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1. UVOD

Béhem poslednich dvaceti let nasla vysokouéinna kapalinova chromatografie
(HPLC) 8iroké uplatnéni v analytickych laboratofich v oblasti biologie, farmacie,
lékafstvi, pramyslu a zivotniho prostfedi. Masové zavedeni této metody je zaloZzeno
na jeji schopnosti délit Siroké spektrum strukturné znaéné odliSnych
nizko- 1 vysokomolekuldrnich latek jak polarniho, tak i nepoldrniho charakteru
s dostate¢nou rychlosti, ucinnosti, citlivosti, spolehlivosti a robustnosti. Jednim
z vyznamnych trendd ve vyvoji separa¢nich technik je miniaturizace separacnich
systémd. Miniaturizované kapilarni systémy umozfiuji analyzy minimalnich
(objemovych i hmotnostnich) mnozstvi latek pfi spotfebé mobilni faze (resp.
zakladniho elektrolytu), tj. organickych rozpoustédel a casto drahych aditiv, az
o nékolik tadi niz8i nez pfi pouziti béznych separanich metod. Také spotieba
sorbentll je v pfipadé miniaturizovanych chromatografickych technik na¢né snizena.
Velmi mald mnozstvi vzorku potfebna k analyze jsou dulezitd ptredevSim pfi
stanovovani biologicky aktivnich latek a jejich metabolita'. Kapilarni techniky lze
s vvhodou vyuzit také pfi optimalizaci separacniho systému vyzadujiciho drahd
aditiva.

Jednou z miniaturizovanych separaénich metod je kapilarni kapalinova
chromatografie (CLC), kterd vyuZziva separa¢ni vyhody kapilarnich systémi.
Zaroven viak miiZze pouzivat stejny druh stacionarni faze jako HPLC a ani sloZeni
mobilni faze se pfili§ neli§i od klasické techniky. Vzhledem k velmi malym
pritokim mobilni faze (jednotky pul/min) je tato separaéni technika vhodna pro
spojeni s detektory pracujicimi na principu ionizace.

Vseobecné silici poptdvka po vyvoji novych metodik pro separaci opticky
aktivnich latek (enantioseparaci) se promitla i do oblasti miniaturizovanych
separacnich technik, pfedev§im do Kkapilarni elektroforézy (CE)Z, micelarni
elektrokinetické chromatografie (MEKC)® a kapilarni elektrochromatografie (CEC)".
Vyuziti CLC je orientovano ptrevazné na achiralni separace. Tento fakt souvisi se
skute¢nosti, ze zatimco vybér komeréné dostupnych kapilarnich kolon naplnénych
achiralnim sorbentem je dnes prakticky stejné Siroky jako v ptipadé klasickych kolon

pro HPLC, chiralni kapilarni kolony nejsou komeréné dostupné a jsou omezeny

pouze na kolony laboratorné ptipravené.



2. CILE DIZERTACNIi PRACE

Naplni této dizertaéni prace bylo zkoumat moznost pouziti CLC pro separaci
vybranych biologicky aktivnich latek. V oblasti achiralnich separaci byla pozornost
zaméfena na analyzu nov€ syntetizovanych potencionalnich chemoterapeutik,
dostupnych ve velmi malych mnozstvich, na uréeni jejich Cistoty v reakéni smési.
Pro studium reten¢niho a enantiosepara¢niho chovéni tfi skupin strukturné odliSnych
chiralnich analyt (B-blokatory, profeny, derivaty chlorofenoxypropanové kyseliny)
byl zvolen pifimy zpisob enantioseparace, realizovany jak formou chirdlni
stacionarni faze (CSP), kdy je pfislusny chiralni selektor kovalentn ;z;az—a;;/;a

silikagelovém nosici, tak pfidavkem stejného chirdlniho selektoru (CS) do mobilni

féaze. Jako chiralni selektory byly vybrany dva zéastupci ze skupiny makrocyklickych

antibiotik - vankomycin a teikoplanin. Miniaturizované uspoiadani kapalinové

chromatografického systému mélo umoznit snadnou variaci experimentalnich podminek

sméfujici k pochopeni dé€jii podilejicich se na separaénim mechanizmu.



3. TEORETICKA CAST
3.1 KAPILARNI KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
3.1.1 Historie mikrokapalinové chromatografie

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, vedle klasické HPLC se v poslednich letech
stale vice dostava do popiedi zdjmu mikrokolonova kapalinova chromatografie'>®.
Historie mikrokapalinové chromatografie zacala jiz v roce 1967, kdy Horvéth a kol.
pouzili pro separaci ribonukleotidti kapilary o vnitinim primeéru 1,0 mm”®. Termin
mikro-HPLC je spojen s pracemi Ishii a kol.”'" z osmdesatych let popisujicimi
pouziti plnénych teflonovych mikrokolon s vnitinim primérem 0,5 mm pro separaci
polyaromatickych uhlovodikl. Jiné typy mikrokolon, a to plnéné sklenéné

11,12 13,14,15 16,17’ zaéaly b}"t pouiivény

13,14

kolony ', , ,microbore* kolony a kfemenné kolony

11215 Yanga17 a Scotta

kratce poté. Na zdkladé klicovych praci Novotného
a diky Gsili fady dalsich laboratofi'®"®, byla mikrokolonova chromatografie zavedena
jako komplementarni technika ke klasické HPLC.

Pro ilustraci je v tab. 1 uveden piehled chromatografickych metod,

usporadanych podle zmensujiciho se vnitiniho priméru kolon.

Tab. 1: Nomenklatura chromatografickych metod podle rozdilného vnitiniho priméru

kolon'
Nazev chromatografické metody Vnitini primér kolony
Vysokou¢inna kapalinova chromatografie 2,0 - 4,6 mm
Mikrokapalinova chromatografie 0,5 -1,0 mm
Kapilarni kapalinova chromatografie 100 — 500 pm
Nanokapalinovéa chromatografie 10 - 100 pm




3.1.2 Vyhody a nevyhody CLC"?"

Miniaturizace v kapalinové chromatografii oproti konven¢ni metod€ pfinasi
fadu vyhod. Miniaturizace rozméru kolon vede ke sniZeni objemu ddvkovaného
vzorku, spotfeby stacionarni i mobilni faze, coz umoziiuje pouziti velmi drahych
sorbetl a aditiv mobilni faze. Pritoky mobilni faze, které se pouzivaji v CLC jsou
jednotky pl/min a to vede ke znaéné uspoie organickych rozpoustédel. Touto
usporou vznika mensi mnozstvi odpadd, coz ma pozitivni vliv na zatizeni Zivotniho
prostiedi. Dal§f vyhodou je vy$§i separaéni u¢innost vlivem mensiho
chromatografického nafedéni vzorku. NiZz§i pritokova rychlost mobilni faze
usnadniuje moznost pifimého zapojeni s hmotnostnim detektorem. Miniaturizace
ptinasi 1 urcité nevyhody, jako jsou vétsi naroky na instrumentaci a mensi objemy

detekéni cely, s nimiz souvisi i mensi citlivost detekce a caste¢né problémy

s ptipravou kolon.
3.1.3 Mikrokolony a jejich pFiprava

Pro ptipravu mikrokolon jsou ¢asto pouZzivany kfemenné kapilary. Jsou
chemicky inertni, maji tenké stény, tedy 1 maly vnéj§i primér a lze je dobie
termostatovat. Velkou prednosti je i moznost volit kapilaru/kolonu dostatecné
dlouhou, a tim dosahnout potfebného poctu teoretickych pater. Vnéjsi povrch kapilar
byvé pokryty polymerni, vét§inou polyamidovou, vrstvou. Diky tomu jsou kiemenné
kapilary mechanicky velmi odolné, ohebné a snesou vysoky vnitini pretlak'’.

Pro ptipravu néapliiovych kapilarnich kolon lze vyuzit rizné plnici techniky,

zahrnujici pouziti plyni®'?, kapalinzz’23 1 superkritickych kapalin24’25

jako
transportniho média stacionarni faze dovniti kolony. Zakladni princip plnéni spo¢iva
v zachytu stacionarni faze ve formé suspenze fritou, vytvofenou z kovového
krouzku, skelné vaty, polymerni membrany nebo sintrovanym silikagelem, ktera je
umisténa na konci prazdné kapilary. Separa¢ni G¢innost kolony je ovliviiovana fadou
parametri jako napft. tlakem pfi plnéni, vybérem rozpoustédla, koncentraci suspenze,
vybérem frity a pfedevsim minimalizaci mrtvych objem®2%%.

Pii plnéni kapilary vznika problém, jak vybavit kolonu zabranou na vystupu,
kterda by bréanila uniku sorbentu z kolony. Jednoduchym v praxi pouZivanym

v ¥ , 28 . v ’ ’ v s e ’ 1z v .
feSenim”” je uzavieni kolony tim, Ze se na jeji konec nasadi kapilara (kfemenna nebo
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teflonovd) o délce 5 az 15 mm, jejiz vnitini primér odpovida vnéjSimu priméru
plnéné kiemenné kapilary. Tato kapilara je opatiena fritou ze skelné vaty. Volnym
koncem se k vrstvé skelné vaty zasune vystupni kfemennd kapilara s menSim
vnitinim primérem neZ jaky ma separacni kapilara. Délka této vystupni kapilary je
volena podle pouzitého detektoru, nebot’ tvofi spoj mezi separaéni kolonou
a detektorem.

V soucasné dob¢ je komeréné dostupné velké mnozstvi napliiovych
kapilarnich kolon (vnitini primér 180 — 800 pum), se Sirokou nabidkou achiralnich
sorbentil rizné polarity. Samostatnou kapitolu pak tvoti monolitické kapilarni kolony
na bazi silikagelu™® &i organickych polymera*®*'. Riizné typy monomert (hydrofilni
- metakrylamid, hydrofobni - styren nebo divinylbenzen, ionogenni - kyselina
vinylsulfonova) zajistuji Siroké vyuziti monolitickych kolon®’. Jak jiz bylo zminéno
v ivodu, chiralni kapilarni kolony nejsou komeréné dostupné a jejich pouziti je
omezeno na laboratorni ptipravu.

V pribéhu poslednich nékolika let nabyvda na vyznamu spojeni
mikroseparac¢nich technik s hmotnostné spektrometrickou detekci nebo nuklearni
magnetickou rezonanci. Vysokad separa¢ni ufinnost spolu se znacnou citlivosti
detekce zminénych kombinovanych technik uréuji hlavni aplikaéni oblast mikro-
a nanoseparacnich metod — bioanalyzu, zahrnujici vyzkum proteind, peptidq,

fragmentti DNA a fady dal3ich biologicky aktivnich latek®!%%.



3.2 CHIRALNI SEPARACE
3.2.1 Chiralita

Slovo chiralita je odvozeno od feckého slova chiros, coZ znamend dlan, ruka.
Pravé leva a prava ruka jsou typickymi piiklady zrcadlového obrazu, a jsou to tedy
chiralni objekty. Pojmu chiralita bylo poprvé ve védecké terminologii pouZito
fyzikem lordem Kelvinem®* roku 1884. Ale byl to Louis Pasteur®, kdo v roce 1848
jako prvni izoloval krystaly Cistych optickych izomerd z racemické smési vinanu
sodno-amonného.

NejcastéjSim zdrojem chirality je atom uhliku se ¢tyfmi rliznymi substituenty.
Takto se odvozuji dva prostorové izomery (tzv. enantiomery), z nichZ kazdy je
zrcadlovym obrazem toho druhého (obr. 1). Chiralnimi centry mohou byt i jiné
atomy, napf. kiemik, fosfor, sira ¢i dusik®®. Chiralita vSak nemusi byt spjata pouze
s piitomnosti tzv. asymetrického atomu, ale jejim zdrojem mulze byt i omezena
rotace substituentd kolem jednoduché vazby (chiralita axialni), jak je tomu napft.
u disubstituovanych bifenyld ¢i binaftyld. Deformace molekuly v dasledku
stérického pnuti muZze byt zdrojem planarni chirality, jako je tomu v ptipadé
helicend.

V ptirod¢é je vétSinou preferovan jeden zenantiomert. Bilkoviny a jejich
stavebni jednotky aminokyseliny, nukleové kyseliny, cukry, steroidni hormony,

enzymy a nékteré vitaminy jsou pfisné stereoizomerni.

Obr. 1: Dva enantiomery chiralni molekuly obsahujici asymetricky atom uhliku



Zatimco v achirdlnim prostiedi vykazuji enantiomery prakticky identické
vlastnosti, v chirdlnim prostfedi, jakym je i lidsky organizmus, miZe byt jejich
chovani podstatné rozdilné.

Prvni zminka o rozdilech ve farmakologickych u¢incich chirdlniho lé¢iva
(epinefrinu) se nachazi v literatufe z roku 1908 od Abderhaldera a Mellera. Od té
doby se farmakologické a klinické studie zacaly zabyvat otdzkou enantiomert lé¢iv
liSicich se svymi farmakokinetickymi, farmakodynamickymi a toxikologickymi
profily.*’*® Nejznaméjsim ptikladem Iéku s rozdilnymi farmakologickymi wginky je
thalidomid, kde R-thalidomid vykazuje sedativni G¢inky a S-thalidomid ma
teratogenni vlastnosti. V fadé ptipadii vykazuje jeden z enantiomert podstatné vyssi
terapeutickou aktivitu nez druhy, jak je tomu napfiklad u vétSiny B-blokétord, kde
S-enantiomer je asi stokrat aktivnéj$i neZ R-enantiomer. S-Timolol je silngjsi
B-blokator nez R-timolol, oba jsou vsak stejné¢ ucinné pro lé¢bu nitroo¢niho tlaku

u pacienti se zelenym zakalem®’.
3.2.2 Princip separace chiralnich latek

Vzhledem k tomu, Ze kromé specifického prostorového usporadani vykazuji
enantiomery prakticky totozné fyzikalng-chemické vlastnosti®, byva separace jejich
smési na Cisté enantiomery obtizna. Pro dostateéné Géinnou a selektivni separaci
optickych izomerQ pfichédzeji v uvahu predev§im vysokouéinné separacni techniky,
které vyuzivaji interakci s chirdlnim selektorem. Obecné 1ze metody separace opticky

aktivnich latek rozdélit na metody piimé a nepiimé.
3.2.2.1 NepfFimy zpisob enantioseparace

Nepfimd metoda spociva v derivatizaci délenych enantiomeri vhodnym
chirdlné ¢istym cCinidlem za vzniku stabilnich diastereoizomert (viz obr. 2), liSicich
se svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, které lze rozdélit jiz v achiralnim
separacnim systému. Nespornou vyhodou nepfimého zpiisobu enantioseparace je
moznost pouZiti levngjsi achiralni kolony Casto vykazujici vySsi separaéni u¢innost.
Nevyhodou jsou vysoké pozadavky na chemickou i optickou C¢istotu cinidla
pouzitého pro derivatizaci. Pfitomnosti druhého enantiomeru derivatiza¢niho ¢inidla

by vznikly dal$i dva nezadouci diastereoizomery, které jsou v enantiomernim vztahu

-7-



k diastereoizomerim dé&lenym. Jejich retenéni charakteristiky na achirdlni koloné
jsou tudiz identické a vznika tak chyba pfi kvantifikaci jednotlivych enantiomerd.
Dal$im d@lezitym faktorem ovliviiyjicim naslednou separaci diastereoizomerii je
vzdalenost obou chirdlnich center ve vzniklém derivatu, ktera by méla byt co
nejmensi, aby rozdil chromatografickych vlastnosti byl co nejvétsi. Derivaty, ve
kterych vzdalenost center pfesahuje Ctyfi vazby, prakticky nelze pro separace

¥ 1140
vyuzit'.

enantiomery opticky ¢isté ¢inidlo produkty
(R)-A—X (R)-A*(R)-B

+  (R)}-B—Y — + XY
(S)-A—X (S)-A*(R)-B

Obr. 2: Schéma principu chirdlni derivatizace, jejimz vysledkem je tvorba dvou

stabilnich diastereoizomeri
3.2.2.2  Primy zpisob enantioseparace

Piima separace se v kapalinové chromatografii mize realizovat dvéma
zplisoby. Chiralni selektor (opticky €ista latka) mize byt pfiddvan do mobilni faze,
cozZ je vy'h?)ﬁé pro pom’émé rychlé vyzkouSeni vice typlu chirdlnich selektorti
o riznych koncentracich, a to za pouziti levnéjsi achiralni kolony. Nevyhodou vsak
muize byt omezena rozpustnost a stabilita CS v mobilni fazi, jeho velkd sdpotfc':ba

sy ldue fa?e
a n€kdy 1 nepfiznivy vliv na detekci. Proto se Castéji pouziva CSP, kdy je CS
navazan na pevném nosi¢i, zpravidla na silikagelu. Princip tohoto pfimého déleni
spociva ve stereoselektivni interakci enantiomert s chiralni sloZzkou stacionarni faze
za tvorby dvou ptechodnych diasteroizomernich para liSicich se velikosti ptislusnych
konstant stability. Dusledkem toho dochazi i k rozdilné retenci jednotlivych
enantiomeru.

Podle Dalglieshova®' pravidla tiibodové interakce je pro separaci
enantiomerl nezbytné, aby oba enantiomery rozdiln¢ interagovaly s opticky Eistou
slozkou, pritomnou v separa¢nim systému, miniméalné tfemi soucasné pusobicimi

interakcemi, mezi kterymi dominuji, podle typu CS, vodikova vazba, dipdl-dipél



a elektrostatické interakce, interakce prenosu naboje, hydrofobni interakce, ale

1 repulzni sily.

3.23 Chiralni selektory

Vyvoj vysokou¢innych metod pro chiralni déleni latek je doprovazen i noveé
navrhovanymi chirdlnimi selektory, resp. chirdlnimi stacionarnimi fazemi. Ne¢které
CS/CSP se osvédeily pro enantioseparace uzké skupiny latek, jiné byly aplikovany
pro Siroky okruh strukturné odliSnych opticky aktivnich latek. Prehled uspésné
pouzitych CS, respektive CSP, je uveden v tab. 2. K nej¢astéji vyuZivanym chirdlnim
selektorim patii predev$im proteiny, derivaty polysacharidi, cyklodextriny (CD)

a jejich derivaty a makrocyklicka antibiotika a jejich analogy.

Tub. 2: Prehled vyznamnych CS/CSP

Typ chiralniho selektoru Ptiklady

42,43

Sérové proteiny hovézi sérovy albumin

o-glykoprotein

.0, P . v
oS derivaty celulézy, napf.:

Polysacharidy
celuléza tris(4-methylbenzoat)
derivaty amylozy, napf.:

amyléza tris(3,5-dimethylfenylkarbamat)

46,47

Cyklodextriny a, B, y-CD, derivatizované CD

8.49,50,51 vankomycin

Makrocyklicka antibiotika
teikoplanin
teikoplanin aglykon

ristocetin A

Pirklovy (m-donorové a m-akceptorové)®® | dinitroarylové faze

3.2.3.1 Makrocyklicka antibiotika

Makrocyklickd antibiotika (glykopeptidy a ansamyciny) patti do skupiny

modernich multimodalnich chirdlnich selektorti zavedenych do praxe v roce 1994




prof. D. W. Armstrongem®. Béhem n&kolika let se zejména glykopeptidy
(vankomycin, teikoplanin, ristocetin A a avoparcin) zafadily mezi nejpouZivangjsi
chiralni selektory jak v kapalinové chromatografii’', tak v kapilarni elektroforéze® &i
v kapilarni elektrochromatografii**.

Glykopeptidova makrocyklicka antibiotika obsahuji mnoho chiralnich center
a funk¢nich skupin umoziujicich celou fadu interakci s chirdlnimi analyty, napf.
hydrofobni, dipdl-dipél a mn-n interakce, vodikovou vazbu a také stérické repulze.
Diky tomu jsou schopny délit velké mnoZstvi chirdlnich sloucenin s dostate¢né
velkou enantioselektivitou. Celkovy naboj glykopeptidi uréuje podet
ionizovatelnych skupin a hodnota pH pufru. Piehled vybranych vlastnosti

glykopeptidovych makrocyklickych antibiotik je uveden v tab. 3 >°.

Tab. 3. Vybrané charakteristiky makrocyklickych antibiotik

Charakteristika Vankomycin Teikoplanin Ristocetin A Avoparcin
molekulova 1449 1877 2066 1907
hmotnost

chiralni centra 18 23 38 32
inkluzni prstence 3 4 4 3
sacharidové slozky 2 3 6 5
aromatické kruhy 5 7 7 7
hydroxyskupiny 9 15 21 16
karboxylové 1 1 0 1
skupiny

aminoskupiny 2 1 2 3

p/ 7,2 4,2;6,5 7,5 7,5
stabilita v roztoku 1-2 tydny 2-3 tydny 3-4 tydny 3-4 tydny
produkovan Streptomyces Actinoplanes Norcardia Streptomyces
bakterii oreintalis teicomyceticus lurida cardidas

Pusai jta ¢ @Owp le wwm? e parations
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Na obr. 3 a 4 jsou uvedeny strukturni vzorce vankomycinu a teikoplaninu,
které byly ve vlastni experimentalni praci vyuzity jako chiralni selektory.

Molekula vankomycinu je tvofena peptidovym fetézcem s navazanymi
cukernymi slozkami, aromatickymi strukturami a funkénimi skupinami (obr. 3). Tii
nabité skupiny (dvé amino- a jedna karboxylova skupina) jsou odpovédné za ionizaci
vankomycinu, ktera zavisi na hodnoté pH *’. Béhem komplexace s analytem dochdzi
k sevfeni celé molekuly vankomycinu. Vankomycin je velmi dobfe rozpustny ve
vodé a v polarnich rozpoustédlech®’. Roztoky vankomycinu jsou stalé ve vodném
prosttedi o pH vrozmezi 3,0 az 6,0 a ptfi niz8ich teplotach. Z hlediska
enantioseparace je vhodny pro slou¢eniny, majici aniontovy charakter, zvlast¢ pak
pro ty, které obsahuji ve své struktufe karboxylovou skupinu. Vankomycinova CSP
vykazuje selektivitu mimo jiné pro barbituraty, cyklické imidy’®, semisyntetické

, . . 9 . . RV
namelové alkaloidy® a fenothiazinova lé&iva®®.

Obr. 3: Struktura vankomycinu

-11 -



Teikoplanin, strukturné podobny vankomycinu, je tvofen rovnéz
glykopeptidovym fetézcem s navazanymi cukernymi sloZzkami, aromatickymi kruhy
a ionizovatelnymi skupinami (viz obr. 4). Na rozdil od vankomycinu ma teikoplanin
na jednom ze tfi cukernych zbytki, a to na 2-amino-2-deoxy-p-D-glukopyranosylu,
pfipojen postranni hydrofobni acylovy fetézec odpové€dny za malou rozpustnost
teikoplaninu ve vodé a za jeho schopnost tvofit agregaty. Hodnota kritické micelarni

koncentrace je 0,18 mmol/l v nepufrovaném vodném prostfedim.

Obr. 4: Struktura teikoplaninu

Chiralni stacionarni faze zaloZené na bazi glykopeptidi mohou pracovat ve
tiech rozdilnych separaénich modech® - v normélnim, reverznim a polarné
organickém, z nichz kazdy upfednostiiuje jiné stereoselektivni i nestereoselektivni
interakce. Normalni separaéni mod, ktery je realizovan nepolarni mobilni fazi
(nejcastéji hexan s pfidavky polarniho rozpoustédla - napt. propan-2-olu, ethanolu),
uptednostiiuje n-m interakce, vodikové vazby a elektrostatické interakce. Soucasné
snimi muze pusobit i vodikova vazba vznikajici mezi polarni skupinou analytu
a vhodnym akceptorovym mistem chiralni stacionarni faze, modulovana piitomnosti

polarniho alkoholu v mobilni fazi. V reverznim separaénim modu pievlada

pfedevsim hydrofobni interakce a inkluzni komplexace. Polarng organicky mad,

Bery byl poprvé pouzit D. W. Armstrongem® pro cyklodextrinové CSP, je

realizovan kombinaci acetnitrilu (ACN) a methanolu (MeOH) s velmi malymi

-12-



piidavky Kkyseliny (nejéastéji kyseliny octové) a baze (nejcastéji triethylaminu),

potfebnymi pro elektrostatické interakce.
3.24 Chiralni separace v CLC

Trend miniaturizace se v separa¢nich metodach promitl i do oblasti chirdlnich
separaci. V CE**® a zejména v CEC®*®" tvoii separace chirilnich analytd
podstatnou ¢ast jejich aplikaci. Podstatné méné je do problematiky separace
optickych izomerd zapojovana CLC. Velmi mald spotfeba veskerého materidlu
umoznuje vyzkouSet rtzné typy chiralnich stacionarnich fazi, které by jinak
piedstavovaly zna¢nou finanéni polozku a diky malé pritokové rychlosti mobilni
faze lze pouzit pfidavek drahého chiralniho ¢inidla do mobilni faze v kombinaci
s achiralni stacionarni fazi poskytujici vifadé ptipadi vys$i separacni ucinnost
a selektivitu nez systém, kde je stejny typ chiralniho selektoru navazéan na stacionarni
fazi. Chiralni separace v CLC byly realizovany pomoci chiralnich selektord
navazanych ve formé CSP (polysacharidy5 687 3 CD®®) nebo ve formé piidavku do
mobilni faze (CD6’69).

Pro srovnavaci studii mezi kapilarni kapalinovou chromatografii a kapilarni
elektrochromatografii byly pouzity kapilarni kolony naplnéné derivatizovanou
celulozou lisici se obsahem navazaného chirdlniho selektoru. Bylo zjisténo, Ze
schopnost enantioseparace roste se zvySujicim se obsahem CS navazaného na
silikagelovém nosi¢i. Pro dané analyty nebyl pozorovan vyznamny rozdil mezi
enantioselektivitou dosazenou v CEC a CLC, ale pocet teoretickych pater a hodnoty
enantiorozliSeni byly vys$s§i v CEC v porovnani s CLC 6667 Pro chiralni separaci
byly vyzkouSeny i monolitické kolony na bazi silikagelu s navazanym
L-fenylalaninamidem, L-alaninamidem®® a avidinem™
Chiralni kapilarni kolony s navazanymi glykopeptidovymi chiralnimi

selektory doposud pouzity nebyly.
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5. PUBLIKOVANE PRACE
5.1 KOMENTAR K PUBLIKACIM

Tématem této dizertaéni prace bylo vyuziti Kkapilarni kapalinové
chromatografie jak pro achiralni, tak pro chiralni separace vybranych biologicky
aktivnich latek. Z celkového poctu sedmi publikaci byly vybrany &tyfi, tematicky
nejvice propojené, o nichz je zde podrobnéji diskutovano. V ptipad€ achiralnich
separaci [1,2] byla prace zaméfena na vyvinuti metody pro kontrolu &istoty nové
syntetizovanych derivatl akridinu, umoznujici zarover i jejich kvantifikaci.

Jak jiz bylo uvedeno v uvodu této prace, pouziti chiralnich kapilarnich kolon
je podminéné jejich laboratorni ptipravou. To s sebou ptindsi fadu uskali, jakymi
jsou homogenita naplnéni, zplsob piipravy frit (jejich té€snost a zaroven dostate¢na
propustnost), eliminace mrtvych objemt aj. Chiralni kapilarni kolony pouZité
v nasich experimentech byly pipraveny Ing. J. Planetou z Ustavu analytické chemie
v Brné. Pro separaci vybranych opticky aktivnich latek (B-blokatory, profeny,
herbicidy) byly pouzity chiralni selektory na bazi makrocyklickych antibiotik
(teikoplanin, vankomycin) vazané jako chiralni stacionarni faze nebo volné ve formé
ptidavku CS do mobilni faze [5,6]. V obou systémech byl studovan vliv
experimentalnich podminek (typ a obsah organického modifikatoru, koncentrace
a hodnota pH triethylaminoctanového pufru (TEAA), pfipadné koncentrace CS) na
retencni a enantioseparacni chovani studovanych analyt. Porovnani takto ziskanych
vysledki vedlo k lep§imu porozuméni interakéniho mechanizmu mezi analytem

a chiralnim selektorem.

5.1.1 Separace a kvantifikace nové syntetizovanych potencionalnich lé¢iv

metodou CLC [1,2]

Metoda kapilarni kapalinové chromatografie, kterd je vhodna pro analyzy
latek dostupnych ve velmi malych mnozstvich, byla pouzita pro separaci
a kvantifikaci jednotlivych thioderivati akridinu, potencionalné farmaceuticky
vyznamnych chemoterapeutik, ktera byla syntetizovana v miligramovych mnoZstvich
na Farmaceutické fakult¢ v Marseille ve Francii v oddéleni profesora J. Barbeho.

Strukturni vzorce studovanych thioderivati akridinu jsou uvedeny na obr. 5.
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Obr. 5: Strukturni vzorce studovanych thioderivati akridinu

Vlastni akridin se chova jako slaba baze. Zachovani bazickych vlastnosti lze
predpokladat i u syntetickych derivatd a jejich degrada¢nich produktd, pouze
s urCitou zmeénou hodnoty disociani konstanty danou povahou a polohou
substituentll. S ohledem na strukturu studovanych derivati byl pro jejich analyzu
vybran reverzni separaéni modd realizovany kapilarni kolonou Nucleosil C18
v kombinaci s bindrni mobilni fazi acetonitril/voda v riznych objemovych pomérech.
Bylo zjisténo, Ze pro dostate¢nou separaci hlavni komponenty od doprovodnych
necistot je nejvhodnéj§i mobilni faze s vysokym obsahem acetonitrilu (90 obj. %),
jak je vidét na obr. 6. Téméf vSechny nelistoty vykazovaly nizké retenéni faktory,
ukazujici na jejich zna¢né polarni charakter. Tyto necistoty patrné odpovidaji

vychozim slozkam ze syntézy derivati 9-(alkylthio)akridinu.
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Obr. 6: Chromatogram studovaného derivatu akridinu BG 832 v mobilni fazi
acetonitril/voda (90/10, v/v).

Zaménou vodné slozky za 0,2 mol/l roztok octanového pufru o pw
v mobilni fazi s 90% obsahem acetonitrilu doslo ke zlepSeni symetrie pikl, cozZ je

vyhodné z hlediska kvantitativni analyzy. Silné nebo dokonce ireverzibilni zadrzeni

thioderivatd akridinu, které ve své struktufe obsahovaly aminoskupinu, bylo

pozorovano na vySe zminéné koloné Nucleosil C18 v disledku vysoké aktivity

silanolovych skupin této stacionarni faze s nedeaktivovanym povrchem, projevujici
se velkou afinitou k bazickym latkam. Proto byla pro separaci této skupiny derivati
vybrana kolona LiChrosorb RP-select B, ktera je doporuovéna pro analyzu
bazickych latek. Pro separaci byly pouzity identické mobilni faze jako pfi pouZiti
kolony Nucleosil C18. Ukdazalo se, ze retenéni chovani derivatd thioakridinu

s aminoskupinou na_ kapilarni kolon¢ LiChrosorb RP-select B bylo velmi

podobné retenénimu chovani derivati thioakridinu bez aminoskupiny na kapilarni
koloné Nucleosil C18.

Za optimalizovanych separa¢nich podminek byla ur¢ena istota jednotlivych
derivatl. Vzhledem k absenci standardi majoritnich slozek i necistot byla Cistota
ur¢ena metodou vnitini normalizace, a to: 100 % pro derivat BG 757; 90,2 % pro BG
832; 92,9 % pro BG 906; 92,3 % pro BG 924; 100 % pro BG 979; 100 % pro BG
460; 100 % pro BG 461; a pro derivaty s aminoskupinou 96,5 % pro BG 314; 95,9
% pro BG 204 a 96,7 % pro BG 238.
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Pro vSechny analyty byly pfi dvou vinovych délkach detekce (214 a 230 nm)
proméfeny kalibraéni zavislosti a byly ur€eny linearni dynamické rozsahy v oblasti
10° az 10 mol/l. Meze detekce a stanoveni &inily jednotky az desitky pmol/l.
Z dosazenych vysledkd vyplyva, Ze se vypracovana CLC metoda jevi jako vhodna

jak pro kvalitativni, tak pro kvantitativni analyzu thioderivata akridinu.

5.1.2 Vyuziti teikoplaninu jako chiralniho selektoru v CLC [5]

Po Gspé$ném vyuziti kapilarni kapalinové chromatografie pro achiralni
separace byla testovana moznost pouziti kapilarni kapalinové chromatografie i pro
separace opticky aktivnich latek. Pro studium separa¢niho a enantiosepara¢niho

chovani strukturné odlisnych skupin 1é¢iv (vybrané B-blokatory, profeny) a herbicidii

(derivaty chlo;gfenoxypropanové kyseliny) byla vybrana teikoplaninova CSP.
Kapilarni kolona s vnitfnim prﬁmérem‘ 320 pm a délkou 22,5 cm byla naplnéna
komer¢né dostupnym chirdlnim sorbgém obsahujicim teikoplaninovy CS navazany
na silikagelovy nosi¢ — CHIROBIOTIC T.

Jednou ze skupin 1é¢iv vyznalujicich se chiralitou jsou blokatory
B-adrenergickych receptori. Do této skupiny patii latky, které blokuji nadmérnou
aktivitu sympatikového nervového systému, pfipadné koriguji zmény, ke kterym
dochazi pfi ischemické chorobé srdeéni, hypertenzi nebo poruse srde¢niho rytmu.
Oba enantiomery nemaji stejnou terapeutickou u¢innost. Mechanizmus u€inku
jednotlivych enantiomer® B-blokatort je vysvétlovan pevnéjsi vazbou jednoho z nich
(vétsinou S-enantiomeru) na [-receptorové misto za presné vymezenych
stereochemickych podminek.

Z chemického hlediska jsou p-blokatory aryloxyaminoethanoly. Jde
o relativné malo polarni latky obsahujici v tésné blizkosti chirdlniho centra dulezité
funkéni skupiny, a to amino- a hydroxyskupinu. Struktura B-blokéatord umoZziuje
ruzné interakce, napiiklad tvorbu vodikovych vazeb za ucasti funkénich skupin nebo
n-1 interakce s benzenovym jadrem. Strukturni vzorce (3-blokatorti jsou uvedeny na

obr. 7.
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Nejprve byl vreverznim separaénim mddu studovan vliv sloZzeni mobilni
taze, tvofené MeOH a TEAA pufrem na separaci enantiomert B-blokatort. Ukazalo
se, Ze pro enantioseparaci téchto lé¢iv je vhodnd mobilni fize MeOH/TEAA
s vysokym obsahem MeOH (95 %). ZvySovani koncentrace pufru v mobilni fazi 95/5
MeOH/TEAA (0,1%, 0,5% nebo 1,0%) pti pH 5,0 vedlo ke zkracovani reten¢nich

e~
¢asi u vSech studovanych derivatd, které bylo pro 0,5% koncentraci TEAA
doprovazené vys$Simi hodnotami chiralniho rozliSeni (s vyjimkou alprenololu).
V pfipad¢ nejvyssi proméfované koncentrace pufru byly v dasledku podstatného
zkraceni  retence  omezeny vSechny typy interakci  (stereoselektivni
1 nestereoselektivni) a hodnoty rozliSeni opét klesly. Vzhledem ke struktuie
separovanych B-blokatorti nelze ocekavat, ze by /Z@Wﬁ I pufru vyrazn¢

ovlivnila jejich disociaci a protonizaci, ale mize mit vliv na ionizovatelné skupiny
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chiralniho selektoru, a tim i1 na charakter a intenzitu stereoselektivni interakce.
Potvrdilo se, Ze enantioseparace (-blokatorti je ovliviiovana hodnotou pH TEAA
pufru jen velmi malo. JelikoZ se v reverznim systému ukazala byt vyhodna mobilni
faze s vysokym obsahem MeOH, byl pro enantioseparaci B-blokatori vyzkouSen
také polarné organicky mod tvofeny MeOH s velmi malymi pfidavky kyseliny
octové (HAc) a triethylaminu (TEA). Z hlediska enantioseparace vykazoval nejlepsi
vysledky pomér 100/0,01/0,01 (v/v/v) MeOH/HAC/TEA. Z porovnani polarné
organického a reverzniho separaéniho modu je ziejmé, Ze selektivita je v obou
systémech velmi podobna, ale symetrie pikd a tim i u¢innost separace je lepsi pii

pouziti polarné organického modu, jak ilustruje obr. 8.

ACEBUTOLOL A PINDOLOL A
B
§ 3 B
© c
S g
2 3
E 8
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50
t [min) t (min]

Obr. 8: Chromatogramy enantioseparace acebutololu a pindololu za podminek:
teikoplaninova staciondrni fdaze, mobilni faze: A) MeOH/HAc/TEA 100/0,01/0,01
(v/v/v) a B) 95/5 (v/v) MeOH/ 0,5% TEAA, pH 5,0.

Podstatné méné se teikoplaninovd CSP osvéd¢ila pro enantioseparaci
vybranych profenti a derivati chlorofenoxypropanové kyseliny (CPPA). Profeny,
derivaty 2-arylpropanové kyseliny (strukturni vzorce viz obr. 9) jsou bézné
cyklooxygendzy, enzymu Kkatalyzujictho prvni stupeni pfemény Kkyseliny
arachidonové na prostaglandiny. Prostaglandiny jsou produkovany pfi urazu, zanétu

nebo ur¢itych nemocech projevujicich se bolesti, otokem nebo zanétem.
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Obr. 9: Strukturni vzorce derivatii profenu

CPPA (strukturni vzorce viz obr. 10) jsou dulezité a Siroce vyuZzivané jako

selektivni herbicidy. Pozadovanou herbicidni aktivitu vykazuje pouze R-enantiomer,

zatimco S-enantiomer je inaktivni. Vzhledem k dobré rozpustnosti ve vodé se mohou

pohybovat v ekosystému a zplsobovat zne¢isténi povrchovych a podzemnich vod.

V piipadé obou studovanych skupin analytd se zchemického hlediska jedna o

polarni latky kyselé povahy, u nichz se karboxylova skupina nachdzi v t€sném

sousedstvi chiralniho centra.
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Obr. 10: Strukturni vzorce CPPA

Pro separaci podstatn¢ polarnéjsich profeni a CPPA byl, na rozdil od
B-blokatort, vhodngjsi reverzni separani systém snizSim obsahem MeOH
(10 - 30 %), protoze pii vysokych obsazich MeOH v mobilni fazi dochazelo k velmi
rychlé cluci (t¢méF shodné s mrtvym casem) vSech studovanych derivatd. Se
zvysujici se koncentraci pufru v mobilni fazi se prodluzovala retence a ¢aste¢né se
zlepsovala cnantioseparace. Vyznamnéj$i zvySeni retence profent i CPPA bylo
7jisténo pii zméné koncentrace TEAA pufru z 0,1% na 0,5%. Tyto vysledky ukazuji,

ze tricthylamin  pravdépodobné vytvaii iontové pary sanalytem (nebo

teikoplaninem), a tim zvySuje jejich hydrofobicitu. Siln€jsi hydrofobni interakce

(stereosclektivni nebo nestereoselektivni) mezi analytem a chirdlnim selektorem
v polarn¢jsi mobilni fazi jsou dulezité v reverznim retenénim mechanizmu a zlepSuji
enantioseparaci pii 0,5% (nebo 1,0%) koncentraci TEAA. V piipadé profeni a CPPA
byl vliv hodnoty pH na jejich enantioseparaci vyraznéjsi nez u 3-blokatort. Retence
profenti v mobilni fazi MeOH/TEAA 20/80 (v/v) pii pH 4,0 a 5,0 zistala témér
nezménéna, zatimco dalSim zvySovanim pH pufru doSlo ke zkraceni retence.
Hodnota pK, pro derivaty profenu se pohybuje v rozmezi 3,9 az 5,0 a pro GspéSnou
enantioseparaci je nezbytné, aby karboxylova skupina analytu byla disociovana.
Nejlepsi enantioseparace vétsiny profent bylo dosazeno v mobilni fazi 20/80 (v/v)
MeOH/1,0% TEAA pufr o pH 6.,6. Vliv pH TEAA na enantioseparaci flobufenu je
ukazan na obr.11. Obdobné separaéni a enantiosepara¢ni chovani bylo pozorovano i

pro CPPA.
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Obr. 11: Viiv pll pufru na enantioseparaci flobufenu za podminek: teikoplaninova
stacionarni faze, mobilni faze: 20/80 (v/v) methanol/1,0% TEAA, pH (4,0-6,6).

Pro srovnavaci studii - chirdlni selektor vazany ve form¢ CSP nebo volny
v mobilni fazi - byly vybrany CPPA, u kterych bylo na teikoplaninové CSP dosazeno
dobré enantioseparace v mobilnich fazich s nizkym obsahem MeOH vhodnych
z hlediska rozpustnosti teikoplaninu.

Pro systém s pridavkem teikoplaninu do mobilni faze byla pouzita achiralni
kapilarni kolona Nucleosil 100 C18 (25 ecm x 300 pm 1. D.). Zkouménim vlivu
jednotlivych parametrii (obsah MeOH, koncentrace a pH TEAA pufru) byl pro
pridavek teikoplaninu do mobilni faze vybran systém 30/70 (v/v) MeOH/0,1%
TEAA. pH 5.0. V dané mobilni fazi bez teikoplaninu eluovaly vSechny tfi derivaty
do 25 min. Zatimco v téze mobilni fazi s ptfidavkem teikoplaninu o koncentraci
0.10 mmol/l doslo k enantioseparaci derivati 2,2-CPPA a 2,4-CPPA az na zékladni
linii v ¢ase do 100 min. Derivat 2,3-CPPA nebyl chirdlné rozdélen. Vzhledem
k omezené rozpustnosti teikoplaninu v pouzité mobilni fazi nebylo mozné jeho
koncentraci zvysit.

Porovnanim vysledkl ziskanych v obou systémech - teikoplanin vazany ve
form¢ CSP versus volny, pfidany do mobilni faze - se ukazalo, Ze pouziti CSP je
z analytick¢ho hlediska vhodnéjsi vzhledem k dosazeni lepSich hodnot chiralniho

rozliSeni pro vSechny studované derivaty a podstatné kratsi dobé analyzy.
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5.1.3 Vyuziti vankomycinu jako chiralniho selektoru v CLC [6]

Porovnani interakéniho chovani v systému chiralni selektor vazany ve formé
CSP nebo piidany do mobilni faze bylo provedeno i s vankomycinovym chirdlnim
selektorem pro sérii vybranych profend. Pro studii s pfidavkem chiralniho selektoru
do mobilni faze byly pouzity dvé achiralni kapilarni kolony s rozdilnou délkou
chemicky navazaného nepolarniho fetézce, a to Nucleosil 100 C8 HD a Nucleosil
100 C18 HD, v reverznim separa¢nim systému, kde mobilni faze byly tvofeny smési
MeOH/0.1% TEAA, pH 5.0 vriznych objemovych pomérech. Nasledné byla
vybrana mobilni faze MeOH/0,1% TEAA, pH 5,0 50/50 (v/v), kterd zajistovala
akceptovatelnou dobu retence vSech profenti a zaroven umoziovala dostateCnou
rozpustnost vankomycinu. Obecné vyss§i hodnoty retence (jak v nepfitomnosti, tak
pii pridavku vankomycinu do mobilni faze) byly pro studované profeny pozorovany
na kolon¢ s kratsim nepolarnim fetézcem - Nucleosil 100 C8 HD. ZvySovanim
koncentrace vankomycinu (0 — 4,0 mmol/l) v mobilni fazi dochazelo k prodluzovéni
retence vSech analyti. Tento trend byl vyraznéjsi na koloné s del$im nepolarnim
retézeem.

Vys$$i retence analytu pii vys$i koncentraci vankomycinu miize byt
vysledkem silngjsi interakce asociatu analyt-vankomycin se stacionarni fazi. Asociat
muze byt vytvoien nejprve v mobilni fazi a poté mize komplex analyt-vankomycin
interagovat se stacionarni fazi. Mozna je i adsorpce vankomycinu na stacionarni fazi
a jeho nasledna interakce s analytem. Retenéni mechanizmus je pravdépodobné
kombinaci obou ptistupi. Velmi podobné retenéni chovani na obou kolonach
vykazovaly profeny v ramei tfi skupin - (1) sﬁpfgfeh, indoprofen a ketoprofén; (2)
ﬂzlrl;iprofcn a fenoprofen a (3) flobufen a carprofen. VIiv koncentrace vankomycinu
na enantioselektivni rozliSeni profentt se projevoval u vsech derivat, kromé
flobufenu, analogicky. Rozliseni se zvySovalo se zvySujici se koncentraci
vankomycinu v mobilni fazi. Nejlepsi separace enantiomertd vSech studovanych
profent (s vyjimkou flobufenu) bylo dosazeno pii nejvyssi pouzité koncentraci
vankomycinu (4,0 mmol/l). V zadném z testovanych separac¢nich systémi vSak
nedoSlo k enantioseparaci flobufenu. Porovnanim vysledka Ziél;énYCh na obou
.kolon;ich vyplynulo, Ze obecné vyssi hodnoty rozliSeni enantiomeri (mensi

asymetrie piktu) byly ziskdny na kapilarni koloné¢ Nucleosil 100 C8 HD nez na
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kolon¢ Nucleosil 100 C18 HD v mobilni fazi 50/50 (v/v) MeOH/0,1% TEAA, pH

5.0. Pro ilustraci je na obr. 12 ukazana enantioseparace flurbiprofenu.
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Obr. 12: Chromatogram enantioseparace  flurbiprofenu na dvou rozdilnych
staciondrnich fazich: A) Nucleosil 100 C'18 HD a B) Nucleosil 100 C8 HD. Mobilni
Jaze: 3050 (viv) MeOH/ 0,1% TEAA, pH 3,0, s pridavkem 4,0 mmol/l vankomycinu.

V druhé ¢asti této prace byl vankomycin pouzit vazany jako CSP ve spojeni
s achiralni mobilni fazi. Pfi 50 % (obj.) obsahu MeOH v mobilni fazi MeOH/0,1%
TEAA. pH 5.0 dochazelo na vankomycinové CSP k velmi rychlé eluci vSech
studovanych derivata, bez naznaku enantioseparace. Snizenim obsahu MeOH na 30
az 20 % (obj.) doslo k prodlouzeni retence, které bylo v pfipadé carprofenu,
flurbiprofenu, flobufenu. ketoprofenu a surprofenu doprovazené alespon ¢astecnym
chirdlnim rozlisenim, ale s nizSimi hodnotami, nez jaké byly ziskany v separa¢nim
systému s achiralni kolonou Nucleosil 100 C8 a se 4,0 mmol/l pridavkem
vankomycinu  do mobilni faze. Uspésna enantioseparace flobufenu na
vankomycinové C'SP ve srovnani s neuspéSnou enantioseparaci na achiralni koloné v
kombinaci s pfidanym vankomycinem do mobilni faize mize byt vysvétlena jeho
rozdilnou strukturou. Aromaticka ¢ast molekuly flobufenu nachézejici se dale od
chiralntho centra molekuly, nez jak je tomu v ptipadé struktury ostatnich
studovanych profent. a keto skupina mohou k chiralni diskriminaci ze stérickych
duvodu Iépe prispivat v tomto uspofadani.

7 dané studie vyplynulo, Zze vankomycinovy chirdlni selektor vede k lepsi
cnantioseparact derivati profenu (s vyjimkou flobufenu), jestlize je pouzit jako

aditivum mobilni faze nez ve formé chiralni stacionarni faze. Volny vankomycin ma
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zicjmé vice dostupnych interakénich mist (neblokovanych vazbou k nosi¢i) pro

cnantioselektivni interakcee oproti navazanému CS.



6. ZAVER

Hlavnim cilem této dizertaéni prace bylo posoudit moznosti vyuziti kapilarni
kapalinové chromatografie jako G¢inné analytické metody pro achiralni i chiralni separaci
(a kvantifikaci) biologicky aktivnich farmaceuticky vyznamnych latek.

Za vyuziti kapilami kapalinové chromatografie byla pro separaci a kvantifikaci
nové syntetizovanych farmaceuticky vyznamnych derivati thioakridinu dostupnych
v miligramovych mnozstvich vypracovana nova analytickd metoda. Pro jednotlivé analyty
byl sledovan vliv experimentalnich podminek na jejich retenci, separacni u€innost
i citlivost detekce sohledem na rozliseni hlavni slozky od doprovodnych necistot
a naslednou kvantifikaci. Za optimalizovanych podminek byla pro kazdy studovany
derivat thioakridinu ur¢ena jeho ¢istota metodou vnitini normalizace. Z kvantifikacnich
parametru byl uréen linearni dynamicky rozsah, mez detekce a mez stanoveni.

Pro chirdlni separace vybranych opticky aktivnich 1éCiv (-blokatory, profeny)
a herbicidt (derivaty chlorofenoxypropanové kyseliny) byly pouzity dva glykopeptidy -
vankomycin a teikoplanin - pattici do skupiny nejmodernéj$ich multimodalnich chiralnich
selektorti na bazi makrocyklickych antibiotik. Chiralni selektory byly pouzity jak vazané
na silikagelové matrici ve formé chirdlni stacionarni faze, tak volné ve formé pridavku do
mobilni faze. V obou usporadanich byl zkouman vliv experimentalnich podminek (druh
a obsah organického modifikatoru, koncentrace a hodnota pH triethylaminoctanového
pufru) na retenci a enantioseparaci studovanych analytd. V ptipadé piidavku
vankomycinového chirdlniho selektoru do mobilni faze byl sledovan i vliv délky
alkylového tetézcee achiralni reverzni stacionarni faze.

Bylo zjisténo, Ze teikoplaninova chiralni staciondrni faze je v reverznim, a zejména
polarn¢ organickém separaénim moddu vhodna pro separaci enantiomeri vétSiny
studovanych 3-blokatort. Z hlediska enantioseparace vykazovala nejlepsi vysledky
mobilni faze o slozeni 100/0.01/0.01 (v/v/v) MeOH/HAC/TEA. Z porovnani obou
separac¢nich modu vyplynulo. Ze selektivita je v obou systémech velmi podobna, ale
symetrie piku. a tim 1 u¢innost separace, jsou lepsi pfi pouziti polarné organického
modu.

Podstatn¢ méné se teikoplaninova CSP osvéd¢ila pro enantioseparaci
polarn¢jSich profentt a CPPA. Snizeni obsahu methanolu, zvySeni koncentrace
a hodnoty pH TEAA pufru v mobilni fazi vedlo ke zvySeni retence doprovazené

alespon ¢asteénym chiralnim rozliSenim vétsiny profenti i CPPA. Nejlepsi vysledky
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enantioseparace vétsiny profend byly dosazeny v mobilni fazi 20/80 (v/v)
McOI11/1.0% TEAA. pH 6.6.

Pro pridavek teikoplaninu do mobilni faze byl vybran systém 30/70 (v/v)
McOH/0,1% TEAA, pH 5,0 zajist'ujici potiebnou rozpustnost teikoplaninu v mobilni
fazi, ale poskytujici dostate¢nou retenci pouze pro CPPA. Na achiralni staciondrni
fazi Nucleosil 100 CI18 v kombinaci s mobilni fazi s pridavkem teikoplaninu
o vysledné koncentraci 0,1 mmol/l doslo k enantioseparaci dvou ze tfi derivati
CPPA az na zakladni linii. Pouziti vyssi koncentrace teikoplaninu nebylo z hlediska
jeho rozpustnosti v mobilni fazi o daném obsahu methanolu mozné.

Porovnanim vysledka ziskanych v obou systémech se ukdzalo, ze pouziti
teikoplaninové CSP a achirdlni mobilni faze je z analytického hlediska vhodnéjsi
vzhledem k dosazeni lepsich hodnot chiralniho rozliSeni pro vSechny studované
derivaty pfi podstatn¢ krat$i dob¢ analyzy.

Pro studium pfidavku vankomycinu do mobilni faze za pouZiti dvou
achiralnich stacionarnich fazi lisicich se délkou navazaného alkylového retézce (C8
a C18), byla variaci jednotlivych experimentalnich parametrd vybrana mobilni faze
50/50 (v/v) McOH/0,1% TEAA, pH 5.0, ktera zajistovala akceptovatelnou dobu
retence vSech profent a zaroven zajistovala dostate¢nou rozpustnost vankomycinu (0
— 4,0 mmol/l). Obecné vyssi hodnoty retence (jak v nepfitomnosti, tak pii piidavku
vankomycinu do mobilni faze) byly pro studované profeny pozorovany na koloné
s kratsim nepolarnim fetézcem. ZvySovanim koncentrace vankomycinu v mobilni
fazi dochazelo k prodluzovani retence vSech analyt. Tento trend byl vyraznéjsi na
kolon¢ s delsim nepolarnim fetézcem. Vyssi retence analytu pfi vys$si koncentraci
vankomycinu muze byt vysledkem silngjsi interakce asociatu analyt-vankomycin se
stacionarni fazi. Nejlep$i separace enantiomerd vSech studovanych profent (s
vyjimkou flobufenu) bylo dosazeno pii nejvy$si pouzité koncentraci vankomycinu
(4.0 mmol/l). V Zadném =z testovanych separanich systému vsSak nedoslo
k enantioseparaci flobufenu.

Obecné nizsi  byly hodnoty rozliseni enantiomerG profendi ziskané
s vankomycinovou CSP a mobilni fazi MeOH/1,0% TEAA, pH 5,0 snizkym
obsahem methanolu (20 -30 obj. %). Jedinou vyjimkou byla Gspé$na enantioseparace
flobufenu. jehoz aromaticka ¢ast molekuly nachazejici se dale od chirdlniho centra

(ve srovnani s ostatnimi profeny) a keto skupina mohou ze stérického hlediska
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k chiralni diskriminaci lépe pfispivat v pfipadé vankomycinu vézaného na
silikagelovém nosici.

Z porovnani vysledkt ziskanych s vankomycinovym chirdlnim selektorem
testovanym ve formé vazané (CSP) versus volné vyplynulo, ze v pfipadé profend je
vhodné¢jsi (s vyjimkou flobufenu) ptidavek vankomycinu do mobilni faze,
pravdépodobn¢ z dliivodu lepsi dostupnosti interakénich mist.

Vysledky ziskané v této dizertani praci demonstruji vysokou schopnost
kapilarni  kapalinové chromatografie podilet se na fteSeni S$irokého spektra
analytickych dkolt zahrnujiciho problematiku achiralnich i chiralnich separaci.
Moznost vyzkouSet odliSna separac¢ni usporadani ptispéla v oblasti analyzy opticky

aktivnich latek k lepSimu pochopeni slozitého mechanizmu chiralniho rozpoznavani.

231 -



7

I.

(U8)

SEZNAM PUBLIKACI

Bosakova Z., Tesarova E., Coufal P., Kafkova B., Barbe J.: ,Separace
a kvantifikace nové¢ syntetizovanych thioderivati akridinu pomoci kapilarni

kapalinové chromatografie*, Chem. Listy 95 (2001) 569-574.

Coufal P., Bosakova Z., Tesarova E., Kafkova B., Suchankova J., Barbe J.:
»Quantification and purity determination of newly synthesized thioacridines

by capillary liquid chromatography*, J. Chromatogr. B 770 (2002) 183-189.

Kaftkova B.. Bosikova Z., Tesafova E., Suchankova J., Coufal P., Stulik K.:
~System peaks observed in capillary liquid chromatography with eluents

containing triethylamine™, Chromatographia 56 (2002) 445-447.

Kaftkova B., Tesatova E., Suchankova J., Bosakova Z., Coufal P.: ,Capillary
liquid chromatography as a tool for separation of hydrophobic basic drugs.
Relation between tests for column characterization and real analysis®, J. Sep. Sci.

26 (2003) 686-692.

Kafkova B., Bosikova Z., Tesafova E., Coufal P.: ,Chiral separation of
beta-adrenergic antagonists, profen non-steroidal anti-inflammatory drugs
and chlorophenoxypropionic acid herbicides using teicoplanin as the chiral
selector in capillary liquid chromatography“, J. Chromatogr. A 1088 (2005)
82-93.

Kafkova B., Bosakova Z., Tesarova E., Coufal P., Messina A., Sinibaldi M.:
»Yancomycin as chiral selector for enantioselective separation of selected
profen nonsteroidal anti-inflammatory drugs in capillary liquid

chromatography*, Chirality 18 (2006) 531-538.

Némcova I.. Nesmérak K., Kafkova B.. Sejbal J.: ,,Physicochemical properties of
9-(alkylsulfanyl)- and 9-(arylsulfanyl)acridine derivatives and their interaction
with (2-hydroxypropyl) cyclodextrins®, Collect. Czech. Chem. Commun. 71

(2006) 179-189.



SEZNAM ZKRATEK

ACN
CD
CE
CEC
CLC
CPPA
CS
CSP
DNA
HAc
HPLC
. D.
MEKC
McOH
NSAID
p/
TEA
TEAA

acetonitril

cyklodextrin

kapilarni elektroforéza

kapilarni elektrochromatografie

kapilarni kapalinova chromatografie
derivaty chlorofenoxypropanové kyseliny
chirdlni selektor

chirdlni stacionarni faze
deoxyribonukleova kyselina

kyselina octova

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
vnitini pramér

micelarni elektrokineticka chromatografie
methanol

izoelektricky bod

triethylamin

triethylaminoctanovy pufr
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