniho ptfidavku a hodnoty
nepiesahly 4 %. Po validaci MEPS-UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni entekaviru

Vv ultrafiltratu ledvin byla metoda aplikovana na sérii realnych vzorkd.
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