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Abstrakt

UNIVERZITA KARLOVA

FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
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Kandidat: Gabriela Lickova

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

Konzultant: Ing. Daniel Heblik

Nazev diplomové prace: Stanoveni metabolitt tyrosinu

Tématem diplomové prace bylo stanoveni metabolitd tyrosinu (adrenalin,
noradrenalin, dopamin, L-DOPA) s vyuzitim derivatizacni reakce a naslednou
analyzou za pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencnim

detektorem.

Stézejnim krokem celé prace byla optimalizace podminek derivatizaéni
reakce. Jako derivatizacni Cinidlo byl pouzit FMOC-CI
(fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid), ktery reagoval s katecholaminy
v pfitomnosti boratového pufru. Nejprve byla stanovena vhodna koncentrace
¢inidla (2,7 mM), ¢as (15 min) a teplota (40 °C) reakce. Dale byla optimalizovana

koncentrace (100 mM) a pH (8,0) boratového pufru.

Pro ucinnou separaci bylo nutné nastavit vhodné podminky. Kolona byla
pouzita silikagelova Kinetex EVO C18 s €asticemi s pevnym jadrem. Slozeni
mobilni faze bylo nutné optimalizovat a vyslednd mobilni faze se skladala
z kyseliny mravenci (20 mM) a acetonitrilu v poméru 32:68. Vysledna pouzita
prutokova rychlost Cinila 0,6 ml/min. Kolona byla temperovana na 40 °C.
Nastfikovy objem byl 5 ul a doba celé analyzy trvala 19 minut. Fluorescencni

detektor byl nastaven na vinovou délku 263 nm (Aex) @ 313 nm (Aem).

Klicova slova: Tyrosin, Adrenalin, Noradrenalin, Dopamin, L-DOPA, FMOC-CI,
Derivatizace, HPLC
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Titile of thesis: Determination of tyrosine metabolites

The topic of thesis was determination of tyrosine metabolites (epinephrine,
norepinephrine, dopamine, L-DOPA) using derivatization reaction and later
analysis using High-performance liguid chromarography with fluorescence

detector.

The important step of all work was optimalization of conditions
of derivatization reaction. As derivatization agent it was used FMOC-CI
(fluorenylmethyloxycarbonyl chloride), which reacted with catecholamines
together with borate buffer. Firstly, it was set the ideal concentration of agent
(2,7 mM), also the time (15 min) and the temperature (40 °C) of reaction.
The concetration (100 mM) and pH (8,0) of borate buffer was optimalized

in the end.

For effective separation it was necessary to set ideal conditions. As silica
gel column was used Kinetex EVO C18 with core-shell particles.
The compositions of mobile phase was necessary to optimalize and resulting
mobile phase was composed from formic acid (20 mM) and acetonitrile
in proportion 32:68. Used flow rate was 0,6 ml/min. The column was tempered
at 40 °C. The injection volume was 5 pl and time of analysis was 19 minutes.
The fluorescence detector was set on wavelenghths 263 nm (Aex) and
313 nm (Aem).
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1 Uvod

Diplomova prace se zaméfuje zejména na optimalizaci derivatizace
katecholaminli, jejich separaci a detekci pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie zakoncené fluorescencni detekci.

Katecholaminy jsou hormony, které jsou produkovany v dfeni nadledvin,
v adrenergnich neuronech sympatiku a také v centralnim nervovém systému.
Funguji zde jako neurotransmitery, tj. pfenasi informaci mezi nervovymi burikami.

Vychozi slou€eninou pro biosyntézu katecholaminu je L-tyrosin.

Teoreticka Cast je vénovana obecnym poznatkim jednotlivych analytd,
tj. chemicke, biologickeé vlastnosti a biosyntéza. DalSi Cast je zaméfena na popis
HPLC systému spolecné s jeho detektory a posledni ¢ast je vénovana moznostem

upravy vzorku biologického materialu.

V experimentalni ¢asti je shrnuta pfiprava roztokll a samotnych vzorkd,
ktera zahrnuje cely optimalizovany proces derivatizace a vysledna optimalizace
reakce je uvedena v kapitole 4.4.7. Nasledné je zde popsana optimalizace
chromatografického systému a finalni parametry celé analyzy jsou uvedeny
v kapitole 4.4.8. Posledni ¢asti jsou vénovany samotné upravé vzorku a také

identifikaci derivatd pomoci MS.



2 Cil

Cilem této diplomové prace bude vyvoj a optimalizace stanoveni
katecholaminl (tyrosin, adrenalin, noradrenalin, dopamin a L-DOPA) pomoci
derivatizace téchto analytl a jejich nasledné analyzy za pouziti HPLC

s fluorescenénim detektorem.

Zasadnim krokem nasi prace bude zjisténi vhodnych podminek pro u€¢innou
derivatizaci. Experimentalné budou stanoveny vhodné parametry potfebné pro
kvantitativni vytézek zreakce, tj. koncentraci Cinidla, teplotu a Cas reakce,
optimalni slozeni pufru a ukon&eni reakce. Nasledné bude struktura derivata

katecholaminl potvrzena pomoci MS.

Nase nastaveni vhodnych chromatografickych podminek bude vychazet
z literatury. Nicméné bude tfeba tyto podminky nasledné upravit zejména pro

zrychleni celé analyzy.
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3 Teoreticka cast
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3.1 Katecholaminy

Katecholaminy jsou pfirozené se vyskytujici aminy, které v organismu maji
funkci neurotransmiterd a hormonu. PFi stresu jsou syntetizovany a uvolfiovany
z dfené nadledvin a aktivuji sympatikus, ktery je souCasti vegetativniho nervového
systému. Jsou charakterizovany katecholovou strukturou, ktera je slozena
z benzenového jadra s pfipojenou hydroxylovou a aminovou skupinou. Zastupce
skupiny tvofi adrenalin, noradrenalin, dopamin a L-DOPA viz tabulky 1; 2; 3 a 4.
Ty jsou syntetizovany v neuronech vegetativhiho nervového systému cCtyfmi
enzymy. V presynaptickém zakoncCeni zajiStuje tyrosinhydroxylaza vznik L-DOPA
ztyrosinu viz tabulka 5. Dopamin je poté tvofen zL-DOPA pomoci
L- aminokyselinové dekarboxylazy a sam se poté stava zdrojem pro vznik
noradrenalinu za pfitomnosti enzymu dopamin [-hydroxylazy. Nakonec
z noradrenalinu vznika adrenalin pomoci fenylethanolamin N-methyltransferazy viz
Obrazek 1. [1] [2] [3]

Tyto hormony a neurotransmitery ovliviiuji alfa-adrenergni a
beta-adrenergni receptory na synapsi vegetativnhiho nervového systému, ¢imz
ovliviiuji nejriznéjSi pochody v lidském téle a hraji dllezitou roli pfi regulaci
vnitfnich organu. Kontroluji €¢innost hladkych svall, exokrinni sekreci, funkci srdce
a GIT. [4]

Tabulka 1

Adrenalin

Systematicky nazev 4-(1-hydroxy-2-(methylaminoethyl) benzen-1,2-diol

Sumarni vzorec CoH13NO3
Molarni hmotnost 183,2044 g/mol
Strukturni vzorec

OH
\ OH

Iz

OH
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Tabulka 2

Noradrenalin

Systematicky nazev

4-(2-amino-1-hydroxyethyl) benzen-1,2-diol

Sumarni vzorec

CsH11NO3

Molarni hmotnost

169,1778 g/mol

Strukturni vzorec

HO
HO NH,
OH
Tabulka 3
Dopamin
Systematicky nazev 4-(2-aminoethyl)benzen-1,2-diol
Sumarni vzorec CsH11NO2
Molarni hmotnost 153,1784 g/mol
Strukturni vzorec
HO
HO NH;

13




Tabulka 4

L-DOPA

Systematicky nazev

(S)-2-amino-3-( 3,4-dihydroxyfenyl) propanova kyselina

Sumarni vzorec

CoH11NO4

Molarni hmotnost

197,1879 g/mol

Strukturni vzorec

(0]
HO
OH
NH,
HO
Tabulka 5
L-TYROSIN
Systematicky nazev | (2S)-2-amino-3-(4-hydroxyfenyl) propanova kyselina

Sumarni vzorec

CoH11NO3

Molarni hmotnost

181,1885 g/mol

Strukturni vzorec

0

OH

NH,
HO
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Tyrosin hydroxylaza

(S)-2-amino-3-(3,4-
L-Tyrosin dihydroxyfenyl)propanova kyselina
L-DOPA

L-aminokyselinova
dekarboxylaza

HO

Dopamin beta-hydroxylaza

HO

NH,

4-(2-aminoethyl)benzen-1,2-diol

Dopamin

4-(2-amino-1-hydroxyethyl)benzen-1,2-diol Fenylethanolamin N-methyltransferaza

Noradrenalin

4-(1-hydroxy-2-(methylamino)ethyl)benzen-1,2-diol

Adrenalin

Obrazek 1: Biosyntéza katecholamint; vytvofeno pomoci ChemDraw
Professional
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3.2 Derivatizace

Derivatizace je strukturni modifikace analytu, ktera nam umozriuje zménit
jeho fyzikalné-chemické vlastnosti a tim umoznit i vylepsit samotnou separaci.
Derivatizace ma vliv na eluci analyzovanych latek, na ucinnost separace,
selektivitu a dobu analyzy. Dale vznikem derivatd muzeme docilit zvySeni citlivosti
detekce nebo samotnou detekci vibec, napf.: zavedenim fluoroforu pro naslednou
fluorimetrickou detekci. Pro kvantitativni a kvalitativni analytické vysledky je tfeba
optimalizovat podminky derivatiza¢ni reakce. Ta mize byt ovlivnéna zejména
teplotou, reakénim ¢asem, koncentraci daného cCinidla i pH prostfedi. Provedeni
samotné derivatizaéni reakce je mozné tfemi zpulsoby, tj. pfedkolonova,

postkolonova a derivatizace probihajici na koloné. [5] [6]

Pfedkolonovou derivatizaci (pre-column chromatography) vznikaji derivaty
jesté pred samotnou separaci na HPLC systému. Reakce by méla probihat
kvantitativné, selektivng, bez zbytecnych vedlejSich produktl a derivaty by mély
byt dostatecné stabilni. DerivatizaCni Cinidlo by mélo byt dostateCné separované
od svych produktl na koloné. Vyhodou pfedkolonové derivatizace je, Ze nemusi

probihat rychle. Nevyhodou mize byt obtizna reprodukovatelnost vysledk. [5] [6]

Derivatiza€ni €inidla

ProtoZe katecholaminy neobsahuji dostatecné silné chromoforové ani
fluoroforové skupiny, je pro jejich detekci potfebné zavedeni této skupiny,
tj. zavedeni fluoroforu pro fluorimetrickou detekci. Jako derivatiza¢ni Cinidla se
pouzivaji o-ftalaldehyd (OPA), benzoylchlorid (BZ-Cl), dansylchlorid (DNS-CI) a
9-fluorenylmethyloxykarbonylchlorid (FMOC-CI). Pro nase experimenty byl zvolen
FMOC-CI, ktery ochotné reaguje i se sekundarnimi aminy a tudiz mizeme

pozorovat vznik derivatl vSech naSich studovanych analytt v€éetné adrenalinu. [7]
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OPA

Jedna se o derivatizacni Cinidlo, které konjuguje s primarnimi aminy a thioly
viz tabulka 6. Toho se vyuziva pfi fluorimetrické detekci vzorkl( biologického

puavodu, které obsahuji peptidy, proteiny a biogenni aminy. [8]

Tabulka 6
OPA
Systematicky nazev | Benzen-1,2-dikarboxaldehyd
Sumarni vzorec CsHsO2
Molekulova hmotnost 134,13 g/mol
Strukturni vzorec
\o
0
=
BZ-Cl

BZ-Cl se pouziva v analytické chemii k identifikaci derivatl, tj. derivatl
s navazanou benzoylovou skupinou viz tabulka 7. Cinidlo ochotné reaguje

s latkami obsahujicimi alkoholovou, fenolovou a amino skupinu. [9]

Tabulka 7
BzZ-CI
Systematicky nazev Benzoyl-chlorid
Sumarni vzorec CrHsCIO

Molekulova hmotnost 140,56 g/mol

Strukturni vzorec 0

Cl
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DNS-CI
Siroce vyuzivané ¢inidlo zejména pro analyzu aminokyselin. DNS-CI
reaguje s primarni amino skupinou alifatickych i aromatickych aminu, pfiCemz

vznikaji fluorescencni sulfonamidové derivaty viz tabulka 8. [10] [11]

Tabulka 8
DNS-CI
Systematicky nazev | 5-(dimethylamino)naftalen-1-sulfonyl chlorid
Sumarni vzorec C12H12CINO2S
Molekulova hmotnost 269,75 g/mol
Strukturni vzorec \N -
0O=——=S—0
of

18



FMOC-CI

FMOC-CI ochotné reaguje s primarnimi i sekundarnimi aminy a také
s hydroxy skupinami viz Obrazek 2 a tabulka 9. Vzniklé derivaty jsou stabilni spiSe

v neutralnim a mirné kyselém prostfedi. [7]

Tabulka 9
FMOC-CI
Systematicky nazev | 9-fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid
Sumaérni vzorec C15H11CIO2
Molekulova hmotnost 258,70 g/mol
Strukturni vzorec O YCI
o]
e We PN
2 H,C - R
Jil R——NH, :|:!

9-fluorenylmethyl chloroformate

Obrazek 2: Schéma znazorriujici reakci mezi amino skupinou a FMOC-CI

[18]
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3.3 HPLC instrumentace

Kapalinovy chromatograf se sklada z nékolika komponent a cely proces
analyzy je Fizen chromatografickym softwarem. Jednu z prvnich ¢asti HPLC
systému tvofi zasobniky mobilni faze, ktera je pomoci pump vhanéna pod vysokym
tlakem do celého systému. DulezZitou Easti je degasser, ktery slouzi k odplynéni
MF. Nasledné automaticky davkovaé nastfikuje dany vzorek do proudu mobilni
faze a tato smés dale prochazi termostatovanym prostorem do chromatografické
kolony, kde dochazi k separaci analytl. Jednotlivé analyty jsou nakonec

detekovany v pfislusném detektoru, ktery je umistény za kolonou. [6]

. Manipulator
- _ Samples o fractionate
_ ..,-".__._Sampleinjector
” "/ Switching valve

== Fluids circulation

Solvents

Solvent B pump
Solvent A pump -
“\

I Fractions collector
+——— Vials containing fractions

Mixer

Valve

| Degasser
High-pressure pump —! b Punging pump

Obrazek 3: Schéma HPLC systému. [19]
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3.3.1 Zasobniky mobilni faze

NejCastéji se jako zasobniky mobilni faze vyuzivaji sklenéné nadoby, které
musi byt udrzovany v patficné Cistoté pro HPLC, aby nedochazelo k pfipadné
kontaminaci systému. U nadob je tfeba také vhodny uzavér, aby nedochazelo
odpafovani chemikalii a pfipadné kontaminaci prachovymi €asticemi a dalSimi
necistotami. Mobilni faze je nasavana pfes specialni frity s porozitou 10-20 um,
které zachycuji zbytky necistot a dalSich tuhych €astic. Kapilary vedouci mobilni
fazi celym systémem jsou zhotoveny z inertniho materialu napf. polyethylenu nebo
teflonu. [6]

3.3.2 Odplynovaé¢ (degasser)

PFitomnost plynd v mobilni fazi je nezadouci, a proto je degasser soucasti
modernich HPLC systému. Odplynéni mobilni faze je potfebné k eliminaci nékolika
problému, jako je nestabilita zakladni linie, neopakovatelné reten¢ni ¢asy, Spatna
opakovatelnost davkovaného objemu, zavzdusnéni Cerpadla a jeho nestabilni
funkénost, nestabilita signalu detektoru. Pfitomné plyny mohou ovlivnit i detekci a
to zejména pfitomnost kysliku pfi fluorescencni detekci. Molekuly kysliku mohou
negativné ovlivnit odezvu detektoru svym plsobenim na emisni zafeni. NejCastéji
je uzivany vakuovy degasser, ktery je tvofen vakuovou komorou s integrovanou
semipermeabilni membranou a pomoci vakuové pumpy je zde tvofeno vakuum.
Snizeny tlak je potfebny k prostupu plynl z mobilni faze pfes semipermeabilni

membranu. [6]

3.3.3 Vysokotlaké €erpadio

Cerpadlo zajistuje vlastni pohyb mobilni faze v HPLC systému. Musi zajistit
bezpulzni, reprodukovatelné a presné Cerpani MF. Nestabilni pratok muize
zpusobit kolisani Rt a nepfesnosti v samotnych vysledcich analyzy. Samotné
rozmezi moznych pratokd byva relativné Siroké od 0,01 ml/min az k desitkam
ml/min. Rozsah tlaku je obvykle omezen u HPLC systému do 40 MPa. RozliSujeme
dva druhy Cerpadel, na ta, ktera pracuiji pfi konstantnim tlaku a na ta ktera pracuiji

pfi konstantnim objemovém prutoku. Momentalné se pfevazné uzivaji Cerpadla
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s konstantnim objemovym pratokem, které k pohybu pistu vyuzivaji mechanicky

pohon. [6]

3.3.4 Automatické davkovani vzorku

Davkovani malého mnozstvi kapalného vzorku do systému musi byt
provadéno s vysokou presnosti, spravnosti a s minimalni disperzi. Autosampler se
sklada ze dvou hlavnich Casti. Nastfikové zafizeni zajiStuje pfesné davkovani
vzorku na kolonu. Dale je zde prostor pro uchovani vzorku ve vialkach. Dnesni
autosamplery umoznuji chlazeni prostoru a vzorek je zde uchovavan bez pfistupu

svétla. [6]

3.3.5 Chromatografické kolony pro HPLC

Kolony se skladaji ze dvou casti, z trubicovitého téla kolony s hladkym
vnitFnim povrchem a z koncovky. Koncovka obstarava tésnost systému, zadrzeni
naplné kolony a rovhomérnou distribuci mobilni faze. Samotny plast kolony je
nejCastéji tvofen z nerezové oceli. Vnitfek kolony pak tvofi sorbent, ktery ma rizné
parametry, tj. druh sorbentu, velikost a tvar ¢astic. Sorbent by mél v idealnim
pfipadé odolavat vysokym tlakim, chemickému pUsobeni MF a mél by byt
dokonale hladky. Pro analyzu jsou dnes vyuzivany HPLC kolony o vnitfnim

pruméru 2,1-5 mm, o délce 10-300 mm a velikosti ¢astic v rozmezi 1-5 um. [6]

Na stacionarni fazi dochazi k vlastni separaci analytl. Sorbenty mohou byt
rozdéleny do nékolika typu dle chromatografického modu: normalni, reverzni,
iontové vyménné, HILIC (hydrofilni interakéni chromatografie), HIC (hydrofobni
interak&ni chromatografie) a gely. NejCastéji jsou uzivany kolony na bazi silikagelu,
ale pouzivaji se i sorbenty slozené napfiklad z oxidu zirkonicitého, oxidu hlinitého,

organickych polymerl nebo grafitového uhliku.

Pfi analyze v systému s reverzni fazi je stacionarni faze méné polarni nez
MF. NejCastéji uzivany je silikagel modifikovany C18 skupinou. Tento povrch
interaguje s analytem pouze slabymi disperznimi silami. Pro zvySeni uc€innosti
a zrychleni celé analyzy je mozné pouziti povrchové poréznich &astic (core-shell

particles), které se skladaji z pevného jadra a vrstvy porézniho silikagelu. [6]
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Stacionarni faze na bazi silikagelu

Sorbenty na bazi silikagelu maji vysokou mechanickou odolnost a je mozné
vyrobit ¢astice s definovanou velikosti a distribuci péra. Povrch silikagelu tvofi
silanolové skupiny, které Ize dale modifikovat funkénimi skupinami, tj. C8, C18,
fenyl, propylamin, pentafluorfenyl atd. Od vlastnosti navazaného ligandu se odviji
selektivita stacionarni faze. Nevyhodou téchto sorbentd muzZe byt jejich nizka
stabilita v nékterych usecich pH, tj. silné alkalicka a bazicka oblast pH. Stacionarni
faze modifikovana C18 skupinou je dlouhodobé stabilni v rozmezi pH 2-9. P¥i
nizkych hodnotach pH muze dochazet k hydrolyze a ztraté navazané funkéni

skupiny neboli column bleeding. [6] [12]
Polymery

Sorbenty jsou nejCastéji tvofeny z methakrylatl, polyvinylalkohold
a polystyrenu. Jejich povrch je mozné dale modifikovat. Oproti stacionarni fazi na
bazi silikagelu jsou polymery stabilngjSi ve vétSim rozmezi pH a i pfi vysSich
teplotach. Nevyhodou téchto sorbentl je mozné bobtnani &i srazeni faze pfi pouziti
vétSiho podilu organické faze. Lze je vyuzit pro analyzu malych molekul
i biomolekul. [6] [12]

Oxidy kovu

e

Al20s. Stacionarni faze vykazuji vysokou stabilitu v Sirokém rozmezi pH i teplot
(pH 1-13; az 160 °C). | pres vySsi stabilitu je pouziti téchto fazi minimalni. [12]
Grafitizovany uhlik

Sorbent je tvofen pIné poréznimi ¢asticemi, které jsou uspofadany planarné
ve vrstvach. SF odolava celému rozmezi pH a teploté az do 200 °C. Nevyhodou je
niz§i ucinnost v porovnani se standardnim silikagelem a mensi odolnost vici

vySSim tlakim. Je mozné uziti této SF pfi analyze stereoizomert a polohovych
izomerd. [6] [12]
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3.3.6 HPLC detekce

Detektory jsou uloZzené za kolonou a zaznamenavaji signaly pfi prichodu
MF. Idealni detektor by mél byt vysoce citlivy, univerzalni, selektivni, nedestruktivni
a dale by signal nemél byt ovlivnén slozenim MF, teplotou ani pratokem. Pro
analyzu s HPLC systémem je mozné vyuziti nékolika typu detektorl
napf.: fluorescencni, spektrofotometricka, chemiluminiscencni, elektrochemicka a

hmotnostné spektrometricka detekce. [6]
Fluorescenéni detektor

Principem detekce je méfeni emisniho zareni, které je uvolnéno po absorpci
excitaéniho elektromagnetického zareni. Po absorpci elektromagnetického zafreni
prechazeji elektrony danych molekul ze stabilniho stavu do vysSich energetickych
hladin excitovaného stavu. Absorbovanou energii mohou molekuly ztracet
v dusledku srazek s jinymi molekulami i muze byt preménéna na energii vibracni
anebo ji vyzafit formou fluorescence. Toho se vyuziva pfi fluorescenéni detekci,
jejiz vyhodou je vysoka selektivita, kdy jsou méfeny specifické vinové délky pro
dané molekuly. Vysledky analyzy nejsou ovlivnény zbylym slozenim MF, protoze
fluorescenéni detektor neni schopen detekce latek bez pfislusného fluoroforu. [6]
[13]
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Obrazek 4: Schéma fluorescencniho detektoru. NejCastéji se jako zdroj
Svétla uziva xenonova vybojka. Excitacni mfizkou je z vyzareného svétla
vybran paprsek o konkrétni vinové délce, ktery dale prochazi pritokovou
celou. V pritokové cele absorbuje dana latka toto zafeni s urcitou vinovou
délkou a je excitovana. Emitované svétlo je dale stépeno emisni mrizkou a
pfeménéno fotonasobiCem na elektricky signal. [13]
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Hmotnostni spektrometrie ve spojeni s HPLC

MS je analyticka metoda, ktera je zalozena na principu ionizace molekul
v plynné fazi a jejich nasledné separaci dle poméru hmotnosti a naboje (m/z).
Vystupem detekce je hmotnostni spektrum, ve kterém jsou ionty zobrazeny dle
jejich intenzity a m/z. MS Ize pouzit k identifikaci a kvantifikaci analytl ve vzorku.
Detektor je slozen ze tfi hlavnich €asti, tj. zdroj ionizace, hmotnostni analyzator a
detekcni oblast. Nejprve musi dojit k ionizaci analytu, kdy jsou neutralni molekuly
pfeménény na ionty. Existuje nékolik typu ionizaénich technik, které jsou
uskute€novany za pfitomnosti vakua nebo atmosférického tlaku. Poté jsou vzniklé
ionty separovany dle pfislusného poméru m/z v hmotnostnim analyzatoru za
pritomnosti vakua. V detek&ni oblasti dojde k detekci jednotlivych iontl a zesileni

signalu pomoci fotonasobice, elektronasobice ¢i mikrokanalové desticky. [6] [14]

Samotna ionizace je ovlivnéna nékterymi vlastnostmi analyzované latky
(molekulovou hmotnosti, polaritou, té€kavosti a tepelnou stabilitou). lonizacni
techniky mizeme rozdélit do dvou skupin, na mékké a tvrdé. K mékkym technikam
fadime ionizaci pomoci elektrospreje (ESI), chemickou ionizaci za atmosférického
tlaku (APCI), fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI) &i ionizaci desorpci
laserem za ucasti matrice (MALDI). U mékkych ioniza¢nich technik pozorujeme
minimalni fragmentaci molekul. Méfeni muze probihat v kladném moddu, kdy
vznikaji protonované molekuly [M+H]* nebo v zaporném modu za vzniku
deprotonovanych molekul [M-H]. Pro zplynéni kapalného vzorku je treba

kontinualni pfitomnosti pomocnych plynd, tj. dusiku nebo stlaéeného vzduchu. [6]

Hlavni ulohou hmotnostniho analyzatoru je separace iont dle poméru m/z
za pfitomnosti vakua a nasledné urychleni téchto iontd. Existuje nékolik typ(
analyzatoru, které pracuji na odlisném fyzikalnim principu napf.: kvadrupdl (Q),
trojity kvadrupdl (QqQ), analyzator doby letu (TOF), iontova cyklotronova
rezonance (ICR) a iontova past (LIT). lontova past rozdéluje ionty na zakladé jejich
odliSné stability oscilaci, ktera je ovlivnéna kombinaci stejnosmérného

a stfidavého napéti. [6]
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3.4 Uprava vzorku biologického materialu

SeparaCni metody jsou jednim ze zakladnich procesu vyuzivanych
v chemické laboratofi. Slouzi zejména k izolaci jednotlivych analytd ze smési,
k Cisténi vzorkd ¢&i slouzi jako dulezita predfaze kvalitativniho a kvantitativniho
analytického stanoveni. Mezi separacCni techniky patfi i upravy, které zahrnuji
precipitaci, extrakci z kapaliny do kapaliny (LLE) a extrakci na pevnou fazi (SPE).
[19]

LLE je separacni technika, pfi které dochazi k oddéleni slozek smési na
zakladé jejich rozdilné rozpustnosti viz obrazek 5. Extrakéni prostfedi tvofi dvé
vzajemné nemisitelné faze. Jednim z rozpoustédel byva polarni vodna slozka a
druhym nepolarni organicka latka. Extrahovana latka je tedy vytfepavana do
organické faze. Vytéznost extrakce muze byt ovlivnéna hodnotou pH. Pro pfechod
analytl do organické faze je potfebna jejich neionizovana forma, a proto je nutné
upraveni hodnoty pH u bazickych a kyselych latek. Neméné dulezity je i vybér
vhodného organického rozpoustédla, ve kterém by mél byt dany analyt co nejlépe
rozpustny. DalSimi kritérii pro vybér rozpousStédla je vysoka tékavost, nizka
viskozita a minimalni misitelnost s H20. VytéZnost extrakce je také ovlivnéna
mnozstvim pouzitého rozpoustédla a dobou extrakce. Pfi opakovani extrakce
s menSim objemem je dosahovano vétSi vytéznosti neZli extrakci s velkym
objemem rozpoustédla. Tato metoda dosahuje vysokych vytéznosti extrakce
zejména u nepolarnich analytl, které ochotné prechazeji do organické faze.
Vyhodou metody je jednoduchost a nenaro¢nost na laboratorni vybaveni. MoZnou
nevyhodou této metody je znana Casova naro¢nost, spotfeba organickych

rozpoustédel a slozita procesni automatizace. [16] [15] [17]
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Traditional Liquid-Liquid Extraction (LLE)

B &

1) Add agueous 2) Add non-water 3) shake vigoroushy. 4) Decant agueous layer to 5) Collect and analyze
sample miscible arganic Emulsien forms and mass waste (not 100% efficient) organic fraction (or back-
extraction solvent transfer between phases extract as necessary)
ocours

Obrazek 5: Extrakce z kapaliny do kapaliny [15]

SPE

Principem extrakce na pevnou fazi je interakce mezi separovanou latkou a
pevnou stacionarni fazi. Samotna extrakce je ovlivnéna fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi danych latek. Prvni krok extrakce cCini kondicionace, kdy dochazi
k aktivaci sorbentu po promyti organickym rozpoustédlem. Rozpoustédio musi byt
posléze vymyto vodou a nasledné muze byt aplikovan vzorek. Po zadrzeni analytd
na sorbentu nasleduje jeho promyvani vhodnymi rozpoustédly (voda, pufr)
k odstranéni balastnich latek z matrice. Nakonec jsou pfislusné analyty eluovany
z pevné faze pomoci specifického rozpoustédla (methanol, acetonitril), které
narusi jejich vzajemnou interakci. SPE je nenarotna metoda, ktera poskytuje
reprodukovatelné vysledky. MozZnou vyhodou je online spojeni SPE s HPLC

systémem. [15] [17]
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Precipitace

Je jedna z nejjednodusSich separacnich technik, kterou lze odstranit
proteiny ze vzorku biologického materialu pomoci precipitacniho €inidla. Po pfidani
Cinidla je vzorek protfepavan a vysrazené proteiny jsou oddéleny cetrifugaci. Jako
precipitacni Cinidla se pouzivaji zejména organicka rozpoustédla (acetonitril,
methanol, ethanol), silné anorganické (HCIO4, HCI) i organické kyseliny
(CF3COOH, CCIsCOOH) a dale roztoky nékterych soli (ZnSO4 v NaOH). Vybér
optimalniho Cinidla je ovlivnén vlastnostmi biologického vzorku i danych analytu.
Precipitace je rychla a jednoducha metoda. Nevyhodou mohou byt zbylé balastni
latky ve vzorku, které nejsou na bazi proteinl a dale mozné ztraty analytu

v dusledku vazby na precipitat. [17]
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4 Experimentalni ¢ast
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4.1 Pouzité chemikalie, pfistroje a pomucky

Chemikalie

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

e 3,4-dihydroxy-L-phenylalanin: Sigma-Aldrich, Némecko
e Acetonitril for HPLC: VWR Chemicals

e Dihydroxybenzylamin: Sigma-Aldrich, Némecko

e Dichlormethan: Penta s.r.o., Ceska republika

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

e Ethylacetat: Lach-Ner, Ceska republika

e Fluorenylmethyloxykarbonylchlorid (FMOC-CI): Sigma-Aldrich, Némecko
e Glycin: Sigma-Aldrich, Némecko

¢ Hexan: Sigma-Aldrich, Némecko

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

o Kyselina borita: Lach-Ner, Ceska republika

o Kyselina citronova: Penta s.r.o., Ceska republika

e Kyselina mravenci: Sigma-Aldrich, Némecko

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

e L-tyrosin: Sigma-Aldrich, Némecko

e Methyl-terc-butyl-ether: Sigma-Aldrich, Némecko
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Pristroje

e Analytické vahy: Sartorius A200S Electronic Analytical Balance, Santorius
analytical, Némecko

o Elektronicka odsavacka: MEVACS, MEDIST SLOVAKIA s.r.o.

e Magneticka michacka: Color squid, lka Werke, Némecko

e pH metr: CHOTT CG 843, Schott Instruments, Némecko

e Thermomixer comfort, Eppendorf

o Trepacka: Vortex, VELP Scientifica, Italie

e Ultrazvukova lazen: Kraintek K-10, KRAINTEK s.r.o, Ceska republika

HPLC

e HPLC jednotka: Shimadzu, Japonsko
 Ridici jednotka: CBM-20A

e Degasser: DGU-20A3

o Cerpadlo: LC-20ADx

e Autosampler: SIL-20ACxr

e Termostat kolony: CTO-20AC

e Detektor: Fluorescence RF-10AxL

e Pc program: Lab Solutions, version 5.97 SP 1

Hmotnostni spektrometr

e MS jednotka: THERMO ELECTRON CORPORATION, U.S.A.
e Model: Finnigan LCQ Advantage MAX
e Pc program: Xcalibur 2.0
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DalsSi pomucky

Vialky, viCka, septa, kadinky, Eppendorf zkumavky, odmérné bariky, sklenéné
zatky, odsavaci barka, frita, filtry (velikost pord 0,22 um), laboratorni 1Zicky,

automatické pipety, Spicky.

4.2 Obecné postupy

4.2.1 Priprava roztoku

Zasobni roztoky standardi metabolitti tyrosinu (0,1 mg/ml)
Priblizna navazka katecholaminu a jejich prekurzoru: 0,0005 g

Pomoci ultrazvukové lazné byly jednotlivé navazky danych slouc€enin
rozpustény v patficném objemu rozpoustédla, tak aby jejich vysledna koncentrace
¢inila 0,1 mg/ml. Dle rozpustnosti jednotlivych katecholamin( byla zvolena vhodna
rozpoustédla viz tabulka 10. Kyselina mravenci byla pfidavana kvali stabilité

danych sloucenin.

Tabulka 10

Methanol Kyselina mravenéi

Adrenalin 50% 0,1%

Noradrenalin 50% 0,1%

L-DOPA 50% 0,1%

Tyrosin 10% 0,1%

Dopamin 10% 0,1%

Dihydroxybenzylamin 10% 0,1%
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Pracovni roztoky metabolita tyrosinu (1 pg/ml)

10ul zasobniho roztoku standardu bylo doplnéno vodou na 1 ml.
Pfipravovany byly pracovni roztoky kazdého analytu zvlast i smés vSech

studovanych analytu.

Zasobni roztok boratového pufru (1 M; 50 ml; pH 8,0)
Navazka kyseliny borité: 3,0947 g

Navazka kyseliny borité byla rozpusténa ve 45 ml vody za postupného
pridavani NaOH koncentrovaného (CL 2007) pro Upravu pH na 8,0. Rozpous$téni
bylo usnadnéno pusobenim ultrazvuku. Objem byl doplnén na 50 ml. Zasobni

roztok byl uchovavan v lednici po dobu jednoho mésice.

Zasobni roztok FMOC-CI (2,7 mM; 10ml)
Navazka FMOC-CI: 0,007 g

Pomoci ultrazvukové lazné byla navazka FMOC-CI rozpusténa v 10 ml

acetonitrilu. Zasobni roztok byl uchovavan v lednici v tmavé odmérné bance.

Zasobni roztok kyseliny citronové (2 M; 25 ml)
Navazka kyseliny citronové: 9,6065 g

Pomoci ultrazvukové lazné byla navazka rozpusténa v 15 ml destilované
vody a nasledné byl objem rozpoustédla dopinén do 25 ml. Roztok byl uchovavan

v lednici.
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Roztok kyseliny mravenéi (2 M; 10 ml)

870 pl kyseliny mravenci bylo v odmérné barice doplnéno do 10 ml vodou.

Roztok byl uchovavan v lednici.

Zasobni roztok glycinu (100 mM; 25 ml)
Navazka: 0,187 g

Pomoci ultrazvukoveé lazné byla navazka rozpusténa v 20 vody a dopinéna

do 25 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.
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4.2.2 Priprava mobilni faze (MF)

Roztok kyseliny octové (20; 15 a 5 mM)

V odmérné barnce bylo k 180 ml vody pfidano mnozstvi kyseliny octoveé viz

tabulka 11. Roztok byl dopInén do 200 ml a pfefiltrovan pfes sklenénou fritu a filtr

o velikosti p6ru 0,22 pm.

Tabulka 11

Koncentrace 20 mM 15 mM
pripravovaného
roztoku kyseliny

octové

5mM

Objem kyseliny 228l 171pl
octové

574l

Celkovy objem 200 ml

Roztok kyseliny mravenéi (20; 10 a 5 mM)

V odmérné barice bylo k 180 ml vody pfidano mnozstvi kyseliny mravenci

viz tabulka 12. Roztok byl dopIlnén do 200 ml a prefiltrovan pfes sklenénou fritu a

filtr o velikosti poru 0,22 pm.

Tabulka 12

Koncentrace 20mM 10mM
pripravovaného
roztoku kyseliny

mravenci

5mM

Objem kyseliny 174, 1ul 87,1ul
mravenéi

43,5l

Celkovy objem 200 ml
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4.3 Popis prace

4.3.1 Optimalizace derivatizaéniho postupu

Bylo nutné experimentalné stanovit vhodné podminky derivatizacni reakce
s Cinidlem FMOC-CI, abychom ziskali derivaty s nejvy$Sim moznym vytézkem. Za
timto ucelem byly provedeny série experimentd, pfi nichz jsme ménili koncentraci
derivatiza¢niho Cinidla, teplotu a ¢as reakce, koncentraci a pH pufru a terminacni
¢inidlo derivatizacni reakce. Reakce byla provadéna pro smés analytd i pro
jednotlivé analyty =zvlast, aby mohla byt ovéfena jejich totoznost pfi
chromatografickém stanoveni a také vliv vicero sloucenin, jez by mohly reagovat

s derivatizaCnim Cinidlem na vytéznost derivatizaCni reakce.

Optimalizace koncentrace derivatizacniho €inidla

Ke 100 ul pracovniho roztoku metabolitl tyrosinu ve vialce bylo pfidano 100 ul
boratového pufru (pH 8,0; 1M) a 200 ul zasobniho roztoku derivatizaéniho Cinidla
FMOC-CI. Reakce probihala 20 minut za michani pomoci vortexu pfi laboratorni

teploté. Derivatizace byla ukonCena pfidanim kyseliny citronové (2 M).

Optimalizace ¢asu reakce

Optimalizace probihala podle postupu Optimalizace koncentrace
derivatiza¢niho €inidla s 200 pl €inidla FMOC-CI (2,7mM) s tfepanim po dobu 2, 5,
10, 20, 30, 60 a 120 minut. Reakce byla ukonéena pomoci kyseliny citronove (2 M).
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Optimalizace teploty reakce

Optimalizace probihala podle postupu Optimalizace koncentrace
derivatizacniho €inidla a po pfidani 200 pl €inidla FMOC-CI (2,7 mM) se cela smés
nechala tfepat na Thermomixeru 10 minut pfi teplotach: 21 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C,
60 °C a 80 °C. Reakce byla ukon&ena pfidanim 20 ul kyseliny citronové (2 M).

Optimalizace pH boratového pufru

Pro samotny prubéh derivatizace je dulezité mirné alkalické pH. Nase dalSi

experimenty proto smérovaly ke zjisténi nejlepsi hodnoty pH boratového pufru.

Optimalizace probihala podle postupu Optimalizace koncentrace
derivatiza¢niho Cinidla s pouzitim boratového pufru o rGzném pH (7,0; 8,0; 9,0;
10,0). Po pfidani 200ul FMOC-CI (2,7 mM) se smés nechala reagovat na
Thermomixeru pfi 40 °C. Po 15 minutach byla reakce ukonfena pfidavkem

kyseliny citronové (2 M).

Optimalizace koncentrace boratového pufru

Pro derivatizaci byly pfipraveny ¢tyfi roztoky boratového pufru (pH 8,0)
o koncentraci 0,1 M; 0,25 M; 0,5 M; 1 M. Optimalizace probihala podle postupu
Optimalizace koncentrace derivatizacniho Cinidla s naslednou reakci na
Thermomixeru 15 minut pfi 40 °C po pfidavku 200 ul FMOC-CI (2,7 mM). Cely

proces byl ukonéen okyselenim kyselinou citronovou (2 M).
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Zastaveni derivatizacni reakce

Pro dosazeni opakovatelnych vysledkl analyzy bylo zapotfebi zaijistit
totozny reakéni Cas derivatizace naSich analytu. Z tohoto davodu bylo dilezité
ukonCit derivatizaci ihned po tfepani na Thermomixeru. Vhledem k nutné
pfitomnosti mirné zasaditého prostfedi pro prubéh reakce bylo pro ukonceni
derivatizace mozné zvolit okyseleni vzorku, ¢imz jsme zamezili vzniku dalSich
derivatd. Na okyseleni byly pouzity roztoky kyseliny citronové (2 M) a
mravencCi (2 M). Dalsi moznosti ukonfeni reakce bylo pfidani slou€eniny
s aminoskupinou v nadbytku, ktera zreagovala se zbylym ¢inidlem FMOC-CI. Pro

nase pokusy byl zvolen roztok glycinu (100 mM).
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4.3.2 Optimalizace HPLC systému

Pro stanoveni derivatd katecholamini byl zvolen HPLC systém

s fluorescendéni detekci.

Pro pilotni experimenty byla vybrana C18 stacionarni faze typicka pro
reverzni systém. Konkrétné byla pouzita kolona Kinetex EVO C18 (150x3.0 mm)
s velikosti €astic 5 um, ktera byla dale vytemperovana na 30 °C. Pro méfeni byla
vyuzita izokraticka eluce s on-line michanim mobilni faze ze dvou samostatnych
pump. Prutokova rychlost mobilni faze byla nastavena na 0,5 ml/min a nastfikovy
objem vzorku Cinil 10 pl. Excitacni a emisni vinova délka byla u detektoru

nastavena na hodnoty 263 nm (Aex) @ 313 nm (Aem).
Optimalizace slozeni mobilni faze

Pro ucinnou separaci analytl bylo nutné zajistit vhodné sloZeni mobilni faze.
Ta se skladala z vodné (A) a organickeé slozky (B). Organickou fazi v tomto pfipadé
tvofil acetonitril. Jako vodnou slozku jsme nejprve zvolili roztok kyseliny octové viz
tabulka 11 a pozdéji byla separace zkousena i s kyselinou mravenci viz tabulka

12. Optimalizovan byl také pomér vodné a organické faze.
Optimalizace stacionarni faze

DalSi optimalizovanym parametrem byla stacionarni faze a rozméry
chromatografické kolony. V nasich experimentech byly uzity tfi silikagelové kolony
s navazanymi C18 skupinami viz tabulka 13. Na jednotlivych kolonach bylo

sledovano retenc¢ni chovani derivatd katecholamind.
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Tabulka 13

Typ kolony | Rozméry kolony a velikost Typ Vyrobce
castic castic
Kinetex EVO 150x3mm; Spm Povrchové
o Phenomenex
c18 100x3mm; 2,6um porezni
Piné
Excel 3 C18 100x3mm; 3um o ACE
porézni

4.3.3 Optimalizace extrakce

Pro extrakci naSich analytl byly zvoleny ¢&tyfi organicka rozpoustédla
ethyl-acetat, dichlormethan, hexan a methyl-terc-butyl-ether (MTBE) viz
tabulka 14. Do eppendorf mikrozkumavky bylo napipetovano 400 ul produktu
derivatizace a dané organické rozpoustédlo v poméru 1:10. Poté se smés nechala
trepat 10 minut na vortexu. Organicka faze byla odpafena proudem dusiku pfi
40 °C. Odparek byl rozpustén ve 400 ul acetonitrilu a byl analyzovan pomoci HPLC
s fluorescencni detekci. Extrakce byla vyuzita pro pfimou MS detekci derivatl viz
kapitola 4.3.4.

Tabulka 14
Rozpoustédla Log P | Relativni Misitelnost Misitelnost
polarita s H20 s ACN
Dichlormethan 1,01 0,309 - +
Ethyl-acetat 0,29 0,228 - +
Hexan 3 0,009 - ;
MTBE 0,96 0,124 - +
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4.3.4 Urceni derivati katecholaminti pomoci hmotnostni
spektrometrie

Na zavér jsme se pokusili ovéfit strukturu jednotlivych derivatl
katecholaminl pomoci iontové pasti v offline rezimu, kdy byly jednotlivé derivaty
analyzovany po pfimém nastfiku stfikaCkou do iontového zdroje. Pro nase mérfeni
byla pouzita hmotnostni spektrometrie v kladném ionizacnim moddu s ionizaci

pomoci elektrospreje (ESI+) viz tabulka 15.

Tabulka 15: Nastaveni parametri MS

Sheath Gas Flow Rate (arb) 50
Aux/Sweep Gas Flow Rate (arb) 15
Spray Voltage (kV) 3.30
Capillary Temp (°C) 350.00
Capillary Voltage (V) 3.00
Tube Lens Offset -10.00
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4.4 Vysledky a diskuse

4.4.1 Optimalizace koncentrace derivatizacniho €inidla

Prvni experimentalni pokusy byly zaméfeny na zjiSténi vhodného pfidavku
derivatizacniho €inidla FMOC-CI. Pro urCeni optimalni koncentrace FMOC-CI pfi
nasich experimentech byl vzdy pouzit zasobni roztok. Pficemz bylo nutné
prepocCitat potfebné mnozstvi roztoku pro jednotlivé analyty i jejich smés a
nasledné dofedit danym mnoZstvim acetonitrilu. Nasobek nadbytku pfidaného

derivatiza¢niho ¢inidla byl vyjadifen k 1 mM roztoku katecholamina.

Z vysledkl méfeni se, i vzhledem ke spotfebé Cinidla, jevi jako optimalni
uziti 200 pl FMOC-CI (2,7 mM) viz Obrazek 6. S vy8Simi koncentracemi €inidla

byla jiZ odezva relativné konstantni.
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Obrazek 6: Graf zobrazujici vliv nadbytku FMOC-CI na vytéznost reakce pro
smés analytu
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Dale bylo z méfeni zjisténo, Ze pro vysokou vytéznost reakce je podstatna
optimalni koncentrace derivatizacniho Ccinidla, ktera vS8ak neni zavisla na

koncentraci jednotlivych analytl ve vzorku viz Obrazek 7.
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Obrazek 7: Graf zobrazujici porovnani viivu nadbytku FMOC-CI na vytéZnost
reakce pro jednotlivé analyty a pro smés téchto analytt

Experimenty byly provadény pro jednotlivé analyty i jejich smés s pfidavkem
200 ul FMOC-CI (2,7 mM), coz odpovida 95x nadbytku vztazenému ke koncentraci
vSech slozek ve smési. Dale byl zkousen pfidavek FMOC-CI, ktery také odpovidal
nadbytku 95x vétSimu, avSak tento nadbytek byl vztazen ke koncentraci

konkrétniho analytu ve smési.

Na prvni pohled odlisné odezvy (Smés 2,7 mM a Jednotlivé analyty 2,7 mM)
zejména u tyrosinu, dopaminu a L-DOPA byly zfejmé dusledkem nedokonale
provedené derivatizace, ktera byla ve fazi vyvoje a nebyla zde jeSté provadéna
terminace reakce. Velmi nizkd odezva detektoru v pokusech s 95nasobnym

nadbytkem FMOC-CI k jednotlivym analytim ukazuje na to, ze pro vytéznost je

vigviivs
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4.4.2 Optimalizace €asu derivatizaéni reakce

Pro dal$i stanoveni kvantitativniho pribéhu reakce bylo zapotiebi nechat
derivatizaci probihat pfi laboratorni teploté v rGznych reakénich casech.
S oCekavanym pozitivnim pfinosem €asu na kvantitu reakce jsme nejlepSich
vysledkll dosahovali s reakénim &asem 60 min viz Obrazek 8. S dale se

navySujicim ¢asem jiz nedochazelo k vyraznému zvySeni odezvy.
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Obrazek 8: Graf zobrazujici vliv ¢asu na vytéZznost reakce
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Obrazek 9: Graf porovnavajici vliv ¢asu na vytéZznost reakce pro jednotlivé
derivaty katecholaminti a pro smés téchto derivatu
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4.4.3 Optimalizace teploty derivatizace

Vzhledem k oCekavanému vlivu teploty na kinetiku reakce byly dalSi pokusy
provadény za vySSich teplot. Z vysledkll méfeni bylo zjisténo, Zze pfi vySSich
teplotach dosahneme totoznych vytéznosti, jako pfi experimentech provadénych
za laboratorni teploty (60 min) s vyraznym zkracenim reakcniho €asu. NejlepSich
hodnot dosahneme pfi reakéni teploté 40 °C a €asu 15 min. Pfi vySSich teplotach
odezva klesala a po ochlazeni na laboratorni teplotu byla pozorovana tvorba

srazeniny viz Obrazek 10.
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Obrazek 10: Graf zobrazujici viiv teploty na vytéznost reakce

46



4.4.4 Zména pH boratového pufru

Z grafu 11 je patrné, Ze nejvyssi vytéznosti u vétsiny analytl kromeé tyrosinu
a L-DOPA dosahovala derivatizace pfi pH pufru 7,0. AvSak vzhledem k velmi nizké
vytéznosti tyrosinu, ktera Cinila propad o 58 % oproti pH 8,0, bylo vyhodnoceno
jako optimalni a kompromisni pH 8,0. DalSi zvySeni hodnot pH mélo za nasledek

snizeni vytéznosti u témér vSech analytl.
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Obrazek 11: Graf zobrazujici vliv pH pufru na vytéZznost reakce
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4.4.5 Zména koncentrace boratového pufru

Experimentalné byl prokazan vliv koncentrace boratového pufru (pH 8,0) na

vytéznost derivatizace, pficemz nejlepSich vytéznosti z reakce bylo dosazeno

v v

s niz8i koncentraci daného pufru viz Obrazek 12.
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Obrazek 12: Graf zobrazujici vliv koncentrace pufru na vytéZnost reakce
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4.4.6 Stanoveni vhodného ¢inidla pro ukonceni derivatizace
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Obrazek 13: Graf zobrazujici potencionalni Cinidla pro ukoncéeni derivatizace

V8echna Cinidla vykazovala podobné vysledky a u vSech jsme docilili

terminace reakce.

4.4.7 Vysledné parametry reakce

Na pfipravu derivatizace bylo nutné napipetovat 100 ul pracovniho roztoku
metabolitl tyrosinu (1 pg/ml) spolu se 100 ul boratového pufru (0,1 M; pH 8,0) a
protfepat smés na vortexu. Poté se k dané smési pfidalo 200 pl ¢inidla FMOC-CI
(2,7 mM) a reakce se nechala probihat na Thermomixeru 15 minut pfi 40 °C a pfi
otackach 1400 rpm. Derivatizace byla nasledné ukoncena pfidanim 20 ul roztoku
glycinu (100 mM), se kterym se vzorek nechal tfepat jesté 10 minut pfi laboratorni

teploté.

49



4.4.8 Optimalizace chromatografie

Optimalizace slozeni mobilni faze

Experimenty  byly provedeny s kolonou Kinetex EVO C18
(150x3.0 mm; 5 ym) a s MF sloZzenou z ACN a néasledné optimalizované vodné
slozky v poméru 68:32. Roztokem 20mM kyseliny octové jsme nedokazali docilit
vhodné separace. Hlavni problém cinila mala odezva tyrosinu a koeluce L-DOPA
s tyrosinem. Proto jsme dale zkouSeli ménit koncentraci kyseliny (15 mM; 5 mM),
ale i se zménou koncentrace jsme nedokazali docilit patficnych vysledkd. Pfi
nizSich koncentracich dochazelo ke koeluci noradrenalinu a L-DOPA. Separace
vSech latek na zakladni linii jsme dosahli az pfi uziti kyseliny mravenc&i (20 mM)
jako aditiva MF viz Obrazek 14.
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Obrazek 14: Graf zobrazujici viiv slozeni mobilni faze na analyzu derivat(
katecholamint
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Optimalizace stacionarni faze

U vétSiny analyz je uzivano HPLC systému v reverzni fazi a stejné tak tomu
bylo i pfi naSich experimentech, kdy jsme volili silikagelové kolony s navazanymi
C18 skupinami. Jako MF byl pouzit roztok kyseliny mravenci (20 mM) a ACN
v poméru 32:68. Jednou z preferenci bylo dosahnout ucinné a rychlé separace viz

tabulky 16, 17, 18. Toho bylo docileno uzitim kolon s core-shell ¢asticemi.

Kinetex EVO C18 (150x3.0 mm); 5 pm

Uvodni experimenty byly provadény na této koloné za podminek uvedenych
v kapitole 4.3.2 Optimalizace HPLC systému. Jednotlivé retencni ¢asy derivatl

jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16: Retencni Casy, retencni faktor derivati katecholamint a NTP (Kinetex EVO C18
(160x3.0 mm); 5 um)

Katecholamin Rt (min) k NTP
L-DOPA 18,313 15,351 11731
Noradrenalin 21,256 17,979 12374
Tyrosin 23,666 20,130 12702
Adrenalin 28,597 24,533 12885
Dopamin 39,37 34,152 14201

Kinetex EVO C18 (100x3.0 mm); 2,6 pm

Pro zkraceni doby naSi analyzy byla pouZita kratSi kolona s menSimi
core-shell ¢asticemi. S touto kolonou jsou dosahli vyrazné nizSich retencnich

faktori uvedenych v tabulce 17.
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Tabulka 17: Retenéni Casy, retencni faktor derivat( katecholamint a NTP (Kinetex EVO C18
(100x3.0 mm);2,6 um)

Katecholamin Rt (min) k NTP
L-DOPA 10,866 12,284 11024
Noradrenalin 12,085 13,774 12930
Tyrosin 13,487 15,487 15268
Adrenalin 16,209 18,815 14906
Dopamin 21,911 25,786 17046

Excel 3 C18 (100x3.0 mm); 3 pm

DalSi zkousena kolona byla Excel 3 C18 (100x3.0 mm); 3 um. S touto
kolonou nedochazelo snizeni retencniho faktoru k oproti referenéni koloné (C18
EVO; 150x3.0 mm, 5 um). Naopak retenéni faktor byl jesté vySSi — viz tabulka 18
—, a to zddvodu odlisné struktury pouzitych Castic, které jsou v pfipadé kolony

Excel 3 C18 plné porézni.

Tabulka 18: Retencni casy, retencni faktor derivati katecholamint a NTP (Excel 3 C18 (100x3.0
mm); 3 um)

Katecholamin Rt (min) k NTP
Noradrenalin 19,71 23,363 5962
L-DOPA 26,579 31,854 13950
Adrenalin 28,883 34,702 14182
Tyrosin 35,199 42,509 14052
Dopamin 38,945 47,140 14141

Pfi porovnani naSich pouZzitych kolon se jako optimalni jevi Kinetex EVO
C18 (100x3.0 mm; 2,6 um), se kterou jsme dosahli optimalni separace a zrychleni

celé analyzy.
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DalSi optimalizace chromatografickych podminek

Pro experimenty byla uzita kolona Kinetex EVO C18 (100x3.0 mm; 2,6 pm).

Kromé délky kolony a velikosti ¢astic jsme ménili i dalSi parametry pro optimalizaci

separace. Zvysili jsme teplotu na koloné na 40 °C, coz vedlo ke snizeni retence a

zuzeni pikad.

Poslednim stanovenym parametrem byl objemovy prutok. ZvétSeni

objemového pritoku opét vedlo k urychleni celé analyzy. Optimalni objemovy

prutok Cinil 0,6 ml/min, kdy dosahneme urychleni analyzy a zaroven zvysSenim

prutoku nedochazi k vyraznému snizeni u€innosti pfi zachovani rozumného tlaku
u kolony Kinetex EVO C18 (100x3.0 mm); 2,6 ym — viz tabulka 19.

Tabulka 19: Porovnani ucinnosti kolony pfi odlisném pritoku

NTP (0,5 ml/min)

NTP (0,6 ml/min)

NTP (0,7 ml/min)

L-DOPA 11691 11024 10477
Noradrenalin 13585 12930 12181
Tyrosin 15751 15268 13849
Adrenalin 15491 14906 13987
Dopamin 17521 17046 16337
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Tabulka 20: Finalni optimalizované parametry HPLC s fluorescencni detekci

Kolona Phenomenex, Kinetex EVO C18

(100x3.0 mm); 2,6 pm

Teplota 40 °C
Objemovy nastrik 5ul
Objemovy pruatok 0,6 ml/min
Zastoupeni organické slozky (ACN) 68 %
Zastoupeni vodné slozky 32 %

(HCOOH 20 mM)

Fluorescencni detektor 263 nm (Aex) @ 313 nm (Aem)
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Obrazek 15: Vysledny chromatogram derivata analytd

1-L-DOPA; 2-Noradrenalin; 3-Tyrosin; 4-Adrenalin; 5-Dihydroxybenzylamin;
6-Dopamin
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4.4.9 Optimalizace extrakce

Vzhledem k nutnosti upravy potencionalniho vzorku biologického materialu
a také precisténi vzorku pred charakterizaci produkt pomoci MS bylo zapotiebi
najit optimalni extrakéni postup, ktery byl modelové vyzkouSen na roztocich
analytll a potencialniho vnitfniho standardu dihydroxybenzylaminu po derivatizaci,
tedy ne pfimo na biologickém materialu. Vzhledem Kk lipofilnéj§im vlastnostem
produkti derivatizace, které jsou patrné zretence, byla pro extrakci zvolena
extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE). VytéZznost extrakce byla hodnocena jako
pomér ploch analytd ziskanych po extrakci a pfed extrakci v procentech.
Nejlepsich vysledkt jsme dosahovali s uzitim ethyl-acetatu, ktery pfi opakovani
extrakce dosahoval reprodukovatelnych vysledkd s minimalni odchylkou viz
tabulka 21. Ostatni €inidla uz vykazovala vétsi chybovost pfi opakovanych extrakci
a nedosahovala takové vytéznosti. Pfi extrakci pomoci hexanu byla vytéznost L-
DOPA a tyrosinu nulova, coz bylo zplsobeno ionizaci pfitomné karboxylové
skupiny ve struktufe analytd, zna€nou lipofilitou hexanu a také jeho nemisitelnosti
s ACN viz Obrazek 16.
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Obrazek 16: Graf zobrazujici vytéZnosti extrakce pro jednotliva extrakéni
Cinidla
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Tabulka 21: Vycet smérodatnych odchylek jednotlivych extrakénich Cinidel pfi opakovani méfeni

Hexan | Ethyl-acetat | MTBE | Dichlormethan
L-DOPA 0 1,55 6,77 8,65
Noradrenalin 5,16 0,75 6,87 8,58
Tyrosin 0 5,21 13,82 5,22
Adrenalin 1,96 0,69 5,66 7,41
Dopamin 3,30 0,57 7,42 17,44
Dihydroxybenzylamin | 0,78 0,53 1,74 5,06

Produkt po derivatizaci (400 ul) byl extrahovan pomoci ethyl-acetatu (4 ml)
v eppendorf zkumavce. Smés byla tfepana 10 minut na vortexu a poté byla
organicka slozka odpafena proudem dusiku pfi 40 °C. Nasledné byl odparek

rozpustén ve 400 ul acetonitrilu.
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4410 Urceni derivati pomoci MS

Za podminek uvedenych v kapitole 4.3.4 byl potvrzen vznik derivatu
testovanych latek s Cinidlem FMOC-CI viz Obrazek 17. Pomoci MS byl potvrzen

pfedpoklad vzniku trisubstituovanych a disubstituovanych derivata.
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Obrazek 17: Hmotnostni spektrum derivati katecholamin(:
FMOC-adrenalin: 872; FMOC-noradrenalin: 858; FMOC-tyrosin: 648;
FMOC-dopamin: 842; FMOC-L-DOPA: 886;
FMOC-dihydroxybenzylamin: 828
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Pfedpokladana struktura byla navrzena v ChemDraw Professional viz
tabulka 22. Pro vSechny analyty byly pozorovany hmoty, které maji charakter
[M+23]* a tudiz je pfedpokladan vznik sodnych aduktd ([M+Na]*).

Tabulka 22: Predpokladané struktury derivatu

FMOC-Tyrosin FMOC-Dihydroxybenzylamin
Pozorovana hmota 648,67 Pozorovana hmota 828,87
(m/z) (m/z)
Molekulova 625,68 Molekulova 805,88
hmotnost hmotnost

| A

Ao .
v
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Tabulka 22 pokraCovani

FMOC-Adrenalin

FMOC-Noradrenalin

Pozorovana hmota 872,93 Pozorovana hmota 858,90
(m/z) (m/z)
Molekulova 849,94 Molekulova 835,91
hmotnost hmotnost

*
ﬁ&

FMOC-Dopamin FMOC-L-DOPA
Pozorovana hmota 842,90 Pozorovana hmota 886,93
(m/z) (m/z)
Molekulova 819,91 Molekulova 863,92
hmotnost hmotnost

pet
S

o\’/o
o)
o

OH
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4.5 Zaveér

Cilem diplomové prace byl vyvoj a optimalizace metody stanoveni
metabolitd tyrosinu (L-DOPA, adrenalin, noradrenalin, dopamin) pomoci

derivatizacni reakce s naslednou analyzou pomoci HPLC s fluorescencni detekci.

Prvotni experimenty byly vénovany optimalizaci derivatizacni reakce, kdy
byl pozorovan vliv jednotlivych parametrl (koncentrace FMOC-CI, teplota reakce,
reak¢ni €as, pH a koncentrace boratového pufru) na vytéznost z reakce uvedenych

v kapitole 4.4.

Dale byly stanoveny vhodné podminky pro nastaveni chromatografického
systému. U MF byla zkouSena koncentrace a slozeni aditiv. Vhodné separace
analytd na zakladni linii bylo dosazeno az pfi uziti HCOOH jako aditiva. Po celou
dobu optimalizace derivatizace byla uZivana kolona KINETEX EVO C18
(150 x 3.0 mm, 5 uym), se kterou €as analyzy €inil 40 minut. Pro dalSi optimalizaci
separace a zrychleni analyzy byla pouzita kolona KINETEX EVO C18
(100 x 3.0 mm, 2,6 um). Diky zmenSeni velikosti ¢astic sorbentu, zkraceni kolony,
zvySeni teploty na 40° a zvétSeni objemového prutoku na 0,6 ml/min byla celkova

doba analyzy zkracena na 19 minut.

Posledni faze experimentalni Casti byla vénovana extrakci. Vzhledem
k lipofilnim vlastnostem derivatd byla provadéna LLE. Reprodukovatelnych
vysledkl bylo dosazeno s ethyl-acetatem, ktery vykazoval nejlepS$i vytéznost a
byly s timto Cinidlem extrahovany vSechny analyty. Na zavér byly potvrzeny
prfedpokladané struktury derivati metabolitd tyrosinu pomoci MS v kladném
ionizacnim maddu, kdy byly analyty ionizovany elektrosprejem (ESI+). Navrzené

struktury jsou uvedené v kapitole 4.4.10.
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Seznam pouzitych zkratek

e ACN: Acetonitril

e APCI: Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
e APPI: Fotoionizace za atmosférického tlaku

e BZ-CL: Benzoyl chlorid

e CL: Cesky lékopis

e DNS-CL: Dansyl chlorid

e ESI: Elektrosprejova ionizace

e FMOC-CI: Fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid

e HILIC: Hydrofilni interakéni chromatografie

e HIC: Hydrofobni interakéni chromatografie

e HPLC: Vysokoucinna kapalinova chromatografie
e ICR: lontova cyklotronova rezonanace

e LIT: Linearni iontova past

e LLE: Extrakce z kapaliny do kapaliny

e MALDI: lonizace desorpci laserem za ucasti matrice
e MF: Mobilni faze

¢ MS: Hmotnostni spektrometrie

e MTBE: Methyl-terc-butyl-ether

¢ OPA: o-ftalaldehyd

e Q: Kvadrupdl

e QqQ: Trojity kvadrupdl

e Rt: Retencni ¢as

e SF: Stacionarni faze

e SPE: Extrakce na pevnou fazi

e TOF: Analyzator doby letu
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