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PROGRAM
UTERY 15. 4. 2025

13:00-14:30 SEKCE|

Alan Kadek Strukturni proteomika zitfka: Odshora a nativné
(1.LF UK v Praze, BIOCEV - Mikrobiologicky tstav AVCR) 20min

AleS Hnizda Strukturni hmotnostni spektrometrie a analyza pathogenicity
genetickych variant (7.LF UKv Praze) 20min

Tomas Cajka Expanding from routine LC-MS analysis of metformin to
metabolomics and lipidomics in type 2 diabetes patients
(Fyziologicky ustav AVCR) 25min

Lukas Hekerle Prakticky pFinos implementace cobas i 601 do rutinni klinické
laboratoFe (Roche) 15min

14:30-15:00 prFestavka na kavu

15:00-16:30 SEKCE I

Ladislav Kucha¥ , Monitorovani potencialnich terapii Farberovy choroby na
mySim modelu s vyuzitim lipidomické analyzy pomoci LC-MS*

(VEN, 1.LF UK v Praze) 20min

Daniel Heblik Analyza lipidového profilu pro v€éasnou diagnostiku karcinomu
slinivky bFiSni  (Lipidica) 20min

Rudolf Kupcik VyuZiti hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim pro

cilenou proteomickou analyzu
(FN Hradec Krdlové, Pragolab) 20min

David Maxa HRMS v toxikologické praxi: Jak na identifikaci nelegalnich
latek (Shimadzu) 15min

Jan Bohuslavek VyuZiti LC-MS/MS v klinické praxi (Waters) 10min
16:30-17:00 prFestavka na kavu

17:00-18:30 SEKCE IlI

Pavel Sistik Hmotnostné-spektrometrické stanoveni inzulinu a jeho analogi
v klinické praxi: Stabilita, citlivost a preanalytické vyzvy (FN Ostrava) 20min

Romana Ufinovska Vyvoj metody na stanoveni sérové koncentrace
donepezilu a jeho dvou metaboliti metodou vysokoucinnou kapalinovou
chromatografiis hmotnostni detekci (FN Ostrava) 20min



Martina HorejSova Studium vztahl mezi metabolismem cytidinu a jeho
nukleosidovymi analogy s ohledem na Ié€bu hematologickych malignit
(FN Olomouc) 10min

Vaclava Skopova Screening intermediatd de novo syntézy purini v modi
pomoci LC-MS/MS (1.LF UK a VFN Praha) 10min

JiFi Petri Hmotnostni spektrometrie v diagnostice mnohocetného myelomu
a sledovani MRD (Sebia) 10min

JanVlasak Comparing Selectivity of Core-Shell and Modified Fully
Porous HPLC Columns to Optimize Separation of 3 Classes of 47 TDM
Analytes (Phenomenex) 10min

19:00-22:00 vecere

STREDA 16. 4. 2025

9:00-10:30 SEKCE IV

Vitézslav Maier Netradicni biologické materialy v toxikologické analyze
(FN Olomouc) 15min

Romana Uf¥inovska Validace in-house metod v klinické farmakologii
(FN Ostrava) 20min

Hana Janeckova Troubleshootings v LC/MS (FN Olomouc) 20min
Eva Klapkova Vitamin K a jeho vyuZiti v klinické praxi (FN Motol) 20min

Ondfej Lacina Analyza drog a farmak na LC/MS trojitém kvadupélu Agilent
(Altium) 15min

10:30-11:00 prestavka na kavu

11:00-12:30 SEKCEV

David Friedecky Implementace IVDR v MS laboratofi, management rizik
(FN Olomouc) 20min

Lucie Vaclavkova Vyrobni praxe aIVDR  (FN Olomouc) 20min

Karolina KaSparova ZkuSenosti se zpracovanim dokumentace k IH-IVD dle
IVDR: pFistup spolecnosti Lipidica (Lipidica) 15min

Panelova dikuze (Diskuze k IVDR) 20min
12:30-14:00 obéd
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SBORNIK ABSTRAKT
SEKCE |

Structural Proteomics of Tomorrow: Native and from the Top, Down
Alan Kadek!

' Laboratory of Structural Biology and Cell Signaling, Institute of Microbiology CAS - BIOCEV,
Primyslova 595, 252 50 Vestec, Czech Republic

Abstract

Efficient and informative fragmentation as well as high resolution and mass precision are key to the
success of many MS-based experiments studying both small molecules as well as large multi-protein
assemblies. Especially so, in the case of proteins, since the realization of both structural biologists, clini-
cians and mass spectrometrists of the complexity of proteoforms.

Therefore, both proteomics as well as structural MS have been dependent on various means of frag-
mentation for which diverse MS dissociation techniques and their combinations are often needed. This
contribution will report on the successful implementation of both 10.6 pm CO2 and 193 nm ArF lasers
for infrared multi-photon dissociation (IRMPD) and ultraviolet photodissociation (UVPD), respectively, for
in-cell dissociation inside a 15T SolariX Fourier-transform ion cyclotron resonance (FT-ICR) mass spec-
trometer at BIOCEV in Prague. It will also highlight native MS approaches as the direction of structural
proteomics for studying non-covalent protein complexes in the gas phase.

The work was supported by EU (2D-TOPMASS).
Structural mass spectrometry utilized for the assessment of genetic variants in genetic diseases
Ale$ Hnizda', Vitézslav Brinsa', Alan Kadek?

" Research Unit for Rare Diseases, Department of Pediatrics and Inherited Metabolic Disorders, 1st
Faculty of Medicine and General University Hospital, Charles University in Prague, Czech Republic
2 |nstitute of Microbiology, Czech Academy of Sciences, Videnska 1083, 14220, Prague 4, Czech Republic

Abstract

Rapid progress in DNA sequencing techniques dramatically increased our capability to explore genomes
of undiagnosed patients with rare genetic diseases. Currently, major limitation is the relatively low ca-
pacity and high cost of the techniques needed for the assessment of potentially causative variants as-
sociated with diseases, marked as “variants with unknown significance” in genetic databases. Therefore,
we implemented structural analysis using available experimental and theoretical models to assess the
clinical significance of candidate causative genetic variants. Combining all publicly available data, we suc-
cessfully assessed potential pathogenicity of variants in several candidate genes. In relevant cases, we
investigated underlying pathogenetic mechanism further using experimental approaches.

In this talk, we will demonstrate the efficacy of structural mass spectrometry in assessing the pathoge-
nicity of genetic variants and elucidating the molecular mechanisms in genetic diseases. Specifically, we
will describe the methodology utilized to establish differential biochemical criteria for the evaluation of
variants in EHMT1/2, which have been implicated in neurodevelopmental disease, clinically manifesting
as Kleefstra syndrome. In this case, native ESI-MS was used for studying protein dimerization and en-
zyme-substrate binding affinities which was complemented with hydrogen-deuterium exchange - mass
spectrometry to reveal local conformational perturbations induced by mutations or ligand binding.
These data expand knowledge about biological function of EHMT1/2 in normal state and Kleefstra syn-
drome. In conclusion, we highlight versatility of structural mass spectrometric tools for studying diverse
clinically relevant protein altering variants.

Supported by the project National Institute for Neurological Research (Programme EXCELES, ID Project
No. LX22NPO5107) - Funded by the European Union - Next Generation EU.



Expanding from routine LC-MS analysis of metformin to metabolomics and lipidomics in type 2
diabetes patients

Tomas Cajka’, Jiff Hricko', Lucie Rudl Kulhava', Michaela Pauc¢ova', Stanislava Rakusanova', Michaela
Novakova', Veronika Hola', Vojtéch Skop?, Ivana Lafikova? Terezie Pelikanova?, Martin Haluzik?

" Institute of Physiology of the Czech Academy of Sciences, Videnska 1083, 142 00 Prague 4
2 Institute for Clinical and Experimental Medicine, Vidernska 1958, 140 21 Prague 4

Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS)-based analysis of antidiabetic drugs and their me-
tabolites in biofluids is challenging, particularly in multi-targeted methods, due to variations in polari-
ty, a wide range of concentrations, and potential co-isolation of polar metabolites or even polar lipids
during sample preparation, which may interfere with separation and/or detection. In multi-drug analysis,
a single-phase extraction with organic solvents is commonly used, followed by separating polar and
medium-polar drugs using a reversed-phase LC (RPLC) column. However, RPLC provides suboptimal sep-
aration for highly polar metformin (XlogP -0.54), as it elutes near the void volume. Therefore, hydrophilic
interaction chromatography (HILIC) represents a viable alternative for analyzing highly polar drugs.
Here, we present an LC-MS-based workflow for multi-drug analysis, including metformin, which was sub-
sequently applied to assess drug adherence in type 2 diabetes (T2D) patients. This method enables the
quantification of more than 40 drugs and selected metabolites at concentrations as low as 1-10 ng/mL,
offering sufficient sensitivity for monitoring adherence.

Additionally, we optimized an LC-MS workflow for the combined “all-in-one” extraction of polar metabo-
lites and complex lipids in plasma, followed by a multi-platform analysis of each fraction. The extraction
process utilized a biphasic approach with a methanol/methyl tert-butyl ether mixture and water, allowing
separate analyses of the organic phase (for complex lipids) and the aqueous phase (for polar metabo-
lites) in untargeted metabolomics and lipidomics. Using MS-DIAL software and comprehensive MS/MS
spectral libraries, we annotated over 600 complex lipids and polar metabolites from plasma samples of
metformin adherent and non-adherent T2D patients and non-T2D controls, revealing metabolome and
lipidome alterations in these groups.

This research was supported by the project National Institute for Research of Metabolic and Cardiovascu-
lar Diseases (Programme EXCELES, ID Project No. LX22NPO5104)—Funded by the European Union-Next
Generation EU and the Czech Health Research Council (NU20-01-00186).

[1] RakuSanova S., Cajka T. Trend Anal Chem (2024) 180:117940.
[2] Bakuéanové S., Cajka T. Trend Anal Chem (2023) 158:116831.
[3] Cajka T., et al. Int ) Mol Sci (2023) 24(3) 1987.

Prakticky pFinos implementace cobas® i 601 do rutinni klinické laboratore
Mgr. Lukas Hekerle'
'Roche, Diagnosticka divize

Prezentovany prispévek obsahuje prehledové informace o automatickém analyzatoru cobas® i 601
vCetné prvnich vysledkd globalni multicentrické studie (MCE).

cobas® pro i 601 analyzer je integrovany, pocCitaCem Fizeny, automaticky zdravotnicky prostfedek pracu-
jici v random-access médu zahrnujici pfipravu vzorku na bazi ¢astic a kapalinové chromatografie a kva-
titativni detekce analyt( in-vitro na principu hmotnostni spektrometrie. cobas® i 601 analyzer je uréen
pro identifikaci pfirodnich a syntetickych sloucenin (napf: steroidni hormony, vitaminy, opiaty, benzodi-
azepiny a dalsi) v lidskych vzorcich na zakladé ionizace analytl a separace vzniklych iontl v elektro-mag-
netickém poli dle poméru hmotnost/naboj. Po svém uvedeni na lokalni trh bude systém urcen k pouziti
vySkolenou obsluhou v klinickych laboratoFich.

cobas® pro i 601 analyzer je v soucasné dobé globalné uveden v zemich akceptujicich CE znacku. Uve-

cobas® pro i 601 analyzer kontaktujte Roche obchodniho zastupce.



SEKCE Il

Monitorovani efektu transplantace hematopoetickych kmenovych bunék u mysiho modelu
Farberovy choroby a spinalni svalové atrofie s progresivni myoklonickou epilepsii: vyuZiti
lipidomické analyzy pomoci LC-MS/MS

Ladislav Kuchar

Laboratof pro studium vzdcnych nemoci, Klinika pediatrie a dédicnych poruch metabolismu 1. Iékarské fakul-
ty Univerzity Karlovy v Praze a Vseobecné fakultni nemocnice v Praze

Mutace v genu ASAHT vedou ke dvé onemocnénim a to Farberové chorobé (FD) a spinalni svalové atro-
fii s progresivni myoklonickou epilepsii (SMA-PME) a to v dGsledku deficitni aktivity kyselé ceramidasy
(ACDasa). Ob& onemocnéni patfi mezi velmi vzacné lysozomalni stfadavé poruchy, ale s rozdilnymi kli-
nickymi projevy. TéZz3i formou je FD, kdy pacienti obvykle umiraji v détstvi, zatimco pacienti s SMA-PME
mohou Zit az do dospélosti. Pro FD nebo SMA-PME neexistuje Zzadna kauzalni lécba. Transplantace hema-
topoetickych kmenovych bunék (HSCT) a strategie genové terapie pro lécbu deficitu ACDasy jsou jedny
ze zkoumanych terapii. Na dfive vytvofeném my3im modelu FD i SMA-PME, které maji symptomy popsa-
né u lidskych pacient( Ize testovat potencialni terapii.

V pfipadé HSCT byly zkoumany rlizné parametry jako délka preziti, chovani, anomalie hematopoetického
systému, hladiny plazmatickych cytokind a histiocyticka infiltrace a akumulace ceramidu ve zkoumanych
tkanich véetné CNS. Spolu s témito ukazateli byly stanoveny koncentrace vyznamnych sfingolipidd véetné
signalnich molekul reostatu pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie. Tento kombinovany pfistup
umoznil komplexni pohled na efekt HSCT v modelu FD a SMA-PME.

Kromé zlep3eni ve vySe uvedenych parametrech doslo po HSCT téz k prevenci rozvoje 1ézi a vyznamné
demyelinizace michy pozorované u SMA-PME mysi. DuleZité bylo i zjiSténi, Ze pouze ¢asna a obecné pre-
symptomaticka lécba byla Gcinna. BohuZzel jsme zaznamenali poSkozeni ledvin, které se nezlepSilo ani
v jednom modelu.

Podporeno z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. & NU21-08-00324. Tato prdce vznik-
la téZ za podpory projektu MULTIOMICS_CZ, (Operacni program jan Amos Komensky, Ministerstvo Skolstvi,
mlddeZe a télovychovy Ceské republiky, reg. & CZ.02.01.01/00/23_020/0008540) - Spolufinancovdno Evrop-
skou unii a téZ projektem Ndrodni institut pro vyzkum metabolickych a kardiovaskuldrnich onemocnéni (Pro-
gram EXCELES, Cislo projektu: LX22NPO5104) - Financovdno Evropskou unii - Next Generation EU.

Analyza lipidového profilu pro v€asnou diagnostiku karcinomu slinivky bFiSni
Heblik D.", Peterka O.'? Holcapek M.?

' Lipidica, a.s., Pern3tynské namésti 51, Pardubice
2 Katedra analytické chemie, Fakulta chemicko-technologicka, Univerzita Pardubice

Abstrakt

Rakovina slinivky bri$ni (PaC) je nddorové onemocnéni s nejméné pfiznivou prognézou ze vsech typl
rakovin. Primérna délka Zivota je 8 mésicl od stanoveni diagnézy a divodem je agresivni vyvoj bez va-
rovnych priznakd vedouci k pozdni detekci prevazné jiz v neresekabilnim stadiu. Soucasné diagnostické
metody jsou endoskopicka ultrasonografie (EUS) a magneticka rezonance (MRI) se specificitou a citlivosti
mezi 81-93 %. PFedstavuji vSak pro pacienta invazivni zakrok s moznymi nezadoucimi nasledky. Scree-
ning pomoci biomarkerd z biologickych tekutin by mohl vyznamné pfispét k rozvoji véasné diagnostiky
a vést k priznivéjsi progndze pacientl s timto onemocnénim.

tumord. Tyto zmény byly prokazany u rakoviny slinivky bfisni, kde byl popsan rozdilny lipidomicky profil
zdravych jedincl a pacientl s PaC. Nejvice dysrelugulovanymi lipidy byly sphingomyeliny a ceramidy
s dlouhym nasycenym fetézcem a (lyso)fosfatidylcholiny, které byly jako potencionalni biomarkery po-
tvrzeny analyzou vice nez 800 vzork( séra, priem? sensitivita i selektivita pfesahovala v obou pripadech
90 % [11.

Pro klinickou praxi je nezbytna metodika umoziujici analyzu velkého poctu vzorkd v kratkém case, a pro-



to byly porovnany pfistupy vyuZivajici hmotnostni spektrometrii spojenou s pfimou infuzi (metodika
vyuZzivana v klinické praxi) a superkritickou fluidni chromatografii (UHPSFC/MS, vyzkumna platforma)
[2]. Lipidomicky test je zaloZen na analyze extrakt( krevni plazmy, stanoveni koncentrace danych lipid{
a nasledném zpracovani koncentraci pomoci vicerozmérné statistické analyzy. Obé& metodiky vykazovaly
vysledky s vysokou sensitivitou a specificitou, aviak UHPSFC/MS metoda umozZznuje analyzu vice lipido-
vych tFid s vétsi prostupnosti vzorkd, lepsi robustnosti metodiky, kterd vede k mirné lepsim vysledkim.
Z tohoto dlivodu byla UHPSFC/MS metoda zvolena pro klinické ovéreni lipidomické diagnostiky nadoru
slinivky bFisni (LDPC test). Pfevod této metody do praxe je spojen s ovéfenim klinické funkce na vzorcich
dobrovolnikd spadajicich do skupiny se zvysenym rizikem rozvoje rakoviny slinivky bfisni, jako je proka-
zana alespon jedna z mutaci genu (napf. STK11, DKN2A, BRCA1, BRCA2, TP53), rodinna anamnéza PaC,
pfitomnost hereditarni pankreatitidy nebo kombinace téchto rizik.

Reference

[1]1 Wolrab, D. et al. Lipidomic profiling of human serum enables detection of pancreatic cancer. Nat.
Commun. 13, 124 (2022).

[2] Idkowiak, J. et al. Robust and highthroughput lipidomic quantitation of human blood samples using
flow injection analysis with tandem mass spectrometry for clinical use. Analytical and Bioanalytical Chemi-
stry. 415(5), 935-951 (2023).

VyuZiti hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim v cilené proteomice
Rudolf Kupcik
Centrum biomedicinského vyzkumu, Fakultni nemocnice Hradec Krdlové

Cilend proteomika vyuZivajici hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim (HRMS) se stala jednim
z klicovych pristupl pro kvantifikaci specifickych protein(i v komplexnich biologickych vzorcich s vysokou
citlivosti a presnosti. Hmotnostni spektrometrie, se tak diky témto vlastnostem stala jednou z Ustfednich
technologii v této oblasti, kterd umoZiiuje cilené méreni proteind v nizkych koncentracich, které jsou
klicové pro diagnostiku a monitorovani nemoci. Klasicka forma cilené proteomiky, ktera je stale casto vy-
uzivana v klinickych podminkach vyuziva monitorovani vybranych reakci (SRM), které se provadi pomoci
hmotnostnich spektrometrl se tfemi kvadrupély a tudiz nizké rozlieni. Tento pfistup, je v posledni dobé
nahrazovan pfistupem, kdy je namisto posledniho kvadrupélu umistén analyzator, ktery zaznamenava
kompletni spektra fragmentacnich iont( (napt. Orbitrap). Tato technika je pak nazyvana Parallel reaction
monitoring (PRM) a zajistuje vyssi specificitu a vynechava poZadavek na predvybér prechodt (1), navic je
zde mozné vyuzit vysokého rozliSeni.

Cilena proteomika pak ma zasadni roli i v klinickych studiich pfi validaci kandidatskych biomarkerd iden-
tifikovanych globalnimi proteomickymi pfistupy. Citlivost a specificita cilenych test( zaloZzenych na HRMS
pak umoziuje presnou kvantifikaci proteinl i v nizkych koncentracich, coz je velmi vyhodné pro detekci
onemocnéni v ranych fazich nebo pro monitoring hloubky |é¢ebné odpovédi.

Stale je nutné dodrZovat zdlouhavé procesy pfipravy vzork( pro analyzu, stejné jako vyuZivat syntetické
peptidy znacené stabilnimi izotopy za Gcelem kvantifikace peptidi/proteint. | tak se cilené proteomické
multanni kvantifikaci nékolika biomarker( v jedné analyze. Toho se pak vyuZiva napf. v personalizované
diagnostice, kdy se metody zaloZzené na technologii Orbitrap vyuZivaji v redlnych klinickych aplikacich
monitoringu monoklonalnich gamapatii. Tam nejen, Ze se v Case monitoruje klon monoklonalni protilat-
ky na zakladé detekce a kvantifikace nékolika pro klon/pacienta specifickych peptidd, ale je mozné také
zaroven sledovat hladiny riznych protilatkovych Iéc¢iv podavanych pacientovi v nékolika liniich terapie (2).
Je tak zfejmé, Ze vyvoj cilené proteomiky zaloZzené predevsim na pfistrojich s vysokym rozliSenim se roz-
Sifuje do klinickych aplikaci. V budoucnu pak bude pravdépodobné mozné ocekavat vyuziti a rozsifeni
potencialu téchto technologii pfedevsim v precizni/personalizované mediciné.

1. A. Bourmaud et. al., Proteomics 16 (2016), 2146-2159.
2. Ch. Wijnands et al., Pharmaceutics 17 (2025), 135.



HRMS v toxikologické praxi: Jak na identifikaci nelegalnich latek
David Maxa
SHIMADZU Handels GmbH branch office Praha

Forenzni toxikologie Celi neustalym vyzvam spojenym s detekci a identifikaci nelegalnich latek, v€etné
novych psychoaktivnich substanci. VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie (HRMS) pfinasi pokrocilé
moznosti pro rychlou a pfesnou analyzu klinickych i forenznich vzorkd. V této prezentaci predstavime
jak je mozné vyuzit systém Shimadzu LC-MS-9050 pro toxikologicky screening a identifikaci neznamého
vzorku zabavenych drog.

VyuZiti LC-MS/MS v klinické praxi
Jan Bohuslavek
Waters

Prezentace poskytne kratky prarez klinickymi a toxikologickymi aplikacemi s vyuZitim hmotnostni spek-
trometrie, které nabizi a podporuje firma Waters. Tato firma ma dlouholetou praxi v oblasti kliniky a to-
xikologie a pro mnoho z téchto aplikaci vyvinula kompletni feSeni od pfipravy vzorkl aZ po zpracovani
vysledkd. Pro vybrané analyzy dokonce poskytuje IVD certifikované kity. Pfednaska ukaZe nejen seznam
podporovanych metod, ale u nékterych i vice detailni popis a doporuceni pracovniho postupu. Pozornost
bude vénovana hlavné aplikacim, pro které ma firma vlastni kity, jako napFiklad analyza vitaminu D, panel
steroidnich hormon ¢i panel imunosupresiv. Kratce budou zminény i metody toxikologického screenin-
gu pro klinické a forenzni laboratore.

SEKCE Il

2D-LC-MS/MS determination of insulin and its analogs in clinical practice: Improved Sensitivity,
Stability and Preanalytical Challenges.

Pavel Sitik23, Romana Ufinovska'? Klara Handlosova*s, Petr Handlos*5, David Stejskal2¢

'Department of Clinical Pharmacology, Institute of Laboratory Medicine, University Hospital Ostrava,
Ostrava, Czech Republic

?Institute of Laboratory Medicine, Faculty of Medicine, University of Ostrava, Ostrava, Czech Republic
3Department of Clinical Pharmacology, Faculty of Medicine, University of Ostrava, Ostrava, Czech Re-
public

“Department of Forensic Medicine, University Hospital Ostrava, Ostrava, Czech Republic

*Department of Forensic Medicine, Faculty of Medicine, University of Ostrava, Ostrava, Czech Republic
®Institute of Laboratory Medicine, University Hospital Ostrava, Ostrava, Czech

Republic

Abstract:

The reliable quantification of insulin and its analogs in human plasma is essential for clinical diagnostics,
forensic investigations and anti-doping measures. Traditional analytical approaches often face challen-
ges related to insufficient sensitivity, poor chromatographic resolution and pre-analytical instability of
analytes. In this study, we present a robust, sensitive and efficient two-dimensional liquid chromatogra-
phy-tandem mass spectrometry (2D-LC-MS/MS) method developed and validated for the simultaneous
determination of human insulin and six insulin analogues (lispro, glulisine, glargine, degludec, detemir
and aspart) in human plasma.

A first dimension trap-and-elute approach using an XBridge C18 trap column combined with second di-
mension separation on a Cortecs UPLC C18+ analytical column significantly improved chromatographic
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resolution. The method used a simplified sample preparation protocol involving protein precipitation,
anion conversion and micro solid phase extraction in a 96-well format. Positive electrospray ionisation
detection in multiple reaction monitoring mode provided accurate quantification with limits of quantifi-
cation (50 pg/mL) well below therapeutic reference ranges.

Validation showed excellent analytical performance with intra-day precision (CV) ranging from 1.0% to
5.7%, inter-day precision from 0.7% to 5.9% and recoveries between 96.9% and 114.3%. Stability studies
highlighted significant pre-analytical challenges, particularly enzymatic degradation, and emphasised the
need for optimised sample handling and storage conditions. The addition of a protease inhibitor cocktail
did not consistently improve analyte stability and in some cases negatively affected the sensitivity of the
method.

The presented 2D-LC-MS/MS method offers significant advances in sensitivity, resolution and reliability
for clinical and forensic insulin analysis, addressing key analytical and pre-analytical challenges in routine
practice.

Stanoveni donepezilu a jeho dvou metaboliti kapalinovou chromatografii ve spojeni
s hmotnostni detekci.

Urinovska Romana?, Sistik Pavel'?, Brozmanova Hana'?, KaciFova Ivana'?

'Oddéleni klinicke farmakologie, Ustav laboratorni mediciny, Fakultni nemocnice Ostrava
2Ustav klinické farmakologie, LékaFska fakulta, Ostravska univerzita

Abstrakt

Alzheimerova choroba je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, jeji vyskyt se zvySuje se starnutim
populace a v sou€asnosti se Fadi mezi nej¢astéji se vyskytujici demence. K 1é¢bé je indikovan donepezil,
coz je kognitivum zafazené do skupiny centralné pdsobicich inhibitord cholinesteraz. Jeho metabolizmus
probiha v jatrech pomoci cytochromu P450 na riizné metabolity. Hlavni metabolit 6-O-demethyldonepe-
zil ma podobnou farmakologickou aktivitu jako matefska latka. 2

Cilem byl vyvoj metody na stanoveni sérové koncentrace donepezilu a jeho dvou metabolitd metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci.

Analyza byla provedena na Waters H-class UPLC system (Waters, Milford Ma, USA) ve spojeni s XEVO TQD
triple quadrupole (Micromass, Manchester, UK). Separace latek probihala pfi gradientové eluci na koloné
BEH C18 s dobou analyzy 7 minut. Metoda byla validovana dle EMA pravidel a je pouzivana v rutinni praxi
k monitorovani hladin donepezilu a jeho dvou metabolitl.
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Studium vztahi mezi metabolismem cytidinu a jeho nukleosidovymi analogy s ohledem na Ié€bu
hematologickych malignit
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Uvod: Hematologické malignity jsou nddorova onemocnéni krve, ktera zahrnuji formy akutnich a chro-
nickych myeloproliferativnich a lymfoproliferativnich onemocnéni'. Jednou z moznosti 1é¢by hematolo-
gickych malignit se nabizi lé¢ba nukleosidovymi analogy?. Cytarabin (ara-C) je nukleosidovy analog deoxy-
cytidinu, jehoZz mechanismus ucinku spociva v tfikrokové fosforylaci na jeho trifosfatovou cytotoxickou
formu (ara-CTP), kteréa se inkorporuje do DNA a pUsobi jako inhibitor DNA polymeras3. Fosforylace ara-C
v8ak mUzZe byt ovlivnéna dalsimi enzymy, které tento analog pfemériuji na jeho neaktivni uridinovy protéj-
Sek. Naopak deaminace 5-ethynyl-2-deoxycytidinu (EdC) na uridinovy produkt je diky jeho vysoké toxicité
pro bunéény rist v protinddorové 1é¢bé zadouci®. Tato prace je zamérena na charakterizaci metabolické
drahy vedouci k pfeméné ara-C na neaktivni produkt uracilarabinosid (ara-U) cytidindeaminasou (CDA).
Metody: Pro stanoveni aktivity CDA byly vyuZzity nadorové bunécné linie, linie tvofené diploidnimi bun-
kami, linie imortalizovanych diploidnich bunék a PDX (Patient-derived murine xenografts) modely vzork(
mysiho tumoru a plasmy. Bunécné lyzaty i plasma byly inkubovany s ara-C, EAC, cytidinem (Cr), 5-brom-
2'-deoxycytidinem (BrdC), 5-chlor-2-deoxycytidinem (CIdC), 5-iod-2"-deoxycytidinu (IdC) a 5-fluorocytidi-
nem (FC) a to za raznych podminek pro sledovani pfemény na jejich uridinové produkty. Analyza byla
provedena cilenou metabolomickou metodou vyuZzivajici HILIC-MS/MS, tedy Exion LC (Sciex) s kolonou
Luna NH, (3 pm, 100 mm x 2 mm, Phenomenex) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 6500*
(Sciex) pracujici v MRM maodu®. Aktivita CDA byla vypoctena z Ubytku substratu i z pridavku produktu.
Vysledky: Vysoka aktivita CDA byla pozorovatelna v ramci nddorovych bunécénych linii po o3etfeni ara-C,
ve zbylych pfipadech byla zaznamenana nizka aZ nulova aktivita enzymu. Také byla pozorovana rozdilna
substratova specifita CDA v rdmci viech zkoumanych substratd.

Zaveér: Deaminace ara-C vyuzivaného pro jeho antineoplastickou aktivitu v chemoterapeutické [é¢bé
mUZe vést ke sniZeni jeho terapeutickych Gcinkde. Studium deaminace nukleosidovych analog enzymem
CDA ma tedy potencial v souvislosti s jejich vyuZitim pfi 1é¢b& hematologickych malignit i v personalizo-
vané mediciné2.

Grantovd podpora: MZ CR - AZV NU22-08-00148, MZ CR - RVO (FNOI, 00098892).
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Hmotnostni spektrometrie v diagnostice mnohocetného myelomu a sledovani MRD
Jifi Petr(, Vincent Bonifay
Sebia

Mnohocetny myelom (MM) je hematologické nadorové onemocnéni zplsobené maligni proliferaci
plazmatickych bunék, které produkuji monoklonalni imunoglobulin (M-1g). Zatimco skrining, diagnostika
a monitoring jsou mimo jiné postavené na detekci a kvantifikaci M-1g v periferni krvi, sledovani minimaini
rezidualni choroby (MRD) vyuZiva postupy zaloZené na analyze kostni dfené. S ohledem na invazivnost
a zatéz, kterou opakovany odbér kostni dfené pro pacienta predstavuje, se v poslednich letech intenzivné
rozvijeji metody zaloZené na principu hmotnostni spektrometrie umoznujici neinvazivni sledovani MRD.



Spole¢nost Sebia nedavno vyvinula vysoce senzitivni metodu M-InSight®zaloZenou na detekci a kvan-
tifikaci klonotypickych peptidd z variabilni oblasti monoklonalniho imunoglobulinu. Senzitivita M-InSi-
ght® z periferni krve je srovnatelna s hodnocenim MRD provadénym z kostni difené a u pacientld s MM
a vykazuje obdobnou prognostickou hodnotu.

PFispévek shrnuje nedavné studie zamérené na vyuZziti metody M-InSight®, které hodnoti jeji shodu
s konvencni elektroforézou sérovych proteinl pfi vyssich koncentracich M-Ig, jeji konkordanci s NGS
analyzou aspiratu kostni dfené, moZznosti sou¢asného sledovani hladin terapeutickych protilatek a dalsi
oblasti jejiho uplatnéni v klinické diagnostice.

Comparing Selectivity of Core-Shell and Modified Fully Porous HPLC Columns to Optimize Sepa-
ration of 3 Classes of 47 TDM Analytes

Jan Vlasak
Phenomenex LTD, Zeppelinstr.5, 63741 Aschaffenburg, Germany

Abstract

Therapeutic drug monitoring (TDM) research requires quantitation within narrow concentration ranges
to distinguish between acceptable and toxic drug concentrations that could trigger potential adverse
effects. For proper identification and measurement, a panel comprised of 47 analytes, subdivided into
three categories: 22 Antidepressants, 14 Antipsychotics, and 11 Anticonvulsants were targeted. Here,
a parallel comparison of two LC phases, a Kinetex™ 2.6 pm Biphenyl and a Luna™ Omega 3 pm Polar
C18 both in 50 x 3.0 mm column dimensions packed with modified fully porous and core-shell and fully
porous particles respectively, was conducted. The best selectivity and conditions for fast LC separation
while achieving baseline resolution of critical isobaric compounds in each drug class was determined.

SEKCE IV

Netradicni biologické materialy v toxikologické analyze
Vitézslav Maier?, Vladimir Halouzka', Jana Spurna’
'Ustav soudniho IékaFstvi a medicinského prava FN Olomouc

Abstrakt

V pfipadech, kdy neni k dispozici béZny biologicky material pro toxikologickou analyzu (krev, moc¢, Zalu-
decni obsah, vlasy, pfipadné tkan jater ¢i ledviny) je moZné provést analyzu z méné béznych biologickych
materiald, které jsou za danych okolnosti k dispozici. Za méné bézné biologické materialy Ize povazovat
u Zivych osob matefské mléko a u zemrelych nehty nebo kostni dfen, které maji vyznam zejména u tél
s pokrocilymi hnilobnymi zménami, pfipadné v pfipadech kosternich nalezd s absenci mékkych tkan.
PFispévek popisuje pfipad, kdy matka pfed i po porodu uZivala kratom. Alkaloidy kratomu (mitragynin
a 7-hydroxymitragynin) byly nasledné prokazany s vyuZitim LC-HRMS metody po jednoduché Upravé
vzorku v moci novorozence a také v matefském mléce matky. V aktudini odborné literatufe dosud nenf
popsan pripad, kdy byly alkaloidy kratomu prokdzany v materském mléce, tedy dochazi k prostupu alka-
loidd kratomu z krve matky do matefského mléka.

Uprava vzorkl kostni dfené& a nehtl odebranych post-mortem vyZaduje naro¢néjsi zplsob Upravy
pred vlastni LC-HRMS analyzou. Kostni dfen i nehty jsou v prabéhu Zivota soucasti organismu a probiha
i zde ukladani, pfipadné metabolismus toxikologicky vyznamnych latek (medikamenty, drogy, prirodni
toxiny a dalsi). Prezentovany budou pfipady, kdy na zékladé vysledk( toxikologické analyzy s vyuzitim
LC-HRMS toxikologického screeningu byla prokazana pritomnost toxinu tisu ¢erveného v kostni dreni Ci
pfitomnost medikamentl a drog v kostni dfeni a nehtech odebranych post-mortem po homogenizaci
a nasledné extrakci.

Kostni drefi i nehty mohou byt vhodnymi biologickymi materialy pro toxikologické vy3etfeni, které lIze
vyuZit i v pfipadech retrospektivni analyzy a v pfipadech FeSeni otazky chronického (zne)uzivani drog,



medikamentd, ¢i k prikazu pFirodnich toxind. Vysledky toxikologické analyzy mohou vyznamné pfispét
k objasnéni pFipadnych intoxikaci, ke kterym mohlo dojit pfed smrti a v nékterych pfipadech i objasnit
pricinu umrti. Kostni dfen i nehty také mohou slouZit jako komplementarni biologicky material k bézné
odebiranému biologickému materialu.

Podporeno MZ CR - RVO (FNOI, 00098892).

Validace in-house metod v klinické farmakologii
Romana Ufinovska'
' Oddéleni klinické farmakologie, Ustav laboratorni mediciny, Fakultni nemocnice Ostrava

Abstrakt

PFi zavedeni in-house metod do rutinni praxe je nutné provést ovéreni dané analytické metody. Validace
je klicovym krok, kterym se prokazuje, Ze analytickd metoda je vhodna pro zamyslené poufziti. Jedna se
o Casové a financné narocny proces. Mezi zakladni hodnocené parametry patfi preciznost, pravdivost,
selektivita, linedrni rozsah, analyticka citlivost, stabilita analytu. Validace metod pro analyzu biologickych
vzork( by méla vychazet ze smérnic pro validace bioanalytickych metod jako jsou FDA Guidance for In-
dustry nebo EMA Guideline on Bioanalytical Method Validation.

Troubleshootings v LC/MS
Hana Janeckova
Oddéleni klinické biochemie, Fakultni nemocnice Olomouc, Zdravotnik( 248/7, 779 00 Olomouc

Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) je dnes nepostradatelnou ana-
lytickou technikou v oblasti klinické diagnostiky i biomedicinského vyzkumu. PfestoZe se jedna o vysoce
citlivou a selektivni metodu, jeji provoz byva €asto provazen fadou technickych komplikaci. V kazdodenni
praxi se |ze setkat s poklesem citlivosti, kolisanim retence, kontaminaci systému, poruchami ionizace i
nestabilitou signalu, stejné jako s chybami ve fazi zpracovani dat.

V pFispévku bude predstaven systematicky pfistup k troubleshootingu v LC-MS, ktery zahrnuje jak rutinni
prevenci a Udrzbu pfistroje, tak pokrocilou diagnostiku béznych i méné obvyklych poruch. Na zakladé
konkrétnich pfipadd z klinického i vyzkumného prostiedi budou ilustrovany typické projevy problémd,
jejich identifikace a nasledna feSeni.

Vitamin K a jeho vyuZiti v klinické praxi

Klapkova Eva?, Dunovska Katefina', Barna Milos'?, Melichercik Pavel?, Cepovéjanat Saveljev Michal®
' Ustav lékarské chemie a klinické biochemie 2. LF UK a FN Motol, Praha

21. Ortopedicka klinika 1. LF UK a FN Motol, Praha

3 Rehabilita¢ni oddéleni Nemocnice Milosrdnych sester sv. Karla Boromejského v Praze

Vitamin K pUsobi jako kofaktor y-glutamylkarboxylazy, ktera je dlleZitd pro post-translacni karboxylaci
vitamin K dependentnich protein(. Tato karboxylace je dlleZita pro vazbu vapenatych iontd koagulac-
nimi faktory, pro protein C a protein S. Podili se také na karboxylaci dalSich bilkovin napf. osteokalcinu
a matrix Gla proteinu. Vitamin K1 se G€astni pfedevsim krevni koagulace, zatimco vitamin K2 se podili na
kostni remodelaci a kalciové homeostazi. Vitamin K1 pfijaty béZnou pestrou stravou dostate¢né pokryje
pozadavky koagulacnich faktord. Zatimco zhruba u 9 z 10 lidi nepostacuje pfijem vitaminu K2 ze stravy
na pokryti dostate¢né karboxylace ostatnich vitamin K dependentnich protein(. Nedostatecna karboxy-
lace vitamin K dependentnich proteind je spojovana s vy3$im rizikem vyskytu osteoporotickych zlomenin
a nadmérnou kalcifikaci mékkych tkani v disledku kalciového paradoxu.

Cilem této prace bylo ovéfit Ucinky suplementace vitaminu K2 u pacientl s kalcifikujici tendinitidou ra-
mene, osteopénii a zlomeninou radia. U pacientd s kalcifikujici tendinitidou ramene byla suplementace
K2 testovana jako potencialni terapie zaméfena na zpomaleni nebo zastaveni patologické kalcifikace



v oblasti $lach a zlep3eni jejich funkce. U pacientl s osteopénii byl vitamin K2 podavan s cilem zpomalit
Ubytek kostni hmoty a podpofit remineralizaci kosti. A u pacientll po zlomeniné radia byla tato suple-
mentace zkoumana jako podplrna lécba pfi zajisténi optimalniho hojeni kosti a sniZeni rizika sekun-
darnich fraktur. V ramci této studie byla rovnéZ stanovovana hladina vitaminu K2 v séru pacientl pred
zacatkem suplementace, béhem ni a po jejim dokonceni, aby se vyhodnotil vztah mezi hladinou vitaminu
K2 a klinickymi vysledky. Vysledky ukazaly, Ze zlepSeni zdravotniho stavu pacientd pozitivné korelovalo
se zvySenim hladiny vitaminu K2 v séru.

Byla vyvinuta LC-MS/MS metoda pro stanoveni hladin vitaminu K1 a vitaminu K2 (MK-4, MK-7) v séru za
pouziti ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu. Hmotnostni detekce byla provadéna pomoci trojité-
ho kvadrupélu v médu MRM (Agilent 1290, Triple Quad 6470, Agilent Technologies). Jako vnitfni standar-
dy byly poufZity isotopové znacené formy vitaminu K (MK-7-d7, MK-4-d7, K,-d7). PFed samotnou analyzou
bylo nezbytné provést prfedlpravu vzorku pomoci SPE extrakce. Vzorky byly separovany na koloné SB-C8
(2,17x100 mm, 1,8 um, Agilent Technologies) pfi 40 °C za pouziti gradientu mobilnich fazi (A - 0,1% fluorid
amonny v 50% metanolu, B - 0,1% fluorid amonny v metanolu). Doba analyzy byla pfiblizné 9 minut. LC-
MS/MS metoda byla Uspésné validovana. Limit detekce byl 0,0019 ng/ml pro K, a pro MK-7 a 0,003 ng/
ml pro MK-4. Opakovatelnost nepfesahla hodnotu 14,3 % pro Zadnou z forem vitaminu K. Reprodukova-
telnost nepfesahla hodnotu 15,2 % pro Zzadnou z forem vitaminu K. Spravnost stanoveni se pohybovala
v rozmezi 0,5 - 10,7 % pro vSechny tfi formy vitaminu K. Vysledky této studie naznacuji, Ze vitamin K2
muUZe hrat vyznamnou roli v [é¢bé vyse zminénych stavd.

Podporeno MZ CR - RVO, FN v Motole 00064203.

Analyza drog a farmak na LC/MS trojitém kvadupélu Agilent
Ondrej Lacina, Jitka Zrostlikova
Altium International s.r.o., Na Jetelce 69/2, 190 00 Praha 9

Moderni hmotnostni spektrometry umoznuji diky vysoké akvizi¢ni rychlosti a selektivité stanovit desitky
i stovky analyt(i v jedné analyze. Nicméné existuji izomerni analyty, které nelze identifikovat pouze pomo-
ci MS aje nutné je pro jednoznacnou identifikaci rozseparovat pomoci delSi chromatografie. V pfednasce
si na prikladu analyzy drog a IéCiv v plazmé ukaZzeme moZznosti tzv. ,Inteligent reflex” implementovaného
v software MassHunter 12, ktery (kromé jiného) umozZnuje automatickou re-analyzu vzorku pomoci jiné
chromatografie pouze v pfipadé&, kdy jsou detekovany vySe zminéné izomerni analyty. Tim lze uSetfit
nejen Cas pfistroje, protoZe pro vétsinu vzorkd neni potfeba zdlouhavéa separace, ale i praci analytika pfi
opakovaném zadavani méreni vzork( delsi metodou.

Aby automatizované re-analyzy vzorkl fungovaly spolehlivé, kromé samotné softwarové funkce je nutna
i kvalitni priprava vzorkd. Klicové je predevsim odstranéni fosfolipidd, protoZe vyrazné ovliviiuji ioniza-
ci analyt a sniZuji Zivotnost kolony. SPE kolonky Captiva EMR Lipid selektivné odstraniuiji lipidy a jiné
analyty diky Gzkym pérdm v sorbentu, kdy do péru mdZe vstoupit pouze delsi alifaticky Fetéz (pfiblizné
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od 8 uhlik() a béZné analyty projdou okolo bez interakce (viz obrazek). Proto Captiva EMR Lipid témér
ireverzibilné zadrZuje lipidy a zaroven zachovava dobrou vytéZznost lipofilnich analytd, jako je THC a jeho
metabolity, 25-OH vitamin D3, nebo steroidni hormony.

SEKCE V

Implementace IVDR v MS laboratofi, management rizik
David Friedecky
Oddéleni klinické biochemie, Fakultni nemocnice Olomouc, Zdravotnikd 248/7, 779 00 Olomouc

Zavadéni LC/MS metod do rutinni klinické diagnostiky pfinasi fadu vyhod v oblasti specificity a flexibili-
ty, ale zaroven zvySuje naroky na Fizeni kvality, validaci a dokumentaci. S pfichodem narizeni IVDR (EU
2017/746) se dlraz na systematické Fizeni rizik stal nedilnou soucasti celého Zivotniho cyklu in-house
vyvijenych metod.

Prezentace se zaméruje na praktické aspekty analyzy a managementu rizik spojenych s LC/MS metodami,
a to jak z obecného pohledu, tak na konkrétnim prikladu z klinické laboratore. Pfedstaven bude ramec
hodnoceni rizik podle FMEA, pfFizplsobeny specifikdm hmotnostni spektrometrie - v€etné identifikace
moznych zdrojd selhani napfic jednotlivymi fazemi metody (pre-analytickd, analytickd, post-analytickd).
Soucasti bude i procesni mapa znazornujici klicové body pro monitorovani a fizenf rizik.

Déle bude diskutovano, jak vysledky analyzy rizik ovliviuji rozhodovani béhem vyvoje metody, navrhu
kontrolnich mechanizmd, validace a dlouhodobého sledovani vykonnosti. Pfipadova studie bude ilustro-
vat implementaci téchto principd pfi zavadéni kvantitativni LC-MS/MS metody pro stanoveni steroidnich
hormond, vcetné praktickych vyzev pfi sladéni laboratornich postupll s poZadavky IVDR.

Cilem je nabidnout uceleny a prakticky navod, jak pristupovat k fizenf rizik u LC/MS metod v klinickém
prostfedi, s dirazem na pouzitelnost v rdmci interni dokumentace a pfipravenost na externi audity Ci
inspekce.

Vyrobni praxe a IVDR
Lucie Vaclavkova
Odbor kvality, Fakultni nemocnice Olomouc, Zdravotnik( 248/7, 779 00 Olomouc

Zavedeni nafizeni IVDR (EU 2017/746) vyrazné zménilo poZadavky kladené na klinické laboratore, které si
samostatné pripravuji kalibracni materialy, kontrolni vzorky nebo jiné reagencie pro vlastni diagnostické
Ucely. Tyto in-house prostfedky jsou nyni regulovany jako IVD vyrobky, a laboratof je v tomto kontextu
povaZovana za jejich vyrobce.

Prezentace se zamé¥i na praktické zkusenosti s implementaci pozadavk{ IVDR v rutinnim provozu klinic-
ké laboratore vyuZivajici LC/MS metody. Ukazan bude cely vyrobni proces - od navrhu a pfipravy recep-
tury, pres validaci vyrobniho postupu aZ po SarZovou dokumentaci, kontrolu jakosti a archivaci.
Soucasti prezentace budou jednotlivé kroky vyroby a uvolfiovani reagencii, v€etné potfebnych zazna-
mU, sledovatelnosti a mechanismU pro Fizeni zmén. Diskutovana budou i praktickd omezeni spojena
s adaptaci existujicich laboratornich postupl na nové regulatorni rdmce, zejména v podminkach omeze-
nych persondlnich a technickych kapacit.

Cilem je sdilet zkuSenosti s budovanim ,malé vyroby” uvnitf klinické laboratore a nabidnout ostatnim
pracovistim inspiraci, jak naplnit poZadavky IVDR bez vyrazného naruseni efektivity provozu a flexibility
vyvoje metod.



ZkuSenosti se zpracovanim dokumentace k IH-IVD dle IVDR: pFistup spolecnosti Lipidica

Karolina KaSparova

Lipidica, a.s., Pernstynské namésti 51, 530 02 Pardubice

V souladu s poZadavky nafizeni (EU) 2017/746 (IVDR) jsme ve spolecnosti Lipidica zpracovali kompletn{
technickou dokumentaci k systému Lipidica jakoZto in-house IVD (IH-IVD) zafizeni pouzivanému v ramci

multicentrické klinické studie zaméFené na Casnou detekci nador slinivky bfisni.
V pFispévku stru¢né predstavim strukturu a obsah jednotlivych ¢asti dokumentace.



