UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

MOJCA GOLOB (HOCEVAR)

DIPLOMSKA NALOGA

UNIVERZITETNI STUDIJ FARMACIJE

Ljubljana, 2014



Univerza v Ljubljani
Fakulteta za farmacijo

MOJCA GOLOB (HOCEVAR)

RAZVOJ IN VALIDACIJA METODE ZA DOLOCANJE
HALOPERIDOLA IN REDUCIRANEGA HALOPERIDOLA V
KRVNIH MADEZIH S TEKOCINSKO KROMATOGRAFIJO,
SKLOPLJENO S TANDEMSKO MASNO SPEKTROSKOPLJO

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A METHOD FOR THE
DERMINATION OF HALOPERIDOL AND REDUCED
HALOPERIDOL IN DRIED BLOOD SPOTS USING LIQUID
CHROMATOGRAPHY TANDEM MASS SPECTROMETRY

DIPLOMSKA NALOGA

Ljubljana, 2014



Diplomsko nalogo sem opravljala na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko na

Fakulteti za farmacijo pod mentorstvom doc. dr. Jurija Trontlja.

ZAHVALA

Zahvaljujem se mentorju doc. dr. Juriju Trontlju za vodenje, trud, strokovno pomo¢ in vse
nasvete pri izdelavi diplomske naloge. Hvala tudi doc. dr. TomaZu Vovku in drugim
sodelavcem Katedre za biofarmacijo in farmakokinetiko, ki so mi pomagali pri delu v
laboratoriju.

Iskreno se zahvaljujem starSem, ki so mi omogocili Studij, me vedno spodbujali in mi
zaupali. Hvala tudi moZu, ostalim ¢lanom druZine in bliZnjim za vso podporo in pomoc.

Hvala, ker ste verjeli vame.

IZJAVA

Izjavljam, da sem diplomsko nalogo samostojno izdelala pod mentorstvom doc. dr. Jurija

Trontlja.

Ljubljana, julij 2014 Mojca Golob

Predsednik diplomske komisije: prof. dr. Danijel Kikelj, mag. farm.

Clan diplomske komisije: doc. dr. Ilija Ili¢, mag. farm.



MOJCA GOLOB - Diplomska naloga VSEBINA

KAZALO VSEBINE
I UVOD ettt et et sttt ettt sttt 1
| BN 1 17407 1<) 1L - O SUSORRPRRRRURRNt 1
1.2 ANGPSTNOLIKT .ottt et 1
| RC T = B 1107 755 5 1 (o) L OSSPSRt 2
1.3.1 Fizikalno-kemijske 1astnOSti........ccccueeeruiieeiiiieiiieeniie e esiee e evee e e e 2
1.3.2 Farmakokineti¢ne lastnosti in metabolizem............ccccceeveeiiiiniiniienniiniiiece. 4
1.3.3 Farmakodinamicne laStnOosti..........cecueeriirieeniinieiniienieeee et 5
1.3.4 Terapevtsko spremljanje KONCENtraci].......coueevueeeruieeniieeniieeiieeeiiee e 6
1.4 Metoda posuSenega madeza Krvi (DBS)......cooooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 6
1.4.1 Potek DBS analiZe.......ccccooiiiiiiiiiiiiiiiieieceeeceeeeee et 7
1.4.2 Prednosti in slabosti uporabe DBS za terapevtsko spremljanje koncentracij ..... 8
1.5  Primerjava med meritvami v polni Krvi in v plazmi........cccoevieeeiniiiiniiinnicennneenne 9
2 NAMEN DELA. ..ottt sttt sttt sttt nae e 11
3 MATERIALI IN METODE ........oooiiiiiiiiiiiiieeteneee ettt 13
Bl MLl .ot 13
311 StANAArdi...coveeeiieiiieieee et 13
3.1.2  REAZENI..cccuiiiiiiieeiie ettt ettt et e et e e e aae e saae e s bae e sbaeesnsaeesaaeennnes 13
3.1.3 Mobilne faze in tOPila .....cceeeviiiiiiiiieiiecee e 13
3.1.4 BioloSki mMaterial ........coouiiiiiiiiiiieiieeeeteeeee e 14
3.2 Naprave in 1aboratorijski INVENTAT .........cccueeerieeeiireeiieeeieeeeiee e esreeeaeeeivee e 15
3.3 MELOAC ...ttt et 16
3.3.1 Priprava osnovnih raztopin in tOpil.........cccceevieiiiiiiiiiiiniiieieeee e 16
3.3.2 Priprava DBS VZOICEV ....ccuuiiiiiiiiiiiiiiteeite ettt 18
3.3.3  EKSTraAKCIJa . ueeeiiieiiiieeiieecieeee ettt e 19
3.3.4  ANALIZA VZOTCEV .....eeuiiiiiieieeiieeeeiee ettt et st 19
3.3.5 Validacija MELOAE.........eeeruiiiriiiiiiieiiie ettt ettt 21



MOJCA GOLOB - Diplomska naloga VSEBINA

3.3.6 Analiza skladnosti dveh metod z diagramom Blanda in Altmana..................... 26

4  REZULTATIIN RAZPRAVA ..ottt 27
4.1 BKSHIAKCIJA cuevieeniiieiiieeeieeee ettt ettt et ettt e et e et 27
4.2 ANALIZA VZOICEV ..eouiiiiiiiiiieieeiiectt ettt ettt ettt et e 27
4.3 ValIAACTIA ceeueviieiiieiiieeeieeee ettt et e et e et s 31
4.3.1 Selektivnost (SPECITICNIOST) ..vvverrieeiiieeiiieeiieeeiiee et e eieeeeteeesreeesaeeesebeeeereeenns 31
4.3.2 LANEAINIOST ..cuueieutieiieiiteeite ettt ettt ettt e e sttt e sb b e e beesab e e bt e sabeebeesaeeenbee e 33
4.3.3 Znotrajdnevna toCnost in PONOVIJIVOSE.....ccueeeiiieeiiieriieerieeeriee e eveeeivee s 36
4.3.4 Meddnevna to€nost in PONOVIJIVOSE ...c.uveeeruiieeriiieeiiieeiieeeieeenieeesreeerveeeeree e 36
4.3.5 Delovno obmocCje MELOdE. ......ccueeiriieiriiieeiiieeiiee et ieeesree e e e e eeaee e 37
4.3.6 Spodnja Meja dOIOCIEVE ....ccuveeeriieeiiieeiiie et ettt e e e eteeesveeesaeeesaaeeeeaeeenes 38
437 STADIINOST...ccuiieiiiiiiiieeeee ettt 39
4.3.8 UCINKOVItOSt KSIaKCIJE ..eeuuveeiiiieiiiieiiiee ettt 39
4.3.9 NavzKriZni prenos Med VZOICI.....coiveerruieeriieeeniieeeiieenieeesieeesireeeseeessireessieeesane 40

4.4  Uporaba analizne metode na vzorcih pacientoy ............cceccveevvieeenieienieennieennineen. 40
4.5  Analiza skladnosti dveh metod (Bland-Altman plot) .........ccceceeeviiieniiennieennineen. 43

S SKLEPT ..ottt sttt st nae e 45
6 LITERATURA ... .ottt sttt sttt sttt e i 46

II



MOJCA GOLOB - Diplomska naloga POVZETEK

POVZETEK

Haloperidol je nevroleptik iz skupine starejsih tipicnih antipsihotikov, a se kljub temu Se
vedno pogosto uporablja za zdravljenje akutne in tudi kroni¢ne shizofrenije. Vzdrzevalno
zdravljenje s psihiatricnimi zdravili bistveno zmanjSa ponovitev bolezni pri pacientih s
shizofrenijo. TeZava pri tem je slabo sodelovanje pacientov ter variabilnost v
farmakokinetiki haloperidola in nezeleni ucinki, ki jih povzroca. V diplomski nalogi smo z
namenom lazjega spremljanja zdravljenja razvili metodo za terapevtsko spremljanje
koncentracij haloperidola, ki je manj invazivna in s tem bolj prijazna do bolnikov, zato
lahko pricakujemo tudi njihovo boljSe sodelovanje. Analizna metoda omogoca doloCanje
haloperidola in njegovega aktivnega metabolita, reduciranega haloperidola, iz posuSenih
madeZev krvi (DBS). Bistvene prednosti te metode v primerjavi s klasicno metodo
merjenja koncentracij v plazmi ali serumu so, da je metoda manj invazivna, potrebni so
manjSi volumni krvi (le 4-12 pL za posamezen vzorec), ki jo odvzamemo z vbodom v prst
ali peto. Poleg tega bi si lahko pacienti DBS vzorce jemali sami doma in jih preko navadne
poste poslali v analizo. Razvili smo ekstrakcijski postopek, pri ¢emer smo iz predhodno
nanesenih in posuSenih kapelj krvi na filter papirju DBS kartic s topilom prenesli analite v
raztopino. Detekcija analitov je potekala na tekoCinskem kromatografu ultra visoke
locljivosti, sklopljenim s tandemskim masnim spektrometrom vrste trojni kvadrupol
(UHPLC-MS/MS). Sledila je validacija metode po smernicah Ameriske agencije za hrano
in zdravila. Dokazali smo, da je metoda primerno to¢na, ponovljiva, selektivna ter
zagotavlja dobro ucinkovitost ekstrakcije. Metoda je za oba analita, haloperidol in
reduciran haloperidol, linearna v obmoc¢ju 0,4-100 pg/L. Metoda uporablja izotopno
oznacen interni standard 13C6 haloperidol, ki u€inkovito korigira u¢inek matrice, sicer bi
slednji lahko mejno znacilno vplival na to¢nost metode (15 %). DBS vzorci kaZejo
ustrezno stabilnost po 13 dneh izpostavljenosti razliénim temperaturam (3 °C, 25 °C in
40 °C). Dosegli smo primerljivo obcutljivost oziroma spodnjo mejo dolocitve (0,4 ug/L),
kot pri klasi¢nih plazemskih metodah. Z razvito in validirano metodo smo analizirali DBS
vzorce 41 pacientov iz klini¢ne Studije, ki so prejemali depo obliko haloperidola. Dobljene
rezultate krvnih vzorcev smo primerjali z rezultati plazemskih vzorcev iz pretekle
raziskave, pripravljenih iz istih vzorcev krvi. Z analizo skladnosti dveh metod z grafi¢nim

postopkom Blanda in Altmana smo ugotovili, da je razvita metoda primerljiva plazemski

I
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metodi. Zato bi lahko metoda posuSenega madeZa krvi uspe$Sno nadomestila klasi¢ni

odvzem krvi iz vene pri terapevtskem spremljanju koncentracij haloperidola.

Kljucne besede: haloperidol, terapevtsko spremljanje koncentracij, posusen madeZ krvi,

UHPLC-MS/MS, validacija
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ABSTRACT

Haloperidol is a neuroleptic drug belonging to the group of older typical antipsychotics,
nevertheless it is still being frequently used for the treatment of acute or chronic
schizophrenia. Maintenance therapy with psychiatric medications essentially contributes to
the decreased relapse rate in patients with schizophrenia. This may be hindered by the poor
adherence to treatment of patients and the variability of pharmacokinetics of haloperidol
and its adverse effects. In order to monitor the treatment in a more convenient way, this
degree paper presents a new method for therapeutic drug monitoring for haloperidol that
offers less invasive sampling and is thus more patient-friendly, which can lead to
improving adherence to drug treatment. The analytical method enables determination of
haloperidol and active metabolite of reduced haloperidol in dried blood spots (DBS). In
comparison to the traditional method of concentration measurements in plasma or serum,
the main advantage of this method is its less invasive sampling and lower blood volume
required (only 4—12 pL for a sample), which can be taken by finger prick or heel prick. In
addition, DBS samples can be taken by patients themselves and sent to the laboratory by
post. An extraction procedure was developed, where analytes from previously collected
and dried blood spots on a filter paper of DBS cards were transferred to a solution. The
detection of analytes was carried out by ultra high performance liquid chromatography
tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS). This was followed by the validation of the
method according to the FDA guidelines. The method was proved to have acceptable
accuracy, precision, selectivity, and to enable an effective extraction. It was linear in the
range of 0.4-100 pg/L for both of the analytes, haloperidol and reduced haloperidol. The
method uses an isotope labelled internal standard '’Cg haloperidol, which effectively
corrects matrix effects, so that the latter does not have any significant influence on the
accuracy of the method. After the period of 13-day exposure to various temperatures (3 °C,
25 °C and 40 °C) DBS samples show acceptable stability. The method gave comparable
results regarding sensitivity or the lower limit of quantification (0.4 ug/L) to those
obtained by traditional plasma methods. DBS samples of 41 patients from the clinical trial,
who had received depot haloperidol, were analysed using the developed and validated
method. Subsequently, obtained results of blood samples were compared to the results of
plasma samples from the previous study, which were prepared from the same blood

samples. Through the consistency analysis of the two methods using the Bland-Altman
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graphic approach it was found out that the developed method is comparable to plasma
sampling. The dried blood spot method may successfully replace the traditional blood

sampling from a vein for the therapeutic drug monitoring for haloperidol.

Key words: haloperidol, therapeutic drug monitoring, dried blood spot, UHPLC-MS/MS,
validation
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ABECEDNI SEZNAM OKRAJSAV

ABECEDNI SEZNAM OKRAJSAV

DBS
DR
DR-QC
ESI
FDA
HA
Hct

HPLC

IS
LC-MS/MS
LLOQ

m/z

MF

MRM

MS

ND

PR

koncentracija

koeficient variacije

centralni Ziv¢éni sistem

posusen madez krvi (angl. dried blood spot)

delovna raztopina

delovna raztopina za pripravo kontrolnega vzorca

elektrorazprSevalna ionizacija (angl. electrospray ionization)

AmeriSka agencija za hrano in zdravila (angl. Food and Drug Administration)
haloperidol

hematokrit

tekocCinska kromatografija visoke loCljivosti (angl. high-performance liquid

chromatography)

interni standard

tekocCinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo
spodnja meja dolocitve (angl. lower limit of quantification)

razmerje med maso in nabojem (angl. mass-to-charge ratio)

mobilna faza

multirezidualna analiza (angl. multiple reaction monitoring)

masna spektrometrija

ne zaznane vrednosti (angl. not detected)

primarna osnovna raztopina

viI
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QC
QCu
QCL

QCwy

rHA
RSD
SR

TDM

Ue

UHPLC

UM

kontrolni vzorec (angl. quality control)
kontrolni vzorec visoke koncentracije
kontrolni vzorec nizke koncentracije
kontrolni vzorec srednje koncentracije
determinacijski koeficient

reduciran haloperidol

relativna standardna deviacija
sekundarna osnovna raztopina

terapevtsko spremljanje koncentracij zdravil (angl. therapeutic drug

monitoring)
ucinkovitost ekstrakcije

tekocCinska kromatografija ultra visoke loCljivosti (angl. ultra high performance

liquid chromatography)

ucinek matrice
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1 UVOD

1.1 SHIZOFRENIJA

Pri shizofreniji in ostalih psihoti¢énih motnjah je Se dandanes zelo prisotna stigma in ljudje
z duSevnimi motnjami navadno veljajo za SibkejSe in manjvredne. Vzrok so verjetno
klini¢ni znaki, ki se v primerjavi s somatskimi boleznimi kazejo predvsem z obnaSanjem,
spremenjenim doZivljanjem resni¢nosti, halucinacijami, socialnim umikom. Tak odnos
druzbe do teh bolezni slabo vpliva na njihovo zgodnje odkrivanje, saj se ljudje z duSevnimi
motnjami za iskanje pomoc¢i odlofajo v manjSi meri, kar pa je bistveno za kasnejSe
zdravljenje in morda ozdravitev. Upad samospoStovanja in samostigmatizacija pacientov

shizofrenije med drugim vplivata tudi na slabo sodelovanje pri zdravljenju (1, 2).

Shizofrenija je ena najbolj proucevanih psihoticnih motenj, za katero zboli okoli 1 %
prebivalstva, obolevajo mladi ljudje, je pogosto kroni¢na in lahko hudo obremeni oz.
hendikepira obolelega (3). Klini¢ne znake shizofrenije lahko razdelimo v tri skupine:
pozitivni (sluSne halucinacije, paranoidne blodnje, motoricni nemir — agitacija, motnje
gibanja), negativni (brezvoljnost, pomanjkanje zanimanja — apatija, Custvena otopelost) ter
motnje kognitivnih funkcij (motnje pozornosti, osredotoCenosti, spomina, abstraktnega
miSljenja, presojanja in smiselnega odloCanja) (4). Vzroki za bolezen Se niso popolnoma
razjasnjeni. Pomembni so genetski dejavniki, razvojni vplivi v prenatalnem obdobju ter
vplivi okolja. Gre za nevrokemicne nepravilnosti v moZganih, za katere obstaja ve¢ razlag.
Najbolj pogosta je dopaminska hipoteza, po kateri je vzrok za psihozo prekomerna
aktivnost dopamina v moZganih (5). Alternativne razlage vkljucujejo tudi vpletenost
drugih mediatorjev, kot so glutamat, serotonin in noradrenalin. Shizofrenija se lahko
pojavlja v obliki ponovitev in zaCasnih izboljSanj simptomov, ali je kroni¢na in
progresivna, obe obliki pa zdravimo z antipsihotiki oz. nevroleptiki (3). Farmakoterapija
shizofrenije je usmerjena predvsem v zdravljenje pozitivnih in negativnih simptomov, zato

je v zdravljenje pogosto vkljucena tudi psiholoska in socialna podpora (4).

1.2 ANTIPSIHOTIKI

Ucinkovine za zdravljenje shizofrenije delimo v dve skupini. Prve razvite u€inkovine
uvrSéamo med klasiCne antipsihotike oz. antipsihotike prve generacije (flufenazin,
flupentiksol, haloperidol, levomepromazin, promazin in pentiksol). Zanje je znacilno, da

izboljSajo predvsem pozitivne klinicne znake shizofrenije, medtem ko je ucinek na
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negativne znake zelo slabo izraZzen. NovejSe ucinkovine pa uvr§€amo med atipiCne
antipsihotike oz. antipsihotike druge generacije (amisulprid, aripiprazol, klozapin,
kvetiapin, olanzapin, paliperidon, risperidon, sulpirid in ziprazidon). Le-te so u¢inkovite v
izboljSanju tako pozitivnih, kot negativnih znakov in so zdravila prvega izbora pri
zdravljenju shizofrenije. Tudi pojav ekstrapiramidnih stranskih ucinkov je tu manj pogost

kot pri tipi€nih antipsihotikih (3, 4, 5).
Mehanizem delovanja

V centralnem Zivénem sistemu (CZS) razlikujemo pet podtipov dopaminskih receptorjev,
ki jih delimo v dve vegji skupini: 1) skupina receptorjev podobnih D;: sem sodijo podtipi
D; in Ds; 2) skupina receptorjev podobnih D; pa vkljucuje podtipe D, D3 in D4. Interakcije
antipsihoticnih ucinkovin z D, receptorji so kompleksne in vkljucujejo antagonizem,
inverzni agonizem in delni agonizem, poleg tega vecina zavira Se vrsto drugih receptorjev.
Za doseZzen terapevtski ucinek je odgovoren predvsem antagonizem D, dopaminskih
receptorjev in potrebna je blokada najmanj 80 % le-teh receptorjev. Za izboljSanje
pozitivnih znakov shizofrenije je odgovoren antagonizem D, receptorjev v mezolimbi¢ni
poti. Zal pa sistemsko aplicirani antipsihotiki ne razlikujejo med receptorji v razliénih
mozganskih regijah, zato se pojavljajo stranski ucinki (npr. blokada D, receptorjev v
nigrostriatni poti povzro¢i motori¢ne nezelene ucinke, blokada v tuberoinfundibularni poti
poveca izloCanje prolaktina, itd.). Nekateri antipsihotiki, predvsem novejse ucinkovine z
bolj raznolikimi strukturami, so dodatno Se antagonisti muskarinskih acetilholinskih
(mACh) receptorjev in serotoninskih (5-HT,s) receptorjev, s Cimer neZelene ucinke

razli¢no omilijo (3, 5, 6).

Pomembno je, da bolniki ob zacetku zdravljenja shizofrenije ne obupajo prehitro, saj do
nastopa terapevtskega ucinka antipsihotikov pride Sele po dolo¢enem casu, kljub takojsni
blokadi dopaminskih receptorjev. Mehanizem za zakasnjen nastop ucinka Se ni popolnoma
razjasnjen, vendar gre za kompenzatorne spremembe v moZganih, ki jih povzroci uporaba

antipsihoti¢nih zdravil (3).

1.3 HALOPERIDOL
1.3.1 Fizikalno-kemijske lastnosti
Haloperidol je spojina z [IUPAC imenom 4-[4-(4-klorofenil)-4-hidroksi-1-piperidinil]-1-(4-

fluorofenil)-1-butanon in glede na strukturo spada med butirofenone. Struktura spojine je
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predstavljena na sliki 1. Je dokaj lipofilna spojina in se veZe predvsem na dopaminske D,
in serotoninske 5-HT, receptorje v moZganih sesalcev, ki so vkljueni v posredovanje
antipsihoti¢ne aktivnosti butirofenonov. Za nevrolepticno delovanje je esencialna amino
skupina na cetrtem ogljiku v butirofenonskem skeletu. Razvili so tudi haloperidol
dekanoat, ki je depo oblika zdravila za intramuskularno aplikacijo za vzdrzevalno
zdravljenje. NajpomembnejSe fizikalno-kemijske lastnosti haloperidola so podane v

preglednici I (5, 7, 8).

Slika 1. Struktura haloperidola

Preglednica I. Fizikalno-kemijske lastnosti haloperidola

Kemijska formula C,1H3CIFNO,

Molekulska masa 375,86 g/mol

pKa 8,66

logP 4,30

Temperatura talis¢a | 151,5 °C

Topnost dobro topen v dimetilsulfoksidu, metanolu, slabo topen v vodi
(14 mg/L pri 25 °C)

Izgled trdna bela snov, brez vonja
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1.3.2 Farmakokineticne lastnosti in metabolizem

Za haloperidol je znacilna velika interindividualna variabilnost farmakokinetike, ki je
posledica razlicnih dejavnikov. Vkljuceni so genetski polimorfizem encimov presnove,
interetnine razlike, interakcije haloperidola z drugimi ucinkovinami preko inhibicije ali
indukcije encimov in tudi kajenje (9). Zdravilo lahko apliciramo intravensko,
intramuskularno ali peroralno. Intramuskularna aplikacija je prednostno uporabljena pri
akutni shizofreniji za takojSnje obvladovanje nasilnega vedenja, saj je najvecja plazemska
koncentracija u¢inkovine dosezena po 33,8 minutah. Po peroralni aplikaciji se halopeidol
dobro, vendar individualno razli¢no absorbira iz prebavil, hrana pa lahko upocasni ali
zmanjSa obseg absorpcije. Najvecja plazemska koncentracija je dosezena po dveh do Sestih
urah. Haloperidol ima ozko terapevtsko okno in klini¢no uc¢inkovite koncentracije v plazmi
so med 5,6 in 16,9 ug/L (10). V veliki meri, kar 92 %, se ga veZe na beljakovine v plazmi
in vstopa tudi v krvne celice (11). Prosto prehaja v razli¢na tkiva, posebej se porazdeljuje v
globus pallidus v mozganih. Navidezen volumen porazdelitve v stanju ravnotezja je velik
in znaSa od 9,5 do 21,7 L/kg po intravenski aplikaciji. Haloperidol se v glavnem
presnavlja v jetrih preko razlicnih poti, predvsem z glukuronidacijo in encimskim
sistemom citokrom P450, kjer imata encima CYP3A4 in CYP2D6 najvecjo vlogo. Le 1 %
odmerka se izlo¢i nespremenjenega z urinom. Metabolizem haloperidola je prikazan na
sliki 2. Pri oksidativni N-dealkilaciji haloperidola z encimom CYP3A4 nastaneta p-
fluorobenzoilpropionska kislina in 4-(4-klorofenil)-4-hidroksipiperidin. S pomocjo encima
karbonilne reduktaze pride do redukcije ketonske skupine haloperidola, pri Cemer nastane
najpomembnejsi metabolit, reduciran haloperidol, encim CYP3A4 pa z oksidacijo le-tega
pretvori nazaj do haloperidola in to je edina reverzibila pot v metabolizmu haloperidola.
Reduciran haloperidol je sicer farmakolo$ko aktiven metabolit, vendar v raziskavi
povezave med koncentracijo rHA in pove€anim terapevtskim uc¢inkom niso nasli, saj rHA
doseze le 1/400 vezave haloperidola na D, dopaminske receptorje (10, 12). Z oksidacijo
haloperidola nastane piridinijev derivat haloperidola. V drugi fazi metabolizma je
najpomembnejSa reakcija haloperidola konjugacija z glukuronsko kislino, kjer ob
prisotnosti UDP-glukuronoziltransferaze nastaja haloperidol glukuronid (predvsem O-
glukuronid) (9). Pri prvem prehodu skozi jetra se nekaj peroralno apliciranega haloperidola
presnovi, vendar je njegova bioloska uporabnost na splosno visoka (60-70 %). Razpolovni
¢as haloperidola je zaradi variabilnosti med posamezniki razpet med 14,5 in 36,7 ur po

peroralni aplikaciji, med 14,1 in 26,2 ur po intravenski ter znasa 20,7 ur po intramuskularni
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aplikaciji. Variabilnost razpolovnih ¢asov haloperidola po razli¢nih nacinih aplikacije pa je
posledica enterohepati¢ne cirkulacije, ki ji je u€inkvina podvrzena (13). Izloca se s seCem

(40 %) ter z blatom (60 %) (8, 14).
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4-(4-klorofenil)-4-hidroksipiperidin p1r1 idinijev derivat haloperidola

Slika 2. Shema metaboli¢ne pretvorbe haloperidola pri ljudeh; CYP = citokrom 450, UDP = uridin-
difosfat

1.3.3 Farmakodinamicne lastnosti

Haloperidol je mocan antagonist osrednjih dopaminskih receptorjev; ima namrec visoko
afiniteto do D, receptorjev in se pocasi disociira iz njih, medtem ko ima do drugih
receptorjev, kot na primer 5-HT,4, D; in D3, nizko afiniteto. Domnevajo, da ravno zaradi
tega izkazuje manjSo ucinkovitost pri negativnih znakih shizofrenije, saj naj bi v njihovem
izboljSanju imela pomembno vlogo vpletenost drugih receptorjev (14, 15). Osnovni

farmakoloSki ucinki haloperidola so podobni ucinkom piperazinskih derivatov
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fenotiazinov. Ima mocno antipsihoticno delovanje, dobro uravnava psihomotori¢ni in
nevrovegetativni sistem, dobro inhibira nekoordinirane gibe, poleg tega pa izkazuje tudi
moc¢no antiemeti¢no delovanje zaradi antagonizma D, receptorjev v kemoreceptorski triger
coni v meduli oblongati (16). Ima visoko stopnjo povzrocanja ekstrapiramidnih reakcij,
sedacija pa je pri povpre¢nih odmerkih manjSa kot pri klorpromazinu. V primerjavi z
drugimi antipsihotiki ima manj izrazit u¢inek na avtonomni Ziv¢ni sistem in pojavi se le

blaga hipotenzija, tudi pri visokih odmerkih (5, 7, 14).

Haloperidol in drugi tipi¢ni antipsihotiki, razviti pred mnogimi leti, se kljub razvoju nove
generacije ucinkovin Se danes pogosto uporabljajo za zdravljenje shizofrenije in drugih
nevropsihiatriénih bolezni (17). Se vedno namre¢ ugotavljajo, ali so novejsa zdravila
ucinkovitejSa in ali jih pacienti bolje prenasajo, ker povzrocajo stranske ucinke (prim.
antiholinergi¢ni ucinki, mo¢no sedativno delovanje, zniZanje krvnega pritiska, matabolne
spremembe, debelost, diabetes), ki lahko pretehtajo njihovo korist (10, 18). Haloperidol je
pomemben tudi za zdravljenje manic¢nih stanj bipolarne motnje (5), paranoje in akutnih
stanj zmedenosti (14), je zdravilo izbora za zdravljenje tikov (predvsem vokalnih) pri
Tourettovem sindromu, uc¢inkovit je za zdravljenje resnih vedenjskih motenj hiperaktivnih
otrok (predvsem pretirana motori¢na aktivnost) (8), uporablja se kot antiemetik pri akutni

slabosti po kemoterapijah (16). Velika prednost je tudi to, da je relativno poceni.

1.3.4 Terapevtsko spremljanje koncentracij

Zdravljenje s haloperidolom zaradi pomembne interindividualne variabilnosti
farmakokinetike in plazemskih koncentracij ter ozkega terapevtskega okna zahteva
individualno obravnavo vsakega bolnika (8). Zato strokovnjaki po zadnji posodobitvi
Soglasja o smernicah za TDM v psihiatriji za ucinkovito kontrolo zdravljenja moc¢no

priporoc¢ajo terapevtsko spremljanje koncentracij za haloperidol (19).

1.4 METODA POSUSENEGA MADEZA KRVI (DBS)

Zbiranje vzorcev polne krvi na filter papirju, znano kot metoda posusenega madeza krvi
(DBS), predstavlja alternativo klasi¢nim metodam odvzema krvi in vzorCenja seruma ali
plazme. Metodo zbiranja DBS vzorcev z vbodom v peto novorojenckov in nanosom
kapljic krvi na filter papir je prvi¢ uporabil dr. Robert Guthrie leta 1963 za merjenje
fenilalanina pri presejalnih testih za metabolicno motnjo fenilketonurijo. Metoda je v

zadnjih desetih letih pridobila na popularnosti zaradi Stevilnih prednosti, ki jih prinasa.
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Njena uporaba se je Ze razSirila na podro€je presejalnih testov pri novorojenckih,
terapevtskega spremljanja koncentracij ucinkovin ter predklini¢nih in klini¢nih Studij

farmakokinetike, farmakodinamike, toksikokinetike (20-22).

1.4.1 Potek DBS analize

Za pripravo DBS vzorcev je potreben majhen volumen krvi, ki jo najveckrat vzamemo z
vbodom v prst ali peto (pri novorojenckih) s posebno lanceto. Mesto odvzema segrejemo
in ocistimo ter zbodemo z lanceto. Prvo kapljo krvi obriSemo z gazo, naslednjo kapljo pa
nanesemo neposredno v oznacen krogec na filter papir na kartici, pri ¢emer pazimo, da ne
pride do stika koZe s papirjem. MadeZ, ki se naredi na papirju, mora biti homogen in
simetrien ter na zgornji in spodnji strani papirja enako velik. Kri lahko na Kkartice
nanesemo tudi s kalibrirano pipeto, s ¢imer zagotovimo enak volumen vseh vzorcev in se
izognemo vplivu hematokrita na porazdelitev kaplje na papirju. Oba nacina priprave
vzorcev sta prikazana na sliki 3. DBS vzorce nato najmanj dve uri suSimo na zraku pri
sobni temperaturi, odmaknjene od direktne soncne svetlobe, ali jih suSimo v temi, Ce je
spojina obcutjiva na svetlobo. Kartice z dobro posusenimi vzorci shranimo v nepropustno
zrakotesno plasticno vrecko ter dodamo susilno sredstvo, da prepreimo prisotnost vlage,
ki lahko vpliva na kakovost vzorcev. Tako pripravljene vzorce lahko posSljemo tudi po
navadni poSti v laboratorij, kjer opravimo analizo. Odvisno od stabilnosti analitov lahko
vzorce tako shranjujemo vec tednov ali celo let (20, 21, 23, 24). Tehnika izrezovanja
vzorcev iz filter papirja mora biti ponovljiva, pri Cemer za izrezovanje uporabljamo
posebno napravo (pecat). Iz posuSenega madeZza krvi izreZemo enega ali ve¢ manjSih
diskov, ¢e smo dokazali, da volumen in viskoznost krvi ne vplivata na porazdeljevanje krvi
na filter papirju. Kadar je volumen kaplje krvi definiran (nanos dolofenega volumna s
pipeto ali kapilaro), lahko izrezemo tudi celoten madez (21). Z ekstrakcijskim topilom nato
prenesemo analite iz papirja v raztopino in opravimo kvantitativno analizo s tekocinsko
kromatografijo, ki je najveckrat sklopljena z masnim detektorjem (LC-MS/MS).
Najpogosteje ekstrakcijo izvajamo ro¢no oz. »off-line«. Zaradi hitrega razvoja in
usmerjenosti uporabe DBS metode predvsem za TDM ter predklinicne FK Studije na
Zivalih in posledi¢no velikega Stevila vzorcev pa so v laboratorijih z velikimi serijami
vzorcev razvili tudi napravo za direktno in avtomatizirano analizo DBS vzorcev, kjer
poteka »on-line« ekstrakcija (npr. sistem DBS-MS 500, CAMAG) (25). V tem primeru za

ekstrakcijo ni potrebna predpriprava vzorcev in le-ta poteka direktno iz kartic, brez
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izrezovanja diskov. Celoten postopek je avtomatiziran in delo poteka s pomocjo robotskih

rok (22, 26).

") \\\
A
\\\

Slika 3. Priprava DBS vzorcev z vbodom v peto novorojen¢ka (levo) in nanos krvi s kalibrirano

pipeto (desno)

1.4.2 Prednosti in slabosti uporabe DBS za terapevtsko spremljanje

koncentracij
DBS metoda vzor¢enja krvi se je zelo razSirila za uporabo pri TDM. Prinasa namre¢ nekaj
pomembnih prednosti v primerjavi s klasicnimi nacini pridobivanja bioloSkega materiala.
Iz vidika pacientov je bistvena prednost to, da je metoda manj invazivna kot venepunkcija
in potreben je manjSi volumen krvi. Znano je namrec, da je pri psihiatri¢nih pacientih zelo
slaba komplianca in navodilom o zdravljenju sledi v celoti le polovica pacientov s
shizofrenijo (1). Strah pred injekcijsko iglo ali odvzem vecjega volumna krvi pri teh
pacientih lahko pomeni veliko psihicno obremenitev, predvsem pa sodelovanje pri
zdravljenju moc¢no zmanjsa sprejem v bolniSnico proti pacientovi volji. Ob minimalnem
usposabljanju bi si lahko pacienti DBS vzorce jemali sami doma in jih po posti poslali v
laboratorij, s ¢cimer bi se zmanjSalo Stevilo njihovih obiskov v bolniSnici. Vzorce bi si tako
lahko vzeli v nestresnem okolju in ob Casu, ki njim najbolj ustreza. Poleg tega tudi
zdravniSko osebje prihrani ¢as, ki bi bil sicer potreben za odvzem krvi. Rezultate analize bi
pacienti dobili ob naslednjem rutinskem pregledu pri zdravniku. Pomembno je tudi, da se z
DBS vzorci tveganje za okuzbe s HIV/AIDS in drugimi infekcijskimi patogeni zmanjSa na

minimum. Poleg tega posusena kri stabilizira mnoge analite (20, 21, 23, 24).

Vendar pa ima taka uporaba DBS vzorcev tudi nekatere slabosti. Kljub usposabljanju
pacientov je tveganje, da Stevilni vzorci ne bi zadostili minimalnim standardom kakovosti.

Nemogoce je tudi izvajati nadzor o izvoru krvi in ¢asu odvzema. Poleg tega nekateri
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pacienti zaradi strahu pred zbadanjem in pogledom na kri ne bi bili sposobni sami sebe
zbosti in pripraviti vzorce. Zaradi majhnih volumnov so koncentracije analitov v vzorcih
zelo nizke. Zato so za merjenje analitov potrebne visoko specificne in obcutljive analizne

naprave, kot na primer masna spektrometrija, ki pa so zelo drage (20, 21, 23, 24).

1.5 PRIMERJAVA MED MERITVAMI V POLNI KRVIIN V
PLAZMI

DBS metoda vzorcenja bioloSkega materiala v primerjavi s klasicnim merjenjem
koncentracij u¢inkovin v plazmi prinaSa povsem nov pristop do dela. Med metodama so
bistvene razlike ze v pripravi in ravnanju z vzorci, v matrici, vplivu porazdeljevanja

ucinkovin v krvne celice, itd.

Za plazemske vzorce najveCkrat opravimo venski odvzem krvi, DBS vzorci pa so
pripravljeni iz kapilarnega odvzema iz pete ali prsta na roki in ta kri je meSanica krvi iz
arteriol, venul in kapilar (27). Velika razlika je v volumnu krvi, ki je potreben za pripravo
vzorcev. Za plazemski vzorec je potreben odvzem najmanj 0,5 mL krvi, za DBS vzorec pa
manj kot 100 pL. oz. nam tehnoloski razvoj analiznih instrumentov v zadnjih letih omogoca
merjenje analitov celo iz samo 4-12 pL krvi (28). Prav ta lastnost DBS metode nam
omogoca bolj eti¢ne predklini¢ne raziskave na malih Zivalih, saj je Stevilo Zrtvovanih Zivali
manjSe, ker je mozno veC zaporednih odvzemov od iste Zivali (22). Prakti¢no je, da pri
DBS vzorcih ni potrebno dodajati antikoagulantov, saj je kri naneSena direktno na papir in
vzorce le posuSimo na zraku (28). Medtem ko je za pripravo plazme iz polne krvi potrebno
s centrifugiranjem lociti celicno frakcijo. Tudi shranjevanje in prenos plazme sta
zahtevnejSa. DBS vzorcev ni potrebno zamrzovati oz. le vzorce z manj stabilnimi
komponentami shranjujemo pri niZjih temperaturah in za njihov transport do laboratorija
ne potrebujemo suhega ledu, temvec le kvalitetne ovojnice. S tem se zmanjsajo tudi stroski
(23, 29). DBS metoda je zaenkrat razvita le za majhne molekule, ki ne smejo biti hlapne in
obcutljive na zrak, zato moramo pred nacrtovanjem analize preveriti stabilnost analitov
(23). Iz vidika analize pa so DBS vzorci malo zahtevnejsi kot plazemski vzorci. Plazma je
relativno enostavna matrica in je za vecino analiznih tehnik lazja za izvedbo meritev kot
polna kri. Polna kri je namre¢ kompleksnejSa matrica, saj vsebuje Stevilne endogene
komponente, kot naprimer membranske fosfolipide, hemoglobin, proteine idr., ki lahko na
masnem detektorju interferirajo in spreminjajo ucinkovitost ionizacije analita. Pomemben

je tudi vpliv hematokrita v DBS vzorcih. Le-ta vpliva na oblikovanje in Sirjenje lise krvi na
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filter papirju ter homogenost madezev. Pri visokem hematokritu je kri bolj viskozna, zato
so madeZi na papirju manjsi in bolj skoncentrirani. Od hematokrita lahko zavisita tudi
izkoristek ekstrakcije in ucinek matrice (23, 30). Na splosno so vrednosti hematokrita
precej konstantne, spremenijo pa se lahko pri pacientih z anemijami ali zaradi vpliva
zdravil na hematokrit. Hematokrit je pomemben dejavnik tudi v primerih, ko DBS rezultate
primerjamo s plazemskimi, saj se u€inkovine razlicno veZejo na plazemske proteine in
porazdeljujejo v krvne celice, kar vpliva na izmerjene koncentracije v enih in drugih
vzorcih (26). Vpliv hematokrita je najbolj opazen pri analitih, ki se ne porazdeljujejo v
eritrocite (hidrofilne in kisle ucinkovine ter terapevtski proteini z visoko afiniteto do
plazemskih proteinov), saj zaradi hemolize pride do razred¢evanja krvnega vzorca. Ravno
obratno je pri analitih, ki v veliki meri vstopajo v eritrocite, saj se koncentracija analitov v
krvnih vzorcih zaradi hematokrita v tem primeru ne spremeni. Lahko pa veliko
porazdeljevanje analitov v eritrocite predstavlja tezavo pri plazemskih vzorcih, kjer ze
najmanjSa hemoliza povzroci precejSnjo napako zaradi povecanja plazemske koncentracije.
Porazdeljevanje ucinkovin med plazmo in celicami je odvisno od prepustnosti celicne
membrane ter afinitete u¢inkovine do komponent v plazmi in znotraj celic ter morebitnega
aktivnega transporta (28). Praviloma je farmakoloSko aktivna le prosta oz. nevezana
ucinkovina, ki lahko preide plazemsko membrano in se veZe na farmakoloSke receptorje

3D).

10
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2 NAMEN DELA

V diplomskem delu bomo razvili analizno metodo za doloCanje koncentracije haloperidola
in njegovega aktivnega metabolita, reduciranega haloperidola, v polni krvi iz posuSenih

madeZev krvi.

Haloperidol je nevroleptik iz skupine tipi¢nih antipsihotikov in je najbolj uporabljen
nevroleptik za zdravljenje akutne in tudi kroni¢ne shizofrenije. Vzdrzevalno zdravljenje s
psihiatricnimi zdravili bistveno zmanjSa ponovitev bolezni pri pacientih s shizofrenijo.
Tezava pri tem je slabo sodelovanje pacientov. Z namenom izboljSanja sodelovanja
pacientov pri zdravljenju Zelimo razviti metodo za terapevtsko spremljanje koncentracij
ucinkovine, ki bi bila manj invazivna in bolj enostavna za uporabnike. Metoda posuSenih
madeZev krvi ima nekaj prednosti v primerjavi z merjenjem koncentracij v plazmi ali
serumu. Iz vidika pacientov so najvecje prednosti, da je metoda manj invazivna, saj kri
odvzamemo z vbodom z lanceto v prst in za odvzem ni potreben obisk bolniSnice ter
zbadanje z injekcijsko iglo. Pacienti si lahko kri odvzamejo sami doma in vzorce posljejo v
analizo preko navadne poSte. Za mnoge psihiatricne bolnike je obisk bolniSnice zelo
stresen in obremenjujo¢, kar je pogosto vzrok za slabo sodelovanje pri zdravljenju. S tem
nacinom bi dosegli ve¢jo komplianco pri pacientih, lazje bi nadzorovali koncentracije
ucinkovine v krvi in posledi¢no bi bilo manj hospitaliziranih ljudi zaradi poslabSanj ali

ponovitev bolezni.

Razviti moramo ekstrakcijski postopek, s katerim bomo iz predhodno nanesenih in
posuSenih kapelj krvi na DBS karticah v ¢im ve¢ji meri prenesli analite v raztopino.
Detekcija analitov bo potekala na tekoCinskem kromatografu ultra visoke locljivosti
sklopljenim s tandemskim masnim spektrometrom (UHPLC-MS/MS). Za analizo je
potrebna zelo obcutljiva in selektivna naprava, saj so koncentracije analitov zelo nizke
(pricakovano 10 ng/mL). Zaradi majhnega volumna odvzete krvi pa je tudi mnoZina analita
v posami¢nem vzorcu izredno majhna (rang 10 piko gramov: 10 uL * 10 pg/L =10 g =

10 piko gramov).

Sledila bo validacija metode po smernicah Ameriske agencije za hrano in zdravila (FDA),
v okviru katere bomo preverjali selektivnost, linearnost, tocnost, ponovljivost, stabilnost,

obmocje in mejo dolocitve ter u€inkovitost ekstrakcije. Razvito metodo bomo uporabili za

11
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analizo DBS vzorcev pacientov iz klini¢ne Studije in dobljene rezultate primerjali z Ze

opravljenimi meritvami iz plazemskih vzorcev, ki so bili pripravljeni iz istih vzorcev krvi.

12
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1

3.1.2

3.1.3

Standardi

Haloperidol: 4-[4-(4-klorofenil)-4-hidroksi- 1-piperidinil]-1-(4-fluorofenil))- 1-
butanon, M = 375,86 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija)

Reduciran haloperidol: (£)-4-(4'-klorofenil)-(4'-fluorofenil)-4-hidroksi-1-
piperidinbutanol, M = 377,9 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija)

3Cs haloperidol: 98,6 % (99 % "*C) - interni standard, M = 381,9 g/mol (Alsa

Chim, Francija)

Reagenti

Ultracdista voda — mili-Q voda, pridobljena z aparatom Mili-Q Advantage A10
Ultrapure Water Purification System (Millipore, Bedford, ZDA), Fakulteta za
farmacijo, Ljubljana

Metanol (> 99,9 %) — CH3;OH Chromasol Ve (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemcija)

Mravlji¢na kislina (98-100 %) - HCOOH Suprapur® (Merck KgaA, Nemcija)
Acetonitril (> 99,9 %) — CH3;CN ChromasolV® (Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, MO, ZDA)

Ortofosforna kislina (85 %) — H;PO4 (Merck, Darmstadt, Nemcija)

Mobilne faze in topila

Pripravili smo jih v laboratoriju iz reagentov, opisanih zgoraj. Zaprte bucke s

pripravljenimi topili smo ovili s parafilmom, da smo preprecili izhlapevanje hlapnih

komponent, in jih hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C.

50 % metanol v vodi: je topilo pri pripravi sekundarne osnovne raztopine. 50 %
raztopino metanola uporabimo zato, da prepreCimo vezavo analitov na stene
plastike in stekla. Zaradi hlapnosti metanola smo pred vsako uporabo pripravili
sveze topilo. Odpipetiramo 50 mL metanola v 100 mL bucko in s pre¢iS¢eno vodo

dopolnimo do oznake.

13
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e 0,1 % mravljicna kislina v vodi: mobilna faza pri tekoCinski kromatografiji.
Pripravimo jo v stekleni posodi. V 0,5 L vode odpipetiramo 500 pl. mravljicne
kisline.

e 0,1 % mravlji¢na kislina v metanolu: uporabimo kot topilo pri ekstrakciji. V
100 mL bucko odpipetiramo 100 pL. mravlji¢ne kisline in z metanolom dopolnimo
do oznake.

¢ 1 % mravlji¢na Kkislina v metanolu: potrebujemo za pripravo delovne raztopine
internega standarda. Pripravimo 2 mL mravlji¢ne kisline v 200 mL bucko in
dopolnimo z metanolom do oznake.

* 4 9% fosforna Kkislina v vodi: uporabimo jo v zadnji fazi priprave delovne
raztopine internega standarda. Pomembna je, ker je analit v njej stabilen. V 50 mL
bucko odpipetiramo 2,35 mL 85 % fosforne kisline in dopolnimo s prec¢is¢eno vodo

do oznake.

3.1.4 Bioloski material

Pri svojem delu smo uporabljali polno kri, pridobljeno iz Klinicnega oddelka za
hematologijo, UKC Ljubljana. To je bila polna kri, ki je ostala po opravljenih rutinskih
preiskavah in je imela hematoloske parametre v okviru normale. Kri je bila preverjena na
odsotnost HIV in hepatitisa C. Za uporabo cloveske krvi v raziskovalne namene smo
pridobili odobritev Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko (St.: 77/1/07). Kri je

bila do uporabe zamrznjena pri —20 °C.

DBS vzorce pacientov smo pripravili iz vzorcev polne krvi pacientov iz klinicne Studije v
okviru doktorata dr. Marije BoSkovi¢, mag. farm. iz leta 2011, ki so se zdravili s
haloperidolom (32). Klini¢na $tudija z naslovom »PrepreCevanje posledic oksidativnega
stresa pri bolnikih s shizofrenijo z vitaminom E in omega-3 nenasi¢enimi masS¢obnimi
kislinami« je kot vir vzorcev pacientov sluzila tudi UrSki Konjedic, ki je v svoji diplomski
nalogi »Razvoj in validacija analizne metode za kvantifikacijo haloperidola in njegovih
metabolitov v plazmi s tekoCinsko kromatografijo s tandemsko masno detekcijo«
(Fakulteta za farmacijo, Ljubljana 2012) razvijala analizno metodo za kvantifikacijo
haloperidola in njegovih metabolitov iz vzorcev plazme (33). Nasi krvni in njeni plazemski
vzorci so bili pripravljeni iz istih vzorcev krvi sodelujoc¢ih oseb, zato smo vzorce zaradi
lazje sledljivosti oznacili enako kot predhodnica (s $t. vzorca in §t. vzorca + P za plazmo),

saj smo na koncu primerjali vrednosti, dobljene z njeno in naso metodo.
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3.2 NAPRAVE IN LABORATORIJSKI INVENTAR

Whatman™ FTA DMPK-C Kkartice (GE Healthcare Bio-science corp.,
Piscataway, NJ, ZDA)

silikagel Mini Pax®, 5 g vreCke (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija)

tehtnica XP 105 (Mettler Toledo, Schwarzenbach, §vica)

mesalnik LabDancer (IKA, Staufen, Nemcija)

mesalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

ultrazvoc¢na kadicka — Sonis 4 (Iskra Pio, d.o.o., §entjernej, Slovenija)

centrifuga — Centrifuge 5415° (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

hladilnik 4 °C (LTH, Skofja Loka, Slovenija)

hladilnik 3 °C z zamrzovalnikom -20 °C (Gorenje, Velenje, Slovenija)
zamrzovalnik —21 °C LIEBHERR (Liebherr-International AG, Bulle, gvica)
pipete: 2-20 plL, 20-200 pL, 100-1000 pL (Eppendorf Research, Hamburg,
Nemcija)

plasticne epruvete oz. mikrocentrifugirke 1,5 mL (Eppendorf Research,
Hamburg, Nemcija) in 2 mL (Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija)

programska oprema MassHunter (Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
Kalifornija, ZDA)

aparat LC-MS/MS - Agilent 1290 Infinity UHPLC, sklopljen z Agilent 6460
trojnim kvadrupolnim masnim spektrometrom, opremljenim z JetStream™ ESI
izvorom (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, Kalifornija, ZDA)

MS kolona: Kinetex 50 mm x 2,1 mm C18 kolona, 2,6 pm delci (Phenomenex,
Torrance, Kalifornija, ZDA)

mikrotitrska ploséa Agilent U96 PP 0,5 mL (Agilent Technologies, Inc., Santa
Clara, Kalifornija, ZDA)

silikonski pokrov za mikrotitrsko plosc¢o Nalgene® (Thomas scientific, NJ, ZDA)
stekleni inventar: tehti¢i, merilne bucke, ¢ase, merilni valji

ostali inventar: nastavki za pipete, vrecke s pritisnim zapiralom, parafilm, Skarje,

pinceta, spatula, stojalo za epruvete, Stoparica, zasCitne rokavice
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3.3 METODE

3.3.1 Priprava osnovnih raztopin in topil

3.3.1.1 Raztopina internega standarda

Pripravili smo si raztopino internega standarda (s '>C oznagen haloperidol) s koncentracijo
70 ng/L po sledeCem postopku. V vialo smo natehtali 1,0 mg internega standarda in ga
raztopili z 1 mL metanola. Nato smo z naslednjimi postopki redcitve dobili raztopino
Zelene koncentracije. Najprej smo tisockrat redcili z 1 % mravlji¢no kislino v metanolu (v
100 mL bucko smo odpipetirali 100 pL. pripravljene raztopine in dopolnili s topilom do
oznake). Nato smo odpipetirali 700 pL. dobljene raztopine v 10 mL bucko in do oznake
dopolnili s 4 % fosforno kislino v vodi. Raztopino internega standarda smo razdelili v
Eppendorfove mikrocentrifugirke (v nadaljevanju: epice) po 1 mL in jih shranili

zamrznjene pri —21 °C.

3.3.1.2 Primarna osnovna raztopina (PR)

Koncentracija primarnih osnovnih raztopin je bila 1 mg/mL. Pripravili smo si raztopini za
haloperidol in reduciran haloperidol. Naredili smo po dve paralelki vsake iz dveh zateht
analitov. Na tehti¢ smo zatehtali 25,0 mg haloperidola in ga natan¢no prenesli v 25 mL
bucko ter ga v metanolu raztopili in z njim dopolnili do oznake. Postopek smo ponovili za

reduciran haloperidol, le da smo zatehtali 5,0 mg analita in ga raztopili v 5 mL bucki.

3.3.1.3 Sekundarna osnovna raztopina (SR)

To je raztopina, ki vsebuje oba analita, HA in rHA. Njuni koncentraciji sta bili 10 mg/L.
Naredili smo dve paralelki raztopine. Uporabili smo 25 mL bucko. Vanjo smo odpipetirali
250 pL vsake od primarnih osnovnih raztopin posameznega analita. Do oznake smo

dopolnili s 50 % metanolom v vodi.

3.3.1.4 Delovne raztopine (DR)

To so raztopine z razlicnimi koncentracijami analitov za vsak analit posebej, ki jih
potrebujemo za izdelavo umeritvene krivulje. Le-ta nam sluZi za preverjanje linearnosti pri
validaciji metode. Koncentracije ucinkovin v teh raztopinah so bile dvajsetkrat vecje, kot
Zelene krvne koncentracije. Raztopine smo pripravljali v 2 mL epicah. Uporabili smo
sekundarno osnovno raztopino iz prve zatehte haloperidola ter reduciranega haloperidola in
50 % metanol v vodi kot topilo. V prvem koraku smo pripravili raztopini s koncentracijo

1000 pg/L in 2000 pg/L, vse nadaljnje koncentracije pa smo pripravili s postopki redCenja
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raztopine s koncentracijo 1000 pug/L. Ravno zato smo te raztopine pripravili 2 mL, vseh

ostalih pa 1 mL. Postopek priprave vseh delovnih raztopin je razviden iz preglednice II.

Preglednica II. Podatki o koncentracijah delovnih raztopin in potrebnih volumnov ostalih raztopin

za njihovo pripravo

Zaporedna Zelena Konc. Volumen | Volumen | Volumen | Volumen
Stevilka konc. v DR SR [uL] DRugo DR 000 topila [uL]
DR krvi [ug/L] | [pg/L] [uL] [uL]
1 0 0 / / / 1000
2 0,4 8 / 20 / 980
3 1 20 / 50 / 950
4 4 80 / 200 / 800
5 5 100 / / 100 900
6 10 200 / / 200 800
7 20 400 / / 400 600
8 40 800 / / 800 200
9 50 1000 200 / / 1800
10 100 2000 200 / / 800

3.3.1.5 Delovne raztopine za pripravo kontrolnih vzorcev (DR-QC)

Kontrolni vzorci (QC) so vzorci z znano koncentracijo analita. Namenjeni so spremljanju

zmogljivosti bioanaliznih metod in vrednotenju skladnosti ter validacije rezultatov

neznanih vzorcev (32). Pripravili smo tri delovne raztopine za pripravo kontrolnih vzorcev

za vsak analit: pri nizki (DR-QCp), pri srednji (DR-QCyy) in pri visoki (DR-QCpy)

koncentraciji. Njihove koncentracije so bile sledece:

DR-QCy = 100 pg/L

DR-QCy = 200 pg/L

DR-QC}y; = 800 pg/L

Dodatni DR-QC, ki smo ga potrebovali za izraun relativnega u¢inka matrice:

DR-QC =400 pg/LL
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Za pripravo DR-QC smo sledili postopku, ki je opisan pri pripravi delovnih raztopin, le da
smo za DR-QC uporabili sekundarno osnovno raztopino iz druge zatehte haloperidola in
reduciranega haloperidola. Osnovni raztopini za umeritveno krivuljo in kontrolne vzorce

morata biti namre¢ razli¢ni.

3.3.1.6 Obogateni krvni vzorci

To so vzorci krvi, ki smo jim dodali pripravljene delovne raztopine (DR) oziroma delovne
raztopine za pripravo kontrolnih vzorcev (DR-QC). Za vse poskuse smo uporabili
kombinirano kri (zdruzili smo kri razlicnih posameznikov), razen za relativni ucinek
matrice smo uporabili kri Sestih posameznikov. Zamrznjeno kri smo pocasi odtalili na
sobni temperaturi, jo homogenizirali z rahlim meSanjem in si v vecji centrifugirki pripravili
kombinirano kri. Nastavili smo si 1,5 mL epice in jih ustrezno oznacili. Vanje smo nato
odpipetirali po 475 uL ustrezne krvi ter dodali 25 pL posamezne DR (3x omocimo
nastavek pipete, preden odpipetiramo, da se plastika nasiti). Kontrolnih vzorcev (kri,
obogatena z DR-QC), smo pripravili dvojni volumen, da smo imeli dovolj zaloge za vse
poskuse. Zato smo uporabili 2 mL epice in pipetirali 950 pL krvi in 50 pL posameznega
DR-QC. Naredili smo tudi slepi krvni vzorec v 1,5 mL epici, kamor smo namesto
raztopine analitov odpipetirali 25 pL topila (0,1 % mravlji¢cna kislina v metanolu).
Vsebnike smo zatesnili in jih dobro premesali, da so se dodane komponente homogeno

porazdelile po celotnem vzorcu. Sledila je priprava DBS vzorcev.

3.3.1.7 Raztopina za poznejSe obogatenje (QC topilo)

Raztopine potrebujemo za izraCun u€inka matrice in izkoristka ekstrakcije. Naredili smo tri
razli¢ne raztopine iz pripravljenih delovnih raztopin za pripravo kontrolnih vzorcev DR-
QC. Ker pri pripravi DBS vzorcev za ekstrakcijo pride do 50-kratnega redcenja
vsebovanega DR-QC (iz epice s 500 uL obogatenega krvnega vzorca smo na DBS kartico
nanesli 10 pL le-tega), smo to redCitev in dodatek volumna IS pri ekstrakciji upoStevali pri
pripravi teh topil. Zato smo v 10 mL bucke odpipetirali po 13,33 uLL posameznega DR-QC
(pri nizki, srednji in visoki koncentraciji) in do oznake dopolnili z 0,1 % mravlji¢no kislino

v metanolu.

3.3.2 Priprava DBS vzorcev

Za raziskavo smo imeli na voljo zamrznjeno polno kri, zato smo morali DBS vzorce

pripraviti sami v laboratoriju (kapljali smo kri na DBS kartice).
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Za ekstrakcijo nasih analitov smo si izbrali Whatman DMPK-C kartice. Polozili smo jih na
pripravljene podstavke, tako da so bili robovi kartic naslonjeni nanje, filter papir z
natisnjenimi krogi, kamor nanaSamo vzorce, pa ni prisel v stik s podlago ali s ¢im drugim.
Nato smo zaceli s pipeto previdno kapljati pripravljene obogatene krvne vzorce na kartice
tako, da ni priSlo do neposrednega stika med papirjem in nastavkom pipete. Volumen
vsake kaplje krvi je bil 10 uL. Kartice z naneSenimi vzorci smo ustrezno oznacili in pustili
susSiti pri sobni temperaturi 2 uri. Tako pripravljene vzorce smo zlozili v vrecke s pritisnim
zapiralom, dodali vreCko silikagela in jih shranili v temnem prostoru oziroma smo
neposredno zaceli z ekstrakcijo. Ravno tako smo pripravili vzorce polne krvi pacientov,
pridobljene iz klini¢ne Studije, le da smo jih pred nanosom odtalili na sobni temperaturi in

previdno homogenizirali, saj so bili vzorci zamrznjeni.

3.3.3 Ekstrakcija

DBS ekstrakcijo smo izvajali tako, da smo v oznaCeno epico izrezali celoten posuSen
madeZ krvi iz kartice. Pomagali smo si s pinceto, da se nismo dotikali povrSine papirja s
prsti. Izrezan disk papirja v epici smo prelili s 350 uL topila — 0,1 % mravlji¢na kislina v
metanolu. Tekocino v epici smo premesali, tako da smo Stirikrat aspirirali s pipeto. Dodali
smo 25 uL s '°C oznagenega internega standarda haloperidola. Epice z vzorci smo zaprli in
eno minuto meSali na vibracijskem meSalniku z najve¢jo mocjo obratov. Nato smo epice,
zloZene v stojalu, poloZzili v ultrazvocno kadicko in pustili delovati pet minut. Med
meSanjem na vibracijskem meSalniku in v ultrazvocni kadicki pride do ekstrakcije analitov
iz krvnih madeZev v raztopino. Epice smo prenesli v centrifugo in centifugirali pet minut
pri 10.000 x g in 25 °C, da so se koScek filter papirja, vlakna, oborjeni proteini in druge
komponente bioloSke matrice usedli na dno epice in smo jih na ta nacin locili od bistre
raztopine. Vzorce smo nato prenesli v vdolbine na mikrotitrski plos¢i — pipetirali smo 150
uL vzorca iz zgornjega dela epice, kjer ni usedlin. Mikrotitrsko ploS¢o smo pokrili s

silikonskim pokrovom in naredili analizo na LC-MS/MS.

3.3.4 Analiza vzorcev

Izvajali smo jo s tekocinsko kromatografijo ultra visoke locljivosti, sklopljene s
tandemskim masnim spektrometrom vrste trojni kvadrupol (UHPLC-MS/MS). Najpre;j
pride na koloni do loCitve analitov v vzorcu, nato na masnem spektrometru potece

kvantifikacija signalov z multirezidualno analizo — MRM (ionizacija vzorca, fragmentacija
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ionov, locitev ionov glede na razmerje med maso in nabojem (m/z), detekcija masnih

prehodov). Rezultat analize je masni spekter.
Podatki kromatografske locbe:

¢ kolona: reverzno fazna kolona Kinetex C18, 50 mm x 2,1 mm, 2,6 um delci
e temperatura: 50 °C

e volumen injiciranja: 1 uL

e (Cas analize: 2,95 min

® mobilna faza: topilo A: 0,1 % raztopina mravlji¢ne kisline v vodi

topilo B: 100 % acetonitril

pretok mobilne faze: 0,5 mL/min

Potekalo je gradientno izpiranje na koloni, kjer smo v razlicnih casovnih tockah

spreminjali sestavo mobilne faze (vecali deleZ topila B), kot je prikazano v preglednici II1I.

Preglednica III. Potek spreminjanja sestave mobilne faze v odvisnosti od €asa pri kromatografski

locbi
Cas [min] Pretok [mL/min] Delez topila B [%]

0 0,5 10
0,5 0,5 20

1 0,5 37
1,25 0,5 39
1,85 0,5 41
2,2 0,5 55
2,25 0,5 10

Vzorce smo v sistem injicirali po naraS¢ajoCih koncentracijah analitov in po vsakem

injiciranju spirali iglo 10 sekund z 80 % metanolom.
Parametri masnega spektrometra:

e vir ionizacije: ESI+ (elektrorazprSevalni ionizator, pozitivna polarnost)
® temperatura suSilnega plina: 275 °C

e pretok suSilnega plina: 5 L/min
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tlak za razprSevanje: 45 psi (3,1 bar)

e temperatura plina v plascu: 320 °C

pretok plina v plas¢u: 11 L/min
® napetost na kapilari: 4000 V

® napetost na Sobi: 1000 V
MRM prehodi in fragmentacijski parametri so podani v preglednici IV.

Preglednica I'V. Retencijski €asi ter parametri trojnega kvadrupola

reduciran
analit | haloperidol 13C haloperidol .
haloperidol
Prekurzorski ion m/z 376,0 382,0 379,17
H¢derinski ion m/z 165,0 165,0 149.,5
Napetost fragmentorja [V] 135 80 140
Kolizijska energija [eV] 21 21 29
Cas zadrZevanja na eni
) 50 50 50
masi [ms]
Retencijski ¢as [min] 1,583 1,586 1,494

3.3.5 Validacija metode

To je proces, ki ga izvajamo z namenom dokazati, da analizna metoda zagotavlja
zanesljive ter ponovljive rezultate in je v celoti dokumentiran. V naSem primeru smo
validacijo izvajali po smernicah AmeriSke agencije za hrano in zdravila, namenjenih
industriji za validacijo bioanaliznih metod (34). Preverjali smo naslednje parametre
validacije: selektivnost, linearnost, to¢nost, ponovljivost, stabilnost, delovnho obmocje in
mejo dolocitve ter ucinkovitost ekstrakcije. Absolutni in relativni uc¢inek matrice smo

ocenjevali po nacelih Matuszewskega (35).

3.3.5.1 Selektivnost (specifi¢nost)

Bioanalizna metoda je selektivna, ¢e je sposobna izmeriti in razlikovati med analiti, kljub
prisotnosti ostalih komponent, ki so lahko v vzorcu. Predvsem so to komponente same
matrice, necistote, metaboliti, razgradni produkti, zunanji ksenobiotiki. Mednje sodijo tudi

komponente, ki se s tekoCinsko kromatografijo eluirajo ter vstopijo v ionizacijsko komoro
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v masnem spektrometru so€asno z analitom, vendar jih ne zaznamo. Le-tam pa vplivajo na
ionizacijo analita (jo povecajo ali zmanjSajo) in s tem na njegov odziv. Vse te snovi lahko
pri metodah, ki temeljijo na analizi z masnim spektrometrom, vplivajo na slabso toc¢nost,
ponovljivost in obcutljivost. U¢inek matrice smo preucili z analizo slepih DBS vzorcev in

z raztopinami za poznejSe obogatenje (34, 35).
Absolutni ucinek matrice:

Izrezali smo slepi DBS vzorec, ki smo mu v naslednjem koraku ekstrakcije namesto
ekstrakcijskega topila dodali 350 uL raztopine za obogatenje (QC topila). QC topila smo
pripravili tako (glej poglavje 3.3.1.7), da je bila koncentracija analitov v raztopini po
ekstrakciji slepega DBS vzorca na vsakem koncentracijskem nivoju ekvimolarna
koncentraciji analitov ekstrahiranega QC vzorca z istega nivoja. Odziv analitov od tu smo
primerjali z odzivom analitov iz same raztopine za obogatenje. Delali smo s tremi
razli¢nimi koncentracijami topil (ekvimolarne delovnim raztopinam za pripravo kontrolnih
vzorcev DR-QCp, DR-QC);, DR-QCp) v petih ponovitvah. Absolutni u¢inek matrice smo
izracunali po enachi 1. Vrednosti vecje od 100 % kazejo na povecanje ionizacije, vrednosti

pod 100 % pa na zmanjSanje ionizacije analitov (35).

odziv (pozneje obogaten slepi DBS vzorec)

UM [%] =

* 100 (enacba 1)

odziv (raztopina za obogatenje)

Relativni ucinek matrice:

Naredili smo ekstrakcijo DBS vzorcev, pripravljenih z obogatenjem krvi petih
posameznikov. Vsako od teh krvi smo obogatili s Stirimi razlicnimi koncentracijami DR-
QC (100 pg/L, 200 pg/L, 400 pg/L in 800 pug/L). Analizirali smo po tri paralelke pri vsaki
koncentraciji. Nato smo naredili umeritvene premice in primerjali naklone vseh petih serij
DBS vzorcev. Odsotnost relativnega u¢inka matrice dokazemo, ¢e so nakloni pri razli¢nih
virih enakega bioloskega materiala prakticno enaki (koeficient variacije (RSD) naklonov

ne sme biti vecji od 4-5 %) (34).

3.3.5.2 Linearnost
Linearnost je sposobnost analiznega postopka, da daje odzive, ki so premosorazmerni s

koncentracijo analita v vzorcu. Odnos med koncentracijo in odzivom opisuje umeritvena
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premica, ki jo doloimo z linearno regresijo in jo matematicno zapiSemo z enacbo
y = k * x + n. Odvisna spremenljivka y je odziv (razmerje povrSin kromatografskega vrha
analita in internega standarda), neodvisna spremenljivka x je koncentracija analita v
vzorcu, parameter k predstavlja naklon premice, n pa odsek na ordinati. Mero linearne
povezanosti spremenljivk x in y ovrednotimo s Pearsonovim korelacijskim koeficientom
(r) oz. determinacijskim koeficientom (). Priporocljivo je, da je zveza linearna po vsem
koncentracijskem obmocju. Vcasih zaradi omejitev bioloSkega materiala in analiznih
naprav tega ne doseZemo v celoti. Kadar je kalibracijsko obmocje Siroko (razpon med
koncentracijo najviSjega in najniZjega kalibracijskega standarda je 1:500 in vec€), skuSamo
vkljuciti ustrezen algoritem za umeritveno premico. Ponavadi uporabimo uteZeno linearno
regresijo z uteZitvenim faktorjem 1/c ali 1/c*. S tem prepre¢imo prevelik vpliv rezultatov
vzorcev z vi§jimi koncentracijami in nagnjenost premic k prilagajanju le-tem rezultatom,
poveCamo pa vpliv niZjih koncentracij in s tem izboljSamo to¢nost na spodnjem delu
umeritvene premice. V racunalniSkem programu MS Excel smo s pomocjo reSevalca
izraCunali naklon in odsek uteZene umeritvene premice. Program namre¢ s spreminjanjem
naklona in odseka izbere vrednosti, pri katerih je vsota kvadrata odstopa in uteZi
najmanjsa. Z besedo odstop v naSem primeru opiSemo razliko med izmerjenim odzivom
analita (0z. njegovim razmerjem z internim standardom) in iz parametrov uteZene premice
izraCunano vrednostjo odziva (oz. njegovega razmerja z internim standardom). Odstop

izraCunamo po enachi 2 (36).
odstop = y; — (k xx; +n) (enacba 2)

Umeritveno premico dolo¢imo za vsak analit v vzorcu. Za pripravo umeritvene premice
analiziramo krvne vzorce, obogatene z delovnimi raztopinami, kjer je koncentracija
analitov poznana. Kalibracijski standardi morajo biti pripravljeni v enaki matrici, kot je
matrica vzorcev pacientov iz Studij (37). Umeritvena premica mora prekrivati celotno
obmocje pricakovanih koncentracij analizne metode, zato FDA smernice priporocajo
uporabo vsaj Sestih standardnih vzorcev z razlicnimi koncentracijami, vkljucno s
standardom pri spodnji meji dolo€itve (LLOQ) in slepi vzorec. Za dokaz linearnosti mora
metoda zadostiti naslednjim pogojem: vsaj 4 od 6 ne-niCelnih standardov, vklju¢no s
premice odstopati manj kot 15 % od njihove nominalne vrednosti. Za standard pri spodnji

meji dolocitve (LLOQ) je odstopanje dovoljeno za manj kot 20 % (34).
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3.3.5.3 Tocnost

Tocnost analizne metode je definirana kot ujemanje dobljene vrednosti s sprejeto pravo
vrednostjo oz. sprejeto referencno vrednostjo. Merimo jo z uporabo kontrolnih vzorcev
(QC) na vsaj treh koncentracijskih nivojih, ki pokrivajo celotno obmocje metode, z vsaj
petimi dolocitvami za vsako koncentracijo. Toc¢nost doloimo z izraCunom odstotka
odstopanja od referen¢ne vrednosti. Najprej smo iz odziva kontrolnega vzorca s pomocjo
umeritvene premice vsakemu izraCunali njegovo koncentracijo. Nato smo izracunali
povprecno koncentracijo petih dolocitev za vsak nivo. Sledil je Se izraCun njenega
odstopanja od prave vrednosti s pomocjo enacbe 3. Povprecno odstopanje sme biti manjSe
kot 15 %, razen pri spodnji meji dolocitve, kjer je odstopanje dovoljeno za manj kot 20 %

(34).

¢ (izratunana)- c (referentna) "

odstopanje [%] = 100  (enacba 3)

c (referentna)

3.3.5.4 Ponovljivost

Ponovljivost analizne metode je natan¢nost znotraj postopka, ko analizo izvede isti analitik
v istem laboratoriju in na istem instrumentu. Natancnost izraZa stopnjo ujemanja rezultatov
med serijo analiz istega homogenega vzorca pri predpisanih delovnih pogojih v kratkem
casovnem razmiku. Vsaka analiza je narejena neodvisno in v celoti. Ponovljivost navadno
opisujemo s standardno deviacijo (SD) ali relativno standardno deviacijo (RSD) oz.
koeficientom variance (CV). FDA smernice predpisujejo, da koeficient variance petih
ponovitev pri treh razlicnih koncentracijah, ki pokrivajo celotno obmocje metode, ne sme
biti vecji od 15 % oz. pri spodnji meji doloCitve 20 %. Doloc¢ali smo ponovljivost znotraj
enega dneva in meddnevno ponovljivost v treh zaporednih dneh z analizo treh razli¢nih
koncentracij kontrolnih vzorcev. Z izmerjenimi rezultati smo po enachi 4 izraunali
relativno standardno deviacijo (o predstavlja standardni odklon, § povprecno vrednost

rezultatov) (34).

RSD [%] = 10;)*0 (enacba 4)
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3.3.5.5 Delovno obmocje metode

Uporabno obmocje analiznega postopka je interval med najniZjo in najvisjo koncentracijo
analita v vzorcu, za katerega so bile dokazane to¢nost, ponovljivost in linearnost. Pri
kromatografskih testih je navadno omejeno z linearnim obmocjem detektorja analitov.
Obmocje ne sme biti preSiroko niti preozko, saj zahteve za to€nost in natancnost pri
ekstremih obmocja trpijo. Najveckrat izhajamo in ga definiramo iz obmocja linearnosti ali

dinami¢nega obmocja, ¢e zveza ni linearna (36).

3.3.5.6 Spodnja meja dolocitve

Spodnja meja dolocitve (LLOQ) je definirana kot najniZja koncentracija analita, ki jo lahko
z dano metodo Se dolo¢imo s sprejemljivo to€nostjo in natan¢nostjo. FDA smernice
predpisujejo zahteve za tonost med 80 in 120 % ter RSD manjsi od 20 % za natancnost.
Poleg tega mora biti odziv analita pri spodnji meji doloCitve vsaj petkratnik odziva slepega
vzorca. Zahteva za razmerje med signalom in Sumom za spodnjo mejo dolocitve je 10:1

oo

umeritvene premice (34, 36).

3.3.5.7 Stabilnost

Pogoji, uporabljeni v Studijah stabilnsti, morajo odrazati situacije, s katerimi se dejansko
sreCamo pri rokovanju z vzorci in v analizi. Kartice z vzorci krvnih madezev smo zato
podvrgli obremenitvam z razli¢nimi temperaturami, do katerih smo predvidevali, da lahko
pride med zbiranjem, transportom in analizo vzorcev. Analizirali smo tri ponovitve pri treh
razli¢nih koncentracijah (visoki, srednji in nizki). Kartice s pripravljenimi krvnimi vzorci
smo shranjevali v vreckah s pretisnim zapiralom ob prisotnosti suSilnega sredstva pri sobni
temperaturi v temi. Za preizkus stabilnosti smo eno tako pripravljeno vrecko shranili v
hladilniku pri 3 °C, drugo smo pustili na sobnih pogojih pri 25 °C in tretjo pri 40 °C. Po
preteku trinajstih dni smo analizirali te vzorce in njihove odzive primerjali s tistimi, ki so
bili analizirani ob ¢asu t; (ob upostevanju internega standarda). Sprejemljiv je odstop manj

kot 15 % (34).

3.3.5.8 Ucinkovitost ekstrakcije

Izkoristek se nanaSa na ucinkovitost ekstrakcije analizne metode znotraj mej variabilnosti.
Biti mora ¢im vi§ji, pomembno pa je predvsem, da je konstanten znotraj obmocja
linearnosti (toCen in ponovljiv). Vrednotimo ga pri treh razli€nih koncentracijah (nizki,

srednji in visoki). U¢inkovitost ekstrakcije za razliko od izkoristka ekstrakcije uposteva Se
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ucinek matrice. Dolo¢imo jo s primerjavo odziva ekstrahiranega obogatenega krvnega
vzorca DBS z odzivom raztopine za obogatenje. Za izracun ucinkovitosti ekstrakcije smo

sledili enachi 5 (34, 36).

odziv (obogaten vzorec DBS)

Ue [%] = 100 (enacba 5)

odziv (raztopina za obogatenje)

3.3.5.9 Navzkrizni prenos med vzorci

Pri analizi se moramo zavedati dejstva, da lahko pride do navzkriZznega prenosa analitov
med vzorci in posledi¢no do napake pri izmerjenih vrednostih. Izhaja lahko iz priprave
vzorcev (prenos med karticami zaradi skupnega shranjevanja, med posusenimi madeZi krvi
zaradi peCatne naprave za izrezovanje) ali iz analizne naprave (avtomatski vzorcevalnik,
LC kolona). Najveckrat so problematic¢ni visoko koncentrirani vzorci, saj lahko del analita
zastane v kromatografskem sistemu. Ce se ta zastanek spere na masni detektor ob analizi
naslednjega vzorca, to povzro€i lazno previsok odziv. Da preverimo, ali do tega prihaja,
zaporedoma anliziramo vzorec z visoko koncentracijo analita (QCy) in za njim slepi
vzorec. Na MRM kromatogramu slepega vzorca ob retencijskem Casu analita ne sme biti
nobenega kromatografskega vrha vis§jega od LLOQ, da lahko zagotovimo, da ni priSlo do

navzkriznega prenosa (39).

3.3.6 Analiza skladnosti dveh metod 7 diagramom Blanda in Altmana

Urska Konjedic je v svoji diplomski nalogi razvila in validirala novo analizno metodo za
socasno kvantifikacijo haloperidola in njegovih metabolitov v plazmi. V na$i diplomski
nalogi smo Zzeleli razviti in validirati novo analizno metodo, ravno tako za kvantifikacijo
haloperidola in njegovega najpomembnejSega metabolita reduciranega haloperidola,
vendar iz drugega bioloskega materiala — polne krvi (DBS). Uporabljali smo podobno
analizno metodo (LC-MS/MS) in tudi vzorci pacientov so bili od istih oseb iz omenjene
klini¢ne Studije (plazemski vzorci in DBS vzorci so bili pripravljenih iz istih vzorcev krvi).
Zato smo na koncu preverili primerljivost rezultatov ene in druge metode. Skladnost med
metodama smo analizirali z grafiénim postopkom Blanda in Altmana (Bland & Altman,
1986 and 1999) s pomocjo racunalniSkega programa MedCalc. Ta graficna metoda
primerja dve tehniki merjenja, pri cemer so razlike prikazane glede na povprecje obeh

tehnik merjenja (40).

26



MOJCA GOLOB - Diplomska naloga REZULTATI IN RAZPRAVA

4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 EKSTRAKCIJA

Najprej smo se na podlagi predhodnih analiz razli¢nih u€inkovin z DBS vzorci odlocili za
ekstrakcijski postopek, za katerega smo menili, da bo najbolj primeren glede na lastnosti
nase preiskovane u¢inkovine. Nato smo izmed razli¢nih kartic za analizo DBS vzorcev, ki
so bile trenutno na trziScu, izbrali tisto, kjer so bili rezultati po ekstrakciji in analizi
raztopine analitov najbolj primerljivi in ponovljivi. Odloc€ili smo se za FTA DMPK-C tip
kartic proizvajalca Whatman, GE Healthcare. Nato smo poskusali ekstrakcijski postopek s
spremembami priprave vzorcev, koli¢in in sestave topil, ¢asa in nafina meSanja, pogojev
centrifugiranja itd. ¢im bolj optimizirati in dose€i ¢im vecjo ucinkovitost ekstrakcije.
Izkazalo se je, da je na boljSo ponovljivost vplival velik deleZ metanola v sekundarni
osnovni raztopini, saj le-ta prepreci vezavo analitov na steklo (sprememba sestave topila iz
10 % v 50 % metanol v vodi). Poleg tega smo povecali volumen ekstrakcijskega topila iz
250 pL na 350 pL, da je priSlo do boljSega omocenja posusenega madeza krvi. Uvedli smo
korak meSanja z aspiriranjem s pipeto in spremenili na¢in prenosa vzorca na mikrotitrsko
plos¢o. Namesto trikratnega spiranja nastavka pipete pred prenosom raztopine Smo
pipetirali veckrat man;jsi volumen (3 x 50 puL). S tem se je hkrati nasitila plastika nastavka
z analiti in nismo povzrocili meSanja bistrega dela raztopine z usedlino. Vse te spremembe
so zmanjSale variabilnost rezultatov in povecale ucinkovitost ekstrakcije. Sledila je

validacija analiznega postopka in nato uporaba validirane metode na vzorcih pacientov.

V ekstrakcijskem postopku smo v raztopino z vzorcem vedno dodali tudi interni standard
(IS). Uporabljali smo stabilen izotopno (*>C) oznalen IS haloperidola. S pomo&jo IS
namre¢ izboljSamo toc¢nost in ponovljivost analizne metode, saj kompenzira napake zaradi
izgub vzorca ali razli¢nega volumna injiciranja. Te napake se odraZzajo tako pri analitu kot
pri IS, zato razmerje povrSin njunih kromatografskih vrhov ostane enako. Vsi rezultati,

razen ¢e je drugace oznaceno, so podani kot razmerje odziva analita in odziva IS.

4.2 ANALIZA VZORCEV

Pogoji analize vzorcev s tekoCinsko kromatografijo, sklopljeno s tandemskim masnim
spektrometrom so opisani v poglavju 3.3.4. Na slikah 4-7 so prikazani MRM

kromatogrami slepega vzorca, kontrolnega vzorca pri nizki koncentraciji (QCpr) in vzorca

27



MOJCA GOLOB - Diplomska naloga REZULTATI IN RAZPRAVA

pacienta za haloperidol, reduciran haloperidol in interni standard. Odebeljeni deli ¢rte na

posameznih kromatogramih predstavljajo regijo za izraCun Suma bazne linije.

x102 |+ESI MRM Frag=135.0V CID@21.0 (376.0 -5 165.0) qc 1 9.d X102 |+ES| MRM Frag=140.0V CID@29.0 (375.2 -> 149.5) ac 1 8.d
b 1581 4
48 Sl
5 461
44 44
12 425
4 4
38 384
36 386
EE 34
32 324
3 2]
28 284
26 26
24 24
22 22
2 24
18 184
16 16
14 14
12 12

075 0z ofs 09 0d5 1 105 111 105 12 135 13 136 14 145 15 155 16 165 17 175 18 075 08 085 09 005 1 105 11 105 12 125 13 105 14 145 15 15 16 1% 17 15 18
Counts vs. Acquisition Time (min) Counts vs. Acquisition Time (min)

Slika 4. Levo: zdruzena MRM kromatograma QC; vzorca (vrhovi, oznaceni z zeleno barvo) in
slepega vzorca (vrhovi, oznaceni z modro barvo) za haloperidol. Desno: zdruZzena MRM
kromatograma QCp, vzorca (vrhovi, oznaceni z vijolicno barvo) in slepega vzorca (vrhovi, oznaceni
z rdeco barvo) za reduciran haloperidol. Primerjava kromatogramov vzorca pri LLOQ in slepega

vzorca je prikazana na sliki 9 (glej poglavije 4.3.6).
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x102 |+ESI MRM Frag=20.0v CID&21.0 (382.0 -> 165.0) blank 1-r008.d

075 08 085 09 05 1 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18
Counts vs. Acquisition Time (min)

%102 +ESI MRM Frag=140.0v CID@28.0 (379.2 -» 145.5) vzorec1 1.d

075 08 085 09 095 1 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18
Counts vs. Acguisition Time (min)

+ESI MRM Frag=135.0v CID@21.0 (376.0 -= 165.0) vzorec1 1.d
101 MNoise (PeakToPeak) = 21.18; SNR (1.554min) = 2.0

g £

075 08 085 09 085 1 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18
Counts vs. Acquisition Time (min)

Slika 5. MRM kromatogrami slepega vzorca. Zgornji kromatogram pripada internemu standardu (s

"*C oznaéen haloperidol), srednji reduciranemu haloperidolu in spodnji haloperidolu.
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+ESI MEM Frag=80.00 CID&21.0 (382.0-> 165.0) gc 1 B.d
«104 |Moise (PeakToPeak) = 39.58; SNR (1.586min) = 1150.0

24z * 14&36

+ESI MEM Frag=140.0W CID@29.0 (379.2 -> 149.5) gc 1 B.d
x102 |Moise (PeakToPeak) = 13.44; SNR (1.4%4min) = 75.0

542

1.659

e

+ES| MEM Frag=135.0 CID@&21.0 (376.0 -= 165.0) qc 18d
x102 |Moise (PeakToPeak) = 6.70; SNR (1.584min) = 1501

é

075 08 085 0% 08 1 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18
Counts vs. Acguisition Time (min])

Slika 6. MRM kromatogrami OC,, vzorca. Zgornji kromatogram pripada internemu standardu (s

"*C oznaéen haloperidol), srednji reduciranemu haloperidolu in spodnji haloperidolu.

+ES| MEM Frag=20.0v CID@21.0 (2820 -> 165.0) vz 111.d
x104 Moise (PeskToPesk) = 23.50; SNR (1.568min) = 1846.5

3 1562

+ES| MBEM Frag=1400V CID&23.0 (373.2->143.5) vz 111.d
%102 Moise (PeakToPeak) = 15.50; SNR (1.473min) = 253.8

242

14

+ESI MRM Frag=135.0v CID@21.0 (376.0-> 165.0) vz 111.d
%102 |Moise (PeakToPeak) = 16.16; SNR (1.567min) =241.7

2

—

- _r. T T 1 T T+ rr—  r —r1r— 1 1 11 T T T T T T T T T
07 08 08 0% 059 1 105 11 11% 12 125 13 135 14 145 15 15 16 165 1.7 175 1.8
Counts vs. Acquisition Time (min)

-

Slika 7. MRM kromatogrami vzorca pacienta (vzorec §t. 56). Zgornji kromatogram pripada
internemu standardu (s °C oznaGen haloperidol), srednji reduciranemu haloperidolu in spodnji

haloperidolu.
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Zanimalo nas je tudi razmerje kvantifikatorja proti kvalifikatorju, znacilnega za posamezno
spojino (v naSem primeru za haloperidol), ki mora biti ves ¢as v sekvenci ¢im bolj
konstantno. Razmerje za haloperidol se je znotraj posameznih skupin analiziranih vzorcev
(QC vzorci, vzorci za umeritveno premico ter vzorci pacientov) ohranjalo in je znaSalo
3,35 (povprecna vrednost). S tem smo dobili dodatno potrditev o identiteti nasega analita
haloperidola. Spojina, ki smo jo uporabljali kot znani analitski standard, je bila enaka

spojini, ki smo jo dolocevali v vzorcih pacientov.

4.3 VALIDACIJA

4.3.1 Selektivnost (specificnost)

Ucinek matrice se pojavi, kadar bioloski vzorec vsebuje komponente, ki jih pri analizi ne
zaznamo in na MRM kromatogramu ne vidimo signala, vendar se eluirajo z analitom in
vplivajo na ionizacijo analita ter posledi¢no na njegov odziv. Ocenjevanje vpliva matrice
predstavlja zelo pomemben del validacije za kvantitativno LC-MS/MS metodo. Vpliv
matrice lahko zmanjSamo z uporabo stabilnih izotopno oznacenih analogov analitov —

internimi standardi (41).
Absolutni ucinek matrice

Naredili smo ekstrakcijo slepih DBS vzorcev tako, da smo namesto ekstrakcijskega topila
dodali raztopino za obogatenje (QC topilo). Uporabili smo tri razli¢ne raztopine: z nizko,
srednjo in visoko koncentracijo analitov. Delali smo pet ponovitev za vsako koncentracijo.
Hkrati z analizo DBS vzorcev smo analizirali tudi raztopine za obogatenje in nato
primerjali odzive analitov iz vzorca in iz raztopine. Rezultati analize ucinka matrice so

podani v spodnjih preglednicah.

Preglednica V. Absolutni u¢inek matrice za haloperidol, reduciran haloperidol in interni standard (s

C oznacen haloperidol)

UM brez upostevanja IS [%]
REDUCIRAN
HALOPERIDOL IS
HALOPERIDOL
QCL (5 png/L) 103,3 102,9 98,8
QCym (10 ug/L) 103,2 93,9 95,7
QCy (40 pg/L) 84,7 85,2 85,5

31




MOJCA GOLOB - Diplomska naloga REZULTATI IN RAZPRAVA

Absolutni u¢inek matrice smo podali na dva nacina. V preglednici V so rezultati brez

upoStevanja IS. Vidimo, da je vpliv matrice v precejS$nji meri prisoten, saj se je odziv DBS

enee

evee

ustrezajo predpisanim smernicam.

Preglednica VI. Razmerje odzivov* ter absolutni u¢inek matrice za haloperidol in reduciran

haloperidol z upo§tevanjem internega standarda (s '°C oznacen haloperidol)

HALOPERIDOL REDUCIRAN HALOPERIDOL
*pozneje *pozneje
obogaten * obogaten | =
g | obogateno UM [%] g | obogateno UM [%]
slepi topilo/IS slepi topilo/IS
vzorec/IS vzorec/IS
QCL 2,377 2,319 102,5 2,007 1,928 104,1
QCwym 4,008 3,971 100,9 3,518 3,585 98,1
QCyqy 15,988 16,153 99,0 14,934 14,984 99,7

V preglednici VI so rezultati z upoStevanjem IS. S primerjavo rezultatov UM brez in z
upoStevanjem IS vidimo, da je ucinek matrice sicer prisoten, vendar je z upoStevanjem IS
le-ta prakti¢no izginil. Vse krepko oznacene vrednosti UM se namre¢ gibljejo blizu 100 %,
kar nakazuje na to, da se je uCinek matrice korigiral, saj je bil prisoten tako pri analitih kot
znaSa 102,5 %, za reduciran haloperidol pa 104,1 %. Ker so vrednosti UM med 85 % in
115 %, to pomeni, da ni znacilnega vpliva matrice na ionizacijo analitov in je metoda s
tega vidika ustrezna. Na podlagi teh rezultatov lahko vidimo tudi uc¢inkovitost uporabe

internega standarda.
Relativni ucinek matrice

Z oceno relativnega ucinka matrice preverimo, kakSen je vpliv razlik v sestavi krvi

posameznih oseb na analizo. Primerjali smo naklone umeritvenih premic po analizi DBS

vzorcev iz krvi petih posameznikov. Delali smo po tri ponovitve pri Stirth koncentracijah.
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Relativna standardna deviacija naklonov petih umeritvenih premic za haloperidol in
reduciran haloperidol ni presegla 5 %, zato lahko potrdimo odsotnost pomembnejSega

relativnega uc¢inka matrice. Rezultati so zbrani v preglednici VII.

Preglednica VII. Nakloni umeritvenih premic DBS vzorcev, pripravljenih iz krvi petih oseb in

relativna standardna deviacija naklonov za haloperidol in reduciran haloperidol

REDUCIRAN
HALOPERIDOL HALOPERIDOL

vzorec naklon (k)

oseba 1 0,01900 0,01961

oseba 2 0,01794 0,01785

oseba 3 0,01959 0,01724

oseba 4 0,02000 0,01844

oseba 5 0,01920 0,01871
povprecje 0,01948 0,01837
RSD [%] 3,98 4,87

4.3.2 Linearnost

Linearnost analizne metode smo dolocali iz odzivov (povrSin kromatografskih vrhov)
kalibracijskih standardov. Preglednica VIII podaja odzive haloperidola in reduciranega

haloperidola v obogatenih krvnih vzorcih brez in z upoStevanjem IS.
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Preglednica VIII. Odziv analitov v obogatenih krvnih vzorcih ter razmerje odziva analita in

internega standarda

REDUCIRAN
HALOPERIDOL
HALOPERIDOL
Odziv Odziv
Koncentracija [ug/L] 0Odziv/IS Odziv/IS
[area counts] [area counts]
0 73 0,112 43 0,065
0,4 296 0,473 316 0,505
1 335 0,704 370 0,778
4 985 2,049 1130 2,351
20 5035 10,716 5151 10,961
50 10733 22,579 11294 23,759
100 20615 44,104 22105 47,292

Enacbo umeritvene premice smo dolocili iz razmerij med odzivom analita in odzivom
internega standarda z metodo najmanjSih kvadratov za vsak analit. IzraCunali smo Se
determinacijski koeficient (r*). Nato smo umeritveno premico utezili z uteZzema 1/c in 1/c%.
Odlo¢ili smo se za uteZevanje z 1/c%, saj smo pri tem dosegli najboljo to&nost niZjih
koncentracij za oba analita (preglednica X). Vrednosti parametrov umeritvenih krivulj in r*
pred in po uteZevanju so prikazane v preglednici IX, umeritveni krivulji za HA in rHA po

uteZevanju pa sta na sliki 8. Za izracun koncentracij analitov vzorcev pacientov smo

uporabili uteZeno umeritveno premico (vrednosti s krepkim tiskom v preglednici IX).

Preglednica IX. Vrednosti parametrov umeritvenih premic in r* analitov pred in po uteZevanju

HALOPERIDOL REDUCIRAN HALOPERIDOL
PARAMETER neutezena uteZzena neutezena utezena
k 0,43795 0,45620 0,46926 0,49207
n 0,6028 0,2848 0,4864 0,3063
r 0,9993 0,9970 0,9996 0,9949
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Vrednost determinacijskega koeficienta se je zaradi uteZevanja pri obeh analitih precej

zniZala, vendar je kljub temu Se ustrezna glede na zahteve FDA smernic (= 0,990).

Preglednica X. Relativna napaka meritev kalibracijskih standardov glede na uteZeno umeritveno

premico
HALOPERIDOL REDUCIRAN HALOPERIDOL
¢ [ug/L] IzraCunana c — z Relativna IzraCunana c — z Relativna
upoStevanjem napaka [%] upoStevanjem napaka [%]
utezi 1/ [ug/L] utezi 1/c* [ug/L]
0,4 0,413 3,33 0,405 1,15
1 0,919 8,12 0,959 —4,14
4 3,867 -3,32 4,156 3,91
20 22,865 14,32 21,653 8,26
50 48,870 2,26 47,662 —4,68
100 96,053 -3,95 95,486 —4,51
o :
oo !
v -

Slika 8. Umeritveni premici halpoeridola in reduciranega haloperidola po uteZevanju

koncentracija [ugiL]

koncentracija [uaiL]

Metoda je torej linearna v obmocju 0,4-100 ug/L za haloperidol in ravno tako za reduciran

haloperidol. Dosegli smo primerljivo obmocje linearnosti kot Eyles in sodelavci, kjer je

obmocje linearnosti za haloperidol 0,1-142 pg/L ter reduciran haloperidol 0,1-98 pg/L

(42).
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4.3.3 Znotrajdnevna tocnost in ponovljivost

Tocnost in ponovljivost smo preverjali z analizo kontrolnih vzorcev pri nizki, srednji in
visoki koncentraciji (QCr, QCwm, QCq). Znotraj enega dne smo ekstrahirali in analizirali
vzorce Sestih ponovitev za vsako koncentracijo. Iz povprecja Sestih meritev smo z uporabo
parametrov utezene umeritvene premice izracunali koncentracije in jih primerjali s pravimi
vrednostmi. Tocnost smo podali v odstotkih kot odstopanje izracunane vrednosti od prave

vrednosti. Znotrajdnevne to¢nosti in RSD so predstavljeni v preglednici XI.

Preglednica XI. To€nost (odstop v [%]) in ponovljivost (RSD) haloperidola in reduciranega

haloperidola znotraj enega dne

HALOPERIDOL REDUCIRAN HALOPERIDOL
Odstop [%] RSD [%] Odstop [%] RSD [%]
QCL 7,56 7,84 2,27 2,90
QCwm 0,02 6,90 5,06 4,92
QCyq -1,55 5,00 0,63 3,26

Odstop za haloperidol znasa med —1,55 % in 7,56 %, RSD je bil najve¢ 7,84 %. Za
reduciran haloperidol je odstop od —5,06 % do 2,27 %, najvi§ji RSD je 4,92 %. Metoda je
ustrezno to¢na in ponovljiva za oba analita, saj odstop in RSD pri nobeni meritvi nista

presegla 15 %.

4.3.4 Meddnevna tocnost in ponovljivost

Meddnevno analizo tocnosti in ponovljivosti smo izvajali znotraj treh zaporednih dni.
Postopek je bil vsak dan enak in je opisan Ze pri znotrajdnevni toc¢nosti in ponovljivosti.

Rezultate analize podaja preglednica XII.
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Preglednica XII. To¢nost (odstop v [%]) in ponovljivost (RSD) haloperidola in reduciranega

haloperidola med tremi zaporednimi dnevi

HALOPERIDOL REDUCIRAN HALOPERIDOL
Odstop [%] RSD [%] Odstop [%] RSD [%]
QCL 7,48 6,00 8,87 7,04
QCwm 0,62 4,87 -8,61 6,85
QCx -1,43 3,64 -7,36 7,00

Meddnevna to¢nost haloperidola je zelo podobna znotrajdnevni, saj se vrednosti odstopov
ne razlikujejo dosti, gibljejo se med —1,43 % in 7,48 %, najvisji RSD pa je 6,00 %.
Meddnevna to¢nost za reduciran haloperidol je nekoliko slabsa kot znotrajdnevna, vendar
je manj razprSena. Pri vseh treh koncentracijah je odstopanje navzdol, vrednosti so med —
8,87 % in -7,36 %. Tudi meddnevna ponovljivost tHA je nekoliko slabsa kot
znotrajdnevna, saj so vrednosti RSD nekoliko vi§je, najvecja je 7,04 %. Za oba analita je
meddnevna toCnost in ponovljivost na vseh nivojih znotraj dovoljenih mej, ki jih

predpisujejo smernice FDA, zato lahko zaklju¢imo, da je metoda ustrezna.

4.3.5 Delovno obmocje metode

Uporabno obmoc¢je metode obsega koncentracije med 0,4 in 100 pg/L za HA in rtHA. V
primerjavi z analizo iz plazme Urske Konjedic (obmoc¢je med 0,1 in 50 pg/L) smo uspeli
obmocje navzgor precej razsiriti, navzdol pa je njim uspelo zagotoviti ustrezne lastnosti pri
niZji koncentraciji kot nam. Pomembno je, da naSe obmocje pokriva terapevtsko obmocje
za haloperidol. Pri zdravljenju akutne shizofrenije znaSa terapevtsko obmocje 5,6—
16,9 ug/L (43), pri pacientih s kroni¢no shizofrenijo pa 17-42 pg/L (44). Terapevtski
obmoc;ji sta sicer podani za koncentracijo uc¢inkovine v serumu oz. plazmi, koncentracije
merjene v polni krvi pa doseZejo nekoliko visje vrednosti (razmerje med krvjo in plazmo
za HA je 2,8 + 1,2 in za rHA 3,6 £ 1,1) (42). Kljub temu da nimamo podatkov za
terapevtske koncentracije uc¢inkovine v polni krvi, lahko iz teh podatkov sklepamo, da je
obmocje naSe analizne metode dovolj Siroko. Pri vzorcih pacientov se je izkazalo, da je
zgornja meja obmocja ustrezna, saj nobena vrednost ni presegla te meje. Bili pa so vzorci

nekaterih pacientov, kjer je bila koncentracija dale¢ pod terapevtskim obmocjem.
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4.3.6 Spodnja meja dolocitve

Spodnjo mejo dolocitve (LLOQ) za haloperidol in reduciran haloperidol predstavlja
koncentracija 0,4 pg/L. To je najniZja koncentracija analitov, za katero nam je uspelo
dokazati ustrezno to¢nost, ponovljivost in kjer je bil odziv analitov vsaj petkrat visji kot
odziv slepega vzorca. Primerjavo slepega vzorca in vzorca pri LLOQ nam nazorno
prikazujeta sliki 9 in 10. V preteklih raziskavah so uspeli dosec¢i nizZjo LLOQ za oba
analita, kjer je pogojem ustrezala koncentracija 0,1 pg/L za haloperidol (33) in 0,25 pg/L
za reduciran haloperidol (45). Nekaj odzivov pri vzorcih pacientov je sicer pod LLOQ,

vendar je spodnja meja dolocitve kljub temu zadovoljivo nizka.

+ESI MRM Frag=135.0 CID@&21.0 (376.0000 -> 165.0000) um &.d x102 |+ES| MRM Frag=135.0V CID&21.0 (376.0000 -> 165.0000) blank 1-r007.d
%102 Noise (PeakToPeak) =6.06; SNR (1.567min) =21.0 5

1842 =1.567 Area3to

184

144

124
1

08

%101 +ES| MRM Frag=135.0V CID&21.0 (376.0000 -> 165.0000) blank 1-r007.d

e 0% i T 12 13 T4 15 1% 17 T8 075 02 045 09 085 1 185 11 195 12 135 13 1.35 14 145 15 155 16 185 17 175 128
Counts vs. Acauisitien Time (min) Counts vs. Acauisition Time (min)

Slika 9. MRM kromatograma za haloperidol. Levo: zgoraj je modro obarvan kromatogram na meji
doloc¢itve (LLOQ), spodaj je rde¢e obarvan kromatogram slepega vzorca. Desno: Ta dva
kromatograma sta zaradi laZje primerjave zdruZena v eno sliko. Razmerje med signalom in Sumom

za spodnjo mejo dolocitve je 21:1.

+ESI MRM Frag=140.0v CID@29.0 (375.1700 -> 149.5000) um 6.d +ESI MRM Fra
2 Moise (PeakToPeak) = 11.98; SNR (1.472min) =22.3 %102 |Hoiss (PeskTdl
4912 1472 z 144
_.. fuea 268 135 1472

x10
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x102 +ES|I MRM Frag=140.0V CID@&29.0 (373.1700 -> 143.5000) blznk 1-r007 d (L)

0g 09 1 1 12013 1415 L 0.75 08 025 09 095 1 1.05 11 175 12 125 13 135 14 135 15 1.55 16 1.65 17 175 18
Counts vs. Acquisition Time (min) Counts vs. Acauisition Time (min)

Slika 10. MRM kromatograma za reduciran haloperidol. Levo: zgoraj je zelen kromatogram na
meji doloc€itve, spodaj je oranZen kromatogram slepega vzorca. Desno: Ta dva kromatograma sta

zaradi laZje primerjave zdruZena v eno sliko.
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4.3.7 Stabilnost

Preverjali smo stabilnost analitov v posusenih madeZih krvi na DBS karticah po njihovi
izpostavitvi razlicnim temperaturam. Vpliv vlage in svetlobe na stabilnost smo izkljucili,
saj smo kartice shranjevali v vreCkah s pritisnim zapiralom ob prisotnosti suSilnega
sredstva v temi. DBS kartice s tremi madeZi posusene krvi za vsak kontrolni vzorec pri
nizki, srednji in visoki koncentraciji smo postavili v hladilnik (3 °C), na sobno temperaturo
(25 °C) ter v ogrevano komoro (40 °C). Po 13 dneh smo naredili ekstrakcijo in analizo teh
vzorcev ter njihove odzive primerjali z odzivi kontrolnih vzorcev, ekstrahiranih prvi dan,
takoj po pripravi. V preglednici XIII so podani odstotki spremembe odziva po 13 dneh

glede na cas t.

Preglednica XIII. Stabilnost haloperidola in reduciranega haloperidola v DBS vzorcih po trinajstih

dneh shranjevanja pri treh razli¢nih temperaturah, podana kot sprememba odziva glede na ty,

HALOPERIDOL REDUCIRAN HALOPERIDOL

temperatura 3°C 25°C 40 °C 3°C 25°C 40 °C
sprememba odziva glede na ty [%] sprememba odziva glede na ty [%]

QCL 0,64 —4.,35 —-6,44 —6,98 0,74 -5,89
QCm 0,75 0,60 0,27 7,31 2,71 -1,03
QCu —6,65 5,08 3,06 2,65 -1,78 -2,19

Dokazali smo, da sta haloperidol in reduciran haloperidol v posusenem madezu krvi
stabilna pri razli¢nih temperaturah, tudi pri nizkih in visokih, saj se odziv v nobenem
primeru ni spremenil za ve¢ kot 15 %. V prihodnje bi bilo priporo€ljivo preveriti Se
stabilnost pri zamrzovanju (npr. pri —20 °C), saj so lahko DBS vzorci v zimskih mesecih

med transportom do laboratorija izpostavljeni tudi temperaturam pod ledis¢em.

4.3.8 Ucinkovitost ekstrakcije

UspesSnost ekstrakcije analitov iz posuSenega madeZa krvi na papirju smo merili z
ucinkovitostjo. Povpre¢ne vrednosti na treh razliénih koncentracijskih nivojih so
enakomerne in ponovljive, kar prikazuje preglednica XIV. Vrednosti ucinkovitosti
ekstrakcije so blizu 100 % in vse vrednosti so znotraj dovoljenih odstopov to€nosti metode
po FDA smernicah (RSD je nizji od 15 %). Glede na odli¢no topnost haloperidola v

ekstrakcijskem topilu (0,1 % mravljicna kislina v metanolu) in predpostavko, da se
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haloperidol ob prisotnosti velikega volumna metanola sprosti iz vezavnih mest v matrici,

smo visoko ucinkovitost pric¢akovali.

Preglednica XIV. U¢inkovitost ekstrakcije

REDUCIRAN INTERNI
HALOPERIDOL STANDARD

HALOPERIDOL

Ucinkovitost ekstrakcije [%]

QCL 101,7 106,3 101,2
QCwm 103,0 105,9 103,0
QCx 104,4 109,0 99,4

4.3.9 NavzkriZni prenos med vzorci

S testom, ki smo ga izvedli, smo preverili prisotnost navzkriZznega prenosa, ki bi izhajal iz
analizne naprave. Zaporedoma smo analizirali vzorec z visoko koncentracijo (QCpy) in
slepi vzorec. Rezultati analize so predstavljeni na slikah 9 in 10 (glej poglavje 4.3.6), ki
prikazujejo MRM kromatograme slepega vzorca in vzorca na meji dolocitve za haloperidol
in reduciran haloperidol. Iz slik vidimo, da ne pri HA niti pri rHA v slepem vzorcu, ki je
bil analiziran takoj po QCy vzorcu, ni nobenega kromatografskega vrha, ki bi bil vis§ji, kot
vrh pri LLOQ. Posebno dobro se to vidi na obeh slikah desno, kjer sta kromatograma
slepega vzorca in vzorca pri LLOQ zdruzena v eno sliko in si lazje predstavljamo velikost
in razmerje kromatografskih vrhov. S tem smo potrdili, da med analizami vzorcev ni
prihajalo do navzkriZznega prenosa med njimi in da so bili pogoji tekoCinske kromatografije
dobro optimizirani, da analiti niso zastajali v sistemu. Za natan¢nejSo oceno navzkriZznega
prenosa bi morali preveriti Se vse stopnje priprave vzorcev, vendar je le-ta tu manj verjeten
zaradi izrezovanja cele lise (ni stika s peCatom) in zaradi uporabe epic ter nastavkov pipet

za enkratno uporabo.

4.4 UPORABA ANALIZNE METODE NA VZORCIH PACIENTOV

Z razvito in validirano metodo smo analizirali vzorce pacientov. To so bili DBS vzorci, ki
smo jih pripravili sami v laboratoriju iz polne krvi 41 pacientov, obravnavanih v klini¢ni
Studiji z naslovom »Preprecevanje posledic oksidativnega stresa pri bolnikih s shizofrenijo
z vitaminom E in omega-3 nenasi¢enimi maS¢obnimi kislinami« (32). Uporabili smo enake

oznake vzorcev, kot so bile uporabljene v sami Studiji in v diplomski nalogi. V preglednici
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XV so podani rezultati analize krvnih vzorcev (DBS) ter podatki analize plazemskih
vzorcev, pridobljenih v diplomski nalogi UrSke Konjedic, za haloperidol in reduciran
haloperidol (33). V preglednico smo vkljucili tudi podatke za koncentracijo analitov v

polni krvi, ki smo jo prevedli v primerljivo s plazemsko tako, da smo upostevali hematokrit

po enacbi: c (korigirana) = c (krvna)/(1- Hct). Za vse vzorce smo uporabili
vrednost za hematokrit 0,43 (srednja vrednost normalnih vrednosti za Zenske in moske),
ker nismo imeli podatka za hematokrit za vsakega posameznega pacienta (46). Rezultati,
oznaceni z zvezdico, so pod spodnjo mejo dolocitve, zato jih podajamo le informativno,
oznaka ND pa oznacuje vrednosti, ki jih nismo zaznali. Pri koncentracijah v plazmi so z

BLQ oznacene vrednosti analitov, ki so pod LLOQ, ki znasa 0,1 pg/L za HA in rtHA (33).

Preglednica XV. Koncentracije analitov pridobljene iz vzorcev polne krvi (DBS) in plazme od
pacientov iz klini¢ne Studije (32). Vrednosti analitov oznafene z zvezdico, so pod spodnjo mejo
dolocitve, ki jih v analizi z metodo Blanda in Altmana nismo obravnavali in so v tabeli podane le

informativno. ND — vrednosti, ki jih nismo zaznali. BLQ — vrednosti analitov pod LLOQ (33).

HALOPERIDOL REDUCIRAN HALOPERIDOL
oncentracija polna kri polna kri
oznak polna kri (ng/Ll: plazma polna kri (ug/Ll: plazma
vzorca he/L] korigirana he/L] he/L] korigirana he/L]
41 0,30%* 0,52%* 0,81 ND ND BLQ
42 0,23* 0,41* 0,95 1,41 2,47 2,34
43 0,65 1,14 1,32 ND ND 0,38
44 0,45 0,79 1,11 ND ND 0,27
45 22,24 39,01 40,56 41,33 72,51 46,12
46 1,33 2,34 2,3 0,18* 0,32%* 0,78
47 1,21 2,12 1,22 0,10%* 0,17%* 0,25
48 0,82 1,44 1,85 0,04* 0,06* 0,34
50 2,57 4,52 5,13 0,87 1,53 0,99
51 0,80 1,40 1,66 ND ND 0,25
53 0,51 0,90 0,76 ND ND BLQ
56 18,86 33,09 36,84 22,18 38,91 30,29
57 0,68 1,19 1,24 ND ND 0,31
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58 6,85 12,02 14,57 19,89 34,90 23,1
59 0,29* 0,51* 0,93 ND ND 0,22
61 0,71 1,25 1,33 3,34 5,86 4,37
62 1,87 3,29 3,0 0,09* 0,15% 0,46
64 0,51 0,89 1,01 ND ND 0,41
65 0,26* 0,46* 1,1 ND ND 0,35
66 0,97 1,70 1,92 0,19* 0,33* 0,78
71 0,24* 0,42%* 0,57 ND ND BLQ
5P 5,23 9,17 18,35 6,03 10,58 12,11
6P 2,04 3,57 4,41 0,47 0,82 0,92
P 4,33 7,60 6,97 1,13 1,99 0,92
8P 2,96 5,19 5,67 1,47 2,58 1,51
9P 3,49 6,12 7,73 2,36 4,13 1,15
10P 0,71 1,24 1,35 ND ND 0,26
12P 13,24 23,23 19,06 6,14 10,77 3,87
13P 1,32 2,31 2,75 0,13* 0,23* 0,48
14P 0,10%* 0,17* 0,63 ND ND 0,13
15P 2,55 4,47 3,79 0,97 1,70 0,72
16P 0,23* 0,41%* 0,78 ND ND BLQ
17P 0,52 0,92 1,14 ND ND BLQ
19P 1,52 2,66 2,31 4,74 8,32 4,54
20p 19,56 34,32 34,55 15,88 27,86 11,76
21P 0,46 0,81 0,86 ND ND BLQ
22P 3,83 6,72 5,97 0,75 1,32 0,87
34p 0,07* 0,12%* 0,48 0,74 1,30 0,85
35P 0,31* 0,55* 0,87 ND ND BLQ
36P 2,22 3,89 3,15 0,33* 0,58%* 0,41
52P 1,61 2,83 2,54 1,07 1,88 0,89

Validirano metodo je po priporoc¢ilih FDA mogoce aplicirati v rutinsko analizo, ¢e vsaj
67 % QC-jev, analiziranih med sekvenco realnih vzorcev, odstopa za manj kot 15 % od
referen¢ne vrednosti (34). V nasem primeru smo to zahtevo dosegli, saj je bilo takih QC-

jev 87 %.
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4.5 ANALIZA SKLADNOSTI DVEH METOD (BLAND-ALTMAN

PLOT)

Razliko med analiznima metodama z DBS vzorci in plazemskimi vzorci smo analizirali z
uporabo graficne metode Blanda in Altmana, ki primerja dve tehniki merjenja, pri cemer
so razlike prikazane glede na povpreCje obeh tehnik (40). Uporabili smo podatke
korigiranih koncentracij v polni krvi in koncentracij v plazmi iz preglednice XV. Rezultati

te analize so prikazani na slikah 11 in 13. Sliki 12 in 14 pa prikazujeta odnos med

plazemsko in krvno koncentracijo posameznega analita.

- plazma)

[d

Razlikafpolnakri

Slika 11. Diagram Blanda in Altmana za haloperidol prikazuje % razlike v koncentracijah
pridobljenih iz plazemskih vzorcev in iz DBS vzorcev po korekciji za hematokrit. Neprekinjena
vodoravna c¢rta oznaCuje povprecno razliko med metodama, crtkani vodoravni €rti pa meje

skladnosti (povprecje = 1,96 SD). Puscici oznacujeta vzorca, ki izstopata iz obmocja skladnosti.
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Slika 12. Graf, ki prikazuje odnos med plazemsko in korigirano krvno koncentracijo haloperidola.

Pus¢ici oznacujeta vzorca, ki izstopata iz obmocja skladnosti.
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Slika 13. Diagram Blanda in altmana za reduciran haloperidol prikazuje % razlike v koncentracijah

pridobljenih iz plazemskih vzorcev in iz DBS vzorcev po korekciji za hematokrit. Neprekinjena

vodoravna c¢rta oznaCuje povprecno razliko med metodama, crtkani vodoravni €rti pa meje

skladnosti (povprecje = 1,96 SD).
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Slika 14. Graf, ki prikazuje odnos med plazemsko in korigirano krvno koncentracijo reduciranega

haloperidola.

V diagramih na slikah 11 in 12 vidimo poloZaj posameznih meritev glede na meje

skladnosti (angl. limits of agreement), ki predstavljata 95 % interval zaupanja. Diagrama

prikazujeta visoko ujemanje rezultatov obeh metod, saj le dve meritvi (samo pri HA)

izstopata izven meja skladnosti. S tem lahko potrdimo, da sta metodi spremljanja

koncentracij haloperidola in reduciranega haloperidola iz plazme in iz polne krvi (DBS)

primerljivi in zato medsebojno zamenljivi.
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5 SKLEPI

Razvili in validirali smo prvo analizno metodo za dolo€anje haloperidola in njegovega
aktivnega metabolita, reduciranega haloperidola, iz posuSenih madezev krvi. Uspeli smo
najti ekstrakcijski postopek, s katerim smo analite iz DBS kartic, kjer so v posameznem
vzorcu v zelo nizkih koncentracijah, v zadostni meri prenesli v raztopino, da smo jih lahko

kvantificirali z UHPLC-MS/MS.

Z validacijo po smernicah Ameriske agencije za hrano in zdravila smo zagotovili, da je
metoda to¢na, ponovljiva, selektivna ter zagotavlja dobro u¢inkovitost ekstrakcije. Metoda

je za oba analita, haloperidol in reduciran haloperidol, linearna v obmoc¢ju 0,4-100 ug/L.

Ugotovili smo, da je ucinek matrice sicer prisoten, vendar je na meji znacilnega vpliva
(15 %), ki je predpisana v FDA smernicah, saj ga z izotopno oznafenim internim

standardom uspes$no korigiramo, kar pomeni, da je metoda ustrezna.

DBS vzorci kazejo ustrezno stabilnost po 13 dneh izpostavljenosti razli¢nim temperaturam
(3 °C, 25 °C, 40 °C), kar je bistveno za namen uporabe te metode za terapevtsko
spremljanje koncentracij haloperidola pri pacientih s shizofrenijo, kjer bi si pacienti sami
jemali vzorce in jih po posti posiljali v analizo. Pomanjkljivost metode je, da nismo
testirali stabilnosti DBS vzorcev pod temperaturo taliSca, ki so ji vzorci lahko izpostavljeni
med transportom v zimskih mesecih in da nismo testirali stabilnosti v daljSem obdobju od

13 dni (npr. vsaj en mesec).

Z razvito in validirano metodo za dolo¢anje haloperidola in reduciranega haloperidola v
krvnih madeZih smo dosegli primerljivo obcutljivost oziroma spodnjo mejo dolocitve kot
pri klasi¢nih plazemskih metodah. Ob upoStevanju dejstva, da nasa metoda potrebuje 50x

do 100x manjSe volumne vzorcev, to lahko Stejemo kot velik uspeh.

S primerjavo rezultatov analize DBS vzorcev in rezultatov plazemskih vzorcev iz pretekle
raziskave, vendar pripravljenih iz istih vzorcev krvi, smo ugotovili, da je razvita metoda
primerljiva klasi¢ni in dolgo uveljavljeni plazemski metodi vzorCenja. Zato bi lahko DBS
metoda uspesno nadomestila plazemsko metodo pri terapevtskem spremljanju koncentracij
haloperidola in s tem bi morda vplivali na boljSe sodelovanje pacientov pri samem

zdravljenju.
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