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1 UVOD DO TEMATU

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie je dnes Siroce pouzivana analyticka
metoda, ktera je dostate¢né citliva, rychla a podléha neustalé modernizaci. Proto se
Casto pouziva pro stanoveni hladin 1é¢iv a jejich metabolitd v biologickém materialu.

K lé¢ivim, u kterych je vhodné monitorovat plazmatickou hladinu, se fadi i
amiodaron. Amiodaron spada do skupiny antiarytmik III. generace a je nejucinnéjsi a
velmi rozsifeny v 1é¢b¢ sifiovych a komorovych arytmii. Vzhledem Kk velké
interindividudlni biologické variabilit¢ nelze zdéavkovani predvidat dosazené
koncentrace u daného jedince. Ma dlouhy polocas eliminace a zdvazné nezadouci
ucinky, které nartstaji se zvySujici se plazmatickou koncentraci 1éku.

Analyzou amiodaronu a jeho metabolitu v biologickém materidlu se zabyva
mnozstvi praci. Nékteré popisuji stanoveni téchto analyti metodami imunochemickymi,
jiné metodami chromatografickymi, z nichz dominuje vysokoucinna kapalinova
chromatografie.

K tomu, aby mohla byt analytickd metoda zavedena do praxe, je nutnd validace.
Problematikou validace bioanalytickych metod se zabyva napiiklad Ceska skupina
klinické biochemie, spole¢nost FDA a EMEA. K parametrim ovéfovanych validaci se
fadi mez detekce, mez stanovitelnosti, linearita, pracovni rozsah, preciznost a vytéznost

(recovery) nebo vychyleni (bias).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Amiodaron

Amiodaron je jodovany derivat benzofuranu. Chemicky nazev je 2-butyl-3-[3,5-
diiodo-4-(B-diethylaminoethoxy)-benzoyl]benzofuran. Radi se mezi antiarytmika III.
tiidy podle Vaughn-Williamse. Piisobi pies Na*, K*, Ca** kanaly a ma alfa i betalytické
ucinky. Je indikovadn napf. pfi sifové fibrilaci a sinovém flutteru a tézkych
ventrikularnich arytmiich.

Ma vyznamné nezadouci G¢inky a neobvyklou farmakokinetiku. V klinické praxi

se vyuziva jiz od roku 1962, [B11:1417.23]

2.1.1 Chemické a fyzikalné — chemické vlastnosti amiodaronu

Amiodaron je bily nebo témét bily jemny krystalicky prasek. Velmi tézce se

rozpousti ve vodé, snadno v dichlormethanu, dobfe rozpustny v metanolu, velmi tézce

rozpustny v hexanu. %!

Amiodarone hydrochloride Desethylamiodarone hydrochloride

C25 H29 |2 NO3, HCI C23 H25 |2 NO3, HCI

Molekulova hmotnost: 681,82 [81 Molekulova hmotnost: 653,77 [8]
CyHs H

/
N N
e 'C,Hs I o—/ ‘GH;
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C4Ho Cq4Ho
AM DEA

Obr. 1 Chemické struktury amiodaronu (AM) a jeho metabolitu desethylamiodaronu (DEA)
Prevzato z: http://www.hindawi.com/journals/ecam/2012/428560/fig1l/. [Online]. Citovino dne:
15.10.2014



http://www.hindawi.com/journals/ecam/2012/428560/fig1/

2.1.2 Lékova forma

Bil¢ az témér bilé kulaté bikonvexni tablety obsahujici 100 mg a 200 mg
amiodaronu hydrochloridu (Cordarone ® 100 a 200, Sanofi Labaz).

2.1.3 Mechanismus uéinku

Amiodaron blokuje K*, Na* a Ca?* - kanaly. Prodluzuje depolarizaéni fazi inhibici
vystupu K* z buitky. Také zpomaluje diastolickou depolarizaci bunék pacemakeru a
snizuje tim frekvenci sinusového uzlu. Refrakterni faze vSech tuseku srdce se
prodluzuje. Zakladem jeho ucinku pii tachykardiich je tedy prodlouzeni akéniho
potencidlu i pfi rychlych srde¢nich frekvencich. Je téz silnym inhibitorem abnormalni
automacie. Amiodaron ma i antiangindzni G¢inky, které jsou disledkem jeho schopnosti
nekompetitivné blokovat a- a f-adrenergni receptory a rovnéz blokovat vstup vapniku
do bunék hladkého svalstva cév. Amiodaron je biotransformovan v jatrech a jeho
metabolit N-desethylamiodaron je G¢inny blokator Na* kanalu. Podle experimenti je
zodpovédny za 70 % antiarytmického pisobeni amiodaronu. Amiodaron zlepsuje vztah
mezi dodavkou kysliku a spotfebou kysliku v myokardu. Je to tim, ze vede k relaxaci
hladkého svalstva cév a tim zvySuje koronarni pritok a sniZzuje celkovou periferni

rezistenci. [11,14,17,30]

2.1.4 Farmakokinetika

Farmakokinetické vlastnosti souvisi se strukturou amiodaronu, tj. pfitomnosti
aromatického kruhu, vysokym obsahem jodu a pfitomnosti alifatického fetézce s nizkou
polaritou.

Amiodaron se velmi Spatné rozpousti ve vodé. Z 96 % se vaze na bilkoviny krevni
plazmy. Eliminaéni polocas je v rozsahu 30-50 dni. Uginna plazmaticka koncentrace je
asi 1-2 pg/ml, v srdecni tkani je priblizné 30krat vyssi. Amiodaron se z traviciho ustroji
resorbuje velmi pomalu a nedokonale. Distribuuje se do tkani, hlavné tukové a svalové,
a proto je hladina v krvi pii 1é¢bé nizka. Kumulace 1éku V tkanich, velmi pomala
eliminace a velky distribuéni objem ma dulezité klinické disledky — opozdény
antiarytmicky uc€inek a prodlouzenou dobu ucinku po jeho vynechani. Davka
amiodaronu se nemusi snizovat u selhani ledvin, protoze je jen minimalné (1 %)

vyluovan ledvinami. [14.17.28,30)
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2.1.5 Nezadouci u¢inky

Pfi uzivani amiodaronu se vyskytuji Cetné nezddouci ucinky. U nemocnych
s poruchou sinusového nebo atrioventrikularniho uzlu mize amiodaron zpisobit
symptomatickou bradykardii nebo srde¢ni blokadu. U citlivych pacientd mutze dojit i
k srde¢nimu selhani.

Amiodaron se uklada v tkanich a miizeme ho nalézt ve vSech organech téla, zvlaste
v rohovce, kde se objevuji zlutohnédé mikrokrystaly. Tato depozita jen vzacné
zpusobuji poruchy zraku. Depozita v kazi vedou k fotodermatitidé, takto postizeni
nemocni se musi vyhybat slunci. Mize vzniknout 1 modrosedé zbarveni kiize. Bézné
jsou také neurologické nezddouci ucinky projevujici se parestézii, tfesem, ataxii a
bolesti hlavy. Rovnéz muze dojit k fibroze plic.

Z vysokého obsahu jodu v molekule vyplyva, Zze amiodaron ovliviiuje i funkce
§titné  Zlazy. Dochazi k hypo- nebo hypertyreoidismu. Amiodaron inhibuje 5'-
monodeiodinazu typu I, kterd odstranuje jod z tyroxinu (T4), aby doslo ke konverzi na
trijodtyronin (T3). Vysledkem je zvySeni plazmatické koncentrace volného tyroxinu
(fT4) a soucasné snizeni volného trijodtyroninu (fT3).

Casté jsou poruchy zazivaciho traktu (nauzea, zvraceni, bolesti biicha). Asi u 30 %
pacientl vznikaji hepatopatie, které histologicky odpovidaji alkoholické hepatitid¢.

Tento 1ék sniZuje clearance warfarinu, teofylinu, chinidinu, prokainamidu a dalSich
latek. Inhibuje isoformy 3A4, 2C9 a 2D6 cytochromu P450, coz je dulezité pfi riznych

1ékovych interakcich, 11142829

2.1.6 Terapeutické pouziti

Amiodaron je G¢inny pii supraventrikularnich i ventrikularnich arytmiich a také pti
paroxysmalni sinové fibrilaci. Intravenézni uziti amiodaronu se indikuje u nemocnych
s opakovanymi komorovymi tachykardiemi nebo fibrilaci. Je vhodny pfi 1écbé a
profylaxi arytmii u nemocnych s chronickou ischemickou chorobou srde¢ni a u
nemocnych po infarktu myokardu. Amiodaron by se m¢l indikovat aZ poté, kdy selhala

b&Zn& pouzivana antiarytmika. 3!
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2.2 Chromatografie

Chromatografie je separacni a zaroven analyticka metoda poskytujici kvalitativni a
kvantitativni informace o analyzovaném vzorku. Zakladnim princem je rozd€lovani

slozek smési mezi mobilni a stacionarni fazi. %!

Déleni chromatografie
a) Podle povahy mobilni faze: plynova (GC), kapalinova (LC)
b) Podle zpisobu provedeni: kolonova (sloupcova), plo§na (planarni)
c) Podle principu separace: rozdélovaci, iontové vyménna, adsorpCni, gelova,
afinitni

d) Podle Gcelu pouziti: analyticka, preparativni (2

2.2.1 Princip chromatografie

Vsechny chromatografické metody jsou zalozeny na rovnovazné distribuci slozek
vzorku mezi dvé faze. Jedna faze je mobilni a druhd stacionarni. Stacionarni faze je
nepohyblivd a mé schopnost do riizné miry zadrzovat jednotlivé soucasti smesi. Mobilni
faze vymyva jednotlivé Casti smési ze staciondrni faze a nese je riiznou rychlosti ve
sméru toku, ¢imz dojde k déleni. Mobilni faze muize byt kapalina nebo plyn. Stacionarni
faze je tuha latka nebo kapalina ukotvena na pevném nosi¢i. Pfi déleni latek smési
dochazi k opakovanému ustalovani rovnovdhy délenych latek mezi mobilni a
stacionarni fazi. Distribuci slozek mezi dvé faze miZeme popsat distribu¢ni neboli

rozdélovaci konstantou Kp:
KD = Cs / Cm
Cs ... koncentrace latky ve stacionarni fazi, Cn, ... koncentrace latky v mobilni fazi

Cim vys3i je hodnota Kp pro uréitou latku, tim del$i dobu setrvaji jeji molekuly ve
stacionarni fazi, a tim v¢tsi je jeji retence. Vlastni déleni latek zavisi na retenci, kterd
pisobi selektivné. To znamena, Ze néktera latka je zadrzovana vice a jina méng. Cim
pevnéji je latka sorbovana na staciondrni fazi, tim pomaleji postupuje

chromatografickym systémem.
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Vymyvani latek z kolony muze byt provadéno isokratickou nebo gradientovou
eluci. Isokratickd eluce znamend, ze mobilni faze mé konstantni slozeni a stejnou elu¢ni
silu. Pii gradientové eluci ma mobilni faze zvysujici se elucni silu.

Separované zoény latek vychazejici z kolony jsou zaznamenavany pii pruchodu
detektorem a signal je poté preveden do chromatografického zdznamu neboli
chromatogramu. 321

Kapalinovad chromatografie mtize byt provadéna v plosném nebo kolonovém
uspotradani. Plo$né usporadani se vyuziva u tenkovrstvé chromatografie (TLC) a dfive
se vyuzivalo u papirové chromatografie. Kolonové usporadani se dnes nejvice vyuziva
u vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) a ultraa¢inné kapalinové

chromatografie (UHPLC). 2

2.2.2 Déleni chromatografie podle principu separace: [4.13]

Rozdélovaci chromatografie

Latky jsou déleny na zakladé¢ jejich rozdé€lovacich koeficienti. Chromatograficky
sloupec je naplnén inertnim nosi¢em (napf. silikagel) na jehoz povrchu je ukotvena
ucinné stacionarni kapalna faze. Pti prlichodu mobilni fadze (organické rozpoustédlo)

dochazi k opakovanému rozdélovani soucasti analyzované smési mezi ob¢ kapalné faze.

Tontové vyménna chromatografie
Stacionarni fazi jsou iontoménice (anexy a katexy), pomoci kterych mizZzeme délit

elektrolyty schopné existovat v iontové formé.

Adsorp¢ni chromatografie

Déleni latek se déje na zakladé razné adsorpce z mobilni faze na povrch
absorbentu. Adsorbentem je nejcastéji oxid hlinity, oxid hofecnaty, silikagel, praskova
celuloza, aktivni uhli. Mobilni fazi jsou bud’ Cista rozpoustédla sestavena podle elucni

schopnosti do tzv. eluotropni fady nebo smési rozpoustédel.

Gelova chromatografie
Stacionarni fazi tvofi nabobtnaly gel (pf. Sephadex), pomoci kter¢ho jsou latky

déleny podle velikosti molekul na zédkladé molekulového sitového efektu gelu.

13



Afinitni chromatografie

Vyuziva specifické interakce mezi molekulami. Interakce mohou byt biologické
povahy (napf. enzym — substrat, antigen — protilatka, receptor — hormon) nebo
biologickou interakci napodobuji (napf. protein — triazinové barvivo). Ligand je pevné
ukotven na nosici, kterym je naplnéna kolona. V délené smési je pfitomna fada molekul,
Z nichz jen nékteré maji afinitu k ligandu. Tyto molekuly se navéazi na ligand a ostatni
slozky se vymyji. Po promyti kolony se zméni sloZzeni mobilni faze, aby se oslabila

vazba ligand — navazana molekula a takto se z kolony uvolni.
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2.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Separacni Gc¢innost vysokoucinné kapalinové chromatografie zavisi na velikosti
Castic stacionarni fize. Cim jsou Gastice mensi a stejnoméméjsi, tim vétsi je uéinna
plocha a separac¢ni ucinnost. U klasické kapalinové chromatografie protéka mobilni faze
samospadem, avSak u HPLC musi byt pritok mobilni faze dostatecné rychly a tudiz je

potieba ji protlacit kolonou pomoci ¢erpadla pod vysokym tlakem.

Vyvoj vysokoucinné kapalinové chromatografie zacal v jiz 70. letech 20. stoleti a
v nedavné dobé vedl az k vyvoji ,,Ultra high performance liquid chromatography*
(UHPLC), ktera umoznuje praci za mnohem vétSich tlakd, ¢imz zkrati dobu analyzy.
Dalsi vyhodou UHPLC je niZsi spotfeba rozpousStédel, ¢imZ jsou niz8i i financni
naklady. Rychlejsi separace latek je dana diky velikosti Castic kolony a vykonnému
¢erpadlu, které pracuje za vysokych tlaki s moznosti pouziti vyssich rychlosti pratoku

mobilni faze.

2.3.1 Princip separace

K déleni latek lze u této techniky vyuzit vSech vratnych dvoufazovych separacnich
mechanismt, tj. adsorpce, rozdélovani, iontova vyména, sitovy efekt gelu. Je tedy
mozZné nalézt selektivni a ucinny chromatograficky systém k déleni smési vétSiny
organickych latek rozpustnych ve vodé¢, zfedénych kyselinach nebo organickych
rozpoustédlech. Tato technika umoZiluje analyzu tepelné nestdlych nebo net€kavych
latek.

Mobilni faze je Cerpana ze zasobniku pies injektor do kolony a nasledné
k detektoru. Vzorek rozpuStény v mobilni fazi nebo podobném rozpoustédle, se
vsttikuje do tekouci mobilni faze, kterd ho unasi na kolonu. D¢leni nastava v koloné¢ a je
specifické pro dany typ kolony. Separované analyty se dostavaji do detektoru, kde
pusobi zménu odezvy signalu. Vysledkem je chromatogram se separovanymi analyty ve
formé piki. 38

Ukazatelem kvality chromatografické separace je ucCinnost chromatografické
kolony. Charakterizuje, jak moc se rozsifuji elu¢ni zény délené na koloné. Mirou

ucinnosti kolony je:
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a) pocet teoretickych pater n:

n=16" (trjl W)’

W; ... sifka piku j-tého analytu pfi zdkladné, tr ... retencni ¢as j-tého analytu

b) vyskovy ekvivalent teoretického patra H (mm):
H=L/n=L/16-(wjl t;)
L ... délka kolony

Maximalni G¢innost dané kolony je pii minimalnich hodnotach H, tedy pfi
maximalnim poctu teoretickych pater kolony.
Vyskovy ekvivalent teoretického patra (H) je zavisly na linearni rychlosti toku

mobilni faze (u). Zavislost se vyjadiuje pomoci Van Deemterovy rovnice:
H=A+Bu+C-u

A vyjadiuje vitivou difiizi, B vyjadiuje podélnou molekularni difazi, C vyjadiuje odpor

proti pfenosu hmoty ve staciondrni f4zi a mobilni fazi. 4

0,31
g 0,2
=
[
ool
0
oz 4 6 8 10
u [cm/min]

Obr. 2 Grafické znazornéni Van Deemterovy rovnice

Prevzato z: http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html. /Online]. Citovino dne: 22.11.2014

Minimum kfivky odpovida rychlosti pritoku, pfi které kolona vykazuje nejvéetsi

ucinnost, a tudiz rozsifuje zony analytll jen minimalné. [2]
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Kazda analyzovana latka je charakteristicka svym retenénim ¢asem tg, coz je doba,
ktera uplyne od nastfiku vzorku do dosazeni maxima elu¢ni kiivky (vrcholu piku).
Plocha pod pikem nebo vySka piku (h) odpovida mnozstvi analyzované latky. Retencni

Cas je tedy kvalitativni ukazatel a plocha nebo vyska piku pak kvantitativni ukazatel. [24]

-
L

-
f

(%)
L

=

~ odezva detektoru
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5 8

[

[}
]
I

Obr. 3 Chromatograficky pik
Prevzato z: http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html. /Online]. Citovino dne: 22.11.2014

trj je retencni Cas j-tého analytu, tm je mrtvy ¢as kolony neboli retencni ¢as
nezadrzovaného analytu, wipj je Sifka piku j-tého analytu v poloviné vysky, wj je Sitka

piku j-tého analytu pfi zakladné.

2.3.2 Systémy fazi pro HPLC

Rozdéleni systémt fazi:
a) Chromatografie s normalni fazi (NP) — mobilni faze je nepolarni a stacionarni faze
je polarni
b) Chromatografie s reverzni fazi (RP) — mobilni faze je polarni a stacionarni faze je
nepolarni
Stacionarni faze
U HPLC jsou nejcastéji vyuzivany chemicky vazané stacionarni faze (viz Tab. 1).

Na hydroxylové skupiny silikagelu jsou silylaci navdzané rizné skupiny.

skupiny). Dale jsou vyuzivany stacionarni faze tvofeny grafitizovanym uhlikem nebo
smiSenym kopolymerem, na kterych jsou navazany skupiny C4, C8, C18 nebo iontové
skupiny. Tyto faze jsou odolné&jsi v $ir§im rozmezi pH (2 - 13). VySe popsané faze jsou

nepolarni a vyuzivaji se pro RP.
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Pro HPLC s normalni fazi se vyuzivaji funk¢ni skupiny silanol-, amino- nebo
nitrilové a dale pak nemodifikovany silikagel a oxid hlinity.

Pro detekci optickych izomerti jsou vyrabény chiralni stacionarni faze a slouzi
napf. k analyze enantiomera l1éCiv.

Restricted-access stacionarni faze umoziuji piimo analyzovat biologické vzorky
s vysokym obsahem bilkovin. Vnéjsi povrch ¢astic naplné je opatfen hydrofilni vrstvou,
kterou pronikaji mensi molekuly do pért Castice. Poéry jsou potazeny hydrofobni
stacionarni fazi, na které je uskuteCiiovano vlastni déleni. Velké molekuly bilkovin
nepronikaji do vnitinich port a obchazeji ¢astice naplné.

Existuji 1 monolitické stacionarni faze, které¢ jsou tvofeny polymerem o definované
poérovitosti organického piivodu (napi. styren-divinylbenzen, metakryldt) nebo

anorganického ptivodu (napft. na bazi silikagelu).[4]

Tab. 1 Chemicky modifikované staciondrni faze — piehled vazanych fizi dle polarity ™!

Ndazev Vizana skupina Oznaceni Charakteristika

Oktadecyl CigHs37 Cg;RP-18; Nepoldrni

Oktyl CgHy7 ODS

Ethyl C,Hs Cg;RP-8

Amino (CH)sNH; C,;RP-2

Cyano (CH,)sCN

Diol (CHy)s-OCH,CH(OH)-CH,(OH) Poldrni
Mobilni faze

Pro HPLC analyzu musi byt mobilni fdze velmi Cisté a zbavené rozpuSténych
plyni. Plyny 1ze odstranit probubldvanim heliem nebo piisobenim ultrazvuku za vakua.
Nejcastéji se vSak k odplynéni mobilni faze pouziva on-line vakuovy degaser.
K odstranéni necistot je nutné mobilni fazi piefiltrovat. Rozpoustédla jsou sefazeny do
eluotropni fady podle rostouci elucni sily. Eluotropni fada je pro chromatografii
s normalnimi fazemi heptan < cyklohexan < tetrachlormethan < toluen < ether <
chloroform < aceton < acetonitril < etanol < metanol < kyselina octova < voda.
Rozpoustédla se musi pouzivat vzdy co nejvyssi Cistoty (HPLC grade). Pro nastaveni a
udrzeni urcitého pH mobilni faze jsou vyuzivany riizné typy pufrti, napt. fosfatovy.

Jako mobilni faze se pti chromatografii na normalnich fazich pouziva chloroform,
heptan a jiné smési. Pro chromatografii na reverznich fazich se pouziva smés polarnich

rozpoustédel: voda:metanol, voda:acetonitril, voda:izopropylalkohol atd. [6,13.15]
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2.3.3 Pristrojové uspoiadani HPLC chromatografu

Kaplinovy chromatograf se skladd z kolony pro separaci analytl, zasobnikl
rozpoustédel, modulu na odvzdu$néni mobilni faze, Cerpadla pro pratok mobilni faze
systémem, davkovace pro naneseni vzorku na kolony, on-line detektoru pro detekci

separovanych analytti, PC pro kontrolu systému, sbér a vyhodnoceni dat (viz Obr. 4). 4
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odaza dataktoma

=
£

-

=0 nm_es

démloonact potitad
lrohout se ™~ [ %
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Obr. 4 Schéma HPLC
Prevzato z: https://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html. /Online]. Citovino dne: 24.11.2014

éerpadla

Cerpadla slouzi pro reprodukovatelny konstantni a bezpulzni tok mobilni faze
chromatografickym systémem s malou rychlosti (0,1 — 10 ml/min). Cerpadla dosahuji

tlaku az 40 MPa. 24

Modul na odvzdu$néni mobilni faze

Na odvzdus$néni mobilni faze se pouziva on-line degaser, ktery obsahuje PTFE
membranu, pies kterou probiha vlastni odvzdusnéni. Dal§i moznosti odvzdu$néni je
pomoci zafizeni pro piivod helia do zasobnikd mobilni faze, anebo pomoci
ultrazvukové lazn€, kdy dochdzi krozptyleni submikro-bublinek plynu, které se

shlukuji v solventu. [°!
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Davkovaci zarizeni

K davkovani vzorku se vyuzivaji automatické davkovace, které jsou spojené se
zasobnikem vzorku, ve kterém jsou umistény mikronadobky (tzv. vialky). Vialky jsou
uzaviené pryZovym septem nebo zatkou z polypropylenu

Nejpouzivangjsi davkovani je pomoci Sesticestného ventilu s vyménitelnou

smyckou. 4.1

Kolony

Kolony pro HPLC jsou ocelové, sklenéné nebo plastové. HPLC kolony (viz Obr. 5)
se skladaji z kovového plasté (1), ktery je uzavien porézni kovovou fritou (2). Frita
zabranuje uvolnovani stacionarni faze (3) z kolony a zaroven umoziuje plynuly prutok
mobilni faze. Konce kolony jsou ukonéeny pievleCenym ochrannym krouzkem (4) a
koncovou hlavici (5). V kovové hlavici je navrtan vstup pro kapilaru se Sroubem (6).
Jsou dlouhé 5-30 cm s vnitinim primérem 2-8 mm. Naplii musi byt homogenni a
rovnomérnd. Pouzivaji se naplnové i kapilarni kolony. Napliiové kolony obsahuji ¢astce
o priméru 1,8-10 um a ¢im jsou mensi, tim vé&tsi je separacni ucinnost kolony.
Kapilarni kolony jsou kapilary z kfemicitého skla s vnéjSim povrchem potazenym

polyamidem a tenkou vrstvou stacionarni fize na vnitfnim povrchu. 9

Obr. 5 Chromatografickd kolona
Prevzato z: http://www.hplc.cz/. [Online]. Citovino dne: 3.12.2014

Detektory

Pro HPLC se vyuzivaji rizné typy detektort. Kazdy detektor je vybaven
prutokovou celou, kterou prochazi eluat z kolony. Separované analyty, které jsou
obsazen¢ v eludtu, jsou zde detekovany a vygenerovany elektricky signal je
zaznamenan ve form¢ chromatogramu.

Na detektory jsou kladeny vysoké pozadavky. Jedna se o vysokou citlivost, jelikoz

latky obsazené v roztoku jsou detekovany v koncentracich ng az pg/ml, dale o
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reprodukovatelnost a linearitu odezvy a univerzalnost, protoze musi detekovat vSechny

odd&lené slozky vzorku. [+

Detektory na principu fotometrie a spektrofotometrie

Tyto detektory méfi absorbanci UV a VIS zafeni latkami, které vychazi z kolony
chromatografu. Jsou ¢asto vyuzivané, protoze vétSina organickych latek absorbuje UV
zateni. Méfi v oblasti vinovych délek od 190 do 800 nm.

Pro detekci v UV-VIS oblasti je nutné, aby molekula analytu obsahovala tzv.
chromofor. Chromofor je ¢ast molekuly charakteristicka ur¢itym uskupenim atomu a
vazeb. Absorpci v UV-VIS oblasti zptisobuje piitomnost konjugovanych nasobnych
vazeb, dvojnych vazeb u aromatickych ¢i heterocyklickych sloucenin nebo pfitomnost
atomt O, S, N s nevazebnym elektronovym parem u nearomatickych slou€enin.

Mobilni faze pouzitad pfi UV detekci musi dobfe propoustét vybranou vinovou
délku. Pokud by rozpoustédlo absorbovalo pti dané vinové délce, dochazelo by ke
zvySeni Sumu v chromatografickém zédznamu a ke snizeni citlivosti detekce analytt.
Rovnéz se musi volit takové aditiva mobilnich fazi, které neabsorbuji v dané¢ vlnové

délce. 34?2

a) Detektory s fixni vinovou délkou. Jsou velice citlivé. Vyuzivaji intenzivni linii
rtutové vybojky o vinové délce 254 nm, kadmiové o vlnové délce 229 nm nebo
zinkové o vinové délce 214 nm. Pro ziskani monochromatického zéafeni se

vyuzivaji filtry. (341

b) Detektory s variabilni vinovou délkou. Tento typ detektori muze méfit pii

zvolené vlnové délce V rozmezi od 190 nm do 400 nm. !

) Detektory vybavené diodovym polem. Detektory tohoto typu mohou méfit v celé
oblasti 190 — 800 nm. Pritokovou kyvetou prochazi polychromatické svétlo
(zdrojem je deuteriova nebo wolframova lampa), které je za kyvetou rozdéleno
difrakéni mfizkou a nasmérovano na diodové pole (kifemikova desticka
s mnozstvim fotodiod), které zachycuje intenzitu svétla vSech vinovych délek (viz
Obr. 6). Spektralni rozliseni udava pocet diod na poli, ktery se pohybuje od 512
do 1024 diod. Vysledkem je trojrozmérny chromatogram, ktery popisuje zavislost
absorbance na vlnové délce a na Case. Z chromatogramu se identifikuji eluované

latky a Ize posoudit i jejich ¢istotu, 1%
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Obr. 6 Detektor vybaveny diodovym polem
Prevzato z: http://web.nmsu.edu/~kburke/Instrumentation/HP8452.html. [Online]. Citovano dne:
25.11.2014

Detektory na principu fluorimetrie

Fluorimetry se vyuzivaji pro detekci fluorescencnich latek. V nékterych ptipadech
je Casto nutnd pred- nebo postkolonova derivatizace analytl, aby vznikly fluorescenéni
slouCeniny. Fluorimetry méfi sekundarni neboli emisni zafeni, jez latka vyzaii po
absorpci primarniho neboli excitatniho elektromagnetického zafeni. Vlnova délka
emitovan¢ho zafeni je vEtSi neZ excitacniho zareni. Tyto detektory jsou citlivé a
selektivni. Jako zdroj excitacniho zafeni se pouZivaji deuteriové nebo xenonové lampy

nebo lasery. B4

Elektrochemické detektory

a) Amperometrické elektrochemické detektory. Elektroaktivni analyt je oxidovan
nebo redukovan na povrchu elektrody s konstantnim potencidlem a zaznamendvan

je elektricky proud. Pouzivaji se naptiklad pro analyzu katecholamint v moci.

b) Coulometrické detektory. Tyto detektory pracuji podobné jako amperometrické,
meéti se vSak vznikly elektricky ndboj. Vyuzivaji se napiiklad pro stanoveni

metanefrinti v modci. [*!
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Refraktometrické detektory

Detektory tohoto typu méfi zmény indexu lomu eluatu v zavislosti na koncentraci

analytu. !

Hmotnostné-spektrometrické detektory (MS) pro LC nebo HPLC

Tyto detektory zaznamenavaji ionty, které vznikaji ionizaci analyti. Nejdfive
probihé ptfevod analytl rozpusténych v mobilni fazi na ionty v plynné fazi. Poté se ionty
analyzuji, tzn., Ze se ur¢i pomér hmotnosti k naboji (m/z). Jedna se o univerzalni,
vysoce selektivni a citlivy detektor. Analyty se identifikuji na zaklad¢ jejich
hmotnostnich spekter. Skladaji se ziontového zdroje, iontového analyzatoru a

detektoru. 4!
Iontové zdroje pro MS:

a) Elektrosprej ionizace (ESI) - na kapilaru, kterou prochazi eluat, je vloZzeno
vysoké napéti. Z kapilary se uvolnuje sprej vysoce nabitych kapicek a naslednym
odpatenim rozpoustédla vznikaji ionty. ESI probihéd za atmosférického tlaku. ESI
je mekka ionizacni technika. (341

b) Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) — vzorek je piiveden do
vyhiivané casti iontového zdroje, kde je spolecné s rozpoustédlem odpaten.
Ionizace probihd v koronovém vyboji pomoci jehly, na niz je vloZzeno vysoké

napéti. Analyt je ionizovan prostfednictvim ionizace nosného plynu. 4

c) Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) - primarni ionty vznikaji
fotoionizaci (zdrojem UV zafeni je kryptonovd vybojka) zreakéniho plynu

(toluen) a ty poté ion-molekularnimi interakcemi ionizuji molekuly analytu. 4

Analyzatory pro MS:

a) Kvadrupol — analyzator je tvofen 4 tycemi kruhového prifezu, na které je vlozeno
napéti. lonty, které vstupuji do prostoru mezi tyCemi, za¢nou oscilovat. Pfi
vhodném napéti projdou kvadrupdlem pouze ionty suréitym pomérem m/z.

Zménou vkladaného napéti je mozné nechat projit postupné ionty v celém rozsahu

m/z. B4
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b) Linedrni iontova past — ma podobné usporadani jako kvadrupdl, ale na oba konce
elektrod je vlozeno elektrostatické pole, které zabranuje opustit iontim vnitini

prostor. [

C) Priiletovy analyzdator (,,Time of flight“ - TOF) — zaznamenava hmotnosti
ionizovanych molekul na zéklad¢ doby jejich letu evakuovanou trubici. Rychlost

letu zavisi na hodnoté m/z. ¥l

d) Iontova cyklotronova rezonance — jedna se o celu umisténou ve vakuu uprostied
silného magnetického pole. V magnetickém poli se iont pohybuje po kruhové
trajektorii a frekvence rotace jsou Umérmé hodnot¢ m/z. Pomoci Fourierovy

transformace jsou pfevedeny na hmotnostni spektrum. 31

Detektory pro MS:

a) Elektronovy ndsobi¢ — obsahuje sérii dynod se vzristajicim potencidlem. lont
narazi na prvni dynodu a tim dojde k emisi elektronti. Po dopadu na dalsi dynodu
dojde Kk vicenasobné emisi. Kaskadovitym efektem vznika velké mnozstvi

elektrond, které jsou nasledné detekovany. 341

") Fotondsobi¢ — na fosforovou desticku, ktera je umisténa pifed vlastnim

fotonasobic¢em, dopadaji ¢astice z konverzni dynody a tim dochazi k emisi fotont.
Fotony pak dopadaji na fotokatodu a fotoelektrickym jevem dochazi k emisi

elektront. Elektrony jsou zmnoZeny stejné jako v elektronovém nasobici. 4

2.3.4 Vyhodnocovani vysledku v HPLC

Kvalitativni analyza

Kurceni latek se vyuziva hodnot retencnich casli tr. Retencni Cas je Cas, ktery
uplyne od nastiiku vzorku na kolonu k maximu chromatografického piku.
Kvantitativni analyza

Zékladem pro kvantitativni hodnoceni je ureni plochy nebo vysky pikia. Plochy
pikii se vyhodnocuji pomoci digitadlnich integratori nebo pomoci softwaru pro
vyhodnoceni chromatografickych dat. Ke stanoveni mnozstvi analyzované latky se

vyuzivaji nasledujici zptsoby:
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a) Metoda kalibra¢ni kiivky — analyzuje se série standardii o znamé, ale rtzné

koncentraci a hleda se zavislost kalibra¢ni funkce.

b) Metoda vnitiniho standardu — vzorek se nafedi vzorkem standardu, koncentrace
standardu musi byt znama. Pti vypoctu koncentrace se pocita s poméry ploch piku

a vnitiniho standardu nebo se vyuziva kalibra¢ni kiivky.

C) Metoda standardniho pridavku — porovnava se analyticky signal vzorku se
signalem, ziskanym po pfidani znamych piidavka standardt stejného druhu jako
je stanovovana latka. Pfi prvnim ndstfiku se ddvkuje pfesné mnozstvi vzorku, pfi
druhém, presné mnozstvi smesi vzorku s ptidavkem urcitého objemu standardniho

roztoku analytu.

d) Metoda vniti'ni normalizace — vysledkem této metody je jen relativni zastoupeni

jednotlivych slozek smési udavany v %. (6]
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2.4 Validace analytického postupu

Pfed zavedenim nové analytické metody do rutinni laboratorni praxe je nutné
provéfit, zda jeji charakteristiky splituji pozadavky, které jsou na ni kladené a validovat
ji. Vyrobky s CE znackou jsou validovany vyrobcem testovacich souprav a diagnostik.
Metody, které jsou vSak vyvinuty v laboratofi, je tieba validovat pfimo v laboratofi.

Validace je proces ujisténi, ze analytickd metoda nebo postup jsou vhodné pro
zamyslené pouziti. Provéfeni analytické metody ma laboratoii zarucit, ze udaje o
jednotlivych znacich validované metody byly ovéfeny a ze jsou pravdivé a vhodné pro
zamysleny ucel. Vlastnost, jez je predmétem validace, se nazyva validovana vlastnost.

Validaci si laboratof zarucuje kvalitu dat pfi rutinnim provozu. Zjistuji se ji
dalezitd data pro odhad nejistoty méfeni. Klinickd laboratof musi pouzivat pouze
validované metody. [6.7.19]

Rozlisuje se validace Giplna nebo &asteéna. Uplna validace se provadi pro nové
bioanalytické metody a casteCna pro jiz validované metody, v jejichZ metodice byly

provedeny zmény.

Validace se provadi v nasledujicich ptipadech .

pied zavedenim nové metody,

pied aplikaci nového analytického méticiho systému do laboratofte,
pted zavedenim nového (jiného) diagnostického kitu,

pokud se rozsiii stavajici metoda o dalsi tcel,

ukazuje-li kontrola kvality pfetrvavajici problém,

pfi prevzeti metody z jiné laboratofe nebo z publikace,

N o a A w e

pokud je vyznamné zmeéna instrumentace

Rozsah validace musi odpovidat potiebé ziskat dostatek udaji k rozhodnuti, zda je
metoda vhodna pro zamyslené pouziti. Validace je vZzdy dané charakterem validované
metody. Validace kvalitativni metody nevyzaduje takové usili, jako validace
kvantitativni metody. 1"

Informace pro validaci bioanalytickych metod poskytuje spolecnost U. S. Food and
Drug Administration (FDA) v dokumentu ,,Guidance for industry — Bioanalytical
Method Validation, dale dokument spole¢nosti European Medicines Agency (EMEA)
snazvem ,,Guideline on bioanalytical method validation®. Doporuceni pro validace
vydava také Ceska skupina klinické biochemie (CSKB). [7.9.201
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2.4.1 Parametry ovéirované validaci [6.7.9.19.20]

Valida¢ni parametry analytického postupu jsou preciznost (opakovatelnost,
mezilehla preciznost), vytéznost (recovery) a relativni bias (accuracy), pracovni rozsah
a linearita, mez detekce, mez stanovitelnosti a piipadné dalsi (matricové interference,

srovnani s jinou metodou, srovnani pomoci vysledkit EHK, robustnost,...).

1. Preciznost (precision) je tésnost souhlasu mezi nezavislymi vysledky zkousky,
ziskanymi za pfedem definovanych podminek. Cilem je zjistit nahodnou chybu.
Hodnoti se primér, smérodatnd odchylka opakovatelnosti v sérii a mezilehlé
preciznosti mezi sériemi. Z téchto parametrii se vypocitd variacni koeficient (CV).
Podle FDA a EMEA by méla byt hodnota CV na kazdé hladiné do 15 %, kromé

meze stanovitelnosti dolni 1 horni, kde je tolerance do 20 %.

a) Opakovatelnost - definovana jako tésnost shody mezi navzajem nezavislymi
vysledky zkousek ziskanymi za podminek opakovatelnosti (takovych podminek,
kdy navzajem nezavislé¢ vysledky zkousek se ziskaji opakovanym pouzitim téze
zkuSebni metody na identickém materidlu, v téze laboratofi, stejnym
pracovnikem, stejnymi pfistroji a zafizenimi, béhem kratkého ¢asového rozmezi).
Stanovuji se referencni materialy s referencnimi hodnotami analyti. Optimalni je
pouziti dvou referen¢nich materiali o riznych hodnotach analyti. Doporucuje se
deset méfeni. Cilem je kvantifikace ndhodné chyby méfeni. Stanovuje se hodnota

priméru, smérodatné odchylky a varia¢niho koeficientu.

b) Mezilehla preciznost — preciznost méfeni za souboru podminek mezilehlé
preciznosti meéfeni. Podminka mezilehlé preciznosti zahrnuje stejny postup
meéteni, stejné misto a opakovani méfeni na stejném nebo podobném objektu
V roz§ifeném casovém Useku, ale mize obsahovat dal§i podminky zahrnujici
zmény. Zmény mohou zahrnovat nové kalibrace, kalibratory, zménu testovaci
soupravy, obsluhy a méfictho systému. Stanovuje se hodnota smérodatné

odchylky mezilehlé preciznosti.
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2. Vytéznost (recovery) a relativni bias (accuracy) — odhaduje systematickou chybu
méfeni pomoci referenéniho nebo kontrolniho materidlu. Vzorky se méii za
podminek opakovatelnosti a vypocita se aritmeticky prumér, smérodatna odchylka,

CV abias (vychyleni) nebo vytéznost metody.
Relativni bias se pocita podle vzorce:

bias= (ny—n))/n;- 100 (%)

A vytéznost (recovery) se zjisti podle vzorce:

R=ny/n-100 (%)

Ny ... koncentrace namétena, n; ... koncentrace referenéni

FDA pozaduje vytéznost v rozmezi 80 — 120 %.

3. Pracovni rozsah — vymezuje interval, vnémz lze s jistotou ocekavat, Ze plati
vyrobcem/laboratoii deklarované a validacnimi experimenty ovéfené hodnoty
preciznosti a vychyleni metody. Mé&fi se pét vzorku v tripletech. Podle FDA je spodni
hranice tvofena mezi stanovitelnosti a horni limit nejvySsim kalibra¢énim bodem —
upper limit of quantification (ULOQ). Metodou nejmensich &tverci se prolozi
regresni zavislost y = k X + @, kde y je pomér vysek (ploch) pikd analytu a vnitiniho
standardu a x je pomér jejich koncentraci. Hodnoti se smérnice k, tsek ¢ a korela¢ni

koeficient.

4. Linearita — je schopnost analytického postupu ziskat v daném rozsahu vysledky,
které jsou pfimo imérné koncentraci analytu ve vzorku. Jde o pfimkovou zévislost
mezi dvéma ndhodnymi proménnymi. PouZivaji se navazky referen¢ni latky nebo
danym zplsobem natfedény roztok referencni latky. Obvykle se linearita stanovuje
minimaln¢ na péti riznych koncentracnich hladinach. Ziskané vysledky se statisticky
vyhodnoti, spocita se korela¢ni koeficient a rovnice pfimky pomoci linedrni regrese.

FDA a EMEA doporucuji pfesnost pro nejnizsi a nejvyssi kalibracni bod CV £ 20 %

v
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5. Mez detekce (LOD) — odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal
statisticky vyznamné odliSny od Sumu. Detekéni limit tedy udava skute¢nou uroven
signalu, ktera jest¢ umoznuje detekci koncentrace. U spektrofotometrickych metod, u
kterych je k dispozici slepy pokus, se zméii se deset vzorkl blanku v sérii, nasledné

se vypocita hodnota smérodatné odchylky (SDpjank). VZOrec pro vypocet LOD:
LOD = 3 - (SDpjank/ S)

S ... smérnice kalibracni pfimky zavislosti vysky piku na koncentraci analytu,

SDpjank -.. smérodatnd odchylka Sumu zékladni linie

6. Mez stanovitelnosti (LOQ) — je nejnizsi mnozstvi analytu ve vzorku, které mutize byt

kvantitativné stanoveno s definovanou preciznosti a vytéznosti. Experimentalné 1ze

cvwr

které je jesté dosazeno zadané hodnoty CV (CV do 20 %, R 80-120%, viz FDA).
U spektrofotometrickych metod, u kterych je k dispozici slepy pokus, se opakovanou

analyzou urc¢i smérodatné odchylka a kvantitativni limit se vypocita podle vzorce:
LOQ = 10 +(SDpjank  S)
Teoretickou hodnotu meze stanovitelnosti 1ze vypocitat podle vztahu:

LOQ =3-LOD
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2.5 Analytické metody pro stanoveni amiodaronu a jeho metabolitu

Pro stanoveni amiodaronu a jeho metabolitu desethylamiodaronu v biologickém
materidlu se pouzivaji predevSim metody chromatografick¢ (LC/MS, HPLC) a
imunochemické (ELISA). Imunochemickymi metodami nemizeme vSak detekovat
metabolity.

Piikladem je stanoveni amiodaronu v lidské plazmé pomoci LC/MS (liquid
chromatography with mass spektrofotometry). Tato metoda vyuziva kolonu se
stacionarni fazi Capcell Pak Cig (50 x 2.0 mm, 5 pm). Mobilni faze pak protéka na
zakladé¢ gradientové eluce a je tvofena rozpoustédlem A, které obsahuje 0,02% kyselinu
mravenci v acetonitrilu a rozpoustédlem B, které obsahuje 0,02% kyselinu mravenci ve
vode. B

Dale je mozné amiodaron stanovit pomoci metody ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay). Amiodaron je timto zptisobmem stanovovany v séru. V této
metodé¢ je vyuzivdna protilatka IgG antiamiodarone a fluorogenni substrat
methylumbelliferyl-5-D-galaktopyranosid. Detekce se provadi pomoci spektrofotometru
pfi excitacni vinové délce 355 nm a emisni 460 nm. 31

Nevyhodou imunoanalytickych metod v detekeci 1éciv je vyskyt nespecifickych
reakci a nemoznost stanovit jejich metabolity. Z tohoto diivodu je pro hodnoceni
sérovych hladin amiodaronu a jeho metabolitu vyhodnéjsi pouzit metodu
chromatografickou. HPLC metoda je dostatecné citliva a specificka, neni pfili§ narocna
na Upravu vzorku a k analyze potfebujeme pouze malé mnozstvi vzorku.

Tab. 2 uvadi vybrané HPLC metody a jejich charakteristiky, jako je uprava vzorku
pted analyzou, pouZitou mobilni a stacionarni fazi, pratok mobilni faze, vnitini standard
a zpusob detekce.

Na zakladé provedené literarni reSerSe a znalosti HPLC metody stanoveni
amiodaronu a jeho metabolitu v séru bez pouziti vnitiniho standardu, ktera byla diive
vyuzivana ke stanoveni sérovych hladin pacienti na Useku klinické farmakologie
(UKBD), jsme se rozhodli tuto HPLC metodu doplnit o vnitini standard dronedaron a
provést ¢aste¢nou validaci metody.

Pro volbu HPLC metody jsou vychozim bodem fyzikalné-chemické vlastnosti
analyzované latky. Zdrojem ke zjisténi téchto informaci jsou fyzikalné-chemické

tabulky nebo védecké databaze jako je napt. PubChem, ChemSpider, Chemicalize.
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Dulezité jsou informace o struktuie latky a funkénich skupinéch, polarité (hodnota
log P), molekulové hmotnosti (MW), rozpustnosti v danych rozpoustédlech,
acidobazickych vlastnostech (hodnota pKa), stabilit¢ analytu. [22]

Amiodaron hydrochlorid je mala (MW = 681,77 g/mol), nepolarni latka (log P =
7,64) z ¢ehoz vyplyva, ze lze vyuzit HPLC na reverznich fazich, tedy nepolarni
staciondrni fazi a polarni mobilni fazi. Nejcasteji pouzivana nepoldrni stacionarni faze
je na silikagelu navazana skupina C18. Amiodaron je dobie rozpustny v metanolu a
dichlormethanu, avsak tézce rozpustny ve vodé a hexanu. Jako mobilni fazi lze pouzit
acetonitril nebo metanol. Acetonitril méa oproti metanolu vétsi elucni silu a ziskdme tak
ostiejsi tvar pikt. Dalsi vyhodou acetonitrilu je kratsi doba analyzy. [1.10]

Molekula amiodaronu obsahuje systém konjugovanych dvojnych vazeb, ktery tvoii
tzv. chromofor. Chromofor je dalezity pro to, aby latka absorbovala zatfeni v UV nebo
viditelné oblasti spektra. Z tohoto divodu lze pro detekci vyuzit detektor vybaveny
diodovym polem. Tento detektor se vyznacuje relativné velkou selektivou a citlivosti.

K hodnoceni vysledkli analyz je vhodny vnitini standard dronedaron, ktery je

svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi podobny amiodaronu, ale je detekovany

V jiném retencnim Case. Souc€asné je vyhodny jako kontrola pii ptipravé vzorku.
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Tab. 2 Metody stanoveni amiodaronu a desethylamiodaronu pomoci HPLC uvddeéné v literatuie

, Pritok
) Uprava Vnitini
Citace Materidl Detekce MF SF Kolona MF
vzorku ] standard
(ml/min)
o Acetonitril/octan amonny
Lidska Precipitace UV detekce 250 x 4,6 o
[25] o (pH 3,5) SumcCI8 1 etoricoxib
plazma acetonitrilem | (242 a 247 nm) mm
(60:40)
Acetonitril/fosfatovy pufr
Lidské Extrakce na UV detekce Josfatovy puf 150 x 3,2 .
[24] (pH 3,5) SumCIi8 0,9 L8040
sérum pevné fazi (254 nm) mm
(62:38)
a) 3 um
Lidskad Phenosphere a) 50 x 4,6
Extrakce o
plazma UV detekce Acetonitril/metanol/octan Cyano mm a)0,9 .
[12] methyl-t-butyl- L8040
nebo (242 nm) amonny (40:56.3) b) 3 um b) 33 x 7,0 b) 3
etherem )
sérum Plantinum mm
Cyano
Fosfatovy pufi- s kyselinou
Krysi Extrakce
) UV detekce mravenci/metanol/acetoni )
[26] plazma a kapalina- ) 3umCI8 55 x4 mm 1,2 tamoxifen
) (254 nm) tril (pH 3,1)
thkané kapalina
(45:5:50)

* [2-ethyl-3-(3,5-dibromo-4-di-n-propylaminopropoxybenzoyl)benzothiophene
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3 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je zavedeni kvantitativniho stanoveni amiodaronu a
jeho metabolitu desethylamiodaronu metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
s UV detekei s vyuzitim vnitiniho standardu dronedaronu a ovéfit jeji pouziti pfi

analyze vzorkl pacientt.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie, biologicky material, pomiicky a pristroje

4.1.1 Chemikalie

amiodarone hydrochloride (Sigma-Aldrich, USA), ¢istota 98 %
dronedarone hydrochloride (Sigma-Aldrich, USA), ¢istota 98 %
dihydrogenfosforecnan draselny (Merck Darmstadt, Némecko), p.a.
kyselina fosfore¢na 83% (Merck Darmstadt, Némecko), p.a.

siran zine¢naty (Merck Darmstadt, Némecko), p.a.

acetonitril pro HPLC

destilovana voda

ultradista voda

4.1.2 Biologicky material

Smésné sérum ziskané od zdravych dobrovolnikti uchovavané pfi teploté -20 °C,
vzorky sér pacientl uzivajicich amiodaron, kontrolni lyofilizovana plasma ClinCheck
Controls (Recipe, Némecko) level 1 a level 2, Serum Calibration Standard

Amiodarone/Desethylamiodarone (Chromsystems, Némecko)

4.1.3 Pomicky

laboratorni sklo
- odmérné banky, zkumavky, kadinky, nalevka
automatické pipety (Thermo Scientific, USA)
parafilm
vialky
membrana typu HA (Merck Millipore, Némecko)
GHP membrana (47 mm, 0, 45 um, Gelman Sciences, USA)
zkumavky (Eppendorf, Némecko)
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4.1.4 Pristroje

kapalinovy chromatograf UHPLC Nexera (Shimadzu, Japonsko) - moduly viz kap. 4.3
ultrazvukova lazen (ECOSON Ultrasonic Engineering)

analytické vahy (RADWAG XA 82/220/Y)

filtra¢ni zafizeni (CHROMSERVIS, Vacc-space 50)

laboratorni tfepacka VXR basic Vibrax (IKA, Némecko)

pH-metr sensION+ MM374 (Hach Company, USA)

centrifuga CENTRIFUGE 5424 R (Eppendorf, Némecko)

4.2  Pracovni postup

4.2.1 Priprava roztoku

1. Piiprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu dronedaronu: 1 mg dronedaronu
hydrochloridu byl rozpustén v 2 ml metanolu. (897 pmol/l)
Zasobni roztok vnitfniho standardu dronedaronu ma stabilitu 6 mésict pfii
teploté — 20 °C.

2. Ptiprava pracovniho roztoku vnitiniho standardu dronedaronu: 100 pl zasobniho
roztoku vnitiniho standardu dronedaronu bylo nafedéno 20 ml metanolu.
(4,46 umol/l)
Nafedény roztok vnitiniho standardu v metanolu ma stabilitu 3 mésice pfi
teploté — 20 °C.

3. Priprava roztoku 10% siranu zine¢natého: 1g siranu zinec¢natého byl rozpustén

v 10 ml H,0. Doba uchovani je maximalné 1 mésic pii teploté 4 - 8 °C.

4.2.2 Priprava Kontrolnich roztoki

K piipravé kontrolnich roztokd byl pouzit Kontrolni material ClinCheck Controls
(Recipe), coz je lyofilizovana kontrolni plazma s deklarovanym obsahem amiodaronu a
desethylamiodaronu. K lyofilizatu byly pipetovany 3 ml destilované vody a za
obcasného michani se nechal 30 minut rozpoustét, az byl vzorek Ciry.

Lyofilizat byl uchovavan pfi teploté 4 °C za nepfistupu svétla do doby expirace a

rozpustény lyofilizat pti teploté - 20 °C po dobu 3 mésici.
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4.2.3 Priprava kalibra¢niho roztoku

Ke kalibraci byl vyuzit sérovy kalibra¢ni standard (Serum Calibration Standard
Amiodarone/Desethylamiodarone, Chromsystems). K lyofilizovanému séru byl pfidan
1 ml destilované vody, poté se nechal vtemnu rozpustit, dokud nebyl homogenni.
Kalibrator byl nasledné fedén tak, ze ke 250 ul kalibratoru bylo pfidano 250 pl
blankového séra.

Lyofilizat je stabilni pfi teploté¢ — 18 °C do doby expirace. Rozpustény je stabilni 3

mésice pii teploté — 18 °C.
4.2.4 Zpracovani vzorki pacientii a kontrolnich materiali

Do zkumavek bylo pipetovano 500 pl séra a 20 pl 10% roztoku siranu zine¢natého.
Siran zinecnaty se ptidava z divodu zlepSeni precipitace proteinti ze séra, které by se
jinak vysrazely na kolon¢ chromatografu diky pouzité mobilni fazi - acetonitrilu. Po
ptfidani siranu zine¢natého byly vzorky mirné¢ zamichany na tfepacce a poté bylo
piidano 1000 pul roztoku acetonitrilu (gradient grade) s vnitinim standardem
dronedaronem. Vzorky nesmi dlouho stat, protoze pak dochazi K sorpci na precipitat a
Kk odpatfovani.

Nasledné byly zkumavky uzavieny a nechany tfepat 5 minut intenzivné na
tfepacce. Po fadném protiepani byly vzorky vlozeny do centrifugy na 10 minut,
centrifugace probihala pfi 15000 otackach/minutu a teploté 15 °C. Po centrifugaci bylo

davkovano 150 pl supernatantu do insertu pro nastiik na kolonu.
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4.3 Chromatografické podminky

Kapalinovy chromatograf:

UHPLC NEXERA, Shimadzu (Japonsko) je tvofen chlazenym davkovacem (typ SIL-
30AC), vysokotlakymi pumpami (typ LC-30AD) sdegaséry (typ DGU-20A),
detektorem s diodovym polem (typ SPD-M30A), kolonou umisténou Vv termostatovém

kolonovém prostoru (CTO-20A) a softwarem LabSolutions. Viz ptiloha 1a.

Kolona:
Byla pouzita kolona SYMMETRY C18 150 x 4,6 mm, 5 um (WATERS, USA)
s ptedkolonou SYMMETRY C18 20 x 3,9 mm (WATERS, USA).

Mobilni faze:
Mobilni faze byla tvofena roztokem fosfatového pufru o pH 3,1 a koncentraci 50 mM a
acetonitrilem v poméru 1:1.

Ptiprava pufru pro mobilni fazi: 3,2 g KH,PO4 (Merck, p.a.) a 200 pl 83% H3PO,
(Merck, p.a.) bylo rozpusténo v 1000 ml H,O v odmérné baince. Po promichani roztoku
bylo zméfeno pH (kolem 3,1). Pokud bylo pH vyssi, byla nutnd korekce po 20 pnl
H3PO,. Nasledné jsem byla provedena filtrace na membrané typu HA (MILLIPORE) a
odvzdusnéni pomoci ultrazvuku po dobu 30 minut. Pufr byl uchovdvan maximaln¢ 3
dny pfi teploté 4 — 8 °C.

Fosfatovy pufr byl nasledné smichan s acetonitrilem v poméru 1:1 a byla
provedena filtrace ptes GPH membranu (47 mm; 0,45 um, GELMAN SCIENCES).

Poté byl roztok umistén do ultrazvukové 14zn€ na 15 minut z divodu odvzdusnéni.

Dalsi HPLC podminky:
Na kolonu se davkovacem aplikovalo 40 pl vzorku.

Separace probihala za isokratického pritoku 1,4 ml/min. pii teploté 45 °C.

Detektor:
K detekci byl pouzit detektor vybaveny diodovym polem (DAD), ktery umoziuje
snimani spekter v rozsahu 200 — 600 nm s rozlisenim 1,2 nm.

Amiodaron byl kvantifikovan pfi vinové délce 242 nm.

Podminky kvantifikace:
Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno pomoci jednobodové kalibrace s vyuzitim

vnitiniho standardu a odec¢tu z vysky pikd programem LabSolutions.
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4.4  Testovani valida¢nich parametri

4.4.1 Mez detekce (LOD)

Mez detekce byla zjisténa ze Sumu zakladni linie na detektoru pii analyze 10
slepych vzorkid. U kazdého vzorku byl zméfen Sum zakladni linie v oblasti retenéniho
Casu amiodaronu a desethylamiodaronu a vypoctena mez detekce podle vzorce. Mez
detekce byla vypoctena jako pramér z jednotlivych namétenych hodnot LOD.

Jako slepy vzorek bylo pouzito sérum od darci z transfuzni sluzby. Séra byla

zpracovana stejnym zpusobem jako vzorky pacientd.

Vzorec pro vypocet detekéniho limitu:
LOD =3-(SD/S)

SD ... sm¢rodatnd odchylka Sumu zékladni linie

S ... smérnice kalibracni pfimky zavislosti vysky piku na koncentraci analytu

4.4.2 Mez stanovitelnosti (LOQ)

Pro zjisténi meze stanovitelnosti 1ze pouzit dva zplsoby. Prvni zptisob vychazi ze
stanoveni 10 vzorkl lyofilizované kontrolni plasmy level 1 (ClinCheck Controls,
Recipe) s obsahem amiodaronu 1,20 pmol/l a desethylamiodaronu 1,33 umol/l, které
byly fedény 10x blankovym sérem a déle zpracovany jako vzorky pacientli. Po nafedéni
byla tedy koncentrace amiodaronu 0,12 pumol/l a desethylamiodaronu 0,133 pmol/l.
Z namé&fenych hodnot byl spo€itan primér, variacni koeficient a vytéZnost.

Druhy zptisob zjisténi meze stanovitelnosti vychazi z nasledujici rovnice:
LOQ =3-LOD

4.4.3 Linearita a pracovni rozsah

Pro urceni linearity a pracovniho rozsahu byl pfipraven zasobni roztok standardu
amiodaronu, jehoz naslednym fedénim bylo ziskdno 5 kalibra¢nich roztoki o
koncentracich 0,39 pmol/l, 2,58 pmol/l, 3,88 umol/l, 5,17 umol/l, 7,75 umol/l.
Kalibra¢ni roztoky byly nasledn¢ zpracovany jako vzorky pacientd.

Metodou nejmensich ¢tverct byla provedena linedrni regrese v rozsahu koncentraci

0,39 — 7,75 umol/l. Ke zpracovani dat byl pouzit software LabSolutions.
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Z diavodu nedostupnosti standardu desethylamiodaronu od spole¢nosti Sanofi byly
hodnoty linearity pro desethylamiodaron ziskany z dfive provedené validace metody
stanoveni amiodaronu a jeho metabolitu pomoci HPLC.

K urceni linearity metody pro desethylamiodaron byl piipraven zasobni roztok,
jehoz naslednym tedénim bylo ziskdno 5 kalibra¢nich roztoki o koncentracich 0,52
umol/l, 1,3 umol/l, 2,6 umol/l, 5,2 umol/l, 7,79 umol/l. Linearni regrese byla vypoctena
v rozsahu koncentraci 0,52 — 7,79 umol/l metodou nejmensich ¢tverci pomoci software
LabSolutions.

K hodnoceni linearity se vyuziva korela¢ni koeficient r, jehoz hodnota by neméla
klesnout pod 0,98.

Pracovni rozsah je dan mezi stanovitelnosti (LOQ) a nejvy$sim kalibracnim

bodem.

4.4.4 Preciznost

Preciznost byla zjistovana jako opakovatelnost (v sérii) a mezilehla preciznost
(mezi sériemi) a hodnocena jako varia¢ni koeficient (CV). Varia¢ni koeficient by nemél
ptesahnout 15 %, kromé& LOQ, kde je povoleno 20 % (viz doporuceni FDA).

Vypocet variaéniho koeficientu:
CV = (SD/ x) -100 (%)

Opakovatelnost byla stanovena pomoci kontrolnich materialic ClinCheck Controls
(Recipe) level 1 sdeklarovanou hodnotou pro amiodaron 1,20 umol/l a
desethylamiodaron 1,33 umol/l a level 2 s deklarovanou hodnotou pro amiodaron
4,97 umol/l a desethylamiodaron 5,45 umol/l. Pro kazdou hladinu bylo piipraveno 10
vzorkl, které byly nasledné zpracovany jako vzorky pacienti.

Mezilehla preciznost byla zjisténa z vyhodnocenych analyz kontrolnich materiali

ClinCheck Controls (Recipe) level 1 a level 2 za obdobi 3 mésic.
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445 Vytéinost (recovery) a relativni bias (accuracy)

Vytéznost a relativni bias byly ur€eny pomoci stejného kontrolniho materialu jako
preciznost, tedy pomoci ClinCheck Controls (Recipe) level 1 a 2. Kontrolni material byl
zpracovan stejn¢ jako vzorky pacientl. Jako pfijata referencni hodnota byla uvazovana

stitedni hodnota uvedena vyrobcem (viz. Odst. 4.4.4).
Vypocet bias:
bias = (X — xp) / Xp + 100 (%)
Vypoclet vytéZnosti R:
R =x/xp- 100 (%)

X ... nalezend primérna koncentrace latky ve vzorku

Xp ... koncentrace latky udana vyrobcem
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5 VYSLEDKY

5.1 Chromatografické zaznamy
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Obr. 7 Chromatogram kontrolni plasmy level 1

Na Obr. 7 je znazornén chromatograficky zdznam extraktu kontrolni plasmy
ClinCheck Controls level 1 s obsahem amiodaronu (1,185 pmol/l), desethylamiodaronu
(1,259 umol/1) a vnitiniho standardu dronedaronu (4,46 umol/l).

Na kolonu bylo davkovéano 40 pl vzorku a analyza probihala pii rychlosti priitoku
mobilni faze 1,4 ml/min a vinové délce 242 nm.

Reten¢ni ¢as amiodaronu je 6.290 min, desethylamiodaronu 4.366 min a vnitiniho

standardu dronedaronu 3.013 min.

41



i b PDA Mult 1 242nm,4nm
S 12 8
b3 7.5+ o
E |
P |
2 |
s . |
s 1 S | S
® sH 3 2
[ ||
o < | (|
=] L {
2] o | N
c
e ||
| | g ||
2.5 2 |
| | =
| | A
oo a
{ | | I|
0.0 [ ] [ |
| [ \
| / {
| _/_M_TL —\‘L—m_ F \“‘“-h_l —
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
2 3 4 5 & 7 ] 9 10

retencni ¢as (min)

Obr. 8 Chromatogram kontrolni plasmy level 2

Na Obr. 8 je znazornén chromatograficky zdznam extraktu kontrolni plasmy
ClinCheck Controls level 2 s obsahem amiodaronu (4,955 pmol/l), desethylamiodaronu
(5,228 umol/l) a vnitiniho standardu dronedaronu (4,46 umol/l).

Na kolonu bylo davkovano 40 pl vzorku a analyza probihala pii rychlosti pratoku

mobilni faze 1,4 ml/min a vinové délce 242 nm.

Retencni ¢as amiodaronu je 6.278 min, desethylamiodaronu 4.360 min a vnitiniho
standardu dronedaronu 3.011 min.
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Obr. 9 Spektrum amiodaronu

Na Obr. 9 je vyobrazeno spektrum standardu amiodaronu o koncentraci

4,955 pmol/l. Spektrum bylo snimano v rozsahu vlnovych délek 200 - 600 nm

S rozliSenim 1,2 nm.
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Obr. 10 Spektrum desethylamiodaronu

Na Obr. 10 je vyobrazeno spektrum standardu desethylamiodaronu o koncentraci

5,228 pmol/l. Spektrum bylo snimano v rozsahu vlnovych délek 200 - 600 nm

s rozliSenim 1,2 nm.

44



26 -
251
24 1 M
23 [
224 [/ |
21 f/ I|
20 |
18 |
17 1 |
16 '
154 |
14 '
13 |
12 4 |

11 1 I|I /T.\\

10 \ o

absorbance (mAU)

358 a1t 459 P
0_ 1

2

200

vinova délka (nm)

Obr. 11 Spektrum dronedaronu

Na Obr. 11 je vyobrazeno spektrum vnitiniho standardu dronedaronu o koncentraci

4,46 pmol/l. Spektrum bylo snimano v rozsahu vlnovych délek 200-600 nm

s rozliSenim 1,2 nm.
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Obr. 12 Chromatogram blanku bez IS

Na Obr. 12 je znazornén chromatograficky zdznam extraktu blankové plasmy bez
pfitomnosti amiodaronu, desethylamiodaronu a vnitiniho standardu dronedaronu.
Na kolonu bylo davkovano 40 ul vzorku a analyza probihala pii rychlosti pritoku

mobilni faze 1,4 ml/min a vlnové délce 242 nm.

Chromatogram doklada nepfitomnost interferujicich komponent v oblasti

retenc¢nich €asti stanovovanych analytt.
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5.2 Valida¢ni parametry

5.2.1 Mez detekce (LOD)

Mez detekce zjisténa ze Sumu zakladni linie na detektoru byla experimentalné
zjisténa pro amiodaron 0,0613 umol/l a pro jeho metabolit desethylamiodaron
0,048 umol/I.

LOD byla vypoctena pro kazdy vzorek zvlast’ (viz Ptiloha 2a) a nasledné byl ziskan

prumér ze vSech méfeni. Vysledky jsou zaznamenany v Tab. 3.

Tab. 3 Hodnoty LOD pro jednotlivé slepé vzorky vypocitané ze Sumu, jejich priumer a SD

Primer
Analyt Pocet méreni Z namérenych Smérodatna
n hodnot Sumu odchylka SD
(umol/l)
Amiodaron n=10 0,0613 0,0134
Desethylamiodaron n =10 0,048 0,0096
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Obr. 13 Chromatogram blanku s IS

Na Obr. 13 je znazornén chromatograficky zaznam extraktu blankové plasmy

obsahujici vnitini standard dronedaron o koncentraci 4,46 umol/I.

Na kolonu bylo davkovano 40 ul vzorku a analyza probihala pfi rychlosti priitoku

mobilni faze 1,4 ml/min a vlnové délce 242 nm.

Reten¢ni €as vnitiniho standardu dronedaronu je 3.011 min.
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5.2.2 Mez stanovitelnosti (LOQ)

Experimentalné zjisténda mez stanovitelnosti pro amiodaron ma hodnotu
0,130 umol/l (CV= 7,69 %, R = 108,33 %) a pro desethylamiodaron hodnotu
0,133 umol/l (CV =7,69 %, R = 100 %). Obé& hodnoty meze stanovitelnosti vyhovuji
pozadavkiim FDA a EMEA.

Naméiené hodnoty jednotlivych vzorki jsou zaznamenany v Ptiloze 2b.

Tab. 4 Priimér z namérenych hodnot, smérodatnd odchylka a parametry preciznosti a vytéznosti pro LOQ

Teoreticka Priimer
Analvt konc Pocet mereni | z nameérenych SD Preciznost | Vychyleni | VytéZnost
y (,umolﬂ) n hodnot (umol/l) | CV (%) bias (%) R (%)
(umol/l)
Amiodaron 0,120 n=10 0,130 0,01 7,69 8,33 108,33
DEA 0,133 n=10 0,133 0,01 7,519 0 100

Nasledn¢ byla mez stanovitelnosti vypoctena z hodnot meze detekce:
Pro amiodaron: LOQ =3 - LOD =3-0,0613 = 0,184 umol/Il

Pro desethylamiodaron: LOQ =3 - LOD = 3 - 0,048 = 0,144 pmol/Il
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5.2.3 Linearita a pracovni rozsah

Metoda je linearni v koncentraénim rozmezi 0,39 — 7,75 umol/l pro amiodaron a
v koncentra¢nim rozmezi 0,52 — 7,79 umol/l pro desethylamiodaron.

Pro amiodaron byla sestavena regresni piimka s rovnici y = 0,164856 x + 0 a
korelaénim koeficientem r = 0,997 a pro metabolit desethylamiodaron byla sestrojena
regresni piimka s rovnici y = 1760 x — 87,7 ar = 0,9989.

Kalibra¢ni kiivka pro amiodaron byla sestrojena jako zavislost poméru vySek pika
analyzované latky a wvnitiniho standardu na koncentraci analytu v analyzovanych

vzorcich. Pomoci regresni piimky byla prokazana linearita.
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Obr. 14 Kalibracéni kifivka — stanoveni amiodaronu

Pracovni rozsah je dan mezi stanovitelnosti (LOQ) a nejvyssim kalibra¢nim bodem

a odpovidé koncentracnimu rozmezi 0,13 pumol/l — 7,75 pmol/l.
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Kalibrac¢ni ktivka pro desethylamiodaron byla sestrojena jako zavislost vysky piku

na koncentraci analytu ve vzorku. Pomoci regresni pfimky byla prokazana linearita.
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Obr. 15 Kalibraéni kiivka — stanoveni desethylamiodaronu

Pracovni rozsah je dan mezi stanovitelnosti (LOQ) a nejvyssim kalibracnim bodem

a odpovida koncentra¢nimu rozmezi 0,133 umol/l — 7,79 umol/l.

V Tab. 5 a 6 jsou zaznamenany naméfené koncentrace jednotlivych kalibra¢nich

bodd, jejich priméry, teoretické hodnoty, preciznost a vytéznost meteni.

v

20 % a pro hodnoty mezi témito body pak do 15 %. Tato kritéria jsou splnéna.
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Tab. 5 Namérené koncentrace amiodaronu v jednotlivych vzorcich, teoretické hodnoty, preciznost a

vytéznost mereni

Vzorek

Pocet
mereni

Nameérena
hodnota

(umol/l)

Priamer

(umol/l)

Teoreticka
hodnota

(umol/l)

Preciznost
CV (%)

Vytéznost
R (%)

K1

0,349
0,344
0,351
0,349

0,348

0,388

0,743

89,755

K2

2,878

2,831

2,638
*

2,782

2,583

3,733

107,704

K3

3,675
3,647
3,581
3,631

3,634

3,875

0,940

93,768

K4

5,100
4,938
5,121
4,637

4,949

5,167

3,911

95,781

K5

AP OWONRERLP | DDLONEP | RPODNPEP | PODNE | DDOWODNPE

8,407
7,514
1,477
8,408

7,952

7,750

5,737

102,600

* 7 technickych diivodii se vzorek nezmeéril

Tab. 6 Namérené koncentrace DEA v jednotlivych vzorcich, teoretické hodnoty, preciznost a vytéznost

mereni
. Namérena oy Teoreticka . v
Vzorek lﬁgf?nti hodnota &%% hodnota P(rf\(/:'f%st VJge(ZOZ())St
(umol/l) (umol/l)

1 0,54

K1 2 0,51 0,54 0,52 4,54 103,8
3 0,57
1 1,33

K2 2 1,35 1,34 1,3 0,70 103,3
3 1,35
1 2,60

K3 2 2,43 2,54 2,6 2,99 97,6
3 2,58
1 5,27

K4 2 5,01 5,17 5,2 2,25 99,5
3 5,24
1 7,91

K5 2 7,52 7,82 7,79 2,78 100,4
3 8,03
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5.2.4 Parametry preciznosti, vytéZnosti (recovery) a vychyleni (bias)

Preciznost byla vyjadifena varia¢nim koeficientem vypoétenym pro kazdou hladinu
a analyzovanou latku zv1ast.

Vysledky preciznosti v sérii a mezi sé€riemi pro amiodaron a desethylamiodaron
splituji doporuc¢eni FDA, nepiekracuji hodnotu variacniho koeficientu 15 %.

Vytéznost (recovery) byla stanovena také v sérii a mezi sériemi, jejiz hodnoty
rovnéz spliuji kritéria FDA, spadaji do intervalu 80 — 120 %.

Vychyleni (bias) bylo vypocitano u vysledkti ziskanych za podminek
opakovatelnosti (v sérii).

Vysledky stanoveni preciznosti v sérii a mezi sériemi, vytéznosti a vychyleni (bias)

jsou shrnuty v Tab. 7 a 8.

Tab. 7 Preciznost, vytéznost a bias metody v sérii na koncentracni hladiné level 1a level 2 u kontrolnich

materiali ClinCheck Controls (Recipe, Néemecko)

. Poc T icka .
ClinCheck mé;::itn eigentéCka Priimér Sp Preciznost | pychyleni | VytéZnost
) 0 / o, 0,
Controls v Sérii (umol/l) (umol/l) | (umolll) CV (%) bias ("%) R (%)
Amiodaron
n=10 1,20 1,15 0,04 3,48 - 4,17 95,83
level 1
DEA level 1 n=10 1,33 1,34 0,03 2,24 0,75 100,75
Amiodaron
n=10 4,97 4,83 0,07 1,45 -2,82 97,18
level 2
DEA level 2 n=10 5,45 5,28 0,06 1,14 -3,12 96,88

Tab. 8 Preciznost a vyteznost metody mezi sériemi na koncentracni hladiné level 1a level 2 u kontrolnich

materialii ClinCheck Controls (Recipe, Némecko)

. Pocet L,
C(;I(:]ri:](flzk méreni n Tei::édm Primér SD Preciznost | Vytéznost R
i : 0, 0,
Sarse 128 tm.e2| . (umolll) (umol/l) (umol/l) CV (%) (%)
seriemi
Amiodaron
n=21 1,26 1,18 0,08 6,63 93,65
level 1
DEA level 1 n=21 1,35 1,45 0,13 8,75 107,41
Amiodaron h=21 5,14 472 0,27 5,82 91,83
level 2
DEA level 2 n=21 5,50 5,80 0,46 7,85 105,45
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5.3  Porovnani vysledkii analyzy amiodaronu a jeho metabolitu v séru

K vyhodnocovani vysledkii po chromatografické analyze je mozné pouzit rizné
metody. Jedna z moznosti je pouzit vnitini standard. Technika vnitiniho standardu byla
vyuzita pii zavaddéni metody na stanoveni amiodaronu a jeho metabolitu pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Je to metoda, kdy se ke vzorku pfidd zndmé
mnozstvi latky — tzv. vnitiniho standardu (IS). Porovnavaji se poméry odezvy analytu a
pfidaného vnitiniho standardu ve vzorku a kalibratorech. Tato latka nesmi interferovat
s ostatnimi piky ve stanovovaném vzorku. Vyhodou této techniky je, Ze se cela analyza
uskute¢ni v jednom nastiiku a jsou eliminovany ztraty pfi piipravé vzorku.

Dalsi technikou vyhodnocovéni, kterou lze pouZzit, je metoda jednobodové
kalibra¢ni kiivky s externi kalibraci. Analyzuje se standard o znamé koncentraci a hleda
se zavislost kalibracni funkce. Tento typ hodnoceni vysledkii byl dfive pouzivan
k hodnoceni vzorkti s amiodaronem a jeho metabolitem vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii na Useku klinické farmakologie (UKBD), spliioval tedy parametry
ovéfené validaci.

Zéavérem prace jsem se rozhodla pro porovnani téchto dvou metod hodnoceni
vysledka. Ugelem porovnani bylo zjistit, zda vysledky ziskané jednou metodou
hodnoceni jsou, V pruméru, totozné s vysledky ziskanymi druhou metodou hodnoceni.

K testu bylo nashromdzdéno 41 vzorkl pacientl uzivajicich amiodaron, které byly
analyzovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie a vyhodnoceny pomoci
vhitiniho standardu dronedaronu a poté pomoci jednobodové kalibra¢ni kiivky S externi
kalibraci. K vytvofeni jednobodové kalibraéni kiivky byl pouzit Serum Calibration
Standard amiodarone/desethylamiodarone. Vysledky byly zaznamenany do tabulky (viz
ptiloha 3).

Vysledky byly porovnavany pomoci Bland-Altmanova diagramu, Passing-

Bablokovy neparametrické regrese a Studentova t-testu a korelace.

5.3.1 Passing-Bablokova neparametricka regrese

Vysledky byly nejdfive porovnany pomoci Passing-Bablokovy neparametrické
regrese. Tento test nevyZaduje normalni rozloZeni dat a je velmi odolny vic¢i odlehlym

hodnotam.
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Hodnoti se, zda je sklon (smérnice) prolozené piimky vyznamné odlisny od
jednicky, kterda odpovida uhlu 45° a dale, zda je intercept (hodnota, ve které prolozena
piimka protind osu y) vyznamné odlisny od nuly. [5]

Na osu x byly vyneseny vysledky ziskané vyhodnocenim pomoci kalibra¢ni kiivky
s externi kalibraci a na osu y pak vysledky ziskané za pouziti vnitiniho standardu

dronedaronu.
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Obr. 16 Passing-Bablokiiv diagram

Intercept, tedy hodnota, ve které je proloZend piimka, protind osu y v hodnoté 0.

Vysledky obou metod hodnoceni se tedy vyznamné nelisi.
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Obr. 17 Passing-Bablokova regrese vysledkii desethylamiodaronu

Na Obr. 17 je znazornéna Passing-Bablokova regrese pro vysledky
desethylamiodaronu, z které 1ze vy¢ist, Ze nedochazi k vyznamné odchylce od linearity
(viz Cosum test linearity). Vysledky Passing-Bablokovy regrese jsou zachyceny v Tab.
9a 10.

Tab. 9 Vysledky Passing-Bablokova srovnani u vysledki desethylamiodaronu

Pocet vzorkiin = 41

Vysledky DEA ziskané pomoci Vysledky DEA ziskané pomoci
kalibracni krivky s externi kalibraci vnitrniho standardu
Prumer = 1,1493 Prumeéer = 0,8876
Median = 1,0200 Median = 0,7700
SD = 0,6448 SD =0,4780

Z vysledkli srovnani je patrné, ze pii hodnoceni pomoci vnitiniho standardu

vychazi hodnoty desethylamiodaronu nizsi v praiméru o 0,26 umol/I.
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Tab. 10 Passing-Bablokova regrese pro vysledky desethylamiodaronu

Rovnice regrese y =0,0107 + 0,7703 x

Systematické rozdily

Usek A 0,0107
95% interval spolehlivosti (- 0,0059 az 0,0350)

Proporciondlni rozdily

Smérnice B 0,7703
95% interval spolehlivosti (0,7400 az 0,7949)

Cusum test linearity:

Porovnanim metod nebyla shledana vyznamna odchylka od linearity
(p > 0,10).

Nulova hypotéza Hy byla stanovena tak, ze neexistuje vyznamna odchylka od
linearity. Tuto hypotézu potvrzuje hodnota p > 0,10, kterd je vyS$i nez hladina

vyznamnosti a = 0,05.

Pii hodnoceni Passing-Bablokovy regrese se zkouma, zda 95% interval
spolehlivosti spliuje nasledujici podminky:
- usek A ma zahrnovat 0

- smérnice B ma zahrnovat 1

V pfipadé tseku A zahrnuje 95% interval spolehlivosti 0, coZ znamend, zZe je
vyloucena systematickd chyba pti vyhodnocovani vysledkli pomoci vnitiniho standardu
dronedaronu. Naproti tomu, 95% interval spolehlivosti u smérnice B nezahrnuje 1, coz

poukazuje na ptitomnosti proporcionalni chyby.
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Obr. 18 Passing-Bablokiiv diagram

Intercept, tedy hodnota, ve které je prolozend ptimka, protind osu y V hodnoté 0.

Vysledky obou metod hodnoceni se tedy vyznamné nelisi.
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Obr. 19 Passing-Bablokova regrese vysledkii amiodaronu

Na Obr. 19 je znazornéna Passing-Bablokova regrese pro vysledky amiodaronu,
Z které lze vycist, ze nedochazi k vyznamné odchylce od linearity (viz Cosum test

linearity). Vysledky Passing-Bablokovy regrese jsou zachyceny v Tab. 11 a 12.
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Tab. 11 Vysledky Passing-Bablokova srovndni u vysledkii amiodaronu

Pocet vzorkiin = 41

Vysledky amiodaronu ziskané pomoci Vysledky amiodaronu ziskané
kalibracni kiivky s externi kalibraci pomoci vnitiniho standardu
Priumér = 1,4588 Prumer = 1,1576
Median = 1,2400 Median = 1,0100
SD =0,9859 SD =0,8141

Z vysledkli srovnani je patrné, ze pii hodnoceni pomoci vnitiniho standardu

vychazi hodnoty amiodaronu niz§i v praméru o 0,30 umol/I.

Tab. 12 Passing-Bablokova regrese pro vysledky amiodaronu

Rovnice regrese y =-0,0155 + 0,7959 x
Systematické rozdily
Usek A —0,0155
95% interval spolehlivosti (—0,0533 az 0,0271)

Proporciondlni rozdily

Smérnice B 0,7959
95% interval spolehlivosti (0,7627 az 0,8288)

Cusum test linearity:

Porovnanim metod nebyla shledana vyznamna odchylka od linearity
(p > 0,10).

Nulova hypotéza Hy byla stanovena tak, ze neexistuje vyznamna odchylka od
linearity. Tuto hypotézu potvrzuje hodnota p > 0,10, kterd je vyS§i neZ hladina

vyznamnosti a = 0,05.

Pii hodnoceni Passing-Bablokovy regrese se zkouma, zda 95% interval
spolehlivosti spliiuje nasledujici podminky:
- usek A ma zahrnovat 0

- smérnice B ma zahrnovat 1

V piipad¢ tseku A zahrnuje 95% interval spolehlivosti 0, coZz znamena, Ze je

vyloucena systematicka chyba pti vyhodnocovani vysledkti pomoci vnitiniho standardu
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dronedaronu. Naproti tomu, 95% interval spolehlivosti u smérnice B nezahrnuje 1, coz
poukazuje na pfitomnosti proporcionalni chyby pii vyhodnocovéani vysledki pomoci

vnitfniho standardu.

5.3.2 Bland-Altmaniv rozdilovy diagram

Vysledky vzorkd byly zpracovany také Bland-Altmanovym rozdilovym
diagramem. Rozdily mezi dvéma metodami vyhodnocovani jsou vyneseny proti jejich
praméru.

Horizontalni ¢ary ukazuji primérny rozdil mezi metodami (detekce systematické
chyby) a meze shody (prumér + 1,96 SD rozdild).

Na osu x se umisti praméry vysledkli obou metod hodnoceni a na osu y diference
vysledkt obou metod. [5]

Spravnost mezi metodami se posuzuje testovanim hypotézy, zda primér odchylek
je nulovy, pokud 95 % interval spolehlivosti (konfiden¢ni interval) praiméru diferenci

zahrnuje 0 pak je tato hypotéza piijata a mezi metodami neni statisticky rozdil.
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Obr. 20 Bland-Altmaniiv rozdilovy diagram pro hodnoty desethylamiodaronu

Na Obr. 20 je znazornén Bland-Altmaniv diagram hodnot desethylamiodarnu
s prumérnou diferenci — 0, 26 pmol/l. Meze shody jsou 0, 19 — 0, 71 umol/l. Z grafu je

vidét, ze 0 na ose y je vintervalu = 1,96 SD, coz znamend, Ze mezi metodami
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hodnoceni neni vyznamny rozdil. Dale je z grafu patrné, Ze hodnoty jsou rozlozeny

rovnomérné a neprojevuje se zadny trend, ktery by signalizoval pfitomnost systematické

chyby.
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Obr. 21 Bland-Altmaniiv rozdilovy diagram pro hodnoty amiodaronu

Na Obr. 21 je znazornén Bland-Altmantv diagram hodnot amiodarnu s primérnou
diferenci — 0, 30 pmol/l. Meze shody jsou 0, 15 — 0, 75 pmol/l. Z grafu je vidét, Ze 0 na
ose y je vintervalu £ 1,96 SD, coz znamena, Ze mezi metodami hodnoceni neni
vyznamny rozdil. Dale je z grafu patrné, Ze hodnoty jsou rozlozeny rovnomérné a

neprojevuje se zadny trend, ktery by signalizoval pfitomnost systematické chyby.

5.3.3 Parovy t-test

Tento test nema Zadné predpoklady o rozlozeni vstupnich dat, protoZe je pocitan az
na zéklad¢ jejich diferenci. Tyto diference by mély byt normalné rozloZeny a otdzkou
V parovém t-testu je, zda se primérnd hodnota diferenci rovna néjakému ¢&islu, typicky
jde o srovnani snulou jako dikaz neexistence zmény mezi obéma sparovanymi
skupinami. V testu je uveden primér diferenci a srovnavané Cislo, které je 0, pokud
nepiedpokladame rozdil mezi vzorky.

Za nulovou hypotézu Hy bylo zvoleno takové tvrzeni, ze vysledky analyzy jsou
nezavislé na zpusobu hodnoceni. Tzn., Ze je dosazeno vzdy stejnych vysledkd nezavisle

na zpusobu hodnocen a primér diferenci je 0. Opakem nulové hypotézy je pak
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alternativni hypotéza Hp, ktera fika, ze mezi metodami hodnoceni je rozdil a nejsou

ziskany vzdy naprosto stejné vysledky.

Tab. 13 Vysledky parového t-testu pro vysledky desethylamiodaronu

Desethylamiodaron

Primeérny rozdil - 0,2617
Standardni odchylka 0,2292
95% ClI — 0,3340 az—-0,1894
t 7,312
Stuper volnosti (DF) 40
p < 0,0001

Hodnotu t-testu byla porovnana s hodnotou z tabulky kritickych hodnot Studentova
t rozdéleni, ktera je pro toos = 1,684 (DF = 40). [27]

t=7,312 > to,05 = 1,684

Z porovnani bylo zjisténo, ze hodnota t-testu je vyssi nez tabulkova hodnota tg gs,
coz znamena, ze nulova hypotéza Hp musi byt zamitnuta. Pfijima se tedy alternativni
hypotéza Ha, kterd tika, Ze metody hodnoceni neposkytuji vzdy naprosto stejné
vysledky a pramér diferenci neni nulovy. Navic hodnota p < 0,0001 je mensi nez

hladina vyznamnosti a = 0,05, coZ potvrzuje zamitnuti nulové hypotézy Ho

Tab. 14 Vysledky pdarového t-testu pro vysledky amiodaronu

Amiodaron
Primeérny rozdil - 0,3012
Standardni odchylka 0,2313
95% ClI 0,3742 az —0,2282
t 8,340
Stuperi volnosti (DF) 40
p < 0,0001
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Hodnota t-testu byla porovnana s hodnotou z tabulky kritickych hodnot Studentova
t rozdéleni, ktera je pro toos = 1,684 (DF = 40). [27]

t = 8,340 >ty 05 = 1,684

Porovnanim bylo zji$téno, Zze hodnota t-testu je vyssi nez tabulkova hodnota tg s,
coz znamena, ze nulova hypotéza Hy musi byt zamitnuta. Pfijima se tedy alternativni
hypotéza Hp, ktera tika, ze metody hodnoceni neposkytuji vzdy naprosto stejné
vysledky a primér diferenci neni nulovy. Navic hodnota p < 0,0001 je mensi nez

hladina vyznamnosti o = 0,05, coZ potvrzuje zamitnuti nulové hypotézy Ho.

5.3.4 Korelace

Korelace se pouziva k hodnoceni tésnosti zévislosti dvou ndhodnych spojitych
proménnych. Dvé veliiny jsou korelované, pokud urcité hodnoty jedné veli¢iny maji
tendenci se vyskytovat spole¢né s urcitymi hodnotami druhé veli¢iny. Jde tedy o
dvoustranny recipro¢ni vztah dvou ndhodnych proménnych x a y, které jsou vzajemné
zavislé. !

Pro kvantitativni vyjadfeni tésnosti vztahu dvou korelovanych veli¢in byl navrzen
Pearsontv korela¢ni koeficient r, ktery miize nabyvat hodnot od + 1 do — 1. Cim vétsi je

S 4

koeficient roven nule, korelacni zavislost neexistuje. Korelacni koeficient r = 1
vyjadiuje Gplnou (linearni) ptimou zavislost veli¢in. [16]

Pii zjistovani korelace mezi proménnymi byly na osu y vyneseny vysledky analytt
vyhodnocené pomoci vnitfniho standardu a na osu x vysledky analyti vyhodnocené
pomoci jednobodové kalibracni kiivky s externi kalibraci. Za nulovou hypotézu Hy bylo
uvazovano takové tvrzeni, ze mezi vysledky neexistuje vzajemna korelace. Alternativni
hypotéza Ha je pak opakem nulové hypotézy a fika, Zze mezi vysledky vzajemna

korelace existuje.

Tab. 15 Vysledky korelace pro vysledky desethylamiodaronu

Pocet vzorkiin = 41
Korelacni koeficient r 0,9599 (p < 0,0001)
95% Cl interval pro r 0,9256 az 0,9786
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Korela¢ni koeficient pro vysledky desethylamiodaronu je 0,9599, coz znamena, ze
mezi vysledky vyhodnocenymi pomoci vnitiniho standardu a pomoci jednobodové
kalibraéni kiivky s externi kalibraci existuje vzajemna shoda (korelace). Hodnota p <

0,0001 pak navic vyvraci nulovou hypotézu a potvrzuje alternativni.

Tab. 16 Vysledky korelace pro vysledky amiodaronu

Pocet vzorkiin = 41
Korelacni koeficient r 0,9851 (p < 0,0001)
9%%Clpror 0,9720 az 0,9921

Korelaéni koeficient pro vysledky amiodaronu je 0,9851, coz znamend, Ze mezi
vysledky vyhodnocenymi pomoci vnitifniho standardu a pomoci jednobodové kalibra¢ni
kiivky s externi kalibraci existuje vzajemna shoda (korelace). Cim vice se hodnota
korelacniho koeficientu blizi 1, tim je shoda tésn&jsi, coz plati vice pro vysledky
amiodaronu nez pro vysledky desethylamiodaronu. Hodnota p < 0,0001 pak navic

vyvraci nulovou hypotézu a potvrzuje alternativni.
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5.4 Chromatografické zaznamy analyzy vzorki pacienti
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Obr. 22 Chromatograficky zdznam vzorku pacienta 1

Na Obr. 22 je zaznamenan chromatogram prvniho pacienta. Jednalo se o Zenu
s hodnotami amiodaronu 2,830 umol/l a desethylamiodaronu 1,948 pmol/l v séru.
Vysledky této pacientky spadaji do doporuceného terapeutického rozmezi, které ¢ini pro
amiodaron 0,80 — 3,90 umol/l a pro desethylamiodaron 0,80 — 4,90 umol/l. Pacientka
tedy uziva spravnou davku tohoto léku a nedochézi k intoxikaci ani nedostatecné

hladiné v séru.
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Obr. 23 Chromatograficky zdznam vzorku pacienta?

Na Obr. 23 je zaznamenan chromatogram druhého pacienta. Jednalo se o muze
s hodnotami amiodaronu 1,487 umol/l a desethylamiodaronu 1,911 pmol/l v séru.
Vysledky tohoto pacienta spadaji do doporuceného terapeutického rozmezi, které ¢ini
pro amiodaron 0,80 — 3,90 umol/l a pro desethylamiodaron 0,80 — 4,90 umol/I. Pacient
tedy uziva sprdvnou davku tohoto Iéku a nedochazi k intoxikaci ani nedostate¢né

hladiné v séru.

66



6 DISKUSE

Metod pro stanoveni amiodaronu a jeho metabolitu desethylamiodaronu existuje
cela fada, nejCastéji se jednd o metody chromatografické a v menSi mife o metody
imunochemické. Imunochemické maji vSak nevyhodu vtom, Ze nelze detekovat
v jednom kroku amiodaron a jeho metabolit. Proto je, dle literarni reSerSe, Cast&ji
vyuzivana metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie, ktera je dostatecné citliva
a specificka a neni naro¢na na Gpravu vzorku. Nejen tyto duvody, ale i znalost metody
stanoveni amiodaronu a jeho metabolitu vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii
s vyhodnocenim pomoci kalibraéni kiivky, ktera byla pouZivana na Useku klinické
farmakologie (UKBD) dfive, rozhodly pro volbu metody HPLC stim rozdilem, Ze
vyhodnoceni je provadéno pomoci vnitiniho standardu.

Po zavedeni metody bylo nutné provést validaci, ktera je nezbytnd pro rutinni
pouzivani analytického systému. Validace zahrnovala parametry meze detekce, meze
stanovitelnosti, linearity a pracovniho rozsahu, preciznosti, vychyleni (bias) a vytéZznosti
(recovery). Vysledky valida¢nich parametri potvrdily pouzitelnost metody v praxi.

Mez detekce amiodaronu (0,0613 umol/l) a desethylamiodaronu (0,048 pmol/l) i
mez stanovitelnosti amiodaronu (0,130 upmol/l, resp. 0,184 umol/l)) a
desethylamiodaronu (0,133 umol/l, resp. 0,144 umol/l) byly svymi hodnotami pod dolni
hranici doporu€eného terapeutického rozmezi, které¢ ¢ini pro amiodaron 0,80 — 3,90
umol/l a pro desethylamiodaron 0,80 — 4,90 umol/l. Mez kvantifikace byla stanovena
s pozadovanou preciznosti a vychylenim (vytéZnosti).

Linearita byla stanovena pro amiodaron v rozmezi hodnot 0,39 - 7,75 umol/l a pro
desethylamiodaron v rozmezi 0,52 — 7,79 umol/l. Pracovni rozsah byl dan mezi detekce
a nejvyssim kalibra¢nim bodem, pro amiodaron vySel v rozmezi koncentraci 0,13 — 7,75
umol/l a pro desethylamiodaron v rozmezi 0,133 — 7,79 umol/I.

Parametry preciznosti byly vyjadfeny pomoci opakovatelnosti a mezilehlé
preciznosti. Preciznost byla stanovovana na dvou koncentra¢nich hladinach, zvIast’ pro
amiodaron a zvlast' pro metabolit. Vysledek opakovatelnosti byl ziskan jako varia¢ni
koeficient, ktery vysel pro amiodaron 3,48 % a 1,45 % a pro metabolit 2,24 % a 1,14 %.
Mezilehla preciznost byla stanovena z vysledkl ziskanych za obdobi 3 mésicii. Varia¢ni
koeficienty mezilehlé preciznosti u vysledki amiodaronu vysly 6,63 % a 5,28 % a u

vysledkti metabolitu 8,75 % a 7,85 %. Vytéznost (recovery) byla stanovena v rozmezi
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91,83 % - 107,41 %. Hodnoty vytéznosti a preciznosti spliiuji kritéria doporucend
spole¢nostmi FDA a EMEA.

Na zavér byly porovnany vysledky ziskané dvéma metodami vyhodnoceni. Jedna
Z nich byla metoda jednobodové kalibracni kiivky s externi kalibraci a druhd metoda
vnitiniho standardu. Cilem porovnani bylo zjistit, zda jsou vysledky v priméru stejné,
pokud pouzijeme rizné metody hodnoceni.

Nejprve byly vysledky porovnany Passing-Bablokovou regresi, pomoci které bylo
zjisténo, Ze vysledky hodnocené za vyuziti vnitfniho standardu vychazi u
desethylamiodaronu v priméru 0 0,26 umol/l nizsi nez vysledky hodnocené kalibrac¢ni
kiivkou s externi kalibraci. Vysledky amiodaronu vychazely v priméru o 0,30 pmol/l
niz8i pfi hodnoceni pomoci vnitiniho standardu. Regresi bylo déle zjisténo, Ze u obou
analytl nedochdzi ke vzniku systematické chyby pifi hodnoceni pomoci vnitiniho
standardu, ale dochazi naopak ke vzniku proporcionalni chyby.

Dale byly vysledky porovnany pomoci Bland-Altmanova diagramu. Timto testem
bylo prokdzdno, Ze mezi metodami hodnoceni neni vyznamny rozdil (hodnoty
vintervalu + 1,96 SD). Vysledky byly podrobeny i parovému t-testu, ktery potvrdil, ze
metody hodnoceni neposkytuji vzdy naprosto stejné vysledky. Nakonec byla provedena
korelace mezi vysledky, kterou bylo ovéfeno, ze mezi metodami hodnoceni existuje
urcita korelace (zavislost).

Ze srovnani riznych metod hodnoceni vysledkt vyplynulo, Ze metoda vnitiniho
standardu a metoda kalibracni kiivky neposkytuji totozné vysledky, ale vysledky se od

sebe zasadné nelisi (spadaji do intervalu + 2 SD).
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7 ZAVER

Vyhodou vysokoucinné kapalinové chromatografie je jeji dostateCna citlivost,
specifita a nenaro¢nost na uUpravu vzorku. Je proto vyhodnd pro rutinni pouziti
v laboratofich, které musi zpracovavat mnozstvi vzorki. Jedna se, mimo jiné, 0 vzorky
sér pacientt uzivajicich antiarytmikum amiodaron. Amiodaron se fadi K 1é¢iviim, u
kterych je vhodné monitorovat plazmatickou hladinu a to z diivodu dlouhého polocasu
eliminace a z davky nepiedvidatelné plazmatické koncentrace. Nezanedbatelné je také
mnozstvi nezddoucich ucinki této latky.

Zvolena metoda stanoveni amiodaronu a jeho metabolitu pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s UV detekci a vyhodnocenim pomoci vnitiniho standardu
dronedaronu byla valida¢nimi parametry ovéiena jako dostatecné citliva a specificka.
Metoda je v nutném pracovnim rozsahu linearni a poskytuje spolehlivé vysledky.
(Potvrzeno uspésnou ucasti v cyklu externi kontroly kvality - INSTAND, Némecko).
Validac¢ni parametry vyhovuji doporu¢enim vydanymi spolecnostmi FDA, EMEA a

Ceska skupina klinické biochemie.
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8 SEZNAM ZKRATEK

APCI
APPI
CE

LC/MS
LOD
LOQ
MS
MW
NP
RP
SD
UHPLC
UKBD
ULOQ
uv
VIS

Atmospheric Pressure Chemical lonization
Atmospheric Pressure Photoionization
Conformité Européenne

Confidence Interval

Ceska skupina klinické biochemie

Diode Array Detector

Desethylamiodaron

Externi hodnoceni kvality

Enzyme-linked immunosorbent assay
European Medicines Agency

Electrospray lonization

U. S. Food and Drug Administration

Gass Chromatography

High Performance Liquid Chromatography
Imunoglobulin G

Internal Standard

Liquid Chromatography

Liquid Chromatography/Mass Spectrometry
Limit of Detection

Limit of Quantification

Mass Spectrometry

Molecular Weight

Normal Phase

Reversed Phase

Standard Deviation

Ultra High Performance Liquid Chromatography
Ustav klinické biochemie a diagnostiky
Upper Limit of Quantification

Ultraviolet

Visible Spectroscopy
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PRILOHY
Ptiloha 1:

Ptiloha 2:

Piiloha 3:

Kapalinovy chromatograf UHPLC Nexera

Nameétené hodnoty Sumu zékladni linie u deseti vzorkt blanku pro
amiodaron a desethylamiodaron a namétené hodnoty vzorku pfi

zjistovani meze detekce (LOQ)

Vysledky vzorkli obsahujici amiodaron a jeho metabolit
vyhodnocené pomoci vnitiniho standardu a pomoci kalibraéni

kiivky.
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Ptiloha 1a: Kapalinovy chromatograf UHPLC Nexera, Shimadzu
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Ptiloha 2a: Naméfené hodnoty Sumu zakladni linie u deseti vzorkli blanku pii

zjistovani meze detekce (LOD).

Amiodaron Desethylamiodaron
N R B B
1 0,069 1 0,072
2 0,056 2 0,053
3 0,077 3 0,039
4 0,068 4 0,047
5 0,079 5 0,043
6 0,062 6 0,053
7 0,055 7 0,043
8 0,065 8 0,043
9 0,046 9 0,041
10 0,036 10 0,046

Pfiloha 2b: Nameéiené koncentrace vzorku pfi zjiStovani meze stanovitelnosti (LOQ).

Amiodaron Desethylamiodaron
Vzorek Namérené Vazorek Namérené
koncentrace («mol/l) koncentrace (umol/l)
1 0,121 1 0,135
2 0,131 2 0,136
3 0,124 3 0,134
4 0,130 4 0,143
5 0,137 5 0,131
6 0,135 6 0,129
7 0,120 7 0,142
8 0,138 8 0,129
9 0,131 9 0,126
10 0,133 10 0,125
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Ptiloha 3:  Vysledky vzorkli obsahujici amiodaron a jeho metabolit vyhodnocené
pomoci vnitiniho standardu a pomoci kalibra¢ni kiivky.
Desethylamiodaron (umol/l) Amiodaron (umol/l)
Vysledky ziskané Vysledky ziskané Vysledky ziskané Vysledky ziskané
Vzorek metodou vnitiniho metodou kalibracni metodou vnitrniho metodou kalibracni
standardu kifivky standardu kifivky
1 0,08 0,09 1,16 1,38
2 0,07 0,09 2,45 3,01
3 0,20 0,23 4,81 5,54
4 1,26 1,42 1,2 1,40
5 0,65 0,80 0,59 0,73
6 0,85 0,90 1,09 1,15
7 1,46 1,97 1,17 1,57
8 0,75 1,03 0,55 0,75
9 1,56 1,97 2,42 3,06
10 0,62 0,78 0,58 0,74
11 1,09 1,37 1,37 1,71
12 1,16 1,12 1,01 0,98
13 1,43 1,52 1,73 1,84
14 181 2,28 147 1,86
15 0,96 1,25 0,66 0,85
16 1,64 2,10 1,40 1,80
17 0,32 0,36 0,24 0,27
18 0,64 0,84 0,62 0,82
19 0,70 0,91 0,63 0,83
20 0,70 0,92 0,59 0,79
21 2,01 2,69 1,63 2,17
22 0,09 0,11 2,77 3,50
23 0,77 1,00 1,03 1,33
24 1,13 1,47 0,96 1,24
25 0,51 0,67 0,56 0,74
26 1,39 1,87 1,20 1,62
27 0,77 1,02 0,73 0,97
28 0,53 0,66 0,69 0,86
29 0,88 1,17 0,46 0,61
30 0,55 0,70 0,74 0,93
31 0,90 1,13 0,75 0,93
32 0,76 0,79 0,51 0,53
33 0,47 0,58 0,45 0,56
34 1,13 1,40 1,02 1,27
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35 0,76 1,67 0,73 1,12
36 0,65 0,83 0,85 1,09
37 1,40 2,37 1,76 2,98
38 1,73 2,17 1,64 2,06
39 0,81 1,02 1,07 1,34
40 0,40 0,57 0,93 1,31
41 0,98 1,28 1,20 1,57
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