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ANOTACE

Tato diplomova prace se zamétuje na monitoring cytostatik ve vyrobnich prostorach s vyuzitim
metodiky LC-MS. Uvodni ¢ast je vénovéana piehledu jednotlivych skupin cytostatik, jejich
mechanismu ucinku a toxicité. Nasleduje kapitola zabyvajici se monitoringem prostiedi, v niz
je popsana strategie odbéru vzorkd, jejich ptiprava a ndsledna analyza. Soucasti prace je rovnéz
popis pouzité instrumentalni techniky a proces validace metody. Experimentalni ¢ast se vénuje
vyvoji analytické metody pro stanoveni vybranych cytostatik z riznych typti povrchii a jeji

nasledné validaci.
KLiCOVA SLOVA

cytostatika, monitoring prostfedi, LC-MS, analyza vzorka, ptfiprava vzorku, validace metody,

instrumentalni technika, analyticka metoda, vyrobni prostory, povrchova kontaminace
TITLE
Monitoring of residual levels of cytostatics in production areas using LC-MS methodology

ANNOTATION

This master thesis focuses on the monitoring of cytotoxic drugs in production areas using the
LC-MS methodology. The introductory part provides an overview of the different groups of
cytostatics, their mechanisms of action, and toxicity. The following chapter is dedicated to
environmental monitoring where the sampling strategy, sample preparation and subsequent
analysis is descibed. The thesis also includes a description of the instrumental technique used
and the method of the validation process. The experimental section deals with the development
of an analytical method for the determination of selected cytostatics from various surface types,

followed by its validation.
KEYWORDS

cytostatics, environmental monitoring, LC-MS, sample analysis, sample preparation, method

validation, instrumental technique, analytical method, production areas, surface contamination
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1 UVOD

Cytostatika pfedstavuji vyznamnou skupinu léCiv, ktera se vyuzivaji pfedevSim v onkologii
k 1é¢be zhoubnych nadorovych onemocnéni. Jejich mechanismus ucinku je zalozen na inhibici
bunécného déleni, coz je kli€ové pro potlaceni riistu malignich bunck. Zaroven vsak tyto latky
vykazuji vysokou toxicitu nejen vici nddorovym bunkdm, ale i vici zdravym tkanim,
a predstavuji tak riziko jak pro samotné pacienty, tak i pro zdravotnicky personal a pracovniky

ve farmaceutickém primyslu, ktefi s nimi pfichazeji do kontaktu.

Vzhledem k této toxicité je nezbytné vénovat zvysSenou pozornost bezpecnosti pii manipulaci
s cytostatiky, a to jak b&hem jejich vyroby, tak pfi jejich skladovani, ptipravé a aplikaci.
V poslednich letech roste diiraz na implementaci monitorovacich systému, které umoziuji
sledovani ptitomnosti zbytkovych mnozstvi téchto latek v pracovnim prosttedi a tim pfispivaji

k ochrané zdravi zaméstnanct a zajiSténi vysoké trovné jakosti vyrabénych 1écCiv.

Efektivni monitoring cytostatik je postaven na pouziti citlivych a selektivnich analytickych
metod, které umoziuji jejich detekci a kvantifikaci i ve stopovych koncentracich. V této
souvislosti se jako preferovana analyticka technika uplatituje kapalinova chromatografie ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS), ktera nabizi vynikajici analytické vlastnosti pro

sledovani Sirokého spektra sloucenin v riznych typech matric.

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a validovat analytickou metodu umoZiujici
simultdnni stanoveni jedendcti vybranych cytostatik. Navrzend metoda byla koncipovana
s ohledem na poZadavky rutinni kontroly ve farmaceutickych provozech nebo analytickych

laboratorich.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Cytostatika

Cytostatika, znama také jako antineoplastika, jsou léCiva pouzivand k 1é¢bé nadorovych
onemocnéni. Hlavnim mechanismem ucinku je naruSeni procesu bunécného déleni, coz vede
bud’ k iplnému zastaveni rustu rakovinnych bun€k nebo alespon k jeho vyraznému zpomaleni.
Tato 1é¢iva nachdzeji uplatnéni zejména v ramci chemoterapie, kde se ¢asto kombinuji s dalsimi
terapeutickymi pfistupy, jako je radioterapie, imunoterapie nebo chirurgicka 1écba. Cilem této
kombinované 1écby je dosdhnout co nejvyssi ucinnosti a zaroven minimalizovat riziko vzniku

rezistence nadorovych bunék [1, 2].

Idealni cytostatikum by mélo selektivng nicit pouze nadorové buniky, pti¢emz zdravé builky by
mely zistat neposkozené. Tento princip vychdzi z konceptu ,,magické kulky* (némecky
Zauberkugel, anglicky magic bullet), ktery byl formulovdn némeckym imunologem Paulem
Ehrlichem zacatkem 20. stoleti. Paul Ehrlich usiloval o vyvoj 1é¢iv schopnych cilené¢ nicit
patogeny nebo nadorové bunky, aniz by poskozovaly zdravé tkané. Prvni Gispé$nou aplikaci
tohoto konceptu bylo objeveni 1éku Salvarsanu. Tento 1€k byl u¢inny proti syfilis a polozil
zaklady pro chemoterapii a cilenou 1écbu. Dnes se tento princip vyuziva pifedevsim v onkologii,
kde napt. konjugaty monoklondlnich protildtek s cytostatiky umoznuji cileny zéasah do
nadorovych bunék s minimalnim poskozenim zdravych tkani. Ehrlichova vize tak zasadné

ovlivnila vyvoj modernich cytostatik a cilené¢ terapie rakoviny [3].

Vétsina cytostatik pouzivanych v soucasnosti se spoléha na princip, pii kterém je selektivita
ucinku fizena pouze kineticky. Princip spociva v tom, Ze nadorové bunky se déli a rostou
rychleji neZ normalni buniky [1]. Tento rozdil je ¢ini citlivéj§imi vii¢i plisobeni cytostatik. Piesto

vSak 1écba Casto zasahuje zdravé bunky, coz mlze vést k nezddoucim vedlej$im ucinkiim [1, 2].

2.1.1 Rozdéleni cytostatik

Cytostatika lze klasifikovat podle riznych hledisek, jako je chemicka struktura, mechanismus
ucinku, ptvod nebo podle Anatomicko-Terapeuticko-Chemické (ATC) klasifikace. V tomto

textu jsou cytostatika rozdélena primarné podle mechanismu uc¢inku.

2.1.1.1 Alkyla¢ni ¢inidla

Alkylaéni ¢inidla jsou chemické latky, které plsobi pfimo na DNA. Dochazi k vytvafeni

kovalentnich vazeb mezi alkylem a nukleofilnimi skupinami nukleovych bazi. Nejcast¢jSim
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cilem je dusik v poloze N-7 guaninu. Skupina alkyla¢nich ¢inidel oznacovanych jako tzv.
monoalkylacni ¢inidla mize reagovat jen sjednim reak¢énim mistem DNA, zatimco tzv.
bifunkéni alkylacni ¢inidla mohou tvofit kovalentni vazby se dvéma riznymi guaniny.
Vysledkem pak mohou byt mustky na jednom vlakné¢ DNA, popi. mezi obéma vlakny.
Pisobeni obou skupin vede k zamezeni replikace DNA, kterd zplsobuje inhibici rlstu
proliferujicich bun¢k. Nejvice €inna jsou v S fazi bunééného cyklu. Jedna se o ¢ast cyklu, kdy
dochazi k replikaci DNA a burika je pfipravena na déleni. Dochazi tak k ovlivnéni déleni bunék
v rychle se délicich tkanich (kostni dien, gastrointestindlni epitel). Navzdory vedlejsSim
ucinkiim, alkyla¢ni €inidla hraji dtlezitou roli v protinadorové 1é¢bé. Mohou byt aplikovatelna
na Siroké spektrum malignit, véetné hematologickych nadort, solidnich nadort a nédora

centrdlniho nervového systému [1, 2, 4, 5].

Vétsina protinadorovych alkyla¢nich ¢inidel je bifunk¢nich, to znamena, ze maji dvé alkylové
skupiny. Mezi bifunk¢éni alkylacni ¢inidla patii tzv. dusikaté yperity, napt. cyklofosfamid,
chlorambucil, melfalan nebo metchloretamin. Piikladem monofunkénich alkylacnich ¢inidel je

temozolomid [2].

Cyklofosfamid (Obrazek 1-A) je jedno znejbéznéji pouzivanych alkylacnich cinidel.
Cyklofosfamid je sdm o sobé neaktivni a k dosaZeni terapeutického G€inku musi byt v téle
metabolizovan na reaktivni metabolit. Metabolicka pfeména probiha prostfednictvim systému
cytochromu P450 v jatrech. Kromé toho je cyklofosfamid v nizkych davkach vysoce potentni
imunosupresivum [2]. Je vyuzivan k 1é¢bé maligniho lymfomu, mnohocetného myelomu,
leukémie, rakoviny prsu a vajecnikii, neuroblastomu a retinoblastomu. Cyklofosfamid muiZe
byt podavan ve formé tablet nebo intravendzné [6]. Mezi hlavni neZzadouci uUCinky
cyklofosfamidu patii alopecie, nauzea, zvraceni, myelosuprese a cystitida. Mtze také dochazet

k rozvoji leukémie nebo rakoviny moc¢ového méchyte [2, 6].

Chlorambucil (Obrazek 1-B) je antineoplasticky piipravek pouzivany k 1ébé rakoviny krve
a lymfatického systému, jako je Hodgkinova nemoc. Zaroven se jedna o imunosupresivni latku,
kterd se vyuziva k 1éc¢bé riiznych autoimunitnich onemocnéni, jako je napiiklad revmatoidni
artritida [6]. Mezi hlavni nezddouci ucinky patii alopecie, nauzea, zvraceni, myelosuprese

a také muize dochézet k rozvoji leukémie [2, 6, 7].

Dal8imi skupinami alkyla¢nich ¢inidel jsou nitrosomocoviny, alkylsulfonaty, ethyleniminy,

methylhydraziny, komplexy platiny a triazeny [5].
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Pravdépodobné nejzndméjsim zastupcem patiicim do skupiny ethyleniminti neboli aziridini je
thiotepa (Obrazek 1-C). Byla zavedena v roce 1953 a i dnes se pouziva pii 1é€b¢ rakoviny, jako
je rakovina moc¢ového méchyte, vajecnikt, prsu, plic, mozku anebo lymfomi. Thiotepa je ve
form¢ injek¢énich roztokli a muze byt podavana rliznymi parenteralnimi cestami napi.
intravendzné, intramuskularné, intratekalné nebo intratumoralné. Nezadoucim ucinkem

spojenym s uzivanim thiotepy je mozny rozvoj leukémie [5, 8].

Mezi vyznamné zastupce triazena patii temozolomid (Obrazek 1-D). Temozolomid se vyuziva
zejména pii 1é€be glioblastomll v kombinaci s radioterapii. K dispozici je ve dvou formach
podani. V peroralni form¢ v podobé¢ kapsle nebo ve formé injek¢éniho roztoku. Mezi nejcastéjsi
nezadouci ucCinky temozolomidu patii alopecie, Unava, nauzea, bolesti hlavy a zicpa.
V nékterych piipadech mohou nastat i zdvazné nezadouci ucinky, jako jsou alergické reakce,

poskozeni jater, plicni problémy, poruchy krve a zvysené riziko vzniku novych rakovin [5, 9].
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Obrazek 1: Struktury alkylacni ¢inidel diskutovanych v textu

2.1.1.2 Antimetabolity

Antimetabolity jsou syntetické latky, které se strukturné podobaji slozkdm DNA nebo
koenzymlm podilejicich se na syntéze nukleovych kyselin. Zakladnim mechanismem tu¢inku
této tiidy je inhibice syntézy nukleovych kyselin. Podle chemické struktury muizeme
antimetabolity délit na antagonisty kyseliny listové, kde hraje kliCovou roli methotrexat
(Obréazek 2-A). Tento 1€k inhibuje enzym dihydrofolat reduktdzu, ¢imz blokuje preménu
kyseliny dihydrolistové (DHFA) na kyselinu tetrahydrolistovou (THFA), ktera je nezbytnym
koenzymem pfi syntéze aminokyselin a nukleovych kyselin. Pro maximalizaci ¢inku, snizeni
toxicity methotrexatu a ochranu zdravych bunék, se po vysoké davce methotrexatu podava
davka kyseliny tetrahydrolistové ve formé kyseliny folinové [2, 5]. Methotrexat se pouziva

k 1écbeé détské akutni lymfoblastické leukémie, meningealni rakoviny a lymfonu, tézké
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psoridzy, revmatoidni artritidy a také je vhodny pro 1é€bu Crohnovy choroby. Aplikuje se
peroralné¢ ve formé tablet nebo ve formé injekéniho roztoku [10, 11]. Neprochazi
hematoencefalickou bariérou a vylucuje se moci v nezménéné podob¢ [2]. Mezi jeho hlavni
nezadouci ucCinky patfi myelosuprese, poSkozeni epitelu traviciho traktu a moznost zanétu plic

2,5, 11].

Dalsi vyznamnou skupinou jsou antagonisté purinovych bazi, jako je merkaptopurin
a thioguanin (Obrazek 2-B, C). Jedna se o vysoce ucinné protinadorové latky, které se pouzivaji
zejména pii [é¢bé hematologickych malignit, jako je akutni lymfoblasticka leukémie (ALL) [5]
nebo chronickd myelogenni leukémie (CML) [2]. Tyto latky jsou strukturné podobné
pfirozenym purinovym bdzim, tj. adeninu a guaninu, a funguji jako antimetabolity. Po
metabolické aktivaci enzymem hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazou (HGPRT) naruSuji
syntézu DNA a RNA v nadorovych bunkach nebo se inkorporuji do jejich genetického
materialu, coz vede k chybam pfi replikaci a nasledné k apoptdze. Mezi jejich hlavni nezadouci

ucinky patii myelosuprese, hepatotoxicita, anorexie, nauzea a zvraceni [2, 5].

v

Tteti skupinu tvoii antagonisté pyrimidinovych bazi, z nichz nejznamé;jsi je fluorouracil, ale
patii sem také kapecitabin nebo azacytidin (Obrazek 2-D, E, F). Tyto latky jsou strukturné
podobné piirozenym pyrimidinovym bdzim a funguji jako antimetabolity, které naruSuji
replikaci DNA v nadorovych bunkach prostfednictvim své pfemény na analogy nukleotidi.
Timto procesem dohazi k poskozena DNA a RNA a nasledné k indukci apoptozy. Fluorouracil
je fluoro analog uracilu a je metabolizovdn na aktivni formu S5-fluoro-2-deoxyuridin
monofosfat. Tato forma inhibuje thymidylat syntetdzu a dochézi k blokaci syntézy DNA. Miize
se také pfeménovat na S-fluorouridin fosfat, ktery je zaclenén do RNA a miiZe tak naruSovat
jeji funkei [2, 5]. Fluorouracil se pouziva k 1é¢b¢ riznych typti nadorovych onemocnéni, véetné
rakoviny tlustého stieva, rakoviny Zaludku, rakoviny prsu a rakoviny hlavy a krku. Tento 1€k je
podavan ve form¢ injek&niho roztoku intraven6zné. Mezi neZadouci G¢inky fluorouracilu patii
chudokrevnost, snizeny pocet bilych krvinek, sniZeny pocet krevnich desticek, travici obtize,

bolesti hlavy, alopecie a alergické reakce [2, 12].

Kapecitabin se pouziva k 1é€bé kolorektalniho karcinomu, pokro€ilého karcinomu Zaludku
a lokalné pokroc¢ilého nebo metastatického karcinomu prsu. Lék je podavan ve formé
potahovanych tablet. Mezi Casté nezadouci Ginky patfi priijem, nauzea, zvraceni, Unava,

stomatitida, palmar-plantar syndrom a zmény na pokozce [13, 14].
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Azacytidin se pouziva k 1é€b¢€ akutni myeloblastické leukémie, rakoviny prsu, rakoviny tlustého
stteva, melanomu a rakoviny vajeéniki. Lék je podavan formou subkutannich injekci. Mezi
nezadouci U¢inky patii zvyseny vyskyt lymfonu. Azacitidin maze byt vyrabén synteticky nebo

izolovan z bakterie Streptoverticillium ladakanus [15].
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Obrazek 2: Struktury antimetaboliti diskutovanych textu

2.1.1.3 Prirodni produkty a jejich syntetické modifikace

Pfirodni produkty ziskdvané z rostlin, mikroorganismi a motské flory patii také klicovym
zdrojiim pro vyrobu lé¢iv. Hlavni dé€leni pfirodnich protinadorovych latek zahrnuje antibiotika,
alkaloidy zrostliny barvinku, tzv. vinca alkaloidy, podofylotoxiny, taxoidy, inhibitory
topoizomerazy a modifikatory biologické odpovedi [2, 5].

Antibiotika pfedstavuji dilleZitou skupinu 1ékli pouzivanych v chemoterapii rakoviny a zahrnuji

Siroké spektrum latek s rliznymi mechanismy ucinku. Strukturné podobna antracyklinova
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v chemoterapii rakoviny. Jedna se o latky s podobnou chemickou strukturou. Daunorubicin se

vyuziva zejména pii akutni leukémii [2]. Doxorubicin se aplikuje u karcinomt plic nebo prsu
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[2]. Aktinomycin D inhibuje transkripci DNA na RNA a je Casto soucasti kombinované 1é¢by,
napiiklad Wilmova nadoru [2]. Bleomyciny jsou skupinou glykopeptidovych antibiotik, které
pusobi degradaci DNA, zejména prostiednictvim tvorby reaktivnich iontl. Jsou u¢inné zejména
u rakoviny varlat a dlazdicovych karcinom, pfi¢emz jejich hlavnim rizikem je plicni fibroza
[2]. Mitomycin C, ktery Ize klasifikovat také jako alkyla¢ni ¢inidlo, je indikovan u rezistentnich
nadort zaludku, délozniho ¢ipku nebo tlustého stfeva. Jeho pouziti v§ak omezuje vysoka
toxicita, zahrnujici t€zkou myelosupresi, poskozeni ledvin a plicni fibrozu [2]. Plicamycin
vykazuje ucinky vazbou na DNA prostfednictvim komplexu s kationty (Mg** nebo Ca?")
a soucasn¢ snizuje hladinu vapniku v plazmé, coz je uzite¢né pii 1€cbé hyperkalcémie. Pouziti
je indikovano u rezistentni rakoviny varlat, avSak toxicita zahrnuje hematologické komplikace
a poSkozeni jater [2]. Navzdory vysoké ucinnosti tato antibiotika Casto zpusobuji zadvazné

vedlejsi ucinky, coz vyzaduje peclivy vybér pacientll a optimalizaci 1écby [2, 5].

Alkaloidy vinblastin a vinkristin pochdzeji z rostliny barvinkovec ruzovy (Catharanthus
roseus). Tato 1é¢iva inhibuji polymeraci tubulinu, ¢imz dochézi k naruseni tvorby mitotického
vieténka a blokuji déleni bunék [2,5]. Vinblastin se pouzivd pii Hodgkinové chorobé
a karcinomu varlat, zatimco vinkristin je urcen pro akutni lymfoblastickou leukémii a lymfomy.

Toxicita se 1i$i, vinblastin zpisobuje myelosupresi, vinkristin neurotoxicitu [2].

Podofylotoxiny, mezi které patfi etoposid a teniposid, jsou polosyntetické derivaty
podofylotoxinti, které jsou extrahovany z kotfenll noholistu Stitnatého (Podophyllum peltatum).
Plsobi jako protinadorova lé¢iva inhibici enzymu DNA topoizomerazy II, coZ brani replikaci

DNA [2, 5].

Taxany jsou diterpenoidy izolované ze stromu z Celedi Taxaceae (Taxus brevifolia a Taxus
baccata), které stabilizuji mikrotubuly a brani jejich depolymerizaci, coZ narusuje normalni
funkci mikrotubulii v buiikach [2,5]. Na rozdil od vinca alkaloidl, které destabilizuji
mikrotubuly, taxany indukuji jejich polymerizaci a zajiStuji stabilitu. Mezi nejznamé;jsi
zastupce patii paklitaxel, docetaxel a kabazitaxel. Tyto latky jsou klicové v terapii nékolika

pokrocilych nadorovych onemocnéni, jako je rakovina vaje¢nikd, prsu a plic [5].

Inhibitory topoisomerazy I, jako kamptothecin, topotekan a irinotekan, jsou pfirodni
protinddorové latky, které narusuji replikaci DNA v rakovinnych buiikach. Jedna se o derivaty
kamptothecinu izolované z rostliny kamptoteka ostrolistd (Camptotheca accuminata) a druhy

rostlin z rodu Nothapodytes [5].
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Modifikatory biologické odpovédi, napiiklad interferony a interleukin-2, zlepSuji imunitni

reakci proti nddortim, a to zejména u melanomu, sarkomu a renélniho karcinomu [2, 5].

2.1.1.4 Hormony a pribuzné latky

Hormonalni protinadorové Iéky jsou urcené piedevsim k 1écbé nadort, které jsou zavislé na
hormonech. Jedna se o rakoviny prsu, prostaty nebo délohy. Tyto nadory jsou zéavislé na
hormonech, které podporuji jejich riist, a proto zména hormonélni hladiny nebo blokace jejich
ucinku mize vyrazné ovlivnit pribéh onemocnéni. Hormondlni latky nepisobi piimo
cytotoxicky, to znamena, ze neposkozuji pfimo naddorové burky, ale dochazi k tomu, ze méni
hormonadlni hladinu v téle nebo blokuji Gi¢inek hormont na cilové buiiky. Timto procesem
dochazi ke zpomaleni ristu nadoru nebo k jeho uplnému zastaveni. I kdyz tato 1écba vétSinou
neni schopnd nemoc zcela vylécit, hraje klicovou roli v paliativni péci, kde se zaméfuje na
zmirnéni ptiznaki a zlepSeni kvality Zivota pacienti.

Androgeny, estrogeny a antiestrogeny jsou tii dilezité skupiny hormonalnich protinddorovych
1€ka. Kazda z téchto skupin ovliviiuje specifické hormondlni drahy a receptory v téle a mize

zpomalit nebo zastavit riist nadorovych bun¢k [2, 5].

Androgeny konkrétné testosteron (Obrazek 3-A) a dihydrotestosteron jsou hormony, které uzce
souvisi s rakovinou prostaty, protoze stimuluji proliferaci normalnich i nadorovych bunék
prostaty. Androgeny se mohou pouzit také k 1é€bé rakoviny prsu, protoZze se mohou vazat na

androgenni receptory v rakovinnych bunikach nebo plisobit jako prekurzory estrogenu [5].

Testosteron je k dispozici v riznych forméch, vetné peroralnich tablet, intramuskulérnich
injekci, subkutannich implantatl, transdermalnich néplasti, gelti a bukalnich tablet. Mezi hlavni
zavazné nezadouci UCinky testosteronu patii zvySené riziko kardiovaskularnich onemocnéni,
jako je srdecni infarkt a mrtvice, jaterni toxicita, agresivni chovani, vykyvy nalad, riziko
rozvoje benigni hyperplazie prostaty nebo rakoviny prostaty a poruchy spanku, véetné zhorSeni

spankové apnoe [16, 17].

Antiandrogeny, jako flutamid, bikalutamid nebo cyproteronacetat, se pouzivaji k 1€cb¢ benigni
hyperplazie prostaty. Agonisté androgent, jako testosteron propionat nebo methyltestosteron,

byly dlouhodobé¢ vyuzivany k 1é¢bé metastatického karcinomu prsu [2, 5].

Estrogeny jsou Zenské hormony, které ovliviuji Sirokou §kalu biologickych procesi v téle.
Hraji kli¢ovou roli ve vyvoji a regulaci reprodukéniho systému. Jsou také spojovany

s patogenezi nadorovych onemocnéni, zejména karcinomu prsu, endometria, vajecnikil
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a prostaty, kde mohou stimulovat proliferaci nddorovych bunck. Jejich Gc¢inek vSak neni
jednoznacny, nebot za urCitych okolnosti mohou podporovat nadorovy rist, zatimco

v jinych mohou pusobit protektivné a branit vzniku malignich procesu [5].

Diethylstilbestrol, chlorotrianisen a ethinylestradiol se pouzivaji vzacné k 1é€bé rakoviny
prostaty a prsu u postmenopauzalnich zen. Jejich pouziti je omezeno kvuli riziku vzniku
rakoviny délohy nebo vaginy. Diethylstilbestrol je preferovan pii 1é€b¢ metastatické rakoviny

prostaty [2, 5].

Antiestrogeny, jako tamoxifen (Obrazek 3-B), plisobi tim, ze blokuji estrogenové receptory
a inhibuji u¢inky estrogenu na nddorové buiky. Tamoxifen je dlouhodobé pouzivany 1€k pro
hormonalni 1écbu rakoviny prsu u pre- a postmenopauzalnich zen [2, 5]. Tamoxifen se uziva ve

formé peroralnich tablet. NeZadoucim G¢inkem je mozny rozvoj endometria [8].

A

Testosteron Tamoxifen
(TES) (TAM)

Obrazek 3: Struktury hormont a ptibuznych latek diskutovanych textu

2.1.1.5 Imunoterapeutické latky

Imunoterapie je 1écebny ptistup, ktery vyuZiva schopnosti imunitniho systému rozpoznat a nicit
rakovinné buiiky. Mezi hlavni typy patfi monoklondlni protilatky, rakovinové vakciny

a nespecifické imunoterapie [2, 5].

Monoklonalni protilatky jsou laboratorné vytvotfené protilatky, které specificky cili na antigeny
na povrchu rakovinnych bunék. Mohou blokovat receptory nebo signalni drahy, které bunky
vyuzivaji k rastu, nebo vyvolat apoptézu. Inovativni biofarmaceutické produkty vyuzivaji tzv.
konjugaty monoklonalnich protilatek bud’ s chemoterapeutiky nebo radioaktivné znacenymi
slouceninami. Na rozdil od vyse diskutovanych malo selektivnich chemoterapeutik, jsou tyto
produkty urceny pro cilenou terapii. Mezi schvélené protilatky pro lécbu rakoviny patii

rituximab, trastuzumab a bevacizumab [5].
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Rakovinové vakciny predstavuji dalsi typ imunoterapie, ktery mize byt bud’ preventivni, nebo
terapeuticky. Preventivni vakciny chrani proti virim, jako je lidsky papilomavirus casto
oznacovan zkratkou HPV. Tento virus je spojeny s rakovinou délozniho ¢ipku. Na druhé strané
je terapeuticka vakcina, ktera stimuluje imunitni systém k boji proti rakovinnym bunkdm

u pacientd s pokrocilym rakovinnym onemocnénim prostaty [5].

Nespecifické imunoterapie zahrnuji cytokiny jako interferony a interleukiny, které podporuji
imunitni odpovéd’ proti rakovin€. Lenalidomid (Obrazek 4), imunitni modulator, zlepSuje
aktivitu T-bun¢k a dal$ich imunitnich komponent, coz pomdha télu nicit rakovinné bunky.
Pouziva se k 1é¢bé mnohocetného myelomu [5]. Lenalidomid se podéva peroralné, nejcastéji
ve formé kapsli. Mezi nezadouci ucinky patii Gnava, infekce, snizeny pocet bilych krvinek,
tromboembolické ptihody, kozni vyrazky a zvySené riziko rozvoje nddorovych onemocnéni.
Lenalidomid je upfednostiiovan pted thalidomidem diky lepsi ucinnosti, niz§imu riziku
nezéadoucich ucinkd a lepsi toleranci, pfi¢emz thalidomid zvySuje riziko periferni neuropatie
[18]. Dalsi moznosti jsou inhibitory imunitnich kontrolnich bodl, jako nivolumab
a pembrolizumab, které zlepSuji schopnost imunitniho systému nicit rakovinné buiky.

Imunoterapie je slibnd a v kombinaci s tradi¢nimi 1é¢bami mutize ptinést lepsi vysledky [5].

(0]

N O
NH

NH, o
Lenalidomid
(LND)

Obrazek 4: Struktura lenalidomidu jako pfiklad imunoterapeutickych latek diskutovanych textu

2.1.2 Toxicita cytostatik

Cytostatika mohou predstavovat pro ¢lovéka potencialni riziko, nebot’ nékteré z nich jsou
povazovany za karcinogenni, mutagenni nebo teratogenni. Né&kterd cytostatika jsou podle
klasifikace International Agency for Research on Cancer (IARC) zafazena mezi karcinogenni
latky (skupina 1), pravdépodobné karcinogenni latky (skupina 2A) nebo mozna karcinogenni
latky (skupina 2B). Dtlezité je ale zminit, Ze u mnoha cytostatik dosud chybi dostatek

toxikologickych udaji a nejsou proto klasifikovana [2, 19].
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2.1.2.1 Karcinogenita

Karcinogenita popisuje schopnost latky, zateni nebo jiného faktoru, obecné oznacovaného jako
karcinogen, vyvolat rakovinu. Karcinogeny zpiisobuji genetické zmény v DNA buiiky, které
mohou vést k nekontrolovatelnému déleni bun¢k a vzniku nadoriti. Karcinogeny mohou byt
chemického ptvodu, fyzikalniho (UV zafeni) nebo biologického (viry, bakterie). V ptipadé
cytostatik nds zajima chemicka karcinogeneze. Ta obvykle zahrnuje tfi kroky — iniciaci,

promoci a progresi (Obrazek 5).

Iniciace je prvni krok rakovinného vyvoje, pii kterém chemické slouceniny (inicidtory)
zpisobuji mutace v DNA buiky. Tyto zmény jsou nevratné¢ a vedou k nachylnosti bunky
k dal§im genetickym zméndm. Cim vys§i je expozice iniciatoru, tim v&tsi je riziko vzniku

rakoviny.

Béhem promoce promotory podporuji proliferaci zmutovanych bunék, coz vede k ristu
nadorové tkan€. Promotory plisobi pouze po predchozi expozici iniciatory a neovliviiuji ptimo
DNA. Misto toho ovliviiuji intraceluldrni dréhy zvySujici bunéénou proliferaci. Jejich ti¢innost

zavisi na davce a muze vést k malignité, ale samy o sob& nezptsobuji rakovinu.

Progrese je poslednim krokem rakovinového vyvoje, kdy benigni nddor postupné piechdzi na
maligni formu. Tento proces je spojen se zménami karyotypu, jako je aneuploidie, coz vede
k rychlejSimu rlistu, invazivité, metastazam a genetické nestabilité. Jakmile progrese zacne, je

Jiz nevratnd [19, 20].
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Obrazek 5: Mechanismus karcinogeneze, pievzato z [20]
2.1.2.2 Mutagenita

Mutagenita, nékdy oznacovana také jako genotoxicita, oznacuje schopnost mutagenu vyvolat
trvalé zmény v DNA. Tyto zmény, ozna¢ované jako mutace, mohou vznikat pfirozen¢ nebo byt
vyvolany vnéj$imi faktory, mezi které patii fyzikalni, chemické a biologické vlivy. Fyzikalni
mutageny zahrnuji ionizujici zafeni, jako rentgenové a gama paprsky, a neionizujici UV zafeni,
které poskozuje DNA. Chemické mutageny, jako jsou napft. aflatoxiny, nitrosaminy nebo
polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH), méni sloZeni ¢i strukturu DNA. Biologické
mutageny zahrnuji napiiklad viry, jako lidsky papilomavirus (HPV), které zasahuji do
genetického materialu buiky. Mechanismy mutageneze jsou rozmanité a zahrnuji procesy, jako
je alkylace bazi DNA, tvorba aduktii DNA, chybné parovani bazi, zlomy DNA fetézcti nebo
vznik pyrimidinovych dimerti. Tyto mechanismy mohou narusit proces replikace DNA, coz
vede ke vzniku bodovych mutaci, deleci, inverzi nebo rozsdhlych chromozomalnich zmén.
Bunky disponuji reparaénimi mechanismy, které chrani DNA pfed mutacemi, napiiklad excizni
oprava, nukleotidova excizni oprava nebo rekombinaéni opravu. Tyto procesy odstraiuji
poskozené ¢asti DNA a brani vzniku trvalych mutaci. Pokud vSak DNA neni opravena pied
délenim buiiky, miiZe se mutace upevnit a prenést na dalsi generace bun¢k. Mutace mohou mit
ruzné disledky, od pozitivnich evolucnich adaptaci aZ po negativni efekty, jako genetické
poruchy nebo vznik rakoviny. Studium mutageneze je klicové pro pochopeni karcinogeneze,

genetickych onemocnéni a evoluce. Ma také dilezity vyznam v toxikologii, pfi hodnoceni
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bezpecnosti chemickych latek a vyvoji lé¢iv zamétenych na opravu DNA nebo ochranu pied

mutagennimi vlivy [19, 21-23].

2.1.2.3 Teratogenita

Teratogenita je schopnost latek zplsobovat vyvojové vady plodu v prenatdlnim obdobi
téhotenstvi. Teratogeny, které jsou schopné vyvolat deformace, jsou ve vétsSing ptipadii pro
matku netoxické a pti nizsich koncentraci nemuseji mit na plod zadny vliv. Expozice teratogeny
je nejvice rizikova pro plod v prvnim trimestru, protoze vtomto obdobi dochazi
k nejintenzivnéj$im vyvojovym procesim. Plisobenim teratogennich latek dochazi k poruchdm
vyvoje ditéte a vedou k moznému vzniku vyvojovych vad, jako je malformace koncetin nebo
rozstép patra (Obrazek 6). Mezi teratogeny patii rizné chemické, fyzikalni nebo biologické

faktory.

Chemické teratogeny zahrnuji latky pouzivané v primyslu a zemédélstvi, jako jsou rizna
rozpoustédla, tézké kovy, polychlorované bifenyly, ale 1 alkohol a drogy. Mezi teratogeny patii
také nekterd 1é¢iva, naptiklad cytostatika, antibiotika a antiepileptika. Vyznamnych fyzikalnim
faktorem je zejména ionizujici zafeni, konkrétné gama zareni, dale zde patii vysoka teplota
a mechanické ¢astice. Mezi biologické teratogenni patogeny patii infekeni Cinitelé, naptiklad

virus zardének nebo bakterie zpiisobujici syfilis.

Vyzkum teratogenity je kliCovy pro hodnoceni bezpecnosti 1é¢iv a chemickych latek, které
mohou byt uzivany t€hotnymi Zenami, nebo pro kontrolu expozice téhotnych Zen v pracovnim

prostfedi nebo kazdodennim zivoté [19, 24-27].
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Obrazek 6: Priklady vyvojovych vad: (A) malformace koncetin, pfevzato z [28] a (B) rozstép patra,
prevzato z [29]

2.1.3 Monitoring cytostatik

Cytostatika predstavuji riziko nejen pro pacienty podstupujici 1é¢bu, ale i pro zdravotnicky
persondl, 1ékarniky a dalsi pracovniky zapojené do jejich celkového obéhu. To zahrnuje osoby
pracujici ve vyrobé, prepravé, skladovani, ptipravé, podavani, likvidaci téchto 1éciv a také
pracovniky odpovédné za sanitaci. Navzdory zavedenym bezpecnostnim opatienim, jako je
pouzivani osobnich ochrannych prostfedkill, prace v laminarnich boxech nebo rukavicovych
boxech, stale dochazi ke kontaminaci pracovniho prostfedi cytostatiky. V dobé sepsani této
prace nebyly pro cytostatika ur€eny Zadné bezpecné expozicni limity, protoZe i minimalni
kontakt s témito latkami muize predstavovat vyznamné riziko. Prevence se proto zamé&fuje na
dasledné dodrzovani bezpecnostnich opatieni a vyuziva obecného principu ALARA = As Low
As Reasonably Achievable, tedy doslovné ptelozeno ,,co nejnizs§i rozumné dosazitelné™
expozice. Klicovou roli v ochrané¢ pracovnikli hraje pravidelny monitoring pracovniho
prostiedi. Tento monitoring umoziuje identifikovat a snizit kontaminaci, ¢imZ pomaha
minimalizovat rizika spojend s expozici cytostatiky a zajistuje bezpecnéjsi pracovni podminky

[19].

Cilem monitoringu pracovniho prostfedi je urcit hladinu cytostatik a ovéfit ucinnost Cisticich
postupt. K tomuto ucelu se Casto vyuzivd metoda stirdni vzorki z povrchii. Cely proces
monitoringu probihd v nékolika fazich. Nejprve je nutné naplanovat strategii monitorovani,
poté nasleduje odbér vzorku, ptiprava vzorku, analyza vzorku a nakonec interpretace vysledkt
(Obrazek 7). Dilezitou soucasti je také proces dekontaminace. Pravidelné monitorovani

pomaha identifikovat riziko expozice, zavadét preventivni opatfeni a ovéfovat ucinnost
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dekontaminacénich postupti. Spolehlivost vysledkil zavisi na jasné definovanych cilech a pouziti

standardizovanych metod odbéru i analyzy vzorka [19].

| Strategiemonitoring |
4
. odgrveorku |

Vzorkovaci plocha Vzorkovaci zafizeni Zvlhtujici roztok Metoda stirani Skladovéni

Extrakéni roztok Extrakéni proces Odstranéni pevnych géstic

LC-uv LC-MS GC-MS

Obrazek 7: Schéma priibéhu monitoringu

2.1.3.1 Strategie monitoringu

Strategie monitoringu v pracovnim prostiedi je kliCova pro hodnoceni expozice pracovniki
a ucinnosti dekontaminacnich opatieni. Je vhodné, aby monitoring probihal v pravidelnych
intervalech. Pravidelnd kontrola umoZiiuje v¢as identifikovat problematickd mista a sledovat

dlouhodoby vyvoj expozice [19, 30].

Pro monitoring je dilezité urcit konkrétni cytostatika, ktera se budou sledovat. Vybér cytostatik
se zamétuje zejména na nejcastéji pouzivané latky s vysokou toxicitou. Kromée toho je nutné
stanovit detek¢ni limity a bezpecné koncentrace, aby bylo mozné piesné vyhodnotit miru

kontaminace [31].
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Vzorky se obvykle odebiraji stirdnim z kritickych mist, jako jsou podlahy nebo pracovni
plochy. V piipad€ ovéteni G€innosti Cisticich postupli, se monitoring provadi ve dvou fazich:

pred ¢isténim a po dekontaminaci [19, 30].

Vyhodnoceni namétenych hodnot umoznuje optimalizovat pracovni postupy, zlepS$it ochranu
personalu a zajistit bezpecné pracovni prostiedi [19]. Dislednd a systematickd strategie
monitoringu je proto nezbytnd pro minimalizaci zdravotnich rizik a efektivni kontrolu

kontaminace cytostatiky v pracovnim prostredi.

2.1.3.2 Odbér vzorku

Odbér vzorku pfi monitoringu cytostatik v prostfedi je ovlivnén nékolika faktory. Vyznamnym
faktorem je druh a stav povrchu materidlu. Mezi dalsi faktory patii velikost plochy, zatizeni pro

odbér vzorku, roztok pro zvlhéeni odbérového zatizeni nebo metoda stirani [19, 31].

Druh povrchu hraje klicovou roli pfi vytéznosti. Neporézni povrchy, jako je nerezova ocel,
vykazuji obecné€ vyssi vytéznost nez povrchy porézni. Piikladem porézniho povrchu mtize byt
deska z polyvinylchloridu (PVC), ktera se nejcastéji pouziva jako vinylova podlaha
v laboratornich a zdravotnickych zafizenich. Stav povrchu méa rovnéZz vliv na vytéZnost.
S rostoucim opotiebenim a drsnosti povrchu zpravidla dochazi ke snizeni vytéZnosti [19].
Pokud vytéZnost neni kvantitativni, je mozné aplikovat korekéni faktor na ziskany vysledek

[30].

Pro piesné stanoveni koncentrace je zadsadni znat velikost plochy, ze které je vzorek odebiran.
Tato plocha se mlize pohybovat v rozmezi (100-2000) cm?, ale nejcastéji se setkame s plochou
o velikosti 100 cm? [19, 30, 31]. U rovinnych povrchi, jako jsou naptiklad podlahy nebo stény,
se vysledek kontaminace uvadi jako hmotnost na plochu (pg/cm?, ng/cm® nebo pg/cm?).
V ptipadé nerovinnych povrchi, jako je naptiklad klika, se vysledek uvadi jako absolutni

mnozstvi na cely predmét [19].

Pro odbér cytostatik z povrchu existuje nékolik moZznosti vzorkovacich pomucek (Obrazek 8).
Miuzeme vyuzit ubrousky/utérky [32], celulozové filtracni papiry [19, 32] nebo stéroveé tyCinky
[19, 31]. Ubrousky a utérky se mohou liSit rozméry 1 materidlem, pificemz mohou byt vyrobeny
z papiru, celuldzy nebo textilie. Stérové tyCinky se skladaji z nosné ¢asti (ty€inky) a pracovni
casti (hlavice). Ty¢inka je zpravidla vyrobena z chemicky inertnich materiald, jako je

polypropylen nebo hlinik, aby nedochazelo k interakcim s analyty. Hlavice je tvofena savym
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materidlem, naptiklad pleteninou z bavlny, viskdzy nebo polyesteru, a slouzi k efektivnimu

sbéru kontaminantt z povrchu [19, 31, 33].

Obrazek 8: Priklady vzorkovacich pomiicek: (A) ubrousky/utérky, (B) filtracni papir a (C) stérové
tyCinky [34-36].

Nedilnou soucésti efektivniho odbéru vzorku je pouziti vhodného sméceciho roztoku, ktery
usnadiiuje pfenos analytu z povrchu do vzorkovaciho pomiicky. Smaceci roztok musi byt
kompatibilni jak s poldrnimi, tak i nepolarnimi slouceninami, nesmi narusovat strukturu
povrchu a musi spliiovat pozadavky na zdravotni nezdvadnost. Nejcastéji se pouzivaji
isopropanol, etanol, voda nebo jejich smési; méné Casto se vyuziva metanol ¢i acetonitril.
V literatute lze také najit ptiklady roztokt s ptidavkem kyseliny mravenci [19, 31]. Dilezity je
i objem roztoku — pfili§ velké mnozstvi miize zhorSit manipulaci s odbérovym materialem

a snizit ucinnost stéru. Proto je nutné optimalizovat slozeni i mnozstvi smaceciho roztoku [19].

Pro uspésny odbér vzorku je také dilezita stiraci metoda. Obvykle se pouZzivaji vlhéené stiraci
materialy, protoze suché maji nizs$i schopnost zachytit latky. Nékdy miize byt pouzit zavérecny
suchy krok k odstranéni zbytkli rozpoustédla. Dilezitym aspektem je také spravna aplikace
vlh¢iciho roztoku, ktery by mél byt nanasen piimo na vzorkovaci pomicku, nikoli na povrch,
zejména pokud je nerovny. Stirdni povrchu by mélo byt vzdy provadéno ve dvou nebo tii
smérech. Kvalita odbéru vzorku mtize byt ovlivnéna i zkuSenosti pracovnikil, coz zdlraznuje

potiebu Skoleni a zavedeni jednotného postupu [19, 31].

Pro zachovani chemické stability cytostatik jsou dilezité také podminky skladovani nebo
prepravy [19]. Studie ukazuji, ze kratkodobé skladovani (24-48 hodin) v chlazenych
podminkach vede k minimalni degradaci, zatimco del$i skladovani miZe ovlivnit stabilitu

n&kterych 1&&iv [37].
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2.1.3.3 Priprava vzorku

Odebrany vzorek pomoci odbérovych zatizeni je nutné pievést do podoby vhodné pro analyzu.
Nejvhodnégjsim zptisobem prevedeni vzorku do roztoku je extrakce rozpoustédlem [19, 31, 32].
Klicovym faktorem pro dosazeni uspokojivych vysledku je povaha rozpoustédla pouzitého pii
extrakci. Rozpoustédlo by také mélo byt kompatibilni s metodou pro analyzu. Mezi bézné
pouzivanad rozpoustédla patii isopropanol, etanol, voda nebo jejich smési. Méné Casto se
vyuziva metanol ¢i acetonitril. K t€émto rozpoustédlim mohou byt ptfidana aditiva jako je

naptiklad kyselina mravenci, kyselina octova anebo dimethylsulfoxid [19, 31].

Pro maximalizaci vytéZnosti extrakce je nezbytna optimalizace jednotlivych fazi extrakéniho
procesu. Mezi kliCové optimalizované parametry patii naptiklad doba extrakce, kterd miize
ovlivnit vytéznost v zavislosti na jeji délce. Dale muize pouzitd extrakéni technika ovlivnit
efektivitu uvolnéni analytu. Nejcastéji pouzivané postupy zahrnuji tfepani na linearnich nebo
orbitalnich tfepackach, intenzivni tfepani na vortexu nebo sonikace. Optimalizace téchto
faktori vede k vyssi ucinnosti extrakce, lepsi reprodukovatelnosti vysledkli a minimalizaci ztrat

analytu [19, 31].

Posledni uprava vzorku ptfed analyzou obnasi odstranéni suspendovanych ¢astic. Béznymi
metodami pro odstranéni pevnych €éstic je centrifugace nebo filtrace. I zde je nutné proces
optimalizovat. U centrifugace hraje roli odstfediva sila a ¢as. U filtrace hraje roli volba

materialu filtru a velikost pori [19, 31].

2.1.3.4 Analyza vzorki

Posledni ¢asti je analyza vzorkill, ta zahrnuje métfeni pomoci pokrocilych instrumentalnich
technik a nasledné vyhodnoceni ziskanych dat s cilem pfesné kvantifikovat pfitomnost
stopovych koncentraci cytostatik. Aby bylo mozné ziskat spolehlivé a reprodukovatelné
vysledky, je nezbytné provést validaci analytické metody. Tomu vSak ptredchazi jeji pecliva
optimalizace, kterd zajiSt'uje, Ze metoda spliiuje pozadované parametry pro naslednou validaci

a spravnou interpretaci vysledka [19, 31, 32].

Pro kvantifikaci cytostatik je nezbytné vyuzit vysoce citlivou analytickou metodu s nizkou mezi
stanovitelnosti. Tato metoda musi byt schopna nejen detekovat, ale i presné¢ kvantifikovat

rezidualni stopy cytostatickych 1€¢iv odebranych z analyzovanych povrchi [31].

Pro stopové stanoveni cytostatik 1ze vyuzit kapalinovou (LC) nebo plynovou chromatografii

(GC) ve spojeni s vhodnymi detekénimi systémy, jako jsou UV spektrofotometrie (UV) nebo
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hmotnostni spektrometrie (MS). V praxi se nejcastéji setkavame s kombinacemi LC-UV, GC-
MS nebo LC-MS, pticemz nejvyssi citlivost a selektivitu pro analyzu stopovych koncentraci
cytostatik zpravidla poskytuje spojeni LC-MS. Kromé toho také umoznuje soucasn¢ analyzovat
vice latek vjednom vzorku. Hmotnostni spektrometrie poskytuje komplexni informace
o analyzovaném vzorku. Nevyhodou je vsak slozitost vybaveni a vysoké potfizovaci a provozni

néaklady [19, 31, 32].

Pro monitoring cytostatik v prostfedi se nejcastéji vyuziva spojeni kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS), ktery zajistuje vysokou selektivitu
a citlivost analyzy. V literatuie se nejcastéji setkame s ionizaci elektrosprejem (ESI), kterd je
vhodna pro polarni a sttedné polarni slouceniny [31-33]. Separace probiha pfevazné v systému
s obracenymi fazemi (Reversed-Phase, RP), kde nepolarni stacionarni fazi tvofi silikagel
modifikovany uhlikatymi fetézci, napt. C18. Mobilni fazi vétSinou tvoii voda s ptidavkem

kyseliny mravenci a organickym modifikdtorem jako je acetonitril nebo metanol [19, 31-33].

V ptipadé cytostatik obsahujicich platinu je mozné pro jejich stopovou analyzu vyuzit bud’
hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) nebo elektrochemickou
techniku, jako je voltametrie [ 19]. ICP-MS nabizi vynikajici citlivost a selektivitu pro stanoveni
platinovych sloucenin, zatimco voltametrie miize poskytnout cenové vyhodnéjsi alternativu

s jednodussi instrumentaci.

2.1.4 Dekontaminace

Cilem dekontaminace je odstranéni co nejvétSiho mnozstvi cytostatik z rliznych povrchi.
Neexistuje vSak standardizovana metoda, ktera by byla stejn¢ €innd pro vSechna cytostatika.

Proto je pii tvorbé dekontamina¢niho postupu nutné zohlednit né€kolik klicovych faktort:

e pocet kontaminantt a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti

e povaha dekontaminacnich Ccinidel s ohledem na polaritu cytostatik (lipofilni vs.
hydrofilni)

e Casovy interval provadéni dekontaminace

e charakteristika povrchu z hlediska schopnosti zadrzovat necistoty

e odolnost povrchu vi¢i dekontamina¢nim prostfedkiim — nékteré prostfedky mohou
poskodit povrchy, napt. chlornan sodny mtize degradovat nerezovou ocel a isopropanol

plastové povrchy.
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e doba plsobeni dekontaminacniho prosttedku na povrch a objem pouZzitého
rozpoustédla
e volba bezpecného rozpoustédla — nevhodné zvolené rozpoustédlo mize pti procesu

dekontaminace generovat nebezpecné produkty [30]

Vzhledem k tadé uvedenych faktorii je stanoveni dekontamina¢niho postupu slozité. Je proto

nezbytné, aby tento postup spliioval n€kolik klicovych podminek:

e musi efektivné odstranovat cytostatika
e musi byt bezpecny a jednoduchy pro obsluhu

e volit takové dekontaminacni ¢inidlo, které nebude generovat nebezpecné produkty [30]

Proces dekontaminace mtize probihat riznymi zptisoby. Povrch mtize byt stiran pohybem shora
dolti nebo opakovanym intenzivnim stiranim po dobu nékolika sekund. Stér se mize provadét
pomoci ubrousktl uréenych pro uklid prostor. Stér se obvykle provadi pomoci ubrousku
uréenych pro uklidové ucely, které jsou pfed pouzitim navlhéeny definovanym mnozstvim
dekontaminaéniho ¢inidla [38]. Mezi bézné pouzivand dekontaminacni €inidla patfi roztoky
isopropanolu, etanolu, peroxidu vodiku, dodecylsulfatu sodného a chlornanu sodného, které se
obvykle aplikuji ve formé vodnych smési v riznych koncentracich [30, 38]. Pro dekontaminaci
1ze rovnéZ pouzit komeréné dostupné piipravky, jako napiiklad SAVO, MAXX Magic 2, Brial
Action Plus, Ecolab Into Action, Plus, Jar, CIF a dalsi [39].

2.2 LC-MS instrumentace

Jedna se o spojeni kapalinové chromatografie a detekce pomoci hmotnostniho spektrometru,
coz umoziuje vysoce citlivou a selektivni analyzu Siroké Skaly analytti od malych molekul az
po slozité¢ biomolekuly. Vyhodou této instrumentace je separace sloZité matrice pomoci
kapalinové chromatografie s riiznym modem separace, nasledna detekce a ptipadna identifikace
jednotlivych separovanych latek. Toto spojeni umoznuje v nékterych ptipadech identifikovat

a kvantifikovat i latky, které nejsou chromatograficky zcela oddélené.

2.2.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) je vysoce efektivni separacni technika, kterd umoZiuje
rozdéleni slozek analytické smési na zakladé jejich rozdilné afinity ke dvéma fazim — mobilni
fazi a staciondrni fazi. Tento princip je zdkladem kapalinové chromatografie, ktera vyuziva

vysokotlaké ¢erpadlo k cerpani mobilni faze chromatografickou kolonou naplnénou stacionarni
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fazi. Separace analytll probiha na zaklad€ fyzikalné-chemickych interakei. Instrumentace se
sklada z jednoho nebo vice rezervoari slozek mobilni faze, jednoho nebo vice vysokotlakych
Cerpadel, nastfikového systému, chromatografické kolony umisténé v termostatu, detektoru
a pocitace pro sbér a zpracovani dat (Obrazek 9). Kapalinové chromatografy vyuzivané pro LC-
MS analyzy jsou stejné jako pro jiné techniky kapalinové chromatografie. Mizeme je rozd¢lit
zejména na zdkladé provozniho tlakti separace, na HPLC (high performance liquid
chromatography), s maximalnimi tlaky do cca 700 bar a UHPLC (ultra high performance liquid

chromatography) s maximalnimi tlaky do cca 1200 bar.

PC - zpracovani
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L e e ——————
Mobilni faze

Odpad

Obrazek 9: Schéma LC instrumentace

V zavislosti na slozeni analyzované smési 1ze volit mezi isokratickou a gradientovou eluci.
Isokratickd eluce udrzuje konstantni sloZzeni mobilni faze po celou dobu analyzy a je vhodna
pro jednoduché separace. Pti separaci komplexnich smési je Casto nezbytné pouziti gradientové
eluce, ktera umoiﬁuje postupnou zménu sloZeni mobilni faze (zvy§ovéni eluéni sily), coZ
kapalinové chromatografy rozdélit na vysokotlaké binarni systémy a nizkotlaké gradientové
systémy. Vysokotlaké binarni systémy michaji slozky mobilni faze aZ za pumpou a jejich
hlavnim benefitem je maly systémovy objem, coz vede k pfesnéjSim gradientim a uz§im
chromatografickym pikim. Nevyhoda téchto systému je omezeni na michani pouze

dvouslozkovych gradientti. V piipadé€ nizkotlakych gradientovych systémt dochazi k michani
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slozek mobilni faze pted pumpou. Hlavni vyhodou je moznost michani az Ctyt raznych slozek
mobilni faze. To umoziuje pripravu mobilni fize s komplexnim slozenim. Pfi pouziti
nizkotlakého gradientového systému musi uzivatel pocitat s vétSim systémovym objemem,

ktery se pii gradientovych elucich projevi zpozdénim gradientu.

Pti LC-MS analyze se pouziva nékolik separacnich technik, které zavisi na vlastnostech
analyzovanych latek — zejména na jejich polarité, naboji, molekulové hmotnosti a chemické
struktuie. NejCastéji se pouziva chromatografie na reverzni fazi (RP), kde nepolarni stacionarni
fazi tvoti silikagel modifikovany uhlikatymi fetézci, napt. C18, C8 nebo C4. Pii pouziti
fenylovych nebo perfluorfenylovych fazi se kromé hydrofobni interakce analytu a stacionarni
faze mohou uplatiiovat i jiné mechanismy. Pro velmi polarni analyty se s vyhodou pouziva
chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC). Polarni stacionarni faze je tvofena silikagelem
nebo silikagelem modifikovanym polarnimi skupinami. Pro separace iontovych latek 1ze vyuzit
iontoveé-parovou chromatografii (IPC) nebo iontové-vyménnou chromatografii (IEX). Oproti
tomu je chromatografie na normalni fazi (NP) vyrazn€ méné kompatibilni s LC-MS neZ vySe

zminéné techniky.

Na stacionarni fazi pouzivanou pii LC-MS se kladou urcité specifické pozadavky, které
vychazeji z potfeb hmotnostni detekce 1 z typickych podminek pti analyze. Stabilita stacionarni
faze je v tomto kontextu zasadni pro spolehlivost, opakovatelnost a Zivotnost kolony. Mezi
hlavni pozadavky patii chemicka stabilita vii¢i aditiviim v mobilni fazi a Sirokému rozsahu pH.
Dutlezita je také jeji mechanické stabilita, protoze LC-MS analyzy casto vyuzivaji UHPLC
systémy. V neposledni fadé je dllezité nizké ,krvaceni” faze (bleeding), aby nedochdzelo

k uvolnovani ¢astic, siloxant nebo selektori do mobilni faze.

Pro detekci eluovanych slozek se pouziva nékolik typt detekce, v zavislosti na povaze
analyzovanych latek a poZadované citlivosti a selektivité. Mezi nejcastejsi druhy detektori patii
detektor s nastavitelnou vinovou délkou (UV-Vis), detektor s diodovym polem (DAD / PDA),
fluorescenéni (FLD), elektrochemicky (ECD), refraktometricky (RID), detektor rozptylem
svétla (ELSD) a hmotnostni spektrometr (MS), ktery poskytuje nejvyssi selektivitu a citlivost.

2.2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je vysoce citlivd analytickd technika, kterd umozZiluje
identifikaci a kvantifikaci chemickych sloucenin na zaklad¢ interpretace jejich hmotnostniho
spektra, které zobrazuje intenzitu iontli v zavislosti na jejich poméru hmotnosti k naboji m/z.

Typicky probiha ve tfech hlavnich krocich: ionizace analyzovanych latek, separace vzniklych
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ionth v hmotnostnim analyzatoru a jejich nasledna detekce (Obrazek 10). Ve spojeni
s kapalinovou chromatografii (LC-MS) se jedna o vykonnou metodu vyuzivanou v raznych

oblastech analytické chemie, véetn€ farmacie, biochemie a environmentalni analyzy [40, 41].

Vakuum
lontovy Hmotnostni
= Detektor
Vzorek ’ *- ’E
3

PC - Zpracovani
dat

Obrazek 10: Schéma MS instrumentace
Pro ionizaci analytt v LC-MS se nejcastéji vyuzZivaji mékké ionizaéni techniky, které
minimalizuji fragmentaci a umoziuji pfesnou identifikaci molekul. Elektrosprejové ionizace
(ESI) nebo vyhtivana elektrosprejova ionizace (HESI) je ideélni pro ionizaci stiedné a vysoce
polarnich sloucenin, zatimco chemicka ionizace pfi atmosférickém tlaku (APCI) je vhodna pro
mén¢ polarni latky. Ackoliv existuji 1 dal$i ionizaéni techniky, jejich pouZiti je v analyze tzv.

malych molekul (<2000 Da) spisSe okrajové.

Separace iontll na zéklad¢ jejich poméru m/z probihd v hmotnostnim analyzatoru, jehoz vybér
ovlivituje selektivitu, rozliSeni a rychlost analyzy. Hmotnostni spektrometry lze dé¢lit na
analyzatory s nizkym rozliSenim (LRMS) a vysokym rozliSenim (HRMS) hmotnostniho
spektra. RozliSovaci schopnost, rozliseni, je jednim ze zakladnich parametri hmotnostnich
analyzatortt miize byt nadefinovano jako plna $itka v poloviné maxima (FWHM). Hmotnostni
spektrometry, které dosahuji rozliSeni minimalné¢ 20000, Ize oznacovat jako HRMS. Toto
rozdéleni vychazi z ptesnosti méfeni, se kterou analyzator zmé&fi pomér m/z pro dany ion.
Hmotnostni analyzatory lze dale délit na zakladé zplsobu dé€leni iontd na (i) skenujici
(kvadrupdlovy analyzator, sektorovy magneticky analyzator), (i7) iontové pasti (iontova past,

Orbitrap ", FT-ICR) a (iii) priletové (TOF).

Pro Gcely kvantitativni analyzy a v zavislosti na pouzitém hmotnostnim spektrometru 1ze pouzit

tyto typy skenti:
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e zaznam kompletniho hmotnostniho spektra (Full MS scan) — zaznamendva celé
spektrum iontl v ur¢itém rozmezi m/z a je vhodny pro screening neznamych latek

e selektivni zaznam iontu (SIM) — zaméfuje na detekci konkrétniho iontu a zvySuje
citlivost analyzy

e selektivni zdznam iontovych reakci (SRM) — vyuzivany v tandemové hmotnostni
spektrometrii, monitoruje pfechody mezi prekurzorovym a produktovym iontem
a zajiStuje maximalni selektivitu a citlivost

e vicendsobny zaznam iontovych reakci (MRM) — vice SRM piechodt v rdmci jedné
analyzy

e paralelni zdznam iontovych reakci (PRM) — vysokorozliSovaci obdoba MRM pro

Orbitrap ™

2.2.2.1 Orbitrap™

Vzhledem k zaméfeni této prace bude nize podrobnéji popsdn moderni typ hmotnostniho
analyzatoru — Orbitrap”, ktery vynika vysokym rozliSenim a piesnosti uréeni m/z. Tento
analyzator byl poprvé uveden do praxe ruskym védcem Alexandrem Makarovem a komeréné
zaveden spolecnosti Thermo Fisher Scientific [42,43]. Z technického hlediska se jedna
o vysoce vykonny pfistroj, ktery vyuziva elektrostatickou iontovou past k zachyceni iontl
a méfeni jejich axialnich oscilaci podél centralni elektrody. Na rozdil od FT-ICR spektrometrt
nevyzaduje Orbitrap pfitomnost magnetického pole ani vysokofrekvenéniho napéti, coz
vyrazné zjednodusuje jeho konstrukei, provoz i udrzbu. Diky vyhodnym vlastnostem dosahuje
vysokého rozliSeni — az 1 000 000 (FWHM) — a vyjimecné ptesnosti ureni m/z (chyba méné
neZ 1 ppm) a to pii relativné nizSich potfizovacich ndkladech oproti jinym vysoce vykonnym
analyzatorim. Orbitrap umoZiuje analyzu Sirokého spektra molekul, od malych metaboliti
az po intaktni proteiny, a je hojné¢ vyuZzivan v oblastech jako jsou proteomika, metabolomika,
farmacie, toxikologie ¢i environmentalni analyza. Diky své kombinaci vysoké citlivosti,
pfesnosti a konstrukéni robustnosti se jedna o idedlni nastroj jak pro rutinni laboratorni métent,

tak pro védecky vyzkum.

Ionty generované v ioniza¢nim zdroji jsou nasledn€ smerovany iontoveé-optickym systémem do
kvadrupoélového analyzatoru, ktery funguje jako hmotnostni filtr. Kvadrupdl selektivné
propousti ionty s pozadovanym m/z a tyto vybrané ionty jsou pak smétovany do kolizni cely

(IRM), kde jsou ionty kratkodobé zadrzeny, dokud nedojde k jejich energetickému vyrovnani
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nebo fragmentaci. Po tomto procesu jsou ionty davkovany do vlastni orbitalni iontové pasti,

coz je hlavni detekéni Cast pfistroje.

Hlavnim principem detekce v Orbitrapu’" je oscilace iontd kolem centralni elektrody. Ionty
vkladané do Orbitrapu” vykonavaji jak radialni, tak axialni oscilaci. Axialni oscilace, ktera je
orientovana podél osy z, je neptfimo imeérnd odmocniné m/z. Frekvence této oscilace zavisi na
indukuje elektricky signal na vngjsich elektrodach Orbitrapu™. Tento signél je zesilen, dochazi
k analogové-digitalni konverzi a pomoci Fourierovy transformace pfeveden na hmotnostni

spektrum.

2.3 Validace analytickych metod

Validace analytickych metod dle smérnice ICH Q2(R2) je zdsadnim krokem pfi zajisStovani
spolehlivosti a piesnosti analytickych postupll pouzivanych pfti kontrole kvality 1é¢iv. Proces
validace slouZi k prokazani, ze analyticka metoda je vhodna pro zamyslené pouZiti a zahrnuje
nékolik kli¢ovych parametrli, které musi byt systematicky ovéteny a zdokumentovany [44].

Nize budou blize popsany jednotlivé validacni testy.

2.3.1 Specificita/Selektivita

Specificita metody znamena schopnost jednoznacné identifikovat a kvantifikovat pozadovany
analyt bez interference od jinych slozek matrice, ne€istot nebo degrada¢nich produktd.
Prokazuje se naptiklad chromatografickym rozliSenim piku analytu od jinych sloZek, pouzitim
ortogonalnich metod (napt. porovnani vysledki HPLC a LC-MS) nebo spektralnimi
technikami, které umoziuji pfesné odliSeni analytu na zaklad€ jeho unikatnich fyzikalné-

chemickych vlastnosti.

2.3.2 Rozsah metody

Rozsah méteni definuje interval mezi nejnizsi a nejvyssi koncentraci analytu, ve kterém metoda
poskytuje vysledky s pfijatelnou urovni ptesnosti, spravnosti a odezvy. Ovéfeni rozsahu
obvykle zahrnuje testovani linearity odezvy nebo validaci vhodného kalibra¢niho modelu, napft.
pro nelinedrni odezvy, jako jsou enzymatické nebo imunochemické testy. Rozsah metody

definuje, v jakém koncentra¢nim intervalu je analytickd metoda validn€ pouzitelna.
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2.3.3 Spravnost

Spravnost vyjadiuje miru shody mezi namétfenou hodnotou a skute¢nym nebo referencnim
obsahem analytu ve vzorku. Testovani spravnosti mize probihat porovnanim s referencnim
materidlem zndmé Cistoty, spikingem (pfidavkem zndmého mmnoZzstvi analytu do vzorku
a naslednym meéfenim jeho vytéznosti) nebo porovnanim vysledkii s ortogonalni metodou.

Spravnost je klicova pro kvantitativni metody stanoveni obsahu 1é¢ivych latek, necistot apod.

2.3.4 Presnost

Ptesnost analytické metody vyjadfuje miru variability vysledki pfi opakovaném méieni
stejného vzorku za stejnych nebo podobnych podminek. Tento parametr lze rozd¢€lit na
opakovatelnost a mezilehla preciznost. Opakovatelnost se posuzuje v ramci jedné laboratofte,
kde je méfeni provadéno stejnym analytikem na stejném pfistroji a béhem kratkého ¢asového
obdobi. Naproti tomu mezilehlad preciznost zahrnuje variabilitu zplsobenou rozdily mezi
analytiky, pouzitymi pfistroji, dny méfeni ¢i jinymi podminkami prostiedi. Pfesnost metody se
obvykle vyjadiuje pomoci statistickych ukazateli, jako je smérodatna odchylka (SD), relativni
smérodatnd odchylka (RSD) nebo interval spolehlivosti, které umoziuji kvantifikovat jeji

spolehlivost a reprodukovatelnost.

2.3.5 Robustnost

Robustnost metody popisuje jeji odolnost vici malym, avSak nevyhnutelnym zméndm
experimentalnich podminek, jako jsou zmény pH mobilni faze, sloZeni rozpoustédel, teploty
kolony nebo pritoku mobilni faze. Hodnoceni robustnosti je soucasti vyvoje analytické metody

a pomaha identifikovat kritické parametry, které mohou ovlivnit vysledky analyzy.

2.3.6 Stanoveni mezi detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ)

Limit detekce (LOD) pfedstavuje nejnizs§i mnoZzstvi analytu, které 1ze spolehlivé detekovat, ale
ne nutné kvantifikovat. Odhaduje se vizualné, na zakladé¢ poméru signalu k Sumu S/N > 3:1
nebo pomoci vypoctu ze smérodatné odchylky odezvy a sklonu kalibra¢ni kiivky. Limit
kvantifikace (LOQ) je nejnizsi koncentrace analytu, kterou lze kvantifikovat s dostatecnou
pfesnosti a spravnosti. Obvykle se stanovuje pii poméru signalu k Sumu S/N > 10:1 nebo
pomoci validacnich testl piesnosti a spravnosti. Pro analytické metody urcené k detekci
stopovych mnozstvi analytu, jako je analyza necistot nebo rezidudlnich kontaminantt, je pfesné

urceni LOD a LOQ zésadni.
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2.3.7 Stabilita

Studie stability se zaméfuji na stabilitu zdsobnich roztokd i stability vzorkd v raznych
podminkach skladovani. Testovani probiha pifi rtiznych teplotach a v rtiznych casovych
intervalech. Hodnoti se jak stabilita samotnych analytl, tak i celého analytického procesu,

napiiklad stabilita vzorkli v autosampleru.

2.3.8 Test zpusobilosti systému

Test zptsobilosti systému (SST) ovétuje, jestli je analyticky systém piipraven k meéieni
a metoda vykazuje pozadovanou vykonnost. Mezi typicka kritéria testu patii opakovatelnost
reten¢nich ¢ast, opakovatelnost odezvy, rozliSeni mezi piky, symetrie piku, pocet teoretickych
pater kolony nebo citlivost detekce. SST je standardni soucasti analytickych metod, zejména

chromatografickych technik.

24 Priklady realizovaného monitoringu cytostatik

Monitoring cytostatik v Zivotnim prostiedi, zejména vnitinim, je ptedmétem fady védeckych
studii. Praktické vyuziti téchto studii spociva pfedevsim v identifikaci a kvantifikaci expozice
zdravotnického personélu a pacientd témito latkami zejména ve zdravotnickych zatizenich, kde
dochazi k manipulaci s nimi. Velka ¢ast vyzkumi je sméfovana na analyzu vice latek. Soucasné

sledovani nékolika cytostatik umoZznuje komplexni piehled miry kontaminace.

Na zdkladé dostupnych literarnich udajii byl zpracovan piehled metod pouZivanych pro
stanoveni cytostatik v rdmci monitoringu prostfedi. Tabulka 1 ukazuje srovnani aplikovanych
instrumentalnich technik, kde prevazuje pouziti LC-MS/MS metodiky. Jednotlivé studie
vyuzivaji rizné typy chromatografickych kolon a odli$né separa¢ni podminky, avSak mobilni
faze byva casto obdobnd, coz poukazuje na jeji osvéd€enou Ucinnost pii separaci cytostatik.
Studie se rovnéZ li§i v dosaZenych detekénich limitech, které se pohybuji v Sirokém rozmezi

v zavislosti na pouZité instrumentaci, typu matrice a konkrétnich sledovanych latkach.

Tabulka 2 naopak nabizi porovndni vytéznosti pro rizné povrchy, typ pouzitého odbérového
zafizeni a extrak¢ni proceduru. Tyto metody vykazuji znacnou variabilitu, coz je dano nejen
rozdilnym charakterem povrchovych materiald, ale také rozdilnou velikosti vzorkovanych
ploch. Kli¢ovymi faktory ovliviiyjici vytéznost jsou rovnéz typ pouzitého odbérového zatizeni,
volba extrakéniho rozpoustédla a samotny postup extrakce. Tyto parametry jsou casto

optimalizovéany s ohledem na specifické fyzikalné-chemické vlastnosti jednotlivych cytostatik.
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Z ptehledu vyplyva, Zze se povrchy v jednotlivych studiich 1idi. Casto se vyskytuji b&zné
materidly jako je nerezova ocel nebo PVC, avSak v nékterych pracich nebyl povrch
specifikovan. Nejcastéji pouzivanymi vzorkovacimi zafizenimi byly celulozové filtry
(Whatman 42), ubrousky (Kimwipes®) a polyesterové stérky (Texwipe® TX714A). Ze studie
[45] vyplyva, ze pii pouziti celulozovych filtri (Whatman 42) a polyesterovych stérkovacich
tyCinek (Texwipe® TX714A) byly dosazeny hodnoty vytéznosti vzdjemné srovnatelné, coz
naznacuje, ze oba typy odbérovych materiadlii poskytuji obdobnou ucinnost pii extrakci

cilovych latek z povrchu.

Extrakéni rozpoustédla se v jednotlivych studiich 1i8i zejména slozenim, kdy jsou bézné
pouzivany smési vody a organickych rozpoustédel, jako je acetonitril, isopropanol nebo
dimethylsulfoxid (DMSO), a to v rlznych pomérech. Tyto smési jsou casto dopliovany
o pridavek kyseliny mravenci nebo kyseliny octové, ktery slouzi ke stabilizaci analyt
a zlepSeni jejich extrakce. Variabilita ve slozeni extrak¢nich roztokt je interpretovana jako
vysledek snahy o optimalizaci extrakénich podminek vzhledem ke specifickym fyzikalné-

chemickym vlastnostem cilovych cytostatik.
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Tabulka 1: Piehled detek¢nich limita

LOD

Analyt | Instrumentace Stacionarni faze Mobilni faze » | Cit.
(pg/cm”)
CYC LC-UV Symmetry C18 (A) 10 mM fosfatovy pufr, pH 6 CYC: 100 | [46]
IFO 150 x 4.6 mm, 5 um | (B) ACN IFO: 20
PAC PAC: 30
5-FU UHPLC-MS/MS | SHIM-PACK (A) 0,1 % kyselina mravenci 5FU: 25 [47]
CYC (QqQ) XR-ODC-C18 (B) ACN CYC: 50
DOX 100 x 3 mm, 2.2 pm DOX: 50
DOC DOC: 50
CYC Mikro-LC- YMC Triart C18 (A) 0,1 % kyselina mravenci CYC: 2,5 | [48]
DOC MS/MS 50 x 0.3 mm, (B) ACN + 0.1 % kyselina mraven¢i | DOC:
DOX 1.9 pm 17,9
EPI DOX: 1,9
ETO EPI: 3,5
GEM ETO: 4,0
IFO GEM: 2,5
IRI IFO: 3,9
MTX IRI: 4,6
PAC MTX: 4,5
TOP PAC: 7,6
TOP: 2,2
5-FU LC-MS Pursuit XRs Ultra (A) 0,1 % kyselina mravenci SFU: 50 [49]
CYC 100 x 2 mm, 2.8 um | (B) ACN/H,O CYC:5
DOX DOX: 50
5FU UPLC-MS/MS HSS T3 (A) 0.5 % kyselina octova SFU: 1,25 | [50]
CYC (QqQ) 50 x 2.1 mm, (B) ACN + 0.5 % kyselina octova CYC: 0,2
DOX 1.8 pm DOX:
EPI 1,25
GEM EPI: 5
IFO GEM: 0,2
IFO: 0,4
CYC LC-MS/MS L-column 2 ODS (A) H,O CYC:5 [51]
150 x 2.1 mm, 5 pm | (B) ACN

5-FU = 5-Fluorouracil, CYC = Cyklofosfamid, DOC = Docetaxel, DOX = Doxorubicin, EPI =

Epirubicin, ETO = Etoposid, GEM = Gemcitabin, [FO = Ifosfamid, IRI = Irinotekan, MTX =
Methotrexat, PAC = Paklitaxel, TOP = Topotekan
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Tabulka 2: Piehled vzorkovaciho a extrakéniho procesu

Povrch /

Vzorkovaci Vzorkovaci zaFizeni Extrakéni roztok / Extrakéni Vytéznost Cit.
2 procedura (%)
plocha (cm®)
Neuveden /400 Celulozovy filtr MeOH/ACN/10 mM fosfatovy pufr, pH 6 | CYC: 94* [46]
(Whatman 42, (25/10/65) / ultrazvuk 10 min IFO: 96*
55 mm) PAC: 89*
Lam. deska Ubrousky MeOH/ethyl acetat 5-FU: 105% | [47]
Rukavice (Kleenex tissue) (1/2) CYC: 103"
Zamek dvefi / ultrazvuk 30 min DOX: 61%
N/S DOC: 102*
Neuveden / 900 Ubrousky H,O/isopropanol CYC: 110* | [48]
(Kimwipes®) (70/30 + 0,1 % kyselina mravenci) / DOC: 110*
ultrazvuk 15 min DOX: 85*
EPI: 90"
ETO: 120"
GEM: 105*
IFO: 1157
IRI: 105*
MTX: 120"
PAC: 110"
TOP: 100*
Neuveden / 900 Ubrousky H>O/ACN CYC: 90* [48]
(Kimwipes®) (85/15 + 0.1 % kyselina mravenci) / EPI: 55*
ultrazvuk 15 min IFO: 90*
Neuveden / 900 Ubrousky H,O/DMSO CYC: 100* | [48]
(Kimwipes®) (95/5 + 0,1 % kyselina mravenci) / EPI: 25*
ultrazvuk 15 min
Nerezova ocel / Celulozovy filtr 1 %kyselina octova / 5-FU:76.3* | [49]
100 (Whatman 42, 55 ttepacka 10 min; SPE CYC:76.3*
mm) DOX:70.0*
Nerezova ocel Celuloézovy filtr ACN/isopropanol/H,O MIT: [45]
304 /100 (Whatman 42, 55 (20/45/35) / 62-98"
mm) orbitalni tfepacka 30 min
Nerezova ocel Polyesterova stérka ACN/isopropanol/H,O MIT: [45]
304 /100 (Texwipe® (20/45/35) / 61-98*
TX714A) orbitalni tfepacka 30 min
PVC/ 100 Celulézovy filtr ACN/isopropanol/H,O MIT: [45]
(Whatman 42, 55 (20/45/35) / 51-63*
mm) orbitalni tfepacka 30 min
PVC/ 100 Polyesterova stérka ACN/isopropanol/H,O MIT: [45]
(Texwipe® (20/45/35) / 53-63%
TX714A) orbitalni tfepacka 30 min
Celulozovy filtr 1 %kyselina octova / 5-FU: 21" [50]
(Whatman 42, 55 tfepacka 20 min; SPE CYC: 75*
Neuveden /100 | MM) DOX: 18*
EPI: 14~
GEM: 54"
IFO: 81*

*Reportovana je vytéznost extrakce ze vzorkovaciho zatizeni
* Reportovana je vytéznost stéru z testovaného povrchu
MIT = Mitomycin, ostatni cytostatika viz Tabulka 1
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Celkové Ize konstatovat, ze vybér vhodné kombinace vzorkovaciho zafizeni, extrak¢niho
rozpoustédla a procedury ma vyznamny dopad na ucinnost extrakce analytli a mél by byt

optimalizovéan dle cilovych latek a typu povrchu.
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3 MOTIVACE A CIiLE PRACE

Motivaci této diplomové prace je pifima potieba spolecnosti Advande Labs s.r.o sledovat
a vyhodnocovat miru kontaminace vyrobniho a laboratorniho prostiedi vybranymi cytostatiky.
Cilem je zajistit vyS$i urovenn ochrany zaméstnanci a zaroven podpofit zavedeni interniho

environmentalniho monitoringu.

Hlavnim cilem préace je vyvoj robustni, selektivni a citlivé multirezidualni LC-MS metodiky
pro detekci a kvantifikaci stopovych mnozstvi vybranych cytostatik na raznych typech
povrchovych materialti bézné se vyskytujicich ve farmaceutické vyrobé. Pro vyvoj metody byli
jako modelova cytostatika zvoleni zastupci klicovych skupin 1é¢iv s antineoplastickou
aktivitou, reflektujici aktudlni i planované portfolio firmy. Vybér zahrnuje: alkylacnich ¢inidla
(chlorambucil, cyklofosfamid, temozolomid a thiotepa), antimetabolity (azacytidin,
5-fluorouracil, kapecitabin a methotrexat), moduldtory steroidnich receptori (tamoxifen
a testosteron) a inhibitory angiogeneze (lenalidomid) (Obrazek 11). S ohledem na znédmou
omezenou stabilitu temozolomidu byl do studie rovnéz zatazen jeho hlavni degrada¢ni produkt

— EP necistota A (Obrazek 11).

Pro ucely této prace bylo vybrano 16 typti povrchovych materiali o rozmérech testovaci plochy
100 x 100 mm (Obrazek 12), zahrnujici plasty (polyvinylchlorid (PVC), nylon (PA),
polyurethan (PU), polykarbonat (PC), plexisklo (PMMA), PETG, PEEK, PTFE, polyethylen
(HDPE)), kovy (anodisovany hlinik, chromovand ocel, 316 nerezova ocel), silikon, sklo
fenolickou pryskyfici a lesténou Zulu. Tato komplexni variabilita povrchil umoZziuje simulovat

realné podminky ve vyrobnim prostredi.

Nedilnou soucasti této prace je také systémova optimalizace metodiky pfipravy vzorku. Tento
proces zafind samotnym vzorkovanim z riznych typl povrchi pomoci vhodnych stérovych
technik, pokracuje volbou a optimalizaci extrakénich podminek a kon¢i upravou vzorku pro
naslednou analyzu. Cilem této optimalizace je zajistit vysokou vytéZnost extrakce

a reprodukovatelnost.

Po uspesném vyvoji bude analyticka metoda validovéna v souladu s pokyny ICH pro validaci

analytickych postupli dle smérnice ICH Q2(R2), ¢imZ bude pfipravena k rutinnimu nasazeni.
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Obrazek 11a: Modelové latky s antineoplastickou aktivitou pouZzité v ramci této studie
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Obrazek 11b: Modelové latky s antineoplastickou aktivitou pouzité v ramci této studie
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Obrazek 12: Druhy povrchovych materiali, které byly pouZzity v této praci
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4

4.1

4.1.1

4.1.2

EXPERIMENTALNI CAST
Materialy a pristrojové vybaveni

Chemikalie

Acetonitril (ACN) — kvalita pro HPLC, Merck, Ceska republika

Ultra Cista voda, typ I — pfipraveno interné pouzitim vyrobniku ultra ¢isté vody
Kyselina mravenéi, (98—100) % (FA) — reagenéni &istota, Merck, Ceska republika
Etanol (EtOH), absolutni — Merck, Ceské republika

Metanol (MeOH) — kvalita pro HPLC, Merck, Ceska republika

Amoniak, 25% roztok, reagenc¢ni Cistota, Merck, Ceska republika

Temozolomid EP Imp A (TMZ EP Imp A) — certifikovany referen¢ni standard, 95,3 %,
LGC Standards, Polsko

Azacytidin (AZA) — certifikovany referencni standard, 98,9 %, USP, USA
5-Fluorouracil (5-FU) — certifikovany referen¢ni standard, 99,31 %, SynZeal Research,
Indie

Temozolomid (TMZ) — certifikovany referen¢ni standard, 100,0 %, TCI Europe, Belgie
Lenalidomid (LND) — API, Shorla Oncology, Irsko

Methotrexat (MTX) — certifikovany referen¢ni standard, 88,7 %, EDQM, Francie
Thiotepa (THT) — certifikovany referen¢ni standard, 99,6 %, USP, USA
Cyklofosfamid (CYC) — API, Eirgen Pharma, Irsko

Kapecitabin (CAP) — API, Eirgen Pharma, Irsko

Tamoxifen citrat (TAM-cit) — certifikovany referen¢ni standard, 99,18 %, SynZeal
Research, Indie

Testosteron (TES) — API, Orion Pharma, Finsko

Chlorambucil (CHL) — certifikovany referen¢ni standard, 85,96 %, SynZeal Research,
Indie

Pomiicky

Pipetovaci néstavce, Brand & Co, Némecko
Sklenéné ciré vialky se Sroubovacim vickem a septem PTFE/silikon, 4 mL —
Chromservis, Ceské republika

Odmérné baiiky tfidy A o riznych objemech
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Centrifugacni zkumavky (PP) se Sroubovacim vickem (PE), 12 ml — Paul Bottger,
Inset, Ceska republika

Tmavé konické centrifugacni zkumavky (PP) se Sroubovacim vickem (PE), 15 ml —
NEST Biotechnolog, Cina

Sklenéné HPLC vialky se Sroubovacim vickem

Stérkové tyéinky, polyesterové — typ TX715, Texwipe, VWR / Avantor, Ceska
republika

Alobal Rotilabo® 18 um — Carl ROTH, P-Lab, Ceska republika

Polyvinylchlorid (PVC) — testovaci povrch, 100 x 100 mm

Nylon (PA) — testovaci povrch, 100 x 100 mm

Polyuretan (PUR) — testovaci povrch, 100 x 100 mm

Polykarbonat (PC) — testovaci povrch, 100 x 100 mm

Plexisklo (PMMA) — testovaci povrch, 100 x 100 mm

Anodisovany hlinik — testovaci povrch, 100 x 100 mm

Silikon — testovaci povrch, 100 x 100 mm

PETG — testovaci povrch, 100 x 100 mm

PEEK - testovaci povrch, 100 x 100 mm

PTFE — testovaci povrch, 100 x 100 mm”

Chromovana ocel — testovaci povrch, 100 x 100 mm

Polyethylen (HDPE) — testovaci povrch, 100 x 100 mm

Fenolicka pryskyfice — testovaci povrch, 100 x 100 mm

Sklo — testovaci povrch, 100 x 100 mm

Lesténa Zula — testovaci povrch, 100 x 100 mm

316 nerezova ocel — testovaci povrch, 100 x 100 mm

Pomocné zarizeni a vybaveni

Vyrobnik ultra ¢isté vody — Milli-Q® EQ7000, Merck Millipore, Némecko
Mikrovahy, rozlieni 0,001 mg — MCE6.6S-2CEU-M, Sartorius, Sartalex, Ceska
republika

Semimikro véhy, rozliSeni 0,01 mg — Secura 225D-1CEU, Sartorius, Sartalex, Ceska
republika

Pipeta krokovaci — HandyStep, Brand & Co, Némecko
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e Dusik (Cistota 5.0) — Messer Technogas s.r.0., Ceska republika

o Ultrazvukova lazeni — K-25 LM, KRAINTEK CZECH, Ceska republika

e Orbitalni tfepacka — RS-OS 20, Phoenix Instrument, Merci, Ceska republika
e Centrifuga — MPW-352R, MPW Med. Instruments, Merci, Ceska republika

4.2 Piiprava roztoki standardi

Vzhledem k fotosenzitivit¢ nckterych analyti byly odmérné banky a ¢iré PP centrifugacni

zkumavky chranény pied ptisobenim svétla zabalenim do hlinikové folie.

4.2.1 Ptiprava zasobnich roztoki standardi

Zasobni roztoky standardti (TMZ EP Imp A, AZA, 5-FU, TMZ, LND, MTX, THT, CYC, CAP,
TAM-cit, TES, CHL) byly pfipraveny navazenim ptesn¢ okolo 1 mg pfislusného materidlu do
sklenéné ciré vialky o objemu 4 ml se Sroubovacim vickem a septem PTFE/silikon. Nasledné
bylo pfiddno rozpoustédlo v takovém mnozstvi, aby byly pfipraveny zasobni roztoky
o vysledné koncentraci 1 mg/ml. V ptipad¢ potieby byl vyuzit ultrazvuk k urychleni

rozpousténi. Takto ptfipravené zasobni roztoky byly uchovavany v mrazaku pii —15 °C.

TMZ EP Imp A, 5-FU, LND, THT, CYC, CAP, TAM-cit, TES a CHL byly rozpustény
v metanolu. Protoze AZA a MTX jsou v metanolu malo rozpustné, byl AZA rozpustén ve smeési
MeOH/H20 - 50/50 v/v a MTX ve smési MeOH/H>O/NH3 — 50/50/0.05 v/v/v. U TMZ bylo
zjiSté€no, Ze je hydrolyticky nestabilni v metanolu. Jeho zasobni roztok byl proto pfipraven do
metanolu s pfidavkem kyseliny mravenci. Shrnuti ptipravy zasobnich roztokt standardi a jejich

pfisluSné koncentrace uvadi Tabulka 3.
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Tabulka 3: Standardy a jejich vysledna piesnd koncentrace

Koncentrace
Latka Oznaceni Rozpoustédlo (mg/ml)
TMZ EP Imp A TMZ Imp A ST MeOH 0,999985
AZA AZA ST MeOH/H>0 — 50/50 v/v 0,999942
5-FU 5-FU ST MeOH 1,000104
T™Z TMZ ST 0,03 % v/v FA v MeOH 1,000000
LND LND ST MeOH 1,000000
MTX MTX ST OO/ 1000475
THT THT ST MeOH 0,999544
CYC CYCST MeOH 1,000000
CAP CAP ST MeOH 1,000000
TAM-cit TAM ST MeOH 1,000500
TES TES ST MeOH 1,000000
CHL CHL ST MeOH 1,000170

4.2.2 Priprava pracovnich roztoki standardi pro ucely optimalizace

Pro optimalizaci chromatografickych podminek pomoci UHPLC-UV byly pfipraveny
jednotlivé roztoky analyti o koncentraci 50 pg/ml. Pomoci krokovaci pipety byl nafedén

zasobni roztok standardu (75 pl) metanolem (1425 pl) pfimo v HPLC vialce.

Pro ucely ladéni podminek MS detekce byly pfipraveny jednotlivé roztoky analyth
o koncentraci 5 pg/ml. Pomoci krokovaci pipety byl nafedén zasobni roztok standardu (100 pl)

do 20ml odmérné banky. Barika byla doplnéna metanolem po rysku a protfepana.

4.2.3 Priprava kalibracnich roztoki

Na zékladé rGznosti koncentraci bylo sestaveno individudlni fedéni jednotlivych latek pro
pfipravu zasobniho roztoku ST-I a pracovnich roztoka ST-II a ST-III. VSechny tyto roztoky
byly piipraveny v duplikdtu. Zasobni roztok ST-I, pracovni roztoky ST-II a ST-III,

a kalibra¢ni roztoky byly pfipravovany vzdy denné Cerstvé.

Pro ptipravu zasobniho roztoku ST-I byly do 10ml odmérné banky odpipetovany nésledujici
objemy zasobnich roztok jednotlivych standardti: MTX ST (200 ul), TAM ST (100 pl) a CHL
ST (100 pl). Baiika byla doplnéna metanolem po rysku a roztok byl diikladné promichan.

Pro ptipravu pracovniho roztoku ST-II byly do 20ml odmérné baiiky odpipetovany nasledujici

objemy zasobnich roztoki jednotlivych standardi: TMZ EP Imp A ST (100 ul), AZA ST
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(250 ul), 5-FU ST (100 pul), TMZ ST (100 pul), LND ST (25 pl), THT ST (50 ul), CYC ST
(25 ul), CAP ST (25 ul), TES ST (50 pl) a zasobni roztok ST-I (250 ul). Banka byla doplnéna

metanolem po rysku a roztok byl dikladné promichan.

Pro ptipravu pracovniho roztoku ST-III bylo pipetovano 500 ul pracovniho roztoku ST-II do
25ml odmérné banky. Bailka byla doplnéna metanolem po rysku a roztok byl dikladné

promichan.

Pro piipravu jednotlivych kalibracnich roztokl byly pouzity pracovniho roztoky ST-II a ST-III,
a rozpoustédlo (SS =EtOH/H,O —50/50 v/v). Kalibracni roztoky byly ptipraveny do PP
centrifugacnich zkumavek podle schématu, které uvadi Tabulka 4. Zkumavky byly uzavieny

a roztoky dikladné promichany. Koncentra¢ni hladiny pro jednotlivé analyty uvadi Tabulka 5.

Tabulka 4: Ptiprava kalibracnich roztoku

Kalibraéni Relativni level Objem (ml)

zaftls (%) ST-II ST-II ss

Blank 0 - - 5,000
K1 1 — 0,100 4,900
K2 2 - 0,200 4,800
K3 10 — 1,000 4,000
K4 25 0,050 - 4,950
K5 50 0,100 - 4,900
K6 120 0,240 - 4,760

Tabulka 5: Koncentrace jednotlivych analytd v kalibra¢nich roztocich

Rel. Koncentrace (ng/ml)

Kal. TMZ
level
roz. (%) Imp | AZA | 5-FU | TMZ | LND | MTX | THT | CYC | CAP | TAM | TES | CHL

A

Blank | ¢ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K1 1 2 5 2 2 0,5 | 0,1 1 05 ] 05 |005] 1 |005
K2 2 4 10 4 4 1,0 | 02 2 1,0 | 1,0 | 010 ] 2 | 0,0

K3 10 | 20 | 50 | 20 | 20 | 50 | 1,0 | 10 | 50 | 50 | 050 | 10 | 0,50
K4 25 50 | 125 | 50 | 50 | 125 ] 25 | 25 | 125|125 | 125 | 25 | 125
K5 50 | 100 | 250 | 100 | 100 | 250 | 50 | 50 | 250 | 250 | 2,50 | 50 | 2,50
K6 | 120 | 240 | 600 | 240 | 240 | 60,0 | 12,0 | 120 | 60,0 | 60,0 | 6,00 | 120 | 6,00
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4.3  Myti povrchi

Z divodu omezeného poctu testovacich povrchl, bylo nutné v pribéhu vyvoje a validace
metody povrchy umyvat, aby je bylo mozné znova pouzit. Proces myti byl postupné

optimalizovan a kone¢ny postup je nasledujici.

Testovaci desticky byly nejprve drhnuty pomoci houbicky a detergentu, poté byly oplachnuty
kohoutkovou vodou a vlozeny na vysku do nadoby. Mezi jednotlivé desky byly vlozeny
perforované poradace, aby se jednotlivé desky nedotykaly a myti bylo co nejucinnéjsi. Timto
zpisobem byla naplnéna celd nddoba. Povrchy byly zality smési MeOH/H2>O/kyselina mravenci
— 50/50/1 v/v/v tak, aby byly celé ponofeny. Nadoba byla vlozena do ultrazvukové 1azné na
dobu 10 minut. Jednotlivé desticky byly nésledné postupné opladchnuty pod kohoutkovou

vodou, vysoce ¢istou vodou (typ II) a metanolem.
4.4  Priprava vzorku

4.4.1 Priprava slepého vzorku

Desticky testovacich povrchl byly stirdny pomoci stérové ty¢inky namocené do smaceciho
roztoku (EtOH). Pfed kazdou zménou stiraciho cyklu byla stérkova tyc¢inka otocena a stér byl
proveden druhou stranou tyCinky (Obrazek 13). Po provedeni stéru byla stérova tyCinka
ponechana pftiblizné 15 minut volné oschnout, pricemz byla chranéna pied ptisobenim svétla.
Nasledné byla vloZena do tmavé konické centrifugacni zkumavky a bylo k ni pfidano 5 ml
extrakéniho rozpoustédla (EtOH/H2O —50/50 v/v). Zkumavky byly uzavieny a nasledné
michany na orbitalni tfepacce v horizontalni poloze po dobu 15 minut pii 400 ot./min. Po
extrakci byl roztok odstfedén pii 4000 g po dobu 5 minut za ucelem odstranéni pevnych ¢astic.

Ciry supernatant byl poté preveden do HPLC vialky.

1. 2, | —— 3.
Rotate Rotate
swab swab
: -

Obrazek 13: Ilustrace stiraci metody
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4.4.2 Spikovani stérkovych ty¢inek

Na stiraci plochu stérové ty¢inky byl pomoci krokovaci pipety nanesen definovany objem
pracovniho roztoku podle schématu, které uvadi Tabulka 6. Po naneseni byla stérova tyCinka
ponechana pfiblizné 15 minut volné oschnout, pficemz byla chranéna pfed ptisobenim svétla.
Extrakce byla provedena stejné jako v ptipadé ptipravy slepého vzorku. Pro kazdou uroven

bylo pfipraveno Sest vzorki. Rovnéz byl pfipraven slepy vzorek nanesenim ¢istého metanolu.

Tabulka 6: Piehled spikovani pro jednotlivé urovné

. . | Relativni level Objem (ul)
Zbytkova uroven o
(%) ST-11 ST-1II
L 2 — 200
100 200 =

4.4.3 Priprava spikovanych povrchi

Spikovani testovanych povrcht (velikost 100 x 100 mm, Obrazek 12) bylo provedeno podle
typu povrchii na jedné nebo obou urovnich: na nizké urovni 2 % (L), respektive vysoké urovni
100 % (H) (Tabulka 7). Povrchy, které i po opakovaném mycim cyklu vykazovaly positivni
slepé vzorky, byly spikovany jen na vysoké trovni 100 % (H).

Pro spikovani byly pouZzity pracovni roztoky ST-III a ST-II, stejné jako pro pfipravu kalibra¢ni
fady. Spikovéani bylo provedeno podle schématu, které uvadi Tabulka 6. Definovany objem
daného zasobniho roztoku byl pomoci krokovaci pipety nanesen rovnomérné na cely testovaci
povrch. Vypousténi bylo nastaveno na nejpomalejsi rychlost. Po naneseni byl povrch ponechan
priblizné 15 minut volné oschnout, pti¢emz byl chranén pted plisobenim svétla. Nasledné byl
povrch setfen pomoci stérové tyCinky namocené do smaceciho roztoku (EtOH). Stirani
a extrakce byla provedena stejné jako v ptipad¢ ptipravy slepého vzorku. Pro kazdou troven

byly pfipraveny tii vzorky daného povrchu.
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Tabulka 7: Pfehled spikovani pro jednotlivé urovné

Zbytkova uroven
L2 %) | H100 %)
Polyvinylchlorid (PVC) 4 |
Nylon (PA)
Polyurethan (PU)
Polykarbonat (PC)
Plexisklo (PMMA)
Anodisovany hlinik 4
Silikon
PETG
PEEK
PTFE 4

Povrch

Chromovana ocel

Polyethylen (HDPE)

Fenolicka pryskyfice
Sklo 4

Lesténa Zula

NN

316 nerezova ocel |

4.5 UHPLC-UV metoda

Optimalizace chromatografické separace byla ¢asteCné provedena na syst¢ému UHPLC-UV,
ktery se skladal z kapalinového chromatografu Vanquish Flex se ¢tyt kandlovym nizkotlakym
gradientovym Cerpacim systémem, ndstfikovym systémem, temperovanym autosamplerem,
termostatem kolony a Ctyf kanalovym UV-Vis detektorem (vSe Thermo Fisher Scientific,

Pragolab s.r.0., Ceska republika).

4.6 UHPLC-MS metoda

Analyzy byly provedeny na syst¢tmu UHPLC-MS, ktery se skladal z kapalinového
chromatografu Vanquish Flex se ¢tyf kandlovym nizkotlakym gradientovym cerpacim
systétmem, nastiikovym systémem, temperovanym autosamplerem, termostatem kolony
a integrovanym divertnim ventilem. Tento chromatograf byl spojen s hmotnostnim
spektrometrem Orbitrap Exploris™ 120, vybavenym iontovym zdrojem OptaMax NG
s moznosti vyhiivané elektrosprejové ionizace (HESI-II) (oboje Thermo Fisher Scientific,

Pragolab s.r.0., Ceska republika). Pro dosaZeni vysoké piesnosti hmoty byla pouzZita (i) externi
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kalibrace pomoci kalibra¢niho roztoku Pierce™ FlexMix™ v intervalu 1x tydné a (ii) interni

kalibrace EASY-IC™ pted kazdym nastiikem.

Analyza vzorkl probihala za chromatograficky podminek, které uvadi Tabulka 8. Hmotnostni
spektrometr byl provozovan v modu paralelniho zaznamu iontovych reakci (PRM). Podrobné

instrumentélni parametry uvadi Tabulka 9a, b, c.

Ovladani syst¢tmu UHPLC-MS, sbér a vyhodnoceni naméfenych dat bylo provedeno pomoci

programu Chromeleon 7.2.10 ES (Thermo Fisher Scientific, Pragolab s.r.o., Ceska republika).

Tabulka 8: Chromatografické parametry pouzité pro UHPLC-MS/MS analyzu

Analyticka kolona ACQUITY HSS T3, 100 x 2.1 mm, 1,8 pm (Waters, Ceské republika)
Predkolona i(;l%[ljlg;{ HSS T3 VanGuard, 5 x 2.1 mm, 1.8 um (Waters, Ceska
Priitok (ml/min) 0.4

Teplota kolony (°C) 40

Teplota autosampleru (°C) 5

Oplach jehly 30 s, MeOH/voda — 50/50 v/v

Doba analyzy trvani gradientového profilu

Nastiik (ul) 1

Mobilni faze A 0,1 % v/v kyselina mravenci ve vodé

Mobilni faze B ACN/voda — 95/5 v/v

Gradientovy program* Cas (min) Mobilni faze A (%) | Mobilni faze B (%)
0,0 95 5
0,1 95 5
5,0 5 95
5,5 5 95
5,6 95 5
10,0 95 5

“ Délka isokratického kroku mutize byt modifikovana tak, aby kompenzovala rozdily v systémovém objemu

jednotlivych LC-MS systémi.
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Tabulka 9a: Parametry hmotnostniho spektrometru pouzité pro UHPLC-MS/MS analyzu

Mod ionizace

H-ESI (positivni/negativni)

Geometrie zdroje

horizontélni pozice: stied
predozadni pozice: 1
hloubka: M-L

Napéti kapilary

¢as (min)/napéti (kV):
0,0/+1,0; 5,1/+2,0; 6,2/+3,5
0,0/-1,5; 0,8/-1,0; 5,1/-3,2

Desolvatacni teplota (°C) 350
Teplota transportni kapilary (°C) | 300
Sheath gas (arb)* 50
Auxiliary gas (arb)* 10
Sweep gas (arb)” 0
RozliSovaci schopnost (FWHM) 30000
Rozsah auto
Izola¢ni okno (m/z) 0,7

Divertni ventil

0,0-9,9 min do zdroje
9,9-10,0 min do odpadu

¢ Ceské ekvivalenty pro oznaceni plynt, které se pouzivaji v iontovém zdroji, nejsou standardizované. Jedna

se o parametry specifické pro danou instrumentaci.
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Tabulka 9b: Parametry hmotnostniho spektrometru pouzité pro UHPLC-MS/MS analyzu

Seoment Prekurzor. | Detekovany
Analyt Polarita gx ion’ ion” Typ iontu“
(min)
m/ m/z

110,0349 Q

TMZ EP Imp A Pozitivni 0.60+0.5 127,0614
127,0614 q
) 110,0360 Q

AZA Negativni 0.72+0.5 243,0735
82,0411 q
) 41,9985 Q

5-FU Negativni 0.92+0.5 129,0106
129,0106 q
138,0410 Q

™Z Pozitivni 1.9240.5 195.0625
195,0625 q
149,0709 Q

LND Pozitivni 3.60£0.5 260,1030
187,0866 q
308,1254 Q

MTX Pozitivni 3.69+0.5 455,1786
134,0600 q
147,0140 Q

THT Pozitivni 4.61£0.5 190,0562
62,9453 q
140,0028 Q

CYC Pozitivni 4.9610.5 261,0321
106,0418 q
) 154,0058 Q

CAP Negativni 5.20+0.5 358,1420
358,1420 q
72,0808 Q

TAM-cit Pozitivni 6.16£0.5 372,2322
372,2322 q
109,0648 Q

TES Pozitivni 6.31£0.5 289,2162
97,0648 q
192,1019 Q

CHL Pozitivni 6.82+0.5 304,0866
168,0575 Q

“ Parametr byl vypoc¢ten programem Chromeleon na zakladé sumarniho vzorce a typu iontu: [M + H]" nebo
[M — H] pro méd pozitivnich iontli nebo negativnich iontu.

b Stopa detekovaného iontu byla extrahovana béhem procesovani dat v programu Chromeleon s toleranci
5 ppm. Tento parametr neni soucasti instrumentalni metody.

¢Q = kvantifika¢ni ion; q = konfirmacni ion
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Tabulka 9c: Parametry hmotnostniho spektrometru pouzité pro UHPLC-MS/MS analyzu

Analyt i frger Max [T
(%)

TMZ EP Imp A 70 12 200 150
AZA 70 45 400 150
5-FU 100 50 200 150
T™Z 60 10 400 150
LND 80 40 200 150
MTX 95 40 400 150
THT 65 50 200 150
CYC 80 45 400 150
CAP 100 30 200 150

TAM-cit 80 30 200 150
TES 100 50 200 150
CHL 70 50 400 150

?Parametr S-lens se tyka nastaveni amplitudy radiofrekvencniho napéti (RF) aplikované na tzv. S-lens.
» Normalizovana HCD kolizni energie.

¢ Automatic Gain Control (AGC) automaticky upravuje dobu akumulace iontu tak, aby pocet iontti odpovidal
nastavenému cili. Zabranuje saturaci analyzatoru.

9 Maximélni cas, po ktery miZze trvat plnéni iontové pasti, pokud neni AGC target dosazen.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace UHPLC-MS metody

5.1.1 Testovaci analyza

Ugelem testovaci analyzy bylo orientaéni zji§téni retenéniho chovéani vybranych analyti. Pii
téchto testech byly pouzity jednotlivé pracovni roztoky o koncentraci 50 pg/ml (AZA, TMZ,
LND, MTX, THT, CYC, CAP, TES).

S ohledem na komplexni slozeni analyzované smési byla jako vychozi separacni strategie
zvolena gradientova eluce v separacnim systému s obracenymi fdzemi s pouZzitim kolony
ACQUITY HSS T3, 100 x 2,1 mm, 1,8 um. Tato kolona je specidlnim typem reverzné-
fazovych C18 kolon a oproti béznym C18 kolonam nabizi lepsi retenci poldrnich latek.
Umoziuje tedy efektivni separaci hydrofilnich i hydrofobnich analytd v jedné metodé. Béhem
celé analyzy byla analyticka kolona chranéna pfedkolonou se stejnou stacionarni fazi (HSS T3

VanGuard, 5 x 2,1 mm, 1,8 pm).

Vzhledem k relativné jednoduchému charakteru vzorkti nebylo riziko slozitych matric
vyznamné; hlavnim divodem pouziti pfedkolony proto byla ochrana systému pied
mechanickymi necistotami obsaZzenymi ve vzorcich. Jako vodna slozka mobilni faze byla pro
gradientovou separaci pouzita 0.1 % v/v kyselina mravenc¢i ve vod€. Tato mobilni faze je plné¢
kompatibilni s LC-MS analyzou a jeji pouziti je zvlasté vyhodné pii analyze bazickych analyti,
protoZe zlepSuje jejich ionizaci. Jako organicky modifikétor byl testovan metanol a acetonitril.
Vychozi gradientovy profil byl nasledujici: ¢as/% organické slozky: 0,0/5-0,1/5-6,0/95—
9,0/95-9,1/5-13,0/5. Prtok mobilni faze byl 0.4 ml/min. Teplota kolony nebyla v rdmci této
studie optimalizovéana; kolona byla temperovana na konstantni teplotu 40 °C. Injekéni objem
1 ul byl zvolen s ohledem na zajiSténi kompatibility mezi pouZitym rozpoustédlem a zvolenymi
chromatografickymi podminkami. K detekci byl vyuzit UV-VIS detektor s laditelnou vinovou
délkou. Pro detekci byly vybrany neselektivni vinové délky — 215 nm a 250 nm.

VétSina pikli v chromatogramu byla identifikovéana a byl jim pfifazen retencni ¢as. Latky CYC
a THT nebylo mozné timto zpiisobem identifikovat, protoze ve vybrané UV oblasti vykazuji

slabou absorbci.

Kvalitativni porovnani obou chromatografickych profili nabizi Obrazek 14 a Obrazek 15.

Z chromatogramil je patrné, Ze pii vlnové délce 215 nm nejsou detekovany THT a CYC, ale
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také signal odpovidajici AZA chybi. Pii vlnové délce 250 nm je jiz pritomnost AZA
detekovatelna. Uvodni experimenty slouzily k posouzeni zakladniho chromatografického
chovani jednotlivych analytii. Nasledna optimalizace separa¢nich podminek jiz probihala za

vyuziti hmotnostné spektrometrické detekce.

o
e Cyclophosamide 50 ug/mL_im01  UV_VIS_1 WVL:215 nm
500 Temozolomide 50 ug/mL._im01 UV VIS 1WVL215 nm
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Obrazek 14: UHPLC-UV chromatogramy (@215 nm a 250 nm) vybranych analytii pfi pouziti
metanolu jako organického modifikatoru

Seznam detekovanych latek — viz Obrazek 11.

Podminky separace — kolona: ACQUITY HSS T3, 100 x 2.1 mm, 1,8 um, pfedkolona: ACQUITY HSS
T3 VanGuard, 5 x 2.1 mm, 1.8 pm, nasttik: 1 pl, teplota kolony: 40 °C, teplota autosampleru: 5 °C,
pratok: 0,4 ml/min, detekce UV 215/250 nm, mobilni faze A: 0,1 % v/v kyselina mraven¢i, mobilni faze
B: metanol, gradientova eluce: ¢as/% organické slozky: 0,0/5-0,1/5-6,0/95-9,0/95-9,1/5-13,0/5.

66
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Obrazek 15: UHPLC-UV chromatogramy (@215 nm a 250 nm) vybranych analytt pfi pouziti smési
ACN/H>0 - 95/5 v/v jako slozky B gradientu

Seznam detekovanych latek — viz Obrazek 11.

Podminky separace — kolona: ACQUITY HSS T3, 100 x 2.1 mm, 1,8 um, pfedkolona: ACQUITY HSS
T3 VanGuard, 5 x 2.1 mm, 1.8 um, nésttik: 1 pl, teplota kolony: 40 °C, teplota autosampleru: 5 °C,
pratok: 0,4 ml/min, detekce UV 215/250 nm, mobilni faze A: 0,1 % v/v kyselina mraven¢i, mobilni faze
B: ACN/H»O — 95/5 v/v, gradientova eluce: ¢as/% organické slozky: 0,0/5-0,1/5-6,0/95-9,0/95-9,1/5—
13,0/5.

5.1.2 Optimalizace gradientu, mobilni faze a celkové doby analyzy

Cilem téchto krokl bylo nalézt vhodnou kombinaci chromatografickych podminek, ktera by
vedla k co nejvyssi odezvé analytii a sou¢asné umoznila zkraceni doby analyzy. Uplné rozdéleni
jednotlivych slozek nebylo prioritou, nebot” byla vyuzita detekce pomoci hmotnostniho
spektrometru s vysokym rozliSenim. Optimalizace byla provadéna v rezimu zaznamu

kompletniho hmotnostniho spektra.
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Uvodni faze optimalizace zahrnovala prodlouZeni faze kondicionace kolony z 3.9 min na
5.9 min z divodu potieby dostate¢ného Casu pro navrat systému na vychozi podminky.
V dalsim kroku bylo pfistoupeno k optimalizaci separacni faze gradientu, které vedlo
k celkovému zkraceni doby analyzy na 10 minut. V nasledujici tabulce (Tabulka 10) jsou

uvedeny vSechny zmény gradientu.

Nejlepsich vysledkl z hlediska odezvy bylo dosazeno pii pouziti acetonitrilu jako organické
slozky mobilni faze. Tyto elu¢ni podminky byly pouzity jako finalni nastaveni pro dalsi
analyzy. Z diivodu robustnosti metody a pfenositelnosti na vysokotlaké binarni systémy nebyl
jako organicka slozka mobilni faze pouzit Cisty acetonitril, ale jeho smés s vodu v poméru

ACN/H20 — 95/5 v/v.

Tabulka 10: Piehled optimalizace gradientu

Pocatecéni gradient Prodlouzeny ¢as kondicionace Finalni gradient
¢as (min) | A (%) B (%) ¢as (min) | A (%) B (%) ¢as (min) | A (%) B (%)
0,0 95 5 0,0 95 5 0,0 95 5
0,1 95 5 0,1 95 5 0,1 95 5
6,0 5 95 6,0 5 95 5,0 5 95
9,0 5 95 9,0 5 95 5,5 5 95
9,1 95 5 9,1 95 5 5,6 95 5
13,0 95 5 15,0 95 5 10,0 95 5

5.1.3 Optimalizace podminek MS detekce

Pro detekci vSech cilovych analyti na stopovych hladinach bylo nezbytné provést optimalizaci
parametri hmotnostniho spektrometru. Tato optimalizace byla realizovana pomoci piimé
infuze standardnich roztokl jednotlivych latek. Kazdy analyt byl ladén individualng. Pro
kazdou latku byl pfipraven roztok o koncentraci 5 pg/ml, ktery byl naplnén do mikrostiikacky
typu Hamilton s objemem 0,5 ml a linearnim ¢erpadlem byl pfivadén ptes kapilaru do slucovaci
T-spojky, kde se misil s mobilni fazi pfed vstupem do ionizacniho zdroje. Rychlost infuze byla
nastavena na 5 ul/min, v piipadé pfili§ vysoké odezvy signalu byla nasledné upravovana
smérem dold. SloZeni mobilni faze bylo upraveno tak, aby pfiblizn¢ odpovidalo sloZeni faze
v okamziku elu¢niho maxima daného analytu. Timto zptsobem bylo mozné 1épe simulovat

podminky realné analyzy.

V pocatecni fazi ladéni bylo v zdznamu kompletniho hmotnostniho spektra sledovano zobrazeni
intenzity prekurzorového iontu, aby bylo mozné vizualné kontrolovat odezvu pii rtiznych

nastavenich. Nasledn€ byly postupné upravovany parametry zdroje s cilem dosdhnout co
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nejvyssi intenzity signalu. Konkrétné se jednalo o pritoky plynid v iontové zdroji (sheath gas,
auxiliary gas, sweep gas), nap¢€ti na kapilare, desolvatacni teplotu a v neposledni fad¢ teplotu
transportni kapilary. Pfistroj Orbitrap Exploris 120 neumoziiuje automatickou optimalizaci
radiofrekvenciho napéti na soustavé prstencovych elektrod (S-lens RF level) pro dany ion.

Tento parametr byl tedy optimalizovan ru¢né iteraénim zplisobem.

Po optimalizaci téchto zakladnich parametrt byla optimalizovana akvizi¢ni metoda — paralelni
zdaznam iontovych reakci. Zvoleny ion prekurzoru byl fragmentovan v kolizni cele pomoci
HCD. Jako kolizni plyn byl pouzit dusik (kvalita 5.0). Kolizni energie byla postupné zvySovana
a pro vybrané hodnoty byly zaznamendny vysledna fragmenta¢ni spektra jednotlivych analytt.
Na zaklad€ ziskanych spekter byly identifikovany vhodné produktové ionty. Optimalizace
kolizni energie probihala kombinaci experimentélnich dat a porovnanim s referenénimi spektry
dostupnymi v online databazi m/zCloud [52]. Porovnanim obou datovych sad byla pro kazdy
prekurzorovy ion stanovena optimalni kolizni energie. Vysledkem optimalizace byl kompletni
pfechodovy set pro jednotlivé analyty, sestavajici z prekurzorového iontu, optimalni kolizni
energie a pfisluSnych produktovych iontl. Navrhy struktur pro sledované produktové ionty
jednotlivych analytd uvadi Tabulka 11a, b, ¢. V ramci této optimalizace byla dale nastavena
také Sitka izolacniho okna pro vybér prekurzorového iontu (isolation window). Optimalni
parametry MS detekce pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v pifiloze A (Tabulka 28
a Tabulka 29).
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Tabulka 11a: Navrzené struktury” produktovych iontti pro studované analyty

Prekurzorovy ion Produktovy ion
Temozolomid EP Imp A
H,NOC H,NOC
)\‘/ NH,
N ~= N =+
N\—-NH \-NH

[M + H]" C4H;N,O" m/z 127,0614

C4H4N3O" m/z 110,0349

5-Azacytidin

N ){\I
o)\\/N

A N

\
/

N

[M = HJ- CgH11N4O5s~ m/z 243,0735

C4HsN3O~ m/z 110,0360

C3HaNs~ m/z 82,0411

5-Fluorouracil

O

|
N

[M —H]~ C4H2FN20O,~ m/z 129,0106

CNO~ m/z 41,9985

Temozolomid
H,NOC
Mo H,NOG
NN v N._ ST
o) N-N-NH

CsHsNsO* m/z 138,0410

Lenalidomid
@] 0 0
N o NH N——+
NH
NH, o NH; NH,

[M + HJ* C43H14N303" m/z 260,1030

CsHgN,O* m/z 149,0709

C11H11N20+ m/z 1 87,0866

“ Struktury produktovych iontli nemusi reprezentovat nejstabilnéjsi rezonan¢ni strukturu.
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Tabulka 11b: Navrzené struktury” produktovych iontl pro studované analyty

Prekurzorovy ion Produktovy ion
Methotrexat
O CO.H
B 2 //O+
NH, N NH,
N H N
N= | = N CO,H N~ | = N
I I I I
H:N™ "N™ N H,N™ "N °N
[M + H]+ ngHnggOs+ m/z 455,1786 C15H14N7O+ m/z 308,1254
+
i
CgHgNO*™ m/z 134,0600
Thiotepa
i W
ON-P-N{] N—P+
I | N
N N P:
JARN JARN +

[M + HJ* CsH13NsPS* m/z 190,0562

C4HgN2PS* m/z 147,0140

PS," m/z 62,9453

Cyklofosfamid
HN._ _O
N’P\\o NH
a— 8 a—" 8 NH
I 2
o] /)
Cl Cl
[M + H]* C7H16CI.N.OP* m/z 261,0321 C4HsCI,N* m/z 140,0028 C4HoCIN* m/z 106,0418
Kapecitabin
o)
HN /&o
0
Ao -
HOw " F
S,
HO I:I/JQO

[M — HI" C1sH»1FN3Os™ m/z 358,1420

CsHFN3O2- m/z 154,0058

“ Struktury produktovych iontli nemusi reprezentovat nejstabilnéjsi rezonanc¢ni strukturu.
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Tabulka 11c: NavrZené struktury” produktovych iontl pro studované analyty.

Prekurzorovy ion Produktovy ion
Tamoxifen
s *
N N
I I
[M + H]* C6H3oNO* m/z 372,2322 C4H1oN* m/z 72,0808
Testosteron
+
a
@) HO
[M + H]* C1gH200," m/z 289,2162 C;HyO* m/z 109,0648 CeHo* m/z 97,0648
Chlorambucil
HOOC
HOOC +
J/ N 1 J/ NH
Cl Cl H&l > Cl
[M + H]+ C14H200|2N02+ m/z 304,0866 C11H14,NC)2+ m/z 192,1019 CgH11C|N+ m/z 168,0575

¢ Struktury produktovych iontli nemusi reprezentovat nejstabilnéjsi rezonanc¢ni strukturu.
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5.2 Optimalizace pripravy vzorku

Aby byla ptiprava vzorkl stérit ploch co nejefektivnéj$i a analyzované latky byly dobie
detekovatelné, bylo nutné provést optimalizaci jednotlivych kroka postupu. Byla provedena
optimalizace extrakéniho rozpoustédla, optimalizace smaceciho roztoku a optimalizace stéru

vzorku.

5.2.1 Optimalizace extrakéniho rozpoustédla

Vybér extrakéniho rozpoustédla byl proveden s ohledem na jeho zdravotni nezavadnost,
kompatibilitu s analyty, vhodnost pro dané chromatografické podminky a rovnéz s piihlédnutim
k aspektiim udrzitelnosti. Na zaklad¢ téchto kritérii byl nasledné testovan etanol a jeho smés
s vodou v poméru EtOH/H20 — 50/50 v/v. Optimalizace extrakéniho rozpoustédla (ES) byla
provedena sledovanim vytéznosti analytii ze stérkové tyCinky. Stérkové ty€inky byly spikované
na koncentraéni hladin€¢ 100 % (H) a po zaschnuti extrahovany do ptislusného rozpoustédla.
Postup piipravy odpovidal postupu popsaného pii ptipravé spikovanych stérkovych tycinek.

Pro kazdé extrakéni rozpoustédlo byly pfipraveny tfi paralelni vzorky.

Na zdkladé vyhodnoceni experimentédlnich dat byla u MTX pozorovdna nizkd extrakcni
vytéznost (pfiblizné 20 %) a vysoka variabilita vysledkt. Byla vyslovena hypotéza, ze i pies
ochranu stérkovych ty€inek pted svétlem dochazi k fotodegradaci MTX. Tato domnénka byla
nasledné potvrzena experimentem, pii kterém byly stérkové ty¢inky vystaveny dennimu svétlu
po dobu 30 min. Analyza extraktii ze svétlem exponovanych ty¢inek prokazala uplny rozklad
MTX, jelikoz tato latka nebyla detekovana v odpovidajicim zdznamu analyzy. Vzhledem
k tomu, Ze laboratorni prostory spolecnosti Advance Labs s.r.0. nejsou technicky vybaveny pro
manipulaci s fotosenzitivnimi latkami (napf. chyb¢jici zatemnéni oken ¢i specidlni osvétleni),
nebylo mozné déle pokracovat v analyze MTX. Na zékladé¢ téchto zjisténi byl MTX ze studie

vyfazen.

Nizkou extrakéni vytéZnost vykazoval také TMZ, jehoZ hydrolyticka nestabilita v neutralnim
a bazickém prostiedi je dobfe zndma. Béhem experimentl bylo zjisténo, Ze k hydrolyze dochéazi
na povrchu stérkové tyCinky rychleji nez v roztoku. Vzhledem k chemické povaze ostatnich
analyti vSak nebylo mozné pouzit smaceci roztok ani extrakéni rozpoustédlo s piidavkem
kyseliny mravenci, kterd by hydrolyzu potlacila. Z téchto divodi byl TMZ ze studie rovnéz

vyfazen.
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Z experimentalnich dat vyplyva, Ze vétSina analyti vykazovala srovnatelnou extrakéni
vytéznost pii pouziti obou extrakénich rozpoustédel, coz je patrné z grafu (Obrazek 16).
U polarnich analyti bylo pozorovano mirné zhorSeni tvaru piku pii separaci v ptipad€ pouziti
etanolu jako extrakéniho rozpoustédla. Na zdkladé téchto informaci byla vybrdna smés

EtOH/H-0 — 50/50 v/v jako vhodné extrak¢ni rozpoustédlo.

120
I X
100 ]; = = T -
80
g 60
)
wn
o}
c
ZE 40
=
20
0
AZA 5-FU LND THT CYc CAP TAM TES CHL
m ES-50% etanol ES-etanol Analyt

Obrazek 16: Graf porovnani extrakéni vytéznosti pro testované extrakéni rozpoustédla

5.2.2 Optimalizace smaceciho roztoku

Vybér smaceciho roztoku byl proveden s ohledem na jeho zdravotni nezavadnost, kompatibilitu
s analyty a rovnéz s piihlédnutim k aspektim udrzitelnosti. Na zaklad¢ téchto kritérii byl
nasledné testovan etanol a jeho smés s vodou v poméru EtOH/H.O —50/50 v/v. Pro
optimalizaci sméceciho roztoku byly zvoleny dva typy povrchovych materialt, a to 316
nerezova ocel a PVC. Nerezova ocel byla vybrana jako zastupce materidli s hladkym povrchem
a PVC jako zastupce pérovitych materidli. Povrch materidlu byl spikovan na koncentracni
hladiné¢ 100 % (H) a po zaschnuti byl aplikovan stér s vyuZitim dvou riznych smacecich
roztokd (SR). Pouzit byl stér typu B (Obrazek 19). Postup ptipravy odpovidal postupu
popsaného pfi ptipravé spikovanych povrchl. Pro kazdy sméceci roztok byly pfipraveny tfi

paralelni vzorky na daném typu povrchu.
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Na zékladé¢ porovnani vysledkii z obou grafti (Obrazek 17 a Obrazek 18) vyplyva, Ze jako

smaceci roztok je vhodnéjsi Cisty etanol.

AZA 5-FU LND THT CcYc CAP TAM TES CHL

Analyt NEREZOVA OCEL
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80
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o
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Vytéznost (%)
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[
o

M SR-etanol [ SR-50% etanol

Obrizek 17: Graf porovnani vytéznosti pro testované smaceci roztoky pro povrch 316 nerezova ocel
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Obrazek 18: Graf porovnani vytéznosti pro testované smaceci roztoky pro povrch PVC
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5.2.3 Optimalizace stéru vzorku

Pro optimalizaci zptisobu stéru vzorku byly vybrany stejné materidly jako v pfedchozich
krocich optimalizace (316 nerezova ocel a PVC). Povrchovy material byl spikovdn na
koncentra¢ni hladin€ 100 % (H) a po zaschnuti byly na kazdy z t€chto povrchi aplikovany tfi
ruzné zpusoby stéru (Obrazek 19) —stér A, B, C. Postup piipravy odpovidal postupu popsaného
pii ptipravé spikovanych povrchl. Pro kazdy typ stéru a dany material byly pfipraveny tfi

paralelni vzorky.

[+#]
A
R
Horizontal Swabbing o Vertical Swabbing
T
> A
> T
. -
. s
w
[ A Yy v 9 Yy ¥
B
B
1. v 3.
Rotate Rotate
swab swab
C
1 i 2.
==y
/

Obrazek 19: Ilustrace riznych stiracich metod testovanych v ramci této prace
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Obrazek 20: Graf porovnani vytéznosti jednotlivych typt stérti na povrchu 316 nerezova ocel
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Obrazek 21: Graf porovnani vytéznosti jednotlivych typt stérti na povrchu PVC
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Na zakladé porovnani ziskanych vysledkt (Obrazek 20 a Obrazek 21) lze konstatovat, ze stér

typu B vykazoval nejvyssi ucinnost jak na hladkém povrchu nerezu, tak na porovitém PVC.

5.3 Validace metody

Po vyvoji UHPLC-MS/MS metody a optimalizaci piipravy vzorku nasledovala validace celé
analytické metody. UCelem validace bylo ovéfeni vhodnosti analytické metody pro

kvantitativni stanoveni cytostatik z povrchil.

Pro zamyslené pouziti metody byly hodnoceny valida¢ni parametry jako je linearita, test

zpusobilosti systému, piesnost, spravnost, selektivita, mez detekce a mez stanovitelnosti.

5.3.1 Test zpiisobilosti systému

V ramci validace metody byl proveden test zpusobilosti systému (SST), cilem toho testu je
ovéieni, ze systém LC-MS vykazuje reprodukovatelnost a stabilitu pro danou analytickou
metodu. SST test byl realizovan pomoci Sesti po sob¢ jdoucich nastfikti kalibra¢niho standardu

na urovni kalibraéniho bodu K35.

Pro vyhodnoceni testu zplsobilosti byly sledovany dva parametry. Jednalo se o relativni
smérodatnou odchylku reten¢niho ¢asu (RSD RT) a relativni smérodatnou odchylku plochy
piku (RSD area). Za vyhovujici podminky byly stanoveny nasledujici akceptacni meze: RSD
retenc¢niho ¢asu < 1,0 % a RSD plochy pikti < 10 %. Tyto limity byly aplikovany na vSechny

validovan¢ analyty.

Vsechny analyty tyto podminky splnily, konkrétni hodnoty RSD pro jednotlivé analyty jsou
uvedeny v pfiloze B (Tabulka 30 az Tabulka 39).

Na zaklad¢ vysledkill je moZné konstatovat, Ze systém vykazuje potfebnou opakovatelnost pro
rutinni pouziti metody a je zpisobily pro kvantitativni stanoveni sledovanych latek v ramci

navrzené LC-MS metody.

5.3.2 Specifita/Selektivita

Specifita/selektivita vyvinuté metody byla hodnocena s cilem spolehlivé identifikovat
a kvantifikovat dand cytostatika bez vlivu interferenci. Selektivita byla ovéfena proméfenim
slepého vzorku, ktery vykazoval nulovy nebo zanedbatelny signal v reten¢nim Case danych
analytt. Jednim z prvkl zajistujici vysokou selektivitu je vyuziti hmotnostniho analyzatoru

s vysokym rozliSenim. Nezbytnym prvkem pro zajisténi selektivity bylo vyuziti konfirmacniho
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iontu pro kazdy analyt, coz souCasné zvysuje spolehlivost jeho identifikace a eliminuje riziko

vzniku fale$né€ pozitivni odezvy.

5.3.3 Spravnost

Spravnost extrak¢niho kroku metody byla provedena na dvou koncentracnich hladinach. Na
koncentraéni hladiné L (2 %) a hladin¢ H (100 %). Pro kazdou koncentra¢ni Groven byly
pfipraveny tifi nezdvislé vzorky spikovanim stérové tyCinky. Hodnoceni spravnosti bylo
provedeno za zadkladé procentudlni vytéznosti (rovnice 1), pro kterou bylo stanoveno

akceptacni kritérium (80—-120) %.

Spravnost (%) = Ccexp =100 (1)

nom

Kde cexp je koncentrace zjiSténd méfenim a cuom je teoretickd (nomindlni) koncentrace, ktera

byla ke vzorku ptidana.

Vysledky vSech méfenich splnila stanovena kritéria, je mozné tedy konstatovat, Ze metoda
extrakce vykazuje dostateCnou miru spravnosti vramci daného rozsahu. Vysledky pro
jednotlivé analyty jsou uvedeny v souhrnnych tabulkach v ptiloze B (Tabulka 30 az

Tabulka 39).

5.3.4 Presnost

Piesnost extrakéniho kroku metody z hlediska opakovatelnosti pfipravy spikované stérové
ty¢inky byla také ovétena na dvou koncentracnich hladinach. Na koncentra¢ni hlading L (2 %)
a hladiné H (100 %), kde kazd4 koncentracni hladina byla pfipravena v Sestici. Pfesnost byl
hodnocena vypoctem relativni smérodatné odchylky (RSD). Pro vyhovujici vysledek bylo
stanoveno kritérium RSD < 20 % pro obé koncentra¢ni urovné. Jak vyplyvéa z vysledkl
uvedenych v tabulkéach v pfiloze B (Tabulka 30 az Tabulka 39), pro vSechny testované analyty

nebylo zvolené kritérium piesnosti prekroceno.

5.3.5 Robustnost

Robustnost metody byla hodnocena jiz v pribéhu vyvoje analytického postupu, a to
prostiednictvim cileného testovani riznych parametrii na vytéznost extrakce. Podle smérnice
ICH Q2 (R2) pro validaci metod je tento pfistup hodnoceni robustnosti mozny, pokud jsou

zmény provedeny systematicky a reprodukovatelné.

79



V ramci hodnoceni robustnosti byly testovany tii klicové parametry: smaceci roztok, extrakéni

roztok a vhodny typ stéru.

5.3.6 Stanoveni meze detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ)

Pti validaci metody byly mez detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) stanoveny v souladu s ICH
Q2 (R2). Mez detekce (LOD) byla stanovena zékladé metody minimalni detekovatelné
koncentrace (MDL). Z divodu pouziti hmotnostniho spektrometru s vysokym rozliSenim
nebylo mozné pro stanoveni hodnoty LOD vyuzit pfistup zalozeny na poméru signalu k Sumu

(S/N), protoze vykazuje nulovou hodnotu signalu ve slepém vzorku.

Metoda MDL vychazi se statistického vyhodnoceni opakovanych méfeni nizké koncentrace

analytu. Vypocet byl proveden podle rovnice 2.
MDL =S5 - tn-1, 1-a=0,99) ()

Kde 7 je hodnota Studentova t-testu pro pfislusny pocet stupni volnosti a hladinu vyznamnosti
99 %. Pro n=6 a a=0,01 je hodnota #=3,365 a Sje smérodatnd odchylka opakovanych
méteni nizké koncentrace. Hodnoty MDL, které reprezentuji LOD, jsou uvedeny v souhrnnych

tabulkach v ptiloze B (Tabulka 30 az Tabulka 39).

Mez kvantifikace (LOQ) byla stanovena na zdkladé¢ experimentalniho ovéfeni metody
v nizkych hladinach. Tento pfistup odpovidd doporu¢enim smérnice ICH Q2 (R2), ktera
umoziuje stanovit LOQ na zaklad¢ dat o spravnosti a piesnosti. Méfeni bylo provedeno na
hladiné ocekavaného limitu kvantifikace. K hodnoceni byla pouzita relativni smérodatna
odchylka (RSD) a procentudlni odchylka nalezené hodnoty od nominalni koncentrace.
Z vysledki vyplyva, ze jako hodnotu LOQ Ize pouZzit koncentraci odpovidajici 2 %

analyzovaného koncentra¢niho rozsahu.

5.3.7 Linearita

Jednim z hodnocenych validac¢nich parametri je linearita metody. Linearita metody byla
hodnocena pro deset cilovych analyti. Pro vSechny analyty byl vyuZit kalibraéni model
zalozeny na linedrni regresi se zahrnutim offsetu a pouzitim vdhového faktoru 1/mnozstvi.
Tento piistup byl zvolen na zéklad€ vyssi variability dat pfi nizkych hladinach a zajistuje tak
potlaceni vlivu rozptylu hodnot na vyssich kalibra¢nich hladinach. Koncentrac¢ni rozsah metody
byl specificky pro kazdy analyt, ale vzdy pokryval rozsah (1-120) % vztaZzeno na hladinu H
(100 %).
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Pro hodnoceni linearity byl vyuZit korelaéni koeficient () a koeficient determinace (R°). Pro
vyhovujici vysledek bylo stanoveno kritérium » > 0,995 a R? > 0,990. Tato kritéria spliiovaly
vSechny analyty, coz potvrzuje dobrou linearni zavislost mezi koncentraci analytu a odezvou
detektoru v daném rozsahu a vhodnosti regresniho modelu. DalSim parametrem pro hodnoceni
modelu byl RSE, ten vyjadiuje relativni smérodatnou chybu regresniho modelu. Pro RSE

nebylo stanoveno kritérium, jedna se doplitkové hodnoceni spolehlivosti kalibracniho modelu.

Parametry hodnotici kalibracni model jednotlivych analytii jsou uvedeny v souhrnnych
tabulkéach v pfiloze B (Tabulka 30 az Tabulka 39), kde je pro kazdy analyt uveden koncentra¢ni
rozsah metody, rovnice kalibracni ptfimky ve tvaru y = kx + q (kje smérnice kalibra¢ni
primky, ¢ je prusecik s osou y, y odpovida odezvé detektoru a x koncentraci standardu v ng/ml)
a dale pak parametry hodnotici model jako je r, R* a RSE. Kalibra¢ni zavislosti pro jednotlivé
analyty jsou uvedeny na v pfiloze C (Obrazek 24 az Obrazek 33). Na zakladé vysledka
uvedenych v tabulkach je mozno konstatovat, Ze navrzeny kalibraéni model spliuje

pozadovana kritéria pro testované analyty.

5.3.8 Stabilita

V ramci validace metody nebyla testovana stabilita analytl v roztoku. Pro zajisténi spravnosti
vysledki byla stabilita feSena organiza¢nimi opatfenimi. Zasobni roztoky analyti byly
uchovavany v mrazéku pfi teploté¢ —15 °C. Tim bylo minimalizovano riziko jejich degradace
v Case. Pracovni standardy byly vzdy pfipravovany Cerstvé a tésné pied analyzou. Tento postup
sniZzuje vliv moZné nestability na vysledky méteni. BEhem analyzy nebyla pozorovana zména

odezvy nebo problémy s opakovatelnosti méteni.

5.3.9 Rozsah metody

Rozsah metody byl stanoven jako rozmezi koncentraci, ve kterém byla prokézana linearita

odezvy, pfesnost a spravnost metody.

Na zéklad¢ vysledkli méfeni byly pro jednotlivé analyty urCeny rozsahy metody, které jsou

uvedeny v souhrnnych tabulkach v ptiloze B (Tabulka 30 az Tabulka 39).

5.4  Vysledky stéri z povrchi materiala

Experimentalné stanovené vytéznosti pro testované analyty a povrchy jsou souhrnné uvedeny

v Tabulce 12 az Tabulce 27. V nich je rovnéz reportovana hodnota LOD specifickd pro dany
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typ materidlu. Pro jeho vypocet byla pouZita instrumentalni hodnota LOD a primérna vytéznost

stéru.

Z porovnani experimentalné stanovenych vytéznosti na raznych testovanych povrsich
a v zavislosti na konkrétnim analytu Ize vysledovat zajimavé trendy (Obrazek 22). U AZA byla
nejnizsi vytéznost zjisténa na lesténé zule (29,9 %), nejvyssi na plexiskle (73,8 %) a primérna

60 %. Celkové AZA vykazuje konzistentni vytéznost, vyjimku ale tvofi jiz zmifiovana leSténa

cvwr

Svwr

(72,3 %) a primérnou 63 %. THT vykazuje nejniZsi vytéZznost z polyuretanu (17,0 %), nejvyssi
z anodisovaného hliniku (71,9 %) a primérnou 44 %. Celkové THT vykazuje konzistentni
vytéznost, vyjimku ale tvoii nékteré¢ plastové materidly: jiz zminovany polyuretan, PTFE

(16,5 %) a silikon (19,0 %). CYC vykazuje nejnizii vytéznost z ledténé zuly (54,2 %), nejvyssi

cwwvr

cvwvr

z lesténé zuly (26,1 %), nejvyssi z plexiskla (82,8 %) a pramérnou 67 %. Celkové TAM-cit
vykazuje konzistentni vytéznost, vyjimku ale tvoii jiz zminovana lesténa zula. TES vykazuje
nejnizsi vytéznost ze silikonu (32.0 %), nejvyssi z polykarbonatu (77,6 %) a praimérnou 68 %.
Celkové TES vykazuje konzistentni vytéznost, vyjimku ale tvofi jiz zmiflovany silikon. CHL
a prumérnou 57 %. Celkové CHL vykazuje konzistentni vytéZznost, vyjimku ale tvoii jiz
zminovana 316 nerezova ocel, lesténd zula (34,0 %) a anodisovany hlinik (36,5 %). Mezi
analyty, které se obecné huife stiraji z povrchi, patii polarni az sttedné polarni analyty: THT, 5-
FU a AZA. Naopak nepolarni analyty, napt. CYC, CAP a TES, vykazuji lepsi spolehlivéji
vytéznost z povrchil. Toto zjisténi mize na prvni pohled plisobit paradoxné ve svétle vysledki
optimalizace smaceciho roztoku. MoZznym vysvétlenim tohoto jevu miize byt kombinace
interakce mezi analytem a povrchem a zaroveil smacivosti smaceciho roztoku. Polarni analyty
mohou s povrchem tvofit vodikové vazby nebo elektrostatické interakce, které jsou ucinnégji
narusovany polarnéj§im smacecim roztokem (EtOH/H20 — 50/50 v/v). Nicméné dulezitou roli
muze sehrat také povrchové napéti/smacivost smaceciho roztoku — Cisty etanol, diky schopnosti
Iépe smacet jak hydrofobni, tak hydrofilni povrhy, mize pusobit jako efektivnéj§i smaceci
roztok nez jeho smés s vodou. Tato kombinace silnéjSi vazby polarnich analyti k povrchu

a vyss§i smacivosti etanolu tak miize ve vysledku vést k lepsi ti¢innosti ¢istého etanolu pfi stirdni.
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Vytéznosti napti¢ analyty se pro povrchy pohybuji v rozmezi (60—75) %. Trochu piekvapivé
bylo zjisténo, ze lesténa zula jednoznacné vykazuje nejnizsi vytéznosti naptic vétSinou analytd
(primérmé 41,7 %). Zula jako hornina je tvofena kiemenem, Zivci a slidou, a ma obecné malou
pfirozenou poréznost. Navic leSténim se jeji povrch jesté vice uzavird. Moznym vysvétlenim
tedy mtize byt ptitomnost mikroskopickych trhlinek na povrchu modelového povrchu. Nejvyssi
vytéznost byla zjisténa pro silikon (pramérmé 66,0 %) s vyjimkou THT (vytéznost 19,0 %),
zbytek vytéZnosti je konzistentné vysoky.

v

Porovnéani hodnot LOD napfi¢ testovanymi povrchy ukazuje, ze vyvinutd metoda vykazuje

nejvyssi citlivost vi¢i TAM-cit (Obrazek 23).
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Obrazek 22: Heatmapa vytéznosti pro jednotlivé analyty napti¢ povrchy
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Obrazek 23: Heatmapa LOD (pg/cm?) pro jednotlivé analyty napti¢ povrchy
Tabulka 12: Vysledky stérii z povrchového materidlu — polyvinylchlorid (PVC)
Analyt
Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL
Vytéznost — L (%) | 54.1 40.3 71.6 49.0 65.5 63.2 92.6 63.5 48.0
RSD (%) 104 14.5 5.6 2.8 5.7 10.0 214 2.9 5.5
Vytéznost — H (%) | 76.5 61.1 72.6 46.2 75.5 78.9 66.5 62.0 56.0
RSD (%) 0.9 13.9 1.6 7.9 2.3 1.0 1.0 6.1 5.8
Prumérna 653 | 507 | 721 | 476 | 705 | 711 | 796 | 628 | 52.0
vytéZnost (%)
LOD (pg/cm?) 86 36 4.0 8.9 4.5 8.7 0.5 26 1.8
Tabulka 13: Vysledky stérii z povrchového materialu — nylon (PA)
Analyt
Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL
Vytéznost — H (%) | 41.5 279 40.2 4.5 54.6 54.6 67.9 52.0 44.5
RSD (%) 17.0 18.6 13.6 132 13.6 13.7 8.6 11.7 14.5
LOD (pg/cm?) 135 66 7.2 9.8 5.8 11 0.6 32 2.0
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Tabulka 14: Vysledky stért z povrchového materidlu — polyuretan (PU)

Analyt
Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL
Vytéznost — H (%) | 71.1 68.1 72.3 17.0 81.3 81.5 67.2 73.7 72.3
RSD (%) 53 6.1 5.8 23.6 4.8 3.6 8.1 5.8 7.4
LOD (pg/cm?) 78 27 4.0 24 3.9 7.6 0.7 23 1.3
Tabulka 15: Vysledky stért z povrchového materidlu — polykarbonat (PC)
Analyt
Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL
Vytéznost — H (%) | 68.4 68.0 69.4 42.8 82.7 84.9 76.9 77.6 73.4
RSD (%) 4.2 2.0 33 19.6 1.2 8.9 2.8 3.7 3.6
LOD (pg/cm?) 82 27 4.2 10 3.8 7.3 0.5 21 1.2
Tabulka 16: Vysledky stér z povrchového materidlu — plexisklo (PMMA)
Analyt
Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL
Vytéznost — H (%) | 73.8 46.2 67.8 41.8 74.5 79.6 82.8 74.5 56.4
RSD (%) 5.8 5.8 4.7 7.3 4.6 4.2 53 43 5.9
LOD (pg/cm?) 76 40 4.3 10 4.2 7.8 0.5 22 1.6
Tabulka 17: Vysledky stérd z povrchového materialu — PETG
Analyt
Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL
Vytéznost — H (%) | 65.5 64.8 63.4 37.5 76.7 72.8 73.2 73.7 76.6
RSD (%) 10.1 12.4 10.5 25.2 7.9 10.3 9.8 9.4 19.6
LOD (pg/cm?) 85 28 4.6 11 4.1 8.5 0.6 22.5 1.2
Tabulka 18: Vysledky stérd z povrchového materialu — PEEK
Analyt
Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL
Vytéznost — H (%) | 60.6 60.3 61.6 40.3 73.1 69.2 69.6 71.3 64.1
RSD (%) 7.8 5.3 6.9 20.8 5.2 4.7 7.1 5.8 5.7
LOD (pg/em?) 92 30 4.7 10 4.3 8.9 0.6 23 1.4
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Tabulka 19: Vysledky stért z povrchového materidlu — PTFE

Analyt
Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL
Vytéznost — L (%) | 57.9 51.3 63.7 16.5 74.7 77.7 78.0 73.3 66.9
RSD (%) 29.8 7.3 1.5 8.5 4.9 4.5 1.7 7.0 3.1
Vytéznost — H (%) | 65.1 64.6 66.1 32.8 73.5 73.6 71.4 72.8 69.4
RSD (%) 3.3 33 4.9 12.6 3.6 5.9 4.6 3.9 4.9
Prumérna 615 | 58.0 | 649 | 247 | 741 | 757 | 747 | 731 | 682
vytéznost (%)
LOD (pg/cm?) 91 31 45 17 4.2 8.2 0.5 23 1.3
Tabulka 20: Vysledky stérl z povrchového materidlu — Polyethylen (HDPE)
Analyt
Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL
Vytéznost — H (%) | 72.1 66.4 71.6 37.9 79.6 79.0 71.2 76.6 70.9
RSD (%) 0.6 3.1 1.4 13.7 2.0 2.1 3.0 0.2 0.5
LOD (pg/cm?) 78 28 4.0 11 3.9 7.8 0.6 22 1.3
Tabulka 21: Vysledky stért z povrchového materidlu — anodisovany hlinik
Analyt
Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL
Vytéznost — L (%) | 49.0 59.4 63.3 75.1 74.8 72.8 75.3 76.4 27.4
RSD (%) 4.6 10.9 5.1 2.3 14.8 28.2 15.0 8.1 8.7
Vytéznost — H (%) | 55.1 73.9 66.1 68.7 74.2 67.4 74.4 77.2 45.6
RSD (%) 6.7 2.3 4.9 4.9 1.2 2.4 2.2 4.3 4.0
Prumérna 521 667 | 673 | 719 | 745 | 701 | 749 | 768 | 365
vytéZnost (%)
LOD (pg/cm?) 107 27 4.3 5.8 4.2 8.8 0.5 22 2.5
Tabulka 22: Vysledky stérti z povrchového materialu — chromovana ocel
Analyt
Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL
Vytéznost — H (%) | 45.6 53.1 58.9 60.5 74.3 62.9 68.6 76.5 52.6
RSD (%) 20.9 10.1 12.1 1.1 4.3 13.8 4.7 4.1 233
LOD (pg/cm?) 123 | 34 4.9 6.9 4.2 9.8 0.6 22 1.7
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Tabulka 23: Vysledky stérl z povrchového materidlu — 316 nerezova ocel

Analyt

Parametry
AZA | S5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL

Vytéznost — L (%) | 59.5 524 553 66.9 64.7 45.0 57.7 69.6 19.0

RSD (%) 57 | 160 | 37 35 7.3 6.5 6.5 9.0 | 262
Vytémost—H (%) | 57.5 | 506 | 536 | 557 | 638 | 409 | 635 | 681 | 322
RSD (%) 38 | 93 157 | 169 | 7.1 169 | 13.1 6.2 14.7
fyr:‘e‘;‘;f;‘ta(o ) 585 | 515 | 545 | 613 | 643 | 430 | 60.6 | 689 | 256

LOD (pg/cm?) 96 36 5.2 6.8 4.9 14 0.7 24 3.6

Tabulka 24: Vysledky stérd z povrchového materidlu — silikon

Analyt

Parametry
AZA | S5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL

Vytéznost — H (%) | 70.9 70.0 70.9 19.0 88.2 86.1 55.4 32.0 65.0

RSD (%) 4.0 3.8 2.6 19.9 5.2 2.8 6.8 11.6 15.0

LOD (pg/cm?) 79 26 4.1 22 3.6 7.2 0.7 52 1.4

Tabulka 25: Vysledky stéri z povrchového materialu — sklo

Analyt

Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL

Vytéznost — L (%) | 66.7 73.0 71.1 66.9 73.0 73.0 58.9 82.7 65.2

RSD (%) 293 | 13.0 | 104 1.1 5.1 13.3 154 | 23.7 3.8
Vytémost—H (%) | 69.6 | 69.0 | 687 | 562 | 673 | 698 | 469 | 695 | 726
RSD (%) 32 | 33 3.9 2.5 4.0 42 20.4 3.5 3.6
f;;‘e‘;‘lf;;‘ta(% ) 682 | 71.0 | 69.9 | 61.6 | 702 | 714 | 529 | 761 | 68.9
LOD (pg/cm?) 84 26 4.1 6.8 45 8.7 0.8 22 1.3

Tabulka 26: Vysledky stérd z povrchového materialu — fenolicka pryskyfice

Analyt

Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL

Vytéznost — H (%) | 52.4 42.1 63.4 55.4 69.2 67.9 68.7 69.1 54.9

RSD (%) 7.3 11.1 5.5 6.6 5.2 5.1 3.2 4.7 1.3

LOD (pg/cm?) 107 43 4.6 7.5 4.5 9.1 0.6 21 1.7

87




Tabulka 27: Vysledky stért z povrchového materidlu — lesténa zula

Analyt
Parametry
AZA | 5-FU LND THT CYC CAP TAM TES CHL
Vytéznost — H (%) | 29.9 36.2 44.1 46.2 54.2 41.7 26.1 60.6 34.0
RSD (%) 4.1 2.0 8.8 8.8 6.0 4.0 14.2 24 14.1
LOD (pg/cm?) 187 51 6.6 9.0 5.8 15 1.5 27 2.7
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6 ZAVER

Tato diplomova prace byla zaméfena na problematiku monitoringu cytostatik ve vyrobnim
a analytickém prostiedi, pficemz hlavnim cilem bylo vyvinout a validovat multirezidualni
analytickou metodu umoziujici stanoveni velmi nizkych koncentraci cytostatik z riznych typt

povrchl.

V teoretické Casti prace byla zpracovana reserSe zaméeiena na charakteristiku cytostatik, jejich
mechanismus ucinku a divody, proc je jejich pfitomnost v pracovnim prostiedi tfeba sledovat.

Soucasti této Casti bylo rovnéz shrnuti dostupnych ptistupt k environmentalnimu monitoringu.

Experimentalni ¢ast se vénovala vyvoji metody pro stanoveni jedenacti vybranych cytostatik
za vyuziti techniky LC-MS. Metoda byla uspésné validovana v souladu s pozadavky ICH
Q2(R2) pro devét z téchto latek. V ramci validace byly hodnoceny kritické parametry jako test
zpisobilosti systému (SST), selektivita, spravnost, ptesnost, linearita, limit detekce (LOD)
a limit kvantifikace (LOQ). Presnost analytické metody byla hodnocena ve formé
opakovatelnosti. Mezilehla preciznost nebyla hodnocena, nebot’ v ramci validace bylo mozné
ovetit pouze variabilitu mezi jednotlivymi dny analyzy, bez moznosti zmény dalSich
relevantnich podminek, napf. pfistroj, analytik. Vzhledem k jednoduchosti ptipravy vzorku
a nizkému riziku variability je tento pfistup povazovan za odpovidajici i€elu metody. Parametr
stability analytu nebyl v rdmci validace hodnocen, jelikoZ nebyl povaZovan za kriticky
vzhledem k zamySlenému pouziti metody. Robustnost metody byla prokazatelné¢ ovétena

v prubehu jejiho vyvoje a byla shledana vyhovujici.

Experimenty byly provadény na Sestnacti typech povrchll s rozdilnou strukturou, zahrnujici
materialy s hladkym 1 poréznim charakterem, které reprezentuji bézné€ se vyskytujici pracovni
a konstrukéni materidly ve vyrobnim a laboratornim prostiedi. Pro kazdy z testovanych analyti
byly stanoveny vytéznosti stéru z jednotlivych povrchil, pficemz byl hodnocen vliv typu
materidlu na efektivitu odbéru. Zaroven byly pro rizné povrchové typy urceny meze detekce,
coz umoznilo posoudit citlivost a pouzitelnost metody v podminkéch odpovidajicich realnému

provozu.

Vysledky této prace potvrzuji, Ze navrzena analytickd metodika pfedstavuje spolehlivy nastroj
pro monitoring povrchové kontaminace cytostatiky ve vyrobnich a laboratornich prostorach

spole¢nosti Advande Labs s.r.o. S ohledem na zvoleny soubor cytostatik je metodika vhodna
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1 pro sledovani kontaminace cytostatiky v jinych prostfedich, napi. ve zdravotnickych
zatizenich. Metodika tak vykazuje vysoky potencidl pro praktické¢ vyuziti jak v ramci

spolecnosti, tak 1 mimo ni.
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PRILOHA A: Optimalizace MS podminek

Tabulka 28: Piehled ladénych MS podminek — AZA, TMZ, LND, MTX, THT, CYC, CAP, TES

AZA TMZ LND MTX
Parameter
Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive | Negative
m/z 245.0876 | 243.0735 195.0625 193.05 260.1029 | 258.0884 | 455.1789 | 453.1645
Intenzity 8.00E+06 | 4.5E+06 9.0E+06 1.8E+05 8.0E+07 2.8E+06 5.5E+07 | 1.4E+07
(\i?)“age 1000 1500 1000 1000 1000 2900 1200 2900
Sheat gas
(arb) 50 50(55) 50 50 50 50 (55) 50 50(45)
Aux gas 10 10 10 10 10 10 10 10
(arb)
Sweep gas
(arb) 0 0 0 0 0 0 0 0
ITT temp. 350
©0) 300 300 300 300 320 300 300 (320)
Vaporizer
tepm. 350 350 350 350 350 350 350 350
(W9)
S-lens RF
level 90 70 60 70 80 90 95 100
()
Resolution
(FWHM) 30000 30000 30000 30000 30000 30000 30000 30000
Isol. Win. 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
MF B (%) 10 % 10 % 30 % 30 %
THT CYC CAP TES
Parameter
Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive | Negative
m/z 190.0562 188.0417 261.032 259.0175 | 360.1565 | 358.1422 | 289.2162 | 258.0884
Intenzita 5.5E+07 7.0E+05 1.5E+08 5.5E+05 1.5E+08 2.0E+08 1.5E+08 -
X,‘;‘tage 1000 - 1000 1000 2000 3200 3500 -
Sheat gas
(arb) 50 - 50 (55) 50 50 50 50(40) -
Aux gas
(arb) 10 - 10 10 10 10 10 -
Sweep gas
(arb) 0 - 0 0 0 0 0 -
(IOTCT) temp- 300 - 300 300 300 300 300 -
Vaporizer
tepm. 350 - 350 350 350 350 350 -
(W9)
S-lens RF
level 65 % - 80 % 90 % 85 % 100 % 100 % -
(%)
Resolution
(FWHM) 30000 - 30000 30000 30000 30000 30000 -
Isol. Win. 0.7 - 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 -
MF B (%) 50 % 50 % 80 % 80 %
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Tabulka 29: Piehled ladénych MS podminek - 5-FU, CHL, TAM

5-FU CHL TAM

Parameter

Positive Negative Positive Negative Positive Negative
m/z 131.0251 129.0106 | 304.0866 | 302.0720 | 372.2322 370.2176
Intenzity 1.0E+06 3.5E+07 3.50E+08 - 2.0E+08 -
Voltage 3500
w) 1000 1000 (1500) - 2000 -
Sheat gas
(arb) 50 50 50 - 50 -
Aux gas
(arb) 10 10 10 - 10 -
Sweep gas
i) 0 0 0 - 0 -
ITT temp.
©C) 300 300 300 - 320 -
Vaporizer
tepm. 350 350 350 - 350 -
(W9)
S-lens RF
level 100 100 70 - 80 -
(%)
Resolution | 3, 30000 30000 - 30000 -
(FWHM)
Isol. Win. 0.7 0.7 0.7 - 0.7 -
MF B (%) 10 % 80 % 80 %

102




PRILOHA B: Vysledky validace

Tabulka 30: Vysledky valida¢nich parametri pro azacytidin

Validaéni vysledky: Azacytidin
Parametr
Test Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
zpiisobilosti | RSD (RT) (%) <1,0% 0.7 Vyhovuje
SYStemu | pop (Area) (%) | <10% 2.6 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 18.4 Vyhovuje
187 0 — 9 98.0 i
Spravnost Vytéznost (%) (80-120) % Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 1 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 104.9 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20% 13.5 Vyhovuje
(1 &Y 0 _ 0 :
Presnost Vytéznost (%) (80-120) % 98,1 Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20% 1,6 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 105.0 Vyhovuje
Vysledek
Mez LOD
detekce
(ng/ml) 0.06
Kalibra¢ni (5-600) ng/ml r: 0,9993
Linearita rozsah metody:
Rovnice: y =12,466x — 31,965 R?: 0,9986
RSE (%) : 13,65
Rozsah (ng/ml): (10-600)
metody (ng/cm?): (0.5-30.0)
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Tabulka 31: Vysledky valida¢nich parametrd pro 5-fluorouracil

Valida¢ni vysledky:

5-Fluorouracil

Parametr
Test Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
zpisobilosti | RSD (RT) (%) <1,0% 0,3 Vyhovuje
systému | pop (Area) (%) <10 % 2,1 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 9 Vyhovuje
Sprivnost Vytéznost (%) (80—120) % 93.2 Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 4.7 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80—120) % 93.1 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 8.4 Vyhovuje
Presnost Vytéznost (%) (80-120) % 93.5 Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 33 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 93.6 Vyhovuje
Vysledek
Mez detekce LOD
(ng/ml) U
Kalibra¢ni rozsah (2-240) ng/ml I 0,9973
Linearita metody:
Rovnice: y =220,428x + 149,504 R% 0,9946
RSE (%) : 19,90
Rozsah (ng/ml): (4-240)
metody (ng/cm?): (0.2-12.0)
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Tabulka 32: Vysledky valida¢nich parametrd pro lenalidomid

Validaéni vysledky: Lenalidomid
Parametr
Test Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
zpisobilosti | RSD (RT) (%) <1,0% 0,1 Vyhovuje
systemu | pSD (Area) (%) <10% 1,0 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 1 Vyhovuje
187 9 — 9 107.8 i
Sprivnost Vytéznost (%) (80—120) % Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 0.7 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80—120) % 109.6 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 1 Vyhovuje
&S ) _ 0 ;
Presnost Vytéznost (%) (80-120) % 107.5 Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 0.7 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 109.5 Vyhovuje
Vysledek
Mez detekce
LOD 0.06
(ng/ml)
Kalibra¢ni rozsah (0,5-60) ng/ml I 0,9998
Linearita metody:
Rovnice: y = 1593,581x + 21,253 R% 0,9995
RSE (%) : 3,65
Rozsah (ng/ml): (1-60)
metody (ng/cm?): (0.05-3.00)
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Tabulka 33: Vysledky valida¢nich parametrd pro methotrexat

Valida¢ni vysledky: Methotrexat
Parametr
Test Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
zpusobilosti RSD (RT) (%) <1,0% 0,1 Vyhovuje
Sy RSD (Area) (% <10 % 2,1 Vyhovuje
Yy i
Vysledek
Mez detekce LOD
0.1
(ng/ml)
Kalibra¢ni rozsah (0,1-12) ng/ml I 0,9997
Linearita metody:
Rovnice: y = 745,513x — 16,027 R%: 0,9993
RSE (%) : 6,68
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Tabulka 34: Vysledky valida¢nich parametri pro thiotepu

Validaéni vysledky: Thiotepa
Parametr
Test Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
zpisobilosti | RSD (RT) (%) <1,0% 0,0 Vyhovuje
SEiC RSD (Area) (%) <10% 1,7 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 2.9 Vyhovuje
187 0 — 0 97.9 i
Spravnost Vytéznost (%) (80—120) % Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 24 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 97.7 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20% 2.2 Vyhovuje
&S ) _ 0 ;
Presnost Vytéznost (%) (80-120) % 97.9 Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20% 2.2 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 96.5 Vyhovuje
Vysledek
Mez detekce
LOD 0.08
(ng/ml)
Kalibra¢ni rozsah (1-120) ng/ml I 0,9996
Linearita metody:
Rovnice: y = 1409,464x — 137,681 R2: 0,9992
RSE (%) : 3,90
Rozsah (ng/ml): (2-120)
metody (ng/cm?): (0.1-6.0)
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Tabulka 35: Vysledky valida¢nich parametrd pro cyklofosfamid

Validaéni vysledky: Cyklofosfamid
Parametr
Test Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
zpisobilosti | RSD (RT) (%) <1,0% 0,0 Vyhovuje
systemu | pSD (Area) (%) <10% 14 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 4.4 Vyhovuje
187 9 — 9 102.2 i
Sprivnost Vytéznost (%) (80—120) % Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 0.6 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 100.2 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 6 Vyhovuje
&S ) _ 0 ;
Presnost Vytéznost (%) (80-120) % 103.8 Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 0.7 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 100.7 Vyhovuje
Vysledek
Mez detekce
LOD 0.06
(ng/ml)
Kalibra¢ni rozsah (0,5-60) ng/ml I 0,9996
Linearita metody:
Rovnice: y = 532,146x + 49,737 R% 0,9992
RSE (%) : 5,74
Rozsah (ng/ml): (1-60)
metody (ng/cm?): (0.05-3.00)
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Tabulka 36: Vysledky valida¢nich parametrd pro kapecitabin

Validaéni vysledky: Capecitabine
Parametr
Test Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
zpisobilosti | RSD (RT) (%) <1,0% 0,0 Vyhovuje
systemu | pSD (Area) (%) <10% 0,9 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 0.8 Vyhovuje
Gt 0 — 0 118.7 i
Sprivnost Vytéznost (%) (80—120) % Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 0.3 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 99.9 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 2.9 Vyhovuje
&S ) _ 0 ;
Presnost Vytéznost (%) (80-120) % 120.4 Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 1.2 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 99.8 Vyhovuje
Vysledek
Mez detekce
“ LOD 0.12
(ng/ml)
Kalibra¢ni rozsah (0,5-60) ng/ml I 0,9997
Linearita metody:
Rovnice: y =758,816x + 1,974 R% 0,9993
RSE (%) : 3,58
Rozsah (ng/ml): (1-60)
metody (ng/cm?): (0.05-3.00)
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Tabulka 37: Vysledky valida¢nich parametrii pro tamoxifen citrat

Valida¢ni vysledky:

Tamoxifen citrat

Parametr
Test Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
zpisobilosti | RSD (RT) (%) <1,0% 0,0 Vyhovuje
systemu | pSD (Area) (%) <10% 14 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 4.7 Vyhovuje
187 0 — 0 95.9 i
Sprivnost Vytéznost (%) (80—120) % Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 1.8 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 97.3 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 4.5 Vyhovuje
&S ) _ 0 ;
Presnost Vytéznost (%) (80—120) % 95.5 Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 1.2 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 97.0 Vyhovuje
Vysledek
Mez detekce
LOD 0.008
(ng/ml)
Kalibra¢ni rozsah (0,05-6) ng/ml I 0,9996
Linearita metody::
Rovnice: y =11388,598x — 1,142 R2: 0,9992
RSE (%) : 4,14
Rozsah (ng/ml): (0,1-6)
metody (ng/cm?): (0.005-0.300)
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Tabulka 38: Vysledky valida¢nich parametrii pro testosteron

Validaéni vysledky: Testosteron
Parametr
Test Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
zpisobilosti | RSD (RT) (%) <1,0% 0,1 Vyhovuje
systému | pop (Area) (%) <10 % 0,8 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 14 Vyhovuje
Sprivnost Vytéznost (%) (80—120) % 96.2 Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 0.8 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80—120) % 99.4 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 2.4 Vyhovuje
Presnost Vytéznost (%) (80-120) % 95.5 Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 0.9 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80—120) % 99.1 Vyhovuje
Vysledek
Mez detekce LOD
(ng/ml) )
Kalibra¢ni rozsah (1-120) ng/ml I 0,9995
Linearita metody::
Rovnice: y =712,888x + 150,444 R% 0,9991
RSE (%) : 5,72
Rozsah (ng/ml): (2-120)
metody (ng/cm?): (0.1-6)
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Tabulka 39: Vysledky valida¢nich parametrd pro chlorambucil

Validaéni vysledky: Chlorambucil
Parametr
Test Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
zpisobilosti | RSD (RT) (%) <1,0% 0,0 Vyhovuje
systemu | pSD (Area) (%) <10% 1,2 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 6.3 Vyhovuje
187 9 — 9 102.5 i
Sprivnost Vytéznost (%) (80—120) % Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 1.1 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 113.4 Vyhovuje
L-2%
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 4.4 Vyhovuje
a7 9 — 9 103.5 i
Presnost Vytéznost (%) (80—120) % Vyhovuje
H-100 %
Parametr testu Kritéria Vysledky Hodnoceni
RSD (Area) (%) <20 % 14 Vyhovuje
Vytéznost (%) (80-120) % 112.2 Vyhovuje
Vysledek
Mez detekce
LOD 0.02
(ng/ml)
Kalibra¢ni rozsah (0,05-6) ng/ml I 0,9995
Linearita metody:
Rovnice: y =2981,748x — 6,256 R% 0,9990
RSE (%) : 7,89
Rozsah (ng/ml): (0,1-6)
metody (ng/cm?): (0.005-0.300)
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PRILOHA C: Kalibraé¢ni pfimky

AZA MS Quantitation

counts*min

8000 -

7000 -
6000 -
5000 -
3
= 4000 -
3000 -
2000 -

1000 -

ng/mL
0 100 200 300 400 500 600 700
Amount

Obrazek 24: Kalibracni zavislost azacytidinu pro koncentracni rozsah (5-600) ng/ml

5-FU MS GQuantitation

counts*min

60000 -

50000 - T
40000
2
£ 30000 |
20000 -

10000

ng/mL

0 50 100 150 200 250 300
Amount

Obrazek 25: Kalibra¢ni zavislost 5-fluorouracilu pro koncentra¢ni rozsah (2—240) ng/ml
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LND ' MS Quantitation
100000 ]

1| counts®min

87500 -

75000

62500

50000

Area

37300 -

25000

12500

ng/mL

I] _l T T T T T T 1
0.0 10.0 20.0 300 40.0 50.0 60.0 70.0
Amount

Obrazek 26:Kalibra¢ni zavislost lenalidomidu pro koncentra¢ni rozsah (0,5-60,0) ng/ml

MTX MS Quantitation

counts®min

10000 -

4730 4

7300

6250

3000

Area

3750 4

2500

1250 |

ng/mL
l]_l T T T T T T g 1

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 100 12.0 14.0
Amount

Obrazek 27: Kalibracni zavislost methotrexatu pro koncentracni rozsah (0,1-12) ng/ml
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THT MS Quantitation

counts®min

200000

175000

150000

125000 -

100000

Area

75000 -

50000

25000

ng/mL

[l _l T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Amount

Obrazek 28: Kalibracni zavislost thiotepy pro koncentra¢ni rozsah (1-120) ng/ml

CYC MS Guantitation

counts*min

40000 -

35000
30000
25000
i
E 20000 -
15000
10000

3000 -

ng/mL

u _I T T T T T T 1
0.0 10.0 200 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0
Amount

Obrazek 29: Kalibra¢ni zavislost cyklofosfamidu pro koncentracni rozsah (0,5-60,0) ng/ml
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CAP MS Gluantitation
50000 -
counts®min
40000
30000
S
=T
20000 |
10000 A
0 ng/mL
0.0 100 2000 300 400 500 ‘600 700
Amount

Obrazek 30: Kalibracni zavislost kapecitabinu pro koncentra¢ni rozsah (2—-240) ng/ml

TAM

MS Quantitation

80000 -

counts*min
70000
60000 -
50000 -

3

E 40000
30000

20000 -

10000 -

ng/mL

oA

0.00

Amount

7.00

Obrazek 31: Kalibra¢ni zavislost tamoxifenu pro koncentra¢ni rozsah (0,05 — 6,00) ng/ml
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TES

MS Quantitation

90000 - -
1| counts®min

73000 -
62500

50000 -

Area

37500 -

25000 -

12500

ng/mL

60
Amount

80

" 100

120

140

Obrazek 32: Kalibracni zavislost testosteronu pro koncentra¢ni rozsah (1-120) ng/ml

CHL
20000 |

MS Guantitation

counts*min

14500

15000 -

12500 -

10000 -

Area

7500 -

3000 4

2500 4

ng/mL

0.00

1.00

2.00

Amount

4.00

5.00

6.00

.00

Obrazek 33: Kalibra¢ni zavislost chlorambucilu pro koncentra¢ni rozsah (0,05 — 6,00) ng/ml
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