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ANOTACIJA

LC-MS/MS metodes izstrade otras izveles prettuberkulozes zalu vielu un to
metabolitu kvantitativai noteikSanai asins plazma. Gukalova B., zinatniska vaditaja Dr.
chem. Grinberga S. Magistra darbs, 52 lappuses, 12 attéli, 11 tabulas, 7 pielikumi, 56
literattiras avoti. LatvieSu valoda.

Darba apkopota literatira par LC-MS/MS pielietoSanas iesp&jam otras izvéles
prettuberkulozes zalu vielu un to metabolitu kvantitativai noteikSanai, raksturotas biologisko
paraugu sagatavoSanas metodes. Darba gaita tika parbauditas dazadas paraugu sagatavoSanas
metodes, veikta hromatografisko un masspektrometrisko apstaklu pielagoSana kvantitativai
prettuberkulozes zalu un to metabolitu noteikSanai asins plazma. Izstradata metode tika
validéta atbilstos§i EMA validacijas vadlinijam.

LEVOFLOKSACINS, LINEZOLIDS, BEDAKVILINS, DELAMANIDS,
METABOLITI, LC-MS/MS.

ABSTRACT

Development of a LC-MS/MS method for quantitative determination of second—
line anti-tuberculosis drugs and their metabolites in blood plasma. Gukalova B.,
supervisor Dr. chem. Grinberga S. Master thesis, 52 pages, 12 figures, 11 tables, 7 appendices,
56 literature references. In Latvian.

The theoretical part of this thesis contains a literature review of biological sample
preparation and methods for quantitative analysis of second-line anti—tuberculosis drugs and
their metabolites by LC-MS/MS. During this study, various sample preparation methods,
chromatographic and mass spectrometric parameters were experimentally tested for
quantitative determination of anti—tuberculosis drugs and their metabolites in blood plasma.
The developed method was validated according to the EMA validation guidelines.

LEVOFLOXACIN, LINEZOLID, BEDAQUILINE, DELAMANID, METABOLITES,
LC-MS/MS.
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IEVADS

Tuberkuloze (TB) musdienas ir aktuala infekcijas slimiba, ko izraisa Mycobacterium

tuberculosis bakterija, ta izplatas ar gaisa pilieniem. Visbiezak sastopama ir plausu
tuberkuloze, bet §1 slimiba var attistities ar1 citas kermena dalas. Apméram 1/3 pasaules
iedzivotaju parnésa So slimibu, bet 10% no tiem paradas simptomi, slimiba attistas un spgj
aplipinat citus. Tuberkulozes epidémija turpinas neraugoties uz pieejamo vakcinu zidainiem
(BCG). ST vakcina ir dalgji efektiva, jo ta pasarga bérnus no vissmagakajam tuberkulozes
formam, kas apdraud bérna dzivibu, bet nepasarga no iesp€jas saslimt ar So slimibu. 2019.
gada ar TB saslima 10 miljoni no pasaules iedzivotajiem un 1,4 miljoni no tiem nomira. TB
epidémijas izbeigsana ir viens no ANO ilgtspgjigas attistibas mérkiem [1].
Prettuberkulozes zales izmanto jau daudzus gadus, bet, lietojot zales nepareizi, tuberkulozes
baktg€rijas paliek nejiitigas pret $STm zalém un rodas multirezistenta tuberkuloze (MR-TB). MR-
TB arst€ izmantojot otras izvéles prettuberkulozes zales (taja skaita levofloksacinu, linezolidu,
bedakvilinu un delamanidu), §1s zales ir dargas, un ir nepieciesama ilga terapija (2 gadi) [2].

Dati par otras izvéles prettuberkulozes zalém un to galveno metabolitu koncentracijam
biologiskajos paraugos izmantojami optimiz&tas un individualizétas zalu devas noteikSanai
tuberkulozes pacientiem arstéSanas gaita.

Magistra darba mérkis bija izstradat LC-MS/MS metodi kvantitativai otras izvéles
prettuberkulozes zalu un to metabolitu noteikSanai asins plazmas paraugos.

Merka sasniegSanai izvirziti $adi darba uzdevumi:

apkopot literatiiru par Skidruma hromatografijas-tandémmasspektrometrijas (LC-MS/MS)

pielietoSanas iespg&jam otras izvéles prettuberkulozes zalu vielu un to metabolitu

petijumiem;

e raksturot biologisko paraugu sagatavoSanas metodes;

e izvertet levofloksacina, linezolida, bedakvilina un delamanida un to metabolitu maisijuma
sadaliSanas iesp€jas, izmantojot hromatografiskas metodes;

e masspektrometrisko parametru noteikSana levofloksacina, linezolida, bedakvilina,
delamanida un to metabolttu LC-MS/MS kvantitativas analizes metodes izstradei;

e veikt izstradatas metodes validaciju atbilsto§i EMA bioanalitisko metozu validacijas

vadlinijam.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Otras izvéeles prettuberkulozes zales

Pasaules veselibas organizacijas (PVO) vadlinijas tuberkulozes arst€Sanai noradits, ka
arst€Sana jauzsak ar cetriem medikamentiem — izoniazidu, rifampicinu, pirazinamidu un
etambutolu. Nepabeidzot arstéSanas kursu, neregulari lietojot zales vai atkartoti saslimstot, var
attistities tuberkulozes bakteriju rezistence pret SIm zalém, un slimibai progres€jot ta kliist
griiti arst€jama vai pat nearst€jama. Baltijas valstis ir visaugstakais risks saslimt ar tuberkulozi
starp Eiropas savienibas valstim. Kops 1998. gada tuberkulozes epidemiologiska situacija
Baltijas valstis ir uzlabojusies (skatit 1.1. att€lu), pateicoties multirezistentas tuberkulozes
arstéSanas iesp&jam [3], tomér joprojam Latvijas epidemiologisko situaciju nevar uzskatit par
labvéligu. Slimibu profilakses un kontroles centra dati liecina, ka 2017. gada tika registréti 483
jauni tuberkulozes gadijumi, 36 multirezistentas tuberkulozes pacienti un 71 pacienta naves

gadijums, kas saistits ar tuberkulozes slimibu.
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1.1. att. Multirezistentas tuberkulozes gadijumi Latvija [4]

Multirezistenta tuberkuloze (MR-TB) ir rezistence pret izoniazidu un rifampicinu ar vai bez
rezistences pret citam pirmas izveles prettuberkulozes zalem. Plasa zalu rezistenta tuberkuloze

(XDR-TB) rodas, ja ir rezistence pret izoniazidu, rifampicinu un fluorhinolona savienojumiem



un kadu no trim otras izvéles injic§jamam zalem (amikacinu, kapreomicinu vai kanamicinu).
Iesp€jama ar1 pilniga rezistence pret prettuberkulozes zalem (TDR-TB). Atklajot pacientus ar
MR-TB vai XDR-TB, ir loti svarigi, lai tuberkulozes arstéSanas metodes atbilstu
starptautiskiem standartiem [5].

Multirezistentas tuberkulozes arst€Sanai izmanto 2. linijas prettuberkulozes zales,
pieméram bedakvilinu, delamanidu, linezolidu levofloksacinu un citas.

Tuberkulozi arst€ ar kombinétu terapiju, jo M. tuberculosis rezistence strauji attistas, ja
arst€Sana izmanto atseviSkas zales. Vairaku zalu terapija ir paredzeta ne tikai, lai noverstu zalu
rezistences rasanos, bet arT lai arsteétu dazadas tuberkulozes bacilu populacijas [6;7]

Pasaules veselibas organizacija ir izveidojusi arst€Sanas shému MR-TB arstésanai, kas
sastav no tris zalu vielu grupam. A grupa ieklauj tris prettuberkulozes zales: levofloksacinu
(vai moksifloksacinu), bedakvilinu un linezolidu. B grupa ieklauj klofaziminu vai cikloserinu.
C grupas zales (taja skaitd delamanidu) izv€las, ja nav iesp&jams pielietot A vai B grupas
prettuberkulozes zales [8].

Personalizéta medicina. Tuberkulozes slimibas attistibas riska faktori (individa
dzivesveids, genétiskie faktori, citas slimibas un vides faktori) ir endogéns process, kuru
nosaka Siinu imiinsist€éma. Rezistentas formas attistiba ir saistita ar suboptimalu antibiotiku
koncentraciju asins plazma, to ietekmé dazadi pacienta riska faktori. Tiek uzskatits, ka 20 — 95
% zalu farmakokinétikas un farmakodinamikas izmainu ir saistitas ar genétiskiem faktoriem,
atkariba no sekvences variantiem génos, kas kode zalu vielas metaboliz€joSos enzimus.
Farmakogen&tikas mérkis ir arstéSanas optimizéSana atbilstosi individa genétiskajai uzbuvei,
tad€jadi nodrosinot maksimalu efektivitati un minimalu toksicitati [9].

Otras izveles prettuberkulozes zales ir toksiskakas neka pirmas izveles zales. Visbiezak
noverotas blakusparadibas ir hematologiskas izmainas, hepatoksicitate, neirotoksicitate un
neiromuskulara blokade. Zinot zalu vielu koncentraciju asins plazma un personaliz&jot zalu
devu pacientiem, ir iespgjams samazinat blakusparadibas. Pieméram, linezolida efektiva deva
ir 600 mg diena, bet citiem pacientiem nepiecieSams palielinat devu Iidz 1200 mg diena, bet
citiem samazinat Iidz 300 mg diena [10].

Terapeitiska zalu kontrole (TDM) ir individuala zalu doz€Sana, vadoties péc zalu
koncentracijas plazma, lai optimiz&tu nepiecieSamo devu [11]. Personalizéta prettuberkulozes
zalu terapijas metode ir nepiecieSama klinisko panakumu uzlaboSanai un rezistences
noversanai. Prioritarajam pacientu grupam (pieméram HIV pozitiviem un diab&ta pacientiem)

ir Tpasi svarigi veikt kontroles zalu vielu koncentracijas meérijjumus asins plazma, lai nepielautu
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multirezistentas tuberkulozes attistibu par plaSu zalu vielu rezistentu tuberkulozi. Jauni
farmakodinamikas dati un informacija par individualam devam pasas pacientu grupas sniegtu
jaunus pielietojumus kliniskaja prakse [12].

Metabolomika ir metabolitu augstas caurlaidibas analize, kas lauj identificeét vielmainas
profilus, kas korele ar slimibas stavokliem vai veiksmigu kimijterapiju. Jebkuras noveérotas
izmainas metaboloma zalu terapijas rezultatd var sniegt informaciju par zalu aktivitati un
selektivitati. Sis metodes ir paradijusas lielu ietekmi uz fenotipu klasifikaciju, fiziologiska
stavokla izpéti, slimibu diagnostiku, zalu devas efektivitati un biomarkieru atklasanu [13].

1.1. tabula ir noraditas otras izvéles prettuberkulozes zalu devas un maksimala

koncentracija plazma.

1.1. tabula
Farmakokinétikas dati izmantojot prettuberkulozes zalu terapiju perorali, tabletes forma
Zales Deva ymax (ug/mL) | Atsauce
. . N
Levofloksacins 750 mg, Vle'nrel%eja deva 93+1,6 [14]
750 mg, ik péc 24h 8,6+1,9
Linezolids 400 mg, Vlegrelfeja deva 8,1+ 1,8 [15]
400 mg, ik pec 24h 11+ 4
. - N
Bedakvilins 450 mg, Vle.nrel_zeja deva 3.8+1,2 [16]
400 mg ik péc 24h 2,8+1,2
Delamanids 100 mg x 2, ik p&c 24h 0,24-0,43 [17]

1.2. Levofloksacins (LFX)

Levofloksacins (1) pieder pie fluorhinolonu grupas antibiotikam. Fluorhinolona (FLQ)
savienojumiem piemit plasa spektra aktivitate pret grampozitivajam, gramnegativajam un
netipiskajam bakterijam, pieméram, mikroplazmu, hlamidijam un legionellam. Darbibas
princips ir baktériju enzimu inhibicija: DNS giraze un DNS topioizomeraze IV. Sie enzimi ir
nepiecieSami bakteriju DNS atdaliSanai, kas noved pie Stnu replikacijas kavéSanas.

Rezistence, kas rastos pret levofloksacinu spontanas mutacijas dél, ir reti sastopama [14;18].



Apkopojot farmakokinétikas datus levofloksacina terapijas izmantoSanai (skatit 1.1.
tabulu), var secinat, kadas ir iespgjamas arstéSanas devas un sasniegtas koncentracijas asins
plazma. Levofloksacina deva ir 750 mg, maksimala zalu vielas koncentracija plazma ir 9 + 3
pug/mL.

Metabolisms. Levofloksacins (1) ir stereokimiski stabils plazma, urina un
nemetaboliz&jas par enantiom&ru D-ofloksacinu. Cilvékos levofloksacins metabolizgjas
ierobezoti un galvenokart tiek izvadits no organisma neizmainita veida ar ekskréciju, aptuveni
87 % no ievaditas devas 48h laika. Ar fécém tika atgiits mazak par 4 % no ievaditas devas 72h
laika. Mazak par 5 % no ievaditas devas tika atgiits ar ekskréciju N-demetillevofloksacina (3)
un levofloksacina N-oksida (2) metabolita forma, kas ir vienigie levofloksacina metaboliti, kas
identificéti cilvekos. Siem metabolitiem ir maznozimiga farmakologiska aktivitate [14].
Petijumos ar virieSu dzimtas rézus pertikiem (Macacus rhesus) [19], pec vienreizgjas oralas
levofloksactna devas sanemsSanas (15 mg/kg), ar plazmu pirmaja stunda tika atgiits 4,50
png/mL levofloksacina un 0,175 pg/mL levofloksacina N-oksida. Ar urinu pirmajas 8h tika
atgiits 54,7 pg/mL levofloksacina, 2,01 pug/mL levofloksacina N-oksida un 1,75 pg/mL
N-demetillevofloksacina. Ar féceém tika atgiits 1,17 pg/mL levofloksacina.

Cilveka organisma levofloksacina (1) metaboliz€Sana par levofloksacina N-oksidu (2)
iesp&jama pateicoties oksideésanas reakcijam, kuras levofloksacina molekula veidojas skabekli
saturodas funkcionalas grupas — levofloksacina N-oksids. Saja reakcija darbojas enzimu
sisttma — mikrosomalas oksigenazes, kas saistas ar Siinu endoplazmatisko tiklu.

Monoksigenazes aktivé molekularo skabekli un tas saistas ar substratu (skatit 1.2. attelu) [19].
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1.2. att. Levofloksacina metabolisms [19]

Levofloksacina degradacija. Andrzej Czyrski publikacija [20] ir aprakstijis
levofloksacina degradacijas eksperimentu. Analizes tika veiktas izmantojot Skidruma
hromatografiju-masspektrometriju (LC-MS) un gazu hromatografiju-masspektrometriju ar
lidojuma laika analizatoru (GC-MS-TOF). Eksperiments pieradija to, ka levoflokscins ir
stabils 0,9 % NaCl un 5 % glikozes Skidumos, kas glabati 84 dienas tumsa vieta vai paklauti
dienas gaismas iedarbibai. Levofloksacins ir nestabils Ringera §kiduma, kas paklauts dienas
gaismas iedarbibai (palikuSais levofloksacina daudzums 86 % péc 84 dienam). Gan LC-MS,
gan GC-MS-TOF apstiprinaja, ka degradacijas produkts ir ar molekulmasu 377 g/mol, ta
atbilst levofloksacina N-oksidam (2). P&c §1 eksperimenta var secinat, ka levofloksacina N-

oksids rodas ne tikai metabolisma cela, bet ar1 sadaloties levofloksactnam.

1.3. Linezolids (LZD)

Linezolids (4) ir oksazolidinona klases antibiotika, tas ir efektivs pret grampozitivajam
baktérijam. Linezolids selektivi inhibé bakteriju proteinu sintézi, saistoties ar baktérijas 23S

rRNS [21].
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Metabolisms. Oksid€joties morfolina gredzenam linezolida molekula, tas tiek
metaboliz€ts par diviem neaktiviem metabolitiem — aminoetoksietikskabi (metabolits A) un
hidroksietilglicinu (metabolits B), kas tiek izvaditi ar urinu (skatit 1.3. att€lu). Lielaka dala
linezolida eliminacija notiek ar urinu, neizmainita zalu forma. Ar urinu tiek atgtts 84 + 3 %,

bet ar fécem 10 £ 3 % linezolida [22;23].

il COOH
OCNQN\_&HY 3 O o \[(
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NADPH
NADP

o a
o g ) ( }

F
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1.3. att. Linezolida (4) metabolisms [21]

Pasaules veselibas organizacija (WHO) iesaka linezolida terapiju papildinat ar 3 Iidz 4 otras
izveles prettuberkulozes zalém multirezistentas tuberkulozes arst€Sanai [24].

Parasti linezolidu lieto kopa ar levofloksacinu (skatit 1.2. tabulu). Linezolida deva
multirezistentas tuberkulozes arstéSana ir 400 mg ik p&€c 24 h, maksimala koncentracija

plazma ir 11 + 4 pg/mL (skatit 1.1. tabulu).
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1.4. Bedakvilins (BDQ)

Bedakvilins (5) ir diarilhinolins, tas darbojas inhibgjot bakteriju ATP sintézi [17; 25].

Metabolisms. Cilvéka organisma ir noveérots bedakvilina I fazes metabolisms.
Bedakvilins tiek metabolizéts aknas ar citohroma P450 (CYP) enzimu 3A4 (skatit 1.4. attelu)
par N-demetilbedakvilinu (6). N-Demetilbedakvilins (D-BDQ) ir aktivs pret M. tuberculosis,
bet apméram 5 reizes mazak neka bedakvilins. Asins plazma D-BDQ koncentracija ir 3 reizes
mazaka neka BDQ. N-Demetilbedakvilins demetiléSanas cela veido N-didemetilbedakvilinu
(7), bet asins plazma ta koncentracija ir daudz mazaka neka D-BDQ un tam ir nieciga
mikrobiologiska aktivitate. Gan N-demetilbedakvilinam, gan N-didemetilbedakvilinam ir
lielaka citotoksicitate un fosfolipofilitate, neka bedakviliam.

Bedakvilins elimingjas galvenokart ar fekalijam, 75 — 85 % bedakvilina un 4 — 7 %
N-demetilbedakvilina metabolita forma. BDQ un D-BDQ saistiSanas ar olbaltumvielam ir >
99 %. Ar urinu izvadas < 0,001 % no peroralas devas 24 h laika. BDQ izdaliSanas pusperiods
(t12) ir no 62 lidz 408 dienam, D-BDQ izdaliSanas pusperiods (ti2) ir no 69 — 407 dienas
(deva: 400 mg 1x diena, 2 nedglas, péc tam 200 mg 3x nedela, 6 nedelas). BDQ un D-BDQ

saistas ar intracelulariem fosfolipidiem, izraisot to uzkrasanos audos [25; 26; 27].

N-demetiléSana
——

N-demetilesana =
N |
CYP3A4 CYP3A4?

1.4. att. Bedakvilina metabolisms [28]
Lietojot bedakvilinu 400 mg ik péc 24 h, maksimala koncentracija plazma ir 4,2 + 1,1
ug/mkL (skatit 1.1. tabulu).

1.5. Delamanids (DLM)

Delamanids (8) ir biciklisks nitroimidazola savienojums, kas inhib& metoksi- un keto-
mikolskabes sintézi, izmantojot F420 koenzima mikobaktériju sisttmu un veidojot slapekla
oksidu. Delamanids ir izoléts no Streptomyces eurocidicus sugas bakterijam. Tas ir

racematisks maisijums, un prettuberkulozes aktivitate piemit R-enantiom&ram [29].
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Delamanida iedarbiba ir noverota gan multirezistentas tuberkulozes, gan plasu zalu rezistentas
tuberkulozes arstéSana. Lietojot delamanidu netiek novérota krusteniska rezistence ar citam
prettuberkulozes zalu vielam. Delamanids ir prozales, ko aktiviz€ nitroreduktaze [30].
Delamanids spécigi saistas ar visiem plazmas proteiniem, >99,5%. leteicama
delamanida deva ir 100 mg divas reizes diena, 8 nedélas. Maksimala delemanida koncentracija
asins plazma ir 0,5 pg/mL (skatit 1.1. tabulu). Elimingjas tiesi ar asins plazmu, pusperiods ir

no 30 Iidz 38 h, tas netiek izvadits ar urtnu [31;32].

Metabolisms. Delamanidu galvenokart metaboliz€ albumins. Identific€tie metaboliti
neuzrada anti-mikobaktériju aktivitati, to maksimala koncentracija asins plazma tiek sasniegta
péc 6 — 10 ned€lam [30]. Metabolisms nav pilniba noskaidrots, bet tiek uzskatits, ka
delamanids metaboliz€jas par primaro metabolitu (DM-6705), péc tam hidrolizes cela ar

CYP3 A4 enzimu metabolizgjas lidz vairakiem citiem metabolitiem (skatit 1.5. att€lu) [33].
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1.5. att. Delamanida metabolisms [34]

1.6. Prettuberkulozes zalu vielu kvantitativas noteik§anas metodes

Arst&jot pacientus ar multirezistento tuberkulozi, tiek lietotas zalu kombinacijas, to

izvele ir atkariga no zalu jutibas testa un pacienta stavokla [35]. Izvertgjot pieejamo literattiru

netika atrasta neviena analizes metode, lai vienlaicigi kvantitativi noteiktu levofloksacinu,

linezolidu, delamanidu, bedakvilinu un to metabolitus.

Skidruma hromatografija tandémmaspektrometrija (LC-MS/MS) tiek izmantota daudzas

laboratorijas mediciniskaja diagnostika, to biezi vien nevar aizstat ar alternativam metodém.
Pasreizgjais metodes ikdienas pielietojums aptver plasu analitu klastu terapeitisko zalu
uzraudziba, endokrinologija, tostarp jaundzimusSo skrininga un toksikologija. LC-MS/MS

metode ieverojami palielina analitisko potencialu farmakodinamikas un farmakokin&tikas

pétijumiem [36].
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Triskarsas kvadrupolu MS (TQMS) sistémas daudzus gadu desmitus ir bijusas “zelta
standarts” sakotn€jo zalu, to metabolitu vai biomarkieru kvantitativai noteikSanai, pateicoties
to izcilajai selektivitatei izveletaja reakciju monitoringa (SRM) vai multireakciju monitoringa
(MRM) rezima [37].

Salidzinot ar citam analizes metodém LC-MS/MS piedava augstaku jutibu, vienlaikus analizes
veikSanai nepiecieSam mazs parauga daudzums (10-50 pL plazmas) [38].

Lielakajai dalai mazu molekulu zalu kvantitativas noteikSanas metozu izstradei LC-
MS/MS ir viens no spécigakajiem analitiskas kimijas instrumentiem. Visizplatitakie
jonizacijas rezimu veidi ir elektrosmidzinaSanas jonizacija (ESI); atmosferas spiediena
kimiska jonizacija (APCI) un atmosféras spiediena fotojonizacija (APPI). ESI ir labak
piemérota lielakas molekulmasas un polariem savienojumiem, savukart APCI ir vislabak
piemérota savienojumiem ar zemu vai vid€ju polaritati ar ierobezotu augs§€jo masas diapazonu
(m/z <1000 Da) [39].

Levofloksacina, linezolida, bedakvilina un delamanida kvantitativai analizei visbiezak
izmanto hromatografiskas metodes: RP-HPLC, UPLC un LC-MS/MS. 1.2. tabula ir apkopotas
LC-MS/MS pielietoSanas iesp&jas otras izvéles prettuberkulozes zalu vielu un to metabolitu
kvantitativai noteikSanai.

Levofloksacina, linezolida, bedakvilina un delamanida noteikSanai ar LC-MS/MS,
kustiga faze sastav no tidens vai Gidens buferSkiduma un organiska skidinataja. Parasti par
buferSkidumu izmanto amonija formiatu, acetatu vai bikarbonatu. Papildus var pievienot
trifluoretikskabi (TFA), kas ir jonu para reagents, ko pievieno tdenim, lai uzlabotu
hromatografiskas joslas formu. Ta saturs nedrikst parsniegt 1 % [11]. Udens fazei pievieno
skudrskabi labakai jonizacijai. Parasti par organisko skidinataju izmanto acetonitrilu (ACN)
vai metanolu (MeOH). Izokratiskaja rezZima organiska skidinataja saturs ir 15-20 %.
Levofloksacina, delamanida, linezolida un bedakvilina noteikSanai ar apgrieztas fazes HPLC
visbiezak izmanto C18 kolonnu, bet var izmantot ar1 C4 vai T3 kolonnu (skatit 1.2. tabulu).

Izvertejot pieejamo literatiru tika secinats, ka ir izstradatas LC-MS/MS metodes, lai
kvantitativi noteiktu linezolidu kopa ar levofloksacinu, bedakvilinu kopa delamanidu, ka ar1
levofloksactnu ar N-demetillevofloksacinu un bedakvilinu ar N-demetilbedakvilinu (skatit 1.2.

tabulu), bet nav nevienas LC-MS/MS metodes, lai analizétu visus $os savienojumus kopa.
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1.7. Biologiska parauga nemsana un sagatavoSanas metodes

lerobezota paraugu nemsana ir stratégija, kura tiek izveleti optimalie laika punkti,
samazinot paraugu skaitu, parasti pietieck ar 2-3 paraugiem, lai noveértétu zalu vielas
efektivitati. Optimalie paraugu nemsSanas laiki tiek aprékinati izmantojot farmakokinétikas
(PK) modelus un Montekarlo simulacijas. Izmantojot So metodi tiek samazinats invazivais
risks un paraugu skaits tiek samazinats 11dz minimumam, tadgjadi samazinot izmaksas un
patéréto laiku. Alsultan ar kolégiem (2015) eksperimenta pieradija, ka samazinats paraugu
daudzums, veicot levofloksacina analizi tikai 1h un 6h péc devas ievadiSanas, ir pietickams, lai
noteiktu AUC (laukums zem PK Iiknes) [40].

Farmakokinétika (PK) apraksta, kas notiek ar zalém organisma. Parasti zales absorbgjas
(A) sistematiskaja cirkulacija pec iekskigas lietoSanas, péc tam tiek izplatitas (D) pa visu
kermeni, ieskaitot TB infekcijas vietas. Péc metabolisma (M) (galvenokart aknas), zales tiek
izvaditas (E) (galvenokart caur nierém). So parametru integraciju rada PK modelis, kas
apraksta Sos procesus (ADME). Farmakokiné&tikas modelus ietekmé ne tikai zalu fizikalas un
kimiskas 1pasibas, bet arl pacienta individualas ipasibas. PK mainigums ir labi zinama
probléma, kas ietekmé zalu iedarbibu un lidz ar to ari tuberkulozes arstéSanas panakumus.
[40].

Farmakodinamika (PD) apraksta zalu ietekmi uz Mycobacterium tuberculosis, to
raksturo terapeitiskais diapazons, kura tuberkulozes zalem ir augsta efektivitate un zema
toksicitate.

Pasreiz€ja prettuberkulozes arst€Sana ir balstita uz vienadas devas izsniegSanu visiem
pacientiem noteiktd vecuma grupa. Tomer ir pacienti, kam ADMES 1ipaSibas ir atSkirigas un
nepietieckamas zalu devas gadijuma rodas rezistence, bet parak lielas zalu devas gadijjuma —
toksicitate. [40].

Sobrid starptautiskas vadlinijas nenosaka nepiecieSsamibu izmantot terapeitisko zalu
kontroli. Pasaules veselibas organizacija iesaka lietot zalu jutibas testus. Sie testi tiek veikti
tikai pirmas linijas zalém un izvertgjot tikai ar rifampicina iesp&jamo rezistenci saistitas
mutacijas. Tas ir 1&ts un atrs diagnostikas veids, bet nesniedz informaciju par alternativam
iesp&jam un efektivu arstéSanas rezimu. [40].

Zalu vielu farmakokingtikas un farmakodinamikas izverteéSanai ir svariga pareiza

paraugu nemsana, sagatavosana un uzglabasana. Asins paraugus parasti savac mégengs, kuras
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ir antikoagulants un péc tam uzglaba istabas temperatiira, ledusskapi vai sasaldg.
Antikoagulanta un paraugu uzglabasanas apstakli ir jaizvélas atbilstos$i analiz€jamo vielu
ipaSibam, lai var€tu pareizi noveértét zalu vielu un to metabolitu koncentraciju parauga.
Paraugu sagatavoSanas un uzglabasanas apstakli tiek izveleti izstradajot analitisko metodi.
Etilendiamintertraetikskabe (EDTA), heparins un trinatrija citrats (TSC) ir visbiezak
izmantotie antikoagulanti.

Yahdiana Harahap veica pétijumu [41], salidzinot EDTA, heparina un TSC
antikoagulanta ietekmi uz levofloksacina kvantitativu noteikSanu cilvéka asins plazma ar
HPLC fotodiodes matricas detektoru. Pe&tijuma ietvaros tika secinats, ka izmantotie
antikoagulanti neietekmé& metodes pareizibu vai precizitati gan vienas s€rijas, gan starp-sériju
ietvaros. Antikoagulants neietekmé levofloksacina istermina, ilgtermina vai sasaldéSanas-
atkaus€Sanas stabilitati asins plazma. Salidzinot levofloksacina hromatografiskas joslu
laukumus dazadu antikoagulantu asins plazma, tika secinats, ka vismazakie joslas laukumi bija
izmantojot citrata antikoagulantu, bet vislielakie EDTA un heparina antikoagulantam.

Linezolida, bedakvilina un delamanida kvantitativai noteikSanai asins plazma visbiezak

izmanto heparina vai EDTA antikoagulantu.
Sauso asins pilienu (DBS) metodei nepiecieSams viens piliens asins parauga, kas savakts uz
speciala filtrpapira un izzavéts gaisa. Veicot analizi, filtrpapira aplis, uz kura ir asins paraugs,
tiek iznemts, izSkidinats skidinataja un analizéts. DBS metode ir [&ta, vienkarsa, paraugi ir erti
uzglabajami un transportéjami, nepiecieSams mazs parauga tilpums un samazinats biologiskais
bistamibas risks [40]. Lee, Kyunghoon un kolégi [42] salidzinaja izzavéta asins piliena (DBS)
paraugu sagatavosanas metodi ar plazmas metodi. Levofloksacina LOQ vértiba bija 0,5 pg/mL
DBS metodei un 1,0ug/mL plazmas metodei. Linezolida LOQ vértibas bija 1,0 pg/mL DBS
metodei un 0,5 pg/mL plazmas metodei.

Visam iepriek§ min€tajam metodém ir nepiecieSama pareiza paraugu sagatavosana
kvantitativai analizei. Proteinu izgulsnéSanu parasti veic ar ACN, MeOH vai to maisijumiem
(skatit 1.2. tabulu). Lai uzlabotu metodes jutibu, izgulsnéSanas skidumiem visbiezak pievieno
0,1 % FA.

Lai attiritu paraugu un iekoncentrétu vielu, savienojumus var ekstrah&t no plazmas izmantojot
cietfazes ekstrakciju (SPE). Lai SPE butu efektiva, ir jaizvélas savienojumam atbilstoSas SPE
kolonnas, atkariba no vielas kimiskajam un fizikalajam tpasibam. Andrew Ebers un kolégi
[11] levofloksacina cietfazes ekstrakcijai izmantoja Oasis HLB kolonnas, kuru stacionara faze

ir universala. Tas ir apgrieztas fazes tideni saistos$s polimérs, kam piemit hidrofilas-lipofilas
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1pasibas. Polimeérs ir piemé&rots gan skabiem, gan neitraliem, gan baziskiem analitiem, jo tas ir
stabils plasa pH diapazona (no pHO Iidz pH14) [43]. Kursa darba “Otras izvéles
prettuberkulozes zalu vielu un to metabolitu kvantitativa noteikSana asins plazma ar LC-
MS/MS metodi” tika secinats, ka SPE Oasis HLB kolonnas nav piemérotas, lai iekoncentrétu

un uzlabotu metodes jutibu visam izvéletajam prettuberkulozes zalu vielam [44].
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Levofloksacina (LFX), linezolida (LZD), bedakvilina (BDQ) un delamanida (DL.M) kvantitativas noteik§anas metodes,

izmantojot LC-MS/MS

1.2. tabula

Zales Matrica Kolonna Kustiga faze Paraugu sagatavosana LOQ, ug/mL | Atsauce
LEX HSS T3 A: 10 mM amonija formiats; Ekstrakcija ar paskabinatu MeOH 1,0 [45]
LZD Serums (50 x 2.1 mm, 1.8 mm) B: ACNar 0,1% FA un neitralizacija ar NaOH 0,5
LFX HSS T3 A: 10 mM amonija formiats ar 0,1% FA; izzavéti asins pilieni (DBS) + 0.5 [42]
LZD Asinis (50 x 2.1 mm, 1.8 mm) B: ACN ar 0,1 % FA 50 % MeOH 1,0
LFX A: amonija acetats 5,0 g/L, etikskabe 0,1
35mL/L, TFA 2 mL/L; [46]
D-LFX | Plazma Nav noradits B: Gdens, C: ACN MeOH 0,1
C4 A: Tdens ar 0,05 % FA;
LFX Plazma (250 mm x 4.6 mm, 5 um) B: MeOH MeOH 0,02 [47]
LFX C18 A: udens ar 0,1% FA; 1) ACN 0,2 (35]
LZD | Plazma (150 x 2.0 mm, 3 pm) B: ACN ar 0,1% FA 2) iidens ar 0,1% FA 0,4
Cl18 A: tdens ar 0,1% FA; [48]
LZD Serums (150 x 4.6 mm, 3.5 um) B: ACN ar 0,1% FA ACN 0,1
BDQ A: Amonija acetats 5,0 g/L, etikskabe 0,05
C18 15mL/L, TFA 2 mL/L; [49]
D-BDQ | Serums (50 x 2.1 mm, 3 pm) B: ACN; C: H,O MeOH - ACN (160:840, v/v) 0,05
A: 5 mM Amonija bikarbonats ar 0,2%
C18 NH4OH; 1) 50 % MeOH, [50]
DLM Plazma (50 x 2.1 mm, 1,7 um) B: MeOH ar 0,2% NH.OH 2) MeOH 0,001
DLM Izokratiskais rezims: 10 mM amonija 0,01
C18 acetats (0,25% etikskabe, 0,02% TFA ) SPE, iztvaicgts paraugs tika [51]
BDQ Plazma (150 x 4.6 mm, 2.7 pm) un ACN (20:80, v/v) izS§kidinats kustigaja faze. 0,01
BD ) . o L SPE, iztvaicgts paraugs tika 0,02
< C18 A lOmMBarl\r/llor(llefI ace(;tasti/. I\I;I[iOH (1:1); iz8kidinats 0,1% citronskabes [52]
D-BDQ | Plazma (50 x 2.1 mm, 5 um) cH arv,o MeOH gkiduma + fidens 0,05
Izokratiskais rezims: A: 5 mM amonija
C18 formiats ar 0,1% FA,;
BDQ Plazma (100 x 2,1 mm, 3.5um) B: Metanols (15:85, v/v) ACN 0,1 [53]




2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Izmantotas vielas un reagenti

e | evofloksacins, >98 % (Sigma—Aldrich);

e N-Demetillevofloksacins, >98 % (Cayman Chemical);

¢ [evofloksacina N-oksids, >98 % (Carbosynth);

e Linezolids, >98 % (Carbosynth);

¢ Bedakvilins, >97 % (Carbosynth);

e N-Demetilbedakvilins (Clearsynth)

e Delamanids, >98 % (Carbosynth);

e Varfarins, 97,2 % (Sigma—Aldrich);

e Rezerpins, >99,0 % (Sigma—Aldrich);

¢ Dimetilsulfoksids, >99,7 %, (Honeywell, Sigma—Aldrich);

e Acetonitrils, >99.9 %, (Supelco, Sigma—Aldrich);

e Metanols, >99.8 % (Supelco, Sigma—Aldrich);

e Skudrskabe, >98 % (Honeywell, Sigma—Aldrich);

e Dejonizéts idens (Millipore MilliQ-plus);

e Cilveka asins plazma (antikoagulants EDTA, Innovative Research, Inc.), izmantoja metodes
izstradei.

e Cilvéka asins plazma (Nacionala biobanka — Valsts iedzivotaju genoma datubaze [54],

atzinums Nr.01-29.1.2/1736), izmantoja LC-MS/MS validacijas procesa

2.2. Iekartas un aparatura

e Skidruma hromatografs, Acquity UPLC H—class, Waters;

e Kolonna #1: Acquity UPLC BEH C18 50 mmx2,1 mm; 1,7 um (Waters),

e Kolonna #2: Acquity UPLC CSH C18 100 mmx2,1 mm; 1,7 um (Waters),

e Kolonna #3: Acquity UPLC BEH C8 75 mmx2,1 mm; 1,7 um (Waters);

e Tandémmasspektrometrs, XEVO TQ-S, Waters, ar ZSpray elektroizsmidzinaSanas
jonizaciju (ESI);
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1))
2)
3)
4)
5)
6)

Vadibas un datu apstrades programmas, MassLynx 4.1 un TargetLynx, Waters;

Analitiskie svari (= 0,1 mg un + 0,01 mg), Sartorius,

Magnétiskais maisitajs (IKA);

Centrifiiga IEC Multi, Thermo;

Centrifuga, 1-14K (Sigma);

Automatiskas mikropipetes ar mainamu tilpumu (1-10 pL, 10-100 pL, 30-300 puL, 100-
1000 uL), Thermo,

Ependorfa mégenes, 1,5 mL;

Hromatografijas pudelites, 1,5 mL.

2.3. Skidruma hromatografijas- tandemmasspektrometrijas parametri.

Hromatogrifiskie parametri
Kolonna: Acquity UPLC BEH C18 50 mmx2,1 mm; 1,7 um (Waters);
Pliismas atrums: 0,4 mL/min,;
Injekcijas tilpums: 1 pL;
Kolonnas termostata temperatiira: 40 °C;
Autosamplera temperatira: 4 °C;
Analizes laiks: 7 min
Kustigas fazes sastavs: A — 0,1 % FA tidens skidums; B — ACN;
Kustigas fazes gradienta reZims:
Omin A—95%; B -5 %;
0,5min A—95%; B -5 %;
4,0 min A—2 %; B — 98 %;
5,5min A -2 %; B —98 %;
6,0 min A — 95 %; B— 5 %;
7,0 min A—95%; B -5 %.

Masspektrometrijas parametri
Pozitiva elektroizsmidzinasanas jonizacija (ESI+);
Kapilara spriegums: 3,0 kV;
Jonu avota temperatiira: 140 °C;
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e Desolvacijas gazes (N2) temperatiira: 600 °C, pliisma 1000 L/h;

e Kolizijas (sadursmju) gaze: argons;

e Konusa gazes (N2) plisma: 200 L/h.

MS/MS jonu pareju izveide. Katras analiz€jamas vielas MS/MS parametrus (skatit 2.1.

tabulu) noteica, izmantojot tieSo injekciju masspektrometra jonu avota. Analiz€jamas vielas

jonu pareju noteikSanai izmantoja standartSskidumus ar koncentraciju y = 0,4 ng/mL.

2.1. tabula
MS/MS jonu parejas
Analizéjama | Molmasa, | Jonizacijas | Prekursorjons, | Fragmentjons, Konusa Kolizijas
viela g/mol polaritate m/z m/z spriegums, | energija,
\Y eV
LFX 361 ESI+ 362 261 30 25
D-LFX 347 ESI+ 348 304 30 15
N-LFX 377 ESI+ 378 317 30 18
LZD 337 ESI+ 338 296 30 15
BDQ 554 ESI+ 555 58 30 20
D-BDQ 540 ESI+ 541 480 30 15
DLM 534 ESI+ 535 352 30 20
IS 308 ESI+ 309 163 12 15
(Varfarins) 251
IS 608 ESI+ 609 195 80 36
(Rezerpins)

2.4. Skidumu sagatavo$ana

Kustigas fazes pagatavo$ana. 0,1 % skudrskabes skidumu tdeni pagatavoja 1,0 L

dejonizéta tidens izskidinot 1,0 mL koncentr&tas skudrskabes. legiito Skidumu samaisija. 0,1 %

skudrskabes Skidumu acetonitrila (ACN) pagatavoja 1,0 L ACN iz8kidinot 1,0 mL

koncentrétas skudrskabes. Iegtito Skidumu samaisija.

StandartSkidumu pagatavoSana. Hromatografijas pudelité uz analitiskajiem svariem

iesvera precizu iesvaru standartvielas un pievienoja nepiecieSsamo dimetilsulfoksida (DMSO)

daudzumu, lai iegiitu Skiduma koncentraciju ~5 mg/mL (precizas koncentracijas paraditas 2.2.

tabula). legiito Skidumu samaisija. Darba Skidums tika pagatavots atSkaidot dimetilsulfoksida

Skidumu koncentratus 15 reizes ar dimetilsulfoksida. Lai ieglitu zemako kvalitates kontroles

paraugu (LQC), darba skidums tika atSkaidits 50 reizes ar DMSO (skatit 2.2. tabulu).
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2.2. tabula

Analizéjamo vielu darba Skidumu pagatavosana

LFX [ LZD | D-LFX | BDQ | D-BDQ | DLM | LFX-N
StandartSkidums, pg/mL [ 4980 | 4900 4900 5000 4850 4950 4900

Darba skidums, ug/mL 332 | 327 327 117 194 17 196
50x atSkaidits darba
Skidums*, pg/mL 6,64 | 6,53 6,53 2,33 3,88 0,33 3,92

* tika izmantots LQC un LLOQ paraugiem (skatit kvalitates kontroles paraugu

pagatavosanu)

Iek$eja standarta (IS) Skidumu pagatavoSana. Hromatografijas pudelité uz
analitiskajiem svariem iesveéra precizu iesvaru IS (rezerpinu vai varfarinu) un pievienoja
nepiecieSamo dimetilsulfoksida daudzumu, lai iegiitu Skiduma koncentraciju 1,00 mg/mL.
legtito Skidumu samaisija. Lai iegiitu proteinu izgulsnéSanas Skidumu kopa ar iek$¢jo standarta
Skidumu (y=0,05 pg/mL), koniskaja kolba pie 100 mL ACN/MeOH (3:1, v/v) pievienoja 0,005
mL varfarina vai rezerpina standartSkidumu ar koncentraciju 1 mg/mL.

S’la’dumu sagatavoSana proteinu izgulsnéSanas eksperimentam. Proteinu izgulsnéSanai
izmantoja ACN, MeOH un to $kidumu maisijumus (3:1; 1:3 un 1:1). Centrifigas mégeng pie
20 pL asins plazmas ar analiz€jamas vielas piedevu, pievienoja 300 pL izgulsnétaja Skiduma.
Paraugu samaisija ar maisitaju un centrifuggja (10000 apgr./min, 10 min). 200 puL centrifugata
parnesa LC pudelité un pievienoja 600 pL 0,1 % skudrskabes Skiduma tiden.

Optimalas attiecibas plazma-izgulsnétajs noteikSanai tika pagatavoti paraugi, kuros
plazma pret proteinu izgulsnétaju ir attieciba 1:4, 1:9 un 1:15. Centrifiigas m&gené pie 50 pL
plazmas ar analiz&€jamas vielas piedevu (30 pg/mL) pievienoja 200 pL ACN/MeOH (3:1, v/v).
Paraugu samaisija ar maisitaju un centrifugéja (10000 apgr./min, 10 min). 50 pL centrifugata
parnesa LC pudelite un pievienoja 590 pL 0,1 % skudrskabes Skiduma tideni. leguva paraugu,
kura plazma pret proteinu izgulsnétaju ir attieciba 1:4. Plazmas un proteinu izgulsnétaja
Skidumi attieciba 1:9 un 1:15 tika pagatavoti lidzigi, gala koncentracija analiz€jamam vielam

visos paraugos bija vienada.
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2.5. Paraugu sagatavoSana LC-MS/MS analizei

Kalibracijas paraugu pagatavo§ana. Darba Skidumu diapazons tika izv€lets balstoties
prettuberkulozes zalu vielu mérka koncentracijam kliniskajos paraugos (skatit 1.1. tabulu),
kalibracijas standartSskidumu koncentracijas apkopotas 2.3. tabula. Centrifigas mégené pie
230 uL plazmas pievienoja 10 pL analizéjamo vielu darba Skidumus (skatit 2.2. tabulu),
ieguva standartSkidumu ar augstako analita koncentraciju. Pargjos piecus standartSkidumus
ieguva veicot pakapenisko atSkaidiSanu, atSkaidot 2,5 reizes katru ieprieks€jo standartSkidumu

ar asins plazmu.

2.3. tabula
Analizéjamo vielu kalibréSanas diapazons asins plazma
Standartskiduma koncentracija, pg/mL
# LFX LZD D-LFX BDQ D-BDQ DLM LFX-N
Stdé6 | 13,83 13,61 13,61 4,86 8,08 0,69 8,17
StdS 5,53 5,44 5,44 1,94 3,23 0,28 3,27
Std4 | 2,21 2,18 2,18 0,78 1,29 0,11 1,31
Std3 0,89 0,87 0,87 0,31 0,52 0,04 0,52
Std2 0,35 0,35 0,35 0,12 0,21 0,02 0,21
Std1 0,14 0,14 0,14 0,05 0,08 0,01 0,08

Kvalitates kontroles paraugu pagatavosana. NepiecieSamas kvalitates kontroles
paraugu koncentracijas tika izv€l€tas balstoties uz bioanalitisko metozu validacijas vadlinijam
[55]. Veicot pakapenisko atSkaidiSanu tika pagatavoti QC paraugi Cetros koncentracijas
Iimenos, kas aptver visu kalibréSanas diapazonu, proti: 1) QC paraugs, kas atbilst zemakas
kvantitativas noteikSanas robezai (LLOQ), 2) QC paraugs, kas raksturo LQC limeni (3 reizes
lielaks neka LLOQ), 3) QC paraugs, kas raksturo vid€jo koncentraciju limeni MQC (36% no
kalibréSanas liknes diapazona) un 4) QC paraugs, kas raksturo augstako koncentraciju Iimeni
HQC (75% no augsgjas kalibréSanas liknes diapazona). Kvalitates kontroles vielu
koncentracijas apkopotas 2.3. tabula. Centrifligas mégené pie 160 uL plazmas pievienoja 5 uLL
analiz€jamo vielu darba Skidumu (skatit 2.2. tabulu), ieguva augstako kvalitates kontroles
paraugu (HQC). Vidgjo kvalitates kontroles paraugu (MQC) ieguva 2 reizes atskaidot HQC,
pie 40 pL asins plazmas pievienoja 40 pL HQC asins plazmas paraugu. Lai iegiitu zemako
kvalitates kontroles paraugu (LQC), pie 145 pL asins plazmas pievienoja 10 pL 50 reizes

atSkaidito darba Skidumu (skatit 2.2. tabulu). Zemako kvantitativas noteikSanas robezas
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paraugu (LLOQ) ieguva 3 reizes atSkaidot LQC paraugu, pie 40 pL asins plazmas pievienoja
20 uL LQC asins plazmas parauga. Kvalitates kontroles paraugu koncentracijas asins plazma

ir apkopotas 2.4. tabula.

2.4. tabula
Analizeéjamo vielu QC paraugu koncentracijas asins plazma, pg/mL
LFX LZD D-LFX BDQ D-BDQ DLM LFX-N
HQC 10,06 9,90 9,90 3,54 5,88 0,50 5,94
MQC 5,03 4,95 4,95 1,77 2,94 0,25 2,97
LQC 0,43 0,42 0,42 0,15 0,25 0,02 0,25
LLOQ | 0,14 0,14 0,14 0,05 0,08 0,01 0,08

Analitisko paraugu pagatavoSana

Centrifuigas mégené pie 20 pL asins plazmas standartSskiduma vai QC parauga
pievienoja 500 pL atdzeséta proteinu izgulsnéSanas Skidumu (varfarins, y = 0,05 pg/mL,
ACN/MeOH, 3:1, v/v). Proteinu izgulsné€Sanu veica uz ledus. Paraugus samaisija ar
magnétisko maisitaju un centrifug€ja 10 miniites pie 10000 apgriezieniem miniate. 400 pL

centrifugata parnesa LC pudelité un pievienoja 400 pL dejonizéta tidens.

2.6. Metodes validacija

Jebkuras analitiskas metodes validacija palidz sasniegt ticamus rezultatus, kas ir
nepiecieSami, lai pienemtu pareizus 1€mumus par zalu vielu devam un pacientu droSibu.
Izstradatas metodes validacija tika veikta saskana ar Eiropas Zalu agentiiras (EMA)
izstradatajam vadlinijam [55]. Lai nodroSinatu pienemamu metodes veiktsp&ju un analitisko
rezultatu ticamibu, tika noteikta selektivitate, precizitate un pareiziba, matricas ietekme,
plazmas paraugu un darba skidumu stabilitate un izvertétas paraugu apstrades iespgjas.

Selektivitate ir analitiskas metodes sp€ja diferencét analitu no endogénajiem matricas
komponentiem un citiem savienojumiem kas ir matrica. Analitiskas metodes selektivitates
noteikSanai analiz€ja 6 dazadas tukSo paraugu (n=2) matricas (bez analita) un novertgja
traucgjoso komponentu ietekmi uz analitisko signalu.

Traucgjosie komponenti neietekmé& metodes veiktsp&ju, ja tuksa parauga signals

neparsniedz 20 % no zemakas kvantitativas noteikSanas robezas (LLOQ) signala analiz€jamai
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vielai. Selektivitates ietekme uz analiz§jamas vielas signalu tika apr€kinata péc 2.1.

vienadojuma.

1
Selektivitate,% = —2—-100
ILLOQ (2.1,

kur Iy ir tuk$a parauga signala intensitate,

ILLoq ir zemakas kvantitativas robezas signala intensitate

Tuksa parauga pagatavosanai, centrifigas mégené pie 20 pL asins plazmas pievienoja
500 pL ieksgja standartskiduma. Paraugus samaisija ar magnétisko maisitaju un centrifuggja
10 miniites pie 10000 apgriezieniem miniteé. 400 pL centrifugata parnesa LC pudelité un
pievienoja 400 uL dejonizéta tidens.

Masas parneses noveértéSanai tika salidzinats tuksa parauga raditais signals péc lielakas
koncentracijas kalibréSanas standartSkiduma. Signalu intensitates attieciba nedrikst biit lielaka
par 20 % no zemakas kvantitativas robezas signala intensitates. Masas parnese tika aprékinatas
péc 2.2. vienadojuma.

Iy

Masas parnese = - 100%

LLOQ
(2.2)),
kur Ip ir tuk$a parauga signala intensitate,

ILLoq ir zemakas kvantitativas robezas signala intensitate

Zemaka kvantificéSanas robeZa (LLOQ) ir zemaka analiz&jamas vielas koncentracija
parauga, kam ir apmierininoSa pareiziba (RK) un precizitate (RSN) un kura analita signals pret
tuksa parauga radito signalu ir vismaz 5 reizes lielaks, to aprékina péc 2.3. formulas.

LLOQ = fﬁﬂ (2.3),

kur I Loq ir zemakas kvantitativas robezas signala intensitate,

Io ir tuksa parauga signala intensitate,

RK un RSN vértibas nedrikst parniegt 20 % LLOQ Ilimeni. Bioekvivalences petijumiem
LLOQ vertibai nevajadzetu parsniegt 5% no Cmax Vertibas, bet farmakokinétikas petijjumiem
nav nepiecieSamas tik zemas noteikSanas robezas. Paraugu sagatavoSana aprakstita 2.5.

nodala.
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Kalibrésanas diapazona intervals un paraugu sagatavoSana tika aprakstita 2.5. nodala.
KalibréSanas diapazona pareizibas un precizitates novérte€Sanai tika izmantotas tris
kalibréSanas taisnes, tris dazadas dienas. Vismaz 50 % no katra kalibréSanas standarta Iimena
aprékinatajam koncentracijas vertibam, jabiit 15 % kltidas robezas no to nominalas veértibas
(LLOQ limeni 20 %). Siem kritérijiem jaizpildas vismaz 75% no kalibrésanas standartiem,
vismaz 6 dazados koncentraciju limenos.

Pareiziba (accuracy) un precizitate (precision). Analitiskas metodes pareiziba raksturo
rezultatu atbilstibu analiz€jamas vielas nominalajai koncentracijai, ta novert€Sanai izmanto
relativo klidu (RK). Precizitate raksturo rezultatu izkliedi, ta noveért€Sanai izmanto relativo
standartnovirzi (RSN). Pareizibas un precizitates noteikSanai izmantoja seSus paral€los
kvalitates kontroles paraugus Cetros koncentraciju [imenos gan vienas serijas, gan starp-sérijas
ietvaros, kad kvalitates kontroles paraugi tika analiz€ti tris dazadas dienas. Vidg€jai kvalitates
kontroles koncentraciju RK un RSN vertibai ir jabiit 15% robezas (20% LLQC limeni).
Relativa kluda (RK) un relativa standartnovirze (RSN) tika aprékinata péc 2.4. un 2.5.

vienadojumiem.

A-B
RK,% = ?' 100 (24),
kur A - vidgja parauga izmérita koncentracija, B - parauga nominala koncentracija
§

RSN, = 2100 (2.5,

kur S, - standartnovirze, X - vidéja izmérita koncentracija

AtSkaidiSana. Paraugu atSkaidiSana nedrikst ietekmét rezultatu pareizibu un precizitati.
AtskaidiSanas ietekmes novértéSanai tika pagatavoti asins plazmas paraugi ar pievienotu
analiz&jamo vielu, kuru koncentracija ir divas reizes lielaka ka augs€ja noteikSanas robeza (6.
kalibrésanas standarts). Centrifigas mégené pie 230 uL asins plazmas pievienoja 20 pL
analiz€jamo vielu darba Skidumu (skatit 2.2. tabulu), ieguva paraugu, kura koncentracija bija 2
reizes lielaka neka 6. kalibréSanas standartam.

Atskaidisana ar asins plazmu. Centrifigas mégene pie 80 puL asins plazmas pievienoja
20 pL asins plazmas parauga, kura koncentracija ir 2 reizes lielaka neka 6. kalibréSanas
standartam, paraugs tika atSkaidits 5 reizes ar asins plazmu. Centrifigas mégené pie 90 pL

asins plazmas pievienoja 10 pL asins plazmas paraugu, kura koncentracija ir 2 reizes lielaka
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neka 6. kalibréSanas standartam, paraugs tika atSkaidits 10 reizes ar asins plazmu. Pie 20 puL ar
asins plazmu at$kaiditajiem paraugiem pievienoja 500 puL atdzesétu ieksgja standartSkiduma.
Paraugus samaisjja ar magnétisko maisitaju un centrifuggja 10 minttes pie 10000
apgriezieniem miniité. 400 pL centrifugata parnesa LC pudelit€ un pievienoja 400 pL
dejonizeta tidens.

Atskaidisana ar asins plazmas ekstraktu. Plazmas ekstrakts tika pagatavots ka tuksSais
paraugs, centrifigas mégené pie 3000 pL atdzeséta ieksgja standartskiduma pievienoja 120 uL
asins plazmu, paraugus samaisija ar magné&tisko maisitaju un centrifugéja 10 minttes pie
10000 apgriezieniem miniite. 3000 pL centrifugata parnesa pudelité un pievienoja 3000 uL
dejonizeta tidens, tika iegiits asins plazmas ekstrakts. Pie 20 pL asins plazmas parauga, kura
koncentracija ir 2 reizes lielaka neka 6. kalibréSanas standartam pievienoja 500 pL ieksgja
standartS8kiduma. Paraugus samaisija ar magnétisko maisitaju un centrifugéja 10 miniites pie
10000 apgriezieniem mintit€. 400 puL centrifugata parnesa LC pudelité un pievienoja 400 pL
dejonizeta Gidens. Lai atSkaiditu paraugus 5 reizes ar asins plazmas ekstraktu, pie 100 pL
sagatavota parauga pievienoja 400 puL plazmas ekstrakta. Lai atSkaiditu paraugus 10 reizes ar
asins plazmas ekstraktu, pie 50 pL sagatavota parauga pievienoja 450 puL plazmas ekstrakta.

Visus parauga sagatavoSanas solus veica uz ledus.

Katram atSkaidiSanas faktoram tika analiz€ti 5 paral€lie paraugi. RSN un RK vértibas
nedrikst parsniegt 15 %.

Matricas efekts. Matricas ietekme uz analitisko signalu tika izverteéta analiz€jot 6
dazadus tuks$as asins plazmas paraugus (n=2), kuriem péc plazmas ekstrakcijas pievienoja
analiz€jamas vielas divas QC Itmenos (LQC un HQC). Centrifligas mégené pie 20 pL tuksas
asins plazmas pievienoja 500 pL atdzeséta IS, paraugus samaisija ar magnétisko maisitaju un
centrifuggja 10 minttes pie 10000 apgriezieniem miniite. Pie 160 uL centrifugata pievienoja 5
pL darba Skidumu, ieguva HQC paraugu, kuram analiz€jama viela pievienota péc asins
plazmas ekstrakcijas. Pie 145 pL centrifugata pievienoja 10 pL 50 reizes atSkaidito darba
Skidumu, ieguva LQC paraugu, kuram analiz€jama viela pievienota p€c asins plazmas
ekstrakcijas. Iegttos paraugus atSkaidija divas reizes ar dejonizeta tidens.

SalidzinaSanai izmantoja QC paraugus (n=2), kuriem netika pievienota matrica.
Centrifigas mégené pie 20 uL dejonizéta Gdens pievienoja 500 pL IS. Pie 160 pL iegtta
Skiduma pievienoja 5 pL darba Skidumu, ieguva HQC paraugu, kuram analiz€jama viela

pievienota paraugam bez asins plazmas. Pie 145 pL iegiita Skiduma pievienoja 10 pL 50x

28



atSkaidito darba Skidumu, ieguva LQC paraugu, kuram analiz€jama viela pievienota paraugam
bez asins plazmas. legiitos paraugus atSkaidija divas reizes ar dejonizeta fidens.

Matricas efekta novertéSanai izmantoja matricas faktoru (MF), kuru aprékinaja péc 2.6.
formulas. Ja MF vértibas ir <1,0 norada uz negativu matricas efektu, bet > 1,0 uz pozitivu
matricas efektu. Rezultatu RSN starp dazadiem asins plazmas paraugiem nedrikst biit lielaka

par 15%.

MF =2 (2.6),

 Ap/M
kur Am - hromatografiskas joslas laukums paraugam ar matricas piedevu,

Apm — hromatografiskas joslas laukums paraugam bez matricas piedevas

Stabilitate. P&tijuma tika izverteta asins plazmas paraugu un standartvielu sagatavos$anas
un uzglabasanas apstaklu ietekme uz analiz€jamo vielu stabilitati. Analita stabilitate asins
plazma tika novertéta analiz€jot zemas un augstas kvalitates kontroles Iimena paraugus (LQC
un HQC). Kvalitates kontroles paraugu sagatavoSanu skatit 2.5. nodala. Sasald&tu asins
plazmas paraugu atkaus&Sanu veica ledusskapi (+4 °C)

Tika veikti sekojosi stabilitates testi:

e analiz€jamo vielu standartSkidumu stabilitate, paraugus uzglabajot saldétava (-20 °C) 14
meénesus (n=2);

e analiz§jamo vielu stabilitate sagatavotajos paraugos, glabajot Skidrumu hromatografa
automatiskaja paraugu nemsanas ieric€ (autosampler) 23 stundas, +4 °C (n=6);

e analiz§amo vielu ilgtermina stabilitate asins plazma, veicot sasaldéSanas un atkaus€Sanas
eksperimentu, tris cikli 10 dienu laika, uzglabajot saldétava (-20 °C) un atkausg€jot
ledusskapi, +4 °C (n=2);

e analiz§jamo vielu Tistermina stabilitate asins plazma, inkub&ot paraugus istabas
temperatira, ACN/MeOH (3:1, v/v) tika pievienots p&c 15; 30; 60 un 240 min (n=1);

e analiz§jamo vielu Tstermina stabilitate asins plazma, paraugus glabajot +4 °C, proteinu
izgulsné&Sanu veica uz ledus ar atdzesétu ACN/MeOH (3:1, v/v) péc 15; 30; 60 un 240 min
(n=2);

e analiz§amo vielu ilgtermina stabilitate asins plazma, paraugus glabajot saldétava (-20 °C)

1 dienu, 7 dienas un 30 dienas (n=2);
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e analiz§amo vielu ilgtermina stabilitate asins plazma, paraugus glabajot saldétava (-80 °C)

30 dienas (n=2).

Analiz&jamo vielu stabilitati aprékinaja péc 2.7. vai 2.8. formulas.

kur Astab — hromatografiskas joslas laukums stabilitates paraugam
Ao — hromatografiskas joslas laukums sakuma paraugam
CS

Stabilitate,,, = é—" 100 (2.8),
Ju]

kur Cstab — analiz€jamas vielas koncentracija stabilitates paraugam

Co — analiz&jamas vielas koncentracija sakuma paraugam

Paraugu stabilitatei jabiit robezas no 85 % lidz 115 %, lai paraugu varétu uzskatit par stabilu.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

3.1 Analitiskas metodes izstrade

Otras izveles prettuberkulozes zalu un to metabolitu kvantitativai analizei asins plazmas
paraugos izmantoja hromatografijas-tandémmasspektrometrijas metodi ar pozitivas
elektroizsmidzinadanas jonizaciju (ESI+). ST metode ir jutiga un selektiva, piemérota
prettuberkulozes zalu un to metabolitu kvantitativai analizei biologiskas matricas.

Masspektrometrijas parametri. Metodes izstradei tika veikta MS/MS jonu pareju
noteikSana, izmantojot XEVO TQ-S (Waters) masspektrometru. Prettuberkulozes zalu un to
metabolitu jonu parejas noteica, mainot konusa energiju un kapilara spriegumu, péc kura
izvélgjas intensivako prekursorjonu. Mainot kolizijas energiju, izveélgjas intensivako
fragmentjonu. Piemérotakie masspektrometra parametri prettuberkulozes zalu, to metabolitu
un varfarina (IS) noteikSanai noraditi 2. nodala 2.1. tabula. Analiz€jamo vielu pilnas jonu
stravas un protonéta molekulara jona sabrukSanas masspektri ir pievienoti 7. pielikuma.

Hromatogrdfijas parametri. Metodes izstradei tika veikta hromatografisko joslu
atdaliS8ana un Sauru joslu iegiiSana, izmantojot Acquity UPLC H—class $kidruma hromatografu
(Waters).

Lai novértétu analiz€jamo vielu maisijumu sadaliSanas iesp€jas, tika izveletas 3 dazadas
Waters hromatografiskas kolonnas: Acquity UPLC BEH C18 (50 mmx2,1 mm 1,7 pm);
Acquity UPLC BEH C8 (75 mmx2,1 mm 1,7 pum) un Acquity UPLC CSH C18 (100 mmx2,1
mm 1,7 pm). Analiz€jamas vielas spécigi mijiedarbojas gan ar C8, gan CI18 kolonnu
stacionaro fazi, tika iegiitas Sauras hromatografiskas joslas. N-Demetillevofloksacina un
levofloksacina joslu iznakSanas laiki atSkiras tikai par vienu miniites simtdalu (skatit 3.1.
att€la), tapec tika izméginatas analiz€jamo vielu sadaliSanas iesp&jas, izmantojot Acquity
UPLC CSH C18 (100 mmx2,1 mm 1,7 pum) hromatografisko kolonnu. Garakas kolonas un
garakas hromatografiskas metodes izmanto$ana nenodrosinaja savstarp&ji parklajosos joslu
atdaliSanu. Par stacionaro fazi izvélgjas Acquity UPLC BEH C18 (50 mmx2,1 mm 1,7 pm)

hromatografisko kolonnu.
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3.1. att. Analizéjamo vielu MRM hromatogrammu parklajums, 1. D-LFX (2,15); 2. LFX (2,16); 3.
LFX-N (2,27); 4. LZD (2,52); 5. IS (3,55); 6. DLM (3,61); 7. D-BDQ (3,70); 8. BDQ (3,74)

Hromatografisko joslu parklajumu savstarpgji traucgjoso ietekmi noveértja, analiz&jot
katru analiz€jamo vielu atseviski. Eksperimenta laika netika noverota analitiska signala
paradiSanas cita kanala, ka arT metodes validacijas selektivitates rezultati (skatit 3.3. nodalu)
apstiprina, ka izstradata metode ir selektiva.

Literaturas apskata ieklautajas publikacijas (skatit 1.7. nodalas 1.2. tabulu) analiz&jamo
vielu un to metabolitu kvantitativai noteikSanai visbiezak par kustigo fazi izmantoja ACN vai
MeOH S8kidumus un tdens fazi ar skudrskabes piedevu, lai iegttu labaku joslu formu un
signala intensitati.

Par kustigo fazi izvélgjas ACN vai MeOH un 0,1 % skudrskabes tdens Skidumu
gradienta rezima. N-Demetilbedakvilina hromatografiska josla sadalas, ja par kustigo fazi

izmanto MeOH un 0,1 % skudrskabes tidens skidumu (skatit 3.2. attelu).
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3.2. att. N-Demetilbedakvilina MRM hromatogramma, kustiga faze: MeOH un 0,1 %

skudrskabes tidens $kidums

Izmantojot ACN un 0,1 % skudrskabes tidens Skidumu tika iegiitas smailas joslas, kas

nedalas.
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Izvertejot literatiira aprakstitas metodes, tika izméginata 0,1% skudrskabes piedevas
pievienoSana ACN kustigajai fazei. Eksperimenta laika netika noveérota analitiska signala
intensitates palielinaSanas, salidzinot ar ACN kustigo fazi bez FA piedevas, tap&c par kustigo
fazi izvélgjas ACN un 0,1 % skudrskabes tidens Skidumu.

Strukturali atSkirigo analiz€jamo vielu maisijumu sadaliSanai izvélgjas ACN un 0,1%
skudrskabes Skidumu @ideni gradienta apstaklos, kas sakas ar 5 % organiska $kidinataja saturu,
lai apgrieztas fazes apstaklos eluétu polarakos savienojumus (LFX, D-LFX, N-LFX un LZD)
un pakapeniski palielinot ACN saturu lidz 98 %, kad elugjas mazak polarie savienojumi
(BDQ, D-BDQ, DLM un IS). Lai palielinatu hromatografisko joslu intensitati un samazinatu
matricas efektu, savienojumu detektéSanas intervals tika sadalits divas dalas. No 0. Iidz 3. min
tika detektéts LFX, D-LFX, N-LFX un LZD, no 3. Iidz 7. min tika detektéts BDQ, D-BDQ,
DLM un IS.

Pliismas atruma izvele. Palielinot pliismas atrumu var uzlabot joslas formu, samazinat
joslas platumu un palielinat augstumu, jo palielinas lidzsvara iestaSanas atrums. Piemérotakais
kustigas fazes plusmas atrums ir 0,40 mL/min [44].
organiska $kidinataja daudzumu kustigaja faze (15 — 20 % izokratiskaja rezima, skatit 1.6.
nodalu), tika parbauditi tris gradienta rezimi, kuros ACN sakuma koncentracija ir 5 %; 10 %
un 15 %. Izmantojot kustigo fazi ar ACN saturu sakot no 15 %, hromatografijas joslas forma
nav piemeérota kvantitativai analizei, N-demetillevofloksacina (D-LFX) un levofloksacina
(LFX) joslas sadalas. Kustigaja faz€ ar ACN saturu sakot no 10 % hromatografijas joslas
forma ir apmierinoSa, joslas nedalas. Kustigaja fazé ar ACN saturu sakot no 5 %
hromatografijas joslas forma ir Saura, un $ads kustigas fazes saturs ir piemerots visu
analiz€jamo vielu un to metabolitu kvantitativai analizei [44].

Injekcijas tilpuma izvele. NepiecieSamibas gadijuma analiz€jama signala jutibas
palielinaSanai vai samazinasanai ir iesp&jams mainit parauga injekcijas tilpumu no 1 pL lidz

5 uL [44].
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3.2. Paraugu sagatavoSana

Proteinu izgulsnéSana. Proteini, saskaroties ar kustigds fazes organiskajiem
skidinatajiem, veido nogulsnes un absorb&jas stacionaraja faze, tapéc nepiecieSama proteinu
atdaliSana pirms paraugu analizes ar LC-MS. Masspektrometra detektoram piemérotakie
Skidinataji ir ACN, MeOH un to maisjjumi. Plazmas proteinu izgulsnéSanai, lai kvantitativi
noteiktu prettuberkulozes zales un to metabolitus, tika izvéléts ACN, MeOH un to maisijumi
dazadas tilpuma attiecibas (1:3, 3:1 un 1:1). Visiem izv€l€tajiem protetnu izgulsn€Sanas

Skidumiem bija apmierinoSas atsauces uz hromatografijas joslas formu, un skidumi bija dzidri.
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3.3. att. Plazmas protinu izgulsnétaja ietekme uz otras izveles prettuberkulozes zalu un to

metabolitu joslu laukumiem.

3.4. attela var redzet, ka levofloksactnam (LFX) un levofloksacina N-oksidam (LFX-N)
piemérotakais proteinu izgulsnétajs ir MeOH un Skidumi ar augstu MeOH saturu, savukart
delemanidam (DLM) piemérotakais proteinu izgulsnétajs ir ACN un Skidumi ar augstu ACN
saturu. Kolonna vélams ievadit paraugu, kas izSkidinats $kidinataja, kas 11dzigs kustigai fazei.
Grafika var novérot, ka nav lielas atSkiribas hromatografiskas joslas laukuma izvéloties par
izgulsnétaju ACN:MeOH (1:3; v/v) vai ACN:MeOH (3:1; v/v), tapéc, lai paraugs bitu
lidzigaks kustigas fazes sastavam par plazmas proteinu izgulsnétaju izvélgjas ACN:MeOH
(3:1; v/v).

Paraugu atSkaidiSana pe&c proteinu izgulsn€Sanas ar tdens fazi ir nepiecieSama, lai
parauga Skidinataja sastavs biitu péc iesp€jas lidzigaks kustigas fazes sastavam. Paraugus
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atSkaidot ar 0,1 % skudrskabes Skidumu tident, iegiita signala intensitate bija lielaka, salidzinot
ar dejoniz€tu ideni, bet skudrskabes Skidumu paraugi bija nedaudz dulkaini, tapéc, lai
noverstu kolonnas piesarnojumu, paraugu atskaidiSanai izmantoja dejoniz&tu tideni.

Minimala nepiecieSama plazma-izgulsnétajs attieciba ir 1:3. Palielinot proteina
izgulsnétaja daudzumu, norit pilnigaka proteinu izgulsnéSana, samazinas matricas efekts

(paraugs tiek vairak atSkaidits).
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3.4. att. Plazmas un proteinu izgulsnétaja attiecibas ietekme uz otras izvéles

prettuberkulozes zalu un to metabolitu joslu laukumiem.

3.4. att€ls uzskatami parada, ka nav butiskas atSkiribas, kada ir plazmas un ACN/MeOH
(3:1, v/v) attieciba paraugu sagatavoSanai.

Iekséja standarta izvele. leksSeja standarta (IS) izmantoSana lauj izvertét metodes
precizitati un pareizibu paraugu sagatavosana, ka arl kompensét iesp&jamas instrumenta
kliidas. Piemérotakais IS ir izotopiski ieziméts standarts (analiz&jamas vielas analogs). Sie
standarti ir dargi un to pieejamiba ir ierobeZota, tapéc par iekS€jo standartu tika izvElets
rezerpins vai varfarins, ko pievienoja ACN/MeOH (3:1, v/v) plazmas proteinu izgulsnéSanas
Skidumam.

Rezerpins un varfarins ir strukturali at$kirigi no izvélétajam prettuberkulozes zaléem un
to metabolitiem, tapec Sie IS nevar kompensét parauga sagatavosanas laika radusos zudumus,
matricas efektu, analiz€jamas vielas sabrukSanu, bet tos var izmantot, lai parbauditu
hromatografiskas sistemas veiktsp€ju. IS pagatavosana aprakstita 2.4. nodala.

Izmantojot rezerpinu ka iekS$€jo standartu, tika noverots papildus signals linezolida

kanala (RT — 3,94), kura izdaliSanas laiks sakrit ar rezerpina hromatografiskas joslas
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izdali$anas laiku (skatit 3.5. attglu). ST hromatografiska josla (RT — 3,94) linezolida kanala
iesp€jams palielinatu rezerpina hromatografiskas joslas signalu, tapéc rezerpins netika izvelets

par IS kvantitativas analizes metodei.

1007 609.33 A

267
1007 sés.aa B

Relatva intensitite, %

3.54
338.34

0 r Laiks, min

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475
3.5. att. A - rezerpina (RT — 3,94) MRM hromatogramma, B — linezolida (RT — 2,67) MRM

hromatogramma

Varfarina koncentracija ACN/MeOH (3:1, v/v) Skiduma y = 0,05 pg/mL. Matrica
neradija detekt€jamu signalu IS kanala. Analizgjot garas paraugu sekvences, tika noverots, ka
ieks€ja standarta joslas laukums laika gaita mainas un Iidzsvars neiestajas pat péc 6h. Relativa
kluda QC paraugiem ir >20 % (skatit 3. pielikuma 2. tabulu), ja aprékinus veic izmantojot
iekSgja standarta laukumu. Varfarins nav piemérots IS izstradatajai analizes metodei un

metodes validacijas aprekini tika veikta bez IS.

3.3. Otras izvéles prettuberkulozes zalu vielu un to metabolitu

kvantitativas noteik§anas metodes validacija

Selektivitate. 1zstradatas metodes selektivitates noteikSanai salidzinaja 6 dazadu cilvéku
asins plazmas tukSo paraugu (n=2) radito signalu ar analiz€jamas vielas radito signalu LLOQ
parauga. Paraugu sagatavoSana un selektivitates aprékinasanas formula aprakstita 2.6. sadala.
3.6. attela A dala paradita tuk$a parauga MRM hromatogramma, kura netika konstateti
matricas komponentu raditie signali, kas varétu ietekmé&t analiz€amo vielu kvantitativu
noteikSanu, bet B dala paradita LLOQ parauga MRM hromatogramma. Visu analiz€jamo vielu

tuksa parauga raditais hromatografiskas joslas signals neparsniedza 4 % no LLOQ signala
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(skattt 1. pielikuma 1. tabulu), kas norada uz to, ka izstradata metode ir selektiva analiz€jamo

vielu noteikSanai dazadu cilvéku asins plazma.
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3.6. att. Analizéjamo vielu MRM hromatogrammas. A — tuk§a parauga hromatogramma, B —

LLOQ

Masas parnese. Lai novertétu masas parnesi, injicgja tukSo paraugu uzreiz péc augstakas
koncentracijas standarta. TukSa parauga analitiska signala intensitate tika salidzinata ar LLOQ
parauga signala intensitati. legiitie masas parneses rezultati ir no 0,6 1idz 14,0 % (skatit 3.1.

tabulu), kas atbilst validacijas prasibam.
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3.1. tabula

Masas parnese

Jaliee mna stgg ?;i:jggte Signalu intensitate tukSaja Masas
. . e .27 parauga, intensitates parnese,
viela intensitates vienibas ° o 4 o
10* vienibas *10 )
LFX 144 20 13,9
D-LFX 60,9 7,63 12,5
LFX-N 41,4 2,31 5,6
LZD 81,9 0,515 0,6
BDQ 74,6 9,43 12,6
D-BDQ 90,8 12,7 14,0
DLM 58.4 3,32 5,7

Kvantitativas noteikSanas diapazons. KalibréSanas paraugus sagatavoja atbilstosi 2.5.
nodala minétai metodikai. KalibréSanas diapazona pareizibas un precizitates parbaudei
izmantoja tris kalibréSanas taisnes ar seSiem koncentraciju Iimeniem, kas tika iegtitas dazadas
dienas, tris analitisko s@riju ietvaros. leglitos rezultatus apstradaja TargetLynx un Excel datu
apstrades programmas, kur iegtitajiem rezultatiem tika aprékinata rezultatu precizitate (RSN)
un pareiziba (RK), ta neparsniedza 14 % visiem koncentraciju limeniem (skatit 2. pielikuma 1.
— 7. tabulas), kas atbilst validacijas prasibam [55].

Metodes darba diapazona noveroja kvadratisku koncentracijas un atsauces sakaribu
visam analiz§jJamam vielam, iznpemot delamanidu, kuram noveéroja linearu sakaribu.
Determindcijas un korelacijas koeficientu R? vértibas bija no 0,996 Iidz 0,99986 (skatit 2.
pielikuma 1. — 7. tabulas).

Zemaka kvantificeSanas robeZa (LLOQ). Lai noteiktu zemako droSas kvantific€Sanas
robezu, salidzinaja hromatografiskas joslas signala attiecibu analiz€jama parauga un tuksaja
parauga. Atbilstosi validacijas vadlinijam, signalam analitiskaja parauga ir jabiit vismaz 5
reizes lielakam neka tukSaja parauga [55]. Signalu intensitasu attieciba ir > 33. Iegutie rezultati

apkopoti 3.2. tabula.

38



3.2. tabula

Zemakas kvantificéSanas robezas (LLOQ)

Konc., Signala intensitate | Signala intensitate |  Signalu
Savienojums i‘(i/qu tuksaja parauga, LLOQ parauga, | intensitasu
Q_ intensitates intensitates attieciba
parauga vienibas *10* vienibas *10*

LFX 0,142 0,588 144 245
D-LFX 0,139 0,861 60,9 71
LFX-N 0,084 1,26 41,4 33

LZD 0,139 0,459 81,9 178

BDQ 0,050 0,101 74,6 739
D-BDQ 0,083 1,18 90,8 77
DLM 0,007 0,211 58,4 277

LLOQ relativa kluda un relativa standartnovirze nedrikst parsniegt 20 % [55]. [zvertgjot
metodes pareizibu un precizitati vienas vienas analitiskas s€rijas (n=6) un starp-s€riju ietvaros,
redzams, ka iegiitas veértibas neparsniedz 17 % (skatit 3. pielikuma 1. tabulu).

Magistra darba izstradatas metodes LLOQ vertibas ir salidzinamas ar literatira
pieejamam analizes metozu LLOQ vertibam (skatit 1.2. un 3.2. tabulas).

Pareiziba un precizitate. Kvalitates kontroles paraugus sagatavoSana aprakstita 2.4.
nodala. Metodes pareizibas un precizitates noteikSanai vienas analitiskas s€rijas ietvaros,
izmantoja kvalitates kontroles paraugus (n=6) Cetros koncentraciju Iimenos: LLOQ; LQC;
MQC un HQC. Starp-s€riju pareizibas un precizitates aprékinasanai izmantoja datus, kas
iegliti no tris analitiskajam s€rijam.

Metodes pareiziba ir eksperimentalo kvalitates kontroles vertibu atbilstiba nominalajai
koncentracijai, to izsaka ka relativo kludu (RK). Analiz€jamo vielu kvalitates kontroles
paraugiem RK ir < 12 % (< 17 % LLOQ limen1) vienas s€rijas ietvaros un < 7 % starp-sérijas
ietvaros visos koncentraciju Iimenos.

Metodes precizitate ir novirze no vidgjas eksperimentalas vertibas, ko izsaka ka relativo
standartnovirzi (RSN). Analiz&jamo paraugu RSN vertibas ir < 8 % vienas s€rijas ietvaros un
<5 % starp-s€rijas ietvaros, visos koncentracijas Iimenos.

Iegiitas RK un RSN vértibas atbilst validacijas prasibam, tas tika apkopotas 3. pielikuma
1. tabula.

Paraugu atSkaidisana. Gadijumos, kad analitu koncentracija paraugos parsniedz metodé

izmantoto kalibréSanas intervalu, nepiecieSama paraugu atSkaidiSana ar asins plazmu vai
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ekstraktu. AtSkaidiSanas process nedrikst ietekm& metodes pareizibu un precizitati. Lai
novertetu atSkaidisanas ietekmi, paraugi (n=5) tika sagatavoti atbilsto$i 2.5. nodalas metodikai
un piemeéroti atSkaidiSanas faktori 1:4 un 1:9.

Veicot paraugu atSkaidiSanu ar asins plazmas ekstraktu (1:9), levofloksacina un
N-demetillevofloksacina RK parsniedz 15 %. AtSkaidot paraugus ar asins plazmas ekstraktu
(1:4) linezolida RK parsniedz 15 %. AtSkaidot paraugus ar asins plazmu, RK bija mazaka par
10%, abiem atSkaidiSanas faktoriem, RSN visiem paraugiem bija 5 % robezas.

P&c iegiitajiem datiem var secinat, ka paraugu atSkaidiSana ar plazmas ekstraktu dod
rezultatus, kas neatbilst validacijas prasibam, bet paraugus drikst atSkaidit ar tukSo asins
plazmu, piemérojot atSkaidiSanas faktoru 1:4 vai 1:9.

Matricas efekts. Matricas efekta novert€Sanai izmantoja LQC un HQC kvalitates
kontroles paraugus. SeSiem dazadiem asins plazmas paraugiem (r=2) p€c proteinu
izgulsnésanas pievienoja analiz§jamo vielu atbilstosi 2.5. nodala aprakstitajai metodikai. Lai
aprékinatu matricas faktoru (MF), pagatavoja salidzinasanas paraugus (n=2) bez pievienotas
matricas. Matricas faktora vertibas, kas ir <1,0 norada uz negativu matricas efektu, bet > 1,0
uz pozitivu matricas efektu. Rezultatu RSN starp dazadiem asins plazmas paraugiem nedrikst
biit lielaka par 15%.

legiitie rezultati tika apkopoti 5. pielikuma 1. tabula. Pozitivs matricas efekts tika
noteikts levoflokasacinam (MF 1,14 un 1,30) un N-demetillevofloksacinam (MF 1,12 un
1,35). Pargjiem savienojumiem matrica bitiski neietekmé analizes rezultatus, iegiitas MF
vertibas bija no 0,97 — 1,05. Iegtitas RSN vertibas (< 5) norada uz to, ka matricas atSkiribas
neietekmé analiz&jamo vielu noteikSanas precizitati.

Stabilitate. Paaugstinata vai pazeminata temperatiira var ietekmét metodes pareizibu,
mainot matricas efektu, vai ar1 degrad€ parauga esoSos savienojumus. Stabilitates
novert€Sanai izmantoja kvalitates kontroles paraugus (LQC un HQC) un analiz§amo vielu
standartSkidumus, kuri uzglabati dazados apstaklos. QC paraugu sagatavoSana aprakstita 2.4.
nodala un eksperimentu apraksts pieejams 2.5. nodala.

Istermina stabilitates paraugu hromatografisko joslu signali tika salidzinati ar paraugu,
kas netika paklauts stabilitates eksperimentam.

Analiz§jamo vielu stabilitate, glabajot paraugus (n=6) 23 stundas Skidrumu
hromatografa automatiskaja paraugu nemsanas ieric€é (autosampler), atbilst validacijas

prasibam. Analizejamas vielas joslas laukums stabilitates paraugam (p&c 23 h) ir robezas no 86
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% 1idz 109 % (skatit 3.3. tabulu), salidzinot ar joslas laukumu, kas detektets pirmaja stunda.

3.3. tabula

Analizéjamo vielu stabilitate glabajot paraugus 23 stundas skidrumu hromatografa

automatiskaja paraugu nemsanas iericé (autosampler), +4 °C

Analizgjama | QC | g piiiate, % (n=6)

viela Itmenis

LFX ;82 22;
pirx [LOC L5
xy [LOC %

LZD ﬁg(é 19%At§5

ppo [ LOC 1003
D-BDQ  [Hac 550

I e m—r

Istermina stabilitates eksperimenta redzams, ka uzglabajot asins plazmas paraugus (n=1)

istabas temperatiira (+22,5 °C), delamanida joslas laukums p&c 15 min bija samazinajies par

28 % un N-demetilbedakvilina joslas laukums LQC Iimenit péc 240 min samazinajas par 17 %

(skatit 3.7. att€lu). Pargjam analiz€jamam vielam joslas laukumu izmainas péc 240 min bija no

88 % 11dz 101 % (skatit 6. pielikuma 1. tabulu).
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3.7. att. Delamanida un N-demetilbedakvilina istermina stabilitate istabas temperatara
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Sasahara ar kolégiem [34] asins plazmas paraugus ar delamanida piedevu centrifugéja
+4 °C. Magistra darba ietvaros tika vekta analiz€jamo vielu stabilitates parbaude (n=2) atkariba
no centrifugéSanas temperatiiras (+ 4 °C vai + 22,5 °C). Eksperimentam tika izmantotas dazadas
centrifiigas: 1-14K (Sigma), paraugu centrifugé€Sana notika +4 °C un IEC Multi, Thermo, paraugu
centrifugé€Sana notika istabas temperatiira. CentrifugéSanas temperatiiras ietekmes novertéSanai
izmantoja LQC un HQC paraugu aprékinatas koncentracijas. Pec ieglitajiem rezultatiem (skatit 6.
pielikuma 3. tabulu) var secinat, ka relativa kluda (RK), salidzinot aprékinato vielu
koncentracijas ar nominalajam vértibam, neatkarigi no centrifugéSanas temperatiiras ir 9 %
robezas. Paraugu stabilitates rezultati bija no 93 lidz 108 %, pienemot, ka sakuma koncentracija ir
paraugiem, kas tika centrifugéti +4 °C, tapéc tiek secinats, ka paraugu centrifugéSanas
temperatiira neietekmé analiz€jamo vielu stabilitati.

Ieprieks tika aprakstits, ka delamanids ir stabils, glabajot sagatavotos paraugus 23
stundas Skidrumu hromatografa automatiskaja paraugu nemsanas ieric€ (autosampler). Pec
ieglitajiem rezultatiem var izdarit pienémumu, ka delamanids Tstermina perioda ir nestabils
asins plazma, bet ne asins plazmas ekstrakta.

Literatiira apskatitajas publikacijas delamanida [34;56] istermina stabilitate tika
novertéta uzglabajot paraugus ledussauksta stavokli, tapec tika veikts istermina stabilitates
eksperiments glabajot analiz€amos asins plazmas paraugus (n=2) ledusskapi (+4 °C).
Proteinu izgulsn&sanu veica uz ledus, pievienojot atdzesétu ACN/MeOH (3:1) skidumu.

Delamanida stabilitates raditaji ir apmierinosi, uzglabajot (240 min) un apstradajot
paraugus ledusauksta stavokli. LLOQ paraugam izméritais joslas laukums stabilitates
paraugam bija 88% no sakotngja joslas laukuma un HQC 93% no sakotngja joslas laukuma.
Pargjo savienojumu stabilitate ir robezas no 96 % lidz 102 %. Rezultati apkopoti 6. pielikuma
2. tabula.

Lai novérstu delamanida stabilitates samazinasanos, visi ilgtermina stabilitates paraugi
(n=2) tika atkauséti ledusskapi (+4 °C). llgtermina stabilitates paraugiem tika salidzinatas
analiz€jamo vielu koncentracijas stabilitates paraugos ar svaigi pagatavotu paraugu
analizejamo vielu koncentracijam, izmantojot svaigi pagatavotu kalibréSanas vienadojumu.
Rezultati apkopoti 3.4. tabula.

Analiz€jamo vielu stabilitate bija apmierinoSa, uzglabajot asins plazmas paraugus

saldetava (-20 °C) lidz 6 dienam. Stabilitates rezultati bija no 88 lidz 107 %. Péc 27 dienam
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izmérita delamanida koncentracija bija samazinajusies par 33 % (LQC Iimeni1) un 23 % (HQC
Iimeni), pargjam analiz€jamam vielam izmerita koncentracija bija +4 % robezas no sakuma
parauga.

Paraugus glabajot saldétava (- 80 °C) 27 dienas, visiem savienojumiem tika atgiits 90 %
- 107 % satura no sakotn&jas koncentracijas.

Delamanida koncentracija péc 3 sasaldéSanas — atkaus€Sanas cikliem samazinajas par
37% (LQC limenT) un 32 % (HQC Iimeni), pargjam analiz§jamam vielam tika atgiits 96 % -

104 % no nominalas koncentracijas.

3.4. tabula

Analizéjamo vielu ilgtermina stabilitate

Laiks QC Stabilitate, %
LFX | D-LFX | LEX-N | LZD | BDQ | D-BDQ | DLM
péc 24h LQC | 94 91 95 100 | 101 | 100 | 93
220 °C HQC | 90 91 93 93 | 94 | 93 96
Pac 6 dienam | LQC | 102 | 103 101 97 | 104 | 107 | 88
220 °C HQC | 105 | 105 103 | 111 | 104 | 102 | 94
Pac 27 LQC | 97 | 102 08 97 | 100 | 104 | 67
dienam -20 °C | HQC | 100 | 100 96 101 | 99 | 99 77
Pac 27 LQC | 9% | 102 99 97 | 101 | 107 | 90
dienam -80°C | HQC | 99 | 101 97 103 | 99 | 98 96
Sasaldésana- | LQC | 97 | 103 9 98 | 98 | 104 | 63
atkauséSana
220 °C HQC | o7 08 96 102 | 98 96 68

Analiz€jamo vielu standartS8kidumu stabilitati novert€ja, salidzinot hromatografiskas
joslas laukumu stabilitates paraugiem, kas tika glabati 14 méneSus saldétava (-20 °C), viens no
paraugiem tika paklauts sasaldéSanas un atkaus€Sanas eksperimentam (vismaz 10 cikli).
standartS8kiduma stabilitate tika aprékinata, salidzinot 14 ménesus glabatu (- 20 °C) sasaldétu —
atkaus€tu standartSkidumu ar tadu paSu standartSkidumu, kas tika atkausets tikai 1 reizi.
StandartSkidumu stabilitate bija no 96 % lidz 106 % (skatit 3.5. tabulu), kas atbilst validacijas

prasibam.
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3.5. tabula

Analizéjamo vielu standartskidumu stabilitate

StandartSkidumu stabilitate, % (n=2)
LFX | D-LFX | LFX-N [ LZD [ BDQ | D-BDQ | DLM

Eksperiments

14 ménesi, -20 °C, sasaldets
- atkauséts >10 reizes 106 102 102 99 96 106 97
14 ménesi, -20 °C 103 98 101 98 96 106 -

3.4. Otras izvéles prettuberkulozes zalu vielu un to metabolitu

kvantitativas noteikSanas metodes validacijas kopsavilkums

Izstradata metode tika validéta saskana ar Eiropas Zalu agentiiras (EMA) izstradatajam
bioanalitisko metozu validacijas vadlinijam [55]. Validacijas gaita iegltas nosakamo
parametru vertibas lauj secinat, ka analitiska metode ir specifiska un selektiva analiz€jamo
vielu noteikSanai dazadu cilvéku asins plazma, pareizibas un precizitates vertibas liecina par
ticamiem rezultatiem visa darba diapazona.

legiitas analiz€jamo vielu zemakas kvantificéSanas robezas (LLOQ) vertibas ir
salidzinamas ar literatira pieejamam Iidzigu analizes metozu LLOQ vértibam. Kvantitativas
analizes metodes darba diapazons ir atbilstos$s, lai to var€tu sekmigi izmantot analiz&jamo
vielu farmakokinétikas un metabolisma pétijumiem. NepiecieSamibas gadijuma paraugus ar
augstu analitu saturu var atSkaidit ar asins plazmu.

Plazmas komponenti izraisa pozitivu matricas efektu levoflokasacina un
N-demetillevofloksacina analizes gaita. Analitu stabilitates pétjjumos konstatéts, ka
delamanids ir nestabils asins plazma istabas temperatiira, tapéc paraugus nepiecieSams
apstradat péc iesp&jas atrak aukstuma (+4 °C) ar atdzes€tu skidinataju. Asins plazmas paraugi
ir stabili uzglabajot lidz 27 dienam -80 °C vai 6 dienas -20 °C, izvairoties no paraugu

atkartotas atkauséSanas un sasaldé$anas.
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SECINAJUMI

1) Izstradata un validéta LC-MS/MS metode ir atra, specifiska un selektiva vienlaicigai Cetru
prettuberkulozes zalu vielu un tris to metabolitu kvantitativai analizei cilvéka asins plazmas
paraugos.

2) Asins plazmas paraugu sagatavoSana, izmantojot proteinu izgulsnéSanu, nodroSina
vienkarsu, atru un efektivu traucgjoso matricas komponentu atdaliSanu.

3) Izstradatas kvantitativas analizes metodes darba koncentraciju diapazons ir atbilstoss, lai to

varétu sekmigi izmantot prettuberkulozes zalu vielu farmakoking&tikas un metabolisma

pétijumiem.
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PIELIKUMI

1. pielikums. Selektivitate

1. tabula
Selektivitates rezultati
LFX D-LFX LFX-N LZD
1, vienibas S, % 1, vienibas S, % I, vienibas S, % I, vienibas S, %
LLOQ 144 60,9 41,4 81,9
Plazma # 1 2,31 1,60 1,18 1,94 1,32 3,19 0,59 0,72
Plazma # 2 1,41 0,98 1,25 2,05 1,19 2,87 0,60 0,74
Plazma # 3 0,39 0,62 1,14 1,87 1,38 3,33 0,51 0,62
Plazma # 4 0,80 0,56 1,35 2,22 1,48 3,57 0,53 0,65
Plazma # 5 0,98 0,68 1,13 1,86 1,30 3,14 0,66 0,81
Plazma # 6 0,76 0,53 1,04 1,70 1,31 3,16 0,46 0,56
vid 0,8 1,9 3,2 0,7
BD D-BDQ DLM
LLOQ 74,6 90,8 58,4
Plazma # 1 0,58 0,78 1,16 1,27 0,22 0,37
Plazma # 2 0,35 0,46 1,33 1,46 0,16 0,27
Plazma # 3 0,26 0,34 1,06 1,16 0,37 0,64
Plazma # 4 0,24 0,32 1,11 1,22 0,45 0,77
Plazma # 5 0,17 0,23 1,31 1,44 0,21 0,36
Plazma # 6 0,18 0,24 1,06 1,17 0,21 0,36
vid 0,4 1,3 0,5

I - signala intensitate (n=2), intensitates vienibas (-10%)
S - selektivitate, %
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2. pielikums. Kvantitativas noteikSanas diapazons

1. tabula
Levofloksacina kalibréSanas diapazons
Nﬁgﬁgalﬁ Iilzljgté Sn, Precizitate Pareiziba Joslas Virziena
. . 0 0 . .
LFX ug/mL ughnl, pg/mL (RSN), % (RK), % laukums koeficienti R
1. diena
1.STD 0,142 0,139 0,002 1,38 -2,11 45988
2.STD 0,350 0,359 0,008 2,34 2,57 114533
3.8TD | 0.89 0,90 0,02 2,22 0,90 280077 | 3393324
- 2 ’ ’ . ’ b=312335 0,3500
4.STD 2210 2,210 0,011 0,48 0,00 674172 ¢=2799.26
5.STD 5,53 5,51 0,09 1,57 -0,36 1602415
6.STD 13,8 13,8 0,2 1,60 0,00 3568666
2. diena
1.STD 0,142 0,139 0,002 1,23 2,11 44547
2.STD 0,350 0,347 0,009 2,46 -0,86 103867
0,927 0,007 0,76 4,16 267732 | @=-2856,58
=50 0,890 b=286118 | 0,9994
4.STD 221 2,24 0,05 2,30 1,36 632024 | .—4954 49
5.STD 5,5 5,4 0,2 3,91 -1,82 1475022
6.STD 13,83 13,87 0,14 0,98 0,29 3423487
3. diena
1.STD 0,142 0,140 0,004 2,82 -1,41 46009
2.STD 0,35 0,351 0,007 1,87 0,29 111000
0,90 0,02 2,63 1,12 277395 | a=397L71
251D L b=309745 | 0,9994
4.STD 2,21 2,26 0,04 1,68 2,26 682085 ¢=2759,71
5.STD 5,53 5,45 0,11 2,00 -1,45 1571970
6.STD 13,8 13,9 0,5 3,81 0,72 3533355
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N-Demetillevofloksacina kalibréSanas diapazons

2. tabula

D Nﬁgﬁgalﬁ Iir::j?tﬁ Sh, Precizitate | Pareiziba Joslas Virziena
LF-X ug /mi ug /mi pg/mL (RSN), % | (RK), % laukums koeficienti R?
1. diena
1.STD 0,139 0,138 0,002 1,61 -0,72 10553
2.STD 0,348 0,353 0,007 2,09 1,44 26790
0,87 0,02 1,90 0,00 65845 a=-799,204
351D 0.87 b=75998,7 0,9997
4.STD 2,18 2,16 0,03 1,18 -0,92 160515 ¢=91,5312
5.STD 5,44 5,46 0,07 1,34 0,37 391156
6.STD 13,6 13,6 0,4 2,77 0,00 886091
2. diena
1.STD 0,139 0,139 0,002 1,23 0,00 10276
2.STD 0,348 0,340 0,005 1,53 -2,30 24185
0,892 0,008 0,94 2,53 62193 a=-556,572
351D | 0870 b=69530,6 0,9994
4.STD 2,18 2,20 0,07 3,30 0,92 150755 ¢=633,294
5.STD 5.4 5,4 0,2 4,45 0,00 359385
6.STD 13,6 13,6 0,2 1,80 0,00 844787
3. diena
1.STD 0,139 0,139 0,004 2,91 0,00 10810
2.STD 0,348 0,345 0,006 1,81 -0,86 26545
0,88 0,04 4,11 1,15 66937 a=-726,682
351D 0.87 b=76425,8 0,9994
4.STD 2,18 2,21 0,04 1,95 1,38 165264 ¢=256,558
5STD 5,4 5,4 0,2 2,94 0,00 391243
6.STD 13,61 13,6 0,4 3,05 -0,07 906775
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Levofloksacina N-oksida kalibréSanas diapazons

3. tabula

LFX Nﬁgﬁgalﬁ Iir;??ta Sh, Precizitate Pareiziba Joslas Virziena
= X} . 0 0 N .
N ug/mL ug/ml ug/mL (RSN), % (RK), % laukums koeficienti R?
1. diena
1.STD | 0,084 0,083 0,001 1,52 -1,19 12448
2.STD 0,209 0,212 0,007 3,40 1,44 31211
0,526 0,010 1,83 1,15 76707 a=-2787,21
351D | 0520 b=146766 0,99986
4.STD 1,310 1,285 0,012 0,93 -1,91 184254 ¢=255,037
5STD | 3,270 3,294 0,008 0,24 0,73 453459
6.STD 8,17 8,16 0,05 0,59 -0,12 1012545
2. diena
1.STD | 0,084 0,082 0,002 1,83 2,38 12798
2.8TD | 0,209 0,206 0,003 1,28 -1,44 30690
0,551 0,009 1,56 5,96 79988 a=-2184,54
351D | 0.520 b=144427 0,9993
4.STD 131 1,32 0,04 3,12 0,76 187252 =1021,52
5.STD 327 322 0,07 2,15 -1,53 443323
6.STD 8.2 8,2 0,2 2,85 0,00 1037427
3. diena
1.STD | 0,084 0,084 0,002 2,45 0,00 11805
2.8TD | 0,209 0,209 0,003 1,20 0,00 30155
0,52 0,03 5,67 0,00 75532 a=-3095,52
3.5TD 052 b=147276 c=- | 0,9994
4STD | 1310 1,310 0,014 1,08 0,00 187130 509,056
5.STD 327 3,27 0,07 2,07 0,00 447543
6.STD 8.2 8,2 0,3 3,74 0,00 996266
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Linezolida kalibrésanas diapazons

4. tabula

Ng)nriilﬁlﬁ Iir::j?tﬁ S L Precizitate Pareiziba Joslas Virziena
LZD s /mi " /mi n HE (RSN), % (RK), % laukums koeficienti R2
1. diena
1.STD 0,139 0,124 0,003 2,18 -10,79 10609
2 STD 0348 0,377 0,016 4,17 8,33 25871
0,94 0,03 3,04 8,05 59585 a=-819,38
251D 0.87 b=60691,2 0,998
4.STD 2.18 2,17 0,07 3,10 -0,46 131041 ¢=3095.5
5STD 5.4 53 0,2 4,59 -1,85 302087
6.STD 13.6 13,7 0,5 3,80 0,74 679860
2. diena
1.STD 0,139 0,120 0,003 2,75 13,67 13249
2 STD 0348 0,369 0,014 3,85 6,03 30687
0,98 0,04 4,46 12,64 72606 a=-1200,73
=50 087 b=70486,3 0,996
4STD 2.18 2,30 0,12 5,08 5,50 160619 c=4813.73
5STD 5.4 5.1 0,2 3,16 5,56 330760
6.STD 13.6 13,8 0,4 2,87 1,47 748748
3. diena
1.STD 0,139 0,136 0,006 4,55 2,16 7434
2STD 0,348 0,355 0,003 0,91 2,01 18418
0,900 0,001 0,06 3,45 45413 a=-625,171
351D 0870 b=50367,5 0,9993
4.STD 2,18 2,12 0,05 2,32 -2,75 104408 c=611,727
5STD 5.4 55 0,2 3,28 1,85 257877
6.STD 13.6 13,6 0,4 3,07 0,07 569991
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Bedakvilina kalibréSanas diapazons

5. tabula

Nominala

Izmérita

it konc Sh, Precizitate Pareiziba Joslas Virziena
BDQ ug /mi ug /mi pg/mL (RSN), % (RK), % laukums koeficienti R2
1. diena
1.STD 0,050 0,049 0,001 1,95 -2,00 13338
2 STD 0,124 0,127 0,004 2,77 2,42 33359
0,317 0,008 2,41 2,26 81620 a=-9420,2
=50 010 b=258143 | 0,99986
4.STD 0,780 0,782 0,009 1,12 0,26 196842 c=822.513
5STD 1,940 1,924 0,014 0,73 0,82 462713
6.STD 4,86 4,87 0,05 0,95 021 1034092
2. diena
1.STD 0,050 0,048 0,001 1,04 -4,00 16042
2 STD 0,124 0,127 0,002 1,36 2,42 39148
0,323 0,007 2,17 4,19 95803 a=-9192,76
=50 0310 b=293588 | 0,9996
4.STD 0.78 0,78 0,01 1,88 0,00 226752 ¢=2024.79
5STD 1,94 1,91 0,04 2,13 -1,55 529462
6.STD 4,86 4,87 0,05 1,11 021 1214277
3. diena
1.STD 0,05 0,049 0,002 3,86 -2,00 12775
2.STD 0,124 0,125 0,003 2,57 0,81 31661
0,317 0,008 2,63 2,26 79423 a=-9788,96
=580 0410 b=252859 | 0,9998
4STD 0,780 0,773 0,011 1,40 -0,90 189895 c=317.381
5STD 1,94 1,94 0,03 1,65 0,00 453935
6.STD 4,860 4,861 0,013 0,28 0,02 998201
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N-Demetilbedakvilina kalibrésanas diapazons

6. tabula

D- Nﬁgﬁgalﬁ Iilzljgta Sh, Precizitate Pareiziba Joslas Virziena
BDQ ug /mi ug /mi ug/mL (RSN), % (RK), % laukums koeficienti R2
1. diena
1.STD 0,083 0,077 0,002 2,25 -7,23 23615
2.STD 0,207 0,216 0,004 2,02 435 57185
0,553 0,009 1,66 6,35 137425 | 2=5890,65
3.5TD 020 b=242510 0,9991
4.STD 1,29 1,32 0,04 3,08 2,33 314876 c=5076,22
5.STD 3,23 3,12 0,02 0,79 -3,41 705139
6.STD 8,08 8,13 0,14 1,67 0,62 1587068
2. diena
1.STD 0,083 0,074 0,001 1,35 -10,84 27573
2.STD 0,207 0,223 0,007 3,05 7,73 66430
0,573 0,017 2,97 10,19 156628 | a=-5652,69
251D 020 b=261909 0,9986
4.STD 1,29 1,29 0,02 1,89 0,00 335529 c=8339,73
5STD 3,23 3,14 0,06 1,84 -2,79 774610
6.STD 3,1 8,1 0,2 2,66 0,00 1763059
3. diena
1.STD 0,083 0,080 0,001 1,02 -3,61 23361
2.STD 0,207 0,209 0,007 3,45 0,97 56155
0,54 0,02 2,83 3,85 138512 | a=7121,08
3.5TD 0.52 b=256491 0,9996
4.STD 1,290 1,324 0,003 0,26 2,64 329974 ¢=2873,59
5STD 3,23 3,15 0,03 0,87 -2,48 740063
6.STD 8.08 8,12 0,03 0,43 0,50 1615638
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Delamanida kalibréSanas diapazons

7. tabula

Ng)r;hclalﬁ Iir;??ta Sh, Precizitate | Pareiziba Joslas Virzie;na '
DLM - /mi - /mi pg/mL | (RSN), % | (RK), % laukums koeficienti R2
1. diena
1.STD 0,007 0,007 0,000 0,00 0,00 9809
2.STD 0,018 0,018 0,001 3,21 0,00 26012
3.STD 0,044 0,046 0,002 3,32 4,55 66970 a=1477620
4STD | 0,110 0,111 0,003 2,27 0,91 162936 b=-492,232 09989
5.STD 0,275 0,261 0,002 0,59 -5,09 384878
6.STD 0,688 0,700 0,005 0,76 1,74 1033900
2. diena
1.STD 0,007 0,007 0,000 0,00 0,00 13875
2.STD 0,018 0,018 0,000 0,00 0,00 34182
3.STD 0,044 0,046 0,001 2,51 4,55 84970 2a=1803970
4STD | 0,110 0,109 0,000 0,00 0,91 198348 b=1616,94 09993
5STD 0,275 0,273 0,004 1,32 -0,73 494510
6.STD 0,69 0,69 0,02 3,19 0,00 1244077
3. diena
1.STD 0,007 0,007 0,000 0,00 0,00 11629
2.STD 0,018 0,017 0,001 3,40 -5,56 28865
3.STD 0,044 0,046 0,001 2,17 4,55 75467 a=1626970
4STD| 0,110 0,114 0,002 1,34 3,64 184879 b=606,458 09994
5STD 0,275 0,279 0,005 1,86 1,45 454593
6.STD 0,69 0,68 0,01 1,41 -1,45 1106326
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3. pielikums. Pareiziba un precizitate

Pareizibas (RK) un precizitates (RSN) noteikSanas rezultati

1.tabula

1. diena 2. diena 3. diena Starp-sériju
s [ 190 | Mome® | e s | o, | MO O s, e, | MRS s, R RN | K| R
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

LLOQ 0,050 0,048 | 0,002 | -4,00 | 4,17 0,050 0,047 | 0,002 | -6,00 | 4,26 | 0,050 0,048 | 0,001 | -4,00 | 2,08 | -4,67 | 3,50

BDOQ LQC 0,151 0,153 | 0,005 | 1,32 | 3,27 0,151 0,146 | 0,002 | -3,31 | 1,37 | 0,151 0,148 | 0,002 | -1,99 | 1,35 | -1,32| 2,00
MQC 1,77 1,68 0,03 | -5,08 | 1,79 1,77 1,75 0,04 | -1,13 | 2,29 1,77 1,76 0,04 | -0,56 | 2,27 | -226| 2,11

HQC 3,54 3,28 0,10 | -7,34 | 3,05 3,54 3,50 0,08 | -1,13 | 2,29 3,54 3,48 0,08 | -1,69 | 2,30 | -3,39| 2,54

LLOQ 0,083 0,084 | 0,005 | 1,20 | 595 0,083 0,074 | 0,003 | -10,84 | 4,05 | 0,083 0,077 | 0,002 | -7,23 | 2,60 | -562| 420
D-BDO LQC 0,25 0,28 0,02 | 12,00 | 7,14 0,250 0,250 | 0,007 | 0,00 | 2,80 | 0250 0,252 | 0,004 | 080 | 1,59 | 427 | 384
MQC 2,9 3,0 02 | 345 | 6,67 2,94 2,91 0,08 | -1,02 | 2,75 2,94 2,89 0,08 | -1,70 | 2,77 | 024 | 4,06

HQC 59 59 0,3 | 0,00 | 508 5,88 5,86 0,10 | -0,34 | 1,71 59 5,5 0,2 -6,78 | 3,64 | -237| 3,48

LLOQ 0,007 0,008 | 0,000 | 14,29 | 0,00 0,007 0,007 | 0,000 | 0,00 | 0,00 | 0,007 0,007 | 0,000 | 0,00 | 0,00 | 4,76 | 0,00

DLM LQC 0,021 0,022 | 0,001 | 4,76 | 4,55 0,021 0,023 | 0,001 | 9,52 | 4,35 0,021 0,022 | 0,001 | 4,76 | 4,55 6,35 | 4,48
MQC 0,25 0,24 0,02 | -4,00 | 833 0,250 0,274 | 0,008 | 9,60 | 2,92 0,250 0,260 | 0,005 | 4,00 | 1,92 | 320 439




Pareizibas (RK) un precizitates (RSN) noteik§anas rezultati

1.tabulas turpinajums

1. diena 2. diena 3. diena Starp-sériju
SRR G I il B S S v ol SIS R v B B S R e
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

LLOQ 0,143 0,153 0,004 | 6,99 | 2,61 0,143 0,146 0,004 2,10 2,74 0,143 0,134 0,003 | -6,29 | 2,24 | 093 | 2,53

LFX LQC 0,428 0,435 0,010 | 1,64 | 2,30 0,428 0,424 0,012 | -0,93 | 2,83 0,428 0,408 0,007 | -4,67 | 1,72 | -1,32 | 2,28
MQC 5,03 5,09 0,13 1,19 | 2,55 5,03 5,10 0,18 1,39 3,53 5,03 4,92 0,13 | -2,19 | 2,64 | 0,13 | 2,91

HQC 10,1 10,2 0,3 0,99 | 2,94 10,1 10,1 0,3 0,00 2,97 10,1 9.4 0,3 -6,93 | 3,19 | -1,98 | 3,03

LLOQ 0,141 0,144 0,003 | 2,13 | 2,08 0,141 0,138 0,004 | -2,13 | 2,90 0,141 0,130 0,002 | -7,80 | 1,54 | -2,60 | 2,17

D- LQC 0,422 0,414 0,010 | -1,90 | 2,42 0,422 0,391 0,013 | -7,35 | 3,32 0,422 0,390 0,007 | -7,58 | 1,79 | -5,61 | 2,51
LFX MQC 4,95 5,08 0,10 | 2,63 | 1,97 5,0 4,9 0,2 -2,00 | 4,08 4,95 4,87 0,14 | -1,62 | 2,87 | -0,33 | 2,97
HQC 9,9 10,2 0,3 3,03 | 2,94 9,9 10,1 0,3 2,02 2,97 9,9 9,4 0,3 -5,05 | 3,19 | 0,00 | 3,03

LLOQ 0,084 0,090 0,001 | 7,14 | 1,11 0,084 0,082 0,002 | -2,38 | 2,44 0,084 0,085 0,002 | 1,19 | 2,35 1,98 | 1,97

LFX- LQC 0,253 0,251 0,005 | -0,79 | 1,99 0,253 0,244 0,004 | -3,56 1,64 0,253 0,242 0,007 | -435 | 2,89 | -2,90 | 2,17
N MQC 2,97 2,97 0,08 0,00 | 2,69 2,97 2,99 0,08 0,67 2,68 2,97 2,92 0,08 | -1,68 | 2,74 | -0,34 | 2,70
HQC 5,9 6,0 0,2 1,69 | 3,33 5,9 6,0 0,2 1,69 3,33 5,9 5,7 0,2 -3,39 | 3,51 0,00 | 3,39

LLOQ 0,141 0,131 0,002 | -7,09 | 1,53 0,141 0,118 0,007 | -16,31 | 5,93 0,141 0,144 0,005 | 2,13 | 347 | -7,09 | 3,64

LZD LQC 0,42 0,41 0,02 | -2,38 | 4,88 0,422 0,417 0,014 | -1,18 | 3,36 0,422 0,437 0,007 | 3,55 | 1,60 | 0,00 | 3,28
MQC 4,95 4,76 0,14 | -3,84 | 2,94 5,0 4,7 0,2 -6,00 | 4,26 4,95 4,84 0,14 | -2,22 | 2,89 | 4,02 | 3,36

HQC 9,9 9,6 0,2 -3,03 | 2,08 9,9 9,3 0,2 -6,06 | 2,15 9,9 9,3 0,3 -6,06 | 3,23 | -5,05 | 2,49




2.tabula

Iekséja standarta (IS) ietekme uz rezultatu pareizibu (RK) un precizitati (RSN)

Bez IS Ar IS
PO T B i B L T i I S S o
ug/mL ug/mL pg/mL
LLOQ 0,143 0,138 | 0,004 | 2,84 | -3,73 0,116 | 0,004 | 3,24 | -1871
LFX LQC 0,428 0,429 | 0,008 | 1,76 | 0,33 0,429 | 0,009 | 2,17 0,18
MQC 5,030 5,1 02 | 361 | 228 541 0,06 | 1,09 7,47
HQC 10,060 10,1 02 | 238 | 061 10,4 03 | 2,80 3,79
LLOQ 0,141 0,138 | 0,005 | 328 | -2,19 | 0,118 | 0,004 | 3,35 | -16,19
DALEX LQC 0,422 0,420 | 0,007 | 1,76 | -041 0,422 | 0,010 | 229 | -0,08
MQC 4,950 5,1 0,2 3,11 2,35 5,34 0,05 | 0,85 7,79
HQC 9,900 10,0 0,2 191 1,31 10,3 03 | 3,20 4,54
LLOQ 0,084 0,078 | 0,003 | 327 | -744 | 0,066 | 0,003 | 4,61 | -21,92
LExN | EQC 0,253 0,240 | 0,003 | 1,32 | -530 | 0,239 | 0,004 | 1,86 | -5,57
MQC 2,970 2,96 0,07 | 249 | -033 3,12 0,06 | 1,93 4,90
HQC 5,940 59 02 | 2,72 | -082 6,09 0,15 | 245 2,45
LLOQ 0,141 0,128 | 0,005 | 3,63 | -9.40 0,102 | 0,004 | 374 | -27.72
L7D LQC 0,422 0,473 | 0,014 | 298 | 12,11 | 0471 | 0,013 | 2,81 11,67
MQC 4,950 4,9 02 | 358 | -1,76 5,14 0,08 | 1,62 3,78
HQC 9,900 92 02 | 205 | -671 9,6 02 | 1,65 | -2,73
LLOQ 0,050 0,045 | 0,001 | 2,80 | -10,67 | 0,037 | 0,002 | 5,55 | -25.50
BDQ LQC 0,151 0,148 | 0,004 | 2,73 | -1,88 | 0,148 | 0,003 | 1,96 | -1,71
MQC 1,770 1,79 0,07 | 3,65 | 092 1,89 0,02 | 0,88 6,77
HQC 3,540 3,47 0,07 | 1,98 | -1,90 3,61 0,06 | 1,59 1,89
LLOQ 0,083 0,067 | 0,003 | 4,16 | -19,38 [ 0,053 | 0,004 | 7,77 | -3594
D-BDOQ LQC 0,250 0,264 | 0,006 | 236 | 5,63 0,265 | 0,008 | 2,83 6,07
MQC 2,940 3,05 0,10 | 330 | 3,59 322 0,03 | 1,06 9,46
HQC 5,880 5,88 0,04 | 0,67 | -0,06 6,1 02 | 2,82 3,67
LLOQ 0,007 0,007 | 0,000 | 0,00 | 0,00 0,007 | 0,000 | 7.47 -5,95
DLM LQC 0,021 0,023 | 0,001 | 3,03 | 833 0,022 | 0,001 | 3,84 6,75
MQC 0,250 0,272 | 0,010 | 3,57 | 8,73 0,277 | 0,003 | 1,17 10,67
HQC 0,500 0,536 | 0,010 | 1,88 7,18 0,551 | 0,011 | 1,98 10,22




4. pielikums. AtSkaidiSanas integritate

1.tabula
Paraugu at§kaidiSanas ietekme uz analitisko signalu
Analits AtskaidiSanas Matrica Nl(irorﬁzl'ala }(/;il{c{z(r;lirsl;a Sn, Pareiziba Precizitate
faktors - /mI: el ’ pg/mL (RK), % (RSN), %
14 Plazma 5,53 5,05 0,11 -8,68 2,14
Plazmas ekstr. 5,5 4.7 0,2 -14,55 4,63
LEX . Plazma 2,77 2,56 0,11 -7,58 4,31
19 Plazmas ekstr. 2,77 2,31 0,06 -16,61 2,81
14 Plazma 5,44 5,01 0,13 -7,90 2,66
Plazmas ekstr. 54 4.6 0,2 -14,81 4,69
PD-LEX . Plazma 2,72 2,50 0,12 -8,09 4,63
19 Plazmas ekstr. 2,72 2,27 0,07 -16,54 3,08
14 Plazma 3,27 3,05 0,06 -6,73 1,99
Plazmas ekstr. 3,27 2,85 0,14 -12,84 4.90
LEX-N Plazma 1,63 1,55 0,05 491 3.12
1:9
Plazmas ekstr. 1,63 1,40 0,04 -14,11 2,81
14 Plazma 5,44 4,88 0,15 -10,29 3,05
Plazmas ekstr. 5.4 4,5 0,2 -16,67 4,69
LzD _ Plazma 2,72 2,60 0,08 -4,41 3,04
19 Plazmas ekstr. 2,72 2,41 0,10 -11,40 4,18
14 Plazma 1,94 1,83 0,05 -5,67 2,92
Plazmas ekstr. 1,94 1,72 0,07 -11,34 4,20
BPQ o Plazma 0,97 095 0,03 2,06 2,82
' Plazmas ekstr. 0,97 0,87 0,02 -10,31 2,49
14 Plazma 3,23 3,02 0,09 -6,50 2,91
Plazmas ekstr. 3,23 2,84 0,11 -12,07 4,03
D-BDQ o Plazma 1,62 1,57 0,05 3,09 3.04
Plazmas ekstr. 1,62 1,45 0,03 -10,49 2,15
DLM 14 Plazma 0,275 0,291 0,012 5,82 3,99
Plazmas ekstr. 0,275 0,279 0,012 1,45 4,18




5. pielikums. Matricas efekts

Matricas efekts

1.tabula

Levofloksacins N-Demetillevofloksacins
Joslas Vidgjais RSN, Joslas Vidgjais RSN,

Paraugs laukums MF MF STD % laukums MF MF STD %
LQC bez matricas 115008 27017
LQC ar matricu 1 129539 | 1,1 30405 | 1,1
LQC ar matricu 2 136313 | 1,2 31537 | 1,2

i 1,1 1,1
LQC ar matr%cu 3 131578 ) 1,14 0.03 2.3 30085 > 112 0,03 2,58
LQC ar matricu 4 128564 | 1,1 29200 | 1,1
LQC ar matricu 5 128842 | 1,1 29776 | 1,1
LQC ar matricu 6 132233 | 1,1 30119 | L1
HQC bez matricas 1822109 434341
HQC ar matricu 1 2363222 | 1,3 583227 | 1,3
HQC ar matricu 2 2295660 | 1,3 565874 | 1,3

: 13 1.4
HQC ar matrTcu3 2393956 1,30 0.03 2.16 587911 135 0.03 2.2
HQC ar matricu 4 2406580 | 1,3 594571 | 1,4
HQC ar matricu 5 2437209 | 1,3 601411 | 1,4
HQC ar matricu 6 2335619 | 1,3 574646 | 1,3

Levofloksacina N-oksids Linezolids
Joslas Vidgjais RSN, Joslas Vidgjais RSN,

Paraugs laukums MF MF S % laukums MF MF S %
LQC bez matricas 41282 13788
LQC ar matricu 1 40136 | 1,0 12870 | 0,9
LQC ar matricu 2 41952 | 1,0 13610 | 1,0

i 1,0 1,0
LQC ar matr¥cu3 41659 0.99 0.02 1,68 13457 0.97 0.02 2.08
LQC ar matricu 4 40472 | 1,0 13176 | 1,0
LQC ar matricu 5 40897 | 1,0 13549 | 1,0
LQC ar matricu 6 41054 | 1,0 13417 | 1,0
HQC bez matricas 754609 300638
HQC ar matricu 1 792715 | 1,1 313208 | 1,0
HQC ar matricu 2 761357 | 1,0 295827 | 1,0

i 1,1 1,0
HQC armatr%cu3 808797 1,05 0.02 2.6 312633 1,05 0.05 5.05
HQC ar matricu 4 798387 | 1,1 326897 | 1,1
HQC ar matricu 5 807043 | 1,1 337388 | 1,1
HQC ar matricu 6 781429 | 1,0 299445 | 1,0
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Matricas efekts

1.tabulas turpindjums

Bedakvilins N-Demetilbedakvilins
Joslas Vidgjais RSN, Joslas Vidgjais RSN,

Paraugs laukums MF MF S % laukums MF MF S %
LQC bez matricas 43238 70261
LQC ar matricu 1 42163 | 1,0 66671 | 0,9
LQC ar matricu 2 44432 | 1,0 70208 | 1,0

i 1,0 1,0
LQC ar matr%cu 3 43186 0.99 0.02 2.03 69950 0.97 0.03 2.95
LQC ar matricu 4 42296 | 1,0 65742 | 0,9
LQC ar matricu 5 43397 | 1,0 68631 | 1,0
LQC ar matricu 6 42382 | 1,0 65945 | 0,9
HQC bez matricas 841759 1282819
HQC ar matricu 1 865492 | 1,0 1334499 | 1,0
HQC ar matricu 2 836683 | 1,0 1264082 | 1,0

i 1,0 1,0
HQC armatr%cu3 880604 1,03 0.03 2.5 1317101 1,03 0.03 3.30
HQC ar matricu 4 887339 | 1,1 1383026 | 1,1
HQC ar matricu 5 881638 | 1,0 1324714 | 1,0
HQC ar matricu 6 841510 | 1,0 1273103 | 1,0

Delamanids
Joslas Vidgjais RSN,

Paraugs laukums MF MF STD 9
LQC bez matricas 31994
LQC ar matricu 1 30964 | 1,0
LQC ar matricu 2 31770 | 1.0
LQC ar matricu 3 32091 1,0 0,980 0’015 1’53
LQC ar matricu 4 31199 | 1,0
LQC ar matricu 5 31344 | 1,0
LQC ar matricu 6 30848 | 1,0
HQC bez matricas 671323
HQC ar matricu 1 708429 | 1,1
HQC ar matricu 2 661816 | 1,0

i 1,1
HQC ar matr%cu 3 708059 ) 1,04 0.04 341
HQC ar matricu 4 709774 | 1,1
HQC ar matricu 5 715130 | 1,1
HQC ar matricu 6 667903 | 1,0
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6. pielikums. Stabilitate

1. tabula
Analizéjamo vielu Istermina stabilitate, glabajot paraugus istabas temperatura, 22,5 °C
Analiz&jama Stabilitate, % (n=1)
. QC Itmenis - - - -
viela 15 min 30 min 60 min 240 min
LQC 96 93 94 91
LFX
HQC 99 98 97 97
LQC 96 92 94 91
D-LFX
HQC 97 96 97 96
LQC 97 93 95 91
LFX-N
HQC 102 101 99 101
LQC 97 102 98 96
LZD
HQC 97 98 100 97
LQC 95 93 94 88
BDQ
HQC 99 100 100 99
D-BDO LQC 93 93 90 83
i HQC 96 99 97 93
LQC 72 57 38 10
DLM
HQC 76 65 43 13

2. tabula

Analizéjamo vielu Istermina stabilitate, glabajot paraugus ledusskapi, 4 °C

Analiz&jama . Stabilitate, % (n=2)
. QC limenis - - - .
viela 15 min 30 min 60 min 240 min
LQC 100 96 101 96
LFX
HQC 104 102 101 101
LQC 100 96 100 97
D-LFX
HQC 106 102 102 102
LQC 99 96 100 96
LFX-N
HQC 104 100 99 102
LQC 103 101 99 102
LZD
HQC 103 100 100 101
LQC 100 99 99 98
BDQ
HQC 101 100 99 100
D-BDQ LQC 100 100 100 97
) HQC 101 100 100 101
LQC 98 95 96 88
DLM
HQC 100 96 97 93
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3. tabula

Centrifugésanas temperatiiras (+4 un 22,5 °C) ietekme uz rezultatu pareizibu un analita

stabilitati*
e Nominala Konc., Konc., e
Anah.zej ama | QC ' p— vl RK. % vl RK. % Stabl(l)ltate*,
viela Itmenis vl (4°C) (22.5 °C) %
LEX LQC 0,428 0,436 1,81 0,433 1,17 99
HQC 10,060 10,082 0,22 10,854 7,89 108
D-LFX LQC 0,422 0,416 -1,36 0,417 -1,18 100
HQC 9,900 9,900 0,00 10,717 8,25 108
LEX-N LQC 0,253 0,257 1,48 0,251 -0,69 98
HQC 5,940 6,040 1,69 6,313 6,28 105
LZD LQC 0,422 0,433 2,67 0,426 0,95 98
HQC 9,900 9,901 0,01 10,362 4,66 105
BDQ LQC 0,151 0,156 3,31 0,145 -4,14 93
HQC 3,540 3,750 5,93 3,658 3,32 98
D-BDQ LQC 0,250 0,251 0,40 0,237 -5,10 95
HQC 5,880 5,970 1,53 5,796 -1,42 97
DLM LQC 0,021 0,023 7,14 0,022 2,38 96
HQC 0,500 0,543 8,65 0,516 3,15 95

*Pienemot, ka sakuma koncentracija ir parauga, kas tika centrifugéts +4 °C
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7. pielikums. Analizéjamo vielu masspektri
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2. att. A — N-demetillevofloksacina pilnas jonu stravas masspektrs, B - protonéta molekulara jona

sabruks$anas masspektrs
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3. att. A — levofloksacina N-oksida pilnas jonu stravas masspektrs, B - protonéta molekulara jona

sabrukSanas masspektrs

f rd
(o —
100 158 2671 g I| /‘u__ va Van 3
- \ A ——N
o HH"‘x,_,.-/" e \:__/ 'L\ )0 o
- Voo
(=]
‘c,\: [_\-I—H}_E"ﬁﬂ 1572
u 143.2752 1702238 3383703 602697
= 2236 1952252 :
= 143.162. i i
o GI T T ‘I- 1 T 'I'I I‘I T T + T T T T T T 1 T 1 T I I-_I T T T Irn'lz
E 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
it
-Ig e 338.0500
3 B
-
-
[¥F]
=
195.0070 2351877
miz
100 120 140 160 180 200 220 240 280 280 300 320 340 360 380 400 420

4. att. A - linezolida pilnas jonu stravas masspektrs, B

masspektrs
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- protonéta molekulara jona sabrukSanas
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5. att. A — bedakvilina pilnas jonu stravas masspektrs, B - protonéta molekulara jona sabruksanas

masspektrs
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6. att. A — N-demetilbedakvilina pilnas jonu stravas masspektrs, B - protonéta molekulara jona

sabruks$anas masspektrs
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7. att. A — delamanida pilnas jonu stravas masspektrs, B - protonéta molekulara jona sabrukSanas

masspektrs
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Magistra darbs ,,LC-MS/MS metodes izstrade otras izveles prettuberkulozes zalu vielu
un to metabolitu kvantitativai noteikSanai asins plazma.” izstradats Latvijas Organiskas

sintézes instituta Fizikali organiskas kimijas laboratorija.
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