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Tiotropium bromid je bronchodilatans uZivané
jako 1éCivo nemoci spojenych s obstrukci
dychacich cest jako je astma nebo chronicka
obstruk¢ni plicni nemoc. Je to selektivni,
kompetitivni, reverzibilni antagonista
muskarinovych receptort s ultra-dlouhodobym
ucinkem. Pii podani tiotropia nedochézi k vyrazné
biotransformaci a velka cast tiotropia je vyloucena
v nezménéné forme.

Cilem prace bylo zavedeni LC/MS metody pro
stanoveni tiotropia v biologickych vzorcich,
konkrétné v moci. Prace obsahuje literarni reSersi
na téma tiotropium, HPLC, hmotnostni
spektrometrie a validace. Experimentalni cast
popisyje volbu podminek analyzy, pfipravu
vzorku, kalibraci a validaci metody. Nésledné byly
zmeéteny biologické vzorky od jednoho pacienta.
Srazeni acetonitrilem a nasledna SPE extrakce
pomoci SCX kolonek byla zvolena jako nejlepsi
uprava vzorku. Pro HPLC analyzu byla pouzita
kolona Luna SCX (150 x 3 mm, s ¢asticemi 5 pm)

a separace probihala isokraticky. Jako mobilni
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Tiotropium bromide is a bronchodilator used as
adrug to treat of diseases associated with airway
obstruction like asthma or chronic obstructive
pulmonary disease. It is the selective, competitive,
reversible muscarinic receptor antagonist with ultra-
long-lasting effect. Administered tiotropium is not
significantly biotransformed and a large portion is
eliminated in unchanged form.

The aim of the thesis was to develop the LC/MS
method for tiotropium determination in biological
samples, specifically in urine. The thesis contains
areview on topics of tiotropium, HPLC, mass
spectrometry, and validation. Experimental part
describes the choice of analysis conditions, sample
preparation, calibration, and validation of the method.
Subsequently, biological samples from one patient
were measured.

For sample preparation, acetonitrile precipitation
followed by SPE extraction on SCX columns was
chosen as the best. For HPLC analysis, the Luna SCX
column (150 x 3 mm, with 5 um particles) was used

and the separation was isocratic. The solution of
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30mM ammonium formate with pH of 4 mixed with
acetonitrile in a ratio 20:80 was used as the mobile
phase.

The established method meets the validation
parameters and thus enables reliable determination of
the concentration of tiotropium in the urine of
patients.
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Uvod

Tiotropium je 1€Civo, které je pouzivano pii 1écbé onemocnéni spojenych s obstrukci
dychacich cest jako je chronicka obstruk¢ni plicni nemoc (CHOPN) nebo bronchialni
astma. Astma je zanétlivé onemocnéni dychacich cest, pii kterém dychaci cesty nadmérné
reaguji na ruzné rizikové faktory zuzenim, ¢imz dochazi k omezeni prichodnosti.
U CHOPN dochazi k zuzeni dychacich cest jako reakce na zanétlivy podnét, napt.
koufeni tabaku nebo jiné skodlivé latky vdechované ze vzduchu.

V dostupné literature jsou popsany predevsim metody stanoveni tiotropia z krevni
plazmy, pii monitorovani pacientd, které jej uzivaji. Tiotropium muze byt také vyuzito
jako droga pro zlepSeni sportovni vykonosti, protoze jeho uzivanim dochézi k zvySeni
vydechovému objemu. Ztohoto divodu je tiotropium jednou =z latek, ktera je
monitorovana pii drogovych testech u koriskych sportu.

Tato prace se zamétfuje hlavné na stanoveni tiotropia v moc€i, protoze po
biotransformaci je velka cast podané davky vyloucena v nezménéné formé moci. Proto

by Slo o0 méné invazivni metodu a pro pacienta komfortné&jsi alternativu.
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Cil prace

» Vypracovani reSerSe se zaméfenim na vlastnosti tiotropia, metodu LC/MS
s vyuzitim iontového zdroje ESI a trojitého kvadrupolu a validace metody

» Seznameni se s metodou LC/MS a biologickym materialem (mo¢) a nasledné
zavedeni a validace LC/MS metody na stanoveni tiotropia v biologickych
vzorcich ziskanych od pacienta z FN Olomouc

» Stanoveni koncentrace tiotropia v dodanych vzorcich

13



Teoreticka ¢ast

1 Antiastmatika

Za nemoci spojené s chronickou bronchialni obstrukci jsou povazovany asthma
bronchiale (astma) a chronicka obstrukéni plicni nemoc (CHOPN). Latky pouzivané
k 1é¢bé téchto nemoci jsou obecné oznacovany jako antiastmatika. [1]

Pri 1écbé astmatu jsou antiastmatika rozliSovana na ulevova a preventivni. Mezi
ulevova antiastmatika jsou fazena predev§im 1éCiva pouzivana k 1écbé akutniho zachvatu
a zmirnéni bronchokonstrikce (zGzeni pradusek), jako jsou Pr-agonisté s kratkodobym
ucinkem (SABA), inhala¢ni anticholinergika s kratkodobym ucinkem (SAMA),
systémové kortikosteroidy nebo teofyliny s kratkodobym tucinkem. [2] Naopak
B2-agonisté s dlouhodobym, pfipadné ultra-dlouhodobym ucinkem (LABA, resp. U-
LABA) se uzivaji preventivné v udrzovaci 1écbé astma a CHOPN. Tato lé¢iva by v
pfipadé astmatu méla byt podavana v kombinaci sinhalacnimi kortikosteroidy. V
preventivni farmakoterapii se vyuzivaji i dalsi 1éCiva s dlouhodobym plsobenim, jako
jsou antileukotrieny nebo anti-IgE 1écba ¢i jiz zminéné systémové nebo inhalacni
kortikosteroidy. Dal§i moznosti v preventivni 1écbé jsou anticholinergika s dlouhodobym
(LAMA) a ultra-dlouhodobym (U-LAMA) ucinkem, jejichz zastupcem je tiotropium
bromid.

Vyuziti jak pii farmakoterapii astmatu, tak CHOPN nachazi 1 teofyliny
s prodlouzenym uGCinkem. [1] Teofyliny jsou pouzivany hlavné jako podpurna lécba
u stfedné tézkého az tézkého astmatu. Samotné jsou uzivany v pripadé pacientd s lehkym
astmatem. Jejich pfidani k 1é¢bé nema tak vyrazny efekt ve srovnani s Pr-agonisty
s dlouhodobym ucinkem. Pti vysokych davkach dochazi k teofylinové intoxikaci, ktera
se projevuje nezadoucimi ucinky, jako jsou nauzea, zvraceni nebo relaxace dolniho
jicnového svérace. To muze vést ke gastroezofagealnimu refluxu, ktery sam muze astma
zhorsit. Objevit se muze také tachykardie, arytmie a prilezitostné i stimulace dechového
centra. Pfi intoxikaci mize dojit také k zachvatim ¢i dokonce smrti, aniz by tomu

predchazely znamky centralni nervové stimulace. [2]
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Lécba CHOPN je v pripadé ulevové terapie stejna jako u astmatu, avSak v
udrzovaci 1é¢be jsou pouzivany krome jiz zminénych latek 1 inhibitory fosfodiesterazy 4,
mukoaktivni latky (napf. N-acetylcystein) anebo antibiotika. Tato 1éCiva jsou pouzivana
pouze v ramci fenotypové specifické 1écby.

Anticholinergika je mozné kombinovat s kratkodobé pisobicimi 2-agonisty jako
je napt. fenoterol. Dostupna je rovnéz i fixni kombinace s dlouhodobé pisobicimi B»-
agonisty, napf. s formoterolem. Vyhodou fixnich kombinaci s B2-agonisty je zvySeni
jejich bronchodilatacnich G¢ink a stejného efektu 1ze dosahnout mensimi davkami obou
1éCiv, coz omezuje pravdépodobnost vyskytu nezadoucich ucinka. [1]

V této praci uzival pacient piipravek Spiolto Respimat, ktery je kombinaci ultra-
dlouhodobé pusobiciho P2-agonisty olodaterolu a ultra-dlouhodobé puasobiciho

anticholinergika tiotropium bromidu.

1.1 Tiotropium

Tiotropium bromid je anticholinergikum navozujici bronchodilataci, fadici se do skupiny
inhalacnich 1é¢iv pro 1é¢bu onemocnéni spojenych s obstrukci dychacich cest. [3] [4]
Pusobi jako selektivni, kompetitivni, reverzibilni antagonista muskarinovych receptora
s ultra-dlouhodobym ucinkem (U-LAMA). [5] Pouziva se v udrzovaci 1é¢bé chronické

obstruk¢ni plicni nemoci (CHOPN) [5] a nebo bronchialniho astmatu [6].

1.1.1 Vlastnosti

Molekula tiotropium bromidu je strukturné odvozena od atropinu, podobné jako dalsi
inhala¢ni bronchodilatans ipratropium bromid, znazornéné na Obr. 1. Jde o achiralni
kvartérni amoniovou sul, ktera je vl1écivych pfipravcich podavana ve formé
monohydratu. Mé podobu bilého ¢i nazloutlého krystalického prasku bez zapachu, ktery
je mirn€ rozpustny ve vodé a dobfe rozpustny v methanolu. [4] [5] Hodnota pKa byla

softwarove vypoctena na hodnotu 13,97. [7]
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Obr. 1: Struktura tiotropium bromid monohydratu (vlevo), atropinu (uprostred)

a ipratropium bromidu (vpravo)

Tiotropium je podavano inhalacné s pouzitim inhalatoru. Jeden takovy je
zobrazen na Obr. 2. Pfi inhalaci se pouze mala ¢ast tiotropia dostava do plic. Vétsi podil
prochazi gastrointestinalnim traktem [5], a to z toho divodu, ze Cast podaného 1éCiva

pacient spolkne. Proto je dilezité inhalované 1éCivo spravné aplikovat.

Inhalator Napln
Naustek Kryt
Vzduchovy ___- 4 ° t o
ventil :
i 8
Tlacitko ’t::-l
uvoliujici davku x;
Bezpecnostni --\. ‘ ﬁ"
pojistka ',_‘ i Ao
4‘ ]
Prihledny vnéjsi Indlkator
obal davek

Pfedni ¢ast Zadni ¢ast

Obr. 2: Inhalator pro opakované pouziti ptipravku Spiolto Respimat, ktery byl uzivan
pacientem, jehoz vzorky byly pouzity pro ucely této diplomové prace. Obrazek byl
prevzat ze Souhrnu udaji o léCivém pripravku, ktery je soucasti pripravku Spiolto

Respimat [3]
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Z gastrointestinalniho traktu je tiotropium velmi obtizné vstiebavano a jeho
biologicka dostupnost pii p.o. podani roztoku tiotropia €ini pouze 2-3 %. Pii pravidelné
inhalaci tiotropia jednou denné je dosazeno rovnovazného stavu 7. den. Biologicka
dostupnost pii inhala¢nim podani €ini 33 % davky u zdravych dobrovolnikd, pfi inhalaci
tiotropia pacienty s CHOPN je vstiebavano 18,6 % davky. Tiotropium se priblizné€ ze
72 % vaze na plazmatické proteiny a studie provadéné na potkanech ukazaly, ze

neprostupuje pres hematoencefalickou bariéru. [3] [4].

1.1.2  Mechanismus ucinku

Tiotropium bromid ptsobi jako antagonista muskarinovych receptort parasympatiku. Na
tyto receptory pusobi neurotransmiter acetylcholin, ktery tim navozuje bronchokonstrikci
dychacich cest a zvySuje sekreci hlenovych zlaz. U ¢lovéka bylo identifikovano celkem
pét podtiid muskarinovych receptort, z nichz tii byly prokazany v plicich. Jde o podtypy
Mi, Mz a Ms. [5] [6] [8] [9] M1 receptory umoziiuji cholinergni neurotransmisi, a tim
podporuji  bronchokonstrikci, zatimco M3 receptory zpusobuji bronchokonstrikci
hladkych svalti v plicich a sekreci hlenovych Zzlaz. M» receptory naopak inhibuji
uvolfiovani acetylcholinu, a diky tomu se chovaji jako receptory inhibujici zpétnou vazbu.
Pokud dojde k blokadé M> receptoru, vede to k vyssi produkei acetylcholinu. [10] [8]

Tiotropium se kompetitivné a reverzibilné vaze na M; a M3 receptory, a tim
inhibuje ucinek acetylcholinu. To vede k bronchodilataci hladkych svali pridusek. [3]
[4] [11] Rovnéz vykazuje kinetickou selektivitu viaci M1 a M3 oproti M» receptorim, coz
potvrzuji vyrazné rozdily mezi polocasy disociace (pro M1 a M3 t12 = 14,6 —34,7 h a pro
M t12 = 3,6 h). Pravé dlouhy polocas disociace z receptoru M3 zajistuje dlouhodoby
ucinek tiotropia. [11] [12] [13] [14] [15]

Selektivita tiotropia na muskarinovych receptorech je jeho hlavni vyhodou.
Neselektivni antagonisté muskarinovych receptorti jako jsou atropin nebo ipratropium
bromid puasobi na vSechny tii typy receptort. Jejich blokada M> receptoru vede naopak

k vyS§8i produkci acetylcholinu, a tim padem kratsi dobé& ucinku. [10]
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1.1.3  Metabolismus tiotropia

Po intravendznim podani je 74 % tiotropia vylouceno v nezménéné formé, coz naznacuje,
ze rozsah biotransformace neni velky. Tiotropium je ester, ktery je neenzymatickou
cestou Stépen na N-methylskopin a kyselinu dithienylglykolovou. Oba tyto produkty na
muskarinové receptory jiz dale nepasobi. [3] [4] [11] In vitro studie u lidskych jaternich
mikrosomt a hepatocytd ukazaly, ze Cast 1éku (mensi nez 20 %) je pfi intravenoznim
podani metabolizovana oxida¢ni cestou pomoci CYP2D6 a CYP3A4 a tyto metabolity

jsou v II. fazi metabolismu dale konjugovany s glutathionem. [3] [4]

\ +— o.. OH
O /L Br_ OHS

| \
OH \

Obr. 3: Struktury metabolitd  tiotropia: N-methylskopin (vlevo) a kyselina
dithienylglykolovéa (vpravo)

1.14  Nezadouci ucinky

Velké mnozstvi nezadoucich Gcinkd muze byt disledkem anticholinergnich Gcinkd
tiotropia. Mezi ty nejCastéj§i se fadi suchost v tstech, kterd je ale vétSinou mirna
a s prubeéhem 1écby odezni. Dalsimi Castymi nezadoucimi GCinky mohou byt zacpa,
kandidoza nebo faryngitida. Vzacné se muze objevit tachykardie, fibrilace, zvySeni
nitroo¢niho tlaku, retence moci a obtize pii moceni, zejména u pacientd s predispozici

(napf. hyperplazie prostaty). [3] [4] [5]
1.1.5 Indikace a kontraindikace

Tiotropium je indikovano jako bronchodilatans v ramci udrzovaci 1écby u pacient
s CHOPN [3] [4] [5] nebo bronchialnim astmatem. [6]

Kontraindikovano je v pfipad¢, zZe je pacient precitlivély na atropin, ptipadné jeho
dalsi derivaty (napf. ipratropium) [5], nebo dalsi slozky 1é¢ivého pripravku. [3] Nutna je
opatrnost v pfipadé uzivani tiotropia pacienty, ktefi jsou léCeni s tézkym postizenim

ledvinové funkce, s glaukomem s tizkym uhlem, hyperplazii prostaty nebo s obstrukci
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hrdla moc¢ového méchyte. Také jej nesmi uzivat téhotné nebo kojici zeny, pokud by

pfinos 1écby nepievazil rizika. [5]
1.1.6  Vyhody tiotropia

Vyhodou tiotropia oproti P2-agonistim spoc¢iva hlavné v nezadoucich ucincich [Bo-
agonistl, které jsou zavislé na davce. Jde predevS§im o tfes kosterniho svalstva,
tachykardii (zvySenou tepovou frekvenci), hypokalemii (snizenou hladinu drasliku
v krvi), zvySenou sekreci inzulinu nebo glukagonu a vznik hyperglykemie. Dale to mizou
byt také nervozita, neklid, nauzea, zavraté nebo porucha spanku. [1]

Pokud tiotropium srovname s jinymi pouzivanymi anticholinergiky, jako jsou
ipratropium bromid nebo aklidinium bromid, rozdil bude pfedev§im v dobé plisobeni.
Ipratropium bromid je kratkodobé pusobici anticholinergikum, které pasobi jen 4-6 h,
takze je nutné ho uzivat 2-4krat denn€. Ma malé nezadouci ucinky, podobné t€m, které
se vyskytuji 1 u tiotropia a dalSich anticholinergik strukturné odvozenych od atropinu.
[16] Aklidinium bromid je naopak déle plisobici anticholinergikum a je nutné ho uzivat

pouze 2krat denn€. Tiotropium pusobi jesté déle a staci jej podavat jen jednou denné. [1]
1.1.7  Metody stanoveni tiotropia

V soucasné dobé¢ jsou v literature dostupné metody pro stanoveni tiotropia v lidské krevni
plazmé [17] [18] ¢i v koriské moci v ramci protidrogovych opatteni pii kofiskych sportech
[19]. Tyto metody vyuzivaji separaci pomoci kapalinové chromatografie na kolonach
sreverzni fazi anaslednou detekci pomoci hmotnostni spektrometrie. Vzorky
biologického materialu je nutné pred analyzou extrahovat nebo jinak upravovat.
V ptipadé Wang a kol. [18] byl vzorek lidské krevni plazmy zfedén acetonitrilem
a nasledné extrahovan dichlormethanem. Naopak Ding a kol. [17] zvolili extrakci lidské
krevni plazmy tuhou fazi (SPE) za pouziti sorbentu se stejnou reverzni fazi jako v pfipadé
chromatografické kolony, na niz byla provedena separace. Rovnéz Ho a kol. [19] zvolili
extrakci koriské moc¢i pomoci SPE, ale jako sorbent byla zvolena faze se slabym
kationtovym iontoménicem (WCX) a pro naslednou separaci byla pouzita kolona
s reverzni fazi. Jako mobilni faze byly pouzity pufry octanu amonného ¢i mravencanu

amonného v riaznych pomérech s methanolem nebo acetonitrilem.
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2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie a

hmotnostni spektrometrie

2.1 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je separacni metoda, pfi které dochazi k separaci molekul analytu mezi
stacionarni a mobilni fazi. Slozky vzorku jsou separovany prutokem pohyblivé mobilni
faze pres nepohyblivou stacionarni fazi. Princip této metody je zalozen na schopnosti
stacionarni a mobilni faze rizné zadrzovat jednotlivé slozky vzorku. Slozky silnéji
poutané ke stacionarni fazi budou v systému zadrzovany déle nez slozky zadrzované
v mobilni fazi. Dle separacniho mechanismu a pouzité stacionarni faze muzeme
rozliSovat rizné druhy chromatografie. Podle pouzité mobilni faze délime chromatografii
na plynovou a kapalinovou. Podle usporadani rozliSujeme chromatografii kolonovou
a planarni. Rozdélovat chromatografické techniky mizeme také podle dé&ju, které se pfi
separaci uplatiiuji. Témi mohou byt: rozdilnd rozpustnost, adsorpce, iontova vymeéna,
molekulovy sitovy efekt nebo specifické interakce. [20]

V kapalinové chromatografii je jako mobilni faze pouzita kapalina. V pocatcich
byla provadéna ve sklenénych kolonach o priméru 1-5 cm a s délkou od 50 cm do 5 m.
Naplnény byly pevnymi Casticemi se stacionarni fazi adsorbovanou na povrchu a jejich
prumér byl vétsi nez 150-200 um. I pres takto velké Castice byl prutok mobilni faze maly
a pokusy o zvySeni pratokové rychlosti pomoci zvySeného tlaku nebo vakua nebyly
vyhovujici. Divodem bylo zvyseni teoretického patra, a tim snizeni G¢innosti kolony.
Avsak zmenSenim velikosti ¢astic mtizeme dosahnout niz§iho teoretického patra. Takova
velikost ¢astic vyzaduje pouziti vys§siho tlaku a s tim 1 vhodnou instrumentaci, ktera
takové podminky dokaze vytvorit. Tak byl polozen zaklad vysokoucinné kapalinové

chromatografie. [21]
2.1.1 Zakladni pojmy chromatografické separace

Jak jiz bylo zminéno, analyt je separovan na chromatografické koloné€, nésledné je
detekovan vhodnym detektorem. Vystupem je zavislost sledované veli¢iny na Case
anazyva se chromatogram. Chromatografické piky maji Gaussovsky charakter. Eluce

analytu se muize provadét bud’ za konstantniho slozeni (a stejné elucni sile) mobilni faze,
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kdy se jedna o isokratickou eluci, nebo se mize pouzit gradientova eluce, kdy se slozeni
mobilni faze méni, obvykle ve prospéch slozky s vyssi elu¢ni silou.

Zakladni velic¢inou pro kazdou separovanou latku je jeji retencni Cas tr. Je to doba,
ktera uplyne od nésttiku vzorku po dosazeni vrcholu piku analytu. Dalsi charakteristickou
veli¢inou je retencni objem Vi, ktery udava objem mobilni faze, ktera protece kolonou za
Cas tg. Mezi reten¢nim Casem a retenénim objemem plati nasledujici vztah, kde F,,udava

objemovy prutok mobilni faze v ml/min:
Vp = En - tr (D

Retencni Cas zaroven udava kvalitativni informaci o separované latce, zatimco
kvantitativni charakteristikou je vyska piku & nebo plocha piku A. [22]

Jako méfitko ucinnosti chromatografické separace je pouzivan parametr ucinnosti
kolony. Uginnost kolony je charakterizovana pomoci bezrozmémé veliiny N, kterou
nazyvame pocet teoretickych pater, a vySkového ekvivalentu teoretického patra H. [21]
Vyskovy ekvivalent teoretického patra je udavan v um a je definovan jako délka kolony,
ktera pfipada na jedno patro. Mezi veli¢inou N a parametrem H existuje nasledujici vztah,
kde L je délka kolony: [22]

_L (2)
H_N

Pro popis chromatografické separace je rovnéz dilezité zminit van Deemterovu
teorii. J. J. van Deemter popsal v roce 1956 pomoci rovnic vztahy mezi jednotlivymi
procesy, které¢ ovliviluji rozmyvani zon separovanych latek, a také popsal zavislost
ucinnosti separace na linearni prutokové rychlosti mobilni faze. [23] Na pocatku byla
tato teorie popsana pouze pro plynovou chromatografii, ale pozdéji byly vztahy presnéji
popsany pro kapalinovou chromatografii J. C. Giddingsem a J. H. Knoxem. Dle této teorie
existuji tfi nezavislé procesy, které se podileji na rozmyvani elucni zony: [24] [25] [26]

e Vifiva diftize analytu pii prichodu stacionarni fazi

e Podélnd/ molekularni difuze analytu v mobilni fazi

e Odpor proti pfevodu hmoty ve stacionarni a mobilni fazi

Utinnost separace vyjadiujeme jako vyskovy ekvivalent teoretického patra a je
dan souctem jednotlivych prispévkl, kde Ha je prispévek vifivé difuze, Hp je piispévek

molekularni difuze analytu a Hc je pfispévek odporu proti prevodu hmoty (3): [22]
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H:HA+HB+HC (3)

Vitiva difuze je spojena s homogenitou naplné stacionarni faze. Stacionarni faze
obsahuje pory a rizné velikosti Castic, mezi kterymi protéka mobilni faze riznou linearni
rychlosti. Neékteré molekuly prochazi pfimocare, zatimco jiné molekuly obtékaji Castice
sorbentu, takze se navzajem mohou opozd’ovat nebo predbihat. Proto je pfispévek vifivé
difuze definovan rozmérem castic stacionarni faze d), a koeficientem nerovnomérného
plnéni chromatografické kolony (4). Jejich vztah se vyjadiuje rovnici (4): [22]

Hy=2A-d,=4A @
D

Molekularni neboli podélna difuize je proces, kdy molekuly z uzké zony difundu;i
do mista s niz§i koncentraci a zaroven se pohybuji ve sméru nebo proti sméru toku
mobilni faze. Je popsana Fickovymi zakony a je ovlivnéna difuznim koeficientem D;,.
Vliv na tento typ difuze ma také tvar kanalkd napln€ a typ stacionarni faze, proto je

zaveden korekéni faktor y. Clen u popisuje linearni pritokovou rychlost. [22]

2A-D,, B (5)
He=—"=4

Odpor proti pfevodu hmoty mezi fazemi je dana predevSim difuzi analytu ve
stagnantni mobilni fazi v porech nosice, ve stacionarni fazi (Cs) a v proudici mobilni fazi
(Cm). Dale je také zavisly na velikosti ¢astic naplng, jejich tvaru a tloust’ce stacionarni

faze. Prispévek odporu proti prevodu hmoty lze popsat vztahem (6): [22]

(6)

w-d) w-d
m part

kde Cu a Cs jsou piispévky mobilni a stacionarni faze, o je koeficient zavisly na
distribuci velikosti, tvaru a poru Castic, d, je pramér velikosti naplné€ kolony, D,, difzni
koeficient analytu v mobilni fazi a Dp. je intracasticovy difuzni koeficient ve stagnantni
mobilni fazi. [22]

Souhrnnou van Deemterovu rovnici mizeme popsat vztahem (7):
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22D (k) -d?-u
H=2\-d,+ m LU0 dp
u D,,

B
=A+E+C'u (7)

kde k vyjadiuje retencni faktor analytu [23] a vyznam dalSich ¢lend odpovida popisu
v predchozim textu.

Souc¢tem Clent A, B a C ziskavame zaznam zavislosti vySkového ekvivalentu
teoretického patra H na linearni rychlosti prutoku u, ktery nazyvame van Deemterova
kiivka. Minimum této kiivky odpovida nejnizsi hodnoté H, a tedy optimalni G¢innosti
separace pii daném prutoku. Nejlepsi ucinnosti separace je tedy dosazeno pii linearni

rychlosti prutoku mobilni faze, ktera odpovida minimu van Deemterovy kiivky. [22]

H [l
H=A+B/u+Cu
Houn f---4-—-2
A
— —B/u
Wiy u [roin,fs]

Obr. 4: Zobrazeni van Deemterovy kiivky se zobrazenim ¢lent A, B a C, minimalni
hodnoty vySkového ekvivalentu teoretického patra Huin a tomu odpovidajici optimalni

linearni rychlosti umin [22]
2.1.2 Instrumentace

Kapalinovy chromatograf je slozen z n€kolika ¢asti, které zajistuji uchovavani a transport
mobilni faze, davkovani vzorku, separaci latek a jejich naslednou detekci, pfistroj na

zaznam dat a jejich vyhodnoceni.
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Obr. 5: Schéma systému HPLC: 1. zasobniky mobilnich fazi, 2. odplyfiovac, 3.
vysokotlaka Cerpadla, 4. sméSovac, 5. automaticky davkova¢ vzorku s davkovacim
ventilem, 6. chromatograficka kolona umisténa v termostatu, 7. detektor, 8. datova

stanice, 9. nadoba na odpad [22]

2.1.2.1 Vysokotlaka ¢erpadla

Cerpadla zajidtuji transport mobilni faze. U piistrojd HPLC az UHPLC (ultra
vysokoucinnd kapalinova chromatografie) se pouzivaji Cerpadla s vystupnimi tlaky
v rozmezi 1-100 MPa, s prutokem mobilni faze v Sirokém rozmezi (od 0,1-10 ml), ktery
musi byt pfesny a spravny. Také musi byt bez monotonnich zmén a pulsi. Materialy
pouzivané ke konstrukci Cerpadel musi byt odolné 1 v pfipadé pouziti agresivni mobilni
taze (napf. nerezova ocel, titan, keramika). Jejich vnitini objem by mél byt co nejmensi,
aby v pfipadé vymény mobilni faze byla vymeéna co nejrychlejsi.
Cerpadla méizeme rozlisovat do dvou skupin:
1. Pracujici za konstantniho tlaku

2. Pracujici za konstantniho objemového prutoku
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U cerpadel pracyjicich za konstantniho tlaku je vyuzivano tlaku plynu nebo
hydraulické kapaliny na pist cerpadla, zatimco u Cerpadel pracujicich za konstantniho

objemového prutoku je vyuzivano mechanického pohonu k pohybu pistu. [22]
2.1.2.2 Davkovani vzorku

Proces davkovani vzorku je v urcité mife spojen s ucinnosti chromatografické separace.
Rizikem je nedokonalé davkovani, kdy muize dochazet k rozmyvani pika. To je
zpusobeno mimokolonovym prispévkem davkovaciho zafizeni, predev§im pfi pouziti
kratkych ¢i kapilarnich kolon nebo mikrokolon.

V minulosti bylo davkovani provadéno pies vhodné septum nebo pii zastaveném
prutoku mobilni faze. V soucasné dobé jsou vyuzivany manualni davkovaci smycky
zalozené na principu piepinaciho ventilu nebo automatického davkovace (tzv.

autosamplery). [22]
2.1.2.3 Kolony

Nejcastéji vyuzivané kolony pro HPLC systém maji délku 5-25 cm s vnitfnim pramérem
3-5 mm. Velikost ¢astic napln€ se pohybuje nejcastéji od 3 do 5 um. [21] Kolona byva
tvorena ze dvou casti — télo kolony a koncovka kolony. Koncovka zaji§tuje té€snost
systému, distribuuje mobilni fazi 1 analyt rovnomémé pres cely prifez
chromatografického loze a zadrzuje naplil kolony. [22]

Pred kolonu byva casto zarazena tzv. predkolona, kterd obsahuje stejnou
stacionarni fazi jako kolona. Jeji funkci je zachytavat necistoty a Castice vzorku, které by
jinak zanaSely kolonu a tim meénily jeji i€innost a selektivitu. Dal§i funkci je zachytavani
castic se silnou retenct, které by byly na koloné zachyceny a nebyly eluovany. Pfedkolona
musi byt ¢astéji regenerovana nebo Cisténa a pravidelné ménéna za novou. [27]

Materialem pro vyrobu plasté kolon byva predev§im nerezovd ocel. Je
antikorozivni, avSak pii pouziti mobilnich fazi obsahujici chloridy nebo néktera
organicka rozpoustédla jako jsou napf. dichlormethan nebo acetonitril mohou z nerez
oceli vyluhovat zelezo. V pfipadé, ze pouzivame mobilni fazi s aditivy, které maji
tendenci tvofit komplexy s ionty zeleza, musime volit jiny typ materialu kolony. Tim
muze byt napfiklad polyetheretherketon (PEEK) nebo tvrzené sklo vlozené do kovového
pouzdra.

Chromatografické kolona je naplnéna stacionarni fazi, tedy pevnou latkou nebo
kapalinou zakotvenou na pevném nosici. Jedna se o nepohyblivou slozku separa¢niho
systému. Podle skupenstvi stacionarni faze mizeme chromatografii délit na rozdélovaci,
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pokud je stacionarni fazi kapalina, a adsorp¢ni, pokud se jedna o pevnou fazi. DalSim
moznym typem d¢leni je dle chromatografického modu separace: [22]

e Normalni faze

e Reverzni faze

e Jontové vymeénna faze

e Féze pro hydrofilni interakéni chromatografii (HILIC)

e Féaze pro hydrofobni interakéni chromatografii (HIC)

e Gely a molekulova sita

o Afinitni faze

e Chiralni faze

2.1.2.3.1 Stacionarni fiaze pro iontové vyménnou chromatografii

V této praci je tiotropium separovano od ostatnich slozek ve vzorku pomoci iontoveé
vyménné stacionarni faze, konkrétné na SCX, proto je tento mod separace v této kapitole
vysvétlen blize.

Stacionarni fazi pro iontové vymeénnou chromatografii nazyvame iontomeénice
nebo ionexy. Podle funk¢ni skupiny, ktera zajistuje iontovou vymeénu je dale rozliSujeme
na katexy a anexy. Nosi¢em téchto funk¢nich skupin je nejcasté)i silikagel, ptfipadné
organicky polymer. V tomto pfipadé je nutné, aby byl material nosi¢e chemicky stabilni
a bylo mozné pracovat pii velkém rozsahu pH. Dalsim dulezitym faktorem je velikost
pord a vyménna kapacita iontoménice. [28] Anexy jsou tvofeny bazickou funkcni
skupinou s kladnym nabojem, ktery zajistuje vyménu aniontii. Mlizeme je rozliSovat na
slabé (WAX) anebo silné (SAX) anexy. Katexy naopak tvori kysela funkcni skupina se
zapornym nabojem, ktera zajistuje vymeénu kationti a podobné jako anexy je mizeme
rozdélit na slabé (WCX) a silné (SCX). Silné iontomeénice disociuji v celém rozsahu pH,
coz u katexti znamena pH = 1-14 a pro anexy pH = 0-14. Pokud je nosic¢em silikagel, tak
jsme omezeni na rozsah pH = 2-8. Divodem je chemicka nestabilita silikagelu. V pripadé
pH > 8 dochazi k disociaci silanolovych skupin. U pH < 2 muaze dochazet k hydrolyze
siloxanovych skupin a naslednému odmyvani ligandu, coz je nezadouci predevsim pii
pouziti hmotnostni spektrometrie jako detekce, protoze zvySuje Sum pozadi. [22]

Nejcastejsimi nosic¢i pro katexy jsou pouzivany organické polymery, jako je
kopolymer styren-divinylbenzenu, nebo jsou zalozeny na bazi aglomerovanych

latexovych castic. Nosicem muze byt rovnéz silikagel, ktery je modifikovan sulfonovou
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skupinou. Pro silné katexy (SCX) je pouzivana sulfonova kyselina jako jedina funk¢ni
skupina. U slabych katext (WCX) jsou nosice pokryty karboxylovymi ¢i fosfonovymi
skupinami. [29]

2.1.2.4 Detektory

V HPLC systémech je detektor umistén za chromatografickou kolonu a slouzi
k zaznamenani zmény signalu mezi prichodem Cisté mobilni faze a mobilni faze
s obsahem analytu. [22]

Ideélni detektor pro HPLC by mél spliiovat nékolik kritérii. Mél by byt dostatecné
citivy a mél by poskytovat predvidatelnou odezvu. Také by mél byt specificky
a univerzalni, tzn. poskytovat odezvu pro vSechny analyty. Jeho pouziti by mélo byt
snadné a spolehlivé, mél by mit Siroky linedrni dynamicky rozsah. Pfispévek
k mimokolonovému rozmyvani zon by mél byt nulovy a signal by nemél byt zavisly na
slozeni mobilni faze ¢i na zmeéné teploty nebo prutoku. Mél by byt nedestruktivni
a detekované piky by mely poskytovat kvalitativni informace. [30]

Nejpouzivanéj$imi typy detektorti jsou spektrofotometrické. Na trhu muzeme
najit spektrometry, které jsou navrzeny specialné¢ pro HPLC systémy. DalSim typem
detektoru, ktery nachazi ¢im dal vétsi uplatnéni je hmotnostni spektrometrie. Siroké
uplatnéni mizeme najit i pro refraktometricky detektor, avsak tento detektor je méné
selektivni a univerzalni a jeho nevyhodou je vysoka mez detekce. DalSimi typy HPLC
detektort jsou napfi. elektrochemicky, fluorescen¢ni, vodivostni, infraerveny, detektor

rozptylu svétla odpafovanim (ELSD) nebo nuklearni magneticka rezonance (NMR). [22]

2.1.2.4.1 Hmotnostni spektrometr

Jedna se o detektor, ve kterém dochazi k tvorbé iontl analytu v plynné fazi a jejich
nasledné separaci podle hodnoty poméru hmotnosti a naboje. Vysledny iontovy proud je
detekovan a vystupem je hmotnostni spektrum. [31] Analyt mize byt ionizovan za
pomoci tepla, elektrického pole, srazkou s vysokoenergetickym elektronem nebo jinou
ionizovanou molekulou. [32] Jednotlivé ioniza¢ni techniky muZeme rozliSovat podle
vnitini energie vzniklych iont na ,tvrdé“ a ,,mékké“. Vlivem vyssi vnitini energie iontu
vzniklych pfi ,,tvrdé* ionizaci dochazi k nasledné fragmentaci nebo vzniku radikéalovych

iontd. Naopak pfi ,,mékké” ionizaci, ktera je Setrn¢jsi, dochazi ke vzniku protonovanych
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¢i deprotonovanych iontti. To, jakou techniku ionizace zvolime, zavisi na povaze analytu
nebo separacni technice, kterou pouzivame. [33] [34]

Tvrdou ionizacni technikou je elektronové ionizace (EI). Jde o ionizaci v plynné
tazi, kdy je analyt bombardovan elektrony o energii 70 eV, coz umoziuje tvorbu
knihoven EI spekter. [31]

Mezi mékké ionizacni techniky fadime chemickou ionizaci, ktera je podobna
elektronové ionizaci. Proud elektrond vSak nejprve ionizuje plyn, ktery nasledné zajistuje
ionizaci analytu pomoci ion-molekulovych interakci. Nejpouzivanéj§imi technikami ve
spojeni s HPLC jsou ty, které umoziiuji ionizaci za atmosférického tlaku (API).
Takovymi technikami jsou chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI),
fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) a elektrosprej (ESI). Pravé tyto techniky
jsou nejcastéji pouzivany ve spojeni s HPLC. Elektrosprej je pouzivan predev§im pfi
analyze biomakromolekul jako jsou peptidy, proteiny, léciva a jejich metabolity,
nukleotidy, oligonukleitidy, DNA adukty, oligosacharidy, syntetické polymery,
organokovy nebo vzorky klinickych analyz. APCI je pouzivano hlavné pii analyze
neiontovych organickych sloufenin do 1500 Da, jako jsou pesticidy, steroidy nebo
nektera 1éciva. APPI je oproti tomu lepsi pro analyzu latek nepolarniho nebo malo
polarniho charakteru s niz8§i molekulovou hmotnosti. [31]

Dal§imi ioniza¢nimi technikami mohou byt napf. ionizace desorpci laserem
(LDI), ionizace desorpci laserem za ucasti matrice (MALDI), ionizace termosprejem,
desorpénim elektrosprejem (DESI) nebo ionizace bombardovanim rychlymi atomy
(FAB). [31]

Hmotnostni spektrometr se sklada ze vstupniho systému, iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru, detektoru, vakuového systému, elektroniky a systému na
zpracovani dat. Vstupni systém zajistuje transport vzorku do iontového zdroje, kde je
vzorek preveden z neutralnich molekul na ionty v plynném skupenstvi. Dale jsou ionty
v hmotnostnim analyzatoru separovany. Nejcastéj§imi typy analyzatori mohou byt
kvadrupoly, magnetické sektorové analyzatory, analyzatory doby letu (TOF), iontové
pasti ¢i orbitrap nebo iontova cyklotronova rezonance. Detektor poté detekuje a zesiluje
signal iontového proudu separovanych ionti. [31] Jako detektory jsou pouZivany
elektronové nasobiCe, Faradayovy nebo scintilacni detektory. [35] Vakuovy systém je
dilezity pro udrzeni velmi nizkého tlaku v iontovém zdroji i hmotnostnim analyzatoru.

[31]
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Spojeni vice hmotnostnich analyzatord do série nam umoznuje identifikovat
strukturu latek, [36] pomaha objasnovat fragmentacni procesy, identifikovat latky a také
je kvantifikovat ve slozitych matricich. [31] Takové provedeni nazyvame tandemova
hmotnostni spektrometriec a muze byt provadéna v prostoru nebo Case. Pii provedeni
v prostoru je tfeba zapojit vice hmotnostnich analyzatori do série tak, ze prvni
z analyzatoru vybira prekurzorovy ion, nasleduje kolizni cela, ktera je naplnéna koliznim
plynem a je zde provadéna fragmentace a druhy analyzator provadi analyzu produktovych
iont. V tomto provedeni mize byt spektrometr napf. trojity kvadrupol, ktery se sklada
ze dvou kvadrupolt a jedné kolizni cely v sérii. [36]

Kvadrupolovy analyzator je tvoren ¢tyfmi ty¢ovymi elektrodami, hyperbolického
nebo cylindrického tvaru. Na né je vlozeno stejnosmérné a vysokofrekvenéni napéti tak,
ze vysokofrekvencni slozka je fazove posunuta, aby protilehlé tyce mély stejnou polaritu.
[33] Kdyz ion analytu vstupuje do analyzatoru, pusobi na néj pfitazliva sila elektrody
s opacnym nabojem, nez je jeho vlastni. Periodickou zménou napéti na tyCich kvadrupolu
pusobi na ion stfidavé pritazlivé a odpudivé sily, a tim ion zaCina oscilovat kolmo
k podélné ose. [32] [20] Hmotnostni spektrum ziskame spravnym nastavenim
stejnosmeérného a radiofrekvenéniho napéti, zatimco jejich pomér udrzujeme konstantni.
Vytvofime tak stabilni trajektorii iontu surcitou hodnotou m/z tak, ze prochazi
kvadrupdlem, a muze byt detekovan.

Pti vyuziti trojitého kvadrupdlu v tandemové hmotnostni spektrometrii jsou prvni
(Q1) a posledni kvadrupdl (Q3) pouzivany jako bé&zné hmotnostni filtry, zatimco
prostfedni kvadrupol (q2) vyuziva pouze radiofrekvenéni slozku napéti a tim umoziuje
projit vSem iontim, které byly vybrany. Zaroven také funguje jako kolizni cela. [31] Pti
provedeni jsou zvolené ionty urychleny do kolizni cely, ktera je naplnéna koliznim
plynem (Ar, N») o tlaku okolo 0,1-0,3 Pa. Utinnost a rozliseni fragmentace lze ovlivnit
optimalizaci. Pokud nechceme vyuzit provedeni trojitého kvadrupolu, mizeme Qi nebo
Qs prepnout do radiofrekvenéniho modu, a tak se bude zafizeni chovat jako jediny
kvadrupdl. [32]

Tandemova hmotnostni spektrometrie nam umoziuje ruzné zpusoby zaznaml dle
potieby ¢i ucelu analyzy: [31]
a) Sken produktovych iontd — vystupem je sken iontd, které vznikly
fragmentaci jednoho vybraného prekurzorového iontu.
b) Sken prekurzorovych iontd — vystupem je sken prekurzorovych iontl, ze

kterych mohl fragment vzniknout.
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c) Sken neutralnich ztrat — u tohoto zpisobu monitorovani iontd jsou
sledovany vSechny ionty, u kterych dochazi ke konkrétni neutralni ztraté.
Napft. pii ztrat¢ CO; je ztrata 44 Da, coz je typické pro karboxylové
kyseliny, které je tak mozné identifikovat ve smési strukturné blizkych
latek.

d) Selektivni zdznam jedné (SRM) nebo vice reakci (MRM) — tento zdznam
umoziuje sledovani jednoho konkrétniho prekurzorového iontu a jeho
fragmentt. V této praci byl zvolen MRM mod, protoze toto provedeni
umoziuje kvantitativni analyzu ve smési, a to s dobrou selektivitou
a citlivosti.

Tandemova hmotnostni spektrometrie v Case zahrnuje tyto kroky ve stejném
prostoru, ale jiné ¢asové posloupnosti. Analyzatory vhodné pro provedeni v Case jsou

napf. linearni iontova past nebo iontova cyklotronova rezonance. [31]

2.2 Priprava vzorku

Vzorkem pro HPLC analyzu je Casto smés mnoha latek v rizné matrici a s obsahem
dalsich balastnich slozek, které mohou zpusobit interferenci se sledovanym analytem,
ktery je Casto pfitomen pouze ve stopovém mnozstvi. Proto je nutné vzorek pred vlastni
analyzou zakoncentrovat, izolovat a odstranit co nejvétsi podil balastnich slozek. Takova
uprava vzorku tak ovliviiuje vyslednou presnost, preciznost a pravdivost stanoveni. [37]

Techniky pro tpravu vzorkth mizeme rozdé€lit do dvou skupin, a to jsou konvencni
a moderni metody. Konvencni metody jsou dobfe optimalizovany a zavedeny do
laboratorni praxe. Jedna se pfedev§im o metody extrakce tuhou fazi (SPE), extrakce
kapalina-kapalina (LLE) a srazeni proteini. Moderni metody byly vyvinuty pro upravu
slozitych vzorkli a obecné pro zjednoduseni upravy vzorku. Jde predevsim o zrychleni
piipravy, mensi spotieby rozpoustédel i vzorku. Vyhodou muze byt on-line uspotradani,
avSak tyto metody jsou stale zdokonalovany a optimalizovany, takze v béznych
laboratofich zatim nejsou tak rozsifeny. Tyto metody jsou napt. mikroextrakce zalozena

na SPE ¢i LLE, selektivni extrakce nebo on-line techniky (napft. kapilarni SPME). [38]
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2.2.1 Extrakce tuhou fazi

Tento zpusob extrakce je vyuzivan i v této diplomové praci, proto je vice vysvétlen v této

kapitole. Je zalozen na principu interakce kapaliny (vzorku) a tuhé faze (extrakcni

kolonka), kde mohou byt uplatnény polarni, nepolarni, iontové nebo afinitni interakce.

Pro spravné provedeni extrakce a dobrou vytéznost je nutné, aby mél analyt vyssi afinitu

k tuhé fazi nez k matrici vzorku. V soucasné dob¢ na trhu existuje cela fada riznych typu

sorbentd s riznymi typy interakci. Vyhodou této techniky upravy vzorki je vysoka

vytéznost, mald spotfeba rozpoustédel, zakoncentrovani vzorku, jednoducha obsluha,

rychlé pfiprava a snadna automatizace. [39]

Samotna extrakce se sklada z nékolika kroku: [37]

1.

Vybér stacionarni faze — pti vybéru stacionarni faze je vhodné
zvazit chemické vlastnosti analytu, jako je jeho disociacni
konstanta nebo polarita, a také vlastnosti rozpoustédla, které
bude pouzito. K dispozici je Siroké spektrum sorbent, od
nepolarnich C8 a C18, polarich silikagelli, pfes iontové
vyménné SCX a SAX az po rizné polymerni materialy, které
je mozné vyuzit v SirSim rozsahu pH. Dale je mozné zvolit
napf. imunosorbenty nebo vicemodalni sorbenty, které
obsahuji nepolarni 1 iontové vyménnou skupinu.

Uprava vzorku — vzorek je tieba prevést do kapalné faze
anasledné ji modifikovat tak, aby byla kompatibilni se
stacionarni fazi. Jde pfedev§im o Upravu podilu organické
slozky, pH nebo iontové sily.

Kondicionace sorbentu — kondicionaci sorbentu se aktivuji
jeho funkéni skupiny. Pouziva se vhodné rozpoustédlo (napft.
methanol), obvykle ve dvojnasobném objemu sorbentu
v kolonce.

Ekvilibrace sorbentu — timto krokem se vytvarti takové fazové
rozhrani, které bude co nejvice podobné stavu po aplikaci
vzorku na kolonku.

Aplikace vzorku — pfi naneseni vzorku na kolonku je dilezita

optimalizace prutoku.
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6. Odstranéni interferujicich latek — dochazi k odstranéni
nezadoucich slozek vzorku. Obvykle je pouzivano takové
rozpoustédlo, ve kterém je vzorek co nejméné rozpustny.

7. FEluce analytu — poslednim krokem extrakce je uvolnéni

a vymyti analytu ze sorbentu.

2.3  Vyhodnoceni vysledku
2.3.1 Kvalitativni vyhodnoceni

K identifikaci analytu muZeme vyuZzit retencni Casy nebo objemy, pfipadné vyuZzit
specifickych detektorti jako jsou NMR nebo jiz dfive zminéna hmotnostni spektrometrie.
V pfipadé¢ hmotnostni spektrometrie dostavame udaje o molekulové hmotnosti,
izotopickém zastoupeni nebo fragmentech. Pro odhaleni koeluce latek a identifikaci
muzeme vyuzit i DAD detektor. Identifikace je zalozena na porovnani spekter vzorku

a standardnich latek za stejnych podminek. [37]
2.3.2  Kvantitativni vyhodnoceni

Pti kvantitativnim hodnoceni nachazime vztah mezi plochou ¢i vyskou piku a eluovanym

mnozstvim. Koncentraci analytu stanovime porovnanim se standardem. [37]
2.3.2.1 Metoda vnéjSiho standardu

Pri této metodé analyzujeme sadu kalibracnich roztoki o znamé koncentraci, kdy
ziskavame kalibracni zavislost X = f (¢). Koncentraci analytu poté urcime jako ¢ = f (X),
kde X muze byt plocha nebo vyska piku. Tvar kalibra¢ni funkce nemusi byt vzdy linearni,
ale je lepsi pro spolehlivéjsi vyhodnoceni vysledné koncentrace. Pro kalibracni pfimku
existuje vztah (3), kde x; je hodnota veli¢iny X pro koncentraci ¢;, a je isek na ose y a b
je smérnice kalibracni ptfimky. [37]

x; =a+ bg (8)

2.3.2.2 Metoda vnitirniho standardu

Tato metoda je zalozena na principu piidavku latky, ktera ma podobné fyzikalni
a chemické vlastnosti jako analyt, nenachazi se ve vzorku a neinterferuje pii odecitani

signalu analytu. [35] Je zalozena na principu pfidavku roztoku vnitiniho standardu

32



o znamé koncentraci ke vzorku a také k roztoku standardu. Vnitini standard se pridava
na zacatku analytického postupu, tim jsou eliminovany chyby vlivem zmény podminek,
protoze vnitini standard i analyt jsou vystaveny stejnym podminkam. Koncentraci analytu
lze stanovit metodou kalibra¢ni piimky, kdy se ke kalibratnim standardim pridava
konstantni objem wvnitfniho standardu o znamé koncentraci. Koncentrace neznamého
vzorku se stejnym piidavkem interniho standardu se odecité z kalibracni zavislosti. Také
lze pouzit metodu pfimého porovnani. U této metody je zméfen vzorek o neznamé
koncentraci s pfidavkem vnitiniho standardu o znamém objemu a koncentraci. Pro
vyhodnoceni koncentrace je nutné zméfit také roztok standardu se stejnym pridavkem
vnitfniho standardu a nasledné je vypocitana hodnota koncentrace podle rovnice (4), kde
¢y je neznama koncentrace analytu, A; je plocha piku pro analyt, Ay je plocha piku pro
standard analytu, Ays,sje plocha piku pro vnitini standard, Ass,;; je plocha piku pro vnitini

standard ve vzorku a cs je koncentrace standardu. [37]
Ay Agss _

= —- Cs
AS AIS,L'

Cx

(©))

2.3.2.3 Metoda pridavku standardu

Metoda je zalozena na principu piidavku pfesného a zndmého mnozstvi latky, u které ma
byt stanovena koncentrace, k vzorku. Existuji metody jednoho ¢i vice pridavka
standardu.

U metody jednoho ptfidavku standardu je tfeba provést dvé analyzy. Prvni je
analyzovan znadmy objem vzorku (V;) o neznamé koncentraci latky (cx) a je ziskana
plocha piku (A;). Ke vzorku je poté pfidan znamy objem standardu (Vi) o znamé
koncentraci (cs). Tomu odpovida plocha piku (Ay:), takZe pro neznamou koncentraci cx

plati rovnice (10):

o = Ai G5 Vs c (10)
T A Vi V) — AV

A pokud je splnéna podminka, ze Vi >> Vi tzn. ze pomér V; >> V> 1000, vztah

muze byt zjednodusen nasledovné (11):
A;

c, = ———
T (Ag—A)

V.
'VSL-'CS (11)
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Metodou dvou nebo vice piidavka standardu 1ze stanovit koncentraci tak, Ze je
vytvorena zavislost zméfené plochy A a zména koncentrace Ac a z ni je extrapolovana
regresni pfimka od zaporné oblasti za podminky, ze je linearni. Ptidavky jsou voleny tak,
aby byly celociselnymi nasobky predpokladané koncentrace vzorku. Namétfenymi body
je prolozena pfimka a koncentrace neznamého vzorku cx je vypoctena dle nasledujiciho

vzorce (12):

¢ = 2 (12)

2.3.2.4 Metoda vnitrni normalizace

Tato metoda je zalozena na principu, ktery vychazi z nasledujici rovnice (13), kde CRF

je hmotnostni korekéni odezvovy faktor:

A, ' CRE, (13)

Cx = o
x ?=1Ai b CRFL

Hmotnostni korekcni odezvovy faktor je vypocitan tak, ze se pfipravi roztok o znamé
koncentraci analyzované (ci) a referencni latky (cs). Tento roztok je nasledné analyzovan

a jsou ziskany plochy Aja As. Odezvovy faktor CRF je pak vypocitan dle vzorce (14):

AS b Ci (14)
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3 Validace metod

Validace je ziskani dikazu svysokou jistotou, Ze dana metoda, proces ¢i piistroj
poskytuje predem urcenou specifikaci. Pti validaci je dulezity spravny vybér validac¢nich

parametrd. [37]

3.1 Presnost a pravdivost

Presnost (do r. 2008 byl pouzivan termin spravnost) [40] metody mizeme definovat jako
tésnost shody mezi jednou hodnotou zjisténou z méreni a piijatou referencni hodnotou.
Rozdil mezi témito hodnotami nazyvame chyba vysledku. Slozka chyby, ktera se
v prubéhu métfeni neméni nebo lze jeji zménu predvidat se nazyva systematicka chyba
vysledku. Pokud se slozka chyby v priabéhu ftady wvysledki zkouSek méni
nepredvidatelnym zptsobem, nazyvame ji nahodnou chybou vysledku. Nahodnou chybu
nelze zadnym zpisobem odstranit.

Pravdivost metody mizeme definovat jako tésnost shody mezi stfedni hodnotou vysledku
meéfeni a pfijatou referenCni hodnotou. Pravdivy vysledek je =zatizen nulovou
systematickou chybou. Mirou pravdivosti je odchylka (Bias).

Pro hodnoceni vysledkt pfesnosti a pravdivosti plati tato kritéria: modelové
vzorky musi pokryvat cely koncentracni rozsah ocekavanych koncentraci analytu,
dostateCny pocet opakovani pro danou koncentra¢ni hladinu pro urceni relativni
smérodatné odchylky vytéznosti. Pozadavek na hodnotu vyté€znosti nelze definovat,
protoze zavisi na sledované latce, koncentracni hlading, typu vzorku a na analytické

metodé. [37]

3.2 Preciznost

Preciznost (do r. 2008 byl pouzivan termin presnost) [40] definujeme jako hodnotu, ktera
udava tésnost shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky zkousek za predem danych
podminek. Nema vztah k referencni hodnoté a zévisi jen na nahodnych chybéach.
Preciznost je pocitana ze smeérodatnych odchylek. S preciznosti je spojena také

opakovatelnost, mezilehla preciznost a reprodukovatelnost.
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Opakovatelnost mtizeme definovat jako t€snost shody mezi nezavislymi vysledky
meéfeni za stejnych podminek (stejny material, metoda, pfistroj, laboratof, pracovnik)
v kratkém ¢asovém useku.

Mezilehlou preciznost ziskdme méfenim v delSim Casovém useku. Zahrnuje
meéfeni na jiném miste, piistroji, novou kalibraci nebo pracovnika. [37] Je realizovana
v ramci laboratore. [41]

Reprodukovatelnost je definovana jako tésnost shody mezi nezavislymi vysledky
meéfeni stejného analytu ve vzorcich stejného materidlu. Zkousky jsou provedeny za
riznych podminek (jiny pfistroj, misto, pracovnik, Cas), ale se stejnou metodou.
Reprodukovatelnost je ovérovana pomoci mezilaboratornich porovnani.

Pro hodnoceni presnosti plati nasledujici kritéria: v hodnoté smérodatné odchylky
musi byt zahrnuty vSechny zdroje odchylek a v pfipadé zmény v pracovniho postupu
musi byt metoda revalidovana, musi byt urcena z dlouhodobého méteni, pro stanoveni
smérodatné odchylky musi byt dostate¢ny pocet méfeni téhoz materialu a pro danou

koncentracni hladinu. [37]

3.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD) je minimalni hodnota koncentrace, pti které je jesté odpovidajici
analyticky signal statisticky vyznamné odliSen od Sumu. Mez stanovitelnosti (LOQ) je
minimalni hodnota koncentrace, pfi které piesnost a preciznost stanoveni dovoluji
kvantitativni vyhodnoceni. [42] Nejast€jSimi zpusoby vypoctu LOD a LOQ jsou vypocet
pomoci poméru signalu a Sumu, ze smérodatné odchylky odezvy a ze smérnice kalibracni
ptimky. U tohoto vypoctu LOD (15) a LOQ (16) je nutno pouzit smérnici (b;)

v jednotkach, ve kterych je uvadén Sum.

3 Sum
LOD = —— (15)
b,
10 - Sum 1
LOQ = —— (16)
b,
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34 Linearita a rozsah

Linearita je schopnost metody poskytnout v daném rozsahu pfijatelnou linearni korelaci
mezi odezvou detektoru a koncentraci analytu ve vzorku. Jde o ptfimou zavislost jedné
veliiny na druhé nezavisle proménné, kdy hodnota prvni veliCiny je pouze nasobkem
hodnoty druhé veliCiny a ptipadné je k vysledku soucinu pfictena konstanta. Pfikladem
muze byt zavislost signalu na koncentraci. [43] Linearitu muzeme vyjadrit nasledujicim
vztahem:

y=a+bx a7

kde a vyjadiuje Uisek na ose y, a parametr b je smérnice kalibracni pifimky. [37]

Rozsah je uzavieny interval hodnot méfené veliciny ve vzorku, pro ktery bylo
validaci potvrzeno, ze metoda je v ném aplikovatelna a jehoz spodni hranici tvofi mez
stanovitelnosti. V oblasti metod kvantitativni analyzy je urCovan meéfenim vzorki

s riznou hodnotou obsahu analytu. [44]

3.5 Robustnost

Robustnost mizeme definovat jako miru kapacity metody poskytovat shodné vysledky,
pii jejim reprodukovani za mirn€ zménénych podminek (jiny piistroj, pracovnik,
laborator). [45]

Robustnost miize byt mérena pomoci jednorozmérné analyzy, kdy je ménén pouze
jeden faktor v Case, zatimco ostatni jsou nezménény. Experiment je opakovan pro kazdy
faktor a je sledovano ovlivnéni vysledku. Nevyhodou je Casova naroCnost provedeni,
a také nelze odhalit pfipadné vzajemné interakce faktord. Druhym moznym piistupem je
vyuziti vicerozméré analyzy, kdy je robustnost testovana na zakladé planovanych

pokusu, a to uplnych nebo zkracenych. [37]

3.6 Specifi¢nost

Specificnost je schopnost analytické metody jednoznacné identifikovat analyt
v pritomnosti dalSich slozek, které 1ze ve vzorku oCekéavat. Témi mohou byt necistoty,

matrice, degradanty apod. [46]
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Experimentalni c¢ast

4 Material

4.1 Biologicky material

Pro tuto praci byla vyuzita moC pacienta, ktery tiotropium teprve zacal uzivat. Pacient
uzival tiotropium v pfipravku Spiolto Respimat (Boehringer Ingelheim International

GmbH, Némecko). Vzorky byly odebirany v ramci odbért pro jina klinicka vySetfeni.

4.2 Chemikalie

Acetonitril pro MS (VWR, Randor, PA, USA)
Benzyltriethylammonium chlorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Hydroxid amonny pro MS (Honeywell, Charlotte, NC, USA)

Kyselina mravenci pro MS (VWR, Randor, PA, USA)

Methanol pro MS (Avantor, Randor, PA, USA)

Mravencan amonny pro MS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Plynny argon pro MS (Siad Czech, Praha, Ceska republika)

Plynny dusik (Siad Czech, Praha, Ceska republika)

Tiotropium bromid monohydrat CRS (Merck, Darmstadt, Némecko)
Voda pro MS (VWR, Randor, PA, USA)

4.3  Pristroje a prislusenstvi

Analytické vahy, XP 205 Delta Range (Mettler Toledo, Columbus, OH, USA)
Centrifuga Jouan BR4i (Thermo Fisher Scientific, Watham, MA, USA)

Generator dusiku pro MS Genius 1051 (Peak Scientific Instruments, Inchinnan, Skotsko)
Hmotnostni spektrometr LCMS-8045 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

HPLC systém LC—-20A Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
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Kolona Luna SCX 150 x 3 mm, s ¢asticemi 5 pm (Phenomenex, Torrance, CA, USA)

Predkolona SCX 4 x 2 mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA)

Magnetické michadlo MR 1000 (Heidolph, Schwabach, Némecko)

Odbérové zkumavky Vacuette 9 ml LH (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Rakousko)

pH metr RS-232 C (Schott AG, Mainz, Némecko)

Software LabSolutions, ver. 5.93 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

SPE kolonky Strata SCX (Phenomenex, Torrance, CA, USA)

Ultrazvukova lazeii K10 (Kraintek, Hradec Kralové, Ceska republika)

Vakuova pumpa Scanvac VacSafe (LaboGene, Allered, Dansko)

Vakuovy systém Visiprep™ SPE vacuum Manifold s 12 pozicemi pro SPE kolonky
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Vortex MS3 basic, (IKA-Werke, Staufen, Némecko)

S Metody

5.1 Priprava chemikalii

Pro zkousky vodné mobilni faze (oznacena jako MF A) byly zvoleny tfi druhy pufri.
Témi byly octan amonny, mravencan amonny a uhli¢itan amonny v MS kvalité. VSechny
tfi mobilni faze byly rozpustény v destilované vodé v MS kvalité. Nasledné bylo jejich
pH titrovano na pozadované pH pfislusnou kyselinou a takto pfipravena mobilni faze byla
zfiltrovana a odplynéna ultrazvukem.

Zasobni roztoky standardi  tiotropia a  vnitiniho standardu
benzyltriethylammonium chloridu mély koncentraci 1 mg/ml. Roztok tiotropia byl
pfipraven rozpusSténim 1 mg tiotropia v 1 ml methanolu v MS kvalité. Roztok vnitiniho
standardu byl pfipraven obdobnég, rozpusténim v destilované vodé¢ v MS kvalité. Oba
roztoky byly dale dle potieby fedény zvolenou MF A. Pro kalibraci byly zvoleny
koncentrace tiotropia od 100 do 1000 pg/ml. Konkrétn¢ koncentrace 100, 200, 300, 500,
750 a 1000 pg/ml. Stejné koncentrace byly pouzity i pro stanoveni validacnich parametra
meéfenych vramci jednoho dne i mezi dny. Koncentrace vnitfniho standardu byla

8,3 pg/ml.
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5.2 Instrumentace

Vsechny analyzy byly provedeny pomoci kapalinového chcromatografu skladajiciho se
z dvoukanalového vysokotlakého gradientového Cerpadla pracujiciho za konstantniho
objemového pratoku, autosampleru s 50 ul smyckou a termostatu. Separace latek byly
provedeny na kolong se stacionarni fazi SCX (150 x 3 mm, s ¢asticemi 5 pm), ktera byla
spojena s ochranou predkolonou stejné stacionarni faze. Slozeni mobilni faze a dalsi
chromatografické podminky byly upravovany v ramci zavadéni metody, ktera byla cilem
této diplomové prace, a jsou popsany v dalSich kapitolach. Detekce tiotropia a vnitiniho
standardu byla provedena pomoci hmotnostniho detektoru, slozeného z elektrospreje,
dvou kvadrupold, kolizni cely a fotonasobic¢e. V prvnim kvadrupdlu byl vybran ion
tiotropia (m/z 392,2) a wvnitiniho standardu (m/z 191,9), v kolizni cele v prostredi
plynného argonu byly tyto ionty fragmentovany, nasledné produkty této fragmentace (viz
v nasledujici kapitola Podminky méfeni) byly selektovany ve druhém kvadrupolu
a detekovany fotonasobicem. Ionizace a proud iontli od elektrospreje az po fotonasobic
byl umoznén pomoci €istého plynného dusiku, ktery byl do hmotnostniho spektrometru

pfinaSen piimo z generatoru.

5.3  Podminky méreni

Vybér podminek pro meéfeni tiotropia byl zvolen na zakladé dostupné literatury.
Nejvhodnéjsi podminky vhodné pro LC/MS systém byly zvoleny a dale upravovany pro
potieby analyzy.

Nejprve byly nastaveny nejvhodnéjsi podminky pro stanoveni tiotropia
v hmotnostnim spektrometru. Detekce tiotropia byla nastavena v tzv. MRM modu, kde
jako kvantifikacni ion byl vybran s m/z 152,15, a kvalifikacni ionty s m/z 170,10 a 81,10.
Nejvhodnéjsi podminky, tedy napéti na iontovém zdroji, obou kvadrupdlech a na kolizni
cele, dale pratoky plynd, a teplota iontového zdroje, byly nastaveny automaticky pomoci
softwaru LabSolutions.

Dale bylo na misté zvolit vhodnou mobilni fazi, aby bylo dosazeno co nejlepsi
separace na kolon€ se stacionarni fazi SCX. Byla zvolena isokratickd eluce a byly
provedeny zkousky ruznych slozeni mobilnich fazi s riznymi hodnotami pH
a koncentrace. Porovnany byly 1 poméry mobilnich fazi. Na zaklad¢ literatury byla prvni

vodna mobilni faze (oznacena jako MF A) vybrana a zkouSena se slozenim octanu
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amonného, mraven¢anu amonného nebo uhli¢itanu amonného. Druha organicka mobilni
taze (oznacena jako MF B) byla vybrana a zkouSena se slozenim methanolu nebo
acetonitrilu.

U provedenych experimentt byly posuzovany retencni Casy, tvar a vyska piku.
Dle téchto kritérii byl jako nejlepsi zvolen mravenan amonny, ktery jako jediny
poskytoval dostateCné uzky pik s dobrym signalem. Jako MF B byl zvolen acetonitril,
protoze poskytoval uzsi piky a lepsi intenzitu signalu. Dalsi experimenty byly provadény
s mravencanem amonnym s koncentraci 10 mM a pH 3 jako MF A s pratokem 0,8ml/min.
Pro dosazeni lepsiho signalu analytu byl upraven pomér MF A a MF B. Jako nejlepsi bylo
zvoleno 70 % MF B, které poskytlo nejkratsi reten¢ni ¢as (11 min) a dobry signal, jak jde
vidét z Obr. 6.
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—T70%

150000 75%
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100000 80%
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Retencni ¢as (min)

Obr. 6: Porovnani signalu tiotropia pfi zmén¢ obsahu acetonitrilu (MF B) v mobilni fazi

obsahuyjici 10 mM mravenc¢an amonny upraveny na pH 3 (MF A)

Retencni ¢as byl dale upravovan zvysSenim pritoku mobilni faze, kde byl jako nejlepsi
zvolen pratok 1,2 ml/min, kdy se retencni Cas sice nezkratil, ale zlepsila se intenzita
signalu a zaroven nebyla vétsi spotfeba rozpoustédla (Obr.7). Dal§im faktorem, ktery pii
analyze hraje dilezitou roli, byla koncentrace mravencanu amonného. Byly provedeny
zkousky koncentraci od 10 do 40mM pii pH 3 a pomér MF B v mobilni fazi byl 70 %.
Na zakladé vysledkd meéfeni (Obr. 8) byla zvolena koncentrace 30mM, ktera poskytovala
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dobry signal a uzky pik. Reten¢ni ¢as se zkratil vice nez o polovinu, na 4,8 min, a zaroven

tato koncentrace neni piili$ velkou zatézi pro hmotnostni detektor.
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Obr. 7: Porovnani signalu tiotropia pii zméné prutoku mobilni faze obsahujici 10 mM

mravenéan amonny upraveny na pH 3 a acetonitril (3:7, v/v)
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Obr. 8: Porovnani signalu tiotropia pii zméné koncentrace mravencanu amonného
spH3 (MF A) vmobilni fazi s pratokem 1,2 ml/min. Mobilni faze obsahovala

mraven¢an amonny upraveny na pH 3 a acetonitril (3:7, v/v).
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Pufrovaci rozsah pH mravencanu amonného je 2,8 - 4,8 [47]. Proto byly provedeny také
zkousky pH od 2,5 do 4,5 s koncentraci MF A 30mM. Z chromatogramt (Obr. 9.) jde
vidét, Ze hodnota pH neméla vliv na retencni Cas tiotropia, ale pfi pH 4 mél signal analytu

nejvyssi intenzitu, proto byla tato hodnota pH zvolena jako optimalni pro analyzu.
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Obr. 9: Porovnani eluce tiotropia pii pouziti riznych hodnot pH mraven¢anu amonného
v mobilni fazi s pratokem 1,2 ml/min. Mobilni faze obsahovala 30 mM mravencan

amonny s acetonitrilem (3:7, v/v).

Jako vnitini standard méfeni byl pouzit benzyltriethylamonium chlorid. Vybér
vnitiniho standardu byl zvolen dle literatury [17] a vybér podminek jeho stanoveni byl
stejny jako v pfipadé analytu. Detekce vnitiniho standardu byla nastavena taktéz v MRM
modu, kde jako kvantifikacni ion byl vybran m/z 91,10, a kvalifika¢ni ionty byly zvoleny
m/z 100,20 a 65,00.

Po zméfeni biologickych vzorka (moci) bylo zjiSténo, ze je tieba provést upravu
podminek, a to konkrétné upravu pomeéru organické a vodné mobilni faze. Mnozstvi
acetonitrilu (tedy MF B) bylo upraveno na 80 % z divodu koeluce necistot, které mely
stejny retencni ¢as jako vnitfni standard, tedy 4,4 min. Retencni Cas tiotropia se poté snizil
na 3,9 min a reten¢ni ¢as vnitfniho standardu se posunul na4,6 min.

Vsechny chromatografické podminky jsou shrnuty v Tab. L.
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Tab. I: Chromatografické podminky pro analyzu tiotropia v moci.

Parametry Hodnoty
Stacionarni faze Luna SCX 150 x 3 mm, 5 um
Mobilni faze A 30mM mravencan amonny, pH 4
Mobilni faze B acetonitril
Pomér MF A:B  20:80
Teplota kolony 40 °C

Prutok 1,2 ml/min
Nastrik 10ul
Doba analyzy 7 min
Detekce hmotnostni
MRM pro i.s 191,90>91,10*

191,90>100,20
191,90>65,00
MRM pro tiotropium 392,20>152,10*
392,20>170,10
392,20>81,10
*Tucné zvyraznéné prechody jsou kvantifikacni, tedy byly
pouzity k sestrojeni kalibracni kiivky.

5.4  Priprava vzorku

Pti praci s biologickymi vzorky je nutné pied samotnou analyzou vzorek upravit a zbavit
proteint. Takovymi procesy muze byt extrakce nebo srazeni proteini. Oba tyto postupy
byly experimentalné ovéteny a vhodny postup byl dale upraven pro potieby analyzy.

Jako prvni byla vyzkouSena metoda srazeni proteini pomoci organického
rozpoustédla. VyzkouSenymi rozpoustédly byly methanol a acetonitril. Vzorky
obsahovaly 1 pg/ml tiotropia v 360 pl moci a proteiny byly vysrazeny piidanim 1 ml
rozpoustédla. Dale byly vzorky vortexovany a centrifugovany pfi 12105 x g po dobu
10 min. Néasledné byl 1 ml organické faze odebran, odpafen pii 40 °C pod proudem
dusiku a odparek byl rozpustén ve 100 ul MF A. Vysledky byly zatizeny Sumem, a proto
byly vyzkouseny dalsi zptusoby piipravy.

Dalsi zkouskou byla SPE extrakce s kolonkami SCX nebo C18. Pro extrakci byl
vzorek upraven dle Tab. II. Pro extrakci bylo odebrano a aplikovano na SPE kolonku

900 Wl pripraveného vzorku.
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Tab. II: Slozeni zkuSebniho vzorku pro SPE extrakci

Latka Objem Koncentrace
Moc¢ 840ul -
Tiotropium 60ul 200 pg/ml
Vnitini standard 60ul -

Pti pouziti SPE kolonek se stacionarni fazi C18 bylo tiotropium vymyto diive,
pomoci LC/MS nebylo tedy nic detekovano. Proto byla zvolena extrakce s SCX fazi,
diky které byl ziskan signal, dokonce vy$si nez v ptipadé metody srazeni proteind.

Jednotlivé kroky SPE extrakce byly testovany s riznymi rozpoustédly, pfiCemz
posledni krok, tedy eluce analytu, mél zasadni vliv na velikost signalu. Pro eluci byla
vyzkouSena dvé rozpoustédla: methanol a acetonitril, v kombinaci s amoniakem. Byly
vyzkouSeny razné poméry organického rozpoustédla a amoniaku, konkrétné 8:2, 9:1
a9,5:0,5, z nichz pomér acetonitrilu a amoniaku 9:1 poskytoval nejlepsi odezvu, zatimco
eluéni Cinidla obsahujici methanol a amoniak ¢i jiné pomé&ry acetonitrilu s amoniakem
byla zatizena vysokym Sumem nebo poskytovaly malé signaly. Analyt byl eluovan do
zkumavek, ve kterych bylo pfedem pfipraveno 100 pl 0,1M kyseliny mravenci a vzorek
byl pod proudem dusiku pti 40 °C odpaten. Odparek byl poté rozpustén ve 100 ul MF A.

Kwvili pritomnosti necistot eluujicich ve stejném retenénim Case jako ma interni
standard (4,4min.) byla nakonec zvolena kombinace srazeni proteint a SPE extrakce. Tim
bylo dosazeno lepsiho piecisténi vzorku. Ke vzorku, ktery byl pfipraven dle Tab. II, byly
ptfidany 2 ml acetonitrilu a nasledné byl vzorek 30 s vortexovan. Déle byl centrifugovan
pii 4 °C, 2682 x g po dobu 10 min. Po centrifugaci byl odebran 1ml supernatantu, ktery
byl aplikovan na SPE kolonku. V Tab. IIl. je znazornéna konecna piiprava a slozeni
vzorku pro kalibraci a validaci metody. Schematické zndzornéni postupu SPE extrakce je

zobrazeno na Obr. 10.

Obr. 10: Schéma postupu SPE extrakce.

Ekvilibrace:
iml MFA
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Tab. III: Slozeni vzorku pro kalibraci metody stanoveni tiotropia v moci

Latka Objem Koncentrace
Moc¢ 840ul -
Tiotropium 60ul Dle méreni
Vnitfni standard 60ul 8,3 pg/ml

&
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Obr. 11: Chromatogram vzorku tiotropia (rizova kfivka) a interniho standardu

benzyltriethylammonium chloridu (¢erna kiivka).
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6 Vysledky

6.1 Kalibrace a validace metody

Pred samotnou validaci bylo nutno metodu kalibrovat, byla tedy stanovena kalibracni
zavislost poméru plochy piki analytu a vnitiniho standardu na koncentraci analytu.
Kalibrace tiotropia byla provedena v moci v rozsahu koncentraci 100 — 1000 pg/ml.

Zmeétena kalibracni zavislost je zobrazena na Obr. 11.
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Obr. 12: Kalibra¢ni kiivka tiotropia méfena za pouziti LC/MS

Nasledné byla provedena validace, kdy bylo méfeno Sest kalibracnich roztoku
o ruzné koncentraci. Tyto roztoky byly pfipraveny a méfeny Sestkrat. Po zméfeni vzorka
byla vypocitana preciznost a odchylka (Bias) méteni (Tab. IV.). Vytézek stanoveni byl
meéfen pridanim standardu o dané koncentraci do elu¢niho c¢inidla obsahujiciho 100 pl
0,1M kyseliny mravenci, nasledné byl tento vzorek odpaten, a poté rozpustén ve 100 ul
MF A. Vytézek byl stanoven pro kazdou koncentraci pouzitou pro kalibraci. Hodnoty
vytézki jsou zobrazeny v Tab. IV.
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Tab. IV: Validacni parametry LC/MS metody stanoveni tiotropia v moci.

Méreni v ramci jednoho dne

Koncentrace Primér zméfenych koncentraci  Preciznost Bias Vytézek

(pg/ml) (pg/ml) (%) (%) (%)
100 10218,6 8,46 1,5 72
200 202+10,1 5,02 0,9 70
300 30842,0 0,64 2,6 69
500 514431,2 6,07 2,8 60
750 745+10,0 1,34 0,7 89
1000 1006+77,9 7,75 0,6 60

Méreni mezi dny

100 93%12,9 13,90 7,1 -
200 210+20,4 9,70 51 -
300 311+16,6 5,02 4,1 -
500 501+31,8 6,35 0,2 -
750 764134,0 4,46 1,2 -
1000 1002+146,4 14,62 0,2 -

Tab. V: Dalsi parametry validace LC/MS metody stanoveni tiotropia v moci

Parametr Hodnoty
Rozsah kalibraéni kfivky (pg/ml) 100 - 1000
Korelacni koeficient 0,9997
Limit detekce (pg/ml) 36+6,8
Limit kvantifikace (pg/ml) 100+1,4
Prameérny vytéiek (%) 70

6.2  Vzorky pacienta

Na zakladé zméfené kalibracni zavislosti (viz vySe) je mozné dopocitat koncentraci
sledovaného analytu v nezndmych vzorcich. V této praci byly méfeny biologické vzorky
ziskané od jednoho pacienta, ktery zacal uzivat tiotropium pravideln€é. Vzorky byly
odebrany 5. a 7. den od pocatku uzivani. Vzorky byly zmrazeny a ihned uskladnény

v mrazaku pfi -70°C. Naméfené hodnoty tiotropia u pacienta jsou shrnuty v Tab. VL.

Tab.VI: Naméfené koncentrace tiotropia ve vzorcich pacienta.

Vzorek Koncentrace (pg/ml)
Den 5. -*
Den 7. 209,2

* hodnota koncentrace nedosahla limitu kvantifikace
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Na Obr. 13 jsou zobrazeny chromatogramy méfené ve dvou vzorcich ziskanych
od jednoho pacienta. Koncentrace tiotropia byla 5. den od pocatku uzivani pod mezi
kvantifikace (modra kiivka), 7. den od pocatku uzivani bylo metodou stanoveno

209,2 pg/ml (oranzova kiivka).
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Obr. 13: Porovnani intenzity signalu tiotropia v pacientskych vzorcich moci odebranych

5.a7. den od poc¢atku uzivani 1éCiva (inhalace 1x denné).
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7 Diskuze

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo vyvinout metodu, kterd by presné, precizné
a pravdive stanovila koncentraci tiotropia v moci. Z literatury je zndmo, zZe tiotropium lze
meéfit v krevni plazmé, nicméné stanoveni tohoto 1é¢iva v moci by pacienta piilis
nezatézovalo a byla by tedy tato metoda pfinosnéjsi.

Metoda vyuziva SPE kolonky i analytickou kolonu s SCX stacionarni fazi, na které se
tiotropium 1 vnitini standard selektivné zachytavaji, a tudiz se dobfe separuji od ostatnich
slozek ve vzorku. Pouzitd kolona ma své pH rozmezi v oblasti od 2 do 8, proto pii vyvoji
nové metody bylo zohlednéno toto rozmezi pH.

Jako mobilni faze MF A byl pouzit mravencan amonny, stejn¢ jako v pfipadé€ Wang a kol.
[18] nebo Ho a kol. [19], ktery m& hodnotu pKa 3,8 a jeho pufrovaci schopnost je
v rozsahu pH 2,8 - 4,8 [47]. Sérii experimentt bylo zvoleno pH 4 jako nejvhodnéjsi. Diky
spravné volbé pH pufru by tedy nemélo dochazet k posunim piki béhem meéfeni,
navzdory tomu, ze zména pH mobilni faze neméla vyrazny vliv na analyzu tiotropia
(Obr. 9). Dalsi vyzkousenou moznosti, kterou literatura nabizela, byl octan amonny [17],
ktery vSak poskytoval §irsi piky s nizsi intenzitou nez v pfipadé mravencanu. Posledni
vyzkouSenou alternativou byl uhli¢itan amonny, avSak signal tiotropia byl zatizen velkym
Sumem, takze uhlicitan byl oznacen za nevhodny.

Pro volbu MF B byla navrzena dvé organicka rozpoustédla: methanol [17]
a acetonitril [18] [19]. Po sérii experiment byl acetonitril zvolen jako lepsi volba, diky
ostrym a uzkym piktim oproti methanolu. Jako optimalni pomér byl nejprve zvolen pomeér
30:70 avsak z divodu eluce necCistot ve stejném Case jako vnitini standard, byl pomér
experimentalné upraven na 20:80. S timto pomérem protékala mobilni faze systémem
isokraticky s pratokem 1,2 ml/min.

Jako vnitini standard byl zvolen benzyltriethylamonium chlorid, ktery pouzili pro
svou metodu také Ding a kol. [17] I kdyz jsou vhodnéj§i znacené vnitini standardy,
vyvinuta metoda spolehliveé funguje i s timto neznaCenym vnitinim standardem, ktery je
cenove dostupnéjsi a muze se také, na rozdil od znaceného standardu, pouzit pro HPLC
stanoveni s UV/Vis detekci.

Literatura se zminuje o riznych metodach pfipravy vzorku. Wang a kol. [18]
zvolili extrakci organickymi rozpoustédly, kdy vzorek plazmy smichali s acetonitrilem

a extrakt nasledné extrahovali dichlormethanem, jak jiz bylo zminéno. V této praci byla
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moc¢ v prvnim kroku rovnéz smichana acetonitrilem, dale vSak byla vyuzita SPE extrakce.
Samotna extrakce acetonitrilem se ukazala jako nedostacujici, stejné jako v pripade
methanolu. SPE extrakce byla zvolena z divodu lepsiho vytézku extrakce a lepsiho
signalu tiotropia. Pro SPE extrakci byly vyzkouSeny faze C18 (jako pouzili Ding a kol.
[17]) a SCX. Faze SCX se nakonec ukazala jako lepsi alternativa, nebot’ pfi pouziti C18
taze tiotropium nebylo detekovano. Kombinace srazeni acetonitrilem a SPE extrakce na
SCX fazi bylo dosazeno uspokojivych signall tiotropia a vnitiniho standardu. V moci
mohou byt proteiny, na které se mize tiotropium navazat, a pokud by nebyla provedena
preduprava vzorku s acetonitrilem, tiotropium by zdastalo spole¢né s proteiny na SCX
fazi, a tim by byla stanovena nizsi koncentrace. Takovym zpisobem by byly vysledky
pak nepravdivé a metoda by nesplnila parametry validace.

Jak vysledky ukazuji, metoda je validni, tedy data ziskana touto metodou jsou
precizni a pravdiva. Preciznost nam udava smérodatna odchylka vyjadfovana
v procentech a ukazuje nam, jak presné jsou vzorky pfipravovany a stanoveny.
V analytické praxi by jeji hodnota nemela presahnout 15 %. Pravdivost, tedy odchylka
od skute¢né hodnoty, nam ukazuje, zda vysledek je spravny, tedy pravdivy. Tato
odchylka by také neméla prekrocit 15 %. [48]

Vytézek tiotropia je sice jen 70 %, nicméné jind zkouSena metoda vedla k zadné
nebo neuspokojivé detekci tiotropia. Nizsi vytézek muze byt pisoben nedostateCnym
vymytim tiotropia z SPE kolonek. Postup stanoveni vytézku, ktery byl pouzit v této praci,
byl zvolen ztoho divodu, Ze ionizace tiotropia muze byt ovlivnéna zasaditym pH
pouzitym béhem SPE extrakce. To znamena, ze molekula tiotropia mize byt jinak
ionizovana v methanolu, v mobilni f4zi a jinak v elu¢nim ¢inidle. Pokud by tato ionizace
nebyla zohlednéna, vytézek by byl nepravdivy. V idedlnim pfipadé by vytézek mél byt
100 %, avSak v praxi dochazi béhem Upravy vzorku ke ztratam. Je tedy bézné, ze vytézek
je niz$i. OvSem vlivem matrice nebo necistot mize naopak dojit ke zvyseni vytézku.

V této praci byly také zmeétfeny dva vzorky od pacienta, ktery zacal tiotropium
uzivat jednou denné. Jeden ze vzorki byl odebran 5. den a druhy ze 7. den od pocatku
uzivani tiotropia. Prvni ze vzorkd byl zméfen, ale koncentrace analytu nemohla byt
stanovena, protoze hodnota se nachazela pod limitem kvantifikace (100+1,4 pg/ml).
Druhy ze vzorkll obsahoval koncentraci tiotropia 209,2 pg/ml. Pii pravidelném
inhalovani tiotropia by mélo byt dosazeno rovnovazného stavu 7. den od zac¢atku uzivani.
[3] [16] Jak jde vidét, 5. den uzivani nebylo rovnovahy dosazeno. Nicméné, ve druhém

vzorku (tedy 7. den uzivani) byla stanovena koncentrace tiotropia, ktera byla v rozsahu
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kalibraéni kiivky. Lze tedy fici, ze tato metoda je aplikovatelna na stanoveni koncentrace
tiotropia v moci u pacientu.

Toto stanoveni ma vsak i své uskali. Pitny rezim u pacientt je rizny a podle toho
se tiotropium muze vylucovat rychleji nebo naopak pomalu. To muze ponekud lékaiam
zkomplikovat rozhodovani pfi apravé davkovani 1éCiva. Z toho divodu je v planu najit
vhodny marker, ktery by byl v moc¢i taktéz ovlivnény pitnym rezimem. Kombinace nové
vyvinuté metody a stanoveni zminéného markeru by pomohla lékaiim snadnéji
upravovat davkovani tiotropia a nastavit tak lépe pacientim 1é¢bu. Soucasné by si 1ékari

touto metodou také ovéfili, zda pacient dodrzuje stanovenou lécbu.
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8 Zavér

Cile, které byly stanoveny prfed vypracovanim této prace, se podafilo splnit. Byla
vypracovana reserse o tiotropiu, kapalinové chromatografii a hmotnostni spektrometrii,
metodach upravy vzorka a validaci. Dale byla zavedena metoda na stanoveni tiotropia
v lidské moci pomoci LC/MS. Metoda spliiuje parametry validace a ziskana data touto
metodou jsou tedy precizni a pravdiva. Byly také zméfeny dva pacientské vzorky, ve
kterych byla koncentrace tiotropia stanovena, nebo alesponi detekovana. Zavérem lze fici,
ze byla zavedena nova LC/MS metoda s vyuzitim SCX faze, diky které lze spolehlivé
stanovit koncentraci tiotropia v lidské moci, jejiz odbér pacienta nezatézuje. V budoucnu
je v planu tuto metodu rozsifit o stanoveni dalsi latky, kterd by odpovidala pitnému
rezimu pacienta. Tato rozsifena metoda by 1ékaiim poskytla vhodny nastroj pro ovéreni,

zda pacient dodrzuje stanovenou l1écbu.
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