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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Michaela Gieslerova

Vedouci diplomova prace: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Studie reten¢nich vlastnosti vybranych metabolitt

tyrosinu v podminkach HPLC

Tématem diplomova prace bylo studium reten¢nich vlastnosti vybranych
metabolitd tyrosinu v podminkach vysokouc&inné kapalinové chromatografie
s pouzitim spektrofotometrické (285 nm) a fluorimetrické detekce (emisni 279,
excitacni 320). Celkem bylo zkoumano 8 analytl — tyrosin, L-DOPA, dopamin,

adrenalin, noradrenalin, kyselina homovanilova a vanilmandlova.

Nejprve byl zkouman vliv sloZzeni mobilni faze, koncentrace pufru a pH na
separaci danych analytd. Analyza probéhla na referenéni koloné KINETEX 5 ym
EVO C18 (150 mm x 3 mm, 5 ym; PHENOMENEX). Jako nejlépe hodnocena
mobilni faze byla methanol:100 mM kyselina octové (pH bylo upraveno

hydroxidem sodnym na 4,5); 5:95.

Poté byl studovan vliv slozeni stacionarni faze na separaci s pouzitim
mobilni faze, ktera je popsana dfive. Celkem bylo studovano 7 rGznych kolon,
a to SF s modifikovanym silikagel Cis skupinou, PFP skupinou, dale
kombinované SF (C1s skupina s aromatickym jadrem, kombinace C1s skupina
s PFP) a na zavér dvé kolony se skupinou Cis adale nespecifikovanymi
polarnimi skupinami. Nejlepsi separace bylo dosazeno s kolonou ARION C18
polar (kolona s C1s skupinou a dale nespecifikovanymi polarnimi skupinami),
celkova doba analyzy byla 15 minut. VS8echny experimenty byly provedeny
izokratickou eluci. Prutokova rychlost byla 0,3 ml/min. Teplota na koloné 25 °C.
Objem nastfiku byl nastfiku 5 pl.

Klicova slova: HPLC, tyrosin, katecholaminy



Abstract

Charles University

Faculty od Pharmacy in Hradec Kralové

Department od Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Candidate: Michaela Gieslerova

Supervisor: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D.

Title of thesis: Study of retention properties of selected tyrosine metabolites
under HPLC conditions

The aim of this diploma thesis was to study the retention properties of
selected tyrosine metabolites under the high performance liquid chromatography
using spectrofotometric (285 nm) and fluorimetric detection (emission 279 nm,
excitation 320 nm). The total of eight analytes was examined — tyrosine, L-DOPA,

dopamine, epinephrine, norepinephrine, homovanillic and vanillylmandelic acid.

Firstly, we studied the effect of mobile phase composition, buffer
concentration and pH for the separation of analytes. Analysis of selected analytes
was performed using an KINETEX 5 ym EVO C18 column (150 mm x 3 mm,
5 um; PHENOMENEX). The best separation showed the mobile phase
methanol:100 mM acetic acid (pH adjusted with sodium hydroxide to 4,5); 5:95.

Next, the effect of stationary phase for the separation of analytes was
studies with the mobile phase described above. A total of 7 different columns
were studied, namely stationary phases with modified silica gel C1s group, PFP
group, combined stationary phase (Cis group with aromatic functionality,
combination C+s group with PFP) and two columns with C1s group with
unspecifiend polar groups. The best separation was achieved with an ARION
C18 polar column (column with C1s group with unspecifiend polar groups), total
runtime was 15 min. All experiments were performer by isocratic elution. The flow
rate was 0,3 ml/min. The column temperature was set at 25 °C. The injection

volume was 5 pl.

Keywords: HPLC, tyrosine, catecholamines
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1. UVOD

Tato diplomova prace se zaméfuje na optimalizaci podminek metody

pomoci vysokouc€inné kapalinové chromatografie.

Diplomova prace je soucasti projektu Grantové agentury UK (GAUK)
s nazev ,Komplexni vyvoj separacni metody pro vyzkum katecholaminu
v placenté®, ktery se zabyva vyvojem chromatografické metody pro stanoveni
tyrosinu a jeho vyznamnych metabolitd v nekonvenénich biologickych matricich.

Tento projekt navazuje na spolupraci s katedrou farmakologie a toxikologie.

Vyznamnymi metabolity tyrosinu jsou katecholaminy (KA), mezi né patfi
dopamin, noradrenalin a adrenalin. KA jsou hormony a neurotransmitery, ktere
se podili na spousté fyziologickych stavu, jako je stres, uzkost, spanek, pamét
a dalSi. Hraji ale dllezitou roli i v patologickych procesech, jako je napfiklad
hypertenze, karcinom nadledvin (feochromocytom) a dalSich onemocnénich,
které souvisi s kardiovaskularnim systémem nebo funkci ledvin. Stanoveni KA je
velmi dalezité z duvodu klinického hodnoceni, spravné diagnostiky a 1éCby téchto

onemocneéni.

Je prokazané, ze KA jsou také produkovany doCasnym organem,
tj. placentou, béhem téhotenstvi. Spolupracujici katedra farmakologie zkouma
vliv a vyznam KA na vyvoj plodu. Aby se mohl zhodnotit jejich vyznam na plod,
je nejprve dulezité vyvinout metodu pro stanoveni KA v placenté. Metoda musi

byt dostatecné citliva a selektivni.

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zaméfuje na popis tyrosinu a jeho
metabolitl, na jejich metabolismus. Dale se vénuje zakladnim informacim
o vysokoucinné kapalinové chromatografii. Na zavér této &asti jsou shrnuty

poznatky z publikaci o KA a dalSich metabolitech.

V experimentalni ¢asti jsou popsany vysledky optimalizace metody, a to
vybér vhodné mobilni faze, koncentrace aditiva, pH mobilni faze a stacionarni

faze.



2. CiL

Cilem této diplomové prace je popsat retencni vlastnosti tyrosinu a jeho
metabolitd (L-DOPA, dopamin, adrenalin, noradrenalin, kyselina homovanilova
a vanilmandlova) v podminkach vysokouc€inné kapalinové chromatografie na
reverzni fazi se spektrofotometrickou a fluorimetrickou detekci. Nejprve bude
zkouman vliv sloZzeni mobilni faze, koncentrace pufru a pH na separaci danych
analytd. Po vybéru nejvhodnéjSi mobilni faze bude studovan vliv slozeni

stacionarni faze na retenci tyrosinu a jeho metabolitu.



3. TEORETICKA CAST

3.1. TYROSIN A JEHO METABOLITY

3.1.1. Tyrosin
Systematicky nazev: (S)-2-amino-3-(4-hydroxyfenyl)propanova kyselina [1]
Sumarni vzorec: CogH11NO3 [1]

Tyrosin je bily téméF krystalicky prasek nebo bezbarvé krystaly. Je velmi
téZce rozpustny ve vodé, prakticky nerozpustny v 96 % ethanolu. Rozpousti se
ve zfedénych mineralnich kyselinach a ve zfedénych roztocich alkalickych

hydroxidd. Musi byt chranén pred svétlem. [1]

Zakladem chemicke struktury tyrosinu je kyselina propanova s navazanym
primarnim aminem a hydroxyfenylem. Fyzikalné chemické vlastnosti (Mr, pKa,

log P) tyrosinu a dalSich metabolit jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tyrosin patfi mezi neesencialni kyseliny, tedy kyseliny, které si télo dokaze
vytvofit samo a tim pokryt potfebu pro organismus. Tyrosin se tvofi
z fenylalaninu, ktery musime pfijimat v potravé. Nazev tyrosin je odvozen podle

syru, fecky tyros. [2]

Tyrosin je prekurzorem pro biosyntézu katecholamind a hormonu §titné
Zlazy (thyroxinu a trijodthyroninu). Zaroven je prekurzorem pro syntézu melaninu,

ktery se podili na tvorbé pigmentu kize, vlast nebo o¢i. [2]

3.1.2. Levodopa
Systematicky nazev: (S)-2-amino-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propanova kyselina [1]
Sumarni vzorec: CoH11NO4[1]

Levodopa je bily nebo slabé nahnédly krystalicky prasek. TéZce rozpustny
ve vodé, prakticky nerozpustny v 96 % lihu a etheru, snadno rozpustny v kyseliné

chlorovodikové 1 mol/l. [1]

Chemicka struktura levodopy je stejné jako u tyrosinu tvofena kyselinou

propanovou. Na kyselinu je navazan primarni amin a dihydroxyfenyl.
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Levodopa je prekurzorem pro dopamin. Klinicky se levodopa pouziva

v terapii Parkinsonovy choroby v kombinaci s inhibitory dopadekarboxylasy. [3]

3.1.3. Katecholaminy

Chemicky jsou katecholaminy monoaminy. Aminoskupina je spojena
s benzenovym jadrem dvouuhlikatym fetézcem. Na aromatickém jadru jsou
navazany dveé vicinalni hydroxy skupiny. Dopamin a noradrenalin jsou primarni

aminy, adrenalin je sekundarni amin.

Dopamin

Systematicky nazev: 4-(2-aminoethyl)benzen-1,2-diol [4]
Sumarni vzorec: CsH11NO2 [4]

Dopamin je bily nebo témér bily krystalicky prasek. Dobfe rozpustny ve
vodé, methanolu, horkém 95 % ethanolu a ve vodném roztoku alkalickych
hydroxidu. Prakticky nerozpustny v etheru a chloroformu. Dopamin je citlivy na

svétlo a extrémné nestabilni v zasaditych roztocich. [4]

Dopamin je hlavni neurotransmiter v extrapyramidovém systému mozku.
Je dulezity pfi regulaci pohybu. PoSkozeni dopaminergnich drah je Gzce spojeno

s Parkinsonovou chorobou. [5,6]

Dopamin plasobi mimo jiné agonisticky na beta adrenergni receptory. Ma
pozitivni chronotropni a ionotropni efekt na myokard, coz vede ke zvySeni srde¢ni
frekvence a srde¢ni kontraktility. Dopaminergni receptory se také nachazeji
v ledvinach, jejich stimulaci dochazi k vazodilataci a naslednému zvySeni

glomerularni filtrace a exkrece sodiku. [5,6]

Noradrenalin

Systematicky nazev: (1R)-2-amino-1-(3,4-dihydrofenyl)ethan-1-ol [7]
Sumarni vzorec: CsH11NO3[7]

Noradrenalin je bily nebo hnédobily krystalicky prasek. Mirné rozpustny
ve vodé, etanolu a dichloretheru. Velmi dobfe rozpustny v zasadach a zfedéné

kyseliné chlorovodikové. Je nestabilni na svétle a vzduchu. [7]
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Noradrenalin, znamy jako norepinefrin, pusobi jako hormon
a neurotransmiter v sympatickém nervovém systému. Noradrenalin silné

stimuluje alfa receptory. [5,6]

Noradrenalin se pouziva k Ié€bé hypotenze a Soku. Muze se také pouzit

k lokalni zastavé nékterych typu krvaceni. [5,6]

Adrenalin

Systematicky nazev: (1R)-1-(3,4-dihydroxyfenyl)-2-(methylamino)ethan-1-ol [8]
Sumarni vzorec: CoH13NO3 [8]

Adrenalin je bily krystalicky prasek, ménici barvu na vzduchu a svétle. Je
prakticky nerozpustny ve vodé, v etanolu 96 % a dichlormethanu. Rozpousti se

v kyseliné chlorovodikoveé. [8]

Adrenalin, také znamy jako epinefrin, je hormon a neurotransmiter
produkovany nadledvinami. Ma sympatomimetickou aktivitu, stimuluje jak alfa,

tak beta adrenergni receptory. [5,6]

Adrenalin ma vice indikaci. Pouziva se k okamzité ulevé u hypersenzitivni
reakce, zejména pfi anafylaktickém Soku. Dale je indikovan pfi obnoveni
srde¢niho rytmu z rlznych pfi¢in a mize se také pouzit k prodlouzeni ucinku

lokalnich anestetik nebo k zastavé nékterych krvaceni. [5,6]
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FYZIKALNE-CHEMICKE VLASTNOSTI TYROSINU A JEHO METABOLITU

Tabulka 1: Fyzikalné-chemické viastnosti tyrosinu a jeho metabolitti

(hodnoty pKa a log P jsou vypocitany pomoci programu ChemDraw), ostatni

hodnoty v tabulce jsou z databaze Reaxys.

[9,10, 11, 12, 13,14, 15]

.

Mr [g/mol] pKa log P
Tyrosin 181,19 9,346 0,39 (ChemDraw)
. 10,67 0,434 (Reaxys)
. 2,023
Levodopa 197,19 8,699 -0,09 (ChemDraw)
8 14,935 | -2,03 (Reaxys)
D/\HL 10,579
“ 2,123
Dopamin 153,18 8,727 0,58 (ChemDraw)
" 15,251 | 0,651 (Reaxys)
Hom‘*" 10,674
Noradrenalin 169,18 8,542 -0,24 (ChemDraw)
T 15,102 -0,113 (Reaxys)
T\ﬁ"ﬁ 10,001
NS 16,482
Adrenalin 183,20 8,589 0,28 (ChemDraw)
T 15,075 | 0,277 (Reaxys)
jj/l\‘ 9,923
o 1\, 16,461
Kyselina homovanilova 182, 17 9,481 1,02 (ChemDraw)
m 4,382 0,69 (Reaxys)
Kyselina vanilmandlova 198,18 9,344 0,36 (ChemDraw)
3,410 0,301 (Reaxys)
15,3
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3.2 METABOLISMUS TYROSINU

Pocatecni krok v biosyntéze zahrnuje hydroxylaci L-tyrosinu na DOPU.
Limitujicim faktorem pfemény je enzym tyrosinhydroxylasa, ktery urCuje rychlost
reakce. Nasleduje pfeména DOPY na dopamin pomoci dekarboxylasy
aromatickych L-aminokyselin. Zavedenim beta-hydroxylové skupiny pomoci
dopaminové -hydroxylasy se tvofi noradrenalin. Naslednym pfidanim methylové
skupiny na aminoskupinu noradrenalinu vznikne adrenalin, tuto reakci ovliviiuje
enzym fenylethanolamin-N-methyltransferasa. Posledni reakce probiha jiz

v dfeni nadledvin. [5,6,16]

Katecholaminy jsou Stépeny dvéma hlavnimi degradacnimi enzymy:
katechol-o-methyltransferasou (COMT) a monoaminooxidasou (MAO). Hlavni
degradacCni produkty jsou kyselina homovanilova a kyselina vanilmandlova.
[5,6,16]

ZjednodusSené schéma metabolismu tyrosinu je uvedeno na obrazku 1.
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Obrazek 1: Metabolismus tyrosinu. [6,16]
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3.3. VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

3.3.1. Obecna charakteristika a princip kapalinové chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, High Performance
Liquid Chromatography) patfi mezi nejpouzivanégjSi analytické metody
soucCasnosti, uplathuje se jak ve vyzkumu, vyvoji i vyrobé léCiv a léCivych
pripravkl. Mezi hlavni vyhody HPLC patfi univerzalnost, citlivost, selektivita,

rychlost a mala spotfeba vzorku. [17,18]

HPLC patfi mezi separaCni metody. Princip je zaloZen na rozdilné
distribuci latek ve smési mezi dvé nemisitelné faze: mobilni (pohyblivou)
a stacionarni (nepohyblivou). V kapalinové chromatografii je mobilni faze (MF)
kapalina, jak vyplyva z nazvu. Stacionarni fazi (SF) mize byt tuha latka nebo
kapalina ukotvena na tuhém nosici nebo gelu. SF je umisténa v koloné ve formé

sorbentu, kolonou prostupuje MF pod vysokym tlakem. [18]

Aby byla umoZnéna separace latek, musi existovat fazové rozhrani. Pfi
déleni latek pak dochazi k opakovatelnému ustalovani rovnovahy mezi MF a SF.
Separované zény analytu vychazejici z kolony jsou zaznamenany pomoci
detektoru. Graficky zaznam odezvy detektoru se nazyva chromatogram. Kfivky

chromatogramu nazyvame piky, které maji idealné tvar Gaussovy kfivky. [18]
3.3.2. Obecna schéma kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf se sklada z nasledujicich ¢asti: (obecné schéma

je uvedeno na obrazku 2)

e zasobnik MF

e odplynovac (degaser)

e vysokotlaké Cerpadlo

e smésovac (mixery)

e davkovaci zafizeni (nejCastéji autosampler)

e chromatograficka kolona, ktera se nachazi v termostatovaném
prostoru

e detektor

e software (pocitac) pro vyhodnoceni dat. [18]
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Obrazek 2: Obecna schéma chromatografu [18]

Zasobniky slouzi k uchovani MF. Obsahuiji specialni filtry, které zachycuji

tuhé Castice pred vstupem do HPLC systému. [18]

K odplynéni MF se pouZiva nejCastéji vakuovy odplyriovac (degaser). MF
prochazi pfes polopropustnou kapilaru, jejiz stény propoustéji pouze plyny.
Odstranéni plynu z MF je jeden ze zakladnich zpUsobu, jak eliminovat nasledujici
problémy: nestabilitu zakladni linie, zvySeni Sumu detektoru, neopakovatelné

retencni Casy nebo Spatna opakovatelnost davkovaného objemu vzorku. [18]

Cerpaci systémy pro HPLC musi zajistit pfivadéni MF kontrolovanou
prutokovou rychlosti za vysokého tlaku, jinak by mohlo dojit k ovlivnéni vysledku
analyzy. Kolisani tlaku ma byt co nejmenSi, ¢ehoz se dosahuje napfiklad

prichodem rozpoustédla zafizenim na tlumeni pulzu. [18]

Pfi izokratické eluci je po celou dobu analyzy konstantni slozeni MF, je
tedy mozné pfipravit MF manualné. Ale vétSinou se i tak da prednost
automatickému smésSovani. Pfi pouziti gradientové analyzy, kdy dochazi ke
zmeéne slozeni MF ve prospéch slozky s eluéni silou, je nezbytné pouzit program

k miseni slozek MF. [18]

Rozeznavame dva typy tvorby gradientu MF, a to sméSovani za vysokého
a nizkého tlaku. PFi vysokotlakém miseni ma kazda slozka MF své Cerpadlo a je
davkovana do smésSovaci komurky pfed kolonou, tj. na vysokotlaké strané
systému. U nizkotlakého miseni jsou slozky MF miseny za atmosférického tlaku

pred vstupem do Cerpadla ve sméSovaci komlrce. [18]

17



Roztok vzorku se davkuje do protékajici MF pomoci davkovaciho zafizeni.
Uginnost chromatografického procesu zavisi do jisté miry i na davkovani vzorku.
Pfi nedokonalém davkovani muize dochazet k rozmyvani pikd nebo také
k neopakovatelnosti davkovani. V souCasnosti se v nejvétSi mife pouziva
automaticky davkova¢ — autosampler. Autosampler je spojeny se zasobnikem
vzorkl, ve kterém jsou umistény vialky. Vialky mohou byt riznych objemd, ale

nejCastéji se pouzivaji 2 ml. [18]

Kolona je nejCastéji tvofena nerezovou trubici, ktera je naplnéna SF, kde
dochazi k vlastni separaci analytl. Kolona musi odolavat vysokym tlakim,
v pfipadé konvencénich HPLC systému to je 30 MPa. Musi také odolavat
chemickému pusobeni MF. Pro analytické ucely se dnes pouzivaji kolony
o vnitinim praméru 2,1 az 5 mm, délce 10 az 300 mm a pInéné napinémi
o velikosti ¢astic 1 az 10 um. Kolona je umisténa v termostatovém prostoru,

kolisani teploty totiz muze mit vliv na reten¢ni ¢asy a selektivitu analyzy. [18]

Detekci jednotlivych slozek vzorku pak umozni detektor, ktery je umistén

ihned za kolonou. Za nim se mlze nachazet sbérac€ frakci, odpad. [18]

Cely systém je ovladan vhodnym softwarem. Systém slouZi ke zpracovani
vysledkl a také ke kontrole celého systému (slozeni MF, tlak, prutok, objem

nastfiku). [18]
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3.3.3. Stacionarni faze
SF je nepohybliva slozka chromatografického systému, kde dochazi

k vlastni separaci. Je vyZadovano, aby SF byla chemicky a tepelné stabilni. [18]
SF jsou v nasledujicim textu rozdéleny dle jejich chemického slozeni.
SF na bazi silikagelu

Silikagel je obecné nejrozSifenéjSi polarni anorganicky sorbent. Aktivni
centra na povrchu silikagelu jsou silanolové skupiny. Skupiny jsou polarni a Ize
je modifikovat kovalentni vazbou. Silikagel ma vysokou mechanickou odolnost,
coz umoznuje jeho pouZziti pfi vysokych tlacich aplikovanych v HPLC. Je stabilni
v rozmezi pH 3-7. Pod pH 3 mlze dojit ke kyselé hydrolyze silanolovych skupin
a nad pH 7 se zvySuje rozpustnost silikagelu. Oba jevy vedou ke ztraté ucinnosti.

Klasicky vazané faze maiji dlouhodobou teplotni stabilitu do 60 °C. [18]
Hybridni SF

Hybridni SF se sklada z kombinace anorganické slozky — silikagelu
a organickeé slozky — polymeru. Kombinaci téchto dvou fazi dochazi k pfekonani
pH nestability silikagelu a mechanické nestability polymernich fazich. Navic tento
typ SF oproti silikagelu obsahuje méné volnych silanolovych skupin a tim je

zajisténa lepsi symetrie piku. [18]
Oxidy kovu

Stacionarni faze na bazi oxidd patfi mezi polarni anorganické sorbenty.
V HPLC nalezly uplatnéni tfi typy téchto oxidl: oxid zirkonicity, oxid hlinity a oxid
titanicity. Z nichZ nejpouzivanéjsi a nejvice studovany je oxid zirkonicity. [18]

Vyhodou oproti silikagelu je jejich vysoka chemicka i fyzicka odolnost.

Mdzeme pracovat v celém rozsahu pH a pfi vysokych teplotach (do 200 °C).

Vaigvivs
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Polymerni SF

Polymerni SF jsou v porovnani se silikagelem stabilni v celém rozsahu pH
a i pfi vysokych teplotach. Tento typ SF je kompatibilni s b&éznymi organickymi
rozpoustédly pouzivanymi pro aplikaci na reverznich fazich (RP). Nevyhodou
vSak muze byt bobtnani &i srazeni téchto fazi pfi vysokém obsahu organické

slozky v MF. NejCastéji je vyuzivan kopolymer styrenu a divinylbenzenu. [18]
Porézni grafitizovany uhlik

Material je tvofen plné poréznimi platy hexagonalné uspofadanych atomu
uhliku. Je odolny v celém rozsahu pH, pfi vysokych teplotach (200 °C) a je dobfe
mechanicky odolny (odola tlaku i 600 bart). Svymi reten¢nimi vlastnostmi se
vyrazné liSi od silikagelovych i polymernich fazi. Ma o néco vys$Si afinitu
k aromatickym a polarnim latkdm. Coz je vysvétlovano pfitomnosti
delokalizovanych tr-elektrond na povrchu uhlikového sorbentu, ktery vede ke

specifickym interakcim sorbent — analyt. [18]
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3.3.4. Separacéni mody

Podle charakteru SF a MF mizeme rozlisit tyto zakladni separa¢ni mody.
Chromatografie na normalnich fazich (NP)

Jedna se o historicky nejstar§i méd separace. SF je polarni, nejCastéji
tvofena silikagelem, pfipadné muze byt povrch silikagelu chemicky modifikovan
navazanim polarnich skupin, at uz kyano nebo amino skupinou. Jako MF se
vyuzivaji nepolarni rozpoustédla, napfiklad hexan, dichlormethan nebo
chloroform. Mechanismus retence je zaloZen hlavné na polarnich interakcich.
PfedevS§im na vodikovych vazbach a interakcich dipdl-dipdl. Separace na NP

v soucasné dobé ustupuje do pozadi. [18]
Chromatografie na reverznich fazich (RP)

Tento typ separace je nejCastéji pouzivany mod ve farmaceutické analyze,
a ani u stanoveni tyrosinu a jeho metabolitd tomu neni vyjimkou. SF ma nepolarni
charakter, nejCastéji je SF tvofena silikagelem modifikovanym hydrofobnimi
funk&nimi skupinami (Cs, C1s). MF je polarni, zpravidla tvofena smési organické
a vodné slozky. Jako organicka sloZka se nejvice pouziva methanol, acetonitril
nebo tetrahydrofuran. Hlavnim mechanismem retence jsou hydrofobni interakce,

predevsSim van der Waalsovy sily. [17, 18]

PFi stanoveni tyrosinu a jeho metabolitd pfevazuje pouziti silikagelu
modifikovaného C1s skupinou. Déale se pouziva k separaci silikagel modifikovany
Cs skupinou, Cso skupinou, bifenylem nebo také chemicky navazanym

pentafluorphenylem (PFP). [19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33]

Silné polarni a iontové latky jsou na nepolarni SF zadrzovany velmi slabé
a eluuji se v mrtvém objemu kolony. Chovani latek iontové povahy Ize ovlivnit
upravou pH pomoci roztokl pufri. Je mozné potladit ionizaci funk&ni skupiny
(snizenim pH u kyselych, zvySenim pH u bazickych skupin), tim sniZit polaritu

a zaroven zvysit retenci analytu. [18]
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Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC)

HILIC nachazi uplatnéni pfi analyze velmi polarnich nebo ionogennich
latek predevsim tehdy, kdyZz latky nemaji dostate¢nou retenci i pfes vysoky podil
vodné slozky MF pfi chromatografii na RP. Za podminek HILIC je SF polarni,
vznika tzv. pseudostacionarni faze, kdy je voda navazana na povrch SF. Jako SF
se vyuziva predevsSim silikagel — Cisty, nebo modifikovany polarni funkéni
skupinou. MF je slozena pfevazné z acetonitrilu a 5-40 % vodného roztoku pufru,

ktery je zde silngjSi eluéni silou. [18, 34]
lontové vyménna chromatografie (IEC)

IEC chromatografie se vyuziva hlavné k separaci iontd a ionizovatelnych
analytl. SF obsahuje iontovou, pfipadné ionizovatelnou skupinu (ionex), ktera
ma opacny naboj nez separovany analyt. V pfipadé katexu je na SF navazana
molekula s kyselou funkcéni skupinou, ktera nese negativni naboj. U anexu je
pritomna bazicka skupina, ktera nese pozitivni naboj. MF zaroven obsahuje ionty
se stejnym nabojem jako je samotny analyt (tzv. proti iont). Retence je zalozena

na kompetici analyt a proti iontl pfitomnych MF o ionex navazany na SF. [18]

Studie pro separaci KA uvadi pouziti silného katexu (SCX) na bazi
silikagelu nebo polymeru. Silikagel nebo polymer je modifikovan kyselinou

sulfonovou, ktera nese negativni naboj v celém rozsahu pH. [35,36]
Chiralni chromatografie

Tyrosin, levodopa, noradrenalin, adrenalin a kyselina vanilmandlova
(VMA) maji chiralni centrum, pro jejich separaci je mozné vyuzit i chiralni
chromatografie. Chiralni separace je vyuzita pfedevS§im pfi hodnoceni Cistoty
léCiv. Prostoroveé usporadani molekuly ma vliv na jeho ucinek, napfiklad D-izomer
adrenalinu ma 1/10 ucinku L-izomeru. V sou€asnosti se pro separaci optickych

izomeru vyuzivaji dva pfistupy, nepfimy a pfimy. [18, 37]

Nepfimy pfistup je zalozen na reakci racematu s opticky CcCistym
derivatizaCnim ¢inidlem. Vzniknou dva diastereomery, které je mozné separovat

v béZzném achiralnim prostfedi HPLC systému. [18]
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Béhem pfimého pfistupu je chiralni selektor soucasti SF nebo MF
(elektrolytu). Vznikaji doCasné diastereomerni komplexy, kdy latka s vySSi
afinitou k selektoru je eluovana pozdéji. Jako chiralni SF se pouzivaji napfiklad
proteinové SF (na bazi hovéziho sérového albuminu), polysacharidové SF
(triestery nebo trikarbamaty celulézy), cyklodextrinové SF, makrocyklicka

antibiotika (vankomycin) a dalSi. [18]
3.3.5. Detektory

Idealni HPLC detektor by mél byt vysoce citlivy, univerzalni, specificky,
predvidatelny, snadno pouzitelny, linearni, nedestruktivni, mél by mit signal

nezavisly na slozeni MF, pratoku a zméné teploty. [18]

Protoze tyrosin a jeho metabolity jsou v biologickych vzorcich v extrémné
nizkych koncentracich, je potfeba velmi specificka a citliva metoda. Detekci vyse
uvedenych analytd Ize provést ruznymi detekénimi metodami. HPLC
s elektrochemickou detekci je nejCastéji pouzivana technika. Nasleduje
fluorimetricka detekce, kdy je mozné zméfit nativni fluorescenci analyt, nebo
fluorescenci po derivatizaéni reakci. Hmotnostni spektrometrie se v posledni
dobé stala velmi popularni metodou diky vysoké strukturalni specifiCnosti.
Nékteré studie popisuji stanoveni pomoci UV detekce. V neposledni fadé Ize
stanovit analyty pomoci chemiluminiscen¢ni detekce. Vyhody a nevyhody

jednotlivych detekci jsou popsany dale. [16]
Elektrochemicka detekce (ECD)

Katecholaminy jsou elektroaktivni slouCeniny, snadno se oxiduji na
chinony a je tedy mozné je detekovat pomoci elektrochemickych detektoru.
Pomoci ECD méfime elektrickou veli€inu, potencial nebo proud, vyvolanou
prichodem latky pratokovou celou. Mé&feny elektricky signal je umérny latkovému

mnozstvi detekované latky. [16, 18]

Tento typ detekce ma vysokou citlivost a selektivitu, ale ma také fadu
nevyhod. Detektor je nachylny ke kolisani rychlosti ¢erpani MF, zvySuje se tim
pomér signalu k Sumu, coz muze mit vliv na citlivost detekce. Spolehlivost
detekce muze byt také naruSena zanasenim elektrod. Na elektrodach dochazi

k usazovani oxidovanych latek, coz vede ke zeslabeni signalu. Abychom
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zabranili snizeni citlivosti, musi se detektor pravidelné Cistit. NejCastéji se
pouziva pracovni elektroda ze skelného uhliku a jako referenéni elektroda
argentchloridova. DalSim faktorem, ovliviujicim detekci, je MF. Ta musi byt Cista,
odplynéna a ma mit nizkou vodivost. Navic je vyhodné preferovat izokratickou

eluci. [18]

Pro detekci katecholamini se Castéji, nez amperometrie pouziva
coulometrie. Coulometrie je citlivéjSi a selektivnéjSi metodou, ma nizsi mez

detekce a pouzivaji se niz8i objemy vzorku. [26]
Fluorimetricka detekce

Fluorimetrické detektory jsou zalozeny na principu fluorescence analytu
a nasledném meéfeni sekundarniho, emisniho zareni, které latka vyzafuje po
absorpci primarniho excitaéniho zareni. Oproti UV/VIS detekci jsou vyznamné
citlivéjSi a selektivngjsi, ale jsou pouzitelné pouze pro latky, které fluorescenci

vykazuji. [17, 18]

Fluorimetricka detekce je velmi oblibeny zplsob detekce tyrosinu a jeho
metabolitl. Tyto latky totiz vykazuji pfirozenou fluorescenci. Nativni fluorescence
se da pouzit k detekci standardnich vzorkd. Nativni fluorescence neni vsak
dostatec€na pro kvantifikaci v realnych vzorcich, kde se analyty nachazeji ve velmi
nizkych koncentracich. V biologickych vzorcich je tedy nutné pro zvySeni citlivosti

vyuzit derivatiza¢ni reakci. [38]

Derivatizaci s fluorescenénim Cinidlem Ize rozdélit podle mista, kde
probihaji, nasledovné: predkolonova, postkolonova a derivatizace na koloné.
DerivatizaCni postup musi byt optimalizovan s ohledem na koncentraci pouzitého

derivatiza¢niho Cinidla, teplotu a ¢as reakce. [18]

V literatufe jsou popsana rlzna derivatizacni Cinidla. Napfiklad pro
predkolonovou  Cinidlo  9-fluorenylmethyloxycarbonyl  chlorid  (FMOCI),
difenylethylendiamin, dansylchlorid, benzylamin, pro postkolonovou derivatizaci
je popsan ethylendiamin nebo terbium a mnoho dalSich Cinidel. Vinoveé délky
excitace a emise zaviseji na derivatizacnim Cinidle. [38, 22, 39, 20, 35, 40, 41]
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Ve vysledku je fluorimetricka detekce citliva a selektivnhi metoda pro
stanoveni naSich analytl. Nevyhodou je derivatizacni krok, ktery muize byt

casové narocny a pracny. [18]
Hmotnostni spektrometrie (MS)

Spojeni kapalinové chromatografie (LC) s hmotnostni spektrometrii patfi
v sou€asnosti k hlavnim trendim v oblasti farmaceutické analyzy, a to i v detekci

nami stanovovanych analytd. [18]

Hmotnostni spektrometry jsou velmi specifické, kromé udajl
z chromatogramu poskytuji udaje o identité latky. Proces analyzy latek MS
spektrometrem se odehrava ve tfech krocich. Nejprve musi dojit k ionizaci
vzorku, kdy jsou neutralni molekuly pfevedeny na ionty. Poté nasleduje rozdéleni
iontd podle poméru m/z a jejich urychleni v analyzatoru. Nakonec probéhne
detekce iontl a zesileni signalu v detektoru. Vysledkem je hmotnostni spektrum,

to je zavislost relativni intenzity jednotlivych iontd na jejich poméru m/z. [17, 18]

Konkrétni ionizacni technika se vybira zejména podle polarity
a molekulové hmotnosti analytll. Pro tyrosin a jeho metabolity se voli pfevazné
technika ionizace elektrosprejem (ESI). Jedna se o mékkou ionizacni techniku,
ktera je vhodna pro analyzu polarnich a stfedné polarnich analytd. Ma schopnost
vytvaret vicenasobné nabité ionty, je vhodna pro ionizaci jak malych molekul, tak

vysokomolekularnich latek. [18]

Podle napéti, které vkladame na iontovy zdroj, mize ionizace probihat
v kladném nebo zaporném maodu. Kyselé analyty jako je kyselina vanilmandlova
(VMA) a homovanilova (HVA) jsou obvykle detekovany pomoci ionizace
elektrosprejem v negativnim reZimu. Na iontovy zdroj je vloZzeno zaporné napéti,
¢imz vznikaji deprotonované molekuly, pfipadné zaporné nabité adukty
s nékterou slozkou MF. Zatimco analyty jako levodopa, dopamin, noradrenalin,
adrenalin a dalSi jsou detekovany v pozitivnim rezimu. V pozitivnim rezimu
vznika protonovana molekula, pfipadné kladné nabité sodné nebo draselné

adukty, pfipadné adukty s MF. [18, 32, 42, 43, 44]
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Spektrofotometrické detektory (UV/VIS detektory)

UV/VIS detekce je zalozena na schopnosti latek absorbovat v UV zafeni,
pfipadné ve viditelné oblasti spektra. Kvantitativni hodnoceni je zaloZeno na
Lambert-Beerové zakoné, ktery vyjadfuje vzajemny vztah mezi tloustkou
absorbujici vrstvy, koncentraci absorbujici slozky, vlastni velikosti absorpce,

vyjadfenou jako absorbance.
A=¢ X1 Xc

Kdy veli¢ina A znaci absorbanci, € je molarni absorp&ni koeficient, | délka

kyvety v cm, ¢ koncentrace analytu v roztoku (mol/l). [17, 18]

Dle konstrukéniho uspofadani mizeme detektory rozdélit na detektory
s fixni vinovou délkou, detektory s ménitelnou vinovou délkou, detektory

s programovatelnou vinovou délkou a detektory s diodovym polem. [18]

Mezi hlavni vyhody UV/VIS detektorl patfi snadna obsluha, robustnost,
nizka citlivost odezvy na zmény slozeni MF a teploty, coz umoznuje vyuziti pfi
gradientovych analyzach. Detektory jsou pomérné citlivé pro analyty obsahuijici

chromofor. [18]
Chemilumiscenéni detekce

Chemiluminiscen¢ni detekce je zaloZena na schopnosti latek emitovat
luminiscenCni  zafeni pfi chemické reakci, nejCastéji pfi oxidaci.
Chemiluminiscenéni systémy se déli na pfimé a nepfimé. Pfimy systém mérFi
emitované zafeni pfimo pfi chemické reakci analytu s chemilumisnicenénim
Cinidlem. PFi nepfimém systému analyt ovlivhuje (katalyzuje nebo inhibuje)
indikacni chemiluminiscencni reakci. Pro detekci KA se pouziva systém
s peroxooxalaty nebo systém s luminolem v alkalickém prostredi. Tento typ
detekce v kombinaci s HPLC dosahuje vysoké citlivosti a selektivity

v biologickych vzorcich. [18, 28, 45, 46, 47]
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3.3.6. Validace

Validace je proces, jejimz cilem je dokazat, ze chromatograficka metoda

je spolehliva a vhodna k ucelu, pro ktery byla vyvinuta. [17]

Existuje fada smérnic, které se zabyvaji validacnim postupem. Ve
farmaceutické analyze se uplatfiuje zejména smérnice Evropskeé Iékové agentury
(EMA, European Medicines Agency), smérnice Mezinarodni konference pro
harmonizaci (ICH, Internation Conference on Harmonisation) nebo Amerického

Ufadu pro kontrolu potravin a légiv (FDA, Food and Drug Administration). [48]

Smérnice FDA a EMA se pouziva zejména pro validace bioanalytickych
metod. ICH smérnice je norma, ktera je vhodna pro analytické metody, které

slouzi k hodnoceni substanci a léCivych pfipravk(. [48]

Validace obsahuje fadu parametr(, které se hodnoti a které musi dana
metoda splhovat. Mezi validaCni parametry patfi selektivita, pfesnost, preciznost,
detekEni limit, linearita, rozsah, robustnost a mnoho dalSich parametra.
Léekopisnym pozadavkem, ktery je nedilnou soucasti urCeni vhodnosti a validity
chromatografického systému, je test zpusobilosti chromatografického systému

(SST, system suitability test). [17, 48]

3.3.7. Zakladni chromatografické charakteristiky

RozliSeni

RozliSeni (Rs) udava miru separace jednotlivych latek, pficemz hodnota
vyS$Si nez 1,5 odpovida separaci piki az na zakladni linii. RozliSeni bylo
vypocitano dle uvedeného vzorce:

1,18 X (trz B trl)
Rs =
(Wh1 + wpz)

Veli€iny tr2 a tr1 jsou retenéni ¢asy sousednich pika. Veli€ina wh1 a wn2 jsou Sitky

piku v jejich poloviéni vySce. [1]
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Vyskovy ekvivalent teoretického patra
VySkovy ekvivalent teoretického patra (H) wuvadi dcinnost
chromatografické kolony vztazenou na jeji délku. Parametr byl vypocitan dle

uvedené rovnice,
H=L/N
kdy N je pocCet teoretickych pater a L znacCi délku kolony (mm). [18]

3.3.8. Priprava vzorku

Uprava biologickych vzork(i je pfed samotnou analyzou st&Zejni krok
metody. VétSina realnych vzorkl neni pfimo kompatibilni s chromatografickymi
technikami, kterymi ma byt ve finalnim kroku analyzovana. Davodem je slozitost
matrice, vysoky obsah proteini a mnoha dalSich balastnich latek, které mohou
interferovat se sledovanymi analyty. Pfiprava vzorku ma pfimy vliv na citlivost,
selektivitu i reprodukovatelnost analyzy. Dale je cilem zvySit koncentraci analytu
ve vzorku a tim zvysit i citlivost metody. Volba metody zavisi na struktufe analytu,

stabilité, vytéznosti a afinité k proteinim. [18, 49]
Extrakce biologickych tekutin

Precipitace proteint

Nejstarsi metodou pro pfipravu vzorku je srazeni proteinu. Precipitace
proteinu je rychla, snadna a pomérné efektivni metoda. Nedochazi k odstranéni
dalSich endogennich latek, ¢ast analytu muze byt ztracena kvuli vazbé na
precipitat a dojde k nafedéni vzorku. Tato metoda pfipravy vzorkd pro tyrosin

a jeho metabolity neni ¢asto pouzZivanou metodou. [18, 50]

Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE, liquid-liquid extraction)

DalSi pouzivanou metodou je extrakce z kapaliny do kapaliny. Principem
této metody je separace analytu mezi dvé nemisitelné faze. Metoda ma dobrou
reprodukovatelnost, umozni zakoncentrovani analytu a ma dobrou vytéznost. To
uz ale neplati pro velmi polarni latky, kde ma metoda nizsi hodnoty vytéznosti,
protoZe latky neochotné prechazeji do nepolarni vrstvy. Hlavni nevyhodou této
metody je Casova narocnost, vétsi spotieba rozpoustédel. Metoda je také hire

automatizovatelna. [18, 38, 51]
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Extrakce na pevnou fazi (SPE, solid phase extraction)

V soucasné dobé je nejpouzivanéjSi metodou pro tyrosin a jeho metabolity
extrakce na pevnou fazi. Princip SPE je obdobny jako princip HPLC, dochazi
k déleni analytu mezi dvé nemisitelné faze, z nichz jedna je pevna. SPE je velmi
efektivni metoda, ma vysokou vytéZnost, je selektivni, pfesna a dochazi
k zakoncentrovani analytu. K dispozici je nékolik typl kolonek pro SPE. Pro
tyrosin a jeho metabolity se napfiklad pouzivaji kolonky na bazi silikagelu
modifikované skupinou C1s, Cso, fenylboritou kyselinou, ¢&i difenylboritou
kyselinou. Nevyhodou této metody je vySSi cena, spotfeba rozpoustédia

a kolonek, prace, Cas a personal. [18, 28, 41, 31, 33, 30]

Extrakce biologickych tkani

KA se stanovuji ztkani nadledvin nebo mozku. To vyZaduje jejich
homogenizaci s pfidanim tlumivého roztoku, jako je fosfat a fosfore¢nan sodny,
alternativné se da pouzit kyselina chlorista. Postupy se provadi pfi nizkych
teplotach (4 °C) nebo na ledu. K homogenatu je nutné pfidat konzervaéni latku
(napfiklad kyselinu askorbovou). Extrakty je tfeba pfed nastfikem do HPLC
systému prefiltrovat. [16, 23, 35, 52, 53]
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3.4. STUDIE PRO STANOVENi TYROSINU A JEHO
METABOLITU

Tabulka 2: Studie ¢.1 HPLC s fluorescencni detekci [34]

Stanovované latky adrenalin (A), noradrenalin (NA), dopamin (D),
3,4-dihydroxyphenylalanin (DOPA),
3,4-dihydroxyphenyloctova kyselina (DOPAC),
3,4-dihydroxyphenylglykol (DHPG),
3,4-dihydroxymandlova kyselina (DHMA)
vnitini standart (1S): 3,4-dihydroxybenzylamin

(DHBA)
Vzorek moc
Zpusob izolace SPE
SF ZIC-cHILIC (150 mm x 2,1 mm, 3 ym)

MF, izokraticka eluce ACN (acetonitril):10 mM mraven€an amonny (75:25)
pH MF 2,5

Objem nastriku (pl) 5

Teplota (°C) 35

Pritokova rychlost 0,2

(ml/min)

Doba analyzy (min) 15

Detekce fluorescencni (emisni 320 nm, excitacni 280 nm)
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Tabulka 3: Studie ¢.2 HPLC s fluorescenc¢ni detekci, derivatizacni reakce [41]

Stanovované latky A,NA, D
IS: DHBA

Vzorek mocC

Zpusob izolace SPE

SF

MF, izokraticka eluce

pH MF

Objem nastriku (pl)
Teplota (°C)
Pritokova rychlost
(ml/min)

Doba analyzy (min)

Detekce

BDS-Hypersil (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
MeOH (methanol):50 mmol/ acetatovy pufr;
1,1 mmol/l oktansulfonat sodny (SOS);

1,11 mmol/l ethylendiamintetraoctova kyselina
(EDTA)

15:85

4,7

20

pokojova teplota (20-22)

1

15

fluorescenéni (emisni 545 nm, excitacni 320 nm)
derivatizacni ¢inidlo: 1mmol/l Terbiumchlorid,
Tmmol/l EDTA, 0,5 mol/l NaOH a 20 % MeOH
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Tabulka 4: Studie ¢.3 HPLC s LC/MS detekci [42]

Stanovované A, NA, D, L-DOPA, tyrosin, VMA, HVA, DOPAC, DHMA
latky 3-methoxytyramin,

metanephrine,

normetanephrine IS: 5-hydroxy-2-

IS: isoproterenol indolkarboxylova kyselina
Vzorek krysi tkafn nadledvin

Zpusob izolace
SF

MF, izokraticka
eluce

pH MF

Objem nastriku
(M)

Teplota (°C)
Prutokova
rychlost (ml/min)
Doba analyzy
(min)

Detekce

homogenizace
Shim-PakVP-ODS
(150 mm x 2,0 mm, 5 ym)

Kromasil™ Cyano

(150 mm x 2,1 mm,

5 pum)
ACN:vodna faze (HCOOH)
60:40

3 4,5
2
20
0,2

10 15

LC-MS (ESI — pozitivni

maod)

LC-MS (ESI — negativni

maod)
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Tabulka 5: Studie ¢.4 HPLC s elektrochemickou detekci [30]

Stanovované latky A,NA, D

IS: DHBA
Vzorek lidska plazma
Zpusob izolace SPE
SF Cs (150 mm x 4,6 mm, 5 pym)

MF, izokraticka eluce methanol:vodna faze (10,5 g/l citronova kyselina;
20 mg/l EDTA; 20 mg/I 1-oktansulfonat sodny
monohydrat; 1 mol/l NaOH)

2,5:97,5
pH MF 2,9 (upraveno pomoci NaOH)
Objem nastriku (pl) 20
Teplota (°C) neuvedeno
Priutokova rychlost 1 ml/min

(ml/min)
Doba analyzy (min) 9

Detekce ECD coulometrie

33



Tabulka 6: Studie ¢.5 HPLC s chemiluminiscencni detekci, predkolonova
derivatizace 1,2-bis(3-chlorfenyl)ethylendiaminem [48]

Stanovované latky A,NA,D

IS: isoproterenol

Vzorek SPE
Zpusob izolace plazma
SF TSK gel ODS-120 T (250 mm x 4,6 mm, 5 pym)
MF, izokraticka eluce 120 mM imidazolovy pufr:MeOH:ACN
13:4:8
pH MF 5,8
Objem nastriku (pl) 100
Teplota (°C) 24-25

Prutokova rychlost 0,8

(ml/min)

Doba analyzy (min) 32 minut

Detekce chemiluminiscence
(1,2-bis(3-chlorfenyl)ethylendiamin)
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4. METODICKA CAST

4.1. CHEMIKALIE, PRISTROJE, POMUCKY
Chemikalie

e (+)-adrenalin hydrochlorid: Sigma-Aldrich, Némecko

e citrat sodny: Penta s.r.o., Ceska republika

« dihydrogenfosforeénan sodny: Penta s.r.o., Ceska republika

e 3,4-dihydroxy-L-phenylalanin: Sigma-Aldrich, Némecko

e DL-noradrenalin-hydrochlorid: Sigma-Aldrich, Némecko

e dopamin hydrochlorid: Sigma-Aldrich, Némecko

 hydrogenfosforeénan sodny: Penta s.r.o., Ceska republika

e hydroxid sodny koncentrovany (Cesky Iékopis, CL): Penta s.r.o.,
Ceska republika

¢ kyselina DL-4-hydroxy-3-methoxymandlova: Sigma-Aldrich,
Némecko

o kyselina fosforeéna 85-88 %: Penta s.r.o., Ceska republika

e Kkyselina homovanilova: Sigma-Aldrich, Némecko

o kyselina mravendi 88 %: Penta s.r.o., Ceska republika

o kyselina octova 99 %: Penta s.r.o., Ceska republika

e L-tyrosin: Sigma-Aldrich, Némecko

e methanol: Sigma-Aldrich, Némecko

e octan amonny: Penta s.r.o., Ceska republika

e voda ¢isténa reverzni osmoézou
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HPLC sestava

Pristroje

HPLC jednotka: Shimadzu, Japonsko

fidici jednotka: CBM-20A

degasser: DGU-20A3

Cerpadlo: LC-20ADxr

autosampler: SIL-20ACxr

termostat kolony: CTO-20AC Shimadzu

detektory: UV-VIS SPD-20A, FLUORESCENCE RF-10AxL
PC program: Lab Solutions, version 5.97 SP 1

analytické vahy — Sartorius A200S Electronic Analytical Balance,
Santorius analytical, Némecko

magneticka michacka: Color squid, Ika Werke, Némecko
odsavacka MEVACS M46

pH metr: SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH, Némecko
ultrazvukova lazen: Kraintek K-10, KRAINTEK s.r.o0., Ceska
republika

vortex: VELP Scientifica, Italie

Laboratorni pomticky

Automatické pipety, digestof, Eppendorf zkumavky, filtraCni banky, filtry

(velikost poru 0,22 ym), kadinka, kopistky, laboratorni I1Zi€ky, michadlo, odmérné

valce, septa, sklenéna frita, sklenéné tyCinky, stojan na zkumavky, stficka,

Spicky, vazenky, vialky, viCka, zkumavky.
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4.2. OBECNE POSTUPY

4.2.1. Priprava MF

V tabulce €islo 7 jsou uvedeny pfipravované mobilni faze a jejich vysledné
pH. Pro pfipravu mobilnich fazi byla pouzita ultra Cistd voda a organicka
rozpoustédla v kvalité cCistoty vysSi nez 99,9 % (LC-MS quality). Pfedem
vypocCitany objem aditiva byl zfedén (resp. navazka byla rozpusténa) ve vodé.
Pfipraveny vodny roztok byl promichan na magnetické michacce a po ustaleni
byla zméfena vysledna hodnota pH pomoci sklenéné elektrody. Pfi pfipravé MF
3 az 8 bylo pH upraveno danym aditivem (dle tabulky 7). Pfipraveny roztok byl
prefiltrovan nejprve pfes sklenénou fritu a nasledné pres filtr o velikosti poérl
0,22 uym.

Bylo dulezité se uijistit, Ze pouzity pufr je kompatibilni s organickou slozkou
MF, protoZze mnohé pufry se mohou pfi smiseni s organickym rozpoustédiem
vysrazet. Prakticky byl smisen pfipraveny vodny pufr s methanolem v malém
objemu mimo systém HPLC a to v poméru, ktery byl oCekavan pfi samotné
analyze. V pfipadé srazeni byl pozorovan vznik zakalu, resp. srazeniny. Pravé
z téchto davodu byla u MF 5, 7 a 8 pouzita niz§i koncentrace aditiv nez

u ostatnich MF.

Tabulka 7: Prehled mobilnich fazi

Oznaceni | Slozeni vodné faze pH
MF 1 100 mM CH3COOH 2,84
MF 2 100 mM HCOOH 2,25
MF 3 100 mM NaH2POa4 + H3PO4 2,50
MF 4 100 mM CH3COONH4 + CH3COOH 4,50
MF 5 25 mM kyselina citronova + citrat sodny 4,50
MF 6 100 mM CH3COOH + NaOH 4,50
MF 7 25 mM Na2HPO4 + H3POa4 6,50
MF 8 25 mM NaH2PO4 + NaOH 6,50
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4.2.2. Priprava roztoku

Zasobni roztoky tyrosinu a jeho metabolitt (L-DOPA, dopamin,
noradrenalin, adrenalin, kyselina homovanilova a kyselina vanilmandlova) byly
pfipraveny navazenim minimalné 0,5 mg standardni latky a rozpusténim
v patficném objemu methanolu, a to tak, aby vysledna koncentrace roztokl byla
0,1 mg/ml. Kvantitativniho rozpusténi bylo dosazeno pomoci ultrazvukové lazné.

Takto pfipravované zasobni roztoky byly uchovavany v mrazicim boxu (-20 °C).

Roztoky standardu pro analyzu byly ziskany fedénim zasobnich roztokl na

koncentrace 1 ug/ml. Stejnym zplsobem byla pfipravena i smés vSech analytu.

4.3. POPIS PRACE

Analyty byly detekovany metodou HPLC s UV a fluorescenc¢ni detekci. Bylo
zkoumano retencni chovani tyrosinu a jeho metabolitl v zavislosti na ménicich
se podminkach separace (slozeni MF, koncentrace pufru, pH MF a typ SF) a to
s cilem vybrat nejvhodnéjsi podminky separace, které umozni déleni pikd na

zakladni linii pfi zachovani pfijatelného Casu analyzy.
4.3.1. Optimalizace slozeni mobilni faze

Nejprve bylo potfeba vybrat nejvhodnéjsi slozeni MF. Pouzité MF jsou
uvedeny v tabulce 7. MF byly vybrany tak, aby mély rizna slozeni a pokryly
rozmezi pH vhodné pro stanoveni analytl (od 2,25 do 7). Pro prvotni experimenty
byla vybrana kolona KINETEX 5 ym EVO C18 (150 mm x 3 mm, 5 pym;
Phenomenex). SF na bazi silikagelu modifikovaného skupina C1s je nejCastéji
pouzivana SF pro separaci naSich analytll, proto byla zminéna kolona vyuzita
jako referencni. Analyzovano bylo celkem 7 zminénych analytd. Z davodu vysSi
retence (nizSi polarity) kyselin homovanilové a vanilmandlové byla vyuzita

gradientova eluce.

MF byla tvofena smési vodné slozky (A) a organickou slozkou (B). Jako
organicka faze byl pouzit methanol. BEhem zmény podminek separace byla
kolona ekvilibrovana po dobu 20 minut. Podminky separace jsou uvedeny

v tabulce 8.
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Tabulka 8: Pilotni podminky separace pouZité pro optimalizaci sloZzeni MF

HPLC s UV (285 nm) a fluorescenéni detekci (emisni 279 nm, excitaéni
320)

SF KINETEX 5 ym EVO C18 (150 mm x 3 mm, 5 um,;
Phenomenex).

Teplota (°C) 25

Objem nastriku 5

(ul)

Gradient Do 10. minuty izokraticka eluce v poméru A:B 95:5.

Poté zvySovani na pomér 80:20 béhem 2,5 minuty.
Nasledovala izokratickeé eluce do 20. minuty analyzy.
Priatokova 0,3

rychlost (ml/min)

Cas analyzy (min) |20

4.3.2. Optimalizace koncentrace aditiv

Dale byla vénovana pozornost vlivu koncentrace aditiv v MF 6 (CH3COOH
+ NaOH; pH 4,5) na retencni chovani analytl. Byly studovany koncentrace
100 mM, 50 mM, 25 mM, 10 mM a 5 mM.

4.3.3. Optimalizace pH mobilni faze

Podobné jako pfi optimalizaci koncentrace MF 6 (100 mM CHsCOOH
+ NaOH) byl také sledovan vliv hodnoty pH na separaci nami stanovovanych
analytd. Bylo zkoumano pH 3,5; 4,5 a 5,5. pH mobilni faze bylo vzdy upraveno

pomoci koncentrovaného NaOH (CL) na pozadovanou hodnotu.
4.3.4. Optimalizace stacionarni faze

V dalSim kroku byl zjiStovan vliv SF na retenéni chovani KA. Jako SF byl
pouzit modifikovany silikagel C1s skupinou, PFP skupina a dale kombinované SF
(kombinace C1s skupiny s aromatickym jadrem, kombinace C1s skupiny s PFP)

a na zavér 2 kolony s modifikovanou C1s skupinou a dale nespecifikovanymi
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polarnimi skupinami. MF byla zvolena na zakladé pfedem zjisténych vysledku.

Testované kolony jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Kolony testované pro separaci

(150 mm x 3 mm, 3 ym)

s polarnim endcappingem

Nazev kolony Typ SF Vyrobce
(rozméry; velikost ¢astic)

KINETEX 5 ym EVO C18 | Silikagel modifikovany C1s Phenomenex
(150 mm x 3 mm, 5 ym)

EXCEL 3 C18 Silikagel modifikovany C1s ACE

(100 mm x 3 mm, 3 ym)

EXCEL 3 C18-Ar Silikagel modifikovany C1s ACE

(100 mm x 3 mm, 3 ym) | a aromatickym jadrem

EXCEL 3 C18-PFP Silikagel modifikovany C1s ACE

(100 mm x 3 mm, 3 ym) | aPFP

TRIARPT PFP Silikagel modifikovany PFP YMC

(150 mm x 3 mm, 3 ym)

ARION C18 POLAR Silikagel modifikovany C1s Chromservis

Acclaim PA2
(150 mm x 3 mm, 3 ym)

Silikagel modifikovany C1s

s polarnim endcappingem

Thermo Fisher

Scientific
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5. VYSLEDKY

5.1. Optimalizace slozeni mobilni faze

Nejprve bylo dulezité vybrat nejvhodnéjsi slozeni MF. Jako referenéni
chromatograficka kolona pro separaci danych analytd byla vybrana KINETEX
5 ym EVO C18 (150 mm x 3 mm, 5 ym; Phenomenex) s C1s SF. Retencni
vlastnosti analytl ovliviuje jak pH, tak i samotné sloZzeni MF. Zavislost retencnich

faktord jednotlivych analytd na sloZeni MF je zpracovana na Obrazku 3 a 4.

v v

noradrenalin, adrenalin a dopamin. Adrenalin a noradrenalin se eluuji spole¢né
s mrtvym €asem kolony, navic dochazi i ke koeluci téchto pikd. Naopak analyty

tyrosin a L-DOPA jsou pfi pouziti téchto MF zadrzovany Iépe oproti ostatnim MF.

Slozeni MF 3 je nejvice vhodné pro tyrosin, kdy pozorujeme nejvétsi
hodnotu retenéniho faktoru ze vSech zkoumanych MF. Pfi této MF dochazi ke
koeluci L-DOPA a dopaminu. Navic by toto sloZeni faze (fosfatovy pufr) nebylo

vhodné pro pouziti LC/MS analyzy.

Z danych MF byla nejméné vhodna MF 4, pfi jejim pouziti byl pozorovan
pFili§ nizky signal k Sumu. Vzhledem k tomu, Ze nase metoda ma byt publikovana

pro realné vzorky, je potfeba zajistit co nejvyssi citlivost metody.

Mobilni faze 5 a 6 poskytuji urCity kompromis retenénich faktort, nedochazi
ke koeluci pikd. Nevyhodou MF 5 je ale niz8i kompatibilita s LC/MS systémem.
MF 6 ma nejvysSi podil signalu k Sumu, a proto byla vybrana pro dalSi

experimenty.

Pfi pH 6,5, tedy pfi pouziti MF 7 a 8 dochazi k tailingu pik( predevsim
analytl s bazickou funkéni skupinou. Pfi pouziti téchto podminek dochazi také
ke koeluci dopaminu a tyrosinu. Tyto MF obsahuji fosfatovy pufr, takze stejné

jako MF 3 nejsou vhodné pfi analyze LC/MS.

Pro kyseliny homovanilova a vanilmandlova pozorujeme nejvysSi retenci
v kyselém prostiedi (MF 1-3). ZvySujici se pH ma za nasledek vyznamné snizeni
jejich reten¢nich faktord. Vzhledem k vyznamné vys$Si retenci v dusledku

odliSnych fyzikalné-chemickych vlastnosti kyselin homovanilové a vanilmandlové
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byla metoda dale optimalizovano pouze pro tyrosin, L-DOPA, dopamin,

noradrenalin a adrenalin.

Finalni MF byla pfipravena pipetovanim 5,701 ml kyseliny octové (99 %)
a doplnéna do 1 | vody. pH bylo upraveno koncentrovanym hydroxidem sodnym
(CL) na pH 4,5.

14
13
12
11
10
0,9

08

] | ‘
,
O l

MF1(100mM MF2(100mM MF3(100mM MF4(100mM MF5(25mM MF6(100mM MF7(25mM  MF8(25mM
CH3COOH; pH HCCOH; pH2,25) NaH2PO4+  CH3COONH4 + kyselina CH3COOH + Na2HPO4 + NaH2PO4 +

Retencni faktor

o o o o
= ] w E=

o

2,84) H3PO4, pH 2,5) CH3COOH; pH citronovd + citrdt NaOH, pH 4,5) H3P0O4; pH6,5) NaOH; pH 6,5)
4,5) sodny, pH 4,5)
Mobilni faze
M noradrenalin B adrenalin u L-DOPA tyrosin B dopamin

Obrazek 3: Retence noradrenalinu, adrenalin, L-DOPA, tyrosinu a dopaminu pri
rizném slozeni MF (vodna faze:MeOH, 95:5). Kolona: KINETEX 5 um EVO C18
(150 mm x 3 mm, 5 um; Phenomenex).
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Obrazek 4: Retence kyseliny homovanilové a vanimandlové pfi rizném sloZeni
MF (vodna faze:MeOH; 95:5). Kolona: KINETEX &6 uym EVO C18 (1560 mm
x 3 mm, 5 um; Phenomenex).
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5.2. Optimalizace koncentrace aditiv

U vybrané MF 6 byl zkouman vliv koncentrace aditiv na reten¢ni vlastnosti

analytd (viz. Obrazek 5).

U analytd noradrenalinu, adrenalinu a dopaminu dochazi vlivem vyssi
koncentrace aditiv k vy3Si retenci. Jak je patrné z grafu (Obrazek 5), nejvétsi vliv
na retenci je pravé u dopaminu. Naopak u analytd L-DOPA a tyrosinu pozorujeme

mirny pokles retencniho faktoru se zvySujici se koncentraci aditiv.

Jako nejvhodnéjsi pro separaci a retenci analytli byla vybrana koncentrace

100 mM. Pro dalSi experimenty byla pouZita pravé tato koncentrace.

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

Retedni faktor

L

0,3

0,2 //'/k
——
0,1 /

0
0 25 50 75 100

Koncetrace MF [mM]

|

—@— noradrenalin —@—adrenalin L-DOPA tyrosin —@=— dopamin

Obrazek 5: Zavislost retenCnich faktort analytt na koncentraci kyseliny octové
v pufru MF 6. SloZeni MF 6: vodna slozka (CH3COOH + NaOH; 4,5):MeOH 95:5.
Kolona: KINETEX 5 um EVO C18 (150 mm x 3 mm, 5 um; Phenomenex).
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5.3. Optimalizace pH mobilni faze

Nami stanovované analyty patfi mezi latky iontové povahy, Ize tedy jejich
reten¢ni chovani ovlivnit upravou pH MF. Studovano bylo pH v rozmezi 3,5-5,5.
Pfi pouziti pH nad 7 jsou KA nestabilni, dochazi k jejich oxidaci na chinony. Proto

je nutné se témto hodnotam pH vyvarovat.

v v

k narustu retencniho faktoru, ale dalSi zvySovani pH mélo nepatrny vliv na jeho
retencni vlastnosti. U adrenalinu a dopaminu dochazi se zvySujicim se pH
k naristu retencniho faktoru. Pravdépodobné to souvisi s aminovou skupinou,
ktera je srostoucim pH méné ionizovana a dané analyty jsou tudiZz vice

zadrzovany.

Naopak u L-DOPY a tyrosinu dochazi pfi zvySujicim se pH ke snizeni
retencnich vlastnosti. Jsou to latky kyselé povahy, takze pfi zvySujicim se pH se
kyseliny vice ionizuji, jsou vice polarni a méné se zadrzuji na koloné. Vysledky

mérfeni jsou uvedeny na Obrazku 6.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

Retencni fakror

03
0,2 / —e
0,1

3 3,5 4 4,5 5 5,5 6

pH mobilni faze

—@— noradrenalin adrenalin L-DOPA tyrosin —@=—dopamin

Obrazek 6: Zavislost retencnich faktort analyti na ménicim se pH MF 6. Slozeni
MF 6: vodna sloZka (100 mM CH3COOH + NaOH):MeOH, 95:5. Kolona KINETEX
5um EVO C18 (150 mm x 3 mm, 5 um; Phenomenex).
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5.4. Optimalizace stacionarni faze

5.4.1. Kolona KINETEX 5 pm EVO C18 (150 mm x 3 mm, 5 ym;

Phenomenex)

Jak jiz bylo zmifiovano SF s C1s, je nejCastéji pouzivanou fazi pro separaci
KA. Proto byla kolona KINETEX 5 ym EVO C18 (150 mm x 3 mm, 5 um;
Phenomenex) vybrana jako referenCni. Dana kolona obsahuje Castice typu
core-shell (pevné jadro a porézni plast), které zaruCuji vySSi ucinnost a kratSi

separaci s relativné nizkym zpétnym tlakem. [54]

Jak muizeme pozorovat z naméfenych hodnot, tato kolona poskytuje

v v

této kolony je rozliSeni mezi 1,12 — 4,40, viz. Tabulka 10.

Tabulka 10: Retencni ¢as (Rt) analytd, rozliSeni a ucinnost kolony KINETEX
5 um EVO C18 (1560 mm x 3 mm, 5 um; Phenomenex). MF 6 vodna sloZzka
(CH3COOH + NaOH; 4,5):MeOH; 95:5.

Rt [min] Rs H [mm]
noradrenalin 2,19 0,037
adrenalin 2,39 1,65 0,034
L-DOPA 2,55 1,26 0,029
tyrosin 3,09 4,40 0,021
dopamin 3,23 1,12 0,021

5.4.2. Kolona EXCEL 3 C18 (100 mm x 3 mm, 3 um; ACE)

Druha studovana kolona byla EXCEL 3 C18 (100 mm x 3 mm, 3 um; ACE).
Kolona neobsahuje core-shell Castice, takze sledujeme u této kolony delSi mrtvy
Cas a dochazi tedy k navysSeni reten¢niho faktoru, a to u vSech analytl oproti
referencni koloné. Nevyhodou této kolony je koeluce pikd adrenalinu a L-DOPA,

kdy rozliSeni je menSi nez 1, viz. Tabulka 11.
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Tabulka 11: Retencni ¢as analytd, rozliseni a ucinnost kolony EXCEL 3 C18
(100 mm x 3 mm, 3 um; ACE). MF 6 vodna slozka (CH3COOH + NaOH;
4,5):MeOH; 95:5.

Rt [min] Rs H [mm]
noradrenalin| 1,88 0,023
adrenalin 2,23 3,33 0,022
L-DOPA 2,29 <1 0,026
tyrosin 2,99 5,51 0,014
dopamin 3,60 4.47 0,013

5.4.3. Kolona TRIARPT PFP (150 mm x 3 mm, 3 um; YMC)

Dale bylo sledovano reten¢ni chovani na koloné TRIARPT PFP (150 mm
x 3 mm, 3 um; YMC) s pentafluorphenylovou skupinou. Oproti SF s C1s skupinou
vykazuje tato SF rozdilnou selektivitu vici aromatickym sloueninam, a to
predevsim z davodu odliSnych interakénich mechanismu. Uplatiuji se pfedevsim

mechanismy 11-1T interakci, hydrofobnich interakcich a vodikovych interakcich.

Kolona poskytuje vySSi retenci pro vSechny analyty oproti referencni
koloné. Velkou nevyhodou této kolony je koeluce piki L-DOPA a noradrenalinu,
kdy rozliSeni pro tyto sousedici piky je mensi nez 1, viz. Tabulka 12.

Tabulka 12: Retencni ¢as analytd, rozliSeni a ucinnost kolony TRIARPT PFP

(150 mm x 3 mm, 3 um; YMC). MF 6 vodna slozka (CH3COOH + NaOH;
4,5):MeOH; 95:5.

Rt [min] Rs H [mm]

L-DOPA 4,36 0,022
noradrenalin| 4,42 <1 0,025
tyrosin 5,04 3,92 0,019
adrenalin 6,41 7,51 0,026
dopamin 7,82 5,97 0,026
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5.44. EXCEL 3 C18-Ar (100 mm x 3 mm, 3 pm; ACE)

Tato SF byla vybrana z duvodu kombinace retenénich mechanism
SF na bazi silikagelu s C1s skupinou a aromatickym jadrem. Modifikace silikagelu
aromatickym jadrem poskytuje rozdilnou selektivitu k aromatickym latkam

z dlvodu -1 interakci mezi SF a analytem.

Tato kolona poskytuje zvySeni reten€nich faktoru oproti referencni koloné
KINETEX 5 um EVO C18, pfi porovnani s kolonou TRIARPT PFP naopak doslo
ke snizeni retencnich faktortd. Pfi UV detekci doSlo k oddéleni pikd, hodnoty
rozlisSeni se pohybuji mezi 1,47 — 4,75, viz. Tabulka 13.

Tabulka 13: Retencni ¢as analytu, rozliSeni a ucinnost kolony EXCEL 3 C18-Ar
(100 mm x 3 mm, 3 um; ACE). MF 6 vodna slozka (CH3COOH + NaOH;

4,5):MeOH; 95:5.

Rt [min] Rs H [mm]
noradrenalin| 2,04 0,021
L-DOPA 2,36 2,67 0,022
adrenalin 2,53 1,47 0,015
Tyrosin 2,89 3,13 0,016
dopamin 3,55 4,75 0,013

5.4.5. Kolona EXCEL 3 C18-PFP (100 mm x 3 mm, 3 ym; ACE)

Kolona EXCEL 3 C18-PFP (100 mm x 3 mm, 3 pym; ACE) kombinuje
vyhodné vlastnosti fazi C1s a PFP. PFi pouziti této kolony dosSlo k oddéleni pika

az na zakladni linii, rozliSeni se pohybuje mezi hodnotami 2,26 — 8,76,

viz. Tabulka 14.
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Tabulka 14: Retencni Cas analytda, rozliSeni a ucinnost kolony EXCEL 3
C18-PFP (100 mm x 3 mm, 3 um; ACE). MF 6 vodna sloZka (CH3COOH + NaOH;
4,5):MeOH; 95:5.

Rt [min] Rs H [mm]
noradrenalin| 2,33 0,024
L-DOPA 2,76 3,65 0,015
adrenalin 3,08 2,59 0,015
tyrosin 3,41 2,26 0,017
dopamin 4,89 8,76 0,010

5.4.6. Kolona ARION C18 POLAR (150 mm x 3 mm, 3 pm; Chromservis)
Tato kolona obsahuje SF modifikovanou Cis skupinou a dale

nespecifikovanymi polarnimi skupinami. U analytd L-DOPA, tyrosinu a dopaminu

poskytuje tato kolona nejvys$si namérené hodnoty reten¢nich faktort oproti vSem

nami hodnocenym kolonam. Kolona poskytla oddéleni vSech pikd az na zakladni

linii (rozliseni mezi 1,83 — 9,85), viz. Tabulka 15.

Tabulka 15: Retencni Cas analytu, rozliSeni a ucinnost kolony ARION C18

POLAR (150 mm x 3 mm, 3 um; Chromservis). MF 6 vodna sloZzka (CH3COOH
+ NaOH; 4,5):MeOH; 95:5.

Rt [min] Rs H [mm]
noradrenalin 3,25 0,015
adrenalin 4,19 6,64 0,017
L-DOPA 4,49 1,83 0,013
tyrosin 6,17 9,85 0,008
dopamin 7,37 5,22 0,012
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5.4.7. Kolona Acclaim PA2 (150 mm x 3 mm, 3 pm; Thermo Fisher
Scientific)

Tato kolona obsahuje podobné jako pfedchozi Cis skupiny s dale
nespecifikovanymi polarnimi skupinami. Oproti referen¢ni koloné doSlo
k prodlouzeni retenénich €ast u vS8ech analytd, nicméné piky adrenalinu
a L-DOPY nejsou oddéleny aZz na zakladni linii. RozliSeni se pohybuje v rozmezi
1,27 — 7,84, viz. Tabulka 16. Nicméné kolona ARION C18 POLAR poskytla lepSi
vysledky analyzy, a to jak pro hodnoty retencnich faktoru, tak i v ohledu separace.
Tabulka 16: Retencni ¢as analytd, rozliseni a ucinnost kolony Acclaim PAZ2

(150 mm x 3 mm x 3 um; Thermo Fisher Scientific). MF 6 vodna sloZka
(CH3COOH + NaOH; 4,5):MeOH, 95:5.

Rt [min] Rs H [mm]
noradrenalin| 3,44 0,018
adrenalin 3,99 4,16 0,009
L-DOPA 417 1,27 0,014
tyrosin 5,41 7,84 0,010
dopamin 6,38 4,52 0,014
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5.4.8. Shrnuti stacionarnich fazi

Nejlepsi vysledky poskytla kolona ARION C18 POLAR. Pfi pouziti této
kolony byly ziskany nejvySSi hodnoty rozliSeni, chromatogram je uveden na
obrazku 7. Na této koloné také dochazi k nejvyssi retenci dopaminu, tyrosinu
a L-DOPA. Naopak u analytu adrenalin a noradrenalin toto nepozorujeme.

Srovnani retenéni faktoru jednotlivych kolon jsou uvedeny na obrazku 8.

N NA L-DOPA

N .

I D
] TYROSIN

Obrazek 7: Chromatogram ziskany na koloné ARION C18 polar; MF 6
vodna slozka (100 mM CH3COOH + NaOH; 4,5):MeOH, 95:5; prutokova rychlost:
0,3 ml/min; teplota na koloné: 25 °C; UV detekce.
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Retencni faktor

o
[5,]

o
o

KINETEXS um EVO C18 EXCEL3C18 EXCEL 3 C18-Ar EXCEL 3 C18-PFP TRIARPT PFP ARION C18 POLAR ACCLAIM PA2

Mnoradrenalin - Wadrenalin - WL-DOPA & tyrosin - M dopamin

Obrazek 8: Retencni faktory analytu v MF: MF 6 vodna slozka (100 mM
CH3COOH + NaOH; 4,5):MeOH; 95:5; na testovanych kolonach:
KINETEX 5 um EVO C18 (1560 mm x 3 mm, 5 um);

EXCEL 3 C18 (100 mm x 3 mm, 3 um);

EXCEL 3 C18-Ar (100 mm x 3 mm, 3 um);

EXCEL 3 C18-PFP (100 mm x 3 mm, 3 um);

TRIARPT PFP (150 mm x 3 mm, 3 um);

ARION C18 (100 mm x 3 mm, 3 um);

Acclaim PA2 (150 mm x 3 mm, 3 um).
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5.4.9. Teoreticka citlivost

Byla také hodnocena teoreticka citlivost stanoveni pfi nejlepSich podminkach
separace (na koloné ARION C18 POLAR, podminky separace viz. Tabulka 20). Hodnoty
limitu kvantifikace jsou vypocitané, a to pfi poméru signdlu k Sumu (S/N) rovnému 10
(viz. Tabulka 17 a 18).

Tabulka 17: Pomér signalu k Sumu a detekcni limit analyta pfi UV detekci na
koloné ARION C18 POLAR.

S/N Limit pro kvantifikaci [pug/ml]
Tyrosin 5,28 1,89
L-DOPA 15,73 0,64
Dopamin 11,19 0,89
Noradrenalin 22,95 0,44
Adrenalin 18,21 0,55

Tabulka 18: Pomér signalu k Sumu a detekcni limit analyta pfi fluorescencni
detekci na koloné ARION C18 POLAR.

S/N Limit pro kvantifikaci [pug/ml]
Tyrosin 68,59 0,15
L-DOPA 162,84 0,06
Dopamin 125,23 0,08
Noradrenalin 180,52 0,06
Adrenalin 197,28 0,05
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6. DISKUZE

Nas screening retencniho chovani pfi pouziti reverzni faze prokazal kratky
reten¢ni ¢as vSech testovanych analytl. Kratky retenéni €as se dal pfedpokladat,
protoZe stanovujeme velmi polarni latky, které jsou pfi pouZziti chromatografie na
RP slabé zadrzovany, a proto je velmi obtizné je oddélit. Zpusoby, jak zvysSit

retencni Casy, jsou diskutovany nize.

Jak je uvedeno v dostupnych studiich, zvysit reten¢ni ¢as bazickych analyt(
muzeme pridanim iontové parového Cinidla. VysSi koncentrace téchto Cinidel
prodluzZuje retencni ¢as zasad, ale také dobu ekvilibrace kolony a ¢as na Cisténi

kvuli vysokému obsahu soli. [16]

Dalsi moznosti, jak zvysit retenci je pouziti HILIC mddu, ktery je vhodny pro
polarni analyty. Navic slibuje i vhodné tvary pikd pro bazické latky, je to vhodna
metoda pro spojeni s ionizaénimi technikami pouzivanymi pfi LC/MS analyzach,
napf. ESI. Vysledky studie 1 pouzivajici ke stanoveni analyti HILIC méd ukazuji
vhodné reten¢ni parametry s dostateCnym rozliSenim. Podminky separace jsou
uvedeny v tabulce 2. V této studii byl také zkouman vliv pH na separaci analyt(
(hodnoty pH 2,5 — 4,5). Podobny trend pozorujeme i v nasich testovanych

podminkach, které ovSem nejsou HILIC. [34]

ProtoZe se ma metoda aplikovat na realné vzorky placenty, je potfeba zajistit
co nejvysSSi citlivost a mez detekce. V tabulce 19 jsou uvedeny hodnoty
dopaminu, noradrenalinu, adrenalinu v plazmé a moci (hodnoty pro tyrosin
a L-DOPA nejsou dostupné). | kdyz nezname koncentrace analytt v placenté, Ize
pfedpokladat nizké hladiny. Dle nami ziskanych dat (tabulka 17,18) tedy nema
UV ani nativni fluorescence KA potencial pro stanoveni danych latek v realnych

matricich.
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Tabulka 19: Referencni hodnoty analyti dopamin, noradrenalin a adrenalin
v plazmé a moci [55]

koncentrace v plazmé | koncentrace v moc¢i [> ug/den]
[ng/l]
Dopamin 500
Noradrenalin 420 97
Adrenalin 84 27

Koncentrace dopaminu v plazmé stanovit Ize, nicméné jeji stanoveni ma
nizkou vypovedni hodnotu. Dopamin ma kratky poloCas, jeho koncentrace je
za velmi prisnych podminek (vleze, po nékolika minutach zklidnéni). Z téchto
ddvodl se vétSinou dopamin stanovuje z moci nebo je mozné stanovit jeho

odpadni produkt VMA, moc€ se sbira po dobu 24 hodin. [56]

Zpusob, kterym zajistit vy$Si retenci analytd, ale i citlivost metody je pouziti
vhodné derivatizaéni reakce za vzniku fluorescenéniho derivatu. AvSak
derivatizac¢ni reakce vyzaduje nejen optimalizaci reakénich podminek (jako je
koncentrace pouzitého Cinidla, teplota a doba reakce), ale i chromatografickych
podminek, protoze pfi pfedkolonové derivatizaci se bude jednat o separaci
strukturné odlisnych latek. V dostupnych studiich pro detekci KA je zmifovano
mnoho derivatiza¢ni Cinidel, napfiklad dansylchlorid, FMOC-CI, ethylendiamin,

difenylethylendiamin, terbium, benzylamin a dalSi. [39, 38, 35, 40, 22, 41, 20]

Vhodnou citlivost poskytuje také spojeni kapalinové chromatografie s MS
detekci. Studie 3 pouziva k detekci ionizaci pomoci elektrospreje, coz je
nejCastéji pouzivana ionizaCni metoda pfi stanoveni KA v ramci MS detekce.
Limity detekce jsou v rozmezi 0,5-20 ng/ml. Pfesnost metody (uvedena jako
relativni smérodatna odchylka) je niz8i nez 5,3 %. Podminky separace jsou

uvedeny v kapitole 3.5 (Tabulka 4). [42]
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7. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo popsat retenéni chovani analytu
pfi rozdilnych podminkach separace. Pro hodnoceni analytu byla pouzita HPLC
metoda s UV a fluorescencni detekci. Celkem bylo studovano 8 analytud: tyrosin,
L-DOPA, dopamin, adrenalin, noradrenalin, kyselina homovanilova

a vanilmandlova.

Nejprve byl hodnocen vliv sloZzeni MF na separaci analytll na nami vybrané
referencni koloné KINETEX 5 pm EVO Ci (150 mm x 3 mm, 5 um;
Phenomenex). NejlepSi vysledky poskytl acetatovy pufr s hodnotou pH 4,5
(MF 6). Pri pouziti této MF nedochazi ke koeluci piku a je kompatibilni s LC
systémem, pfipadné MS detekci. Proto byla vybrana pro dalSi experimenty,
problematika je dale diskutovana v kapitole 5.1. Protoze kyseliny vanilmandlova
a homovanilova maji pfili§ odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti v porovnani
s tyrosinem, L-DOPA, dopaminem, noradrenalinem a adrenalinem byla dale

metoda optimalizovana pro zbyvajici analyty.

U MF byl dale zkouman vliv slozeni aditiv na retenéni chovani. Byla
sledovana koncentrace v rozmezi 10-100 mM. Jako nejlépe hodnocena byla
koncentrace 100 mM. Nasledné byl studovan vliv zmény pH. U analytl
noradrenalin, adrenalin a dopamin dochazi se zvySujicim se pH k narUstu
retenniho faktoru. Pravdépodobné dochazi s narustajicim pH k mensi ionizaci
aminoskupiny, a proto jsou analyty vice zadrzovany na koloné. U analytd
L-DOPA a tyrosinu je opacna tendence, jedna se o latky kyselé povahy. P¥i

zvySujicim se pH dochazi k jejich ionizaci a zadrzuji se méné na koloné.

Nakonec byl sledovan vliv typu SF na retenci analytl. Celkem bylo
studovano 7 rliznych kolon. Byly studovany kolony se SF na bazi modifikovaného
silikagelu C1s skupinami, PFP skupinami, dale kombinované SF (C1s skupina
s aromatickym jadrem, kombinace C1s skupina s PFP) a na zavér dvé kolony se
skupinou Cis a dale nespecifikovanymi polarnimi skupinami. U kolon byla
popsana jejich u€innost, rozliseni, retencni parametry pro dané analyty.
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Nejlepsi separaci bylo dosazeno s kolonou ARION C18 polar. Ackoli jsou
nami stanovované analyty velmi polarni a jsou na RP malo zadrzovany, podafilo
se je oddélit na této koloné s rozliSenim mezi 1,83 — 9,85 (viz. Tabulka 15) a to
v celkovém cCase analyzy do 15 minut. Podminky separace jsou uvedeny

v tabulce 20.

Tabulka 20: Podminky separace analytické metody

Stanovované latky NA, A, D, L-DOPA, tyrosin

SF ARION C18 POLAR (150 mm x 3 mm, 3 uym;
Chromservis)

MF, izokraticka eluce 100 mM CH3COOH + NaOH:MeOH
95:5

pH MF 4.5 (upraveno NaOH)

Objem nastriku (ul) 5

Teplota (°C) 25

Priutokova rychlost 0,3

(ml/min)

Doba analyzy (min) 15

Detekce UV (285 nm) a fluorescenéni detekce (emisni 279

nm, excitaéni 320 nm)

Vysledky diplomové prace budou pouZzivany pro dalSi vyvoj metody pro
stanoveni KA v placenté. Hlavnimi cili bude zvysit retenci a pfedevsim citlivost

metody pro stanovované analyty.
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. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A: adrenalin

ACN: acetonitril

COMT: katechol-o-methyltransferasa

CL: Cesky lékopis

D: dopamin

DHBA: 3,4-dihydroxybenzylamin

DHMA: 3,4-dihydroxymandlova kyselina

DHPG: 3,4-dihydroxyphenylglykol

DOPA: 3,4-dihydroxyphenylalanin

DOPAC: 3,4-dihydroxyphenyloctova kyselina

ECD: elektrochemicka detekce

EDTA: ethylendiamintetraoctova kyselina

EMA: European Medicines Agency, Evropska lIékova agentura
ESI: ionizace elektrosprejem

FDA: Food and Drug Administration, Americky Ufad pro kontrolu potravin
a léCiv

FMOC-CI: 9-fluorfenylmethyloxycarbonyl chlorid

H: vySkovy ekvivalent teoretického patra

HILIC: hydrofilni interakéni chromatografie

HPLC: High Performance Liquid Chromatography, vysokoucinna
kapalinova chromatografie

HVA: kyselina homovanilova

ICH: International Conference on Harmonisation, Mezinarodni
konference pro harmonizaci

IEC: iontové vyménna chromatografie

IS: vnitfni standart

KA: katecholaminy

LC: kapalinova chromatografie

LLE: liquid-liquid extraction, extrakce z kapalina do kapaliny
MAO: monoaminooxidasa

MeOH: methanol

58



MF: mobilni faze

MS: hmotnostni spektrometrie

m/z: pomér hmotnosti a naboje

NA: noradrenalin

NP: normalni faze

PFP: pentafluorphenyl

RP: reverzni faze

Rs: rozliseni

Rt: retencni Cas

SCX: silny katex

S/N: pomeér signalu k Sumu

SF: stacionarni faze

SOS: oktansulfonat sodny

SPE: solid phase extraction, extrakce na pevnou fazi
SST: systém suitability test, test zpusobilosti systému
UV: oblast ultrafialové svétla

VIS: oblast viditeIného svétla

VMA: kyselina vanilmandlova
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