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Abstrakt

Tato diplomové prace se zabyva nalezenim optimalnich podminek pro separaci Ctyt
skupin analytii odvozenych od 7-deazaadenosinu (kazdé skupina obsahovala 4 derivatizované
nukleosidy) pomoci hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie. VSech 16 studovanych
analytii bylo syntetizovano jako potencialni cytostatika. Byl testovan vliv typu staciondrni
faze chromatografické kolony, poméru organické a vodné slozky mobilni faze, pH pouzitého
pufru v mobilni fazi a koncentrace octanu amonného v tomto pufru v rozsahu 5 — 50 mM.

Pro separace téchto analyti byly testovany tfi rlizné staciondrni faze, a to Cisté
silikagelova (kolona Spherisorb® Silica), amidova (kolona TSKgel Amide-80) a nativni
cyklofruktanova (kolona Frulic-N). Rozméry vSech kolon byly stejné, tj. 250x4,6 mm
s velikosti ¢astic 5 um. Béhem optimalizace separace byl studovan i retencni a separacni
mechanismus v HILIC. Bylo zjisténo, Ze ve vSech testovanych chromatografickych systémech
se na mechanismu separace podili jak rozdélovani analyti mezi vodnou vrstvu Castecné
ukotvenou na povrchu stacionarni faze a mobilni fazi, tak i adsorpce analytli na stacionarni
fazi. Tii skupiny analyti (SK1, SK3, SK4) se podafilo separovat do 3 pikd pouze ¢astecné.
Naznak separace do 4 pik byl zaznamenan pouze u smési analyti SK1 a SK2 na koloné
Frulic-N pfi pouziti MF acetonitril/SmM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/Av), avSak
s nedostatecnym rozliSenim. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno u smési analyti SK2
na kolon¢ Frulic-N pfi pouziti MF acetonitril/S50mM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v),

kdy doslo k separaci do 3 pikil az na zakladni linii.
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Abstract

This diploma thesis deals with optimization of separation conditions for the four groups
of analytes related to 7-deazaadenosine (each group was composed of four derivatized
nucleosides) using hydrophilic interaction liquid chromatography. All the sixteen analytes
were synthesized as potentially cytostatically active compounds. The effect of the type
of stationary phase in the chromatographic column, the ratio of organic and aqueous parts of
the mobile phase, pH of the buffer used as the mobile phase component and the concentration
of ammonium acetate in the buffer in the range of 5-50 mM were tested during
the optimization process.

Three stationary phases were tested - bare silica (Spherisorb® Silica column), silica-
bonded amide (TSKgel Amide-80 column) and silica-bonded native cyclofructan 6 (Frulic-N
column). The dimensions of all columns were 250x4.6 mm i.d.; particle size 5 um. During
the optimization of separation the mechanism of HILIC was studied. It was found that
the distribution of analytes between the aqueous layer partially coated on the surface of
the stationary phase and the mobile phase and also the adsorption of analytes on the stationary
phase participated in the retention and separation mechanism in all tested chromatographic
systems. The three groups of analytes (SK1, SK3, SK4) were only partially separated into
three peaks. The indication of separation into four peaks was observed only for the mixtures
of analytes SK1 and SK2 on the Frulic-N column using mobile phase composed of
acetonitrile/SmM ammonium acetate pH 7,5 95/5 (v/v). However, the analyses showed low
resolutions. The mixture of analytes SK2 were baseline separated into three peaks
on the Frulic-N column using mobile phase composed of acetonitrile/SOmM ammonium

acetate pH 7,5 95/5 (v/v).
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1. Seznam pouzitych zkratek a symboli

ACN s acetonitril

CFO .ot cyklofruktan 6

DMSO...oiiiiiieieeee et dimethylsulfoxid

HILIC ..o hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie
HPLC ..o vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
TEC .t iontové-vymeénna chromatografie

MEOH ..ot methanol

MEF e mobilni faze

NPLC ..o normalni méd kapalinové chromatografie
PO oo polarn¢ organicky

RPLC ..o reverzni mod kapalinové chromatografie
SE e staciondrni faze

UV e ultrafialova

Ol ettt e separacni faktor

K e reten¢ni faktor
et s hypoteticky reten¢ni faktor v ¢ist€¢ vodné MF
FLIV ¢ttt ettt ettt ettt n molekuly vodné slozky na povrchu SF
Nttt molarni podil vodné slozky v eluentu
R rozliSeni

R oo koeficient determinace

EM ettt mrtvy ¢as

FR ceeeeeeete ettt retenni Cas

WL/2 tteteente ettt Sitka piku v poloving vysky



2. UVOD

Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (HILIC) v poslednich letech ziskava
na vyznamu v oblasti analyz polarnich 1é¢iv, metaboliti a biologicky aktivnich sloucenin'.
Tato metoda neni tak univerzalni, z divodu velmi nizké, popt. Zadné retence nepolarnich
analytli, jako reverzni mod kapalinové chromatografie (RPLC), ale piesto se ukazuje byt
zadanou alternativou pro separace polarnich latek?. Velmi polarni latky mohou byt v RPLC
nedostatecné zadrzovany na stacionarni fazi, a pravé v tomto ptipadé¢ je vhodné pouzit metodu
HILIC, ktera nabizi lepsi podminky pro separaci téchto sloucenin®.

I ptes rozsadhly vyzkum cytostaticky aktivnich latek v poslednich péti letech zGstava
prostor pro vyvoj novych nukleosidovych analoglti, které by byly schopné pusobit
i nanadorové tkan& vykazujici rezistenci kjiz pouzivanym cytostatikim®. Tyto latky
jsou vhodné pro analyzu v HILIC modu.

Cilem této diplomové prace je optimalizace podminek pro separaci né€kolika skupin
nove syntetizovanych derivatizovanych endogennich nukleosidii povazovanych za potencialni
cytostatika metodou HILIC. Pro tyto ucely byly testovany a porovnany tii HILIC kolony
tj. s Cist¢  silikagelovou, amidovou a cyklofruktanovou stacionarni fazi  (SF).
Optimalizovanymi parametry pro kazdou kolonu bylo sloZzeni mobilni faze (MF),

pH pouZitého pufru jako slozky MF a koncentrace tohoto pufru.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie a jeji moznosti

Vysokou¢innd kapalinova chromatografie (HPLC) patii v souCasnosti mezi
nejrozsitenéjsi separacni techniky pouzivané k analyze obsdhlé skupiny latek s odliSnymi
chemickymi vlastnostmi. Podle typu analyzované latky lze volit mezi nékolika separacnimi
mody této metody.

Nejdéle zndmy pouzivany moéd HPLC se nazyva kapalinovd chromatografie
na normalnich fazich (NPLC), ktery pracuje s polarni SF a apolarni MF. Retence analytt se
zvySuje s jejich rostouci polaritou. Dal§i moZnosti je kapalinovd chromatografie na reverznich
fazich, jejimZ principem je obraceni polarity SF a MF oproti NPLC. V disledku toho je
i eluéni poradi analytl s riiznou polaritou opa¢né®. Méd polarné-organicky (PO) uzivd MF
slozenou majoritné¢ z methanolu (MeOH) nebo acetonitrilu (ACN) s minoritnimi pifidavky
béze a/nebo kyseliny®. Nejnovejsi moznosti metody HPLC je hydrofilni interakéni kapalinova
chromatografie pouzivana primarné pro polarni analyty’. Touto metodou lze dobfe analyzovat

i nabité slouceniny, stejné jako s pouzitim iontové vyménné chromatografie (IEC)®.

3.1.1 Hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie

Jako posledni zmdédi HPLC byla vroce 1990 definovana hydrofilni interakéni
kapalinova chromatografie s pouzitim polarni SF a binarni MF*1°,

Hydrofilni interakéni kapalinovéd chromatografie miZze kombinovat vlastnosti NPLC,
RPLC a IEC (Obr. 1). Charakteristickym rysem metody HILIC je pouziti polarni SF,
v kombinaci s MF s vysokym obsahem organické slozky, nejcastéji ACN a mensSim podilem

vodné slozky, ktera méa vy3si eluéni silu”’.

Obr. 1: Charakteristicka kombinace vlastnosti tii metod LC ®
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Staciondrni fazi muze byt piimo Cisty silikagel nebo modifikovany silikagel
napf. polarnimi diolovymi, kyanovymi, amidovymi nebo amino- skupinami'!. V piipadé
cyklodextrinovych® nebo cyklofruktanovych!? SF, také pouZivanych v tomto moédu HPLC,
jde o modifikaci silikagelu celymi molekulami, coz mize zlepsit separacni schopnosti SF.

Mobilni faze pouzivand v HILIC obsahuje vodnou slozku a s vodou misitelné organické
rozpoustédlo, nejcastéji ACN, mén¢ Casto alkoholy a cyklické ethery. Elu¢ni sila organickych
rozpoustédel roste v poradi: MeOH>tetrahydrofuran>ACN'?. Organické slozka MF by méla
vzdy tvofit majoritni vétsinu, tedy vice nez 60-70 objemovych %4, Vodna slozka by méla
byt zastoupena minimalné z 2-3 objemovych %. Tvofi ji bud’ voda, nebo pufr, velmi Casto se
pouziva octan nebo mravencan amonny. Elu¢ni potadi analyt v HILIC modu je stejné jako
u NPLC, tedy se vzrlstajici polaritou analytdi se prodluzuji retence'.

Tuto metodu je vhodné pouZit pro separaci hydrofilnich analytl, které obvykle vykazuji
kratké retence v reverznim moédu a nizkou separaéni u¢innost v normélnim modu'®,
Velmi polarni analyty je nutné pii analyze v RPLC moédu derivatizovat pro prodlouzeni
retence, naopak v HILIC moédu lze provadét analyzy téchto latek bez derivatizace!®!”.
Dalsi vyhodou HILIC systému je schopnost analyzy vzorkl zcela rozpusténych v organickych
rozpousStédlech apouziti MF kompatibilnich s detekci hmotnostnim spektrometrem,
jenz poskytuje vysledky analyz s vysokou selektivitou'®. Z diivodu nizké viskozity MF
Ize pozorovat niz§i tlakové pozadi kolony, coz dovoluje pouziti vy$siho pritoku MF'.
Tato metoda ve spojeni s UV detekci poskytuje relativng rychlé a levné analyzy sloucenin?.
Dostupnost Sirokého spektra komeréné vyrabénych kolon je dal$i pozitivni aspekt
této metody?!.

HILIC umoZiuje separovat malé i velké hydrofilni analyty, mezi které patii sacharidy,
aminokyseliny, proteiny a peptidy, vitaminy, fenoly, pesticidy, toxiny, nukleosidy, nukleotidy
a mnoho dalSich slou€enin vyskytujicich se v potravinach nebo v télnich tekutinach

a tkanich!3%2,
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3.1.1.1 Princip separace v HILIC médu

Mechanismus separace v HILIC neni dodnes zcela piesné objasnén a stale se o ném
diskutuje?!. Tato metoda je Casto prezentovana jako varianta NPLC kvili podobnostem
ohledné typu SF a elu¢niho potadi. Na druhou stranu MF je vice podobna té, kterd se pouziva
v RPLC. Zatimco mechanismus separace v RPLC modu je popisovan pomoci modell
pro rozdélovani mezi dvé faze, pro popis mechanismu separace v NPLC modu se uziva
zejména adsorpce na povrchu SF!3,

Navzdory vS§em podobnostem by mélo byt o médu HILIC uvazovéano jako o novém
typu chromatografie, jehoz reten¢ni a separa¢ni mechanismus je komplexni souhrou obou
diive zminénych mechanismi. Uplatiluje se zde jak rozdélovani analyti mezi MF bohatou
na organickou slozku a vodnou vrstvou casteéné ukotvenou napovrchu SF, které
je povazovano za primarni retenni mechanismus, tak adsorpce analyti na povrchu SF
(Obr. 2), kterda mlize byt zapfi¢inéna riznymi typy interakci'®. Polarni analyty mohou
interagovat s povrchem SF prostiednictvim elektrostatickych interakci, vodikovych mustk,
nékdy 1 pfes dipolové a dalsi interakce podle typu SF a analytu. Retencni mechanismus
HILIC médu miiZze byt oznacovan jako smiseny®®. Pfevladajici mechanismus obvykle nelze

jednoduse predvidat®.

SILIKAGEL

Obr. 2: Schéma separaéniho mechanismu v HILIC?
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Polarni skupiny vyskytujici se na povrchu SF uzivané v HILIC maji tendenci zadrzovat
vodnou slozku MF?*. V piitomnosti MF bohaté na organické rozpoustédlo s vodnou slozkou
se vytvori spektrum postupnych pasem odstupiiovanych dle obsahu vodné slozky tak,
ze se ve stiedu kolony nachazi vrstvy s nejvyssim obsahem organické slozky a u povrchu
hydrofilni SF se vytvofi vrstva obsahujici vysoky podil vodné slozky. Poldrni analyty
preferuji vodnou vrstvu a jsou siln€¢ zadrzovany na SF. Retence analytii se prodluzuje
s ibytkem vodné slozky v MF. Cim vétsi je podil vodné slozky v MF, tim vice se
toto prostiedi podoba vodné vrstvé ukotvené na SF, coz zplisobi zkraceni retence?®.

Mnoho faktorti ovliviiuje separaci v HILIC modu vyznamnéji nez v RPLC. Patii
mezi né napt. koncentrace pufru, pH pufru, mnozstvi organického rozpoustédla a teplota.
Vliv téchto podminek je zcela nepiedvidatelny a silné zdlezi na chemickych vlastnostech

daného analytu a SF?’.

3.1.1.2 Popis mechanismu separace v HILIC

Rozdélovani a adsorpci, které se uplatiuji v HILIC, lze popsat pomoci modelt
odvozenych pro RPLC a NPLC?*?°. Zavislost logaritmu retenéniho faktoru (log k)
na objemovém podilu vodné slozky ¢ v MF popisujici rozdélovani odvodil Schoenmakers
ptivodné pro RPLC (Rovnice 1)%.

logk = A¢p? + B + C (1)
kde A B, Coiiniiiii, konstanty

Snyder a Soczewinski odvodili linearni zavislost popisujici adsorpci, kterd je typicka

pro NPLC (Rovnice 2)**°.

logk =logk,, — :—;log N, (2)
kde Koo, reten¢ni faktor
KW oo hypoteticky retencni faktor v Cisté vodné MF
AS o oblasti obsazené molekulami rozpoustédla
FUW eeveeeeeeeeneeeseveeeneveesnneas molekuly vodné slozky na povrchu SF
NW oo molarni frakce vodné slozky v eluentu

Obé zavislosti celkové popisuji retencni chovani, av§ak ani jedna nepodava detailnéjsi

poznatky o druzich interakci, které se v daném separacnim systému uplatiiuji®.
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3.2 Stacionarni faze pro pouZziti v HILIC médu

Moznosti vybéru SF pro HILIC jsou velmi Siroké, nebot’ kterdkoli polarni SF, ktera
je schopna zadrzovat vodu na svém povrchu, miize byt pouzita’!. Charakter SF piedstavuje
moznost nejvetsiho vlivu na separacni ucinnost systému HILIC. Vyvoj novych SF hraje
zéasadni roli v pouzivani a zlepSovani podminek v HILIC. Pro tuto metodu se pouzivaji jednak
SF uréené ptivodné pro pouziti v NPLC, nebo kolony se SF vyvinutou specialné pro HILIC3?
jako napf. SF nabazi polyimidu kyseliny jantarové’ nebo polymerni kolony s chemicky
vazanymi zwitteriontovymi sulfoalkylbetainovymi skupinami**.

Stacionarni fadze kolon pro HILIC mizeme rozdélit do nékolika zdkladnich skupin:
prosty silikagel, neutralni polarni chemicky vazané SF, iontové vyménné a zwitteriontové SF.
SF jsou obvykle pfipravovany chemickou modifikaci povrchu silikagelu. Timto zptisobem
vznikaji aminové, amidové, diolové, cyklodextrinové, ale i1 specidlni SF, které jsou vyvinuty
piimo pro HILIC jako napt. sulfoalkylbetainové SF?® nebo SF s povrchem derivatizovanym
thiomocovinou'>. Negkteré ze zmifiovanych SF lze aplikovat jak v systému HILIC,

tak v RPLC i NPLC?°,

Priklady aplikaci rtiznych druhtt SF v HILIC jsou uvedeny v nasledujici tabulce
(Tab. 1).

Tab. 1: Piiklady SF aplikovanych v HILIC modu

Stacionarni faze Analyt
Amin vazany na silikagelovém nosici Mastné kyseliny'®
Sulfoalkylbetainové zwitteriontové skupiny vazané Posttranslacné
na silikagelovém nosici modifikované peptidy?!
Aminopropyl vdzany na silikagelovém nosici Oligosacharidy*?
Cisté silikagelova Fosfolipidy**

Nadale se bude teoreticka cast prace podrobnéji v€novat pouze SF pouZzitym v rdmci

experimentalni ¢asti této prace, tedy Cisté silikagelovym, amidovym a cyklofruktanovym SF.

14




3.2.1 Silikagelové stacionarni faze

Cisté silikagelové SF patii spolu se SF s vazanymi aminopropylovymi zbytky do prvni,
tedy nejstar$i generace SF pro pouziti v HILIC®. Jiz diive byly tyto SF velmi casto
pouzivany® a i v soucasnosti se pouzivaji pro riizné aplikace?®.

Existuje vice druht cist¢ silikagelovych SF, které se liSi retencnimi vlastnostmi,
z diavodu odlisné technologie pfipravy. Mnoho vyrobcli vyvinulo silikagelové kolony
(Atlantis HILIC, Zorbax HILIC plus) prvotné¢ uréené pro pouziti v HILIC, které jsou
uchovavany ve vodné-organickych rozpoustédlech napi. ve smési vody a ACN?’.

Cisté silikagelové SF miizeme rozdélit do tfi zékladnich skupin: prvni z nich, silikagel
typu A, je pivodni univerzalni chromatograficky materidl, ziskany vysrazenim alkalickych
kfemicitanii z roztoku. Obvykle je siln¢ kontaminovan kovy, a proto tedy neni vhodny
pro pouziti v HILIC. Sférické ¢astice oxidu kiemicitého v silikagelu typu B vznikaji agregaci
soli tohoto kiemicitanu na vzduchu, a tudiz obsahuji jen velmi malé mnozstvi kovovych
pfimési. Silikagel typu C se vyznacuje tim, Ze méa velkou ¢ast povrchovych Si-OH skupin

nahrazenou skupinami Si-H (Obr. 3)%.

Aol H.F.0
—O—gi—0H —0—Si—0—Si—H

0 o %
—O0—§—OH —0—Si—0—Si—H

0 R
— o —0—Si—0—Si—H

! | |

A s 0

Obr. 3: Odlignost silikagelu typu C (B) oproti béznym silikagelovym SF (A)?8

Na povrchu nederivatizovanych silikagelovych SF se nachézi siloxanové a silanolové
funkéni skupiny (Obr. 4) a nepatrné mnozstvi kovl. Tyto funkéni skupiny mohou byt
na povrchu SF pfitomny v jednoduché, gemindlni (v pifipadé navazani dvou skupin -OH
na stejny atom) nebo vicindlni formé (v pfipad¢€ navazani dvou skupin —OH na dva sousedici

atomy). Kazdy z typii silanolovych skupin ma odlignou reaktivitu a adsorpéni aktivitu®.
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Obr. 4: Schéma usporadani funkénich skupin na povrchu silikagelové SF*°

Cist¢ silikagelové SF majici na svém povrchu pouze jednoduché silanoly vykazuji
mensi schopnost adsorpce vody na svém povrchu nez SF slozené z diolovych nebo
hydroxylovych skupin vdzanych na silikagelovém nosi¢i. Na druhou stranu SF se sniZenou
koncentraci povrchovych silanolovych skupin maji mensi schopnost vytvofeni vodné vrstvy
na povrchu SF nez bézné silikagelové SF. Z toho diivodu se u nich muize vice uplatiiovat
adsorpce v ramci retenéniho mechanismu, nez u SF s $irSi vodnou vrstvou, u kterych prevlada

rozdé&lovani*!.

3.2.1.1 Kolona Spherisorb® Silica

Tato kolona obsahuje silikagel typu B. Kvili vysoké Cistoté sférickych castic silikagelu
tohoto typu poskytuje kolona lepsi separace zejména analytl zasaditého charakteru, nez jaké
vykazuji kolony se silikagelovymi SF jiného typu. Pfi vysSich hodnotich pH dochazi
k ionizaci silanolovych skupin®.

Tato kolona je jedna ztéch, které byly prvotné pouzivany v NPLC mddu.
Je doporuceno uzivat ji vrozsahu pH 2-8, teplotnim rozmezi 20-45 °C a tlak by nemé¢l

presahnout 4000-5000 psi*.
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3.2.2 Amidové stacionarni faze

Amidové SF patii spolu s diolovymi do skupiny SF druhé generace a jsou komercné
dostupné jiz od roku 1985. Primarné byly tyto SF ureny pro analyzu proteini a peptidi’>.
Vedle aminovych, diolovych a silikagelovych SF jsou amidové jedny z nejpouzivangjsich®.

Tyto faze jsou tvoreny karbamoylovymi nebo amidovymi skupinami navdzanymi
na povrch silikagelového nosi¢e pomoci kratkych alkylovych fetézc!’. Jelikoz funkéni
skupiny na jejich povrchu nemohou byt nabité v rozmezi pH typického pro MF pouzivané
v HILIC médu, jednd se o neutralni SF*’.

Na rozdil od amino- funk¢énich skupin nemaji amidové skupiny bazicky charakter a jsou
méné reaktivni. Z tohoto divodu neni retence ionizovanych analyti ovlivnéna iontové

vyménnymi interakcemi s amidovymi skupinami**

a zaroven ani zména pH eluentu nema tak
velky vliv jako u aminovych SF?°. Retence bazickych sloudenin vykazuji niz$i zévislost
na pH MF nez je tomu u Cist¢ silikagelovych SF, naopak u analytl kyselého charakteru je tato
zévislost siln&j§i*. Ireverzibilni adsorpce analytu je méné& pravdépodobna neZ u aminovych
SF, coz zajistuje lepsi stabilitu kolony v pribéhu delSiho ¢asového obdobi. Metoda HILIC
ve spojeni s amidovymi kolonami je vhodna napi. pro separace hydrofilnich a amfifilnich

polymerti tj. oligosacharidfi, glykoproteinti apod®®. Pro separace derivatii oligosacharidli

vykazuji amidové SF lepsi selektivitu ve srovnani s ¢isté silikagelovymi SF*.

3.2.2.1 Kolona TSKgel Amide-80

TSKgel Amide-80 je jedna znejznaméjSich amidovych kolon (Obr. 5). Vykazuje
extrémné hydrofilni vlastnosti a neutrdlni slou€eniny jsou na ni zadrZovany mnohem silnéji
neZ na jinych nenabitych i nabitych SF. Elektrostatické interakce se nepodileji na reten¢nim

mechanismu. Funkéni skupiny této SF mohou fungovat jako donor i akceptor v ramci

:

H=(CH—CH,),~(CH,~C),~H
C=0 :

| Ay | S

NH,

vodikové vazby 3.

Obr. 5: Struktura SF kolony TSKgel Amide-80%
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SF se sklada z neionizovanych karbamoylovych skupin kovalentné vazanych na sférické
silikagelové castice. Vysokou stabilitu kolony potvrzuje nepatrny rozdil v prvni a posledni
analyze z tisice nasttikli vzorku, pficemz uc¢innost kolony (pocet teoretickych pater kolony) se
snizi pouze o 5 %*.

Dlouhd pouzitelnost kolony, chemickd stabilita a vynikajici reprodukovatelnost

vysledki jsou hlavnimi piednostmi této kolony™.

3.2.3 Cyklofruktanové stacionarni faze

Cyklofruktany patii do relativné malé skupiny makrocyklickych oligosacharidd, jejichz
znamé&j$im zastupcem jsou cyklodextriny, které se vSak od cyklofruktanid odliSuji jak
strukturou, tak 1 vlastnostmi.

Molekuly cyklofruktani se skladaji z 6 a vice B-(2—1) D-fruktofuranosovych jednotek
vzajemné propojenych vazbami. Tyto slouceniny byvaji bézné oznafovany zkratkami CF6,
CF7, CF8 atd. dle poctu fruktofuranosovych jednotek tvoficich makrocyklicky kruh®.
Kazda jednotka obsahuje jednu primarni a dvé sekundarni hydroxylové skupiny, které jsou
zodpovédné za hydrofilni charakter molekuly?’. Kviili této unikatni struktufe Ize
cyklofruktany povazovat za vhodné selektory pro HILIC??.

Derivatizaci hydroxylovych skupin cyklofruktani vznikaji dalsi SF, které l1ze pouzit
pro HILIC. Mezi tyto faze patii napi. isopropylovy derivat cyklofruktanu 6 nebo sulfatovany
cyklofruktan 624,

Jelikoz kazda fruktofuranosova jednotka obsahuje také 4 stereogenni centra, pouZivaji
se cyklofruktanové SF i pro enantioseparace*®. Nativni cyklofruktany maji nizkou
enantioselektivitu, ale vykazuji mimotadnou selektivitu pro separace achiralnich analytl

v HILIC médu®.
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3.2.3.1 Kolona Frulic-N

SF kolony Frulic-N se sklada znativniho cyklofruktanu 6 (CF6), ktery obsahuje
ve své molekule crown-etherové jadro (Obr. 6). Tento selektor je vazan na silikagelovy nosic.
Vnitini primér kavity CF6 je 2,30 A, coz usnadiiuje komplexaci s amonnymi kationty
o velikosti 1,75 A. Nativni cyklofruktan 6 je neutrdlni molekula, kterda mize komplexovat
napf. s amonnymi ionty obsazenymi v MF za vzniku pozitivné nabité SF*.

V soucasnosti je tato kolona komercné dostupna a piedstavuje nadéjné moznosti

v separaci nukleotidil a terapeutickych peptid2.

HO
HO
OH
HO P
OH
OH_

HO

(o) S 5 OH

HO

OH
OH e 'l o B
0
HO 0 OH
OH

H

Obr. 6: Struktura cyklofruktanu 6°°
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3.3 Cytostatika

Cytostatika Ize popsat jako cytotoxické latky, které riznymi mechanismy zpomaluji rist
nadorovych bun¢k nebo vyvolavaji apoptézu, tedy fizenou smrt buiiky. Nadorové buiky
se vyznacuji nekontrolovanou proliferaci, tedy hyperplazii, a ztrditou bunécné regulace,
tedy anaplazii. Tyto bunky vytvari sekundarni nadory nazyvané metastaze. Obvykle proristaji
i do zdravych tkani. Tento proces se nazyva invazivita®!.

Cytostatika pfednostné¢ poskozuji rychle se délici maligni bunky. U vétSiny
fyziologickych tkani Clovéka probihd déleni bunék pomaleji, a proto nejsou poSkozeny
cytostatiky. Bohuzel cytostatika neptisobi ani na maligni tumory sloZené¢ z pomalu se délicich
bun¢k. Naopak i n€které fyziologické tkané cloveéka (napf. kostni dien, gastrointestinalni
epitelie, vlasové folikuly) se vyznacuji rychlym bunéénym délenim, na které cytostatika
pusobi a vyvolavaji tak nezadouci uCinky 1é€by. Mezi nezddouci ulinky patii vypadavani
vlastt v dusledku posSkozeni vlasovych folikul, poruchy traviciho ustroji zpisobené
nedostatenym nahrazovanim epitelovych buné€k, oslabeni imunitniho systému, nedostatek
krevnich desticek a erytrocytii z divodu utlumu kostni diené, neplodnost u muzi néasledkem
Gtlumu spermatogeneze a mnoho dal§ich’?.

Existuje nékolik mechanismli G¢inku cytostatik. Cytostatika naleZici do skupiny
antimetaboliti inhibuji biosyntézu nukleovych kyselin. Do této skupiny patii analogy
kyseliny listové (metotrexat), analogy purinli (adeninovy analog 6-merkaptopurin), analogy
pyrimidint  (fluorouracil) a inhibitory ribonukleotidreduktasy (hydroxymocovina).
Jako alkylaéni a interkalac¢ni latky oznaCujeme cytostatika poSkozujici strukturu a funkci
jiz ptitomnych nukleovych kyselin. Antimitotika zplUsobuji poSkozeni mikrotubuld,
a tim zabraiuji bunéfnému déleni. Ncktera cytostatika mohou mechanismy UCinkl
kombinovat®!->3,

Antimetabolity jsou nejpouzivanéjSimi cytostatickymi slouceninami a jejich struktura

ma polarni charakter™.

20



3.3.1 Potencialné cytostaticky aktivni slouceniny

Purinové nukleosidy a jejich analogy patfi do velmi dilezit¢ skupiny biologicky
aktivnich sloucenin, které v poslednich desetiletich budily velky zajem kviili zkoumani jejich
antivirovych a protinddorovych Uc¢inkti. Mnoho aktivnich sloucenin z této skupiny je jiz
pouzivanych k 1é¢bé virovych infekei (HIV) nebo hepatitidy typu B. Rada derivatdi purinu
(napt. fludarabin, klofarabin) a dalSich nukleosidii se vyuziva jako terapeutika rtznych
hematologickych poruch. I pies jiz uskutecnéné studie modifikovanych purinovych
nukleosidii, ziistava prostor pro vyvoj novych analogii. Stale se hledaji nova cytostatika
k 1é€bé tumorti rezistentnich k dosud pouzivanym preparatim a antivirotika ucinna
proti infekcim RNA vir(i, zejména viru hepatitidy typu C>°.

Nukleosidovd  cytostatika  jsou  klinicky  pouzivand  klé€bé  tkanovych
nebo hematologickych nadord. Nedavno byly objeveny dva nové typy nukleosidovych
cytostatik: 6-hetaryl-7-deazapurinribonukleosidy a 7-hetaryl-7-deazaadenosiny. Oba typy
sloucenin vykazuji nanomoldrni cytostatickou aktivitu vaci leukemickym a nadorovym
builkdm, pficemz nejvétsi cytostatickou aktivitou disponuji slouceniny substituované
furylovou nebo thienylovou skupinou na pozici 6 nebo 7 molekuly 7-deazapurinu®.

7-deazaadenosin, také mnazyvan tubercidin (Obr. 7), je pfirodni -cytostatické
antibiotikum. Mnoho derivati této slouCeniny substituovanych na pozici 7 vykazuje
vyznamnou cytotoxickou, antiparazitickou a antivirotickou aktivitu, ve vétSin€é piipada

prostiednictvim inhibice adenosinkinasy*.

NH,
NT N N\
§

~
N N
O
HO
HO OH

Tubercidin

Obr. 7: Struktura 7-deazaadenosinu®’

Vsechny analyty pouzité v této diplomové praci jsou odvozeny od 7-deazaadenosinu.
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Cytotoxicita pouzitych analytl siln€ zavisi na velikosti substituentu na pozici 7. VétSina
derivati 7-deazaadenosinu substituovanych malym, péticlennym kruhem, ma silné

cytostatické az cytotoxické uéinky>®.

Smési analytd ve skupiné 1 (SK1) a také ve skupin€¢ 3 (SK3) obsahovaly 4 analyty

ptimo odvozené od tubercidinu, odliSujicich se pouze substituenty v poloze 7 (Obr. 8, Obr. 9).

SCH
0 0 Co 30

AN

Obr. 8: Substituenty analyti v SK1°® Obr. 9: Substituenty analyti v SK3%

Analyty ze skupiny SK1 vykazuji minimalni nebo zadnou cytostatickou aktivitu viici
nadorovym bunkam plic, prostaty, tlustého stieva a prsu. Na rozdil od SKI1, analyty
ze skupiny SK3 obsahujici ve své struktufe pétiClenny heterocyklicky zbytek vazany
v pozici 7 vykazuji potencidlni cytostaticky efekt jiz v nanomoldrnich koncentracich
srovnatelny s tubercidinem a lepsi nez jaky je pozorovan u klofarabinu. Ob¢ skupiny lze fadit
k slabym inhibitorim lidské adenosinkinasy*. Nejslibngj§im analytem ze skupiny SK3
se zda byt  7-(2-thienyl)-7-deazaadenosin, ktery nejen Ze pisobi  cytostaticky
pfi nanomolarnich koncentracich, ale zaroven vykazuje pouze mirnou mikromoléarni aktivitu

v{i¢i normalnim lidskym fibroblastim®’.

Spole¢nym znakem 4 analytl skupiny 2 (SK2) je struktura 6-hetaryl-7-deazaadenosinu
halogenovaného v pozici 7. U dvou analytl je halogenem atom fluoru (Obr. 10), u dalSich

dvou atom chloru (Obr. 11).

R F R ¢
L\N N K"N N
HO o HO 0
OH OH OH OH
i—\ = — S
R= &_0O nebo Z\ S R = [\ g hebo Q
Obr. 10: Struktury F derivati Obr. 11: Struktury CI derivati>
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Ob¢ fluorované slouceniny vykazuji stejnou cytostatickou ucinnost jako jejich analogy
bez substituce na pozici 7. Tyto fluorované derivaty maji tendenci byt cytostaticky aktivnéjsi
nez chlorované slouceniny. Z divodu cytostatického efektu téchto sloucenin pii nizkych,
nanomolarnich koncentracich lze uvazovat potencidlni srovnatelnost sjiz pouzivanym
klofarabinem. 6-furyl- a 6-thienyl- substituované¢ derivaty jsou jedny z cytostaticky

nejaktivnéjsich derivatli 7-deazaadenosinu®.

Vsechny 4 analyty posledni separované smési, skupiny 4 (SK4), se strukturou podobaji
analytim SK1 a SK3, maji ovSem navic jednu amino- skupinu na pozici 2 (Obr. 12).

Substituenty na pozici 7 se shoduji s t€mi, které se vyskytuji u analytl ze skupiny SK3.

N - N\
N / S
‘\Q 0 nebo nebo S nebo
OH OH

Obr. 12: Struktury analytti SK4%

Na rozdil od analyti ze skupiny SK3, které obsahuji pétiClenny heterocyklicky kruh
a vykazuji podobné G€inky, dominuje mezi analyty ze skupiny SK4 derivat se substituentem

2-furyl na pozici 7. Ostatni analyty této skupiny postradaji vyznamné&jsi cytotoxicky u¢inek®’.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pristroje a pomiicky

Kapalinovy chromatograf:
Pumpa: Waters 1525 Binary HPLC pump (Milford, USA)

Detektor: Waters 2487 Dual A Absorbance Detector (Milford, USA)
Autosampler: Waters 717,1us Autosampler (Milford, USA)

Software: Empower 3

Pouzité kolony:
WATERS SPHERISORB® SILICA SUPELCO, Waters, Milford,
USA (¢ciste silikagelova SF), 250x4,6 mm, velikost ¢astic 5 pm

TSKGEL AMIDE-80, Tosoh Bioscience GmbH, Stuttgart, Germany
(SF — karbamoylové skupiny navazané na silikagelovém nosici),

250x4,6 mm, velikost ¢astic 5 pm

FRULIC-N, Azyp, Arlington, USA (SF — cyklofruktan 6 navazany

na silikagelovy nosic), 250x4,6 mm, velikost ¢astic 5 pm

Vahy: METTLER AE 240, Greifensee, Svycarsko

pH-metr: PHM240 pH/ION METER, MeterLab®, Radiometer analytical, SAS,

Villeurbanne Cedex, Francie

Software: ChemSketch; PeakMaster 5.1; Origin 6.1

4.2 Pouzité chemikalie

ACN: Acetonitrile, CHROMASOLV®, > 99,9%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Deionizovana voda: deionizovana voda byla upravena pomoci zafizeni Rowapur 100

a Ultrapur pro ptipravu ultragisté vody deionizaci (Watrex, Praha, CR)
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Octan amonny: Ammonium acetate, > 99,0 %, Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko

Kyselina octova: Acetic acid, ReagentPlus®, > 99,9%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Amoniak: Ammonium hydroxide solution, 28,0-30,0%, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko

Toluen: Toluene, > 99,9%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

DMSO: Dimethyl sulfoxide, 99,9%, A.C.S. reagent, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

4.3 Vzorky

Vzorky byly rozdéleny do 4 skupin v souvislosti s podobnosti jejich chemickych
struktur. Kazda skupina obsahovala 4 vzorky. Odlisné ¢asti v nazvu jednotlivych analytt jsou

vyznaceny kurzivou.

SK1
AB38t AB62
H3C\S
NH,
NZ B NH,
\N N N\/ B
0 NT N
o
HO/\gj HO/\Sj
HO OH HO  OH
AB47 AB44
5
N= NH,
\
k\N I N N~ l N
\N N
o (@]
HO HO
HO OH HO OH

AB38t: 7-fenyl-7-deazaadenosin

ABG62: 7-(4-(methylsulfanyl)fenyl)-7-deazaadenosin
ABA47: 7-(1-naftyl)-7-deazaadenosin

AB44: 7-(2-naftyl)-7-deazaadenosin
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SK2

PNH193 PNH192
o, S
F F
N~ N>
B B
k\N N k\N N
@) 0]
HO HO
HO OH HO OH
PNH168 PNH259
— S
S~ \\
Cl cl
N~
s B Nk/ B
N~ N SN N
O 0]
HO HO
HO OH HO OH
PNH193: 7-fluor-6-(2-furyl)-7-deazaadenosin
PNH192: 7-fluor-6-(2-thienyl)-7-deazaadenosin
PNH168: 7-chlor-6-(2-thienyl)-7-deazaadenosin
PNH259: 7-chlor-6-(3-thienyl)-7-deazaadenosin
SK3
AB43-2 ABSS8
< @)
NH2 \ o NH2 //
N= N=
s S s S
N N N N
@) @)
HO HO
HO OH HO OH
AB61 ABS9
AN S
NH2 N\ S NH2 //
N= NZ=
N N N N
@) o
HO HO
HO OH HO OH
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AB43-2: 7-(2-furyl)-7-deazaadenosin
ABSS: 7-(3-furyl)-7-deazaadenosin

ABG61: 7-(2-thienyl)-7-deazaadenosin
ABS9: 7-(3-thienyl)-7-deazaadenosin

SK4
PNH590 PNH592
P @]
NH2 \ 0o NH2 //
N= \ N= \
/ /
HoN N N HoN N N
(@] (0]
HO HO
HO OH HO OH
PNH591 PNH593
NS S
NH2 \ S NH2 //
N= \ N=— \
HN" SN IN HN" SN [N
(@] (@]
HO HO
HO  OH HO  ©OH

PNHS90: 7-(2-furyl)-2-amino-7-deazaadenosin
PNHS92: 7-(3-furyl)-2-amino-7-deazaadenosin
PNH591: 7-(2-thienyl)-2-amino-7-deazaadenosin
PNH593: 7-(3-thienyl)-2-amino-7-deazaadenosin

Vsechny vzorky byly syntetizovany na Ustavu organické chemie a biochemie AV CR

Mgr. et Mgr. Pavlou Perlikovou, Ph.D. pod vedenim Prof. Michala Hocka, Ph.D., DSc.

4.3.1 Priprava vzorki

Zasobni roztoky vzorkll byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml ACN. Do roztoki
vzorkd, ve kterych se pevny vzorek nerozpustil beze zbytku, byl za priibézného michani

na vortexu opakované¢ piidavan DMSO v mnozstvi 5 pl az do uplného rozpusténi. Po ziskani
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dat z nékolika prvnich méfeni byly vzorky zfedény na poloviéni koncentraci z divodu piilis
velké odezvy analytli. U nékolika vzorkii (AB38t, AB62, AB61, AB59) byly odezvy i nadéle
prilis velké, a proto doslo jesté k dalsimu fedéni v poméru 1:1 (v:v) s ACN. Roztoky smési
analyti byly pfipravovany ze zasobnich roztoku jednotlivych vzorki v poméru 1:1:1:1
(v:v:v:v). VSechny roztoky vzorkll byly prefiltrovany ptes 0,2um filtr pro maximalni ¢istotu

vzorku.

4.4 Priprava pufria

Pro separaci analytd byly pouzity pufry o pH 4,70 a 7,50 obsahujici 10mM octan
amonny a proménné mnozstvi kyseliny octové ¢i amoniaku. Nésledné byly pfipraveny pufry
o pH 7,50 o rizné koncentraci amoniaku a octanu amonného, konkrétné¢ SmM, 20mM, 30mM

a 50mM octan amonny.

Jednotlivé pufry byly pfipravovany standardnim zplsobem: nejprve bylo navazeno
ptislusné mnozstvi octanu amonného, navazka byla poté kvantitativné prevedena do 1000ml
odmérné bailky a rozpusténa v pfiblizné poloviné objemu deionizované vody. Nésledné
bylo pfidano vypoctené mnozstvi koncentrované kyseliny octové (v piipad€ pufru o pH 4,70
viz Tab. 2) nebo 30% roztoku amoniaku (v ptipad¢ pufru o pH 7,50 viz Tab. 3). Nakonec byla
baiika doplnéna deionizovanou vodou po rysku. Na vypocet koncentraci jednotlivych sloZzek
pufri byl pouzit software PeakMaster 5.1. Pouzitim pH-metru bylo ovéfeno spravné pH

pripravovanych pufrii. Pfed pouzitim byly pufry zfiltrovany pies 0,45um filtry.

Tab. 2: Slozeni pufru o pH 4,70 a objemu 11

Koncentrace CH3COONH4 Navazka Objem
[mM] CH3COONHq4 [g] CH3COOH [ml]
10 0,7708 0,592

Tab. 3: Slozeni pufri o pH 7,50 a objemu 11

Koncentrace CH3COONH4 Navazka Objem
[mM] CH3COONHq4 [g] 30% roztoku NH4OH [pl]
5 0,3854 9,74
10 0,7708 18,80
20 1,5416 36,34
30 2,3124 51,90
50 3,8540 84,38
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4.5 Podminky separace

Kolona v chromatografickém systému byla termostatovana na teplotu 25 °C. Tlak se
pohyboval v rozmezi 800 — 1100 psi v zavislosti na pouzité mobilni fazi a chromatografické
koloné. Pritokova rychlost béhem vSech méfeni byla 1 ml/min. Davkovany objem vzorka
byl 5 ul. Pouziti dualniho UV detektoru umoznilo zaznamenavat chromatogramy pii vinovych

délkéach 210 a 280 nm.

4.6 Mobilni faze

Mobilni faze pouzit¢ béhem meéfeni v HILIC modu se nejprve skladaly z ACN
a deionizované vody, kterd byla nésledné¢ nahrazena vodnymi pufry, v riznych objemovych

pomérech.

4.6.1 Pouzité pufry

Octanovy pufr: Pufr 1: pH =4,70; 10mM octan amonny

Amonné pufry: Pufr 2: pH = 7,50; SmM octan amonny

Pufr 3: pH = 7,50; 10mM octan amonny
Pufr 4: pH = 7,50; 20mM octan amonny
Pufr 5: pH = 7,50; 30mM octan amonny
Pufr 6: pH = 7,50; 50mM octan amonny

4.6.2 HILIC méd

Pro méfeni v HILIC modu byly pouzity vSechny tfi jiz zminéné chromatografické
kolony.

WATERS SPHERISORB® SILICA SUPELCO

Na koloné€ se SF na bazi Cistého silikagelu byla nejprve pouzita MF slozena z ACN
a deionizované vody v pomérech 65/35, 70/30, 75/25, 80/20, 85/15, 90/10, 95/5 a 97/3 (v/v).
Poté byla deionizovand voda v MF s ACN nahrazena pufrem 1 v pomérech 80/20, 85/15,
90/10 a 95/5 (v/v). Pro nasledujici méfeni byla pouzita MF skladajici se z ACN a pufru 3
v pomérech 80/20, 85/15, 90/10, 95/5 a 97/3 (v/v).

Po méfeni s pouzitim MF slozené z ACN s deionizovanou vodou v poméru 65/35 (v/v)

byly kvili pfili§ dlouhym retencim pro dal$i poméry analyzovdny pouze analyty SK2.
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Pti kazdém jednotlivém slozeni MF obsahujici pufr byly proméfeny vSechny vzorky, véetné
DMSO v ACN jako slozky pfiddavané do roztoku vzorkd. Toluen byl pouzit jako marker

mrtvého Casu (tu).

TSKGEL AMIDE-80

Pro méteni na koloné se SF na bazi amidovych zbytkli vazanych na silikagelovém
nosici byla nejprve pouzita MF slozena z ACN a pufru 1 v pomérech 70/30, 75/25, 80/20,
85/15, 90/10, 95/5 a 97/3 (v/v). Poté byl pro vytvoieni MF pouzit ACN s pufrem 3 misto
pufru 1 a probéhlo méfeni se stejnymi objemovymi poméry téchto dvou slozek MF
jako u pfedchoziho pufru. Déle byly postupné pouzity MF obsahujici ACN s pufrem 2,
pufrem 4, pufrem 5 a pufrem 6 v poméru 95/5 (v/v).

V ramci kazdého slozeni MF byly prométeny vSechny vzorky, véetné DMSO v ACN.
Toluen byl pouzit jako marker mrtvého Casu. U pomérii s vysokym podilem organické slozky
v MF (95/5 a 97/3 (v/v) svyjimkou ACN s pufrem 1 v poméru 97/3 (v/v)) byly méfeny

1 smési analytli v rdmci jednotlivych skupin.

FRULIC-N

Na koloné se SF na bazi cyklofruktanu byly proméfeny vzorky s pouZzitim MF sloZené
z ACN a pufru 1 v pomérech 70/30, 75/25, 80/20, 85/15, 90/10, 95/5 a 97/3 (v/v). Nasledné
probihala stejnd méteni s pouzitim MF, ve které byl ACN smisen s pufrem 3. Dale byly také
pouzity MF obsahujici ACN s pufrem 2, pufrem 4, pufrem 5 a pufrem 6 v poméru 95/5 (v/v).

V ramci kazdého slozeni MF byly opét proméfeny vSechny vzorky, véetné DMSO
v ACN. Toluen byl pouzit jako marker mrtvého casu. Také na této koloné¢ byly méfeny
1 smési analytll v ramci jednotlivych skupin u pomérti s vysokym podilem organické slozky,

tedy ACN/pufr 95/5a97/3 (v/v).
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4.7 Pouzité vzorce a vypocty

Hodnoty rozliseni (R, rovnice 3), retencniho faktoru (k, rovnice 4) a separacniho faktoru

(a, rovnice 5) byly vypocteny v softwaru Empower dle néasledujicich rovnic:

R = 2:(trz—tr1) 3)

Wii/27 W24

kde fR...ccceruennens retencni Cas
WI/2eerieeenenn Sitka piku v poloviné vysky
tr—t
k= B M (4)
tm
kde treeeeeeeiiennnen. mrtvy ¢as
— ke
a= )
kde kj.ooeeeeiennen. reten¢ni faktor 1. eluujiciho analytu
ko reten¢ni faktor 2. eluujiciho analytu
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Separace derivatizovanych nukleosidii na koloné Spherisorb® Silica
5.1.1 Popis mechanismu separace

V ramci optimalizace chromatografickych podminek byl studovan i1 mechanismus
separace v HILIC pouzitim rovnic 1 (popisujici rozdélovani) a 2 (popisujici adsorpci).
V piipadé¢ Cisté silikagelové SF byl pro tento ucel pouzit 10mM octan amonny pH 7,5 (pufr 3)
jako slozka MF. Koeficienty determinace (R’) rovnic popisujicich uplatnéni rozdélovéni
(Tab. 4) jako soucasti mechanismu separace v HILIC pro jednotlivé analyty s pouzitim pufru
3 se pohybovaly v rozmezi 0,940 — 0,997. Hodnoty R’ rostly v fadé SK2<SK4<SK3<SKI.

Linearni zavislosti log k na log Nw slouzici pro popis adsorpce (Tab. 4) byly ziskany
pro viechny analyty. Hodnoty R? byly v rozmezi 0,952 — 0,996. Nejvyssich hodnot R’ bylo
dosazeno pro analyty SK1 a SK4. Z téchto vysledkl je patrné, Ze se v tomto separacnim
systému uplatiuje jak rozdélovani mezi MF a vodnou vrstvu ¢aste¢né sorbovanou na SF,

tak i adsorpce analytd na SF.

Tab. 4: Rovnice zavislosti popisujicich rozdélovani a adsorpci s pouzitim MF ACN/10mM

octan amonny pH 7,5 v rtiznych objemovych pomérech s koeficienty determinace (R”)

Rozdélovani Adsorpce
SK VZ R Rovnice: log k = A¢?> + B¢ + C R Rovnice: y=bx +a

A B usek b a
AB38t 0,993 54,058 | -18,979 1,324 0,989 -1,712 -1,037
AB62 0,997 43,470 | -17,045 1,218 0,994 | -1,783 -1,147
1 AB47 0,997 59,360 | -20,589 1,363 0,985 -1,816 -1,158
AB44 0,993 51,680 | -19,352 1,339 0,996 -1,916 -1,237
PNH193 | 0,991 53,582 | -17,100 0,913 0,954 | -1,298 -0,973
PNH192 | 0,940 42,290 | -14,155 0,548 0,952 -1,196 -1,128
2 PNH168 | 0,953 45,052 | -15,115 0,626 0,959 -1,277 -1,165
PNH259 | 0,957 43,218 | -15,433 0,851 0,973 -1,441 -1,114
AB43-2 | 0,991 59,580 | -19,635 1,323 0,973 -1,591 -0,941
ABS58 0,981 44,886 | -16,662 1,229 0,992 -1,637 -0,974
3 AB61 0,977 46,224 | -16,960 1,170 0,988 -1,641 -1,047
AB59 0,982 46,751 -17,240 1,246 0,991 -1,679 -1,019
PNH590 | 0,986 46,375 | -15,969 1,068 0,985 -1,401 -0,878
4 PNH592 | 0,978 41,220 | -15,596 1,112 0,994 | -1,576 -0,992
PNH591 | 0,973 43,995 | -15,952 1,031 0,988 -1,521 -1,031
PNH593 | 0,979 43,642 | -16,149 1,099 0,992 -1,583 -1,032
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5.1.2 PouzZiti mobilni faze obsahujici deionizovanou vodu

Nejprve byly pro separace testovany MF slozené z ACN a deionizované vody.
Pocatecni slozeni MF bylo ACN/deionizovand voda 65/35 (v/v). Vzhledem k dlouhym
retencim vétSiny analytd pfipouziti této MF byly dale méfeny pouze analyty SK2.
S rostoucim obsahem ACN v MF se retence analytl této skupiny prodluzovaly (Obr. 13).
Ve vétsiné méienych poméra téchto dvou slozek MF byly retence analyti PNH193 a PNH259
témef shodné. Stejné tomu bylo 1 u analytd PNH192 a PNH168.

1,4 -

1,2 A

1,0 A
P 0,8 - B PNH193
0,6 - H PNH192
PNH168

04 -
B PNH259

0,2 -

0,0 -

70/30 75/25 80/20 85/15 90/10
ACN/deionizovana voda (v/v)

Obr. 13: Zavislost reten¢nich faktort & analytd SK2 na slozeni MF na kolon¢ Spherisorb®

Silica

Vzhledem k podobnym retencim dvojic analytl za pouziti MF ACN/deionizovana voda
byly dale testovany rtizné pufry jako slozky MF.

5.1.3 Vliv pH pouzitého pufru v mobilni fazi

Nejprve byl testovan 10mM octan amonny pH 4,70 (pufr 1) jako slozka MF. Poc¢atecni
sloZzeni MF bylo ACN/pufr 1 80/20 (v/v). Pti zvySeni obsahu ACN v MF s pufrem 1 z poméru
80/20 na 85/15 (v/v) doSlo k prodlouZeni retence u vSech skupin analytd kromé SKI.
Analyty SK1 vykazovaly témét shodné retence v obou testovanych pomérech MF. S dalSim
zvySovanim obsahu ACN v MF se prodluzovaly retence vSech analytli véetné analytd SKI.
Pti pouziti MF ACN/pufr 1 95/5 (v/v) se retence vétSiny analytd blizily k 60 min.
Protoze pufr 1 nebyl zcela vhodny pro separace analyti na kolon¢ Spherisorb® Silica,

byl nésledné zvolen pufr o vyssi hodnoté pH.
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Pouziti MF slozen¢ z ACN a 10mM octanu amonného pH 7,5 (pufr 3) umoznilo
pozorovat pozvolny narist retenci vSech analytl se zvySujicim se obsahem ACN v MF.
K vyraznému naruastu retence doslo pii zmén¢ pomeru slozek MF ACN/puftr 3 z 90/10 na 95/5
(v/v), kdy retencni faktor kvSech analyti dosédhl dvojnasobné az trojnasobné hodnoty.
Pti pouziti MF ACN/pufr 3 95/5 (v/v) byly doby vsech analyz do 13 min.

s pufrem 1 ve stejnych pomérech obou slozek MF (Obr. 14-17). Retence analytd v rdmci
jednotlivych skupin se za pouziti kterékoli z vySe uvedenych MF lisily jen malo, a proto

nebyly méfeny smési analytu.

SK1

2,0 -
1,5
k 1,0 W AB38t
0,5 H AB62
0,0 AB47
85/15 = AB44
pH 4,7 pH7,5
ACN/pufr (vv)

Obr. 14: Zavislost reten¢nich faktort & analyti SK1 na slozeni MF na kolon¢ Spherisorb®

Silica

SK2

2,0 -
1,5 -

k 10 m PNH193
0,5 B PNH192
0,0 PNH168

85/15 H PNH259
pH 4,7 pH7,5
ACN/pufr (wv)

Obr. 15: Zavislost reten¢nich faktord £ analyti SK2 na slozeni MF na koloné Spherisorb®

Silica
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SK3

2,0 ~
1,5
k 1,0 H AB43-2
0,5 B AB58
0,0 W AB61
85/15 85/15 B AB59
pH 4,7 pH 7,5
ACN/pufr (vv)

Obr. 16: Zavislost reten¢nich faktort & analyti SK3 na slozeni MF na koloné¢ Spherisorb®

Silica

SK4

2,0 -
1,5 -

k 1,0 - ® PNH590
0,5 - B PNH592
0,0 - = PNH591

85/15 H PNH593
pH 4,7

ACN/pufr (wv)

Obr. 17: Zavislost reten¢nich faktort & analyti SK4 na slozeni MF na kolon¢ Spherisorb®

Silica

ProtoZze kolona Spherisorb® Silica neumoznila separovat analyty z jednotlivych skupin
v zadné z testovanych MF a tvary pikd byly velmi nesymetrické, byla nasledné¢ vybrana
kolona TSKgel Amide-80, kterd miZe poskytovat jiné moznosti interakci nez Cisté

silikagelova kolona.
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5.2 Separace derivatizovanych nukleosidii na koloné TSKgel Amide-80
5.2.1 Popis mechanismu separace

Pro popis mechanismu separace byly vybrany MF slozené z ACN/pufru 1
a ACN/pufru 3 v riznych objemovych pomérech. U zavislosti zhodnocujicich rozdélovani
jako &ast mechanismu separace v HILIC bylo zaznamenano tizké rozmezi R’ pro viechny
analyty v rdmci méfeni s obéma pufry (tj. rozmezi 0,980-0,993). Toto zjisténi potvrzuje teorii
o uplatnéni rozdélovéani pii analyzach testovanych vzorkli (Obr. 18, Obr. 19). Uplatnéni
adsorpce v mechanismu separace bylo potvrzeno vynesenim vySe popsané zavislosti
popisujici tento d& (Obr. 20, Obr. 21), pii¢emZ rozmezi R’ pro vSechny analyty v ramci
vSech méfeni s pouzitim 10mM octanu amonného bylo jeSt€¢ uz8i neZ u rozdé€lovani

a dosahovalo témét hodnoty 1 (tj. rozmezi 0,995-1,000).

m AB38t o -
b * ABG2

. ® PHH192
0.5 AB4T PNH168
¥ ABa4 92 ¥ PNH259

N \

B PNH193

log &
log &

EX

10

00 ,,‘1 ,"2 ,‘3 0,00 n,lns n,lin n,; 5 n,én n,ﬁs n;‘n
#(vodna siozka) #lvodna sloZa)

0.8 - | m PNH530
. AB43-2 ® PNH592
+ ABSS o5 W PNH591

0.6 ABE1 v PNH593
¥ AB59
05 -

04 |
0.2
0.0 4
02 -

a4 | on ] \_/’

-85 T T T T T T
T T T T T T
0,00 8,05 0,10 0,18 020 8,25 0,30 000 0,08 0.10 0,18 020 028 0,30

#{vodna sloka) ¢(vodna sloZka)

Obr. 18: Zavislosti popisujici rozdélovani pro vSechny analyty na koloné¢ TSKgel Amide-80
pii pouziti MF ACN/10mM octan amonny pH 4,7 v riznych objemovych pomérech
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Obr. 19: Zavislosti popisujici rozdélovani pro vSechny analyty na koloné¢ TSKgel Amide-80
pti pouziti MF ACN/10mM octan amonny pH 7,5 v riiznych objemovych pomérech
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Obr. 20: Zavislosti popisujici adsorpci pro vSechny analyty na koloné¢ TSKgel Amide-80
pfi pouziti MF ACN/10mM octan amonny pH 4,7 v riznych objemovych pomérech
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Obr. 21: Zavislosti popisujici adsorpci pro vSechny analyty na koloné¢ TSKgel Amide-80
pti pouziti MF ACN/10mM octan amonny pH 7,5 v riiznych objemovych pomérech

5.2.2 Vliv pH pouzitého pufru v mobilni fazi

U vsech analytli bylo pozorovano kontinualni prodluzovani retence se zvysujicim se
obsahem ACN v MF sloZené z ACN a 10mM octanu amonného bez ohledu na pH pouZitého
pufru (Obr. 22-25). Pfi pouziti MF s vysokym obsahem ACN byly patrné vétsi rozdily
v retencich analyti v ramci jednotlivych skupin. VSechny analyty pii méfeni s pouzitim MF
ACN/pufr 3 95/5 (v/v) vykazovaly nepatrn¢ kratSi retence, nez tomu bylo pifi méfeni
s pufrem 1. Elu¢ni pofadi analyti bylo totozné u obou pouzitych pufri. Nejkratsi retenci
z SK1 vykazoval analyt AB47, nasledovaly analyty AB44 a AB62 stéméf totoznym
retencnim ¢asem. Jako posledni z této skupiny eluoval analyt AB38t. V SK2 spolu koeluovaly
v prvnim piku analyty PNH192 a PNH168, déale eluoval analyt PNH259 a jako posledni
PNHI193. V ramci SK3 se retencné odliSoval pouze analyt AB61, zbylé tfi analyty vykazovaly
velmi podobné retence. Podobné tomu bylo i u SK4, kdy jako prvni eluoval analyt PNH591
a ostatni analyty koeluovaly v druhém piku. Z vysledkli méfeni smési analytii byl vybran
nejvhodnéjsi pomér obou slozek MF ACN/pufr 95/5 (v/v) a pH pouzitého pufru 7,5 (Tab. 5)
vykazujici lepsi rozliSeni pro néaslednou optimalizaci. Za téchto podminek byl testovan vliv

koncentrace pufru na separaci analytii. Pfi pouziti pufru o niz§im pH za stejného poméru
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slozek MF bylo zaznamenano horSi rozliSeni usmési analytd SK2, ukteré byl
s pouzitim pufru o vyssi hodnot¢ pH zjistén potencidl k separaci alespoin do 3 pikl

az na zakladni linii.

SK1

W AB38t
W AB62
W AB47
m AB44

ACN/pufr (vv)

Obr. 22: Zavislost retencnich faktorti k analyti SK1 na slozeni MF na koloné¢ TSKgel
Amide-80

SK2

2,5 -

W PNH193
m PNH192
M PNH168
W PNH259

ACN/pufr (vv)

Obr. 23: Zavislost reten¢nich faktorti k analyti SK2 na slozeni MF na kolon¢ TSKgel
Amide-80
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SK3

B AB43-2
W AB58
M AB61
W AB59

ACN/pufr (vv)

Obr. 24: Zavislost retencnich faktorli & analyti SK3 na sloZzeni MF na koloné¢ TSKgel
Amide-80

SK4
7 -
6
5
4
k 3 = PNH590
2 B PNH592
1 = PNH591
0 H PNH593

ACN/pufr (wv)

Obr. 25: Zavislost reten¢nich faktorti & analyti SK4 na slozeni MF na kolon¢ TSKgel
Amide-80
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Tab. 5: Vliv pH pufru v MF ACN/10mM octan amonny 95/5 (v/v) na reten¢ni faktory
(k1, k2, k3), rozliSeni (R;, R>) a separacni faktory (a;, a2) analyti na koloné¢ TSKgel Amide-80

pH pufru | SK ki k> ks R; R; ai a2

1 1,95 2,22 2,39 1,11 0,56 1,14 1,08

4,7 2 0,87 1,09 1,29 1,93 1,42 1,25 1,18
(pufr 1) 3 2,45 2,72 - 1,04 - 1,11 -
4 3,07 3,40 - 1,12 - 1,11 -

1 1,93 2,18 2,35 1,12 0,47 1,13 1,08

7,5 2 0,86 1,08 1,26 2,02 1,45 1,25 1,17
(pufr 3) 3 2,42 2,68 - 1,08 - 1,11 -
4 3,04 3,35 - 1,10 - 1,10 -

SK1: k;: AB47; k>: AB44+AB62; k3: AB38t

SK2: k;: PNH192+PNH168; k2: PNH259; k3: PNH193
SK3: k;: AB61; k2: AB58+AB43-2+AB59

SK4: k;: PNH591; k>: PNH592+PNH593+PNHS590

5.2.3 Vliv koncentrace pufru o pH 7,5 na separaci skupin analytt

Vramci testovani vlivu koncentrace pufru o pH 7,5 na separace byly testovany
tyto koncentrace octanu amonného: 5, 10, 20, 30 a 50 mM. Retence vSech analyti SK1, SK3
a SK4 se postupné zkracovaly se vzrlstajici koncentraci octanu amonného v pufru MF,
retence analytli SK2 se témét nemeénily.

Snizeni, ani zvySeni koncentrace pufru nezplisobilo zménu v eluénim potradi analyti
v ramci skupin. Nejkratsi retenci z SK1 1 nadéle vykazoval analyt AB47, v druhém piku spolu
koeluovaly analyty AB44 a AB62 nasledovany analytem AB38t. Ze smési analytii SK2 spolu
v prvnim piku koeluovaly PNH192 a PNH168, dale eluoval analyt PNH259 nasledovéan
analytem PNHI193. Prvni pik SK3 ptedstavoval pouze analyt AB61, ostatni analyty
této skupiny eluovaly v druhém piku. Podobné chovani vykazovaly analyty SK4, kdy prvni
eluoval analyt PNH591 a ostatni analyty této skupiny koeluovaly v druhém piku.

Snizeni koncentrace octanu amonného v pouzitém pufru z 10 na 5 mM zptsobilo
u vétSiny smesi zhorSeni rozliSeni (Tab. 6). Nepatrné zlepSeni rozliSeni bylo pozorovéano
u SK4, ale 1 pfesto dochazelo pouze k ¢astecné separaci do 2 pikli. S postupnym zvySovanim
koncentrace v rozmezi od 10 do 50 mM bylo zaznamenano pouze velmi pozvolné zlepSeni

rozlisSeni SK1 (Obr. 26).
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Tab. 6: Vliv koncentrace pufru v MF ACN/pufr pH 7,5 95/5 (v/v) na retencni faktory
(k1, k2, k3), rozliSeni (R;, R>) a separacni faktory (a;, a2) analyti na koloné¢ TSKgel Amide-80

CHg,IéO(l;g;Jlgf TxenM] S L I O T R B

T | 1.96 | 223 | 241 | 110 | 057 | 1.14 | 1.08

5 2 | 088 | 1,I0 | 129 | 195 | 135 | 1,26 | 117
(pufr 2) 3 | 246 | 273 | - | 104 ] - | it ]| -
4 | 308 | 340 | - | 15| - | it ]| -

T | 193 | 208 | 235 | 112 | 047 | 113 | 1.08

10 2 | 086 | 1,08 | 126 | 2,02 | 145 | 1,25 | 117
(pufr 3) 3 | 242 | 268 | - | 108 ] - | Lt ]| -
4 | 304 335 - | o] - |Lio]| -

T | 193 | 209 | 237 | 1.14 | 065 | 113 | 1.08

20 2 | 088 | LI0 | 131 | 194 | 148 | 124 | L.19
(pufr 4) 3 | 243 ] 270 | - | 109 - | it -
4 305337 - | 3] - | o] -

T | 192 | 2.6 | 235 | 1.14 | 068 | 113 | 1.08

30 2 | 089 | 10 | 131 | 194 | 152 | 1.23 | L.19
(pufr 5) 3 | 241 | 267 | - | Lio] - | it ]| -
4 | 305|336 - |114] - | o] -

T | 1.88 | 202 | 230 | 116 | 0.75 | 112 | 1.09

50 2 | 089 | 110 | 132 | 1,98 | 1,58 | 1.23 | 1.20
(pufr 6) 3 | 238 | 263 | - | L3 | - | it ]| -
4 | 302 | 333 - | 18] - | o] -

SK1: k;: AB47; k>: AB44+AB62; k3: AB38t

SK2: k;: PNH192+PNH168; k2: PNH259; k3: PNH193
SK3: k;: AB61; k2: AB58+AB43-2+AB59

SK4: k;: PNH591; k2: PNH592+PNHS593+PNHS590
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Obr. 26: Vliv koncentrace pufru pH 7,5 (octan amonny) na separaci analytli SK1 (1-AB47;
2-AB44+AB62; 3-AB38t)

S pouzitim 30mM a 50mM octanu amonného bylo u SK2 dosazeno separace
az na zakladni linii, ov§em pouze do 3 pikd. V prvnim piku spolu eluovaly analyty lisici se

pouze halogenovym substituentem na pozici 7 purinového kruhu (Obr. 27).

PNH192
+

PNH168

0,06 —

0,05

0,04

PNH259
0,03

0,02 PNH193

Odezva detektoru (AU)

0,01

0,00

Obr. 27: Chromatogram separace analytd SK2 za pouziti MF ACN/50mM octan amonny
pH 7,5 95/5 (v/v), kolona TSKgel Amide-80, pritok 1 ml/min, UV detekce pii vinové délce
(A) 280 nm
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U SK3 a SK4 dochézelo se zvySujici se koncentraci pufru od 10 do 50 mM rovnéz
k mirnému zlepSeni rozliSeni, stidle vSak dochazelo pouze k ¢aste¢né separaci do 2 pikt.
Hodnoty rozliSeni obou skupin analytd se za vSech meéfeni v ramci testovani vlivu
koncentrace pufru pohybovaly nad hodnotou 1.

Nasledné byla pro separace pouzita cyklofruktanova SF, ktera poskytuje dalsi interakéni

moznosti.

5.3 Separace derivatizovanych nukleosidti na koloné Frulic-N
5.3.1 Popis mechanismu separace

Pro popis mechanismu separace s pouzitim cyklofruktanové kolony byly pouzity MF
slozené z ACN/pufr 1 a ACN/pufr 3 v rliznych objemovych pomérech. Nejvyssi hodnoty R’
zavislosti popisujicich rozdélovani (Obr. 28, Obr. 29) na kolon¢ Frulic-N byly zaznamenany
uanalyti SK2 pfi pouziti obou pufri. Celkové vramci vSech méfeni na této koloné

byly hodnoty R? v rozmezi 0,989-0,996.

184 | AB3Bt 0.4 = PNH193
* AB62 e PNH192

LER AB4T PNH168
¥ AB44 0.2 w PNH259
0.6
N
04— 0,0
S
v

log k

T T T T T T T T T T T T
0,00 0,06 0,10 0,15 0,20 026 0,30 0,00 0,05 0,10 0,15 020 025 0,30

#{vodna sioZka) #{vodna sioZka)
b » AB432 o = PNHE0
¥ ® ABSS ! * PNHE92
es{ 1 ABB1 B PNH591
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0,6
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Obr. 28: Zavislosti popisujici rozdélovani pro vSechny analyty na koloné Frulic-N pfii pouziti

MF ACN/10mM octan amonny pH 4,7 v riznych objemovych pomérech
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Obr. 29: Zavislosti popisujici rozdélovani pro vSechny analyty na koloné Frulic-N pfii pouziti

MF ACN/10mM octan amonny pH 7,5 v riznych objemovych pomérech

Adsorpce se na této kolon¢ uplatiiovala dle linearni zavislosti pro vSechny analyty

(Obr. 30, Obr. 31). Hodnoty R’ se pohybovaly v rozmezi 0,987-0,999. U viech analyti SK3

byly zaznamenany hodnoty R’ s pouZitim pufru o niz$im i vy$§im pH totozné (hodnoty R’

byly ve vSech ptipadech rovny hodnoté 0,998).
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Obr. 30: Zavislosti popisujici adsorpci pro vSechny analyty na koloné Frulic-N pfi pouziti

MF ACN/10mM octan amonny pH 4,7 v riznych objemovych pomérech
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Obr. 31: Zavislosti popisujici adsorpei pro vSechny analyty na koloné Frulic-N pii pouziti

MF ACN/10mM octan amonny pH 7,5 v riiznych objemovych pomérech

Na zéklad¢ téchto dat bylo zjisténo, Ze se na mechanismu separace za vyse uvedenych
podminek uplatituje adsorpce 1 rozdélovani analyti mezi MF a vodnou vrstvu castecné

sorbovanou na SF.

5.3.2 Vliv pH pouzitého pufru v mobilni fazi

Pii pouziti pufru 1 doSlo se zvySujicim se obsahem ACN v MF u vSech analytl
k nartistu retence (Obr. 32-35) umérné pocateni retenci (pocatetni MF obsahovala
ACN/10mM octan amonny pH 4,7 70/30 (v/v)). Stejny vyvoj byl zaznamenan i pii pouZiti
pufru 3. Pfi méfeni smési analyti s MF ACN/pufr 3 95/5 (v/v) bylo zaznamenano prodlouzeni
retence u SK1-SK3 oproti méteni s pufrem 1 ve stejném poméru s ACN, u smesi SK4 doslo
ke vzriistu pouze u jedné ze dvou hodnot retenci (Tab. 7).

Ze smesi analytd SK1 spolu v prvnim piku koeluovaly AB47 a AB44, v druhém piku
eluoval analyt AB62 a jako posledni analyt AB38t. Elu¢ni potadi analyti SK2 bylo stejné
jako u amidové kolony, tedy v prvnim piku koeluovaly analyty PNH192 a PNHI168,
poté eluoval analyt PNH259 a jako posledni analyt PNH193. Prvni z analyti SK3 eluoval
analyt AB61, pot¢ AB43-2 a v poslednim piku spolu koeluovaly analyty AB58 a ABS59.
Ze smési analyti SK4 spolu koeluovaly v prvnim piku analyty PNH591 a PNH590, v druhém
pak zbylé dva analyty, PNH592 a PNH593.
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U smési analyti SK2 byl pozorovan nejvyssi nartist retence zvysenim pH pouzitého
pufru u analytu PNH259. RozliSeni vSech smési analyti mélo vyS$i hodnoty pii pouziti
pufru3 (Tab. 7, Obr. 36, Obr. 37), a proto byl zatéchto podminek déle testovan vliv

koncentrace pufru na separace skupin analyti.

SK1

7 -
6
5
4
k 3 m AB38t
2 B AB62
1 m AB47
0
B AB44

ACN/pufr (vv)

Obr. 32: Zavislost reten¢nich faktort £ analytti SK1 na slozeni MF na koloné Frulic-N

SK2

m PNH193
m PNH192
W PNH168
B PNH259

ACN/pufr (vv)

Obr. 33: Zavislost reten¢nich faktort £ analyti SK2 na slozeni MF na koloné Frulic-N
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Obr. 34: Zavislost retencnich faktort & analytti SK3 na sloZeni MF na koloné Frulic-N

10 ~

8

6
k 4 B PNH590
5 W PNH592
= PNH591

0
m PNH593

ACN/pufr (vv)

Obr. 35: Zavislost reten¢nich faktort £ analyti SK4 na slozeni MF na koloné Frulic-N
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Tab. 7: Vliv pH pufru v MF ACN/10mM octan amonny 95/5 (v/v) na reten¢ni faktory

(k1, k2, k3), rozliSeni (R;, R>) a separacni faktory (a;, a2) analyti na koloné Frulic-N

pH pufru | SK ki k> ks R; R; ai a2
1 2,99 3,22 3,52 0,62 0,86 1,08 1,09
4,7 2 0,96 1,36 1,51 2,58 0,86 1,41 1,11
(pufr 1) 3 3,54 3,74 3,93 0,37 0,32 1,06 1,05
4 4,21 4,47 - 0,54 - 1,06 -
1 3,00 3,31 3,60 1,06 1,18 1,10 1,09
7,5 2 0,97 1,40 1,54 3,34 1,06 1,45 1,10
(pufr 3) 3 3,59 3,82 3,99 0,44 0,32 1,07 1,05
4 4,14 4,58 - 1,34 - 1,11 -

SK1: k;: AB47+AB44; k>: AB62; ks3: AB38t

SK2: k;: PNH192+PNH168; k>: PNH259; k3: PNH193
SK3: k;: AB61; k2: AB43-2; k3: AB58+AB59

SK4: k;: PNH591+PNHS590; k2: PNH592+PNHS593

0,40 -

040 - 1 1

0,35 |

— 0,35 -
3 5
= T 030
- n n_ —
2 0 pH 4,7 > s pH 7,5
Eo 0,25 - g 925
© =
£ ol > £ ol 2
o5
& 3 =
o 015 N 15 3
o o
[o] (@]

010 - 0,10

0,05 - 005

0,00 - 0,00 -

T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T 1
(1] 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12 13 14 15 [1] 1 2 3 4 5 [ 7 a8 9 10 11 12 13 14 15
t {min) t (min)

Obr. 36: Vliv pH pufru v MF ACN/10mM octan amonny 95/5 (v/v) na separaci SK 1
(1-AB47+AB44; 2-AB62; 3-AB38t)

49



08 - ) . )
07
—_ — 05
3 vl 2
= I 05
g o5 pH 4,7 5 pH 7,5
= B 04
CELE ﬁ> -
b g o3l
s " 3 2
8 2 S
© 0z 3 02 1 3
01 01
0.0 o0 -
0 1 2 3 . . M 7 g o [ 1 2 3 4 5 5 T M T 1w
t{mm) t{min)

Obr. 37: Vliv pH pufru v MF ACN/10mM octan amonny 95/5 (v/v) na separaci SK2
(1-PNH192+PNH168; 2-PNH259; 3-PNH193)

Pti pouziti MF ACN/pufr 3 95/5 (v/v) se podatilo smési analyti SK1 az SK3 separovat

¢astecné do 3 pikl, SK4 ¢astecné pouze do 2 pikda.
5.3.3 Vliv koncentrace pufru o pH 7,5 na separaci skupin analyti

Smés SK1 vykazovala stejné elu¢ni pofadi analyth pii pouziti MF ACN/20mM octan
amonny pH 7,5 95/5 (v/v) jako pfi pouziti 10mM octanu amonného ve stejném pomeéru s ACN
v MF, tedy prvni koeluovaly analyty AB47 a AB44, v druhém piku eluoval AB62 a jako
posledni AB38t. V ostatnich testovanych koncentracich octanu amonného v pufru MF doslo
k ¢aste¢nému rozdéleni analytl koeluujicich v prvnim piku, tedy prvni z nich eluoval analyt
AB47 a pot¢ AB44. U smési SK2 bylo zjisténo stejné elucni potradi analyt pii pouziti MF
ACN/20, 30 nebo 50mM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v) jako pii pouziti 10mM octanu
amonného ve stejném poméru s ACN v MF, tedy v prvnim piku spolu koeluovaly analyty
PNH192 a PNH168, poté eluoval analyt PNH259 a jako posledni PNH193. Pfi pouziti SmM
octanu amonného ve stejném pomeru s ACN v MF doSlo k ndznaku separace analyti SK2
koeluujicich v prvnim piku, tedy prvni eluoval analyt PNH192 a poté¢ PNH168.

Eluéni potfadi analyti SK3 se se zménou koncentrace pufru neménilo. Prvni tedy
eluoval analyt AB61, pot¢ AB43-2 av poslednim piku spolu koeluovaly analyty ABS58
a AB59. Ze smési analytil SK4 pii snizeni 1 zvySeni plivodni 10mM koncentrace octanu
amonného eluoval nejprve analyt PNHS591, pot¢ PNH590 a v poslednim piku spolu
koeluovaly analyty PNH592 a PNH593.

Pii pouziti MF ACN/5mM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v) byl pozorovan néznak
separace do 4 pika u smési analytii SK1 a SK2 (Tab. 8, Obr. 38).
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Tab. 8: Vliv koncentrace pufru v MF ACN/pufr pH 7,5 95/5 (v/v) na retencni faktory

(k1, k2, k3, ks), rozliSeni (R;, R>, R3) a separacni faktory (a;, az, a3) analyti na koloné Frulic-N

Koncentrace
CH3COONH4 | SK | ki k> ks ky R, R; R; ai o2 o3
[mM]
1 |29413,03]3,261|3,54]037|097]|1,59]1,03]| 1,08 | 1,09
5 2 1094097 |1,37|150]0,05]|336|1,44 | 1,03 | 1,41 | 1,10
(pufr 2) 3 |3,53]3,74 | 3,94 - 1,12 | 0,89 - 1,06 | 1,05 -
4 | 4,06 422 14,50 - 0,70 | 1,15 - 1,04 | 1,07 -
1 |3,00] 3,31 3,60 - 1,06 | 1,18 - 1,10 | 1,09 -
10 2 10971140 | 1,54 - 3,34 | 1,06 - 1,45 | 1,10 -
(pufr 3) 3 13,59(3,82] 3,99 - 0,44 1 0,32 - 1,07 | 1,05 -
4 | 4,14 | 4,58 - - 1,34 - - 1,11 - -
1 12941 3,25| 3,53 - 1,24 | 1,37 - 1,10 | 1,09 -
20 2 1099|141 ] 1,54 - 3,57 | 1,18 - 1,42 | 1,10 -
(pufr 4) 3 13,53 (3,73 | 3,91 - 0,79 | 0,64 - 1,06 | 1,05 -
4 | 4,08 4231|449 - 0,39 | 0,74 - 1,04 | 1,06 -
1 12911299 3,20 134810,30]090 |1,66]|1,03]| 1,07 1,09
30 2 | 1,01 | 1,42 | 1,57 - 3,97 | 1,53 - 1,40 | 1,11 -
(pufr 5) 3 |3,52]3,70 | 3,89 - 1,01 | 0,87 - 1,05 | 1,05 -
4 | 4,07 420 | 4,48 - 0,54 | 1,13 - 1,03 | 1,07 -
1 2,88 (296 3,17 (3451027 ]0,84 | 1,72 1,03]| 1,07 | 1,09
50 2 | 1,031,431 1,59 - 3,93 | 1,65 - 1,39 | 1,12 -
(pufr 6) 3 |347|3,64 ] 3,83 - 0,97 | 0,88 - 1,05 | 1,05 -
4 | 4,04 4,16 | 4,44 - 0,37 | 0,87 - 1,03 | 1,07 -
SK1: k;: AB47+AB44; k>: AB62; k3: AB38t (pufr 3, pufr 4)
ki: AB47; k>: AB44; ks: AB62; ky: AB38t (puft 2, pufr 5, pufr 6)

SK2: k;: PNH192+PNH168; k2: PNH259; k3: PNH193 (puft 3, pufr 4, pufr 5, pufr 6)
k;: PNH192; k2: PNH168; k3: PNH259; ky: PNH193 (pufr 2)

SK3: k;: AB61; k»: AB43-2; k3: AB58+AB59

SK4: k;: PNH591+PNHS590; k>: PNH592+PNHS593 (pufr 3)
ki: PNH591; k2: PNH590; k3: PNH592+PNH593 (puft 2, pufr 4, pufr 5, pufr 6)
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Obr. 38: Chromatogram separace analyti SK1 (A: 1-AB47; 2-AB44; 3-AB62; 4-AB38t)
a SK2 (B: 1-PNH192; 2-PNH168; 3-PNH259; 4-PNH193) za pouziti MF ACN/5mM octan
amonny pH 7,5 95/5 (v/v), kolona Frulic-N, prutok 1 ml/min, UV detekce pti A=280 nm

Potencial pro separaci do 4 piki mély analyty SKI1 i pfi pouziti MF ACN/30

nebo 50mM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v). Zatéchto podminek ovSem dochazelo

ke zlepSeni R; na tkor R; a R;. Nejvyssi hodnoty rozliSeni R; a R> pro analyty SKI1 byly

zaznamenany pii pouZiti 20mM octanu amonného (Obr. 39).
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Obr. 39: Chromatogram separace analyti SKI1 (1-AB47+AB44; 2-AB62; 3-AB38t)

za pouziti

MF ACN/20mM octan

amonny pH 7,5 95/5 (v/v), kolona

pratok 1 ml/min, UV detekce pii A=280 nm
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Rozliseni pii separaci do 3 pikii smési analyti SK2 se postupné zlepSovala se zvysujici

se koncentraci octanu amonného v pufru od 10 do 50 mM (Obr. 40).
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Obr. 40: Chromatogram separace analytt SK2 (1-PNH192+PNH168; 2-PNH259; 3-
PNH193) za pouziti MF ACN/50mM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v), kolona Frulic-N,
pritok 1 ml/min, UV detekce pii A=280 nm

K nejvétsimu zlepSeni separace analyti SK2 do 3 pikd doslo pfi zvySeni koncentrace
octanu amonného v pufru z 20 na 30 mM. Pii pouZiti 30 a 50mM octanu amonného doslo
u této skupiny analytd k separaci do 3 pikti az na zakladni linii, pfi¢emz v prvnim piku spolu
koeluovaly analyty PNH192 a PNH168. Pfi zvySeni koncentrace octanu amonného v pufru
z 30 na 50 mM bylo pozorovano mirné zlepSeni R> na tikor R; (Tab. 8). Kromé¢ situace, kdy
byl pouzit SmM octan amonny, nebyl u této skupiny analyti pozorovan Zadny naznak
separace do 4 pikd.

U smési analyti SK3 dochazelo pii pouziti pufri o vSech testovanych koncentracich
k ¢astecné separaci do 3 pikii. Nejvyssiho rozliSeni bylo dosaZeno pii pouziti SmM octanu
amonného pH 7,5 (Obr. 41). Pfi zvySovani koncentrace octanu amonného v pufru z 10 na 20,
a nasledné pak na 30 mM bylo pozorovadno mirné zvysSeni hodnot obou rozliSeni. Pfi dal§im
zvyseni koncentrace octanu amonného v pufru na 50 mM doSlo k mirnému zvySeni hodnoty

R> soucasné s mirnym sniZzenim hodnoty R;.

53



0,030
0,025 12
0,020
0,015

0,010

Odezva detektoru (AU)

0,005

0,000 —

r~r— 1~ T1rr~~r~~rr+—1t 1 "1 rTrTTTrrTTr T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
t (min)

Obr. 41: Chromatogram separace analyti SK3 (1-AB61; 2-AB43-2; 3-AB58+ABS59)
za pouziti MF ACN/5mM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v), kolona Frulic-N, prutok 1 ml/min,
UV detekce pii A=280 nm

cvwr

amonného se podafilo tuto skupinu analytd separovat pouze ¢aste¢né do 2 pikd, pficemz
vprvnim piku koeluovaly analyty PNH591 a PNH590 a v druhém analyty PNHS592
a PNH593. Ke zlepSeni separace prispé€lo jak sniZzeni koncentrace octanu amonného v pufru
na 5 mM, tak postupné zvySovani jeho koncentrace z 10 az na 30 mM. V obou piipadech
dochézelo k c¢astecné separaci do 3 pikl, kdy analyt PNH591 eluoval jako prvni, ¢astecné
separovan od analytu PNH590. Dalsi zvyseni jeho koncentrace z 30 na 50 mM zpusobilo
snizeni obou hodnot rozliSeni. Nejlepsi separace pro tuto skupinu analyti do 3 pika bylo

dosazeno pfi pouziti SmM octanu amonného pH 7,5.
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5.4 Srovnani separaci na kolonach s riznym typem stacionarni faze

Pti pouziti MF ACN/pufr 3 95/5 (v/v) bylo zjisténo, ze analyzy jednotlivych skupin
analyti trvaly déle na kolon¢ Frulic-N nez na koloné¢ TSKgel Amide-80. Délka analyz
stoupala v fadé: analyty SK2 < analyty SK1 < analyty SK3 <analyty SK4. Pfi pouziti Cisté
silikagelové kolony byly nejdelsi analyzy zaznamenéany u analyti SK1, u které byly zjistény
nejvyssi hodnoty R’ zavislosti popisujicich rozdélovani a adsorpci. Pii pouziti této kolony
délka analyz stoupala v poradi: analyty SK2 < analyty SK4 < analyty SK3 < analyty SK1.

U amidové SF pti pouziti MF ACN/10mM octan amonny 95/5 (v/v) byly pozorovany
krat§i retence vSech analytd pii pouziti pufru o pH 7,5 nez pii pouziti pufru o pH 4,7.
U cyklofruktanové SF byl pro vétSinu analytli pozorovan opacny efekt.

Na amidové SF se podarilo analyty SK1 caste¢n¢ separovat do 3 piki, pricemz prvni
eluoval analyt AB47, druhy z piki zahrnoval 2 analyty (AB44 a AB62) a posledni eluoval
analyt AB38t (Obr. 26). Béhem testovani vlivu koncentrace pufru nebyl na této koloné
usmeési analytt SK1 pozorovan zadny naznak separace do 4 pikd.  Oproti tomu
na cyklofruktanové SF byl zaznamenan u této skupiny ndznak separace do 4 pikii pti pouziti
MF ACN/pufr pH 7.5 95/5 (v/v) o koncentraci octanu amonného 5 (Obr. 38A), 30
nebo 50 mM. Doslo k separaci dvou analytt, které koeluovaly na amidové SF, ovSem analyt
AB44 byl tentokrat pouze Castecné separovan od analytu AB47. Béhem separace smési
analyti SK1 do 3 piki za pouziti 20mM pufru, kdy bylo dosazeno nejvyssiho rozliSeni
na cyklofruktanové SF, spolu koeluovaly v prvnim piku analyty AB47 a AB44 (Obr. 39).

Eluéni potadi analytii bylo stejné u amidové i cyklofruktanové SF.

Smés analyti SK2 se na amidové SF podatilo separovat na zékladni linii do 3 pikd,
pfi¢emZ v prvnim piku spolu koeluovaly analyty PNH192 a PNH168 (Obr. 27), coz dokazuje,
ze druh halogenového substituentu (Cl, F) na pozici 7 purinového kruhu neovliviiuje retenci
analyti natolik, aby doSlo k jejich separaci. Naopak odlisSnost atomu v hetarylu na pozici 6
purinového kruhu (atom kysliku nebo siry) méla dostate¢ny vliv pro separaci analytd PNH192
a PNH193. Stejné tak odli$na pozice atomu siry v hetarylu u analyti PNH168 a PNH259 méla
pozitivni vliv na jejich separaci. Na cyklofruktanové SF byl pii pouziti MF ACN/5mM octan
amonny pH 7,5 95/5 (v/v) utéto skupiny analyti pozorovan naznak separace do 4 piki
(Obr. 38B), ktery u amidové SF za pouziti kterékoli MF pozorovan nebyl. Pfi pouziti 50mM
octanu amonné¢ho o pH 7,5 jako slozky MF bylo dosazeno u analyti SK2 separace

az na zakladni linii (Obr. 40), ovSem stejné¢ jako u amidové SF pouze do 3 pikti. Shodné
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s amidovou SF spolu v prvnim piku koeluovaly analyty PNH192 a PNH168. Potadi eluce

analyti SK2 se shodovalo u amidové a cyklofruktanové SF.

Na amidové SF se smés analytti SK3 podaftilo separovat jen Castecné, a to do 2 pika,
pficemz druhy pik zahrnoval 3 analyty. Analyt AB61 eluoval samostatné¢ jako prvni
(Obr. 42A).
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Obr. 42: Chromatogram separace analyti SK3 (1-AB61; 2-AB58+AB43-2+AB59) a SK4 (1-
PNH591; 2-PNH592+PNH593+PNHS590) za pouziti MF ACN/50mM octan amonny pH 7,5
95/5 (v/v), kolona TSKgel Amide-80, pratok 1 ml/min, UV detekce pti A=280 nm

Na cyklofruktanové SF pti pouziti MF obsahujici 5 mM octan amonny doSlo takeé
k ¢astené separaci SK3, ovSem tentokrat do 3 pikd (Obr. 41). Z druhého piku byl ¢astecné
separovan analyt AB43-2. Aniujedné zkolon nebyl pozorovan naznak separace smési

analyti SK3 do 4 piki.

Smés analyti SK4 se na amidové SF podafilo taktéz separovat pouze Castecné
do 2 piki. Opét druhy pik zahrnoval 3 analyty (Obr. 42B). Casteéné separovanym analytem,
ktery eluoval dfive nez zbylé 3, byl v tomto pfipadé analyt PNH591. Stejn¢ jako u smési
analyti SK3 zapficinilo pouziti cyklofruktanové SF zlepSeni v podobé ¢astecné separace SK4
do 3 pikii pti pouziti MF ACN/5mM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v) (Obr. 43). Z druhého
piku byl ¢astecné separovan analyt PNH590. Naznak separace do 4 pikil nebyl pozorovan

ani u jedné z kolon.
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Obr. 43: Chromatogram separace analyti SK4 (1-PNH591; 2-PNH590; 3-
PNHS593+PNHS592) za pouziti MF ACN/5mM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v), kolona Frulic-
N, prutok 1 ml/min, UV detekce pti A=280 nm

Podobnost vysledkli analyz smési SK3 a SK4 je evidentni. V obou ptipadech doslo
k ¢astecné separaci do 2 pikll na amidové a do 3 pikd na cyklofruktanové SF. Z vysledkl
1ze usuzovat, Ze druh atomu v hetarylovém substituentu na pozici 6 purinového kruhu ma vliv
na separaci, pouze pokud se vyskytuje na pozici 2 tohoto hetarylu. Pokud se heteroatom
nachazi na pozici 3, nema vliv na separaci. Tato skute¢nost se projevila u smési SK3 i SK4,
kdy doslo ke koeluci takovych analyti v poslednim piku. Naopak analyty AB61 a PNH591
majici atom siryna pozici 2 hetarylového substituentu byly ¢&asteCné separovany

jak na amidové, tak na cyklofruktanové SF.

Analyzy vSech ¢tyf smési za pouziti MF ACN/octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v)
o kterékoliv z testovanych koncentraci trvaly ve vétSiné piipadit déle na cyklofruktanové SF
nez na amidové. S pouzitim cyklofruktanové SF bylo dosazeno lepSiho rozliSeni u vSech ¢ty

skupin analytt.
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6. ZAVER

Vramci této diplomové prace byly separovany ctyfi skupiny derivatizovanych
endogennich nukleosidi (SK1: 7-fenyl-/7-(4-(methylsulfanyl)fenyl)-/7-(1-naftyl)-/7-(2-
naftyl)-7-deazaadenosin; SK2: 7-fluor-6-(2-furyl)-/7-fluor-6-(2-thienyl)-/7-chlor-6-(2-
thienyl)-/ 7-chlor-6-(3-thienyl)-7-deazaadenosin; SK3: 7-(2-furyl)-/7-(3-furyl)-/7-(2-thienyl)-
/7-(3-thienyl)-7-deazaadenosin; SK4: 7-(2-furyl)-/7-(3-tfuryl)-/7-(2-thienyl)-/7-(3-thienyl)-2-

amino-7-deazaadenosin) metodou HILIC.

Béhem optimalizace separace byl studovén reten¢ni a separa¢ni mechanismus v HILIC.
Bylo potvrzeno, Ze se ve vSech testovanych chromatografickych systémech podili
na mechanismu separace jak rozdélovani analytd mezi vodnou vrstvu Castecné ukotvenou

na povrchu SF a MF, tak i adsorpce analytl na SF.

Cisté silikagelova SF byla nejméné vhodnou pro separaci testovanych skupin analyti.
Vodnou slozku MF tvofila deionizovand voda, 10mM octan amonny pH 4,7 nebo 7,5.
Pti pouziti deionizované vody v MF vykazovaly analyty ptili§ dlouhé retence. Pouziti pufru
nepiineslo vyrazné zlepseni, a proto pro dalsi méfeni byly vybrany kolony s jinym typem SF,

které poskytuji dal$i interakéni moZnosti.

Kolona TSKgel Amide-80 poskytla alespon ¢astecnou separaci analyti SK2 do 3 pikt
témeét aZz na zékladni linii pfi pouzZiti MF ACN/10mM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v)
(R1=2,02, R>=1,45). Separace az na zékladni linii pro analyty SK2 bylo dosaZeno pii pouZiti
MF obsahujici 50mM octan amonny pH 7,5 ve stejném poméru s ACN (R;=1,98, R=1,58).
Analyty SK1 se podafilo separovat ¢astecné do 3 piki (R;=1,16, R»=0,75), analyty SK3 a SK4

pouze ¢astecné do 2 pikll s pouZzitim stejné MF.

Kolona Frulic-N se ukdzala byt nejvhodnéjsi pro separaci skupin testovanych analyti.
Pti pouziti MF ACN/10mM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v) doSlo k ¢aste€né separaci
do 3 pikli u vSech skupin analyti krom¢ analyti SK4. Béhem testovani vlivu koncentrace
pufru byl zaznamenan néaznak separace do 4 pikll u analytd SK1 a SK2 pii pouziti MF
ACN/5mM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v). Smés analytt SK2 se pifi pouziti MF
ACN/50mM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v) podatilo separovat do 3 pikl az na zakladni linii
(R=3,93, R>=1,65), a to s vyS§imi hodnotami rozliSeni, neZ tomu bylo na amidové SF.
U smési analytd SK1 doslo pfi pouziti MF ACN/20mM octan amonny pH 7,5 95/5 (v/v)

k ¢astecné separaci do 3 pikl, také s vysSSimi hodnotami rozliSeni nez na amidové SF
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(R=1,24, R>=1,37). Analyzy smési analyti SK3 a SK4 poskytly pouze ¢asteCné separace

do 3 pikd, a to s niz8im rozliSenim, nez které bylo zaznamenano u smési analytti SK1.

U kolon TSKgel Amide-80 a Frulic-N byl nejvhodnéjsi pomér slozek MF ACN/pufr
95/5 (v/v) a hodnota pH pouzitého pufru 7,5 byla zvolena jako vhodné&jsi pro separaci skupin

testovanych analyta.
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