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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Andrej Tibensky

Vedici diplomovej prace: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Retencné spravanie katecholaminov aich prekurzorov

v HILIC podmienkach

Témou diplomovej prace bolo skiimanie retenéného sprévania katecholaminov a ich
prekurzorov v HILIC podmienkach za pouzitia spektrofotometrickej a fluorimetricke;j
detekcie. Skimanych bolo 5 analytov — adrenalin, noradrenalin, dopamin, L-DOPA
a tyrozin. Najskor bolo retencné spravanie skimané za pouzitia LUNA 3 um (PFP)2
kolony vykazujiicej RP-LC aj HILIC charakteristiky s 2 rdznymi mobilnymi fazami. Prva
bola v zlozeni 25 mM octovej kyseliny v zmesi acetonitrilu a vody a druha mobilna faza

pozostavala z 25 mM acetatového pufra (pH 4,50) v zmesi acetonitrilu a vody.

Nasledne bol skimany efekt stacionarnej fazy na neutralnej koléone XBridge BEH
Amide a kolonach Avantor ACE HILIC-A a Sequant ZIC-HILIC s i6novymi
interakciami. Mobilné¢ fazy obsahovali vysoky podiel acetonitrilu (70-90 %) aich
zloZenie bolo nasledovné — 25 mM octovej kyseliny v zmesi acetonitrilu a vody. Dalej sa
skamal efekt zmeny koncentracie aditiva mobilnej fazy (octova kyselina) na retencné
spravanie analytov, a to na kolénach XBridge BEH Amide a Sequant ZIC-HILIC. Druha
zmienend koléna bola nésledne vyuzitd pre skimanie vplyvu zmeny pH na retenciu

analytov. Na kolone Avantor ACE HILIC-A bol rovnako skiimany vplyv zmeny pH.

Najlepsia separacia a rozliSenie vietkych pikov pri dizke analyzy 20 minat bolo
dosiahnuté na kolone Sequant ZIC-HILIC s mobilnou fazou pozostavajicou
z 25 mM kyseliny octovej v zmesi acetonitril:voda v pomere 80:20. AvSak v priebehu
merani dochédzalo k nestabilite v retencii katecholaminov, ktort sa nepodarilo odstranit’
regeneraciou kolény, rozliénou pripravou mobilnej fazy a ani prediZenim asu premytia

kolény.

Kraéové slova: HPLC, HILIC, katecholaminy, tyrozin



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Candidate: Andrej Tibensky

Supervisor: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D.

Title of thesis: Retention behaviour of catecholamines and their precursors under HILIC

conditions

The aim of this diploma thesis was to study retention behaviour of catecholamines
and their precursors under Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography by using
spectrophotometric and fluorometric detection. 5 analytes were examined — adrenaline,
noradrenaline, dopamine, L-DOPA, and tyrosine. Retention behaviour studying began
by using LUNA 3 um (PFP)2 column which possesses both RPLC and HILIC
characteristics with 2 different mobile phases. The first one consisted of 25 mM acetic
acid in mixture of acetonitrile and water and the second mobile phase was 25 mM acetate

buffer (pH 4,50) in mixture of acetonitrile and water.

Subsequently, the effect of stationary phase was studied on neutral column XBridge
BEH Amide and columns Avantor ACE HILIC-A and Sequant ZIC-HILIC with ionic
interactions. Mobile phases consisted of high proportion of acetonitrile (70-90 %)
and their composition was the following — 25 mM acetic acid in mixture of acetonitrile
and water. Then, the effect of acetic acid concentration as a mobile phase additive
on retention behaviour of analytes was studied on XBridge BEH Amide and Sequant
ZIC-HILIC columns. Also, the effect of pH and mobile phase composition was studied
by using Sequant ZIC-HILIC column and Avantor ACE HILIC-A (only effect of pH).

The best separation and baseline resolution of all peaks within 20 minutes was
achieved with Sequant ZIC-HILIC column with the mobile phase 25 mM acetic acid
in mixture of acetonitrile:water (80:20). However, instability in retention time
was noticed and it could not be removed even by column regeneration, different mobile

phase preparation strategies or prolongation of equilibration time.

Keywords: HPLC, HILIC, catecholamines, tyrosine



3.

4.

L 017717 EOSOOR 8
CHED PIraCE .uceecvueiecrerinssurisssencssanessasesssssssssssssssssssssssossssssssssssssssssssasssssssssssssssssans 9
Teoreticka cast’ 10
3.1. Katecholaminy a ich preKurzory ..........cccoceeeeiiiieiiiiinie e 10
311, Adrenalin......ooieiiee e 10
3.1.2. NOTadrenalin ......ooceeeieieiiiiiiieieee e 11
3.1.3.  DOPAMIN...iiiiiiiiiiiiiie et e e e e e et e e e enaaeeeenns 11
3. 14, LeVOAOPA...iiiiiiiiieiieiieeieeeee ettt ettt et rb et ebaens 12
T8 e TR s (077211 PSRRI 12
3.2.  Fyzikélne-chemické vlastnosti katecholaminov a ich prekurzorov .......... 13
3.3. Biosyntéza a degradécia katecholaminov .............ccceecveeviienienciieniieneenne. 14
3.3.1.  Biosyntéza katecholaminov ...........cccceevvreeiieniieiiienieiiiecieeieesee e 14
3.3.2.  Degradacia katecholaminov...........ccceevveeeiieniieiienieciieeieeieesee e 15
3.4. Vysokoucinna kvapalinova chromatografia............ccccceevvvieiniieiniininnennne 15
3.4.1.  Charakteristika HPLC ........cccoooiiiiiiiiiiie e 15
3.4.2.  Princip separdcie HPLC ..........cocoviiiiiiiiniiiiiicccceeee 16
3.4.3. InStrumenticia kvapalinového chromatografu.........c.cccccceevenienennnene. 16
3.4.4. SeparaCné MOAY ........ccccoeeririiniinienierieeeee et 19
3.4.5. StacionAne fAZY........cccooieiiiiiniiniiee e 21
3.4.6.  DEtEKIOTY . ..ooueiiieiiiiieieeiteeeeet et 23
3.4.7. Vybrané zakladné chromatografické parametre .............ccceeeuveeneen. 26
3.5. Stadie pre stanovenie katecholaminov v HILIC podmienkach................. 28
Metodicka cast’ 33
4.1. Chemikalie, inStrumentécia, pristroje, laboratérne pomocky ................... 33
41,1, ChemiKANE ..co.eeiiiiiiiiie e 33
4.1.2. INStrUMENTACTIA . c...eeiutieiieiiieiieete ettt 33



4.1.3.  Pristroje a laboratdrne pomocky.........ccccoevieviieiieniiieiiiieeeee e, 34

4.2, ODECNE POSTUPY ..vvieereeiierieeiienieeeiteesteeteessreeseessaeesseessaeeseessaeenseenssesses 34
421, Priprava MF ..o 34
4.2.2.  Priprava Standardnych roztoKov ..........ccceeeieviieiiienieeiieeieeeee e, 35

4.3.  Popis eXperimentalne] PraCe .........ccoverieevueerieeiiienieeieenieereeseeereenereeneees 36

5. Experimentilna cast’ a diskusia e 37

5.1.  Reverzny mdd vs. HILIC mOd........cccoevuviieiiiieiiiecieeceeeeee e 37

5.1.1. LUNA 3 m PFP(2) ceeioiieieeeeeeeee et 37
5.1.1.1.  Vplyv % organického rozpustadla..........ccccoceerirninininninncnnnnn 37
51120 VPRIV PH e 38

5.2, HILIC MOA...c.iiiiiiiieiieiieieeeseee ettt 39

5.2.1.  Vplyv chémie stacionarnej fazy .........c.ccccceevvveriiiciieniieeiienieeieeeene 40
5.2.1.1. Neutralne stacionarne fazy..........cccceveervveriieriieieenie e 40
5.2.1.2. Stacionarne fazy s idnovymi skupinami ............ccceeeeveeevrereeeneenne. 40
52,130 STURIM i e 42

5.2.2. Vplyv zlozZenia a pH mobilnej fAzy ........ccceevvviveviiiiiieeeeee, 43
5.2.2.1. Sequant ZIC-HILIC kolOna ...........ccooveeeiiieniiieeieeeiee e 43
5.2.2.2. Avantor ACE HILIC-A kolona...........cocoeriiiniiniiiniiiiieniceeee 44

5.2.3.  Vplyv koncentracie aditiva mobilnej fazy...........ccceoeriinirnencnnnn. 44
5.2.3.1. XBridge BEH Amide kolona........c..coceveiiiniiniininiiniicnicnene 44
5.2.3.2. Sequant ZIC-HILIC KOIONa ......cccccceriiriiiiiniiniiienicneeiceecienee 45

5.3, Komplexnost’ ZIC-HILIC.......ccccoooiiiiiiiiieiieiieiece e 46
5.3.1. Nestabilita reteNCI .....cccveruieriiriiiriieiieiertese e 46

0. ZLAVET.cuueeneenneennensnnnnninnnnensaesssesssnsssesssesssssssssesssessssssssssssassssesssssssassssassssasssae 47
7.  Zoznam pouZitych SKratieK .......eiinvcseisensecsuncsensensuecsensecssecseessessaecsnenns 49

8. Zoznam pouZitej literatiiry.....cccoceeveesersseecsuensseecsenssencsecsssncssessssnessansssessnne 51




1. Uvod

Tato diplomova praca je sucastou projektu Grantovej agentary UK (GAUK)
¢. 349 521 s nazvom ,,Komplexni vyvoj separaéni metody pro vyzkum katecholaminti
v placenté* zaoberajiiceho sa vyvojom chromatografickej metody pre stanovenie tyrozinu
a jeho vyznamnych metabolitov, ktory prebieha v spolupraci s Katedrou farmakologie

a toxikologie na Farmaceutickej fakulte Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Ako uz prezradza samotny nazov diplomovej prace, tak predmetom vyskumu boli
katecholaminy — adrenalin, noradrenalin a dopamin, spolu s ich prekurzormi L-DOPA
a tyrozinom. Katecholaminy, produkované najméd drenou nadobliciek, zohravaju
vyznamnu Ulohu v 'udskom organizme vo forme neurotransmiterov a horménov, ¢im
zabezpecuju mnozstvo fyziologickych procesov. Ich nedostatok alebo naopak nadbytok
je pric¢inou rady neurodegenerativnych, nadorovych ¢i kardiovaskuldrnych ochoreni,
akymi st napriklad feochromocytom, neuroblastom, hypertenzia alebo aj riziko
vyvolania predcasného pdvodu. Z vysSie uvedeného preto vyplyva potreba vyvoja
analytickej metddy pre stanovenie tychto latok, ktorda by spolupracujuca Katedra
farmakologie a toxikologie skimajuca vplyv katecholaminov tvoriacich sa v placente na

vyvoj plodu mohla vyuzit’ pre zhodnotenie vyznamu katecholaminov na plod.

Teoreticka Cast’ diplomovej prace sa venuje popisu katecholaminov aich
prekurzorov, konkrétne ich funkcidm, metabolizmu a fyzikalne-chemickym
vlastnostiam. Dalej sa v nej popisujii zakladné informacie o vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografii a sithrn publika¢nych poznatkov o separacii katecholaminov pomocou
kvapalinovej chromatografie so separacnym moédom HILIC, ktory je v experimentalnej

Casti vyuzivany.

V experimentdlnej casti diplomovej prace si nasledne popisané vysledky
jednotlivych merani — reten¢né spravanie katecholaminov a ich prekurzorov v réznych

HILIC podmienkach.



2. Ciel’ prace

Cielom tejto diplomovej prace je popisanie retencnych vlastnosti katecholaminov
(adrenalin, noradrenalin, dopamin) aich prekurzorov (L-DOPA, tyrozin) v rdznych
HILIC podmienkach za pouzitia spektrofotometrickej a fluorimetrickej detekcie.
Skamany bude vplyv chémie stacionarnej faze, vplyv zloZzenia a pH mobilnej faze a vplyv

koncentracie aditiva na retenciu vysSie spomenutych analytov.

Sekundarnym ciel'om je separacia vSetkych skimanych analytov pomocou vhodne;j

chromatografickej metody.



3. Teoreticka cast’

3.1.Katecholaminy a ich prekurzory

Katecholaminy su latky odvodené od aminokyseliny tyrozinu vyznalujuce sa
pritomnostou benzénového kruhu s 2 susediacimi hydroxylovymi skupinami
a postrannym ret’azcom s aminoskupinou vo svojej chemickej Struktare. Do tejto skupiny
latok patria neselektivne sympatomimetika adrenalin (A), noradrenalin (NA) a dopamin
(D), ktoré v 'udskom organizme plnia ulohu neurotransmiterov (A, NA, D) a hormonov

(A, NA). [1, 2]

3.1.1. Adrenalin
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Obrdzok 1: Struktirny vzorec adrenalinu vytvoreny v programe ChemDraw.

Adrenalin, zndmy tiez pod nazvom epinefrin, je latka so systematickym ndzvom
(1R)-1-(3,4-dihydroxyfenyl)-2-(metylamino)etan-1-ol a sumarnym vzorcom CoH3NOs.
Jedna sa o biely alebo takmer biely kryStalicky praSok meniaci zafarbenie na vzduchu
a svetle. Je prakticky nerozpustny vo vode, 96% etanole a dichlérmetane. Rozpusta sa

v kyseline chlorovodikove;. [3]

Tento endogénny katecholamin plni predovSetkym funkciu stresového hormoénu
nadobli¢iek a neurotransmiteru v CNS. V menSej miere sa moze uplatnit’ aj ako
neurotransmiter v PNS. Stimuluje najmé a-receptory a PBi-receptory, v mensich davkach
vSak stimuluje aj Pr-receptory. V dosledku stimuldcie tychto receptorov dochéadza
k pésobeniu na myokard (pozitivne chronotropny, batmotropny, inotropny
a dromotropny efekt), priedusky (bronchodilatacia), cievy (vazokonstrikcia — ai,

vazodilatacia — B2) ¢i traviaci trakt (znizenie motility a sekrécie). [4, 5]

Vyuzitie adrenalin nachadza pri zastave srdca (stcast kardiopulmonélnej
resuscitacie), anafylaktickom Soku ¢i ako vazokonstrikénd prisada lokalnych anestetik

(prevencia krvécania). [4, 5]
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3.1.2. Noradrenalin
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Obrdazok 2: Struktitrny vzorec noradrenalinu vytvoreny v programe ChemDraw.

Noradrenalin, znamy tiez pod nazvom norepinefrin, je latka so systematickym
nazvom (1R)-2-amino-1-(3,4-dihydroxyfenyl)etan-1-ol a sumarnym vzorcom CsHi1NOs.
Jedna sa o biely alebo hnedobiely kryStalicky prasok, ktory je vel'mi l'ahko rozpustny

vo vode a tazko rozpustny v 96% etanole. Pdsobenim vzduchu a svetla sa zafarbuje. [3]

Rovnako ako adrenalin, tak aj noradrenalin je produkovany v dreni nadobli¢iek.

V organizme plni rolu hlavného neurotransmiteru sympatiku. Na rozdiel od adrenalinu tu

vSak absentuje stimulacia f2-receptorov. [4, 5]
Vzhl'adom k svojmu vyznamnému efektu na cievy (zvysenie periférneho cievneho

odporu) sa noradrenalin uplatiiuje ako periférne analeptikum pri Sokovych stavoch

a stavoch hypotenzie — je to liek prvej vol'by. [4, 5]

3.1.3. Dopamin

HO

HO NH,

Obrdzok 3: Struktirny vzorec dopaminu vytvoreny v programe ChemDraw.
Dopamin je latka so systematickym ndzvom 4-(2-aminoetyl)benzén-1,2-diol
a sumarnym vzorcom CgHi1NOs. Je to biely alebo takmer biely krysStalicky prasok.

Dopamin je I'ahko rozpustny vo vode, dobre rozpustny v 96% etanole, mierne rozpustny

v acetone a v dichlormetane. [3]
Jednd sa o neurotransmiter v CNS (stimuldcia D; a Dj-receptorov), posobi vSak
aj na o-receptory a B-receptory. Dopamin je okrem iné¢ho aj prekurzorom adrenalinu

a noradrenalinu. Terapeutické vyuzitie dopaminu je nasledovné — liecba Sokovych stavov

a patologickych stavov charakteristickych tazkou hypotenziou. [4, 5]
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3.1.4. Levodopa
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Obrdzok 4: Struktiirny vzorec levodopy vytvoreny v programe ChemDraw.

Levodopa, znama tiez ako L-DOPA, je latka so systematickym nazvom kyselina
(25)-2-amino-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propanova a sumarnym vzorcom CoH1NOs. Jedna
sa o biely alebo takmer biely kryStalicky prasok. L-DOPA je taZko rozpustna vo vode,
prakticky nerozpustna v 96% etanole, 'ahko rozpustna v kyseline chlorovodikove;j

1 mol/l RS a mierne rozpustna v kyseline chlorovodikovej 0,1 mol/l RS. [3]

Tato latka je prekurzorom dopaminu a terapeuticky sa vyuZiva v terapii
Parkinsonovej choroby. Nakol’ko sa vel’ké mnozstvo levodopy konvertuje na dopamin uz
v periférnych tkanivach, podava sa toto lieCivo v kombinacii s karbidopou

alebo benserazidom — inhibitormi DOPA-dekarboxylazy. [4, 5]

3.1.5. Tyrozin

OH

NH,
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Obrdzok 5: Struktitrny vzorec tyrozinu vytvoreny v programe ChemDraw.

Tyrozin je chemicka latka nesuca nasledovny systematicky ndzov: kyselina
(25)-2-amino-3-(4-hydroxyfenyl)propanova. Je to biely alebo takmer biely krystalicky
prasok alebo bezfarebné kryStaly. Tyrozin je vel'mi tazko rozpustny vo vode, prakticky
nerozpustny v 96% etanole. Rozpusta sa v zriedenych minerdlnych kyselinach

a v zriedenych roztokoch alkalickych hydroxidov. [3]

Jedna sa o neesencidlnu aminokyselinu, ktord vznik4 hydroxylaciou fenylalaninu.
Tyrozin je prekurzorom katecholaminov a hormoénov Stitnej zl'azy, zakladnou zlozkou

melaninu a stavebnou jednotkou proteinov. [2]
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3.2.Fyzikalne-chemické vlastnosti katecholaminov a ich prekurzorov

Tabul’ka 1: Vybrané fyzikdlne-chemickeé viastnosti katecholaminov a ich prekurzorov. Hodnoty log P boli ziskané,
resp. vypocitané pomocou programov ChemDraw a Chemaxon. Pre ziskanie ostatnych fyzikalne-chemickych

viastnosti bol pouzity program ChemDraw.

M: (g/mol) pKa log P

0,28 (ChemDraw)
-0,44 (Chemaxon)

adrenalin 183,2072 8,589; 15,075; 9,923; 16,461

-0,24 (ChemDraw)
-0,62 (Chemaxon)

noradrenalin | 169,1803 16,428; 15,102; 8,542; 10,001

0,58 (ChemDraw)

dopamin 153,1809 15,251; 8,727; 10,674
0,10 (Chemaxon)

0 (ChemDraw)
-2,24 (Chemaxon)

L-DOPA 197,1907 | 2,123; 14,935; 8,699; 10,579

0,39 (ChemDraw)

tyrozin 181,1913 2,023;9,346; 10,670
-1,96 (Chemaxon)

Nakol’ko sa jedna o latky, ktoré je mozné ionizovat’, tak vyssiu vypovednu hodnotu
z hl'adiska distribicie analytov medzi organicku a vodnl zloZku nez logaritmovana
hodnota rozdel'ovacieho koeficientu (log P) mé logaritmovana hodnota distribu¢ného
koeficientu (log D), ktora je zavisla na hodnote pH. Hodnoty log D katecholaminov a ich

prekurzorov st uvedené v grafe 1:

log D
"\
A

-6
-8
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH
=@—2adrenalin noradrenalin dopamin L-DOPA tyrozin

Graf 1: Hodnoty log D katecholaminov a ich prekurzorov v pH rozpdti 1-14. Hodnoty pre zostrojenie grafu boli

vypocitané pomocou programu Chemaxon.
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3.3.Biosyntéza a degradacia katecholaminov

Katecholaminy su latky odvodené od tyrozinu, aromatickej aminokyseliny. Radime
sem adrenalin, noradrenalin a dopamin, ktoré su produkované chromafinnymi bunkami.

[1, 2, 8] Nasledujuca kapitola pojednava ich biosyntézu a degradaciu v organizme.

3.3.1. Biosyntéza katecholaminov

Biosyntéza prebicha v chromatofinnych bunkach nachédzajucich sa v roznych
Castiach T'udského tela — dreni nadobliCiek, adrenergné neurdny postgangliového

sympatiku, centralny nervovy systém, srdce, pecen ¢i pohlavné zl'azy. [6, 8]

Vychodiskovym substraitom biosyntézy katecholaminov je aminokyselina tyrozin.
Posobenim enzymu tyrozinhydroxyléza, ktory je zaroven limitujucim enzymom celej
biosyntézy, dochadza ktvorbe L-dihydroxyfenylalaninu (L-DOPA) — latke
s pyrokatecholovou  $truktirou, ktord je charakteristickd pre katecholaminy.
Konvertovanie L-DOPA na dopamin prebieha pomocou enzymu DOPA-dekarboxyléaza.
Néslednou hydroxylaciou dopaminu za poésobenia enzymu dopamin-B-hydroxylaza
vznikd noradrenalin. Poslednym krokom biosyntézy je vznik adrenalinu z noradrenalinu

posobenim enzymu fenyletanolamin-N-metyltransferaza. [6, 7, 8]

'q

I OH L-Tyrosine
NH,

HOY
Qg Tatrahydro-
biopterin ™~
) Tyrosine hydroxylase
H.0, Dihwdra-
biopterin

HO.
OH L-Dihydroxyphenylalanine

(L-DOPA)

r4
<+ E—D

HOY

DOPA decarboxylase
Aromatic L-amino acid decarboxylase

HO. .
Dopamine

Q
Eg &
“\
Z
&

HOY
Qy, Ascorbie
acid ™,

} Dopamine B-hydroxylase
H.O, Dahydro-
ascorbic acid

v

QH

HO.
MNorepinephrine

z;
&

HOY

S-adanasyl-

methioning ™,
Phenylethanoclamine
N-methyltransferase

Homocysteine

OH

Epinephrine

Obrazok 6: Schéma biosyntézy katecholaminov. [9]
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3.3.2. Degradacia katecholaminov

Katecholaminy su latky charakteristické kratkym biologickym pol¢asom (jednotky
minut). K ich enzymatickej inaktivacii a degradacii dochadza pomocou 2 degrada¢nych
enzymov — katechol-O-metyltransferaza (COMT) a monoaminooxiddza (MAO).
Hlavnym  degradaénym  produktom nadoblickovych  horménov, adrenalinu
anoradrenalinu, je vanilmandlova kyselina (VMA). V pripade dopaminu to je
homovanilova kyselina (HVA). [4, 6, 7, 8]

_OH OH
HO e HO o HO o
HO CH; HO {He HO e

NHCH; NHz NH;
Epinephrine Norepinephrine Dopamine
(e} cy
(o]
N VS 4 PN
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Obrazok 7: Schéma degraddcie katecholaminov. [10]
3.4.Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

3.4.1. Charakteristika HPLC

Vysokouc¢innd kvapalinova chromatografia (angl. High-Performance Liquid
Chromatography = HPLC) je separacnd analytickd metéda umoznujuca kvalitativne

a kvantitativne hodnotenie separovanych zloziek zmesi. [11]

Jej pociatky siahajui do 20. storocia, kedy bola chromatografia v roku 1903 objavena
botanikom M. S. Tswetom. O zrod kvapalinovej chromatografie ako ju pozname dnes sa
vS8ak zasluzil profesor C. Horvath v 60. rokoch 20. storoCia vytvorenim stacionarnej fazy
vhodnej pre kvapalinovi chromatografiu a zostrojenim prvého kvapalinového

chromatografu. [12]
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Této separacnd metdda patri v sti€asnosti k najpouzivanej$im analytickym metédam.
V modernom farmaceutickom priemysle nachadza HPLC uplatnenie aje dolezitou
sucastou vsetkych faz objavovania, vyvoja a produkcie lieCivych latok. Vysokouc¢inna
kvapalinova chromatografia sa tesi vel'’kej obl'ube vd’aka svojej univerzalnosti, citlivosti,
rychlosti a selektivite analyzy. Daldou vyhodou je aj fakt, Ze analyzu moZno vykonat

aj s malym mnozstvom vzorky. [11, 12]

3.4.2. Princip separacie HPLC

Separacia zmesi latok pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
je zalozena na principe rozdielnej distribtcie latok medzi Castice stacionarnej fazy

a mobilnej fazy. [11, 12, 13]

Zmes latok je na kolonu privadzana mobilnou fazou a jej distribucia je dana vplyvom
interakcii 1atok so stacionarnou fdzou a mobilnou fdzou — ¢im mé dany analyt silnejSiu
afinitu k staciondrnej faze, tym dlhSie je na kolone zadrZiavany a naopak. V pripade,
ze kazdé z latok zmesi ma odlisnu afinitu k stacionarnej faze, st latky vymyté z kolony

v odli$nom case a dochadza tak k separacii zmesi. [12, 13]

Po vymyti z kolony su jednotlivé latky detegované prislusSnym detektorom. Ten
prenasa signdl do HPLC softvéru, ktory na konci analyzy poskytne odozvu v podobe
chromatogramu obsahujiceho krivky jednotlivych latok, ktoré sa nazyvaju piky

a poskytuju data potrebné k vyhodnoteniu kvalitativnej a kvantitativnej analyzy. [12, 13]

3.4.3. InStrumentacia kvapalinového chromatografu

Typickda HPLC zostava, ktorej schéma je zobrazena na obrazku 8, pozostava

z nasledujtcich komponentov:

zasobnik mobilnej fazy

- odplynovac (degasser)

- vysokotlakové Cerpadlo (pumpa)

- zmieSavac mobilnej fazy

- davkovac vzoriek (autosampler)

- chromatografickd kolona v termostatovanom priestore
- detektor

- softvér pre vyhodnotenie dat [14]
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Obrazok 8: Schéma kvapalinového chromatografu. [15]
Zasobniky MF

Zasobniky MF su urcené pre uskladnenie dostatoéného mnozstva MF, aby mohla
analyza, resp. sled analyz prebichat bez preruSenia. NajCastejSie sa vyuzivaji
hrubostenné sklenené flase, ktoré sa odporicaju byt v priebehu merani uzavreté
pri vyuZivani prchavych latok, aby sa predislo neZiaducemu odpareniu a naslednej zmene
pomerov jednotlivych zloziek MF. ESte pred vstupom do chromatografického systému

prechddza MF cez fritu, aby sa zamedzilo prestupu vdc¢sich pevnych Castic do ptimp. [13]

Odplyiiovad

Odplyniova¢ (angl. degasser) je obvyklou sucastou véacSiny chromatografov
za ucelom elimindcie rozpustenych plynov v MF. Pouzitim tohto komponentu sa tak

zamedzi moznosti tvorby bublin v pumpdch ¢i detektore. [13]

Vysokotlakové Cerpadlo

Ulohou vysokotlakového &erpadla je zabezpegit' konitantny a kontinualny prietok
MF chromatografickym systémom, ktorého sa dosahuje pomocou vysokého tlaku.
K doélezitym vlastnostiam pump taktiezZ patri minimdlne kolisanie tlaku (minimum

pulzacii) a presnost’ (schopnost’ pumpy udrzat’ nastaveny prietok). [13]
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ZmieSavac¢ mobilnej fazy

Automatické zmieSanie MF sa vyuziva najmé pri gradientovej elucii, ale mozno ho
vyuzit' aj pri izokratickej elucii. RozliSujeme vysokotlakové a nizkotlakové zmieSanie.
V prvom pripade mé vodna aj organickd zlozka MF vlastni pumpu a k ich zmieSaniu
dochddza az v priestore za pumpami, kde je vysoky tlak. V pripade nizkotlakového
zmieSania sa vyuziva k privodu MF do systému jedna pumpa a zmieSanie zloziek MF

nastava pred vstupom do vysokotlakového Cerpadla. [13]

Davkovac vzoriek

Tato Cast’ chromatografu je zodpovedna za nastrek vzoriek do toku MF este pred tym,
nez pride do kolénového priestoru. V dnesnej dobe sa v drvivej vacSine kvapalinovych
chromatografov vyuziva autosampler, ktory automaticky vykona nastrek konkrétnej
vzorky zo zasobnika vzoriek v stanovenom objeme podl'a nastavenia uzivatela. Vzorky

su v zasobniku ulozené vo vialkach s objemom 1-2 ml, uzavreté vieckom so septom. [13]

Chromatograficka koléna v termostatovanom priestore

Koléna sa niekedy oznacuje aj ako ,,srdce HPLC systému®“ — prebicha tu totiz
samotny proces separacie analytov. Jednd sa o nerezovu trubicu s dizkou 100-250 mm
a vnutornym priemerom 3—5 mm, ktora je naplnena je sorbentom — stacionarnou fazou.

Ro6zne druhy stacionarnych faz budu blizsie predstavené v podkapitole 3.4.5. [11, 12, 13]

V chromatografickom systéme je kolona uloZend v termostatovanom priestore,
v ktorom je udrZiavana konS$tantna teplota, nakol'’ko aj maly vykyv teploty kolony mdze

ovplyvnit’ vysledok analyzy. [13]
Detektor

Detektor je tou castou chromatografu, ktory zodpovedd za detekciu analytov
pri vystupe z kolony. Spdsob detekcie je charakterizovany typom pouzitého detektoru.
Typom detektorov je venovana samostatna podkapitola 3.4.6. Po detekcii v detektore

odteka MF s analytmi do nadoby na odpad. [13]

Softvér pre vvhodnocovanie dat

Jedna sa o pocitaovu aplikéciu, ktora zbiera data z detektorov a pomocou ktorej
moze uzivatel kontrolovat vykon kvapalinového chromatografu, upravovat

chromatografické podmienky analyz a spracovdvat’ namerané data. [12]
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3.4.4. Separa¢né mody

Separacné mody vyuzivané v analyzach pomocou kvapalinovej chromatografie su
dané charakterom SF, MF a typom interakcii s analytmi. [12] Tato podkapitola pojednava

vybrané zakladné separaéné mody kvapalinovej chromatografie.

Chromatografia na normalnych fazach (NP-LC)

Chromatografia na normdlnych fazach, =zangl. Normal-Phase Liquid
Chromatography je najstar$im separacnym modom. Stacionarna faza typicka pre tento
separacny mod je polarna a tvorena Cistym silikagélom alebo silikagélom modifikovanym
polarnou funkénou skupinou, napr. amidovou, diolovou alebo kyanoskupinou. Mobilna
faza sa skladd znepolarneho rozpustadla (hexéan, heptdn, chloroform, dichlérmetan)
alebo ich zmesi. Mozny je tiez pridavok malého mnozstva modifikatora polarity MF
v podobe metanolu alebo etanolu pre kontrolu retencie analytov. Retenény mechanizmus
je zalozeny na polarnych interakcidch a preto plati, Ze ¢im je analyt polarnejsi, tym ma
vyssiu retenciu, nakol’ko silnejsie interaguje so SF. Zaroven vsak retencia analytov klesa

s rastiicou polaritou MF. [12]

NP-LC separaény moéd nachddza uplatnenie v analyze latok nachylnych
na hydrolyzu, silno hydrofobnych latok a uhl'ovodikov. Rovnako tiez sluzi na separaciu
1izomérov Ci nasytenych/nenasytenych latok. AvSak s vyvojom dalSich separacnych

modov sa stdva Coraz viac obsolentnym a menej vyuZivanym. [12]

Chromatografia na reverznvch fazach (RP-LC)

V sti€asnosti  najvyuZivanej§Sim separacny modom HPLC je chromatografia
na reverznych fazach, z angl. Reversed-Phase Liquid Chromatography. Ako uZ samotny
nazov napoveda, tak polarita oboch faz je opacna ako v NP-LC: MF je polarna a SF je
hydrofébna. MF je tvorend organickou zlozkou (napr. metanol, acetonitril,
tetrahydrofuran) a vodnou zlozkou (roztok kyseliny alebo pufra), SF ma najCastejSie
charakter silikagélu modifikovaného dlhymi hydrofébnymi retazcami (napr. Cs, Cis,
Cs0). Hovoriac o retencnom mechanizme, tak v pripade RP-LC mozno hovorit
o dominantnom vplyve hydrofobnych interakcii, primarne van der Waalsovych sil.
Rovnako ako polarita faz, tak aj poradie retencie je v RP-LC opacné. Plati preto,
ze na kolone su viac zadrziavané menej polarne analyty a s rastcou polaritou MF

retencia rastie. [12]
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RP-LC je mozné uplatnit’ v separacii katecholaminov aich prekurzorov napriek
skutoCnosti, ze sa jedna o polarne aionové latky, ktoré v RP-LC maju vel'mi nizku
retenciu. [16, 17, 18, 19] ZvySenia retencie a znizenia polarity latok je mozné docielit

pomocou upravy pH MF, ktoré¢ hra rolu v ionizécii funkénych skupin a polarite latok. [12]

Chromatografia hyvdrofilnvch interakecii (HILIC)

Chromatografia hydrofilnych interakcii, zangl. Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography, je separacny madd Casto oznacujuici sa ako ,,alternativa k NP-LC*. SF je
polarna rovnako ako v NP-LC a pozostava bud’ z Cistého silikagélu, alebo silikagélu
modifikovaného polarnymi funkénymi skupinami (napr. aminoskupina, aminopropylova
skupina, amidova skupina, kyanoskupina, diolova skupina, sulfoalkylbetainova skupina).
Na druhej strane zlozenie MF je podobné tomu v RP-LC — vysoky podiel aprotického
rozpustadla mieSatelného s vodou (najCastejSie ACN) a maly podiel vody (540 %)
s pridavkom aditiva v podobe kyseliny alebo pufra. [14, 20]

Separacia latok v HILIC mdde je dand komplexnym retenénym mechanizmom
na rozdiel od NP-LC, kde je reten¢ny mechanizmus zaloZeny iba na hydrofilnych
interakciach. Najviacsi podiel na tomto komplexnom retenénom mechanizme hra
»partitioning. Sucasna teoria hovori, ze v HILIC podmienkach sa vytvori tzv.
pseudostacionarna faza tvorena vodnou vrstvou na povrchu SF a MF bohat4 na organickeé
rozpustadlo, ¢im vznika extrakény systém kvapalina/kvapalina a analyty su po néstreku
na kolénu rozdel'ované medzi tieto 2 fazy. Na retencii latok sa okrem iného podielaju

aj 10nove a hydrofébne interakcie. [14, 20]

Separaény mod HILIC sa v dnesnej dobe tesi Coraz vacsej obl'ube a svoje uplatnenie
nachadza v separdcii poladrnych aidnovych latok (napr. tetracykliny, uhlovodiky,
glykopeptidy, aminokyseliny, proteiny), akymi st aj katecholaminy a ich prekurzory,
ktoré si predmetom zaujmu tejto DP. [14, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28]

Ionova (ionomenic¢ova) chromatografia (IEX)

Separacny mdéd snazvom i6nova chromatografia, zangl. Ion-Exchange
Chromatography, je zaloZeny na principe rozlicnych afinit nabitych skupin analytov
k opa¢ne nabitym i6nom SF. Pre IEX je charakteristickd SF s obsahom i6novej
alebo ionizovatel'nej skupiny, tzv. ionex, ktory nesie opacny ndboj ako analyzovana latka.

RozliSujeme 2 typy ionexov: katex nestci negativny naboj (napr. sulfonova skupina)
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a anex nesuci pozitivny naboj (napr. aménna skupina). Sucastou MF st i6ny nesuce
rovnaky naboj ako analyt — nazyvaju sa protiiony. Retencny mechanizmus IEX spociva

vo vytesiiovani analytov a protiidonov z ionexu SF. [12, 14]

Nakol’ko katecholaminy a tyrozin s L-DOPA obsahuju ionizovateI'ni aminoskupinu,
tak je mozné tieto latky analyzovat’ aj tymto separanym modom, konkrétne za pomoci

SF obsahujucej katex. [29, 30]

Chiralna chromatografia

Ako uz vyplyva z nazvu, chirdlna chromatografia je urcena pre latky obsahujuce
chirdlne centrum — existujiice v 2 enantiomérnych formach. Z dévodu, ze enantioméry
zdiel'aju rovnaké fyzikalne-chemické vlastnosti, nie je mozné ich tak jednoducho
separovat. Ked'ze sa vSak uc¢inok jednotlivych stereoizomérnych foriem mdze znacne
lisit’, tak je nutnd ich separdcia pre kvantitativne urcenie v zmesi. Separaciu mozno
docielit bud’ priamym, alebo nepriamym pristupom. Nepriamy pristup spociva
v derivatizacii enantiomérov v pritomnosti opticky aktivneho <¢inidla za vzniku
diastereoizomérov, ktoré umoziuju separaciu. Priamy pristup je zaloZzeny na zavedeni
chirality do chromatografického systému — do MF (pridanim chiralneho ¢inidla) alebo SF
(napr. polymérne SF alebo SF na baze cyklodextrinov). [14, 31]

S vynimkou dopaminu vSetky skiimané latky v rdmci tejto DP obsahuji chiralne

centrum, ¢o umozinuje separaciu danych izomérnych foriem. [32, 33]
3.4.5. Stacionarne fazy

Stacionarna faza je napln kolony, na ktorej dochddza k separacii analytov. Sorbent je
stavebnou jednotkou naplne kolony a podla jeho charakteru rozliSujeme néplnové

a monolitické kolony. [12, 14]

Népliové kolony obsahuju malé, gulaté castice pokryté pérmi. Vd'aka tymto podrom
nadobtida SF velky povrch umoziujici separaciu. Podl'a tvaru rozliSujeme porézne,
pelikularne, perfuzne Castice a Castice s pevnym jadrom. Na druhej strane monolitické
kolony sa skladaji z1 kusu sorbentu obsahujuceho 2 druhy pdérov — makropory

zodpovedné za transport MF cez sorbent a mezopdry zabezpecujuce separaciu. [12, 14]

Délezitymi vlastnostami kazdej kvalitnej SF st mechanickd a chemicka stabilita.
Materidlov pre vyrobu sorbentu SF je niekol'ko a ztohto dovodu bude zvySok tejto
podkapitoly venovany prave im. [12, 14]
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Silikagél

V dnesnej dobe je to najvyuzivanejsi materidl na vyrobu SF. Jednd sa o polarny
anorganicky sorbent, ktory je mozné vyrobit’ polykondenzéciou tetractoxysilanovych
molekul alebo pomocou koloidného procesu so6l-gél. Povrch silikagélového sorbentu
tvoria silanolové skupiny, ktoré je mozné modifikovat’ pomocou roznych hydrofébnych
alebo hydrofilnych funkénych skupin v zavislosti od toho, pre ktory separacny madd je

kolona urcena. [12, 14]

Nevyhodou tohto materidlu je jeho nestabilita pri vy$Som pH (rozpustnost’ vo vode)
a vyssej teplote (nad 60 °C) ataktiez velké mnozZstvo volnych silanolovych skupin

na povrchu. [12, 14]

Silikagélovy hybrid

Tento druh materidlu riesi uz vyssie zmienené nevyhody Cistého silikagélu. Rozdiel
spociva v pridani metyltrietoxysilanovych molekul do syntézy, ¢im sa docieli zniZenie
poctu silanolovych skupin na povrchu SF — ur€itd cast’ je nahradend metylovymi
skupinami (pomer je dany mnozstevnym pomerom reaktantov). Vd’aka tejto uprave sa

okrem zniZenia mnozstva silanolovych skupin zvysi aj stabilita pri vy$Som pH. [12]

Polymér

V pripade SF na baze polyméru sa najCastejSie vyuziva zosietovany kopolymér
divinylbenzénu a polystyrénu. Polymérne kolony sa vyznacuju lepSou stabilitou
pri vysokom pH, avsak trpia na niZ§iu u¢innost’ separacie v porovnani s kolénami na baze

silikagélu. [12, 14]

Oxidy kovov

Oxidy kovov su d’al§$im typom materialu pre vyrobu SF — najviac vyuzivanym je oxid
zirkoniity, menej sa vyuZziva oxid hlinity, pripadne oxid titanicity. Vyhodnymi
vlastnost'ami takychto kolon st ich vysoka fyzikalna aj chemicka odolnost’. Na druhe;j
strane vSak obt'aznost’ a komplikovanost’ chemickej modifikacie ich povrchu je hlavnou

nevyhodou. [12, 14]

22



Porézny grafitizovany uhlik

Z chemického hladiska v pripade tohto druh sorbentu SF hovorime o poréznom
grafitizovanom uhliku, ktory sa skladd z vrstiev hexagonalne usporiadanych atomov
uhlika v mnozstve asi 10° atdmov v jednej vrstve. Vyznacuje sa chemickou stabilitou
v celom pH rozmedzi a teplotnou stabilitou do 200 °C, avSak aj niZSou ucinnostou
separacie v porovnani s konvencnym silikagélom. Vyuzitie nachadza v separacii

konformacénych izomérov vd’aka svojej planarnej Struktare. [12, 14]

3.4.6. Detektory

Po separécii zmesi analytov na koldne je potrebné dany proces separacie detegovat’,
na Co sluzia v kvapalinovej chromatografii detektory. V dnesnej dobe existuje hned’
niekol’ko druhov detektorov, ktoré pracujii na réznych principoch detekcie, ¢im si
nachddzaji r6znorodé wuplatnenie na poli analytickych metdéd kvapalinovej
chromatografie. K najdolezitejSim vlastnostiam optimalneho detektora patria vysoka
citlivost, univerzalnost, predvidatelnd Specifickost, vysoka rychlost odozvy,
nedestruktivnost’ analytov a nezavislost signdlu od zlozenia MF, zmeny teploty
&i rychlosti prietoku. Do dne$ného dia viak nie je dostupny Ziaden detektor spifajuci

vSetky vyssie uvedené charakteristiky. [13, 14]

Katecholaminy aich prekurzory je mozné¢ vdaka ich chemickym a fyzikdlnym
charakteristikdm detegovat’ za pouZitia réznych detektorov. AvSak kvoli ich nizkej
koncentrécii v biologickom materiali je nutna vysoko citliva a Specificka detekcia. [34]
Dalej v tejto podkapitole budii rozobrané tie z nich, ktoré nasli v analyze katecholaminov

svoje vyuzitie alebo boli vyuzité pre tcely tejto DP.

Spektrofotometrické detektory (UV-VIS)

Spektrofotometrické detektory patria k najrozSirenejSim a najviac pouZivanym
detektorom. Aby bolo moZné tento typ detektora v analyze vyuzit, tak je nevyhnutna
schopnost’ analytov absorbovat’ ziarenie v ultrafialovej alebo viditeI'nej oblasti spektra.
Ako zdroj ziarenia pre ultrafialovu oblast’ slizi najcastejSie deutériova lampa, v pripade
viditelnej oblasti spektra je to volfrdmovéa lampa. UV-VIS detektory mozno vyuzit
aj pre kvantitativnu analyzu, kde pomocou Lambertov-Beerovho zdkona je mozné zistit’

koncentraciu analytu vo vzorke. [13, 35]
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UV-VIS detektory podl'a konfiguracie delime na detektory s fixnou vinovou dizkou,
detektory s nastavitelnou vinovou dizkou a detektory s diddovym polom. K hlavnym
vyhodam spektrofotometrickych detektorov patri jednoduchost, spolahlivost,
kompatibilita s gradientovou eluciou a nedesStruktivnost. Limitadciou vSak ostava,

ze analyt musi obsahovat’ vo svojej Struktiire chromofor. [13, 35]

Fluorimetrické detektory (FD)

Tento typ detektorov meria emisiu Zziarenia analytov po ich predoslej excitécii
pri vy$Sej vlnovej dizke. Zdrojom excitacie byva najéastej$ie xenénova vybojka
poskytujica ziarenie v ultrafialovej a Ciastocne aj vo viditel'nej Casti spektra. Podmienkou
pre vhodnost' pouzitia fluorimetrickej detekcie je schopnost analytov vykazovat
fluorescenciu — v pripade, Ze analyt danu vlastnost nemd, je mozné ho derivatizovat’

fluorescenénym ¢inidlom. [13, 35]

V porovnani s UV-VIS detektormi st fluorimetrické detektory selektivnejSie a viac
senzitivne. Z tohto dévodu sa uplatiluju aj v analyzach katecholaminov a ich prekurzorov.
Napriek tomu, ze tieto analyty prirodzene vykazuju fluorescenciu, tak pre ich

kvantitativne stanovenie je potrebnd derivatizacia. [13, 34, 35]

Ako vhodné derivatizaéné c¢inidla sa podla literatary wukazali napriklad
9-fluorenylmetyloxykarbonyl chlorid (FMOC-CI), 1,2-difenyletyléndiamin (DPE),
benzylamin ¢i etyléndiamin. [36, 37, 38, 39, 40, 41]

Elektrochemické detektory (ECD)

Vol'ba elektrochemického detektora je vhodné v pripade analytov, ktoré je mozné
oxidovat’ alebo redukovat’. Tento typ detektora pracuje na principe 3 elektrod (pracovna,
pomocna, referencnd), ktoré zaznamenavaji elektrodovy potencial/prad pri prechode
analytov prietokovou celou detektora. Pracovna elektréda, na ktorej prebieha
elektrochemicka reakcia, sa naj¢astejSie vyraba zo skleného uhlika a referencna elektréda

je argentochloridova. [13, 14, 35]

Podl'a sposobu merania elektrochemickej reakcie rozliSujeme ampérometrické
detektory merajuce prud vyvolany prechodom analytu celou detektora a coulometrické
detektory merajuice néboj potrebny k oxidacii/redukcii analytu. Vyhodnymi
charakteristikami elektrochemickych detektorov st vysokad selektivita a senzitivita.

Na druhej strane zandSanie elektrod a ich pravidelné Cistenie je minusom. [13, 14, 35]
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Z dovodu, ze katecholaminy aich metabolity st elektrochemicky aktivne latky
(podliehaju oxidacii), tak mézu byt detegované aj elektrochemicky. Odborna literatiira
uvadza vysSiu citlivost’ a selektivitu za pouzitia coulometrickych detektorov, avsak

aj ampérometrické detektory su vhodné pre analyzu tychto latok. [34, 42, 43, 44]

Detekcia pomocou hmotnostnej spektrometrie (MS)

Spojenie kvapalinova chromatografia — hmotnostna spektrometria (LC-MS) je
jednou z najpouzivanejSich analytickych technik sucasnosti, ktord mé Siroké uplatnenie
na poli farmaceutickej analyzy — kvantitativna aj kvalitativna analyza biologickych
materidlov, stanovenie obsahu lie€iv alebo ur¢ovanie necistot lie¢iv. LC-MS sa vyznacuje

vysokou selektivitou a citlivostou. [12, 31]

Detekcia pomocou MS spociva v 3 krokoch. Prvym krokom je odstranenie
nadbyto¢nej MF a ionizacia analytov pomocou vhodnej ioniza¢nej techniky — najcastejsie
elektrosprejova ionizacia (ESI) alebo chemickéd ionizdcia za atmosférick¢ho tlaku
(APCI). Nasledne st i6ny privedené do analyzatora, kde sa separujii podl'a hmotnosti
anaboja (m/z). Poslednym krokom je detekcia idnov pomocou detektora. Vysledkom

hmotnostnej spektrometrie je hmotnostné spektrum. [11, 12, 31]

Z literatary vyplyva, Ze pre analyzu katecholaminov a ich prekurzorov sa spojenie
LC-MS ukézalo ako vyuzitelné. A ked’Ze sa jednd o polarne latky, tak sa zvdcsa voli

elektrosprejova ionizacnd technika. [21, 34, 45, 46, 47]

Chemiluminiscen¢né detektory (CL)

Chemiluminiscencné  detektory v spojeni s kvapalinovou chromatografiou
poskytuji vysoku selektivitu a citlivost’ pre analyzu analytov. Chemiluminiscencia je
schopnost’ latok emitovat’ Ziarenie (luminiskovat’) po dodani energie z chemickej reakcie.
Ak latka po chemickej reakcii priamo emituje Ziarenie, hovorime o priame;j
chemiluminiscencii. Nepriama chemiluminiscencia je jav, pri ktorom je emitované

ziarenie predané d’alSej latke, ktord luminiskuje. [34, 48]

Stidie pre detekciu katecholaminov pomocou chemiluminiscenc¢nej detekcie su
zaloZené na pouziti chemiluminiscenénych ¢inidiel, a to peroxooxalatov alebo luminolu

v alkalickom prostredi. [49, 50, 51]
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3.4.7. Vybrané zakladné chromatografické parametre

Chromatografické parametre charakterizuji separany proces. Medzi zakladné
chromatografické parametre patri: retenény Cas (tr), mftvy retencny cas (to), retencny

faktor (k), selektivita (o), i€¢innost’ a rozliSenie (Rs). [12]

Retencény ¢as

Retenény ¢as (tr) udava dobu, ktora uplynie od doby néstreku vzorky na kolénu
po maximum daného piku na chromatograme v jednotkach ¢asu (mintty). Ked’ze je jeho
hodnota zavisla od prietoku MF (vyssi prietok = nizsi retencny Cas a naopak), nejedna sa

o univerzalny chromatograficky parameter. [12]

Mrtvy retenény cas

Mrtvy retencny cCas (to) je chromatograficky parameter udavajici dobu v jednotkach
¢asu (minuty), ktord uplynie od doby néstreku analytu na kolénu po jeho vyplavenie

z kolony bez akejkol'vek predoslej interakcie so SF. [12]

Retencény faktor

Retencny faktor (k), oznaCovany aj ako kapacitny faktor (k'), je chromatograficky
parameter, ktory je mozné vypocitat zretencného a mftveho retenéného casu
podla nasledujuceho vzorca uvedeného v CL 2017,

(tr — to)
to

k =

kde tr je retencny cas atO je mftvy retencny cas. [3] Nakolko tato charakteristika
separacného procesu je bezrozmerna a nezavisla od prietoku MF a rozmerov kolony,

jedna sa o vel'mi spol'ahlivy chromatograficky parameter. [12]
U&innost’

Tento chromatograficky parameter uddva zdanlivii U¢innost’” prechodu analytu
medzi povrchom SF a MF. K ur€eniu sa vyuziva pocet teoretickych priehradiek (N),

ktorého hodnotu mozno vypoéitat’ podl'a vzorca uvedeného v CL 2017,

N =554 (’“L—R)2

Wh

kde tr je retencny Cas a wh je Sirka piku v polovici jeho vysky. [3]

26



Selektivita

Selektivita (o) udava schopnost chromatografického systému rozlisit' rozlicné

analyty. MozZno ju urcit’ ako pomer reten¢nych faktorov 2 vybranych analytov. [12]
RozliSenie

Rozlisenie (Rs) je charakteristika popisujiica ako dobre st piky od seba separované.
Na rozdiel od selektivity sa do uvahy berie aj Sirka piky a preto mozno rozliSenie
povazovat’ za objektivnejsi parameter. [12] Pre vypocet je mozné pouzit’ nasledovny

vzorec z CL 2017,

tpr —
R, = 1,18 _R2 — "R1_
Wha + Wpq

kde tr1, tr2 = retencné Casy pikov a wni, w2 = Sirky pikov v polovicnej vyske. [3]

27



3.5.Stidie pre stanovenie katecholaminov v HILIC podmienkach

V nasledujtcich tabul’kach 2—6 je uvedeny prehl'ad chromatografickych podmienok

vyhl'adanych v literature pouzitych pre analyzu skimanych latok v HILIC podmienkach.

Jedna sa o reSers literattry publikovanej od roku 2008.

Tabulka 2: Stidia pre stanovenie katecholaminov v HILIC podmienkach za pouzitia MS detekcie [21]

Skimané analyty

tyrozin, L-DOPA, dopamin, noradrenalin, adrenalin,
3-metoxytyramin, metanefrin, normetanefrin,

isoproterenol (IS)

Typ biologického materidlu

tkanivo potkanich nadobli¢iek

Metéda pripravy vzoriek

homogenizacia

Objem nastreku

2 ul

Kolona

(rozmery, vel’kost’ ¢astic)

Kromasil™ Cyano

(150,0 mm x 2,1 mm; 5 pm)

Zlozenie MF

acetonitril/voda + kyselina mravcia

(60:40, v/v) pH 3,0

Typ elicie

izokraticka elucia

Teplota (°C) 20 °C
Rychlost’ prietoku (ml/min) 0,2 ml/min
Cas analyzy (min) 10 min

Sposob detekcie

detekcia pomocou hmotnostnej spektrometrie

(ESI - pozitivny mod)
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Tabul’ka 3: Stidia pre stanovenie katecholaminov v HILIC podmienkach za pouzitia MS detekcie [23]

Skimané analyty

sérotonin, tryptofan, tyrozin, L-DOPA, dopamin,
noradrenalin, adrenalin, 3,4-dihydroxyfenyloctova
kyselina, 5-hydroxyindol-3-octova kyselina,
homovanilova kyselina, 3-metoxytyramin,

3,4-dihydroxybenzylalanin (IS)

Typ biologického materialu

ovc¢ie mozgové extrakty

Metoda pripravy vzoriek

homogenizacia

Objem nastreku

Sul

Kolona

(rozmery, vel’kost’ ¢astic)

TSK gel Amide 80
(250,0 mm x 2,0 mm; 5 um)

ZlozZenie MF

acetonitril/20 mM octan amonny

(80:20, v/v) pH 3,0

Typ elucie

izokratickd elucia

Teplota (°C) 20 °C
Rychlost’ prietoku (ml/min) 0,2 ml/min
Cas analyzy (min) 20 min

Sposob detekcie

detekcia pomocou hmotnostnej spektrometrie

(ESI — pozitivny mod)
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Tabul’ka 4: Stidia pre stanovenie katecholaminov v HILIC podmienkach za pouitia elektrochemickej detekcie [25]

Skumané analyty

dopamin, noradrenalin, adrenalin

Typ biologického materialu

I'udsky moc¢

Metdéda pripravy vzoriek

extrakcia na pevnej faze (SPE)

Objem nastreku

Sul

Kolona

(rozmery, vel’kost’ ¢astic)

ZIC-HILIC
(250,0 mm x 4,6 mm; 5 pm)

BEH-Amide
(150,0 mm x 4,6 mm; 3 um)

Zlozenie MF

6,5 mM mravcéan
amonny/acetonitril

(25:75, v/v) pH 3,0

6,5 mM mravcan
amonny/acetonitril

(15:85, v:v) pH 3,0

Typ elucie

izokratickd elucia

Teplota (°C) 30 °C
Rychlost’ prietoku (ml/min) 1,0 ml/min
Cas analyzy (min) 12 min

Sposob detekcie

elektrochemicka (coulometricka) detekcia
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Tabul’ka 5: Stidia pre stanovenie katecholaminov v HILIC podmienkach za pouzitia fluorimetrickej detekcie [26]

Skumané analyty

L-DOPA, dopamin, noradrenalin, adrenalin,
3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina,
3,4-dihydroxyfenylglykol, 3,4-dihydroxymandl'ova
kyselina, 3,4-dihydroxybenzylamin (IS)

Typ biologického materialu

moc¢ potkanov

Metdda pripravy vzoriek

extrakcia na pevnej faze (SPE)

Objem nastreku

Sul

Kolona

(rozmery, vel’kost’ ¢astic)

ZIC-cHILIC
(150,0 mm x 2,1 mm; 3 um)

acetonitril/10 mM mravcan amonny

ZloZenie MF
(75:25, v/v) pH 2,5
Typ elicie izokratickd ellcia
Teplota (°C) 35°C
Rychlost’ prietoku (ml/min) 0,2 ml/min
Cas analyzy (min) 15 min

Sposob detekcie

fluorimetricka detekcia
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Tabul’ka 6: Stidia pre stanovenie katecholaminov v HILIC podmienkach za pouzitia fluorimetrickej detekcie [27]

L-DOPA, dopamin, noradrenalin, adrenalin,
3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina,
Skimané analyty ' ‘
3,4-dihydroxyfenylglykol, 3,4-dihydroxymandl'ova

kyselina, deoxyepinefrin

Typ biologického materialu moc¢ potkanov

nariedenie fosfatovym pufrom a
Metoda pripravy vzoriek ‘
nasledna selektivna extrakcia na predkolone

Objem nastreku 5ul
Koléna Inertsil Amide
(rozmery, vel’kost’ ¢astic) (150,0 mm % 3,0 mm; 5 pm)
acetonitril/20 mM mravcan aménny
Zlozenie MF
(80:20, v/v) pH 2,5
Typ elticie izokraticka eltcia
Teplota (°C) 35°C
Rychlost’ prietoku (ml/min) 0,5 ml/min
Cas analyzy (min) 10 min
Sposob detekcie fluorimetricka detekcia

Z tabuliek 2—6 vyplyva, Ze v literature sa najcastejSie stretavame s analyzou vzoriek
mocu, ktoré su upravené homogenizaciou alebo extrakciou na pevnej faze, s kolonami
na baze silikagélu modifikovaného amidovymi alebo sulfoalkylbetainovymi skupinami,
MF obsahujicimi zmes acetonitrilu a mravéanu amoénneho, izokratickou eltciou, s ¢asom

analyzy do 20 minut a fluorimetrickou alebo MS detekciou.
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4. Metodicka c¢ast’

4.1.Chemikalie, inStrumentacia, pristroje, laboratorne pomocky

4.1.1. Chemikalie

Nasledovné chemikalie boli pouzité pre analyzu katecholaminov a ich prekurzorov

v tejto diplomovej praci:

- (¥)-adrenalin hydrochlorid: Sigma-Aldrich, Nemecko

- 3,4-dihydroxy-L-fenylalanin: Sigma-Aldrich, Nemecko

- acetonitril: VWR International, Franctizsko

- amoniak, vodny roztok 25-29%: PENTA s.r.o., Ceska republika
- DL-noradrenalin hydrochlorid: Sigma-Aldrich, Nemecko

- dopamin hydrochlorid: Sigma-Aldrich, Nemecko

- hydroxid sodny koncentrovany (Cesky 1ékopis, CL): Penta s.r.0., Ceska republika
- kyselina mravcia 88%: Sigma-Aldrich, Nemecko

- kyselina octovd 99%: PENTA s.r.o., Ceska republika

- L-tyrozin: Sigma-Aldrich, Nemecko

- mravéan aménny: PENTA s.r.0., Ceska republika

- octan amoénny: PENTA s.r.0., Ceské republika

- voda ¢istena reverznou osmozou

4.1.2. InStrumentacia

Pre ucely analyzy bola pouzitd HPLC zostava s tymito charakteristikami:

- HPLC jednotka: Shimadzu, Japonsko

- riadiaca jednotka: CBM-20A

- degasser: DGU-20A3

- Cerpadlo: LC-20ADxr

- autosampler: SIL-20ACxr

- termostat kolony: CTO-20AC

- detektory: UV-VIS SPD-20A, Fluorescence RF-10AxL
- PC program: Lab Solutions, verzia 5.97 SP 1
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4.1.3. Pristroje a laboratérne pomocky

Pristroje a laboratorne pomocky uvedené nizsie boli pouzité pre pripravu mobilne;j

fazy a roztokov pre analyzu:

- analytické vahy: Sartorius A200S Electronic Analytical Balance, Sartorius
analytical, Nemecko

- magneticka mieSacka: Color squid, Ika Werke, Nemecko

- odsavacka: Mevacs M46, Medist, Slovensko

- pH meter: SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH, Nemecko

- ultrazvukovy kipel: Kraintek K-10, KRAINTEK s.r.0., Ceska republika

- vortex: Velp, Scientifica, Taliansko

- automatické pipety, Spicky, digestor, filtrané¢ banky, sklenena frita, filtre
(velkost’ porov 0,22 um), kadi¢ky, laboratorne lyzicky, miesadlo, vialky, stricka,

byreta, odmerné banky, lievik...

4.2.0becné postupy

4.2.1. Priprava MF

Priprava MF spocivala v priprave vodnej zlozky (zmieSanie vody s kyselinou
alebo pufrom — pufer pouzity v pripade potreby Upravy pH), jej zmieSanim s organickou
zlozkou (acetonitril), ktorej mnozstvo bolo vrozmedzi 5-90 %, prefiltrovanim

cez sklenenu fritu a nésledne filtrom s velkost'ou porov 0,22 um.

Mobilna faza bola pre Gcely analyzy v tejto diplomovej praci pripravovana dvomi

spOsobmi:

1) V kadicke sa zmieSala voda s vopred stanovenym mnoZstvom kyseliny
alebo pufra na magnetickej mieSacke a nasledne sa pridala organicka zlozka
v podobe acetonitrilu. Objemy potrebné pre pripravu boli merané odmernym
valcom, v pripade kyseliny automatickou pipetou. Navazky pre pripravu pufra
boli vaZené na analytickych véhach.

2) MF bola pripravovana do odmernej banky za pomoci byrety, v ktorej boli
merané objemy organickej zlozky a vody. Potrebny objem kyseliny bol pridany
pomocou automatickej pipety. MF sa nasledne premiesala v ultrazvukovom

kapeli.
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Tabul'ka 7 uvadza prehl'ad mobilnych faz, ktoré boli v priebehu tejto diplomovej

préce pripravované:

Tabul’ka 7: Prehlad MF pouzitych v DP.

Oznacenie MF ZloZenie MF Poznamky
AA v réznych
MF A AA v zmesi ACN:H,O koncentraciach (2,5;
5; 10; 25; 50 mM)
25 mM acetatovych iénov pH vodnej zlozky
MED (CH3COOH + CH3COONH4) v zmesi ACN:H20 MF = 3,50
ME C 25 mM acetatovych idonov pH vodnej zlozky
(CH3COOH + CH3COONH4) v zmesi ACN:H20 MF =4,50
MF D 25 mM FA v zmesi ACN:H>O —
MF E 25 mM mrav¢ich iébnov pH vodnej zlozky
(HCOOH + HCOONHg4) v zmesi ACN:H>O MF = 3,50
25 mM mrav¢ich i6nov pH vodnej zlozky
MEF (HCOOH + HCOONH4) v zmesi ACN:H>O MF =4,50

Pre analyzy bola vyuZitd izokraticka elticia pomocou 1 pumpy (vopred zmieSana
vodnad aj organickd zlozka) alebo 2 pump (pumpa A = vodna zlozka a pufer;

pumpa B = organicka zloZka a pufer).
4.2.2. Priprava Standardnych roztokov

Zasobné Standardné roztoky analyzovanych latok (tyrozin, L-DOPA, dopamin,
noradrenalin, adrenalin) boli pripravené navaZenim priblizne 0,5 mg latky a rozpustenim
v 0,1% roztoku kyseliny mravcej v metanole, ktorym bola dosiahnutd koncentracia
0,1 mg/ml. Pre adrenalin, noradrenalin a dopamin bol pouzity 50% metanol, v pripade
tyrozinu a L-DOPA bol pouzity 10% metanol kvdli nizkej rozpustnosti danych analytov
v organickych rozpustadlach. Pre kvantitativne rozpustenie latok bol nasledne pouzity
ultrazvukovy kupel a zasobné roztoky boli skladované v mraznicke pri teplote
-20 °C. Pre analyzy boli tieto zasobné roztoky rozmrazené, premieSané a d’alej nariedené
acetonitrilom na pozadovanu finalnu koncentréaciu, ktora ¢inila 1 pg/ml. Tymto spdsobom

boli pripravované ako roztoky Standardov, tak aj roztok zmesi vSetkych 5 Standardov.
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4.3.Popis experimentalnej prace

Skrining retencného spravania analytov v roznych HILIC podmienkach bol

vykonany pomocou 4 roznych kolén s odliSnym typom stacionarnej fazy. Zoznam tychto

kolon spolu s ich zakladnymi parametrami je uvedeny v tabul’ke 8:

Tabul’ka 8: Zoznam kolon pouZitych v DP.

Parametre kolony

Vyrobca
Nazov kolony | (rozmery; vel’kost’ Typ SF
kolony
castic; vel’kost’ porov)
Silikagél modifikovany
LUNA 3 um 100,0 mm x 2,0 mm; i
pentafluérofenylovymi Phenomenex
PFP(2) 3,0 um; 100 A
(PFP) skupinami
Silikagél s Bridge Ethylene
XBridge BEH | 100,0 mm x 3,0 mm; Hybrid technolégiou
) ] ) ) Waters
Amide 3,5 um; 130 A modifikovany amidovymi
skupinami
Avantor ACE | 150,0 mm x 3,0 mm; . .
Cisty silikagél Avantor
HILIC-A 3,0 um; 100 A
Silikagél modifikovany
Sequant 100,0 mm x 2,1 mm; sulfoalkylbetainovymi
) ) o Merck
ZIC-HILIC 3,5 um; 100 A skupinami tvoriacimi

permanentny zwitterion
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5. Experimentalna ¢ast’ a diskusia

5.1.Reverzny mod vs. HILIC mod

5.1.1. LUNA 3 pm PFP(2)

Ako prva pre analyzy bola pouzitd kolona LUNA 3 um PFP(2), ktora je stabilna
vpH rozmedzi 1,5-8 a poskytuje selektivitu analytov pomocou nasledujicich
mechanizmov — vodikové vizby, aromatické a m-m interakcie, dipol-dipdl interakcie
a hydrofobne interakcie. Nakol'ko kolona zahfiia hydrofilné aj hydrofoébne interakcie, tak
bola vyuzitd na skrining vplyvu zmeny percentudlneho podielu organickej zlozky v MF
(5-90 % ACN) pri nezmenenom a aj upravenom pH vodnej zlozky MF na retenciu
skiimanych analytov. Zmena zdanlivého pH mobilnych faz pouzitych pre tento skrining

je zosumarizovand v grafe 2:
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Graf 2: Zavislost zdanlivého pH MF na % zastupeni ACN v MF. Pouzitée MF: MF A = 25 mM AA v zmesi ACN:H:0;
MF C = 25 mM acetatovych ionov (CH;COOH + CH3;COONH4) v zmesi ACN:H20 (pH vodnej zlozky = 4,50).
Pouzitd kolona: LUNA 3 um PFP(2) (100,0 mm x 2,0 mm; 3 um; 100 A: Phenomenex).

5.1.1.1. Vplyv % organického rozpust'adla

Z nameranych hodnot v grafe 3 vyplyva, Ze pri nizkych % organickej zlozky v MF
(5-25 %) je retencia analytov nizka a so stipajicim % ACN sa ich retencia eSte zniZuje.
Deje sa tak v dosledku posobenia hydrofobnych interakcii medzi SF a analytmi, ktoré su
typickym znakom chromatografie v reverznom mode, o ktorom vieme, Ze so znizovanim
polarity MF sa retencia analytov znizuje. Toto tvrdenie o znaku RP-LC d’alej potvrdzuje
aj fakt, Ze adrenalin, noradrenalin a dopamin maju v tomto rozmedzi organickej zlozky

v MF niz8iu retenciu ako L-DOPA a tyrozin, ked’ze st polarnejsie. [12, 52]
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V strednej oblasti (50-60 % ACN) mozno pozorovat mierne zvySenie retencie.
Na SF sa zacina sorbovat vrstva vody, ¢im sa zamedzi dominantnému vplyvu
hydrofobnych interakcii a dochadza tak k postupnému vyrovnaniu hydrofobnych
a hydrofilnych interakcii. Pozorovat’ mozno aj zmenu selektivity — polarnejSie analyty

(adrenalin, noradrenalin, dopamin) maji vyssiu retenciu ako tyrozin a L-DOPA.

Pri dominantnom zastipeni organického rozpustadla v MF (60-90 % ACN) retencia
rastie so zvySujucim sa podielom ACN v MF anajvysSiu retenciu analyty dosahuju
pri 90 % ACN, co je prejavom prevladajucich hydrofilnych interakcii a HILIC mddu.
Na povrchu SF sa sorbovanim vrstvy vody vytvara tzv. vodna pseudostaciondrna faza.
Vzhl'adom na skuto¢nost’, Ze polarne analyty maju k vode vysoku afinitu, tak prave vd’aka
vytvoreniu pseudostaciondrnej fazy su analyty na koloéne dlhSie zadrziavané

a so znizovanim podielu vodnej zlozky v MF ich retencia rastie. [52, 53]
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0,0 .hﬁ\k ——
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95100

% zastupenie ACN v MF
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Graf 3: Zavislost retencného faktoru na % zastupeni ACN v MF. Pouzita MF: MF A = 25 mM AA v zmesi ACN:H:O.
Pouzitd kolona: LUNA 3 um PFP(2) (100,0 mm x 2,0 mm; 3 um; 100 A; Phenomenex).

5.1.1.2. Vplyv pH

Nasledne bol na rovnakej koléne vykonany skrining retenéného spravania analytov
v zavislosti na pH vodnej zlozky MF. Podla grafu 4 mozno konStatovat’, Zze pri zvyseni
pH vodnej zlozky MF je retencia vSetkych analytov vysSia v pripade nizSieho zastiipenia
organickej zlozky (reverzna faza), ale pri vy$Sich % organiky (HILIC moéd) je naopak

retencia niz$ia.
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Pri¢inou markantného znizenia retencie v HILIC mode, najmid v pripade
katecholaminov, mdze byt oslabenie vodikovych a dipdl-dipdl interakcii

medzi elektronegativnym fluérom a kladne nabitou -NH> skupinou analytov vplyvom

vyssieho pH MF.
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Graf 4: Zavislost retencného faktoru na % zastiupeni ACN v MF pri upravenom pH vodnej zlozky MF na 4,50.
Pouzita MF: MF C = 25 mM acetatovych ionov (CH;COOH + CH3;COONH4) v zmesi ACN:H20
(pH vodnej zlozky = 4,50). Pouzitd kolona: LUNA 3 um PFP(2) (100,0 mm x 2,0 mm; 3 um; 100 A; Phenomenex).

5.2.HILIC mod

Pre objasnenie retencného spravania skiimanych analytov v HILIC mdde boli
vybrané kolony s 3 réznymi typmi staciondrnych faz, ktoré st typické pre analyzu
polarnych latok v HILIC mdde. Pouzitd bola staciondrna faza neutralneho charakteru
(kolona XBridge BEH Amide) a2 stacionarne fazy sionovymi skupinami — Cisty
silikagél (kolona Avantor ACE HILIC-A) a zwitterionova staciondrna faza (koldna

Sequant ZIC-HILIC).

Nakol’ko sa v pripade HILIC médu pouzivaja MF s vy$sim podielom organického
rozpustadla oproti vode, tak v zostdvajucich meraniach tejto DP su vyuzivané prave uz

len vyssie % organického rozpustadla v MF.
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5.2.1. Vplyv chémie stacionarnej fazy
5.2.1.1. Neutralne stacionarne fazy

Kolona XBridge BEH Amide je zastupcom kolon s neutralnou stacionarnou fazou.
Staciondrna faza tejto kolony je tvorend BEH (Bridge Ethylene Hybrid) casticami
s pripojenou amidovou skupinou. Téato neutrdlna SF je stabilnd v pH rozmedzi 2—11

a retencia analytov je ovplyvnend primarne hydrofilnymi interakciami.

Z vysledkov uvedenych v grafe 5 vyplyva, ze selektivita na tejto kolone je skutocne
dana predovsetkym hydrofilnymi interakciami medzi analytmi a SF — rolu tu hrd pocet
funkénych skupin analytov spravajucich sa ako donor alebo akceptor vodikovej vizby,

ktoré st schopné vytvorit’ vodikovl viazbu s amidovou skupinou SF. [54]

Najvyssiu retenciu preto pozorujeme v pripade L-DOPA a tyrozinu. Pri 80 % a 90 %
ACN v MF sa podarilo dosiahnut' dobr separaciu pikov noradrenalinu, L-DOPA

a tyrozinu, avSak piky adrenalinu a dopaminu koeluovali.
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Graf 5: Zavislost retencného faktoru na % zastupeni ACN v MF. Pouzita MF: MF A = 25 mM AA v zmesi ACN:H:O.
Pouzitd kolona: XBridge BEH Amide (100,0 mm x 3,0 mm; 3,5 um; 130 A; Waters).
Vzhl'adom na prijatel'ny Cas analyzy a tvar chromatografickych pikov za pouzitia MF

s podielom ACN 80 %, bol d’alej na tejto kolone skiimany vplyv koncentracie aditiva.

5.2.1.2. Stacionarne fazy s ionovymi skupinami

Prvou z dvojice pouzitych kolén s obsahom SF s i6novymi skupinami bola kolona
Avantor ACE HILIC-A. Stacionarna faza je tvorend cistym silikagélom. Tymto
chemickym charakterom vykazuje kolona schopnost’ hydrofilnych a iénovych interakcii
na rozdiel od XBridge BEH Amide kolony, ktord i6onovu interakénti schopnost’ nema.
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Vychadzajic z vysledkov uvedenych v grafe 6, na zvyseni retencie so stiipajicim
podielom organiky v MF maju okrem hydrofilnych interakcii vplyv aj idonové interakcie
medzi zéporne nabitymi silanolovymi skupinami SF a kladne nabitymi -NH> skupinami

analytov. [56]

Najvyssiu retenciu z katecholaminov dosahuje adrenalin. Retencia tyrozinu
a L-DOPA je pri 70 % a 80 % ACN v porovnani s katecholaminmi nizsia, pravdepodobne
kvoli repulznym interakcidim medzi zaporne nabitou -COOH skupinou a zaporne
nabitymi silanolovymi skupinami. Pri MF pozostavajtcej z 90 % ACN mozno pozorovat’
zmenu selektivity a retencie analytov v porovnani s MF pozostavajicou z 80 % ACN.

Navyse, retencia analytov je tu spojend s abnormélnym tvarom pikov, ktoré¢ s rozmyté.

retem¢ny faktor
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Graf 6: Zavislost retencného faktoru na % zastupeni ACN v MF. Pouzita MF: MF A = 25 mM v zmesi ACN:H:O.
Poutzitd kolona: Avantor ACE-HILIC A (150,0 mm % 3,0 mm, 3 um,; 100 A: Avantor).

Druhou pouzitou kolénou obsahujicou SF sionovymi skupinami bola kolona
Sequant ZIC-HILIC. Jej staciondrna faza je tvorena silikagélom modifikovanym
kovalentne pripojenymi funkénymi skupinami tvoriacimi permanentny zwitterion
(sulfénovéa skupina a kvartérna amoniova skupina). Okrem polarnych interakcii sa
na retencnom mechanizme teda d’alej podiel'aju aj interakcie i0nové, a to medzi kladnymi
aj zapornymi funkénymi skupinami analytov a SF. Podl'a grafu 7 je zrejmé, ze analyty
vykazuju typické HILIC spravanie pri zvySovani % podielu ACN v MF. [56]

Kolona Sequant ZIC-HILIC poskytuje lepSiu separdciu a vysSSiu retenciu
pre skimané analyty v porovnani s kolonou ACE-HILIC A. Nakolko kolona poskytuje
dobrt separéciu a prijatelny ¢as analyzy za pouzitia MF s podielom ACN:H>O = 80:20,

bol d’alej na tejto kolone skimany vplyv koncentracie aditiva, vplyv zlozenia a pH MF.
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Graf 7: Zavislost retencného faktoru na % zastupeni ACN v MF. Pouzita MF: MF A = 25 mM AA v zmesi ACN:H:O.
Pouzita kolona: Sequant ZIC-HILIC (100,0 mm x 2,1 mm; 3,5 um; 100 A; Merck).

5.2.1.3. Sihrn

Tabul'ka 9 ponuka porovnanie retenéného spravania analytov v podobe uvedenych
retenénych faktorov za pouzitia MF srovnakym zlozenim — 25 mM AA v zmesi
ACN:H0 vpomere 80:20. Na jej zaklade mozno konStatovat, Ze retencia
na koléone Sequant ZIC-HILIC. Z toho vyplyva, ze katecholaminy dosahuju na SF
obsahujucich i6nové skupiny vysSiu retenciu ako v pripade neutralnej SF. V pripade

na kolone s ¢istym silikagélom.

Tabul’ka 9: Porovnanie retencného faktoru skumanych analytov za pouZitia MF s rovnakym zloZenim na kolonach
XBridge BEH Amide, Avantor ACE-HILIC A, Sequant ZIC-HILIC. PouZita MF: MF A = 25 mM AA v zmesi
ACN:H20 v pomere 80:20.

reten¢ny faktor na | reten¢ny faktor na | retencny faktor na
koléne XBridge kolone Avantor koléne Sequant
BEH Amide ACE-HILIC A ZIC-HILIC

adrenalin 1,14 2,10 9,63
noradrenalin 1,59 1,98 15,32
dopamin 0,98 1,98 8,07
L-DOPA 2,78 1,17 5,62
tyrozin 1,89 1,16 3,22
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5.2.2. Vplyv zloZenia a pH mobilnej fazy
5.2.2.1. Sequant ZIC-HILIC koléna

Na koléne Sequant ZIC-HILIC bol nasledne testovany vplyv zlozenia mobilnej fazy
a pH mobilnej fazy na retencné spravanie analytov. Testované boli MF s aditivami

v podobe kyseliny mravcej a kyseliny octovej pri roznych pH vodnej zlozky MF.

V pripade pouzitia kyseliny mravcej ako aditiva mozno zo ziskanych vysledkov
uvedenych v grafe 8 povedat, ze so zvySujicim sa pH vodnej zlozky MF rastie retencia
vSetkych analytov. Vysvetlenim moéze byt, Ze pri zvySujucom sa pH dochadza
k posilneniu elektrostatickych interakcii medzi zaporne nabitou sulfénovou skupinou SF

a kladne nabitou -NH; skupinou analytov, a tak st analyty dlhSie zadrziavané. [25, 56]

Pri MF obsahujucej iba kyselinu octovi ako aditivum bola retencia analytov
podstatne vysSia ako pri kyseline mravcej, o mozno rovnako demonstrovat’ pomocou
vysledkov na grafe 8. K rozdielnostiam v retencii dochadza pravdepodobne vplyvom
chémie i6nu a sily vybraného aditiva. Avsak pri zvyseni pH vodnej zlozky za pouzitia
octanu amoénneho nedoSlo k zvySeniu retencie ako v pripade kyseliny mravce;.
S vynimkou piku tyrozinu boli vSetky ostatné piky rozmyté, retencia bola nizsia a t'azko
zistiteI'na z chromatogramu prave kvoli rozmytosti pikov. Takéto spravanie je zrejme
opét’ sposobené v dosledku pouzitia dan¢ho aditiva a jeho chémie. [57]
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Graf 8: Zavislost retencného faktoru na pH vodnej zlozky a type aditiva MF. Pouzité MF: MF A (Cervena
farba) =25 mM AA v zmesi ACN:H:20 v pomere 80:20; MF D (zltd farba) = 25 mM FA v zmesi ACN:H20 v pomere
80:20; MF E (zelend farba) = 25 mM mravcich ionov (HCOOH + HCOONH ) v zmesi ACN:H20 v pomere 80:20
(pH vodnej zlozky = 3,50); MF F (hneda farba)= 25 mM mravcich ionov (HCOOH + HCOONH4) v zmesi ACN:H20
v pomere 80:20 (pH vodnej zlozky = 4,50). Pouzita kolona: Sequant ZIC-HILIC (100,0 mm x 2,1 mm, 3,5 um;
100 A; Merck).
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5.2.2.2. Avantor ACE HILIC-A kolona

Kolona ACE HILIC-A bola okrem skriningu vplyvu chémie SF pouzité aj na skrining
vplyvu pH MF na reten¢né spravanie vybranych analytov. Ako vyplyva z grafu 9,
zvysenie pH vodnej zlozky MF mé za nasledok narast retencie u vSetkych skiimanych
analytov. Deje sa tak v dosledku toho, ze zvySenim pH dochadza k zosilneniu
elektrostatickych interakcii medzi zdporne nabitymi -OH skupinami silanolu a kladne

nabitymi -NH> skupinami analytov a analyty su tak na kolone dlhSie zadrziavané. [22]
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Graf 9: Zavislost retencného faktoru na pH vodnej zlozky MF. Pouzitée MF:MF A (Cervena farba) = 25 mM AA
v zmesi ACN:H20 v pomere 80:20; MF C (modra farba): 25 mM acetatovych ionov (CH;COOH + CH3;COONH4)
v zmesi ACN:H>0 v pomere 80:20 (pH vodnej zlozky = 4,50). PouZzita kolona: Avantor ACE-HILIC A
(150,0 mm x 3,0 mm; 3 um; 100 A Avantor).

5.2.3. Vplyv koncentracie aditiva mobilnej fazy
5.2.3.1. XBridge BEH Amide kolona

Testované boli koncentracie 2,5; 5; 10; 25 a 50 mM octovej kyseliny v MF
pozostavajucej z ACN:H>0 v pomere 80:20. Namerané hodnoty st uvedené v grafe 10.
Pre adrenalin, noradrenalin a dopamin plati, Ze so zvySujlicou sa koncentraciou aditiva
klesa ich retencia. Moznym vysvetlenim je naruSenie vodikovych vézieb medzi analytmi
a SF, teda celkové narusSenie ich adsorpcie atym pokles retencie pri zvySujucej sa
koncentracii kyseliny octovej. [58] V pripade analytov s karboxylovou skupinou mozno

pozorovat’, Ze zmena koncentracie aditiva nema vyznamny vplyv na ich retenciu.
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Graf 10: Zavislost retencného faktoru na koncentrdcii AA v MF. Pouzita MF: MF A = AA v zmesi ACN:H>0 v
pomere 80:20. Pouzita kolona: XBridge BEH Amide (100,0 mm x 3,0 mm, 3,5 um; 130 A Waters).

5.2.3.2. Sequant ZIC-HILIC koléna

Na koléne Sequant ZIC-HILIC boli testované koncentracie 5; 10; 25 a 50 mM
octovej kyseliny v MF pozostavajicej z ACN a H2O v pomere 80:20. Z vysledkov merani
uvedenych v grafe 11 mdZeme vidiet' v pripade adrenalinu, noradrenalinu a dopaminu
pokles retencie s rastiicou koncentraciou octovej kyseliny. Pri zvySovani koncentracie
octovej kyseliny dochddza k zvySenej saturdcii SF iénmi pufra, ¢oho dosledkom je
mens$ie mnozstvo interakcii ionizovanych skupin katecholaminov so SF — zjednodusene
povedané, so zvysSujucou sa koncentraciou kyseliny st elektrostatické interakcie viac
potlacené. [59, 60] Hovoriac o L-DOPA a tyrozine, tak koncentracia aditiva nema na ich

retenciu signifikantny vplyv.
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Graf 11: Zavislost retencného faktoru na koncentrdacii AA v MF. Pouzita MF: MF A = AA v zmesi ACN:H20 v
pomere 80:20. Pouzitd kolona: Sequant ZIC-HILIC (100,0 mm % 2,1 mm, 3,5 um, 100 A; Merck).
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5.3. Komplexnost’ ZIC-HILIC

5.3.1. Nestabilita retencie

V priebehu merani sa vSak ukazalo, ze nedostatkom kolény ZIC-HILIC je nestabilita
v retencii jednotlivych analytov, ako mozno vidiet’ v grafe 12. Dochéadzalo k odliSnym
retencidm, najmd v pripade katecholaminov, ¢im sa nepodarilo dosiahnut
opakovatel'nost’ vysledkov. K nestélosti retencie mohlo dojst’ v dosledku nesurodosti MF
¢i nedostatocnej doby premytia kolony — rozdielna fyzickd koncentracia MF. Tuto
nestabilitu sa vSak nepodarilo odstranit’ regeneraciou koloény podla popisu vyrobcu,
odliSnou pripravou MF s vyuzitim presnejSicho odmeriavania zloziek MF pomocou
byrety a odmernej banky (vid’ v podkapitole 4.2.1.) a ani prediZzenim premytia kolony MF
na 24 hodin.
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Graf 12: Zobrazenie nestability v retencii skumanych analytov. Pouzita MF: MF A = 25 mM AA v zmesi ACN:H>0 v
pomere 80:20. Pouzitd kolona: Sequant ZIC-HILIC (100,0 mm x 2,1 mm, 3,5 um, 100 A Merck).
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6. Zaver

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo popisanie retenénych vlastnosti katecholaminov
(adrenalin, noradrenalin, dopamin) aich prekurzorov (L-DOPA, tyrozin) v rdznych

HILIC podmienkach za pouzitia spektrofotometrickej a fluorimetrickej detekcie.

Na zaciatku boli retencné vlastnosti skimanych analytov popisané na koldne
LUNA 3 pm PFP(2). Skimanim vplyvu % podielu ACN v MF vykazovala kolona vd’aka
chemickému charakteru SF v niz$ich % organiky znaky RP-LC a vo vys$Sich % organiky
naopak znaky HILIC separa¢ného modu. Nasledny skrining vplyvu zvysenia pH vodnej
zlozky MF na hodnotu 4,50 vykazal trend vyznamného poklesu retencie katecholaminov

v HILIC mdde pri zvySeni pH vodnej zlozky MF.

Dalej bol skimany vplyv charakteru SF na retenciu katecholaminov a ich
prekurzorov na kolone XBridge BEH Amide s neutradlnou SF a kolénach Avantor ACE
HILIC-A a Sequant ZIC-HILIC, ktoré¢ obsahuji SF s idonovymi skupinami. Najvyssia
retencia bola dosiahnuté na kolone Sequant ZIC-HILIC.

Nasledne bol skimany vplyv zlozenia MF a pH MF na koléne Sequant ZIC-HILIC.
Skiimané analyty vykazovali pri pouZiti MF obsahujtcej kyselinu octovl ako aditivum
vys$Siu retenciu ako v pripade kyseliny mravcej. ZvySovanim pH vodnej zlozky MF
za pouzitia kyseliny mravcej ako aditiva dochédzalo k zvySovaniu retencie analytov,
v pripade kyseliny octovej doslo k rozmytiu pikov a zniZeniu retencie. Vplyv zvySenia
pH vodnej zlozky MF bol testovany aj na koléne Avantor ACE HILIC-A — zvySenim pH

doslo aj v pripade tejto kolony k zvySeniu retencie.

Na zaver bol vykonany skrining vplyvu koncentracie aditiva MF na retencné
spravanie na kolonach XBridge BEH Amide a Sequant ZIC-HILIC. Na oboch
testovanych kolonach doslo k trendu v podobe zniZovania retencie skiimanych analytov

so zvySovanim koncentracie aditiva.
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Sekundarnym cielom tejto diplomovej prace bola separécia vSetkych 5 skimanych
analytov pomocou vhodnej chromatografickej metdody. Zo vSetkych testovanych
chromatografickych podmienok v ramci tejto diplomovej prace sa podarilo separovat
adrenalin, noradrenalin, dopamin, L-DOPA a tyrozin na kolone Sequant ZIC-HILIC
za pouzitia MF pozostavajucej z25 mM AA vzmesi ACN:H,O v pomere 80:20,
ako mozno vidiet' na obrazku 9. Napriek tomu, Ze tieto chromatografické podmienky
poskytovali prijatelny Cas analyzy a dobri separaciu analytov, tak pri opakovanych
analyzach dochéadzalo k nestabilite v retencii, a to najmi v pripade katecholaminov,

¢o znemoznilo opakovatel'nost’ vysledkov a moznost’ validacie metody.
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Obrazok 9: Chromatogram ziskany na kolone Sequant ZIC-HILIC. Pouzita MF: MF A = 25 mM AA v zmesi
ACN:H>0 v pomere 80:20. Pouzita kolona: Sequant ZIC-HILIC (100,0 mm % 2,1 mm, 3,5 um, 100 A; Merck).
Prietokova rychlost: 0,4 ml/min. Teplota na kolone: 35 °C. Spésob detekcie: Fluorimetricka detekcia.

Cas analyzy: 20 miniit.

Vysledky uvedené v tejto diplomovej praci budi pouzité pre d’alsi vyvoj metddy
pre stanovenie katecholaminov v placente. Hlavnym cielom bude v pripade vyvoja
metody v HILIC podmienkach objasnenie a odstranenie nestability v retencii na kolone

ZIC-HILIC, ktoré vykazuje sl'ubny potencial.
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7. Zoznam pouzitych skratiek

A — adrenalin

AA — kyselina octova

ACN - acetonitril

angl. — anglicky

APCI — chemicka ionizécia za atmosférického tlaku
BEH — Bridge Ethylene Hybrid

CL — chemiluminiscen¢ny detektor

CNS — centralny nervovy systém

COMT - katechol-O-metyltransferaza

CL — Cesky 1ékopis

D — dopamin

DP — diplomova praca

DPE — 1,2-difenyletylénamin

ECD - elektrochemicky detektor

ESI — elektrosprejova ionizacia

FA —kyselina mrav¢ia

FD — fluorimetricky detektor

FMOC-CI — 9-fluorenylmetyloxykarbonyl chlorid
HILIC — chromatografia hydrofilnych interakcii
HPLC — vysokoucinné kvapalinovéa chromatografia
HVA — homovanilova kyselina

IEX — Ion-Exchange Chromatography

IS — vnutorny Standard
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LC-MS - spojenie kvapalinovej chromatografie a hmotnostnej spektrometrie
L-DOPA — L-dihydroxyfenylalanin

MAO — monoaminooxidaza

MF — mobilna faza

M:; — relativna molekulova hmotnost’

MS — hmotnostna spektrometria

NA — noradrenalin

NP-LC — chromatografia na normalnych fazach
PFP - pentafluérofenyl

PNS — periférny nervovy systém

RP-LC — chromatografia na reverznych fazach

SF — stacionarna faza

SPE — extrakcia na pevnej faze

UV-VIS — oblast ultrafialového a viditelného svetla

VMA - vanilmandl'ova kyselina
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