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1 UvoD

Tetrahydroisochinolinové derivaty (TIQ) jsou molekuly, jejichz chemicka struktura vychazi
z 1,2,3,4-tetrahydroisochinolinu. Jedna se o heterocyklické bazické latky, které ve své
struktufe obsahuji atom dusiku a jejichz biosyntéza vychazi z aminokyseliny tyrosinu.
Byvaji fazeny mezi skupinu alkaloidi a zahrnuji obsahlou skupinu latek. TIQ byly
detekovany v rostlinach mnohem dfive nez v zivociSné fisi (Rommelspacher, 1985; Zarranz
De Ysern, 1981). Byl prokazan také jejich obsah v riznych potravinach a napojich, jako
napf. v syru, mléce, bananech, vejcich, viné a kakau (Makino, 1988; Niwa, 1989b). Koncem
80. let 20. stoleti pak byly poprvé identifikovany jako endogenni latky take i v ZivociSnych
organismech, konkrétné v lidské mozkové tkani (Niwa, 1987; Niwa, 1989a). Jejich
pfitomnost byla prokazana také v télnich tekutinach v€etné moci, plasmy a mozkomisniho
moku (Sjéquist, 1985, Kotake, 1995; Haber, 1996; Maruyama, 1996).

Vétsina TIQ derivatd nachazejicich se v lidském mozku je spojovana s neurotoxicitou,
a to hlavné kvdli strukturni podobnosti s 1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridinem
(MPTP). MPTP jako neaktivni forma (tzv. pro-drug) a jeho oxida¢ni neurotoxicky produkt
1-methyl-4-fenylpyridiniovy ion (MPP*) jsou pak substance spojované se vznikem
a rozvojem pfiznakud parkinsonismu (Herraiz, 2016).

TIQ vznikaji v lidském organismu metabolickou drahou vedouci od 3,4-
dihydroxyfenylalaninu (levodopa, L-DOPA) a dopaminu (Naoi, 2004). Dopamin je
neurotransmiter strukturné se fadici mezi katecholaminy. Za jistych okolnosti mize mit
i toxické ucinky, které byvaji pfisuzovany nestabilité katecholové skupiny — dopamin
podléha snadno oxidaci za tvorby nestabilnich chinond a volnych radikall, které jsou pro
buriky toxické a zpusobuiji jejich poSkozeni (Hastings, 1996; Asanuma, 2003). Obdobné se
u TIQ derivatd obsahujicich v molekule katecholové jadro predpoklada nestabilita
a tendence podléhat oxidaci a nasledné tvorbé reaktivnich chinont (Surh, 2010).

Cilem teoretické Casti bakalarské prace bylo zpracovani literarni reSerde tykajici se
jednak tématu TIQ derivatl, zejména salsolinolu a dale obecny popis validace
bioanalytickych metod. V ramci experimentalni ¢asti byl zkouman jeden z validacnich
parametr(, a to stabilita vybranych prekursort a metabolit( salsolinolu (dopamin, L-DOPA,
(R)-salsolinol, kyselina salsolinol-1-karboxylova a N-methyl-(R)-salsolinol). Postup pro
hodnoceni stability téchto analytd vychazel z doporu€eni organizace EMA (European
Medicines Agency), ktera vroce 2019 vydala tzv. ICH guideline M10 on bioanalytical
method validation (EMA, 2019).
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Neurotransmitery a neuromodulatory

Neurotransmitery jsou latky uvolfované z neuronu do synaptické Stérbiny, kiteré se podili
na prenosu signalu mezi jednotlivymi neurony. U cilové bunky pak vyvolaji specifickou
reakci. Skupinu dulezitych neurotransmiter(, rozSifenych v celém mozku béhem vyvoje
i dospélosti pfedstavuji monoaminy (serotonin, dopamin, adrenalin, noradrenalin) (Vizi,
2008). Mezi dalSi vyznamné neurotransmitery se fadi acetylcholin a aminokyseliny
(glutamat, glycin, kyselina gama-aminomaselna). Pfes hematoencefalickou bariéru (BBB)
do centralni nervoveé soustavy neprostupuji vétdinou neurotransmitery samotné, ale pouze
jejich prekursory (Bohlen und Halbach, 2006).

Neuromodulatory jsou potom latky, které méni citlivost receptorl na post-synaptické
membrané a moduluji tak (zeslabuji nebo zesiluji) u€inky neurotransmiterd (Bohlen und
Halbach, 2006).

2.1.1 Katecholaminy

Katecholaminy jsou skupinou latek obsahuijici katecholové jadro a aminovou skupinu, jez
jsou odvozeny od pyrokatecholu (o-dihydroxybenzenu). V organismu hraji dulezitou roli
jako hormony a neurotransmitery. In vivo se u ¢lovéka v nervové soustavé vyskytuije trojice
katecholaminovych slou€enin: dopamin, adrenalin a noradrenalin (Tsunoda, 2006).

Vychozim substratem syntézy katecholamin( je L-tyrosin, ten je v reakci katalyzované
tyrosinhydroxylasou (TH) pfeménén na 3,4-dihydroxyfenylalanin neboli levodopu
(L-DOPA). Dopamindekarboxylasou (DDC) je L -DOPA poté pfevedena na dopamin (DA)
(Gnegy, 2012).

Ten mize byt nasledné degradovan, kliCovou roli vtomto sméru hraji enzymy
monoaminoxidasa (MAO) a katechol-O-methyltransferasa (Bicker, 2013). Pomoci MAO je
DA deaminovan za vzniku 3,4-dihydroxyfenylacetaldehydu, jenz je dale oxidovan a za
uCasti katechol-O-methyltransferasy vznika kyselina homovanilova. Ta je hlavnim
katabolickym produktem DA a muzZe slouzit také jako nepfimy ukazatel funk&nosti
dopaminové drahy (Marin-Valencia, 2008). Alternativni cestou muUze byt DA
v katecholaminergnich neuronech dale metabolizovan na adrenalin a noradrenalin
enzymem dopamin beta-hydroxylasou (DBH) (Marin-Valencia, 2008). Kone¢nym
produktem je kyselina vanilmandlova (Tsunoda, 2006). DalSi moznou metabolickou drahou
katecholamint je pak jejich pfeména na tetrahydroisochinoliny (Naoi, 2004; Kurnik-tucka,
2018).
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2.1.2 Tetrahydroisochinoliny

Tetrahydroisochinolinové (TIQ) derivaty jsou Sirokou skupinou organickych sloucenin,

jejichz struktura vychazi z 1,2,3,4-tetrahydroisochinolinu (Obr.1).

NH

Obr.1 Struktura 1,2,3,4-TIQ

Zajem o tyto latky vzrostl béhem 80. let minulého stoleti v souvislosti s objevem
1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridinu  (MPTP) a jeho u¢inkd. Prvni pfipad
parkinsonismu zplsobeného MPTP byl popsan v roce 1979 u mladého, drogoveé zavislého
muze, ktery syntetizoval ethyl-4-fenyl-1-methylpiperidin-4-karboxylat (meperidin) neboli
»Synteticky heroin“ (Davis, 1979). P¥i nitrozilnim podani této drogy byl do jeho organismu
vpraven ale také MPTP, ktery vznikl jako vedlej§i produkt reakce. Pacient nasledné
projevoval pfiznaky podobné Parkinsonové chorobé (PD). BEhem nékolika nasledujicich
let byly nahlaseny 4 dalSi pfipady s obdobnym prabéhem (Langston, 1983).

Samotny MPTP je neaktivni forma neurotoxinu (tzv. pro-drug), ktery je v mozku
metabolizovan pomoci MAO na kationt 1-methyl-4-fenyl-2,3-dihydropyridinium (MPDP).
Ten dale podléha oxidaci za vzniku aktivniho neurotoxinu 1-methyl-4-fenylpyridinia (MPP™)
(Nagatsu, 2002) (Obr.2).

?Hg CH, cleS
N NI N
3 | 3
P o =
o e
MAQ

Obr.2 Schéma prfemény MPTP na jeho metabolit - aktivni neurotoxickou latku MPP*
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Symptomy zpusobené MPTP jsou velmi podobné patologickym zménam v prabéhu
PD. Jelikoz je ale vystaveni lidského organismu exogennimu MPTP sporadické a nahodné,
vznikla hypotéza, Ze na rozvoj této nemoci by mohlo mit znaény vliv dlouhodobé plsobeni
endogennich latek, jez se strukturou MPTP podobaji. V této souvislosti byl vyzkum zaméfen

zejména na 2 skupiny slouCenin: B-karboliny a TIQ (Nagatsu, 1997; Herraiz, 2016).

2.1.2.1 Biosyntéza a metabolismus TIQ derivatt

Tetrahydroisochinoliny vznikaji Pictet-Spenglerovou kondenzaci biogennich aminl (napf.
katecholaminli, fenylethylamini) s aldehydy nebo alfa-keto kyselinami (kyselina
pyrohroznova) (Deitrich, 1980; McNaught, 1998). Nékteré mohou byt syntetizovany také
enzymaticky (Naoi, 2004). V zavislosti na chemické struktufe biogenniho aminu,
uCastniciho se reakce, byva skupina TIQ délena na slou€eniny s katechol-
a nekatecholovou strukturou (Antkiewicz-Michaluk, 2014).

Velka pozornost v ramci TIQ derivatl je v sou€asnosti zaméfena predevsim na SAL
(1-methyl-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin), a to nejen ve spoijitosti s etiologii
PD. Predpoklada se, ze mlze také fungovat jako neuromodulator dopaminergnich drah,
jelikoz se TIQ derivaty mohou vazat na jejich vliastni vysoce afinitni mista na neuronalni
membrané v blizkosti vazebnych mist pro neurotransmitery. Tato jeho role ovéem neni
zatim pfesné objasnéna (Mravec, 2006; Kurnik-tucka, 2018). Na rozdil od TIQ derivatl
1,2,3,4-TIQ a 1-methyl-TIQ, neni jednorazové podany SAL schopen pfechazet pres
hematoencefalickou bariéru (BBB) (Song, 2006a; Song, 2006b), takze jeho pfitomnost
v mozkové tkani ukazuje na endogenni syntézu. Nicméng, v jiné studii (Quintanilla, 2014)
bylo zjisténo, ze systematicky podavany SAL byl schopen BBB prochazet.

Salsolinol mize v lidském téle vznikat tfemi riznymi drahami:

1) Neenzymatickou Pictet-Spenglerovou reakci,

2) Pomoci salsolinol synthasy (SAL synthasy),

3) Pres intermediat salsolinol-1-karboxylovou kyselinu (SCA).

Prvni dvé drahy vychazi z DA a acetaldehydu: béhem Pictet-Spenglerovy reakce vznika
racemicka smeés (R)- a (S)- enantiomert SAL (Deng, 1995). V druhém pfipadé katalyzuje
SAL synthasa vznik (R)-SAL (Obr.3). Tento enzym byl poprvé izolovan M. Naoi a kol.
(19964a), jeho sekvence byla ale ur€ena az studii X. Chen (2018). Substraty tohoto enzymu
jsou DA, acetaldehyd, formaldehyd a kyselina pyrohroznova (Naoi, 1996a).

V tfeti, pfedpokladané draze, reaguje DA s kyselinou pyrohroznovou za vzniku
meziproduktu SCA, ta mize byt pfeménéna na 1,2-dehydrosalsolinol, nebo pfimo na (R)-
SAL. Enzym katalyzujici preménu SCA na (R)-SAL nebyl doposud popsan (Mravec, 2006;
Chen, 2018).
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Obr.3 Schéma enzymatické biosyntézy a metabolismu (R)-SAL a jeho derivat(
(TH = Tyrosinhydroxylasa, DDC = dopamindekarboxylasa, SAL synthasa = salsolinol synthasa,
SNMT = salsolinol N-methyltransferasa, AO = aminoxidasa). Upraveno dle Naoi, 2002
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Jelikoz biosyntéza SAL vychazi z DA, je vy3Si vyskyt SAL a jeho derivatl typicky pravé
v oblastech mozku bohatych na tento neurotransmiter (Musshoff, 1999). Studie X. Chen
a kol. (2018) potvrdila také vySsi aktivitu SAL synthasy v téchto oblastech, s vrcholem
v oblasti substantia nigra (Chen, 2018).

Jak jiz bylo zminéno, SAL se vyskytuje ve dvou formach: (R)- a (S)- enantiomeru, diky
chiralnimu uhliku v jeho struktufe. Zatimco v lidské plasmé& a moci byla detekovana
pfitomnost obou enantiomert (Haber, 1996), v mozku vyrazné prevysuje (R)- forma této
latky (Deng, 1997; Lee, 2010).

Biodegradace SAL probiha za u€asti salsolinol N-methyltransferasy (SNMT), kdy dojde
k pfeméné SAL na N-methyl-salsolinol (NMS), jenz poté podléha autooxidaci nebo je
oxidovan pomoci aminoxidasy (AO) na 1,2-dimethyl-6,7-dihydroisochinolinovy iont (Naoi,
2002, 2004).

2.1.2.2 Endogenni vyskyt a ucinky TIQ derivatt

TIQ derivaty byly doposud detekovany a kvantifikovany nejen v lidské mozkové tkani, ale
také v mozkomisnim moku, plasmé& a modi. Stejné tak byly prokazany u hlodavcl a opic
(Kohno, 1986; Kotake, 1995; Yamakawa, 1999; DeCuypere, 2008).

Napfiklad Sandler a kol. (1973) detekovali v moci parkinsonik(, Ié€enych pomoci
L-DOPA, TIQ derivat salsolinol (SAL). Roku 1986 pak Kohno a kol. potvrdili pfitomnost
1,2,3,4-TIQ a 1-methyl-TIQ v krysi mozkové tkani (Kohno, 1986), a to v mnozstvi 5-7 ng/g
1,2,3,4-TIQ a 1-3 ng/g 1-methyl-TIQ. DalsSi studie pak stanovily nasledujici TIQ derivaty
také v lidské mozkové tkani: 1,2,3,4-TIQ (Niwa, 1987; Ohta, 1987), 1-methyl-TIQ (Ohta,
1987) a N-methyl-salsolinol (Niwa, 1991). 1-benzyl-TIQ byl detekovan v mozkomisnim
moku pacientl trpicich PD v tfikrat vétsi koncentraci nez u kontrolni skupiny pacient(
s jinymi neurologickymi poruchami (Kotake, 1995). Ze skupiny TIQ derivatd pfitomnych
v mozkoveé tkani byla zna¢na toxicita pfipisovana zejména 1-benzyl-TIQ a SAL (Antkiewicz-
Michaluk, 2014).

Na rozdil od vySe zminénych neurotoxickych latek, jiné TIQ derivaty vykazuji aktivitu
neuroprotektivni a zvazuje se jejich mozny terapeuticky ucinek. Jedna se napf. o 1-methyl-
TIQ (Antkiewicz-Michaluk, 2011). Ten ma schopnost pfedchazet pfiznakim parkinsonismu
zpusobenych MPTP, TIQ nebo 1-benzyl-TIQ (Tasaki, 1991; Kotake, 1995). Na rozdil od
neurotoxickych TIQ se jeho hladina pfi PD snizuje, a navic klesa také s vékem (Ohta, 1987).

Mnozstvi TIQ derivatl se také bézné vyskytuje v potravinach. Makino a kol. potvrdili
vyskyt TIQ derivatd 1,2,3,4-TIQ a 1-methyl-TIQ v potravinach s vy38§im obsahem
fenylethylaminu — v kakau, syru a viné (Makino, 1988). DalSi studii byl 1,2,3,4-TIQ

prokazan také v mléce, bananech a vejcich (Niwa, 1989b).
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2.1.2.3 Analyza TIQ derivata

Siroce pouzivanou metodou pro analyzu TIQ derivat(l je spojeni plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) (Sjoquist, 1985; Musshoff, 1993; Haber, 1995; Kotake,
1995). Dale se pro jejich kvantitativni stanoveni vyuziva kapalinové chromatografie
s elektrochemickou (Baum, 1994) a fluorometrickou detekci (Inoue, 2008)
a v poslednich letech také kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(LC-MS) (DeCuypere, 2008; Sari, 2010; Kotake, 2014).

Ackoliv metody kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci jsou velmi citlivé,
jejich nedostatkem je nizSi selektivita - schopnost identifikace konkrétniho metabolitu
v komplexnich matricich. Metody zaloZzené na GC-MS pak nabizi nizké detekéni limity
spole¢né s vySSi citlivosti a selektivitou. Na druhé strané pak stoji nevyhody jako napf.
nutnost derivatizace netékavych latek a nizS§i reprodukovatelnost nastfik(. Pouziti LC-MS
metod pak usnadnuje pfipravu vzork(l a analyzu, jelikoz eliminuje nutnost derivatizace.

Navic se jedna o vysoce selektivni a citlivou analytickou techniku (Rojkovicova, 2008).

2.2 Neurodegenerativhi onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni jsou charakterizovana postupnym zanikem specifickych
skupin neurond, s ¢imz pak souvisi klinicky obraz dané choroby (Golpich, 2017).

Jedna se o pomérné riiznorodou skupinu onemocnéni, u které neni zcela jednotna
klasifikace. Mohou byt déleny napf. na zakladé primarnich klinickych projevd, oblasti
neurodegenerativniho poskozeni mozku, nebo molekularné biologickych pficin
onemocnéni. Jejich spoleénym rysem byva vétSinou zména a ukladani urcitého
specifického proteinu v mozkové tkani (Dugger, 2017). Mezi nejbé&zné&jSi onemocnéni
tohoto druhu patfi zejména: amyloiddzy, tauopatie, synukleinopatie a TDP-43
(transactivation response DNA binding protein 43) proteinopatie (Dugger, 2017).

V pfipadé amyloidoz je typické hromadéni amyloidu, peptidu o fetézci s 36 az 43
aminokyselinami (amyloid beta peptid, B-amyloid, amyloid B). Radi se sem nejrozsifeng;si
Alzheimerova choroba (Ghiso, 2002). Jako tauopatie (Lee, 2001) jsou oznaCovany stavy,
kdy dochazi k patologickému hromadéni proteinu tau, napf. progresivni supranuklearni
obrna, nebo chronicka traumaticka encefalopatie. Synukleinopatie jsou charakteristické
ukladanim proteinu alfa-synukleinu, jenz vytvafi tzv. Lewyho téliska. Mezi synukleinopatie
se fadi Parkinsonova choroba, multisystémova atrofie nebo také demence s Lewyho télisky
(Dugger, 2017). TDP-43 je transaktivni DNA vazajici protein o molarni hmotnosti 43 kDa,
jenz je hlavni sloZzkou inklusi vyskytujicich se v pfipadé amyotrofické lateralni sklerézy

a frontotemporalni lobarni degenerace (Neumann, 2006).
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Jelikoz problematika TIQ derivatd zkoumanych v této praci souvisi uzce s PD, je dalSi

popis zaméfen pravé na toto onemocnéni.

2.2.1 Parkinsonova choroba

Jedna se o chronické, progresivni onemocnéni, které vyrazné snizuje kvalitu zivota
pacient(. Jde o druhou nej¢astéjSi poruchu neurodegenerativniho charakteru (Schwab,
2020), ktera postihuje v§echny etnické skupiny, s primérnym nastupem nemoci mezi 60.
a 70. rokem zivota (s vyjimkou tzv. young-onset a juvenilnich forem, u kterych je nastup
Casngjsi) (Lew, 2007). Mezi lety 1990 a 2016 byl zaznamenan vice nez dvojnasobny
globalni narust pfipadu této choroby (Dorsey, 2018).

Mezi hlavni patologické znaky PD patfi poSkozeni nebo smrt dopaminergnich neuront
ve struktufe bazalnich ganglii, kterd se nazyva substantia nigra, s ¢&imz souvisi snizena
produkce neurotransmiteru DA (Yasuda, 2013). DalSim znakem je vyskyt tzv. Lewyho
télisek (proteinovych inklusi, tvofenych zejména alfa-synukleinem) v neuronech (Shults,
2006).

SniZena hladina DA souvisi s typickymi pohybovymi poruchami PD jako jsou svalova
ztuhlost, bradykineze (celkové zpomaleni pohybu) a klidovy tfes (Yasuda, 2013). Pozdéji
se objevuji také problémy s chuzi, posturalni nestabilita. Charakteristickym znakem PD
(odliSujicim ji vramci SirSi skupiny parkinsonskych syndromu) je asymetricky nastup
motorickych symptomu a pozitivni odpovéd na dopaminergni 1é¢bu (Lew, 2007). S PD se
poji i nemeéné zavazné symptomy nemotorické. Jedna se nejCastéji o kognitivni poruchy,
poruchy spanku, &ichu (hyposmie), deprese, ale také potize gastrointestinalni, aj.
(Chaudhuri, 2009).

PFiciny vzniku PD dosud nejsou upIné vysvétleny. Obvykle je ve spojitosti s etiologii
PD uvadén vliv starnuti, genetickych a environmentalnich faktor (napf. neurotoxint) (Lew,
2007). Vyznamna role je pfikladana neuronalnim zanétlivym procesim (Hirsch, 2009), jez
mohou byt zplsobeny hromadénim alfa-synukleinu, ale také narusenim stfevni mikroflory.
Studie Cassani a kol. (2015) prokazala, Ze se u pacientt trpicich PD objevuje stav dysbiozy
(ti. zména slozeni stfevniho mikrobiomu). NejenzZe jsou stfevni mikrobiom a entericky
nervovy systém dulezitym zdrojem serotoninu a DA v lidském organismu (Martinucci,
2015), ale pravdépodobné maiji také spojitost se zanétlivymi procesy nervové tkané v PD.
Braak a kol. navrhli hypotézu, Ze proces patologického hromadéni alfa-synukleinu za¢ina
prave ve stfevech, odkud se nasledné $ifi do centralniho nervového systému (Braak, 2003).

Dale, vzhledem k vysokym energetickym narokim nervové tkané je pro ni zviasté
nebezpecné poskozeni a dysfunkce mitochondrii, coz mize byt také vyznamny faktor

v pfipadé neurodegenerativnich onemocnéni (Golpich, 2017).

17



Diagnostika a IéCba PD je velmi obtizna, jelikoz prvni klinické symptomy se vétSinou
objevuji az ve chvili, kdy je uz minimalné 50% dopaminergnich neuron( ztraceno (Ross,
2004). Jsou proto potfeba rané specifické markery PD, které by umoznily v€asnou diagnézu
a sledovani priibéhu nemoci (Schlossmacher, 2010). V soucasnosti je dostupna lécba PD
vétSinou symptomaticka, snazici se zmirnit pfiznaky choroby dodanim chybéjiciho DA nebo
zvysenim jeho produkce. NejCastéji pouzivanou latkou je v tomto ohledu L-DOPA, ktera je
schopna piejit pfes BBB do mozku, kde je pfeménéna na DA. Dale jsou pouzivany inhibitory

MAO, které inhibici tohoto enzymu chrani endogenni DA pied degradaci (Schwab, 2020).

2.2.2 TIQvV etiologii Parkinsonovy choroby

Uginek TIQ derivatd, problematika jejich fyziologickych funkci v organismu a vztahu
k neurodegeneraci je relativné komplexni. Jejich role v organismu neni stale jednoznaéné
objasnéna, a ackoliv vétSina ztéchto latek je spojovana s MPTP (a jeho toxickym
metabolitem MPP*), objevuji se také dukazy o neuroprotektivnich vlastnostech nékterych
zastupc(, jako napf. 1-methyl-TIQ (shrnuto v Peana, 2019). Je pravdépodobné, Ze jejich
biologické ucinky a role v organismu zavisi na mnoha rGznych faktorech, jako jsou napf.
stereoisomerie, davka, biologicka dostupnost a metabolismus (Kurnik-t.ucka, 2018).

Zminovany MPP* pusobi jako selektivni dopaminergni neurotoxin: hromadi se
v mitochondriich dopaminergnich neurond a inhibuje komplex | dychaciho fetézce, coz ma
za nasledek snizeni ATP a zvySenou tvorbu reaktivnich kyslikovych radikal (Nicklas, 1985;
Hasegawa, 1990). Zasadni pro toxicitu MPP* je pfitomnost N-methylové skupiny (Bradbury,
1985).

Pfedpoklada se, Ze vétSina TIQ derivatd (s vyjimkou 1-benzyl-TIQ a zastupcu
odvozenych od DA, jako napf. SAL) jsou bioaktivni latky, ale ve své zakladni formé
a bézné mirfe vystaveni, nevykazuji neurotoxické vlastnosti. Naproti tomu, jejich oxidované
formy, TIQ" kationty se strukturou i vlastnostmi podobaji MPP*, ackoliv je mira jejich toxicity
nizSi a jsou také méné selektivni (Herraiz, 2016).

Co se tyCe SAL a 1-benzyl-TIQ, bylo navrzeno, Ze hlavnim divodem jejich toxicity je
pfedevSim oxidativni poSkozeni skrze produkci kyslikovych radikald (Herraiz, 2016).
V prfipadé SAL bylo také prokazano, zZe inhibuje kliCovy enzym biosyntézy katecholamint —
tyrosinhydroxylasu (TH) (Weiner, 1978; Minami, 1992).

Vzhledem k tomu, ze k preméné MPTP v potentni neurotoxin je dllezitd metabolicka
aktivace, existuje pfedpoklad, ze by obdobné také TI1Q derivaty mohly zvySovat svoiji toxicitu
po N-methylaci a oxidaci (Nagatsu, 1997). Oxidace N-methylovych TIQ derivatd na
N-methylisochinolinové ionty zvySila jejich schopnost inhibovat komplex | dychaciho

fetézce (Morikawa, 1998), prokazana byla také inhibice komplexu Il. Maruyama a kol. pfi
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zkoumani mozkomisniho moku neléCenych parkinsonikd  zjistili, Zze hladina
(R)-enantiomeru NMS byla vyznamné vyS8Si nez u kontrolni skupiny (Maruyama, 1996).
Cytotoxicita NMS vl¢i dopaminovym neuronim byla prokazana ve studiich na zvifecim
modelu, kdy NMS vyvolal pfiznaky parkinsonismu (Naoi, 1996b). Mechanismus bunéc¢né
smrti byl studovan na bunééné linii SH-SY5Y lidského dopaminergniho neuroblastomu
(Maruyama, 1997a; Akao, 1999). Také byl potvrzen vyskyt a akumulace oxida¢niho
produktu NMS 1,2-dimethyl-6,7-dihydroisochinolinového iontu v oblasti substantia nigra
(Maruyama, 1997a; Maruyama, 1997b). Dale byla v likvoru potvrzena zvySena koncentrace
(trojnasobna oproti kontrolni skupiné) 1-benzyl-TIQ (Kotake, 1995). Literatura popisujici
ucinky SAL je rozsahla, vysledky studii ovSem nejsou jednotné. Storch a kol. napfiklad
potvrdili toxicitu SAL pro dopaminové neurony formou poskozeni mitochondrii, v jejich
pfipadé ale doslo k inhibici komplexu Il, nikoliv komplexu | (Storch, 2000).

V souvislosti s uvedenymi nalezy a poznatky, jsou TIQ derivaty povazovany za
potencionalni biomarkery v diagnostice PD. S ohledem na nizké koncentrace TIQ
v lidskych tkanich a télnich tekutinach (v fadech ng/g ve tkanich, resp. pg/ml - ng/mi
v télnich tekutinach) (Niwa, 1987; Ohta, 1987; Niwa, 1989a; Kotake, 1995; DeCuypere,
2008) je dulezity vyvoj presnych a vysoce citlivych bioanalytickych metod pro jejich

kvantitativni stanoveni a dalSi studium.

2.3 Validace bioanalytickych metod

Bioanalyza a bioanalytické metody hraji dulezitou roli v mnoha védeckych disciplinach, jako
napf. ve vyvoji Iékl, dopingové kontrole, forenzni analyze nebo stanoveni biomarker( pfi
diagnostice raznych chorob. Bioanalyza zahrnuje identifikaci a kvantifikaci analytu
v biologickych vzorcich (napf. v krvi, plazmé&, séru, slinach, moc€i, aj.). Pro spravné
kvantitativni stanoveni zkoumaného analytu v biologickém vzorku je validace pouzité
analytické metody zasadni (Moein, 2017).

Validace bioanalytické metody je definovana jako prokazani, Ze tato metoda je vhodna
k zamys$lenému ucelu a poskytuje tak vérohodné vysledky. Ovéfuje se, Ze je uroveh méfeni
dostate¢na, postupy korektni a je fadné provedena kalibrace (Friedecky, 2011). Zakladni
pozadavky a kritéria pro provadéni validace bioanalytickych metod formulovaly agentury
EMA (European Medicines Agency) a FDA (The Food and Drug Administration). Obé tyto
organizace vydaly své navody — EMA vydala Guideline on bioanalytical method validation
(EMA, 2019) a FDA vydala Bioanalytical method validation — Guidance for industry (FDA,
2018), pfiCemz ani jeden z téchto dokumentl neni pravné zavazny, maji spiSe formu
doporuceni. Obé agentury se obecné v rozsahu a pribé&hu validace shoduiji, existuji ovéem

mirné odchylky v metodice a akceptacnich kritériich (Kaza, 2019).
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Obvykle je validovanou metodou méfen jeden analyt, ovSem v nékterych pfipadech
muze byt vhodné stanoveni vice latek, napf. vychozi latky a jejich metabolitt, nebo rdznych
izomeru jedné latky (EMA, 2019).

Validace se déli na plnou (kompletni), ¢asteCnou a tzv. cross validaci. Pokud je do
praxe zavadéna nova metoda, je nutné provést plnou validaci. Ta by v pfipadé
chromatografickych metod méla zahrnovat nasledujici parametry: selektivitu, specificitu,
matricové efekty, linearitu, méfici rozsah, pfesnost, spravnost, stabilitu, carry-over, integritu
fedéni a reprodukovatelnost nastfiku (EMA, 2019).

Nové modifikace plné validované metody jsou posuzovany ¢astecnou validaci. Rozsah
CasteCné validace zalezi na mife a charakteru provedenych zmén. Podle doporuceni EMA
je €aste€na validace povazovana za uspésnou, pokud testované parametry splfiuji kritéria
pro plnou validaci — v opacném pfipadé je nutné dal3i pfezkoumani.

PFi srovnavani dat ziskanych pomoci dvou riiznych metod, nebo pomoci stejné metody
aplikované v riznych laboratofich se vyuziva tzv. cross validace.

Postup validace se li§i podle druhu validované metody. Informace uvedené
v doporuéenich EMA a FDA se vztahuji pfedevSim k chromatografickym metodam
a tzv. ligand binding assays. Ultrau€inna kapalinova chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UPLC-MS/MS) patfi diky své vysoké sensitivité
a specificité mezi velmi Casto vyuzivané analytické metody (Moein, 2017). Jelikoz bylo
v experimentalni ¢asti této prace vyuzito UPLC-MS/MS, dalSi popis validaénich parametrt

se bude vztahovat k tomuto typu metod.

2.3.1 Spravnost a presnost méreni

Spravnost metody udava, jak blizké jsou naméfené hodnoty koncentraci skuteCnym
hodnotam. Pfesnost je pak mira shody vysledkd v ramci nékolika sérii méfeni. Je vyjadiena
v procentech jako variaéni koeficient, nebo relativni smérodatna odchylka. Pfesnost
a spravnost méfreni se vyhodnocuje na zakladé analyzy tzv. quality control (QC) vzork( v
ramci série a mezi rliznymi sériemi. Tyto vzorky obsahuji znamou koncentraci analytu, mély
by napodobovat studované vzorky a také byt uchovavany za stejnych podminek (EMA,
2019).

Béhem validace se QC vzorky pfipravuji v téchto 4 koncentracich:

e LLOQ (lower limit of quantification) — spodni mez kvantifikace

e LQC vzorek (low quality control) — trojnasobek koncentrace LLOQ

e MQC vzorek (medium quality control) — v 30-50 % rozsahu kalibraéni kfivky

e HQC vzorek (high quality control) — minimainé 75 % ULOQ (upper limit of

quantification)
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Ke v8em kalibracnim standardiim, QC vzorkim a testovanym vzorkim by se mély
pfidavat vhodné interni standardy (IS) — to mohou byt napfiklad strukturni analogy analyt(
nebo stabilni isotopové znacené analyty. Koncentrace téchto latek je pfedem dana a stala,
¢imz je umoznéna kvantifikace cilového analytu. Pokud dana metoda vyuziva detekci
pomoci hmotnostni spektrometrie, je vhodné pouziti isotopové znacenych analytl. Ty musi
mit vysokou Cistotu a nesmi u nich dochazet ke zméné isotopového slozeni (EMA, 2019).

Akceptaéni kritéria spravnosti na kazdé hladiné jsou 15 % nominalnich hodnot
koncentraci, s vyjimkou LLOQ, kde je kritérium £20 %. U pFesnosti by pak hodnoty
variacniho koeficientu nemély prekrocit 15 %, resp. 20 % na hladiné LLOQ (EMA, 2019).

2.3.2 Linearita

Linearita vyjadfuje schopnost metody produkovat signal, ktery je pfimo umérny koncentraci
analytu ve vzorku. Doporuéuje se testovani na minimalné 6 koncentraénich hladinach
kalibra¢nich standard( spolu s méfenim slepého vzorku (blanku) a nulového vzorku, coz je
vzorek matrice s pfidanym IS (Kadian, 2016).

Kalibracni standardy by mély byt v pfipadé bioanalytickych metod pfipraveny pfidanim
znamého mnozstvi analytu do matrice, ktera by méla byt stejna jako v pfipadé
analyzovanych vzorkl(. Kalibracni standardy pokryvaji rozsah kalibraéni kfivky
a predpokladany rozsah méfenych koncentraci analytu. Pokud vzorky obsahuji vice nez
jeden analyt, méla by pro kazdy z nich byt pfipravena kalibracni kfivka. Nulové a slepé
vzorky slouzi pouze ke zhodnoceni pfipadnych interferenci, do kalibracni kfivky by zahrnuty
byt nemély (EMA, 2019).

Mé&fici rozsah kalibracni kfivky je uréen spodnim limitem LLOQ a hornim limitem
byt danou metodou kvantitativné zméfena s pfijatelnou spravnosti a pfesnosti. ULOQ je
pak nejvyssi koncentrace analytu ve vzorku, ktera mize byt takto zmérena.

PFfi zpétném vypoctu koncentraci kalibracnich standard( by spravnost méla byt
v rozmezi £20 % jejich nominalni hodnoty v pfipadé LLOQ a +15 % na ostatnich hladinach.
Tuto podminku musi splfiovat minimalné 75 % v$ech kalibraénich standard(i na minimalné
6 hladinach (EMA, 2019).

2.3.3 Selektivita

Selektivita je schopnost analytické metody rozliSit a kvantitativné zméfit analyt
i v pfitomnosti interferujicich latek. Selektivita metody je testovana srovnanim odezvy
analytu ve vzorku na hladiné LLOQ a odezvy slepych vzork( (blankt) pochazejicich

z minimalné 6 rlznych zdroju. Selektivita pro IS by taktéz méla byt stanovena.
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Testovani by mélo prokazat, Ze v retennim Case analytu nemaji interferujici latky
Zadnou vyznamnou odezvu (tj. menSi nez 20% odezvy analytu na hladiné LLOQ a méné
nez 5% odezvy IS v LLOQ) (EMA, 2019).

2.3.4 Specificita

Specificita popisuje schopnost metody detekovat analyt a rozliSit ho od jinych latek (napf.
latky strukturné podobné analytu, jeho metabolity, souCasti matrice, necistoty), resp.
schopnost méfit pouze signal analytu a zadné jiné latky (Kollipara, 2011).

U potencialné nestabilnich analytl by také méla byt zohlednéna a zhodnocena

moznost zpétné konverze metabolitu v pdvodni analyt (EMA, 2019).

2.3.5 Matricové efekty

Matricové efekty predstavuji zasadni problém pfi pouziti metod zalozenych na LC-MS,
jelikoz mohou zpusobit zvyseni nebo naopak snizeni miry ionizace, coz negativné ovliviiuje
presnost a spravnost méreni. PotlaCeni ionizace analytu mohou zapficinit latky obsazené
v biologickych matricich jako napf. soli, proteiny, fosfolipidy, aj. (Moein, 2017).

Dle doporuc¢eni EMA by tento parametr mél byt testovan pomoci minimalné 3 replikatd
vzorkl LQC a HQC za pouziti matric pochazejicich z minimalné 6 riznych zdroji. Tyto
matrice by se nemély za ucCelem testovani spojovat, ale mély by byt analyzovany
samostatné (EMA, 2019).

2.3.6 Carry-over

Carry-over efekt je zplsoben pFitomnosti zbytkového mnozstvi analytu prfedchozich vzorka
(pfedev8im téch obsahujici vysokou koncentraci analytu) (Kadian, 2016). Pfipadny vliv
tohoto efektu by mél byt posouzen na zakladé analyzy ULOQ kalibracniho standardu

a nasledného méfeni slepych vzorkd (EMA, 2019).

2.3.7 Integrita fedéni

Pri validaci by mélo byt také zajisténo, ze fedéni vzorkl nema vliv na pfesnost a spravnost
validované metody (EMA, 2019). Hodnoti se schopnost metody podat spolehlivé vysledky
i u vzorkld s koncentraci vys$si nez ULOQ nebo naopak pfi analyzach vzorkd o niz§im

objemu (Kollipara, 2011).
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2.3.8 Reprodukovatelnost nastiiku

Reprodukovatelnost metody byva vétSinou hodnocena vramci stanoveni presnosti
a spravnosti. Pokud se ale prfedpoklada moznost opétovného nastfiku vzorkd (napf. kvdli

poruSe pristroje), méla by byt také stanovena reprodukovatelnost nastfiku (EMA, 2019).

2.3.9 Stabilita

Jelikoz se bakalafska prace zabyva testovanim stability studovanych latek, bude tento
parametr rozepsan podrobnéji. Stanoveni stability je b&éhem validace bioanalytickych metod
dilezitym krokem (Kollipara, 2011). Pfi zkoumani tohoto parametru se hodnoti, zda
jakykoliv krok béhem procesu pfipravy vzorkd, jejich zpracovani, analyzy a skladovani
neovliviiuje vysledné hodnoty koncentrace analytu, resp. jestli b&€hem téchto procesu
nedochazi u analytu k degradaci (EMA, 2019).

Mezi faktory ovliviiujici stabilitu analytu patfi svétlo, teplota, pH, oxidace nebo plsobeni
enzym( (Briscoe, 2009). V pfipadé nékterych latek je na zakladé struktury mozné
nestabilitu odhadnout pfedem, jako napf. u esterové skupiny, thiolovych nebo
katecholovych derivata (Li, 2011). Je znamo, ze mnohé alkoholy, fenoly a jejich metabolity
podléhaji oxidaéni degradaci, a to pusobenim kysliku, nebo zasaditého prostredi (Dell,
2004). V této souvislosti byla pozornost vénovana také studiu stability katecholamint
(Thorré, 1997; Goldstein, 2014). Bylo prokazano, ze DA a jeho metabolity obsahujici dvé
hydroxylové skupiny mohou byt in vivo snadno autooxidovany na jejich chinonové, zna¢né
reaktivni formy (Asanuma, 2003). Tyto molekuly vykazuji vysokou cytotoxicitu na
dopaminergnich neuronech a mohou tak nevratné poskozovat funkci proteinli tvorbou
5-cysteinyl-katecholl. Podobna reaktivita katecholaminl a jejich derivati se predpoklada
také u latek bez biologické matrice.

Obé organizace, EMA i FDA, formuluji sva doporuéeni k provadéni validace parametru
stability. Postoj agentur EMA a FDA je v zasadé podobny - obé agentury navrhuji, aby
provadéné stabilitni testy odrazely situace a podminky, které v pribéhu manipulace se
vzorky a analyzy vzorku pravdépodobné nastanou (EMA, 2019; FDA, 2018).

Stanoveni stability analytu v dané matrici se provadi pomoci QC vzorku. Alikvoty téchto
vzorkl se analyzuji ihned po pfipravé (v ,Case nula“) a poté po aplikaci zkoumanych
podminek, pficemz v kazdém Case pro kaZzdou testovanou podminku a koncentraci je tfeba
pFipravit minimalné tfi QC vzorky (triplikaty). Vysledky analyzy téchto vzorkl jsou srovnany
s kalibragni kfivkou, ktera by méla byt Cerstvé pfipravena (EMA, 2019). V pfipadé, Ze se ve
zkoumanych vzorcich vyskytuje vice rlznych analytl, pak by stabilitni testy mély byt

provedeny s roztokem obsahujicim veskeré analyty (EMA, 2019).
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V ramci stabilitnich testll doporuc¢enych agenturou EMA se zjistuje:

a nejvysSi koncentrace vSech téchto roztokd. Hodnoti se stalost roztok(l za podminek
uskladnéni. Pokud se jejich stabilita v zavislosti na koncentraci méni, pak je nutné stabilitu
vyhodnotit na vSech koncentraénich hladinach.

e Stabilita analytu pri cyklech zmrazovani a tani — hodnoti se dopad minimalné 3 cyklu
zmrazeni a rozmrazeni na stabilitu QC vzork(. Doba zamrazeni mezi kazdym cyklem by
méla byt minimalné 12 hodin.

e Stabilita /latek pfi manipulaci se vzorkem a v prubéhu jeho analyzy — hodnoti se
dopad manipulace se vzorkem na laboratornim stole pfed analyzou
a v prubéhu analyzy vzorku.

e Kratkodoba stabilita analytu na matrici — testovani QC vzork(, které jsou po
rozmrazeni uchovavany pfi danych laboratornich podminkach.

e Dlouhodoba stabilita analytu na matrici — hodnoti se stalost QC vzorki
uskladnénych v mrazaku (za stejnych podminek a pfinejmensSim po stejnou dobu jako
vzorky ve studii). U malych molekul (tzv. chemical drugs) je mozné stanovenou stabilitu pfi
jedné teploté predpokladat i pro teploty nizsi. U vétSich molekul (tzv. biological drugs, napf.
proteiny, peptidy) se doporucuje stabilitu stanovit u 2 krajnich teplot uréitého intervalu, ¢imz
je pak potvrzena stabilita i uvnitf tohoto intervalu.

Ve srovnani s vySe zminénymi body, se doporueni FDA mirné lidi. Ve svém Guidance
for Industry napfiklad zmiriuje pouze testovani roztok( zasobnich, a nikoliv téch pracovnich
nebo IS. FDA také doporucuje stanoveni stability v autosampleru, pokud toto neni pokryto
stabilitou v pribéhu analyzy vzorku. Co se tyCe dlouhodobé stability, je dle navodu FDA
mozné vztahnout stabilitu stanovenou pfi -20 °C na vSechny nizsi teploty.

V ramci bakalarské prace byla studovana stabilita 5 analytll za podminek, které
simulovaly manipulaci se vzorkem na laboratornim stole pfed UPLC-MS/MS analyzou
a v pribéhu analyzy vzorku a bylo testovano jeho mozné dlouhodobé uskladnéni pred
analyzou. Vzorky byly pfipraveny do roztokd, jejichz sloZzeni odpovida rozpoustédiu
pouzitému pro pfipravu vzorkd pro UPLC-MS/MS analyzu. Testované podminky v téchto
experimentech nezohledrnovaly vliv biologické matrice vzorku, ale vliv pH, svétla a teploty

na stabilitu zkoumanych latek.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni a material

Analyticka kolona: ACQUITY UPLC HSS T3 Column 1,8 ym; 2,1 mm x 100 mm (Waters)
Analytické laboratorni vahy (Sartorius Weighing Technology)

Automatické pipety (Eppendorf)

Hlubokomrazici box —20 °C (Whirlpool)

Hlubokomrazici box —80 °C (Sanyo)

Trepacka Wizard Advanced IR Vortex Mixer (Velp Scientifica)

Ultra-ucinny kapalinovy chromatograf (Acquity UPLC™, Waters) ve spojeni s tandemovym
hmotnostnim spektrometrem (Xevo TQ MS, Waters MS Technologies)

Zafizeni na Gpravu vody Direct-Q®3UV (Millipore)

Laboratorni sklo a plast:
Kadinky, odmérné barnky, odmérné valce a plastové mikrozkumavky (VWR)
Sklenéné vialky s inserty, plastova vi¢ka, septa PTFE (polytetrafluoroethylen)/silikon

(Labicom)

3.2 Pouzité chemikalie

Acetonitril (gradient grade for liquid chromatography, Merck)
Kyselina mravenci (p.a., Honeywell Fluka)
Kyselina chlorovodikova (p.a., Lach-Ner)

Redestilovana voda (Ultrapure type 1 water, Millipore)

Testované latky:

Dopamin hydrochlorid (= 97.5 %, Sigma-Aldrich)

Levodopa (= 98 %, Sigma-Aldrich)

N-methyl-salsolinol hydrobromid (= 95 %, Santa Cruz Biotechnology)

Salsolinol hydrobromid (= 96 %, Sigma-Aldrich)

Salsolinol-1-karboxylova kyselina (HPLC Ccistota vyrobcem neuvedena, Santa Cruz

Biotechnology)
Izotopicky znacené interni standardy (1S):

Ds-levodopa (98 % D, CDN Isotopes)
Ds-dopamin (98 % D, CDN Isotopes)
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3.3 Metody

V experimentalni ¢asti této prace byla hodnocena kratkodoba stabilita véetné po sobé
jdoucich cyklt rozmrazovani a dlouhodoba stabilita TIQ derivatll (SAL, NMS, SCA). Do
studie byly také dale zafazeny vybrané prekursory (L-DOPA, DA) (Tab.1). Stabilita téchto
analytd byla testovana v Cistém rozpoustédle, bez vlivu biologické matrice. Kvantifikace
latek byla provedena za pouziti isotopové znaCenych standardl. Popisovany zvoleny
postup a provedeni valida¢nich testl vychazel z doporuc¢eni EMA (EMA, 2019).

V ramci provedené studie byla stabilita latek za zvolenych podminek ovéfena na
koncentrac¢nich hladinach MQC a HQC.

3.3.1 Priprava roztoki

V pribéhu experimentl byly pouzivany roztoky s oznacenim I, Il a lll o rGzném pH za
ucelem zjisténi vlivu okyseleni roztoku na stabilitu analytu.

Roztok I: 1% acetonitril ve vodé

Roztok II: 1% acetonitril ve vodé okyselen 0,1% kyselinou mravenci

Roztok III: 1% acetonitril ve vodé okyselen 1% kyselinou mravenci

Priprava standard( testovanych latek (MIX-5-US):

Neznacené standardy (unlabelled standards, US) byly navazeny a rozpustény v danych
rozpoustédlech tak, aby vychozi koncentrace kazdého US byla 1x102mol/l. Smés téchto 5
standard( byla dale fedéna roztoky I, Il a lll do koncentraéni fady 1x102 - 1x107 mol/l —
3 sady US v roztocich |, Il nebo Il (Tab.2).

Priprava zasobniho roztoku izotopicky zna¢enych internich standardi (MIX-2-1S):
Vychozi koncentrace roztok( Ds-levodopy (Ds-L-DOPA) i Ds-dopaminu (Ds-DA) byla
1x102 mol/l. Ty byly nasledné fedény roztoky I, Il a lll do koncentrac¢ni fady 1x103 -

1x10® mol/l (Tab.3). Vysledné latkové mnozstvi kazdého IS v nastiiku bylo 1 pmol.
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Tab.1 Struktury a molarni hmotnosti analyt( a jejich isotopové znacenych standardi
(ve formé dodané vyrobcem)

Nazev latky

Zkratka Molarni hmotnost Struktura

Dopamin
hydrochlorid

Levodopa

N-methyl-
salsolinol
hydrobromid

Salsolinol
hydrobromid

Salsolinol-1-
karboxylova
kyselina

Ds-levodopa

Ds-dopamin

NH,
DA . HCI 189,64 < HCI
OH
OH

L-DOPA 197,19

3

SAL . HBr 260,13 *HBr

0]
3 OH
HO T NH2
OH
Bee
* HBr
NMS . HBr 274,15 . -
CHs
HO 2N
HO” X A NH
CH3

SCA 223,23
OH
D 0
P QOH
Ds-L-DOPA 200,21 O o NH
OH
D D
HO._- NH, * HCI
Ds-DA . HCI 193,67 |
o s 0P
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Tab.2 Schéma redéni US

Jednotlivé US

Roztok US (DA, L-DOPA, MIX-5-US  MIX-5-US  MIX-5-US  MIX-5-US
NMS,SAL,
SCA)
Vychozi konc. [mol/l] 1x1072 1x103 1x104 1x105 1x106
Pozadovana konc.
1x1073 1x104 1x103 1x10® 1x107
MIX-5-US [mol/l]
Celkovy objem [ul] 100 100 100 100 100
Pipetovany objem 90 90 90 90 90
roztoku I, Il nebo I [ul]
Pipetovany objem US [ul] 10 10 10 10 10
Tab.3 Schéma fedéni IS
Roztok IS Ds-L-DOPA D4-DA MIX-2-1S MIX-2-1S MIX-2-1S
Vychozi konc. [mol/l] 1x1072 1x1072 1x103 1x104 1x10%
Pozadovana konc. MIX-2-IS
1x103 1x10 1x10° 1x106
[mol/l]
Celkovy objem [ul] 100 100 300 100
Pipetovany objem roztoku
80 90 270 90
I, I nebo I [pl]
Pipetovany objem IS [ul] 10 10 10 30 10
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3.3.2 Priprava QC vzorkt a kalibrac¢ni krivky

VSechny QC vzorky byly pfipravovany v technickych triplikatech, do tfi testovanych roztokul
[, I, 1l (Tab.4).

Vzorky na hladiné MQC obsahovaly 30 pmol kazdého US a 1 pmol kazdého IS
v nastiiku. Do vialek bylo napipetovano 30 pl MIX-5-US o koncentraci 1x10* mol/l, 10 pl
MIX-2-1S o koncentraci 1x10° mol/l a doplnéno 60 pl roztoku I, Il, nebo Il na celkovy objem
100 pl (3 sady MQC vzorka).

Vzorky na hladiné HQC obsahovaly 50 pmol kazdého US a 1 pmol kazdého IS v
nastfiku. Do vialek bylo napipetovano 50 upl MIX-5-US o koncentraci 1x10“ mol/l, 10 pl
MIX-2-1S o koncentraci 1x10° mol/l a doplnéno 40 pl roztoku I, Il, nebo Il na celkovy objem
100 pl (3 sady HQC vzorku).

Tab.4 Priprava QC vzorkl

Vychozi roztoky a jejich objemy

MIX-5-US 1x10* MIX-2-1S 1%x10° Roztok I (Il nebo IIl)
mol/l [ul] mol/l [pl] [ui]
MQC 30 10 60
HQC 50 10 40

Kalibraéni kfivka byla pfipravena jako sedmibodova (resp. osmibodova v pfipadé testu
stability béhem 3 cykll rozmrazovani) pro kazdy z roztokd |, I, Ill. Jednotlivé body byly:
0,05 pmol; 0,1 pmol; 0,5 pmol; 1 pmol; 5 pmol; 10 pmol; 50 pmol (a 100 pmol) MIX-5-US/
1pmol MIX-2-IS na 10 pl nastfiku.

Do sklenénych vialek byl napipetovan pfislusny objem MIX-5-US, poté 10 pl MIX-2-IS
a doplnéno do objemu 100 pl roztoky I, Il nebo Ill (viz Tab.5). Kalibra¢ni kfivka byla

pfipravovana vzdy Cerstva, pro kazdy typ experimentu.
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Tab.5 Priprava kalibracni kfivky

Vychozi roztoky a jejich objemy

Kalibrac¢ni bod MIX-5-US MIX-5-US MIX-5-US MIX-5-US MIX-2-1S Roztok I (Il
(V=100 pl) 1x10“mol/l 1%x10°mol/l 1x10®mol/l 1%x107"mol/l 1%x10°mol/l nebo II) [ul]

[u1] [u1] [u] [ul] [u1]

1 - - - 5 10 85
5 ] ] 1 - 10 89
3 - - 5 - 10 85
4 - 1 - - 10 89
5 ) 5 - - 10 85
6 - 10 - - 10 80
7 5 - - - 10 85

(8) 10 - - - 10 80

3.3.3 Stabilitni testy

o Test kratkodobé stability analyti

Cilem tohoto testu bylo zmapovat miru stability standardd béhem standartnich podminek
nakladani se vzorkem v laboratornich podminkach — tj. jaky vliv maji na jejich stabilitu
faktory jako zména teploty, svétlo a délka vystaveni t€émto podminkam.

Pro kazdy z testovanych roztokd I, Il a lll byla pfipravena a analyzovana sedmibodova
kalibracni kfivka. V ramci experimentu byly pfipraveny tfi sady vzork( (¢as 0, AT -
autosampler temperature, RT - room temperature) na dvou hladinach (MQC, HQC),
vS§echny v technickych triplikatech. Sada vzorku ,as 0“ byla analyzovana ihned po pfidavku
smési MIX-2-IS do vialky, sou¢asné s body kalibracni kfivky.

Sady vzorkG AT a RT byly pfipraveny a uskladnény bez pfidavku smési MIX-2-1S.
Béhem uskladnéni byly latky vystaveny testovanym podminkam a zméfeny v €ase po 24
hodinach (sada vzorku ,24 hod“) a 48 hodinach (sada vzorkl ,48 hod“). Smés MIX-2-IS
byla uchovavana v mrazaku pfi-80 °C a byla do vzorkl vZdy pfidana pfed samotnou UPLC-
MS/MS analyzou:

» Vzorky AT byly pfipraveny do tmavych vialek a ihned po pfipravé byly umistény
do lednice (4 °C). Tyto podminky odpovidaly umisténi vzorku do autosampleru
UPLC-MS/MS pfi analyze sady vzorku.
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» Vzorky RT byly umistény do svétlych sklenénych vialek a ponechany na
laboratornim stole za pokojové teploty az do doby analyzy na UPLC-MS/MS.

Jako blanky byly pouzity Cisté roztoky |, II, Il bez pfidavku MIX-5-US a MIX-2-IS, které

byly uskladnény a analyzovany za identickych UPLC-MS/MS podminek jako sady vzorku.

o Test dlouhodobé stability analytt
Tento test by mél poskytnout informace o podminkach, v jakych mohou byt latky
dlouhodobé skladovany pfed UPLC-MS/MS analyzou, aniz by doSlo k jejich degradaci.
Pro tento experiment byly pfipraveny dvé sady vzorkd, z nichz prvni byla po pfipravé
do sklenénych vialek uskladnéna v -20 °C (sada vzorku ,-20 °C*) a druha v -80 °C (sada
vzorku ,-80 °C*). Kazda ze sady obsahovala latky na dvou hladinach (MQC, HQC). Vzorky
byly pfipraveny jako MIX-5-US v pfislusnych objemech a rGznych testovanych solventech
(I-111) (Tab.2, 3, 4). Kazda z testované koncentrace byla pfipravena v triplikatu. Vzorky byly
nasledné méfeny po 5 tydnech skladovani, s pouzitim Cerstvé pfipravené kalibragni kfivky.
K rozmrazenym vzorkim MIX-5-US (v roztocich I-Ill) byly pfed UPLC-MS/MS analyzou
pfidany interni standardy (MIX-2-1S) o pfisludné koncentraci a roztoky I, Il nebo Il
v pfislusnych objemech. Jako blanky byly pouzity &isté roztoky I, Il, 1l vystavené stejnym
skladovacim podminkam jako vzorky a byly analyzovany za identickych podminek spole¢né

se vzorky a kalibraéni kfivkou.

e Test stability analytt béhem 3 cyklt rozmrazovani

Ugelem tohoto experimentu bylo stanovit vliv opakovaného rozmrazovani na stabilitu
analytu. Stabilita latek byla testovana pfi 3 cyklech zmrazeni a rozmrazeni. Mezi kazdym
cyklem byly vzorky pokazdé zmrazeny po dobu 24 hodin, nez byly opétovné rozmrazeny
a analyzovany.

Vzorky byly pfipraveny na koncentracnich hladinach MQC a HQC, pro vSechny roztoky
[, Il, 1ll, a to celkem ve 4 sadach (,cyklus 0% ,cyklus 1% ,cyklus 2% ,cyklus 3%). V tomto
experimentu byly vzorky mezi jednotlivymi testovanymi cykly zamrazeny a uchovavany
v hlubokomrazicim boxu pfi -80 °C.

Do 1. sady vzorkl (,cyklus 0) obsahujici MIX-5-US a roztoky I, Il nebo Il byl pfidan
MIX-2-IS podle Tab.4 a tato sada byla nasledné zmérena, bez vystaveni analytd cyklu
zmrazovani a rozmrazovani. Spole¢né stouto sadou byla také pfipravena
a promérfena kalibracni kfivka v roztocich I-1ll (Tab.5). Ostatni vzorky (2., 3. a 4. sada) byly
uloZeny do hlubokomraziciho boxu (-80 °C).

VSechny vzorky 2., 3. a 4. sady byly nasledné po 24 hodinach z boxu vyjmuty,
rozmrazeny, a do sady ¢.2 byl pfidan MIX-2-IS podle Tab.4 a nasledné byla tato sada
zméfena na UPLC-MS/MS (,cyklus 1%). Ostatni vzorky (3. a 4. sada) byly po uUplném
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rozmrazeni opét vraceny zpét do hlubokomraziciho boxu. Po 24 hodinach byly sady €. 3
a 4 rozmrazeny, do 3. sady vzorku byl pfidan MIX-2-1S a nasledné byla tato sada zmérena
(,cyklus 2%). Vzorky sady €. 4 byly po Uplném rozmrazeni znovu vraceny zpét do
hlubokomraziciho boxu. Po dalSich 24 hodinach byla rozmrazena posledni sada €. 4, do

vzorkl byl pfidan MIX-2-IS a nasledné byla tato sada zmérena (,cyklus 3).

3.3.4 Analyza vzorkd pomoci UPLC-MS/MS

Po aplikaci vySe popsanych podminek jednotlivych testi byly vzorky spolu s kalibraénimi
standardy a blanky analyzovany pomoci UPLC-MS/MS. Metodika analyzy byla vyvinuta
vedouci prace, proto ji dale nepopisuji. Méfeni vzork( a pfipravé analyz jsem byla ovSem
pokazdé pfitomna a v jejich prabéhu jsem si osvojila zakladni principy této metody
a obsluhu konkrétniho pfistroje UPLC-MS/MS (pfiprava/doplnéni mobilni faze, instalace
a kondicionace kolony a predkolony, prace v programu MassLynx™ (Waters) - kontrola
prutoku a tlaku na koloné, pfiprava seznamu vzork(, spousténi analyz). Ziskana data byla
vedouci zpracovana v programu TargetLynx™ (Waters) a prevedena do tabulkového
procesoru Microsoft Excel, kde jsem je poté sama zpracovala a prevedla do graf, které

dale uvadim.
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4 VYSLEDKY

Zméfené koncentrace testovanych latek ve vzorcich po aplikaci danych podminek byly
vztazeny ke koncentraci IS, které byly pokazdé pfidany az pfed analyzou vzork( a nebyly
tudiz ovlivnény podminkami testt. Uvadéné hodnoty v tabulce a grafech jsou procentualni
koncentrace testované latky ve vzorku vztazené ke zvolenému IS s vyjadfenim standartni

smeérodatné odchylky (SD) vypocétené z triplikatu testovanych vzorkd.

4.1 Test kratkodobé stability

Sada vzork(l RT byla v tomto testu vystavena plisobeni svétla a pokojové teploty, druha
sada AT byla skladovana ve tmé a pfi teploté 4 °C. Po 24 hodinach a 48 hodinach plsobeni
podminek byly vzorky analyzovany. Vysledky jsou prezentovany v grafech (Obr.4 - 13).

Ze srovnani AT a RT hodnot v ramci MQC nebo HQC hladin u kazdé latky Ize vyvodit,
ze rozdil mezi témito sadami byl minimalni a vysledky se shoduji pro obé testované
koncentrace. Rozdil mezi hodnotami naméfenymi v ¢ase 24 hod a 48 hod u vSech latek na
obou hladinach byl taktéz nepatrny. Z toho vyplyva, ze vystaveni latek svétlu, skladovani
vzorku pfi pokojové teploté ani délka plsobeni téchto podminek nemély zasadni vliv na
stabilitu testovanych standard(. Testované latky vykazovaly stabilitu po celou dobu
provadéni testu.

Zkoumany analyt SAL vroztoku Il vykazoval na hladiné MQC mirny pokles
koncentrace (pfiblizné na 80-85 %), ten byl ale pozorovan u obou sad AT i RT, v dobé po
24 i 48 hodinach, navic podobny trend neni potvrzen u HQC vzorkd vystavenych stejnym
podminkam. Podobnou tendenci Ize sledovat i u ostatnich MQC vzorkd analytd, kde doslo
k mirné degradaci, jez se nevyskytuje na hladiné HQC. V pfipadé SCA byly vSechny
hodnoty zméfené v roztoku Il mirné nizsi (pfiblizné o 10 %) oproti zbylym roztokdm,
s nejniz8imi hodnotami na hladiné MQC, sady AT: 78,31 % £ 2,50 % po 24 hodinach
a 74,35 % £ 0,58 % po 48 hodinach. Obdobné také u latky L-DOPA byl pozorovan ubytek
latky v roztoku 11l na hladiné MQC v obou sadach (sada AT: 79,13 % + 2,44 % po 24
hodinach a 76,50 % + 0,73 % po 48 hodinach). Také MQC vzorky DA v roztoku Ill mirné
degradovaly, znatelngji v sadé AT (86,16 % * 2,96 % po 24 hodinach a 84,00 % + 0,74 %

po 48 hodinach). U obou analytd na hladiné HQC ovSem nebyl potvrzen tento trend.
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Obr.4 Procentuéini koncentrace SAL (testovaného v roztocich I, Il, Ill) na hladiné MQC, po aplikaci

podminek testu (vlevo sada RT, vpravo sada AT) v ¢ase po 24 hod a 48 hod. Grafy zobrazuji hodnoty
priméru £ SD (n = 3).
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Obr.5 Procentuélni koncentrace SAL (testovaného v roztocich I, Il, Ill) na hladiné HQC, po aplikaci

podminek testu (vlevo sada RT, vpravo sada AT) v ¢ase po 24 hod a 48 hod. Grafy zobrazuji hodnoty
praméru £ SD (n = 3).
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Obr.6 Procentualni koncentrace NMS (testovaného v roztocich I, Il, Ill) na hladiné MQC, po aplikaci
podminek testu (vlevo sada RT, vpravo sada AT) v ¢ase po 24 hod a 48 hod. Grafy zobrazuji hodnoty

priméru £ SD (n = 3).
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Obr.7 Procentuélni koncentrace NMS (testovaného v roztocich I, Il, Ill) na hladiné HQC, po aplikaci
podminek testu (vlevo sada RT, vpravo sada AT) v ¢ase po 24 hod a 48 hod. Grafy zobrazuji hodnoty

praméru £ SD (n = 3).
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Obr.8 Procentualni koncentrace SCA (testované v roztocich 1, Il, lll) na hladiné MQC, po aplikaci

podminek testu (vlevo sada RT, vpravo sada AT) v ¢ase po 24 hod a 48 hod. Grafy zobrazuji hodnoty
priméru £ SD (n = 3).
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Obr.9 Procentualni koncentrace SCA (testované v roztocich I, I, lll) na hladiné HQC, po aplikaci

podminek testu (vlevo sada RT, vpravo sada AT) v ¢ase po 24 hod a 48 hod. Grafy zobrazuji hodnoty
priméru £ SD (n = 3).
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Obr.10 Procentualni koncentrace L-DOPA (testované v roztocich 1, Il, 1ll) na hladiné MQC, po aplikaci
podminek testu (vlevo sada RT, vpravo sada AT) v ¢ase po 24 hod a 48 hod. Grafy zobrazuji hodnoty

priméru £ SD (n = 3).
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Obr.11 Procentualni koncentrace L-DOPA (testované v roztocich I, Il, Ill) na hladiné HQC, po aplikaci
podminek testu (vlevo sada RT, vpravo sada AT) v ¢ase po 24 hod a 48 hod. Grafy zobrazuji hodnoty

priméru £ SD (n = 3).
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Obr.12 Procentualni koncentrace DA (testovaného v roztocich I, Il, Illl) na hladiné MQC, po aplikaci

podminek testu (vlevo sada RT, vpravo sada AT) v ¢ase po 24 hod a 48 hod. Grafy zobrazuji hodnoty
praméru £ SD (n = 3).
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Obr.13 Procentualni koncentrace DA (testovaného v roztocich I, I, Ill) na hladiné HQC, po aplikaci

podminek testu (vlevo sada RT, vpravo sada AT) v ¢ase po 24 hod a 48 hod. Grafy zobrazuji hodnoty
praméru £ SD (n = 3).
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4.2 Test dlouhodobé stability

Pripravené sady vzork( byly vystaveny rlznym podminkam uskladnéni (-20 °C nebo
-80 °C) a po 5 tydnech byly vzorky (s pfidavkem Cerstvych IS) pfeméfeny proti Cerstvé
kalibra¢ni kfivce. Vysledné procentualni koncentrace analytl kvantifikované ve vzorcich
proti IS (jez nepodléhaly testovanym podminkam), jsou znazornéné v Tab.6.

Ze ziskanych dat vyplyva, ze teplota, pfi niz byly latky v tomto experimentu uskladnény,
méla minimalni vliv na jejich stabilitu. V ramci jednotlivych QC vzorkd nebyl mezi sadami
,-20 °C* a ,-80 °C* signifikantni rozdil (jednotky %). Vysledky byly srovnatelné taktéz pro
obé testované koncentrace MQC a HQC.

TFi z péti testovanych latek vykazovaly pfi dlouhodobém skladovani vzorku ¢aste¢nou
nestabilitu — u SAL, NMS a DA doSlo ve vSech testovanych sadach k degradaci.
Koncentrace SAL a NMS klesla v roztoku Il az pod 50 %. Latky SCA a L-DOPA se jevily
celkové stabilngjsi, s vyjimkou SCA v testovaném roztoku Ill. Naopak pouZziti roztoku | a ll
mélo na latku SCA protektivni charakter a k degradaci latky téméfr nedochazelo. Pro latku
L-DOPA nemél typ pouZzitého solventu na jeji stabilitu vliv a k degradaci latky pfi
dlouhodobém skladovani nedochazelo v podstaté vibec.

Z testovanych roztok( byl nejméné vhodny roztok Ill. Ve srovnani s pouzitym roztokem
| byl u vSech analytd rozpusténych v roztoku Ill zaznamenan pokles koncentrace o 15 % az
20 %. Rozdil mezi roztoky | a Il byl menSi/roven 10 % (kromé latky NMS na hladiné HQC

pfi -20 °C, kde je ovSem také vétSi SD méreni).
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Tab.6 Koncentrace testovanych latek (v roztocich I, Il, Ill) na hladinach MQC a HQC po 5 tydnech
skladovani pri teploté -20 °C nebo -80 °C. Uvedeny jsou primérné procentualni hodnoty a jejich SD
(n=23).

roztok | roztok Il roztok Il

lgtka hladina  teplota  Prumér[%] SD[%]  pramér[%] SD[%] primér[%] SD [%]

-20 °C 65,50 0,68 64,12 0,72 49,87 1,18

mac -80 °C 66,12 0,20 61,64 0,28 46,62 2,53

AL -20 °C 63,56 0,74 59,04 0,71 47,63 0,78
Hac -80 °C 60,38 0,19 55,53 1,74 44,57 1,53

-20°C 61,90 0,81 57,92 0,20 46,62 1,56

mac -80 °C 63,16 1,23 57,21 0,58 44,28 1,59

NMS -20 °C 59,22 0,28 46,99 8,58 44,74 0,18
Hac -80 °C 57,16 0,99 50,55 1,99 41,80 1,22

-20°C 91,68 0,50 89,56 1,20 72,24 2,13

s mac -80 °C 93,13 0,99 86,99 0,66 67,66 3,67
-20°C 93,49 1,38 87,49 1,62 73,63 1,00

Hac -80 °C 90,61 0,50 82,67 3,55 69,42 2,78

-20 °C 110,46 6,96 113,21 0,56 97,49 3,48

LDOPA mac -80 °C 118,63 0,76 111,49 1,97 93,14 4,63
-20 °C 121,19 1,43 114,00 1,78 101,32 0,72

Hac -80 °C 117,29 0,90 107,58 5,30 95,33 3,25

-20 °C 68,98 2,74 68,05 0,23 59,78 1,62

mac -80 °C 72,96 0,93 66,19 1,73 56,27 2,54

PA -20°C 72,72 1,18 66,28 0,97 59,18 0,20
Hac -80 °C 70,30 0,83 62,22 2,16 55,16 1,17

4.3 Test stability béhem 3 cyklli rozmrazovani

Byl hodnocen vliv opakovaného rozmrazovani na stabilitu analytl: 4 sady vzorkd byly
vystaveny 3 cykllm zmrazeni (-80 °C) a rozmrazeni, v intervalech 24 hodin.

V pfipadé testovaného analytu SAL (Obr.14) byly u vétSiny vzork(h pomérné vysoké SD,
coz znesnadfiovalo vyhodnoceni. Tato nepfesnost mohla byt zplsobena chybou pfi
pipetovani vzorkd. Na hladiné MQC ani HQC se oviem nevyskytl zasadni ubytek latky,
s vyjimkou cyklu 3 u HQC vzorkd v roztoku IIl (pokles na 80,9 % + 18,9 %).

NMS byl na hladiné MQC i HQC ve vSech testovanych roztocich stabilni (Obr.15). Vliv
na stabilitu této latky nemélo ani pouZité rozpoustédlo, latka nedegradovala ani v jednom
Z nich.

Co se tyka SCA (Obr.16), taktéz se jevila na obou hladinach stabilni — koncentrace

testu dlouhodobé stability, vtomto experimentu byly hodnoty v testovaném roztoku Il
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Koncentrace [%]

srovnatelné s roztoky | a Il. L-DOPA i DA se ukazovaly jako stabilni na hladinach MQC
i HQC, ve vSech testovanych roztocich (Obr.17 a 18). Pouzité rozpoustédlo nemélo na
stabilitu latek vliv.

VyS§Si hodnoty ziskané v pfipadé HQC vzorku 3. cyklu analytd NMS, SCA, L-DOPA
a DA vroztoku Il a vysoké SD v pfipadé vSech analytd v roztoku Il na hladiné HQC
v 3.cyklu, byly pravdépodobné zplsobeny nepresnym pipetovanim pfi pfipravé vzorkd,
nebo chybou méreni. Jelikoz podobny trend latky nevykazovaly na hladiné MQC, nejednalo
se pravdépodobné o degradaci vlivem zmény teplot. Vzorky na hladiné HQC, oproti
vzorkiim MQC, vykazovaly u vSech zkoumanych latek mirné vétsi kolisani koncentraci, jak
mezi cykly 1-3, tak mezi roztoky I-lII.
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Obr.14 Vliv 3 cykli zmrazeni a rozmrazeni na stabilitu SAL v roztocich I, Il nebo Il na koncentracni
hladiné MQC (vlevo) a HQC (vpravo). Grafy zobrazuji hodnoty praméru + SD (n = 3).
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Obr.15 Viiv 3 cykli zmrazeni a rozmrazeni na stabilitu NMS v roztocich I, Il nebo Il na koncentracni
hladiné MQC (vlevo) a HQC (vpravo). Grafy zobrazuji hodnoty praméru £ SD (n = 3).
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Obr.16 Viiv 3 cykli zmrazeni a rozmrazeni na stabilitu SCA v roztocich I, Il nebo Ill na koncentracni
hladiné MQC (vlevo) a HQC (vpravo). Grafy zobrazuji hodnoty praméru + SD (n = 3).
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Obr.17 Vliv 3 cyklt zmrazeni a rozmrazeni na stabilitu L-DOPA v roztocich I, Il nebo Ill na koncentracni
hladiné MQC (vlevo) a HQC (vpravo). Grafy zobrazuji hodnoty praméru £ SD (n = 3).

42



Koncentrace [%]

140
120
100
80
60
40

20

140
120
I
100

80

60

Koncentrace [%]

40
20

1.cyklus 2.cyklus 3.cyklus
rozmrazeni rozmrazeni rozmrazeni

I ES
roztok |
M roztok Il
M roztok Il
1.cyklus 2.cyklus 3.cyklus

rozmrazeni  rozmrazeni  rozmrazeni

Obr.18 Viiv 3 cyklt zmrazeni a rozmrazeni na stabilitu DA v roztocich I, Il nebo Ill na koncentracni hladiné
MQC (vlevo) a HQC (vpravo). Grafy zobrazuji hodnoty prdméru + SD (n = 3).
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5 DISKUSE

V experimentalni ¢asti této prace byl hodnocen stabilitni parametr vybranych TIQ derivata
(SAL, NMS, SCA) a jejich prekursord (L-DOPA, DA) na zakladé 3 provedenych
experimentl, béhem nichz byla testovana kratkodoba stabilita, dlouhodoba stabilita
a stabilita analytll béhem 3 cykll rozmrazovani. VSechny latky byly rozpustény v Cistych
rozpoustédlech (roztoky I, II, Ill) s riznou mirou okyseleni.

Test kratkodobé stability nepotvrdil zasadni vliv pasobeni svétla, tepla, ani délky
pusobeni téchto podminek na stabilitu testovanych latek. U vSech latek v roztoku Ill I1ze sice
na hladiné MQC pozorovat sniZzeni koncentrace, tento jev se ovdem vyskytuje v obou
sadach AT i RT, podobné v ¢ase 24 hod i 48 hod. Tyto podminky zde tedy pravdépodobné
nehraji roli. Potvrzeni tohoto trendu navic nelze sledovat u HQC vzork(l. Da se tudiz
predpokladat, ze b&éhem pfipravy vzorkd, jejich dalsi manipulaci a analyze v autosampleru
(az po dobu 48 hodin) nedochazi k zasadni degradaci téchto latek.

Vysledky testu dlouhodobé stability ukazuji trend ubytku nékterych analytli, zejména
SAL, NMS a DA pfi uskladnéni v danych roztocich po dobu 5 tydnd. Dle doporu¢eni EMA
je prijatelné stabilitu malych molekul stanovenou pfi uréité teploté (-20 °C) pfedpokladat
i pro teploty nizSi (-80 °C) (EMA, 2019). Aplikovana teplota uskladnéni (-20 °C nebo -80 °C)
v experimentech nehrala roli, vysledky ziskané pfi obou teplotach byly podobné.

Test stability béhem 3 cykld rozmrazovani v souhrnu neprokazal zasadni degradaci
testovanych latek, da se tedy tvrdit, Ze rozmrazovani vzorkll nepfedstavuje velké riziko pro
koncentraci 80,9 % £ 18,9 %, resp. 85,19 % * 8,94 %.

Stabilita analytd byla testovana v roztocich I-lll, vyhodnocovan byl vliv okyseleni
roztoku na moznou (auto)oxidaci zkoumanych latek a jejich pfechod na nestabilni
chinonovou formu. Data zméfena v této praci nepotvrzuji predpoklad, Zze by nejvice
okyseleny roztok (l11) byl nejvice protektivni proti oxidaci (a degradaci) zkoumanych latek.
U vétSiny vzorkl v testech kratkodobé stability a stability béhem 3 cykll rozmrazovani nebyl
mezi pouzitymi roztoky I-lll pozorovan zasadni rozdil. Ur€ity trend Ize sledovat ve
vysledcich testu dlouhodobé stability, kde se z testovanych roztokud jevi nejméné vhodny
roztok Ill, pro vSechny zkoumané latky. NejzfetelngjSim pfikladem je SCA, u niz se
koncentrace v roztocich | a Il pohybuje kolem 90 %, ale v roztoku Il doslo k ubytku latky na
pfiblizné 70 %.

Ackoliv je agenturou EMA doporucovano provadét vlastni stabilitni studie zkoumanych
latek (spoléhat se na data uvadéna v literatufe neni dostatecné) (EMA, 2019), v pfipadé
TIQ derivatd jsem pfi provadéni reSerSe nenalezla mnoho studii zabyvajicich se jejich

stabilitou. Obecné je pravdépodobné jejich stabilita pfedpokladana, a to v souvislosti
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s aromatickym charakterem a planarni strukturou této skupiny latek (Martin, 1963;
DeCuypere, 2008).

Dostatek literatury je mozné naijit ohledné stability katecholaminu, které jsou chemicky
nestabilni, nachylné k oxidaci a degradaci v prostfedi s vy§§im pH. VétSinou je proto s nimi
pracovano pfi nizSich teplotach a bez vystaveni svétlu, ve snaze zabranit jejich oxidaci
(Bicker, 2013).

Hipdlito a kol. ve svém prehledovém ¢lanku posuzuji roli SAL v etiologii alkoholismu,
jez je povazovana za kontroverzni kvili nejednotnym hlasenim zvy$ené koncentrace SAL
v mozkové tkani po konzumaci alkoholu (Hipdlito, 2012). Rozporuplnost publikovanych
oSetfeny — mezi nimi i stanoveni stability (Ci pfipadné nestability) zkoumanych latek (dale
také analytickym omezenim pouzitych metod, technice pfipravy bez pouZiti isotopicky
znaCenych internich standardd, nakladani se vzorky, nebo vlivu stravy).

Studie DeCuypere a kol. (2008) je jedna z mala studii hodnoticich stabilitu TIQ derivata.
Tito autofi zkoumali regionalni distribuci vybranych TIQ derivati (1,2,3,4-TIQ; N-methyl-
TIQ; 1-benzyl-TIQ; (R/S)-SAL; N-methyl-(R/S)-SAL; norsalsolinol; DA; kyselina 3,4-
dihydroxyfenyloctova a kyselina homovanilova) v mozkové tkani, a také jejich stabilitu za
pouziti *H-NMR spektroskopie. Jejich vysledky mimo jiné indikuji, Ze v8echny zkoumané
latky byly ve vodnych roztocich tepelné stalé, nevykazovaly zadné strukturni zmény po
vystaveni riiznym tepelnym podminkam (22 °C, 37 °C a 60 °C) v délce az 28 dni, ani béhem
cykli zmrazeni a rozmrazovani (-80 °C/22 °C).

Siddhuraju a Becker (2001) kvantifikovali L-DOPA, methylované a nemethylované TIQ
derivaty (L-3-karboxy-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin a 1-methyl-3-karboxy-
6,7-dihydroxy-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin) v semenech rostliny Mucuna pruriens. Jejich
studie ukazala, ze vSechny latky byly stabilni ve vodnych roztocich po dobu 2 dna pfi 2 °C
a po dobu 8 hodin pfi 22 °C. Pfi skladovani po dobu 3 dnt pfi 2 °C v roztoku 0,1N kyseliny
chlorovodikové taktéz nedochazelo ke znatelné degradaci, zvySeni teploty na 22 °C pak
pfineslo ubytek latek o 10-15 %.

Ve srovnani s uvedenymi studiemi se vétSina vysledki dosazenych v této praci
shoduje. Béhem testl kratkodobé stability nedoslo k vyznamnému Ubytku latek, jenz by
probihal shodné na obou testovanych hladinach MQC i HQC. Siddhuraju a Becker (2001)
pfi skladovani vzorkll ve 2 °C taktéz nepozorovali degradaci, pfi pokojové teploté pak
mirnou. Studie DeCuypere a kol. nepozorovala vyznamnou nestabilitu, a to ani pfi vysSich
teplotach. Ve shodé jsou i vysledky testu stability béhem 3 cyklt rozmrazovani, kdy bylo
prokazano, ze tyto podminky nepredstavuiji riziko degradace pro testované latky. Testovani

dlouhodobé stability zmrazenych latek nebylo provedeno ani v jedné studii. Pravé v tomto
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testu byla u tfi z péti testovanych latek (SAL, NMS a DA) prokazana ¢astecna nestabilita,

a to ve vSech sadach.
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6 ZAVER

V teoretické  Casti  pfedlozené bakalafské prace byla popsana  skupina
tetrahydroisochinolind, jejich souvislost s etiologii PD a dale jednotlivé parametry validace
bioanalytickych metod, v€etné parametru stabilitniho. Ten byl hodnocen u vybranych TIQ
derivatu a jejich prekursoru v experimentalni ¢asti na zakladé tfi provedenych experimentd.

PFi porovnani testovanych analyt byly vysledky ziskané po aplikaci danych podminek
u vétsiny z nich srovnatelné. Uréity rozdil byl pozorovan mezi MQC a HQC vzorky vSech
analytl v testu kratkodobé stability, v testu stability b€hem rozmrazovani pak urcita chyba
pfi méfeni HQC vzork(, obdobna u vétsiny latek. Rozdil mezi pouzitymi latkami Ize nalézt
v testu dlouhodobé stability, kdy u tfi z péti latek doslo k Easteéné degradaci.

Manipulace se vzorkem na laboratornim stole neodhalila tendenci TIQ derivatd ani
jejich prekursort k degradaci, a to ani pfi skladovani na svétle a pfi pokojové teploté po
dobu az 48 hodin. Kratkodobé se v3echny testované analyty jevily jako stabilni, bez ohledu
na pouzité rozpoustédlo. Soulasné nebyl sledovan ani negativni vliv opakovaného
rozmrazeni vzorku na jeho stabilitu. Jistd nestabilita latek byla zjisténa béhem
dlouhodobého skladovani vzorku pfed UPLC-MS/MS analyzou, a to jak pfi teploté -20 °C
tak i -80 °C. Toto zjisténi poukazuje na nevhodnost zamrazovani a dlouhodobého
uskladfiovani jiz pfipravenych a v rozpoustédle rozpusténych vzork(. Vzorky pfipravené pro
UPLC-MS/MS analyzu by mély byt bez odkladu zpracovany.

Nicméné, toto zjisSténi neznamena zasadni problém pro samotné stanoveni latek ve
vzorcich. V ramci bioanalytickych metod je doporuceno pfipravovat soucasné se vzorky
také externi kalibracni kfivku, a to na identické, pfipadné arteficialni matrici, a to za
podminek shodnych se zpracovanim vzorkl (EMA, 2019). Navic se pfi zpracovani realnych
vzorkl predpoklada pouziti isotopové znaCenych analogu jako IS. Timto pfistupem jsou
pfipadné ztraty latek ve vzorcich oSetfeny tak, aby kvantifikace analytl davala spravné
vysledky.

V ramci bakalafské prace byla studovana stabilita latek v Cistych rozpoustédlech, bez
vlivu matrice biologického materialu. PIna validace by méla dale pokradovat ovéfenim
stability metabolit(l také v pfitomnosti pozadi biologické matrice, jako je napf. mozkomisni
mok, sérum, mo¢ nebo mozkova tkarn. PIné validovana metoda by pak méla byt vyuzita pro
stanoveni TIQ derivatd a katecholaminG u pacientd s diagnostikovanou PD a vysledky
studie by mély potvrdit nebo vyvratit moznost vyuziti téchto latek jako moznych markert

neurodegenerativnich onemocnéni.
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