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POVZETEK

V okviru diplomskega dela smo razvili obcutljivo, to¢no in natanéno metodo za
dolo¢evanje bisoprolola v c¢loveski plazmi. Eksperimentalni del je obsegal razvoj in
optimizacijo ekstrakcijskega postopka ter optimizacijo kromatografskih pogojev. Kon¢ni
postopek temelji na tekocdinski kromatografiji, sklopljeni s tandemsko masno
spektrometrijo, saj z uporabo fluorescentnega detektorja nismo dosegli Zelene
selektivnosti. 1zmed preizkusenih naéinov ekstrakcije (tekoce-tekoce, na trdnih nosilcih in
obarjanje proteinov) je najboljse rezultate dal postopek z ekstrakcijo na trdnih nosilcih
Strata X-C in uporabo metoprolola kot internega standarda. Kromatografsko separacijo
smo izvedli na reverzno fazni koloni Kinetex C18 (50 x 2,1 mm; 2,6 um). Mobilna faza je
bila sestavljena iz 0,1 % mravlji¢ne kisline v vodi in acetonitrila, pri ¢emer smo zacetni del
organske faze (10 %) postopoma povecevali in tako dosegli najmanj$i mozni Cas analize,
ki je znaSal 2,7 min. Bisoprolol in interni standard smo ionizirali z elektrorazprsevalnim
ionizatorjem, nastavljenim na pozitivni nacin. Izvedli smo multirezidualno analizo in za
kvantitativno doloc¢anje bisoprolola dolo¢ili masni prehod m/z 326,2 — 56,1, masni prehod
m/z 326,2 —116,1 pa nam je sluzil za potrjevanje identitete analita. Interni standard smo
doloc¢ali pri masnem prehodu m/z 268,2 — 116. Pomembnejsi del naloge je obsegala
validacija metode s standardnimi raztopinami bisoprolola in ekstrahiranimi plazemskimi
standardi. Pri vrednotenju pridobljenih rezultatov smo se ravnali po smernicah za
validacijo bioanalitske metode Ameriske agencije za hrano in zdravila. Metoda je bila v
obmocju linearnosti 1-150 ng/mL to¢na (94,5-105,5 %) in ponovljiva s koeficientom
variacije 3,4-10,6 %. lzkoristek ekstrakcije iz plazme je bil konstanten in je znasal od 88,1
do 99,1 %. Bisoprolol je bil v plazemskih vzorcih in metanolu stabilen, prav tako ni bilo
zaznati pomembnejSega ucinka matrice. Z optimiziranim in validiranim postopkom smo
uspesno dolocili plazemske koncentracije bisoprolola pri 14 bolnikih v §tirih razli¢nih

¢asovnih tockah po per os aplikaciji zdravila z bisoprololijevim fumaratom.

Kljucne besede: bisoprolol, teko¢inska kromatografija, masna spektrometrija, ekstrakcija

na trdnih nosilcih, plazemski vzorci.
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ABSTRACT

A sensitive, accurate and precise method was developed and validated for quantification of
bisoprolol in human plasma. In experimental part, the optimization of sample preparation
techniques and chromatographic conditions is described. The final method employed a
state-of-the-art liquid chromatography-tandem mass spectrometry, since the selectivity of
optimized method using fluorescence detector was not satisfactory. Several strategies for
preparation of plasma samples were evaluated including liquid-liquid extraction, solid
phase extraction and protein precipitation. Best sample clean-up was achieved by solid
phase extraction with a mixed-mode column Strata X-C and metoprolol was used as the
internal standard. Chromatographic separation was performed on a Kinetex C18 column
(50 mm x 2.1 mm, 2.6 um) using a gradient mixture of acetonitrile and water (containing
0.1 % formic acid) as a mobile phase at flow rate of 0.65 mL/min. Protonated analytes
were detected in multiple reaction monitoring mode. The mass transition ion-pair was as
follows: m/z 326.2 — 56.1 for quantification of bisoprolol, m/z 326.2 — 116.1 for
bisoprolol qualifier ion and m/z 268.2 — 116 for metoprolol. One of the most important
aspects of our work was method validation, which was achieved by analyzing spiked
plasma samples (standards for the calibration curve and quality control samples).
Moreover, selectivity towards endogenous species was demonstrated by analyzing blank
plasma and monitoring bisoprolol quantifier ion. The method validation procedure was
based on the recommendations by the United States Food and Drug Administration.
Calibration curve was linear over wide range from sub- to over-therapeutic concentration
in plasma (1-150 ng/mL). Intra- and inter-day coefficient of variation was less than 10.6 %
and accuracy ranged from 94.5 % to 105.5 %. Recovery was reproducible and ranged from
88.1 % t0 99.1 % and an absence of significant matrix effect was confirmed. The validated
method was successfully applied to plasma samples obtained from 14 cardiovascular

patients under treatment with 1.25 mg to 10 mg of bisoprolol fumarate per day.

Keywords: Bisoprolol; Liquid chromatography; Mass spectrometry; Solid phase extraction;

Plasma samples
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avtomatski vzorc¢evalnik (automatic liquid sampler)

kemijska ionizacija pri atmosferskem tlaku (atmospheric-pressure chemical
ionization)

anatomsko-terapevtsko-kemicna klasifikacija zdravil

bisoprolol

koncentracija

kemijska ionizacija (chemical ionization)

maksimalna koncentracija v plazmi

koeficient variacije

detektor z nizom diod (diode array detector)

etilendiamintetraocetna kislina (ethylenediaminetetraacetic acid)
elektronska ionizacija (electron ionization)

elektrorazprSevalna ionizacija (electrospray ionization)

obstreljevanje s hitrimi elektroni (fast atom bombardment)

AmeriSka agencija za hrano in zdravila (Food and Drug Administration)
fluorescentni detektor

masna spektrometrija s Fourierjevo transformacijo (Fourier transform mass
spectrometry)

plinska kromatografija (gas chromatography)

tekocinska kromatografija visoke loc¢ljivosti (high-performance liquid
chromatography)

interni standard

tekocinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo
tekocCinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo
spodnja meja dolocljivosti (lower limit of quantification)

meja zaznavnosti (limit of detection)

utezni odstotek

volumski odstotek

razmerje med maso in nabojem
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MALDI

ME
MF
MRM
MS
NYHA
PMT
PS

QC
QCH
QCL
QCwm

Re
rpm
sd
SPE
SPME
SS1
SS2

TFA
tmax
TOF
UHPLC

Wi
WS

ionizacija v matrici z lasersko desorpcijo (matrix-assisted laser
desorption/ionization)

ucinek matrice (matrix effect)

mobilna faza

multirezidualna analiza (multiple reaction monitoring)

masni spektrometer

New York Heart Association

fotopomnozevalka (photomultiplier)

primarna osnovna raztopina

kvadrupol ali masni filter

kontrolni vzorec (quality control)

kontrolni vzorec pri visoki koncentraciji

kontrolni vzorec pri nizki koncentraciji

kontrolni vzorec pri srednji koncentraciji

determinacijski koeficient

izkoristek ekstrakcije (recovery)

obrati na minuto (revolutions per minute)

standardni odklon

ekstrakcija na trdnem nosilcu (solid phase extraction)
mikroekstrakcija na trdnem nosilcu (solid phase microextraction)
sekundarna osnovna raztopina 1

sekundarna osnovna raztopina 2

temperatura

trifluoroocetna kislina (trifluoroacetic acid)

¢as, pri katerem je doseZena maksimalna koncentracija v plazmi

masni analizator na Cas preleta ionov (time-of-flight)

tekoCinska kromatografija ultra visoke locljivosti (ultra high performance

liquid chromatography)
regresijska utez

delovna raztopina
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1 UVOD

Bisoprolol spada med pogosteje predpisane u¢inkovine za zdravljenje kardiovaskularnih
obolenj. Za namene, kot so dolo¢evanje farmakokineticnih parametrov ali terapevtsko
spremljanje koncentracij, potrebujemo zanesljivo metodo za dolo¢evanje u¢inkovine v
plazmi. Pri izbiri analizne metode in naértovanju postopka je bistvenega pomena narava
analizirane spojine, zato bomo v zacetku teoreticnega dela naloge najprej predstavili

nekatere pomembnejse lastnosti in znacilnosti naSega analita bisoprolola.

1.1 LASTNOSTI ANALITA

1.1.1 FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI

Bisoprolol je mednarodno nelastni$ko ime za spojino (x)-1-{4-[(2-izopropoksietoksi)metil]
fenoksi}-3-(izopropilamino)propan-2-ol, v farmaciji pa uporabljamo predvsem sol s
fumarno kislino (slika 1). Na podroc¢ju lipofilnosti se nahaja na sredini med predvsem
lipofilnimi in predvsem hidrofilnimi B-blokatorji z logP 1,87 (eksperimentalno dolo¢ena
vrednost v sistemu oktanol-voda) (1, 2). PomembnejSe fizikalno-kemijske lastnosti so

prikazane v preglednici 1.

CH,
o~ "”“‘“H"““CH
OH HOOCGC-,
m 1,’2 ﬁH
N/ HC
S
COOH
o O s
CH

Slika 1. Struktura bisoprololijevega hemifumarata (1).

Preglednica 1

Fizikalno-kemijske lastnosti bisoprololijevega hemifumarata (2, 3)

Kemijska formula  CigH31NO4 - %4(C4H404)
Molekulska masa 383,48 g/mol
pKa (bisoprolol) 9,5

Topnost  Zelo lahko topen v vodi in metanolu, lahko topen v kloroformu,
ledoctu in etanolu, tezko topen v acetonu in etil acetatu

Temperatura talisca 101 °C

Izgled  Bela kristalini¢na snov
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1.1.2 KLINICNI PODATKI

Bisoprolol uvrséamo med selektivne zaviralce adrenergi¢nih receptorjev 1 (ATC oznaka
C07ABOQ7). Pri nas je registriran za zdravljenje stabilnega kroni¢nega srénega popuséanja,
arterijske hipertenzije in koronarne sréne bolezni (angine pektoris) (4). U¢inkovina je na
voljo v filmsko oblozenih tabletah za peroralno uporabo, ki vsebujejo, odvisno od zdravila,
od 1,25 do 10 mg bisoprololijevega fumarata (Borez®, Byol®, Cardiol®, Concor®,
Concor COR"), registrirane pa so tudi kombinacije bisoprolola z acetilsalicilno kislino
(Concorasa®™) in hidroklortiazidom (Lodoz®) (5). Obi¢ajni odmerek za zdravljenje
hipertenzije in koronarne sréne bolezni je 5 mg bisoprololijevega fumarata enkrat na dan,
ki ga lahko povecamo na 10 mg na dan, maksimalni priporo¢en odmerek pa znasa 20 mg
na dan (6). Zdravljenje kroni¢nega srénega popuscanja zahteva fazo titracije. Predlagani
zacetni odmerek je 1,25 mg enkrat na dan, ki se poveca na do 10 mg enkrat na dan v

intervalu dveh ali ve¢ tednov (7).

1.1.3 FARMAKODINAMICNE LASTNOSTI

B-adrenergi¢ni receptorji so po definiciji s proteinom G sklopljeni receptorji, na katere se
fiziolosko vezejo kateholamini, zlasti noradrenalin in adrenalin, stimulacija receptorja pa
je bolj izrazena pri uporabi sinteznega izoproterenola kot adrenalina” (8). Bisoprolol
deluje selektivno zaviralno na B; tip receptorjev, ki se nahajajo pretezno v srcu in ledvicah.
To povzro€i upo€asnitev srénega utripa in zmanjs$anje krc¢ljivosti ter posledicno zmanjsanje
porabe Kisika v sréni mi$ici. Kot mozni mehanizem antihipertenzivnega u¢inka navajajo
tudi zmanjsanje plazemske aktivnosti renina zaradi zaviranja adrenergi¢nih receptorjev B

v ledvicah (6, 9).

Paradoksalno se B-blokatorji uporabljajo tudi za zdravljenje srénega popuscanja, Ceprav
obstaja na zacetku zdravljenja nevarnost poslabsanja (zato je potrebno zaceti z nizkimi
odmerki). B-blokatorji zmanjsajo brazgotinjenje tkiva v sréni misici, ki se lahko pojavi pri
dolgotrajni bolezni srca in upocasnjujejo sréno frekvenco ter tako izboljsajo polnjenje
prekatov in s tem funkcijo srca. Rezultati ve¢ klini¢nih Studij (10-12) so pokazali
izboljsanje simptomov, ventrikularne funkcije in funkcijskega statusa po klasifikaciji
NYHA (New York Heart Association) ter na splosno visje prezivetje bolnikov na terapiji z

bisoprololom.
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1.1.4 FARMAKOKINETICNE LASTNOSTI

Bisoprolol ima priblizno enako izrazene hidrofilne kot lipofilne lastnosti, kar mu daje
ugoden farmakokineti¢ni profil — se dobro absorbira in ima hkrati dovolj dolg razpolovni
Cas, da se lahko jemlje enkrat na dan. Glavni farmakokineti¢ni parametri so povzeti v

preglednici 2.

Preglednica 2
Farmakokinetika bisoprolola (1)

Stopnja absorpcije > 90 %
Predsistemski metabolizem <10 %
Bioloska uporabnost 90 %
Cmax ~ 50 ng/mL?
tmax 2-3h
Razpolovna doba v plazmi  10-12 h
Metabolizem 50 % v jetrih do neaktivnih presnovkov
50 % v nespremenjeni obliki
Izlo¢anje 95 % preko ledvic
2 % z blatom
Ledvicni o¢istek 140 mL/min
Volumen porazdelitve 3,21 L/kg
Vezava na plazemske proteine ~ 30 %
Prehod Cez placento da
Prehod v mleko da

%10 mg/dan, stacionarno stanje.

Kinetika bisoprolola je linearna in ni odvisna od starosti bolnika. Pri¢akovane plazemske
koncentracije znaSajo od 6 ng/mL (pri zaCetnem odmerku 1,25 mg na dan) do 101 ng/mL
(pri maksimalnem odmerku 20 mg na dan). Terapevtske koncentracije pri dozi 10 mg na
dan znasajo od 10 do 50 ng/mL (1). Pri bolnikih s kroni¢nim srénim popuséanjem (III.
funkcijski razred po NYHA) so v primerjavi z zdravimi prostovoljci ravni bisoprolola v
plazmi vi§je in razpolovni Casi daljSi. Najvelja plazemska koncentracija v stanju
dinami¢nega ravnovesja znasa pri teh bolnikih pri odmerku 10 mg na dan 64 + 21 ng/mL,

razpolovni ¢as pa 17 = 5 ur (7).
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1.2 ANALIZA UCINKOVIN V BIOLOSKIH VZORCIH

V nadaljevanju se bomo osredotoc€ili na metode, s katerimi kvalitativno in kvantitativno
dolo¢ujemo ucinkovine in njihove metabolite v bioloskih vzorcih. Veljavna in zanesljiva
bioanalizna metoda je pomemben del dolo¢evanja farmakokineti¢nih parametrov pri
razvoju novih zdravil, ¢edalje vecji pomen pa pridobiva tudi terapevtsko spremljanje
koncentracij ucinkovin. Z analizo spojin v bioloskih vzorcih se sreCujemo tudi na

podro¢jih kot sta forenzika in toksikologija ter pri kontroli dopinga v $portu (13).

Beta-blokatorji so s strani Mednarodnega olimpijskega komiteja prepovedani pri nekaterih Sportih,
pri katerih se zahtevata natanc¢nost in mirna roka (na primer lokostrelstvo in streljanje s pusko),

zlorabljajo pa se tudi za zmanjSevanje treme pred nastopom (9).

Vzorci Cloveskega ali Zivalskega izvora so izredno kompleksne narave, taréni analit pa je v
njih pogosto prisoten v zelo nizkih koncentracijah. Vecina analiznih naprav ne prenese
neposrednega nanosa odvzete tekocine ali tkiva, zato je pred samo analizo nujna ustrezna
priprava oziroma obdelava vzorca, med katero izoliramo in koncentriramo analit. Analitski
proces na splosno vklju¢uje pet korakov: vzor¢enje, pripravo vzorca, separacijo, detekcijo

in analizo podatkov (14).

1.2.1 BIOLOSKI VZORCI

Biolosko matrico lahko predstavljajo razli¢ne telesne tekocine in tkiva, najpogosteje pa so
to plazma (kri brez krvnih celic), serum (kri brez krvnih celic, fibrinogena in nekaterih
drugih faktorjev strjevanja krvi) in urin. Koncentracija uéinkovin in njihovih metabolitov
je obicajno vi§ja v urinu, zato ga pogosteje odvzemamo pri odkrivanju snovi, ki normalno
niso prisotne v telesu, na primer nedovoljene droge ali razni strupi. Problematika urinskih
vzorcev se kaze v veliki vsebnosti motecih snovi in visoki variabilnost v sestavi matrice
(razlicne vrednosti pH in ionske moci, razlicna vsebnost aminokislin, proteinov, bakterij,
glukoze, soli ...). Koli¢ina in koncentriranost urina sta odvisni od vrste dejavnikov, kot so
hidracija preiskovanca, soCasne bolezni (predvsem ledvic) in jemanje dolocenih zdravil,
zaradi Cesar je kvantifikacija spojin v urinu problemati¢na. Plazma ima v primerjavi z
urinom bolj konstantno sestavo in se med drugim uporablja za analizo v farmakokineti¢nih
Studijah ter pri terapevtskem spremljanju koncentracij u¢inkovin. Dolo¢evanje u¢inkovin v

plazmi in serumu lahko motijo predvsem proteini, fosfolipidi in razne soli (13, 15).
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Bisoprolol se v plazmi nahaja v dveh oblikah: v prosti obliki, ki je odgovorna za
farmakoloski ucinek in se tudi metabolizira, ter vezan na plazemske proteine. V vezani
obliki ga je priblizno 30 % in se kot rahlo bazi¢na spojina veze predvsem na Kisli
a-1 glikoprotein (1). Med pripravo vzorca obicajno porusimo vezi med ucéinkovino in
plazemskimi proteini. Rezultati bioanalitskih metod se tako nanasajo na celokupno
koncentracijo spojine v plazmi ali serumu in so neodvisni od stopnje vezave u¢inkovine na

proteine (13).

1.2.2 PRIPRAVA VZORCA

Ustrezna priprava vzorca je bistvenega pomena za uspesno izvedbo metode. Po nekaterih
ocenah (13, 15, 16) zahteva do 80 % casa, ki ga porabimo v analitskem laboratoriju in

predstavlja 60—70 % stroskov laboratorija. Glavni cilji priprave vzorca so (13):

= odstranitev mote¢ih komponent matrice (proteinov, soli, kislin, baz in drugih
organskih snovi, predvsem tistih, ki imajo podobne lastnosti kot analit);
= Kkoncentriranje analita z namenom izboljSanja meje zaznavnosti in dolo¢ljivosti;

= prenos analita iz matrice v topilo, ki je primernejse za injiciranje v analitski sistem.

1.2.2.1 Obarjanje proteinov

Obarjanje je eden pogostejSih nacinov odstranjevanja proteinov iz bioloske matrice in Se ga
posluZzujemo predvsem takrat, kadar na§ vzorec predstavljata plazma ali serum. Ta
vsebujeta okrog 8 % (m/m) proteinov, ki bi se lahko adsorbirali na kromatografske kolone,
jih masili in motili njihovo delovanje. Postopek je relativno enostaven in hiter: plazmi ali
serumu dodamo obarjalni reagent, centrifugiramo in za nadaljnjo analizo uporabimo
supernatant, Ki je brez proteinov. Kot obarjalni reagent najpogosteje uporabljamo organska
topila, ki se meSajo z vodo, predvsem acetonitril in metanol, ki imata poleg dobrega
meSanja s plazmo in serumom tudi ustrezno kompatibilnost z obi¢ajnimi HPLC mobilnimi
fazami. Prekomerno redéenje vzorca je nezazeleno, saj zviSuje mejo zaznavnosti in
dolocljivosti. Iz preglednice 3 lahko razberemo, da z razmerjem topilo:plazma = 2:1
obiajno odstranimo ¢ez 98 9% proteinov. Eden mocnejSih obarjalnih reagentov je
trikloroocetna kislina (CCI;COOH) (0,1 g/mL), ki pa lahko povzro¢i nevSecnosti
(zmanjsanje izkoristka) pri spojinah, ki so slabse topne v kislem. Nizek izkoristek se lahko

pojavi tudi zaradi soobarjanja u¢inkovine s plazemskimi proteini (13).
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Preglednica 3
Ucinkovitost nekaterih obarjalnih reagentov glede na razmerje topilo:plazma (13)

Volumen dodanega obarjalnega reagenta na volumen plazme

0,2 1,0 2,0
Obarjalni reagent Uc¢inkovitost obarjanja [%]
Acetonitril 13,4 97,2 99,7
Aceton 1,5 96,2 99,4
Metanol 17,6 73,4 98,7
CCI3COOH (0,1g/mL) 99,7 99,5 99,8
ZnSO4-NaOH 41,1 94,2 99,3

1.2.2.2 Ekstrakcija tekoce-tekoce

Ekstrakcija tekoce-tekoce je "postopek priprave vzorca pred analizo, ki temelji na
locevanju njegovih komponent glede na porazdelitev med dve tekocini, navadno vodno
raztopino in organsko topilo, ki se ne mesata" (8). Zmes (obic¢ajno) vodnega vzorca in
organskega topila najprej intenzivno stresamo, pri ¢emer analit prehaja v organsko fazo.
Fazi ponovno lo¢imo s centrifugiranjem, izoliramo organsko fazo, odparimo topilo in

preostanek raztopimo v topilu, ki je kompatibilno s kromatografskim sistemom.

Pri nevtralnih spojinah je izkoristek ekstrakcije odvisen predvsem od porazdelitvenega
koeficienta spojine med organsko in vodno fazo. Ucinkovine z bazi¢nimi in kislimi
funkcionalnimi skupinami pa v vodnem mediju disociirajo, zato moramo za uspes$no
ekstrakcijo upostevati tudi pKa analita. pH vodne faze uravnamo na vrednost, ki se od pKa
vrednosti analita razlikuje za vsaj dve enoti — pri kislih spojinah mora biti ta za dve enoti
niZzja od pKa analita, pri bazi¢nih pa za dve enoti vi§ja. Na tak nacin doseZemo, da je
> 99 % spojine v neionizirani obliki in tako brez vedjih izgub preide v organsko fazo. Ce
je potrebno, necistote iz organske faze odstranimo Se s povratno ekstrakcijo. Bazicne
uéinkovine pri tem iz organske faze ekstrahiramo nazaj v kislo vodno raztopino, kisle

uc¢inkovine pa v bazi¢no. Nevtralne hidrofobne necistote ostanejo v organski fazi (13).

Slabo stran ekstrakcije tekoce-tekoce predstavljajo poraba velike koli¢ine organskih topil,
Ki so pogosto zdravju in okolju skodljiva ter veliki volumni vzorcev. Sam postopek je tudi
relativno zamuden in ga je teZje avtomatizirati, zato se v zadnjem Casu pogosteje izvajata

ekstrakcija na trdnem nosilcu in obarjanje proteinov (14).
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1.2.2.3 Ekstrakcija na trdnem nosilcu

Ekstrakcija na trdnem nosilcu (SPE) je "postopek ciscenja ali koncentriranja vzorca pred
analizo, pri cemer se v raztopljenem vzorcu Zeleni analit loci od drugih komponent glede
na razlicno afiniteto do trdne stacionarne faze"” (8). V primerjavi s klasi¢no ekstrakcijo

tekoCe-tekoce ima vec prednosti (14, 17):

v

» vi§ji izkoristki in bolj u¢inkovito koncentriranje;

* manjSa poraba organskih topil;

= potrebujemo manj vzorca (od 10 uL pri uporabi p-elucijske ploscice);
* nimamo tezav s penjenjem ali tvorbo emulzij:

= kraj$i ¢as priprave vzorca;

* enostavnejSe rokovanje in vecja robustnost;

* manj tezav z labilnimi vzorci;

* lazja avtomatizacija.

Stacionarno fazo predstavljajo porozni delci na silikatni ali polimerni osnovi, ki imajo na
povrsini veliko Stevilo funkcionalnih skupin, odgovornih za zadrzevanje spojin v koloni.
Nahaja se v obliki raznovrstnih produktov za izvajanje SPE, kot so polipropilenske ali
steklene kartuse v obliki injekcijske brizge (slika 2), plos¢ice s 96 vdolbinicami in
ekstrakcijski diski (14).

Obicajno pri ekstrakciji na trdno stacionarno fazo adsorbiramo analit, medtem ko motece
komponente matrice ste¢ejo iz kolone skupaj s topilom. Druga moznost je, da na trdno
stacionarno fazo adsorbiramo mote¢e komponente matrice. Tako postopamo predvsem
takrat, ko imamo v vzorcu prisoten analit v visokih koncentracijah, kar pa je v bioanalitiki
redko (18).

e
«— Kolona
Stacionarna faza —4» Kalcinirana diska
v

Slika 2. Primer SPE kartuse.
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V splosnem sestoji postopek ekstrakcije v koloni iz naslednjih korakov:

Predpriprava vzorca
Priprava kolone
Nanos vzorca
Spiranje kolone

Susenje kolone

© ok~ 0w N e

Elucija analita

V koraku predpriprave vzorca poskrbimo, da se bo analit ustrezno vezal na stacionarno
fazo. Ce imamo, na primer, ob uporabi reverzno-fazne SPE vzorec raztopljen v organskem
topilu, lahko z dodatkom ustrezne koli¢ine vode povecamo vezavo analita na adsorbent.
Podobno z uravnavanjem pH vrednosti vzorca kontroliramo vezavo ionizirajo¢ih analitov.
Priprava kolone (kondicioniranje) je obi¢ajno sestavljena iz omocenja adsorbenta in
ekvilibracije. Za omocenje kolone najpogosteje uporabljamo metanol in je Se posebej
pomembno pri silikatnih trdnih fazah. Z omocenjem aktiviramo funkcionalne skupine
adsorbenta in poveamo moznost interakcij z analitom, kar je pomembno za dober
izkoristek ekstrakcije. Ostanek topila v stopnji ekvilibracije odstranimo s topilom, ki ima
podobno polarnost in pH kot matrica vzorca — najpogosteje sta to voda ali pufer. Nanos
vzorca mora slediti nemudoma, da se kolona ne izsusi. Sledi spiranje preostalih motec¢ih
komponent matrice (obi¢ajno z metanolom in/ali pufrom) in suSenje. Zadnji korak je
elucija analita, pri ¢emer z ustreznim eluentom razbijemo interakcije analita s stacionarno
fazo in ga tako sprostimo iz kolone. Konéna raztopina (eluat), ki jo zbiramo lo¢eno,
vsebuje topilo, analit in neodstranjene necistote. Postopku obicajno sledi odparevanje
topila in rekonstitucija analita v ustrezni mesanici topil, v nekaterih primerih pa lahko eluat

prenesemo neposredno na analizno napravo (13, 16).

SPE lahko glede na vrsto polnila v grobem razdelimo na tri tipe: reverzno fazno z
nepolarno stacionarno fazo; normalno fazno s polarno stacionarno fazo in ionsko
izmenjevalno s pozitivno ali negativno nabitimi verigami stacionarne faze. Kratka

primerjava omenjenih na¢inov izvedbe SPE je prikazana v preglednici 4.
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Preglednica 4

Nacini izvedbe SPE glede na tip adsorbenta (13, 16)

SPE:

Reverzno fazna

Normalno fazna

lonsko izmenjevalna

Analiti

Nepolarni ali srednje

polarni

Polarni

Negativno nabiti ali kisline
(anionski izmenjevalec),
pozitivno nabiti ali baze

(kationski izmenjevalec)

Tip interakcij

Hidrofobne (nepolarno-
nepolarno, van der

Waalsove), n-nt

Hidrofilne (polarno
polarno, H-vezi,
(induciran) dipol-
dipol)

lonske

Funkcionalne
skupine

adsorbenta

C18, C8, C2, cikloheksil,
fenil, polimeri iz
divinilbenzena in N-

vinilpirolidona

Silikagel,
cianopropil,
aminopropil,

magnezijev silikat

— NR3" (mo¢ni anionski),
— NH;" (8ibki anionski),
—SO3  (mocni kationski),

— COO" (8ibki kationski)

Medij vzorca

Vodni, pufer z nizko

ionsko mocjo

Nepolarna
organska topila
(npr. heksan)

Voda, pufer z nizko ionsko
mocjo; pH v katerem je

analit v ionizirani obliki

Elucija

MeOH/voda, MeCN/voda

MeOH, etil acetat,
aceton, MeCN

Nevtralizacija naboja
analita, raztopine soli z
visoko ionsko mocjo,
deaktivacija Sibkega

izmenjevalca

Mesana ionsko izmenjevalna SPE ("mixed-mode” SPE) v eni koloni zdruzuje reverzno
fazni in ionsko izmenjevalni nacin ekstrakcije. S tem nacinom lahko lo¢imo nevtralne,
kisle in bazi¢ne spojine, idealno pa je, da ima analit tako hidrofobna podroc¢ja kot tudi
nabite funkcionalne skupine. Prednost metode je v tem, da lahko kolono spiramo s pufrom,
ki bo odstranil polarne necCistote in z metanolom, saj je na$ analit vezan tudi z ionskimi
interakcijami, na katere metanol ne deluje. Tako se znebimo tudi nepolarnih nevtralnih

necistot, s ¢imer dobimo po tem postopku zelo Cist ekstrakt (18).
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1.2.2.4 Novejsi pristopi k pripravi vzorcev

Trendi priprave vzorcev v bioanalitiki se nagibajo k razvoju metod, ki zahtevajo ¢edalje
manjSe koli¢ine vzorca in topil, omogocajo avtomatizacijo in "on-line" izvedbo z
analitinimi instrumenti, so visoko zmogljive in zahtevajo ¢im manj Casa, nizajo pa se tudi
zahtevane meje zaznavnosti in dolocljivosti (14). V nadaljevanju navajamo nekaj primerov

pogostejsih in ze uveljavljenih metod in tehnik.

Priprava vzorcev na ploscicah s 96 vdolbinicami (""96-well plates™)

Uvedba p-elucijskih ploséic s 96 vdolbinicami je mo¢no skrajSala ¢as priprave vzorcev in
minimalizirala potrebne volumne vzorca ter porabo topil. Plos¢ice omogocajo visoko
zmogljivostno analizo vzorcev in se uporabljajo predvsem za SPE in obarjanje proteinov,
razvili pa so tudi ze plos€ice s 96 vdolbinicami za ekstrakcijo tekoce-tekoce (14, 19).
Novejse p-elucijske ploscice s SPE adsorbenti omogoc¢ajo nanos od 10-750 pL vzorca,
medtem ko lahko analit eluiramo z zelo nizkimi volumni topila — tudi do 25 pL in tako do
15-krat povecamo koncentracijo analita v vzorcu. Prednost omenjenih ploscic je tudi v
tem, da lahko zaradi visoke koncentracijske sposobnosti izpustimo korak susenja in

rekonstituiranja ter eluat prenesemo neposredno na analizni instrument (20).

Mikroekstrakcija na trdnem nosilcu (*'solid phase microextraction' — SPME)

SPME se najpogosteje uporablja za ekstrakcijo hlapnih spojin predvsem iz vodnih vzorcev.
Trdno fazo predstavljajo silikatna mikrovlakna, prevleena z razli€nimi tipi polimerov.
Vlakno je v posebni injekcijski brizgi pritrjeno v igli in ga lahko pomikamo gor in dol
(pomoc¢imo v vzorec), kar omogoc¢a izvedbo priprave vzorca v enem samem koraku.
Prednost metode je tudi v tem, da se pri sklopitvi s plinskim kromatografom izognemo
porabi topil, saj lahko analit z vlakna desorbiramo tudi termi¢no neposredno v GC

injektorju (21).
"On-line™ SPE

Pri t. i. "on-line" izvedbi je kolona s SPE adsorbentom vgrajena v kromatografski analizni
sistem med avtomatski injektor in separacijsko kolono. Prednosti tehnike so hitrost in
moznost popolne avtomatizacije, visoka obcutljivost zaradi koncentriranja vzorca pred
separacijsko kolono ter nizka cena ekstrakcije na posamezen vzorec. Slaba stran postopka
pa je, da zahteva sistem za te namene precej zahtevno konfiguracijo ventilov, ¢rpalk in

kolon, pozorni pa moramo biti tudi na kompatibilnost uporabljenih topil (19, 20).

10
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1.2.3 SEPARACIA IN DETEKCIJA

Za locevanje manjSih molekul v bioloSki matrici se najpogosteje posluzujemo
kromatografskih tehnik. Glavni princip kromatografije je porazdeljevanje analita med dve
fazi — mobilno in stacionarno — na podlagi razlik v fizikalno-kemijskih lastnostih (15).
Glede na mobilno fazo lo¢imo plinsko (GC) in teko¢insko (LC) kromatografijo, v
nadaljevanju pa se bomo osredotocili predvsem na priljubljeno tekoc¢insko kromatografijo

visoke loc¢ljivosti oziroma krajse HPLC ("high-performance liquid chromatography).

1.2.3.1 Tekoc¢inska kromatografija visoke locljivosti

HPLC je "tekocinska kromatografija, ki ¢rpa mobilno fazo pod visokim tlakom" (8). Srce
sistema predstavlja jeklena separacijska kolona dolZzine 5-25 cm in premera 4,6 mm, Ki je
obi¢ajno napolnjena s stacionarno fazo iz silikatnih delcev premera 5 um. Crpalka
zagotavlja konstanten pretok mobilne faze skozi kolono, na koncu katere analiti lo¢eno
prihajajo na detektor. Tipi¢ni pretok skozi kolono znasa 0,5-2 mL/min, povratni tlak pa
zaradi majhnosti delcev stacionarne faze doseze visoke vrednosti, obi¢ajno 30-300 barov
(3-30 MPa). Danasnji sistemi so opremljeni z avtomatskimi vzorcevalniki, Ki injicirajo
raztopino vzorca pod visokim tlakom v tok mobilne faze tik pred vstopom v kolono, pri
¢emer so obi¢ajni volumni injiciranja 5-100 pL. Odziv detektorja ob koncu kolone se s

pomocjo racunalniSskega programa pretvori v kromatogram (13).

Vet kot 90 % vseh HPLC analiz predstavlja reverzno fazna HPLC, Ki je najprimernejsa
za zmerno polarne in nepolarne analite. Stacionarna faza je obicajno sestavljena iz
silikatnih delcev, ki imajo na povr$ini hidrofobne funkcionalne skupine, kot so oktadecilna
(C18, najbolj hidrofobna), oktilna (C8), fenilna, butilna (C4) in cianopropilna (najmanj
hidrofobna) (13, 15). Silikatne stacionarne faze lahko uporabljamo v pH obmocju 28, saj
pride pri vi§jih oziroma nizjih pH vrednostih mobilne faze do raztapljanja trdne osnove
zaradi razcepa siloksanskih vezi. Omejitvi se lahko izognemo z uporabo stacionarne faze,
ki temelji na organskih polimerih, kot je na primer kopolimer polistirena in divinilbenzena,
ki je stabilen v pH obmocju 1-13 (13). Mobilno fazo reverzno fazne HPLC obicajno
predstavlja vodna faza (pufer) z organskim modifikatorjem (ACN, MeOH, tetrahidrofuran,
izopropil alkohol). S povecanjem odstotka organskega modifikatorja povzro¢imo hitrejso
elucijo hidrofobnih analitov. Slednji se sicer eluirajo iz kolone kasneje kot hidrofilni, saj

tvorijo moc¢nejse hidrofobne interakcije s stacionarno fazo (15).

11
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1.2.3.2 Tekocinska kromatografija ultra visoke locljivosti

UHPLC ("ultra high performance LC") je novejsa kromatografska tehnika, pri kateri so
separacijske kolone napolnjene z delci, manj$imi od 2 um (obi¢ajno 1,7 um), povratni tlak
v sistemu pa je Se visji kot pri HPLC — obi¢ajno od 400 do 1000 barov. Manjsi delci
pomenijo vec¢jo ucinkovitost kolone in posledi¢no tudi vi§jo resolucijo v primerjavi s
tradicionalno HPLC, pri kateri so delci obi¢ajno veliki 5 um. Zaradi manjSega premera
delcev lahko skrajsamo dolZino kolone brez izgube v u¢inkovitosti, ker je optimalni pretok
obratno sorazmeren z velikostjo delcev, pa lahko analizo izvajamo tudi pri hitrejsih
pretokih. Oboje ima za posledico vi§jo hitrost in zmogljivost analize brez izgube v

v

metode (22).

Primerjavo tehnik HPLC-MS in UHPLC-MS so izvajali tudi na skupini B-blokatorjev, pri
¢emer so uporabljali mobilno fazo, sestavljeno iz acetonitrila, TFA in H,O ali D,O. Ob
uporabi UHPLC je bil ¢as analize krajsi, kapacitivnost kolone vi§ja, pri mobilni fazi z D,O

pa so rezultati pokazali tudi vi§je razmerje signala proti Sumu (23).

1.2.3.3 Detektorji

LC detektorji nam dajejo odziv na analit, ki se pretvori v elektri¢ni signal. Odziv je
sorazmeren koncentraciji ali masi spojine v mobilni fazi, kvantifikacija pa poteka na
podlagi povrSine vrha ali njegove viSine. Nekateri izmed pomembnejSih detektorjev v

farmacevtski analizi so navedeni v preglednici 5.

Preglednica 5
Pogostejsi LC detektorji s prikazano mejo zaznavnosti (LOD) in selektivnostjo (13)

Detektor LOD [ng] Selektivnost za spojine

uv 0,1-1,0 Selektiven (kromofor)

Fluorescentni 0,001-0,01  Zelo selektiven (fluorofor)

Elektrokemicni 0,01-1,0 Zelo selektiven (redoks)

Masni spektrometer 0,001-0,01  Selektiven (ionizacija)

Detektor spremembe lomnega koli¢nika 100-1000 Univerzalen

Detektor na sipanje svetlobe 0,1-1,0 Nizko selektiven (nehlapljive
spojine)

12
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UV detektor (na primer tipa DAD) temelji na absorpciji preiskovane spojine v UV (190-
400 nm) in VIS (400-790 nm) obmod¢ju, za kar mora analit v svoji strukturi vsebovati
kromofor oziroma vsaj eno dvojno vez. Zaradi svoje enostavnosti, selektivnosti in
zanesljivosti je med najbolj uporabljenimi detektorji predvsem v kontrolni analizi gotovih
farmacevtskih oblik, za analizo nizkih koncentracij ucinkovin v bioloskih vzorcih pa
pogosto ni dovolj obcutljiv (13). S fluorescentnim detektorjem doseZzemo nizje meje
zaznavnosti, je pa doti¢ni detektor zelo selektiven, saj so naravno fluorescentne spojine
manj Stevilne. Bisoprolol in strukturno sorodni B-blokatorji rahlo fluorescirajo ze brez
derivatizacije in so za analizo na podlagi fluorescence kar primerni. Detekcija poteka tako,
da z zarkom svetlobe dolocene valovne dolzine molekulo najprej privedemo v visje
energijsko stanje (ekscitacija) in nato merimo svetlobo druge, vi§je valovne dolzine, ki jo
molekula oddaja med vracanjem v osnovno energijsko stanje (emisija oziroma
fluorescenca). Oddana fluorescentna svetloba se sipa v vse smeri, vendar jo obicajno
merimo pod kotom 90° glede na ekscitacijsko obsevanje. Fluorescenco tako merimo na
temnem ozadju in s tem zmanj$amo Sum, kar je tudi razlog, zaradi katerega lahko s
fluorescentnim detektorjem dosezemo precej nizke meje zaznavnosti in dolocljivosti
(13, 24).

1.2.4 MASNA SPEKTROMETRIJA

Zaradi izjemne selektivnosti, obcutljivosti in hitrosti analize je masna spektrometrija,
sklopljena s tekocinsko kromatografijo, v bioanalitiki zelo uporabna tehnika in pogosto
tudi najboljsa izbira za izvedbo visoko zmogljivostnih analiz. Z masno spektrometrijo
dosegamo zelo nizke meje zaznavnosti, kar je zaradi Cedalje veCje jakosti novejSih
uéinkovin in poslediéno nizjih koncentracij v plazmi (sreCujemo se tudi s

subnanogramskimi vrednostmi) se posebej pomembno (20).

Da bi si bralec lazje predstavljal, s kako nizkimi koncentracijami imamo opravka v farmacevtskih
analizah, bomo na primeru kocke sladkorja (2,3 g) izracunali, koliko vode potrebujemo, da dobimo
koncentracijo 1 ng/mL:

1,0 ng/mL = 1,0 x 10°° g/L; V (voda) = m (sladkor)/konc. = 2,3 g/1,0 x 10 ° g/L = 2,3 x 10° L

2,3 x 10° L vode vsebuje bazen, ki je globok priblizno 2,5 m, dolg 50 m in Sirok 20 m. Z
analitskimi tehnikami torej zaznamo in merimo koncentracije, ki so tako nizke, kot ¢e bi kocko

sladkorja raztopili v malo ozjem olimpijskem plavalnem bazenu.
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Masna spektrometrija je po definiciji "analizna metoda, ki z merjenjem razmerja med maso
in nabojem molekul ali njihovih fragmentov omogoca dolocanje molekulske mase in

elementne sestave™ (8). Analiza poteka na dragem in sofisticiranem instrumentu, katerega

Crpalka
] N
Vnos | lonskiizvor Masn Detektor Racunalnik
vZOorca : analizator I

osnovna shema je predstavljena na sliki 3.

HPLC/UHPLC  EI, Cl, MALDI, FAB Kvadrupolni

GC [vakuum) lonska past
ESI, APCI TOF
(atmosferskitlak) FTMS

Slika 3. Shema masnega spektrometra (13, 15).

Po kromatografski lo¢bi na GC ali LC koloni vzorec v masnem spektrometru najprej
ioniziramo. Elektrorazprsevalna ionizacija (ESI; "electrospray ionization™) je primerna
za polarne analite s kislimi ali bazi¢nimi lastnostmi in se lahko uporablja za termolabilne
spojine. Poteka pod atmosferskim tlakom in zahteva uporabo lahko hlapne mobilne faze,
saj kapljice topila tekom ionizacije odparimo. Fragmentacija ionov je pri ESI nizka. V
nasem primeru smo izvedli pozitivno ESI, kjer nastanejo kationi (pri proton akceptorjih),
za razliko od negativne ESI, kjer nastanejo anioni (pri proton donorjih). Po ionizaciji
nastali molekularni ioni (molekule, ki so izgubile ali pridobile elektron) in fragmentirani
ioni (razpadli molekularni ioni, ki so ohranili naboj) potujejo v masni analizator, kjer se
lo¢ujejo na podlagi razmerja med maso in nabojem (m/z). Kot detektorji se uporabljajo
pomnozevalne diode, podobne fotopomnozevalki, rezultat pa je masni spekter — graf

intenzitete ionov v odvisnosti od m/z (13, 15).

Za ponovljivo in selektivno kvantitativno analizo spojin v nizkih koncentracijah se §iroko
koristi tandemska masna spektrometrija (MS/MS), ki uporablja trojni kvadrupolni
masni analizator (QQQ, slika 4). V eksperimentalnem delu naloge bomo lahko videli
rezultate, pridobljene z MRM nacinom meritve ("multiple reaction monitoring™). Pri tej
tehniki imamo dva masna filtra — Q1 in Q3. Prvi kvadrupol prehajajo le ioni z izbranim
razmerjem m/z (molekularni ioni analita), ki se nato v kolizijski celici (Q2) ob stiku z

inertnim plinom fragmentirajo na hcerinske ione. Na drugem masnem filtru (Q3) pa ne
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analiziramo vseh moZznih ampak le dolo¢eno vrsto fragmentiranih ionov. Specifi¢ni pari
m/z vrednosti starSevskega (prekurzorskega) in fragmentiranega hcerinskega (produktnega)
iona se imenujejo masni prehodi in pomembno pripomorejo k selektivnosti metode.
Izboljsana je tudi obc¢utljivost, saj z opisano metodo ucinkovito odstranimo ionsko 0zadje
motecih nedistot (25).

Fragmentacija na herinske ione

Selekcija starSevskih Selekcija héerinskih ionov
ionov
)
| |

[ lonskiizvor —————I_I————————T —————————— — ~[ Detektor
Ql Q2 Q3
N, ali Ar

Slika 4. Trojni kvadrupolni masni analizator (13, 25).

1.3 PREGLED RAZISKAV NA PODROCJU ANALITIKE BISOPROLOLA

Bisoprolol so v do sedaj objavljenih raziskavah izolirali in analizirali iz vrste razli¢nih
bioloskih vzorcev, najpogosteje iz plazme (26-37), z namenom kontrole dopinga v $portu
pa tudi iz urina (38—40). Redkeje srecamo metode, razvite za aplikacijo na vzorcih iz polne
krvi (41, 42), nekaj raziskovalcev pa se je iz okoljevarstvenih razlogov ukvarjalo tudi z
odkrivanjem bisoprolola v odpadnih in pitnih vodah (43-45). Bisoprolol so v plazmi
dolocevali kot edini analit (26, 29, 31, 33, 35, 36) ali pa skupaj z drugimi -blokatorji (27,

34) in ucinkovinami za zdravljenje kardiovaskularnih bolezni (28, 30, 32, 37).

Za doloc¢evanja bisoprolola v ¢loveski plazmi so avtorji pri razvoju metod najpogosteje
uporabljali tehnike, kot so HPLC-FLD (27, 36) in HPLC-DAD (28), novejse raziskave pa
se zaradi naraS¢ajocih zahtev po obcutljivosti in zmogljivosti metod posluzujejo predvsem
LC-MS (29, 31, 34) in LC-MS/MS (26, 30, 32, 33, 35, 37). GC-MS je zaradi polarne
amino in hidroksilne skupine B-blokatorjev zahtevnejSa in ¢asovno bolj potratna tehnika,
saj moramo bisoprolol predhodno ustrezno derivatizirati, da mu zmanjSamo polarnost.
GC-MS sicer pogosteje zasledimo v forenziki, kjer se uporablja za zaznavnaje oziroma

""screening” nedovoljenih substanc v urinu (39, 40).
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Izmed nacinov priprave plazemskih vzorcev za analizo smo pri pregledu strokovnih
¢lankov pogosto naleteli na ekstrakcijo tekoce-tekoce (27, 29, 31, 35, 36), ki pa vkljucuje
zamudne postopke susenja topila in zahteva velike volumne vzorcev. Casovno
uc¢inkovitej$i postopek priprave vzorcev je obarjanje plazemskih proteinov, ki je bila
najpogostejsa tehnika v kombinaciji z masno spektrometrijo (30, 32, 33, 37). Vendar pa se
samo z obarjanjem proteinov ne znebimo necistot, kot so lipidi, fosfolipidi in masc¢obne
kisline, kar ima lahko kot posledico nezazelen u¢inek matrice na ionizacijo v MS aparatu.
Bolj ¢iste ekstrakte daje ekstrakcija na trdni fazi, ki pa smo jo zasledili le pri treh
raziskavah (26, 28, 34). V nekaj bioanalitskih metodah doloc¢evanja p-blokatorjev v plazmi
in serumu so se raziskovalci posluzevali modernejsih tehnik, kot so SPME ("solid-phase
microextraction™) (46-48), SPE na p-elucijskih plos¢icah (20) in separacija z UHPLC

kolono (23), vendar med obravnavanimi -blokatorji ni bilo tudi bisoprolola.

Pri¢akovane terapevtske koncentracije bisoprolola v plazmi znaSajo 6-101 ng/mL, pri
bolnikih s kroni¢nim srénim popuséanjem (III. funkcijski razred po NYHA) pa so ravni
bisoprolola v plazmi lahko nekoliko visje (1, 7). Spodnje meje dolocljivosti (LLOQ) metod
preteklih raziskav so bile ustrezno nizke in so znasale z uporabo tehnik HPLC-FLD
5ng/mL (36) oziroma 6,25 ng/mL (27), HPLC-DAD 5 ng/mL (28), najnizje meje
dolo¢ljivosti (LLOQ 0,05 ng/mL (29), 0,1-2 ng/mL (26, 30-33, 35, 37) oziroma 5 ng/mL
(34) ) pa so dosegli z uporabo masne spektrometrije. Zgornja meja linearnosti je pri vecini
metod znasala 100-150 ng/mL (29, 30, 33-35), redkeje pod 70 ng/mL (26, 37), pri
nekaterih pa je segala tudi ¢ez 200 ng/mL (27, 28, 31, 32, 34). Pri uporabi MS najboljse
rezultate kvantifikacije dosegamo z uporabo stabilnega izotopno oznaenega internega

standarda, kar smo zasledili pri eni izmed raziskav (33).
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2 NAMEN DELA

Kardiovaskularna obolenja spadajo pri nas med epidemiolosko najbolj aktivne bolezni in
so zaradi nacina zivljenja ljudi Se v porastu. Bisoprolol se kot selektivni zaviralec
adrenergi¢nih receptorjev By uporablja pri indikacijah, kot so arterijska hipertenzija, angina
pektoris in kroni¢no sréno popuséanje ter spada med pogosteje predpisane u¢inkovine v
Sloveniji. Za namene, kot je na primer doloCevanje farmakokineti¢nih parametrov, je
potrebno izmeriti koncentracije bisoprolola v bioloskih vzorcih. V okviru diplomske

naloge bomo razvili in validirali metodo za dolo¢anje bisoprolola v ¢loveski plazmi.

Metoda bo temeljila na tekoCinski kromatografiji visoke loc¢ljivosti z uporabo UV,
fluorescentnega ali masnega detektorja. Klju¢ za uspesno analizo je ustrezna priprava
vzorca in odstranitev motecih komponent matrice, pri ¢emer hkrati Zelimo, da je metoda
hitra in zmogljiva. S tem ciljem v mislih bomo preizkusili razli¢ne nacine ekstrakcije:
obarjanje plazemskih proteinov, ekstrakcijo tekoce-tekoce in ekstrakcijo na trdnem

nosilcu.

Z validacijo bomo poskusali dokazati zanesljivost metode oziroma njeno ustreznost za
dolocanje bisoprolola v plazmi, podali pa bomo tudi omejitve uporabe. Pri naSem delu se
bomo ravnali po smernicah za validacijo bioanalitske metode Ameriske agencije za hrano
in zdravila (FDA). Z uporabo standardnih raztopin bomo preverjali osnovne parametre, kot
so tocnost, ponovljivost, selektivnost, obmocje linearnosti, izkoristek ekstrakcije in
razli¢ne vrste stabilnosti. Validirano metodo bomo nazadnje preizkusili tudi na plazemskih

vzorcih bolnikov s kardiovaskularnim obolenjem.

V pricujocem delu se bomo srecali z ob¢utljivimi in u¢inkovitimi postopki in tehnikami,
kot sta masna spektrometrija in ekstrakcija na trdnem nosilcu. Pri¢akujemo, da bomo
razvili selektivno in obc¢utljivo metodo, ki se bo kosala z obmocji doloc¢ljivosti v preteklih

raziskavah in jih v katerih parametrih morda tudi presegla.
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 MATERIALI

3.1.1 PLAZMA

Kot bioloSka matrica nam je sluzila cloveSska plazma Sestih razlicnih darovalcev
(antikoagulant EDTA), ki nam jo je priskrbel Zavod za transfuzijsko medicino v Ljubljani.

Datumi odvzema so bili sledeci:

Plazma A 23. 9. 2011, alikvot 4. 10. 2011
Plazma B 20. 9. 2011, alikvot 4. 10. 2011
Plazma C 14. 6. 2011, alikvot 21. 6. 2011
Plazma D 10. 6. 2011 alikvot 21. 6. 2011
Plazma E 7. 2. 2011, alikvot 22. 4. 2011

Plazma F 16. 7. 2012, alikvot 19. 9. 2012

Plazmo smo shranjevali v zamrzovalniku pri —20 °C. Pred uporabo smo plazmo pocasi
odtajali na vodni kopeli sobne temperature in na zmerni hitrosti vorteksirali 20 sekund z
mesalnikom Vibromix 114EV (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija). Ker smo pri veéini plazem
opazili manj$e koli¢ine oborin, Smo jih po odtajanju tudi centrifugirali (4300 rpm, 25 °C)
na napravi Centric 322 A (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) ter naprej uporabljali

supernatant.

Plazemske vzorce bolnikov, na katerth smo preizkusili naSo analizno metodo, smo
pridobili z Univerzitetne klinike za pljucne bolezni in alergijo Golnik. Sodelovalo je 14
bolnikov s kardiovaskularnim obolenjem, ki so prejemali 1,25 mg, 2,5 mg, 5 mg ali 10 mg
bisoprololijevega fumarata enkrat na dan. Vzorci krvi so bili odvzeti v epruvete z
antikoagulantom z litijevim heparinom, in sicer v stirih ¢asovnih to¢kah: 0 h, 2 h,3hin 4 h
po aplikaciji zdravila z bisoprololijevim fumaratom. VVzorce bolnikov smo shranjevali pri
enakih pogojih kot plazme, ki smo jih uporabili za razvoj in validacijo metode.

3.1.2 STANDARD IN INTERNI STANDARDI

Kot standard za pripravo plazemskih vzorcev smo uporabili bisoprololijev fumarat,

C1gH31NOs - 5(CsH404, M = 383,48 g/mol, proizvajalca Sequoia Research Products
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(Pangbourne, Velika Britanija). Interne standarde so predstavljali moksifloksacin HCI,
C21H24FN304 - HCI, M = 437,89 g/mol, proizvajalca Bayer AG (Leverkusen, Nemcija) ter
atenolol, C14H22N,03, M = 266,34 g/mol in metoprololijev tartrat, (C15sH25NO3), - C4HgOg,
M = 684,81 g/mol, ki smo ju narocili pri podjetju Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemcija).

3.1.3 REAGENTI IN TOPILA

Pri delu smo uporabljali naslednje reagente in topila: bidestilirana voda, pridobljena z
aparatom Milli-Q Advantage A10 Ultrapure Water Purification System (Millipore
Corporation, Bedford, MA, ZDA); metanol LC-MS c¢istoce: Sigma-Aldrich (Steinheim,
Nemcija); puferske raztopine s pH 2, 3, 4, 5, 6 in 7: Merck (Darmstadt, Nem¢ija); dietil
eter: Riedel de Haén (Seelze bei Hannover, Nem¢ija); Titrisol® za pripravo raztopine
NaOH s koncentracijo 1 mol/L, kalijev dihidrogenfosfat, mraviljicna kislina 98-100%
Suprapur®, 25% amoniak v vodi in 85 % ortofosforna kislina: Merck (Darmstadt,
Nemcija); acetonitril ultra gradient HPLC ¢isto¢e, metanol HPLC c¢istoce in 100 % ocetna
kislina: J. T. Baker (Phillipsburg, NJ, ZDA).

Iz zgoraj navedenih reagentov in topil smo pripravili $e naslednje zmesi:

= Fosfatni pufer (25 mM, pH 2,5 in pH 3 — mobilna faza pri HPLC analizi ter
50 mM, pH 3, pH 4 in pH 6 — za izvedbo SPE): 0,5 L 25 (50) mM fosfatnega pufra
smo pripravili tako, da smo na precizni tehtnici Exacta 300 EB (Tehtnica,
Zelezniki, Slovenija) natehtali 1,701 (3,402) g KH,PO,, sol prenesli v 500 mL
bucko in z bidestilirano vodo dopolnili do oznake. Raztopino smo nato prelili v
¢aso in na kalibriranem pH metru MA5750 (Iskra, Kranj, Slovenija) umerili na
zeleno pH vrednost z ortofosforno kislino oziroma z 1 M NaOH. Pufer smo s
pomoc¢jo vodne Crpalke filtrirali skozi celulozno-acetatni filter z velikostjo por

0,45 um in pred uporabo na HPLC aparatu razplinili v ultrazvo¢ni kadicki.

= 20 % metanol v vodi (topilo za standardne raztopine): V 100 mL bucko smo

odpipetirali 20 mL 100 % metanola iz z vodo dopolnili do oznake.

» 0,1 % mravljicna kislina v vodi (pH ~ 3) (mobilna faza): v stekleno posodo smo

natocili 0,5 L vode in vanjo odpipetirali 500 pL mravlji¢ne kisline.

= 5 % amoniak v metanolu (elucijsko topilo): v 10 mL bu¢ko smo odpipetirali 2 mL

25 % amoniaka v vodi in dopolnili do oznake z metanolom.
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3.2 PRIPRAVA STANDARDNIH RAZTOPIN

Primarni osnovni raztopini (PS) bisoprolola in IS (obe 1 mg/mL) smo pripravili tako, da
smo na analitski tehtnici XP105 (Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica) v 1,5 mL
mikrocentrifugirki to¢no natehtali priblizno 1 mg bisoprololijevega fumarata oziroma 1 mg

IS in dodali volumen metanola, ki je dal ustrezno koncentracijo bisoprolola oziroma IS.

Sekundarni osnovni raztopini 1 (SS1) bisoprolola in IS (obe 10 pg/mL) smo pripravili tako,
da smo v 10 mL bucko odpipetirali 100 uL PS in dopolnili do oznake z 20 % metanolom v
vodi. Sekundarno osnovno raztopino 2 (SS2) s koncentracijo bisoprolola 1 pg/mL smo
pripravili tako, da smo v 25 mL bucko odpipetirali 25 uL PS in dopolnili do oznake z 20 %

metanolom v vodi.

Delovne standardne raztopine (WS) bisoprolola, ki smo jih uporabili za pripravo
kalibracijskih standardov in QC vzorcev, smo pripravili iz SS1 oziroma SS2 v 1,5 mL
mikrocentrifugirkah z red¢enjem v 20 % metanolu. Zavoljo vecje natan¢nosti SMO Se
izogibali pipetiranju volumnov, manjsih od 20 pL. Koncentracije WS bisoprolola in
postopek priprave prikazuje preglednica 6. Delovno standardno raztopino internega
standarda s koncentracijo 1000 ng/mL smo pripravili tako, da smo 100 puL SS1 internega
standarda dodali 900 pL topila (20 % metanol v vodi).

Preglednica 6

Priprava delovnih standardnih raztopin (WS) bisoprolola

Volumen SS1 ~ Volumen SS2 Volumen Koncentracija Koncentracija Biso
[uL] [uL] topila [uL] WS [ng/mL] v plazmi [ng/mL]
0 0 1000 0 0

/ 20 980 20 1

/ 100 900 100 5

/ 200 800 200 10
100 / 900 1000 50
150 / 850 1500 75
300 / 700 3000 150
/ 60 940 60 3(QCy)

50 / 950 500 25 (QCwm)
200 / 800 2000 100 (QCh)
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3.3 PRIPRAVA KALIBRACIJSKIH STANDARDOV IN QC VZORCEV

Da bi simulirali ¢im bolj realne vzorce, smo pri pripravi plazemskih vzorcev za validacijo
pazili, da volumen dodane standardne raztopine ni presegal 5 % volumna matrice. Vsakega
izmed Sestih kalibracijskih standardov s koncentracijami od 1 do 150 ng/mL
(preglednica 6) smo pripravili tako, da smo v 3,5 mL plasticne epruvete z zamaskom
odpipetirali 1045 pL ¢loveske plazme in 55 pL ustrezne delovne raztopine bisoprolola ter
na zmerni moc¢i vorteksirali 30 s. Kontrolne vzorce smo na enak nacin pripravili pri nizki
(QCy; 3 ng/mL), srednji (QCym; 25 ng/mL) in visoki koncentraciji (QCy; 100 ng/mL).
Kalibracijske standarde in kontrolne vzorce smo pripravili iz iste plazme sveze za vsak dan
validacije posebej. Analizirali smo tudi slepe vzorce, s katerimi smo preverjali, da ni prislo

do prenosa med vzorci ali onecis¢enja ter potrdili odsotnost moteéih interferenc iz ozadja.

3.4 [ZBIRA INTERNEGA STANDARDA

Uporaba internega standarda kompenzira analitske napake, kot so izgube vzorca in
variabilnost v volumnih pipetiranja ter injiciranja. Na tak nacin izboljSamo to¢nost in
ponovljivost rezultatov. Kako se obnesejo v vlogi internega standarda, smo preverili za tri
spojine: atenolol, metoprolol (slika 5B) in moksifloksacin. Analizirali smo raztopine
standardov v mobilni fazi (50 ng/mL) in v kromatogramu opazovali obliko vrha in njegov
polozaj glede na vrh bisoprolola ter necistote v plazmi.

OH

(A)
o - MH
CHy P i e
Hllc.s’ ‘-\""-\.D.-"-J.H"'\-\.\_\_w_-" th’,*’“‘hhf__{? CHy
oH

(B)
;%JGV&HHHHNH -____,'CH:.]

I

H!CHD.-"'E__- '\""'-\.\_\_\:_"._':-:'.- ':HJ

Slika 5. Kemijski strukturi bisoprolola (A) in metoprolola (B) (49).

3.5 PRIPRAVA VZORCA

Preizkusili smo tri naCine izolacije in CciSCenja vzorca: ekstrakcijo tekoce-tekoce,

ekstrakcijo na trdni fazi (SPE) in obarjanje proteinov v kombinaciji s SPE.
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3.4.1 EKSTRAKCIJA TEKOCE-TEKOCE

Pri izvedbi ekstrakcije tekoce-tekoCe smo se opirali na postopek, opisan v ¢lanku avtorjev
Braza et al. (27). Mililiter plazme smo naalkalili s 100 uLL. 1M NaOH, vorteksirali 30 s in
dodali 6 mL organske faze (dietil etra). Epruvete smo zamasili, stresali 10 min pri hitrosti
150 rpm in na napravi Centric 322 A (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) centrifugirali 5 min
pri hitrosti 2000 rpm. Epruvete smo nato za 30 min postavili v zamrzovalnik na —80 °C.
Vodna faza je zamrznila, organsko pa smo odlili v steklene epruvete. V nadaljevanju smo
organski fazi dodali 250 uLL 1 M ocetne kisline, epruvete zamasili s parafinskim filmom in
stresali na 200 rpm 30 min. Po ponovnem loc¢enju obeh faz smo kislo fazo odvzeli s

pomocjo pipete in 130 puL prenesli v HPLC vialo z insertom.

3.4.2 EKSTRAKCIJA NA TRDNEM NOSILCU

Ekstrakcijo na trdnem nosilcu smo izvajali na meSanem reverzno faznem
ionsko-izmenjevalnem SPE adsorbentu Strata X-C® (Phenomenex, Torrance, CA, ZDA).
Kolona vsebuje polimerno osnovo z mo¢nimi kationsko-izmenjevalnimi funkcionalnimi
skupinami (Strong Cation Mixed Mode), kar omogoca ve¢ mehanizmov retencije analita
(slika 6). Uporabili smo 3 mL SPE kartuse s 60 mg polimera. Nekatere fizikalne in

kemijske znacilnosti trdne faze so predstavljene v preglednici 7.

lonska izmenjava n-mn interakcije Hidrofobne interakcije
A~ N\ I H o~ : I ¢ A ‘ I H

( )—s-0 — 8.1 —{ )—s-o-
N/ [ : 1] / \ n
\<: O S; 0 < ' 0]

Slika 6. Retencijski mehanizmi na Strata X-C adsorbentu (50).

4

Preglednica 7

Znacilnosti delcev stacionarne faze Strata X-C (51)

Tip trdne faze Povrsinsko obdelan kopolimer stirena in
divinilbenzena

Povprecni premer delcev 33 pm
Velikost por 85 A
lonska izmenjevalna kapaciteta 1 mEqg/g
pH stabilnost 1-14
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Razred¢en vzorec za nanos na nosilec Strata X-C smo pripravili tako, da smo v plasti¢ni

epruveti zdruzili in vorteksirali (20 sekund):

= 1100 pL plazemskega vzorca (1045 uL ¢loveske plazme + 55 pL delovne raztopine
bisoprolola z ustrezno koncentracijo);

= 50 pL raztopine IS s koncentracijo 1000 ng/mL;

= 2150 pL pufra (50 mM fosfatni pufer, pH 6).

Pufer smo dodali zaradi narave stacionarne faze, ki zahteva ionizirano obliko analita. Pri
tem smo zagotovili, da je bila pH vrednost medija za vsaj dve enoti niZja od pKa vrednosti
bisoprolola in je bilo tako pozitivno nabitega > 99 % nasega analita. pH vrednost vzorca za

nanos po dodatku pufra smo preverili tudi s pH listici, ki so pokazali vrednost pH 6.

OPTIMIZIRAN POSTOPEK EKSTRAKCIJE NA TRDNEM NOSILCU STRATA X-C:

Kondicioniranje: omocenje kolone z2 mL MeOH
ekvilibracija z 2 mL fosfatnega pufra (50 mM, pH 6)
Nanos: 3 mL razred¢enega vzorca (slika 7)
Spiranje 1: 2 mL fosfatnega pufra (50 mM, pH 6)
Spiranje 2: 1 mL MeOH
Susenje: 1 min pri podtlaku 5 mm Hg

Elucija: 2mL 5 % (v/v) NH,OH v MeOH

Slika 7. SPE kolona Strata X-C z nanesenimi vzorci.
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Ekstrakcijo smo izvajali na vakuumski kadic¢ki s pokrovom in dvanajstimi mesti za SPE
kolone proizvajalca Macherey-Nagel (Diiren, Nemcija) (slika 8). Zaradi lazjega rokovanja
in za ve¢jo ponovljivost smo analizirali do osem vzorcev naenkrat. Tlak in pretok smo
uravnavali s pomocjo oljne vakuumske ¢rpalke DOA-P504-BN (Gast, Benton Harbor, M,
ZDA). Pred zacetkom smo kartuse za 1 min izpostavili podtlaku 5 mm Hg, da smo
odstranili morebitno nesnago, ki je morda zasla v kolono. Ekstrakcija je potekala pri
podtlaku 5 mm Hg, ki smo ga pri susenju in eluciji povisali na 10 mm Hg. Predvsem med
nanosom in elucijo vzorca smo skrbeli za pocasen in konstanten pretok (1 do 2 kaplji na
sekundo), kar je pomembno za dober izkoristek in ponovljivost ekstrakcije. Eluat smo
zbirali v 2 mL mikrocentrifugirke in topilo odparili v susilniku Turbovap LV (Caliper,
Hopkinton, MA, ZDA) pri 40 °C. Suh preostanek smo rekonstituirali v 200 pL mobilne
faze in prenesli v steklene viale z insertom za analizo na HPLC-FLD aparatu oziroma na

mikrotitrsko plos¢ico za analizo na masnem spektrometru.

= ]

Slika 8. Vakuumski sistem z nastavki za SPE kartuse.

Ker je adsorbent mesanega tipa, Smo lahko kolono spirali s 100 % organskim topilom brez
bojazni, da bi izgubili analit. SuSenje pred spiranjem z organskim topilom, za razliko od
konvencionalnih adsorbentov s silikatno osnovo, pri uporabi kartu$ Strata X-C ni potrebno.
Izsusitev kolone med ekstrakcijo je kriticna le med kondicioniranjem, zato smo bili Se
posebej pozorni, da sta po omocenju kolone takoj sledili ekvilibracija s pufrom in nanos

vzorca. Elucijo smo po priporo¢ilu proizvajalca (50) izvedli s 5 % amoniakom v metanolu,
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s ¢imer smo dosegli deionizacijo bisoprolola in prekinitev interakcije s stacionarno fazo.
Uporaba metanola kot elucijskega topila je ugodna za suSenje eluata, saj zaradi svojega

niZjega vrelis¢a hitreje odpari.

Optimizacija pH medija vzorca/ekvilibracijskega pufra

Preverili smo ucinkovitost ekstrakcije pri pH vrednostih SPE pufra pH 3,0, pH 4,0 in
pH 6,0. Ekvilibracijski pufer je bil pri vseh poskusih enak pufru, s katerim smo pripravljali

vzorec za nanos na SPE kolono.

Optimizacija volumna spiranja

Poleg volumnov spiranja v osnovnem postopku (2 mL pufra, 1 mL MeOH) smo preizkusili

$e dve varianti:

A) 1.3 mL pufer B) 1.2 mL pufer
2.1 mL MeOH 2.2 mL MeOH

SPE v kombinaciji z obarjanjem proteinov

Preverili smo tudi, ali je ekstrakt znatno bolj ¢ist, ¢e pred SPE izvedemo obarjanje
plazemskih proteinov. Kot obarjalni reagent smo izbrali acetonitril in preizkusili dve

varianti dodanega volumna:

A) plazma:ACN = 1:0,5 (v/v)
B) plazma:ACN = 1:1 (v/v)

V 2 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali 495 pL (A) oziroma 990 uL (B) ACN, ki smo
ga predhodno za 1 uro postavili na —20 °C. Dodali smo 1100 pL plazemskega vzorca, ki je
vseboval 990 uL plazme in 110 pL standardne raztopine bisoprolola in IS. Vsebino smo
vorteksirali 30 sekund in nato v centrifugirni napravi Microcentrifuge 5415R (Eppendorf,
Hamburg, Nemcija) centrifugirali 5 min pri 13000 rpm in 5 °C. Supernatant smo previdno
odpipetirali v plasticno epruveto, mu dodali dvakratni volumen fosfatnega pufra (50 mM,

pH 6) in pripravljen vzorec ekstrahirali po optimiziranem SPE postopku.
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3.5 P0GOjI KROMATOGRAFIJE S FLUORESCENTNIM DETEKTORJEM (HPLC-FLD)

Zacetni del razvoja metode (optimizacija postopka ekstrakcije) je potekal na HPLC
sistemu serije 1100 proizvajalca Agilent Technologies (Waldbronn, Germany). Aparat
vkljucuje vakuumski razplinjevalec, binarno ¢rpalko, avtomatski vzorcevalnik, termostat
za kolono, UV-VIS detektor tipa DAD in fluorescentni detektor (G1231A). Optimizirana
kromatografska separacija je potekala na koloni Gemini 110 A C18 (150 x 4,6 mm,
velikost delcev 5 um) (Phenomenex, Torrance, CA, ZDA), sklopljeni s predkolono
Gemini C18 (4,0 x 3,0 mm, velikost delcev 5 um) (Phenomenex). Mobilna faza je bila
sestavljena iz A: 98 % (v/v) ACN v vodi in B: 25 mM fosfatnega pufra s pH = 3,0. Pufer
smo filtrirali skozi 0,45 um filter, obe komponenti mobilne faze pa smo pred uporabo tudi
razplinili v ultrazvoc¢ni kadicki. Elucija je bila izokratska z razmerjem A:B = 20:80 (v/v) in
S pretokom 1 mL/min. Volumen injiciranja je znaSal 50 puL in po vsakem vzorcenju je
aparat obod igle spral z mesanico vode in ACN (1:1; v/v). Temperatura v avtomatskem
vzor¢evalniku je znasala 4 °C, kolona pa je bila termostatirana na 55 °C. Fluorescentni
detektor smo nastavili na valovni dolzini 225 nm (ekscitacijska) in 310 nm (emisijska). Za
ojacitev fotopomnozevalke ("PMT gain™) smo izbrali vrednost 12. Celoten HPLC sistem je
bil pod nadzorom programa ChemStation for LC 3D Systems, Rev. B.02.01-SR2(260)
2001-2006 (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany).

Spreminjanje sestave mobilne faze

Mobilno fazo obicajno sestavljata vodna faza (pufer) in organski modifikator. Za organsko
topilo smo izbrali acetonitril, ki ima poleg osnovnega pogoja, da ne daje odziva na
detektorju, tudi to prednost, da ne povecuje viskoznosti mobilne faze in s tem povratnega
tlaka v koloni. Preverjali smo razli¢ne odstotke acetonitrila v mobilni fazi: 30, 25, 24, 23,

22 in 20 %. Preizkusili smo tri vrednosti pH fosfatnega pufra: 2,5, 3,0 in 4,0.

Spreminjanje temperature kolone

Opazovali smo tudi vpliv temperature kolone na retencijo in lo¢evanje kromatografskega
vrha analita od necistot. Preizkusili smo temperature kolone 30 °C, 50 °C in 55 °C, pri
¢emer viSanje temperature pomeni nizanje retencijskega asa. S poviSanjem temperature
doseZemo tudi rahlo znizanje viskoznosti mobilne faze, kar povzroci padec tlaka v koloni.

Posledi¢no lahko po zelji povecamo pretok in tako Se dodatno skrajsamo Cas analize.
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3.6 POGOJI KROMATOGRAFIJE, SKLOPLJENE S TANDEMSKIM MASNIM SPEKTROMETROM
(Lc-Ms/MS)

Za dokonéni razvoj in validacijo metode ter analizo vzorcev bolnikov smo uporabili
LC-MS/MS analitski sistem z Agilent 1290 Infinity LC in Agilent 6460 Triple Quadrupole
Jetstream® LC-MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ZDA). 1290 Infinity LC
vkljucuje vakuumski razplinjevalec, binarno ¢rpalko, avtomatski vzorcevalnik, termostat
za kolono in UV-VIS detektor tipa DAD. Kromatografsko separacijo smo izvedli na
reverzno fazni koloni Kinetex C18, 50 x 2,1 mm in z 2,6 um delci (Phenomenex, Torrance,
CA, ZDA) pri temperaturi 50 °C in tlaku omejenemu na 600 barov. Mobilna faza je bila
sestavljena iz A: 0,1 % mravlji¢ne kisline v vodi in B: 98 % ACN v vodi. Elucija je bila
gradientna z odstotki topila B in s pretoki, kot so navedeni v preglednici 8. Pred analizo so
vzorci stali v avtomatskem vzorcevalniku na 4 °C, vsak vzorec pa smo analizirali po trikrat
z volumnom injiciranja 0,1 uL. Cas analize posameznega vzorca je znasal 2,7 min. Tok
mobilne faze je bil z namenom za$cite masnega spektrometra v analitski del usmerjen le

med ¢asom 0,7 min do 1,6 min, pred in po tem Casu pa ga je program usmerjal v odpad.

Preglednica 8

Program gradientne elucije za kromatografsko separacijo bisoprolola

Cas [min] Pretok [mL/min] % topila B
0 0,65 10

0,25 0,65 10

0,5 0,65 20

1 0,65 30

1,25 0,65 50

1,7 0,65 50

1,75 0,65 10

2,7 0,65 10

S postopnim povecanjem zacetnega deleza organske faze smo skrajsali Cas analize, hkrati
pa smo z ostrejSim gradientnim programom zmanjSali problem "carry-over" ucinka
(prenosa med vzorci). U¢inek smo znizali tudi s tem, da smo analizirali vzorce od najnizje
tako, da smo po analizi vzorca z najvisjo koncentracijo trikrat injicirali slepo raztopino in

opazovali morebiten odziv analita.
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Kromatografski sistem je bil sklopljen z Agilentovim 6460 QQQ masnim analizatorjem in

Jet Stream® elektrorazprievalnim ionizatorjem, nastavljenim na pozitivni nacin. Nekateri

pomembne;jsi parametri tandemskega masnega spektrometra S0 podani v preglednici 9.

Preglednica 9

Nastavitve masnega spektrometra

Temperatura in pretok susilnega plina

Tlak nebulizacijskega plina

Temperatura in pretok JetStream® plina ("Sheath gas")
Napetost na kapilari

Napetost na obi ("Nozzle voltage™)

Sirina masne loéljivosti na prvem kvadrupolu
Sirina masne lo¢ljivosti na tretjem kvadrupolu

Razdelilni ¢as ("dwell time")

Polarnost analize

275 °C, 5 L/min
45 psi

329 °C, 11 L/min
4000 V

1000 V

"wide"

"wide"

50 ms

pozitivna

Kvantifikacijo smo izvedli s pomoc¢jo programske opreme MassHunter Workstation
B.04.01 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ZDA). Uporabili smo multirezidualno

analizo (MRM), pri kateri spremljamo ve¢ produktnih ionov, nastalih iz prekurzorskega

iona. Za kvantitativno dolo¢anje obi¢ajno uporabimo produktne ione, ki jih nastane najveé

("quantifiers™), ostali produktni ioni pa lahko potrjujejo identiteto analita ("qualifiers™).

Masne prehode in napetost fragmentorja (144 V za bisoprolol in 96 V za IS) smo dolo¢ili s

programom Optimizer (Agilent). MRM nastavitve so prikazane v preglednici 10, na sliki 9

pa lahko vidimo enega izmed glavnih fragmentacijskih procesov ioniziranega bisoprolola.

Preglednica 10

Optimalni MRM prehodi in kolizijska energija za bisoprolol in metoprolol

MRM m/z prehodi

Kolizijska energija [eV]

Bisoprolol 326,2 — 56,1
Bisoprolol "qualifier" 326,2 — 116,1
Metoprolol (IS) 268,2 — 116

37
9
12
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Slika 9. Predvidena fragmentacija ionizirane molekule bisoprolola, ki daje produktni ion z
m/z 116 (37).

3.7 VALIDACIJA METODE

V okviru validacije smo preverili naslednje osnovne parametre: specifi¢nost, linearnost,
mejo doloc¢ljivosti, tocnost, ponovljivost, izkoristek ekstrakcije, ucinek matrice in
stabilnost. Pri delu smo se ravnali po FDA smernicah za validacijo bioanalitske
metode (52), pri ocenjevanju ucinka matrice in izkoristka ekstrakcije pa smo upostevali
tudi postopke in napotke Matuszewskega (53, 54). Plazemske vzorce smo kvantificirali na

podlagi razmerja povrSine vrha bisoprolola z internim standardom (Biso/IS).

3.7.1 SELEKTIVNOST, LINEARNOST IN MEJA DOLOCLJIVOSTI

Selektivnost je sposobnost analizne metode, da lo¢i analit od ostalih komponent v vzorcu
in tako omogoca njegovo dolocanje (15). Da bi potrdili selektivnost, smo analizirali slepo
plazmo in v kromatogramu opazovali pojavnost morebitnih interferenc endogenih
komponent vzorca pri retencijskem ¢asu analita. Selektivnost smo dolocili tudi
kvantitativno, in sicer z razmerjem odzivov produktnega iona za kvantifikacijo
("quantifier") in produktnega iona za potrjevanje identitete analita ("qualifier") — razmerje

je moralo biti konstantno z najve¢ 5 % CV.

Za doloc¢anje ucinkovine v neznanih vzorcih potrebujemo umeritveno oziroma
kalibracijsko krivuljo, ki jo sestavimo za vsak analit posebej. Kalibracijsko obmocje
zajema vse priCakovane koncentracije analita v vzorcih, pri ¢emer Zelimo, da je odziv
detektorja neposredno sorazmeren koncentraciji analita v vzorcu (obmodje linearnosti,
slika 10).
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Slika 10. Hipoteti¢ni graf odziva v odvisnosti od koncentracije; HLOQ: zgornja meja
dolo¢ljivosti; LLOQ: spodnja meja dolocljivosti; LOD: meja zaznavnosti. Naklon premice
predstavlja obcutljivost — sposobnost metode oziroma detektorja, da razlikuje med

majhnimi razlikami v koncentraciji analita (55).

Umeritveno krivuljo smo tekom tridnevne validacije dolo¢ili za vsak dan posebej. V ta
namen smo merili odzive $estih kalibratorjev koncentracij 1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL,
50 ng/mL, 75 ng/mL in 150 ng/mL. Analizirali smo po eno ponovitev vsakega izmed
kalibratorjev. Umeritveno krivuljo je predstavljal graf odvisnosti povrSine vrha analita
(relativno glede na IS) od koncentracije analita. Podatke smo analizirali s pomo¢jo linearne
regresije in po metodi najmanj$ih kvadratov dolo¢ili enacbo umeritvene premice

(enacba 1).
Odziv = b X konc.+ a Q)

Pri doloCevanju umeritvene premice se zna zgoditi, da standardna napaka napovedi
(razprsitev dejanskih vrednosti okoli napovedanih) ni enaka na celotnem koncentracijskem
razponu (t. i. heteroscedasti¢nost). Do pojava lahko pride, ¢e imamo visok razpon med
imajo vecji vpliv na enacbo premice, kar pomeni, da se tocke pri kalibratorjih visje
koncentracije bolje prilegajo umeritveni premici kot tocke pri nizkih koncentracijah. V tem
primeru lahko z uporabo uteZene linearne regresije povecamo vpliv meritev pri nizjih
koncentracijah in s tem izboljSamo to¢nost metode na spodnjem delu kalibracijske krivulje

(56, 57).

Pri naSem delu smo preverili morebitno izboljSanje tocnosti meritev z uporabo utezi 1/C in

1/C?. Naklon in odsek uteZene umeritvene premice smo optimizirali s pomog&jo dodatka v
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programu Microsoft Excel, imenovanega Resevalec ("Solver"). Resevalec je regresijska
parametra b in a izbral tako, da je bila vsota (SS) produkta utezi pri dolo¢eni koncentraciji
(w;) in kvadratov odstopanj dejanskega odziva (Y;) od odziva, izraCunanega iz umeritvene

premice (Yi), najmanjsa (enacba 2).
SS =) wi X (Fi = V') @

Kot najboljsi model smo izbrali tistega, pri katerem so bile to¢nosti povratno izracunanih
koncentracij kalibratorjev najblize 100 %. Toc¢nost SmO izracunali tako, da smo
koncentracije posameznih Kalibracijskih standardov, ki smo jih dolocili iz umeritvene

krivulje, primerjali z nominalnimi vrednostmi (enacba 3) (15).

Cizmer jena

Totnost [%] = x 100 3)

Cnominalna

Najvi§je dovoljeno odstopanje od 100 % to¢nosti je znaSalo £+ 20 % pri LLOQ in = 15 %
pri ostalih koncentracijah. Naveden kriterij so morali dosegati vsaj Stirje od Sestih
kalibracijskih standardov s koncentracijo > 1 ng/mL, standard pri LLOQ in standard pri
smo upostevali vrednost determinacijskega koeficienta (%), ki je morala biti visja od 0,990
(52, 58).

Spodnjo mejo doloéljivesti (LLOQ) predstavlja najmanjSa koncentracija kalibratorja v

umeritveni krivulji z ustrezno to¢nostjo in ponovljivostjo. Zahteve so sledece (52):

= 0dziv standarda pri LLOQ vsaj 5-krat visji od odziva slepega vzorca;
= Koeficient variacije (CV) najve¢ 20 %;

= tocnost 80120 %.

3.7.2 TOCNOST IN PONOVLJIVOST

Tocnost (“accuracy") opisuje ujemanje med srednjo vrednostjo rezultatov koncentracije
analita, pridobljene z analizno metodo, in vrednostjo koncentracije analita, ki je sprejeta
kot prava vrednost. Ponovljivost (“precision™) odraza natan¢nost nasega dela in opisuje
ujemanje veCkratnih meritev posameznih koncentracij analita, pripravljenih in izmerjenih

na identicen nacin (15). Grafi¢ni prikaz obeh parametrov predstavlja slika 11.
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Referentna vrednost
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Slika 11. Prikaz to¢nosti in ponovljivosti na hipoteti¢nem grafu (55).

Tocnost in ponovljivost smo dolocili s pomo¢jo umeritvenih krivulj in odzivov kontrolnih
vzorcev treh razlicnih koncentracij (QCL, QCpy in QCh), pri ¢emer smo za vsak QC izvedli
pet ponovitev. Meritve smo izvedli na tri razlicne dneve v ¢asovnem obdobju petih dni.
To¢nost smo izrazili po enacbi 3, ponovljivost pa s koeficientom variacije (CV) (enacba 4).
CV [%] = % X 100 4)
Doloc¢ili smo znotraj-dnevno in med-dnevno ponovljivost. Znotraj-dnevno ponovljivost
smo izraCunali kot koeficient variacije analize petih ponovitev kontrolnih vzorcev nizke,
srednje in visoke koncentracije. Med-dnevno ponovljivost smo izracunali kot koeficient
variacije rezultatov treh razli¢nih dni, v katerih smo na enak nacin analizirali pet ponovitev
vsakega izmed kontrolnih vzorcev. Po FDA smernicah (52) se za veljavne meritve

smatrajo tiste, pri katerih je to¢nost vseh QC vzorcev v okviru 100 + 15 %, CV izracunanih
koncentracij QC vzorcev pa ne sme biti vi§ji od 15 % .

3.7.3 UCINEK MATRICE IN IZKORISTEK EKSTRAKCIJE

Pri uporabi LC-MS/MS tehnike se sreCujemo s problemom ucinka matrice, ki ima lahko
velik vpliv na to¢nost, ponovljivost in ob¢utljivost metode. Pri u€inku matrice govorimo o
motecih vplivih molekul iz matrice vzorca, ki se eluirajo skupaj s tar¢énim analitom in
motijo njegovo ionizacijo v masnem spektrometru. Pride lahko do zmanjSanja
ucinkovitosti ionizacije analita ("ion suppression”) ali do njenega povecanja (*ion

enhancement"). Ucinek matrice je lahko prisoten tudi v primeru, ko v kromatogramu
slepega vzorca ni prisotnih vidnih vrhov (53, 59).
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Ucinek matrice lahko s skrbnim nacrtovanjem analiznega postopka zmanj$amo na vec
nacinov (53, 59-61):

* manjsanje volumnov in red¢enje vzorca (Ce obcutljivost metode to dopusca);

» izbira ucinkovitega (selektivnega) postopka ekstrakcije: kot najbolj dovzetno za
matrice pa obicajno dobimo pri mesani ionsko izmenjevalni SPE;

= izvedba APCI (kemijska ionizacija pri atmosferskem tlaku), ki je manj dovzetna za
uc¢inek matrice kot ESI (e polarnost analita in drugi parametri to dopuscajo);

= uporaba nizjih pretokov mobilne faze;

= uporaba UHPLC zniza u¢inek matrice zaradi vi§je resolucije;

= uporaba primernega internega standarda, najbolje izotopno oznacenega.

FDA smernice za validacijo bioanalitske metode omenjajo nujnost dokazovanja odsotnosti
u¢inka matrice, vendar pa konkretnej$ih napotkov za izvedbo ne navajajo (52). Pri nasem
delu smo se zato ravnali po priporo¢ilih Matuszewskega (53, 54) in v okviru validacije

dolocili absolutni ter relativni u¢inke matrice.

Absolutni ucinek matrice smo ocenili tako, da smo primerjali odzive v ekstrahirani slepi
plazmi, ki smo jo rekonstituirali v 200 pL raztopine bisoprolola in IS v mobilni fazi (set B)

z odzivom ¢iste raztopine bisoprolola in IS v mobilni fazi (set A) (enacba 5).
B
ME [%] = —x 100 (5)

Absolutni ME smo izracunali za pet razli¢nih slepih plazem. Raztopino bisoprolola in IS v
rekonstitucijskem topilu smo pripravili tako, da smo ustreznim delovnim standardnim
raztopinam Biso in IS dodali koli¢ino topila (mobilne faze), ki je dala koncentracijo
bisoprolola 150 ng/mL (ekvivalent 30 ng/mL v plazmi) in koncentracijo IS 250 ng/mL.
Izvedli smo pet ponovitev za vsako plazmo in pet ponovitev za raztopino standarda v

¢istem topilu. Kriterij sprejemljivosti absolutnega ME je predstavljala vrednost 100 + 5 %.

Relativni ulinek matrice se nanasa na primerjavo razliénih plazem in ima po navedbah
Matuszewskega (53, 54) Se vecji pomen kot doloCevanje absolutnega ME. Metoda je
namre¢ namenjena dolo¢evanju bisoprolola pri razli¢nih bolnikih, ki se lahko razlikujejo v
sestavi plazemske matrice. S tem, ko eliminiramo u¢inek matrice pri vsaj petih razli¢nih

plazmah, znatno povecamo verjetnost, da nam metoda daje to¢ne bioanalitske podatke.
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Relativni u¢inek matrice smo dolo¢ili na dva nacina:

I. na podlagi variabilnosti naklonov umeritvenih premic, sestavljenih iz razli¢nih
plazem;
I. na podlagi variabilnosti vzorcev seta B (post-ekstrakcijsko dodajanje standarda) pri

razli¢nih plazmah.

Pri nacinu 1 smo za vsako izmed petih razli¢nih plazem ekstrahirali in analizirali Sest
standardnih raztopin bisoprolola v plazmi (koncentracij od 1 do 150 ng/mL). Iz odzivov
Biso/IS smo sestavili umeritveno krivuljo in primerjali naklon premice pri plazmah iz
razli¢nih virov. Odsotnost relativnega ucinka matrice dokazemo, ¢e je koeficient variacije

naklonov premic nizji od 3—4 % (54).

Pri nacinu 11 smo uporabili odzive vzorcev seta A in B, ki smo jih pripravili za dolo¢evanje
absolutnega ME. Relativni ME smo izrazili s CV odzivov seta B (post-ekstrakcijsko dodan
standard) pri petih razli¢nih plazmah in vrednost primerjali s CV odzivov seta A (standard
v Cistem topilu). Za potrditev odsotnosti relativnega ME koeficient variacije seta B ne sme

biti visji od CV seta A oziroma mora biti primerljive vrednosti (52).

Izkoristek ekstrakcije (“"Recovery™) smo dolo¢ili tako, da smo primerjali odzive detektorja
pri vzorcih, katerim smo standard bisoprolola in IS plazmi dodali pred ekstrakcijo (set C) z
odzivi vzorcev, pri katerih smo raztopino bisoprolola in IS v mobilni fazi dodali suhemu
preostanku plazme po ekstrakciji (set B). Z nacinom, pri katerem za vzorec B uporabimo
rekonstituirano slepo plazmo in ne preprosto raztopine analita v mobilni fazi, dobimo
pravilnejSe vrednosti, saj tako pridobljene vrednosti izkoristkov ne vkljucujejo prispevka

u¢inka matrice (53). Izkoristek ekstrakcije (Re) smo izracunali po enacbi 6.
C
Re [%] = = x 100 (6)

Izkoristek ekstrakcije smo dolo¢ili s petimi ponovitvami kontrolnih vzorcev QCr, QCy in
QCu. Set C so predstavljali QC vzorci, pripravljeni na obic¢ajen nacin (poglavje 3.3).
Vzorce seta B smo pripravili na enak nacin kot pri dolo¢anju absolutnega ME, le da smo
jih pripravili pri koncentracijah bisoprolola 15 ng/mL, 125 ng/mL in 500 ng/mL ter IS
250 ng/mL. Ker vzorec po SPE 5-krat koncentriramo, so bile koncentracije seta B petkrat
vi§je kot pri kontrolnih vzorcih seta C pred ekstrakcijo. Zahteve za ekstrakcijo niso 100 %

izkoristki, vendar pa morajo biti izkoristki ponovljivi in konstantni pri vseh koncentracijah.
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3.7.4 STABILNOST

Raziskali smo tri tipe stabilnosti bisoprolola v plazmi (stabilnost med zamrzovanjem in
odtajanjem, kratkoro¢no in dolgoro¢no stabilnost), stabilnost v avtomatskem vzorcevalniku
ter stabilnost bisoprolola v metanolu. Za oceno prvih §tirih smo analizirali po tri paralele
QC_ in QCy vzorcev, za oceno zadnje pa primarno osnovno raztopino bisoprolola s
koncentracijo 1 mg/mL. Stabilnost smo dolo¢ili kot spremembo v odzivu po dolo¢enem
Casu (tx) glede na zaletni Cas (tp) (enacba 7). Interni standard smo pri analizi stabilnosti

bisoprolola v plazmi dodajali tik pred nanosom na SPE kolono.

) odziv t, - odziv t,
Relativna sprememba = . x 100 (7
odziv t,

Stabilnost v avtomatskem vzorcevalniku

Pet ponovitev kontrolnih vzorcev nizke in visoke koncentracije smo ekstrahirali, posusili,
rekonstituirali in postavili v termostatiran avtomatski vzor¢evalnik na 4 °C. Prvo
injiciranje in analizo smo izvedli takoj, drugo (pet paralel QC. in QCy) ¢ez 24 ur, tretjo (po

eno paralelo QCy in QCy) pa ¢ez 3 dni.

Kratkorocna ("bench-top") stabilnost

Z dolo¢evanjem kratkoro¢ne stabilnosti dokazujemo, da se koncentracija bisoprolola v
plazmi v Casu priprave in analize vzorca pri sobni temperaturi ne spreminja (52). V ta
namen smo pripravili in alikvotirali kontrolne vzorce nizke in visoke koncentracije. En set
vzorcev (tri paralele QC. in QCy) smo obdelali takoj in jih v mikrotitrski plos¢ici pustili v
avtomatskem vzorcevalniku na 4 °C, kjer so pocakali na sofasno analizo s testnimi vzorci.
Drugi set vzorcev smo pustili 6 ur na sobni temperaturi, nato pa ekstrahirali in analizirali

skupaj s primerjalnimi vzorci ter opazovali morebitno spremembo v koncentraciji analita.

Stabilnost med zamrzovanjem in odtajanjem

Plazemske standardne vzorce nizke in visoke koncentracije smo alikvotirali in zamrznili na
—20 °C. Polovico alikvotov (tri paralele) smo nato podvrgli trem ciklom zamrzovanja in
odtajanja, polovica alikvotov pa nam je sluzila za primerjavo in je ostala ves Cas
zamrznjena. En cikel je bil sestavljen iz odtajanja pri sobni temperaturi in zamrzovanja, Ki
je trajalo 12 ur. Po zadnjem ciklu zamrzovanja/odtajanja smo odtalili tudi primerjalne

vzorce, jih analizirali skupaj s testnimi in dolocili spremembo v koncentraciji.
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Dolgorocna stabilnost

Test dolgoroc¢ne stabilnosti se po FDA smernicah (52) izvaja pod pogoji, ki so enaki tistim,
v katerih hranimo realne vzorce bolnikov in presega ¢as od odvzema prvega vzorca do
analize zadnjega. Pripravili smo koli¢ino QC. in QCy vzorcev, ki je zadostovala za tri
ponovitve vsake izmed koncentracij in jih postavili v zamrzovalnik na —20 °C. Vzorce sSmo

ponovno analizirali po petih tednih in rezultate primerjali z nominalnimi vrednostmi.

Stabilnost v raztopini topila

Testirali smo stabilnost primarne osnovne raztopine bisoprolola (1 mg/mL v metanolu), ki
smo jo hranili v hladilniku na 4 °C. Analizo smo izvedli na HPLC aparatu z UV
detektorjem in primerjali odzive sveze pripravljene raztopine in raztopine, analizirane po
enem tednu. Raztopine smo pred nanosom na HPLC ustrezno red¢ili na tri razli¢ne
koncentracije (60, 500 in 2000 ng/mL).

3.8 ANALIZA VZORCEV BOLNIKOV

Metodo smo uporabili za dolo¢evanje plazemskih koncentracij bisoprolola pri 14 bolnikih
s terapijo 1,25 mg, 2,5 mg, 5 mg ali 10 mg bisoprololijevega fumarata na dan.
Koncentracije bisoprolola v plazmi so bile v ¢asu odvzema v stacionarnem stanju. \Vzorce
krvi smo pridobili v stirih ¢asovnih tockah: 0 h, 2 h, 3 h in 4 h po aplikaciji tablete z
bisoprololijevim fumaratom. Pridobljene vzorce smo do pri¢etka analize hranili v
polipropilenskih epruvetkah na —20 °C in nato pripravili po enakem postopku, kot smo
pripravljali plazemske vzorce za razvoj metode (brez dodajanja standardne raztopine
bisoprolola). Za kontrolo to¢nosti meritev smo skupaj z vzorci bolnikov analizirali tudi QC
vzorce treh razli€nih koncentracij, katerih Stevilo je znaSalo najmanj 5 % Stevila vzorcev
bolnikov. Serijo po smernicah (52) sprejmemo kot veljavno, ¢e vsaj dve tretjini QC-jev,
analiziranih med sekvenco realnih vzorcev, odstopa za manj kot 15 % od navedene
kontrolne vrednosti. Ena tretjina kontrolnih vzorcev lahko odstopa za ve¢ kot 15 %, vendar

ti ne smejo biti enake koncentracije.
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4 REZULTATIIN RAZPRAVA

Z namenom razvoja hitre, obcutljive in enostavne metode za doloCevanje bisoprolola v
plazmi smo s postopnim spreminjanjem optimizirali razlicne parametre ekstrakcijskega
postopka in parametre sistema za separacijo ter detekcijo. Zaradi veéje dostopnosti
instrumenta smo prvotno nacrtovali izvedbo celotne metode na HPLC aparatu s
fluorescentnim detektorjem, vendar nam s tem nacinom ni uspelo doseci dovolj visoke
selektivnosti. V' zacetni fazi eksperimentalnega dela diplomske naloge (izbira in
optimizacija ekstrakcijskega postopka) smo tako uporabljali HPLC-FLD aparat,
dokoncno optimizacijo in validacijo metode ter analizo vzorcev bolnikov pa smo izvedli

na masnem spektrometru (LC-MS/MS).

Iz HPLC-FLD kromatograma na sliki 12 lahko razberemo, da se pri retencijskem casu
bisoprolola (10,646 min) eluira tudi neznana necistota, ki zmanjSuje to¢nost dolocanja.
Interference, ki se je pojavljala v vseh razli¢nih slepih plazmah, nam ni uspelo odpraviti
niti s spreminjanjem parametrov ekstrakcije niti s spreminjanjem kromatografskih pogojev.
Pri tem smo preizkusili razli¢ne pH vrednosti vzorca za nanos na SPE kolono (3, 4 in 6),
povecanje volumna spiranja SPE kolone in predhodno obarjanje proteinov ter spreminjali
odstotek ACN v mobilni fazi (20-30 %), pH mobilne faze (2,5, 3 in 4) in temperaturo
kolone (30 °C, 50 °C in 55 °C). Zelene rezultate smo dosegli $ele z uporabo tandemske
masne spektrometrije (MS/MS), pri kateri poteka analiza na podlagi zelo specifi¢nih parov

m/z vrednosti starSevskega in héerinskega iona, kar moc¢no izboljsa selektivnost metode.

4.1 1ZBOR EKSTRAKCIJSKE METODE

Namen optimizacije ekstrakcije je bil v ¢im krajsem c¢asu analize dose¢i zadovoljiv
izkoristek in visoko ponovljivost ekstrakcije bisoprolola iz plazme. Na podlagi
razpoloZljive opreme smo preizkusili ekstrakcijo tekoCe-tekoce, SPE in obarjanje proteinov
v kombinaciji s SPE. Za vrednotenje ekstrakcijskega postopka smo na HPLC-FLD
instrumentu najprej s pomocjo standardov bisoprolola v topilu s koncentracijo 50 ng/mL
dolo¢ili zacetne osnovne parametre. Mobilna faza je bila sestavljena iz 25 % ACN in 75 %
25 mM fosfatnega pufra s pH 3; ojacitev fotopomnozevalke smo nastavili na vrednost 12,
Aeks Na 225 nm in Agmis na 310 nm; pretok je znasal 1 mL/min, T kolone pa 30 °C. Zacetne
parametre smo nato tekom dela optimizirali in spreminjali. Retencijski ¢as bisoprolola je

pri zacetnih pogojih znasal 6,6 min.
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Prvotno smo kot metodo ekstrakcije izbrali ekstrakcijo tekoce-tekoCe, za katero ne
potrebujemo zahtevne opreme in obicajno daje dovolj visoke izkoristke ter Cistost
ekstrakta. Kot organsko fazo smo uporabili dietil eter. Postopek smo priredili na podlagi
Clanka avtorjev Braza et al. (27), Kjer je izkoristek ekstrakcije bisoprolola iz plazme znasal
89 %. V nasprotju s temi podatki pa nase delo ni dalo spodbudnih rezultatov, saj so bili
izkoristki nizki in slabo ponovljivi (rezultati niso prikazani). Pri delu smo se soocali s
tezavami, kot so odhlapevanje etra, izgube pri prelivanju in neprakticnost postopka, kar vse
bi zahtevalo ve¢jo izkuSenost izvajalca. Zaradi naStetega in ve¢ v uvodu omenjenih

prednosti postopka SPE smo se odlocili, da bomo ekstrakcijo izvedli na trdnih nosilcih.

4.1.1 OPTIMIZACIJA POSTOPKA SPE

Osnovno shemo ekstrakcijskega postopka smo oblikovali glede na priporocila proizvajalca
kolon, v nadaljevanju pa smo spreminjali pH medija vzorca (ekvilibracijskega pufra) in
volumen spiranja. Analizirali smo vzorce s koncentracijo bisoprolola 5 ng/mL, 10 ng/mL
in 25 ng/mL ter slepo plazmo. Parametre optimizacije smo vrednotili tako, da smo
opazovali povrsino vrha bisoprolola in prisotnost necistot na podrocju retencijskega ¢asa
bisoprolola. 1zkazalo se je, da med preizkusenimi pH vrednostmi SPE pufra (3, 4 in 6)
ni bilo bistvenih razlik v odzivu analita in prisotnosti necistot (rezultati niso prikazani).
Za nadaljnje delo smo izbrali SPE pufer z vrednostjo pH 6, ki je Se dovolj nizja od pKa

spojine, kar pomeni, da je nas$ analit v celoti v ionizirani obliki.

Prisotne necistote v koloni smo po nanosu vzorca spirali s fosfatnim pufrom in metanolom.
Zacetna volumna, predlagana s strani proizvajalca kolon (2 mL pufra, 1 mL MeOH), smo
spreminjali tako, da smo v prvem primeru povecali volumen pufra (na 3 mL; varianta A), v
drugem pa volumen MeOH (na 2 mL; varianta B). S tem smo se zeleli znebiti necistote, ki
se je nahajala pri retencijskem casu bisoprolola, vendar pa s poveéanjem volumna

spiranja ni prisSlo do zmanjS$anja koli¢ine motece necistote.

Tekom razvoja ekstrakcije smo preverili tudi, ali lahko kromatografsko sliko izboljsamo,
¢e pred SPE izvedemo obarjanje z acetonitrilom. Preizkusili smo dve varianti dodanega
volumna obarjalnega reagenta: A) plazma:ACN = 1:0,5 (v/v) in B) plazma:ACN = 1:1
(v/v). Primerjava kromatogramov ekstrahiranih slepih plazem je pokazala, da na podrodju
retencijskega ¢asa analita z obarjanjem ni priSlo do izboljSave v Cistosti vzorca.

Moteca necistota morda ni bila protein in se je z obarjanjem nismo mogli znebiti.
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4.2 1ZBIRA INTERNEGA STANDARDA

Analizirali smo raztopine treh kandidatov za 1IS: atenolola, metoprolola in moksifloksacina
(50 ng/mL, topilo MeOH) ter kromatograme primerjali s slepo plazmo in vzorcem
bisoprolola (slika 13). Kot interni standard smo izbrali metoprolol, ki je imel retencijski

¢as 3,413 min in je zadostil naslednjim kriterijem:

= zadostna kromatografska lo¢ba od vrha bisoprolola;

» podobna visina 0ziroma povrsina vrha kot pri srednjih koncentracijah analita;

= podobne fizikalno-kemijske lastnosti in posledi¢no retencijski ¢as, ki je bil nizji od
retencijskega Casa bisoprolola, tako da z uporabo IS nismo podaljSevali Casa

analize.

Atenolol

% Aoksiﬂoksacin

2,271

Metoprolol

21z

1.821

Slika 13. lzsek kromatograma standardnih raztopin atenolola, metoprolola in
moksifloksacina ter ekstrahirane slepe plazme (modra barva). Retencijski ¢as bisoprolola
je pri izbranih analiznih pogojih (MF: 25 % ACN, 75 % 25 mM fosfatni pufer pH 3; pretok
1 mL/min; T kolone 30 °C; "PMT gain™ 12; Aeks 225 nm in Aemis 310 nm) znasal 6,291 min.

4.3 OPTIMIZACIJA KROMATOGRAFIJE S FLUORESCENTNIM DETEKTORJEM (HPLC-FLD)

Za izboljsanje kromatografske lo¢be smo, po principu spreminjanja enega parametra
naenkrat, optimizirali odstotek ACN v mobilni fazi (30, 25, 24, 23, 22 in 20), temperaturo
kolone (30 °C, 50 °C in 55 °C) in pH mobilne faze (2,5, 3,0 in 4,0). Ugotovili smo, da
najboljSo locbo ob najkrajSem casu analize dosezemo s sestavo mobilne faze iz A: 98 %
(v/v) ACN v vodi in B: 25 mM fosfatnega pufra s pH 3,0; A:B = 20:80 (v/v) ter
temperaturo kolone 55 °C. Retencijski ¢as bisoprolola je pri teh pogojih znasal 10,3 min in

internega standarda 4,5 min, Cas analize enega vzorca pa je znaSal 13 min.
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Kljub spreminjanju sestave mobilne faze in temperature nam ob optimiziranem postopku
ekstrakcije Se vedno ni uspelo lociti vrha necistote, ki se je pri analizi ekstrahirane slepe
plazme vztrajno nahajala pri retencijskem casu bisoprolola. Poskusili smo $§e z menjavo
kolone Gemini 110 A C18 s kolono Luna C18(2) 100 A, dimenzij 250 x 4,6 mm in
velikostjo delcev 5 pm (Phenomenex, Torrance, CA, ZDA), vendar tudi v tej koloni ni
prislo do lo€itve vrha necistote od vrha bisoprolola. Preostala nam je Se menjava detektorja

— metodo smo prenesli na masni spektrometer, s katerim smo dobili Zelene rezultate.

4.4 POGOJI KROMATOGRAFIJE, SKLOPLJENE S TANDEMSKIM MASNIM SPEKTROMETROM
(Lc-Ms/MS)

Metodo LC-MS/MS smo razvili na Agilentovem sistemu 1290 Infinity LC, sklopljenim s
6460 Triple Quadrupole Jetstream® masnim spektrometrom in parametre nastavili tako, da
smo pridobili maksimalno obcutljivost in selektivnost. Razlicni parametri masnega
spektrometra so bili ze predhodno optimizirani in so predstavljeni v poglavju 3.6. Ker je
bisoprolol $ibko bazi¢na in srednje polarna spojina, smo za analizo izvedli ESI v
pozitivnem nacinu. Detekcijo in kvantifikacijo smo izvedli s pomoc¢jo MRM ter dolo¢ili
masne prehode. Bisoprolol v kisli mobilni fazi sprejme proton in tvori protoniran
prekurzorski ion ([M + H]") z m/z 326,2. Za kvantitativno vrednotenje bisoprolola smo
dolo¢ili produktni ion, ki nastane iz prekurzorskega z m/z 56,1 (“quantifier ion™), produktni
ion, Ki nastane pri m/z 116,1 pa smo uporabili za potrjevanje identitete analita (“qualifier
ion™). Dolocili smo tudi optimalni masni prehod za metoprolol (IS) (268,2 — 116).
Vrednost napetosti fragmentorja in kolizijske energije smo pridobili z avtomatsko
optimizacijo. Vrednost za fragmentor predstavlja razliko v napetosti med zafetkom
masnega spektrometra, kjer ioni nastanejo, in kolizijsko celico. Nastavili smo jo tako, da je
v kolizijsko celico prispelo ¢im ve¢ osnovnega iona. Vrednosti Kolizijske energije so
skupaj z MRM prehodi bisoprolola in IS predstavljene v preglednici 10. Z analizo
navedenih masnih prehodov smo v kombinaciji z LC separacijo dosegli odli¢no

selektivnost in obcutljivost s spodnjo mejo dolo¢ljivosti bisoprolola 1 ng/mL.

Kromatografsko separacijo smo izvedli na UHPLC koloni, ki ima v primerjavi s
tradicionalnimi HPLC kolonami manjsi premer delcev (2,6 pum), kar omogoca vecjo
resolucijo in obcutljivost ter krajsi ¢as analize (22, 23). V nasem primeru SO za analizo

zadoscali ze nizji tlaki, zato UHPLC nacin ni bil potreben. Za mobilno fazo so v preteklih
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LC-MS in LC-MS/MS analizah (26, 29-35, 37) uporabljali predvsem acetonitril ali
metanol kot organski modifikator v kombinaciji z vodo ali pufersko raztopino amonijevega
acetata/formata. Pri tem vodna faza rada vsebuje dodatke, s katerimi pove¢amo ionizacijo
in posledi¢no obcutljivost analize. V pozitivnem ESI nacinu je za ta namen obicajno

najboljsa izbira mravlji¢na Kislina (15).

Mobilno fazo je v nasem primeru predstavljala zmes 0,1 % mravlji¢ne Kisline v vodi
(pH ~ 3) in acetonitrila (80:20, v/v). Pretok smo nastavili na 0,65 mL/min. Z navedenimi
pogoji smo dosegli visoko resolucijo, simetricne kromatografske vrhove in kratke
retencijske Case tako za analit kot za interni standard. Bisoprolol se je iz kolone eluiral pri
1,233 min in metoprolol (1S) pri 0,969 min. Cas analize enega vzorca je znasal 2,7 min, kar
je krajsi Cas kot pri ve€ini preteklih raziskav, pri katerih je analizni ¢as znaSal od 3 do
20 min na vzorec (25, 28-34, 36). Reprezentativni kromatogrami slepe plazme, plazemskih

standardov in realnega vzorca bolnika so prikazani na sliki 14.

(A) %101 |+ESI MRM Frag=144.0v CID@™ (326.2 > 56.1) 0 4-r001.d
759 1703
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6 | || J
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Slika 14. LC-MS/MS kromatogrami (po vrsti): bisoprolol, bisoprolol "qualifier”, IS.
(A) slepa plazma z IS; (B) LLOQ plazemski standard s konc. Biso 1 ng/mL; (C) plazemski
standard s konc. Biso 150 ng/mL; (D) QC vzorec s konc. Biso 25 ng/mL; (E) vzorec

bolnika, odvzet 4 ure po per os aplikaciji 10 mg bisoprololijevega fumarata.
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Slika 14. (Nadaljevanje)
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(D)  x104 |+ESI MRM Frag=144 0V CID@™ (326.2 -> 56.1) um 7.d
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Slika 14. (Nadaljevanje)
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4.5 VALIDACIJA METODE

Uspesno smo izvedli validacijo LC-MS/MS metode, ki je vkljuéevala ekstrakcijo v SPE
kartusah Strata X-C in uporabo metoprolola kot internega standarda. Metoda je dala
ustrezno tocnost in ponovljivost, Siroko obmodéje linearnosti ter ponovljiv izkoristek
ekstrakcije iz plazme. Pomembnej$ega ucinka matrice ni bilo zaznati, ustrezna pa je bila
tudi stabilnost bisoprolola v plazmi, avtomatskem vzorcevalniku in primarni osnovni

raztopini.

4.5.1 SELEKTIVNOST, LINEARNOST IN MEJA DOLOCLJIVOSTI

Z uporabo multirezidualne analize (MRM), pri kateri poleg m/z vrednosti prekurzorskega
iona dolo¢amo tudi za analit zelo specifiéno m/z vrednost fragmentiranega iona, smo
dosegli izvrstno selektivnost masnega spektrometra. Kromatografsko selektivnost metode
smo sproti preverjali z analizo ekstraktov slepih plazem, pri ¢emer na podrocju
retencijskega ¢asa analita nismo opazili mote¢ih vrhov endogenih necistot. Reprezentativni
kromatogram ekstrahirane slepe plazme se nahaja na sliki 14A. Selektivnost smo
spremljali tudi z razmerjem med produktnim ionom za kvantifikacijo (m/z 56,1) in
produktnim ionom za kvalifikacijo (m/z 116,1). Razmerje odzivov je bilo konstantno pri

razli¢nih koncentracijskih nivojih, kar prikazuje preglednica 11.

Preglednica 11
Variabilnost razmerja odziva produktnega iona za kvantifikacijo ("quantifier") in

produktnega iona za kvalifikacijo (“qualifier") bisoprolola

Povpr. razmerje "quantifier"/"qualifier” (n = 15) CV [%]
QC. (3 ng/mL) 0,22994 2,39
QCwm (25 ng/mL) 0,21871 1,59
QChy (100 ng/mL) 0,21818 0,87

Odziv kalibracijskih standardov (Biso/IS) je bil sorazmeren koncentraciji bisoprolola v
koncentracijskem obmo¢ju 1-150 ng/mL. Linearnost kalibracijskih krivulj smo dokazali z
metodo najmanjSih kvadratov. Regresijske parametre smo dolocili z uporabo utezi 1/C?, saj
je Dbila tako to¢nost povratno izraCunanih koncentracij Kkalibratorjev najvisja
(preglednica 12). Z uporabo utezene linearne regresije smo obcutno povecali predvsem

to¢nost dolocevanja nizjih koncentracij, kar lahko razberemo iz preglednice 13.
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Primera umeritvenih krivulj (brez in z uporabo utezene linearne regresije) si lahko
ogledamo na slikah 15 in 16, to¢nosti povratno izra¢unanih koncentracij kalibratorjev pa so
navedene v preglednici 13. Nobena izmed vrednosti ni odstopala za ve¢ kot 15 % (20 % pri
LLOQ), kar ustreza kriterijem smernic FDA (52). Determinacijski koeficient je bil visok za
vse umeritvene premice in je znaSal > 0,999. Parametri regresijske premice za tri dni
validacije so predstavljeni v preglednici 14. Primer enacbe umeritvene krivulje lahko
zapiSemo kot: odziv (Biso/IS) = 0,01441 x konc. + 0,00488.

Preglednica 12
Regresijski parametri reprezentativne kalibracijske krivulje in vsote relativne napake

povratno izracunanih koncentracij kalibratorjev (X |%RE|) za vsako izmed utezi (w;); N = 6

Wi b a re Y |%RE|
1 0,011731 0,016151 0,999692 37,9
1/C 0,011713 0,017038 1 32,5
1/C? 0,011318 0,018807 1 26,7

%RE = (Eizmerjena - Cnominalna)/cnominalna) X 100)

Odziv Biso/IS
[3=Y

y =0,0117x + 0,0162
r?=0,999

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Konc. [ng/mL]

Slika 15. Reprezentativna umeritvena krivulja za dolocanje bisoprolola v plazmi —

neuteZena linearna regresija.
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Odziv Biso/IS
[=Y

y =0,0113x + 0,0188
rr=1

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Konc. [ng/mL]

Slika 16. Reprezentativna umeritvena krivulja za dolo¢anje bisoprolola v plazmi — utezena

linearna regresija (w; = 1/C?).

Preglednica 13
Toc¢nost kalibracijskih standardov bisoprolola za serije treh razli¢nih dni ob uporabi
utezi 1/C?. Pri umeritveni krivulji iz prvega dneva smo za primerjavo navedli $e, kolik$na

bi bila to¢nost, ¢e ne bi uporabili uteZene linearne regresije (W; = 1)

1. dan 2. dan 3. dan

Crominal. Cizracun. Cizracun.  toCnost Cizracun.  toCnost
[ng/mL] [ng/mL] to¢nost [%]  [ng/mL] [%]  [ng/mL] [%0]

wi=1 w;=1/C? w; = 1/C? w; = 1/C?
1 1,019 121,0 101,9 0,9985 99,8 1,003 100,3
5 4,626 93,8 92,5 5,169 103,4 4,897 97,9
10 9,412 93,1 94,1 9,449 94,5 10,09 100,9
50 51,24 99,3 102,5 50,53 101,1 49,87 99,7
75 79,51 102,6 106,0 * * 76,12 101,5
150 154,4 99,5 102,9 151,8 101,2 149,5 99,6

* _ izlocena meritev
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Preglednica 14

Parametri utezene umeritvene premice tekom treh razli¢nih dni

1. dan 2. dan 3. dan
b 0,011318 0,013572 0,014408
a 0,018807 0,004639 0,004880
r2 1 1 1

Spodnjo mejo dolocljivosti (LLOQ) je predstavljala najmanj$a koncentracija kalibratorja v
umeritveni krivulji z ustrezno to¢nostjo (£ 20 %) ter vsaj 5-krat vis§jim odzivom od odziva
slepe plazme. LLOQ bisoprolola je znaSala 1 ng/mL s tocnostjo 99,8-102 %
(preglednica 13). Z metodo smo tako dosegli nizjo mejo dolo€ljivosti kot v preteklih
raziskavah z uporabo HPLC-FLD in HPLC-DAD aparatov, kjer je LLOQ znasala 5 ng/mL
do 6 ng/mL (27, 28, 36). Dosegli smo tudi primerljivo nizko vrednost LLOQ v primerjavi z
ostalimi LC-MS(/MS) metodami dolo¢evanja bisoprolola v plazmi, pri katerih je LLOQ
znasala 0,05 ng/mL (29), 0,1-2 ng/mL (26, 30-33, 35, 37) oziroma 5 ng/mL (34).
Dosezeno obmocje linearnosti metode (1-150 ng/mL) pokriva terapevtsko obmocje

bisoprolola v plazmi, ki znasa 6-101 ng/mL.

4.5.2 TOCNOST IN PONOVLJIVOST

To¢nost in ponovljivost smo dolocili v treh razlicnih dneh s pomocjo kontrolnih vzorcev
treh razli¢nih koncentracij in petimi ponovitvami. Iz preglednice 15 je razvidno, da je CV
znasal znotraj dneva najve¢ 5,8 %, med dnevi pa najve¢ 10,6 %. Znotraj-dnevna to¢nost je
bila v obmo¢ju 101-105 % in med-dnevna v obmocju 94,5-102 %. LC-MS/MS metoda
ustreza zahtevam za to€nost in ponovljivost tako znotraj ene analize kot tudi med celotnimi
tremi dnevi validacije. Preglednica 16 v nadaljevanju prikazuje, kak$na bi bila to¢nost in
ponovljivost metode, ¢e ne bi upostevali internega standarda. Ob primerjavi s
preglednico 15 lahko razberemo, da je imel IS kompenzacijski efekt na natan¢nost in
to¢nost dolocanja bisoprolola, saj je brez upoStevanja IS med-dnevna variabilnost vi§ja in

to¢nost nizja.
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Preglednica 15

Znotraj-dnevna in med-dnevna ponovljivost in tocnost dolo¢evanja bisoprolola v plazmi

Vzorec  Cromina. [NG/ML] C igracun. CV [%] Tocnost [%]
[ng/mL]

Znotraj QC_ 3,000 3,162 3,8 105,5
dneva QCwm 25,00 25,15 3,4 100,6
(n=5)  QCx 100,0 102,8 5,8 102,8
Med QCL 3,000 2,836 10,6 94,5
dnevi QCwm 25,00 24,93 4,7 99,7
(n=15) QCy 100,0 102,1 7,5 102,1

Preglednica 16

Znotraj-dnevna in med-dnevna ponovljivost in to¢nost dolo¢evanja bisoprolola v plazmi

brez upoStevanja internega standarda

Vzorec  Chominal. [NG/ML] Cizracun. CV [%] Tocnost [%]
[ng/mL]

Znotraj  QC_ 3,000 2,874 2,1 95,8
dneva QCwm 25,00 23,51 2,9 94,0
(n=5) QCx 100,0 91,94 2,8 91,9
Med QC. 3,000 2,541 18,1 84,7
dnevi QCwm 25,00 24,63 4,4 98,5
(n=15) QCy 100,0 98,69 6,2 98,7

4.5.3 UCINEK MATRICE IN IZKORISTEK EKSTRAKCIJE

Ocena ucinka matrice je pri LC-MS/MS metodah zelo pomemben aspekt validacije, saj
imajo lahko interference iz vzorca zaradi na¢ina ionizacije in obcutljivosti detektorja velik
vpliv na to¢nost dolo¢anja, selektivnost in obcutljivost (52). U¢inek matrice smo zmanjsali
ze z ucinkovitim postopkom ekstrakcije in injiciranjem majhnega volumna vzorca
(0,1 uL). Odsotnost u¢inka matrice smo dokazali s t. i. post-ekstrakcijskim dodajanjem
standarda, ki ga je predlagal Matuszewski. Najprej smo dolocili absolutni ucinek matrice
za pet razliénih plazem, ki je znasal 100,6-104,4 % (preglednica 17). Za sam IS je

absolutni u¢inek matrice znasal 105,7 % (n = 25) in je bil ponovljivs CV 1,3 %.
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Preglednica 17

Absolutni u¢inek matrice za bisoprolol v plazmi

Povpreéni odziv Biso/IS

Plazma (n = 5) A B ME [%]
a 0,40998 100,6
b 0,41939 102,9
c 0,41740 0,40763 102,4
d 0,42140 103,4
e 0,42562 104,4

CcVv 1,4 %

a in d: plazmi z oborinami; e: hemolizirana plazma; (A) post-ekstrakcijsko dodan standard,;

(B) standard v mobilni fazi; koncentracija (plazemski ekvivalent) = 30 ng/mL.

Vrednosti, izrazito nizje od 100 %, bi nakazovale na zmanjSanje u¢inkovitosti ionizacije
analita ("ion suppression™), vrednosti, vi§je od 100 %, pa na povecanje ionizacije ("'ion
enhancement™) (53). V nasem primeru dobljene vrednosti znasSajo blizu 100 % in hkrati z
nizko variabilnostjo kazejo na to, da je absolutni ME nizek in ponovljiv ter tako nima

pomembnega vpliva na rezultate analize.

Ocena relativnega ucinka matrice ima po navedbah Matuszewskega (53, 54) se vedji
pomen kot ocena absolutnega ME. Relativni ME smo izrazili s koeficientom variacije
naklonov umeritvenih krivulj, sestavljenih iz plazem petih razli¢nih virov (nacin I). Z
analizo nismo opazili pomembnega ucinka matrice, saj je CV naklonov premic znasal

3,9 %, kar ne presega predlagane meje 3-4 % (preglednica 18).

Relativni ME smo izrazili tudi s CV odzivov seta B (post-ekstrakcijsko dodan standard) pri
petih razlicnih plazmah in vrednost primerjali s CV odzivov seta A (standard v Cistem
topilu) (nacin II). CV odzivov seta B je znasal 1,4 % in je bil le malenkost vi§ji od CV
odzivov seta A, ki je znasal 0,7 %. Tudi na ta nacin torej nismo dokazali prisotnosti

relativnega ucinka matrice.
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Preglednica 18

Relativni u¢inek matrice za bisoprolol v plazmi

Parametri regresijske premice

2

Plazma (n=>5) b a r
a 0,01345 -0,00313 0,99957
b 0,01460 -0,01706 0,99958
c 0,01409 -0,00133 0,99989
d 0,01481 -0,01666 0,99847
e 0,01414 0,00069 0,99908
povprecje 0,01424
sd 0,00055
CV [%] 3,9

a in d: plazmi z oborinami; e: hemolizirana plazma.

Izracunali smo tudi, kolikSen bi bil u¢inek matrice, ¢e pri analizi ne bi upostevali internega
standarda. Rezultati za absolutni in relativni u¢inek matrice so prikazani v preglednicah 19
in 20. Opazimo lahko, da smo z uporabo internega standarda zmanjsali absolutni u¢inek
matrice na dolo¢evanje bisoprolola v plazmi, ki je brez uporabe IS znasal od 106,0 % do
112,7 %. Prisotnost u¢inka matrice torej ne pomeni nujno, da metoda ni veljavna, saj ga
lahko zmanj$amo z uporabo ustreznega IS. Ce se pri razli¢nih plazmah pojavi enak vzorec
ucinka matrice na analit in na interni standard, ostane razmerje analit/IS nespremenjeno,

zaradi ¢esar u¢inek matrice nima vpliva na kvantifikacijo v plazmi (53).

Pri dolo¢anju relativnega ucinka matrice pa smo brez upoStevanja IS dolocili nizji CV
naklonov premic (2,4 % v primerjavi s 3,9 % pri upostevanju IS), kar je bilo v nasprotju s
pri¢akovanji. Vrednosti se sicer le malo razlikujeta, zato menimo, da je razlika posledica

drugih dejavnikov, ki vplivajo na variabilnost meritev in manj neustreznosti IS.
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Preglednica 19

Absolutni u¢inek matrice za bisoprolol v plazmi brez upostevanja internega standarda

Povprecni odziv

Plazma (n = 5) A B ME [%]
a 18637 106,0
b 19031 108,3
c 18936 17579 107,7
d 18992 108,0
e 19813 112,7

CcVv 2,3%

a in d: plazmi z oborinami; e: hemolizirana plazma; (A) post-ekstrakcijsko dodan standard,;

(B) standard v mobilni fazi; koncentracija (plazemski ekvivalent) = 30 ng/mL.

Preglednica 20

Relativni u¢inek matrice za bisoprolol v plazmi brez upostevanja internega standarda

Parametri regresijske premice (Biso/IS)

Plazma (n=5) b a r?
a 541 129 0,99932
b o577 -450 0,99985
c 566 -516 0,99964
d 560 -386 0,99947
. 554 31 0,99974
pOVpr. 560
sd 13
CV [%] 2.4

a in d: plazmi z oborinami; e: hemolizirana plazma.

Ucinek matrice bi lahko Se dodatno znizali z uporabo stabilnega izotopno oznaenega
internega standarda, ki pa ga zaradi cene in trenutne nedostopnosti nismo uporabili.
Nekatere studije (59, 62) tudi navajajo, da uporaba izotopno oznacenega IS sama po sebi
ne zagotavlja nujno konstantnega razmerja analit/IS. Zamenjava 'H z devterijem rahlo
spremeni lipofilnost molekule in s tem retencijski ¢as na reverzno fazni koloni. V primeru,
da se okoli retencijskega Casa analita in IS eluira necistota z vplivom na ionizacijo, ima
lahko ta majhna razlika v retenciji za posledico razli¢ni ué¢inek matrice na analit 0ziroma

interni standard.
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Izkoristek ekstrakcije smo dolocili tako, da smo primerjali odzive ekstrahiranih
plazemskih standardov z odzivi vzorcev, pri katerih smo standarde dodali plazmi po
ekstrakciji. Povprecni izkoristek ekstrakcije bisoprolola iz plazme je znaSal 94,2 % s
koeficientom variacije glede na razli¢ne koncentracijske nivoje 6,0 % (preglednica 21).
posledica nezadostne interakcije analita s stacionarno fazo in izgubljanjem s spiranjem ali
pa nezadostne elucije iz kolone. Povpreéni izkoristek ekstrakcije IS iz plazme je znaSal
87,8 %. Ekstrakcija na trdnem nosilcu z uporabo Strata X-C kartu$ je dala zadovoljivo

visoke in ponovljive izkoristke.

Preglednica 21
Izkoristki ekstrakcije (Re) bisoprolola (QC, QCwm in QCh; n = 5) in IS (n = 15) iz plazme

ter njihova variabilnost (CV)

A B
Povpr. CV  Povpr. CV Povprecje CVv
odziv.  [%] odziv [%] Re [%] [%] [%]
QCL (3 ng/mL) 1758 4,1 1773 3,2 99,1
QCuw(25ng/mL) 12332 3,7 12929 46 95,4 94.2 6.0

QCh(100ng/mL) 46398 3,9 52666 0,9 88,1

IS (50 ng/mL) 31545 50 35937 27 87,8

(A) ekstrahiran plazemski standard; (B) post-ekstrakcijsko dodan standard.

4.5.4 STABILNOST

Stabilnost u¢inkovine v plazmi ali topilu je odvisna od pogojev shranjevanja in kemijskih
znacilnosti spojine ter vrste in znaCilnosti matrice in vsebnika. Stabilnost analita v doloceni
matrici in sistemu vsebnikov je tako specificna samo za to matrico in vsebnik ter je ne
moremo ekstrapolirati na druge matrice in vsebnike (52). Pri naSem delu smo raziskali
stabilnost bisoprolola v plazmi pri shranjevanju v plasticnih epruvetah z zamaskom,
stabilnost v avtomatskem vzorc¢evalniku na zamaSeni mikrotitrski plosc¢ici ter stabilnost
primarne osnovne raztopine bisoprolola v stekleni bucki, zasciteni s parafinskim filmom.

Rezultati testov stabilnosti so prikazani v preglednici 22.
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Preglednica 22
Rezultati stabilnostnih testov bisoprolola

Povpreéna sprememba odziva glede na ty [%]

QC. (3 ng/mL) QCy (100 ng/mL)
ALS 24 h (n=5)* -0,9 0,4
ALS 3 dni (n=1)° 3,0 1,3
Kratkoro¢na (n = 3)° -1,0 -2,6
Zamrzovanje/odtajanje (n = 3)" 6,7 54
Dolgoro¢na (n = 3)° 1,2 3,6
Primarna osnovna raztopina (n = 3)" -0,1-0,7

 Po 24 h v avtomatskem vzoréevalniku na 4 °C.

® Po 3 dneh v avtomatskem vzoréevalniku na 4 °C.

°Po 6 h na sobni temperaturi.

9 Po treh ciklih zamrzovanja/odtajanja na —20 °C.

® Po petih tednih na —20 °C; primerjava glede na nominalno vrednost.

"Po 1 tednu na 4 °C; navedena je sprememba v odzivu UV detektorja pri treh redCitvah.

Ugotovili smo, da je analit pod raziskanimi pogoji stabilen, tako v plazmi kot tudi v
raztopini mobilne faze (v ALS) in v primarni oshovni raztopini. Rezultati so bili
pricakovani in se skladajo z ugotovitvami preteklih raziskav, v katerih prav tako niso
dokazali nestabilnosti bisoprolola pri  podobnih pogojih (26-37). Sprememba Vv
koncentraciji v avtomatskem vzoréevalniku je znasala od —0,9 do 0,4 %, kar pomeni, da
lahko vzorce pred analizo pustimo v avtomatskem vzorcevalniku na 4 °C vsaj tri dni. Prav
tako je bisoprolol stabilen v plazmi pri sobni temperaturi vsaj 6 ur (rezultati testa
kratkoro¢ne stabilnosti), saj je prislo do najve¢ 2,6 % upada v koncentraciji v primerjavi s
takoj obdelanimi QC vzorci. Med tremi cikli zamrzovanja in odtajanja ni prislo do
zmanj$anja vsebnosti bisoprolola v plazmi, pozitivna sprememba v odzivu (6,7-5,4 %) pa
je verjetno posledica variabilnosti meritev. Test dolgoro¢ne stabilnosti je pokazal, da lahko
plazmo z bisoprololom pred analizo brez upada v koncentraciji shranjujemo na —20 °C
vsaj pet tednov, prav tako je vsaj en teden pri hranjenju na 4 °C stabilna tudi primarna

osnovna raztopina bisoprolola (Img/mL v MeOH).
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4.6 APLIKACIJA METODE NA REALNE VZORCE

Z uporabo validirane metode smo uspesno dolocili plazemsko koncentracijo bisoprolola pri
14 bolnikih, ki so prejemali od 1,25 mg do 10 mg bisoprololijevega fumarata enkrat na
dan. Posamezne plazemske koncentracije za vsakega izmed bolnikov so prikazane v
preglednici 23. Dolo¢ili smo tudi plazemski koncentracijski profil srednjih vrednosti po
aplikaciji tablet z 10 mg (slika 17) oziroma tablet s 5 mg (slika 18) bisoprololijevega

fumarata.

Preglednica 23
Izmerjene plazemske koncentracije bisoprolola [ng/mL] pri 0 h, 2 h, 3 hin 4 h po per 0s

aplikaciji zdravila z bisoprololijevim fumaratom

Sifra Odmerek Koncentracija bisoprolola v plazmi [ng/mL]?

bolnika  [mg] Oh 2h 3h 4 h
K01 10 17,33 74,83 70,00 64,96
K02 10 13,75 70,87 67,77 61,76
KO3 10 28,22 64,55 63,33 62,68
K04 5 18,15 37,10 28,46 32,84
K05 5 17,78 55,94 46,49 45,98
K06 10 9,746 47,48 46,64 49,47
K07 10 57,40 102,3 95,69 78,53
KO08" 10 45,15 99,85 101,2 90,56
K09 2,5 19,30 31,25 27,35 27,54
K10 5 15,54 35,37 37,79 37,16
K11 1,25 1,839 6,484 5,649 6,187
K12 10 38,29 113,1 107,6 81,48
K13 2,5 9,072 8,313 7,858
K14 10 89,53 136,9 129,0 119,3

# Plazemske koncentracije so bile izra¢unane na podlagi umeritvene krivulje z enacbo:
odziv (Biso/IS) = 0,011318 x konc. + 0,018807; r> = 1.

® Bolnik je dodatno prejemal tudi odmerek 5 mg zvecer.
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Slika 17. Povpreéni plazemski koncentracijski profil bisoprolola po aplikaciji tablet z
10 mg bisoprololijevega fumarata (n = 8, povpr. + sd).
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Slika 18. Povprecni plazemski koncentracijski profil bisoprolola po aplikaciji tablet s 5 mg
bisoprololijevega fumarata (n = 3, povpr. + sd).
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Za kontrolo to¢nosti smo skupaj z vzorci bolnikov izvedli tudi 27 meritev QC vzorcev treh
razli¢nih koncentracij. Kriterij veljavnosti meritve je bil, da vsaj dve tretjini QC vzorcev,
analiziranih med sekvenco realnih vzorcev, odstopa za manj kot 15 % od kontrolne
vrednosti. Ena tretjina kontrolnih vzorcev lahko odstopa za ve¢ kot 15 %, vendar ti ne
smejo biti enake koncentracije (52). Odstopanje QC vzorcev je znaSalo najve¢ —19,6 % s
povpre¢jem absolutne vrednosti odstopanja 5,4 %. Odstopanje je bilo visje od 15 % pri

treh QC vzorcih, kar $e ustreza postavljenim zahtevam za veljavnost meritev.

Nas prvotni namen je bil, da bi na podlagi ugotovljenih koncentracij bisoprolola v plazmi
izraCunali tudi nekatere pomembnejSe farmakokineti¢ne parametre, kot SO Cmax, tmax iN
razpolovna doba v plazmi ter parametre primerjali s podatki iz literature, kar bi bilo Se
posebej zanimivo. Vendar pa za zanesljivo dolocitev parametrov nismo imeli na voljo
dovolj vzorcev, pri ¢emer so nam manjkali predvsem vzorci, odvzeti po maksimalni
koncentraciji v plazmi (v eliminacijski fazi). Za izrac¢un farmakokineti¢nih parametrov bi
morali vzorce analizirati v ve¢ Casovnih toc¢kah — glede na podatke o razpolovni dobi
bisoprolola v plazmi (10—12 ur) bi za dolocitev konstante eliminacije potrebovali vzorce,
odvzete vsaj do 60 ur po aplikaciji ucinkovine ali ve¢. Tezave z okrnjenimi podatki
oziroma redkim vzorfenjem lahko sicer reSimo 2z uporabo populacijskega
farmakokineti¢nega modeliranja, ki pa zahteva napredno znanje in specifi¢no programsko
opremo. Razvijanje ustreznega modela bi preseglo okvir diplomske naloge, zato se za to

pot nazadnje nismo odlocili, so pa rezultati na voljo za morebitno kasnejSo obdelavo.
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Razvili smo selektivno in zanesljivo LC-MS/MS metodo, ki je primerna za dolocevanje
plazemskih koncentracij bisoprolola. Prednosti metode sta relativna enostavnost izvedbe in

visoka obcutljivost, Ki nam omogoc¢a merjenje koncentracij bisoprolola od 1-150 ng/mL.

Priprava vzorcev je vkljuéevala ekstrakcijo na trdnih nosilcih Strata X-C s petkratnim
koncentriranjem. MeSani ionsko izmenjevalni SPE adsorbenti omogocajo visoko
selektivno retencijo analita, zaradi ¢esar Smo lahko kolono spirali z agresivnejsimi topili in
tako pridobili zelo Cist ekstrakt. Izkoristki ekstrakcije bisoprolola iz plazme so bili visoki
(88,1-99,1 %) in ponovljivi. Bisoprolol in interni standard metoprolol smo od endogenih
necistot uspesno locili na reverzno fazni koloni Kinetex C18 (50 x 2,1 mm; 2,6 um) z
uporabo mobilne faze iz 0,1 % mravlji¢ne kisline v vodi in acetonitrila. Elucija je bila
gradientna s postopnim povecevanjem odstotka ACN od 10 do 50 %, s ¢imer smo dosegli
najmanj$i mozni Cas analize, ki je znasal 2,7 min in je bil nizji kot pri ve¢ini do sedaj

objavljenih raziskav.

Metoda je to¢na, ponovljiva, linearna in selektivna v obmocju 1-150 ng/mL ter pokriva
terapevtsko koncentracijsko obmocje bisoprolola v plazmi. Izratun absolutnega in
relativnega ucinka matrice je pokazal, da neodstranjene komponente plazme niso motile
obsega ionizacije bisoprolola na masnem analizatorju, kar ima velik pomen za to¢nost
pridobljenih rezultatov. S testi stabilnosti smo dokazali, da lahko vzorce pred analizo
hranimo v zamrzovalniku vsaj pet tednov in jih pri tem trikrat zamrznemo in odtajamo,
bisoprolol pa je stabilen tudi tekom obdelave vzorca pri sobni temperaturi, v avtomatskem
vzorcevalniku (vsaj 3 dni) in v oshovni standardni raztopini pri hranjenju na 4 °C
(1 teden).

Metoda se je izkazala kot primerna za dolo¢evanje bisoprolola v ¢loveski plazmi, kar smo
potrdili z uspesno analizo vzorcev 14 bolnikov v §tirih ¢asovnih tockah po per os aplikaciji

zdravila z bisoprololijevim fumaratom.

Kljub omenjenim prednostim metode pa imamo $e prostor za izboljSave. Priprava vzorcev
v laboratorijih pogosto predstavlja ozko grlo celotnega postopka analize, kar smo opazili
tudi pri naSem delu. Zmogljivost metode bi lahko povecali z izvedbo SPE na p-elucijskih

ploscicah, kar bi tudi zmanjsalo potrebne volumne vzorca ter porabo topil. Za dodatno
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izboljsanje toCnosti meritev bi lahko kot IS namesto metoprolola uporabili devteriran
bisoprolol, ki daje zaradi enakih fizikalno-kemijskih lastnosti podoben izkoristek
ekstrakcije in podoben retencijski ¢as kot bisoprolol ter Se bolj u¢inkovito zmanjsa ucinek
matrice. Izotopno oznacenega internega standarda pa ne bi mogli izbrati pri uporabi
HPLC-FLD aparata, saj se kromatografsko bisoprolol in njegov devteriran analog s

fluorescentnim detektorjem ne bi locila.

Metoda je primerna za uporabo v farmakokineticnih Studijah in pri dokazovanju
bioekvivalence pripravkov z bisoprololom. Postopek lahko sluzi tudi za terapevtsko
spremljanje koncentracij pri kardiovaskularnih bolnikih, kar ima glede na porast tovrstnih

obolenj nedvomno veliko uporabno vrednost.
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