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1 Uvod

S chiralni diskriminaci se setkavame ve vSech biokych systémech,
protoZe Zzivy organismust@dstavuje komplexni soustavu chiralnich komponent.
Enantiomery mohou mit vlivem rozdilnych enantiok&laich interakci s receptory
odlisné @inky. MiZe se jednat o rozdilnou ahdi vuni, odliSné terapeutické nebo
naopak toxické &inky l&civ, rozdilné gisobeni jednotlivych enantiomiepesticidi
aj.! Odlisné chovani enantioniefe nejisnsji sledovano u l&v. V sousasné dob
je sice je&t mnoho |ék vyrakéno a gedepisovano ve fortnracematu, kde pouze
jedna forma ma pozadované terapeuticki@ky, zatimco druha dze byt oznéena
za izomerni balast, v horSinipac mize mit nezadouci vedlejs¢itky nebo niize
byt primo toxicka. Novy trend vyvoje farmak vSak &uje k postupné nahrad
racematu pouzecinnym enantiomerem, tzv. ,chiral switching®.

V souvislosti s vyvojem selekti¢énpasobicich biologicky aktivnich latek je
nutné vypracovavat rychlé, selektivni a citlivé mi@separani metody, & jiz pro
Gcely mezioperéni kontroly i jejich syntéze, hodnoceni kontafch forem
preparai nebo pro pdtby klinickych¢i ekotoxikologickych studii.

K separaci stereoizomerse vyuZzivaji chromatografické a elektromigria
metody, nejastji vysokolinna kapalinovd chromatografie (HPLC) a plynova
chromatografie (GC). VSeobegtrsilici poptavka po vyvoji novych metodik pro
separaci chiralnich latek se promitla i do oblastniaturizovanych sepataich
technik, gedevSim do kapilarni elektroforézy (CE), micelaeiektrokinetické
chromatografie (MEKC), kapilarni elektrochromatdgra(CEC) a sporadicky do
kapilarni kapalinové chromatografie (cLC). VyudtiC je orientovano igvazr na
achiralni separace. Tento fakt souvisi se skuisti, Ze zatimco vy komegné
dostupnych kapilarnich kolon, naphrych achiralnim sorbentem, je dnes prakticky
stejreé Siroky jako v pipadt klasickych kolon pro HPLC, chiralni kapilarni kalp
nejsou komeme dostupné a jsou omezeny pouze na kolony laborapsioravené.

Dominantni postaveni v oblasti chiralnich sepa(mdi vyvoje, tak aplikaci)
zaujima HPLC, ve které se chiralni presli potebné k separaci enantiomerytvari
za pouziti chiralnich stacionarnich fazi (CSPJledani vhodné CSP, respektive
vhodného chirélniho selektoru (CS), schopného titafiestaténé stereoselektivni
interakce s analyty, jgasto velmi obtizné vzhledem k tomu, Ze i strukiuelmi

podobné latky mohou vykazovat zna odliSné stereoselektivni chovani. Hlavni



smer ve vyvoji novych nebo modifikovanych CS resp. 8Rangren na dosazeni
jejich dostaténé univerzalnosti, umagjici separovat Siroky okruh i zé&
strukturre rozdilnych latek. K takovym chirdlnim selekior pati bezesporu
I makrocyklick&a antibiotika (MA).



2 Cil

Naplni této disertai prace bylo sledovani retariho a enantiosepat@ho
chovani vybranych biologicky aktivnich latek metodavysoko&inné kapalinové
chromatografie a kapilarni kapalinové chromatograficLC) s chiralnimi
stacionarnimi fazemi na bazi makrocyklickych amtiid. Konkrétré se jednalo
o studiumctyi skupin strukturdé odlisSnych chiralnich anal§t(3-blokatory, profeny —
nesteroidni antirevmatika, derivaty chlorofenoxy@mnové kyseliny (CPPA)
a aminokyseliny s rozvenymietzcem) v sepataich systémech, kde jako chiralni
selektory (CS) vazané na silikagelovém tiosiouzily teikoplanin (T) a teikoplanin
aglykon (TAG). Pozornost byla soistina jednak na vliv modifikace struktury
chiralniho  selektoru (teikoplanin vs. teikoplanin glykon) na retenci
a enantioseparaci vybranych analg jednak na vliv pokryti silikagelového nési
chiralnim selektorem. Dale byla porovnana separatentiomel v HPLC
s kometn¢ dostupnymi kolonami a v cLC, kde j&eba kapilarni kolony fipravit.

Chiralni kapilarni kolony byly otestovany a evalaay.



3 Teoreticka éast

3.1 Vysokoinna kapalinova chromatografie

Vysoko&inna kapalinova chromatografie jecidna, citlivda a robustni
separéni technika. Rednosti HPLC oproti plynové chromatografii je maogino
individualn® ovliviiovat separaci jak z&nou stacionarni faze, tak Znmou mobilni
faze, kterd neni pouze ndsim analytu, ale sama se podili na interakcich se
stacionarni fazi a ovliwje tak separaci anabjt Rozdlovaci HPLC dovoluje
pracovat ve dvou rozdilnych systémech - norméinémeverznim Fi separaci
v normalnim systému je polarita stacionarni fazesiynez polarita faze mobilni,
zatimco v reverznim systému je tomu naopakialiti let md HPLC také vyznamné

postaveni mezi metodami pouzivanymi p&edi enantiomé.

3.1.1 Miniaturizace ve vysokodinné kapalinové chromatografii

Vysoko&inné separai techniky se pod neustalym tlakem analytické grax
velmi rychle vyvijeji. Krond zdokonalovani teorie a instrumentace klasickych
separanich metod (HPLC, GC) a jejich propojeni zejméndanmmtnostni
spektrometrii (MS), se v instrumentaci postupgsiechazi na praci v mikro- az
nanongiitku. Mnohé z&chto technik byly peneseny i do planargipové podoby.
Podle vnitniho pameéru kolon se rozliSuje mikrokapalinova chromatogeginikro-
HPLC), kde se pouzivaji kolony sumim ptimérem 1,0 -2,1 mm, kapilarni
kapalinovA chromatografie s kolonami o wnitn piiméru 100 - 1000 um
a nanokapalinova chromatografie (nano-LC), jejilzokg maji vnitni pramer
25 - 100 unf.

Miniaturizace pinasi oproti konveini kapalinové chromatografii mnoho
vyhod, jako je Uspora rozpoudel, ktera musi byt v HPLC vyso¢ista, a tudiz jsou
velmi drah&. Nizka sptgba rozpougtel vede ke snizeni mnozstvi odpad diky
tomu je metoda cLC SetSi k Zivotnimu progedi. Kolony o malém pgmeéru
umoiuji dosazeni vyssi citlivosti detekce, nélidvkované vzorky jsou malé a jsou
zredsny mensim objemem mobilni fdZe Celkow mensi mnoZstvi jak mobilni, tak
stacionarni faze dovoluji SirSi Wb separanich podminek. Maly vnihi primér

~=r vz

chromatografu s hmotnostnim spektromefteBalsi velkou pednosti je moZnost



volit kolonu dostaténé dlouhou, a tim dosahnout pebného pé&tu teoretickych
pater®.

Souasre jsou vSak kladeny vysSi pozadavky na konstrukqiedevsSim
minimalizaci mimokolonovych mrtvych objantelého systému, coz vede Kitym
technickym problériam. Komplikace jsou spojeny@devsim s fipravou kapilarnich
kolon, jejich efektivnim napojenim na davkovaci tema vystupem kolony na
detekni celu, s davkovanim malych objéma se zaji&nim nizkého, avsak
stabilniho toku mobilni faze.

Pri aplikaci miniaturizovanych LC systé&mpro chiralni separace na CSP je
omezujicim faktorem nedostupnost kotméch kapilarnich kolon. Proto se prace
zabyvajici se separaci enantiotnea pouZiti chiralnich kapilarnich kolon vyskytuji
v literatue sporadicky. Byla publikovana evaluace laboratgiménych chiralnich
kapilarnich kolon na bazi derivdamylosy a celulosy a srovnani jejich pouziti v cLC
a CECM*

3.2 Chiralita

Za chiralni slogeniny jsou povazovany molekuly, které nejsou ztoiteiné
se svym zrcadlovym obrazem - nemajifedt osu ani rovinu soufmosti.
NejjednodussSimippadem asymetrie a z toho plynouci chirality molgke ten, kdy
jsou na jednom atomu uhliku vazamkyii razné substituenty. Ty je moZzZno
prostoro¥ uspdadat dvojim zfisobem. Ziskaji se dunolekuly - enantiomery, které
nelze Zadnou vrihi rotaci ztotoZznitR a S konfigurace vychazi z prostorového
uspdadani molekuly. Uhlikovy atom, nesouttyii rizné substituenty, se ozhge
jako chiralni centrum. Krognuhliku mize byt centrem chirality atom siry, fosforu,
dusiku, aj. Jednd se oprvky ze IV. - VI. skupipgriodického systému.
Predpokladem je neplanérni strukturacsgmi prip. ttemi ligandy, kdy pak volny
elektronovy par tvi ctvrty ligand'.

U aminokyselin, peptiil a sacharidl se k rozliSeni absolutni konfigurace na
chiradlnim uhlikovém atomu pouZivd ozeai D a L (Fischerova projekcd)
Aminokyseliny se v organismech vyskytuji fepdzé v L-formé. MoZnym
vyswtlenim ntize byt jejich vysSi stabilita nez jakou vykazujdddma. Naopak pro
sacharidy vyskytujici se v Zivém organismu, ingpko sodast glykoproteifi nebo

nukleovych kyselin, je typicka D-formatfodnim vyznamemigdpon L- a D- o



byt kromg souvislosti s prostorovou strukturou i vystizeohd, Ze kazda forma
takové chiralni latky se chovdiwystaveni linearé polarizovanému silu rozdilrg,
tj. st&f jeho rovinu na jednu nebo apou strantr.

Ekvimolarni snés obou enantiomérse nazyva racemat. Je pig typicke, ze
nejevi optickou aktivitu. Mezi enantiomeryie dochazet k interkonverzi, kdy se
jeden enantiomeripmenuje v druhy a naopak. Energie faina pro tuto zemu se
nazyva racemizmi bariéra.

Enantiomery vykazuji v achiralnim préstli (rozpou&dlo, stacionarni faze
v HPLC, nepolarizované &tlo) stejné chemické a fyzikalni vlastnosti. Vrémim

prostedi se v&ak chovaji odli§m jsou vzajemhrozlisitelné®.

3.3 Princip chiralni separace

Podle zjgisobu provedeni lIze chiralni separac#ditdna piimé a nefime.
Nepiimé separace probihaji v systému achiralnim, dendpredchazi derivatizace
homochiralnim ¢inidlem. Vznikaji tak diastereoizomery, které jsmasleds
separovany na nechiralni stacionarni fazi. Zasadponadavkem pro usph
ne@imeé separace je chiraliiistota derivatizéniho ¢inidla. Reakce mezi nim
a analytem musi préhnout zcela, bez naslednych racemizaci nebo epiiera
Dulezita je pro tvorbu stabilnich diastereoizotharzajemna blizkost chiralnich
center analytu a chiralniho selektorue® rtkteré nevyhody se n&ma chiralni
separace pouZiva zejména p analyze biologickych tekutifi

Ptimé separace probihaji v enantioselektivnim systékaly se vyuZiva
tvorby prechodnych diastereoizomernich komglernezi chiralnim selektorem
a chirdlnim solutem. Tento postup nevyZzadujedphozi derivatizaci vzorku.
V piipact kapalinové chromatografie byva selektorem chirdtdcionarni faze
(presrEji chiralni selektor je vazan na ndsa vytv&i CSP) nebo 1iive byt chiralni
selektor sodasti mobilni faze. Oba tyto #poby provedeni maji své vyhody
i nevyhody. Vyhodami fidavku chiralniho selektoru do mobilni faze jegkjsiroky
vybér, snadna vyrna CS, aniz by bylo nutné vymit chromatografickou kolonu
a pouziti levjsi achiralni stacionarni faze. V praxi je vSadpvek CS do mobilni
faze mén casty, nebd maifadu omezeni — ndpomezenou rozpustnost mensi
stabilitu chiralniho selektoru v mobilni fazi. Calini selektor mize také absorbovat,

a tim sniZovat citlivost detekt&



Principem chiralni separace v HPLC za pouziti ¢hir&tacionarni faze je
rozdilnd interakce enantioniers chirdlnim selektorem vazanym ve férr@SP.
Jeden enantiomer je kolonou zadrzovan vice, dil§givijodnat konstanty stability
piechodného diastereoizomernino komplexu. Schémarakue je popsano
tiibodovym modelem. Molekula solutu interaguje s @hiim selektorem rémi
interakcemi, ficem? alespb jedna interakce musi mit stereoselektivni chardkte
V zavislosti na pouzité mobilni fazi a chiralnimede¢oru resp. CSP se na interakcich
mohou podiletn-n interakce, vodikové vazby, hydrofobni, dipdlovésigricke

interakce nebo inkluze do kavity chiralniho seleldo®®

3.4 Chiralni stacionarni faze

V souwasné dob je pro HPLC techniku komené¢ dostupna Siroka Skala
chiralnich stacionarnich fazi, které jsou pouZivany enantioseparaciznych typ
latek. Nekteré CSP vykazuji enantioselektivitu k Sirokémurubki strukturs
rozdilnych analyt a vykazuji tak znmou univerzalnost, jiné jsou deny pro
konkrétni aplikani cely tzv. ,Sité na miru". Ty obvykle umadgji enantioseparaci
pouze jednoho chiralniho analytu nebo&aomezené skupiny podobnych analyt
zato s vysokou hodnotou chiralniho rozliSeni, dojoi i aplikaci preparativniho
modu.

V chiralnich stacionarnich fazich je chiralni sedekbud’ kovalent navazan
na nost (negastji silikagel), nebo je silikagel pokryty chirdlniselektorem (jde
pouze o fyzikélni interakci). Volné hydroxylové gy na povrchu silikagelu
mohou mit ézny charakter (vicinalni, geminalni aj.), mohouliS& kyselosti, a tak
mohou poskytovat odliSné vazebné moznosti pro akters CS. Pro uplatni
v chromatografii hraji velice vyznamnou rolii tfyzikaIni vlastnosti silikagelu:
velikost ¢astic, pod a specificky povrch. Einnost kolony je tim vy33&im mensi je
velikost ¢astic silikagelu. Pory silikagelu se pohybuji vsaau 60 — 150 A i vice.
V¢EtSi porozita nose stacionarni faze vede ke zkraceni doby analyayjoute
castice silikagelu pouzivanéripvyrob¢é CSP maji velikost v rozsahu 3 — 5 um
a velikost péit mezi 100 - 200 A. DuleZitou roli hraje také délkéetzce, tzv.
spaceru, ktery zpragtdkovava vazbu chiralniho selektoru k silikagekehal délka
muze ovlivnit stérickou dostupnost chiralniho seleltqpro analyt a rozdilné

odstiréni silanolovych skupin.



Chirélni stacionarni faze Izelld podle rady kritérii, nap. podle struktury,
pavodu, pevladajiciho interalniho mechanismu aj. Vtéto praci je vybrano
a strién¢ charakterizovanod skupin v sotiasné dob nejpouzivagjSich chiralnich

selektotfi, respektive chiralnich stacionarnich fazi.

3.4.1 Proteinové chiralni stacionarni faze

CSP na bazi proteinse daji rozdit na: 1) CSP na bazi albuminu (lidského
séroveho nebo heégiho sérového), 2) CSP na bazi glykopraieifu;-kysely
glykoprotein, ovomukoid a ovoglykoprotein, avidiebo riboflavin vazici protein),
3) CSP na bazi enzyim(nag. trypsin, chymotrypsin, cellulasa, lysozymy nebo
pepsin). Spoknym znakem proteinovych selekioije jejich vysoce selektivni
trojrozmérna struktura schopna stereoselekdivimteragovat s mnoha chiralnimi
molekulami. BEhem sepakaiho procesu se nachto chiralnich stacionarnich fazich
mohou v ramci interalniho mechanismu uplaivat vodikové vazby, hydrofobni
a elektrostatické interakce. Vyhodou je také ammfoteharakter aminokyselin, diky
némuz lze stereoselekti¥nrozdslit kyselé, neutralni i zasadité typy ana&f*®
bilkovin, které je mozné posSkodit vysSimi teplotanySSim obsahem organického
modifikatoru v mobilni fazi, nevhodnou hodnotou pebo vysokymi koncentracemi
soli v pouzitém pufru. Ze zakladnich vlastnostit@r@ vychazi i princip pipravy
CSP. Chiralni selektor je k povrchu silikagelu vazdes hydroxylovou skupinu
silikagelu. Ped navazanim na silikagel musi byt volnd aminostapproteinu
chrartna pged hydrolyzou. Jednou moznosti je blokace amindskumomoci
t-butyloxykarbonyl azidu. V nasledujicim kroku jeopedena modifikace silikagelu
3-aminopropyldimethylethoxysilanem a peptid je spojs aminovou skupinou
navazanou na povrchu silikagelu pomoci dicyklohdxylidu jako spojovaciho
¢inidla. Nakonec se blokovana aminoskupina odblokygemoci kyseliny
chlorovodikové. CSP na bazi proteigsou velmi vhodné pro enantioseparace
aminokyseli’, sulfoxidi®® a fady strukturd odlinych |&iv: benzodiazepif®,

warfarinu, derivat 2-arylpropanové kyseliri§ nebop-blokato®".



3.4.2 Polysacharidové chiralni stacionarni faze

Polysacharidové chiralni stacionarni fazeipaezi univerzalni CSP; s jejich
vyuzitim Ize rozdlit az 80 % vSech chirdlnich latek. Jsou zaloZemyazi celulosy
a amylosy, vykazujici levotovou helikéIni strukturu. Nativni polysacharidy
poskytuji pouze nizkou sepam (kinnost, ale ii hydroxylové skupiny fitomné
v D-glukosovych jednotkach jsou vhodné pro dergaati. Z celérady zkouSenych
derivati celulosy a amylosy se nejvice éd¥ily jejich estery (triacetaty, tribenzoaty
a trisfenylkarbamatyf. Pro &nnou separaci je vyznamna interakce mezi
enantiomerem a karbonylovymi skupinami esteesp. karbamatovymi skupinami.
Urcujici interakce pro vznik fiechodného diastereomerniho komplexu jsou tedy
vodikové vazby. Modifikace substituénimize nenit polaritu vazeb, tim silu
interakci a tudiz i enantioselektivituti Pouziti reverzniho sepami@ho médu se
mohou krong polarnich interakci projevit z-n interakce mezi fenylovymi zbytky
CSP a aromatickymi skupinami separovanych enantiothe

Podobr jako v gipadt proteinovych CSP, existuji §umozné varianty, jak
muze byt chirdlni selektor navazan na silikagelovgi®©iol) silikagel je pokryt
chiralnim selektorem (tzv. coated CSP) nebo 2)athirselektor je kovalenérvazan
na silikagel (tzv. immobilized CS®) PouzZiti CSP z prvni skupiny (coated) byva
omezeno jejich stabilitou v pouZitych rozpauBech. BZn¢ uzivana rozpouétla
jako chloroform, tetrahydrofuran, aceton, octanykeidity aj. nemohou byt pouZita
jako souwasti mobilni faze nebo pouze v nizkych koncenttgciaby nedosSlo
k rozpusEni chiralniho selektoru. Vifpac vazanych polysacharidovych CSP je
jejich priprava vedenaips fedem pipravené estery celulosy nebo amylosy a jejich
derivaty (3,5-dimethylkarbamaty, 3,5-dichlorokarl@yn 3,5-difluorokarbamaty
nebo 3,4,5-trimethylkarbamaty). Silikagelov&astice jsou modifikovany
3-aminopropyltriethoxysilanem. Polysacharidove vy jsou potom rozpudty
v tetrahydrofuranu a nasletimavazany na aminopropylsilikagel. Oproti pokrytym
polysacharidovym CSP dovoluji verze s kovaléntwdzanymi polysacharidy
pracovat s mnohem SirSi Skalou polarity rozpgedt Tyto kolony vykazuji i vySsi
selektivits*®>. Jsou vhodné pro enantioseparacernaminokyselinfady dileZitych
léciv (diazepinii, p-blokatofi, barbiturad, warfarinu a ketamindj, binaftyki®,

sulfamidi nebo tyroidnich hormdn(tyroxin, trijodtyronin)’”.



3.4.3 Pirklovy chiralni stacionarni faze

Pirklovy CSP byly prvnimi komeéné dostupnymi CSP zavedenymi do praxe
Pirklem jiz v 80. letech minulého stof&tf° Tyto CSP byly zaloZeny naipmnosti
n-donorovych neba-akceptorovych skupin v molekule chiralniho selektdPrvni
pouzity chiralni selektor byl R)-N-(3,5-dinitrobenzoyl)-fenylglycin. Pirklovy
stacionarni faze se vyzhwgi nizkou molekulovou hmotnosti chiralniho selelto
omezenym p&em chirdlnich center, ale ob&csnazsi fipravou nez jiné CSP.
Jeden z prvnich Zgohi navazani tohoto chirdiniho selektoru na povrcikagikelu
byl realizovan pomoci fenylglycinu. Ten zreagovdlenzoyl chloridem na benzoyl
derivat, ktery potom dale reagoval s 3-aminopropylo skupinou, ktera byla
navazana na silikagel pomoci jedné nebo vice doagoh vazeb. DalSi moZnou
metodou pipravy je pouZziti isokyanatu. Je znamo mnoho dastcip cinidel,
vhodnych pro navazani aminopropylove, hydroxypropgl  nebo
isokyanatopropylové skupiny. Pro @Spou enantioseparaci je nutnéit@gmnost
komplementarni f-donor nebon-akceptorové) skupiny v molekule analytu, coz
v fac pripadi vedlo k nutnosti jeho derivatizace. V gaané dob jsou k dispozici
CSP na bazi chiralnich selekipobsahujicich jak-donorovou, takt-akceptorovou
skupinu a vykazujici tak podsté&tnétSi univerzalnost. Wujicimi interakcemi pro
vznik prechodného diastereomerniho komplexu jsou interagadernujici vodikové
vazby, n-n interakce, dipélové interakce, van der Waalsowgrakceci stérické
interakce. Pirklovy CSP serganostg uplatiuji v normalnim sepataim maédu.
Byla na nich separovanada skupin latek, napprimarni, sekundarni i terciarni
aminy'®, derivatizované aminokyseliny, alkoholy, aldehytlydantoiny,p-laktamy
nebo binaftyly*.

3.4.4 Cyklodextrinové chiralni stacionarni faze

Mezi vSeobech nejznangjSi, univerzalni chiralni selektory pat
cyklodextriny (CD) a jejich derivaty. Jsou to cyidé oligomery tvéené fiznym
poétem a-D-glukopyranosovych jednotek, spojenych v poloh&dha C4. Vznikaji
Stpenim Skrobu enzymem cyklodextrintransferasou. akmkého hlediska maiji
vyznam pouzefit cyklodextriny, a toa-CD, B-CD ay-CD, které se navzajem lisi

poétem glukopyranosovych jednotek (kruhy obsahuji,Sestim a osm jednotek)
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T e

pro fit* velké trady farmaceuticky vyznamnych latek). Cyklodextrird nvar
konického prstence s ot@nym koncem na obou stranach. Ymitast je nepolarni,
okrajich prstence. Tyto skupiny ifgalnoste v poloze 2 a 3) jsou vhodné pro
derivatizaci a v sotasné dob existujerada derivat zejméng-CD***? Derivatizace
zavadi do molekuly nativniho cyklodextrinu fumik skupiny schopné dalSich
interakci, v ®kterych gipadech i chiralni centra, kter& mohou poskytovaid
stereoselektivni interakce a tak rdmfi okruh moznych separovatelnych latek.
cesty napojeni jsou ies: 3-glycidoxypropyltrimethoxysilan,
3-glycidoxypropyldimethylchlorosilan a 3-glycidoxypyltriethoxysilan. Teoreticky
muze vazba vzniknout pomoci kterékoli primarni nelkumdarni hydroxylové
skupiny cyklodextrinu, aledZngjSi je navazaniigs primarni skupinu, ktera je m€n
stéricky bragna. Rednosti cyklodextrinovych CSP je jejich multimodath tj.
moznost pracovat verdch odliSnych sepataich modech - v reverznim (RP),
normalnim (NP) a polagrorganickém (PO) sepamim moddu. V reverznim modu,
realizovaném mobilni fazi organicky modifikator jEesgji acetonitrii nebo
methanol)/voda nebo vodny pufr, dochazi k inklugddofobni (nepolarnixasti
molekuly do nitra kavity a polarniast molekuly mize interagovat s hydrofilnim
okrajem cyklodextrintf. V normalnim a polagorganickém médu se inkluze
neuplatiuje. Mobilni faze v normalnim mddu (hexan, heptardifikovany
piidavkem alkoholu) dovoluje vznik vodikové vazbyr interakci a dipol-dipdl
interakci. Polar&organicky moéd je realizovan mobilni fazi feoou pevazre
acetonitrilem s fidavkem methanolu a k modifikaci selektivity segafbo systému
slouzi velmi malé fdavky octové kyseliny (HAc) a triethylaminu (TEA).
Vyznamna je tvorba poléarnich interakci a vodikovyehzeb. Cyklodextriny
poskytuji Siroké aplikéni moZnosti pro separace taflavonovych glykosid*,
chiralnich alkohal, chiralnich kyselin (aminokyseliny, chloromethoxgpanové
kyseliny, hydroxykumariny, benzodiazepiny, pyridinybazi (binaftaleny) nebo
heterocyklickych  slokenin  (chlortalidon, oxazolidiny, hydantoin nebo

promethazirf)’.
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3.4.5 Chiralni stacionarni faze na bazi makrocyklikych antibiotik

Makrocyklicka antibiotika (MA) pedstavuji vyznamnou skupinu chiralnich
selektofi pouzitelnou pro separaci Sirokého okruhu arial@dd svého zavedeni do
praxe v 90. letech minulého stofétise diky své stereoselektivni intetak
schopnosti k velkému gtu chiréalnich latek zadily mezi jedny z nejpouzivgsich
chiralnich selektar. Vyznamnoucast MA tvai glykopeptidy. Tyto pirodni latky
jsou produkovanyiznymi mikroorganismy. K chiralnim separacim jsoycastji
pouzivany: vankomycin (V), teikoplanin (T), teikapin aglykon (TAG), ristocetin
A (RA), piipadre avoparcin, vzaahi thiostrepton, fradiomycin, kanamycin
a streptomyciff. MA obsahuji mnoho fundnich skupin a chiralnich center,
umoziujicich celouradu interakci a zvySujicich tak moznou strukturahbmiabilitu
separovanych latek. Zvl&écinna se jevi pro separaci enantiofpeiteré obsahuji
ionizovatelnou skupinu na nebodshé blizkosti chiralniho centra anafuNekteré
fyzikalné-chemické vlastnosti nejpouzivgsich glykopeptidovych CS jsou uvedeny

v tabulce 1.

Tab. 1: Vybrané fyzikatachemické vlastnosti glykopeptid

Vlastnosti Avoparcin Teikoplanin Teikoplanin | Vankomycin | Ristocetin A
aglykon

Molekulova 1908 1877 1197 1449 2066

hmotnost

Paet chiralnich 32 23 8 18 38

center

Patet cukernych 5 3 0 2 6

sloZzek

Pctet inkluznich 3 4 4 3 4

kavit

Patet 16 14 7 9 21

hydroxylovych

skupin

Paset primarnich 2 1 1 1 2

amini

Paset 1 0 0 1 0

sekundarnich

amini

Paset amidovych 6 8 6 7 6

skupin

Patet 1 2 1 1 0

karboxylovych

skupin

Produkovany Sreptomyces| Actinoplanes chemicka Streptomyces | Nocardia
candidus teichomyceticug modifikace orientalis lurida

Tabulka dle ref?®
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Kostru molekuly tvéi substituovany peptid dopiny o cukernou slozku.
Diky této struktie spojuji MAfadu vyhod proteinovych i polysacharidovych CSP,
avSak bez jejich aplikmich omezeni. CSP na bazi glykopeptghti do skupiny
nejmodergjSich multimodalnich CSP, tzn., Ze mohou byt beezeni pouzivany ve
ttech rozdilnych sepataich mddech. V reverznim sep&aman modu, ktery je
neiastji realizovan mobilni fazi organické rozpotdib (acetonitril, methanol,
ethanol, tetrahydrofuran)/voda nebo vodny roztokripuse uplaiuje v omezené
mite inkluze (ve srovnani s CD CSP), hydrofobni atebskatické interakce. Retence
se obvykle snizuje s rostoucim obsahem organickébdifikatoru v mobilni fazi.
Novy polarrg-organicky, dnesasgji nazyvany jako polamtiontovy (Pl) separai
mod byl odvozen od polarorganického médu zavedeného pro cyklodextrinove
CSP. Tento sepami mod je vhodny pro analyty obsahujici alaspdwe
ionizovatelné funkni skupiny, nachazejici se v blizkosti chirdlnilkeotca. Zakladem
mobilni faze je methanolfjpadre ve snési s acetonitrilem a sifglavkem velmi
malého mnozstvi kyseliny (ngstji HAc) a baze (nejastji TEA). Retence
a enantioseparace andlye ovliviiovana nejen koncentraci obou aditiv, ale i jejich
vzajemnym porérem. V tomto sepataim modu pevazuji elektrostatické interakce
a vodikova vazbd*% zaklad mobilni faze v normalnim separtm médu tved
hexan, modifikovany ifidavky alkoholh nag. propan-2-olu nebo ethanolu. Bez
omezeni mohou byt pouzita i halogenovana rozgdigstnebo rozpou&tla typu
dimethylformamid, dioxan aj., jejichz aplikace wigad proteinovych CSP je
vylou¢ena a v fipact polysacharidovych CSP ztr@ omezena. V tomto sepgrdm
modu jsou preferovany vodikové vazby, dipol-dipatainterakce. Nkdy je mozno
dosahnout dobré enantioseparace jak v reverznimw, tarmalnim modif. MoZnost
reverzibilre prechazet z jednoho sepa&ného modu do druhého je vyhodnaii p
optimalizaci metody, kdy d@Ze byt kltovym problémem rozpustnost analyzovaného
vzorku. Z aplikéniho hlediska je wlezitd i komplementarita glykopeptidovych CSP
dana strukturni podobnosti jednotlivych glykopeptigch chiralnich selektér
Pokud na CSP s jednim typem glykopeptidu dojde pduiAst&€né enantioseparaci,
muze zamina navazaného glykopeptidového CS vést k podstatnglepseni
enantioseparace.

Snaha po roz&ni aplik&nich moznosti vedla vijpad glykopeptidovych
CS k testovani analégneékterych glykopeptid nebo k modifikaci jiz ossdéenych
chirdlnich  selektdr (odstragni uritych funk¢nich skupin nebo jejich
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derivatizace}®®* Nekteré z &chto derivat byly Gsgsns zavedeny i do praxe
(teikoplanin aglykon, methylovany teikoplanin agbyk vankomycin aglykon).
Vedle modifikaci chemické struktury se snaha pasewy enantioselektivity promitla
i do pipravy stacionarnich fazi, které se vyama vysSSim stup&m pokryti nosie
chiralnim selektorem a tim i zvySenymcpem interaknich mist.

Molekuly chirdlniho selektoru jsou vazany na sijkbovy nosi
kovalentnimi vazbami takovym #pobem, aby bylo dosazeno dostate stability
chiralni stacionarni faze¢bem celého chromatografického procesu. Spacery moho
byt organosilany, které byvaji zakmmy karboxylovou, aminovou, isokyanatovou
nebo epoxyskupinou. iRladem niize byt 2-karbomethoxyethyltrichlorosilan,
3-aminopropyldimethylethoxysilan, 3-glycidoxypropymhethoxysilan nebo
3-isokyanatopropyltriethoxysilan. Vazebnym misteneptmi miaze byt ether,
thioether, amin, amid, karbamat nebocmana.

Do praxe byla zavedena CSP s vySSim pokrytim giédikavého nosie
vankomycinem, komeéng dostupnd pod nazvem Chirobiotic ¥2 Ze srovnani
separaniho chovani na obou CSPinym pokrytim vankomycinem (Chirobiotic
V a V2) bylo Z2ejmé, Ze vySSi pokryti nemé&ad pripadi vyrazny vliv na retenci,
ale vzhledem k&Simu mnozZstvi stereoselektivnich intefi@lkch mozZnosti
nabizenych chiralnim selektorem, resp. vzhledem mé&zaeni nezadoucich
nestereoselektivnich interakci se silikagelovymi¢ers, se potkud zvysi hodnoty
chiralniho rozliSeni a zlepsi se symetrietpik Nowji se na trhu objevila i CSP na
bazi teikoplaninu s vy$8im pokrytim (Chirobiotic )Y2 Ta je charakterizovana
krom¢ vysSSiho pokryti silikagelu CS navic jinou chemaziy teikoplaninu na

silikagel.

3.4.5.1 Teikoplanin

Teikoplanin (obr. 1) je amfoterni glykopeptid préduany bakterii
Actinoplanes teichomyceticug |€karské praxi je vyuzivaniptézkych systémovych
infekcich, neb6 je &inny jak proti aerobnim, tak proti anaerobnim gramifivnim
bakteriim. Stej& jako ostatni glykopeptidova antibiotika zalwge svou vazbou na
karboxylovy koned-Ala-D-Ala zesfovani peptidoglykanu, a tim inhibuje syntézu
burgené stny bakterit’. Struktura teikoplaninu obsahuje tzv. aglykonowg kktery
je tvaren ¢tyimi makrocykly. Molekulu tvéi hexapeptidovyfetzec, na ktery je
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navazano sedm benzenovych jade&t g nich je vzajem& propojeno ttemi
etherovymi skupinami. Na dvou aromatickych cyklgemavazan atom chloru a na
Sesti jsou vazany hydroxylové skupiny. Aglykon takésahuje samostatnou
karboxylovou skupinu a primarni amiiimz molekula ziskava amfoterni charakter.
Na aglykonovy koS jsou dale navazang tukerné zbytky, tviené d¥ma
D-glukosaminy eb-mannosou. Z hlediska chiralniho rozliSeni jsouernk jednotky
také velmi dlezité. Do procesu chiralniho rozpoznavani mohaosakzaout fiemi
raznymi cestami: 1) stérickym bré&mim - cukerné jednotky obsadi misttispupu
jinych molekul k vazebnému mistu; 2) blokovanim mgch interaknich mist na
aglykonu - dva cukry jsou spojenéep fenol hydroxylovou skupinou #eti cukr je
spojen pes alkohol; 3) nabizenymi kompetitivnimi misty -eeBny i cukry jsou
chirdlni a obsahuji hydroxylovou, etherovou a amno funkeni skupind®. Ve
struktue teikoplaninu je dale na jedeb-glukosamin vazan acylovyetzec;
piitomnost tohoto hydrofobnihtettzce vyznama prispiva ke snizené rozpustnosti
molekuly teikoplaninu ve vada k jejim agregmim schopnostem V piirod se
teikoplaninové glykopeptidy li&i préawtimto uhlikovymietszcenf®. Teikoplaninova
CSP je tveena smasi psti izomefli (T-AzpaZz T-Aps), které se liSi &tvenim a délkou
acylovéhoretézce (Go - Ci1). NejznangjSi a nejhojiji produkovany je teikoplanin
A, Strukturg velmi podobny teikoplaninu je komplex glykopejitid\-40,926,
produkovany Actinomadura spp. kmene ATCC 39726. CSP na bazi tohoto
glykopeptidu neni komeéné dostupna, byla vSak laboratérpripravena a jeji
enantioselektivni vlastnosti byly porovnany s koénérdostupnou teikoplaninovou
CSP*. Jednotlivé CSP, mignse lisici svoji strukturou, vykazovaly rozdilnéergni

I enantioselektivni chovani a bylo prokazano, Zekawzyji komplementarni
enantioseparaci.

Strukturni usptadani teikoplaninu je vhodné pro sepatady analyi, naf.
aminokyselin, hydroxykyselin, fennl malych peptid nebo neutralnich
aromatickych slogenirf™. Velmi dileZitou roli pi interakci hraje afinita karboxylové
skupiny analytu a aminoskupina teikoplaninu. Velkqiednosti je jeho
komplementarni stereoselektivita s vankomycinenorétocetinem A. To v praxi
znamena, Ze pokud nedoSlo k enantioseparaci naalmhirstacionarni fazi
s navazanym teikoplaninem, gop doSlo jen Kast&énému rozliSeni, Ize

piedpokladat, Ze ke zlepSeni enantioseparace nepimé&mu rozdleni analytu az na
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z&kladni linii dojde na CSP s navazanym vankomyoingebo ristocetinem A.
Samozejme tento fakt plati i naopak.

HO CH

HQ
HQ

Obr. 1: Struktura teikoplaninu

3.4.5.2 Teikoplanin aglykon

Teikoplanin aglykon (obr. 2) na rozdil od teikoptan neobsahuje cukerné
zbytky a-D-manosu-D-N-acetyl-glukosamin &-D-N-acyl-glukosamin. Odstr&ni
téi cukernych zbytik a hydrofobniho alkylovéhtetzce dava #tSi prostor gkterym
latkdm ke snadijSi interakci s takto modifikovanym chiralnim sdlgem, a tim
k lepSi enantioseparaci.ckoli cukerné jednotky teikoplaninu sniZuji retemenoha
enantiomel aminokyselin, mohou vékterych gipadech fispivat ke zlepSeni
rozliSeni, nap sekundarnich aminokyselth Vyznamnym faktorem je
komplementarita teikoplanin aglykonu s teikoplanmeBylo zjiS€no, Ze rete¢ni

faktory slowenin se gedni polaritou byly za stejnych separach podminek
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relativné podobné na obou vySe uvedenych stacionarnichhfdzatimco pro polarni
latky (nag. aminokyseliny) byly ziskany vyssi retem faktory na aglykonovém
selektord®. Také je prokazano, Z&ifinost separace je pghud nizsi na TAGU ne?
na teikoplaninu pro stejné analyty za stejnych sep&ch podminek. Jednim
Z divodi miaze byt pomaly fenos hmoty mezi mobilni a stacionarni fazi.

Pfi separacich na této chiralni stacionarni fazi sgéwslosti na pouzitém
separanim modu uplatuji elektrostatické interakce;n interakce, vodikové vazby,
casténe i inkluze nebo stéricka repulze. Separace je wsmiektivni pro analyzy
aminokyselin, N-blokovanych aminokyselin, peptid neutralnich molekul,
diazepirni, hydantoirt, oxazolidinoid: a sulfoxidi®.

Obr. 2: Struktura teikoplanin aglykonu

3.4.5.3 Methylovany teikoplanin aglykon

DalSi modifikovanou formou TAGu je methylovany tefanin aglykon
(Me-TAG). Jeho struktura byla navrZzenaiegevSim pro enantioseparace
hydrofobrgjSich aminokyselin. Srovnani CSP na bazi teikoplan{teikoplanin,
teikoplanin aglykon a methylovany teikoplanin agiylk bylo studovano v reverznim
a polarg-iontovém sepatmim modd3. V reverznim médu hraji vyznamnou roli
hydrofobni interakce. V polégrontovém modu se na chirdlnim rozliSeni velkou
meérou podileji vodikova vazba a elektrostatické aické interakce. Bylo zjigho,

Ze methylace hydroxylovych skupin ve striletd AGu snizila moznost vodikovych
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interakci. Pesto vykazoval methylovany TAG ¥kterych gipadech lepSi rozliSeni
analyti, kdyZ stérické repulze hraly podstatnou rdii ghiralnim rozliSeni analyt
s objemnou hydrofobni skupinou.

CSP na bazi teikoplaninu (T, TAG a Me-TAG) byly éagorovnany mezi
sebou pomoci modelu LFER (linear free energy m@tstiip). Takovy postup sadi
mezi modely, které jsou zaloZené na linearni korel@ezi zngnami volné energie
fyzikalns-chemickych proceég€*. Metoda LFER byla vyvinuta pro charakterizaci
raiznych sepakmich systém a k predikci sepataich moznosti anal§tv daném
separdnim systému. Metodou LFER Ize ziskat koeficientyarakterizujici
hydrofobni interakce, polarni interakce, moznostrity dipéi a acido-bazické
vlastnosti systému. Nej{si prispivek k retenci analyt na €chto CSP fedstavuje
hydrofobicita, ktera fevazuje v mobilnich fazich s vysokym obsahem valogky
a klesa v nasledujicim padi: Me-TAG>TAG>T. Logicky to vyplyva ze struktury
Me-TAGu, kdy vysSi hydrofobicitu Zgobi methylace karboxylovych a fenylovych
skupin TAGu. Nejnizsi hydrofobicitu vykazoval T gikydrofilni povaze cukernych
zbytka ve své struktie. Fevahu nebo naopak paténi rekterych tygi interakci je
mozno docilit diky zmné pomsru sloZzek mobilni faZ8. Zatimco hydrofobni
interakce dominuji v mobilnich fazich s vysokym alssm pufru, s rostoucim
podilem organického modifikatoru (methanolu) v ntiwbfazi z&inaji prevazovat
polarni interakce. Také vodikové interakce mohdispst k chiralnimu rozliSeni

latek.
3.4.5.4 CSP siiznym stupném pokryti teikoplaninem

Jak bylo jiz uvedenoitie, snaha o zvySeni o interaknich mist a tim
i enantioselektivity a kapacity CSP vedlaikppaw a posléze i k zavedeni do praxe
teikoplaninové CSP, vyztajici se vysSSim stugm pokryti silikagelového nose
teikoplaninovym selektorem (Chirobiotic T2). Na ddlzod vankomycinovych CSP,
liSicich se navzajem pouze stdpnpokryti silikagelového no& vankomycinovym
CS (Chirobiotic V vs. V2), se vifpadt teikoplaninovych CSP (Chirobiotic T vs. T2)
jedna nejen otzny stupé pokryti silikagelu teikoplaninem, ale i dznou délku
spojovacihaetzce mezi chiralnim ligandem a silikagelem a o rioedi porovitost
vlastniho silikagelového nas. Velikost p6i u kolony Chirobiotic T je 120 A,
zatimco u kolony Chirobiotic T2 je 200 A.&i porovitost zajiuje vy3si hodnoty
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specifického povrchu silikagelového nissia iblizné dvojnasoba dlouhy spacer
zlepsuje stérickou dostupnost vazby chiralnihoniizana silikagéf. v porovnani
s kolonou Chirobiotic T byly na kol@nChirobiotic T2 ziskany vySSi retém
faktory, selektivita i rozliSeni enantionien¢kterych aromatickyctp-aminokyselin
za jinak stejnych podminek separace v pataomtovém mode.

CSP na bazi makrocyklickych antibiotikigaistavuji v sotasnosti jedny
Z nejpouzivagSich kometné dostupnych chiralnich stacionarnich fazi. Jejich
piednosti je krom moznosti enantioseparace struktummané odliSnych analyit
i moznost modifikace struktury makrocyklickych dmditik a schopnost pracovat
v riznych sepagamich modech. Odstrani nebo naopak derivatizace funlch
skupin MA nebo #zné pokryti silikagelového nas €mito CS dovoluje rozgéni
jejich aplika&nich moznosti v ramci analytické praxe. Pestra di@ikome¢ns
dostupnych glykopeptidovych CSP spolu s jejich mddalnim charakterem

zaji¥’uji jejich vysokou univerzalnost.

3.5 Analyzované latky

Pro studium enantioselektivnich schopnosti glyktigepych CSP
zaloZzenych na bazi teikoplaninu, teikoplanin agtykca CSP s vySSim pokrytim
teikoplaninem byly vybranytyii skupiny struktury odlisSnych latek. Ve vSech
piipadech se jednalo o chiralni latky, hrajitieditou roli v biologickych procesech.
Byly to dw skupiny velmi znamych a ve velké imipouzivanych farmak (profeny
ap-blokatory), selektivni herbicidy a aminokyselingpuzivané jako potravinové
dopliky zejména u sportovic

Pri interakci biologicky aktivnich chiralnich latek alovymi strukturami
(receptory) v organismu se uplaje &inngji ten enantiomer, jehoZ prostorové
uspdadani a vazebné moznosti Iépe odpovidaji aktivnimigtu receptoru. Druhy
stereoizomer 1iive byt biologicky mé# G¢inny, ne&inny nebo niZze vykazovat
zcela jiny (v pipad Ié&iv i nezadouci¢i toxicky) inek. Farmakokinetika
jednotlivych enantiomér miaZze vykazovat vyznamné odliSnosti jak v jejich
biologické dostupnosti, vazbna plazmatické proteiny, v rychlosti metabolickych
piemeén, ale i v eliminaci z organismu. Proto jelia @i terapeutickém pouzivani
racematu bratietel na farmakokinetické parametry kazdého enamianmSodasné

trendy sndiuji k tzv. ,chiral switching®, tj. k zafné racematu za chirancistou,

19



acinnou slozku. Hpravu chirdlg cistych I&€iv, pesticidh aj. v pfimyslovém ndtitku
umoziuji now vyvijené postupy (asymetricka chiralni syntézapparativni chiralni
chromatografie nebo z ekonomického hlediska vyhobiakatalytické metody
S pouzitim enzyri). Spolu s vyrobou je nutné zajistit i moznosti oty cistoty
takto produkovanych latek. Zde se nabizi velky fmmogro vyvoj novych metod
v analytickém az preparativnim éftku, prispivajicich k usnadmi sledovani
nezadoucich chiralnich &stot v pfimyslovém ngfitku a moznosti jejich odstrami.
Pro WtSi prehlednost je reSerSe metod analyzy studovanych tteezena

pouze na kapalinové chromatografické techniky.

3.5.1 Profeny

Profeny (derivaty 2-arylpropanové kyseliny, nesmoprotizartliva 1éciva)
pafti k negastji uzivanym I€ivym pripravkim. Jedna se o skupinu latek, které maji
krom¢ protizargtlivého (Einku i analgeticky, antipyreticky a ékteré z nich
I antiagregani &inek. Jejich protizastlivé pasobeni nema vedlejSi nezadouci
acinky hormonalni povahy pozorovanéi mantiflogistické terapii kortikosteroidy
(odtud nazev nesteroidni).éidina tchto I&iv ma stedre silny analgeticky &inek,
ale na rozdil od analgetik opiatového typu nejséuykova a neovliiwiji dechové
centrum.

Mechanismem d&inku proferi je neselektivni inhibice cyklooxygenasy
(COX) s néslednym omezenim biosyntézy prostagld@ndhrajici roli v genezi
zareta i jako modulatoit imunitni odpo¥di. Tato inhibice m& za nasledek hap
snizeni citlivosti receptérna bolestivé podiy, snizeni zvySené teploty, regulaci
zvySené tvorby leukocftatd®® Cyklooxygenasa se v organismu vyskytuje ve dvou
izoformach; COX-1 hraje vyznamnou ulohu za fyziaddgch podminek, zatimco
COX-2 je aktivovana aZzipsamotném rozvoji zatu. Profeny pat do skupiny
neselektivnich inhibitdr, to znamena, Ze tlumi dlformy tohoto enzymu. Z tohoto
faktu vyplyva i vyskyt mnoha nezadouciché¢inka. Zakladnim problémem
kratkodobé, ale f@devSim dlouhodobé aplikace praieje jejich toxicky efekt na
gastrointestinalni trakt, a to hlavma Zaludéni sliznici vedouci k tzv. indukované
gastropatii. Druhou zasadni oblast nez&doucidalinkti reprezentuje jejich
nefrotoxicky efekt.

Tyto pripravky jsou komemneé dostupné ve forth racematu, ale

farmakologickd Ginnost profed byva pisuzovana vyhradn Sizomefim.
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Predpoklada se, z&-izoformy mohou byt akumulovany jako rezidua v tujch
tkanict® ™

NejznangjSim zastupcem profénje ibuprofen, ktery se pouziva peroréin
proti bolesti, za&&tim a na snizovani hatky nebo ve forrd masti i
degenerativnim onemo&mi pohybového aparatu. Podobné vlastnosti jakordfap
ma i indoprofenVyuziti ketoprofenu a fenoprofenu jegalevSim fi jejich lokalni
aplikaci @i revmatoidni artritid ve forme masti¢i geli. Flurbiprofen ma sveé
protizaretlivé uplatreni zejména vénim Iékdstvi, dale p bolestech a otocich
v krku, které provazeji zétlivd onemociini hornich cest dychacich bakteridlniho
nebo virového fivodu. Karprofen je hogvyuzivan ve veterinarnim lékstvi. Také
suprofen je pevazre aplikovan ve veterinarnim léksivi, ale jeho pouzitelnost
Vv praxi je znané¢ omezena kidi prokazané nefrotoxiait

Z chemického hlediska jsou profeny latky kyselé aoy karboxylova
skupina &srgé sousedi s chirdlnim centrem. Struktury studovanyatek jsou

znazorgny na obr. 3.
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Obr. 3: Strukturni vzorce separovanych prafen

HPLC chiralni separace fenoprofenu, flurbiprofetwuprofenu, indoprofenu
a ketoprofenu byla ugpna na CSP na bazi polysacharigelulosy i amylosy)
v normalnim méd{f. Chovani derivdt 2-arylpropanové kyseliny bylo také
studovano v reverznim sepanén médu na CSP s navazan$rCD’2 Déle se pro
separaci ibuprofenu, ketoprofenu, suprofenu a fexfepu os¥dcily proteinove
CSP, konkrétts CSP na bazi lidského sérového alburiira enzyni’®, Reterni
a enantiosepatai chovani flurbiprofenu, fenoprofenu, indoprofeauibuprofenu
bylo studovano také pomoci metody superkritickédfii chromatografie na CSP

s navazanymi makrocyklickymi antibiotiky, jmenayvi teikoplaninem, teikoplanin



aglykonem a ristocetinem’A Pomoci nano-LC s CSP na bazi vankomycinu byly
v reverznim médu separovany enantiomery indoprgfiatoprofenu a suprofefiu
Pouziti CSP s navazanym vankomycinem bylcigis@ i v systému HPLC a mobilni
fazi tvaenou methanolem, acetonitriiem a octanovym nebovemtanovym
pufren’® nebo methanolem a triethylaminoctanovym (TEAA) rpaf v fiznych
pomdrectt®.  Pro  enantioseparaci ibuprofenu, flurbiprofenu, tokeofenu

a fenoprofenu byly testovany i CSP na bazi teikoipka, konkrétg teikoplaninu,
teikoplanin  aglykonu a methylovaného teikoplanin lymgnu®®.  Avsak
enantioseparacefippouziti methanolu a TEAA pufru v mobilni fazi ngh pelis

aspEsna.
3.5.2B-blokatory

B-blokatory (aminoalkoholy) tvd velmi rozsahlou moderni skupinucieé
Indikacemi pro jejich aplikace jsou angina pectoagutni koronarni syndromy,
véetns infarktu myokardu v akutni i chronické fazi, chicté levostranné srdei
selhani a ekteré druhy arytmi€. Mérg znamy je fakt, ZeB-blokatory se uZivaji
v oftalmologii k lI&bé¢ glaukomu, v endokrinologii ip rozvinuté hypertyredze
a v neurologii k prevenci migrény a ukterych forem itesu kosterniho svalstva.
NejcasgjSi indikaci je vSak hypertenzejigaevsim je-li provazena ischemickou
chorobou srdéni’®.

Zpusob &inku B-blokatoii neni doposud zcela obj&sn prava@podobr proto,
Ze zahrnuje vice biologickych eféktp-blokatory misobi nap-receptory, a tim
konkurertn¢ vytésiuji katecholaminy (adrenalin, noradrenalin), va&eigirozers
nap-receptorova vazebna mista. Jejich eliminaci dkgleniZzeni spétby kysliku v
myokardu vlivem zpomaleni sréfd@ frekvence, poklesu krevniho tlaku a snizeni
srdeni stazlivosti.p-blokatory také zlepsSuji pitok krve v srdeéni oblasti,¢imz se
zv&tSuje fisun kysliku k ischemickému loziskuPodle vazby n@, a p, receptory
a podle jejiho charakteru se rozliS@jblokatory na neselektivni, kardioselektivni,
s vnittni sympatomimetickou aktivitou (ISA) a s vazoditmtén (&inkem na cévy.
B-blokatory s vnitni sympatomimetickou aktivitou mohoutgobit po navazani na
B-receptor jeho strukturni zinu analogickou zgné vyvolané agonisty. Mohou se
tak vyskytnout poruchy srdeiho rytmu (bradykardie, arytmie), Zmy krevniho

tlaku (hypotenzeci kolisani TK). \&tSina |€ebnych dinka je dana blokadou
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B.-receptod (,kardioselektivita”), naopakdtSi paet specifickych vedlejSicheinka

je dan blok&dop,-receptoti. Bi-receptory se vyskytuji postsynaptickyedevsim
v srdci, dale v gastrointestinalnim traktu, v leddh a v tukovych hikach.
Bo-receptory jsou umishy postsynapticky gdevsim v bronchialnim traktu, cévach,
déloze, pankreatu, jatrech a také ve Zlazach sininisekreci. Neselektivni
B-blokatory mohou mit nezadoucéinky v dasledku blokadyp,-receptod (zuzeni
bronchi, snizené uvdlovani inzulinu ze slinivky, chlad koetin). Nejsou tedy
vhodné u pacieit s plicnim onemoamim, cukrovkou a ischemickou chorobou
dolnich kortetin. Rehled @inka studovanycl-blokatofi na adrenergni receptory je
uveden vtabulce 2.Za farmakologicky ¢&inek p-blokatoi je odpoedny
Senantiomer diky pewjsi vazlg na B-receptorové misto zargsré vymezenych
stereochemickych podminek.

Z chemického hlediska jso-blokatory relativd@ malo polarni latky,
obsahujici vdsné blizkosti chiralniho centra amino- a hydroxysku. Struktura
B-blokatofi umoziuje rizné interakce, ndjklad tvorbu vodikovych vazeb z&asti
funkénich skupin vhodného chiralniho selektoru nebn interakce s benzenovym

jadrem. Chemické struktury studovanygblokatofi jsou znazorény na obr. 4.

Tab. 2: Frehled pisobeni studovanyghblokator: na adrenergni receptory.

B-blokator Pisobeni na receptory
Atenolol Bi-selektivni bez ISA
Acebutolol Bi-selektivni s ISA
Propranolol B1, Bo-neselektivni bez ISA
Pindolol B1, Bo-neselektivni s ISA
Oxprenolol B1, Bo-neselektivni s ISA
Alprenolol B1, Bo-neselektivni s ISA
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Obr. 4: Strukturni vzorcg-blokatorn:

Pii enantioseparagi-blokatofi pomoci HPLC se ogdily Pirklovy CSP#%
CSP na bazi cyklodextrinu, zejmégecyklodextrinové, neld B-cyklodextrin ma
diky vhodnému pitu glukopyranosovych jednotekipodre velkou kavitd®. Dale
byly Gsmdns pouZity polysacharidové CSP na bazi celulosy a lasy{?®*®
proteinové CSP, zde se jednalo o kysehglykoproteirf® a cellobiohydrolasu {".
V neposlednifack byly enantiomeryp-blokatoi separovany na CSP na bazi
makrocyklickych antibiotiR*%#%8% Struktura makrocyklickych antibiotik dovoluje
uréitou inkluzi hydrofobnicasti -blokatoi do kavity, zatimco polarriast umozni
dipdl-dipdl interakce a vodikové vazby s polarnigkou -blokatori. Kromé toho

mohou separaci podfibjes& stérické repulze ar interakcé®.
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Separace enantiomier B-blokatoti byla UsgSna také pomoci
miniaturizovanych technik — zejména nano-LC nad&thirstacionarni fazi na bazi
teikoplaninu a vankomycinu s mobilni fazi feoou octanovym pufrem, methanolem

a acetonitriler®>:

3.5.3 Chlorofenoxypropanoveé kyseliny

Chlorofenoxypropanové kyseliny (CPPA) fatdo skupiny dlezitych
a Siroce vyuzivanych selektivnich herbicidbdvozenych od fenoxypropanové
kyseliny. PoZadovanou herbicidni aktivitu vykazyeuze R-enantiomer, zatimco
Senantiomer je inaktivni. Vzhledem k dobré rozposti ve vod se mohou tyto
latky pohybovat v ekosystému atgobovat zn&sténi povrchovych a podzemnich
vod. Proto je Zadouci, aby byl aplikovan pouze &oarer s pozadovanou
biologickou aktivitou, a tim se snizila #atzivotniho prostdi. Z chemického
hlediska jsou CPPA polarni latky kyselé povahy,ichh se karboxylova skupina
nachazi vdsném sousedstvi chiralniho centra (strukturni \eatiz obr. 5). Pray
interakce mezi karboxylovou skupinou analytu a askupinou teikoplaninu hraje
velice dilezitou roli kthem enantiosepafaiho procesu. Pokud je aminoskupina
stéricky blokovana, jsou elektrostatické interak@arazeny vodikovymi vazbami

nebo hydrofobnimi interakceffii Disledkem je pak odlisna enantioselektivita

O, - COOH O, - COOH
OY COOH \r \r
cl cl

2,2-CPPA 2,3-CPPA 2,4-CPPA

Separace.

Cl

Obr. 5: Strukturni vzorce chlorofenoxypropanovyghetin

Pro cleni enantiomer CPPA byla v literatte nalezenarada odkad.
V systéemu HPLC byly pouzity népproteinové CSP na bazi lidskeého sérového
albumind® a enzymi”® nebo polysacharidové CSP na béazi celuldsy
Enantioseparace CPPA byla prowdad také s CSP na bazi makrocyklickych
antibiotik, konkrétd na CSP s navazanym teikoplaninem s binarni moléni
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methanol/citratovy puff. Pro enantioseparaci byly testovany i CSP s navémany
teikoplanin aglykonem a methylovanym teikoplaninykgnenf®. Byly zjistény
velmi dobré hodnoty chiralniho rozliSenii pouziti reverzniho sepafi@ho maodu,
kdy mobilni fazi tvaéil methanol a TEAA pufr v poru 40/60 ¢/v). Nejlepsi
hodnoty chirélniho rozliSeni byly ziskany na TAGRC§ porovnani s T a Me-TAG
CSP).

3.5.4 Aminokyseliny s roz¥étvenym retézcem

Mezi aminokyseliny s &venym fetzcem (branched chain amino acid
(BCAA)) se fadi 3 esencialni aminokyseliny, a lteleucin, L-isoleucin aL-valin
(struktury jsou uvedeny na obr. &sencialni aminokyseliny si Ziggny organismus
nedokaze syntetizovat a musi byt proto dodavangrganismu s potravou. Tytdi t
aminokyseliny hraji @leZitou roli @i regulaci metabolismu. iBdstavuji okamzity
zdroj energie, nehojsou vyuZzitelné fimo z krevniho okhu, odkud pechazeji do
svalovych bugk. Jsou proto schopné svaly chranieg ubytkem svalové hmoty
a mohou take iispivat k naiistu objemu sval ZlepSuji regeneraci svaloviny po
téZkém tréninku sportovctim, Ze potlauji tvorbu toxickych latek po namahavé
svalové praci, a také snizuji unavu dstbdku zvySovani hladiny serotoninu.
Napomahaji udrzovat stalou hladinu cukru v krvitala oddalit vykonnostni selhani.
Byvaji sowasti dostupnych potravinovych dakl, vyuzivanych pedevsim
kulturisty a atlety. Vdchto preparatech jsou BCAArippmné jako L-formy, které
vykazuji biologickou aktivitu a jsou registrovangkp potraviny pro specialni
vyzivu® % Bghem vyrobniho procesti nevhodného skladovani ale mohowehto
produktech vznikat islusné D-formy danych aminokyselin, které se Vigisvych
biologickych a fyziologickych vlastnostech. Je protdilezité kontrolovat
enantiomerni ¢istotu €chto vyrobki, aby nedochézelo k vyZivovym ztratdm
z divodu nemetabolizovatelnych a biologicky nevyuzijelm forem &chto

aminokyselifi’.

CHg HO CH,

HO CHy HO
o) CH,
o) CHj 0
NH, CHs
NH, NH;
Valin (Val) Leucin (Leu) Isoleucin (lle)

Obr. 6: Strukturni vzorce aminokyselin s réxenynvetezcem
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Aminokyseliny a jejich derivaty (blokované analoggpu velmi dilezité
prekurzory v syntéze pepfid Jsou rezistentni (¥i racemizaci Bhem syntézy
peptidovéhaetézce, ale jejich enantiomeristota je nezbytna pro kvalitu finalniho
produktu. Je proto nezbytné vyvinout rychlé a edekt metody separacie¢hto
prekurzofi a zajistit tak kvalitu vysoceistych substanci. Aminokyseliny obeécn
byly podrobeny rozsidhlému studiu. Pomoci HPLC bggparovany ligandav
vymeénnou chromatografif, pomoci CSP na bazi cyklodexiiffi proteini?’ nebo
polysacharié®®. Enantioseparace aminokyselin s rizenym postranniniietizcem
byla studovana na CSPs s navazanymi crown-ethemyolysacharidi®, na
Pirklovych CSP°* a s vyuzitim cyklodextrinovych C3$B a s CSP na bazi
makrocyklickych antibiotik®™®> VSechny vySe zmémé skupiny latek vyznanin
pusobi (Fimo nebo zprogedkovar) na lidsky organismus. &oli jsou analyty
z jednotlivych skupin struktugnpodobné, mechanismus separace je pro jednotlivé
zastupcetrzny a sepakani podminky pro Usgné rozdleni konkrétnich enantiomier

se lisi.
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4 Experimentalni ¢ast

V této ¢asti jsou shrnuty iistrojova technika a obecné segaiapodminky
pouzivané Vv publikacich zahrnutych v disénia praci. DetailgjSi informace
o experimentalnich podminkach jsou k dispozicidnglivych publikacich.

4.1 Pouzité fFistroje
HPLC

Kapalinovy chromatograf:

Pumpa: DeltaChroftf SDS 030 WATREX®, Prah&R

Detektor: DeltaChrof UVD 200 WATREX®, Praha(R

Davkovaci ventil: RHEODYNE s davkovaci stékpu 20ul, Cotati, CA, USA

Pouzité kolony:.

CHIROBIOTIC TAG (Astec, Whippany, NY, USA) - teikgnin aglykon
vazany na silikagel (250 x 4,6 mm 1.D., &nin 5 pum)

CHIROBIOTIC T (Astec, Whippany, NY, USA) - teikoplem vazany na
silikagel (250 x 4,6 mm 1.D., z&ni 5um, velikost p6i 120 A)

CHIROBIOTIC T2 (Astec, Whippany, NY, USA) - teikaplin vdzany na
silikagel (250 x 4,6 mm 1.D., z&ni 5um, velikost poé 200 A)

Pasitatovy program: Claritf” 2.1, Watrex®, Prah&R

Injekéni stikatka: objem 25, Hamilton Bonadus AG, Bonadus, Svycarsko

CLC

Kapalinovy chromatograf:

Pumpa: ISCO 100DM, Lincoln, NE, USA

Detektor: LINEAR UV/VIS 205, San Jose, CA, USA, B Getekni celou
Davkovaci ventil: VALCO s davkovaci sikou 60 nl, Schenkon, Svycarsko
Pouzité kolony:.

Protoze kapilarni chiralni kolony nejsou kowrer dostupné, byly pouzité
kapilarni kolony s navazanym teikoplanin aglykonkatmorator pripravené Ing. J.
Planetou z Ustavu analytické chemie AR v Brns. Pro gipravu chiralni kolony
byla pouzita kemenna kapilara (vrifiti pramér 320 um), ktera byla napina v délce
25 cm stacionarni fazi Chirobiotic TAG (Astec, Wibgmy, NY, USA). Vystupnéast
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naplréné kapilary byla napojena pomodiepleiné teflonové truldky na prdzdnou
kiemennou kapilaru o viitim piiméru 100 um, na niZ bylo vypaleno detek
okénko ve vzdalenosti 70 mm od spoje obou kapitadrobgji je priprava kapilar

popsana v publikaci [2] — vizijpoha.
4.2 Friprava pufra a mobilnich fazi

Pro studium retemiho a enantiosepamsiho chovani byly aplikovany dva
separdni médy - reverzni (RP) a pol&iontovy (PIM). Reverzni sepafiai mod
byl realizovan mobilni fazi slozenou z methanokody nebo methanolu a 0,1 nebo
1,0% triethylaminoctanového pufru wznych objemovych po#nech. Ri piipraw
TEAA pufru byl gipraven vodny 0,1% roztok triethylaminu, jehoZz pHldo
upraveno na pozadované hodnoty v rozmezi 3,0 —p8davkem pisluSného
mnozstvi octové kyseliny. P piipraw 1% vodného roztoku TEAA pufru bylo
postupovano obdolnPred pouzitim byla kazda mobilni faze, tj. &rorganického
modifikatoru a pufru (vody) odvzdu&ma v ultrazvukoveé lazni po dobu nejndétb
minut.

V polérre-iontovém sepatmim modu se mobilni faze skladala z methanolu
s velmi malymi pidavky triethylaminu a octové kyselinyadow v desetinach az
setinach obj. procent.

Pro provedeni Waltersova testu bylo postupovano liéatury®’. Ke
stanoveni indexu hydrofobicity (HI) byla pouzita Inilai faze tvdena acetonitrilem
a vodou v poréru 65/35 ¢/v). Pro stanoveni silanolového indexu (Sl)itvanobilni

fazi cisty acetonitril.

4.3 Obecné podminky rdreni

Pfi enantioseparacich bylo pracovano za laboratogploty. V systému
HPLC byla pfitokovéa rychlost mobilni faze v RP médu 0,7 ml-thanv Pl médu 1,0
ml-min™. Priitokovéa rychlost mobilni faze v systému cLC bylagouZiti RP médu 4
ul-min. Pro detekci byla pouZita UV spektrofotometrieyinové délce 200 nm pro
BCCA, 230 nm pro ibuprofen, indoprofen, karprofeturbiprofen, fenoprofen,
2,2-CPPA, 2,3-CPPA, 2,4-CPPA, atenolol, oxprenalpropranolol, i 254 nm pro
alprenolol, acebutolol a pindolol & 270 nm pro flobufen, ketoprofen a suprofen.
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5 Publikované prace

[1] Marie Vadinska, Zuzana Bosakova, Eva Teega; Study of Enantioseparation
Behaviour of Profen NSAIDs on Teicoplanin AglycoBased Chiral Stationary
Phase by HPLC; 3th International Student Conferep®®wdern Analytical
Chemistry®, Praha, ISBN 80-86238-96-2, 2007, 17-27.

[2] Marie Vadinska, Zuzana Bosakova, Eva Tesga, Pavel Coufal, Josef Planeta;
LC with a Teicoplanin Aglycone Chiral Sorbent fohet Separation of the
Enantiomers of Non-Steroidal Ani-Inflammatory Drugs Evaluation of the Chiral
Capillary Columns; Chromatographia 67, 2008, 33-40.

[3] Marie Honetschlagerova-Vadinska, Simona Srkal@&ana Bosakova, Pavel
Coufal, Eva Tedava, Comparison of Enantioselective HPLC Separatan

Structurally Diverse Compounds on Chiral Stationdphases with Different
Teicoplanin Coverage and Distinct Linkage ChemjsirySep. Sci.32, 2009, 1704-
1711.

5.1 Koment& k publikovanym pracim

Tématem této disektai prace bylo vyuziti  vysoka@innych
chromatografickych metod (HPLC a cLC) pro studiumeterniho
a enantiosepataiho chovani vybranych skupin biologicky aktivnidatek na
chiralnich stacionarnich fazich na bazi makrocyiiah antibiotik (glykopeptid) —
teikoplaninu a teikoplanin aglykonu.

Pro separaci vybranych proferbyla v systému HPLC pouzita chiréini
stacionarni faze s navazanym teikoplanin aglykong¢hh. P optimalizaci
enantiosepataich podminek byl sledovan vliv slozeni mobilni daZobsah
organickeho modifikatoru, koncentrace TEAA pufrieho hodnota pH) na chiralni
separaci skupiny proféns cilem najit podminky, umadjici enantioseparaci co
nej\étSiho p@tu studovanych latek.

Nasledr byla vyvinuta HPLC metoda aplikovana i na kapiiépstem[2].

Jak jiz bylo uvedeno vySe, nejsou chiralni kapildolony komeéné dostupné,
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a proto v souvislosti s jejichfipravou a aplikaci je nutnd jejich evaluace. Za
optimalizovanych sepataich podminek byly testovany a evaluovatiyparalelrg
piipravené kapilarni kolony s navazanym teikoplargtylkonem. Giraz byl kladen
piedevsim na kritické zhodnoceni metodyppavy kolony vzhledem k vybranym
parametim — retenci, selektivit a rozliSeni. Vysledky ziskané na jednotlivych
kapilarnich kolonach byly porovnany jak mezi sebtak i s vysledky ziskanymi
v odpovidajicim systéemu HPLC.

Enantiosepakai schopnost dvou chiralnich stacionarnich fazi bai
teikoplaninu, liSicich se pokrytim timto CS (kolomGhirobiotic T a T2), byla
sledovana a porovnana piogkupiny strukturss odliSnych analyt (aminoalkoholy -
farmaka, chlorofenoxypropanové kyseliny - herbicidsninokyseliny s roaitvenym
fettzcem - potravinova aditivg]. V reverznim sepataim maodu resp. v hydrofilni
interakéni chromatografii (HILIC) a v polafmiontovém separaim modu byl
sledovan vliv experimentalnich podminek na ré&téna enantioselektivni
mechanismus jednotlivych analyt Vysledky ziskané na obou srovnavanych

kolonach byly kriticky zhodnoceny.

5.2 Enantioseparace profei metodou vysokodinné kapalinove
chromatografie naCSP na bazi teikoplanin aglykonu [1]

Vzhledem ke struktie proferi a k vysledkm uveejnénym v literatite pro
enantioseparaci proféma CSP s navazanym teikoplaniffdivelmi kratké retetni
¢asy v RP sepataim médu s vysokym obsahem organického modifikjtorbyl
pro studovanou CSP s navazanym teikoplanin aglykotestovan polakiiontovy
separ&ni mod. Bylo pracovano pouze v reverznim sefsgara modu, tvéeném
mobilni fazi s methanolem jako organickym modifik&m a vodnym 0,1 nebo 1,0%
TEAA pufrem (pH 4,0 - 6,0) vizném objemovém potru. Objem methanolu se
pohyboval v rozmezi 80 - 40 % obj. Hodnota pH puintize ovliiiovat polarni
skupiny nejen analyt ale také chiralniho selektoru, a tim i charakdeintenzitu
stereoselektivni interakce.

Ze ziskanych vysledk vyplynulo, Ze retence vSech studovanych latek
vzrastala se snizujicim se obsahem methanolu v moldii Jako nejvhodijSi se

proto jevila mobilni faze se 40% obsahem methankiera se stala zakladem pro
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dalSi experimenty (vliv hodnoty pH a koncentracdryu Ziskané vysledky jsou
uvedeny v tabulce 3. Ze vSedhtestovanych hodnot pH pufru (pH 4,0, 5,0 a 6€D) s
jako nejhorsi jevila hodnota pH 6,0, ve které sedlily cast&né pouze fi,
respektivectyti analyty. Ri porovnani vysledk, ziskanych s afma koncentracemi
TEAA pufru je Zejmé, Ze nizSi koncentrace pufru vede k delSi cétprofer
(s vyjimkou flobufenu, ktery se odliSuje svoji dttwrou) pouze p pH 4,0.
S vySSimi hodnotami pH pufru byly ziskany opa vysledky, tedy pouziti 0,1%
TEAA pufru vedlo k dramatickému zkraceni retenceejrf@na p pH 6,0).
S vyjimkou ibuprofenu a flobufenu bylo dosaZzeno SigE hodnot
enantioselektivniho rozliSeni v mobilnich fazichvgssi koncentraci pufru. Na
zaklad téchto vysledk byl viiv pH pufru studovan detaidi v mobilni fazi 40/60
(v/v) methanol/1,0% TEAA pufr. Selektivita i rozliSeniirné rostly se stoupajici
hodnotou pH pufru do hodnoty 4,0 nebo 4,5 a poti klesaly. NejvysSich hodnot
rozliSeni pro indoprofen a karprofen bylo dosazehiopH 4,0 a pro ibuprofen,
flurbiprofen, suprofen a flobufer¥ippH 4,5 (viz obr. 7 a 8). VySSi hodnota pH (6,0)
byla pizniva pouze pro enantioseparaci ketoprofenu. Kieoselektivnimu
rozliSeni fenoprofenu nedoslo v Zadné ze studovanyabilnich fazi.

Tyto vysledky Ize shrnout konstatovanim, Ze pi@né profeny jsou

optimalizované sepatai podminky odliSné.
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Tab. 3: Vliv koncentrace a hodnot pH TEAA pufru ebiimi fazi na retenci a
enantioseparaci profen v systému HPLC. Stacionarni faze: Chirobiotic TAG,
mobilni faze: MeOH/TEAA pufr 40/60 (v/v),Kreterni faktor,a — selektivita, R —

rozliseni.

0,1% TEAA 1,0% TEAA
pH 4,0 ki a R Ky a R
Ibuprofen 559 1,24 0,54 452 1,11 0,51
Indoprofen 1454 1,13 0,66 12,44 1,14 0,80
Fenoprofen 6,86 1,00 0,00 5,27 1,00 0,00
Karprofen 26,57 1,08 0,29 18,79 1,08 0,50
Flurbiprofen 9,67 1,07 0,26 737 1,16 0,78
Ketoprofen 7,33 1,00 0,00 6,54 1,00 0,00
Suprofen 8,12 1,08 0,30 8,23 1,17 1,05
Flobufen 12,48 1,07 0,31 10,64 1,07 0,29
pH 5,0 ki a R Ky a R
Ibuprofen 2,67 1,06 0,39 380 1,04 0,14
Indoprofen 6,16 1,14 0,53 10,42 1,15 043
Fenoprofen 3,71 1,00 0,00 447 1,00 0,00
Karprofen 16,20 1,00 0,00 15,58 1,00 0,00
Flurbiprofen 3,83 1,13 0,29 6,62 1,28 1,03
Ketoprofen 266 1,00 0,00 494 1,15 0,53
Suprofen 358 1,12 0,36 6,90 1,26 1,03
Flobufen 6,28 1,04 0,13 703 103 0,12
pH 6,0 Ky a R Ky a R
Ibuprofen 0,76 1,00 0,00 3,70 1,00 0,00
Indoprofen 2,13 1,07 0,19 850 1,15 0,38
Fenoprofen 0,84 1,00 0,00 3,81 1,00 0,00
Karprofen 3,61 1,00 0,00 11,93 1,00 0,00
Flurbiprofen 1,22 124 0,36 5,62 1,34 1,06
Ketoprofen 0,98 1,00 0,00 4,13 1,19 0,57
Suprofen 1,32 1,26 0,30 6,06 1,28 0,90
Flobufen 1,92 1,00 0,00 4,71 1,00 0,00

34



pH 6,0

AN

Absorbance

pH 4,5
10 20 30

t (min)

Obr. 7: Vliv pH pufru na separaci ibuprofenu. Exipeentélni podminky: TAG CSP;
mobilni faze - methanol/1,0% TEAA 40/60 (v/v).
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Obr. 8: Chromatogramy suprofenu a flurbiprofenuag@imalizovanych sepataich
podminek: TAG CSP; mobilni faze - methanol/1,0%A E&60 (v/v), pH 4,5.
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5.3 Enantioseparace profei metodou kapilarni kapalinové
chromatografie [2]

Pro separaci profénbyla i v gipadt kapilarni kapalinové chromatografie
vyuzita kapilarni kolona s teikoplanin aglykonovyrohiralnim selektorem
navazanym na silikagelovém ndé@si Kolony byly pipraveny Ing. J. Planetou
z Ustavu analytické chemie AUR v Brre (postup pipravy viz gislusna publikace).

Aby bylo mozno porovnat reténi a enantiosepafmi chovani studovanych
analyti za vyuziti vysokodinné kapalinové chromatografie na kalo€hirobiotic
TAG a kapilarni kapalinové chromatografie na kamil kolorg naplréné stejnym
sorbentem (Chirobiotic TAG), bylo viipad: obou metod pracovano za identickych
separanich podminek, tzn.rpstejném slozeni mobilnich fazi.

Nejprve byl ogt promgiovan vliv obsahu methanolu v mobilni fazi
methanol/1,0% TEAA pufr otznych hodnotach pH (4,0, 5,0 a 6,0) na r&tén
faktor, selektivitu a rozliSeni jednotlivych protenZiskané vysledky (viz tab. 4)
vykazovaly obdobné trendy jako wipact HPLC. Hodnoty retefmich faktofi se
zvySovaly v zavislosti na vysSichigavcich vodné slozky v mobilni fazi. V ramci
jednotlivych prondtovanych obsah methanolu v mobilnich fazich, stoupajici
hodnota pH rda za nasledek zkracovani retence. Nejvypzee tento trend
projevoval v mobilnich fazich s nejnizSim pr&mvanym obsahem methanolu (40
obj. %). Vzhledem k hodnotanKg profeni (3,9 - 5,0), je jejich karboxylova skupina
pii pH 6 jiz disociovana a mobilni faze s nizkym diea organického modifikatoru
enantioseparace (s vyjimkou fenoprofenu, u kteméddoSlo ani k ndznakwleéni).

V mobilni fazi 40/60 methanol/1,0% TEAA pufr byl ivl pH pufru studovan
podrobrEji. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 5. jeteidkt, Ze se varstajici
hodnotou pH se hodnoty reterich faktoti, selektivity a enantiorozliSeni (s
vyjimkami) nejprve zvySuji (do pH 4 nebo 4,5), akpapst porekud klesaji. Tyto
vysledky ukazuji na roli disociace karboxylové skyp proferi v interaknim
mechanismu a na jejiubbzitost @i chiralni diskriminaci. NejvysSich hodnot
enantiorozliSeni bylo dosazeno v mobilni fazi metid,0% TEAA pH 4,0 pro
karprofen a flobufen, aippH 4,5 pro ibuprofen, indoprofen, flurbiprofersaprofen.

Vyjimku tvoril ketoprofen k jehozasténému enantiorozliSeni doSlo a# pH 4,5
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a nejvyssi hodnota byla dosazerfapgH 5,0. Ani @i vyuziti metody cLC nebyla
enantioseparace fenoprofenu &8y v Zadné testované mobilni fazi.

Tab. 4: Vliv sloZzeni mobilni faze na retenci a ditmeparaci profef.
Experimentélni podminky: cLC; TAG CSP, mobilni faethanol/1,0% TEAA (v/v),
ozna‘eni jako v tabulce 3.

MeOH
80 % 60 % 40 %

pH 4,0 Ky a R Ky a R Ky a R
Ibuprofen 0,00 1,00 0,00 0,52 1,00 0,00 301 109 0,81
Indoprofen 087 1,13 0,60 1,86 1,14 0,87 954 1,10 0,85
Fenoprofen 0,20 1,00 0,00 0,68 1,00 0,00 4,04 1,00 0,00
Karprofen 0,57 1,00 0,00 1,72 107 054 12,35 1,08 0,62
Flurbiprofen 029 1,26 0,551 087 1,18 0,98 555 1,12 1,05
Ketoprofen 0,38 1,00 0,00 0,81 1,00 0,00 475 1,00 0,00
Suprofen 051 120 0,64 1,12 1,18 1,02 593 1,11 0,92
Flobufen 029 100 0,00 090 1,00 0,00 781 108 0,81
pH 5,0

Ibuprofen 0,00 1,00 0,00 0,49 1,00 0,00 245 107 0,56
Indoprofen 088 1,14 0,64 1,75 1,14 0,66 893 1,12 0,71
Fenoprofen 0,00 1,00 0,00 0,56 1,00 0,00 3,80 1,00 0,00
Karprofen 0,60 1,00 0,00 1,75 1,00 0,00 10,50 1,05 0,43
Flurbiprofen 0,27 142 0,67 086 1,31 1,27 512 1,12 1,08
Ketoprofen 0,34 1,00 0,00 0,74 112 0,99 3,74 113 1,03
Suprofen 056 126 0,77 105 124 1,13 589 1,12 1,16
Flobufen 0,00 100 0,00 0,70 1,00 0,00 712 108 0,59
pH 6,0

Ibuprofen 0,00 1,00 0,00 0,41 1,00 0,00 2,02 106 044
Indoprofen 0,71 122 0,70 144 160 0,67 850 1,15 0,73
Fenoprofen 0,00 1,00 0,00 0,46 1,00 0,00 2,45 1,00 0,00
Karprofen 0,45 1,00 0,00 149 1,00 0,00 9,30 1,00 0,00
Flurbiprofen 0,00 1,00 0,00 0,73 100 1,30 516 1,11 0,92
Ketoprofen 0,00 1,00 0,00 0,60 115 0,56 3,60 1,17 0,99
Suprofen 0,40 130 0,91 1,01 127 1,22 465 1,11 0,98
Flobufen 0,00 1,00 0,00 051 100 0,00 590 108 0,54
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Tab. 5: Vliv pH pufru na chromatograficka data stuenych profes.
Experimentélni podminky: cLC; TAG CSP, mobilni f40#60 (v/v) methanol/1,0%
TEAA, oznéeni jako v tabulce 3.

pH 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 6,0
Ibuprofen kq 1,91 2,69 3,01 3,50 2,45 2,02
a 1,06 1,08 1,09 1,11 1,07 1,06
R 0,54 0,63 0,81 0,93 0,56 0,44
Indoprofen  k; 5,87 8,18 9,54 11,32 8,93 8,50
a 1,07 1,08 1,10 1,13 1,12 1,15
R 0,64 0,67 0,85 0,96 0,71 0,73
Fenoprofen  k; 2,54 3,69 4,04 5,15 3,80 2,45
a 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
R 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Karprofen ky 6,77 10,21 12,35 12,20 10,50 9,30
a 1,07 1,08 1,08 1,06 1,05 1,00
R 0,61 0,60 0,62 0,51 0,43 0,00
Flurbiprofen  k; 3,28 4,70 5,55 6,90 5,12 5,16
a 1,00 1,06 1,12 1,17 1,12 1,11
R 0,00 0,54 1,05 1,40 1,08 0,92
Ketoprofen  k; 2,97 3,89 4,75 4,92 3,74 3,60
a 1,00 1,00 1,00 1,04 1,13 1,17
R 0,00 0,00 0,00 0,46 1,03 0,99
Suprofen kq 3,66 4,76 5,93 6,65 5,89 4,65
a 1,04 1,06 1,11 1,17 1,12 1,11
R 0,46 0,54 0,92 1,29 1,16 0,98
Flobufen ky 3,99 5,54 7,81 7,66 7,12 5,90
a 1,04 1,06 1,08 1,07 1,08 1,08
R 0,41 0,54 0,81 0,65 0,59 0,54

5.3.1 Evaluace chiralnich kapilarnich kolon na bazieikoplanin aglykonu

Pro evaluaci laboratoén pripravenych kapilarnich kolon nagimych
komekné dostupnou chiralni stacionarni fazi Chirobiotic GAylo vybrano pt
derivati profeni, jmenovi€ ibuprofen, suprofen, flurbiprofen (vyz&gici se
dobrymi hodnotami rozliSeni a relativnkratkou dobou analyzy), indoprofen,
(charakteristicky velmi dlouhou retenci, ale dobhmanotou rozliSeni) a fenoprofen
(ani casteéné se nedlici v Zzadné ze zkouSenych mobilnich fazi). Enaejiaraci
téchto analyit za optimalizovanych podminek (mobilni faze methdn@ TEAA
pufr, pH 4,5, 40/60WV)) probihalo testovanititidenticky naplgnych kapilarnich

kolon v rdmci uéeni opakovatelnosti (,run-to-run“) a reprodukovatedti (,column-
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to-column®) vysledk. Praimérné hodnotyrf = 10) spolu s relativnimi strodatnymi
odchylkami vybranych reténich a sepagaich charakteristik jsou pro jednotlivé
kolony uvedeny v tabulce 6. Opakovatelnostieni pro jednotlivé kolony je
vyjadiena jako relativni sgmodatna odchylka (RSD) ¢renych parametr (reter@éni
faktor diive eluujiciho enantiomerif, enantioselektivitad), enantiorozliSeniR),
pocet teoretickych pater na metr kolony pridve eluujici enantiomeNp) a faktor
asymetrie pro five eluujici enantiomerAg;)). Hodnota RSD népsahla pro Zadny
z vyhodnocovanych param&tB %. Reprodukovatelnost v raméi kolon (n = 3),
vyjadiena jako relativni s#modatnd odchylka stejnych paranietrkteré byly
vyhodnocovany v tabulce 6, je uvedena v tabulceTyto hodnoty RSD jsou
podstate vySSi nez RSD ziskané pro jednotlivé kolony. Rlyzdi separanich
vlastnostech jednotlivych kolon nejsou prgpddobré zpisobeny kolonami jako
takovymi, ale spiSe mohou souviset Fppavou keramickych frit na koncich
kapilary, které znamé ovliviuji impedanci kolony. DalSim zdrojem zvySenych

hodnot RSD raZe byt spoj napkné a prazdné kapilary.
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Tab. 6: Pimeérné hodnoty vybranych chromatografickych dat (n0F Ziskanych na¢ch identicky plénych kapilarnich kolonach v mobilni fazi
40/60 (v/v) methanol/1,0% TEAA, pH 4,5k reterni faktor prvniho enantiomera,— selektivita, R — enantiorozliSeni, Npa‘et teoretickych
pater prvniho enantiomeru vztazeny na metr koldxsy,— asymetricky faktor prvniho enantiomeru, RSD hatini snerodatna odchylka

vypaitena z deseti #iieni (%6).

Analyt Kapiléra kl RSD a RSD , R RDS g Nllm RSD nim As; RSD as1
Ibu 1 3,50 2,51 1,11 1,00 0,93 5,17 10649 3,36 1,07 6,27
2 3,36 1,44 1,11 1,19 0,75 4,06 15493 3,67 1,01 7,11
3 3,67 1,29 1,08 1,02 0,80 2,86 13901 3,60 1,03 6,09
Ind 1 11,32 2,01 1,13 0,99 0,96 5,61 7719 7,25 2,04 7,80
2 10,92 3,25 1,09 1,36 0,88 4,37 8030 5,34 1,87 7,74
3 11,42 1,12 1,10 0,89 0,91 3,94 7533 4,91 1,71 7,18
Fen 1 5,15 1,33 1,00 * 0,00 * 4777 7,91 2,06 3,90
2 4,11 1,19 1,00 * 0,00 * 5847 6,27 2,15 4,99
3 4,85 1,06 1,00 * 0,00 * 6488 3,37 1,91 3,87
Flu 1 6,90 2,09 1,17 0,67 1,40 4,82 5719 6,43 2,08 7,33
2 6,40 2,04 1,14 0,92 1,19 4,48 6067 4,13 2,59 6,48
3 6,68 1,71 1,12 0,91 1,15 3,95 6348 3,10 1,97 7,59
Sup 1 6,65 1,77 1,17 0,80 1,29 4,02 7178 7,42 1,91 7,14
2 6,75 0,94 1,13 0,99 1,20 3,02 6661 4,80 2,20 6,41
3 7,42 1,02 1,11 0,81 0,98 4,52 6155 6,72 1,79 7,66

* - Zadna enantioseparace
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Tab. 7: Reprodukovatelnost dat, ziskanych/eah identicky napknych kolonéch,
vyjadena relativni srrodatnou odchylkou (RSD %) testovanych paraietr

ozna’eni jako v tabulce 6.

Analyt kl a R N, As;
Ibu 3,61 1,29 9,18 8,30 2,41
Ind 1,93 1,54 3,59 2,64 7,19
Fen 4,54 * * 5,33 4,85
Flu 3,07 1,79 8,79 4,26 7,96
Sup 2,30 2,19 8,38 6,27 8,75
* nepaitano

5.3.2 Srovnani chromatografického chovani profeinv kapilarni kapalinové
chromatografii a vysokoinné kapalinové chromatografii

Pro srovnavaci studii obou separich systém byly vybrany korespondujici
experimentalni podminky. Vysledky, ziskané v oboepas&nich systémech
v mobilnich fazich 40/60v(v) methanol/1% TEAA pufr (pH 3,0 - 6,0), jsou
sumarizovany v tabulce 8. V ramci studie byly por@vany nasledujici parametry:
retertni faktor dive eluujiciho enantiomeru ki, enantioselektivita o,
enantiorozliSeni K), paiet teoretickych pater na metr kolony préivé eluujici
enantiomer ;) a faktor asymetrie proiive eluujici enantiomerAg). Jak je patrné
Z tabulky 8, jsou hodnotk, ziskané pro jednotlivé profeny nizsi v systéeme ciez
pii pouziti HPLC techniky. VSeobe&nvysSi hodnoty rozliSeni a vysSi ded
teoretickych pater byly zji8hy v cLC. VySSi dinnost kapilarni kolony rive byt
dana nizSimi mimokolonovymi ifspEvky, které jsou pro techniku kapilarni
kapalinové chromatografie charakteristické. Na drubktranu faktory symetrie pik
byly mnohem lepSi v systému HPLC. VyHeni neni jednozrimé, tato skut@nost
muze byt patrt zpisobena nestereoselektivnimi interakcemi mezi apalytolnymi
silanolovymi skupinami v kapité. Pro ilustraci je na obr. 9 ukdzana enantiosepara
ibuprofenu v cLC (A) a HPLC (B). Z obrazku je parrze vysSi enantiorozliSeni

bylo dosazeno v systému cL@ provnatelné dobanalyzy.

41



Tab. 8: Srovnani chromatografickych dat ziskanyskistému cLC a HPLC. Mobilni
faze: MeOH/1,0% TEAA 40/60 (v/v), oZeai jako v tabulce 6.

cLC HPLC
pH 3,0 4,0 4,5 50 3,0 4,0 4,5 50
Ibu k1 191 3,01 350 245 279 452 435 3,80
a 1,06 1,09 1,11 1,07 1,08 1,11 1,12 1,04
R 0,54 0,81 0,93 0,56 044 051 0,70 0,56
N; 19978 12435 10649 18562 8257 3420 7664 7934
As; 0,57 1,27 1,07 0,69 1,12 0,57 130 0,75
Ind k1 587 954 11,32 8,93 8,25 12,44 13,46 10,42
a 1,07 1,10 1,13 1,12 1,09 1,14 1,13 1,15
R 0,64 0,85 0,9 0,71 048 080 0,64 0,30
N, 8370 7666 7719 8007 6573 6167 4870 6006
As; 1,02 2,22 204 150 13 153 135 135
Kar k1 6,77 12,35 12,20 10,50 10,80 18,79 20,15 15,58
a 1,07 1,08 1,06 1,05 1,08 108 109 1,00
R 0,61 0,62 051 043 044 050 040 0,00
N, 13692 11329 11822 12258 8301 7876 7076 8060
As; 094 1,13 1,21 1,15 098 0,68 090 0,90
Flu k1 3,28 5,55 6,90 5,12 484 737 754 6,62
a 1,00 1,12 1,17 1,12 105 116 1,16 1,28
R 0,00 1,05 1,40 1,08 0,27 0,78 1,17 1,03
N, 5559 8744 5719 8321 6406 4052 4568 4890
As; 132 1,92 208 1,68 093 147 198 1,60
Ket k1 297 4,75 492 3,74 425 654 6,70 494
a 1,00 1,00 1,04 1,13 1,00 1,00 1,00 1,15
R 0,00 0,00 0,46 1,03 0,00 0,00 0,00 0,53
N, 9188 4387 5270 8206 4178 2693 2870 3280
As; 135 143 1,41 1,52 160 155 157 1,70
Sup k1 3,66 593 6,65 5,89 499 823 8,01 6,90
a 1,04 111 1,17 1,12 1,07 117 1,18 1,26
R 046 0,92 1,29 1,16 036 105 111 0,95
N, 8836 7939 7178 8956 5822 4115 4128 4879
As; 0,40 1,66 191 1,70 1,02 189 196 1,72
Flo k1 399 781 7,66 7,12 499 823 947 6,90
a 1,04 1,08 1,07 1,08 1,05 1,07 109 1,03
R 041 081 0,65 0,59 028 029 048 0,12
N, 18741 13610 13673 17048 11521 7818 9875 10244
As; 0,34 0,95 1,24 0,93 054 056 084 0,62
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Ze ziskanych vysledkizefici, Ze chiralni stacionarni faze na bazi teikopian
aglykonového chiralniho selektoru jsou vhodné prantioseparaci skupiny profien
Mobilni faze s nizkym obsahem methanolu, vysSi katraci TEAA pufru a jeho pH
hodnotou v rozmezi 4,0 - 4,5 zdj§i vhodné sepatai podminky pro
enantioseparaci profénv obou sepatmich technikach - v HPLC i cLC. LepSsi
hodnoty enantiorozliSeni byly ziskany v miniatukiaoém cLC systému diky vy3Si
separaéni innosti. V optimalizovanych sepdrdch podminkach bylo v cLC
alespa caste&né chiralné rozckleno sedm z osmi studovanych prafefiti kapilarni
kolony, identicky napléné sorbentem na bézi teikoplanin aglykonu a tesi@va
v ramci opakovatelnosti a reprodukovatelnosti vgych chromatografickych
parametii, vykazovaly hodnoty RSD (spidané pro sledované parametry) do 10 %,

coz jsou hodnoty srovnatelné s kotmgrdostupnymi HPLC kolonami.
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Obr. 9: Srovnani separace enantiomebuprofenu v cLC (A) and HPLC (B).
Experimentalni podminky: TAG CSP; mobilni faze:680(v/v) methanol/1,0%

TEAA, pH 4,5.
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5.4 Porovnani enantioselektivni HPLC separace strularn é
odliSnych latek na stacionarnich fazich s rozdilnynpokrytim
teikoplaninem [3]

Jak jiz bylo uvedeno v kap. 3.4.5.4, &asny vyvoj v oblasti chiralnich
stacionarnich fazi na bazi makrocyklickych antiliiofe, vedle zavaghi now
modifikovanych chiralnich selektiyr zangfen i na pipravu nosiu s vysSim
pokrytim chiralnim selektorem. VySSi pokryti poskgt vy3Si poet interaknich
mist, které mohou zlepSit stereoselektivni interakanalyty a kapacitu CSP. Spolu
s mnozstvim navazaného chiralniho selektoru na moshou podstatnym #Zgobem
ovlivnit retenci, selektivitu, &nnost a enantiorozliSeni také tmpb navazani
chirdlniho selektoru na ndsia velikost pdit noste. V oblasti kapalinové
chromatografie bylo tomuto tématgénovano pouze dkolik praci. Studie zagiené
na glykopeptidy zahrnovaly pouze laboratopfipravené chiralni stacionarni faze na
bézi ristocetinu A a komen¢ dostupné CSP na bézi vankomycinu a teikoplaninu.
Srovnavaci studie teikoplaninovych CSP s rozdilngtuprém pokryti byla
provedena pro vybrarfaminokyseling®®’.

V nasi praci byla studovana a porovnana schopmasttioselektivniho deni
dvou kome&né dostupnych chiralnich stacionarnich fazi na bd&ikoplaninu,
liSicich se stupim pokryti, tj. kolony Chirobiotic T a ChirobioticZT(vySSi pokryti).
Pro srovnavaci studii byly vybranii skupiny strukturtt znan¢ odliSnych analyt
z riznych aplik&nich oblasti (relativh nepolarni aminoalkoholy - farmaka, polarni
chlorofenoxypropanové kyseliny - herbicidy, amfoier aminokyseliny
S rozwtvenym fetzcem - potravinova aditiva), jejich enantiosepargcebihala
v riznych separamich modech. Ziskané vysledky byly diskutovany sedém na

mozny retetini mechanismus.

5.4.1 Charakterizace obecnych vlastnosti chiralnichtacionarnich fazi
(Waltersiiv test)

Jak jiz bylo uvedenoiile, ol¥ testované chiralni stacionarni faze se lisi
navzajem nejenom stugm pokryti silikagelu teikoplaninem, ale také navéma
teikoplaninu na silikagelovy ndsia porovitosti vlastniho silikagelu. Proto byl

nejprve pro vSeobecnou charakterizaéthto CSP aplikovan jednoduchy test,
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navrzeny pro charakterizaci a porovnani reverzstelionarnich fazi typu g Cs
pro achiralni chromatografii, tzv. Waltéxs test. Ten je zaloZzen na zhodnoceni
piispivka dvou zakladnich tylp interakci, projevujicich se fip retertnim
mechanismu v reverznim separan systému - hydrofobnich a silanofilnich
interakcich. Index hydrofobicity je vyjéeh pongrem reteginich faktofi anthracenu

a benzenu v mobilni fazi sloZzené z acetonitrilu cay (65/35, v/v). Hydrofobni
interakce zaviseji vreverznim sepsrian systému na mnozZstvi a délce
uhlovodikovychtetzci. Silanolovy index je ziskan z peéni retergnich faktoi
N,N-diethyltoluamidu K,N-DETA) a anthracenu v mobilni fazi tkené cistym
acetonitrilem, v jehoz pragdi jsou doke solvatovany alkylovéettzce. Silanolové
interakce jsou zavislé na @a volnych silanolovych skupliff. Prestoze Waltefs/
test byl navrzen pro klasifikaci reverznich achitéh systém, |ze @i jeho aplikaci
na zvolené chirélni kolony z jeho vyslédkyvodit ucité zawvry. Ziskané indexy Hl

a Sl na kolonach Chirobiotic T a T2 jsou uvedernghulce 9.

Tab. 9: Index hydrofobicity (HI) a silanolovy ind€Xl), na kolonach Chirobiotic T a
T2.

HI SI
kolona k (anthracen)/k (benzen) k (N,N-DETA)/k (anthracen)
Chirobiotic T 0,95 2,17
Chirobiotic T2 1,18 1,76

Z tab. 9 vyplyva, Ze hodnoty HI se od klasickychemnich fazi typu €
aGs (HI ~ 3 - 4) znan¢ liSi. Podstaté nizSi ziskané hodnoty HI pro ®lkolony
reflektuji pritomnost velkého pitu polarnich skupin v molekule teikoplaninu.
Porekud vysSi hodnoty HI ziskané pro kolonu T2 koreshgins vySSim pokrytim
silikagelu teikoplaninem, jehoz struktura obsahlyerofobnifetzec (viz obr. 1).
Také hodnoty Sl souvisi s hodnotami HI, tzn. niz8dnoty HI pro Chirobiotic T
odpovidaji vy$Sim hodnotam Sl a naopak. Silanoiotg¥akce hraji dlezitou roli na
CSP s niz8im pokrytim silikagelového nsiteikoplaninem (T kolona). Nizsi
hodnota silanolového indexu pro T2 kolonu také eldfije jeji delSi vazebny
fettzec, obsahujici karbamatovou skupinu, |épe chraamciny od interakci se

silikagelem.
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Z jiz dosazenych vysledkLFER (linear free energy relationsHip)vyplyva,
Ze hydrofobni interakce dominuji v mobilnich fazgchizkym obsahem organického
modifikatoru, zatimco polarni interakce hraji vyamaou roli v mobilnich fazich s
jeho vysokym obsahem. Druhy ziovany systém fize byt povazovan za hydrofilni
interakéni chromatografii (HILICI?®%” V HILIC systémech je retence a selektivita

polarnich analyt primarré urcovana hydrofilnimi interakcemi.

5.4.2 Aminoalkoholy

Aminoalkoholy @-blokatory) jsou bazické sléeniny s relativdd nizkou
polaritou obsahujici hydroxylovou a aminovou skupintsné blizkosti chiralniho
centra a obsahujici minim&lfedno aromatické jadro ve své struietviz obr. 4).

Vliv obsahu organického modifikatoru v mobilni faznethanol/1,0%
triethylaminoctanovy pufr, pH 4,5 na retenci a dimeparaci jednotlivych anafyt
je znazorsin na obr. 10. Pro @bstudované teikoplaninové kolony byla ziskana
zavislost ve tvaru pismene U, vyra@ii v pripac kolony s vySSim pokrytim. Tvar
zavislosti poukazuje na zZmu interakniho mechanismu se zZmou mnoZzZstvi
organickeého modifikatoru v sep&rdm systému. # nizkém obsahu methanolu
pievazuji hydrofobni interakce, typické pro revermteréni mechanismus. Polarni
interakce hraji dominantni roli fiprysokém obsahu methanolu v mobilni fazi.
Hodnoty enantioselektivity i enantiorozliSeni se pbou kolonach zvySovaly
s rostoucim obsahem methanolu v mobilni fazi, pamgtlivé analyty byly hodnoty
enantiorozliSeni v odpovidajicich mobilnich faziduy vysSi na koloh Chirobiotic
T2. Pro ilustraci jsou v tab. 10 uvedeny hodnotsirgioselektivity a enantiorozliSeni
ziskané pro abkolony v mobilnich fazich s vysokym obsahem methan
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Tab. 10: Vliv obsahu methanolu v mobilni f4zi nargioselektivitu ) a enantiorozliSeni (R) aminoalkokioMobilni faze

pH 4,5 (v/v).

70% 80% 90% 95%
T2 T2 T2 T2
a R a R a R a R a R a R a R a R
Ate 1,00 0,00 1,05 0,52| 1,04 059| 1,08 0,97| 1,07 1,07| 1,13 1,44| 1,09 1,30| 1,27 1,45
Oxp 1,00 0,00 1,04 0,40| 1,04 055| 1,07 0,66 1,06 097| 1,10 1,20|] 1,07 0,68| 1,12 1,40
Pro 1,04 0,45| 1,07 0,65| 1,06 0,80| 1,10 1,02| 1,08 1,47| 1,14 1,63| 1,10 2,04| 1,127 2,12
Alp 1,04 0,49| 1,08 0,74 1,06 0,63| 1,10 1,06| 1,09 1,26| 1,15 155 1,11 0,60| 1,27 1,98
Ace 1,00 0,00 1,06 0,59 1,04 058| 1,08 0,86| 1,06 1,09| 1,11 1,24| 1,07 1,38| 1,13 1,42
Pin 1,02 0,38 1,07 0,64 1,05 o0,65| 1,09 1,01} 1,07 1,38| 1,13 1,48| 1,09 1,77| 1,16 1,77

: MeOH/1,0% TEAA
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Na zaklad dobrych vysledk ziskanych v mobilnich fazich s vysokym
podilem methanolu byl aplikovan i pol&rontovy mod, realizovany methanolem
s riznymi piidavky octove kyseliny a triethylaminu (0,05 - OMdl. %) na podporu
polarnich interakci. Snizeni koncentrace kyselingaze (pi jejich konstantnim
objemovém poreru) vedlo k prodlouZeni retence na obou kolonacklSDretence
byla doprovazena zlepSenim enantioseparace na&dldnnaopak lepsSi chiralni
déleni bylo dosazeno na koldrT pii redukované retenci zafippmnosti vysSiho
obsahu obou komponent. Vliv vzajemného pamkyseliny a baze na rozliSeni
nebyl pozorovan. Nejvhodj$i slozeni mobilni faze pro éeni enantiomer
B-blokétofi bylo MeOH/HAC/TEA v pondru 100/0,1/0,1 \{/v\) pro kolonu T
a v pongru 100/0,05/0,05Wv/V) pro kolonu T2. Na obr. 11 je znazéma separace
smesi enantiomar oxprenololu, propranololu a atenololu na oboudplkninovych

CSP pi stejném sloZzeni mobilni faze.

T2

Absorbance
N

. 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 10 20 30 40 50 60 70

t (min)

Obr. 11: Srovnani enantioseparace oxprenololu gtdpranololu (2) a atenololu (3)
na kolonach Chirobiotic T a T2. Mobilni faze: Me®iAC/TEA 100/0,05/0,05

(VIVIV).

VySSi retence, doprovazena i lepSimi hodnotamiigeal pro vSechny
aminoalkoholy ve vSech testovanych mobilnich fazigla dosazena na koléi2.
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LepSi vysledky enantioseparace aminoalkdhoyly dosazeny v polagriontovém

separanim maodu.

5.4.3 Chlorofenoxypropanové kyseliny

Chlorofenoxypropanové kyseliny obsahuji aromatikkyh blizko chiralniho
centra a zarovekarboxylovou skupinu, schopnou vyteéelektrostatické interakce.

Jako prvni byl testovan reverzni segafiamod, kdy mobilni fazi tvidl
methanol a 1,0% TEAA pufr, pH 4,5 a 6,5 azmnych objemovych po#nech.
Retencedchto derivat se sniZzovala s rostoucim podilem methanolu v mokalzi.
Tato zavislost nazrtavala, Ze pouziti polagiontového sepatamiho modu neni
vhodné. DelSi retence byla zaznamendna na CSPSsnwygokrytim, nicméh pri
vy8Sim obsahu methanolu v mobilni fazi se zvy&tamce na kolanT. V mobilnich
fazich s niz§im obsahem methanolu byly lepSi hagdnenhantioselektivity
a enantioseprarace ziskany na keéloh2. Obr. 12 ilustruje chiralni separaci
2,4-CPPA na obou kolonach v zavislosti i@aném sloZzeni mobilni faze. Derivét
2,3-CPPA vykazoval odliSné chovani. Vy3Si enantédiwity tohoto analytu bylo
dosazeno na kol@nr2 ve vSech studovanych mobilnich fazich, takzérmenpongru
methanolu a TEAA pufru ne¢ta podstatny vliv. Ziskané vysledky jsou shrnuty

v tabulce 11.
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Obr. 12: Enantioseparace 2,4-CPPA na kolonach Qfiotic T a Chirobiotic T2 §
dvou riznych sloZzenich mobilnich fazi: (A) MeOH/1,0% TE@A 4,5 20/80 (v/v);

(B) MeOH/1,0%TEAA, pH 4,5 90/10 (V/v).
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Tab. 11: Vliv obsahu methanolu v mobilni fazi nargimselektivitu ¢) a enantiorozliSeni (R) CPPA na kolonach Chirolgidt a T2. Mobilni
faze: MeOH/1,0% TEAA, pH 4,5.

10 %

20%

30%

40%

90%

95%

T2

T2

T2

T2

T2

T2

a R

a R

a R

a R

a R

a R

a R

a R

a R

a R

a R

a R

2,2-CPPA
2,3-CPPA
2,4-CPPA

1,22 1,43
1,09 0,51
1,30 1,60

1,28 0,95
1,27 1,15
1,42 1,45

1,27 1,50
1,12 0,65
1,35 1,76

1,33 1,27
1,32 1,42
1,49 2,60

1,32 1,77
1,15 0,65
1,45 1,99

1,36 1,41
1,34 1,69
155 2,41

1,34 1,44
1,16 0,62
1,47 191

1,39 1,50
1,36 1,39
157 2,14

1,52 1,16
1,23 0,58
1,73 1,72

1,48 0,64
1,27 0,47
1,55 0,69

1,63 1,44
1,33 0,69
1,89 2,07

1,56 1,55
1,36 0,47
1,60 0,64
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Na obou kolonach s navazanym teikoplaninem byloaZieso dobrého
rozliSeni vSechit chlorofenoxypropanovych kyselin. S vyjimkou 2,B4€A byly (i
nizsSim obsahu methanolu v mobilni fazi ziskany ilépEinoty rozliSeni na kol@n
T2, zatimco opé vysledky vykazovala kolona T. To ukazuje na ileg@dikani

moznosti chiralni stacionarni faze s nizSim stappokryti v HILIC systému.

5.4.4 Aminokyseliny s roz¥tvenym ietézcem

Tii studované aminokyseliny s ragvenym fettzcem - valin, leucin
a isoleucin pat do skupiny hydrofob¥Sich aminokyselin (jejich lo® pii pH 7,0 je
2,26, -1,61 a -1,78. Tyto nativni aminokyseliny jsou ateZitymi slozkami
potravinovych dopiki a D-enantiomery jsou povaZzovany za nezadoutistudy'°.

Z tohoto divodu byla optimalizace sep&rdach podminek zadiena pouze na
odckleni D-enantiomer. Obecw plati, Ze chirdIni stacionarni faze na bazi
teikoplaninu jsou velice vhodné pro enantioseparagiinokyselin za pouZiti
jednoduchych vodfiorganickych mobilnich faZf2 Proto bylo chovani &chto
aminokyselin testovano v mobilnich fazich fmoych pouze vodou a methanolem
v riznych objemovych po#nech. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tab. 12. ¥ni
ziejmé, ze se zvySenym obsahem organického modifikéochazelo k prodlouzeni
retence, doprovazene i lepsi enantioselektivit@mantiorozliSenim D-enantionier
Retergni faktory D-enantiom&r aminokyselin @ nizkém obsahu methanolu
v mobilni fazi sledovaly hodnoty hydrofobicity jeattivych aminokyselin a jejich
reteréni paadi tedy byloD-leu > D-ile > D-val. Zmgna jejich eléniho pdadi byla
pozorovana na obou kolonéach, pokud obsah methanohobilni fazi gevysil 40
obj. %. Toto chovani iZe indikovat zminu interakniho mechanismu od reverzniho
k takovému, ve kterém jsou hydrofobni interakce éngrznamné.

Srovnani sepataiho chovani D- a L-enantiomiersmési aminokyselin
ziskané pro obkolony ve dvouiiznych mobilnich fazich je zndz@mo na obr. 13.
V obou @ipadech je pozorovana nizsi retence na kol®o8. V mobilnich fazich
s niz8im obsahem methanolu byly ziskany lepsi hiydioaliSeni pro D-enantiomery
na kolorg T2 (obr. 13 A), zatimco v mobilnich fazich s vyp83bsahem methanolu
byly lepSi vysledky rozliSeni dosaZzeny na keéloh (obr. 13 B). Retence odrazi

typické chovani analytv HILIC systému, ve kterém jsou polarni analytpa®vany
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na polarni stacionarni fazi s vadarganickou mobilni fazi a zvySeny podil vodné
sloZzky sniZuje retenci. VySSi polarita kolony T liledem ke kolo& T2) se zda byt

v pripact reterfniho mechanismu v systému HILIC vyhodna.
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Tab. 12: Vliv obsahu methanolu v mobilni fazi niemeéni faktory (k), enantioselektivitud) a enantiorozliSeni (R) studovanych aminokysedin n

kolonach Chirobiotic T a T2. Mobilni faze: MeOH®I (v/v).

20 %

40 %

60 %

80 %

T

T2

T

T2

T

T2

T

T2

kq a R

Ky a R

kq a R

Ky a R

kq a R

Ky a R

Ky a R

Ky a R

Val
lle
Leu

1,9 1,13 1,14
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Obr. 13: Chiralni separace s#si DL-valinu, DL-leucinu aDL-isoleucinu na kolo#
Chirobiotic T a Chirobiotic T2; mobilni faze: (A) &DH/HO 60/40 (v/v); (B)
MeOH/HO 80/20 (v/v). Analyty: 1:-val, 2:L-leu, 3 L-ile, 4: D-val, 5: D-leu, 6:D-

ile.

Enantioseparkai chovani vykazovalo velmi podobny charakter jakovani
chlorofenoxypropanovych kyselin. VysSi retence, ellity a rozliSeni
D-enantiomel téchto aminokyselin bylo dosazeno na CSP s niZzSimrytiok
chiralnim selektorem v HILIC moduriBpivek silanolovych skupin k retenci se zda

byt v tomto typu interatniho mechanismu vyhodny, dokonce i pro vytra
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enantiodiskriminéniho prostedi. Pordrné rozsahla studie zaffena na srovnani
kolon Chirobiotic T a T2 viiznych mobilnich fazich praizné typy analyt ukazala
znané variabilni chovani d&hto sepamnich systém. Obecné zawy
o enantioseparaci vzhledem kodliSnému pokryti kajelového nose

teikoplaninem nelze provést bez korelace se slatembbilni fadze a strukturou

analyti.
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6 Zaver

Hlavnim cilem této disertai prace bylo sledovani retariho
a enatiosepataiho chovani vybranych biologicky aktivnich latela rhiralnich
stacionarnich fazich na bazi makrocyklickych aotiki

Enantioselektivni separace 2-arylpropanovych kgse(profeni) byla

studovana za vyuziti metod vysokoiné kapalinové chromatografie a kapilarni
kapalinové chromatografie na chiralnich staciordrnifazich s navazanym
teikoplanin aglykonem v reverznim sepgian modu. K ¢ast€né enantioseparaci
vS8ech studovanych profén (s vyjimkou fenoprofenu) doSlo v  obou
chromatografickych systémech. Kélehi enantiomer profeni se lépe osidcily
mobilni faze tvéené 1,0% triethylaminoctanovym pufrem o hodnotadhd a 4,5,
s nizS§im podilem organického modifikatoru. Z paoré@ni chromatografickych
parametii ziskanych v obou chromatografickych systémech EIRLCLC) vyplyva,
Ze vysSi dginnosti a lepsiho chirdiniho rozliSeni Ize dosdhnoaystému kapilarni
kapalinové chromatografie.

Chiralni kolony pro cLC nejsou kontek dostupné, bylo proto provedeno
testovani a evaluace postupiippavy. Testovanitt identicky naplgnych kolon
probihalo za optimalizovanych separich podminek (mobilni faze: MeOH/1,0%
TEAA, pH 4,5 40/60\{/Vv)). Opakovatelnost #iteni pro jednotlivé analyty, vyjéena
jako relativni smrodatna odchylka, népsahla pro Zadny z vyhodnocovanych
parametii (retergéni faktor dive eluujiciho enantiomeru, selektivita, enantitiseni,
pocet teoretickych pater prvniho enantiomeru vztazemynetr kolony, asymetricky
faktor) 8 %. Reprodukovatelnost, vyjéda opt jako RSD vyhodnocovanych
chromatografickych paramétr vykazovala hodnotu do 10 %, coz je vysledek
srovnatelny s komen¢ dostupnymi HPLC kolonami.

V dalSi¢asti prace byl sledovan vliv pokryti silikagelovéhaste chiralnim
selektorem — teikoplaninem (kolony Chirobiotic T @&2) na schopnost
enantioselektivni separace aminoalkahol (B-blokator) - farmak,
chlorofenoxypropanovych kyselin — herbitid amfoternich aminokyselin — sS@sti
potravinovych dopikd. Méfeni bylo provadno v reverznim a polaérontovém
separanim maodu.

Pro obecnou charakterizaci obou teikoplaninovyclk @$ozdilnym pokrytim

chiralnim selektorem byl pouZzit Waltékstest. Vyplynulo z 8ho, Ze powekud vysSi
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index hydrofobicity ndla stacionarni faze gt8im pokrytim chiralnim selektorem.
Rozdil v hodnotach HI mezi ¢ma kolonami vSak nebyl vyrazny. Naopak vysSi
hodnotu silanolového indexudta stacionarni faze s nizSim pokrytim teikoplaninem
— silanolové interakce se tudiz v rateim mechanismuiejmé uplatiuji na této
kolorg vice.

Na obou CSP bylo dosazeno rozliSeni vSech studetamyninoalkohal
v obou sepakmich modech. VysSi retémi faktory doprovazené lepSimi hodnotami
chiralniho rozliSeni byly pro vSechny aminoalkoheé/vSech testovanych mobilnich
fazich dosazeny na koldrChirobiotic T2. Ricemz lepsi vysledky enantioseparace
byly ziskany v polar&iontovém sepatamim modu, nejvhodfiSi sloZzeni mobilni
faze pro enantioseparaci aminoalka@hioylo MeOH/HAC/TEA 100/0,1/0,Iv{(Vv/).

Déleni enantiomer chlorofenoxypropanovych kyselin bylo @Spé na obou
teikoplaninovych CSP v reverznim separian modu. Obechlze konstatovat, Zefip
niz§im obsahu methanolu v mobilni fazi byly ziskdepsi vysledky na kolanT2,
zatimco kolona T nabizela vhagi moznosti pro stereoselektivni interakce, azudi
lepSi chiralni rozliSeni¢thto analyii, pii pouziti mobilni faze s vysokym obsahem
organického modifikatoru.

Enantiosepagai chovani aminokyselin s rogavenym fetézcem bylo velmi
podobné chovani chlorofenoxypropanovych kyselin.53fyretence, selektivity
a rozliSeni enantioméraminokyselin bylo dosazeno na CSP s nizSim pakryti
teikoplaninem v mobilnich fazich s vy5$Sim obsaheathanolu.

Vysledky ziskané v této diseétd praci ukazaly, zei) kapilarni kapalinova
chromatografie rize byt auspsSre vyuzita pro chiralni separace a Ze je vhodnou
alternativou klasické HPLC;iij chiralni stacionarni faze na bazi glykopeftid
konkrétre teikoplaninu a teikoplanin aglykonu, poskytujii pryuZziti raiznych
separdnich modi vhodné enantiodiskrimidai prostedi pro separaci strukturn

znan¢ odlisSnych, biologicky aktivnich latek.
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7 Seznam pouzitych zkratek

2,2-CPPA
2,3-CPPA
2,4-CPPA
a

Ace

ACN

Alp

As

Ate

BCAA

CE
cLC
CS
CSP
D,L-ile
D,L-leu
D,L-val
GC
Fen
Flo

Flu
HAcC

HI
HILIC

HPLC
Chirobiotic T (T)
Chirobiotic T2 (T2)

lbu
Ind
k

Kar
Ket

2,(2-chlorofenoxy)propanova kyselina
2,(3-chlorofenoxy)propanova kyselina
2,(4-chlorofenoxy)propanové kyselina
separ#ni faktor (faktor selektivity)
acebutolol
acetonitril
alprenolol
asymetricky faktor
atenolol
aminokyseliny s roztvenymiettzcem (z angtitiny
branched chain amino acids)
kapilarni elektroforéza
kapilarni kapalinova chromatografie
chiralni selektor
chiralni stacionarni faze
DL-isoleucin
DL-leucin
DL-valin
plynova chromatografie
fenoprofen
flobufen
flurbiprofen
octova kyselina
index hydrofobicity
hydrofilni interalkéni chromatografie (z angtiny
hydrophilic interaction liquid chromatography)
vysokodinna kapalinova chromatografie
teikoplaninova kolona
teikoplaninova kolona s vys§bwkrytim a jinou vazebnou
chemii
ibuprofen
indoprofen
retergéni faktor
karprofen

ketoprofen
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LFER
LogD

MA

MeOH

MF
mikro-HPLC
N
N,N-DETA
nano-LC
Oxp

Pin

PKa

Pro

R

Sl

Sup

TAG

TEA
TEAA pufr

viv

linear free energy relationship

index hydrofobicity pro uité pH
makrocyklicka antibiotika

methanol

mobilni faze

mikrokapalinova chromatografie
patet teoretickych pater na metr délky kolony
N,N-diethyltoluamid

nanokapalinova chromatografie
oxprenolol

pindolol

disoci&ni konstanta

propranolol

rozliSeni

silanolovy index

suprofen

teikoplanin aglykon

triethylamin

triethylaminoctanovy pufr
objem/objem (porr objemi sloZzek MF)

vankomycin
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