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Diplomova prace se zabyva porovnanim dvou metod hodnoceni matricovych efektl
pii LC-MS/MS analyze za pouziti ionizace elektrosprejem a trojitého kvadrupdlu jako
hmotnostniho analyzatoru. Konkrétné¢ se jednalo o porovnani metody vyuzivajici
porovnani smérnic kalibracnich kfivek a metody post-extrakéniho pfidavku. Hlavnim
cilem bylo posoudit, zda ziskané hodnoty matricovych efekti spolu koreluji, ¢i nikoli,
objasnit divody rozdilnych vysledkti a definovat podminky umoznujici aplikaci obou
metod tak, aby byly ziskany spravné a piesné vysledky. Na zakladé fyzikalng-
chemickych vlastnosti jako jsou molekulovd hmotnost, acidobazické vlastnosti a
rozdélovaci koeficient byla vybrana skupina 28 riznorodych latek. Vlastnimu hodnoceni
matricovych efekti pfedchazel vybér vhodné LC metody, optimalizace jednotlivych
parametrl iontového zdroje a zaroven vybér vhodného SRM piechodu a kolizni energie
pro kazdou latku. K hodnoceni matricovych efektt bylo zvoleno lyofilizované sérum jako

matrice a proteinova precipitace pomoci acetonitrilu jako technika ptipravy vzorkd.

Pro obé metody hodnoceni matricovych efektti byly ziskdny velmi rdznorodé
vysledky, a proto v pfipadé¢ hodnoceni pomoci smérnic kalibra¢nich kiivek byly
testovany také rlzné transformace os kalibracnich kiivek, jako je logaritmicka ci

reciproka.

Ze ziskanych vysledkil vyplyva, ze pouze metoda post-extrakéniho pfidavku vede
k jednoznanym a spradvnym vysledkiim, zatimco metoda vyuzivajici smérnic
kalibracnich kfivek poskytuje Casto variabilni a zkreslené hodnoty. V ptipadé¢ volby
metody vyuZivajici smérnic kalibracnich kiivek se ziskané hodnoty nejvice shoduji
s vysledky ziskanymi metodou post-extrakéniho ptidavku pii pouziti reciproké

transformace os.
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This diploma thesis deals with a comparison of two methods of matrix effect
evaluation in LC-MS/MS analysis using electrospray ionization and triple quadrupole.
Specifically, it was a comparison of the method using slopes of the calibration curves and
the post-extraction addition method, where the main goal was to assess whether the
obtained values of matrix effects correlate with each other or not. A further aim of this
thesis was to clarify the reasons for the different outcomes and define the conditions of
both methods to obtain correct and accurate results. On the basis of physicochemical
properties such as molecular weight, acid-base properties, and partition coefficient, a
group of 28 diverse substances was selected. The actual evaluation of matrix effects was
preceded by the selection of an appropriate LC method, optimization of the individual
parameters of the ion source as well as the selection of appropriate SRM transition and
collision energy for each substance. To evaluate the matrix effects, lyophilized serum was
chosen as a matrix and protein precipitation with acetonitrile as a sample preparation

technique.

Very diverse results have been obtained using both methods of evaluation Therefore,
when using slopes of the calibration curves, various ways of constructing these calibration

curves, such as logarithmic or reciprocal scaling, were also tested.

The results show that only the post-extraction addition method results in definite and
accurate outcomes, while the method using comparison of the slopes of the calibration
curves often provides variable and distorted values. When choosing a method using
slopes of the calibration curves, the values obtained are most consistent with those

obtained by the post-extraction addition method in case the reciprocal scaling is used.
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1 Uvod

V soucasné dobé je jednou z hlavnich technik uzivanych pfi kvalitativnim a zejména
kvantitativnim hodnoceni 1é¢iv a metabolith v biologickych matricich spojeni
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Unikatni spojeni
kombinuje klady obou pfistroji s vysledkem citlivé, selektivni a robustni analyzy. Na
jedné stran¢ ucinnd separace slozek analyzované smési, na strané¢ druhé selektivni a
citliva detekce s vyuzitim principu tvorby ionti a jejich déleni podle poméru hmotnosti a
naboje. V klinické praxi se Casto jevi Iépe nez zavedené imunoanalytické metody. Stinné

stranky skyta uprava vzorku, ktera stale zistava ¢asoveé nejnaro¢néjsim krokem analyzy.

I ptes Casté vyuziti kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci se 1
tato technika potykéd s tadou uskali, ktera souvisi zejména s vyskytem nezadoucich
exogennich a endogennich latek ve vzorku. Jev, kdy interference vice ¢i méné vyrazné
pozménuji u¢innost ionizace cilenych analytl, se oznacuje jako matricové efekty. Mize
dochazet k potlaceni nebo zesileni ionizace. Matricové efekty maji za nasledek neptesné,
nespravné, falesné pozitivni &i negativni vysledky. Casto ani samotna separace &i tprava

vzorku neni schopna tyto interference eliminovat.

Existuje cela fada doporuceni, jak je mozné tyto efekty snizit a zaroven, jak
postupovat pii jejich hodnoceni. Piestoze nejsou regulacni autority v oblasti
bio-analytickych metod ve svych doporucenich zcela jednotné, shoduji se v tom, ze

stanoveni matricovych efekti by mélo byt soucasti validace kazdé LC-MS metody.



2 Cil a zadani prace

Hlavnim cilem diplomové prace bylo porovnani vysledkii matricovych efekti
ziskanych pomoci metody porovnani smérnic kalibracnich kiivek a metody
post-extrakéniho pifidavku. Nasledné se pokusit nalézt a definovat doporuceni
pro aplikaci obou metod tak, aby bylo ziskano spravnych a piesnych hodnot matricovych
efektt. K analyze bylo vybrano celkem 28 latek, které se liSily molekulovou hmotnosti,

acidobazickymi vlastnostmi a dal§imi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.

Pro dané ucely byly optimalizovany podminky pro LC-MS/MS analyzu, které
zahrnovaly zejména optimalizaci parametrli iontového zdroje, vybér vhodnych SRM
ptechodii a koliznich energii pro jednotlivé latky. Pro ucely hodnoceni matricovych
efektd byla vyvinutd metoda aplikovana na lyofilizované sérum upravené¢ pomoci
proteinové precipitace. Nasledovalo hodnoceni matricovych efektii s vyuzitim obou vyse

zminénych metod a ziskand data byla interpretovana a porovnana.



3 Teoreticka cast

3.1. Ionizaéni techniky v LC-MS analyze

Chromatograficka separace komplexnich vzorkt spolu s citlivou a selektivni detekci
pomoci hmotnostni spektrometrie je jednou znejvice vyuzivanych technik pfi
analytickém kvalitativnim 1 kvantitativnim hodnoceni, a to zejména organickych
sloucenin zastoupenych ve smésich v minimalnim, piipadné¢ az stopovém mnozstvi.
Teprve vyvoj ioniza¢nich technik pracujicich za atmosférického tlaku (API), naptiklad
ionizace elektrosprejem (ESI) nebo chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI),
vedl k online spojeni téchto dvou analytickych pfistupti [1]. Pro tyto techniky se také
vzilo ozna¢eni mekke ionizacni techniky. To je dano mensi vnitini energii potfebnou pro
ionizaci. Techniky vyuZivajici ionizaci za atmosférické¢ho tlaku jsou kompatibilni
s chromatografii na reverznich fazich a umoziuji zachovat v§echny vyhody LC systému.
Slouzi k analyze latek Siroké skaly fyzikalné-chemickych vlastnosti v¢etné polarnich,

termolabilnich 1é¢iv a metabolitd v Sirokém rozsahu molekulovych hmotnosti [2].

Vhodné zvoleni pouzité ioniza¢ni techniky na zékladé polarity latek, molekulovych
hmotnosti a ionizacniho médu zohlednujiciho acidobazické vlastnosti latek je nutnosti
(viz Obrazek 1). Ioniza¢ni technika na bazi elektrospreje je vyuZzivana pii analyze latek
s vysokou molekulovou hmotnostni, jako jsou biopolymery, nekovalentni komplexy a
syntetické vysokomolekularni polymery. Zaroven nachazi uplatnéni v analyze iontovych
organickych sloucenin. Fotoionizace za atmosférického tlaku je s oblibou vyuZivana u
latek nepolarnich aZ stfedné polarnich o molekulové hmotnosti do 2000 Da. Technika
chemické ionizace za atmosférického tlaku je vhodna pro analyzu stiedné polarnich latek

s molekulovou hmotnosti pod 1500 Da [3][4][5].
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Obrazek 1: Vliv fyzikalné-chemickych vlastnosti latek na vybér API ioniza¢ni techniky (upraveno

dle [3])

3.1.1. Ionizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem (viz Obrazek 2) se uplatiiuje v analyze latek s nenulovym
dipélovym momentem v Sirokém rozpé&ti molekulovych hmotnosti od béZznych
organickych 1é¢iv po latky typu biopolymert. Jedna se o ionizaéni techniku, kterou lze
uplatnit 1 u analyz o velmi nizkém prutoku mobilni faze, a to i pod 1 pl/min
(nanoelektrosprej). Elektrosprej poskytuje jedno nebo vicenasobné nabité ionty, jejichz
vznik zéavisi na fyzikdlné-chemickych vlastnostech analytu, komplexnosti vzorku,
vzajemnych interakcich latek, koncentraci analytu na povrchu kapky a na parametrech
hmotnostniho spektrometru [3]. Za pouziti vhodnych podminek méteni tak predstavuje

robustni a spolehlivou metodu. V procesu ionizace je vyuzivana elektricka energie [6].

Nedilnou soucasti iontového zdroje je kovova kapildra, na kterou je vkladano napéti.
Z eluentu, ktery je rozpraSen pii vystupu z kapilary pomoci zamlZujiciho plynu, vznikaji
mnohonasobné¢ nabité kapky. Nasleduje odpateni rozpoustédla ptisobenim susiciho plynu
v kombinaci s vysokymi teplotami za soucasné¢ho zvySeni povrchového napéti vlivem
konstantniho mnozstvi ndbojii na jejim povrchu. Nasledné je dosazeno Rayleighova
limitu, kdy jsou odpudivé sily na povrchu kapky jest€ v rovnovaze s jejich povrchovym

napétim. Pfi vzristajicim vlivu odpudivych sil dochazi ke coulombické explozi, ktera



vyusti v rozpad kapky na jeji mensi podjednotky. V této fazi nastava dal$i odpateni

rozpoustédla za vzniku zbytkového naboje paralelné s vytrzenim iontl z kapek [3][4].
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Obrazek 2: Princip ionizace elektrosprejem (upraveno dle [7])

Pfi transportu iontl z oblasti atmosférického tlaku do vakua dochazi k nechténému
jevu, kdy vlivem jejich ochlazeni vznikaji soubory atomt, které nejsou vazany
kovalentnimi vazbami, ale pouze slabsimi interakcemi typu vodikovych mustkd. Tyto
shluky atomt a molekul jsou nazyvany klastry a jejich tvorbé je potieba predchazet. Mezi
preventivni opatfeni ioniza¢niho zdroje proti vzniku klastrl patii funkce suSiciho plynu,
ktery odstrani vodni pary a nenabité molekuly, a dale dostatecné vyhiivani prostor uvnitf

ionizac¢niho zdroje [3].

Faktord, které ovliviiuji tvorbu iontd v elektrospreji, je mnoho. Patii mezi né
parametry kovové kapilary (vloZené napéti, tvar a priimér, nerovnosti na jejim povrchu),
sloZeni eluentu, povaha zmlZzujiciho plynu, nastaveni teploty a pritoku plynti, charakter
méfen¢ho analytu 1 geometrie iontového zdroje. Slozky komplexni matrice mohou
ionizovat pfednostné¢ namisto analytu, naptiklad vlivem vytlacovani analytu z povrchu
kapky. Analyzu ovliviiuje také koncentrace analytu. Prostor na povrchu kapky je
omezeny a vys§i koncentrace iontli mize mit za nasledek ovlivnéni linearni odezvy

analytu [3].

Konstrukce elektrospreje muze v nékterych ptipadech ovlivnit miru matricovych

efektd. Priklady konstruk¢nich typi elektrospreje jsou znazornény na Obrazku 3 [8].



USPORADANI MIMO OSU ORTOGONALNi GEOMETRIE

analyte solution l
< nebulizer gas @ % f
£ \ f
S /W
R heated [
-?.:T ~> gas 2 e ¢
[} ' w
o ©
/./ = exhaust g“
5 guide tube =
~heated = =4
eate! 3 ~ 3

- | o
JET STREAM
STANDARDNI ESI USPORADANI Z-SPREJ USPORADANI
heated sheath gas heated desolvation gas  baffle plate

nebulizer gas

sampling cone
isolation valve

nozzle
element

cage ion transfer
capillary

l —

!
extraction
cone

l-

Obrazek 3: Konstrukéni typy elektrospreje (upraveno dle [8])

3.1.2. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APCI (Obrazek 4) se s oblibou vyuziva pro kompatibilitu s vy$s§imi priutoky mobilni
faze. I pfes to, Ze se jedna o mé&kkou ioniza¢ni techniku, na rozdil od ESI vykazuje vétsi
stupenn fragmentace pozorované v MS skenu. Toho se vyuziva pii potiebé strukturni
charakterizace latek [9]. I pfes to neni stupen fragmentace Casto dostate¢ny, a tak se APCI
nejcasteji kombinuje s analyzatorem typu trojitého kvadrupoélu, ktery docili kontrolované
fragmentace pomoci kolizn€ aktivované disociace [10]. Technika je vhodna u vétSiny
organickych sloucenin rlizné polarity, avSak ne u latek zcela nepolarnich ¢i latek vysoce

polarnich [3].

APCI rozhrani vyuziva také kovovou kapiladru ke zmlzeni. Napéti je vSak v tomto
pfipad¢ vloZeno na vybojovou jehlu, nikoli na kapilaru. Napétim generovany koronovy
vyboj poté ionizuje nejprve molekuly mobilni faze, které prostfednictvim ion-
molekulédrnich reakci napomahaji ionizovat analyt [3]. Na rozdil od ionizace
elektrosprejem, u tohoto typu iontového zdroje probihd ionizace ve fazi plynné.
V priibéhu ionizace jsou charakteristické rozmanité interakce mezi stanovovanym

analytem a reakénim plynem. K ionizaci mize dojit pfenosem protonu, dile je velice



Casté tvorba aduktd a slouceniny s vysokou elektronovou afinitou mohou tvotit zaporné

nabité ionty zachytem elektronu. Mozna je i vyména naboje [11].
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Obrazek 4: Princip chemické ionizace za atmosférického tlaku (upraveno dle [12])

3.1.3. Fotoionizace za atmosférického tlaku

Fotoionizace za atmosférického tlaku (Obrazek 5) na rozdil od APCI umoziuje takeé
analyzu siln¢ nepolédrnich sloucenin. Uspofadani celého systému se prakticky shoduje
s instrumentaci APCI, rozdil vSak spoc¢ivd v mechanismu ionizace. K ionizaci je
vyuzZivana nejcastéji kryptonova vybojka, kterd je zaroven zdrojem UV zéfeni a
zabezpeduje selektivni predani energie analytu, a tedy jeho piimou ionizaci [3]. Cast&ji
vSak ionizace probihd s pouzitim dopantu, kdy jsou vyuzivany toluen, benzen nebo
aceton. Proces ionizace v pozitivnim moddu je v tomto piipad€ iniciovan fotoionizaci
dopantu, ze kterého vznik4d dopant radikal kation. V nésledujicim kroku miZze takto
transformovany dopant ionizovat molekuly rozpoustédla mobilni faze pfenosem protonu,
a to za ptredpokladu, ze je protonova afinita molekul rozpoustédla mobilni faze vétsi nez

r

protonova afinita deprotonované¢ho radikdlu kationtu. Protonované molekuly
rozpoustédla poté pienasi proton na molekulu analytu, za podminky vyssi protonové
afinity analytu. Dalsi alternativou je ionizace analytu dopantem procesem vymeény
naboje, a to za predpokladu, Ze je ionizacni energie analytu nizs§i nez ionizacni energie

radikal kationtu vzniklého z dopantu [13].
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Obrazek 5: Princip fotoionizace za atmosférického tlaku (upraveno dle [12])

3.2. Vznik matricovych efekti

Dtvodem stale SirSiho vyuziti LC-MS/MS v klinickych laboratotich je vysoka
selektivita, citlivost a robustnost. Nepostradatelnd se tato metoda jevi pro screening
dédicnych metabolickych onemocnéni, kde hlavnimi biochemickymi markery jsou
steroidy, mastné kyseliny, aminokyseliny, katecholaminy a thyroxin, nebo také pro
terapeutické monitorovani imunosupresiv, toxikologicka stanoveni a mnoh¢ dalsi. S ¢im
je ale nutné pfi vyvoji metody, validaci a rutinnim méfeni pocitat, jsou matricové efekty.
Matricové efekty jsou jevy, které zplsobuji rozdil v odezvé analytu pii meéfeni
v biologické matrici a v roztoku standardu, zptisobené latkami jinymi, nez je stanovovany
analyt. Tyto jevy vedou k zesileni ¢i potlaceni ionizace. Pro API ionizacni zdroje
ptedstavuji rozsahly problém [4][14]. Dlsledkem je ovlivnéni limitu detekce (LOD),
limitu kvantifikace (LOQ), linearity, pfesnosti a spravnosti LC-MS/MS metody [14].
Matricové efekty mohou byt zptisobeny latkami endogennimi, jako jsou soli, fosfolipidy,
elektrolyty nebo polarni slou€eniny [15]. Vyznamny vliv maji i chemikalie pouzivané pii
upravé vzorku a chromatografické separaci. Témito exogennimi latkami mohou byt
polymery obsazené v plastovém laboratornim nadobi, Li-heparin, jako béZné& pouzivany
antikoagulant pfidavany do zkumavek pro odbér krve, pufry, soli, ion-parova ¢inidla nebo

ftalaty uvoliované z kolonek pfi extrakci na tuhé tazi (SPE) [14].



Ptesny mechanismus vzniku matricovych efektli zatim neni zcela znam. Pfi pouziti
ESI ovlivilyji ionizaci zejména pozméneéné vlastnosti kapek vznikajicich pfi ionizaci
vlivem piitomnosti net¢kavych nebo méné tékavych latek. Dochazi ke zméné v efektivité
tvorby kapek v dusledku kompetice o naboj nebo transfer do plynné faze mezi analytem
a slozkami matrice. Narus$en je pak cely proces tvorby nabitych iontd v plynné fazi, které
putuji do analyzatoru a detektoru [16].

Dle dalsi teorie interferujici latky s vyssi viskozitou zvysuji povrchové napéti kapek,
¢imz limituji vypafovani rozpoustédla a schopnost analytu piejit do plynné faze.
Netekavé latky mohou zabranit kapkam dosahnout kriticky polomér, ktery ionty v plynné
fazi potiebuji k emitaci, popfipadé se mohou ucastnit koprecitpitace analytu.
V navaznosti na to mohou byt ionty analytu v takto kondenzované fazi neutralizovany
deprotonacnimi reakcemi zasaditych latek [16]. Rizna aditiva nebo sloZky matrice se
tedy mohou chovat jako ion-parova Cinidla, jejichz pfitomnost vede k tvorbé neutralnich
komplexii nebo jinak formovanych iontt analytu [17].

Pokud je srovndvana odezva standardu v biologické matrici s odezvou standardu v
samotné mobilni f4zi, jedna se o tzv. absolutni matricové efekty. VEtsi vyznam ma pfi
validaci, vyhodnoceni a ziskani spolehlivych farmakokinetickych dat bioanalytické
metody nepfitomnost relativnich matricovych efektt. Slovo relativni zde odkazuje na
nutnost porovnani hodnot matricovych efektl z riznych zdroji biologickych matric.
Stejny typ biologické matrice (napiiklad plasma) pouzity pii riznych méfenich muize
obsahovat rozdilné endogenni slouceniny, které mohou koeluovat s analytem, a které
mohou ovlivnit efektivitu 1onizace. Zejména dlouhodobé¢ studie sbiraji vzorky od stovek
subjektli hodnoceni, jejichz molekularni sloZeni plasmy, moci nebo obojiho se muizZe

vyznamng lisit [18].



3.3. Faktory vzniku ME

Ptestoze detailni mechanismy vzniku matricovych efekti nejsou dosud znamy, jsou
popsany okolnosti, které jejich vznik podporuji nebo potlacuji. Jak uvadi doporucené
postupy vypracované Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) i dal$imi autoritami
[19][20]Chyba! Nenalezen zdroj odkazi. , hodnoceni matricovych efektl je potieba
zaClenit do validace dané metody. Z toho divodu je pro analytika stézejni definovat

hlavni faktory, které mohou matricové efekty vyvolat.

3.3.1. Typ ioniza¢ni techniky

Prevazna cast mechanisml ovlivnéni ionizace je specifickd pro pouzitou ioniza¢ni
techniku. Mohou byt rozdéleny do dvou skupin, a to na mechanismy uplatiiujici se
v kapalné fazi a mechanismy ovliviujici ionizaci ve fazi plynné. Vétsi vliv na ionizaci
maji déje odehrdvajici se v kapalné fazi. To bylo demonstrovano praci [21], kterd
vyuZzivala dudlni ionizacni zdroje. Mezi principy ovlivnéni ionizace v kapalné fazi patii
Jiz zminéna soutéz o misto na povrchu kapky mezi analytem a slozkou matrice, ovlivnéni
efektivity tvorby kapek a vypafovani rozpoustédla latkami, které¢ zvysuji viskozitu a
zaroven povrchové napéti, tvorba pevnych ¢astic analytu s net€ékavymi latkami a chovéani
sloZzek matrice nebo aditiv mobilni faze jako ion-parova ¢inidla a jejich interakce s ionty
analytu [22][23]. Principy zodpovédné za zeslabeni ionizace jsou v plynné fazi odli§né.
Analyt miZe byt pfeveden do plynné faze jako ion nebo se stat soucasti nabitého klastru
tvofeného rozpoustédlem. Dale mize byt naboj ztracen neutralizaénimi reakcemi nebo
pfenosem naboje v disledku piitomnosti vysoce bazickych slou€enin.

Vétsina zdrojti uvadi, ze ESI je k ovlivnéni ionizace matricovymi efekty vice
nachylnou ioniza¢ni technikou. To souvisi pravé se zplisobem ionizace. V ptipad¢ ESI
dochazi k pfedani ndboje analytu v kapalné fazi podle mechanismu popsaného v kapitole
3.1.1. Jinym mechanismem vznikaji ionty v plynné fzi, jako je tomu naptiklad u APCI,
kdy se LC eluent konvertuje do podoby molekularniho plynu a az nésledné dochazi
pomoci ion-molekuldrnich interakci analytu sionizovanou mobilni fazi ke vzniku
stabilnich iontd, a tim k ionizaci analytu [24]. Ovlivnéni ionizace matricovymi efekty u
APClI navic pfimo nesouvisi s nasycenim naboji, jelikoZ maximalni mnoZstvi ionti, které
vznika ionizaci v plynné fazi, je mnohem vétsi v zavislosti na nadbytecné produkei iontil
reakéniho plynu [25]. Existuji ovSem studie, které tyto teorie vyvraci. Takovym
pfikladem mutze byt vyzkum védecké skupiny Garcia-Ac a kol. [26], ve kterém byly

matricové efekty testovany na Sesti riiznych slouc¢eninach s vyuzitim ESI, APCI a APPI.



Studie prokézala niz8i hodnoty matricovych efektii s pouzitim ESI u tfi z péti vybranych
latek [26].

Nachylnost APPI k matricovym efektiim je ze tii vySe zminénych ionizacnich technik
prozkouména nejméné. Vysledky studie Hanolda a kol. z roku 2004 [27] prokézaly, ze
APPI je mén¢ nachylna k ovlivnéni ionizace matricovymi efekty a zaroven k efektlim,
které zptsobuji pufry pouzité pii elektroforéze, ve srovnani s APCI a ESI.

V piipadé vybéru ionizacniho modu je nutno zohlednit chemickou strukturu analytu
spolu se slozenim mobilni faze. V piitomnosti trifluoroctové kyseliny nelze naptiklad
docilit efektivni ionizace v negativnim ionizaénim modu, zatimco pouziti kyseliny
mraven¢i a octové ionizaci umoziuje. Pozitivni ionizaéni moéd nelze zvolit, pokud je
v mobilni f4zi obsazena sloucenina silné alkalické povahy, jako tetrapropylamonium,
naopak prostedi amonium hydroxidu je vyhovujici [22].

Geometrie iontového zdroje mize do jisté miry také ovlivnit u¢innost ionizace. Studie
Holcapka a kol. [28] srovnavala vliv péti riznych ionizac¢nich zdroji a pristrojovych
sniZzeni signalu bylo pozorovéno pii pouziti Z-sprej geometrie. Zaroven udava, ze
ortogonalni usporadani s kolmou trajektorii iontl vstupujicich do analyzatoru zptisobuje
niz$i kontaminaci zdroje nez linedrni uspotadani. Ortogonélni uspotfaddani se vyznacuje
tim, Ze pouze ionty vybrané polarity vstupuji do analyzatoru, kdeZto ionty s opacnym
nabojem nebo neutralni ¢astice nikoli. Na druhé stran€ bylo zjiSténo, Ze rozdily mezi
nékterymi typy geometrii iontového zdroje nejsou nikterak signifikantni. Studie
Stahnkeho a kol. [8] naopak odporuje pfedeslému tvrzeni o ovlivnéni ionizace s pouzitim
Z-sprej geometrie. Tato studie udava niz8i hodnoty matricovych efektli s pouzitim
ortogonalniho uspofadéani. Informace tykajici se vlivu geometrie iontového zdroje na

ionizaci nejsou tedy dosud zcela jednoznaéné.

3.3.2. Typ matrice

Pritomnost matricovych efektd je zdvisla na typu analyzované biologické matrice.
Nejcastéji analyzovanymi typy biologickych materialii v klinickych laboratotfich jsou
plasma, moc¢ a sérum [29].

Plasma i sérum jsou tvofeny velmi Sirokou Skéalou polarnich a nepoléarnich latek, jako

jsou soli, uhlovodiky, aminokyseliny, organické kyseliny, lipidy atd. Plasma na rozdil od

séra je charakteristicka vysokym obsahem proteinti, které mohou vést ke srazeni v LC



systému, a proto neni vhodné pouZzivat piimy nastfik vzorku ¢i pouhé fedéni vzorku jako
jeho upravu [29]. V ptipadé takto komplexnich matric mohou byt nékteré slouc¢eniny jako
lipidy, cukry a soli ve vzorku pfitomny i po relativné selektivni upraveé vzorka pied LC-

MS/MS analyzou, jako je naptiklad extrakce na tuhou fazi [30].

Nejvétsi zdroj matricovych efektll v plasmé predstavuji fosfolipidy. VétSina z nich
ionizuje v pozitivnim moéddu diky pifitomnosti kvarterniho dusiku. Okolo 70 %
plasmatickych fosfolipidl jsou glycerofosfocholiny. Jednim ze zplsobii, jak muze byt
tento potencidlni zdroj matricovych efektii monitorovan, je ptidani 184 > 184 SRM
ptechodu pii vytvareni MS metody. Glycerofosfocholiny maji pti vysoké energii ve zdroji
a nizké kolizni energii tendenci disociovat na trimethylamonium-ethyl fosfatové ionty
(m/z 184). Krom¢ glycerofosfocholint také sfingomyeliny prochéazi touto disociaci a
mohou byt monitorovany timto pfechodem. Protoze fosfolipidy jsou vysoce lipofilni
latky, jsou velmi siln¢ zadrZzovany na stacionarnich fazich typu RP chromatografie a
nemusi tedy dojit k jejich vymyti v pribéhu analyzy. Z tohoto diivodu fosfolipidy mohou
zpusobit matricové efekty nejen koeluci s analytem, ale mohou zptsobit také nahodné
faleSné matricové efekty zptisobené pravé jejich vymytim z ptedchozi analyzy. Tento typ
matricovych efektl 1ze rozeznat na zdklad¢ vysoké variability matricovych efekti mezi

jednotlivymi nastiiky [31].

Dalsi vyznamnou sloZkou plasmy jsou estery cholesterolu a volny cholesterol, které
zaujimaji 15 - 40 % z celkového lipidového spektra plasmy. K jejich monitorovani se
vyuziva charakteristicky fragments m/z 369 [M+H-H>O]". V neposledni fadé jsou
zastoupeny triacylglyceroly, které tvoti pfiblizné 10 — 15 % celkového mnozstvi lipida

v plasmé. Pii MS analyze tvofi amoniové adukty [M+NH4]" [32].

Moc¢ je také komplexni, na latky bohatou matrici, kde se vyskytuji zejména
elektrolyty, anorganické soli, organické baze a spousta dalSich sloucenin jako je urea nebo
kreatinin. Proteiny a fosfolipidy jsou v mo¢i, na rozdil od plasmy, obsazeny pouze
v nizkych koncentracich (0,5 — 1 g/l) [30]. Jedna ze studii zabyvajici se vlivem
matricovych efektd popisuje matricové efekty pfi analyze deviti nekonjugovanych
zluCovych kyselin. Ukézala minimalni zavislost matricovych efektli na mnozstvi, pozici
a orientaci hydroxyll v jejich chemické struktuie, nicméné byl patrny trend zvysujicich

se matricovych efektll v zavislosti na klesajici hydrofobicité zluCovych kyselin [33].



S vétSim mnozstvim interferujicich latek v porovnani s moc¢i je nutné pocitat u
ordlnich tekutin. Latky nejCastéji se vyskytujici v této biologické matrici maji jak
hydrofilni, tak hydrofobni charakter. Spektrum latek je podobné jako u plasmy, ale

v nizsich koncentracich [29].

3.3.3. Ostatni faktory ovlivnéni ionizace

Zesileni ¢i zeslabeni ionizace muze byt ovlivnéno jakoukoli koelujici slozkou
vstupujici do iontového zdroje. Pomérné cCasto probiranym tématem je efekt aditiv
mobilni fize na sniZeni ¢i zvySeni ionizace analytu. Pfidani n€kterych aditiv do mobilni
faze vyrazné ovlivni G€innost ionizace [34]. Z béZzné¢ pouzivanych aditiv zplsobuje
signifikantni sniZeni signalu naptiklad kyselina trifluoroctova. Ne vSechny latky jsou ale

pridavkem kyselin ovlivnény. Mezi né patii naptiklad parabeny [35].

Vliv na ionizaci ma také ptitomnost pufrii v mobilni fazi. U téchto latek také zalezi
na typu a koncentraci. Pii koncentracich kolem 1 mM je pozorovéno u fady analytl
nepatrné zvySeni efektivity ionizace. Se vzriistajici koncentraci maji pufry v mobilni fazi,
jako naptiklad mravencan amonny a hydroxid amonny, opacny efekt — silné supresivni.
Je to ddno logicky vétsSim mnozstvim iontil ve spreji. Jak jiz bylo zminéno, redukuji tak

pfistup cilového analytu na povrch kapky a tvorbu iontd analytu [35].

Dalsi dilezitou roli hraje koncentrace analytu. Z hlediska Uc¢innosti ionizace je

nezadouci vysoka koncentrace analytu v matrici, ale 1 jeho stopové mnozstvi [36].

3.4. Eliminace matricovych efektii

Z vyse zminénych vlivl pisobicich na vznik matricovych efektl je patrné, ze mozné
riziko nechténych interferenci se objevuje prakticky v kazdém kroku analytické metody.
Pro dosazeni co nejpiesnéjSich a nejspolehlivéjSich dat, musi byt provedena urcita
opatfeni k eliminaci nebo alespont kompenzaci matricovych efektl. Postupy na odstranéni
matricovych efektdl zahrnuji optimalizaci pfipravy vzorku, zmeénu parametra
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie k zabranéni koeluce analytli a interferujicich
sloucenin, a v neposledni fadé¢ zménu parametri hmotnostni spektrometrie k redukci
vyskytu matricovych efektii v iontovém zdroji. Ani to ov§em Casto nestaci k jejich uplné
eliminaci. VéEtSina nejbéznéji praktikovanych technik upravy vzorku selhava pii
odstranéni latek, které jsou svymi vlastnostmi podobné analytu, coz mize vyustit v jejich

koeluci s analytem [37].



3.4.1. Uprava vzorku

Uprava vzorku piedstavuje dilezity predstupen analyzy, jehoZ cilem je selektivni
Dochazi naptiklad k eliminaci latek, které vykazuji odliSnou polaritu nez analyt, a to pfi
pouziti extrakénich technik nebo k odstranéni vysokomolekularnich proteint v dasledku
pusobeni precipitacnich Cinidel. Analyt pravé s latkami, které maji podobné fyzikalné-
chemické vlastnosti, koeluje. Cim men§i mnoZstvi matrice se do iontového zdroje
dostane, tim vice se minimalizuje jeji vliv na ionizaci a vysledky analyzy. Toho je
docileno prostym zifedénim vzorku. VSe se ale praktikuje na ukor citlivosti metody.
Nedostatecné zakoncentrovani vzorku analytu pfed jeho ndstfikem obecné snizuje
citlivost a zvySuje limit detekce. Potencidlni zdroje matricovych efektl, které nejsou
efektivné odstranény, mohou navic zkracovat zivotnost chromatografické kolony a

kontaminovat iontovy zdroj a iontovou optiku hmotnostniho spektrometru [22][38][39].

Konvenéni techniky upravy vzorku, casto pouzivané v praxi, zahrnuji metodu
extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE), metodu extrakce na tuhou fazi a proteinovou

precipitaci (PP) [39].

Jednou z nejvice pouzivanych a nejméné narocnych technik upravy vzorku je metoda
proteinové precipitace. Vyznacuje se ale nizkou selektivitou 1 €istotou vzorku a je zde
velkd pravdépodobnost ovlivnéni Uc¢innosti ionizace pii pouziti elektrospreje jako
iontového zdroje. Principem proteinové precipitace je denaturace proteinli piitomnych
v matrici. K denaturaci dochazi plisobenim extrémnich externich podminek, jako je
zvySena teplota nebo plisobeni organického rozpoustédla, naptiklad acetonitrilu nebo
metanolu. V procesu denaturace dochazi ke zméné v terciarni a sekundérni struktuie
proteinu, coZ postupné oslabuje jeho vazbu s analytem. Ostatni necistoty neproteinové
povahy v podobé¢ fosfolipidli a mastnych kyselin pfi precipitaci odstranény nejsou, a proto
se tato technika kombinuje naptiklad s SPE. Vyrobci v oblasti analytického vybaveni
uvadi na trh nejriznéj$i obmény desticek na proteinovou precipitaci, do kterych jsou
zaroven zakomponovany sorbenty, které nabizi selektivni odstranéni fosfolipidi
z precipitované plasmy. Tyto desticky se daji zkombinovat i s ostatnimi principy Gpravy

vzorku [39].

Metoda extrakce z kapaliny do kapaliny vyuziva pfechodu analytu z vodné faze do

organického rozpoustédla na zdkladé¢ hodnot rozdélovaciho koeficientu. LLE se



vyznacuje dobrou vytéznosti a reprodukovatelnosti, je relativné nenaro¢na na provedeni,
nevyzaduje specidlni instrumentaci, lze ji aplikovat na extrakci malych i velkych
mnozstvi vzorku a umoziiuje zakoncentrovani analytu. V procesu extrakce dochazi
k odstranéni latek, které nejsou rozpustné v pouzitém organickém rozpoustédle,
napiiklad interferenci ve form¢ soli a polarnich latek, coz je vyhodné pii odstrafiovani
matricovych efektd. Slouceniny, které vykazuji podobné fyzikalné-chemické vlastnosti
jako cilovy analyt, a tedy i obdobnou rozpustnost, jsou ovSem extrahovany spolu
s analytem. Metoda je navic hife automatizovatelnd, s rizikem nechténé emulzifikace.

Mezi jeji nevyhody patii také vétsi objem pouzitych rozpoustédel [39][40][41][42].

Metoda extrakce na tuhé fazi je zalozena na interakci mezi funkénimi skupinami
analytu a tuhou fazi. Vyznacuje se dobrou vytéznosti extrakce a redukuje mnoZzstvi
pouzitych rozpoustédel [43]. Ackoli je metoda ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
s oblibou vyuzivana, i zde mize v nékterych ptipadech dochazet k ovlivnéni ionizace. Je
znamo, ze chemické necistoty v SPE systému jako jsou polyetylenglykoly a ftalaty,
mohou byt extrahovany spolec¢né s analytem v pribéhu eluce, kdy je vlivem piisobeni
organického rozpoustédla naruSena interakce analytu se sorbentem a analyt je vymyt z
kolonky. Pro efektivnéj$i eluci zadrzovanych analytt se Casto vyrobci doporucuje pouziti
smési organickych rozpoustédel s pfidavkem bazi nebo kyselin. Takovéto podminky jesté
vice napomahaji rozpousténi vySe zminénych necistot, které zptsobuji matricové efekty

[39][40][41].

Se snahou pfedejit nechténym interferencim jsou vySe zminéné extrakéni techniky
stale zdokonalovany. Jeden z novych pfistupii modifikace téchto metod ptedstavuje
hybridni spojeni PP-SPE. Zac¢ina se pfidanim okyseleného acetonitrilu k plasmé nebo
séru, kde dojde k proteinové precipitaci. Néasleduje centrifugace a vznikly supernatant je
davkovan na SPE kolonu se sorbentem, napiiklad s oxidem zirkoni¢itym, ktery slouzi
jako chemicky filtr specificky vazajici endogenni fosfolipidy. Obména SPE, ktera
vyuzivd molekularné vtisténych polymeri jako sorbentil, se stava zase vice selektivni
k cilovému analytu. V praxi se vyuZzivaji 1 dalsi techniky Upravy vzorku, naptiklad
extrakce ze suché kapky matrice, ultrafiltrace nebo mikrodialyza umoznujici

monitorovani in vivo [39][40].



3.4.2. Podminky chromatografické separace

Vhodné zvolenymi podminkami jako je separa¢ni mod, stacionarni faze, typ mobilni
faze, vCetné pH, Ize docilit odseparovani interferujicich latek matrice, a tedy snizit vliv
matrice na ionizaci sledovaného analytu. Volbou gradientové eluce lze také ptedejit
nechténym interferencim zpisobenymi rezidui z pfedchoziho nastfiku. Povaha mobilni
faze hraje dilezitou roli zejména pii analyze ionizovatelnych sloucenin. U téchto

sloucenin ovlivituje pH mobilni faze retenci i selektivitu separace [44].

Vyuzit se daji i dalsi chromatografické metody. Studie védecké skupiny Desfontaine
a kol. [44] srovnava na piiklad vyskyt matricovych efektii v moc¢i a plasmé pfi
pouziti RPLC-MS a SFC-MS. Vysledky vzorkii moci jasné demonstruji mensi vliv
matricovych efektl pfi pouziti superkritické fluidni chromatografie. V ptipad€ plasmy,
ktera byla upravena metodou SPE pted vlastni analyzou, se také ukézala lepsi technikou
SFC, avSak pfi proteinové precipitaci nebylo mozné pro jednu z technik jednoznacné
rozhodnout. Dale bylo prokazano, Ze pifi pouZziti RPLC byla mo¢ vice nachylna k zesileni
ionizace, zatimco u plasmy doslo k zeslabeni ionizace. Hodnoty matricovych efektl se
tak velmi li§i v zdvislosti na analyzované matrici i zvolené chromatografické technice

[44].

Redukce matricovych efektl souvisi také s volbou stacionarni faze. Kazdy analyt je
unikatni svymi vlastnostmi a na vybé&r stacionarni fdze musi byt nahliZeno individualné.
Efektivnim feSenim je na ptiklad pouZiti stacionarni faze s riznymi mechanismy retence,
tedy vicemodalnich kolon, napiiklad s kombinaci chromatografie na reverzni fazi a
iontové vyménné chromatografie. Pfi vyvoji nové analytické metody je dulezité brat v
uvahu polaritu analytu a typ matrice. V analyze moc¢i nebudou pfili§ brany v tvahu
proteiny, jako spiSe vyssi obsah soli a ostatnich polarnich slou¢enin. V piipadé plasmy,
obsahujici ptevazné fosfolipidy, je diillezité zvolit kolonu, ktera je schopna odlisné retence
pro tyto nepolarni slou¢eniny a cilovy analyt. Pro retenci analytu mtize byt vyhodné takeé
pouziti kolony s fenylovymi nebo pentafluorfenylpropylovymi skupinami, jelikoz

fosfolipidy aromatickou skupinou vétSinou nedisponuji [22][45].

Co se prutokové rychlosti tyka, zaclenéni nizsich pritokovych rychlosti je vyhodou

z hlediska redukce matricovych efektl. Dochazi ke zlepSeni u¢innosti ionizace [45].



3.4.3. Metody kvantifikace

Dalsi z moznosti oSetieni matricovych efektii je jejich kompenzace s vyuzitim
pristupt kvantifikace. Vyuziti standardi eliminuje zejména vliv chyby pfi upravé vzorku
a nastiiku. V LC-MS analyze je s oblibou pouzivana metoda vyuzivajici vnitiniho
standardu, ktery se pridava k analyzovanému i referenénimu vzorku ve stejném mnozstvi.
Vnitini standard nesmi byt jednou ze slozek vzorku, mé¢l by byt co nejvice strukturné
podobny analytu, musi mit shodnou retenci jako stanovovany analyt, musi byt stabilni,
mit pozadovanou cistotu a odezva detekce by méla byt pro analyt i vnitini standard
podobna. Metoda vnitiniho standardu ma své uplatnéni predevsim v piipadé€, kdy je
kompenzuje zmény v odezvé hmotnostniho spektrometru pii LC-MS analyze. Dalsi
moznosti je metoda ptidavku standardu, ktera se s oblibou vyuziva pfi stanoveni vzorkd,
u kterych je Spatné dostupna matrice bez stanovovaného analytu, na ptiklad v piipadé
stanoveni inzulinu v plasmé, kterou je prakticky nemozné bez ptitomnosti inzulinu ziskat.
V tomto ptipadé je vychodiskem piiprava analyzovaného vzorku a vzorku s pfidanym
znamym mnozstvim analytu. Koncentraci stanovovaného analytu v nezndmém vzorku

1ze poté vypocitat porovnanim ploch pikli v obou vzorcich [46][47].

Nejlepsi moznou techniku kvantifikace v LC-MS analyze ptedstavuje piidani
stabilniho izotopicky znafeného vnitfniho standardu (SIL-IS) do méfeného vzorku.
Jelikoz SIL-IS bude na koloné€ zadrzovan ve stejném retencnim case jako cilovy analyt,
bude zéroven vykazovat stejnou miru potlaceni ¢i zesileni signélu a shodnou ionizaci.
Ptidanim SIL-IS nejsou kompenzovany pouze matricové efekty, nybrz 1 variability pfi
upraveé vzorku a pfi meéfeni hmotnostni spektrometrii [46]. Tento typ vnitiniho standardu
je povazovan za idedlni, protoZe vykazuje identické chovéani jako analyt pfi upravé
vzorku, na chromatogramu a pfi ionizaci [16]. Obecné plati, Ze SIL-IS by mél s analytem
kompletné koeluovat, coz je potieba na chromatogramech kazdého vzorku ovéftit. Dale je
dilezité, aby byl rozdil hmot mezi analytem a SIL-IS minimaln¢ o 3 hmotnostni jednotky.
Izotopicky znacena analoga jsou slouceniny, jejichz atomy v molekule jsou nahrazeny
jejich stabiln&jsimi izotopy. Mezi né patii napiiklad H, '3C, '’N nebo '*0 [48]. Pii vybéru
SIL-IS se preferuji izotopy '°C a >N pied deuteriem, jelikoZ deuteriem znaceny vnitini
standard nevykazuje dostatecnou koeluci s analytem, coz muze vést k rozdiliim v ionizaci

analytu a vnitiniho standardu. Problém pfedstavuje méteni veétSiho mnozstvi analyt, pfi



kterém by mél byt kazdému analytu pfifazen jeho vlastni SIL-IS, cozZ je €asto financné

velmi narocné nebo nerealné diky komercni nedostupnosti vsech SIL-IS [46].

3.5. Hodnoceni matricovych efekti

Matricové efekty lze hodnotit tfemi zakladnimi pfistupy: metodou post-kolonové
infuze, metodou porovnani smérnic kalibrac¢nich kiivek a metodou post-extrakéniho
ptidavku. Posledni dvé zminéné metody je mozné pouzit ke kvantitativnimu vyjadieni

ME.

3.5.1. Metoda post-kolonové infuze

Jedna se o dynamickou techniku, ktera umoziuje odhalit vliv matricovych efektii na
odezvu analytu béhem celé chromatografické separace. Vysledky umoznuji ur€it vliv
riznych metod Gpravy vzorku na matricové efekty, vhodnou analytickou kolonu, kde se
matricové efekty vyskytuji a kde behem chromatografické separace nejsou
identifikovany, dale vliv aditiv mobilni faze na odezvu analytu [1]. Metoda tedy
poskytuje pouze kvalitativni hodnoceni matricovych efektd. Pii této metod¢ je na kolonu
nastiiknuta matrice po pfedchozi Upravé a jeji zdznam je porovnavan se zdznamem
samotného rozpoustédla vzorku. Pumpa zajistujici infuzi pfivadi analyt do mobilni faze
pfimo za vystupem eluentu z chromatografické kolony a pfed vstupem do iontového
zdroje. Detektor monitoruje odezvu konstantn€ proudiciho analytu do téchto
davkovanych vzorkli. VSechny endogenni sloZky matrice, které vystupuji z kolony a
zpusobuji matricové efekty, jsou zaznamenany jako potlaceni ¢i zesileni ionizace
pfidaného analytu v podobé pozitivnich nebo negativnich pikl ve specifickych mistech

na chromatogramu [23].



3.5.2. Metoda porovnani smérnic kalibra¢nich krivek

Zde je ke kvantitativnimu ur¢eni matricovych efektii vyuzivano porovnani smérnic
kalibracnich kiivek sestavenych pro standard v rozpoustéci smési a pro standard v matrici
(Obrazek 6). Pokud nejsou matricové efekty pritomné, obé kalibracni kiivky jsou
identické. V ptipad¢, Ze je smérnice kalibracni kiivky latky v matrici niz$i, nez je tomu u
latky ve standardnim roztoku, doslo k potlaceni ionizace. Opac¢ny piipad indikuje zesileni

ionizace [49].

Kalibraéni kfivka
standard( v matrici

ZESILEN{IONIZACE Kalibrani kfivka

standardil v rozpoustéci
smeési

Odezva detektoru

Kalibraéni kfivka
standardti v matrici
ZESLABENIIONIZACE

Koncentrace

Obrazek 6: Metoda hodnoceni matricovych efektd — porovnani smérnic kalibra¢nich kiivek
(upraveno dle [40])

3.5.3. Metoda post-extrakéniho pridavku

Metoda post-extrakéniho piidavku (Obrazek 7) porovnava signal analytu
v rozpoustéci smési a signal analytu pfidaného do matrice po provedeni extrakce. Stejna
koncentrace analytu v obou roztocich je nutnosti. Jakékoli odchylky v odezve znac¢i bud’
snizeni ionizace, nebo jeji zvySeni, tedy pfitomnost matricovych efekti. Mira

matricovych efektl se spocita podle nésledujiciho vzorce:

B
ME(%) = - * 100 — 100

kde B piedstavuje pramér ploch pika standardu ptfidaného do matrice po extrakci a
hodnota A symbolizuje primérnou plochu piku standardniho roztoku. Hodnoty

ME (%) > 0 % znaci zesileni ionizace, kdezto hodnoty ME(%) < 0 % znaci zeslabeni



ionizace. Pokud se matricové efekty rovnaji nule, znamend to, Ze odezva analytu
v mobilni f4zi a v extraktu plasmy obohaceném o analyty se shodovala, a Zadné absolutni
matricové efekty nejsou pozorovany.

Zjisténi pritomnosti relativnich matricovych efektii mize byt dosazeno srovnanim
relativnich smérodatnych odchylek (% RSD) v opakujicich se néstticich (n = 5) standardti

a vzorkll matrice ze stejnych zdroja [18] [23].

B
ME (%) = 1 x 100
0 ¢ ﬁ R >
RE (%) = B x 100 4o
c ME x RE ./ . ANALYT
PE (%) =-=x100 PE (%)= 4
(%) =+ (%) 100
. KOMPLEXNI MATRICE
K — o TT
/ -éo‘.j,z /!' § . A Roztok analytu v rozpoustéci
- ® £ ° smési
Roztok analytu pridany do
o/ B matrice po upravé vzorku
. o: bl ]
[ o) ]

Roztok analytu pridany do
C matrice pfed Gpravou vzorku

Obrazek 7: Metoda post-extrakéniho pridavku (upraveno dle [16])

3.5.4. Pozadavky regulac¢nich autorit pro hodnoceni ME

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) je ve svych doporugenich velice obecny.
Matricové efekty zminuje v ramci hodnoceni selektivity. Pouze poukazuje na to, zZe je
dilezité matricové efekty hodnotit. Hodnoceni by mélo podle této autority zahrnovat
porovnani smérnic kalibra¢nich kiivek v riznych zdrojich biologické matrice, zahrnuje

tedy 1 hodnoceni relativnich matricovych efektd, ale blizs§i zptisob nespecifikuje [19].

Pokyny Mezinarodni rady pro harmonizaci technickych pozadavkd na huménni Ié¢ivé
ptipravky (ICH) zcela kopiruji doporuceni Evropské 1ékové agentury (EMA). Ty jsou o
néco specifictéjsi. Zduraziuji potfebu hodnotit matricové efekty s pouzitim 6 blankovych
matric od riznych darc. Zaroven tato smérnice také doporucuje zpiisob hodnoceni
matricovych efekt pomoci post-extrakéni metody na 2 koncentracnich hladinach. Uvadi,
ze spravnost by méla byt v rozsahu +/- 15 % od nominélni hodnoty, tedy standardniho

roztoku, a hodnoty relativnich matricovych efekti by mély byt nizsi nez 15 % [20].



3.6. Volba analyti pro hodnoceni ME

V experimentalni ¢asti bylo pouzito 28 latek riznych fyzikalné-chemickych vlastnosti.
Variability vybranych latek bylo dosazeno zejména riznymi hodnotami rozdélovaciho
koeficientu, odliSnymi acidobazickymi vlastnostmi a molekulovymi hmotnostmi. Na
zéklad¢ rozdé€lovacich koeficienti bylo pro jednotlivé latky vybrano vhodné
rozpoustédlo. Latky s hodnotou logP > 2 byly rozpusStény v acetonitrilu, latky s logP
vrozmezi 0 — 2 v 50% acetonitrilu a slouceniny se zapornymi hodnotami logP byly

rozpus$tény v ultracisté vod¢. Fyzikalné-chemické vlastnosti latek shrnuje Tabulka 1

Tabulka 1: Fyzikalné-chemické vlastnosti latek pouzitych v experimentalni ¢asti

P pKa pKa
SMESNY ROZTOK 1 Mr LogP (kyselé) (bazické)
Uracil 112,09 -1,04 8,95 -
Paracetamol 151,16 0,48 9,86 1,72
Acebutolol 336,20 1,77 13,78 9,40
Maravirok 513,67 5,30 14,80 10,24
Salicylova kys. 138,12 2,01 3,01 -
Pravastatin 424,53 0,59 - -
Sofosbuvir 529,45 2,21 9,39 -
Ritonavir 720,31 4,24 13,68 2,84
Ibuprofen 206,29 3,50 4,41 -
Estron 270,16 3,13 - -
- pKa pKa
SMESNY ROZTOK 2 Mr LogP (kyselé) (bazické)
Atenolol 266,34 0,34 13,88 9,43
Kofein 194,19 -0,63 - 0,52
Tetracyklin 444,43 0,62 4,50 11,02
Daklatasvir 738,39 4,67 11,15 6,09
Tamsulosin 408,51 2,14 10,08 8,78
Atomoxetin 255,35 3,36 - 10,15
Telmisartan 514,62 6,48 3,86 5,01
Indometacin 357,79 4,25 3,96 -
T pKa pKa
SMESNY ROZTOK 3 Mr LogP (kyselé) (bazické)
Tryprofan 204,23 0,70 2,30 9,71
Perfloxacin 333,36 1,92 0,16 7,41
Rutin 610,52 -0,90 6,17 -
Vardenafil 488,60 3,64 9,86 7,15
Hydrokortizon 362,46 1,76 12,47 -
Pitavastatin 880,29 2,92 4,13
Dexametazon 392,46 2,03 12,13 -
Atorvastatin 558,64 3,85 4,29 0,38
Simeprevir 749,29 4,82 3,77 1,70







