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SOUHRN

Prace se zabyvéa zhodnocenim vzdjemnych viivl jednotlivych analytickych krokd na matricové efekty pri vyvoji metody
stanoveni [ékd pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci (HPLC-MS). Matricové
efekty ovliviuif jak kvalitu, tak i kvantitu analyzy a jsou jedny z mnoha pficin chyb v LC-MS. Mechanismd, které je zptisobuif,
je mnoho a ne vSechny lze zcela objasnit. Autofi v Clanku diskutuji o vlivu typu ionizace (elektrosprej, chemicka ionizace za
atmosférického tlaku), zplsobu Upravy vzorku, viivu slozeni mobilni faze a jejich aditiv, zvoleni vhodného vnitfniho standardu
a typu biologického vzorku pfi vyvoji nové metody. Testovani matricovych efektd u HPLC-MS je nezbytné pro Uspésnou
validaci metody.
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SUMMARY

Klapkova E., Urinovska R., Prasa R.: The influence of matrix effects on high performance liquid
chromatography-mass spectrometry methods development and validation

The purpose of the present work was to evaluate the synergistic effecs of analytical procedures on matrix effects during
method development of the drugs determination by high performance liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-
-MS). Matrix effects influence both the quantitative and the qualitative analysis, and they are one from the many errors in LC-
-MS. They are many mechanisms evoking these errors and it is not trivial to clear up all of them. We evaluated the influence
of the optimal ionization type (electrospray ionization, atmospheric pressure chemical ionization), the sample preparation
procedure, the mobile phase composition and the additives, the choice of suitable internal standard, and the type of bio-
logical material during the development of new method. For the successful validation of HPLC-MS method is mandatory to

evaluate the matrix effect parameters.
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Uvod

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemicka
metoda uréovani hmotnosti atomd, molekul a jejich
¢asti po prevedeni na kladné nebo zaporné ionty.
Hmotnostni spektrometr je iontove optické zafizeni,
které ionty vytvori, nebo je emituje do plynného sta-
vu a z plynné smési molekul, jejich nabitych fragmentd
a iontl separuje nabité ¢astice podle jejich efektivnich
hmotnosti m/z. Pro analyzu 1éCiv se nejCastéji pouziva
ionizace elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za
atmosférického tlaku (APCI). APCI je primarné uréena
pro ionizaci nizkomolekuldarnich latek do m/z < 1000.
Mezi hmotnostni analyzatory pouzivané pfi analyze Ié-
Civ patfi trojity kvadrupolovy analyzator, iontova past
nebo priletovy analyzator (TOF), popfipadé jejich kom-
binace [1].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spo-
jeni s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) ma Siroké
uplatnéni v terapeutickém monitorovani 1ékd a jejich
metabolitd (imunosupresiva, inhibitory protedz, psy-
chofarmaka, betablokatory), v analyze dédicnych me-
tabolickych poruch, steroid(l, mastnych kyselin, amino-
kyselin, katecholamind, v toxikologii atd.

U APCI je mozné pouzit pritok v rozmezi 0,1 az
2 ml/min, optimalni citlivosti Ize doséhnout pfi prdtoku
1 ml/min. U ESI je vhodngjsi pouzit pritok v roz-
mezi 10-500 pl/min, kdy optimaini prdtok je okolo
200 pl/min [1].

APCI je vhodné pro méné polarni latky s molekulo-
vou hmotnosti nizsi nez 1000 Da a pro latky obsahu-
jici v molekule heteroatom. Naopak ESI je vhodny pro
stfedné az vysokomolekularni polarni a iontové latky [4].

Metody HPLC-MS - kalibrace,
optimalizace, vlivy matrice

Pred zavedenim nové metody je nejprve nutné defi-
novat cile, kterych je tfeba dosahnout, zda bude prova-
déno stanoveni samotného léku nebo i jeho metabolitu.
Déle navrhnout feSeni problémé spojenych s analyzou,
jako jsou vybér materidlu, ze kterého bude stanoveni
provadéno (plna krev, plazma, sérum, moc, tkan), li-
mitace mnoZstvim vzorku (pediatrické vzorky). V pfipa-
dé HPLC-MS je nezbytné vyhledat fyzikalné-chemické
vlastnosti stanovovanych latek, jejich strukturu a pfi-
tomnost funk&nich skupin, které maiji viiv na vybér ana-
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lytické kolony a mobilni faze, rozpustnost, pKa a stabi-
litu. U vétsiny biologickych vzorkd je predpokladem, ze
musi byt pfed samotnou analyzou néjakym zpUsobem
upraveny. K Upraveé vzorku se nejCastéji pouziva ex-
trakce kapalina-kapalina (LLE) nebo extrakce na tuhou
fazi (SPE) a precipitace proteint [1, 2, 7]. K precipitaci
proteind se pouZiva metanol, acetonitril, siran zineCnaty
nebo jejich kombinace. P¥i precipitaci proteind nedojde
k U¢innému odstranéni soli a lipidd, které mohou byt
jednou z pri¢in matricového efektu. Metanol a aceto-
nitril jsou Ucinna rozpoustédla pfi precipitaci proteind
asi v 98 %, jestlize jsou pouzivany v poméru 2 : 1 nebo
vy88im. Rozpoustédla jako kyselina perchloroctova
a trifluoroctova jsou sice vhodné k precipitaci protei-
n{, ale nedoporucuii se pouzivat u LC/MS v negativnim
modu [2, 4].

Vnitini standard (IS)

V pfipadé, Ze jsou vzorky upravovany extrakci, je
nezbytné pouziti vnitiniho standardu, ktery minimalizu-
je rozdily v Ucinnosti extrakce a ionizace. V sou¢asné
dobé jsou k dispozici tfi druhy IS — strukturni analog
stanovované latky, izotopem znaceny analyt (%0, '°N,
8C, 2H) nebo jind vhodna chemicka latka. Izotopem
znacgeny vnitini standard je nejlepsi volbou, nejlépe
spliuje pozadavky kladené na spolehlivost analyzy. PFi
nedostateCné vytéznosti nedochazi k ovlivnéni vysled-
kd, stejné jako pri koeluci iontd dochazi k rovnomérné
zmeéné u IS i u analytu. Matricové efekty v tomto pfipa-
dé neovliviiuji pomér I1S/analytu, ale nepfiznivé ovliviuji
doIni mez stanovitelnosti.

PP pouziti strukturainé podobné latky jako IS je tre-
ba dbat na pritomnost funk&nich skupin. V pfipade, ze
funkeni skupiny obsahuiji atomy jako O, N, S, P, halo-
geny dochazi ke zméné v rozlozeni naboje dané mole-
kuly a tim i k rozdiliné U¢innosti ionizace. Z tohoto ddvo-
du je doporucovano, aby se strukturalni analog lisil od
plvodni latky pouze vazbami C-H. Pfi analyzach 1ékd
a jejich metabolitd je doporucovano uziti vice IS [7].

Optimalizace parametri méreni

Dalsim krokem pfi zavadéni nové metody je opti-
malizace podminek méfeni. Vybér vhodného iontového
zdroje, kdy ESI je pouzivana zejména pro siing polarni
latky priblizné v 73 %, APCI je pouzivana pro méné po-
larni latky priblizné ve 23 % a pro nepolami latky je po-
uzivana fotoionizace za atmosférického tlaku [6]. Vybér
vhodné mobilni fdze ma vliv na tvorbu iontd, minimali-
zaci tvorby nezadoucich aduktd. Jako mobilni faze se
nejCastéji pouziva metanol/voda, acetonitril/voda nebo
metanol/acetonitril/voda a slabé kyseliny (kyselina oc-
tova nebo mravendi) nebo kyselé pufry (mravencan
amonny, octan amonny). Slabé kyseliny se pfidavaji
do mobilni faze v koncentraci 0,005-0,05 %. Kyselina
mravenci a kyselina octova se doporucuji pro pfipravu
mobilni faze s nizkym pH pfi pouZiti elektrospreje, ky-
selina trifluoroctova pro stanoveni proteind nebo pepti-
dd, ale neni vhodna pro stanoveni v negativnim modu.
Nizké pH mobilni faze podporuje ionizaci analytu s ba-
zickymi funk&nimi skupinami. Kyselinu trifluoroctovou
je mozné také pouzit ke sniZzeni ,chvostovani“ pikd

a spolu s kyselinou propionovou k potladeni matrico-
vého efektu u zasaditych latek. Samoziejmé musi byt
optimalizovany i parametry jako pritok plynu, teplota
analyzy a dalsi [4, 7].

Matricové efekty

Jak jiz bylo v textu nékolikrat zminéno, matricové
efekty maji velky vyznam pfi stanovovani 1€k a jejich
metabolitl za pouziti HPLC-MS. Matricové efekty Ize
definovat jako zmény ucinnosti ionizace zplsobené
pittomnosti latky vychdazejici z kolony spolu s analy-
zovanou latkou. Vznikaji jako vysledek soupefeni mezi
netékavymi slozkami matrice a analytem. Mechanisma,
které zpUsobuiji matricové efekty, je mnoho a ne vSech-
ny jsou zcela objasnény. Rozdily v mechanismech ovliv-
néni ionizace se samoziejme lisi i podle pouzité ionizac-
ni techniky. Pfedpoklada se, ze hlavni pfiCina vychazi
Z principu ionizace. Je dana zménou ve vlastnostech
kapky vznikajici pfi ionizaci, coz zpUsobi pritomnost ne-
tékavych nebo malo tékavych latek, které zméni Ucin-
nost vytvareni kapky nebo jeji vyparovani. Vysledkem
je zména v mnozstvi iontd v plynné fazi, které nakonec
doputuiji do detektoru. Matricovy efekt zahrnuije jak po-
tlaceni, tak zvySeni ionizace. Potlaceni ionizace mUze
zpUsobit zkiizena reakce mezi stanovovanou latkou,
metabolity nebo vnitfnim standardem. Zvyseni ionizace
mUze byt naopak zplsobeno fragmentaci metabolit(
ve zdroji nebo silnou vazbou latky na biologickou matri-
ci. DUsledkem téchto procest je snizeni nebo zvyseni
odezvy. Matricové efekty nejsou predvidatelné. loniza-
ce za atmosférického tlaku (APCI) je vic¢i matricovym
efektlim méné citliva nez elekrosprej [1, 2].

Také nékteré slozky mobilni fdze mohou zpdsobit
matricovy efekt. Mezi tyto slozky patfi kyseliny trifluor-
octova, pridavky smési kyseliny propionové a izopro-
panolu za kolonou, ale také pridani kyseliny octové
a kyseliny propionové k mobilni fazi, ktera obsahuje
kyselinu trifluoroctovou. Vznik matricového efektu mo-
hou zpUsobit i exogenni materidly. Polymery obsazené
v riznych odbérovych plastikovych nadobach nebo
nektera antikoagulancia, napf. heparin litny, ktery se
bézné pouziva. Rozdilny matricovy efekt se mlze obje-
vit jak pfi analyze standardnich vzorkd, tak prfi analyze
bioclogického materialu [2, 3].

Matricové efekty jsou pozorovany u obou typU
ionizace, ale mnohem vice se projevuji u ESI. ESI je
vyznamné ovlivnéna latkami v Sirokém rozsahu jejich
polarit, zatimco APCI je ovliviiovana predevsim hydro-
fobnimi komponentami. Velké rozdily jsou pozorovany
u jednotlivych technik Upravy vzorku. Precipitace pro-
tein acetonitrilem u LC-ESI-MS/MS vykazuje nejvétsi
matricovy efekt s mohutnou supresi, zejména na zaCat-
ku a na konci chromatogramu; diky neselektivni precipi-
taci proteint je tzv. ,precisténi“ biologického materidlu
nedostatecné. Timto zpUsobem se dostatec¢né neod-
strani lipidy, fosfolipidy a mastné kyseliny. Ty mohou
byt pficinou snizeni ionizace u latek, které maiji krat-
ky retencni ¢as. SPE umozniuje mnohem intenzivnéjsi
precisténi biologického vzorku, ale na druhé strané do-
chazi ke zvySeni koncentrace cilového analytu a spolu
s nim i ke zvySeni koncentrace interferuijicich substanci,

Klinicka biochemie a metabolismus 1/2011



¢imz dochazi ve vysledku k pomérné silnému matrico-
vému efektu. Matricové komponenty charakteristické
pro jednotlivé biologické materidly interferuiji v rliznych
Gasech a v rozdiiném rozsahu v prdbéhu analyzy. P
analyze modi se nejvice uplatriuji hydrofobni rezidualni
komponenty, zejména anorganické soli. Analyzou slin
bylo prokazano veétsi mnozstvi interferujicich latek pfi
pouzitl ESI hydrofilni i hydrofobni povahy — aminokyse-
liny, proteiny a mucin [5].

Matricovy efekt mUze ovlivnit jak kvalitu, tak kvantitu.
Bézné se pouzivaji dvé metody hodnoceni matricového
efektu: infuze standardu analyzované latky za kolonou
nebo standardni pfidavek po extrakci. Post-kolonovou
infuzi se zjistuje kvalitativni matricovy efekt. Pfi post-
kolonovém davkovani je na kolonu nastfikovan slepy
vzorek a konstantni mnozstvi analytu je vstrikovano pfimo
do iontového zdroje. VSe probiha za podminek, které
se pouzivaji pfi analyze. Ur&i se oblast chromatogra-
mu, kde mUZe pravdépodobné dochazet k matricovym
efektdm. Tento zplisob Ize pouzit u stanoveni s malym
pocétem analytl nebo u vzork( se stejnou biologickou
matrici. U viceslozkovych metod se pouziva pfimé po-
rovnani. Matricovy efekt je zjiStovan pfimo béhem ana-
lyzy. Méfi se nékolik vzorkl o stejné koncentraci ana-
Iytu a vnitfniho standardu v roztoku bez matrice, slepy
vzorek matrice pouzivané pro pfipravu standardd, ka-
librator( a blank matrice ziskany z rlznych zdrojd. Za
matricovy efekt je povazovano, jestlize rozdil odezvy
v matricich je vétsi nez 25 %. Pokud je nizsi, Ize metodu
pouzit ke kvantifikaci. Standardni pfidavek po extrakci
vzorku slouzi ke kvantitativnimu hodnoceni [2].

K potlaceni matricového efektu mize dojit pouzitim
malych objem( nastfikovanych na kolonu, naredénim
vzorku, vhodnou Upravou vzorku anebo chromatogra-
fickych podminek, pouzitim vnitfniho standardu, popf.
pouzitim metody standardniho pfidavku. Pfi pouzit
vnitiniho standardu se predpoklada, ze bude stejné
ovlivnén matricovym efektem jako analyt.

Matricové efekty jsou jedny z mnoha dllezitych pri-
¢in chyb v LC/MS/MS. Jejich pochopeni je velice dlile-
Zité pro uspésnou validaci [2, 3].

Validace metody

Poté, co byly optimalizovany veskeré podminky
analyzy, mize byt provedena validace metody. Na vali-
daci HPLC-MS metody jsou kladeny nékteré specifické
pozadavky.

Linearita

Linearita musi byt testovana pro vSechny stanovo-
vané léky a jejich metabolity v celém koncentracnim
rozsahu klinickych aplikaci. Kalibracni kfivka by méla
byt sestavena alespori z 6 kalibra¢nich bod0. Jednotli-
vé kalibraéni standardy by mély byt pfipraveny ve stej-
né matrici, jako bude biologicky materidl, ze kterého
bude analyza provadéna. Pouze v nékterych pfipadech
(tkané, ultrafiltrat) je mozné pouzit kalibracni standard,

kalibracni kfivky by mél mit hodnotu dolni meze stano-

vitelnosti (LLOQ). Rovnice regrese, ktera je funkci kali-
braéni zavislosti, nesmi byt v pribéhu analyz ménéna.
Akceptovatelna odchylka pro LLOQ je 20 %, pro ostat-
ni kalibracni standardy 15 % [7].

Bias a presnost
Pravdivost a pfesnost metody je stanovovana ana-

lyzou 5 kontrolnich vzorkd na 5 hladinach v testovaném

rozsahu linearity:

1. kontrolni vzorek by mél mit koncentraci nejnizsiho
nenulového standardu kalibrani kfivky, Cili doIni
mez stanovitelnosti.

2. kontrolni vzorek by mél mit koncentraci nejvy$siho
standardu kalibracni kFivky.

3. kontrolni vzorek (nizka kontrola) by mél mit koncen-
traci rovnou trojnasobku hodnoty dolni meze stano-
vitelnosti.

4. kontrolni vzorek (stfedni kontrola) by mél mit kon-
centraci standardu nachazejiciho se uprostred kali-
braéni kfivky.

5. kontrolni vzorek (vysokd kontrola) by meél mit vy-
sokou koncentraci, ale nizsi nez posledni bod kali-
braéni kfivky.

MU0ze byt pouzivan i 6. kontrolni vzorek o koncen-
traci vy38i nez posledni bod kalibraéni krivky, ktery je
nasledné nafedén na koncentraci v testovaném roz-
sahu linearity. Spravnost i pfesnost ma byt stanovena
i pro vzorky, které jsou limitované objemem (pediatrické
vzorky), a to pfi fedéni 1 : 1 a 1 : 4. Vzorky musi byt
fedény stejnym biologickym materidlem s nulovou hod-
notou analytu, ve kterém budou stanovovany. Opako-
vatelnost je tfeba mérit u 5 vzork( od kazdé kontroly
v jednom dni, reprodukovatelnost u 1 vzorku od kazdé
kontroly v péti nasledujicich dnech. Akceptovatelna od-
chylka na hlading meze stanovitelnosti je 20 %, u ostat-
nich kontrolnich vzork( 15 % [7].

Analyticka selektivita

Schopnost analytické metody spravné a presné
detekovat analyt v pfitomnosti ostatnich interferujicich
latek je ddleZita pravé u LC-MS. Provadi se testovanim
nulovych vzorkd matrice, vzork( obsahujicich standard
bez piitomnosti matrice a kalibracnich vzork( na hladi-
né meze stanovitelnosti. U kazdého vzorku je testova-
na mira interference tim, Zze se stanovi velikost a rozptyl
signall pozadi a vyznamnost téchto signéld vzhledem
k vysledku kalibra¢niho standardu [3, 7].

Stabilita

Stabilita musi byt testovana v pribéhu celého pro-
cesu. Méla by byt testovana stabilita vnitfniho standar-
du, zejména deuterovaného IS, stabilita zasobnich ka-
libracnich roztokd, ale i stabilita matrice. Je zkoumana
stabilita vzork{ pfi skladovani pti -4 °C, -20 °C a -80 °C
a pfi samotné analyze v autosampleru. Dale by méla
byt otestovana stabilita vzorkd pfi opakovaném roz-
mrazovani [7].

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii se vyznaCuje vysokou presnosti, Sirokou
oblasti pouziti, vyraznym zkracenim délky analyzy. Pro
Uspésnou detekci 1€k je nezbytné zvolit nejen vhod-
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nou chromatografickou metodu, ale zejména adekvatni
zpUsob Upravy vzorku. VSechny kroky pfi vyvoji metody
spolu Uzce souvisi a v pribéhu vyvoje musi byt opa-
kované optimalizovany. Mnoho parametrd, které jsou
méreny v pribéhu validace HPLC-MS metody, je stej-
nych jako u jinych analytickych metod, ale u HPLC-MS
je nezbytné pro vyvoj a validaci robustni a spolehlivé
analytické metody testovani vlivu matricovych efekt.

Literatura

1. Hoffmann, E., Stroobant, V. Mass Spectrometry Prin-
ciples nad Aplication. Wiley-Interscience, 3 edition, Chi-
chester, 2007, p. 15-60. ISBN-13: 978-0470033111.

2. Korfmacher, W. A. et al. Using mass spectrometry for
drug metabolism studies, 1%t edition, CRC Press, 2004,
p. 103-129. ISBN-13: 978-0849319631.

3. Eeckhaut, A., Lanckmans, K., Sarre, S., Smolders,
l., Michotte, Y. Validation of biocanalytical LC-MS/MS
assays: evaluation of matrix effects. J. of Chromatogra-
phy B, 2009, 887, p. 2198-2207.

4. BRossi, D. T., Sinz, M. et al. Mass Spectrometry in drug
discovery, 1. edition, CRC Press, 2001, p. 125-142,
171-195. ISBN-13: 978-0824706074.

Dams, R., Huestis, M. A., Lambert, W. E., Murphy,
C. M. Matrix Effect in Bio-Analysis of lllicit Drugs with
LC-MS/MS: Influence of lonization Type, Sample Prepa-
ration, and Biofluid. J. Am. Soc. Mass Spectrom., 2003,
14, p. 1290-1294.

Oliveira, E. J., Watson D. G. Liquid chromatogra-
phy-mass spectrometry in the study of the metabolism
of drugs and other xenobiotics. Biomed Chromatogr.,
2000, 14, s. 351-372.

Taylor, P. J. Method development and optimisation of
LC-MS (Chapter 2). In: Polettini, A., ed. Application of
liquid chromatography-mass spectrometry in toxicology.
London: Pharmaceutical Press, 2006.

Prezentovano na: workshop W121, 2009, IATDMCT,
Montreal, Canada, 4th October, Taylor, P. J., Seger
Ch. Methods development for quantitative HPLC-Tan-
dem mass spectrometry.

Do redakce doslo dne 18. 8. 2010.

Adresa pro korespondenci:

Ing. Eva Klapkova, Ph.D.

Ustav klinické biochemie a patobiochemie
UK 2. LF a FN Motol

V Uvalu 84

150 06 Praha 5-Motol

e-mail: eva.klapkova@email.cz

Klinicka biochemie a metabolismus 1/2011





