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SOUHRN

Cil: Seznameni se systémem online extrakce na pevné fazi ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (SPE-MS/
MS). Posouzeni vhodnosti jeho pouziti v Klinickych laboratofich jako alternativa ke konvenénim separacnim technikam.
Metodika: Popis principu funkce online SPE-MS/MS systému. Uvedent kli¢ovych parametrd, jez je nutné sledovat a vyhod-
nocovat pfi vyvoji metody. Souhrn dosud publikovanych praci zalozenych na této technologii z oblasti toxikologie, terapeu-
tického monitorovani [€Civ a klinické biochemie.

Vysledky a diskuse: Online SPE-MS/MS systém umoZznuje rychlé stanoveni analytdi v obvyklych biologickych matricich.
Systém vyuziva extrakci na pevné fazi v on-line usporadani pro precisténi vzorku. Nasledna vysoka selektivita detekce
je dosazena pouzitim tandemoveho hmotnostniho spektrometru na principu trojitého kvadrupdlu v rezimu monitorovani
vybranych reakci (MRM). Obvykly ¢as analyzy jednoho vzorku se pohybuje okolo 15 sek, coz vede k vyraznému zrychleni
analytického procesu ve srovnani s LC-MS/MS metodami pii dodrzeni validacnich parametr(i bioanalytickych metod. Kii-
Sové parametry vyhodnocované v pribéhu vyvoje metody jsou matricové efekty, ,carry-over” efekt, potencidlni izobarické
interference a fragmentace labilnich konjugétt v iontovém zdroji. Publikované préce zaloZené na pouziti online SPE-MS/MS
systému popisuji analyzy imunosupresiv, busulfanu, tyrosin kindzovych inhibitort a dalSich latek.

zaver: Online SPE-MS/MS systém Ize s vyhodou pouzit u fady klinickych aplikaci, zejména v pfipadech exogennich ana-
Iytd vyskytujicich se ve vzorku v relativné vysokych koncentracich. Nicméné, nemUze byt pouZit pro v8echny typy analytd.
V mnoha pfipadech vSak mize vyrazné urychlit a zlevnit analyticky proces a vhodné tak doplnit LC-MS/MS systémy.
Klicova slova: SPE-MS/MS, RapidFire, hmotnostni spektrometrie, extrakce na pevné fazi, kvantitativni analyza.

SUMMARY

Vrobel I., Friedecky D., Adam T.: Online solid phase extraction analytical system coupled to tandem mass
spectrometry for clinical applications.

Objective: Introduction to the online solid-phase extraction system coupled to tandem mass spectrometry (SPE-MS/MS).
Assessment of the suitability of this system for clinical laboratories as an alternative to liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS).

Methods: Characterization of functional principle of the online SPE-MS/MS system. Description of crucial parameters that
has to be followed and evaluated during method development. Brief summary of so-far published methods based on utili-
zation of this technique from the fields of toxicology, therapeutic drug monitoring and clinical biochemistry.

Results and discussion: The online SPE-MS/MS system enables fast determination of analytes in common biological mat-
rices. The system ensures extensive cleaning of the sample. High sensitivity is provided by utilization of multiple reaction
monitoring (MRM) mode in tandem mass spectrometer. The analysis of one sample takes usually around 15 sec. This
leads to significant speeding of the analytical process in comparison to methods based on LC-MS/MS. At the same time
all requirements for validation of bioanalytical methods are met. The key parameters assessed during method development
process are the matrix effect, carry-over, potential isobaric interferences and fragmentation of labile conjugates in the ion
source.

Conclusion: The online SPE-MS/MS system can be used advantageously in the range of clinical applications, particularly in
the case of exogenous analytes occurring in the sample at relatively high concentrations. Nevertheless, this system cannot
be exploited for all types of analytes. In many cases, it can, however, significantly speed up and cheapen the analytical
process and suitably complement the LC-MS/MS systems.

Keywords: SPE-MS/MS, RapidFire, mass spectrometry, solid phase extraction, quantitative analysis.

Uvod

Hmotnostni spektrometrie (MS) patfi v souCasnosti
mezi Casté vybaveni klinickych laboratofi, a to zejmé-
na z dlvod( Sirokého spektra pouziti, od terapeutic-
kého monitorovani €Civ (,therapeutic drug monitoring®;
TDM), pres Kklinickou proteomiku Ci toxikologii az po
mikrobiologii [1]. Limitaci této technologie vSak sta-
le zOstava jeji vysoka porizovaci cena a u nékterych
metod i Casova naroCnost. Analyza jednoho vzorku
pomoci rutinné pouzivanych metod zaloZzenych na

spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s tan-
demovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) mUze
trvat mezi 2 a 30 min, v zavislosti na aplikaci. Déle je
nutné vzit v potaz i naro¢nost pripravy vzorkd, ktera se
odviji od sledovanych analytd i pouZitého biologické-
ho materidlu. M{ze se jednat o jednoduché vysrazeni
protein’ organickym cinidlem obsahuijicim interni stan-
dard nebo o komplexni nékolikastuprnové postupy jako
napriklad extrakce z kapaliny do kapaliny (,liquid-liquid
extraction®; LLE). Analyza jedné série vzork( tak mdze
trvat i nékolik hodin. Pro zachovani pfijatelnych ¢aso-
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vych intervald od odbéru vzorku po odevzdani vysledki
lékari (,turn-around time*; TAT) m{ze byt pro laborator
nékdy nutné vyuzivat vice téchto drahych pristrojd sou-
Gasné. Nebo Ize u urcitych aplikaci za ucelem zrychle-
ni analytického procesu pouzit nize popisovany online
SPE-MS/MS systém.

Princip online SPE-MS/MS

Online SPE-MS/MS je automatizovany pfistroj spo-
jeny s hmotnostnim spektrometrem, nejCastéji typu
trojitého kvadrupdlu (QqQ) nebo hybridniho analyzato-
ru Q-TOF (kvadrupdl s analyzatorem doby letu), ktery je
vyuzivan pro detekci analytl. Extrakce vzorku probiha
po jeho aspiraci z 96jamkové destiCky do systému na
SPE patroné (,cartridge”). Nasavanivzorku a plnéni SPE
patrony obvykle netrva déle nez 4 sek (faze ,Aspirate”,
obr. 1). Pfistroj pfi tom nasaje z desticky zhruba 15 az
20 pl vzorku, které staci k naplnéni smycky pro vzo-
rek (,sample loop“, obr. 1). Ta ma objem presné 10 l,
prebyteCny vzorek je odplaven do odpadu. Tim je
zaru¢ena opakovatelnost nastfiku. Po naplnéni smyc-
ky dojde k posunuti ventilu (faze ,Load/Wash", obr. 1)
avymyti vzorku ze smycCky v proudu vodné mobilni
faze (v pfipadé pouziti SPE patrony s reverzni stacio-
narni fazi) na SPE patronu. Balastni latky, které nejsou
zadrzovany na stacionarni fazi SPE patrony, jsou vymy-
ty do odpadu. Sledované analyty z(stavaji zachyceny
av dalsim kroku (faze ,Elute”, obr. 1) jsou eluovany

1) Aspirate

ESI-Triple Quadrupole Mass Spectrometer

Vacuum

pomoci zpétného toku organické mobilni faze B do
hmotnostniho spektrometru, ve kterém jsou detekova-
ny. Poté, pred nasatim dalSiho vzorku, nasleduje faze
re-ekvilibrace, v niz se polohy ventilll a toky mobilnich
fazi vrati do vychoziho nastaveni (faze ,Re-equilibrate”,
obr. 1). V pribéhu vyvoje metody jsou optimalizovany
Casy jednotlivych fazi: aspirace vzorku, pinéni SPE pat-
rony, eluce analyt( a re-ekvilibrace. Stejné tak se opti-
malizuji prdtoky (obvykle 0,5 — 1,5 ml/min) mobilnich
fazi A, B i C. Mobilni faze C (Cistici roztok) ma vétsinou
podobné slozeni jako B a slouzi k promyti kapilar sys-
tému. Trvani celého cyklu zavisi na chemické strukture
analyt(l, stacionarni fazi patrony, slozeni mobilnich fézi
a na jejich pritoku. SPE patrony jsou uréeny k mnoho-
nasobnému pouziti a je bézné, Ze jsou schopné snést
i vice nez 4000 nastfikd. Podobné jako v kapalinové
chromatografii, je pro SPE patrony dostupna cela fada
stacionarnich fazi zahrnujici C18, C8, C4, fenyl, kyano
nebo HILIC. Komeréné dostupny online SPE-MS/MS
systém RapidFire (Agilent) pojme do zasobniku s auto-
matickou vyménou az Sest patron. Jedna se o jedno-
kanélovy pfistroj neumoznuijici paralelni zapojeni patron.
Nicméné, jejich vyména probiha v pribéhu analyzy dle
nastaveni metody a nevyzaduje preruseni méreni. To
zvySuje efektivitu jak pfi vyvoji metody, tak i pfi rutinnim
provozu.

Analyzy vzork( jedné sekvence se ukladaji do jed-
noho chromatografického zéaznamu. Signaly pochaze-
jici z po sobé nasledujicich vzorkl jsou od sebe oddé-
leny useky, kdy je tok mobilni faze do hmotnostniho
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ESI-Triple Quadrupole Mass Spectrometer

Fig. 1. Diagram of the online SPE-MS/MS system (adapted from RapidFire documentation, Agilent, USA). 1) Aspirate: samples
are aspirated in to the sample loop by applying a vacuum through valves V4 and V1. 2) Load/Wash: Valve V1 switches the
positions and the sample is loaded from the sample loop onto the SPE cartridge in the flow of mobile phase A. Analytes are
captured on the stationary phase. Other samples constituents that are not retained on the cartridge are washed into waste. 3)
Valves V2 and V3 switch their positions and the analytes are back-washed from the cartridge to the mass spectrometer in the
flow of the mobile phase B and detected. In the same time the cleaning solution (mobile phase C) flows and washes the tubing
including sample loop. 4) All valves switch back to the initial positions and the system is re-equilibrated before the aspiration
of the next sample.
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spektrometru prerusen, coz usnadnuje naslednou inte-
graci ploch pod piky. Po skonCeni analyzy celé sekven-
ce (jedné &i vice destiCek), se chromatografické piky
integruji za pomoci software, ktery také rozdéli zaznam
podle sekvence.

Online SPE zajistuje precisténi vzorku od interferentd,
které se na patroné nezadrzi. Ve srovnani s kapalinovou
chromatografii vSak u online SPE nedochazi k separaci
analytd a dalSich latek zachycujicich se na SPE patro-
né. Do hmotnostniho spektrometru jsou vyplaveny sou-
Gasne ve fazi eluce. Pii pouziti online SPE s patronami
na principu reverzni faze, dochazi zejména k odstranéni
anorganickych soli, velmi polarnich latek a iontl. Pravé
ty jsou vSak Casto zodpovedné za signifikantni matrico-
vé efekty v iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru,
v pfipade, Ze vstupuji souasné se sledovanymi analyty.

Ve srovnani's pritokovou vstrikovaci analyzou (,flow
injection analysis®, FIA), ktera také nevyuziva chroma-
tografickou separaci a je zaloZzena na pifimém nastfiku
vzorkd do hmotnostniho spektrometru, zajistuje techni-
ka online SPE zejména Castecné snizeni vlivu matrico-
vych efektl. Déle nedochézi k znecisténi hmotnostniho
spektrometru a oddaluje se potfeba Castého Ciste-
ni iontového zdroje. To je u FIA metod nevyhnutelné
z divodu piimé aplikace neprecisténych vzorkd. Na
druhou stranu, pouziti LC-MS/MS umozniuje pfi vhod-
ném nastavenim separace a prepinani ventild i Gplné
odstranéni vlivu matricovych efektl isnizeni potreb-
nosti Gastého cCisténi iontového zdroje, oviem za cenu
delsiho Casu analyzy.

Nejvyznamngjsi prednosti online SPE-MS/MS sys-
tému je jeho rychlost, s ¢imz souvisi zvyseni prostup-
nosti vzorkd (,throughput®). Pfi primémém case 15
sec na vzorek, trva analyza jedné 96jamkové desticky
méneé nez 30 min.

Vyvoj a optimalizace metod

Smysl pouziti online SPE-MS/MS spodiva v urych-
leni a zjednodusSeni analytickych postupt pfi zachovani
vysoké miry spolehlivosti a robustnosti. Bioanalytické
metody uréené pro stanovovani koncentraci endo-
gennich ¢i exogennich latek v klinickych vzorcich musi
byt pred zavedenim do rutinni praxe validovany. Cilem
validace je dikaz, Ze vyvinutd metoda je vhodna pro
zamy8lené pouziti. Casto se pfi validaci vychézi ze
smérnic amerického Ufadu pro kontrolu potravin a léGiv
(,Food and Drug Administration”, FDA) [2] Ci Evropské
lékové agentury (,European Medicines Agency”, EMA)
[3]. Mezi zakladni validacni parametry patfi: selektivita,
presnost, spravnost, opakovatelnost, linearita, citlivost,
mez detekce a mez stanovitelnosti, vliv matrice vzorku,
stabilita analytd, carry-over a robustnost [4]. V pfipadé
online SPE-MS/MS techniky patfi mezi kritické parame-
try zejména carry-over, vliv matrice vzorku a selektivita,
kterymi se budeme podrobngji zabyvat dale. Valido-
vané metody jsou vhodné pro rutinni pouziti k analyze
velkych soubort vzorkd. U jiz validovanych metod se
doporucuije, pro zajisténi vysoké spravnosti a spolehli-
vosti, provadét kalibraci s kazdou sérif vzorkd.

P¥iprava vzorku

Analyze predchazi priprava vzorkd spocivajici
v odstranéni balastnich endogennich latek ze vzorku.
Lze pouzit obvyklé metody pfipravy vzork( jako v pri-
padé LC-MS/MS metod, vCetné LLE &i off-line SPE.
Nicméne, Casové narocné postupy se v pripadé on-
v praxi je vyuziti jednodussi a rychlejSi deproteinace
nasledované centrifugaci. Analyty ze vzorku jsou pfi
tom extrahovany do pouzitého deproteinacniho Cini-
dla. V pfipadé analyzy IéCiv ve vzorcich krevni plazmy
dochazi navic pfi deproteinaci k jejich uvolnéni z vazby
na plazmatické bilkoviny. Tim je umoznéno stanoveni
jejich celkové koncentrace. Mezi nejrozSitengjsi depro-
teinacni Cinidla patfi organicka rozpoustédla misitelna
s vodou (metanol, acetonitril), soli t&zkych kovl (siran
zineCnaty), silné kyseliny (kyselina trichloroctova) &i
jejich kombinace [5].

Pokud vysledny supernatant ziskany po centrifugaci
obsahuje vysoky podil organickeé faze (v pfipadé pouzi-
ti SPE patron s reverzni fazi) je vhodné jej jesté pred
analyzou naredit vodnou fézi. Ato ztoho divodu, ze
pokud je nasat pfimo nefedény organicky supernatant,
nemusi dojit k dostate¢nému zachyceni analyt( na sta-
cionarni fazi, ale k jejich vymyti organickym rozpouste-
dlem. Pri fredéni vSak mUze dojit ke ztraté citlivosti v pri-
padé nizko koncentrovanych analytl. Pak je nutnosti
zakoncentrovani vzorkd, napr. odparenim a naslednym
rozpusténim v odpovidajicim mnozstvi vodné mobilni
faze. Na druhou stranu pro tento typ analytd mdze byt
vhodnéjsi spiSe pouzit LC-MS/MS systém, ktery i kdyz
separaci vyssi citlivosti.

Alternativné Ize k deproteinaci pouzit vodny alka-
licky roztok siranu zine¢natého Ci silnych kyselin. Pri
pouziti patron s reverzni fazi Ize aplikovat nefedeny
supernatant. Hmotnostni spektrometr nebude depro-
teina¢nim &inidlem kontaminovan, jelikoz neni, na rozdil
od analyt(l, zadrzovan na SPE patroné a ve fézi ,Load/
Wash* dojde k jeho vymyti do odpadu.

Carry-over

Jako u jinych metod, které pracuiji v online rezimu, je
potencial pro carry-over pfi pouziti online SPE-MS/MS
pomeérné vysoky a je nezbytné jej vyhodnotit v pribéhu
vyvoje metody. Carry-over nastava pfi nedostatecné
eluci analytu z SPE patrony pochazejici z jednoho vzor-
ku. Jeho zbyvaijici ¢ast je vyplavena az pfi eluci vzorku
nasledujiciho. To ma za nasledek falesné zvyseni inten-
zity analytu. Nékteré, hlavné lipofilni analyty se mohou
téZ adsorbovat na stény kapilar, které se pouzivaji pro
transport mezi LC a MS. Postupné jsou pak vymyvany
a ovliviuji vysledky dalSich analyz. Vyhodnoceni tohoto
fenoménu se obecné provadi analyzou vysoko kon-
centrovaného vzorku nasledovaného nékolika slepymi
(,blank") vzorky. Pfedchazet carry-over efektu Ize pouzi-
tim silngjsi elucni mobilni faze (mobilni faze B), a Cisti-
ctho roztoku (mobilni faze C), nebo prodlouzenim ¢as(
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eluce a re-ekvilibrace. Vyjimecné je nutné, za Ucelem
kompletni eliminace analyt( z prfedchazejictho vzorku,
nechat nastfikovat slepé vzorky po kazdém méreném
vzorku. Vzhledem k rychlosti samotné analyzy to v3ak
mUZe byt prijatelny zpUsob rfesent.

Pouziti internich standardi a matricové
efekty

Za Ucelem zajisténi minimalnich rozdild v ucinnos-
ti extrakce apro spolehlivou kvantifikaci analytll se
v hmotnostni spektrometrii pouzivaji interni standardy.
Obvykle se pouzivaji strukturni analoga analyt’ &i izo-
topem znacdené analyty, které se strukturné nelisi od
sledovanych latek, az na pfitomnost stabilnich tézsich
izotopl vodiku, uhliku &i dusiku. To zméni jejich mole-
kularni hmotnost a hodnotu poméru hmotnosti k naboji
(,mass to charge ratio” m/z) detekovanou hmotnostnim
spektrometrem. Fyzikalné-chemické vlastnosti a stejné
tak iretenéni chovani zlstavaji vSak témér identické
s analyty [6]. Tyto interni standardy byvaji také praktic-
ky stejné ovlivnény matricovymi efekty.

Matricové efekty v hmotnostni spektrometrii jsou
disledkem rtizné Ucinnosti ionizace, ktera je zavisla na
pritomnosti latek (anorganické soli, lipidy, apod.) vstu-
pujicich soucasné s analyty do hmotnostniho spektro-
metru. Casto se projevuji jako snizeni intenzity sledova-
nych latek (,iontova suprese*), coz mize mit nepfriznivy
vliv na citlivost metody. Pozorované vSak byva i zvyse-
ni odezvy analytl (,iontovy enhancement®) [7]. Online
SPE zajisti ¢astecné procisténi vzorku a dokaze tak do
uréité miry snizit negativni vliv matricovych efektl na
analyzu. V nékterych pripadech to v8ak neni dostatec-
né a kvlli nizké citlivosti je pak nezbytné pouzit kapali-
novou chromatografii.

Matricové efekty se v pfipadé online SPE-MS/MS
systému hodnoti kvantitativné obvykle nasledujicim
zpUsobem: Vzorek pripraveny v nékolika opakovanich
se standardnim pfidavkem analytu i interniho standar-
du po extrakci se porovnava se vzorkem pripravenym
v roztoku bez matrice. Je dilezité provést vétsi mnozstvi
opakovanych analyz, aby byl odhalen pfipadny kumula-
tivni matricovy efekt, ktery mdze byt zplsoben pripad-
nou pomalou eluci vysoce zadrzovanych latek z pred-
chozich nastfiknutych vzorkd. Pritomnost kumulativniho
matricového efektu se projevi postupnym snizovanim
intenzit analyt’. Analyzou vzork( pochazejici z réiznych
zdrojl (napf. rozdini darci krevni plazmy), Ize vyhod-
notit tzv. relativni matricovy efekt. Jeho podstatou je
rozdilny obsah latek ovliviiujicich ionizaci analytu v jed-
notlivych vzorcich [8]. Pokud nelze matricové efekty
odstranit, je nutné pro spolehlivou analyzu zajistit jejich
kompenzaci, aby nedochazelo k negativnimu ovlivnéni
presnosti, spravnosti a dalSich parametrd metody. Za
timto ucelem by mél byt vybran interni standard, ktery
bude vzdy ovlivnén matricovym efektem ve stejné mire
jako analyt. V tom pripadé dochazi ke kompenzaci vli-
vu matricového efektu a pomér analyt/interni standard
zUstava neovlivnén. Tuto podminku nejlépe splnuji pra-
vé izotopicky znacené standardy. Jian a kol. ve svém

hodnoceni online SPE-MS/MS systému ukazali, ze
pouzit strukturné podobnych internich standard( vede
k vySSi variabilité poméru analyt/interni standard. Tak
variani koeficient poméru propranolol/toloutamid po
analyze Sesti rlznych Sarzi krysi plazmy byl 12,28 %.
Zatimco pfi pouziti izotopicky znaceného D7-propra-
nololu byla variabilita mezi vzorky vyrazné nizsi (variacni
koeficient 1,21 %) [9]. | kdyz jsou izotopem znaCené
interni standardy vhodngjsi, vzhledem k jejich vysoké
cené a mozné nedostupnosti, neni pouziti strukturné
podobnych internich standard’ v online SPE-MS/MS
metodach vyloucené. Jen je ddleZité vyhodnotit vyse
uvedené parametry a zajistit tak spolehlivost analyzy.

Interference izobarickymi latkami

Absence chromatografické separace ajeji nahra-
zeni extrakci na pevné fazi je hlavnim faktorem umoz-
nujicim nékolikanasobné zrychleni analyzy. Na druhou
stranu prave tato okolnost ma za nasledek i vyssi riziko
interferenci, pochézejicich z izobarickych latek &i polo-
hovych izomerd, které maji stejnou hodnotu m/z. To
znamena, ze napfiklad morfin a hydromorfon ¢i kodein
a hydrokodon nemohou byt pfi pouziti online SPE-MS/
MS od sebe rozliseny.

Dostate¢nou selektivitu ve vétsiné pripadd dokaze
zajistit sledovani dvou a vice tranzici analytd v rezimu
monitorovani vybranych reakci (,multiple reaction
monitoring®; MRM) v hmotnostnim spektrometru typu
QqQ. Princip MRM rezimu spociva v izolaci vybraného
iontu na prvnim kvadrupdlu, jeho fragmentaci v kolizni
cele na druhém kvadrupdlu, nasledné izolaci vybra-
ného produktového iontu na tretim kvadrupdlu a jeho
detekci. Vhodné je zejména sledovani poméru inten-
zit mezi tranzicemi, ktery by mél zlstavat konstant-
ni. | presto se doporucuje diikladné ovérit selektivitu
pfi vyvoji metody. Izobarické interference pochazeji-
ci z endogennich latek odhali analyza dostate¢ného
mnozstvi slepych vzorkd pochézejicich od rdznych
jedincl. Potencidlni exogenni izobary mohou pocha-
zet napr. zjinych I1ékd, které pacienti uzivaji. Pred
analyzou je vhodné ovérit anamnézu pacientl a zjistit,
jaké dalsi 1éky pouzivaji. Danou metodou jsou potom
analyzovéany standardy téchto 1ékd. Interference se
projevi jako signal ve vzorku, ve kterém se kromeé tes-
tovaného Iéciva nenachazi zadny analyt. Dana metoda
pak nemUze byt pro vzorky obsahuijici interferujici latky
pouzita. Interferovat mohou i latky, které maji rozdilnou
hodnotu m/z nez sledované analyty a to tehdy, pokud
tvofi adukty se slozkami mobilni faze, &i produkuj
fragmenty v iontovém zdroji, které jiz stejnou hodnotu
m/z maji a navic v MRM rezimu tvofi produktové ionty
o stejné m/z jako analyty (maji identické tranzice). Pri
pouziti hmotnostniho spektrometru typu QgQ mohou
interferovat i latky neizobarické, ale s blizkou hodno-
tou m/z. A to z toho dlvodu, Ze Sitka izola¢niho okna
kvadrupdlu se pohybuje mezi 0,4 a 1,0 Da. V téchto
pfipadech by mohlo byt feSenim pouziti hmotnostniho
spektrometru s vysokym rozlisenim (Orbitrap, TOF),
ktery dokaze takovéto latky rozlisit [9].
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Fragmentace v iontovém zdroji

S problémem izobarickych interferenci Uzce souvi-
si i spravné nastaveni iontového zdroje hmotnostniho
spektrometru. PredevSim u metod urcenych pro sle-
dovani hladin 1éCiv v biologickych materialech ma velky
vyznam optimalni nastaveni deklastracniho potencialu.
Ddvodem je potencidlni, ve zdroji probihajici, fragmenta-
ce méné stabilnich latek, napriklad labilnich glukuronid(
léCiv, vznikajicich ve druhé fazi biotransformace. P¥ilis
vysoky deklastracni potencial vede k jejich fragmentaci
v iontovém zdroji a vzniku parentni molekuly [10]. V pfi-
padé vysokého vyskytu téchto konjugéatl ve vzorku to
mUze mit za nasledek falesné zvyseni pozorovanych
intenzit sledovanych Iék{. Na druhou stranu nastavent
piilis nizkého deklastracniho potencidlu miiZze zptsobit
pokles citlivosti. Vzorky s vysokym obsahem labilnich
konjugatl a nizkym obsahem samotného analytu je
pak vhodngjsi analyzovat pomoci LC-MS/MS. Zde do-
jde pred analyzou v hmotnostnim spektrometru K jejich
separaci na koloné a interference se tak neprojevi.

Aplikace online SPE-MS/MS systému

Nelze fici, ze by online SPE-MS/MS systém byl uni-
verzalné vhodny pro vSechny typy analytl a matrici. Je
obecné pouzitelny predevSim k analyze exogennich
latek, které se ve vzorcich nachazi ve vy$Sich koncen-
tracich. V laboratoti tak mize nalézt misto zejména pri
terapeutickém monitorovani 1éCiv anebo v toxikologii.
Dosud publikované prace i aplikacni listy se zaméruiji
prave témito sméry.

Danso a kol. vyvinuli metodu pro stanoveni busulfa-
nu zaloZenou na pouziti online SPE-MS/MS systému
[11]. Busulfan je alkylaéni Cinidlo, pouzivané k ablaci
bunék kostni dfené pred provedenim transplantace
krvetvornych bunék. Vzhledem k jeho variabilni farma-
kokinetice a Uzkému terapeutickému indexu je dopo-
ru¢ovano monitorovani jeho plazmatickych hladin [12].
Pro zajisténi presnosti kvantifikace busulfanu byl pouzit
deuterovany standard d4-busulfan. Nova metoda je
vysoce citiliva, mez stanovitelnosti (,limit of quanti-
fication®, LOQ) je 25 pg/L. Analyza jednoho vzorku
trva pouze 20 sek.To umoziuje rychlejsi vyhodnoceni
spravnosti davkovani a jeho pfipadné upraveni za Uce-
lem snizeni toxicity (napf. veno-hepatalni okluze, inter-
sticialni plicni fibréza) a zachovani Uéinnosti.

Podobné i Grote-Koska a kol. popisuji aplikaci onli-
ne SPE-MS/MS systému pro stanoveni skupiny &tyr
imunosupresiv (cyclosporine A, takrolimus, everolimus,
sirolimus) [13]. Ty se pouzivaji za ucelem zachovani
imunosuprese po provedeni organoveé transplantace.
Podobné jako busulfan vykazuii Uzké terapeutické roz-
mezi. Kromé zkraceni ¢asu analyzy jednoho vzorku na
13 sek pfi zachovani dostatecné citlivosti (LOQ cyc-
losporinu A: 21 pg/L, takrolimu: 1,36 pg/l, everolimu:
1,35 pg/l a sirolimu 1,52 pg/l), spravnosti (81 — 116 %)
a presnosti (mezidenni presnost, CV < 8,4 %), uvadi
autori i dalsi vyhody nové metody. Na jejich pracovis-
ti je denné analyzovano az 350 pacientskych vzorkd,

k Cemuz jsou zapotrebi tfi pIné vytizené LC-MS/MS
systémy. PF pouziti RapidFire by stadil pouze jeden
pfistroj. Nehledé na nizsi spotfebu rozpoustédel do
mobilnich fazi a levnéjsi pofizovaci cenu SPE patron ve
srovnani s chromatografickymi kolonami. Celkem 1172
analyz, provedenych na obou systémech, ukazalo, ze
online SPE-MS/MS poskytuje srovnatelné vysledky
jako méreni pomoci LC-MS/MS.

Dédle byla publikovana online SPE-MS/MS meto-
da pro stanoveni antiepileptika lacosamidu v séru
[14]. Linearita metody byla v rozmezi 0,5 — 50,0 mg/I
a mez detekce 0,05 mg/l. VariaCni koeficienty intraden-
ni a mezidenni presnosti byly lepSi nez 7 %. Bylo tes-
tovano 24 nejCastgji predepisovanych léCiv a dalSich
antikonvulziv, z nichz zadné neinterferovalo s analyzou
lacosamidu. Analytické parametry metody splfiovaly
pozadavky smérnic pro validaci bioanalytickych metod
a Cas pod 10 sek na vzorek z této metody &ini pritazli-
vou alternativu konvencnim metodam.

Na naSem pracovisti provadime terapeutické
monitorovani tyrosin kindzovych inhibitoré pouziva-
nych v [é€bé chronické myeloidni leukémie a rako-
viny prsu. Udrzovani plazmatickych hladin téch-
to léCiv nad urcité stanovené hranice je spojovano
s dosazenim optimélni odpovédi na léCbu [15]. Za
ucelem zvyseni efektivity jsme vyvinuli novou metodu
pro méreni plazmatickych hladin imatinibu, nilotini-
bu a lapatinibu zaloZzenou na RapidFire pfistroji [16].
Vzhledem k pomérné vysoké hydrofobicité analyzo-
vanych latek jsme vyuzili SPE patronu s C4 stacio-
narni fazi, prodlouzili jsme Casy jednotlivych fazi ana-
lytického cyklu a pouzili jsme Cistici nastiik Cistého
acetonitrilu v kratkém 8 sek cyklu. Analyza jednoho
vzorku tak trvala 29 sek, coz je stale vyrazné méné
ve srovnani s konven¢nimi LC-MS/MS metodami.
Metoda byla validovana podle smérnic FDA pro vali-
daci bioanalytickych metod a jeji vysledky porovnany
se zavedenou LC-MS/MS metodou analyzou celkem
176 klinickych vzorkd (obr. 2).

Se zajimavym vyuzitim rychlosti online SPE-MS/MS
sytému priSel Veach a kol. Jejich prace o vyvoji a vali-
daci metody (20 sek/vzorek) pro screening 12 sulfona-
midovych antibiotik ve v&elim medu vysla v prestiznim
Casopise Analytical Chemistry [17].

V jiz citované praci Jian a kol, ve které hodnotili
online SPE-MS/MS systém pro pouZiti v in vivo bio-
analytickych studiich, pouzili vice nez deset strukturnée
odlisnych latek pro hodnoceni analytickych paramet-
r, véetné iontové suprese a carry-over efektu [9]. Vliv
matrice na intenzitu signalu byl u nékterych testova-
nych latek pomeérné vysoky. Napfiklad odezva diklo-
fenaku v plazmé (n = 96) byla 27 % oproti jeho ode-
zvé v Cistém rozpoustédle (100 %). Na druhou stranu
vliv matrice na jeho deuterovany interni standard byl
prakticky stejny (26 %). To znovu ukazuje, Zze matrico-
vé efekty pfi pouziti izotopicky znaceného standardu
nemusi mit vliv na kvantifikaci analytu. Silné matricové
efekty vS8ak mohou zpUsobovat problémy s citlivosti.
Spravnost a presnost uréeni koncentraci stanovo-
vanych latek v3ak byla srovnatelna se standardnimi
LC-MS/MS metodami. Doba méreni se zkratila vice
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Fig. 2. Comparison between LC-MS/MS and online SPE-MS/MS. Extracted ion chromatograms from the analysis of standard
samples containing three tyrosine kinase inhibitors and their deuterated internal standards by conventional LC-MS/MS system
(A) and online SPE-MS/MS system (B). In the former case the analytes were separated from each other on a chromatographic
column so only one sample was analysed in 6 min. In the latter case analytes were eluted from the SPE cartridge at the same
time. The analysis of one sample took less than 30 sec and 8 samples were analysed in less than 6 min.

nez dvacetinasobné. Podle téchto vysledkd ma online
SPE-MS/MS technologie velky potencial zvysit pro-
stupnost vzorkd v klinickych aplikacich.

Zaveér

| pfestoze je online SPE-MS/MS ve svété rozsi-
fen zejména v laboratofich farmaceutickych firem
a vyzkumnych Ustavl, postupné se rozviji i jeho klinické
vyuziti. V Ceské republice je podle dostupnych informa-
ci zatim pouze jediny pfistroj tohoto typu. Ackoli online
SPE-MS/MS systém nelze pouzit pro vSechny analy-
ty, umnohych se v8ak miZe stat vhodnou a rychlejsi
alternativou metod zalozenych na LC-MS/MS. Dle Jian
akol. je online SPE-MS/MS systém vhodny zejména
pro analyty s nasledujicimi vlastnostmi: a) nemaji izo-
barické interference; b) netvofi labilni metabolity, kte-
ré se mohou rozpadat v iontovém zdroji; ¢c) nevazi se
prilis pevné na stacionarni fazi SPE patrony a nejsou
nachyiné na carry-over; d) suprese jejich odezvy kvi-
li matricovym efektdm nenf kriticka [9]. Obvykla doba
analyzy jednoho vzorku, pohybuijici se okolo 15 sek,
umoznuje analyzovat i vice nez 200 vzork( za hodinu.
Ve vysledku dojde také ke sniZzeni naklad. Vysokopro-
stupny online SPE-MS/MS systém pro rutinni pouzitf
jisté nalezne vyuziti v klinické laboratori. V kazdém pfi-
padé je dileZité individudini posouzent, je-li vhodnym
vybavenim konkrétni laboratore.
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