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Abstrakt

Dizertatni prace je zaméfena na vyzkum a charakterizaci retencnich a
enantiodiskrimina¢nich mechanisma chiralnich chromatografickych systémd. Detailni
charakterizace systéml s modernimi staciondrnimi fazemi poskytne komplexni pohled na
interakce uplatiiujici se pii separaci. HlubSi pochopeni retenéniho/separa¢niho chovani
vyznamnym zpusobem usnadni vyvoj a optimalizaci metod pro separaci a stanoveni celé fady

sloucenin.

Enantiodiskrimina¢ni potencial polysacharidovych stacionarnich fazi byl studovan
v podminkéach reversniho a normélniho médu HPLC. Stacionarni faze liSici se povahou
polymerniho fetézce (amylosa versus celulosa), navazanim chiralniho polymeru na
silikagelovy nosi¢ (pokryta versus imobilizovand stacionarni faze) ¢i typem derivatizacni
skupiny byly porovnavany z hlediska retence a selektivity. V obou separa¢nich modech
vykazovaly amylosové chirélni stacionarni faze vyssi enantioselektivitu predevsim pro kyselé
a bifunk¢ni analyty. Chiralni stacionarni fdze na bazi derivatizované celulosy naopak ukazaly
vy$$i enantiosepara¢ni potencial pro bazické analyty. Srovnani chromatografickych dat
ziskanych v reversnim modu ukazalo, Ze pokryta i imobilizovana amylosova stacionarni faze
vykazovala podobny enantioselektivitu pro kyselé analyty, zatimco pro enantioseparaci
bazickych latek byla vhodn&j$i pokrytd chirdlni staciondrni faze. Jednotlivé chirdlni
stacionarni faze jsou vzajemné komplementarni a jejich kombinace umoziiuje enantioseparaci

strukturné odliSnych chirdlnich analyti.

Dalsi ¢ast prace se zabyva separaci Sirokého spektra bazickych chirdlnich sloucenin v
systémech superkritické fluidni chromatografie. Byly sledovany rizné chemické a fyzikalni
faktory ovliviiujici separacni systém. Chiralni stacionarni faze na bazi imobilizované

derivatizované amylosy se projevila jako vhodny nastroj pro enantioseparaci chiralnich bazi.

Praktické vyuziti ziskanych poznatkti bylo ukazdno na vyvoji a validaci dvou
chromatografickych metod: (i) Chiralni separace a stanoveni antidepresiva citalopramu a jeho
prekursoru citadiolu, (ii) SFC metoda pro systematickou toxikologickou analyzu kanabinoidi

a jejich metaboliti.
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1 Uvod

Chiralita je unikatni jev zasahujici do mnoha oblasti lidského Zivota. Molekuly, které
nejsou ztotoznitelné se svymi zrcadlovymi obrazy, se nazyvaji enantiomery (z feckého slova
enantio — opacny). Optické isomery maji v achiralnim prostiedi shodné fyzikalné-chemické
vlastnosti, ale pfi interakci v chirdlnim prostfedi mohou vyvolat rozdilnou biologickou
odpoveéd’. Odlisna biologicka aktivita enantiomerd se miZe projevovat napf. riznou chuti,
vini nebo terapeutickym ucinkem [1]. Mezi nejpouzivanéj$i metody slouzici k separaci
enantiomert patfi vysokou¢inna kapalinovd chromatografie (HPLC), superkritickd fluidni
chromatografie (SFC) [2,3] a kapilarni elektroforéza (CE) [4]. Pro déleni enantiomerti v
HPLC se stejné jako v SFC vyuzivaji pfednostné chirdlni selektory (CS) zakotvené/vazané na
vhodném nosié¢i. Navic vétSina stacionarnich fazi (SF) pouzivanych v HPLC je kompatibilni
se superkritickou/subkritickou mobilni fazi (MF). Mezi nejpouzivanéjsi patii chiralni SF
(CSF) na bazi derivatizovanych polysacharidi. Velmi casto se téZ pouzivaji SF na bazi
cyklickych oligosacharidi (cyklodextriny, CD; cyklofruktany, CF) a makrocyklickych
antibiotik (MA) [1,5].

Predkladand dizertacni prace se zabyva studiem dilezitych faktorti ovlivitujicich
slozity enantioselektivni separa¢ni mechanismus piedev§im v HPLC a SFC. Experimentalni a
semiempirické studie separa¢niho chovani poslouzi k lepSimu pochopeni distribu¢niho
procesu, a nasledné¢ povedou ke snadnéjSimu vyvoji a optimalizaci metod pro separace

Sirokého spektra analytu.
2 Cile prace
Hlavni cil prace je zaméfen na vyzkum a charakterizaci retencnich a
enantioselektivnich mechanismiit CSF na bazi derivatizovanych polysacharidii v systémech
HPLC a SFC.
Dil¢i cile
e Studium  enantioselektivnino  potencidlu  imobilizovanych CSF na  bazi

derivatizovanych polysacharidt v reversnim médu (RP) HPLC.

e Porovnéni enantioselektivniho potencialu dvou imobilizovanych polysacharidovych



CSF lisicich se povahou polymerniho fetézce (amylosa versus celulosa) v normalnim
(NP) a RP médu.

e Podrobna charakterizace a porovnani retenénich/enantioselektivnich interakci CSF na
bazi derivatizované amylosy liSici se navdzanim CS na silikagelovy nosic.

e Urceni enantiodiskrimina¢nich moznosti polysacharidové CSF v systému SFC.

e Vyvoj a optimalizace chromatografickych podminek pro separaci konkrétnich

chiralnich latek a smési achiralnich analytu.

3 Chiralita

3.1 Chiralita a opticka isomerie

Ptirodni latky se Casto vyskytuji ve dvou prostorovych formach, jejichZ vzajemny
vztah je totoZny se vztahem pravé a leveé ruky. Tyto molekuly se oznacuji jako chiralni (z
feckého slova cheiros — ruka, dlan). Chiralni molekula nema stied, osu ani rovinu symetrie
[6]. Typ chirality latek se vyjadiuje pfitomnosti riznych prvkt chirality. Mezi né patii
chiralni centrum (centrélni chiralita), chiralni osa (axialni chiralita) a chirdlni rovina (planarni
chiralita).

Lidsky organismus se sklada z neptfeberného mnozstvi opticky aktivnich latek, jako
jsou aminokyseliny, enzymy ¢i bilkoviny. Enantiomery (optické isomery) sta¢i rovinu

polarizovaného svétla bud’ doleva, znaci se afixem (-) nebo doprava (+).

3.2 Chiralni 1é¢iva

V dne$ni dobé obsahuje velké mnozstvi 1éCiv chirdlni aktivni slozku. Jednotlivé
enantiomery mohou mit rozdilné ucinky. Jeden z enantiomerti mize poskytovat zadouci
farmakologické, farmakokinetické ¢i farmakodynamické ucinky, zatimco druhy z isomerd
mize byt neucinny, méné G¢inny nebo dokonce toxicky [7].

V posledni dobé sili snaha pfevadét racemickd farmaka na IléCiva s pouze
aktivnienantiomerni formou, tzv. chiralni zaména (chiral switch), ktera by méla zlepsit
terapeuticky profil danych 1é¢iv [8]. Pokrok spojeny s ptipravou ¢Cistych enantiomert
zpusobil zvySeni poctu registrovanych 1é¢iv, které obsahuji pouze aktivni enantiomer. V

diisledku toho se na trhu s farmaky vyskytuji jak racemické, tak i pouze uc¢inné enantiomerni



formy jednotlivych 1é¢iv. Jako piiklad lze uvést 1é¢ivo, jez se vyuziva jako inhibitor
protonové pumpy, omeprazol, ktery je klasicky uZivan jako racemat. Jeho S-enantiomer je
podstatné u¢innéjsi nez jeho R-isomer (u ¢lovéka asi 10% ucinek S-omeprazolu) [9]. Mezi
hlavni vyhody pouZivani enantiomerné ¢istych preparatu patii piedev§im sniZzeni davky

oproti racemické smési ¢i rychlejsi nastup tcinku.

3.3  Chiralni separace

Existuji dva zakladni pfistupy pro enantioselektivni separaci chirdlnich latek v
chromatografii. Prvni zpiisob, tzv. nepfima separace, pfedstavuje derivatizaci analytu opticky
Cistym derivatizatnim Cinidlem za tvorby diastereoisomernich derivatl, které mohou byt
separovany pomoci konvencnich achiralnich separa¢nich metod. Piima metoda déleni
enantiomert spociva v zavedeni CS do enantioseparacniho systému. CS lze pfidat jako

aditivum do MF nebo, Castéji, 1ze vyuzit CSF zakotvené/vazané na vhodném nosici.

3.3.1 HPLC

HPLC je stale nejpouzivanéjsi separacni technikou pro déleni enantiomert. Mezi jeji
hlavni ptednosti patii moznost ovliviiovat separace volbou jak SF, tak i MF, kterd na rozdil
od GC neni pouhym inertnim nosi¢em analyti. Dale vynikd vysokou ucinnosti, dobrou
opakovatelnosti a robustnosti.

Pro separaci enantiomert V HPLC se nejcastéji pouzivaji tfi zakladni separacni mody.
NP mod vyuziva polarngjsi SF a smés nepolarnich ¢i méné polarnich organickych
rozpoustédel (napt. n-hexan a propan-2-ol) a kyselych ¢i bazickych aditiv jako slozek MF. V
RP systému se naopak uplatituje méné nepolarni SF oproti polarnéjsi MF, ktera se sklada z
polarni smési vody ¢i vodnych pufrii s organickymi rozpoustédly (nejCastéji acetonitril,
methanol). Poslednim hojné vyuzivanym separa¢nim modem je polarng-organicky mod (PO),
ve kterém je polarné-organickd MF tvoifena acetonitrilem ¢i methanolem (popfipadé¢ jejich
smési) s malym pifidavkem kyselého a bazického aditiva (nejCastéji kyselina octova; AcOH,

triethylamin; TEA) [10].

3.3.2 SFC

SFC zaznamenala v poslednich letech nardst popularity na poli separa¢nich metod,
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pfedevs§im v oblasti farmaceutického prumyslu ¢i klinické a forensni toxikologie [11,12].
Mezi hlavni piednosti této metody patii pomérné kratky cas analyzy, vysoka separaéni
ucinnost a v neposledni fadé Setrnost pouzivanych slozek MF k Zivotnimu prostfedi. Tato
moderni separacni technika vyuziva superkritickou tekutinu jako hlavni slozku MF.
Superkritické tekutiny maji viskozitu a difusni koeficienty podobné plynim, jejich hustota a
solvata¢ni schopnosti jsou naopak vice podobné vlastnostem kapalin [13]. Superkriticky CO,
je zdaleka nejpouzivanéjsi slozka superkritické MF [14]. Standardnimi a technologicky
nenaroénymi postupy lze dosahnout jeho kritickych veli¢in (74 bar, 31 °C), navic je
netoxicky, nehoflavy, inertni, relativné levny a dostupny v dobré Cistoté. Fazovy diagram pro
CO; je znazornén na Obrazku 1. Polarita superkritického CO, je srovnatelna s n-hexanem,
ktery je majoritni slozkou MF v chromatografii s NP. ZvySeni elu¢ni sily MF 1ze dosahnout
pfidavkem organického modifikatoru, nejcastéji methanolu, ethanolu, propan-2-olu ¢i
acetonitrilu [15,16]. Kromé superkritického CO, a polarnich rozpoustédel se do MF piidavaji
kysela (napf. kyselina mravenci, AcOH, trifluoroctova; TFA) ¢i bazickd (napi. TEA,
diethylamin; DEA, isopropylamin; IPA, ethanolamin) aditiva [17,18]. Aditiva ovliviiuji nejen
polaritu pouzit¢ MF, ale také disociaci ¢i protonizaci separovanych analyt a funkénich
skupin SF, a tim vyrazné zlepSuji separacni U¢innost a symetrii pikti [19]. Dalsi klicové
parametry superkritického systému tvofi teplota a zpétny tlak, které maji zasadni vliv na
hustotu a viskozitu pouzité¢ MF, ¢imz ovliviiuji jeji solvatacni schopnosti a ve svém diisledku

separaci analytt [20,21].

superkriticka
tekutina
o R R ———— -
5 + keritickey bod
2, 3 kapalina 1 (74 bani, 31 °C)
pevna .
latka plyn

trojny bod
27 (52 bari -57 °C)

teplota [°C] Te

Obrazek 1. Fazovy diagram CO,. Upraveno z cit. [22]. 1 - kiivka vypafovani; 2 - kiivka

sublimacni; 3 - kfivka tani.



4 Charakterizace separacnich systému

HlubSi pochopeni reten¢niho/separa¢niho chovani vyznamnym zpisobem usnadni
vyvoj a optimalizaci metod pro separaci a stanoveni celé fady sloucenin. Pro charakterizaci
separacnich systému byla navrzena fada chromatografickych testovacich modelti. Pouziva;ji
se relativné jednoduché modely podle Galushky [23], Tanaky [24], Engelhardta [25] ¢i
Walterse [26], které pro ziskani zékladnich charakteristik separacniho systému vyuzivaji

tteba jen dvojici testovacich analytl.
4.1  Model linearnich vztahii volnych energii

Tento model umoznuje charakterizovat separacni systémy z hlediska jejich
interak¢nich moznosti a popsat kvalitativné 1 kvantitativné ptispévky jednotlivych interakci k
celkové retenci. Rovnice LFER vyjadifuje korelaci experimentalné zjisténych logaritmi

retencnich faktorQ s deskriptory analytt [27].

logk=c+eE+sS+aA+bB+vV 1)

kde k reprezentuje retencni faktor piislusného analytu, ¢leny E, S, A, B, V jsou deskriptory
prislusného analytu, parametry e, s, a, b, v vyjadiuji regresni koeficienty a pfispévek ¢ nalezi

hodnot¢ useku na ose y. Deskriptory a regresni koeficienty jsou vysvétleny v Tabulce 1.

Tabulka 1. Seznam deskriptori a regresnich koeficientti rovnice LFER

Deskriptor Charakterizuje fyzikalné-chemické charakteristiky analytt
E rozsah molarni refrakce

S dipolarita/polarizabilita

A efektivni nebo celkova acidita vodikoveé vazby

B efektivni nebo celkova bazicita vodikové vazby

\Y McGowantv charakteristicky objem

Regresni koeficient Popisuje typy interakci ve studovaném systému

e interakce s n- a z-elektronovymi pary
S dipolarita/polarizabilita
a schopnosti puisobit jako akceptor vodiku



b schopnosti puisobit jako donor vodiku

v dispersni interakce (hydrofobicita)

v

Pozitivni hodnota koeficientu ukazuje na silngjsi interakci se SF vedouci ke zvy3eni retence
analytii. Pokud je regresni ¢len zaporny, interakce analyt/MF je siln€j$i a zplisobuje snizovani
retence. Vybér reprezentativni sady analyti ma zasadni vyznam pro spravné hodnoceni
separa¢niho systému. Analyty by mély byt strukturné riznorodé a distribuce deskriptorti by
meéla pokryvat Sirokou Skélu interakei. Kromé stanoveni jednotlivych interakénich ptispévka
na retenci v daném separacnim systému muze byt model LFER vyuzit ke vzajemnému

porovnani SF, pifi zachovani fixniho slozeni MF, teploty a priitoku.

5 Chirélni stacionarni faze

Vyvoj CSF schopnych chirélni diskriminace Sirokého spektra chiralich latek se stal
jednim z KkliCovych oblasti enantioseparacnich chromatografickych technik. Mezi
nejpouzivanéjsi patii CSF na bazi derivatizovanych polysacharidii. Déle jsou ¢asto pouzivané
SF na bazi cyklickych oligosacharida ¢i MA [28]. Jelikoz v této praci byly pouzity pifedevs§im
CSF na bazi derivatizovanych polysacharidli, bude jim v nasledujicim textu vénovana vétsi

pozornost.

5.1 Polysacharidové chiralni stacionarni faze

Zakladni kostru polysacharidovych CSF tvofi derivatizovany polysacharid, amylosa ¢i
celulosa. Amylosa je tvofena glukosovymi jednotkami spojenymi a-1,4 vazbami, zatimco v
molekule celulosy jsou glukosové jednotky spojené f-1,4 vazbami. Enantioselektivni
schopnost nativni amylosy a celulosy je nizka, proto byly pfipraveny a uvedeny na trh jejich
derivaty (napf. trifenylkarbamaty ¢i tribenzoaty) [29,30]. Derivatizace podstatné zlepsuje
jejich rozpoznéavaci schopnosti, které zaviseji jak na struktufe polymerniho fetézce, tak i na
druhu derivatiza¢nich skupin [31,32]. Enantioselektivni potencidl derivatizovanych
polysacharidi na bazi aromatickych esterti a fenylkarbamati se vyrazné zvysi, pokud jsou
zavedeny elektron-donorové (napf. methylové) ¢i elektron-akceptorové (napi. halogenové)
substituenty v meta pozici na fenylové ¢asti molekuly [33,34]. Obrdzek 2 ukazuje zakladni
struktury nejpouzivanéjsich, komeréné dostupnych polysacharidovych CSF.

Jelikoz diivEéjsi  generace polysacharidovych fazi byla pfipravena pokrytim
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silikagelového nosice CS na zakladé fyzikalni interakce, mohla byt dand SF pouzita bud’ v
RP, nebo v NP médu HPLC [35]. Tyto tzv. pokryvane (zakotvené, coated) polysacharidové
CSF mohou byt vyuzity pouze s omezenou Skalou rozpoustédel, obecné¢ s alkoholy,
acetonitrilem, n-alkany a s jejich smésmi. Chiralni kolony s imobilizovanymi fazemi jsou
multimodalni, coz zaruCuje pouziti dané polysacharidové faze v jakémkoliv separa¢nim

modu, a také snadny piechod mezi jednotlivymi mody [ 36,37].

A) B)
o o~
{ﬁi\ 1 @0}
RO o 07 r—C" o “n
R R
Cl
NH NH NH
R=‘< R=— R=_\<
lo o cl @) Cl
3.5-dimethylfenylkarbamat 3,5-dichlorofenylkarbamat 3-chlorofenylkarbamat

Obrazek 2: Struktura CS na bazi amylosy (A) a celulosy (B) a nejvyznamnéjsi typy

derivatizacnich skupin.

6 Vysledky a diskuze

Publikace I: Enantioselektivni separace kodovanych a nekodovanych aminokyselin pomoci
HPLC

Velké mnozstvi kodovanych a nekddovanych aminokyselin (AMK) se nachazi v
t€lech rostlin ¢i mikroorganismt. V ramci Publikace | byly vyvinuty HPLC metody vhodné
pro enantioseparaci a moznou purifikaci studovanych AMK.

Testovaci sada obsahovala fluorované derivaty fenylalaninu, D,L-4-Cl-fenylalanin, N-
blokované derivaty fenylalaninu a a-methyl-D,L-tyrosin. Pro vyvoj HPLC metod byly
pouZzity CSF na bazi teikoplaninu lisici se pokrytim silikagelového nosice (CHIROBIOTIC T
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a CHIROBIOTIC T2) v podminkach RP a PO modu. Imobilizované polysacharidové CSF s
odlisnou konstituci polymerniho fetézce ¢i typem derivatizacnich skupin (CHIRALPAK IA,
CHIRALPAK IB, CHIRALPAK IC a CHIRALPAK ID) byly pouzity v mén& obvyklém (pro
dané CSF) RP mddu.

Z porovnani chromatografickych dat mezi CHIROBIOTIC T a CHIROBIOTIC T2 v
MF obsahujici methanol/octano-amonny pufr (20 mM, pH = 4,00), vykazovala chiralni
kolona s nizSim pokrytim silikagelového nosi¢e vysSi hodnoty retence a rozliSeni
enantiomerd pro vSechny studované AMK s vyjimkou a-methyl-D,L-tyrosinu.
Teikoplaninové CSF jsou navzajem komplementarni v PO mdédu. Vyuzitim obou chiralnich
kolon jsme byli schopni separovat vSechny testované enantiomery s vyjimkou ethylesteru N-
benzyloxykarbonyl-D,L-4-F-fenylalaninu. Z experimentalnich dat vyplynulo, Ze kolona
CHIROBIOTIC T vykazovala vyssi enantioselektivitu pro blokované AMK, zatimco CSF s
vy$§im pokrytim nosi¢e (CHIROBIOTIC T2) vykazovala vysSi enantioselektivitu pro
neblokované AMK.

CSF na bézi imobilizovanych polysacharidi byly pouZity pro separaci blokovanych
AMK a ethylesteru N-benzyloxykarbonyl-D,L-4-F-fenylalaninu. Studované MF se skladaly z
acetonitrilu nebo methanolu a vodného roztoku kyseliny mravenéi (pH = 2,20) ¢i vody (pro
separaci ethylesteru N-benzyloxykarbonyl-D,L-4-F-fenylalaninu). S ohledem na retenci a
rozliseni bylo dosaZeno nejlepsich vysledkid na koloné CHIRALPAK IC (CS na bazi tris(3,5-

dichlorofenylkarbamatu) celulosy).

Elu¢ni potadi jednotlivych enantiomerti bylo zjisténo na vSech testovanych CSF.
Teikoplaninové CSF vykazovaly niZsi retence pro L-enantiomery, zatimco eluc¢ni pofadi na
polysacharidovych kolonach se liSilo v zavislosti na konstituci polysacharidového skeletu

(amylosa versus celulosa) ¢i druhu derivatizac¢nich skupin.

Optimalizované HPLC metody jsou vhodné pro separaci enantiomertt kddovanych a

nekddovanych AMK ¢i stanoveni enantiomerni Cistoty jednotlivych latek.

Publikace I11: Ptimé CE a HPLC metody pro enantioseparaci tryptofanu a jeho v pfirodé se

nevyskytujicich derivati
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Tryptofan (Trp) a jeho v pfirod¢ se nevyskytujici derivaty jsou diilezité stavebni
materialy pfi vyvoji novych typa 1é¢iv ¢i chirdlnich katalyzatoru. Cilem Publikace 11 bylo
vyvinout vhodné enantioselektivni metody pro analyzu Trp a jeho strukturné piibuznych
derivatl. Vyvoj a optimalizace CE metod mély slouzit pro posouzeni enantiomerni ¢istoty,
zatimco HPLC metody umoznily enantioseparaci a purifikaci studovanych latek v

semipreparativnim meéfitku.

CD a jejich derivaty byly vyuZzity jako CS pro separace v CE. Sulfatovany y-CD (S-y-
CD) vykazoval nejvyssi hodnoty rozliseni a enantioselektivity pro enantioseparaci estert Trp
(vyjma oktylesteru Trp) a amfoternich derivati Trp. Chirdlni separace oktylesteru Trp bylo
dosazeno v dualnim selektorovém systému (B-CD + S-y-CD). Pro enantioseparaci kyselého
N-(terc-butoxy)karbonyl-Trp byl vybrdn CS na bazi heptakis(6-amino-6-deoxy)-B-CD.
Enantiomery vSech analyti byly rozdéleny az na zékladni linii a migraéni ¢as neptekrocil 8

min.

Pii vyvoji HPLC metod byly testovany chirdlni kolony na bazi derivatizovanych
polysacharidli, oligosacharidi CD, CF a MA. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno pro
enantioseparaci Trp a jeho amfoternich derivati v separa¢nim systému tvofeném CSF na bazi
teikoplaninu a MF obsahujici ¢isty methanol. Optimalizovane podminky mohou slouZit ke

stanoveni enantiomerni Cistoty jednotlivych latek ¢i pro semipreparativni aplikace.

Publikace Il1l: Enantioselektivni potencial chiralnich staciondrnich fazi na bazi

imobilizovanych polysacharidi v reversnim médu

Imobilizované polysacharidové CSF se pfipravuji navazanim chiralniho polymeru na
silikagelovy nosi¢ pomoci kovalentni vazby. Takto piipravené SF jsou multimodalni.
Nejcastéji vSak nachazeji uplatnéni pfi analyzach v NP modu. Nicméné chiralni separace
redlnych vzorkii v RP moddu jsou upfednostiovany piredev§im diky kompatibilité s MS

detekci.

Publikace Il je zaméfena na charakterizaci a porovnani enantioselektivniho
potencidlu ¢ty komerénich imobilizovanych CSF liSicich se jednak povahou
polysacharidového skeletu (amylosa versus celulosa) a typem derivatizaéni skupiny.
Testované kolony byly nasledujici: CHIRALPAK IA, CHIRALPAK IB, CHIRALPAK IC a
CHIRALPAK ID. Sada tficeti strukturné riznorodych latek zahrnujici kyselé (8), bifunk¢ni
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(4) a bazicke analyty (18), byla pouZita ke studiu enantiodiskriminac¢nich schopnosti
jednotlivych CSF.

Kysel¢ analyty na bazi profenii byly separovany v MF obsahujici acetonitril ¢i
methanol jako organické modifikatory a vodny roztok kyseliny mravenéi (pH = 2,10).
Porovnani chromatografickych dat na testovanych chirdlnich kolonach ukéazalo, Ze
nejvhodnéjsi CSF pro enantioseparaci kyselych analyta je tris(3,5-dimethylfenylkarbamat)
amylosy (kolona CHIRALPAK IA).

Thiazidova diuretika jsou skupinou bifunkénich analytt, které mohou byt separovany
v kyselém, neutralnim i bazickém prostiedi. CSF na bazi derivatizované amylosy vykazovaly
lepSi enantioselektivni potencial pro testované analyty ve srovnani s kolonami na bazi

celulosy.

Chiralni baze byly separovany v MF obsahujici organicky modifikétor (acetonitril,
methanol) a 100 mM vodny roztok KPFg ¢i octano-amonny pufr (10 mM, pH = 8,80).
Srovnani vysledkd ziskanych na amylosovych a celulosovych CSF ukazuje, Ze bazické
biologicky aktivni latky obsahujici ve své struktufe sekundarni aminoskupinu (B-blokéatory)
byly lépe separovany na CSF na bazi celulosy (CHIRALPAK IB). Na druhou stranu,
amylosova kolona (CHIRALPAK ID) vykazovala vysSi enantioselektivitu pro primarni

aminy (derivaty amfetaminu).

Enantioselektivni potencial testovanych kolon se liSil podle sloZzeni MF ¢i struktury
analyti. Amylosové CSF vykazovaly vys§i enantioselektivitu pfedevSim pro kyselé a
bifunk¢éni analyty. CSF na bazi derivatizované celulosy (CHIRALPAK IB) ukézala vysSi

enantioselektivni potencial pro vétsinu bazickych analytt se sekundarnimi aminoskupinami.

Publikace 1V: Chiralni stacionarni faze na bazi imobilizovanych polysacharidii pro

enantioseparace v normalnim versus reversnim médu

Sada 31 strukturné odlisnych chiralnich 1é¢iv byla vybrana pro studium a porovnani
enantioselektivnino potencidlu dvou imobilizovanych polysacharidovych SF v NP a RP
modu. Byly testovany kolony CHIRALPAK IA a CHIRALPAK IB obsahujici shodnou
derivatiza¢ni skupinu tris(3,5-dimethylfenylkarbamét), ale navzdjem se liSici povahou

polymerniho fetézce (amylosa versus celulosa).
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MF skladajici se z n-hexanu a propan-2-olu s malym ptidavkem kyselého (TFA) ¢i
bazického (TEA) aditiva byly testovany v NP médu. V RP modu byly pouzity MF obsahujici
organické modifikatory (acetonitril, methanol) s vodnymi roztoky kyseliny mravenéi (pH =
2,10) pro separaci kyselych profent nebo ve spojeni se 100 mM vodnym roztokem KPFg ¢i
octano-amonny pufrem (10 mM, pH = 8,80) pro chiralni déleni bazickych analyti. Pro
enantioseparaci bifunk¢nich analyti byla testovana vSechna vySe zminéna separacni

prostiedi.

Ze ziskanych chromatografickych dat vyplyva, Ze pro chiradlni déleni profenu je
vhodnégjsi SF na bazi amylosy. Z celkového poctu 8 profenti byla kolona CHIRALPAK IA

schopna separovat 7 profent na zakladni linii v NP mddu a 6 v RP modu.

Vysledky enantioseparace bifunk¢énich diuretik poukazuji na komplementarni chovani
mezi testovanymi systémy. Ze srovnani separa¢nich systému vyplyva, Ze kolona
CHIRALPAK IB je lepsi volba v podminkach NP mddu, zatimco CSF na bazi derivatizované

amylosy poskytuje vyssi hodnoty rozliSeni a enantioselektivity v RP modu.

Obé¢ polysacharidové kolony poskytovaly dobrou enantioselektivitu pro bazické B-
blokatory v NP modu. CSF na bazi tris(3,5-dimethylfenylkarbamatu) celulosy byla schopna
rozdélit v8echny analyty na zakladni linii. V RP mddu vykazovala amylosova CSF nizkou
enantioselektitu. Celulosova kolona CHIRALPAK IB poskytovala chiralni separaci dvou

analyt na zakladni linii, a zbytek byl separovan ¢aste¢né.

Ziskand data ukazuji, Ze NP mod je vhodnéjsi pro enantioseparaci vétsiny chiralnich
1é¢iv na obou imobilizovanych polysacharidovych kolonach. V obou separa¢nich modech
vykazovala SF na bazi derivatizované amylosy lepsi separacni potencial pro kyselé analyty,
zatimco celulosova SF ukazovala vysSi enantioselektivitu pro chirdlni baze. Obé

imobilizované CSF jsou vzajemné komplementarni.

Publikace V: Charakterizace a porovnani kolon CHIRALPAK IA a CHIRALPAK AD-RH

obsahujici CSF na bazi amylosy v reversnim modu vysokotéinné kapalinové chromatografie

SF na bazi amylosy mohou byt na silikagelovém nosici zakotvené (pokryvaji nosic

pomoci fyzikalnich interakci) ¢i imobilizované prostfednictvim kovalentni vazby. V ramci
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Publikace V jsme se soustiedili na evaluaci a srovnani separa¢niho potencialu pokryté
kolony CHIRALPAK AD-RH a imobilizované kolony CHIRALPAK IA v RP modu HPLC.

Testované CSF byly charakterizovany a porovnavany prostiednictvim jejich
enantioselektivity pro sadu 37 chiralnich biologicky aktivnich latek obsahujici kyselé,
bifunkéni/neutralni a bazické analyty. Navzdory faktu, ze ob& kolony obsahuji totozny CS na
bazi tris(3,5-dimethylfenylkarbamatu) amylosy, dochazelo k vyraznym rozdiliim v retenénim
a enantiodiskrimina¢nim chovani. Kyselé profeny a N-blokované AMK byly separovany v
MF skladajici se z acetonitrilu a vodného roztoku kyseliny mravenéi (pH = 2,10). Pro
enantioseparaci profenil vykazovala kolona CHIRALPAK AD-RH vyssi separacni potencidl.
Pro chiralni separaci blokovanych AMK s benzyloxykarbonylovou skupinou se ukazala lepsi
volbou imobilizovana kolona CHIRALPAK IA, zatimco AMK s terc-butoxykarbonylovou
bloka¢ni skupinou poskytovaly vyssi hodnoty rozliSeni na zakotvené CSF. Bifunkéni analyty
byly separovany svysSi enantioselektivitou na imobilizované CSF. Chirélni separace
bazickych latek byly provadény v MF slozené ze smési acetonitrilu a octano-amonného pufru
(10 mM, pH = 8,80). Z porovnani chromatografickych dat vyplyva, Ze vysSich hodnot
rozliSeni bylo dosazeno na koloné CHIRALPAK AD-RH.

V ramci této prace byl také pouzit LFER model, ktery umoznuje charakterizovat
separacni systémy z hlediska jejich interakénich moznosti a kvalitativné 1 kvantitativné
popsat piispévky jednotlivych interakci k celkové retenci (viz kapitola 4.1). CSF byly
testovany ve dvou MF: acetonitril/vodny roztok kyseliny mravenéi (pH = 2,10) 30/70 (v/v) a
acetonitril/octano-amonny pufr (10 mM, pH = 8,80) 30/70 (v/v). Regresni koeficient v
(ptispévek hydrofobicity) vykazoval nejvyssi kladné hodnoty a v obou MF kolona
CHIRALPAK AD-RH vykazovala vyssi hodnoty ve srovnéni s kolonou imobilizovanou.
Hodnoty koeficientu e byly take kladné a pfispévky interakci prostiednictvim n- a z-
elektronovych part byly opét silnéjsi na kolon¢ se zakotvenym chirdlnim polymerem na
silikagelovy nosi¢. Regresni koeficienty s, a, b vykazovaly negativni hodnoty a vyssi
absolutni hodnoty byly ziskany pro CHIRALPAK AD-RH s vyjimkou koeficientu s (dipdl-

dipdl interakce) v bazickém prostredi.

Publikace VI: Enantioselektivni separace biologicky aktivnich bazickych slou¢enin pomoci

ultra ucinne superkritické fluidni chromatografie
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Chirélni separace biologicky aktivnich bazickych sloucenin pomoci SFC casto
vykazuji nizky enantioselektivni potencial a jejich analyza se mizZe projevovat zhorSenou
symetrii pikt. V rédmci Publikace VI byly vyvinuty rychlé SFC metody vhodné pro
enantioseparaci a moznou purifikaci 27 chiralnich bazi na amylosové CSF. Sada se skladala z
derivati amfetaminu a kathinonu, derivati benzofuranu a syntetickych analogti aminonaftolu
(Betti baze). Byl zkouman vliv slozeni MF (typ organického modifikatoru, efekt ptidavku
kyselych nebo bazickych aditiv ¢i jejich smési), teploty a zpétného tlaku na enantioseparace.

MF se skladaly ze smési CO,, organického modifikatoru (methanol, propan-2-ol ¢i
methanol/propan-2-ol 50/50 (v/v) v rozmezi 2-10 objemovych %) a piidavku aditiva (0,05-
0,10 objemovych %). Chromatograficka data jasné ukazala, ze pfitomnost aditiva ma
pfiznivy ucinek na symetrii pikl a enantioselektivitu.

Pro enantioseparaci derivati amfetaminu a kathinonu bylo nejlepsSich vysledka s
ohledem na retenci a rozliseni dosazeno v MF obsahujici CO,, propan-2-ol a aditiv TFA a
IPA v poméru 50/50 (v/v). Kombinace kyselého a bazického aditiva zpusobila vyrazné
zvySeni enantioselektivity a GispéSnosti separace. Z celkového poctu 14 derivatii amfetaminu
a kathinonu byly separovany za pocatecnich chromatografickych podminek (138 bar, 35 °C)
bez optimalizace zpétného tlaku a teploty vSechny analyty az na zakladni linii s vyjimkou
3,4-dimethylmethkathinonu. Nasledna optimalizace chromatografického systému (vyssi
zpétny tlak, 150 bar; vyssi teplota 40 °C) vedla k chiralnimu déleni vSech psychostimulantd.
Ptiklad enantioseparace methylendioxypyrovaleronu (A9) je ukazano na obrazku 3.

Nejlepsi  enantioseparace derivati  benzofuranu bylo dosazeno v MF:
COy/methanol/propan-2-ol/IPA 95/2,5/2,5/0,10 (v/viviv). VSechny derivaty byly chiralné
rozdéleny az na zakladni linii a ¢as analyzy neptekrocil 5 minut.

Pro chiralni déleni Betti bazi bylo dosaZzeno nejvysSich hodnot rozliseni a
enantioselektivity v MF obsahujici propan-2-ol jako organicky modifikator (5 objemovych
%) s ptidavkem 0,10 objemovych % IPA. Nicméné hodnoty retence byly nepfijatelné vysoké
pro praktické SFC aplikace (vice nez 30 minut). Jako kompromis mezi retenénim Casem
analytl a rozliSenim byla vybrana MF obsahujici: CO2/methanol/propanol-2-ol/IPA (v/viviv).
Vsechny testované analogy aminonaftolu byly chirdlné rozd€leny az na zakladni linii a Cas
analyzy nepiesahnul 7 minut.

CSF na bazi imobilizované  derivatizovane  amylosy, tj.  tris(3,5-
dimethylfenylkarbaméat) amylosy se projevila jako vhodny néstroj pro enantioseparaci
Sirokého spektra bazickych analytt. Publikace VI mize slouzit jako voditko pro vyvoj

enantioselektivnich metod pro separaci bazickych racemati v podminkach SFC.
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Obrazek 3. SFC  chromatogram  enantioseparace  methylendioxypyrovaleronu.
Chromatografické podminky: kolona CHIRAL ART Amylose SA (150 mm x 3.0 mm i.d., 3
pm); MF (A): CO,/propan-2-ol/IPA 90/10/0.1 (v/v/v); pratok 2,5 mL/min; teplota 35 °C; 138

bar; vinova délka 254 nm; davkovany objem 1 pl.

Publikace VII: SFC metoda pro systematickou toxikologickou analyzu kanabinoidu a jejich

metabolitt

Syntetické kanabinoidy (SC) jsou skupinou strukturné raznorodych latek, které byly
vyvinuty pro zvyseni farmakologického G&inku A° tetrahydrokanabinolu (THC). Jejich velka
Cast se vSak objevuje na drogové scéné vzhledem k jejich relativné snadné dostupnosti a
psychoaktivnim ucinkim. V rdmci Publikace VI1I byla vyvinuta a validovana jednoducha a
rychld SFC metoda pro simultanni analyzu piirodnich kanabinoidt a Siroké skupiny SC a

jejich metabolit v lidské moci.
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Optimalizovany systém byl tvoien kolonou Zorbax Rx-SIL, MF: CO,/acetonitril 93/7
(v/v), prutok 2,5 ml/min, teplota 40 °C, zpétny tlak 95 baru a vinova délka 210 nm. Tii ruzné
extrakéni metody zahrnujici extrakci pevnym sorbentem, extrakci kapaliny-kapalinou a
vysolovaci extrakci kapaliny-kapalinou byly pouzity pro stanoveni studovanych analytd v
moci. Procentualni hodnoty vytéznosti byly nejvyssi pro extrakci vysolovanim a pohybovaly

se v rozmezi 71,2 - 124,3%.

Vyvinutd metoda byla validovana s ohledem na piesnost, preciznost, selektivitu,
citlivost, linearitu, mez detekce, stanovitelnosti a robustnost. Validovana metoda byla pouZzita
pro screeningovou analyzu studovanych slou¢enin ve vzorcich moc¢i u osob podezielych z

nelegalniho uzivani latky naftalen-1-yl-(1-butylindol-3-yl)methanone (JWH 073).

Publikace VIII: Chirélni separace a stanoveni antidepresiva citalopramu a jeho prekursoru

citadiolu

Citalopram (RS-CIT) je jednim z nejaéinnéjSich antidepresiv patfici do skupiny
selektivnich inhibitortt zpétného vychytavani serotoninu (Selective serotonin reuptake
inhibitors, SSRI). Farmakologicky efekt je pfisuzovan S-enantiomeru, zatimco R-enantiomer
je net¢inny a dokonce inhibuje G¢inek S-isomeru [38,39]. Citadiol (RS-CTD) je chiralni
prekursor a klicovy meziprodukt pro syntézu RS-CIT.. V ramci piedkladané Publikace VIII
byla vyvinuta a validovana HPLC metoda pro chiralni separaci enantiomert RS-CIT a RS-

CTD. Déle byla testovana i SFC metoda pro tyto ucely.

Pii vyvoji analytické metody bylo testovano Siroké spektrum CSF na bazi MA,
derivatizovaného CF a derivatizovanych polysacharidi v NP, RP a PO HPLC mddech.

Z porovnéni chromatografickych dat v jednotlivych médech HPLC jsme zjistili, Ze
nejlepsich vysledkt bylo dosazeno pii pouziti NP modu na koloné CHIRALCEL OD-H
obsahujici CS na bazi tris(3,5-dimethylfenylkarbamatu) celulosy. Optimalizované podminky
byly nasledujici: kolona Chiralcel OD-H, MF: n-hexan/propan-2-ol/TEA 96/4/0,1 (v/vIv),
prutok 1 ml/min, teplota 25 °C, vinova délka 250 nm. Za téchto podminek byl reten¢ni faktor
prvniho eluujiciho enantiomeru CIT k; = 3,45, faktor enantioselektivity, a = 1,23, rozliSeni,
R1/2 = 2,16. Pro enantiomery CTD byl k; =5,96; o = 1,18; Ry, = 1,50.
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Pro vyvoj SFC metody byly testovany CSF na bazi derivatizovanych polysacharidt a
CF. Pouze castecna separace RS-CIT byla dosazena na celulosové kolon¢ CHIRALCEL OD-
H. Separace enantiomeri RS-CTD aZ na zakladni linii (Ry2, = 1,58) byla docilena na
amylosove SF za pouziti MF: CO,/methanol/TEA 90/10/0,25 (v/v/v), pritok 4 ml/min, teplota
kolony 40 °C a 120 barii jako zpétny tlak.

Za ucelem validace metody pro stanoveni enantiomert CIT a CTD byly stanoveny
tyto validacni parametry: stabilita vzorkl, pfesnost, preciznost, linearita, mez detekce, mez
stanovitelnosti a robustnost. Navrzena HPLC metoda miZe byt pouzita pro rutinni kontrolu

enantiomerni Cistoty 1é¢iv obsahujicich jak RS-CIT, tak i S-CIT.
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7 Zavér

Predklddana dizertacni prace, tvofenda komentovanym souborem osmi publikaci, je
zaméfena na vyzkum a charakterizaci retencnich a enantiodiskrimina¢nich mechanismi, které
se uplatiiuji pii separaci na chirdlnich staciondrnich fazich na bazi derivatizovanych
polysacharidl, cyklickych oligosacharidii a makrocyklickych antibiotik. Studované moderni
stacionarni fdze se v soucasnosti uplatiiuji zejména v systémech HPLC i SFC. Vysledky
prace poslouzi k lepSimu pochopeni separaéniho mechanismu, a nasledné povedou ke
snadn&j$imu vyvoji a optimalizaci metod pro separace Sirokého spektra analytd.

Enantioselektivni potencidl imobilizovanych chirdlnich stacionarnich fazi na bazi
derivatizovanych polysacharidi liSicich se povahou polymerniho fetézce (amylosa versus
celulosa) ¢i typem derivatizaéni skupiny byl studovan v podminkach reversniho i norméalniho
modu HPLC. Amylosové chirdlni stacionarni faze vykazovaly v obou separa¢nich méddech
vys$$i hodnoty enantioselektivity a rozliSeni pfedevSim pro kyselé a bifunk¢ni analyty.
Chirdlni stacionarni faze na bazi derivatizované celulosy naopak ukazaly vyssi
enantioselektivitu pro chirdlni baze. Imobilizované polysacharidové chiralni stacionarni faze
prokazuji vzajemne komplementarni vlastnosti a jejich kombinace umozni chiralni separace
Sirokého spektra strukturné odlisnych sloucenin.

Dale byl zkouman a porovnavan separacni potencial dvou polysacharidovych
stacionarnich fazi obsahujicich totoZzny chiralni selektor: tris(3,5-dimethylfenylkarbamat)
amylosy, avsak liSicich se navazanim chiralniho polymeru na silikagelovy nosi¢ (pokryta
versus imobilizovana chiralni stacionarni faze). Srovnani chromatografickych dat ukazalo, Ze
ob¢ chiralni stacionarni fdze vykazovaly srovnatelny separacni potencial pro kysel¢ analyty,
zatimco pro enantioseparaci bazickych latek je vhodnéj$i pokryta amylosova chiralni
stacionarni faze.

Nasledn¢ byla v ramci prace testovana enantioselektivita amylosové chiralni
stacionarni faze v systému SFC pro chirélni separaci biologicky aktivnich bazickych latek.
Podrobné byly studovany rtizné faktory ovliviiujici separaci a na zakladé ziskanych vysledka
byly nalezeny chromatografické podminky, které umoznily separaci na zakladni linii vSech
27 testovanych chiralnich bazi.

Do prace jsou také zatazeny dvé ukazky praktického vyuziti ziskanych poznatkl pro

vyvoj a validaci chromatografickych metod.
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