Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Chemie

Studijni obor: Analyticka chemie

Bc. Johana Neumannova

Vyvoj HPLC-MS/MS metody pro stanoveni L-dopa v lidském krevnim séru

Development of a HPLC-MS/MS method for determination of L-dopa in human blood serum

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: RNDr. Petr Kozlik, Ph.D.

Praha, 2022



Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zdvérec¢nou prdci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prdce ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena
k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si védoma toho, Ze pfipadné vyuziti vysledkd, ziskanych v této praci, mimo

Univerzitu Karlovu je mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze, 6.4. 2022

Neumannova Johana



ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyvd vyvojem metody vysokoucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni tandemovou detekci (HPLC-MS/MS) pro stanoveni
L-dopy v lidském krevnim séru. Levodopa je prekurzor dopaminu a pouziva se obecné pro
|é¢bu Parkinsonského syndromu.

V ramci diplomové prace byla provedena optimalizace tandemové hmotnostni detekce
a optimalizace vysokoucinné kapalinové chromatografie. Nalezené optimalni parametry jsou
nasledujici: chromatografickd kolona HALO 90 A Penta-HILIC (150x2,1 mm; 2,7 um),
Advanced Materials Technology (USA). Pouzitd mobilni faze byla smés sloZzena z 0,1% kyseliny
mravenci (slozka A) a z acetonitrilu (sloZzka B) za gradientové eluce. Celkova doba analyzy byla
12,50 minut, pratok MF byl 0,4 ml mint, nastfikovan byl vzorek o objemu 5 pl, teplota na
davkovaci byla 15 °C a teplota kolony byla 30 °C. V diplomové praci byly sledovany nasledujici

MRM prechody v pozitivnim mddu:

1. levodopa: m/z198,1 - m/z 152,1 (Q1:-10V, CE: -16 V, Q3: -28 V)
2. deuterovana levodopa (IS): m/z 201,1 > m/z 155,2 (Q1: -10 V,
CE:-14V,Q3:-28V)
lontovy zdroj byl nastaven nasledovné: pratok nebulizaéniho plynu 3 I min', pratok
susiciho plynu 10 | min}, teplota vnitfniho prostoru 300 °C, napéti na kapilafe 3 000 V, teplota
desolvatacni kapilary 250 °C.
V zavéru prace byla provedena analyza matri¢niho efektu. Bylo zjisténo, ze vliv

matri¢niho efektu na stanoveni L-dopy v lidském krevnim séru se pohybuje kolem 50 %.
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ABSTRACT

The diploma thesis is focused on the development of a high-performance liquid
chromatography in conjunction with tandem mass spectrometry detection (HPLC-MS/MS) for
the determination of L-dopa in human blood serum. Levodopa is a dopamine precursor and is
generally used to treat Parkinson's syndrome.

The tandem mass spectrometry detection and the high-performance liquid
chromatography method were optimized. The optimal conditions were as follows: HALO 90 A
Penta-HILIC column (150 x 2,1 mm; 2,7 um), Advanced Materials Technology (USA). The
mobile phase used was a mixture composed of 0,1% formic acid (component A) and
acetonitrile (component B) under gradient elution. The total analysis time was 12,50 minutes,
the flow rate was 0,4 ml min', a 5 pl sample was injected, the autosampler temperature was
15 °C and the column temperature was 40 °C. The following MRM transitions in positive mode

were monitored:

1. levodopa: m/z198,1 - m/z 152,1 (Q1:-10V, CE: -16 V, Q3: -28 V)
2. deuterated levodopa (IS): m/z 201,1 - m/z 155,2 (Q1: -10V,
CE:-14V,Q3:-28V)

The setting of the ion source was as follows: the nebulization gas flow 3 | min?, the
drying gas flow 10 | min, the internal temperature 300 °C, the capillary voltage 3 000 V, the
desolvation capillary temperature 250 °C.

In the end of the work, an analysis of the matrix effect was performed. It was found that
the influence of the matrix effect on the determination of L-dopa in a human blood serum is

around 50 %.
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1 Uvod

1.1 Metabolomika a jeji rozdéleni

Metabolomika predstavuje analyzu biologického vzorku, tzv. metabolomu, v ném?z je
zkouman veliky soubor nizkomolekularnich latek, které se v daném case a za daného stavu
v biologickém vzorku nachazeji. Metabolom zahrnuje na rozdil od genomu mnohem mensi
pocet jednotlivych chemickych individui (metabolom zahrnuje asi 2500 metabolitli, kdeZto
genom zahrnuje cca. 30000 genu).! Jako metabolom je oznafovana komplexni sada
metabolitl, které vznikaji velkym pocétem reakci souhrnné oznacovanym pojmem
metabolismus. Je to tedy soubor vSech intraceluldrnich i extracelularnich nizkomolekularnich
latek, které vznikly pfeménou chemickych sloucenin pomoci metabolickych drah v Zivém
systému. Tyto nizkomolekularni latky jsou potfebné pro rlist a normalni funkci buriky.? V praxi
predstavuje metabolomika vyznamnou analytickou vyzvu, protoZe na rozdil od genomovych a
proteomickych metod ma za cil zkoumat molekuly, které maji odlisné fyzikalni vlastnosti (lisi
se napfiklad v polarité - v metabolomu nalezneme ve vodé rozpustné organické kyseliny, ale
i napf. nepoldarni lipidy). Diky neustdlému vyvoji analytickych pfistrojii se mohou v metabolice
pouZivané metody stéle zlepSovat.3

Metabolomika je rozvijejici se védni disciplina, ktera se pouziva k odhaleni fyziologickych
a patologickych metabolickych zmén a je hojné vyuzivana k identifikaci biomarker( rdznych
onemocnéni.* Ur¢ité patologické metabolity jsou jednim ze signdld onemocnéni, protoze
jejich mnozstvi v biologickych vzorcich pfimo souvisi s patogennimi mechanismy. Soucasné
metabolomické technologie presahuji rdmec standardnich technik klinické chemie — diky
tomu muUzZeme bézné mérit desitky az stovky metabolitl s vynikajici pfesnosti. To je vhodné
zejména pro nalezeni ¢asnych metabolickych indikdatori onemocnéni, diky nimz vime o
onemocnéni jedince dfive, nez jsou pfFiznaky klinicky zjevné.3

Metabolomika se déli na metabolomiku cilenou a metabolomiku necilenou. Cilena
metabolomika vyuziva jiz dfive definovanych metabolitl, které jsou analyzovany
charakteristickymi  prechody vtandemovém hmotnostnim spektrometru. Necilena

metabolomika pouZiva data ziskand z analyzator(, které méfi pfesnou hmotu. Analyzované
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l[atky jsou neznamé a dale se pracuje predevsim sinformacemi o presné hmoté a

s informacemi o retenci latek na koloné.>

1.1.1 Cilena metabolomika

Cilend metabolomika se zabyva méfenim definovanych skupin chemicky
charakterizovanych a biochemicky anotovanych metabolitli za icelem zkoumani specifickych
metabolickych cest nebo kovéfeni biomarker( identifikovanych pomoci necilené
metabolomiky. Cileny metabolomicky pfistup vyZzaduje apriorni znalosti sledovanych
metabolitd a zndmych sloucenin a je zaloZen na znalosti specifickych preddefinovanych signald
pro dané metabolity. Diky této znalosti miZeme ndsledné pomoci analytickych technik
(MS/MS ¢i GC-MS) presné urcit relativni mnozstvi a koncentraci daného metabolitu.
Nevyhodou cileného pfistupu je, Ze nezahrnuje globélni profilovani metabolomu.®

Cilend metabolomika je zatizena obtiznou srovnatelnosti s méfenim dat pochdazejicim
z vice zdroji/experimentl. Obtizna srovnatelnost pochazi z neznamé ,historie” vzorku, mize
byt zplsobena naptiklad nerepresentativnim odbérem ¢i nejednotnymi kroky v preanalytické
fazi. Dalsim divodem pfispivajicim k obtizné srovnatelnosti je matrice vzorku, ktera se vice ¢i
méné lisi vzorek od vzorku. Popisovand obtiZznd srovnatelnost je velkou nevyhodou pro
dlouhodobé studie validace biomarker(i, a proto bylo v mnoha pfipadech pfistoupeno ke
stanoveni absolutnich koncentraci metabolitd pomoci internich (pfidano ke vzorku pred
extrakci) nebo externich (pfidano ke vzorku po extrakci) standardd.’

Hmotnostni spektrometrie se v cilené metabolomice pouzivd predevsim ve trech

formatech: GC-MS, FIA-MS/MS a HPLC-MS/MS.”

1.1.2 Necilena metabolomika

Necilené metabolomické studie jsou charakterizovany sou¢asnym méfenim velkého
poctu metabolitl v kazdém vzorku. Tato strategie vyluCuje potfebu predchozi specifické
hypotézy o konkrétni sadé metabolitli a misto toho analyzuje globalni metabolomicky profil.
V dlsledku toho jsou studie charakterizovany generovanim velkého mnozstvi dat. Tato data
se vyznacuji nejen svym objemem, ale také svou sloZitosti, a proto je zapotrebi vysoce

vykonnych bioinformatickych nastroju. Cilem necilené metabolomiky je tedy zméfit co nejvice
11



metabolitd v daném vzorku, a to i véetné dfive neznamych metabolitl. Je to duleZitd metoda

predevsim pro charakteristiku ,otisku prstu” biologického vzorku.®

1.2 Technika LC-MS/MS

1.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z nejcastéji pouZivanych
separacnich technik, které se pouzivaji v mnoha rtznych oblastech k usnadnéni identifikace a
kvantifikace latek v rliznych matricich. Pro citlivé a selektivni stanoveni stopovych mnozstvi
farmaceuticky aktivnich slouéenin v biologickych vzorcich a jejich davkovych formach se Siroce

pouZivaji techniky kapalinové chromatografie s riznymi reZzimy detekce.®
1.2.1.1 Typy kapalinové chromatografie

Dva zakladni typy kapalinové chromatografie jsou chromatografie s normalnimi fazemi
(NPLC) a chromatografie s reverznimi fazemi (tj. chromatografie s obracenymi fazemi, RPLC),
dalsim zndmym typem je kapalinovd chromatografie s hydrofilnimi interakcemi (HILIC).
V chromatografii s normalnimi fazemi se pouzivaji polarni stacionarni faze a nepolarni mobilni
faze, kdezto v chromatografii s reverznimi fazemi se pouzivaji nepolarni stacionarni faze a
polarni mobilni faze. Chromatografie s polarni stacionarni fazi je historicky starsi, a proto nese
oznaceni ,chromatografie s normalnimi fazemi“. Dnes se Castéji vyuzZivd chromatografie
s reverznimi fazemi, jelikoZ ji Ize vyuZzit pro podstatné SirSi okruh analytd a typ( vzork( oproti
chromatografii s normalnimi fazemi. Bézné pouzivané mobilni faze jsou voda, acetonitril,
methanol, ethanol, cyklohexan, hexan (rozpoustédla jsou napsana v fadé podle klesajici
polarity) a jako stacionarni faze jsou obvykle pouZivany reverzni staciondrni faze typu C18.1°

Vzorek tvoreny velmi hydrofilni latkou nemusi byt v systému sreverznimi fazemi
zadrZovan, naproti tomu v systému s normalnimi fazemi mlze byt velmi dobfe zadrzovan,
bohuzZel se ale v systému s normalnimi fazemi typicky pouzivaji nevodnd rozpoustédla, ve
kterych jsou velmi hydrofilni latky nerozpustné. Redenim téchto probléma maze byt pouZiti
HILIC. Jedn4 se o alternativu k vy$e zminénym dvéma technikam kapalinové chromatografie.!!

Termin HILIC poprvé navrhl Alpert v roce 1990 a v poslednich letech se o tuto techniku
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vyznamné zvysil zajem. HILIC je zpUsob fungovani v HPLC, ktery je odlisny jak od rezimu s
reverznimi fazemi, tak od reZimu s normdlnimi fazemi. Stacionarni faze HILIC vychazi ze
systému s normalnimi fazemi, jedna se o polarni staciondrni fazi, pouzivad se napftiklad oxid
kfemicity, nemodifikovany silikagel ¢i modifikovany silikagel s navazanymi nejriznéjsSimi
skupinami. Mobilni faze v HILIC je sloZzena z polarnich rozpoustédel, obvykle je slozena z
acetonitrilu a z vody, podil organického rozpoustédla je vSak vidy vyssi (cca. 2 60 %). Z vySe
zminéného vyplyvd, Ze pouzita stacionarni faze je polarnéjsi nez mobilni faze.'? V podstaté se
tedy jedna o chromatografii v systému normalnich fazi, jejiz mobilni faze obsahuje vodu. Eluéni
pofadi analytl je od nejméné polarnich po nejvice polarni.t! HILIC tedy obraci pofadi eluce,
coz usnadnuje separaci velmi poldrnich latek od interferenci, jako jsou slozky matrice, a také
zvySuje specificitu a citlivost metody.'? Retenéni mechanismus se jevi jako slozZity, jelikoZ
zahrnuje sekundarni elektrostatické, hydrofobni a vodikové vazebné interakce, které zavisi na
pouzitych podminkach - napfiklad na sloZeni mobilni faze. Pfedpoklada se, Ze na povrchu faze
HILIC je pfitomna vrstva vody a k retenci dochazi interakci polarnich analytl s touto stabilni
vrstvou vody.? Tradi¢ni chromatografie s reverzni fazi se tedy pouziva pfi separaci nepolarnich
az mirné poldrnich molekul, zatimco rezim HILIC (kapalna chromatografie s hydrofilni

interakci) je technika volend pro mirné az silné polarni metabolity.!3

1.2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je vSestranny analyticky ndstroj, diky kterému lze nejen urcit
molekulovou hmotnost neznamé latky, ale je mozné i identifikovat neznamou latku, urcit jeji
prvkové sloZeni a v nékterych pfipadech urcit také jeji strukturu.

RGzné techniky vyuZivajici hmotnostni spektrometrii mohou vykazovat rlzny stupen
hmotnostniho rozliseni, napfiklad od jednotkové hmotnosti na kvadrupdlovych pfistrojich az
po techniky vyssiho rozliseni, jako jsou Fourierova transformace hmotnostni spektroskopie
(FT-MS) nebo GC-Orbitrap. Hmotnostni spektrometr mize byt vybaven jednim analyzatorem
¢i pripadné vice analyzatory, diky nimzZ je pak mozné zvysit rozliSeni spektrometru. Druhy
analyzator (MS;) se pouziva k méreni hodnoty m/z vyslednych fragmentovych iont(, ¢imz se
ziskd MS/MS neboli MS? spektrum. Dale miZeme pfidat je$té tfeti analyzétor, ve kterém je

disociovan fragmentovy iont z MS; a je zaznamenano jeho spektrum MS/MS/MS neboli
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tzv. MS3 spektrum. Hromadné analyzatory lze usporadat do série v prostoru (tandemovy

kvadrupdl, Q-TOF pfistroje) nebo v ¢ase (iontové pasti).’
1.2.2.1 Hmotnostni analyzatory

DilezZitou ¢asti hmotnostniho spektrometru je hmotnostni analyzator. V hmotnostnim
analyzatoru dochazi za vakua kseparaci iontl podle jejich m/z a zarovenn dochazi k
propousténi dostatecného mnoizstvi prislusnych iontl, které dopadaji na detektor a ten
v zavislosti na mnozstvi iont(l vyvold signal. Je zndmo vice druh( analyzatorf(, které Ize rozdélit
do tfi skupin. Do prvni z nich patfi skenujici analyzatory, které kontinudlné v ¢ase separujiionty
o urcité m/z a tyto vybrané ionty dale vysilaji k detektoru. Jako zastupce této skupiny lze
jmenovat kvadrupdlové analyzatory Ci sektorové pristroje. Druhd skupina je typicka transmisi
vSech iontl do letové trubice ve stejném Case. Teprve azZ v letové trubici dochazi k separaci
iontl podle rozdilné doby letu k detektoru. Hlavnim zastupcem této skupiny je prlletovy
analyzator (TOF). Posledni skupinu tvofi analyzatory, které zachytdvaji ionty v cele Ci v iontové
pasti (iontova past, iontova cyklotronova rezonance). Tyto analyzatory s pouzitim Fourierovi
transformace kombinuji analyzator a detektor v jedné méfici cele.!>'* Pomérné ¢asto jsou
pouzivany tzv. hybridni instrumenty, které se ziskavaji spojenim rlznych hmotnostnich
analyzator(l. Jedna se napfiklad o trojity kvadrupdl (QqQ), kvadrupél/linedrni iontova past
(Q-LIT), kvadrupdl/praletovy analyzator (Q-TOF) ¢i priletovy analyzator/praletovy analyzator
(TOF-TOF).16

1.2.2.2 Tandemovd hmotnostni spektrometrie

S rozsifenim ionizace elektrosprejem (ESI) a s rozSifenim laserové desorpce (ionizace za
Ucasti matrice, MALDI) vzrostla i potfeba fragmentovat ionty za ucelem strukturni analyzy,
kvantitativni analyzy a za uUcelem studia fyzikalné-chemickych vlastnosti iont, ¢emuz
dopomdha tandemova hmotnostni spektrometrie. Tandemovad hmotnostni spektrometrie je

dvojiho typu:

1. Dva hmotnostni analyzatory za sebou —tj. tandemova hmotnostni spektrometrie
v prostoru.

2. Jeden hmotnostni analyzator, ktery nejprve zachyti specificky ion, nasledné ho
excituje a zméfi hmotnostni spektrum vzniklych produktl — tj. tandemova

hmotnostni spektrometrie v Case.
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V tandemové hmotnostni spektrometrii v prostoru se pouzivaji nejméné dva hmotnostni
analyzatory v sérii. Prvni z nich vybira prekurzorovy ion a druhy skenuje produkty, které vznikly
aktivaci ve srazkové komore umisténé v oblasti mezi analyzatory, ktera je naplnéna neutralnim
plynem (argon, dusik). V tandemové hmotnostni spektrometrii v ¢ase se jednd o postupné
manipulovani iontl v iontovych pastech. lonty se nejprve z iontového zdroje pfivadi do pasti
a jsou zachycené v periodickém radiofrekvenénim elektromagnetickém poli. Poté pfi izolaci
prekurzoru dochazi ke zméné vysledného pole, pouze ionty prekurzoru si zachovavaiji stabilni
energii. K aktivaci dochazi vétSinou srazkami s plynem pritomnym v pasti (Casto se pouziva
helium). Nakonec jsou produkty v iontovych pastech zachyceny a nasledné vypuzeny do
detektoru.!’

Tandemova hmotnostni spektrometrie ma narozdil od klasické hmotnostni
spektrometrie nékolik vyhod, mezi néz patfi napf. lepsi pomér signdlu k Sumu (coz snizuje limit
kvantifikace), Sirsi linedrni rozsah kvantifikace, lepsi presnost a reprodukovatelnost (zejména
pFi méfeni nizkych koncentraci analyt().'®

V literature se tandemova hmotnostni spektrometrie nejcastéji oznacuje jako MS/MS,
MSMS & MS?. Koncept tandemové hmotnostni spektrometrie Ize rozsifit na vicenasobnou
fragmentaci MS", nejcastéji se ale pouziva dvojstupriové usporadani, a to at uz kvali prilis
vysoké cené pfristroje pro vicendsobnou fragmentaci nebo kvili sniZovani iontového proudu
ztratami pri priletu jednotlivymi analyzatory. Méreni v tandemové hmotnostni spektrometrii
je mozné rozdélit do tfi krokd. V prvnim kroku se nejprve izoluje iont prekurzoru, nasledné se
(ve druhém kroku) iont prekurzoru aktivuje (nejéastéji srdzkami ve srazkovych
komordch - kvadrupdlové a hexapdlové srazkové komory) a dojde k vybuzeni vnitini energie
iontu (mUzZe k tomu dojit napf. srazkou s neutralnim plynem, ozarenim iont0 v ultrafialové Ci
infracervené oblasti). Po aktivaci dochazi k rozpadu iontu. Ve tfetim kroku se jednotlivé vzniklé
fragmenty analyzuji.'’

Trojity kvadrupdlovy analyzator (TQMS nebo QqQ) se fadi mezi nizkorozliSovaci
analyzatory a na rozdil od klasického kvadrupdlového analyzatoru se lisi po¢tem hmotnostnich
filtracnich kvadrupodll. Jedna se o tandemovy hmotnostni spektrometr sloZeny ze dvou
kvadrupdlovych hmotnostnich analyzatorl (Q1 a Qs), mezi nimiz je kolizni cela (Qz). Prvni
z kvadrupdll (Qi) slouzi pro izolaci prekurzorovych iontl, druhy kvadrupdl (Qz) predstavuje
kolizni celu, ve které dochazi k fragmentaci danych iontl pomoci reakéniho plynu, napftiklad
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argonu. Treti kvadrupdl (Qs) slouZi pro izolaci a pro skenovani produktovych iontd.'® Trojity

kvadrupdlovy spektrometr lze pouzit k ziskani strukturdlnich informaci nebo ke

kvantifikaci - ¢asto se pouziva pro kvantifikaci malych molekul v biologickych matricich diky

jeho vynikajici selektivité a citlivosti.?°

IKvadrupél Q 1)I [Kvadrupél (Q3)I
N | [ — | —
il | — | e

Kolizni cela

Schéma 1: Trojity kvadrupdl*®

Tandemova hmotnostni spektrometrie v prostoru pouziva nékolik skenovacich postupu,

které nelze provést pouze s jednim analyzatorem. Jednd se predevsim o tyto skenovaci

postupy (funkce):

(1)

(2)

(3)

Sledovani produktovych iontu

Jedna se o sken produktl ¢i sken dcefinych iontld. Prvni analyzator je nastaven
na pomér m/z urcitého prekurzoru, zatimco druhy analyzator méfi vSechny ionty
vzniklé z prekurzoru aktivovanymi srazkami — je tedy zméreno plné spektrum
fragmentovanych iontl z prekurzoru.

Sledovani neutralni ztraty

Pfi tomto typu méfeni se hledaji vSechny ionty, u kterych doslo ke zmenseni o
stejnou nominalni hodnotu hmotnosti (napf. se mize jednat o ztratu vody, ktera
odpovida snizeni hmotnosti o hodnotu rovnou 18 Da). Pfi pouziti této metody
skenuji oba analyzatory stejné s konstantnim rozdilem m/z.

Sledovani prekurzorovych iontd

Timto zpUsobem se ziskavaji informace o vsSech iontech, které po aktivaci
vytvorili fragment o stejném poméru m/z. Prvni z analyzatord skenuje celé
spektrum, zatimco druhy analyzator je nastaven pouze na prislusny pomér m/z.
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(4) Sledovani vybranych reakci (SRM) a sledovani vice reakci (MRM)

Pti sledovani vybranych reakci je pro dany ¢asovy Usek prvni analyzator nastaven
na pomér m/z prekurzoru a druhy analyzator na pomér m/z produktu. V pripadé,
kdy je sledovano vice fragmentacnich reakci (sledovani vice reakci), musi oba
analyzatory rychle preskocit na nasledujici sledované pary iontd. Ani jeden
z analyzator( v tomto pripadé neskenuje plné spektrum. Monitorovany jsou tedy
pouze jeden nebo dva vybrané pary prekurzor + produkt. Pokud je monitorovano
vice reakci nez pouze jedna, pak se toto monitorovani nazyva monitorovani vice
reakci (MRM).

Vseobecné se tandemové hmotnostni spektrometry velmi casto pouzivaji ve

farmaceutickém prdmyslu, v klinickych laboratofi a déle se hojné pouZivaji pti zjistovani

kontaminace potravin ¢i pro sledovani kvality Zivotniho prostfedi.’

1.3 Cilovy analyt - Levodopa

Levodopa (L-dopa) je aminokyselina ze skupiny velkych neutrdlnich aminokyselin
(LNAA), kam patfi tyrosin, fenylalanin, tryptofan, leucin, izoleucin a valin. Jedna se o pfirozené
se vyskytujici L-izomer aminokyseliny 3,4-dihydroxyfenylalaninu. Struktura levodopy je

ukdzana na Obr. 1.2

O

OH

NH
HO 2
OH

Obrdzek 1: Struktura L-dopa. Zdroj: Vlastni zpracovadni.

Dulezitost levodopy spociva vtom, Ze se jedna o prekurzor dopaminu, ktery ma
antiparkinsonické vlastnosti. Levodopa je tedy prolécivo, které je pomoci DOPA-dekarboxylasy
konvertovano na dopamin (viz Obr. 2) a mUZe prochdazet pfes hematoencefalickou bariéru.??
Samotné podavani dopaminu neni moziné, nebot dopamin velmi obtizné prechazi pres
hematoencefalickou bariéru. Jakmile je levodopa dopravena do mozku, je zde
dekarboxylovdana na dopamin a stimuluje dopaminergni receptory, ¢imz kompenzuje
vyCerpany pfisun endogenniho dopaminu, ktery je pozorovany u pacient s Parkinsonovou

chorobou. Aby se zajistilo, Ze adekvatni koncentrace levodopy dosdhne centralniho nervového
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systému, podavd se L-dopa soucasné s karbidopou, inhibitorem dekarboxylasy, ktery
neprekracuje hematoencefalickou bariéru, ¢imZz se snizuje dekarboxylace a inaktivace
levodopy v perifernich tkanich a soucasné se tak zvySuje dodavka dopaminu do centrdlni

nervové soustavy.???3

O

NH
OH 2

_ =

NHz HO

OH OH

HO

Obradzek 2: Konverze levodopy pomoci DOPA-dekarboxylasy na dopamin. Zdroj: Viastni
zpracovani.

Levodopa se jako IéCivo nepouzivd pouze pro lécbu Parkinsonovy choroby (PN), ale
obecné pro lé¢bu parkinsonského syndromu, ktery je soucdsti dalSich nemoci. Avsak vétsina
onemocnéni s parkinsonskym syndromem (70-80 %) je tvofena PN, zbytek ¢ini onemocnéni,
kde je souéasti jejich obrazu parkinsonsky syndrom.?*

Levodopa je hlavnim pilifem Ié€by Parkinsonovy choroby jiz vice nez 40 let. Zavedenim
prekurzoru dopaminu do Ié¢by PN byla vylepsena Zivotni progndza onemocnéni. Pred
zavedenim levodopy do |écby byla umrtnost pacientd s PN v praméru tfikrat vyssi nez
umrtnost v celé populaci. Po zavedeni levodopy do |é¢by koncem Sedesatych let 20. stoleti
doslo k poklesu umrtnosti, a to v priméru na 1,4nasobek oproti umrtnosti v celé populaci.
Pramérna doba preziti pred zavedenim levodopy byla asi osm let, v soucasnosti se tato doba

zvy$ila aZ na étrnact let.?>

1.3.1 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je béind neurodegenerativni porucha (druhé nejcastéjsi
neurodegenerativni onemocnéni po Alzheimerové chorobé) postihujici pfiblizné 1 % populace
ve véku nad 60 let, je to jedna z nevylécitelnych, a ne zcela objasnénych chorob. PN postihuje
vice muze, pomér nemocnych muzd viéi Zendm je pfiblizné 3:2.26 Jednd se o poruchu, kterd
je charakterizovana motorickou symptomatologii, ta se projevuje tfesem v klidovém stavu,

bradykinezi, rigiditou, posturdlni nestabilitou, sklopenym drzenim téla. Klinické spektrum

onemocnéni je rozsahlejSi a zahrnuje Sirokou Skalu nemotorickych symptom(, vietné
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kognitivnich a behavioralnich symptomu, poruch spdnku, autonomnich dysfunkci,
senzorickych symptomd, unavy, mlzZe dojit i k poruse Cichu, ke zvySenému poceni a slinéni, i
k depresi.?’

Hlavnimi neuropatologickymi rysy PN jsou ztrata dopaminergnich neuron( v Substantia
nigra (Cerna substance) a depozice specifickych agregatl cytoplazmatickych proteind,
znamych jako Lewyho téliska.?’ Vyse zminény neuromediatorovy deficit zplsobuje dysregulaci
¢innosti pfimé a nepfimé motorické drahy.?® Substantia nigra je struktura bazélnich ganglii
umisténd ve stfednim mozku, kterd hraje nezastupitelnou roli v fizeni pohybu a ve které se
tvofi dopamin, ktery je nasledné transportovan pomoci vybézk( nervovych bunék z ¢erné
substance do oblasti bazdlnich ganglii — tzv. striatum (zihané jadro). Z Zihaného jadra je
dopamin pozdéji uvolfiovan do synapsi. V pfipadé, Ze je dopaminu nedostatek, striatum
spolehlivé nepracuje a dochdzi k porude regulace hybnosti.?? Lewyho téliska jsou
mikroskopické utvary tvorené shluky bilkovin. Jednd se o abnormalni agregaci bilkovin. Pokud
je v bunce neuronu pfitomno Lewyho télisko, dochdzi k hromadéni proteinu, ktery inhibuje
opravnou funkci. Opravna funkce je pak znacné sniZena aZz potlacena, coz mlze vyvolat

bunéénou smrt.30

1.3.2 Davkovani levodopy a komplikace 1écby

Levodopa se obvykle nepouzivd pro inicialni Ié€bu PN, pacientim je podavana
v pfipadech, kdy predchazejici |é¢ba jiz neni dostatecné ucinna ¢i pokud neni mozné nasadit
agonisty dopaminu. Nejprve jsou pacientdim podavany nizké davky levodopy
(cca. 50-100 mg/den), které se postupné zvysuji o 100 mg po 4—7 dnech do doby, neZ dojde
k dosazeni uspokojivého symptomatického efektu. Lékové formy levodopy jsou
rizné — standardné se poddvaji kapsle a tablety ¢i tablety s prodlouZzenym uvolfiovanim.3%32
Ucinky levodopy u PN jsou jednim z nejzdhadnéjsich jevl v mediciné. Zpoc&atku
levodopa snizuje symptomy a pfiznaky onemocnéni po cely den a vraci pacienta do
plnohodnotného Zivota. Pfi pokracujici 1écbé levodopou se objevuji vykyvy v motorické
reakci - pacient si obvykle v§ima nezadoucich ucinkl na konci kazdého davkovaciho cyklu.
Nasledné se antiparkinsonicka reakce stavd méné predvidatelnou ve vztahu k davkovani a

asto je doprovazena dyskinezi.?3
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Jednim z nékolika problém( dlouhodobé terapie levodopou je jeji schopnost zvySovat a
zaroven i udrZovat zvySené plazmatické hladiny homocysteinu. Homocystein je latka s

prokdzanym negativnim vztahem k cévnim chorobdm, kognitivni dysfunkci a k demenci.?*

1.4 Stanovenilevodopy v biologickém materialu

Velké mnoistvi vyzkumnych skupin se zabyvalo stanovenim levodopy v biologickém
materialu, a to rlznymi technikami a zplsoby, vybrané z nich jsou podrobnéji probrany nize.
Pro prehlednost a snadné srovnani jednotlivych pouzitych HPLC-MS/MS metod jsou v Tab. 1
vypsany dulezité rozdily vjednotlivych pristupech. V Tab.2 jsou porovnany jiné nez
HPLC-MS/MS techniky pouZité pro stanoveni L-dopy mezi sebou - jsou zde uvedeny

vyhody/nevyhody pouZiti dané techniky.
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Tabulka 1: Souhrnna tabulka zndzornujici rozdily v pouzitych metoddch HPLC-MS/MS jednotlivych vyzkumnych skupin pro stanoveni

levodopy
Studie - autofi César a kol.*® Vilhena a kol.?® Chi a kol.?’
Druh matrice lidskd plazma lidskd plazma krysi plazma
Technika HPLC - MS/MS HPLC - MS/MS HPLC-MS/MS
Druh chromatografie RPLC HILIC RPLC
Typ kolony ACE C18 (5(3 x 4.,6 mm i.d.; velikost Atlantis HILIC (150 x 2,1 mm, 3 m, Agilent Zorbax SB-Aq (100 x 3,0 mm,
¢astic 5 um) Waters, USA) 3,5 um)

Mobilni faze

Pratok
Injekcni objem
Extrakce vzorku

Vnitfni standard

Limit kvantifikace

0,2% HCOOH; CH3CN
0,2 ml min?
10 ul
srazeni - kyselina chlorista

methyldopa
50 ng ml?

Vodny roztok 0,05% HCOOH +
3 mmol/l HCOONa; CH3CN

0,2 ml min?
5ul
PVDF filtr

deuterovana levodopa

75 ng ml?

1,0 M HCOONH4 + HCOOH +
CF3(CF2)3sCOOH (1 000:10:5:1); CHsCN
0,8 ml min?

10 ul
LLE (smés ethylacetatu a
n-butylalkoholu)

deuterovanad levodopa

50 ng ml?




Vyvoj a validace vysoce vykonné kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii pro simultanni kvantifikaci levodopy a karbidopy v

lidské plazmé3®

César a kol.?> vyvinuli a zvalidovali citlivou, rychlou a vysoce ucinnou metodu pro
simultanni kvantifikaci levodopy a karbidopy v lidské plazmé s pouZitim HPLC-MS/MS. Pro
zpracovani plazmy byl pouZit jednoduchy krok srazeni proteinu s kyselinou chloristou a jako
vnitini standard (IS) byla pouZita methyldopa. Analyzy byly provadény za pouziti kolony
ACE C18 (50 x 4,6 mm i.d.; velikost c¢astic 5 um) pfi 18 °C, mobilni faze byla pfipravena z
0,2% kyseliny mraven¢i a acetonitrilu (90:10) pfi pratoku 0,2 ml min't. Analyza trvala 6 minut
a injekéni objem ¢inil 10 pl. Tandemovy hmotnostni spektrometr na principu trojitého
kvadrupdlu v reZimu monitorovani vybranych reakci (MRM) byl nastaven na detekci iontovych
prechodl m/z 198,1 > m/z 107,0 pro levodopu. Méfeni bylo provedeno v rezimu pozitivni
ionizace. Metoda byla validovdna a ukdzala se jako linearni, precizni a prfesnd pfi méreni v
rozsahu 50 — 5 000 ng ml?, spodni limit kvantifikace metody je tedy 50 ng ml.

Ptiprava vzorku probihala nasledovné: Ke vzorku plazmy o objemu 250 ml bylo pfiddano
50 ml IS (2 000 ng mlI’t methyldopy) a 50 ml 2M kyseliny chloristé. Nésledné byl vzorek
promichdn na pfistroji vortex a poté odstfedén na centrifuze pfi 14 000 otackach za minutu
po dobu 10 minut pfi 5 °C. Ziskany supernatant byl pfenesen do vialky a do

chromatografického systému byl vstfiknut alikvot o objemu 10 pl.3>

Novd metoda HILIC-MS/MS pro simultdnni analyzu karbidopy, levodopy a

jejich metabolitii v lidské plazmé3®

Ve studii provedené v Brazilii védeckou skupinou pod vedenim pani doktorky VilhenaZ®,
byla misto chromatografie na reverzni fazi pouzita hydrofilni interakéni chromatografie. Cilem
této studie bylo vyvinout metodu vyuzivajici systém HILIC a detekci MS/MS pro soucasné
stanoveni karbidopy, levodopy a jejich metabolitd (3-o-methyldopa a dopaminu) v lidské
plazmé. Hmotnostni spektrometrie s trojitym kvadrupdlem byla provozovana v rezimu MRM
za pouiziti elektrosprejové ionizacni techniky, u levodopy byly sledovany prechody

m/z198,2 > m/z181,2 (pro detekci) a m/z198,2 > m/z152,1 (pro kvantifikaci). Po



jednoduché pripravé vzorkd srazenim bilkovin byla k oddéleni za izokratickych podminek
pouzita kolona Atlantis HILIC (150 x 2,1 mm, 3 m, Waters, USA), stacionarni fazi v této koloné
je oxid kfemicity, mobilni faze byla vytvorena smisenim acetonitrilu a vody v poméru 79:21 a
byla do ni pfiddna 0,05% kyselina mravenci a mravencan sodny (o koncentraci 3 mmol I'%).
Teplota kolony byla nastavena na 25 °C, izokraticky pratok ¢inil 200 pl min™t a injekéni objem
byl 5 ul. Jako vnitfni standard pro kvantifikaci byla pouzita deuterovana levodopa.®®

Kalibracni vzorky byly pfipraveny ptidanim 50 pl pracovniho roztoku (levodopa,
karbidopa, dopamin, 3-o-methyldopa) a 50 pl vnitfniho standardu pro kvantifikaci ke 400 pl
plazmy (blank). Nasledné bylo ke vzorkiim priddno jesté 1500 ul acetonitrilu, ktery obsahoval
0,05% kyselinu mravenéi a mravenéan sodny (3 mmol I'%). Takto pfipravené kalibraéni vzorky
byly promichany na pftistroji vortex po dobu tfi minut a nasledné byly odstfedény na centrifuze
pfi 36 000 otackach za minutu po dobu dvaceti minut, teplota na centrifuze byla nastavena na
5 °C. Alikvot supernatantu byl pred vstfikovanim prefiltrovan pres polyvinylidenfluoridovy
injekéni filtr. Pro ochranu sledovanych analytl pred degradaci byly vSechny vzorky pfipraveny
za nizké expozice svétla. Kalibraéni kfivka byla proméfena vrozmezi koncentraci
75-800 ng ml?! pro levodopu.3®

Vzorky byly ptipraveny tak, Ze nejprve bylo 400 ul plazmy pipetovdno do 2ml
polypropylenové zkumavky, ke kazdému vzorku bylo nasledné pfidano 50 pl roztoku vnitfniho
standardu (deuterovanad levodopa) a smés byla promichana na pfistroji vortex po dobu jedné
minuty. Poté bylo ke kazdému vzorku pfidano 1550 pl acetonitrilu obsahujiciho 0,05% kyselinu
mravenéi a mravenéan amonny o koncentraci 3 mmol |2, vzorky byly promichany na pfistroji
vortex po dobu tfi minut a odstfedény na centrifuze pfi 36 000 otackach za minutu pfi 5 ° C po
dobu dvaceti minut. Alikvot supernatantu byl prfed injekci pfrefiltrovdn pres

polyvinylidenfluoridovy injekéni filtr.36

Kvantifikace levodopy a karbidopy v krysi plazmé pomoci LC — MS/MS:

Kli¢éovd role iontového pdrovdni v chromatografii na reverzni fazi3’

Ve studii provedené Chi a kol.?” byla simultdanné stanovena levodopa a karbidopa v krysi
plazmé pomoci LC-MS/MS za pomoci ionto-parového cinidla - kyseliny perfluoropentanové

(PFPA). PouZitd mobilni faze v chromatografii byla slozena ze dvou roztok(l. Prvni roztok
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obsahoval vodu, 1M mravencan amonny, kyselinu mravenci a PFPA v objemovém poméru
1000:10:5:1 (slozka A). Druhy roztok byl sloZzen pouze z Cistého acetonitrilu (slozka B).
Koncentrace zasobnich roztokd levodopy a karbidopy byla pro oba roztoky 200 pg ml?, Fedéni
bylo provedeno pomoci 1% roztoku disifi¢itanu sodného ve vodé. Analyzovanym vzorkem byla
krysi plazma, k niz byl ihned po odbéru ptidan antikoagulant. Pfed zapocetim analyzy byl ke
vzorku (kvali stabilizaci levodopy a karbidopy) pfidan 25% roztok disifi¢itanu sodného
v objemovém poméru 10:1 (tj. 10 ml krysi plazmy a 1 ml 25% roztoku disiti¢itanu sodného).
Pro extrakci levodopy a karbidopy ze vzorku plazmy byla pouzita extrakce kapalina-kapalina
(LLE) za pomoci smési ethylacetdtu a n-butylalkoholu v poméru 1:1. Do smési byl navic pridan
1% roztok PFPA.

Hmotnostni spektrometrickd detekce byla provedena na API6500 trojitém
kvadrupdlovém hmotnostnim spektrometru od AB Sciex (Ontario, Kanada). Detekce byla
provedena vrezimu MRM vyuZivajici prfechody z protonované molekuly
pfi m/z 198 > m/z 152 pro levodopu a m/z 201 > m/z 154 pro L-dopa (Ds). VSechny separace
byly provedeny na koloné Agilent Zorbax SB-Aq (100 x 3,0 mm, 3,5 um) za izokratickych
podminek, mobilni faze se sklddala z 96 % z roztoku A a zbylé 4 % tvofil roztok B, pratok
mobilni faze byl nastaven na 0,8 ml min™ a injekéni objem vzorku byl 10 pl.

Vyvinutd metoda byla Uspésné validovana v rozmezi 50-10 000 ng ml pro levodopu a
25-5 000 ng ml' pro karbidopu s pouZitim levodopy-ds a karbidopy-ds jako vnitfnich

standardd.3’

Vysoce citlivé stanoveni levodopy pomoci adsorpéni stripovaci voltametrie

na modifikované skelné uhlikové elektrodé3®

Levodopu je mozné stanovit i pomoci jinych technik nez je LC-MS/MS, Gérska Anna s jeji
laboratorni skupinou stanovili levodopu pomoci adsorpéni stripovaci voltametrie na
modifikované skelné uhlikové elektrodé.?® Pro modifikaci skelné uhlikové elektrody byl pouZit
Nafion, saze a ruthenium. Signal levodopy ziskany na modifikované elektrodé byl 12x vyssi ve
srovnani s nemodifikovanou skelnou uhlikovou elektrodou.

Ve studii byla popsana vysoce citlivd adsorpcni stripovaci voltametrickd metoda pro

stanoveni levodopy ve farmaceutickych produktech (Madopar 125-100 mg v kapsli a

24



Madopar 62,5 - 50 mg v tableté). Na zakladé ziskanych vysledku ze studie byla vypocétena mez
detekce, kterd méla hodnotu 17 nM (3,4 ng ml?) a limit kvantifikace, ktery byl 56 nM
(11 ng mlI'Y). Oproti vy$e uvedenym HPLC-MS/MS metodam mad voltametrie mnoho vyhod. Je
relativné levnd, analyza vzorku je snadna a rychla. Navic se jednd o vysoce citlivou metodu,
kterda umoznuje dosazeni velmi nizkych detekcnich limiti. Nevyhodou voltametrie je pfiprava

pracovni elektrody, pasivace elektrod a nasledné ¢isténi.>®

Soucasné stanoveni sérovych koncentraci levodopy, dopaminu,

3-0-methyldopy a a-methyldopy pomoci HPLC3?

Na italské univerzité v Siené byla vyvinuta metoda pro soucasné stanoveni sérovych
koncentraci levodopy, dopaminu, 3-O-methyldopy a a-methyldopy pomoci HPLC s UV detekci
a s fluorimetrickou detekci.3°

Krevni sérum bylo pfipraveno dvéma zpUsoby. V prvnim zplsobu pfipravy vzorku (bez
derivatizace) bylo 250 ul krevniho séra extrahovano 125 ml 2M kyseliny chloristé. Extrakt byl
odstfedén na centrifuze (10 minut, 5 000 g). Supernatant (20 pl) byl injektovan do HPLC. Druhy
zpUsob (s derivatizaci) byl stejny jako prvni az na posledni krok, kdy supernatant nebyl
nadavkovan do HPLC, ale byl neutralizovdan 2M uhli¢itanem draselnym (vysledné pH se
nachazelo v rozmezi 6-6,5). Ddle byl supernatant odstfedén na centrifuze (10 minut, 5 000 g)
a byl smichdn s 20mM hexakyanozZelezitanem draselnym, acetonitrilem a s 0,1M
difenoxyethanem. Vznikld smés byla inkubovdna (37 °C, 40 minut). Alikvot ziskané smési
(20 pl) byl nastfiknut na HPLC.

Pro separaci analytl obsazenych ve vzorku pfipravenym postupem bez derivatizace byla
pouzita MF slozend zrlznych pomérl 0,02M pufru fosfore¢nanu draselného (pH 2,5)
a methanolu (poméry byly ménény dle gradientového elucniho profilu). Pratok mobilni faze
byl nastaven na 1 ml minL. Pro fluorimetrickou detekci byla vinova délka excitace 270 nm a
vinovad délka emise 320 nm. UV detekce byla promérena pfi 230 nm. Pro separaci
derivatizovanych slouéenin byla pouzita MF slozend z 50mM TRIS o pH 7, z methanolu a z
acetonitrilu (8:1:1; pratok MF 1 ml min™). Pro fluorimetrickou detekci byla vinova délka

excitace 345 nm a vinova délka emise 485 nm.
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V pfipadé pouziti nederivatizovaného vzorku mély obé detekéni metody dobrou
reprodukovatelnost, jejich citlivost byla odlisnd. UV detektor dokazal detekovat analyty
v koncentraénim rozmezi nmol mll, kdezto metoda detekce nativni fluorescence slouéenin
umozfiuje méfit koncentrace o tfi fady nizsi (pmol ml2).

V pfipadé pouziti derivatizovaného vzorku je ziskana vyssi citlivost detekce i oproti
detekci nativni fluorescence. Vyssi citlivost je zajiSténa preménou molekuly katecholaminu na
vysoce fluorescencni derivat — benzoxazol. Jedna ze sledovanych sloucenin, 3-O-methyldopa,
nereaguje s derivatiza¢nim Cinidlem, takze soucasné stanoveni ctyrf slou¢enin neni mozné.

UV spektrofotometricky detektor je levna a rychld detekéni metoda. Lze pomoci ného
zaznamenat spektrum celé latky, a je moiné sdruZovat signaly nékolika fotodiod a
optimalizovat tak spektrdlni rozliSeni. Na rozdil od MS/MS detektoru jde o detektor
nedestruktivni, nedosahuje vSak takové citlivosti. Fluorescencni detektor je také

nedestruktivni, zdroven je vysoce selektivni a jeho citlivost je vyssi oproti UV detektoru.3®

Jednordzovy elektrochemicky senzor pro rychlé stanoveni levodopy?°

Bergamini a kol.*0 pfedstavili navrh aplikace elektrochemického senzoru se zlatou
sitotiskovou elektrodou pro monitorovani L-dopy ve stacionarnim systému i v pritoku. Hlavni
vyhody tohoto elektrodového systému tkvi v jeho nizké cené, potencidlni prenositelnosti,
jednoduchosti ovladani a spolehlivosti. Navic se Ize vlivem jednorazového pouziti vyhnout
pasivaci elektrod z opakovaného pouziti stejného povrchu elektrody pro nésledné analyzy.

Voltametricka a amperometrickd méreni byla provedena v konvenéni elektrochemické
cele a v systému mikropritokovych cel, na které byla k potenciostatu pripojena sitotiskova
zlatd elektroda. Zasobni roztok 0,01 mol I byl pfipraven rozpusténim referenéniho standardu
L-dopy v demineralizované vodé. Nosnym elektrolytem byl acetdtovy pufr (c=0,1 mol I'%;
pH 3,0). Navrzena metoda byla testovana pro stanoveni L-dopy ve dvou farmaceutickych
formulacich — v tabletach Sinemet® a Prolopa®.

Elektrochemickou oxidaci L-dopy na zlaté sitotiskové elektrodé pfi +0,8 V v acetatovém
pufru (pH 3,0) pfi pratokové rychlosti 14,1 ml min' byla ziskdna linedrni kalibraéni kfivka v

rozmezi od 1,5 - 10 do 6,6 - 10 mol I}, detekéni limit metody byl 9,9 - 107 mol I,
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Pomoci elektrooxidace L-dopy pfi +0,63 V v acetatovém pufru (pH 3,0) na zlaté
sitotiskové elektrodé ve stacionarnim systému je mozné ziskat linearni kalibrac¢ni kfivku od
9,9-10°do 1,2 - 103 mol I}, detekéni limit metody je 6,8 - 10 mol I,

Oproti detekci L-dopy pomoci HPLC-MS/MS je elektrochemicky senzor levny,
prenositelny a jednoduse se ovlada. Naopak mezi nevyhody patfi jeho nizka citlivost (a to i

oproti DAD detektoru, UV/VIS detektoru, ¢i fluorescenénimu detektoru ve spojeni s HPLC).%°

Jednordzovy elektrochemicky biosenzor pro stanoveni L-dopa v nefedéném

lidském séru??

V dalsi ze studii byl navrien jednorazovy elektrochemicky biosenzor pro stanoveni
L-dopy v nefedéném lidském séru.*! Tento biosenzor je zaloZen na poufZiti uhlikovych
nanotrubi¢ek - modifikované sitotiskové elektrody pokryté elektropolymerizovanym
polythioninovym filmem na jejichZ povrchu je umisténa vnéjsi zesitovana vrstva obsahujici
tyrosinazu. Dalsi pokryti senzoru vrstvou Nafion umoznuje pouZiti senzoru pfimo na lidské
sérum (bez predchozi Upravy). Pokryti polymerni vrstvou bylo provedeno z divodu vysoce
nestabilniho amperometrického signdlu ziskaného na nepotazeném senzoru v séru, vétsinou
v dusledku chemické oxidace referencni elektrody. DuleZité je také poukdzat na relevanci
polythioninové vrstvy. Bez polythioninové vrstvy vykazoval pfislusny biosenzor velmi
nestabilni proud.

Elektrochemicka méreni pro stanoveni L-dopy byla provedena kdpnutim 100 pl vzorku
na povrch elektrody a aplikaci konstantniho potencialu -0,31 V (tzv. redukéni potencidl).
Princip fungovani biosenzor( pro stanoveni L-dopy spociva v pouziti imobilizované tyrozinazy,
ktera katalyzuje oxidaci L-dopy na orthochinon a ndasledné dochazi k redukci orthochinonu,
coz vede ke vzniku proudu s redukénim potencidlem stanovenym pomoci cyklickych
voltametrickych experimentd. V dlsledku toho je zaznamenany proud pfimo Umérny
koncentraci L-dopy. Funkéni vztah zavislosti proudu na koncentraci L-dopy byl linedrni v
rozmezi koncentraci 0,8-22puM (= 0,16-4,3mgl!). Mez detekce metody byla
2,5 uM (= 0,49 mg I'Y).

Jednorazovy elektrochemicky biosenzor ma nékteré dilezité vyhody, mezi néz patfi

nizkd cena stanoveni, prenositelnost biosenzoru, davkovani pouze malého objemu vzorkd.
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Dalsi velkou vyhodou je moZnost stanovovat L-dopu bez nutnosti predupravy vzorku a

jednorazové pouziti biosenzoru, které zabranuje pasivaci elektrod p¥i opakovaném pouziti.*!
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Tabulka 2: Souhrnnd tabulka popisujici vyhody a nevyhody pouZiti jednotlivych technik pro stanoveni L-dopy. Udaje o jednotlivych

metoddch byly ziskany z vyse uvedenych publikaci v kapitole 1.4, kde jsou tyto techniky a jednotlivé metody podrobnéji popsdny.

Technika

Vyhody

Nevyhody

HPLC-MS/MS

HPLC-UV/VIS*

HPLC-FLD*

DPAdSV38

Senzor se zlatou
sitotiskovou
elektrodou??

Elektrochemicky
biosenzor*!

vysoka citlivost (aZ 1 pg ml?) selektivita a univerzalnost; moznost analyzy
sloZitych smési v komplikovanych matricich

aplikovatelnost pro Sirokou Skalu latek; nizka cena; rychlost analyzy;
rozsahlé knihovny spekter; nedestruktivni

nedestruktivni; selektivni; specificky (vybér vhodné excitacni a emisni A);
vy$3i citlivost (aZ 3 pg ml?, oproti UV/VIS)

snadna a rychld analyza vzorku; nizka cena; vysoka citlivost

nizka cena; prenositelnost; snadné ovladani; jednordzovost (vyhnuti
pasivaci elektrod); rychlost méreni

nizka cena; prenositelnost; selektivita odezvy; rychlost méreni;
jednorazovost (vyhnuti pasivaci elektrod); ddvkovani malého objemu
vzorku; vysoka reprodukovatelnost

vysoka cena; ndroky na CiSténi; destruktivni technika

nizka citlivost (5 ng ml?); absorbance rozpoustédel
zpusobuje drift zakladni linie

omezené pouziti — pouze fluoreskujici latky

nutna pfiprava pracovni elektrody; pasivace elektrody
a nasledné cisténi; nemoznost pouZit pro NP-HPLC

nizka citlivost (10 pg ml?); nutnd Gprava senzoru
slouziciho pro jednoucelovou analyzu; nutna Uprava
vzorku

nizka citlivost (0,1 pg ml); neni nutnd preddprava
vzorku




Z vySe uvedené Tab. 2 je zfejmé, Ze nejvétsi citlivosti dosahuje technika HPLC-MS/MS. Jedna
se ale o techniku nakladnou a destruktivni. Vysokou citlivost spliuje i technika HPLC-FLD.
Adsorpcni stripovaci voltametrie na modifikované skelné uhlikové elektrodé je také metoda
vysoce citlivd, ale jeji nevyhodou je ptiprava pracovni elektrody a pasivace pracovni elektrody
pfi opakované analyze. Elektrochemické senzory/biosenzory jsou nejméné citlivé techniky pro
stanoveni L-dopy. Tuto nevyhodu ale dohanéji jednoduchosti jejich pouZiti, kratkou dobou

analyzy a jejich prenositelnosti z mista na misto.



2 Experimentalni cast

2.1 Instrumentace

Prakticka ¢ast prace byla mérena na instrumentu Shimadzu LCMS-8045 (Kjéto,

Japonsko), pro separaci byly vyzkouseny a pouZity tyto kolony:

e Chromatografickd kolona InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 od firmy Agilent
Technologies (USA) o vnitfnim priméru 2,1 mm a délce 10,0 cm s velikosti ¢astic
1,9 um

e Chromatografickd kolona ACE® Excel® Cis-Amide od firmy Advanced
Chromatography Technologies (Skotsko) o vnitfnim priméru 2,1 mm a délce
10,0 cm s velikosti ¢astic 1,7 um

e Chromatografickd kolona Atlantis™ dCis od firmy Waters (USA) o vnitfnim
prameéru 2,1 mm a délce 10,0 cm s velikosti ¢astic 3 um

e Chromatograficka kolona Atlantis™ PREMIER BEH Cis AX od firmy Waters (USA)
o vnitfnim prliméru 2,1 mm a délce 10,0 cm s velikosti ¢astic 1,7um

e Chromatografickd kolona ACQUITY UPLC® BEH HILIC od firmy Waters (Irsko) o
vnitfnim prameéru 2,1 mm a délce 10,0 cm s velikosti ¢astic 1,7 um

e Chromatograficka kolona ACQUITY UPLC® BEH AMIDE od firmy Waters (USA) o
vnitfnim prameéru 2,1 mm a délce 10,0 cm s velikosti ¢astic 1,7 um

e Chromatograficka kolona HALO 90 A Penta-HILIC od firmy Advanced Materials
Technology (USA) o vnitinim primeéru 2,1 mm a délce 15,0 cm s velikosti ¢astic
2,7 pum

Pro pfipravu zasobnich roztok( standard( analytl a pro Upravu vzorkl byly pouzity tyto

instrumenty:

e Analytické vahy, Entris®, Sartorius, Némecko

e Homogenizator, VORTEX, Chromservis, Ceskd republika

e (QOdstredivka, Ependorf MiniSpin, USA

e Ultrazvukovy sonikator, EIma S15H, Elmasonic, Némecko

e pH metr, 3540 pH/conductivity meter, Jenway, Velka Britanie
e Magneticka michacka, Velp Scientifica, Italie



2.2 Pouzité chemikalie

e Voda, LC-MS Cistota, Sigma Aldrich, Némecko

e Acetonitril, CHROMASOLV™, LC-MS ¢istota = 99,9%, Honeywell, Francie

e Methanol, CHROMASOLV™, LC-MS Cistota > 99,9%, Honeywell, Francie

e Kyselina mravenci, 98% p. a., LC-MS Cistota, Honeywell, Francie

e Mravencan amonny, LC-MS cistota = 99,9%, Sigma Aldrich, Némecko

e Levodopa, certifikovany referenéni material, farmaceuticky sekundarni
standard, Sigma Aldrich, Némecko

e L-Dopa-(phenyl-ds), Cistota > 98%, Sigma Aldrich, Némecko

2.3 Priprava vzorki

2.3.1 Levodopa, 3-(3,4-dihydroxyfenyl)-L-alanin

Pro experiment zaméreny na optimalizaci detekce tandemovou hmotnostni
spektrometrii bylo navdZeno na analytickych vahdch 1,6 mg levodopy. Nasledné bylo
k navdzice pfidano 1,6 ml 1% roztoku kyseliny mravenci. Vzorek byl promichan na pfistroji
vortex a nasledné byl vloZen do ultrazvukové 1azné, kde byl ponechdn po dobu 10 minut.
Koncentrace vzniklého roztoku byla 1 mg ml?. Nasledné byl vznikly vzorek pro optimalizaci
nafedén za pomoci smési 0,1% kyselina mraven¢i:methanol (v poméru 5:5, v/v) tak, aby
vyslednd koncentrace levodopy ve vzorku byla 5 ug ml. Pro nasledné experimenty (volba
kolony) byl pfipraven vzorek navazenim 2,4 mg levodopy na analytickych vahach. Navazka byla
nasledné rozpusténa pomoci 2,4 ml 1% roztoku kyseliny mravenci. Vzorek byl promichdn na
pfistroji vortex a nasledné byl vloZzen do ultrazvukové |azné, kde byl ponechan po dobu 10
minut. Koncentrace vzniklého roztoku byla 1 mg mll. N&sledné byl vznikly vzorek pro
optimalizaci nafedén za pomoci smési 0,1% kyselina mravenci:acetonitril (v poméru 2:8, v/v)

tak, aby vysledné koncentrace levodopy ve vzorku byly 5 pg ml* a 500 ng ml.

2.3.2 L-dopa (D3), 3-(3,4-Dihydroxyfenyl-2,5,6-d3)-L-alanin

Pro experiment zaméreny na optimalizaci detekce tandemovou hmotnostni

spektrometrii bylo navdzeno na analytickych vahach 1,2 mg L-dopa (Ds3). Nasledné bylo
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k navazice pfidano 1,2 ml 1% roztoku kyseliny mravenci. Vzorek byl promichdan na pfistroji
vortex a nasledné byl vloZzen do ultrazvukové lazné, kde byl ponechdn po dobu 10 minut.
Koncentrace vzniklého roztoku byla 1 mg ml?. Nasledné byl vznikly vzorek pro optimalizaci
nafedén za pomoci smési 0,1% kyselina mravenci:methanol (v poméru 5:5, v/v) tak, aby

vyslednd koncentrace L-dopa (Ds) ve vzorku byla 5 pg ml?.

2.3.3 Vzorek obsahujici biologickou matrici (spikovany vzorek, referencni

matrice)

Pro pfipravu vzorku obsahujici biologickou matrici byl nejprve pfipraven roztok levodopy
a roztok interniho standardu (deuterované levodopy).

Pro pfipravu roztoku levodopy bylo na analytickych vahach navadzeno 2,0 mg levodopy.
Nasledné bylo k navaZce pfidano 2,0 ml roztoku sloZzeného z methanolu a z 1 M kyseliny
chlorovodikové (v poméru 5:5, v/v). Vzorek byl promichan na pfistroji vortex a nasledné byl
vloZzen do ultrazvukové 1azné, kde byl ponechan po dobu 10 minut. Koncentrace vzniklého
roztoku byla 1 mg mlt. Poté byl vznikly vzorek nafedén za pomoci smési 0,1% kyselina
mravenci:methanol okyseleny 0,1% kyselinou mravendi (v poméru 5:5, v/v) tak, aby vysledna
koncentrace levodopy ve vzorku byla 5 ug mlt a 500 ng ml2.

Nasledné bylo na analytickych vahach navazeno 1,5 mg interniho standardu
(deuterovana levodopa). K navazce bylo pfidano 1,5 ml roztoku slozeného z methanoluaz 1M
kyseliny chlorovodikové (v poméru 5:5, v/v). Vzorek byl promichan na pfistroji vortex a
nasledné byl vioZzen do ultrazvukové 1azné, kde byl ponechan po dobu 10 minut. Koncentrace
vzniklého roztoku byla 1 mg ml?. Poté byl vznikly roztok IS nafedén nejprve na koncentraci
50 ug mlt samotnym 0,1% roztokem kyseliny mravenci, dédle byl vzorek IS nafedén na
koncentraci 100 ng ml"t pomoci acetonitrilu okyseleného 0,1% kyselinou mravendi.

Vzorek obsahujici biologickou matrici s koncentraci levodopy 833,33 ng ml? byl
pfipraven smichanim 25 pl lidského krevniho séra + 180 pl interniho standardu o koncentraci
100 ng ml*+ 5 pl roztoku vzorku levodopy o koncentraci 5 pg ml?. Dale byl pfipraven vzorek
obsahuijici biologickou matrici s koncentraci levodopy 83,33 ng mlt smichanim 25 pl lidského
krevniho séra + 180 pl interniho standardu o koncentraci 100 ng ml™* + 5 pl roztoku vzorku

levodopy o koncentraci 500 ng ml?t. Diky velkému mnoistvi acetonitrilu obsaZenému v
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pridaném roztoku IS doslo v obou roztocich k vysrazeni proteind. Oba vzorky byly promichany
na homogenizatoru a odstifedény na centrifuze (12 minut, 12 500 otacek za minutu). Vzniklé
supernatanty byly nasledné prevedeny do kénické HPLC vialky.

Mezi dalsi pfipravené vzorky obsahujici biologickou matrici patfi vzorky pro analyzu
matri¢niho efektu (8 vzorkd). Matri¢ni efekt byl promérfen za pomoci tfi rliznych krevnich
sér —tj. krevnich sér ziskanych od tfech rliznych pacientl. Postup ptipravy téchto vzork( je
uveden v nasledujicich odstavcich.

Nejprve byl pro analyzu matri¢niho efektu pripraven vzorek L-dopy bez krevniho séra.
Ve vialce bylo smichano 30 pl destilované vody a 180 ul acetonitrilu okyseleného 1% kyselinou
mravenci. Nasledné byl vznikly roztok promichdn na pftistroji vortex. Do HPLC vialky bylo
odpipetovano 60 ul promichaného roztoku, ke kterému bylo nasledné priddano 5 ul roztoku
L-dopy o koncentraci 500 ng ml™. Vyslednd koncentrace L-dopy v pFipraveném vzorku byla
38,5 ng mlL. Stejnym zpUsobem byl pfipraven druhy vzorek, do kterého ale nebyl pfidan roztok
L-dopy o koncentraci 500 ng ml%, ale 5 pl roztoku L-dopy o koncentraci 10 pg ml2. Vyslednd
koncentrace L-dopy v druhém ptipraveném vzorku byla 769 ng ml=.

Nasledné byly pfipraveny vzorky L-dopy obsahujici krevni sérum. Krevni séra byla ziskana
od trech rdznych pacientl, dohromady tedy bylo pfipraveno 6 vzorkl obsahujicich krevni
sérum. Z krevniho séra od jednoho pacienta byly pfipraveny dva vzorky, které se liSily
koncentraci L-dopy (v prvém byla koncentrace L-dopy 38,5 ng ml?%, ve druhém 769 ng ml?).
Tyto vzorky byly pfipraveny nasledovné: Ve vialce bylo smichano 30 ul pfislusného krevniho
séra a 180 pl acetonitrilu okyseleného 1% kyselinou mravenci. Poté byl roztok promichan na
pfistroji vortex a odstfedén na centrifuze (12 minut, 12 500 otacek za minutu). Do kénické
HPLC vialky bylo odpipetovano 60 pl vzniklého supernatantu, ke kterému bylo ndsledné
pfidano 5 pl roztoku L-dopy o koncentraci 500 ng ml?. Vyslednd koncentrace L-dopy
v pfipraveném vzorku obsahujicim krevni sérum byla 38,5 ng mlt. Stejnym zpUsobem byl
pFipraven druhy vzorek, do kterého ale nebyl pfidan roztok L-dopy o koncentraci 500 ng ml?,
ale 5 pl roztoku L-dopy o koncentraci 10 pg mlt. Vysledna koncentrace L-dopy v druhém
pfipraveném vzorku obsahujicim krevni sérum byla 769 ng ml™. Identicky postup pfipravy

vzorku byl pouzit i pro dalsi dvé krevni séra ziskana od dvou riznych pacienta.

34



2.4 Priprava pufri

2.4.1 Mravencan amonny, 10 mM, pH = 3,8

Na analytické vaze bylo navaZeno presné 0,3153 g pevného mravencanu amonného.
Navazka byla kvantitativné prevedena do 0,5 | deionizované vody a roztok byl promichan.
Nasledné byla nddoba sroztokem dana na 10 minut do ultrazvukového sonikatoru.
PoZzadované pH bylo ziskdno pomoci titrace kyselinou mravenci. Béhem titrace bylo pH

méreno pH metrem.

35



3 Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace tandemové hmotnostni detekce

Cile optimalizace hmotnostniho spektrometru byly dva. Prvnim z cild je nalezeni specifickych
prechodd mezi prekurzorovym a produktovym iontem daného analytu a druhym z cill je
nalezeni vhodného nastaveni iontové optiky tak, aby bylo dosazeno co nejvyssi citlivosti
méreni. Experimenty zamérené na optimalizaci byly provedeny za vyuZiti standardniho
roztoku levodopy a standardniho roztoku L-dopa (Ds3), oba roztoky byly pfipraveny o
koncentraci 5 pg ml?!. Nadavkovany objem standardniho roztoku levodopy byl 10 pl,
nadavkovany objem L-dopa (Ds) byl 1,5 pl. Na zakladé struktury analytd byl hmotnostni
analyzator nastaven na praci v rezimu pozitivnich iontl (mdéd ESI+). Na Obr. 3 lze vidét
hmotnostni spektrum levodopy ziskané v hmotnostnim rozmezi m/z 100-300. Z MS spektra je
patrné, Ze nejintenzivnéjsi m/z je 198,1. Tato hmota odpovidd aduktu s vodikem ve formé
[M+H]*. Na Obr. 4 je uvedeno MS spektrum L-dopa (Ds). Nejintenzivnéjsi hmota odpovidajici
aduktu [M+H]* je 201,1.
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Obradzek 3: Hmotnostni spektrum levodopy namérené v pozitivnim maodu. MF smés
voda:methanol v poméru 3:7 (v/v), pritok MF 0,4 ml min™, ndstfik 10 ul, skenovdno v
rozmezi 100-300 m/z.
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Obrdzek 4: Hmotnostni spektrum L-dopa (D3) namérené v pozitivnim modu. MF smés
voda:methanol v poméru 3:7 (v/v), prutok MF 0,4 ml min, néstfik 1,5 ul, skenovdno
v rozmezi 100-300 m/z.

Jelikoz [M+H]* adukty obou analytd byly nejintenzivnéjsi, tak byly zvoleny jako
prekurzorové ionty. V nasledujicim experimentu byly tyto prekurzorové ionty stépeny v kolizni
cele. Na Obr.5 mlzeme vidét fragmentacni MS spektrum vzniklé Stépenim m/z 198,1 pfi
kolizni energii -15 V. Nejintenzivnéjsi fragment odpovidajici hmoté 181,1 vznikd odstépenim
neutralni molekuly amoniaku od [M+H]* prekurzorového iontu jak je zobrazeno na Obr. 6.
Druhy nejintenzivnéjsi fragment (m/z 152,1) vznika odstépenim neutrdlni molekuly kyseliny
mravenci od [M+H]* prekurzorového iontu, jak je zobrazeno na témze obrazku. Na Obr. 7 je
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vyneseno fragmentaéni MS spektrum deuterované levodopy vzniklé stépenim m/z 201,1 pfi

kolizni energii -15 V. Jednotlivé fragmenty jsou analogické fragmentim neznacené levodopy.
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Obrdzek 5: Fragmentacni spektrum prekurzového iontu levodopy (198,1 m/z) ziskané v
pozitivnim mddu pfi kolizni energii -15 V.
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Obrdzek 6: Fragmentacni schéma levodopy vzniklé stepenim m/z 198,1 pfi kolizni
energii -15 V.
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Obrdzek 7: Fragmentacéni spektrum prekurzového iontu L-dopa (Ds) (201,1 m/z) ziskané v
pozitivnim mddu pfi kolizni energii -15 V.

V nasledujicim kroku optimalizace byla ménéna kolizni energie v rozsahu
od—-45V do—10 Vs krokem po 5 V. Cilem tohoto skenovani bylo nalézt optimalni kolizni
energii, pfi které je produktovy ion nejintenzivnéjsi. Po nalezeni vhodné CE byla tato energie
dale jesté optimalizovana po kroku 1V + 5 V. Jako vhodné produktové ionty pro levodopu na
zakladé intenzity byly vybrany ionty 181,1; 152,1 a 135,0. Na Obr. 8 je uvedena zavislost
intenzity téchto iontl na hodnoté kolizni energie. lont 181,1 dosahoval nejvyssi intenzity pfi
kolizni energii -14 V, iont 152,1 pfi kolizni energii -16 V a iont 135,0 pfi kolizni energii -15 V.
Pro L-Dopa (D3) byly vybrany ionty 155,2 a 137,1. Na Obr. 9 je uvedena zavislost intenzity
téchto iontd na hodnoté kolizni energie. lont 155,2 dosahoval nejvyssi intenzity pfi kolizni

energii -14 V a iont 137,1 pfi kolizni energii -15 V.
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Obrdzek 8: Graf zavislosti intenzity piku produktovych iont na CE pro levodopa. Hodnoty

m/z produktovych iontd jsou 181,1, 152,1 a 135,0.
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Obradzek 9: Graf zdvislosti intenzity produktovych ionti na CE pro L-dopa (Ds). Hodnoty m/z
produktovych iontl jsou 155,2 a 137,1.

Nasledné byla provedena optimalizace nastaveni iontové optiky pfed prvnim (Ql
Pre-bias) a tfetim (Q3 Pre-bias) kvadrupdlem. Pti této optimalizaci byl MS nastaven jiz pro
dané MRM prechody a bylo optimalizovano napéti v nasledujicim rozsahu: Q1: od -50V do -5 V
s krokem po 2 V; Q3: 0od -50 V do -5 V s krokem po 2 V. Grafy zavislosti intenzity pikl pro dany
MRM prechod na vloZzeném napéti pred prvnim (Q1l Pre-bias) a tretim (Q3 Pre-bias)
kvadrupdlem jsou pro levodopu zndzornény na Obr. 10-12 a pro L-dopa (D3) na Obr. 13-14.
Maximalni hodnota intenzity pro dané MRM prechody odpovida optimalni hodnoté napéti pro

Q1 a Q3 Pre-Bias, kdy je dosazeno nejvyssi vytéznosti sledovanych iontu.
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Obrdzek 10: Graf zavislosti intenzity MRM prechodu m/z 198,1 - m/z 152,1 na vloZeném
napéti pred prvnim (Q1 Pre-bias) a tietim (Q3 Pre-bias) kvadrupdlem
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Obrdzek 11: Graf zdvislosti intenzity MRM prechodu m/z 198,1 - m/z 135,0 na vloZeném
napéti pred prvnim (Q1 Pre-bias) a tfetim (Q3 Pre-bias) kvadrupdlem
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Obrdzek 12: Graf zavislosti intenzity MRM prechodu m/z 198,1 - m/z 181,1 na vlioZeném
napéti pred prvnim (Q1 Pre-bias) a tietim (Q3 Pre-bias) kvadrupdlem

15
14
13
12
11
10

Ql
——Q3

Absolutni intenzita, | (x 10 000)

O N 00 ©

-5 -15 -25 -35 -45 -55
E[V]

Obrdzek 13: Graf zdvislosti intenzity MRM prechodu m/z 201,1 - m/z 137,1 na vloZeném
napéti pred prvnim (Q1 Pre-bias) a tfetim (Q3 Pre-bias) kvadrupdlem
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Obrdzek 14: Graf zavislosti intenzity MRM prechodu m/z 201,1 - m/z 155,2 na vloZeném
napéti pred prvnim (Q1 Pre-bias) a tietim (Q3 Pre-bias) kvadrupdlem
Pro levodopu byly ziskany celkem tfi produktové ionty, pro L-dopa (D3) byly ziskany dva
produktové ionty. Hodnoty m/z produktovych iontd, hodnoty m/z prekurzorovych iontd,
hodnoty koliznich energii, pfi kterych maji produktové ionty nejvyssi intenzitu, a optimalni

hodnoty nastaveni iontové optiky Q1 Pre-bias a Q3 Pre-bias jsou uvedeny v Tab. 3.

Tabulka 3: Hodnoty m/z prekurzorovych a produktovych iontt, hodnoty koliznich energii
pri nejvyssi intenzité produktovych iontii a optimdlni hodnoty nastaveni iontové optiky

Q1 Pre-bias a Q3 Pre-bias.

Analyt Pr?rl:;:;or Produkt (m/z) CE (V) Qi P(r\elz)- bias a3 P(';(;)- bias
L-dopa 198,1 152,1 -16,0 -10,0 -28,0
135,0 -15,0 -22,0 -24,0
181,1 -14,0 -5,0 -12,0
L-dopa (Ds) 201,1 137,1 -15,0 -10,0 -24,0
155,2 -14,0 -10,0 -28,0
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3.2 Optimalizace vysokoucinné kapalinové chromatografie

PFi optimalizaci HPLC metody byly sledovany pouze nejvice intenzivni MRM prechody,
tj. u levodopy se jedna o MRM prechod m/z 198,1 - m/z 152,1 a u deuterované levodopy o
MRM prechod m/z 201,1 > m/z 155,2. V ramci diplomové préace bylo vyzkouseno celkem 7
chromatografickych kolon (popis nize). Pfi vybéru vhodné mobilni faze se vychazelo z postupl
publikovanych v odborné literatufe. Pfi vyvoji metody se zkousSela jak chromatografie s

reverzni fazi, tak i hydrofilni interakéni chromatografie.

3.2.1 Chromatograficka kolona InfinityLab Poroshell 120 EC-C18

Jako prvni testovana kolona byla zvolena kolona InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 od
firmy Agilent Technologies (USA) o vnitinim priméru 2,1 mm a délce 10,0 cm s velikosti ¢astic
1,9 um. Jednd se o povrchové porézni standardni C18 kolonu s reverzni fazi. Navazané
povrchové porézni ¢astice oxidu kiemicitého (poroshell) maji pevné jadro oxidu kiemicitého
o velikosti 1,7 um a porézni vnéjsi vrstvu oxidu kremicitého o tloustce 0,5 um, na které je
navazana oktadecylova faze. Kolona byla vybrana proto, Ze dle vyrobce poskytuje vyssi retenci
pro poldrni latky v porovnani s klasickymi C18 kolonami.

Byly vyzkouseny dva druhy mobilni faze. Nejprve byla vyzkousena mobilni faze slozena
z20,1% kyseliny mravendi (sloZzka A) a z acetonitrilu okyseleného 0,1% kyselinou mravenci
(slozka B). Pro separaci byly zvoleny nasledujici podminky: priitok MF 0,4 ml min, nést¥ik 2 pl,
celkova doba analyzy 10 minut, teplota na davkovaci 15 °C, teplota kolony 30 °C. Nastfikovan
byl vzorek levodopy o koncentraci 500 ng mlL. Pro analyzu byla zvolena izokratickd eluce a
bylo vyzkouseno rGzné procentudlni zastoupeni slozky A a slozky B v MF. Na Obr. 15 je
vynesena zavislost retenéniho ¢asu na zastoupeni vodné faze v MF — se zvySujicim se
zastoupenim vodné faze v MF se nepatrné zvysuje retencni ¢as levodopy. Z Obr. 15 vidime, Ze
levodopa eluuje pfi jakémkoliv poméru vodné a organické slozky témér za mrtvym ¢asem
kolony. Z téchto dlivodd bylo poufZiti této kolony s vySe popsanou MF vyhodnoceno jako
nevhodné a bylo pfistoupeno k vyzkouseni jiné MF. Druhd vyzkousena mobilni faze byla
slozend z 0,1% kyseliny mravend¢i (slozka A) a z methanolu okyseleného 0,1% kyselinou
mravenci (slozka B). Methanol byl vyzkousen z toho divodu, Ze v systému obracenych fazi ma

nizsi elucni silu oproti acetonitrilu a bylo o¢ekavano, ze se diky tomu retencni ¢as polarniho
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analytu vkoloné zvysSi. Byly zvoleny stejné podminky jako pro analyzu s predchozi
vyzkouSenou MF. Nastfikovan byl vzorek levodopy o koncentraci 500 ng ml*! a opét byla
zvolena izokraticka eluce pfi rizném procentudlni zastoupeni slozky A a slozky B v MF. Na
Obr. 16 je vynesena zavislost retenéniho ¢asu na zastoupeni vodné faze v MF. BohuzZel ani pfi
obméné acetonitrilu za methanol nedoslo k dostateénému navyseni reten¢niho ¢asu levodopy
a levodopa stadle eluovala tésné za mrtvym casem kolony. Na Obr.17 je znazornén
chromatogram levodopy pfi slozeni MF z 90 % z 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) az 10 % z
methanolu okyseleného 0,1% kyselinou mravenci (slozka B). Na chromatogramu lze vidét
nizky retenc¢ni ¢as levodopy a nepatrné chvostovani piku. Tato kolona byla vyhodnocena jako

nevhodna.
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Obrdzek 15: Zavislost retencniho ¢asu na zastoupeni vodné fdze v MF. MF je sloZend
z rizného poméru 0,1% kyseliny mravenci (sloZka A) a z acetonitrilu okyseleného 0,1%
kyselinou mravenci (sloZka B).
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Obrdzek 16: Zavislost retencniho ¢asu na zastoupeni vodné faze v MF. MF je sloZend
z rizného poméru 0,1% kyseliny mravenci (sloZzka A) a z methanolu okyseleného 0,1%
kyselinou mravenci (slozka B).
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Obrdzek 17: MRM chromatogram levodopy o ¢ = 500 ng ml™. Kolona InfinityLab Poroshell
120 EC-C18 (100 x 2,1 mm; 1,9 um), Agilent; MF smés 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a
methanolu s 0,1% kyselinou mravenéi (slozka B), 90/10 (v/v); priatok MF 0,4 ml min™; ndstfik
2 ul; teplota autosampleru 15 °C; teplota kolony 30 °C.

3.2.2 Chromatograficka kolona ACE® Excel® Cig-Amide

Dalsi testovana kolona je kolona ACE® Excel® Cis-Amide od firmy Advanced
Chromatography Technologies (Skotsko), kolona ma vnitfnim praméru 2,1 mm a délku
10,0 cm, velikost ¢astic v koloné je 1,7 um. Jedna se o kolonu obsahujici amid, ktery je navazan

mezi silikagelem a oktadecylovym fetézcem. Dle vyrobce by navdzany amid mél zvySovat
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retenci polarnich sloucenin a poskytovat alternativni selektivitu. Kolona je kompatibilni se
100% vodnou slozkou.

Vyzkousené mobilni faze byly stejné jako u kolony uvedené v kapitole 3.2.1 (kolona
InfinityLab Poroshell 120 EC-C18), tj. nejprve byla vyzkousena MF sloZend z 0,1% kyseliny
mravenci (slozka A) a z acetonitrilu okyseleného 0,1% kyselinou mravenci (slozka B), nasledné
byla vyzkousena MF sloZend z 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a z methanolu okyseleného
0,1% kyselinou mravenci (slozka B). Pro analyzu byly zvoleny nasledujici podminky: pratok MF
0,3 ml min', nastfik 1,5 pl, celkova doba analyzy 10 minut, teplota na ddvkovacdi 15 °C, teplota
kolony 30 °C. Nastfikovan byl vzorek levodopy o koncentraci 500 ng mlt. Pro analyzu byla
zvolena izokratickd eluce a bylo vyzkous$eno rizné procentudlni zastoupeni sloZzek A a slozek B
v MF. Na Obr. 18 je vynesena zavislost retencniho ¢asu na zastoupeni vodné faze v MF (MF je
slozend z 0,1% kyseliny mravenci a z acetonitrilu okyseleného 0,1% kyselinou mravenci). Ze
zavislosti je zfejmy posun retencniho ¢asu levodopy oproti predchozi vyzkousené koloné a
také je mozné pozorovat navyseni retence se zvysSujicim se procentudlnim zastoupenim vodné
faze v MF. V pfipadé, kdy byla MF tvofena ze 100 % vodnou fazi, doslo k navyseni reten¢niho
¢asu aZz na 2 minuty. Na Obr. 19 je vynesena zdvislost retenéniho ¢asu na zastoupeni vodné
faze v MF (MF je sloZzena z 0,1% kyseliny mravenci a z methanolu okyseleného 0,1% kyselinou
mravenci). | vtomto pripadé byl acetonitril nahrazen methanolem z ddvodu nizsi eluéni sili
methanolu (retencni ¢as polarniho analytu by se tak mél v koloné zvysit). Ze zavislosti je patrny
narust retenéniho casu levodopy oproti retenénimu casu levodopy pfi pouZziti prvni
vyzkousené MF, narlst je ale pomérné nizky. V pripadé, kdy byla MF tvorena ze 100 % vodnou
fazi, doslo k navysSeni retenéniho ¢asu na 2,7 minuty. | kdyZ se retence levodopy s pouzitim
100% vodné slozky v mobilni fazi zvysila, tak byla tato kolona vyhodnocena jako ne zcela
vhodna, nebot 100% vodna slozka neni Uplné kompatibilni s vysokym obsahem organické
slozky v nastfikovém roztoku po precipitaci proteind a zaroven vznikla obava o Zivotnost
kolony pfitomto sloZeni mobilni faze. Na Obr. 20 je ukdazan chromatogram levodopy pfi slozeni

MF ze 100 % z 0,1% kyseliny mravenci (slozka A).
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Obrdzek 18: Zavislost retencniho ¢asu na zastoupeni vodné faze v MF. MF je sloZend
z rtizného poméru 0,1% kyseliny mravenci (sloZka A) a z acetonitrilu okyseleného 0,1%
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Obrdzek 19: Zavislost retencniho ¢asu na zastoupeni vodné fdze v MF. MF je sloZend
z ruzného poméru 0,1% kyseliny mravenci (sloZzka A) a z methanolu okyseleného 0,1%

kyselinou mravenci (slozka B).
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Obrdzek 20: MRM chromatogram levodopy o ¢ = 500 ng ml™. Kolona ACE® Excel’ Cis-Amide
(100 x 2,1 mm; 1,7 um), Advanced Chromatography Technologies; MF sloZend ze 100 % z
0,1% kyseliny mravenéi (sloZka A); pritok MF 0,3 ml min™; ndstfik 1,5 ul; teplota
autosampleru 15 °C; teplota kolony 30 °C.

3.2.3 Chromatograficka kolona AtlantisTM dCis

Jako treti v poradi byla testovana kolona Atlantis™ dCig (100 mm x 2,1 mm; 3 um),
Waters. Kolona AtlantisTM dCig obsahuje difunkéné vazané ligandy C18, které byly
optimalizovany pro poufZiti s vysoce vodnymi mobilnimi fazemi, véetné MF tvofené 100%
vodnou slozkou.

U této kolony byla zvolena mobilni faze tvorfena z 0,1% kyseliny mravendi (slozka A) a
z Cistého acetonitrilu (slozka B). Pro separaci byly zvoleny nasledujici podminky: pritok MF
0,4 ml min!, nastfik 1,5 pl, celkova doba analyzy 10 minut, teplota na davkovaci 15 °C, teplota
kolony 30 °C. NastFikovan byl vzorek levodopy o koncentraci 500 ng ml. Diky pfedchozim
zkuSenostem s retenci levodopy bylo rovnou pfistoupeno k méreni s vysSim zastoupenim
vodné faze v MF. Nejprve byla pouzita MF slozend z 90 % ze slozky A a z 10 % ze slozky B.
Levodopa eluovala ihned za mrtvym ¢asem. Nasledné byla vyzkousena jako mobilni faze pouze
vodna slozka v podobé 0,1% kyseliny mravenci. Na Obr. 21 je vynesen chromatogram
levodopy, MF byla sloZzena ze 100 % slozkou A. Z chromatogramu je patrna nizka retence
levodopy, prestoZze byla MF sloiend pouze zvodné slozky. Dale je moZné pozorovat

chvostovani chromatografického piku a zaroven je na chromatogramu zaznamenan dalsi pik
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zpusobeny nekompatibilitou nastfikového roztoku se 100% vodnou mobilni fazi. Tato

chromatograficka kolona byla vyhodnocena jako nevhodnd pro dalsi analyzu.
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Obrdzek 21: MRM chromatogram levodopy o ¢ = 500 ng ml™. Kolona AtlantisTM dCis
(100 x 2,1 mm; 3 um), Waters; MF sloZend ze 100 % z 0,1% kyseliny mravenci (slozka A);
pritok MF 0,4 ml min™; ndstfik 1,5 ul; teplota autosampleru 15 °C; teplota kolony 30 °C.

3.2.4 Chromatograficka kolona Atlantis™ PREMIER BEH C1g AX

Ctvrtou vyzkou$enou kolonou byla kolona Atlantis™ PREMIER BEH Cig AX od firmy
Waters (USA) o vnitfnim priméru 2,1 mm a délce 10,0 cm s velikosti ¢astic 1,7 um. Jedna se o
kolonu s reverzni fazi, ktera se od obvyklych C18 kolon s reverzni fazi lisi tim, Ze ma na povrchu
SF dodatecny kladny naboj. Tento kladny povrchovy naboj pfitomny na SF mlzZe poskytovat
zvySenou retenci aniontq, jako jsou napft. ionizované kyseliny, a snizenou retenci kationtd, jako
jsou napf. protonované baze.

Levodopa se fadi mezi aminokyseliny a ma na svém fetézci navazany dvé typické funkéni
skupiny pro aminokyseliny - karboxylovou funkéni skupinu (-COOH) a aminovou funkéni
skupinu (-NHz). V zavislosti na pH roztoku se mohou obé funkéni skupiny vyskytovat
v disociované nebo nedisociované podobé. V prostredi s pH v rozmezi 2-8 se levodopa chova
jako amfion, tj. obojetny ion. Pti vy$Sim pH nezZ je pH 8 se uvolni proton i zaminoskupiny a obé
dvé funkéni skupiny se nachazi ve stavu konjugované zasady. Naopak pfi nizSim pH nez je pH 2

skupina -NH; vaze proton a karboxylova skupina zUstava v nerozdisociovaném stavu (-COOH).
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Kolona Atlantis™ PREMIER BEH Cis AX byla vybrana proto, Ze bylo pfedpokladano, Ze za
nami zvolenych podminek by mohl analyt interagovat se staciondrni fazi nejen pomoci
hydrofobnich interakci, ale také pomoci iontové interakce.

Nejprve byla vyzkouSena MF sloZzend zrlznych pomérd 0,1% kyseliny mravenci
(slozka A) a z Cistého acetonitrilu (slozka B). Byly zvoleny nasledujici podminky: pritok MF
0,4 ml min', nastfik 1 pl, celkova doba analyzy 10 minut, teplota na davkovadéi 15 °C, teplota
kolony 30 °C. Nastfikovan byl vzorek levodopy o koncentraci 500 ng ml?l. Vzhledem k
predchozim zkusSenostem s retenci levodopy bylo rovnou pfistoupeno k méreni s vysSim
zastoupenim vodné faze v MF. Na Obr. 22 je vynesena zavislost retencniho ¢asu na zastoupeni
vodné faze v MF — se zvysSujicim se zastoupenim vodné faze v MF se dle oekdvani zvysuje i
retencni ¢as levodopy. Retenéni ¢as levodopy je stale nizky, prestoze bylo predpokladano jeho
zvySeni vlivem pfitazlivé elektrostatické sily mezi kladné nabitym povrchem SF a zaporné
nabitou funkéni skupinou -COO". Na Obr. 23 je uveden chromatogram levodopy pfi sloZzeni MF
ze 100% z 0,1% kyseliny mravenci (sloZzka A). Na chromatogramu vidime nizkou retenci
levodopy a rozmyty chvostujici pik vzhledem k nekompatibilité nastfikového roztoku a MF.

V dalsim kroku byla 0,1% kyselina mravenci nahrazena 10mM mravenéanovym pufrem
o pH 3,8 (pfiprava pufru viz kapitola 2.4.1). Slozka B v MF z(stala beze zmény (t]. sestavala
opét z Cistého acetonitrilu). Mravencan amonny byl vybran proto, Ze ma vyssi iontovou silu a
mohl by uréitym zplsobem ovliviiovat iontové interakce.

Dale byla tedy testovana mobilni faze slozena z90 % z 10 mM pufru mravencanu
amonného (slozka A) a z 10 % z Cistého acetonitrilu. Za tohoto sloZeni mobilni faze doslo
k nepatrnému zvyseni retence levodopy o 0,75 minut (oproti pfedchozi analyze, ve které byla
pouzita MF sloZzend z 0,1% kyseliny mravenci a z acetonitrilu). Pravdépodobné doslo k tomu,
Zze pufr s vyssiiontovou silou (oproti pfedchozi vyzkousené MF) mirné potlacil elektrostatickou
repulzivni silu mezi kladné nabitym povrchem SF a pozitivné nabitou aminoskupinou.
Nicméné, at pri pouZiti pufru nebo kyseliny mravendi jako vodné slozky mobilni faze, byla

retence levodopy nizka, a tedy tato kolona byla nevhodna pro dany ucel.
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Obrdzek 22: Zavislost retencniho ¢asu na zastoupeni vodné faze v MF. MF je sloZend
z rtizného pomeéru 0,1% kyseliny mravenci (sloZzka A) a z Cistého acetonitrilu (sloZka B).
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Obrdzek 23: MRM chromatogram levodopy o ¢ = 500 ng ml. Kolona Atlantis™ PREMIER
BEH C15 AX (100 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters; MF sloZend ze 100 % z 0,1% kyseliny mravenci
(slozka A); priitok MF 0,4 ml min™; ndstfik 1 ul; teplota autosampleru 15 °C; teplota kolony

30 °C.

3.2.5 Chromatograficka kolona ACQUITY UPLC® BEH HILIC

Po neuspésich s kolonami s reverzni fazi, kdy nedochazelo k adekvatni retenci levodopy,
bylo pfistoupeno k vyzkouseni HILIC kolon.

Prvni vyzkousenou chromatografickou kolonou HILIC byla kolona ACQUITY UPLC® BEH
HILIC od firmy Waters (Irsko) o vnitfnim priiméru 2,1 mm a délce 10,0 cm s velikosti ¢astic
1,7 um. Jedna se o hybridni kolonu s alkylovymi skupinami inkorporovanymi do silikagelové
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matrice. BEH hybridni faze (bridge ethylene hybrid) je faze sloZena ze dvou monomeru:
z tetraethoxysilanu a z bis(triethoxysilyl)ethanu, v némz jsou vmezefeny ethylenové mastky.*?

Nejprve byly vyzkouSeny pocatecni testovaci podminky: MF byla sloZzend z 20 % z Cisté
vody (slozka A) a z80 % z Cistého acetonitrilu (sloZzka B). PrGtok MF byl nastaven na
0,4 ml min! a byl nastfikovan vzorek o objemu 1 pl, celkovd doba analyzy byla 10 minut,
teplota na ddvkovaci byla nastavena na 15 °C a teplota kolony na 30 °C. Nasttikovan byl vzorek
levodopy o koncentraci 500 ng ml™. Pro analyzu byla zvolena izokratickd eluce. Za zvolenych
podminek by méla byt karboxylova funkéni skupina rozdisociovand (-COO") a aminova skupina
by méla byt kladné nabitd (-NHs*). Nabité ¢astice jsou hydrofilnéjsi oproti jejich neutralnim
formdm a vlivem toho jsou v HILIC chromatografii vice zadrZovany. Na Obr. 24 je ukazan
chromatogram levodopy zméreny za vySe zminénych podminek. Retence analytu je nizkd a
ziskany chromatograficky pik chvostuje. Chvostovani je pravdépodobné zpUsobeno
nezadoucimi interakcemi mezi zbytkovymi rozdisociovanymi silanolovymi skupinami a mezi

pozitivné nabitou funkéni skupinou -NHs*.
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Obrdzek 24: MRM chromatogram levodopy o ¢ = 500 ng ml. Kolona ACQUITY UPLC® BEH
HILIC (100 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters; MF smés Cisté vody (sloZka A) a acetonitrilu
(slozka B), 20/80 (v/v); prutok MF 0,4 ml min™; ndstfik 1 ul; teplota autosampleru 15 °C;
teplota kolony 30 °C.
Nasledné bylo zménéno sloZeni MF, ostatni podminky analyzy zlstavaji beze zmény.
Mobilni faze byla slozenda z20 % z 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a z 80 % z Cistého

acetonitrilu (slozka B). Na Obr. 25 je vynesen chromatogram levodopy zméreny za upravenych

podminek (upravené sloZzeni MF). Na chromatogramu lze vidét sniZeni retence levodopy
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oproti predchozi analyze bez okyselené vodné slozky v MF, ale zaroven je chromatograficky

pik symetricté;si.
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Obrdzek 25: MRM chromatogram levodopy o ¢ = 500 ng ml™~. Kolona ACQUITY UPLC® BEH
HILIC (100 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters; MF smés 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a
acetonitrilu (sloZka B), 20/80 (v/v); pritok MF 0,4 ml min™; ndstfik 1 ul; teplota
autosampleru 15 °C; teplota kolony 30 °C.

Nasledné bylo vyzkouseno zménit slozku A v MF. Misto 0,1% kyseliny mravenci byla MF
slozena z 20 % z 10 mM mravencanu amonného (pfiprava pufru viz kapitola 2.4.1). Slozeni
slozky B zlstalo stejné. Dalsi podminky analyzy zlstaly nezménény aZz na koncentraci
nastfikovaného vzorku levodopy, kdy byl nastfikovén vzorek o koncentraci 5 pg ml. Pufr byl
pouzit z divodu robustné;si tvorby vodné vrstvy na povrchu staciondrni faze a zlepseni tvaru
chromatografickych pikd.*®* Na Obr. 26 je chromatogram levodopy zméfeny pfi analyze, kdy
byla MF sloZzena z20 % z10 mM mravenc¢anu amonného (slozka A) a z80 % z Cistého
acetonitrilu (slozka B). Z chromatogramu je patrné, ze doslo k rozmyti chromatografického

piku a ke zhorseni jeho tvaru. Retence analytu se ani v tomto ptipadé nezvysila.
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Obrdzek 26: MRM chromatogram levodopy o ¢ = 5 ug mi™. Kolona ACQUITY UPLC® BEH
HILIC (100 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters; MF smés 10 mM mravencanu amonného (slozka A) a
acetonitrilu (sloZka B), 20/80 (v/v); pritok MF 0,4 ml min™; ndstfik 1 ul; teplota
autosampleru 15 °C; teplota kolony 30 °C.

Nakonec byla vyzkousena gradientova eluce namisto dosud zkousené eluce izokratické
s cilem zafokusovat pik levodopy do uZsi chromatografické zény. Ostatni podminky méreni
zUstaly nezménéné.

Jako MF pro gradientovou eluci byla pouzita MF sloZend z rGznych procentudlnich
zastoupeni 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a z Cistého acetonitrilu (slozka B). Pfi analyze byl

pouzit gradientovy profil uvedeny v Tab. 4.

Tabulka 4: Popis gradientu, ktery byl pouZit pro analyzu na koloné ACQUITY UPLC® BEH
HILIC a pro analyzu na koloné ACQUITY UPLC® BEH AMIDE

Faze Cas [min] 0,1% HCOOH [%] CHsCN [%]
1 0,00 - 1,00 10 90
2 1,00 - 3,00 60 40
3 3,00 - 5,00 60 40
4 5,00 - 5,50 10 90
5 5,50 - 10,00 10 90
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Na Obr. 27 je vynesen ziskany chromatogram levodopy pfi gradientové eluci za vyse
zminénych podminek. Na ziskaném chromatogramu lze pozorovat navyseni retence levodopy,
chvostovani chromatografického piku se oproti izokratické eluci snizilo. Navyseni retence bylo
vSak nedostatecné, a navic ziskané piky ze dvou po sobé provedenych analyzach za stejnych
podminek nebyly dostatecné reprodukovatelné.

Z vyse uvedenych dlvod( (zejména z divodu vysokého chvostovani) nebyla ani tato

HILIC kolona vyhodnocena jako vhodna pro dalSi méreni.
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Obrdzek 27: MRM chromatogram levodopy o ¢ = 500 ng ml~. Kolona ACQUITY UPLC® BEH
HILIC (100 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters; MF smés 10 mM mravencanu amonného (slozka A) a
acetonitrilu (sloZka B), gradientovd eluce (viz Tab. 4); pritok MF 0,4 ml min™; ndstfik 1 ul;
teplota autosampleru 15 °C; teplota kolony 30 °C.

3.2.6 Chromatograficka kolona ACQUITY UPLC® BEH AMIDE

Druhou vyzkousenou HILIC kolonou byla kolona ACQUITY UPLC® BEH AMIDE od firmy
Waters (USA) o vnitfnim prdméru 2,1 mm a délce 10,0 cm s velikosti ¢astic 1,7 um. Tato
amidova kolona je vhodna pro separaci velmi poldrnich latek.**

Nejprve byla vyzkousena analyza s MF sloZzenou z 20 % z 0,1% HCOOH (slozka A) a z 80 %
z Cistého acetonitrilu (slozka B). Pro separaci byly zvoleny nésledujici podminky: pritok MF
0,4 ml mint, nastfik 1 pl, celkova doba analyzy 10 minut, teplota na ddvkovaci 15 °C, teplota
kolony 30 °C. Nastfikovan byl vzorek levodopy o koncentraci 500 ng mlt. Na Obr. 28 je
chromatogram levodopy za izokratické eluce ziskany analyzou za vyse zminénych podminek.
Z chromatogramu je patrné, Ze pik levodopy je velmi Siroky a vykazuje nezadouci chvostovani.
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Obrdzek 28: MRM chromatogram levodopy o ¢ = 500 ng ml*. Kolona ACQUITY UPLC® BEH
AMIDE (100 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters; MF smés 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a
acetonitrilu (sloZka B), 20/80 (v/v); pritok MF 0,4 ml min™; ndstfik 1 ul; teplota
autosampleru 15 °C; teplota kolony 30 °C.

Z tohoto dlvodu bylo pfistoupeno ke zméné eluce zizokratické na gradientovou.
Mobilni faze pouzita pro gradientovou eluci byla slozena z rliznych procentualnich zastoupeni
0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a z acetonitrilu okyseleného 0,1% kyselinou mravenci
(slozka B). Pfi analyze byl pouzit stejny gradientovy profil jako u kolony ACQUITY UPLC® BEH
HILIC (viz Tab.4). Na Obr.29 je znazornén chromatogram levodopy ziskany pomoci

gradientové eluce za vySe zminénych podminek. Retence levodopy je dostatecn3,

chromatograficky pik je uzky, symetricky a nechvostuje. Kolona se zdala byt optimalni pro dalsi

méreni.

57



60

<)

8 50

—

3

— 40

o

=

N

S 30

kS

£ 20

=

(@]

38

2 10 l

. L
0 2 4 6 8 10
t, [min]

Obrdzek 29: MRM chromatogram levodopy o ¢ = 5 ug ml*. Kolona ACQUITY UPLC® BEH
AMIDE (100 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters; MF smés 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a
acetonitrilu (sloZka B), gradientovd eluce (viz Tab. 4); pritok MF 0,4 ml min™; ndstfik 1 ul;
teplota autosampleru 15 °C; teplota kolony 30 °C.

Nasledné byla na koloné provedena analyza spikovaného lidského krevniho séra (vzorek
obsahujici biologickou matrici). Podminky separace zUstaly stejné kromé objemu
nastfikovaného vzorku, ktery byl 5 pl a kromé koncentrace levodopy ve spikovaném krevnim
séru, tj. ve vzorku obsahujicim biologickou matrici (pfiprava viz kapitola 2.3.3). Koncentrace
levodopy ve vzorku byla pFi prvnim méfeni 833,33 ng ml* a pfi druhém méfeni 83,33 pg ml.
Ziskany chromatograficky pik levodopy pfi obou vyzkouSenych koncentracnich hladinach
(833,33 ng ml'Y; 83,33 pg mlt) mél velmi nizkou intenzitu oproti vzorkim pFipravenym
v Cistych rozpoustédlech. Tento vyrazny pokles intenzity je pravdépodobné zplsoben
matricnim efektem. Endogenni latky nachazejici se v krevnim séru (v matrici) nejspiSe
interaguji a koeluuji slevodopou, coZ snizuje ionizacni uUcinnost a tim padem intenzitu
chromatografického piku levodopy. Z tohoto ddvodu bylo pristoupeno k testovani dalsi HILIC

kolony, ktera by mohla mit odliSnou selektivitu a tim padem by doslo ke snizeni negativniho

vlivu matri¢niho efektu na ionizaci levodopy.

3.2.7 Chromatograficka kolona HALO 90 A Penta-HILIC

Posledni testovanou kolonou byla kolona HALO 90 A Penta-HILIC od firmy Advanced

Materials Technology (USA) o vnitfnim priméru 2,1 mm a délce 15,0 cm s velikosti ¢astic

58



2,7 um. Tato staciondrni faze obsahuje pentan s péti hydroxylovymi skupinami nachazejicimi
se na Casticich s pevnym jadrem.*

Diky zkuSenostem s analyzou levodopy na predchozich chromatografickych kolonach
byla rovnou vyzkousena gradientova eluce. Pro separaci byly zvoleny nasledujici podminky:
pritok MF 0,4 ml mint, nastfik 5 pl, celkovd doba analyzy 12,50 minut, teplota na davkovadi
15 °C, teplota kolony 30 °C. Nastfikovan byl vzorek spikovaného krevniho séra o koncentraci
levodopy 83,33 ng ml? (pFiprava viz kapitola 2.3.3). Mobilni faze byla sloZend z 0,1% kyseliny
mravenci (slozka A) a z acetonitrilu okyseleného 0,1% kyselinou mravenci (slozka B). V ramci
testovani kolony bylo vyzkouseno vice gradientovych profilQ, jelikoZ bylo nutné gradientovy
profil optimalizovat tak, aby byla ziskana vhodna retenece levodopy a zdroven bylo potreba,
aby endogenni latky z krevniho séra interagovaly s levodopou co nejméné. Nakonec byl pfi

analyze pouzit optimalizovany gradientovy profil uvedeny v Tab. 5.

Tabulka 5: Popis gradientu, ktery byl pouZit pro analyzu na koloné HALO 90 A
Penta-HILIC

Faze Cas [min] 0,1% HCOOH [%]  CHsCN [%]
1 0,00 - 3,00 10 90
2 3,00 - 6,00 60 40
3 6,00 - 8,00 60 40
4 8,00 - 8,50 10 90
5 8,50 - 12,50 10 90

Aby bylo zabranéno moznému znecisténi hmotnostniho spektrometru latkami z matrice,
byla mobilni faze vpusténa do hmotnostniho spektrometru pouze mezi Ctvrtou a sedmou
minutou (v ¢ase predpokladané retence levodopy). Mimo tento ¢asovy Usek byla MF chytdna
do odpadu.

Na Obr.30 je chromatogram vzorku krevniho séra obohaceného levodopou na
koncentraci 83,3 ng ml'* a na Obr. 31 je chromatogram vzorku krevniho séra obohaceného
deuterovanou levodopou (internim standardem) na koncentraci 83,3 ng ml%, oba byly ziskany

pfi gradientové eluci za vySe zminénych podminek. Chromatografické piky maji pékny tvar, lze
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vidét pouze nepatrné chvostovani. Retencni ¢as levodopy se zvysil, coz bylo velmi zadouci. Vliv

matrice na ionizaci levodopy se rapidné sniZil oproti predchézejici koloné. Kolona HALO 90 A

Penta-HILIC byla vyhodnocena jako vhodna pro nasledujici analyzy.
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Obrdzek 30: MRM chromatogram vzorku krevniho séra obohaceného levodopou na
¢ = 83,3 ng mi. Kolona HALO 90 A Penta-HILIC (150 x 2,1 mm; 2,7 um), Advanced Materials
Technology; MF smés 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a acetonitrilu (sloZka B),
gradientovd eluce (viz Tab. 5); pritok MF 0,4 ml min; ndstfik 5 ul; teplota autosampleru 15
°C; teplota kolony 30 °C. Chromatogram v hornim pravém rohu vznikl pouze priblizenim
casové osy. Popisky os jsou u obou grafi stejné.
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Obrazek 31: MRM chromatogram vzorku krevniho séra obohaceného deuterovanou
levodopou na c = 83,3 ng mI. Kolona HALO 90 A Penta-HILIC (150 x 2,1 mm; 2,7 um),
Advanced Materials Technology, MF smés 0,1% kyseliny mravenci (sloZzka A) a acetonitrilu
(sloZka B), gradientovd eluce (viz Tab. 5); pritok MF 0,4 ml min; ndstfik 5 ul; teplota
autosampleru 15 °C; teplota kolony 30 °C.Chromatogram v hornim pravém rohu vznikl
pouze priblizenim ¢asové osy. Popisky os jsou u obou grafi stejné.

3.3 Matricni efekt

Vliv matri¢niho efektu na stanoveni L-dopy v lidském krevnim séru byl vypocitdn za

pomoci vztahu (1):

ME (%) = (:;) - 100,

(1)

kde ME je oznaceni pro matri¢ni efekt, A’ znazorfiuje plochu piku L-dopy pfitomné ve
vzorku obsahuijici lidské krevni sérum a A"’ znazorriuje plochu piku L-dopy pfitomné ve vzorku
neobsahujici lidské sérum (tj. plochu piku L-dopy pfitomné v rozpoustédle).

Pro analyzu matriéniho efektu bylo pripraveno celkem 8 vzorkl (viz kapitola 2.3.3).
Matricni efekt byl proméren za pomoci tfi riznych krevnich sér —tj. krevnich sér ziskanych od
tfech rdznych pacienta.

Kazdy pripraveny vzorek byl nastfiknut celkem ctyrikrat a ziskané plochy L-dopy byly
zpramérovany. Matri¢ni efekt byl tedy vypocitan s primérem hodnot ziskanym ze ¢tyf méreni.

Ziskané matri¢ni efekty vyjadrené v procentech jsou uvedeny v Tab. 6.
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Tabulka 6: Vypocteny vliv matrice (lidského krevniho séra) na stanoveni L-dopy. Hodnota

ME byla vypocitdna dle vzorce (1).

Koncentrace L-dopy 38,5 ng ml?t 769 ng ml?t

Matricni efekt [%]

Krevni sérum A 48,9 44,2
Krevni sérum B 43,8 43,7
Krevni sérum C 44,0 53,0

Z vysledkl matri¢niho efektu uvedenych v Tab.6 je zifejmy pomérné velky vliv matrice
(krevniho séra) na stanoveni L-dopy. Pfi stanoveni L-dopy v lidském krevnim séru mizeme
ocCekdvat pokles plochy piku az o polovinu oproti ploSe piku ziskané pfi stanoveni vzorku
samotné L-dopy bez krevniho séra. Pfi analyze matri¢niho efektu nebyly pozorovany rozdilné
hodnoty ME pro krevni séra ziskand od rliznych pacientl a neni pozorovan vliv koncentracni

hladiny L-dopy na ME.
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4 Zaveér

Cilem diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii ve spojeni s hmotnostni tandemovou detekci (HPLC-MS/MS) pro stanoveni
L-dopy v lidském krevnim séru.

Nejprve byla provedena optimalizace tandemové hmotnostni detekce. Cile optimalizace
byly dva. Prvnim z nich je nalezeni specifickych prechodd mezi prekurzorovym a produktovym
iontem daného analytu (levodopa, deuterovana levodopa) a druhym zcili je nalezeni
vhodného nastaveni iontové optiky tak, aby bylo dosazeno co nejvyssi citlivosti méreni. Oba
cile optimalizace byly v diplomové praci splnény. Ziskané nejintenzivnéjsi MRM prechody v

pozitivnim rezimu byly nasleduijici:

1. levodopa: m/z198,1 - m/z 152,1 (Q1:-10V, CE: -16 V, Q3: -28 V)
2. deuterovana levodopa (IS): m/z 201,1 > m/z 155,2 (Q1: -10 V,
CE:-14V, Q3:-28V)

V dalsi ¢asti diplomové prace byla provedena optimalizace vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Pfi optimalizaci HPLC metody byly sledovany pouze vySe uvedené nejvice
intenzivni MRM prechody analyt(. V praci bylo vyzkouseno 7 chromatografickych kolon.
Nejprve byla vyzkousena chromatografie s reverzni fazi a po neuspésich, kdy nedochazelo
k adekvatni retenci levodopy, byla vyzkouSena hydrofilni interakéni chromatografie. Jako
optimalni byla zvolena chromatografickd kolona HALO 90 A Penta-HILIC (150x 2,1
mm; 2,7 um), Advanced Materials Technology (USA). Pouzita mobilni faze byla smés slozend
z 0,1% kyseliny mravenci (slozka A) a z acetonitrilu (slozka B). Zastoupeni jednotlivych slozek
MF bylo postupné ménéno podle gradientového profilu uvedeného v Tab. 5. Celkova doba
analyzy byla 12,50 minut, pratok MF byl 0,4 ml min-l, nastfikovan byl vzorek o objemu 5 pl,
teplota na davkovacdi byla 15 °C a teplota kolony byla 30 °C. Za téchto separacnich podminek
doslo ke zvySeni retencniho c¢asu levodopy, coz bylo velmi Zadouci, chromatografické piky
mély pékny tvar a pouze nepatrné chvostovaly.

V zavéru prace byla provedena analyza vlivu matri¢niho efektu na stanoveni L-dopy
v lidském krevnim séru. Vlivem matri¢nich efektl dosSlo ke sniZzeni intenzity sledovanych

analytll aZz o 53 % plvodni intenzity. Nebyly pozorovany rozdilné hodnoty ME pro krevni séra
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ziskana od rdznych pacientd a zaroven neni pozorovan vliv koncentracni hladiny L-dopy na
ME.

Optimalizovand HPLC-MS/MS metoda je pfipravend pro naslednou validaci metody,
kterou prozatim nebylo moZno provést z dlivodu vysoké kontaminace interniho standardu
neznacenou levodopou, tato kontaminace se pohybovala na hranici 15 %. Kalibrace a validace

metody bude provedena aZ po dodani interniho standardu odpovidajici kvality.
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