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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Michaela Lejnarova

Skolitel: RNDr. Hana Ko&ovéa Vigkova, Ph.D.

Nazev diplomové prace:
Porovnani dvou zptusobu hodnoceni matricovych efektu pii LC-MS/MS analyze

Diplomova prace se zabyva porovnanim dvou metod vyhodnoceni matricovych efektt
pii LC-MS/MS analyze za pouziti ionizace elektrosprejem a trojitého kvadrupoélu.
Konkrétné se jednalo o porovnani metody vyuzivajici smérnic kalibracnich kiivek a
metody post-extrakéniho piidavku, kdy hlavni cilem bylo posoudit, zda ziskané hodnoty
matricovych efektl spolu koreluji, ¢i nikoli. Pfipadné objasnit diivody rozdilnych
vysledkd a definovat podminky umoziujici aplikaci obou metod tak, aby byly ziskany
spravné a presné vysledky. Na zékladé fyzikélné-chemickych vlastnosti jako jsou
molekulova hmotnost, acidobazické vlastnosti a rozdélovaci koeficient byla vybrana
skupina 28 rGznorodych latek. Vlastnimu hodnoceni matricovych efektl ptredchéazel
vybér vhodné LC metody, optimalizace jednotlivych parametrii iontového zdroje a
zaroven vybér vhodného SRM prechodu a kolizni energie pro kaZzdou latku. K hodnoceni
matricovych efektd bylo zvoleno lyofilizované sérum jako matrice a proteinova

precipitace pomoci acetonitrilu jako technika ptipravy vzork.

Pro obé metody vyhodnoceni matricovych efekti byly ziskany velmi rtiznorodé
vysledky, a proto v pfipadé¢ hodnoceni pomoci smérnic kalibra¢nich kiivek byly
testovany také rizné transformace os kalibracnich kiivek, jako je logaritmickd ¢i

reciproka.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Michaela Lejnarova

Supervisor: RNDr. Hana Koc¢ova VIckova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis:

Comparison of two types of matrix effect evaluation for LC-MS/MS analysis

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 a line 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. Where
appropriate, 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, and
therefore, when using slopes of a line of the calibration curves, various ways of
constructing these calibration curves, such as logarithmic or reciprocal scaling, were also

tested.
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1 Uvod

V soucasné dobé je jednou z hlavnich technik uzivanych pfi kvalitativnim a zejména
kvantitativnim stanoveni 1éCiv a metaboliti 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¢ vyhodna separace slozek analyzované smési, na strané druhé selektivni
detekce iontl podle poméru hmotnosti a naboje. V klinické praxi se Casto jevi Iépe nez
zab¢hnuté¢ imunoanalytické metody. Stinné stranky skyta uprava vzorku, ktera stale
zustava Casove nejnarocnéjsim krokem analyzy.

4 .

I ptes jeji Casté vyuziti se narazi na jeji tskali, které souvisi zejména s vyskytem
nezadoucich exogennich a endogennich latek ve vzorku a které ji mohou velmi vyrazné
ovlivnit. Casto ani samotna separace &i uprava vzorku neni schopna eliminovat
interference, které maji za nasledek nepiesné, faleSné pozitivni ¢i negativni vysledky.
Interference mohou velmi vyrazné pozménit U¢innost ionizace cilenych analytd, kdy
muze dochéazet jak k potlaceni, tak k zesileni ionizace. Tento jev se oznacuje jako
matricové efekty. V soucasné dobé existuje celd fada doporucenti, jak je mozné tyto efekty
snizit a zaroven 1 jak postupovat pii jejich vyhodnoceni. Matricové efekty jsou soucasti
validacni dokumentace pii vyvoji metody. Regula¢ni autority v oblasti bio-analytickych
metod ale vétSinou piesné nespecifikuji, jakym zplisobem maji byt matricové efekty
méfeny a vyhodnocovany, tedy zejména v piipadé vyhodnoceni pomoci smérnic

kalibrac¢nich ktivek.



2 Cil prace

Hlavnim cilem diplomové prace bylo porovnani vysledkii matricovych efektii
ziskanych pomoci metody porovnani smérnic kalibracnich kiivek a metody
post-extrakéniho ptidavku, ptfipadné¢ doporuceni aplikace téchto metod pro ziskani
spravnych a pfesnych hodnot matricovych efektti. K analyze bylo vybrano celkem 28
latek, které se liSily relativni 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.



3 Teoreticka cast

3.1. Ionizacni techniky v LC-MS analyze

Chromatografickd separace komplexnich vzorkii spolu s kvantitativnim a
kvalitativnim stanovenim sloucenin hmotnostni spektrometrii jsou jedny z nejvice
vyuzivanych technik pfi analytickém stanoveni, a to zejména organickych sloucenin
zastoupenych ve smésich v minimalnim, pfipadné az stopovém mnozstvi. Teprve vyvoj
ionizacnich technik pracujicich za atmosférického tlaku, souhrnné oznacovanych jako
API, jimiz jsou napftiklad ionizace elektrosprejem (ESI) nebo chemickd ionizace za
atmosférického tlaku (APCI), vedl k online spojeni téchto dvou analytickych ptistupti [1].
Pro tyto techniky se také vzilo oznaceni mékké ionizacni techniky. To je dano mensi
vnitini energii po ionizaci. lonizace probihajici v kapalné fazi a kompatibilita téchto
technik s chromatografii na reverzni fazi, tckavymi rozpousStédly a aditivy
chromatografické separace, umoznuje zachovat vSechny vyhody LC systému. Slouzi
k analyze latek Siroké skaly fyzikalné-chemickych vlastnosti véetné polarnich, tepelné

labilnich 1é¢iv a metabolitd s vysokou molekulovou hmotnosti [2].

Pouzit4 ioniza¢ni technika vyzaduje spravné zvoleni ionizacniho modu na zaklade
acidobazickych schopnosti latek a molekulovych hmotnosti (viz Obrazek 1). Ionizaéni
technika na bazi elektrospreje je vyuzivana pii prométrovani latek s vysokou molekulovou
hmotnostni, jako jsou biopolymery, nekovalentni komplexy a syntetické
vysokomolekuldrni polymery. Zaroven nachdzi 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 ke stanoveni latek stitedné polarnich

s molekulovou hmotnosti pod 1500 Da [3].
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Obrazek 1: Vliv fyzikalné-chemickych vlastnosti latek na vybér ionizaéni 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 rozpéti molekulovych hmotnosti od béZznych
organickych 1é¢iv po latky typu biopolymerti a ostatnich makromolekularnich latek.
Jedna se o ionizacni techniku, kterou lze uplatnit i u analyz o velmi nizkém pratoku
mobilni faze, a to i pod 1 pl/min (nanoelektrosprej). Elektrosprej poskytuje vicendsobné
nabité ionty, jejichz vznik zavisi 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
méfeni tak predstavuje citlivou, robustni a spolehlivou metodu stanoveni. Pii pfechodu

iontl do plynné faze vyuziva elektrickou energii [4].

Principem je tvorba mnohonasobné nabitych kapek, které¢ se formuji plisobenim
zmlzujiciho plynu na eluent, vystupujici z kovové kapilary, na kterou je vlozeno napéti.
Nasleduje odpateni rozpoustédla za soucasné¢ho zvyseni povrchového napéti na povrchu
kapky vlivem konstantniho mnoZzstvi ndbojii na jejim povrchu. S postupem casu je
dosazeno reyleighova limitu, kdy jsou odpudivé sily na povrchu kapky jesté v rovnovaze
s jejich povrchovym napétim. Pii vzrastajicim vliva odpudivych sil ale dochazi ke

coulombické explozi, kterd vyusti v rozpad kapky na jeji mensi podjednotky. V této fazi



nastava dalsi odpateni rozpoustédla za vzniku zbytkového néboje paralelné s vytrzenim

iontl z kapek [3].
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Obrazek 2: Princip ionizace elektrosprejem (upraveno dle [5])

Pii vstupu iontd do analyzatoru dochdzi k nechténému jevu, kdy vlivem jejich
ochlazeni plisobenim vakua vznikaji soubory atomi, které nejsou vazany kovalentnimi
vazbami, ale pouze slab$imi interakcemi typu vodikovych mustkd. Témto shlukiim atomt
a molekul se tika klastry a je potfeba jim piedchazet pouzitim suSiciho plynu a

termostatovanymi prostorami ioniza¢niho zdroje [3].

Faktortd, které ovliviiyji tvorbu iontl touto technikou, je mnoho. Patii mezi né
parametry kovové kapilary (vlozené napéti, tvar a prumér, nerovnosti na jejim povrchu),
slozeni eluentu, povaha zmlzujiciho plynu, charakter méfené¢ho analytu i jiZ zminéna
geometrie iontového zdroje. SloZzky komplexni matrice mohou ionizovat pfednostné
namisto analytu vlivem vytlaCovani analytu z povrchu kapky. PouZitim vzorku o vysoké
koncentraci na druhé strané hrozi ovlivnéni linedrni odezvy analytu, jelikoZ prostor na

povrchu kapky je omezeny [3].

Konstrukce elektrospreje mize v nékterych piipadech ovlivnit miru matricovych
efektt. Ptiklady konstrukénich typl elektrospreje jsou znadzornény na Obrazku 3. Mezi
standardnim ESI uspofaddnim a jet stream konstrukci nejsou signifikantni rozdily.

v

S pouzitim ortogonalniho uspotadani jsou ziskany nizs$

r

i matricové efekty, nez s pouzitim
uspotradani mimo osu nebo Z-typu ionizaniho zdroje. Pro nanosprej se naptiklad nejvice

uplatituje sprejovani pod tthlem 45° [6].
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Obrazek 3: Konstrukéni typy elektrospreje (upraveno dle [6])

3.1.2. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APCI (Obrazek 4) se s oblibou vyuziva pro jeji kompatibilitu s vy$simi pratoky. I pies
to, ze se jednd o mekkou ionizacni techniku, na rozdil od ESI vykazuje vétsi stupeit
fragmentace pozorované v MS skenu. Toho se vyuzivd pfi potiebé strukturni
charakterizace latek [7]. I pfes to neni stupen ionizace Casto dostate¢ny, a tak se APCI
nejcasteji kombinuje s analyzatorem typu trojitého kvadrupoélu, ktery docili kontrolované
fragmentace pomoci kolizn& aktivované disociace [8]. Technika je vhodna u vétSiny

organickych sloucenin riizné polarity, avSak ne u latek zcela nepolarnich [3].

APClI rozhrani vyuzivéa kovovou kapilaru také, ale na jejim konci nedochézi zmlzenim
ke vzniku nabitych kapek, jako je tomu u ESI. Napéti je v tomto pifipadé vlozeno na
vybojovou jehlu, nikoli na kapilaru. Napétim generovany koronovy vyboj poté ionizuje
nejprve molekuly mobilni faze, které prostiednictvim ion-molekuldrnich reakci
napomahaji ionizovat stanovovany analyt [3]. V prib&hu ionizace jsou charakteristické
rozmanité interakce mezi stanovovanym analytem a reakénim plynem. K ionizaci maze
dojit pfenosem protonu, dale je velice Castd tvorba aduktii a slouceniny s vysokou
elektronovou afinitou mohou formovat zaporné nabité ionty zachytem elektronu. Mozna

je 1 vyména naboje [9].
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Obrazek 4: Princip chemické ionizace za atmosférického tlaku (upraveno dle [10])

3.1.3. Fotoionizace za atmosférického tlaku

Fotoionizace za atmosférického tlaku (Obrazek 5) na rozdil od APCI umoziuje také
analyzu siln¢ nepolarnich slou¢enin. Uspotadani celého systému se prakticky shoduje
s instrumentaci APCI, rozdil vSak spocivd v mechanismu ionizace. K ionizaci je
vyuzivana nejcastéji kryptonova vybojka, kterd je zaroven zdrojem UV zéfeni a
zabezpecuje selektivni pfedani energie analytu, a tedy jeho pfimou ionizaci [3]. Moznou
obménou je pouziti dopantu, nejcastéji v podobé toluenu, benzenu nebo acetonu. Proces
ionizace v pozitivnim médu je v tomto piipad€ iniciovan fotoionizaci dopantu, ze které¢ho
vznik4 dopant radikal kation. V nésledujicim kroku miZze takto transformovany dopant
1onizovat molekuly rozpoustédla ptenosem protonu, a to za ptedpokladu, Ze je protonova
afinita molekul rozpoustédla vétSi nez protonova afinita deprotonovaného radikalu
kationtu. Protonované molekuly rozpoustédla poté pfenasi proton na molekulu analytu,
za podminky vyssi protonové afinity analytu. Dalsi alternativou je pfima ionizace analytu
dopantem procesem vymeény naboje, a to za predpokladu, Ze je ionizacni energie analytu

niz$i nez ionizacni energie radikal kationtu [11].
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Obrazek 5: Princip fotoionizace za atmosférického tlaku (upraveno dle [10])

3.2. Vznik matricovych efektu

Dtivodem stéle vétsiho vyuziti LC-MS/MS v klinickych laboratofich je jeji vysoka
selektivita, citlivost a robustnost. Nepostradatelnd se jevi zejména pro screening
dédicnych metabolickych onemocnéni, kde hlavnimi biochemickymi markery jsou
steroidy, mastné kyseliny, aminokyseliny, katecholaminy a thyroxin, nebo také pro
terapeutické monitorovani imunosupresiv a toxikologicka stanoveni. S ¢im je ale nutné
pfi validaci, rutinnim méfeni a vyvoji metody pocitat, jsou matricové efekty. Matricové
efekty jsou efekty pfi analytickém méfeni zptisobené latkami jinymi neZ je stanovovany
analyt, které maji vliv na ionizaci stanovovaného analytu [12]. Mohou také zkomplikovat
stanoveni limitu detekce (LOD), limitu kvantifikace (LOQ), linearity, pfesnosti a
spravnosti LC-MS/MS metody, a to pfevazné¢ plsobenim endogennich latek
v biologickych matricich [13]. Za nejcastéjsi interference jsou zodpovédné soli,
elektrolyty nebo polarni slouceniny pozd¢ eluované pii isokratickém méteni [14].
V neposledni fad¢é nechténé interference zapficini 1 latky exogenni, jako jsou polymery
obsazené v plastovém laboratornim nddobi, Li-heparin, jako bézné pouzivany
antikoagulant pfidavany do zkumavek pro odbér krve, pufry, soli nebo ion-parova ¢inidla
[13]. Zptisobuji rozdil v odezvée analytu pii jeho méfeni v biologické matrici a pfi méfeni
v roztoku standardu, konkrétn€ se jednd o =zesileni ¢i potlaceni ionizace. Tyto
nepiedvidatelné jevy, které ¢asto nejsou rozpoznatelné na chromatogramu, predstavuji

rozsahly problém pro API ioniza¢ni zdroje [15].
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Ptesny mechanismus vzniku matricovych efektli zatim neni zcela zndm. Pii uziti ESI
typu ionizace jsou na viné zejména pozménéné vlastnosti kapek vznikajicich pti ionizaci
vlivem piitomnosti net¢kavych nebo méné tékavych latek. Dochazi ke zméné v efektivité
tvorby kapek a k vypafovani rozpoustédla. Narusen je pak cely proces tvorby nabitych
iontl v plynné fazi, které putuji do detektoru [15].

VétSina dosud popsanych mechanismli vzniku ME je specificka pro danou ionizacni
techniku. Jedna-li se o ionizaci elektrosprejem, pii méieni vyssich koncentraci analytu
muze dojit k omezeni mnozstvi naboji na povrchu kapky, eventualné¢ az k saturaci
analytem, kdy ¢ast ionti ziistane zachycena uvniti kapky. K tomu se pfidavaji endogenni
latky soupefici s analytem o misto na povrchu kapky [15].

Dle dalsi teorie interferujici latky s vyssi viskozitou zvysuji povrchové napéti kapek,
¢imz limituji vypafovani rozpoustédla a schopnost analytu pfejit do plynné faze.
Netekavé latky zase mohou zabranit kapkam dosédhnout kriticky polomér, ktery ionty
v plynné fazi potiebuji k emitaci, poptipadé se mohou ucastnit koprecitpitace analytu.
V navaznosti na to mohou byt ionty analytu v takto kondenzované fazi neutralizovany
deprotonacnimi reakcemi zasaditych substanci [15]. Riznd aditiva nebo komponenty
matrice se tedy mohou chovat jako ion parova ¢inidla, jejichz pritomnost vede k tvorbé
neutralnich komplexti nebo jinak formovanych iontl analytu [16].

Pokud srovnavame odezvu standardu v biologické matrici s odezvou standardu v
samotné¢ mobilni fazi, hovofime o tzv. absolutnich matricovych efektech. Mnohem
zasadngjsi je pii1 validaci, vyhodnoceni a ziskani spolehlivych farmakokinetickych dat
bioanalytické metody nepfitomnost relativnich matricovych efektl. Slovo relativni zde
odkazuje na nutnost porovnani hodnot matricovych efektii z riznych zdroja biologickych
matric. Stejny typ biologické matrice (napfiklad plasma) pouZity pii riznych meétenich
muze obsahovat rozdilné endogenni slouceniny, které mohou koeluovat s analytem, a
které¢ mohou ovlivnit efektivitu ionizace. Zejména dlouhodobé studie sbiraji vzorky od
stovek subjektti hodnoceni, jejichz molekularni sloZzeni plasmy, mo¢i nebo obojiho se
muze rapidné lisit [17].

Pfestoze detailni mechanismy vzniku tohoto fenoménu nejsou dosud znamy, jsou
popsany okolnosti, které jejich vznik podporuji nebo potlacuji. Jak uvadi doporucené
postupy FDA, hodnoceni matricovych efektii je potieba zaclenit do validace dané
metody. Z toho diivodu je pro analytika stéZejni stanovit si hlavni faktory, které mohou

interference vyvolat [18].



3.2.1. Typ ionizacni techniky

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku je obecné méné nachylna k matricovym
efektim nez ionizace elektrosprejem. Pi1i APCI se LC eluent konvertuje do podoby
molekularniho plynu a az nasledné dochazi pomoci ion-molekularnich interakei analytu
s ionizovanou mobilni fazi ke vzniku stabilnich produktovych iontl a k ionizaci analytu.
Pravé vyse popsané interakce ¢ini APCI méné€ nachylnou k matricovym efektim nez ESI

[19].

3.2.2. Fyzikalné-chemické vlastnosti latek

Slouceniny s vétsi predispozici k matricovym efektim jsou vétSinou slou€eniny

s vys$i relativni molekulovou hmotnosti, polaritou a bazicitou [20].

Méné tekavé latky ovliviuji efektivitu tvorby kapek pfi ionizaci a redukuji tak
schopnost nabitych kapek konvertovat na ionty v plynné fazi. Interferujici latky majici
vysokou viskozitu mohou zase zvysit povrchové napéti nabitych kapek a omezit tak

vyparovani rozpoustédla, a tim ovlivnit vysledky ionizace [20].

3.2.3. Typ matrice

Ptitomnost matricovych efektl je zavisla na typu analyzované biologické matrice.
NejcCastéji analyzovanym typem biologického materidlu v klinickych laboratofich je

plasma, mo¢ nebo sérum [21].

Plazma i1 sérum jsou tvofeny velmi Sirokou $kalu polarnich a nepolarnich latek, jako
jsou soli, uhlovodiky, aminokyseliny, organické kyseliny, lipidy atd. Plazma na rozdil od
séra je charakteristicka vysokym obsahem proteind, které mohou vést ke srazeni v LC
systému, a proto neni vhodné pouzivat pifimy nastiik vzorku ¢i pouhé fedéni vzorku jako
jeho Gpravu [21]. V piipadé takto komplexnich matric mohou byt nékteré slouc¢eniny jako
lipidy, proteiny, cukry a soli ve vzorku pfitomny i po relativné selektivni Gipraveé vzorki

pired LC-MS/MS analyzou, jako je naptiklad extrakce na tuhou fazi [22].

Nejveétsi zdroj matricovych efekti predstavuji fosfolipidy. VétSina z nich ionizuje
v pozitivnim moddu diky ptitomnosti kvarterniho dusiku. Okolo 70 % plasmatickych
fosfolipidii jsou glycerofosfocholiny, které byly identifikovany jako vyrazny zdroj
matricovych efekti v LC-MS/MS analyze. Jednim ze zpiisobti jak miizeme monitorovat
tento potencidlni zdroj matricovych efekti je pfidani 184 > 184 SRM piechodu pii

vytvareni MS metody. Glycerofosfocholiny maji totiz pii vysoké energii ve zdroji a nizké
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kolizni energii tendenci disociovat na trimethylamonium-ethyl fosfatové ionty (m/z 184).
Kromé glycerofosfocholinti také sfingomyeliny prochazi touto disociaci a mohou byt
monitorovany timto prechodem. Protoze fosfolipidy jsou vysoce lipofilni latky, jsou
velmi silné zadrzovany na stacionarnich fazich typu RP chromatografie a nemusi tedy
dojit k jejich vymyti v pribéhu analyzy. Z téchto divoda fosfolipidy mohou zpiisobit
matricové efekty nejen z divodu koeluce s analytem, ale mohou zptisobit také nahodné
faleSné matricové efekty zplisobené prave jejich vymytim z predchozi analyzy. Tento typ
matricovych efektl 1ze rozeznat na zéklad¢é vysoké variability matricovych efekti mezi

jednotlivymi nastiiky [23].

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

v plazmé&. Pfi MS analyze tvoii amoniové adukty [M+NH4]". [24].

Moc¢ obsahuje jako hlavni interferujici slozky hydrofilni rezidualni slouceniny,
vétSinou anorganické soli. Proteiny a fosfolipidy jsou v moci, na rozdil od plasmy,
obsazeny pouze v nizkych koncentracich (0,5 — 1 g/l). Moc¢ je nicméné také komplexni,
na latky bohatou matrici, kde mizeme nalézt zejména elektrolyty, anorganické soli,
organické baze a spoustu dalSich sloucenin jako je urea nebo kreatinin. Jak 1ze ocekavat
pfi pouZziti moci jako biologické matrice, vys$i matricové efekty jsou pozorovany pfi
HILIC chromatografii. Velké rozdily v matricovych efektech mezi HILIC a RPLC
chromatografii jsou diisledkem vyssi retence soli a polarnich slouc¢enin zahrnujicich ureu,
kreatinin, glukurunové kyseliny, fenoly, kyselinu mocovou, hyppurovou a urobilin na

HILIC chromatografii. Tyto slou¢eniny jsou mén¢ zachytavany v RPLC moédu. [22].

Jedna ze studii matricovych efektd v této biologické matrici popisuje chovani
matricovych efektl pfi analyze deviti nekonjugovanych Zlucovych kyselin. Ukazala
minimalni zavislost matricovych efektti na mnozstvi, pozici a orientaci hydroxyla v jejich
chemické struktufe, nicméné byl patrny trend zvySujicich se matricovych efektl

v zéavislosti na klesajici hydrofobicité Zlu¢ovych kyselin [25].

S vét§Sim mnozstvim interferujicich latek v porovnani s moci musime pocitat u
oralnich tekutin. Dané latky maji jak hydrofilni, tak hydrofobni charakter. Spektrum latek

je podobné jako u jiz zminéné plazmy, nicméné v niz§ich koncentracich [21].
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3.2.4. Dalsi faktory vzniku ME

Zesileni ¢i zeslabeni ionizace miize byt ovlivnéno jakoukoli koelujici komponentou
vstupujici do iontového zdroje. Pfipada o vlivu slozeni mobilni faze na u¢innost ionizace
je cela fada. Mén¢ probiranym fenoménem je efekt aditiv mobilni faze na snizeni ¢i
zvySeni ionizace analytu. Pfidani kyseliny do mobilni faze drasticky ovlivni G¢innost
ionizace [26]. Z bézn€ pouzivanych aditiv zplsobuje signifikantni sniZzeni signalu
naptiklad kyselina trifluoroctova. Ne vSechny latky jsou ale ptidavkem kyselin ovlivnény.

Mezi né patii naptiklad parabeny [27].

Rozdilny trend byl pozorovan u pufri v mobilni fazi. Se stoupajici koncentraci pufrt,
jako je mravencan amonny a hydroxid amonny, roste i jejich supresivni efekt na ionizaci
analyti. U pufrh tedy také zaleZi na typu a koncentraci. Pfi koncentracich kolem 1 mM
je pozorovano u fady analytl nepatrné zvySeni ionizace. Se vzrustajici koncentraci ale
maji pufry mobilni faze opacny efekt — silné supresivni. Je to dano logicky vétSim
mnozstvim iontd ve spreji. Jak jiz bylo zminéno, redukuji tak ptistup cilového analytu na

povrch kapky a tvorbu ionti. [27].

Dalsi dulezitou roli hraje koncentrace analytu. Z hlediska sniZzeni ionizace je

nezadouci vysoka koncentrace analytu v matrici, ale 1 jeho stopové mnozstvi [28].

3.3. Eliminace matricovych efektii

Z vySe zminénych vlivii na vznik matricovych efekti je patrné, Ze nachylnost
k neptesnostem se skryvaji prakticky v kazdém kroku analyzy. Pokud chceme dosahnout
co nejpiesnéjsich a nejspolehlivéjsich dat, musi byt provedena urcitd opatieni k eliminaci
nebo alespon redukci matricovych efekti. Nejjednodussim zptisobem je prosty néstiik
mensiho mnoZstvi vzorku nebo jeho ztedéni. Dal$i metody zahrnuji optimalizaci ptfipravy
vzorku k odstranéni interferujicich slou¢enin, zménu parametri vysokoucinné kapalinové
chromatografie k zabranéni koeluce analytii a interferujicich sloucenin, a v neposledni
fad¢ zménu parametrti hmotnostni spektrometrie k redukci vyskytu matricovych efekta
v iontovém zdroji. Ani to ovSem vétSinou nestaci k jejich Gplné eliminaci. VétSina
nejbeéznéji praktikovanych technik Gpravy vzorku selhava pii odstranéni necistot, které
jsou podobné analytu, coz vyusti vjejich koeluci s analytem. Uprava podminek
chromatografie je zase ¢asoveé narocna a stejné nezabrani nékterym aditiviim v mobilni

fazi snizovat signal cilového analytu [29].
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3.3.1. Uprava vzorku

Uprava vzorku piedstavuje dilezity predstupefi vlastniho méfeni, jehoZ cilem je
v analyzovaném vzorku [30]. Dochézi k eliminaci latek, které vykazuji odliSnou polaritu
nez analyt. Analyt pravé s latkami, které maji podobné fyzikalné-chemické vlastnosti,
koeluje [31]. Cim mensi mnoZstvi matrice se do iontového zdroje dostane, tim vice se
minimalizuje jeji vliv na vysledky. Toho je docileno prostym nastfikem vzorku bez
ptedchozi Gpravy nebo zfedénim. VSe se ale praktikuje na ukor citlivosti metody [32].
Konvencni techniky, ¢asto pouzivané v praxi, zahrnuji metodu extrakce z kapaliny do
kapaliny, metodu extrakce na tuhou f4zi a proteinovou precipitaci. V poslednich letech je

snaha zvysit selektivitu a citlivost téchto metod [30].

Jednou z nejvice pouzivanych a nejméné naro¢nych technik upravy vzorku je metoda
proteinové precipitace (PP). Vyznacuje se ale nizkou selektivitou i Cistotou vzorku a je
zde velka pravdépodobnost snizeni nebo zvySeni ionizace pfi pouziti elektrospreje jako
iontového zdroje. Principem je denaturace proteinti pfitomnych v matrici. K denaturaci
dochazi piisobenim extrémnich externich podminek, jako je prostfedi silné baze nebo
kyseliny, zvySena teplota nebo plsobeni organického rozpoustédla, jako je acetonitril
nebo metanol. V procesu denaturace dochazi ke zméné v terciarni a sekundarni struktute

proteinu, coz postupné oslabuje jeho vazbu s analytem [30].

Dalsi z technik je metoda extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE). Tato technika
vyuziva principu dvou nemisitelnych kapalin pro extrakci analytu. Mezi jeji nevyhody
patti nizka, variabilni vytéZnost, vEétSi spotfeba vzorku, nizkéd selektivita a s tim

souvisejici vyssi riziko matricovych efekta [30].

Metoda extrakce na tuhé fazi (SPE) je zaloZena na interakci mezi funk¢nimi
skupinami analytu a stacionarni fazi. Ve srovnani s pfedchozimi zlepSuje vytéznost
extrakce a redukuje nutnost pouziti interferujicich rozpoustédel [33]. Ackoli je metoda ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii s oblibou vyuzivana, i zde dochazi k ovlivnéni
ionizace. Je zndmo, Ze chemické necistoty v SPE systému jako jsou polyetylenglykoly a
ftalaty, mohou byt extrahovany spole¢né s organickymi rozpoustédly v poslednich fazich
extrakce. Pro efektivnéjsi eluci zadrzovanych analytt se Casto vyrobci doporucuje pouziti

smési organickych rozpoustédel s upravenou hodnotou pH. Takovéto podminky jesté
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vice napomahaji rozpousténi vySe zminénych necistot, které zpisobuji matricové efekty

[30].

Se snahou ptedejit nechténym interferencim jsou tyto techniky zdokonalovany. Jeden
z novych piistupti modifikace t€chto metod predstavuje hybridni spojeni PP-SPE. Zacina
se pridanim okyselené¢ho acetonitrilu do plasmy nebo séra, kde dojde k proteinové
precipitaci. Nasledné dochazi k centrifugaci a vznikly supernatant je davkovan na SPE
kolonu, kterd slouzi jako chemicky filtr specificky vazajici endogenni fosfolipidy.
Obmeéna SPE, ktera vyuziva molekularné vtisténych polymera jako sorbenti, se stava
zase vice selektivni k cilovému analytu. V praxi se vyuzivaji i dals§i pokrocilé techniky

upravy vzorku [30].

3.3.2. Podminky chromatografické separace

Vhodné zvolenymi podminkami jako je separa¢ni mdd, stacionarni faze, typ mobilni
faze, v€etné pH, lze docilit odseparovani interferujicich latek matrice, a tedy snizit vliv
matrice na ionizaci sledovaného analytu. Volbou gradientové eluce lze také predejit
nechténym interferencim zptisobenymi rezidui z pfedchoziho néstfiku. Povaha mobilni
faze hraje dilezitou roli zejména v prométovani iontovych sloucenin. U téchto slouc¢enin
ovlivituje pH mobilni faze retenci, selektivitu i citlivost separace. Studie védecké skupiny
Chambers a spol. [34] se zabyvala vlivem pH mobilni f4ze na matricové efekty pii nizkém
(2,7) a vy$§im (9) pH. Vysledky jasné ukazuji, Ze retencni ¢asy nejvice hydrofilnich
fosfolipidll jsou nezavislé na pH, zatimco vice hydrofobni di-alkyl fosfolipidy vyZaduji
k vymyti z kolony delsi proud organické faze pii vy$$im pH. Navic bylo zji§téno, ze vyssi
pH mobilni faze vedlo k lepsi ESI+ citlivosti pro mnoho bazickych sloucenin. Stejna
studie také potvrdila zlepSeni separace, tedy i mensi nachylnost k matricovym efektiim,
pii kombinaci vice typl stacionarnich fazi s riznou selektivitou. Pokud bychom jesté vice
chtéli zvysit rychlost, rozliSeni a citlivost metody, je na misté pouziti ultra vysoce €¢inné
kapalinové chromatografie (UHPLC), ktera profituje z mensiho poloméru ¢astic v koloné
(1,7 pm) a vyssich tlaka [15].

Vyuzit se daji 1 ostatni typy chromatografické separace. Jedna studie srovnava
naptiklad vyskyt matricovych efektl v moci a plasmé pii pouziti RPLC-MS a SFC-MS.
Vysledky vzorki moci jasné demonstruji mensi vliv matricovych efekti pii pouziti

superkritické fluidni chromatografie. V ptipad¢ plasmy, kterd byla upravena metodou
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SPE pfed vlastni analyzou, se také ukézala lepsi technikou SFC, avSak pfi proteinové

precipitaci nebylo mozné pro jednu z technik jednozna¢né rozhodnout [35].

Redukce matricovych efekt souvisi také s volbou stacionarni faze. Kazdy analyt je
unikatni svymi vlastnostmi a na vybér stacionarni faze musi byt nahlizeno individualné.
Obecné plati, ze nejvice efektivni je pouziti stacionarni faze s riznymi mechanismy
retence, napiiklad kombinace chromatografie na reverzni fazi a iontové vyménné
chromatografie. Pii vyvoji nové analytické metody je dulezité brat v uvahu polaritu
analytu a typ matrice. V analyze moci nebudou pfili§ brany v uvahu proteiny, jako spise
vys$si obsah soli a ostatnich polarnich sloucenin. Pro tyto polarni slouceniny bude tedy
vyhodnéjsi zvazit kolony na iontové vyménném principu nebo HILIC chromatografii,
namisto klasickych kolon na reverzni fazi. V ptipad€ plasmy, obsahujici pfevazné
nepolarni slouceniny, je dilezité zvolit kolonu, které je schopna odlisné retence pro tyto
slouceniny a pro cilovy analyt. Pro zachyt analytu mize byt vyhodné pouziti kolony
s fenylovymi nebo pentafluorfenylpropylovymi skupinami, jelikoz fosfolipidy

aromatickou skupinou vétSinou nedisponuji [36].

Co se pritokové rychlosti tykd, zaclenéni nizSich pritokovych rychlosti je vyhodou.
ZlepSuje se tim ucinnost ionizace a zarovei se mén¢ kontaminantti dostava do iontového

zdroje [36].

3.3.3. Podminky hmotnostni spektrometrie

Jak bylo zminéno vySe, APCI je méné¢ nachylna k matricovym efektim, avsak ani
s pouzitim této techniky se nelze matricovym efektim zcela vyhnout. Zalezi také na
designu vyrobce. Pfi kontaminaci vzorku se vyplati vyuzit miniaturizované formy ESI,
jako naptiklad kapildrni nebo nano-LC-MS/MS. Dtivodem je nizsi prutokova rychlost,
ktera redukuje velikost nabitych kapicek, cozZ ma za nasledek mensi povrchové napéti na
jejich povrchu. Na uvolnéni iontu do plynné faze je tedy potfeba menSi mnoZstvi
rozpoustédla, které nese nizsi riziko interferenci. Z hlediska polarity ionizace je negativni
mdd povazovan za vice specificky, a tedy méné nachylny ke sniZeni ionizace. Pravidlo

ale nelze obecné uplatnit pro vSechny typy analytt [15].

Technika echo-piku simuluje pouziti vnitfniho standardu. Uplatituje dva nastiiky
vzorku a jeho standardl v kratké sekvenci za sebou. Pii eluci tésn€ za sebou by mély byt

ovlivnény matricovymi efekty na stejné tirovni [16].
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DalSim parametrem, ktery miZze analyzu ovlivnit je geometrie iontového zdroje.
Linearni uspofadani je vice nachylné k matricovym efektim, nezli Z-sprej geometrie

[16].

3.3.4. Metody kalibrace

Dalsi z moznosti eliminace matricovych efektl je vyuziti kalibra¢nich technik. Pouzit
se da metoda vnéjSiho standardu nebo metoda vnitiniho standardu, ktery se pfidava pfimo
do vzorku, kde je stanovovan cilovy analyt, coz zna¢né zkracuje ¢as analyzy. Pouziti
standardt navic eliminuje vliv rozméri kolony, fluktuace pritoku a teploty na méteni

[37].

Nejlepsi moznou techniku kalibrace pfedstavuje piidani stabilniho izotopicky
znacené¢ho vnitiniho standardu (SIL-IS) do méteného vzorku. Jelikoz SIL-IS bude na
kolon¢ zadrzovan ve stejném reten¢nim case jako cilovy analyt, bude zaroven vykazovat
stejnou miru potlaceni ¢i zesileni signalu. Rozsah potlaceni signélu je u kazdého vzorku
rozdilny a li$i se v zavislosti na povaze matrice. Nicmén¢ piidani SIL- IS jako vnitiniho
standardu ke kazdému vzorku miZze tyto efekty kompenzovat. Pfidanim SIL jako
vnitiniho standardu nekompenzujeme pouze matricové efekty, nybrz i variability pfi

upravé vzorku, separaci a pii méteni hmotnostni spektrometrii [37].

Izotopicky znacena analoga jsou slou€eniny, jejichZ atomy v molekule jsou nahrazeny
jejich stabiln&jsimi izotopy. Mezi né patii napiiklad H, 1*C, >N nebo 80 [38]. P¥i vybéru
SIL-IS se preferuji izotopy '*C a '°N pied deuteriem. Je to dano nizsi lipofilitou deuteria,
s analytem kompletné koeluovat, coZ je potfeba na chromatogramech kazdého vzorku
ovéfit. Mensi odchylky v eluénich ¢asech mohou byt eliminovany zménou gradientu.
Problém piedstavuji méteni vétsiho mnozstvi analytl, pii kterém by mél byt kazdému
analytu pfifazen jeho vlastni SIL-IS, coZ je Casto financn€ velmi ndrocné a obcas i
komer¢né nedostupné [37]. Déle je dulezité, aby byl rozdil hmot mezi analytem a SIL-IS
minimalné¢ o 3 hmotnostni jednotky. Tento typ vnitiniho standardu je povazovan za
idedlni, vykazuje-li identické chovani jako analyt pii Upraveé vzorku, na chromatogramu

a pfi ionizaci [15].
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3.4. Hodnoceni matricovych efekti

Matricové efekty lze hodnotit tfemi zakladnimi pfistupy: metodou post-kolonové
infize, metodou porovnani smérnic kalibrac¢nich kfivek a metodou post-extrakéniho
pfidavku. Nicméné pouze posledni dvé zminéné metody je mozné pouzit ke

kvantitativnimu vyjadieni ME.

3.4.1. Metoda post-kolonové infuze

Jedna se o dynamickou techniku, ktera umoziiuje odhalit vliv matricovych efektii na
odezvu analytu béhem celé chromatografické separace. Vysledky umoziuji urcit vliv
riznych metod uprav vzorku na matricové efekty, vhodnou analytickou kolonu, kde se
matricové efekty vyskytuji a kde je béhem chromatografické separace naopak nenajdeme,
a vliv aditiv mobilni faze na odezvu analytu [1]. Metoda poskytuje pouze kvalitativni
vyhodnoceni matricovych efektd s identifikaci retennich casovych zén na
zesileni ionizace. Vyhodnoceni je provadéno monitorovanim odezvy konstantné
proudiciho analytu do extraktu vzorku z chromatografického systému. Pumpa zajist'ujici
infuzi ptivadi konstantni proud analytu do mobilni faze pfimo za vystupem eluentu z
chromatografické kolony a ptfed vstupem do iontového zdroje. VSechny endogenni
komponenty matrice, které vystupuji z kolony a zplsobuji matricové efekty, jsou
zaznamenany jako potlaeni Ci zesileni ionizace piidaného analytu ve specifickych
mistech na chromatogramu. Pokud mé byt stanovovano vice analytll v jedné metodé, je

potieba je nastfikovat oddélené [39].

3.4.2. Metoda porovnani smérnic kalibra¢nich krivek

Zde je ke kvantitativnimu urceni matricovych efektli nutné porovnani smérnic
kalibracnich kiivek sestavenych pro standard v rozpoustéci smési a pro standard v matrici
(Obrazek 6). Pokud jsou matricové efekty nepfitomné, obé kalibrani kiivky jsou
identické. V ptipadé, Ze je smérnice kalibracni kiivky latky v matrici niz$i, nez je tomu u
latky ve standardnim roztoku, doslo k potlaceni ionizace. Opacny piipad indikuje zesileni
ionizace. Aby se pfedeslo matricovym efektiim v ptipadech, kdy musi byt analyzovany

rizné vzorky podobné matrice, néktefi autofi navrhuji proméfit kalibracni kiivky
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standardni matrice, kterd bude podobna matrici ve vzorku, ale bez cilovych analyti.

Ziskat takovy typ matrice miize byt né¢kdy problém [40].

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 kalibracnich ktivek
(upraveno dle [40])

3.4.3. 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’
sniZzeni ionizace, nebo jeji zvySeni, tedy pfitomnost matricovych efekti. Velikost

matricovych efektl se spocita podle nésledujiciho vzorce:

B
ME(%) = e 100 — 100

kde B predstavuje pramér ploch pikd standardu pfidaného 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, znamena to, ze odezva analytu
v mobilni fazi a v plasmé se shodovali a zadné absolutni matricové efekty nejsou

pozorovany.
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Vyhodnoceni absolutnich matricovych efektii se vyznacuje nizsi relevanci, tudiz by
méla byt vétsi pozornost vénovana relativnim matricovym efektiim. ZjiSténi pfitomnosti
relativnich matricovych efektii miize byt dosazeno srovnanim relativnich smérodatnych
odchylek (% RSD) v opakujicich se nastficich (n = 5) standardl a vzorkd, které pochéazi
z riznych skupin matrice [39]. Detailnéji pak pfimym srovnanim MS/MS odezvy (ploch
pikil) analytu ptfidaného do produktl extrakce pochazejicich zraznych zdroji
biologickych matric. VeSkeré variability, vyjadiené jako CV (%), mohou byt povaZzovany
za relativni matricové efekty cilového analytu. Dulezité je také rozliSovat pouziti riznych

druhti ionizace [17].

B
ME (%) = 7% 100 o
T (0, c ~P R
RE (%) = 7" 100 .
c ME x RE N/ ANALYT
PE (%) =-x100 PE (%)= 7 .
(%) 2 (%) 100
KOMPLEXNI MATRICE
7 — v —ty
/ ;‘ _;:'r" . A Roztok analytu v rozpoustéci
Lo ‘ &, ° smési
Roztok analytu pfidany do
4 B matrice po GUpravé vzorku
. ony o

[ s) ——
B Roztok analytu pridany do
C matrice pfed Gpravou vzorku
/\ /\"
y
N <//

y

. 4

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

3.4.4. Smérnice pro urceni matricovych efekti

K ovéteni spolehlivosti metody je nutné provést validaci metody. Smérnice
pojednavajici o validaci analytickych metod vydaly dvé agentury — Evropska lékova
agentura (EMA) a Ustav pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA). Smérnice obou instituci se
shoduji v tom, Ze stanoveni matricovych efekti by mélo byt soucasti validace kazdé
LC- MS metody, nicmén¢ velmi vyrazné se 1i§i ve zplisobu jejich stanoveni. Zatimco
FDA umoziiuje stanoveni ME pomoci smérnic kalibra¢nich kiivek a nikterak pfesnéji
nespecifikuje zpisob naméteni téchto dat a ani zptisob jejich vyhodnoceni [18], EMA je
podstatné specifictejsi a doporucuje stanovit ME vzdy a pii pouziti 6 blankovych matric
od riznych darct. Zaroven tato smérnice také doporucuje zpisob hodnoceni ME pomoci
post-extrakéni metody na 2 koncentra¢nich hladinéch a stanovuje limity < 15%, pfipadné

<20% pro LLOQ [41].
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4
4.1.

Experimentalni ¢ast
Pouzité pristroje a pomiicky

Acquity Ultra Performance LC, WATERS, Ceska republika

o ACQ-binary solvent manager — Cerpadlo

o ACQ-sample manager — autosampler

o ACQ-column manager — kolonovy termostat

o ACQ-TUV Detector — UV detektor
Hmotnostni spektrometr — Quattro micro™ API, WATERS, Ceska republika
Kolona Acquity UPLC® BEH C18 (100 mm x 2,1; 1,7 um), WATERS, Irsko
Analytické vahy - Sartorius 2004 MP, SARTORIUS, Némecko
Automatické pipety — Eppendorf Reference® 2, EPPENDORF, Ceska republika
Minitfepacka — Ika VORTEX Lab dancer, IKA, Némecko
Ultrazvukova vodni lazeni — Sonorex Digitec, BANDELIN electronic, Némecko

Centrifuga — Hettich MIKRO 200 / 200 R, HETTICH, Némecko

Pouzité chemikalie

Ultracistd voda, vyrobena na Farmaceutické fakult¢ v HK pomoci Milli-Q,
MERCK MILIPORE, Némecko

Acetonitril > 99.9%, HiPerSolv. CHROMANORM® for LC-MS, VWR
CHEMICALS, USA

Methanol > 99.9%, HiPerSolv CHROMANORM®, ULTRA for LC-MS, VWR
CHEMICALS, USA

Kyselina mravenci, Eluent additive for LC-MS, 98%, HONEYWELL FLUKA,

Neémecko

Pouzité standardy
Acebutolol hydrochlorid >98.0% (Medchemexpress, USA)
atenolol > 98.0% (Sigma aldrich, Némecko)
atomoxetin 99,9% (zasoby katedry analytické chemie)
atorvastatin, trihydrat vapenata stl > 98.0% (Sigma aldrich, Némecko)
daclatasvir 99.3% (Medchemexpress, USA)
dexametazon 98% (Sigma aldrich, Némecko)

B-estradiol 97% (Sigma aldrich, Némecko)
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4.4.

4.5.
Z

estron minimum 99% (Sigma aldrich, Némecko)
hydrokortizon >98% (Sigma aldrich, Némecko)
(s)-(+)-ibuprofen 99% (Sigma aldrich, Némecko)
indometacin 98% (Thermo fisher scientific, USA)

kofein bezvody 99% (Sigma aldrich, Némecko)

maraviroc (Toronto research chemicals, Kanada)

paracetamol 99.0% (Sigma aldrich, Némecko)
perfloxacin-mesylat dihydrat > 97% (Sigma aldrich, Némecko)
pitavastatin calcium (Toronto research chemicals, Kanada)
pravastatin lakton 98% (Toronto research chemicals, Kanada)
ritonavir 99.68% (Medchemexpress, USA)

rutin hydrat > 94.0% (Sigma aldrich, Némecko)

salicylova kyselina > 99.0% (Fluka, Francie)

simeprevir 99.34% (Sigma aldrich, Némecko)

sofosbuvir 99.95% (Medchemexpress, USA)

tamsulosin hydrochlorid >98% (Sigma aldrich, Némecko)
telmisartan >98% (Sigma aldrich, Némecko)

tetracyklin hydrochlorid > 95% (Sigma aldrich, Némecko)
tryptofan >98% (Sigma aldrich, Némecko)

uracil > 99.0% (Sigma aldrich, Némecko)

vardenafil hydrochlorid trihydrat > 98% (Sigma aldrich, Némecko)

Pouzity vzorek

Lyofilizovane serum LYO HUM N (Erba Lachema s.r.0., Ceska republika)

Priprava zasobnich roztoki standardi

navazky standardnich latek byly pfipraveny zasobni roztoky standardi o

koncentraci 1 mg/ml rozpusténim ve vhodném rozpoustédle (viz Tabulka 1).

Rozpoustédlo bylo vybrano na zdkladé hodnot rozd€lovacich koeficientd latek.

K rozpusténi urcitych standardli bylo zapotiebi vétStho mmnoZzstvi rozpoustédla.

Zasobnimi roztoky standardl, které byly pfipraveny v nizs§i koncentraci, byly uracil,

tamsulosin, pravastatin, atorvastatin, rutin a daclatasvir, viz Tabulka 1.
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Tabulka 1: Seznam pouzitych sloucenin, jejich zkratky a rozpoustédla k pfipravé zasobnich roztokd.

Koncentrace
Sloucenina Zkratka | Rozpoustédlo roztoku
[mg/ml]
Uracil URA H,O 0,5
Salicylové kyselina SAL 50% ACN 1
Paracetamol PAR 50% ACN 1
Kofein KOF H,O 1
Tryptofan TRY 50% ACN 1
Ibuprofen IBU ACN 1
Atomoxetin ATO ACN 1
Atenolol ATE 50% ACN 1
Estradiol EST ACN 1
Perfloxacin PER 50% ACN 1
Acebutolol ACE 50% ACN 1
Indometacin IND ACN 1
Hydrokortizon HYD 50% ACN 1
Dexametazon DEX 50% ACN 1
Tamsulosin TAM 50% ACN 0,5
Tetracyklin TTC 50% ACN 1
Pravastatin PRA 50% ACN 0,5
Pitavastatin PIT 50% ACN 1
Vardenafil VAR ACN 1
Telmisartan TEL ACN 1
Atorvastatin ATOR 50% ACN 0,5
Rutin RUT H,O 0,5
Maraviroc MAR ACN 1
Sofosbuvir SOF ACN 1
Ritonavir RIT ACN 1
Daclatasvir DAC 50% ACN 0,5
Simeprevir SIM ACN 1
Tocotrienol TOC ACN 1
Estron ESTR ACN 1

4.6. Priprava pracovnich roztoki

Z jednotlivych zasobnich roztoku byly pfipraveny celkem tii smésné roztoky (mix 1,
2, 3), které byly nafedény na pozadovanou koncentraci 5 x 10~ g/ml pomoci 5% ACN.
Z takto nafedénych smési o koncentraci 5 x 10~ g/ml bylo odebrano 0,2 ml, ke kterym
bylo nasledné ptidano 0,8 ml 5% ACN. Vysledna koncentrace ¢inila 1 x 10~ g/ml. Pro
dalsi fedéni bylo odebrano 0,1 ml z kazdé smési o koncentraci 1 x 10~ g/ml a pfidano 0,9
ml 5% ACN, kdy vysledna koncentrace ¢inila 1 x 10°% g/ml. Ze standardd byly takto
pfipraveny roztoky standardi o koncentracich vhodnych k méfeni na hmotnostnim

spektrometru. Pracovni roztoky byly skladovény pfi teploté 4 °C.
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4.7. Priprava roztoku lyofilizovaného séra

Lyofilizované sérum bylo dle pokyni vyrobce skladovano na tmavém misté pii
teploté — 20°C. Po opatrném otevieni, aby nedoslo k nechténé ztrat¢ lyofilizatu bylo do
lahvi¢ky odméteno presné 5,00 ml ultracisté vody. Lahvicka byla uzaviena a krouzivym
pohybem patfi¢né promichéna. Byla ponechana po dobu 30 min pii laboratorni teplot¢.

Nechténému vzniku pény bylo zabranéno promichanim v pribéhu cekani.

4.8. Postup upravy vzorku

Ke 200 pl ¢istého séra bylo ptidano 400 ul ACN. Takto vznikla smés byla po 10 min
centrifugovana pfi 20°C rychlosti 14000 otacek/min v délce 10 min. Néasledné bylo
odebrano 480 pl supernatantu. Poté byly smichany oba supernatanty vzdy od kazdé
koncentra¢ni hladiny a zfiltrovany pies stfikackovy filtr z polytetrafluorethylenu o

velikosti pori membrany 0,22 nl.

4.9. Priprava roztoki pro hodnoceni matricovych efekti
Metodou upravy vzorku byla zvolena proteinova precipitace pomoci ACN. Pomér
precipitacniho ¢inidla a rekonstituovaného lyofilizovaného séra byl 2:1. Bylo tedy nutné
zjistit celkovy pomér jednotlivych rozpoustédel (H2O a ACN) v zasobnich roztocich
standardnich latek, aby tento pomér byl dodrZzen nejen v pribéhu precipitace, ale 1
v pracovnich roztocich pouzitych na fedéni jednotlivych kalibra¢nich roztoki. Timto
krokem bylo zabranéno nechténému ovlivnéni odezvy rozdilnym sloZenim rozpoustédel.

Slozeni rozpoustédel v jednotlivych zasobnich roztocich rozdélenych do mixi znazorfuje

Tabulka 2.

Tabulka 2: Mnozstvi jednotlivych rozpoustédel v zasobnich roztocich standardi

H,O | ACN H,O | ACN H,O | ACN

v i |y | M T ey | M |y
Uracil 100 0 Atenolol 25 25 | Tryptofan 25 25
Paracetamol 25 25 Kofein 50 0 Perfloxacin 25 25
Acebutolol 25 25 | Tetracyklin 25 25 | Rutin 100 0
Maraviroc 0 50 Daclatasvir 50 50 Vardenafil 0 50
Salicylova kyselina 25 25 | Tamsulosin 50 50 | Hydrokortizon 25 25
Pravastatin 50 50 Atomoxetin 0 50 Pitavastatin 25 25
Sofosbuvir 0 50 Telmisartan 0 50 Dexametazon 25 25
Ritonavir 0 50 Indometaci 0 50 Atorvastatin 50 50
Ibuprofen 0 50 Simeprevir 0 50
Estron 0 50
celkerm 225 375 | celkem 200 | 300 | celkem 275 275
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K 490 pl filtratu (nebo rozpoustédla — HoO/ACN, 33/66) bylo pipetovano 10 pl z
jednotlivych smésnych roztokl o koncentraci x3. Konkrétni hodnoty neznamé x3 jsou
uvedené v Tabulce 3. Timto byly pfipraveny roztoky obohaceného lyofilizovaného séra
o koncentracich uvedenych (viz Tabulka 3). Timto zplsobem vznikly dvé fady
kalibracnich roztok, standardni a matricové, obohacené po uprave vzorkd. Tyto roztoky

byly zméteny a pouzity k vyhodnocovani matricovych efekta.

Tabulka 3: Ciselné hodnoty neznamé x;

Koncentrace X3
[g/ml] [u]
1x10° 5x 103
5x 107 5x 103
1x107 1x10°3
5x10% 5x10°
1x10% 1x10°
5x 107 5x 107
2x 107 2x 107
1x10° 1x107

4.10. UHPLC-MS/MS metoda

Optimalizované hodnoty napéti na vstupnim kuzelu a hodnoty kolizni energie pro
jednotlivé standardy spolu s vybranymi produktovymi a prekurzorovymi ionty jsou

vcéetné reten¢nich ¢asii jednotlivych latek uvedeny v Tabulce 4 a 5.
Finalni nastaveni UHPLC metody po optimalizaci jednotlivych parametra

Latky byly méfeny na analytické koloné&, ktera byla tvofena predkolonou + vlastni
kolonou Acquity BEH C 18 (100 x 2,1 mm; 1,7 um). Gradientova eluce mobilni faze
sestavala ze smé&si rozpoustédla A (0,1% vodny roztok kyseliny mravenci) a rozpoustédla
B (ACN). Pocatecni slozeni mobilni faze bylo tvofeno 95% A. Mezi 0 a 8,50 min se podil
A snizil z95% na 2% a ptetrval az do 10. minuty. Nésledoval ndvrat k po¢ateCnimu
sloZeni mobilni faze mezi 10,00 a 10,10 min a ten pfetrval az do konce analyzy, tedy 12.

minuty. Pritok mobilni faze byl 0,3 ml/min.

Finalni nastaveni MS metody po optimalizaci jednotlivych parametri

Byla vyuZzita ionizace elektrosprejem v pozitivnim 1 negativnim modu. Pfi vyuZiti
ionizace v pozitivnim modu bylo nastaveni parametra nasledujici: napéti na kapilére 0,75
kV, napéti na extraktoru 3 V, napéti na hexapolu 0,5 V, teplota iontového zdroje 130°C,
desolvacni teplota 450°C, prutok plynu pii desolvataci 800 I/hod a priitok plynu na
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vstupnim kuzelu 120 I/hod. Pfi ionizaci v médu negativnim bylo napéti na kapiléie 2,5

kV, napéti na extraktoru 5 V, napéti na hexapolu bylo 1 V, teplota v iontovém zdroji byla

130°C, desolvatacni teplota byla 450°C, priatok plynu pii desolvataci byl 1000 1/hod a

pratok plynu na vstupnim kuzelu byl 120 1/hod.

Tabulka 4: Piehled optimalizovanych hodnot napéti na vstupnim kuzelu a kolizni energie spolu s
prekurzorovymi a produktovymi ionty a jejich retencnimi ¢asy pro kazdou z latek v pozitivnim médu

MIX 1 Rt Reteni‘r.n' okno Prekurzor | Produktovy ion vstu]\:)ill?rer?kr::‘ielu Kolizni energie
[min] m/z m/z V] [V]
Uracil 0,99 0,79>1,19 112,58 69,94 25 15
Paracetamol 1,72 1,52>1,92 151,70 110,14 10 15
Acebutolol 2,17 1,98>2,38 336,79 116,20 30 15
Maraviroc 2,63 2,43>2,83 513,97 389,53 30 20
Salicylova Kys. neionizuje v pozitivu
Pravastatin koeluuje s pitavastatinem
Sofosbuvir 3,23 3,03>3,43 529,80 243,43 25 20
Ritonavir 4,51 431>4771 721,03 296,44 30 20
Ibuprofen neionizuje v pozitivu
Estron 4,053 3,70 > 4,25 271,09 133,07 25 20
MIX 2 Rt Retenér‘li okno Prekurzor | Produktovy ion \'stli\i)?l?glkzzclu Kolizni energie
[min] m/z m/z V] [V]
Atenolol 1,54 1,34>1,74 266,76 190,29 35 20
Kofein 1,90 1,70>2,10 194,75 138,21 35 20
Tetracyklin 2,17 1,97>2,37 444,75 154,22 20 30
Daclatasvir 2,38 2,18>2,58 739,13 582,70 50 35
Tamsulosin 2,63 2,43 >2,83 408,51 228,41 30 25
Atomoxetin 3,09 2,89>329 255,78 117,02 15 40
Telmisartan 3,25 3,05>3,45 514,94 497,60 45 35
Indometacin 4,55 4,35>4,75 357,70 138,89 25 15
MIX 3 Rt Rctcnér.li okno Prekurzor | Produktovy ion s tli\:)i:lli)lciflkl:laie]u Kolizni energie
[min] m/z m/z v [V]
Tryptofan 1,77 1,57>1,97 204,77 188,32 15 10
Perfloxacin 2,01 1,81 >221 333,71 290,48 30 15
Rutin neionizuje v pozitivu
Vardenafil 2,50 2,30>2,70 488,85 151,39 45 50
Hydrokortizon 2,94 2,74>3,14 362,80 309,36 30 15
Pitavastatin 3,05 2,85>325 421,74 290,27 40 25
Dexametazon 3,27 3,07>347 392,79 373,18 15 10
Atorvasatatin 4,39 4,19>4,59 558,88 440,64 35 20
Simeprevir 6,70 6,50 > 6,90 750,00 315,58 45 30
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Tabulka 5: Piehled optimalizovanych hodnot napéti na vstupnim kuzelu a kolizni energie spolu s
prekurzorovymi a produktovymi ionty a jejich reten¢nimi ¢asy pro kazdou z latek v negativnim médu

MIX 1 Rt Retené?i okno Prekurzor Produktovy ion vstll\:::ll:fr:ll:l;elu Kolizni energie
[min] m/z m/z V] [V]
Uracil 0,99 0,79 > 1,19 110,74 67,70 25 15
Paracetamol 1,72 1,52>1,92 149,79 107,23 35 15
Acebutolol 2,17 1,98>2.38 334,95 176,27 35 30
Maraviroc neionizuje v negativu
Salicylova kys. | 2,97 2,77>3,17 136,79 92,88 25 15
Pravastatin 3,03 2,83>3.23 423,06 321,26 40 15
Sofosbuvir 3,22 3,03>3.43 528,01 286,18 30 20
Ritonavir neionizuje v negativu
Ibuprofen 4,71 4,51>491 204,94 161,16 25 5
Estron 4,05 3,50>4,50 269,19 144,90 50 35
MIX 2 Rt Retené?i okno Prekurzor Produktovy ion Vstli\[l)?l[l?rel:lknuaielu Kolizni energie
[min] m/z m/z V] [V]
Atenolol neionizuje v negativu
Kofein neionizuje v negativu
Tetracyklin neionizuje v negativu
Daclatasvir 238 | 2,18>258 | 73746 | 706,27 40 20
Tamsulosin neionizuje v negativu
Atomoxetin neionizuje v negativu
Telmisartan 3,25 3,05>345 513,90 470,10 45 20
Indometacin 4,55 4,35>4,75 355,86 312,27 35 10
MIX 3 Rt RCtCﬂéI.li okno Prekurzor Produktovy ion vs tlﬁ)?l?rclflkr:lzlielu Kolizni energie
[min] m/z m/z v [V]
Tryptofan 1,77 1,57>1,97 202,93 116,14 35 15
Perfloxacin neionizuje v negativu
Rutin 2,12 1,92>232 609,01 300,36 50 40
Vardenafil 2,49 2,29 >2.69 486,97 282,22 50 40
Hydrokortizon neionizuje v negativu
Pitavastatin 307 | 285>325 [ 42003 | 358,42 40 15
Dexametazon neionizuje v negativu
Atorvasatatin | 439 | 419>459 | 55715 | 397,33 40 30
Simeprevir neionizuje v negativu
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5 Vysledky a diskuze
5.1. Vybér podminek LC separace

Béhem proméiovani standardnich roztokt byl vyhodnocovan vliv gradientu na kvalitu
separace, tvar pikll a na reten¢ni Casy latek. Dle téchto porovnavanych parametrii byl
profil gradientu upraven do findlni podoby. Hlavnim meéfitkem byla délka eluce
jednotlivych latek. Pro odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti méfenych sloucenin byl
zvolen gradientovy typ eluce. Pro separaci 28 latek byla zvolena analytickd kolona
Acquity BEH C 18 (100 x 2,1 mm; 1,7 um). Celkovd doba separace byla 10 minut.
V pribéhu méteni bylo nutné podminky separace zménit vlozenim isokratického kroku

na konci gradientu. Finalni podrobné podminky LC metody jsou napsany v kapitole 4.10

5.2. Vybér prekurzorovych ionti

Pro kazdou slou€eninu byl vybran prekurzorovy ion jak v pozitivhim modu, tak
v negativnim moédu, pokud byla dand latka v obou modech ionizovéana. Prekurzorové

ionty jsou uvedeny v Tabulce 6.
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Tabulka 6: Vybér prekurzorovych iontl v pozitivnim a negativnim modu.

MIX 1 Pozitivni mod Negativni méd
Uracil [M+H]" = 112,58 [M-H] =110,74
Paracetamol [M+H]" = 151,70 [M-H] = 149,79
Acebutolol [M+H]" = 336,79 [M-H] = 334,95
Maraviroc [M+H]" = 513,97 -
Salicylova kys. - [M-H] = 136,79
Pravastatin - [M-H] =423,06
Sofosbuvir [M+H]" = 529,80 [M-H] = 528,01
Ritonavir [M+H]" = 721,03 -
Ibuprofen - [M-H] = 204,94
Estron [M+H]" =271,09 [M-H] =269,19

MIX 2 Pozitivni mod Negativni méd
Atenolol [M+H]" = 266,76 -
Kofein [M+H]" = 194,75 -
Tetracyklin [M+H]" = 444,75 -
Daclatasvir [M+H]" = 739,13 [M-H] = 737,46
Tamsulosin [M+H]" = 408,51 -
Atomoxetin [M+H]* = 255,78 -
Telmisartan [M+H]"= 514,94 [M-H] =513,90
Indometacin [M+H]" = 357,70 [M-H] = 355,86

MIX 3 Pozitivni méd Negativni méd
Tryptofan [M+H]" = 204,77 [M-H] = 202,93
Perfloxacin [M+H]" = 333,71 -

Rutin - [M-H] = 609,01
Vardenafil [M+H]" = 488,85 [M-H] = 486,97
Hydrokortizon [M+H]" = 362,80 -
Pitavastatin [M+H]"=421,74 [M-H] = 420,03
Dexametazon [M+H]" = 392,79 -
Atorvasatatin [M+H]" = 558,88 [M-H] = 557,15
Simeprevir [M+H]" = 750,00 -

5.3. Optimalizace parametra iontového zdroje

Na zaklad¢ vybranych prekurzorovych iontl byly vytvoreny SIM metody pouzité pro
optimalizaci jednotlivych parametrli iontového zdroje. Optimalizace byla provedena za
pouziti standardnich roztokti o koncentraci 10 g/ml v pozitivnim médu a 107 g/ml
v negativnim modu. Z divodu pozdéj$iho zatazeni estronu do studie nejsou pro néj

dostupna konkrétni data néasledujici optimalizace.
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5.3.1. Napéti na kapilare

Tento parametr byl proméfovan v rozsahu hodnot od 0,1 kV do 3,5 kV. Pro pozitivni
mod byla vybrana hodnota 0,75 kV a pro negativni mod hodnota 2,5 kV. V grafu jsou
hodnoty vyneseny v %, kdy 100 % odpovida nejvyssi hodnoté plochy piku u dané latky

v ramci celé skaly hodnot napéti. Stejn€ je tomu i u ostatnich grafui.

Napéti na kapilare - MIX 1

Pozitivni méd URA
100 a
80 S
O 0,10kV
Rile 60 SPAR 055y
L
@ 40 @ @ @ 0.50kV
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0 O 130kV
@ “ - @ 1.75kV
SOF‘“’C o o Je JACE @ 2.00kV
\ ® @ 2.50%v
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“;/ Y @ 350kV
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v ®
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Obrazek 8: Napéti na kapilate pro mix 1 v pozitivu

Napéti na kapilafe - MIX 2
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Obrazek 9: Napéti na kapilate pro mix 2 v pozitivu
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Napéti na kapilare - MIX 3
Pozitivni mod TRY

SIM, & PER
60 4
Qﬁ ] Py

ATORWY

VAR.U %EX

Obrazek 10: Napéti na kapilafe pro mix 3 v pozitivu

Napéti na kapilafe- MIX 1,2, 3

Negativni méd

TELS:

TRY

PRA

Obriazek 11: Napéti na kapilafe pro mix 1, 2, 3 v negativu
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5.3.2. Napéti na vstupnim kuZzelu

Hodnoty napéti na vstupnim kuzelu byly méteny v rozmezi od 5 V do 50 V. Hodnoty
tohoto typu napéti se nastavuji individualn€ pro kazdou slouceninu, proto byla vybréna

optimalni hodnota pro kazdou slouceninu zvlast. Vybrané hodnoty jsou zndzornény

v Tabulce 4 a 5.
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Pozitivni mod

:

\
N
\
\
A
N\
N
\
A
AY
hY
e o® CmeL)
I/
i
I
I
/
r
|
,
,
)
I

" 80 ~
ESTRg— ~gPAR
Tli’" 60 » 0'\ U5V
/ L @ \‘\ @ v
."l.l e ') \\
/ 9 40 J \ @ 15V
/ ® \ 20V
/ \
xf qf) _ ] \\ @ 15V
RIT@ @.00 @@ (Z;J" U @ @ OB ®ACE v
\ )
\ ° e / U3V
A @ |
\ J / .
° ° ® 4V
\ o @ > / @ 45V
\ @ ® f’f @ 50V
\ @ /
\I\\.. - _. ‘ ] . .f;
SOF®~__ o _®pra
T~ @ _
H““H‘/"’/
MAR
Obrazek 12: Napéti na vstupnim kuzelu pro mix 1 v pozitivu
Napéti na vstupnim kuZelu - MIX 2
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Obriazek 13: Napéti na vstupnim kuzelu pro mix 2 v pozitivu
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Napéti na vstupnim kuZelu - MIX 3
Pozitivni méd TRY

Obrazek 14: Napéti na vstupnim kuzelu pro mix 3 v pozitivu

Napéti na vstupnim kuieln - MIX 1
Negativni mod
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100 @

®
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Obrazek 15: Napéti na vstupnim kuzelu pro mix 1 v negativu
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Napéti na vstupnim kuZelu - MIX 2, 3
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Obrazek 16: Napéti na vstupnim kuzelu pro mix 2, 3 v negativu
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5.3.3. Napéti na hexapolu

Nap¢ti na této ¢asti iontove optiky bylo méteno v rozmezi od 0 V do 5 V. Pro pozitivni
ioniza¢ni mod byla po vyhodnoceni zvolena hodnota 0,5 V a pro mdd negativni hodnota

1V.

Napéti na hexapolu - MIX 1
Pozitivni mod
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Obriazek 17: Napéti na hexapolu pro mix 1 v pozitivu

Napéti na hexapolu - MIX 2
Pozitivni mod
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Obriazek 18: Napéti na hexapolu pro mix 2 v pozitivu
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Napéti na hexapolu - MIX 3
Pozitivni mod
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Obrazek 19: Napéti na hexapolu pro mix 3 v pozitivu

Napéti na hexapolu - MIX 1, 2,3
Negativni méd
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Obrazek 20: Napéti na hexapolu pro mix 1, 2, 3 v negativu
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5.3.4. Prutok plynu na vstupnim kuZelu

Na vstupnim kuZzelu byl pratok plynu mapovan v rozmezi 0 1/hod az 170 1/hod. Dle

vysledkii optimalizace byla pro oba ioniza¢ni mody vybrana hodnota 120 1/hod.

Priitok plynu na vstupnim kuZelu - MIX 1
Pozitivni mod
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100 m~

() 0Vhod
@ 50 Vhod
@ 70 Vhod
) 100 Vhod

-@-120 Vhod
@ 150 Vhod
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Obrazek 21: Prutok plynu na vstupnim kuzelu pro mix 1 v pozitivu

Pritok plynu na vstupnim kuzelu - MIX 2
Pozitivni mod
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Obrazek 22: Pritok plynu na vstupnim kuzelu pro mix 2 v pozitivu
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Pritok plynu na vstupnim kuZelu - MIX 3
Pozitivni méd
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Obrazek 23: Prutok plynu na vstupnim kuzelu pro mix 3 v pozitivu

Pritok plynu na vstupnim kuZelu - MIX 1,2, 3
Negativni mod
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Obrazek 24: Prutok plynu na vstupnim kuzelu pro mix 1, 2, 3 v negativu
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5.3.5. Prutok desolva¢niho plynu

Optimalizace pratoku desolvaéniho plynu byla méfena v rozmezi hodnot 200 I/hod
az 1000 1/hod. Jako optimalni byla vybrana hodnota 800 l/hod pro pozitivni méd a
hodnota 1000 1/hod pro negativni méd.

Pritok desolvaéniho plynu - MIX 1
Pozitivni mod
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Obrazek 25: Pritok desolva¢niho plynu pro mix 1 v pozitivu

Pritok desolvaéniho plynu - MIX 2
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Obrazek 26: Pritok desolvacniho plynu pro mix 2 v pozitivu
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Priitok desolva¢niho plynu - MIX 3
Pozitivni méd
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Obrazek 27: Pratok desolva¢niho plynu pro mix 3 v pozitivu

Pritok desolva¢niho plynu - MIX 1, 2,3
Negativni méd
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Obrazek 28: Pritok desolvaéniho plynu pro mix 1, 2, 3 v negativu
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5.3.6. Napéti na extraktoru

Pro optimalizaci tohoto parametru byla zvolena skala hodnost od 0 V do 10 V.
Optimalni hodnotou pro celé méfeni byla zvolena hodnota napéti 3 V pro pozitivni méd

a 5 V pro negativni mod.

Napéti na extraktoru - MIX 1
Pozitivni méd
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Obrazek 29: Napéti na extraktoru pro mix 1 v pozitivu

Napéti na extraktoru - MIX 2
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Obrazek 30: Napéti na extraktoru pro mix 2 v pozitivu

40



Napéti na extraktoru - MIX 3
Pozitivni méd
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Obrazek 31: Napéti na extraktoru pro mix 3 v pozitivu

Napéti na extraktoru - MIX 1,2, 3
Negativni mod
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Obrazek 32: Napéti na extraktoru pro mix 1, 2, 3 v negativu
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5.4. Vybér produktovych ionti

Vybér produktovych iontl kazdé latky byl proveden z méteni skent produktovych
iontl, pfi némz byly pouzity jiz optiméalni hodnoty parametri iontového zdroje. V
ptipad¢, ze dané latky poskytovaly vice intenzivnich fragmentt, byly pro kazdou latku
vybrany maximalné tii nejintenzivnéjsi fragmenty. Latky byly podrobeny tfem hladinam
kolizni energie, a to 10 V, 20 V a 30 V. Vybrané produktové ionty jsou znazornény

v Tabulce 7.

Tabulka 7: Vybrané produktové ionty v pozitivnim a negativnim méddu

Produktové ionty

MIX 1 Pozitivni méd Negativni méd
Uracil 95,85 69,94 - - - -
Paracetamol 134,17 110,14 - 107,23 - -
Acebutolol 319,49 260,54 116,2 219,28 176,27 -
Maraviroc 389,53 280,52 - - - -
Salicylova kys. - - - 92,88 64,73 -
Pravastatin - - - 321,26 303,13 199,36
Sofosbuvir 488,23 399,21 | 243,43 | 508,16 414,61 286,18
Ritonavir 296,44 - - - - -
Ibuprofen - - - 161,16 143,18 -
Estron 253,24 159,24 | 133,07 | 253,49 183,67 1449

MIX 2
Atenolol 225,20 208,29 | 190,26 - - -
Kofein 138,21 110,36 - - -
Tetracyklin 427,48 410,44 | 154,22 - - -
Daclatasvir - - - 706,27 674,19 496,17
Tamsulosin 271,09 228,41 - - - -
Atomoxetin 148,40 117,02 - - - -
Telmisartan 497,60 305,50 - 470,10 303,12 288,72
Indometacin 174,33 138,89 - 312,27 297,24 270,34

MIX 3
Tryptofan 188,32 159,21 145,94 | 159,02 142,24 116,14
Perfloxacin 316,36 290,48 | 233,35 - - -
Rutin - - - 300,36 151,33 -
Vardenafil 449,13 42225 | 117,38 | 459,35 282,22 -
Hydrokortizon 327,17 309,73 | 309,36 - - -
Pitavastatin 318,05 290,27 | 274,32 | 338,30 316,00 290,40
Dexametazon 373,18 355,33 | 337,29 - - -
Atorvasatatin 466,29 440,64 | 42247 | 521,29 453,15 397,33
Simeprevir 315,58 - - - - -
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5.5. Optimalizace kolizni energie a vybér vhodného SRM prechodu

Na zéklad¢ vybranych prekurzorovych a produktovych ionta byly pro kazdou latku
definovany SRM piechody. Déle byla pro kazdy ptechod optimalizovana kolizni
energie v rozmezi od 5 V do 50 V pro negativ a od 5 V do 45 V pro pozitiv. Vysledky
pro jednotlivé latky jsou uvedeny na Obrazku 33 — Obrazek 36. Pro kazdou latku byl
vybran jeden SRM piechod s nejvhodnéjsi kolizni energii. Graf pro Ibuprofen neni
zahrnut z divodu malé odezvy pro tuto optimalizaci. Pro dalsi zpracovani byl vybran
pouze jeden nejintenzivngj§i SRM piechod u kazdé latky. Vysledné optimalizované

hodnoty a vybrané produktové ionty jsou uvedeny v Tabulce 4 a 5.

Uracil Paracetamol
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Obrazek 33: Iontové prechody pro uracil, paracetamol, acebutolol, maraviroc, sofosbuvir a ritonavir

pfi riznych koliznich energiich v pozitivnim ionizac¢nim modu
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Atenolol

Telmisartan
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0 e -l g a 194,75 > 138,21 0 A -l v ar 357,70 > 17433
5V 10V 15V 20V 25V 30V 35V 40V 45V 5V 10V 15V 20V 25V 30V 35V 40V 45V
Tetracyklin Estron
100 100
80 80
60 60
40 I 40
‘ 444,75 > 154,22 271,09 > 25324
20 AT A 444,75 > 410,44 20 271,09 > 15924
0 "M S S S w4475 > 427,48 il

271,09 > 133,07
SV I0V IS5V 20V 25V 30V 35V 40V 45V

5V 10V 15V 20V 25V 30V 35V 40V 45V

Tamsulosin Atomoxetin

100

100

80 80

40 40
20 e, ‘[Lb- 408,51 > 228,41 20 .Ilﬂ‘ll 255,78 > 117,02

0 i 0

il s s a— 40351 > 271,09

"l S S A S— ——— 5578 > 48,40
S5V 10V I5V 20V 25V 30V 35V 40V 45V

S5V 10V I5V 20V 25V 30V 35V 40V 45V

Hydrokortizon

Simeprevir

100 100
80

80
60

60 40

40 20

e N oS s 362,80 > 309,73 -——‘ 750,00 > 315,58
20 A s e 362,80 > 327,17 0 10V 15V 20V 25V 30V 35V 40V 45V
o -l e s 362,30 > 309,36

SV IOV ISV 20V 25V 30V 35V40V 45V

Obrazek 34: Iontové prechody pro atenolol, telmisartan, kofein, indometacin, tetracyklin, estron,
tamsulosin, atomoxetin, hydrokortizon a simeprevir pfi riznych koliznich energiich v pozitivnim
ioniza¢nim médu
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Tryptofan

il ot s 20477 > 15021
-l e e e 004,77 > 145,94
0 e e e e —— (4,77 > 188,32

SV I0V IS5V 20V 25V 30V 35V 40V 45V

Perfloxacin

11‘- 333,71 > 233,35

s ammr 33371 > 290,48
‘- 333,71 > 316,36
S5V I0V IS5V 20V 25V 30V 35V 40V 45V

0 .

Vardenafil

100
80
60
40
——— . 488,85 > 449,13
20 o F P P

488,85> 117,38

0 —.-—" 488,85 > 42225

S5V 10V ISV20V 25V 30V 35V 40V 45V

Pravastatin

100
80
60
o hm
20 ¢ 423,06 > 199,36
S 423,06 > 321,26
0 423,06 > 303,13

SV IOVISV20V25V30V35V40V45V 50V

Paracetamol

100

80

60

40 1

20

) - L‘-—- 149,79 > 107,23

S5V 10V 15V 20V 25V 30V 35V 40V 45V 50V

Pitavastatin

421,74> 318,05
421,74> 290,27
421,74 > 274,32

a—a

20 ra——

0 F o = =
5V 10V I5V 20V 25V 30V 35V 40V 45V

Dexametazon

aalllr o ot e amr 302,79 > 337,29
T e e 392,79 > 35533
0 T s e — a— 3979 > 373,18
SV 10V IS5V 20V 25V 30V 35V 40V 45V

Atorvastatin

1‘- 558,88 > 422,47

weraer 558,88 > 440,64
e st 55533 > 466,29

SV I0VISV20V 25V 30V 35V 40V 45V

Sofosbuvir

1
Jljlb— 528,01 > 286,18

T e 528,01 > 414,61
0 528,01 > 508,16
5V I0VISV20V25V30V35V40V45V 50V

Estron

100 |
80
60

o L
s 269,19 > 253,49

20 269,19 > 183,67
pras 269,19 > 144,9
S5V I0VISV20V25V30V35V40V45V 50V

0

Obrazek 35: Iontové prechody pro pitavastatin, perfloxacin, dexametazon, vardenafil a atorvastatin pii
ruznych koliznich energiich v pozitivnim ioniza¢nim médu a pro pravastatin, sofosbuvir, paracetamol a
estron v negativnim ionizacnim modu
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Tryptofan Atorvastatin

100 100 |

30 80 |

60 60

40 n 40

20 202,93 > 142,24 2 557,15 > 397,33

i 202,93 > 159,02 e 557,15 > 453,15
0 202,93 > 116,14 0 557,15> 521,29
5V I0VI5V20V25V30V35V40V45V 50V 5V I0VI5V20V25V30V35V40V45V 50V
Rutin Daclatasvir
| |
100 | | 100 | n
80 | | 80 | |
@ 1L 60 ul
40 40
(N Ny
20 = 609,01 > 151,33 20 al et 739,13 > 674,19
( e, 609,01 > 300,36 0 rammeammr 739,13 > 706,27
5V 10V ISV 20V 25V 30V 35V 40V 45V 50 V 5V 10V 15V 20V 25V 30V 35V 40V 45V 50V
Vardenafil Telmisartan
100 | | 100

3
3
©
S

60
| L1 o
o | L1 "

20 486,97 > 282,22 20 514,94 > 288,72
0 AT 436,97 > 459,35 514,94 > 303,12
5V 10V 15V 20V 25V 30V 35V 40V 45V 50V o el 514,94 > 470,10

5V I0VISV20V25V30V35V40V 45V 50V
Pitavastatin Indometacin
100 100
80 | 80 |
@ Bl o |
40 | 40
20 et e 420,03 > 338,30 20 357,70 > 312,27
420,03 > 290,40 . e 35770 > 297,24
0 ey a—— 1)(),03 > 316,00 0 357,70 > 270,34
S5V I0VISV20V25V 30V 35V 40V 45V 50V SV I0VISV20V25V30V35V40V 45V 50V
Acebutolol Salicylova kyselina
|
100 | 100 |
s \ | 0 | !
60 60
| ] | | ||
40 ‘ | 40 | |
20 334,95 > 176,27 20 J_).J_b 136,79 > 64,73
0 334,95>219,28 0 136,79 > 92,88
5V 10V 15V 20V 25V 30V 35V 40V 45V 50V 5V 10V 15V 20V 25V 30V 35V 40V 45V 50V

Obrazek 36: lontové prechody pro tryptofan, atorvastatin, rutin, daclatasvir, vardenafil, telmisartan,
pitavastatin, indometacin, acebutolol, salicylovou kyselinu pfi riznych koliznich energiich v negativnim
ionizacnim modu
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5.6. Stanoveni matricovych efektu

Vyvinuta UPLC-MS/MS metoda (podminky viz kapitola 4.10) byla vyuzita pro studii
zabyvajici se vyhodnocovanim matricovych efektl. Pro tyto ucely byly zméfeny dva typy
roztokd. Standardni  roztoky  pfipravené v odpovidajicim  rozpoustédle
(ACN:voda, 66:33) a roztoky matrice obohacené po ptipravé vzorki, kdy lyofilizované
sérum bylo nejdiive upraveno proteinovou precipitaci a nasledné obohaceno jednotlivymi
standardnimi roztoky. Podrobny postup piipravy téchto roztokl je popsan v kapitole 4.5.
Timto zptisobem byly pfipraveny roztoky o riznych koncentra¢nich hladinach 500 ng/ml,

100 ng/ml, 50 ng/ml, 10 ng/ml, 5 ng/ml, 2 ng/ml a 1 ng/ml pro vSechny tii smésné roztoky.

Ziskand data z méfeni téchto roztokli byly nésledné pouzity pro hodnoceni
matricovych efektl pomoci metody vyuzivajici smérnici kalibracni kiivky a metody post-

extrak¢niho pridavku.

5.7. Vyhodnoceni ME porovnanim smérnic kalibra¢nich kfivek

Z naméfenych dat byly pro kazdy analyt sestrojeny 2 kalibracni kfivky, standardni a
matricova kalibra¢ni kiivka. K jejich vizualnimu zdznamu bylo vyuzito nejen klasického
meftitka, ale také logaritmického a reciprokého. Z danych kalibracnich kiivek byly
ziskany hodnoty koeficientli determinace a smérnic kalibra¢nich kiivek, ze kterych byly
nasledné vypocitany hodnoty matricovych efektli. Tyto hodnoty jsou zndzornény

v Tabulkach 8-10. Jednotlivé kalibra¢ni kiivky jsou umistény v ptiloze A.

5.8. Hodnoceni ME pomoci metody post-extrak¢éniho pridavku

Z naméfenych hodnot byly dle postupu zminéného v kapitole 3.4. vypocitany
hodnoty matricovych efektli pro jednotlivé latky a jednotlivé koncentra¢ni hladiny.

Ziskané hodnoty jsou znadzornény v Tabulce 11.

47



Tabulka 8: Pichled koeficienti determinace (r?) a smérnic kalibraénich kiivek (a) pro kalibraéni kiivky bez transformace os.

POZITIVNI MOD NEGATIVNI MOD
STANDARDNI kal. | MATRICOVA Kal. ME STANDARDNI kal. | MATRICOVA Kal. ME
2 | a 2 | a [%] 2 | a 2 | a [%]
MIX 1
PAR 0,9998 24,603 0,9999 21,738 -11,6
ACE 0,9983 133,660 0,9971 129,850 -2,9 0,9991 5,513 0,9995 4,696 -14,8
MAR 0,9998 214,270 0,9998 225,300 5.1
SAL 0,9997 17,073 0,9999 16,502 -3,3
PRA 0,9992 4,168 0,9994 3,942 -5,4
SOF 0,9996 56,259 1,0000 60,270 7,1 0,9996 10,375 0,9998 9,768 -5,9
RIT 0,9999 81,000 0,9999 90,000 11,1
IBU 0,9967 3,490 0,9979 3,290 -5,7
ESTR 0,9989 2,092 0,9998 2,185 4,4
MIX 2
ATE 0,9993 37,161 0,9996 37,771 1,6
KOF 1,0000 104,520 0,9996 100,950 -3,4
TTC 0,9990 31,879 0,9996 33,379 4,7
DAC 0,9997 5,540 1,0000 6,007 8,4 0,9996 2,838 0,9999 2,815 -0,8
TAM 0,9999 596,000 0,9994 563,130 -5,5
ATO 0,9996 3,007 0,9999 3,291 9.4
TEL 0,9996 66,718 0,9996 97,886 46,7 0,9999 2,468 1,0000 2,416 -2,1
IND 0,9999 55,183 0,9998 55,351 0,3 0,9995 7,951 0,9997 8,079 1,6
MIX 3
TRY 1,0000 113,450 0,9073 118,720 4,6 0,9996 0,594 0,9327 0,676 13,8
PER 0,9992 89,230 0,9992 89,543 0,4
RUT 0,9993 8,332 0,9998 8,489 1,9
VAR 0,9998 40,229 0,9997 53,616 33,3 0,9982 21,185 0,9984 18,829 -11,1
HYD 0,9980 2,527 0,9985 2,631 4,1
PIT 0,9993 165,200 0,9996 163,740 -0,9 0,9999 3,086 1,0000 3,105 0,6
DEX 0,9982 8,484 0,9993 9,102 7,3
ATOR 0,9999 112,480 0,9998 121,520 8,0 0,9999 19,202 1,0000 19,730 2,7
SIM 0,9982 445,970 0,9999 441,630 -1,0
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Tabulka 9: Pichled koeficientii determinace (r?) a smérnic kalibradnich kiivek (a) pro kalibraéni kfivky s logaritmickou transformaci os.

POZITIVNI MOD NEGATIVNI MOD
STANDARDNI kal. | MATRICOVA Kal. ME STANDARDNI kal. | MATRICOVA Kal. ME
2 | a 2 | a [%] 2 | a 2 | a [%]
MIX 1
PAR 0,9997 1,003 0,9992 0,999 -0,4
ACE 0,9995 0,946 0,9988 0,937 -1,0 0,9996 1,017 0,9995 1,035 1,8
MAR 0,9992 1,012 0,9996 1,023 1,1
SAL 0,9992 1,049 0,9974 0,925 -1 1,8
PRA 0,9993 1,047 0,9986 1,059 1,1
SOF 0,9994 1,007 0,9999 1,015 0,8 0,9998 1,054 0,9999 1,036 -1,7
RIT 0,9995 1,033 0,9996 1,032 -0,1
IBU 0,9979 1,241 0,9858 0,973 -21,6
ESTR 0,9970 1,036 0,9977 0,921 -1 1,1
MIX 2
ATE 0,9980 1,026 0,9986 1,021 -0,5
KOF 0,9995 1,038 0,9640 0,597 -42,5
TTC 0,9990 1,214 0,9990 1,109 -8,6
DAC 0,9991 1,092 0,9987 1,067 -2,3 0,9948 1,132 0,9948 1,132 -4,1
TAM 0,9998 0,985 0,9982 0,985 0,1
ATO 0,9962 1,041 0,9977 1,025 -1,5
TEL 0,9998 1,085 0,9992 1,108 2,1 0,9973 1,123 0,9973 1,123 -1,2
IND 0,9998 1,054 0,9995 1,066 1,1 0,9996 1,037 0,9996 1,037 -2,2
MIX 3
TRY 0,9994 1,033 0,9275 0,131 -87,3 0,9971 0,961 0,7780 0,118 -87,7
PER 0,9996 0,973 0,9995 0,977 0,4
RUT 0,9892 1,604 0,9993 1,044 -34,9
VAR 0,9997 0,985 0,9997 1,000 1 ,5 0,9998 0,942 0,9994 0,965 2,4
HYD 0,9951 1,012 0,9912 0,735 -27,4
PIT 0,9996 0,971 0,9996 0,975 0,4 0,9998 1,028 0,9997 1,028 0,0
DEX 0,9991 0,930 0,9998 0,917 -1,4
ATOR 1,0000 1,028 1,0000 1,024 -0,4 0,9999 1,023 0,9995 1,038 1,5
SIM 0,9993 1,008 0,9998 0,984 -2,4
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Tabulka 10: Pichled koeficientii determinace (r?) a smérnic kalibragnich kfivek (a) pro kalibraéni kiivky s reciprokou transformaci os.

POZITIVNI MOD NEGATIVNI MOD
STANDARDNI kal. | MATRICOVA Kal. ME STANDARDNI kal. | MATRICOVA Kal. ME
r? | a r2 | a [%o] r? | a r? | a [%o]
MIX 1
PAR 0,9995 0,040 0,9952 0,044 8,5
ACE 1,0000 0,006 0,9981 0,005 -5,3 0,9987 0,209 0,9983 0,263 25,9
MAR 0,9974 0,005 0,9988 0,005 -4,0
SAL 0,9960 0,071 0,9868 0,042 -41,2
PRA 0,9997 0,299 0,9987 0,335 12,2
SOF 0,9986 0,018 1,0000 0,018 -4,4 0,9972 0,128 0,9999 0,121 -4,9
RIT 0,9989 0,014 0,9999 0,013 -9,1
IBU 0,9686 0,982 0,9895 0,277 -71,8
ESTR 0,9996 0,543 0,9964 0,319 -41,3
MIX 2
ATE 0,9997 0,029 0,9940 0,028 -4,5
KOF 0,9998 0,011 0,9480 0,002 -80,2
TTC 0,9964 0,082 0,9993 0,048 -41,6
DAC 0,9975 0,265 0,9964 0,227 -14,5 0,9996 2,838 0,9791 0,477 -21,1
TAM 1,0000 0,002 0,9996 0,002 0,0
ATO 0,9995 0,326 0,9915 0,319 -2,1
TEL 0,9990 0,019 0,9998 0,014 -27.4 0,9999 2,468 0,9872 0,706 -1,3
IND 0,9999 0,023 0,9995 0,024 3,5 0,9995 7,951 0,9895 0,127 -14,7
MIX 3
TRY 0,9993 0,012 0,6394 0,000 -99,8 0,9996 0,594 0,3741 0,003 -99,8
PER 1,0000 0,010 1,0000 0,000 1,0
RUT 0,9993 8,332 0,9982 0,150 -83,1
VAR 0,9987 0,024 1,0000 0,018 -22,1 0,9982 21,185 0,9983 0,046 18,7
HYD 0,9911 0,417 0,9813 0,107 -74,2
PIT 0,9999 0,005 0,9998 0,005 1,9 0,9999 3,086 0,9979 0,374 3,4
DEX 0,9992 0,084 0,9958 0,072 -14,3
ATOR 0,9996 0,010 1,0000 0,009 -8,0 0,9999 19,202 0,9991 0,059 2.4
SIM 0,9999 0,002 0,9997 0,002 -4,3
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Tabulka 11: Hodnoty matricovych efektd ziskané post-extrakéni metodou v pozitivnim a negativnim modu

POZITIVNI MOD

NEGATIVNI MOD

Konc. [ng/ml] | 500 [ 100 | 50 | 10 | 5 2 | 1 500 [ 100 | s0 | 10 | 5 [ 2 1
MIX 1

PAR -11,6 -12,0 9.4 -14,9 -7,1

ACE -2,7 1,9 5,6 -2,8 6,1 6,3 15,1 -14,8 -11,1 -12,5 -18,8 -20,3

MAR 5,0 5,1 0,1 32 7,8 35

SAL -2.4 4,6 10,9 51,0 67,3 3472

PRA -5,1 -2,0 1,9 -10,1

SOF 7,0 -0,3 1,4 -2,9 5,6 14,4 -5,8 -1,1 -4,0 -3,8 58 -36,2 -23.4

RIT 10,8 11,6 10,6 7,1 14,6 25,1 19,2

IBU -4,8 13,5 -0,1 90,5 255,4

ESTR 49 -1,0 12,0 63,5
MIX 2

URA -85,9 -88.,9

ATE 1,6 -0,7 -1,7 -0,8 5,1 -1,6 7,9

KOF 3,0 28,7 68,5 333,1

TTC 5,5 12,8 32,9 48,5 71,8

DAC 9,2 22,7 26,2 41,5 14,6 -0,9 3,6 -114 5,7 28,5

TAM -0,3 7,3 8,7 -0,5 0

ATO 9,1 2.9 39 -11,3 34,6

TEL 45,7 51,3 38,6 39,9 28,7 49,1 -2,0 1,8 -4,3 9,1 0,5

IND 0,3 -0,5 -0,2 -6,0 -3,0 3,3 9,1 1,6 5,6 -2,5 3,0 18,3
MIX 3

TRY 1413 841,5 | 13572 | 75239 | 15112,8 1674 | 989,8 | 16468

PER 0,4 0,7 0,8 2,1 -0,6 31,5 56,3

RUT -100 14,1 11,4 177,5 | 507,1

VAR 33,1 36,8 24,7 20,5 29,7 40,2 29,7 -11,5 -11,8 -19,1 -152 -289 -14.9

HYD 6,5 14,0 11,2 143,1 268,1

PIT -0,9 -3,5 -1,8 -2,3 -3.4 -10,0 3,5 0,7 3,0 0,5 10,1 -4,6 13,9

DEX 6,9 0,3 0,6 -0,9 18,5

ATOR 8,0 4,9 6,5 53 11,0 15,0 26,2 2.7 4.4 45 23,1 -1,9 6,6 7.8

SIM -1,8 6,9 9,1 6,8 -19,6 4,7
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5.9. Porovnani dvou metod vyhodnoceni ME

Pro porovnani obou metod vyhodnoceni byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky v rozsahu
5 — 500 ng/ml a zaroven tyto koncentra¢ni hladiny byly pouzity pro porovnani pomoci
druhé metody. Koncentra¢ni hladiny 1 ng/ml a 2 ng/ml pro porovnani nebyly pouzity,
protoze pro vétSinu latek neposkytovaly dostate¢nou citlivost. Hodnoty matricovych
efektd jsou pro jejich porovnani spoleéné znazornény v nésledujicich grafech
(Obrazek 37 — 40). Grafy jsou rozdéleny zvlast podle jednotlivych smésnych roztok

(mix 1 — 3) a zvlast’ pro negativni a pozitivni mod.

V pfipadé vyhodnoceni na jednotlivych koncentrac¢nich hladinach nebyl splnén
pozadavek ME <20 % pro 9 latek v pozitivnim mddu a pro 4 latky v negativnim modu.
Nejvyssi matricové efekty byly prokazany pro tryptofan, dosahovaly az 16000 %.
Pfic¢inou tohoto efektu byla pravdépodobné koeluujici latka matrice se stejnym SRM
pfechodem. Uracil byl z grafického znazornéni vytazen z dlivodu moznosti kvantifikace
pouze na dvou koncentrac¢nich hladinach, kdy hodnoty matricovych efektti dosahovaly
okolo -80 %. Dalsi slou¢eniny, které poskytovaly vysoké matricové efekty v pozitivnim
modu byly kofein (az 330 %), tetracyklin (az 70 %), estron (az 60 %), telmisartan (az 50
%), hydrokortizon (az 360 %), vardenafil (az 30 %), daclatasvir (az 50 %) a atomoxetin
(30 %) a v negativnim mddu rutin (az 500 %), ibuprofen (az 250 %), salicylova kyselina
(az 50 %) a daclatasvir (az 30 %). U vétSiny latek je trend zvySujicich se hodnot
matricovych efektli se snizujici se koncentraci latek, vyjimkou jsou vardenafil a

telmisartan jejichZ hodnoty ME jsou okolo 30 a 50 % v celém rozsahu koncentraci.

V ptipad¢ metody vyuZivajici smérnice kalibra¢nich kiivek v klasickém uspofadani
tedy bez transformace os byly ziskané vysledky zcela odlisné. Kromé dvou latek
v pozitivnim modu (vardenafil a telmisartan) byly matricové efekty < 20 %. Hlavni
pfi¢inou téchto vysledkii je pravdépodobné nerovnomérny vliv jednotlivych
koncentra¢nich hladin na smérnici kalibra¢ni kifivky, a tedy nepravidelné rozmisténi
koncentraci na ose x. Smérnice kalibra¢ni kiivky je velmi vyrazné ovlivnéna hodnotami
pro nejvyssi koncentra¢ni hladinu, jejichz ME jsou ve vétSin€ piipadi nizké (kromé

telmisartanu a vardenafilu).

Z tohoto ditvodu byly tedy pouzity jesté transformace kalibracnich kiivek, které by
mohly vyrovnat vliv téchto hodnot na smérnice kalibracnich kiivek. V ptipadé

logaritmické transformace os byly ME vétsi nez 20 % pro 3 latky (kofein, hydrokortizon
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a tryptofan) v pozitivnim médu a 2 latky (rutin a ibuprofen) v negativnim médu. V tomto
ptipadé¢ by bylo mozné pravdépodobné dosahnout vice odpovidajicich vysledkii v piipade
vhodnéjsi volby koncentracnich hladin (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 a 512 ng/ml). Nejvice
odpovidajicich vysledkl bylo dosazeno pii vyuziti reciproké transformace os, kdy 7 latek
mélo ME vétsi nez 20 % v pozitivhim moéddu a 3 latky v negativnim modu. Z téchto
vysledkli plyne, Zze kromé dvou latek (daclatasvir a atorvastatin) jsou vysledky

odpovidajici vysledkiim ziskanym metodou post-extrakéniho pridavku.
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MATRICOVE EFEKTY — MIX 1 - POZITIV
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Obriazek 37: Porovnani hodnot matricovych efekti ziskanych pomoci metody smérnic kalibracnich
kiivek a metody post-extrakcéniho ptidavku pro mix 1 v pozitivnim médu (dva grafy s riznym meéfitkem
na ose y).
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ATE KOF TTC DAC TAM ATO TEL IND
@ ME (%) -SMERNICE @ 500 ng/mL @100 ng/mL @50 ng/mL
10 ng/mL 5 ng/mL ® ME (%) -SMERNICE (LN) ~ ME (%) -SMERNICE (1/X)

Obrazek 38: Porovnani hodnot matricovych efekti ziskanych pomoci metody smérnic kalibracnich

ktivek a metody post-extrakéniho ptidavku pro mix 2 v pozitivnim médu (dva grafy s riznym métitkem

na ose y)
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Obriazek 39: Porovnani hodnot matricovych efekti ziskanych pomoci metody smérnic kalibracnich

kiivek a metody post-extrakcéniho ptidavku pro mix 3 v pozitivnim modu (dva grafy s riznym meéfitkem

na ose y).
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MATRICOVE EFEKTY — MIX 1,2,3 - NEGATIV
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Obriazek 40: Porovnani hodnot matricovych efekti ziskanych pomoci metody smérnic kalibracnich
kiivek a metody post-extrakcéniho ptidavku pro mix 1, 2, 3 v negativnim modu (dva grafy s riznym
méfitkem na ose y).
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6 Zavér

V ramci diplomové prace byla vyvinuta UHPLC-MS/MS metoda pro stanoveni 28
latek. Byly zvoleny obvyklé podminky UHPLC separace na reverzni fazi, tedy 0,1%
kyselina mravenci v kombinaci s acetonitrilem jako mobilni faze s vyuzitim gradientové
eluce. Detekce pomoci hmotnostni spektrometrie byla provedena v SRM modu. Vhodné
podminky ESI ionizace a vhodné SRM prechody spole¢né s optimalni kolizni energii

byly zvoleny na zakladé podrobné optimalizace. Jako matrice bylo zvoleno lyofilizované

sérum a jako technika upravy vzorku proteinova precipitace.

Vyvinuta metoda byla pouzita k méfeni roztokl standardd a roztokli obohaceného
lyofilizovaného séra s cilem urc¢it matricové efekty. K jejich vyhodnoceni byly pouzity
dvé zdkladni metody umoznujici jejich kvantifikaci: metoda vyuzivajici porovnani
smérnic kalibracnich kiivek a metoda post-extrakéniho ptidavku. Shrnuti je zndzornéné
v Tabulce 12. Na zaklad¢ ziskanych vysledkli matricovych efekti obéma metodami
vyhodnoceni Ize konstatovat, ze nebylo dosazeno porovnatelnych vysledkid. Zatimco
metoda post-extrakéniho piidavku vede k jednoznaénym a spravnym vysledkiim, metoda
vyuzivajici smérnic kalibracnich kiivek poskytuje ¢asto variabilni a zkreslené hodnoty.
Hodnoty smérnic a s tim souvisejici hodnoty matricovych efektti jsou vysoce zavislé na
rozlozeni koncentracnich hladin v kalibra¢nim rozsahu a zaroven na pouzité transformaci
os kalibra¢nich kiivek. V pfipad¢ sestrojeni kalibra¢nich kiivek bez jakékoli
transformace os bylo dosazeno velmi nizkych matricovych efektli, nicméné tyto hodnoty
byly faleSné¢ a nespravné. Jelikoz kalibracni rozsah je relativné Siroky, neni mozné
dosdhnout pravidelného rozmisténi bodl, a tudiz jsou vysledky velmi vyznamné
ovlivnény vysokymi koncentra¢nimi hladinami. V pfipad€ vyuzZiti logaritmické
transformace os bylo dosaZzeno spravnéjsich vysledki, nicméné je tfeba brat v tivahu
pravidelné rozmisténi bodu na ose x, a proto velmi peclivé volit koncentracni hladiny.
V tomto ptipade by pravdépodobné bylo vhodné vyuzit hladiny nasobku dvou, tedy (2,
4,8, 16, ..., 512 ng/ml). Nejspravné&jsich a nejvice odpovidajicich vysledkt bylo dosazeno
pomoci reciproké transformace, kdy jednotlivé hodnoty matricovych efektli nejvice

odpovidaly metod€ post-extrakéniho ptidavku (Tabulka 12).

Zaveérem by mohlo byt doporuceni pouzivat metodu post-extrakéniho ptidavku pro
vyhodnoceni matricovych efektd a pouze v pfipadé, Ze dand metoda nelze pouzit,

aplikovat metodu porovnani smérnic. Ackoli jeji pfesné provedeni neni v Zadnych
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smérnicich pfesné definovéano, pro ziskani relevantnich vysledkd je tieba dbat na spravny
vybér kalibracnich koncentracnich hladin a zaroven vhodné zvolit transformaci os pfi

sestrojovani kalibrac¢nich kiivek.

Tabulka 12: Souhrn vysledkti matricovych efektii ziskanych pomoci obou metod. Zelené zabarvené pole
znazoriiuje splnéni pozadavku ME mensi nez 20 %, Cervené zabarvené pole nesplnéni tohoto pozadavku.

Pozitivni mod Negativni mod
METODA 1 METODA 2 METODA 1 METODA 2
souhrn bez | In | 1/x souhrn bez | In | 1/x

PAR
ACE
MAR
SAL
PRA
SOF
RIT
IBU
ESTR
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8 Prilohy

Ptiloha A: Kalibra¢ni kiivky
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Priloha A: Kalibra¢ni kiivky

STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX 1

90000
—@—PAR v =153.35x +1561.4
80000 —&—NMAR R2=0,9935
70000
y =133.66x + 719.96
R2=10,9983
60000

y = 80.886x + 18,564

R?=0,9999
= 40000
y =56,258% + 88,795
30000 R2 =0.9996
20000
¥ =24,629% + 13,778
R>=0,9998
10000
¥ =5.,3920% - 43,361
rR2=1 v =2.0913x + 7.8628
R?=0,9989
0
0 100 200 300 400 500 600

Koncentrace [ng/ml]
Standardni kalibracni kiivka pro mix 1 v pozitivnim ionizacnim modu s pouzitim normalniho metitka

MATRICOVA KALIBRACNI KRIVKA - MIX 1

80000
¥=72,564x + 458,97
R2=0,9993
—@—PAR
70000 —@— MAR
@— ACE
- sor @  ¥—60.847x +350.41
60000 ——ESTR R2=0,9994
@ RIT
—e—URA
50000
£
= 40000
2
= ¥ =26,515x - 231.5
RZ=0,999
30000
9
¥ =20.305x - 132,66
R2—0,9994
20000
¥ :5:1217323; 31694 o 02314x - 7,2208
10000 R?=0,9998 R2=0,0004
¥ = 0,66% - 2.0002
RZ=0,0992
0
0 200 400 600 200 1000 1200

Koncentrace [ng/ml]

Matricova kalibra¢ni kfivka pro mix 1 v pozitivnim ioniza¢nim médu s pouzitim normalniho métitka

66



STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX 2
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STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX 3
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STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX 1
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STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX 3
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STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - TAMSULOSIN, SIMEPREVIR

350000
+1866.4
@TAM @SIM 9999
300000
&l
250000

y =445.97x - 293,01
R?>=0,9982

200000

150000

100000

50000

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Koncentrace [ng/ml]

Standardni kalibra¢ni kiivka pro tamsulosin a simeprevir v pozitivnim ionizaénim moédu s pouzitim
normalniho méfitka

MATRICOVA KALIBRACNI KRIVKA - TAMSULOSIN, SIMEPREVIR

350000

300000

@TAM  @SIM 9

250000 y=441,63x - 10,488

R?=0,9999

200000

Nazev

150000

100000

50000

Nazev

Matricova kalibracni kiivka pro tamsulosin a simeprevir v pozitivnim ioniza¢nim médu s pouzitim
normalniho métitka
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0,00

STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX1
pfirozeny logaritmus

@PARACETAMOL y=1,012x +5,5204
R2=0,9902
©MARAVIROK
¥ =0,0464x +5,2753
© ACEBUTOLOL R2=0,9905
y = 1,0076x +4,0271
© SOFOSBUVIR R2=0,0094
OESTRON ¥ = 1.0032x +3,197
2=
@RITONAVIR R?=0,9997
@URACL
¥ =1.0364x +0,5853
R2=0,9973
L
L]
0 1 2 3 4 5 6 7

Standardni kalibracni kiivka pro mix 1 v pozitivnim ionizaénim moédu s pouZzitim pfirozeného

logaritmu pro métitko grafu

MATRICOVA KALIBRACNI KRIVKA - MIX1
prirozeny logaritmus

@PARACETAMOL y =1,0233x +5,3269
R2=0,9996
@MARAVIROK
©®ACEBUTOLOL y=0,937x +5,3259
R2=10,9988
© SOFOSBUVIR y=1,0146x +4,0217
R2=0.9999
@ESTRON
¥ =0,9994x +3,0041
@RITONAVIR R2=0,9092
@URACIL
y=0,9211x +1,2371
R2=0.9977
0 1 2 3 4 5 6 7

Matricova kalibra¢ni kiivka pro mix 1 v pozitivnim ioniza¢nim médu s pouzitim pfirozeného
logaritmu pro métitku grafu
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10,00

8,00
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4,00

ATENOLOL
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TETRACYKLIN

DAKLATASVIR

TAMSULOSIN

ATOMOXETIN

TELMISARTAN

® © © © © © © @

INDOMETACIN

STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX2
pfirozeny logaritmus

y=0,9847x +6,4593
R2=0,9998

y=1,0377x +4.4516
R?=0,9995

y=1,0851x +3,8109
R2=0,9998

y=1,0541% +3,6919
R2=0,9998

y=1,0258x +3,5456
R2=0,998

y=12144x +2,1918
R?2=0,999

y=1,0023x + 1,151
R2=0,0001

y=1,0405x +0,952
R2=0,9962

Standardni kalibracni kiivka pro mix 2 v pozitivnim ioniza¢nim modu s pouZzitim ptirozeného

14,00

12,00

10,00

8,00

6,00

4,00

2,00

0,00

@ATENOLOL
@KOFEIN
@TETRACYKLIN
@DAKLATASVIR
@TAMSULOSIN
@ ATOMOXETIN
@TELMISARTAN

@INDOMETACIN

Y7

logaritmu pro méfti

MATRICOVA KALIBRACN{ KRIVKA - MIX2

tko grafu

pfirozeny logaritmus

y=09845x +6,497
=0,9982
y=0,5967x +6,9517
R2=0,964
y=1,1078x +4,1034
R2=0,9992
y=1,0655% +3,6303
R2=0,9995

y=1,0211x +3,5698
R2=0,9986

y=11093x +2,363
R2=0,999

y=1,0669x + 1,4473
R2=0.9987

y=1,0249x +1,0762
R2=0,0077

Matricova kalibracni kiivka pro mix 2 v pozitivnim ioniza¢nim médu s pouzitim ptirozeného

v

logaritmu pro méfi
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14,00
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6.00

4,00

STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX3
pfirozeny logaritmus

@TRYPTOFAN
@PERFLOXACIN
@ VARDENAFIL
@HYDROKORTIZON
@PITAVASTATIN
@DEXAMETAZON
@ATORVASTATIN

@ SIPEMPREVIR

¥ =1,0084x +6,0342
R#=10,9993
y=0,9712x +5.3278
R2=10.9996
y=1,0329x +4,5684
R2=10,9994
y=0.9725x + 4,705
R2=0,9996
y=0.9846x +3.812
R2=0,9997

¥ =0,9304x +2,6364
R2=0,0001

y=1.0118x +0,9943
R?=0,0051

Standardni kalibracni kfivka pro mix 3 v pozitivnim ioniza¢nim modu s pouZzitim ptirozeného

14,00

12,00

10,00

8,00

6,00

4,00

2,00

0,00

Y7

logaritmu pro méfti

tko grafu

MATRICOVA KALIBRACNI KRIVKA - MIX3
pfirozeny logaritmus

y=0,1308x + 10,964
R2=0,9275
y=0,9836x +6,1617
R2=0,9998
y =0.9748x + 5,2902
R2=0,9996

¥ =1,0242% +4,6343
R2=1

y=0977x +4,6866
R2=0,9995
y=1x +4,0074
R2=0,9997
y=009171x +2,7331
R2=0,9998

+2,5247

TRYPTOFAN

PERFLOXACIN

VARDENAFIL

HYDROKORTIZON

PITAVASTATIN

DEXAMETAZON

ATORVASTATIN

® © © ¢ © © © o

SIPEMPREVIR

Matricova kalibra¢ni kfivka pro mix 3 v pozitivnim ioniza¢nim médu s pouzitim pfirozeného

v

logaritmu pro méfi
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STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX 1
prirozeny Iogarltmus o oo - 25171
R2=10,9992
y=1 +1.9977
R2=0,9998
y =1.0166x +1.,5248
R?=10.9986

@ACEBUTOLOL

@SALICYLOVAK
y =1,0467x + 1,007

R?=0,9993
y=1.2412x - 0,2476
R2=10.9979

@PRAVASTATIN

@SOFOSBUVIR

@IBUPROFEN

N

Standardni kalibracni kiivka pro mix 1 v negativnim ioniza¢nim modu s pouzitim pfirozeného

Y7

logaritmu pro méftitko grafu

MATRICOVA KALIBRACNI KRIVKA - MIX 1

pfirozeny logaritmus
y=0.925x +3,1913

R2=0,9974
y=1,0364x +2,0426
R2=0,9999
@ACEBUTOLOL y =1,0354x +1,2855
w 2=10,9995
@SALICYLOVAK y=1.0585x +1.0068
R2=0,9986

@PRAVASTATIN

y=0,9732x +1,1492

@SOFOSBUVIR R2=0,9858

@IBUPROFEN

Matricové kalibra¢ni kiivka pro mix 1 v negativnim ionizaénim modu s pouZzitim ptirozeného

v

logaritmu pro mefitko grafu
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STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX 2, 3
pfirozeny logaritmus

@TRYPTOFAN
@RUTIN
@VARDENAFIL
@PITAVASTATIN
@ATORVASTATIN
@DAKLATASVIR
@®TELMISARTAN
@INDOMETACIN

y=09422x +3,3326
R2=0,9998

¥ = L.6041x - 0.6607
R2=0.9592

y=1,023x +2,8120
R2=10,9999

y=1,0278x +0,9591
R2=10,9998
y=1 X +0,3196
R2=0,9948

y=1,1233x +0,2343
R2=0,9973

y =0,9606x - 0,3668
R2=10,9971

Standardni kalibracni kiivka pro mix 2 a 3 v negativnim ionizaénim modu s pouZzitim pfirozené¢ho

Y7

logaritmu pro méftitko grafu

MATRICOVA KALIBRACN{ KRIVKA - MIX 2, 3
pfirozeny logaritmus

TRYPTOFAN

RUTIN

VARDENAFIL

PITAVASTATIN

ATORVASTATIN

DAKLATASVIR

¢ e © © © © ©

TELMISARTAN

v

logaritmu pro mefitko grafu

71

=0,9652x +3,105
2=0,9904
¥ =1,0378x +2,7705
R2=0.9995
v =1,0438x +1,8467
R2=0,9993
y=1.014x +1.9495
R2=10,9982

y=0.118x +5,848
R2=0.7

y=1,0282x + 0,976
R2=0,9997
y=1,0861x +0,5338
R?=0,9961

Matricové kalibra¢ni kiivka pro mix 2 a 3 v negativnim ionizaénim médu s pouzitim piirozeného



STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX1 - 1/X

0,06
@PARACETAMOL "1
@MARAVIROK vy =0,543x - 0,0008
0.05 @ACEBUTOLOL R?=0.999%
@SOFOSBUVIR
GESTRON y =0.2049x - 3E-05
@RITONAVIR R2=1
@URACIL

y=0,0401x + 3E-05
R?=0,9995
y=0,0183x - 3B-05
RZ=0,9986
¥ =0,005% - 1E-05
R2-0.9974
¥ =0,0057x + SE-06
R-1
¥=0,0143x - 3B-05
RZ=0,9989

0.25

Standardni kalibracni kiivka pro mix 1 v pozitivnim ioniza¢nim modu s pouzitim reciprokych hodnot

w7

pro méfitko grafu

MATRICOVA KALIBRACNI KRIVKA - MIX1 - 1/X

0,06
vy =1,9266x - 0,0012
@PARACETAMOL RI=1
@MARAVIROK 3 +0.0011
@ACEBUTOLOL 9964
@SOFOSBUVIR
0,05 @ESTRON
@RITONAVIR
@URACIL
0,04
o
0,03
¥=0,0435% +9E-05
R2-0,9952
¥=0,0175x - 6E-06
R2=1
0,02 ¥=0,0126x - 2E-05
R2=0,9999

v =0,0048x - 1E-05
R2=0,9988

y =0,0054x + 1E-05
R2=0,9981

Matricova kalibracni kiivka pro mix 1 v pozitivnim ionizaénim modu s pouzitim reciprokych hodnot

My 7

pro méfitko grafu

78



STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX2 - 1/X - ‘

0,06 y= olééifg-g géoooJ

y=10,3264x - 0,0003
R2=0,0995

@ATENOLOL
@KOFEIN
@TETRACYKLIN
@DAKLATASVIR
@TAMSULOSIN
@ATOMOXETIN
0,04 @TELMISARTAN
@INDOMETACIN

y=0,0823x - 0,0005
R2=0,0064
y=0,0202x - 6E-05
R2=0,0007
y=0,023x - 4E-05
R?=0,9999
y=0,0192x - 6E-05
R2=0,9999
y=0,0111x - 1E-05
R2=10,9993

¥ =0,0017x - 6E-08
R2=1

Standardni kalibracni kiivka pro mix 2 v pozitivnim ionizaénim modu s pouzitim reciprokych hodnot

w7

pro méfitko grafu

MATRICOVA KALIBRACNI KRIVKA - MIX2 - 1/X

0,06
y=0.3185x +0,0004
R2=0,9915
@ATENOLOL y 9x - 0,001
OKOFEIN 09964
0.03 @TETRACYKLIN
@DAKLATASVIR
@TAMSULOSIN
@ATOMOXETIN
0.04 @TELMISARTAN

@INDOMETACIN

v =0,0481x - 0,0001
R2=0,9993
¥=0,0279x - 2E-05
R?=10,9994
¥ =0,0138x - 5E-05
R2=0,9998
+4E-05
.948
y =0,0238x - 4E-05
R2=0,9995
¥ =0,0017x - 1E-06
R?>=0,9996

0,01

Matricova kalibracni kiivka pro mix 2 v pozitivnim ioniza¢nim mddu s pouzitim reciprokych hodnot
pro méfitko grafu
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STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX3 - 1/X

0,09
¥ =0,4165x - 0,002
Ps R2=0,9911

0,08 @ TRYPTOFAN

@PERFLOXACIN

@ VARDENAFIL
0.07 @HYDROKORTIZON

@PITAVASTATIN

@DEXAMETAZON
0.06 @ATORVASTATIN

@ SIPEMPREVIR

y =0,0844x + 3E-05
R2=0.9992
y=0,0102% - 1E-05
R2=0.9996
¥ =0,0097% + 2E-07
R:=1
y=0.0102% - 2E-05
R2=0,9993
¥ =0,0235x - 2E-03
R2=0.9987
¥ =0.0053x - 7E-07
R2=0,9999

y =0,0023% - 2E-07
R2=0,9999

0,25

Standardni kalibracni kifivka pro mix 3 v pozitivnim ioniza¢nim modu s pouzitim reciprokych hodnot

2

pro méfitko grafu

MATRICOVA KALIBRACNI KRIVKA - MIX3 - 1/X

0,025 y=0.1074x +0,0021
R2=0,9818

@TRYPTOFAN

@PERFLOXACIN

@ VARDENAFIL

@HYDROKORTIZON

@PITAVASTATIN

@DEXAMETAZON

@ATORVASTATIN y=0,072x +0.0003
R?=0,9958

@ SIPEMPREVIR

0,015

vy =0,0183x - 7TE-07
R2=1
y=0,0098x + 6E-07

y =0,0092x - 3E-06
R2=1
y =0,0022x - 1E-07

0,005 R2=0.9997

y=0,0054x - 2E-06
R>=10,9998

y = 2E-05x + 9E-06
R2=0,6394

=Y
o
=3
=
=3
=3
o

0.25

Matricova kalibracni kiivka pro mix 3 v pozitivnim ionizaénim modu s pouzitim reciprokych hodnot
pro méfitko grafu

80



STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX1 - 1/X

0.25
@ACEBUTOLOL
) y=0.9817x - 0,0099
@SALICYLOVA K R2=0,0686
0.2 @PRAVASTATIN °
@ SOFOSBUVIR

@IBUPROFEN

y =0,2986x - 0,0002
R2=10,9997

y =0,2085x - 0,0001
R?=0,9987
y=0.1276x - 0,0004
R2=0,9972

¥=0,0712x + 5E-05
R>=0,996

025

Standardni kalibracni kiivka pro mix 1 v negativnim ioniza¢nim modu s pouzitim reciprokych hodnot

w7

pro méfitko grafu

MATRICOVA KALIBRACNI KRIVKA - MIX1 - 1/X

0,07 ¥ =0,3349% - 0,0006
R?=0,9987

y=0,2767x +0,0023

@ACEBUTOLOL R?=0,0895
0,06 A
@SALICYLOVAK ¥ =0,2625x - 0,0004
@PRAVASTATIN ® R2=0,0083
@SOFOSBUVIR
0,05 @BUPROFEN
0,04
y=0.1213x - 0,0001
0.03 R2=0,9999
¥=0,0419x +0.0003
{ R2=0,9868
o
0.02
0,01 )
Ak ‘;
0
0 0,05 0.1 0,15 0.2 0.25

Matricova kalibracni kiivka pro mix 1 v negativnim ioniza¢nim mddu s pouzitim reciprokych hodnot
pro méfitko grafu
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STANDARDNI KALIBRACNI KRIVKA - MIX 2, 3 - 1/X

0.35

@TRYPTOFAN
0.3 @RUTIN

@ VARDENAFIL
@PITAVASTATIN
@ATORVASTATIN

025 @DAKLATASVIR
@TELMISARTAN
@INDOMETACIN

y =1,4876x +0,0029
R2=0,9986

y=0.8917x - 0,0142
R2=0,923

y=0.6037% - 0,0019
R?=10,9973

y=0.362x - 5E-05
R?=10,9993

y=0,0572x - 7E-06
R?=10,9996

y=0,0391x +0,0001
R2=0,9999

025

Standardni kalibracni kiivka pro mix 2 a 3 v negativnim ioniza¢nim modu s pouZzitim reciprokych

v

hodnot pro méfitko grafu

MATRICOVA KALIBRACNI KRIVKA - MIX 2, 3 - 1/X

0,16
y=0,7061x - 0,0049
0.14 @TRYPTOFAN ] R2=0,9872
@RUTIN
@VARDENAFIL
@PITAVASTATIN
0,12
@ATORVASTATIN
@DAKLATASVIR
@TELMISARTAN
0.1 @INDOMETACIN

y=0,3743x - 0,0009
R?=0,9979

y=0,1503x - 0,0005
R2=0,9982

y=0,1272x +0,0005

R2=0,9893
¥ =0,0586x% - 3E-05

R?=0,9991

y=0,0464x +0,0001
R?=0,9983

y=0,0031x +0,0017
R2=0,3742

Matricova kalibra¢ni kiivka pro mix 2 a 3 v negativnim ioniza¢nim médu s pouzitim reciprokych

My

hodnot pro méfitko graf
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Seznam zkratek

LC-MS/MS

SRM

API

APCI

ESI

APPI

LOD

LOQ

FDA

RP

PP

LLE

SPE

PP-SPE
UHPLC

vysokoucinna kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii

(coupling of high performance liquid chromatography and tandem
mass spektrometry)

monitorovani vybrané reakce

(selected reaction monitoring)

ionizacni techniky za atmosférického tlaku
(atmospheric pressure ionization)
chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(atmospheric pressure chemical ionization)
ionizace elektrosprejem

(electrospray ionization)

fotoionizace za atmosférického tlaku
(atmospheric pressure phoionization)

limit detekce

(limit of detection)

limit kvantifikace

(limit of quantification)

The Food and Drug Administration

(Utad pro kontrolu potravin a 1&&iv)
reverzni faze

(reversed phase)

proteinova precipitace

(protein precipitation)

extrakce kapalina-kapalina

(liquid-liquid extraction)

extrakce na tuhé fazi

(solid-phase extraction)

spojeni proteinové precipitace a extrakce na tuhé fazi
ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

(ultra-high performance liquid chromatography)
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RPLC-MS

SFC-MS

HILIC

SIL-IS

EMA

LLOQ

spojeni chromatografie na reverzni f4zi a hmotnostni spektrometrie
(coupling of reverse phased HPLC and mass spektrometry)

spojeni superkritické fluidni chromatografie a hmotnostni
spektrometrie

(coupling of supercritical fluid chromatography and mass
spectrometry)

hydrofilni interak¢ni chromatografie
(hydrophilic interaction chromatography)
izotopicky znaceny vnitini standard

(stable isotopically labeled internal standard)
Evropska 1¢kova agentura

(European Medicines Agency)

dolni limit kvantifikace

(lower limit of quantification)
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