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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Student: Bc. Martin Novak

Skolitel: doc. PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.

Konzultant Mgr. et Mgr. Rafael Dolezal, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Optimalizace chromatografickych podminek pro chiralni

separaci biologicky aktivnich latek

Diplomova prace se zaméruje na vyvoj HPLC - UV metody pro stanoveni enantiomer(
latky K 1277 se strukturnim vzorcem N-(2-((6-chlor-1,2,3,4 - tetrahydroakridin
- 9 -yl)Jamino)hexyl - 2 - amino - 3 - (1H - indol - 3 - yl) propylamid dihydro - chlorid, kterd je
vybranym zdstupcem ze skupiny hybridnich sloucenin takrinu a tryprofanu. Hybridy
syntetizované z molekul takrinu a tryptofanu je mozné zaradit mezi velmi slibné kandidaty
potencidlnich Iéciv plsobicich v terapii Alzheimerovy choroby.

V teoretické casti prace prindsi sezndmeni se zdkladni charakteristikou chirality
molekul, moznostmi a principy chirdlnich separacnich metod, patofyziologii a klinickymi projevy
Alzheimerovy nemoci, moznostmi IéCby Alzheimerovy nemoci a se stru¢nou charakteristikou
hybridnich sloucenin takrinu a tryptofanu. Cilem diplomové prace je nalezeni vhodné metody
separace enantiomerl vznikajicich syntézou z takrinového skeletu a tryptofanové ¢asti.

Experimentdlni ¢ast prace se vénuje popisu vyvoje metody chiralni separace latky K 1277
svyuzitim HPLC. Na zakladé predchozich zkuSenosti byly testovany dva chirdIni
selektory — makrocyklické antibiotikum teikoplanin a tris(3,5 - dimethylfenyl)karbamat celuléza.
Uspésné separace enantiomerd latky K 1277 bylo dosaZeno v reverznim eluénim médu
na staciondrni fazi obsahujici modifikovanou celulézu.

V praci byla provedena optimalizace separacnich podminek s vyuZitim chromatografu
Dionex UltiMate 3000. U optimalizované metody byly hodnoceny nasledujici
parametry — presnost kvantifikace, stabilita separace pfi opakovani analyz a dale byla stanovena
hodnota meze detekce metody. U optimalizované metody byla také hodnocena moznost analyzy
enantiomeru latky K 1277 po jeji aplikaci do lidské plasmy.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Student: Bc. Martin Novak
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Title of diploma thesis: Optimization of chromatographic parameters for chiral

separation of biologically active compounds.

The diploma thesis was focused on the development of a HPLC-UV method for
the determination of K 1277 enantiomers of systematic name N-(2-((6-chloro-1,2,3,4-tetra-
hydroacridin-9-yl)amino)hexyl-2-amino-3-(1H-indole-3-yl) propylamide dihydrochloride, which
is one of the compounds from the tacrine-tryptophan hybrids group. These tacrine-tryptophan
hybrids could be considered as promising candidates of potential drugs against Alzheimer’s
disease.

The thesis brings an explanation of basic characteristic of chiral molecules, principles of
chiral separation, pathophysiology, clinical manifestation and treatment of Alzheimer’s disease
and short characteristic of tacrine-tryptophan hybrids in the theoretical section. The aim of my
diploma thesis was to find the optimal chromatographic conditions for separation of K 1277
enantiomers synthesized from tacrine and tryptophan fragments.

The experimental part deals with the development of the chiral separation method of
K 1277 using HPLC. Based on previous experience, two chiral stationary phases (CSPs) —
macrocyclic antibiotic teicoplanin and tris(3,5-dimethylfenyl)carbamate cellulose were studied.
The successful separation of the enantiomers of K 1277 was achieved in a reverse mode on
a stationary phase containing modified cellulose.

The optimization of the separation conditions using the Dionex UltiMate 3000
chromatograph was performed. In the optimized method the following parameters - precision
of quantification and stability of the separation during repetition of analyses were evaluated
and the value of the limit of detection of the method was determined. In the optimized method,
the possibility of analyzing the enantiomers of K1277 after application to human plasma was
also evaluated.



1. UVOD

Existence chirdlnich latek a jejich enantiomer( je jiz zndma po mnoho let. Zasadni rozdily
v biologické aktivité chirdlnich molekul byly Pasteurem stanoveny jiz pted vice neZ stoletim.
Mnoho struktur nachazejicich se v lidském organismu obsahuje chiralni centra. S vyjimkou
glycinu obsahuji vSechny molekuly aminokyselin alespon jedno nebo dvé chirdlni centra.
Aminokyseliny tvofi zakladni stavebni jednotky protein(, které jsou spole¢né s nukleotidy,
polysacharidy nebo lipidy nejdileZitéjsimi slozkami Zivych organism(. Biologickd aktivita
enantiomer( jednotlivych latek se mize velmi zasadné lisit. [1]

Také mnoho Iéciv, obsahuje chirdlni centrum. Tyto IécCivé latky jsou velmi casto
pripravovany klasickou organickou syntézu, ktera poskytuje racemickou smés. Kvili bezpeénosti,
dosazZeni vyssich Ucink( a snizeni nezadoucich Gcinkd jsou ve farmaceutické vyrobé stale vice
preferovany latky opticky Cisté. JelikoZ se neustale zvySuji poZzadavky na kvalitu a kontrolu IécCiv,
zasadné roste i vyznam chiralnich separaci. [2] [3]

Pro separaci enantiomer( mohou byt vyuzity dva zakladni analytické separacni principy.
Jedna se o metody chromatografické a elektroforetické. Nejoblibenéjsi a nejrozsifenéjsi
metodou pouZivanou pro chiralni separace je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC).
K rozvoji této metody vSak nedochdzi pouze v oblasti analyzy a kontroly 1éCiv, nybrz i v oblasti
bioanalytiky, biomediciny nebo analyzy potravin. [2] [3]

Diplomova prace volné navazuje na bakalafskou praci vypracovanou v roce 2016. V této
praci byla feSena chiradlni separace hybridni latky takrin-trolox s kddovych oznacenim
1-AO-43.1. Pro separaci enantiomer( byl vyuZit stejny chromatograficky pristroj a dokonce
i shodné stacionarni faze. [4]

Teoretickd ¢ast se vénuje chiralité molekul, prehledu chirdlnich separacnich technik
a popisu Uprav HPLC systému nutnych pro chirdlni separaci. JelikoZ kapitoly zabyvajici se
principem a zakladni charakteristikou HPLC techniky byly velmi podrobné zpracovany
v teoretické ¢asti jiz dfive zminéné bakalarské prace, diplomova prace se témito tématy nijak
vyrazné nezabyva. V diplomové praci je naopak vénovan vétsi prostor kapitole freSici
problematiku Alzheimerovy choroby (kapitola 2.4) a kapitole shrnujici dosavadni i potencialni
skupiny Iéciv pUsobicich proti Alzheimerové chorobé (kapitola 2.5).

Experimentdlni ¢ast je vénovana vyvoji HPLC-UV (vysokoucéinna kapalinova
chromatografie s detekci v ultrafialové oblasti svételného spektra) metody pro chiralni separaci
latky K 1277. Pro studium chirality byla vybrana latka, kterd byla vyvinuta v ramci vyzkumu
potencialnich Iéciv Alzheimerovy nemoci na Katedre farmakologie a vojenské farmacie Fakulty
vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralové. Tato latka je sloZena
z fragmentd molekul takrinu a tryptofanu a podle jejich biochemickych vlastnosti je ji mozno
definovat jako kompetitivni inhibitor acetylcholiesterazy (AChE) s potencidlem sniZit agregaci
B - amyloidu v mozkové tkani. Z vySe uvedenych biochemickych vlastnosti lze latku K 1277
zaradit mezi velmi slibné potencialni kandidaty na lécivo pUsobici proti Alzheimerové chorobé.
Latka K 1277 obsahuje jedno chirdlni centrum, diky kterému existuji jeji dva optické izomery. [5]

Hlavnim cilem prace bylo stanovit a optimalizovat parametry metody pro separaci
enantiomer( latky K 1277. V praci byly testovany dvé odlisné chirdlni stacionarni faze. Prvni
stacionarni faze obsahovala chiralni selektor na bazi makrocyklického antibiotika teikoplaninu
a druha tris (3,5 - dimethylfenylkarbamat) celulézu.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Chiralita

2.1.1 Opticka aktivita sloucenin

Nékteré z chemickych sloucenin dokazi stacet rovinu polarizovaného svétla o urdity,
pro né specificky, uhel. Tyto slouceniny jsou nazyvany jako opticky aktivni a jejich schopnost
stdCet rovinu polarizovaného svétla je oznacovdna jako opticka aktivita. DuUlezitym
predpokladem pro to, aby sloucenina byla opticky aktivni, je chiralita molekuly. Jako chiralni
se oznacuji molekuly, které maji v(ci sobé vztah jako pfedmét a jeho zrcadlovy obraz — tedy jsou
neztotoznitelné (pokud se neporusi vazba). Molekuly majici se k sobé jako predmét a obraz
v zrcadle (Obr. 1), jsou nazyvany jako optické antipody neboli enantiomery. [6] [7]

Obr. 1 : Vlevo: zrcadlové obrazy lidskych rukou. Vpravo: porovndni zrcadlovych obrazii
tetraedrickych uhliki. [8]

Enantiomery stejné latky maji identické fyzikalni vlastnosti, jako teplotu tani, teplotu
varu, hustotu nebo naptiklad rozpustnost. Jejich spektrdlni vlastnosti (UV, IC, NMR) jsou
v achirdlnim prostredi rovnéz identické. Také chemické reakce v achiralnim prostredi probihaji
u enantiomer( stejné latky obdobné. [6] [7]

Prvni z odliSnych vlastnosti je, Ze jednotlivé enantiomery stejné latky staceji rovinu
polarizovaného svétla o stejny uhel, ale v opacném sméru. Pokud enantiomer staci rovinu
polarizovaného svétla doleva, tedy proti sméru pohybu hodinovych rudicek, jednd se
o levotoCivy izomer, oznacovany jako (-), pokud po sméru hodinovych rucicek, jde
o pravotocivy izomer (+). Absolutni konfigurace chiralnich center je oznacovana podle Cahna,
Ingolda a Preloga, jako R —rectus (pravy) a S — sinister (levy). Dalsi odliSnou vlastnosti je rozdilna
rychlost interakce s jinymi chirdlnimi slouceninami. VyuZiti tohoto jevu je velmi duleZité
pro interakce molekul v Zivém organismu. Rozdilna rychlost interakce je dobfe patrna i pfi déleni
(separaci) enantiomerd. [6] [7]



2.1.2 Asymetrie molekuly

Nejcastéjsi charakteristikou chiralnich molekul je uhlik, vazajici ¢tyfi odlisSné substituenty.
Na tomto uhliku vznikd asymetrické centrum, a proto je i tento uhlik oznacovan
jako uhlik asymetricky (Obr. 2). Asymetrické centrum muze byt vytvofeno i na jinych atomech,
jako je naptiklad dusik, kfemik, sira, fosfor a dalsi. [9]

Pokud se u latky vyskytuje pouze jeden asymetricky atom, je mozno nalézt dva jeji optické
izomery, enantiomery. Mezi sebou se lisi prostorovym usporadanim v centru chirality a neni
mozné tyto latky ztotoznit. [10]

Obr. 2 : Asymetricky uhlik. [9]

Ma - li latka vice nez jeden asymetricky atom, pak je mozné nalézt 2" jejich optickych
izomerl. Stereoizomery latek obsahujicich vice asymetrickych atomU rozdélit na enantiomery
a diastereomery. Enantiomery jsou latky, které maji ve vSech svych chirdlnich centrech opacnou
konfiguraci a jsou tedy dokonalymi zrcadlovymi obrazy. Diastereomery jsou konfiguracni
izomery latky, liSici se prostorovym uspofdadanim v jednom nebo nékolika centrech chirality
a zaroven nejsou svymi dokonalymi zrcadlovymi obrazy. Diastereomery identické latky maji
na rozdil od enantiomeru odlisné fyzikalni vlastnosti. [7]

Ekvimolarni smés dvou enantiomer(l je nazyvdna jako racemicka smés (racemat). Je to
opticky neaktivni smés skladajici se z 50 % prvniho enantiomeru a 50 % enantiomeru druhého.
V porovnani s opticky Cistymi enantiomery se mlze racemickd smés v nékterych fyzikalnich
vlastnostech vyrazné lisit. [7] [10]

2.1.3 Chiralni biologicky aktivni latky

Ve stereospecifickych reakcich, probihajicich v Zivych organismech se mdze velmi dobfe
projevit schopnost enantiomer( odlisné reagovat s ostatnimi chiralnimi latkami (napf. enzymy
a receptory). Tyto reakce jsou casto jednim z dalezitych mechanism{ ucinku u chirdlnich I1éciv.
Biologicka aktivita rGznych enantiomer( jedné substance se tedy mize velmi zasadné lisit. Léciva
mohou odlisné plsobit, jak v rdmci farmakodynamiky, tak v ramci farmakokinetiky. [10] [11]

Mezi odlisSné farmakodynamické jevy patfi rGzny kvalitativni a kvantitativni acinek.
Kvantitou ucinku se lisi napfiklad enantiomery isoprenalinu, kdy ( - ) - izomer je 800x U¢innéjsi
nezjeho (+) -izomer. Také S - ( - ) izomer methacholinu je cholinomimeticky 250x uc¢innéjsi nez
jehoizomer R. [10] [11]

Kvalitou ucinku se odlisuji izomery parenteralniho anestetika ketaminu, kdy jeho
S - izomer ma vyrazné méné vedlejsich ucink( po operaci pacienta. Historicky velmi nebezpecné
bylo podavani racemické smési thalidomidu, kdy jeho R -izomer je sedativem a S - izomer je
teratogenem zpUsobujicim nedostatecny vyvin koncetin (fokomelii) (Obr. 3). Navic i pfi pouZiti
Cistého R - izomeru muze in vivo dochazet k jeho preméné na S - izomer. Tato pfeména mize
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v Zivém organismu zpUsobit fatalni nasledky. OdliSnou biologickou aktivitu prokazuji také
enantiomery propoxyfenu, kdy levopropoxyfen plsobi analgeticky, zatimco dextropropoxyfen
je antitusikem. lzomery mohou mit ale i opacné ucinky. Takovym pfikladem je opioidni
analgetikum picenadol. Jeho ( +) - izomer je agonistou W - receptoru, (- ) -izomer je naopak
slabym antagonistou tohoto receptoru. [12] [13]

o) 0
H
Aoph |
HN—\ H NH
0 o o ©
R-thalidomid S-thalidomid

.

Obr. 3 : Thalidomid a fotografie ditéte s fokomelii. [14]

Enantiomery [é¢iv mohou mit také odliSné farmakokinetické chovani. Prikladem je liSici se
prabéh odbouravani lokalniho anestetika prilokainu. Jeho S - izomer je pomalu hydrolyzovan
amidazou, zatimco R - izomer je rychle hydrolyzovan na toluidin. DalSim z pfikladd je rdzna sila
vazby proteinl u antiarytmika dysopyramidu, kdy S - dysopyramid vaze proteiny daleko silnéji
nez - li R -dysopyramid. U dvou enantiomer(l stejného |écCiva lze pozorovat i stereoselektivni
inhibici metabolismu. Pfikladem je (+)-izomer antilipidemika fluvastatinu, ktery inhibuje
mnohem silnéji enzym CYP 2C9 (Cytochrom P 2C9) nez ( - ) - izomer. [11] [13]

Nékteré enantiomery lé¢iv plsobi odlisné i v zavislosti na pacientové zdravotnim stavu
(interkonverze ibuprofenu), véku (odbourdvani hexobarbitalu), pohlavi (odbourdvani
methylfenobarbitalu) a odlisnych genetickych faktord (metoprolol) pacienta. [11]

2.2 Separacni metody pro stanoveni enantiomert

2.2.1 Historie

PFi syntéze novych chiralni |éCiv v minulosti vznikaly latky pfevdzné ve formé racemickych
smési. Hlavnim dlvodem tohoto trendu bylo nedostatecné technické vybaveni laboratofi
a ztoho plynouci problémy pfi syntéze Cistych enantiomer( a zaroven také vysoké financni
naklady na asymetrickou syntézu. Technicka vybavenost a znalosti o struktufe a funkci
enantiomerd se v ¢ase velmi zlepSovaly a postupné zacala éra asymetrickych syntéz. Dnes je
komercné mozné nalézt velikou Skalu chiralné Cistych latek a reagencii. [11] [15]

Z dlivodu tohoto vyvoje, bylo nutné, aby se zacaly dynamicky vyvijet také analytické
metody, zajistujici enantioselektivni separaci a dokazujici tak spravnost i efektivitu
asymetrickych syntéz. V soucasnosti se v analyze enantiomer( uplatiuji prevazné dva zakladni
pfistupy. Prvnim z nich jsou metody chromatografické a druhym metody elektromigracni. [11]
[15]
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2.2.2 Chromatografické metody separace chirdlnich latek

Mezi zékladni chromatografické metody vyuZivané k analyze chirdlnich latek patfi TLC
(Thin Layer Chormatography), GC (Gass Chromatography), HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), SFC (Supercritic Fluid Chromatography), SMB (Simulated Moving Bed) nebo
také enantioselektivni membrany. Zakladnim principem vSech vySe uvedenych metod je
opakované ustalovani rovnovahy a rozdilna distribuce délenych latek mezi SF (stacionarni fazi)
a MF (mobilni fazi). [11] [15] Princip separace délenych latek je zndzornén na obrdazku ¢. 4. [8]

mobilni

faze stacionarni faze

, g vzorek chromatogram

Obr. 4 : Princip HPLC separace. [8]

2.2.2.1 Tenkovrstvd chromatografie

Jednou z moznosti chromatografickych metod pouZivanych pro separaci optickych
antipod( je tenkovrstva chromatografie (TLC). U této techniky se mohou uplatnit dva zakladni
pristupy k separaci a kvantitativnimu stanoveni enantiomer(. [15]

Prvnim pfistupem je vyuZiti komeréné nebo nekomercné vyrobenych chiralnich
stacionarnich fazi (CSP, chiral stationary phases) v kombinaci s achiralni mobilni fazi. Jako CSP
pro analyzu velmi poldrnich optickych antipod(l (napf. aminokyseliny tryptofanu) lze vyuzit
modifikovanou mikrokrystalickou celulézu. [15] [16] [17] Pro separaci optickych antipodl
alkohold a amint obsahujicich jednu nebo vice aromatickych skupin, nebo pro separaci antipodi
obsahujici karbonylovou skupinu v a-nebo P - pozici je velmi vhodné vyuZit triacetatem
modifikovanou mikrokrystalickou celulézu (MTCA, microcrystalline cellulose triacetate). [15]
[18] DalSimi z vyuZivanych CSP pro tenkovrstvou chromatografii jsou molekuldarné vtisténé
polymery (MIP, molecularly imprinted polymers) s chirdlnimi kavitami, nebo chiralni stacionarni
faze napusténé komplexem riznych chiralnich selektor(. [19] [20]

Druhou z mozZnosti je vyuZiti kombinace achiralni SF a MF s pfidavkem chirdlniho aditiva
(selektoru). Jako achiralni stacionarni faze byva velmi Casto vyuZivan komercéné dostupny
modifikovany silikagel (C18). [21] Jako chiralni selektor pridavany do MF z divodu Uspésné
separace enantiomer( latek jako jsou alkoholy, aminokyseliny, flavonoidy a dalsi, je velmi
vyhodné pouZit aditivum B - cyklodextrin. [15] [22] Jinym chirdlnim selektorem pfidavanym
do MF pro separaci enantiomer( je hovézi sérovy albumin (BSA, bovine serum albumin). [23]

2.2.2.2 Plynovad chromatografie

Dalsi vyuZitelnou chromatografickou technikou pro stereochemickou analyzu je plynova
chromatografie (GC, gas chromatography). U této metody je SF ukotvena v kapilarni koloné
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a mobilni faze je zde pouZivana v plynném skupenstvi. VyuZiti GC v praxi je vSak vyrazné
omezeno. [11]

Zde, u této techniky, lze pro separaci enantiomerd vyuzit tfi zakladni druhy CSP (Chiral
Stationary Phases). Prvni typ CSP je zaloZen na tvorbé vicenasobnych vodikovych vazeb a v praxi
jsou casto vyuzivany diamidy aminokyselin. Druhy princip je zaloZen na koordinaéni vazbé
a tvorbé metalokomplexd. Treti zvyuZivanych SF jsou modifikované cyklodextriny.
Modifikované dextriny lze jako CSP vyuZit velmi dobfe pro separacni analyzu chiralnich
uhlovodika jako jsou alkany a cykloalkany. [15]

2.2.2.3 Vysokoucinna kapalinovd chromatogradfie

Nejcastéji v praxi vyuzivanou chromatografickou technikou pro separaci enantiomerd je
vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC, high performance chromatography). MoZnosti
jejiho vyuziti a zakladni charakteristiky jsou uvedeny v kapitole HPLC separace enantiomer(
(kapitola 2.3).

2.2.2.4 Superkriticka fluidni chromatografie

Superkriticka fluidni chromatografie (SFC, supercritical fluid chromatography) vyuziva
k procesu separace mobilni fazi pfi teploté a tlaku presahujicim superkriticky bod. Nejcastéji
vyuzivanou mobilni faze je oxid uhlicity. [24] Velikou vyhodou této techniky je nizkd viskozita
rozpoustédla v kombinaci s vysokym difuznim koeficientem. [25] Tento kombinovany efekt vede
k vyssi separacni uéinnosti a ke zkrdceni ¢asu analyzy v porovnani s technikou HPLC. [26]

PFi historicky prvni preparativni chiralni separaci pomoci SFC, byl jako SF pouzit
Y - mercaptopropylovy silikagel, na ktery byl kovalentné navazany (S) - N - (3,5 — dinitrobenzoyl)
tyrosin. [11] Dals$im z pozdéji vyuzivanych typl SF je silikagel modifikovany pomoci
polysacharidd. [27]

2.2.2.5 Simulated moving bed

Simulated moving bed (SMB) je kontinudlni chromatograficka separaéni technika, ktera
k separaci enantiomerd vyuZivd CSP stejné nebo velmi podobné tém, které jsou vyuZivany
v jinych chromatografickych technikdch. [11] Nejcastéji v praxi vyhledavanymi CSP jsou
polysacharidové CSP a déle také derivaty cyklodextrinu. [28] [29]

Nejvétsi odliSnosti této techniky v porovnani s HPLC je kontinudlni proces separace
(Obr. 5). Stacionarni faze je pfi aplikaci SMB pevné fixovana na svém misté, v procesu separace
vsak dochazi k periodickym posundm privodu a odtoku proudu mobilni faze, které jsou
umoznény diky rotujicimu ventilu. Pravé tyto posuny simuluji pohyb stacionarni faze v opac¢ném
sméru, neZ proudi faze mobilni a zapficinuji tak kontinudlni separaci analyt(l. Tato kontinudlni
separace slouzi k efektivnéjsimu rozdéleni analyt(, avsak instrumentace SMB techniky je velmi
finan¢éné nakladna. [11]

SMB je jednou z nejvice vyuzivanych chromatografickych kontinudlnich separacnich
technik, ktera ma své dlleZité misto nejen v petrochemickém a v cukrarském primyslu, ale také
v aplikacich souvisejicich s farmacii. [15] [30 ]Konkrétné ve farmacii se vyuziva mensich rozméru
instrumentace, nez tomu je v ostatnich odvétvich priimyslu. [11]
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Obr. 5 : Kontinudlini proces separace pri vyuZiti SMB. [31]

2.2.2.6 Enantioselektivni membrdny

Druhou z kontinudlnich separacnich metod enantiomer(l je vyuZiti enantioselektivnich
membran, které umoiZnuji selektivni transport jednoho z enantiomerd. Enantioselektivniho
efektu muiZe byt dosazeno pomoci pevnych nebo kapalnych membran. V obou ptipadech je
k separaci nutna pritomnost chiralniho selektoru v membrané. [11]

V pfipadé pevnych membran se jedna velmi ¢asto o imobilizaci chirdlniho selektoru
na achirdini rigidni strukture membrany. Jako selektor byva ¢asto vyuzivan karbamat celuldzy
nebo rdzné aminokyseliny. [11] [32]

Vyhodnéjsi moznosti je vSak vyuziti kapalnych membran, které umoznuje lepsi modulaci
a také optimalizaci separacnich podminek. Jako selektory jsou vyuzivany chiralni crown ethery
nebo cyklodextriny. [11] [33] [34]

2.2.3 Elektromigracni metody separace chiralnich latek

Mezi elektromigrani metody vyuZivané kanalyze chirdlnich Idtek patfi predevsim
kapilarni elektroforéza (CE), elektrokineticka chromatografie (EKC) a micelarni elektrokineticka
chromatografie (MEKC). VSechny tyto metody vyuzivaji principy kapilarni elektroforézy. [11] [15]

Velmi ¢asto pouzivanym chirdlnim selektorem v oblasti kapilarni elektroforézy jsou
makrocyklickd antibiotika, predevsim vankomycin. [35] Diky pfidavku vankomycinu jako
chirdlniho selektoru do zakladniho elektrolytu bylo separovano velké mnozstvi chiralnich latek.
Mezi konkrétni priklady patfi N - derivatizované aminokyseliny, analoga difenylbikarboxylatu,
nékterych kyselych herbicidd nebo také léciva loxiglumidu. [36] [37] [38] [32]

Casto vyuZivanymi selektory v CE jsou i cyklodextriny. Jsou to latky velmi dobie komeréné
dostupné, produkované predevsim diky enzymdm bakteridiniho kmene Bacillus. [39]
Cyklodextriny obsahuji lipofilni kavitu, zatimco jejich vnéjsi strana je hydrofilni. Této vlastnosti
je velmi dobre vyuzivani pfi interakci cyklodextrin(i s analytem. [40]

Dalsimi selektory mohou byt aminokyselinové polymerni surfaktanty, proteiny
(BSA - Bovine Serum Albumine, HSA - Human Serum Albumine) nebo molekularné vtisténé faze
(MIP). [41] [42] [43]
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2.3 HPLC separace enantiomert

HPLC technika je jednou znej¢astéji pouzivanych metod slouzZicich k separaci
enantiomer(. Separace enantiomer( je ale mozna pouze po specidlni Upravé stacionarni nebo
mobilni faze. Pro realizaci tohoto procesu je v systému nutno zajistit chirdlni prostredi separace
za poutziti chiralniho selektoru. Chirdlni selektory jsou komeréné dostupné ve velmi Sirokém
vybéru. Mohou byt syntetického, semisyntetického nebo ptirodniho plvodu. Mezi selektory
syntetického (semisyntetického) plvodu se fadi chirdini polyethery, methakrylatové polymery,
derivatizované cyklodextriny, derivaty polysacharid(i a modifikovana makrocyklicka antibiotika.
Komercné dobre dostupné jsou i chiralni selektory pfirodniho plvodu, jako jsou cyklodextriny,
makrocyklickd antibiotika, proteiny nebo napftiklad polysacharidy. V praxi ¢astéji vyuzivanou
variantou jsou semisyntetické a syntetické selektory z divodu jejich vyssi selektivity v porovnani
s pfirodnimi. [8]

Existuji dvé zakladni mozZnosti vyuZiti chiradlnich selektord. Jedna se o pfimy nebo neptimy
zpUsob separace enantiomerd.

Pf¥ima separace je technika zaloZzena na tvorbé chirdlniho prostredi v systému pomoci
pridavku chirdlniho selektoru (aditiva) do mobilni fdze nebo za poutziti chiralnich stacionarnich
fazi. Pridavek selektoru do mobilni faze neni zplsobem pfilis obvyklym. Hlavnimi davody nizsiho
praktického vyuziti jsou vysoké naklady na analyzu, snizena selektivita a Ucinnost separace
a problémy spojené s moznosti rozkladu aditiv v mobilni fazi. Naopak wvyuZiti chirdlnich
stacionarnich fazi je principem velmi oblibenym a v praxi nejvice vyuzivanym. Pfiklady
vyuzivanych CSP jsou uvedeny v kapitole 2.3.1. K dosaZeni separace dvou optickych antipod( je
zapotrebi tfibodova interakce mezi analytem a stacionarni fazi s ukotvenym chirdlnim
selektorem. Tato interakce je zndzornéna na obrdzku 6. [8]

A < > A

¢ —x— "
Obr. 6 : Zndzornéni tfibodové interakce analytu a staciondrni faze. [11]

Nepfima separace je zaloZena na principu derivatizace enantiomer(. Derivatizace probiha
chemickou reakci mezi chirdlnim selektorem a parem enantiomerd. Dusledkem této reakce je
vznik diastereoizomert, které je mozno separovat na béznych achirdlnich stacionarnich fazich.
Hlavni nevyhodou nepfimé separace je experimentalni narocnost pfipravy derivati a nutnost
vyuZiti témér stoprocentné opticky Cistého chiradlniho selektoru. Z tohoto dlivodu je zpUsob
neprimé separace témér zcela vytlacen jinymi separacnimi technikami. [1] [8]

2.3.1 Chiralni stacionarni faze

Jak jiz bylo zminéno v predchozi kapitole, nejcastéji vyuZivanou HPLC technikou
pro chirdlni separace je aplikace chirdlnich staciondrnich fazi. Jednd se o nejsnazsi a zaroven
nejoblibenéjsi zpisob modifikace HPLC systému, ktery je nutné provést pro Uspésnou separaci
enantiomerd. Spravny vybér stacionarni faze je zasadni pro Uspésnost separace enantiomerd.
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Mezi stacionarnimi fazemi se dnes vyskytuje velmi mnoho odlisnych typl provedeni.
Jednou z nejéastéji pouzivanych klasifikaci chiralnich stacionarnich fazi je rozdéleni CSP podle
jejich struktury na makrocyklicka antibiotika, polysacharidy, cyklodextriny, chiralni crown ethery
a proteiny. Existuje ale i fada jinych v praxi méné vyuzivanych stacionarnich fazi umoziujicich
separaci enantiomerl. Prikladem jsou glykoproteinové stacionarni faze spojené zrady
L - aminokyselin, nebo selektory Pirklova typu, které je moZzno zafadit mezi donor - akceptorové
stacionarni faze, nebo také molekularné vtisténé polymery a mnoho dalsich. [15] [44]

2.3.1.1 Makrocyklicka antibiotika

Prvni a velmi ¢asto vyuzivanou skupinou staciondrnich fazi pro chiralni HPLC separaci jsou
makrocyklickd antibiotika. Jako chirdlni stacionarni faze ztéto skupiny jsou wvyuZivany
teikoplanin, vankomycin a ristocetin A. Tyto makrocyklickd antibiotika jsou fermentacnimi
produkty Actinomyces teichomyceticus, Streptomyces orientalis a Nocardia lurida a jsou
kovalentné vazana na silikagel. Pro chiralni separaci je velmi dlleZité, Ze obsahuji velky pocet
chirdlnich center. Konkrétné teikoplanin obsahuje 23 chiralnich center (Obr. 7), vankomycin 18
a ristocetin A 37 chiralnich center. [8]

VSechna tfi antibiotika se skladaji z ,,aglykonové misky” tvorené makrocyklickym kruhem
a z peptidického fetézce s navazanymi cukernymi jednotkami. Aglykony vankomycinu
a teikoplaninu, na rozdil od ristocetinu A, obsahuji dva chlérem substituované aromatické kruhy.
Vankomycin je z vy$e uvedenych antibiotik nejmensi a obsahuje tfi makrocyklické kruhy, zatimco
ristocetin a teikoplanin obsahuji ctyfi makrocyklické kruhy. Specifikaci struktury teikoplaninu
jsou tfi monosacharidové jednotky (dvé jednotky glukosaminu a jedna jednotka mandzy). Obé
jednotky glukosaminu jsou N - acetylované. [11]

JADRO TEIKOPLANINU

N-acetylglukosamin

0 R SUBSTITUENTY

teikoplanin A2-1

*
! \/\/\/\/Y
* Ny, 0 .
HO teikoplanin A2-2
(o]
\/\/\/\/YT teikoplanin A2-3

" MT
D-manosa I teikoplanin A2-4
HO\\\\‘ x "’//OH Y\/\/\/YT teikoplanin A2-5
OH 0

Obr. 7 : Struktura teikoplaninu.

Schopnost separace enantiomeru je u této skupiny chiralnich selektord umoznéna diky
rznym mechanismlm interakce analytu se stacionarni fazi. Mezi zakladni mechanismy
uplatiujici se pfi interakci analytd s makrocyklickymi antibiotiky patfi interakce dipdl - dipdl,
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vodikové mustky, van der Waalsovy interakce a sterické efekty. Velmi casto dochazi
pfi interakci analytu se SF ke kombinaci vyse uvedenych mechanisma. [1]

Uspésnost separace enantiomer( je rovnéz ovlivnéna slozenim a zvolenym pH mobilni
faze. DuleZitou roli v procesu separace muze hrat i pfidavek organického modifikdtoru do MF
nebo nastaveni hodnoty teploty kolonového termostatu [8]

2.3.1.2 Polysacharidové chiralni stacionarni faze

V praxi €asto vyuzivanymi staciondrnimi fazemi jsou i pfirodni polysacharidy. V této
skupiné nalezly uplatnéni zdlvodu vlastni optické aktivity prevainé sacharidy amylosa
a celuléza (Obr. 8). Polymer celuldézy se sklada z 200 — 1400 jednotek glukosy spojenych
B -1,4 - glykosidickou vazbou, zatimco polymer amylézy obsahuje 500 — 20000 glukosovych
jednotek spojenych a - 1,4 - glykosidickou vazbou. [8]

£ CH,OR
0 L
HN o
CH,0R | ° CHa OR
n L - n
amylosa R substituent (3,5-dimethylfenylkarbamat) celulosa

Obr. 8 : Struktury amyldzy, celulézy a 3,5 — dimethylfenylkarbamdtu.

Z dlivodu nizké selektivity a problematické manipulace se samotnou celulézou a amylézou
nalezly své Siroké uplatnéni pfedevsim chemické derivaty téchto sloucenin. Derivatizace probiha
na volnych hydroxylovych skupinach téchto polysacharidli. Existuje celd tada rhznych
chemickych derivatl celuldzy a amyldzy, které se vyuZivaji jako chiralni selektory v HPLC.
K vybranym pfrikladiim patfi estery jako je acetdt, benzoat a 4 - methylfenylbenzoat, dale
fenylkarbamaty jako jsou fenylkarbamat, 4 - methylfenylkarbamat, 3,5 - dimethylfenylkarbamat
(Obr. 8), 4-chlorofenylkarbamat a dalsi. Prvni moZnosti ukotveni derivatizovanych
polysacharid( je pouhé naneseni jejich vrstvy na silikagel (tzv. coating), druhou mozZnosti je
ukotveni na silikagel pomoci kovaletni vazby. [8] [15] [45]

Spravny vybér chemickych derivatl celuldzy a amyldzy pro chirdini separaci enantiomer(
dané struktury je vSak velmi obtiZny, protoZe na procesu interakce se stacionarni fazi se podili
velké mnoistvi aspektd. Casto se jednd o interakci s pouze jednou funkéni skupinou, jindy jde
o geometrické usporadani molekuly.

Uspésnost separace je podobné jako u makrocyklickych antibiotik velmi ovlivnéna volbou
sloZzeni mobilni faze a konkrétni strukturou separovanych enantiomer(. Reverzni elu¢ni mod
(kapitola 2.3.2) vykazuje obecné lepsi selektivitu separace v porovnani s normalnim elu¢nim
maodem, jelikoZ v normalnim maédu dochazi k potlaceni tvorby vodikovych vazeb mezi analytem
a mobilni fazi. Reverzni mdd tedy vykazuje vyssi potencidl Uspésné chiralni separace. [8]
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2.3.1.3 Cyklodextrinové staciondrni faze

Dalsi chirdlni stacionarni fazi, jez vznika enzymatickou hydrolyzou v bakteriich rodu
Bacillus, jsou cyklodextriny. Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy slozené
z D - glukosovych jednotek, které jsou vzajemné propojeny a - 1,4 -glykosidickou vazbou.
Nejvyznamnéjsimi zastupci jsou a - cyklodextrin, slozeny ze Sesti glukosovych jednotek,
B -cyklodextrin se sedmi glukosovymi jednotkami a y - cyklodextrin obsahujici dokonce osm
glukosovych jednotek. Velmi ¢asto dochazi u cyklodextrinG také k derivatizaci, a tim ke zvyseni
separacni Ucinnosti téchto stacionarnich fazi. [46]

Pokud bychom se podivali na geometrické usporadani glukosovych jednotek, jednd se
o duty kuzel (kavitu), kde se na vnéjsim SirSim okraji kavity nachazi sekundarni hydroxylové
skupiny a na uzsim okraji jsou pritomny primarni hydroxylové skupiny. Vnéjsi ¢ast kavity je tedy
hydrofilni a vnitini ¢ast je ¢asti lipofilnéjsi, jelikoz se zde nachazi etherické kysliky a vodiky. [8]

Principem interakce analytu se stacionarni fazi je nejcastéji vniknuti nepolarni ¢asti
molekuly do kavity a nasledny vznik inkluzniho komplexu. Pro vznik komplexu je zdsadni velikost
kavity a velikost molekuly analytu. Tento jev probihd velmi dobte v polarnich rozpoustédlech,
mezi které se fadi predevsim voda a na Uspésnost separace ma velky vliv i pH mobilni faze. [8]

2.3.1.4 Chirdlni crown - ethery

Chiralni crown - ethery jsou makrocyklické polyethery obsahujici ethylenoxidovy
mustek (-CH,CH,0-). Pocet ethylenoxidovych mustkd urcuje velikost kavity tvorené crown -
ethery, podobné jako jiz dfive zminéné cyklodextriny. Atomy kyslikd v molekule hraji roli
donorovych ligandl elektrond. Crown - ethery jsou sami o sobé molekulami achiralnimi.
Chirdlnimi se stavaji az po zaclenéni nékteré z chiralnich molekul do jejich struktury. Téchto
molekul je cela fada, napfiklad 1,1 - binaftyl. [8]

Chiralni crown - ethery byvaji ve stacionarni fazi casto vazany na silikagel nebo
na polystyren. Jako chiralni stacionarni faze jsou uspésné vyuzivany
(3,3,difenyl - 1,1, - binaftyl) - 20 - crown - 6 - ether,
(+)-(18-crown-6)-2,3,11,12 - tetrakarboxylova kyselina nebo i kombinace dvou vyse
zminénych CSP. Interakce analytu s chiralnimi crown - ethery m(ize byt velmi zasadné ovlivnéna
slozenim mobilni faze, volbou jejiho pH a zvolenou teplotou kolonového termostatu. [8] [15]

2.3.2 Mobilni faze

Jelikoz je HPLC separace enantiomerl zaloZena na principu interakce analytu
se stacionarni a mobilni fazi, je pfi vyvoji metody HPLC separace enantiomer( velmi dilezity
nejen spravny vybér chirdini stacionarni faze, nybrz i vhodna volba faze mobilni. Dle vybéru
rozpoustédel pouzitych jako mobilni faze, Ize metody separace rozdélit do tfech zakladnich
elucnich madu. Jedna se o normalni elu¢ni maéd, eluéni mod poldrné - organicky a eluéni mod
reverzni. [8]
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2.3.2.1 Elucni mody

Prvnim z eluénich mdédu je méd reverzni. Pro tento mdd je typické vyuZiti mobilnich fazi
obsahujicich vodnou slozku. Vodné pufry jsou velmi ¢asto pouzivany ve smési s acetonitrilem,
methanolem, ethanolem nebo propanolem. Obvykle pouzivané pufry Ize rozdélit do dvou
skupin. Prvni skupinou jsou anorganické soli (fosforecnany, chloristany, sirany), zastupci druhé
skupiny jsou organické soli (mravencany, octany a dalsi). Vtomto mddu nachazeji uplatnéni
predevsim iontové interakce, sterické interakce a tvorba vodikovych mustkd.

Druhym z eluénich médu je méd polarné organicky. Vtomto médu jsou s oblibou
vyuZivana organicka rozpoustédla (acetonitril a methanol), velmi ¢asto s pfidavkem organickych
kyselin (octova, mravendi, trifluoroctova) a organickych bazi jako je triethylamin. | zde stejné
jako v médu reverznim nachazeji uplatnéni jak iontové interakce, tvorba vodikovych mustka, tak
sterické interakce. DilezZitou vyhodou polarné organického médu je snadné propojeni s MS
detekci, protoze vySe uvedenad rozpoustédla vyzita jako MF lze velmi snadno v iontovém zdroji
prevést do plynného skupenstvi.

Tretim elu¢nim médem je méd nepolarni (nékdy oznacovany i jako normalni). Zde
nachazeji své uplatnéni rozpoustédla nepolarni (n-alkany) velmi casto s pfidavkem nizSich
alkohold. Tato rozpoustédla ovliviiuji pfedevsim m - minterakce a dipélové interakce. [8]

Vybér elu¢niho médu zavisi velmi ¢asto na konkrétni rozpustnosti separovanych analyt(.
Pokud je analyt dobfe rozpustny ve vodé, je vhodné zvolit méd reverzni. Pokud je vSak analyt
Iépe rozpustny v organickém rozpoustédla, pak jsou lepsi volbou mddy nepolarni a poldrné
organicky. Obecné uspésnost separace klesa v poradi reverzni méd > polarné organicky mod >
nepolarni mad. [8]

2.3.2.2 Typy eluce

V HPLC separaci analytll je moZno vyuzit dva odliSné typy eluce: isokraticka a gradientova
eluce. Zatimco isokraticka eluce probiha za konstantniho sloZzeni mobilni faze a v pribéhu celé
analyzy nedochazi tedy ke zméné elucni sily MF, pfi gradientové eluci dochazi k programové
zméné sloZeni mobilni faze ve prospéch silnéjsi elucni slozky. Isokraticka eluce je vhodna
pro analyty s podobnymi fyzikalné - chemickymi vlastnostmi, kdy je mozno dosdhnout separace
velmi podobnych struktur rdznych analytl. Volba gradientové eluce je naopak vyhodna
pfi vyrazné odlisnych fyzikalné - chemickych vlastnostech separovanych analytl a casto vede
ke zkraceni doby analyzy v porovndni s eluci isokratickou. [8] [47]

2.3.2.3 Chaotropni cinidla

Pro chiradlni HPLC separaci enantiomer( je velmi vyhodnou variantou vyuZiti pridavku
tzv. chaotropnich Cinidel do mobilni faze. Jako chaotropni Cinidla jsou v HPLC separaci obvykle
vyuzivany malé anorganické ionty. Jejich pfitomnost ve vodné mobilni fazi zplsobi naruseni
vodikovych mustk( a zaroven zavadi chaos do iontové struktury molekuly. Pfidavek
chaotropnich ¢inidel mGze rovnéz zplsobit snizeni hodnoty chvostovani piku nebo také zpusobit
kompresi piku a vylepsit tak celkovou symetrii piku. Pfesny mechanismus plsobeni chaotropnich
Cinidel je vSak velmi nejasny. Velikost vlivu pfidavku chaotropnich ¢inidel do mobilni faze pfi
HPLC separaci analytd vsak velmi vyrazné zavisi na strukturadch separovanych analytl a na
konkrétni volbé HPLC stacionarni faze. [48]
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2.4 Alzheimerova nemoc

2.4.1 Historie Alzheimerovy nemoci

VsSe zacalo v listopadu roku 1901, kdy byla na psychiatrickou kliniku ve Frankfurtu
nad Mohanem pfivezena pacientka, pani Auguste D., ktera byla svéfena do péce némeckému
psychiatrovi Aloisi Alzheimerovi. Pacientka trpéla poruchami spdnku, paranoidnimi
predstavami a vypadky paméti. [49]

Alois Alzheimer se jiz od pocatku hospitalizace pani Auguste D. velmi intenzivné vénoval
studiu a dokumentaci zdravotniho stavu své pacientky. Zdravotni stav pacientky se s postupem
¢asu velice zhorSoval, az 8. dubna roku 1906 Auguste umirad s diagndzou tézké demence.
Po smrti pacientky objevil Alzheimer v jejim mozku senilni plaky a neuronalni klubka. [49] Toto
pozorovani, které objevil, bylo odliSné od klinickych zmén pti béZném starnuti mozku, a proto
jeho spolupracovnici navrhli, aby vySe uvedené onemocnéni neslo jméno pravé Aloise
Alzheimera. [50]

Prvni oficidlni zminka o Alzheimerové nemoci se datuje k listopadu roku 1906, kdy Alois
Alzheimer zvefejnil vysledky svého pozorovani pacientky Auguste D. na predndsce
v Tubingenu. [49]

2.4.2 Vznik a patofyziologie Alzheimerovy nemoci

Alzheimerova nemoc je nejcastéji vyskytujicim se typem demence (latinsky: , demens”,
de = mimo, od; mens =mysl, duch) a je soucasné s nemoci Parkinsonovou fazena mezi
degenerativni onemocnéni CNS. Spole¢nym projevem téchto nemoci je progresivni degenerace
neuroni ve specifickych oblastech mozku a michy s naslednymi zménami v bilé hmoté mozkové.
(51]

U degenerativnich onemocnéni ¢asto dochazi k poskozeni pouze urcité skupiny neuron(
a svazk( nervovych drah. Tyto choroby lze tedy tfidit dle prevaZujiciho postizeni na onemocnéni
michy, mozkové klry, mozecku, kmene mozkového a poskozeni bazdlnich ganglii.
U Alzheimerovy nemoci se jedna prevdiné o poskozeni mozkové kiry, nemoc Parkinsonova
se fadi mezi onemocnéni postihujici bazalni ganglia. [52]

Na vzniku Alzheimerovy nemoci se pravdépodobné podileji velikou mirou jak vlivy
genetické, tak rovnéz faktory prostredi. Mezi faktory, které pochazi z prostredi a ovliviiuji vznik
a progresi tohoto onemocnéni patfi predevsim viry, priony, toxiny vstupujici do mozku cestou
¢ichovych nerva, stres a dalsi faktory, se kterymi se ¢lovék béhem Zivota setka. [51] [53]

U nékterych pacientll se na chromozomu 21 vyskytuje geneticky defekt bilkovinného
prekurzoru 8- amyloidu, ktery je odbourdvan na amyloidové peptidy o délce 39 aZz 43
aminokyselinovych zbytk(. [53] [54] Vznikajici peptidy se mohou spojovat v proteinova vldkna
dlouhd 7 — 10 mm. Tato vldakna poté agreguji s ApoE4 (apoenzym E4), proteoglykany
a s al - antichymotrypsinem a nasledné vznikaji senilni plaky o priméru desitek az stovek um.
Senilni plaky jsou velmi ¢astym nalezem na mozku pacientll postizenych Alzheimerovou
chorobou. V placich jsou dale obsazeny deformované dendrity a axony sabnormalnimi
intracelularnimi neurofibrilami ozna¢ovanymi jako neuronalni klubka. Tyto patofyziologické jevy
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je moziné vidét na obrazku 9, kde je zobrazena poskozena mozkova klra pacienta trpiciho
Alzheimerovou nemoci. [53]

Obr. 9 : SP — senile plaques (senilni plaky), T - tangles (neurondini klubka). [55]

Depozita 8- amyloidu se vyskytuji i u dalSich onemocnéni, spojenych s genetickou
odchylkou na 21 chromozomu. Ptikladem takové odchylky je trisomie 21. chromozomu, ktera
se velmi Uzce poji s Downovym syndromem. [53]

Zajimavé je i porovnani fyzikdlnich a biochemickych parametrd 8 - amyloidu nalezeného
v lidském mozku s 8 - amyloidem nalezenych v mozku modelovych zvitat. Naptiklad u Simpanz(
byl nalezen vyrazné Iépe rozpustny 8 - amyloid, nez je 8 - amyloid nachazejici se u pacientl
trpicich Alzheimerovou nemoci. [56]

Vyse uvedené B -amyloidové peptidy mohou také reagovat sreceptory na povrchu
bunék. Po reakci dojde k poruseni bunééné membrany a nasledné se z burky uvolni volné
kyslikové radikaly, které prostrednictvim depolarizace bunééné membrany mohou zvySovat
neurondlni intraceluldrni koncentraci Ca?*. Kyslikové radikaly spole¢né svys$si koncentraci
vapenatych iontld zapficinuji hromadnou bunéénou smrt neuronl s nasledné vznikajicim
zanétem, ktery vyznamné poskozuje dalsi neurony v okoli. [54]

Spolecné se zanikem neuronl klesd i koncentrace cholin - acetyltransferazy, enzymu
nutného pro syntézu jednoho z nejdllezZitéjSich neurotransmiterd v mozku, acetylcholinu.
S pfibyvajicim poctem poskozenych neuronli klesd nejen koncentrace acetylcholinu, ale
i koncentrace dalsich neurotransmiterd, jako je noradrenalin, serotonin, neuropeptid Y a dalsi.
(53]

Dal$im ze zasadnich patofyziologickych jevll vyskytujicich se u Alzheimerovy choroby je
hromadéni tau (t) proteinu v mozkové tkani. U ¢lovéka postizeného Alzheimerovou nemoci je
na rozdil od zdravého jedince tento protein hyperfosforylovan. Z dlivodu hyperfosforylace
dochazi tedy kshlukovani a hromadéni t- proteinu v neurondlnich bufkach a k chybnému
pfenosu nervového vzruchu. [57]

Casto se vyskytujicim pfiznakem Alzheimerovy nemoci je i atrofie mozku a atrofie
korovych nerv(i (Obr. 10). Ke zménam dochazi v rlizné mire v celé kiife mozkové. Nejvice viak
byvaji postiZzeny frontalni, parietalni a temporalni laloky. [51] [52]
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Obr. 10 : Porovnani zdravé mozkové kiry (vlevo) s atrofovanou mozkovou kirou (vpravo). [55]

2.4.3 Klinické projevy

Klinicky se u pacientll objevuje zanik dusevnich schopnosti a progresivni chatrani téla. [52]
Z pocatku nemoci se vyskytuji pomalé vypadky paméti, zmatenost a chybna rozhodnuti.
S rozvojem nemoci dochazi velmi Casto k anterogrddni amnézii. S rostouci progresi nemoci
dochazi k motorickym vypadkim, jako napf¥. poruchy feci, ataxie, anomalie svalového tonu
a hyperkineze, pozdéji dochazi k nedbalosti pfi oblékani a osobni hygiené (Obr. 11) [53]
Zavaznost klinického stavu pacienta velmi dobre koreluje s nalezenou koncentraci 8 - amyloidu.
[56]

Déle se u pacientl vyskytuji poruchy kognitivnich funkci, halucinace a pfipadné i ztrata
sebekontroly. Téchto zmén s rostoucim vékem pfibyva. V prdbéhu onemocnéni muize dojit
u pacientl i k dplné dezorientaci a k nemoznosti komunikace s ostatnimi lidmi. [51] [58].
Choroba ve své findIni fazi zplsobi vétSinou smrt pacienta. [59]

A

zhorseni
kognitivnich
schopnosti

poruchy feci

- zapominani
- opakované otazky

agitovanost

- hledani slov

neschopnost
dennich aktivit

ABJS JuQyuNy

- oblékani
- stravovani
- koupani

progrese v ¢ase
Obr. 11 : Obvykly priibéh Alzheimerovy choroby v case. [59]

V roce 2014 byl pocet pacientd s diagnostikovanou Alzheimerovou chorobou odhadovan
na 35 milion(. Dle odhad(l odbornikd by se do roku 2050, v souvislosti se zvysujicim se vékem
populace, mohl pocet diagnostikovanych pacientl s touto nemoci az ztrojnasobit. [58]
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2.5 Lécba Alzheimerovy nemoci

2.5.1 Cil léeby

PFi rozhodovani o Iécbé je kladen diraz na etiologii demence, jeji pokrocilost, zavaznost
poruch chovani a na soucasny vyskyt komorbidit. LéCebny plan je volen vzdy individudlné a
ve spoluprdci s nemocnym i jeho rodinou.

Z pocatku onemocnéni je velmi dulezitym faktorem presna diagnostika. Hlavnim cilem je
tedy snaha zahdjit spravnou |écbu jiz v pocatecni fazi onemocnéni a vylepSovat deficit
kognitivnich funkci.

V pozdéjsi fazi onemocnéni je cilem Ié¢by zpomalit progresi choroby a pokusit se o co
nejdel$i udrZeni sobéstacnosti pacienta. Pfi hodnoceni vhodnosti nasazené Iécby se hodnoti
nejen kognitivni funkce ale i schopnost pacienta pecovat o sebe sama, schopnost vykonavat
béZné Cinnosti a v neposledni fadé i zatéz, kterou pacient pfinasi svému pecovateli. Klinicky
se hodnoti specifické biomarkery a diky emisni tomografii i aktudlni mnoZstvi amyloidovych
plakl v mozku.

Ve findlni fazi je kladen diraz na paliativni postupy a pecovatelskou sluzbu. [59]

2.5.2 Nefarmakologicka opatreni

Pfi nefarmakologickém pftistupu k |écbé demence je tfeba sledovat a pfipadné i lécit
faktory, které pribéh tohoto onemocnéni zhorsuji. Mezi tyto faktory patfi metabolické poruchy
(diabetes), infekce rlizné etiologie, hypertenze, ¢i napf. malnutrice. Je doporucovan denni prijem
35 kcal/kg, pfijem vitaminU skupiny B, kyseliny listové a selenu. [59]

Dulezité je také udriovat pravidelny denni rezim a omezit radikdlni zmény. Rutina
napomaha udrZeni samostatnosti a sobéstacnosti pacienta. Velmi prospésna je i pravidelnd
fyzicka aktivita. PeCovatel by mél poskytovat pouze nejnutnéjsi péci, kterd odpovida stupni
postizeni pacienta. [59]

2.5.3 Soucasna farmakologicka terapie

Jelikoz velmi vyznamnym rysem Alzheimerovy choroby je nedostatecna cholinergni
aktivita CNS, zplsobena vyraznym snizenim hladiny jednoho z hlavnich neuromediatord,
acetylcholinu, je soucasna farmakoterapie zamérena pfedevsim na skupinu cholinergik. Hlavni
pficinou poklesu koncentrace acetylcholinu v synapsich je snizenda aktivita
cholinacetyltransferazy, enzymu zodpovédného za syntézu acetylcholinu.

Acetylcholinesterdza je naopak enzym, jehoZ hlavni funkci je rozklad acetylcholinu
v synapsich. Z divodu navysSeni koncentrace acetylcholinu v synapsich byly do praxe zavedeny
centrdlni inhibitory acetylcholinesterazy. Prvni skupinou léciv pouZivanou v klinické praxi jsou
tedy centrdlni inhibitory acetylcholinesterazy (AChE). [58 [60] Mezi zastupce registrované
v Ceské republice patii rivastigmin, galantamin, 7 - methoxytakrin a donepezil. [61] [62]

Druhou, ze skupin léciv uplatiujicich se ve farmakoterapii Alzheimerovy choroby, jsou
inhibitory N - methyl - D - aspartatovych (NMDA) receptorl. Registrovanym zdstupcem této
skupiny lécCiv je memantin. K aktivaci NMDA receptort dochazi pti zvysené hladiné excitotoxicky
pUsobici kyseliny glutamové, ktera je pfitomna v mozku pfi Alzheimerové nemoci. Memantin
brani této aktivaci navazanim své molekuly uvnitf kanalu receptoru. [58] [59] [60] [61] [62]
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2.5.3.1 Strategie lécby

| strategie |éCby se odviji pfevazné dle aktudlniho stavu pacienta. Pokud se pacient nachazi
v pocatecni ¢i stfedné tézké fazi progrese onemocnéni, jsou klécbé indikovany centralni
inhibitory cholinestarazy, jako napf. rivastigmin, ¢i galantamin. Pfi téZké demenci byva od lékare
vétSinou predepisovdan memantin. [59]

Utinek viech Ié¢iv, kterd jsou prozatim uvedend do praxe, je pouze symptomaticky
a nefesi ani etiologii, ani progresi Alzheimerovy choroby. Uvedena léciva slouzi prevainé
ke zlepseni kvality Zivota pacient(. [58]

2.5.3.2 Centralni inhibitory acetylcholinesterdzy

Mechanismus Ucinku této skupiny IéCiv spociva v centralni inhibici enzymu AChE. Diky
inhibici enzymu je acetylcholinesteraze branéno v rozkladu neuromediatoru acetylcholinu, a ten
je nasledné v synaptickych spojich pfitomen v dostate¢ném mnozstvi pro Ucinny pfenos signalu
v CNS. Pokud by acetylcholinesteraza inhibovdna nebyla, doSlo by k okamZitému rozkladu
acetylcholinu na cholin a acetdt, a tedy i k vyraznému nedostatku acetylcholinu v nervovych
synapsich. [58] [59] [60]

Molekula AChE se sklada ze dvou proteinovych fetézcl, retézce o a 8. V 6 - fetézci
se nachazi 8 - anionické misto a y - anionické misto, které je oblasti hydrofobnich interakci.
V a - fetézci se nachazi aktivni misto enzymu, kde dochazi k rozkladu acetylcholinu. Aktivni misto
je tvoreno a -anionickym mistem (karboxylem aspartatové nebo glutamové kyseliny)
a estratickym centrem (hydroxylem aminokyseliny serinu). Na obrazku 12 je znazornéno
strukturni uspofadani molekuly AChE. [60] [63]

Obr. 12 : Strukturni usporaddni AChE (ES: estratické centrum, AS: anionické misto) [63]

Nejpravdépodobnéjsi teorii je, Ze pfi interakci acetylcholinu s AChE nejprve dochazi
k tvorbé iontové vazby mezi amoniovou skupinou acetylcholinu a «a - anionickym mistem
enzymu, nelze vsak vyloucit, Ze pro vazbu jsou dulezitéjsi hydrofobni interakce mezi molekulami.
Acetylcholin, ktery je vazan k molekule AChE, je poté degradovan na cholin a zbytek kyseliny
octové. Cholin se velmi snadno uvolni a zbytek kyseliny octové se navaZze na hydroxyl serinu
v estratickém centru. Vznikd teda acetylovana AChE, kterd je béhem zlomk( vtefiny
reaktivovana hydrolytickym odstépenim kyseliny octové. [60]
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Centralni inhibitory AChE lze rozdélit dle zpUsobu interakce s aktivnim mistem AChE
do dvou podskupin. Kompetitivni inhibitory AChE reaguji pfimo s aktivnim mistem AChE.
Nekompetitivni inhibitory AChE interaguji s jinou ¢asti molekuly, ovliviuji vSak konformaci
aktivniho mista a tim znemoZnuji pristup substratu do aktivniho mista. [58]

2.5.3.2.1 Kompetitivni inhibitory AChE

vvvvvv

Rivastigmin (Obr. 13 vlevo) je ucinna latka, zavedena do praxe roku 2000. Jeho formou
pouZiti je z dlvodu lepsi rozpustnosti prevazné sul (tartarat). Zakladem struktury je kyselina
karbamova a terciarni aminoskupina, ktera umoznuje prestup léciva pfes hemato - encefalickou
bariéru a z toho plynouci pisobeni v CNS. [58] Toto léCivo blokuje funkci AChE po dobu 10 hodin
zpUsobem reverzibilni inhibice (karbamylace) jejiho aktivni misto na retézci a. Rivastigmin je
zastupcem stabilizované, efektivni a dlouhotrvajici symptomatické Ié¢by Alzheimerovy nemoci.
[64]

Galantamin (Obr. 13 vpravo) je u¢inna latka zavedena do praxe roku 2001, ale k jeji izolaci
doslo jiz v 50. letech 20. stoleti ze snéZzenky Woronovy (Galanthus woronowii). [65] Jeho hlavni
vyhodou je dobré vstiebavani po peroralnim podani, nevyhodou je vsak tvorba zasobniho depa
v tukové tkani. [58] Galantamin patfi nejen do skupiny inhibitort AChE, ale jeho ucinek zvysuje
také alosterickd modulace nikotinovych receptort, kterd zapfticini zvyseni efektivity prenosu
nervového vzruchu. [66] Galantamin ucinkuje také na periferni nervovy systém, z ¢ehoz plynou
vedlejSi gastrointestinalni potiZze. Tyto potiZe je vSak mozné odstranit soucasnym podanim
prokinetika itopridu. [59]

* ~_ _CH
H,C” N0 NS

|
CH, CH; CHs

rivastigmin galantamin
Obr. 13 : Struktury kompetitivnich inhibitor( AChE.

2.5.3.2.2 Nekompetitivni inhibitory AChE

Prvnim ze zavedenych nekompetitivnich inhibitord AChE byl v roce 1993 takrin (Obr. 14
vpravo). Velmi brzo po zavedeni léCiva do praxe dochazi i kjeho stazeni ztrhu z dlivodu
hepatotoxicity a vedlejsich gastrointestindlnich potizi. Zakladem jeho struktury je akridinovy
skelet. Kromé AChE plsobi takrin také na nikotinové a muskarinové receptory
na monoaminooxidazy nebo také na zpétné vstiebavani (reuptake) serotoninu. [58]

V roce 1996 je do praxe zavadén donepezil (Obr. 14 vlevo) a dodnes plati, Ze je jednim
z nejucinnéjsich centralnich inhibitord AChE. Jeho stabilita, Ucinnost a prospéch pfi |écbé byl
dokazan na mnoha vysledcich rlznych testd. Donepezil ma antioxidacni aktivitu a zabranuje také
ukladani 8 - amyloidu v CNS. PFi jeho pouZiti je vyhodou dobra biologickd dostupnost, dlouhy
polocas Ucinku a témér zadné vedlejsi ucinky. [58] [67]
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Obr. 14 : Struktury nekompetitivnich inhibitor( AChE.

2.5.3.3 Inhibitory NMDA receptorii

Jedinou v Ceské republice registrovanou Uéinnou latkou patfici do skupiny inhibitort
NMDA receptord, pouzivanych jako lé¢iva na Alzheimerovu nemoc, je memantin (Obr. 15). Tato
molekula je derivatem adamantanu a byla zavedena na trh v roce 2002. [58] Uzivani memantinu
slouZi jako prevence k patologickému narlstu koncentrace vapenatych iontl a ke sniZeni hladiny
oxidacniho stresu v postsynaptickych neuronech. [68] Léba memantinem vede ke zlepseni
kognitivnich funkci a ke zpomaleni progrese Alzheimerovy choroby. [59]

H,oN

Obr. 15 : Struktura memantinu.

2.5.4 Skupiny potencialnich léCiv Alzheimerovy nemoci

Z vyse uvedenych kapitol vyplyvd, Ze aktudlné klinicky zavedena léciva plisobi pouze
na kognitivni funkce a zpomaluji progresi Alzheimerovy nemoci. Z tohoto dlvodu jsou v riznych
fazich vyzkumu velmi intenzivné testovana nova léCiva, ktera by zasahovala do patogenetického
mechanismu Alzheimerovy nemoci. [59] [69]

Jednim z pfistupu pfi syntéze novych molekul je MTDL (Multi - Targed - Directed - Ligand).
Principem tohoto pfistupu je kombinace vice rliznych terapeutickych ucinkl u jedné molekuly
[éCiva. V praxi se mlZe tento zplisob promitnout napfiklad spojenim dvou odlisSnych molekul,
kdy kazdd ma svij terapeuticky benefit a vzajemnym propojenim téchto molekul poté vznika
molekula hybridni. Po spojeni molekul je nutno otestovat, zda jsou i v hybridni slouceniné
zachovany jejich plvodné zamyslené uUcinky. [69] [70]

2.5.4.1 Hybridni molekuly takrinu

Jednou z konkrétnich moznosti MTDL pfi organické syntéze je propojeni molekuly takrinu,
IéCiva Alzheimerovy choroby stazeného z trhu z dGvodu toxicity a molekuly, ktera ma jiny
podplrny ucinek pfi zasahu do |écby Alzheimerovy nemoci (napf. antioxidacni ucinky). Timto
spojenim molekul vznikaji slou¢eniny oznacované jako hybridni slouceniny takrinu. Pfikladem
takto syntetizovanych hybridnich  sloucenin  plsobicich jako potencidlni [|éciva
proti Alzheimerové chorobé jsou hybridy takrin - tryptofan, takrin - trolox, takrin - donepeuzil,
takrin - kumarin, takrin - amantadin, takrin - adamantylamin, takrin - chinon, takrin - kyselina
ferulova a dalsi. [69 - 76]

25



2.5.4.2 Hybridni molekuly takrin - tryptofan

Mezi nové testované hybridni molekuly patfi také hybridni slouceniny takrin - tryptofan.
Tento typ molekul byl syntetizovan v roce 2016 na Katedfe toxikologie a vojenské farmacie
Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralové. Syntéza spocivala
ve spojeni dvou odlisSnych struktur takrinu a tryptofanu pomoci dlouhého vice uhlikatého
fetézce (Obr.16). Molekula takrinu do hybridni molekuly vnasi schopnost inhibovat
acetylcholinesterdzu a molekula tryptofanu umozZnuje pokles akumulace 8 -amyloidovych
plakd. Tryptofan zplGsobuje rovnéz vylepseni pamétovych funkci. [5]

V laboratofich organické syntézy bylo syntetizovano 20 hybridnich sloucenin, které byly
nasledné postupné testovdny jako inhibitory lidské acetylcholinesterazy (butyrylcholiesterazy),
tedy i jako potencidlni |éCiva Alzheimerovy choroby. Slouceniny takrin - tryptofan vykazuji
in vitro pfestup pfes simulovanou hematoencefalickou bariéru a ddle u nich byla prokazana
schopnost inhibovat agregaci 8 - amyloidu. [5]

takrin tryptofan

inhibitor AChE\ pokles kumulace B-amyloidu

/\/\/\/ *

(0]

A

=
cl N K 1277

Obr. 16 : Schéma syntézy molekul takrin - tryptofan.

Po mnoha provedenych testech byl jako nejuspésnejsi kandidat na |écivo pUsobici v terapii
Alzheimerovy choroby vybran S —izomer latky K 1277. Tato latka vykazovala nejvyssi schopnost
inhibovat enzymy acetylcholinesterazu (ICso=6,31+0,24 nM) a butyrylcholinesterazu
(ICs0=9,07 £ 0,27 nM). Chemicky nazev této slouceniny je N-(2-((6 -chlor-1,2,3,4 —tetra -
hydroakridin - 9 - yl)amino)hexyl - 2 - amino - 3 -(1H —indol - 3 - yl) propylamid dihydrochlorid.
V ¢asti molekuly, kterd vznikla z tryptofanu se na druhém uhliku, ktery je asymetricky, nachazi
chirdlni centrum molekuly. Diky tomuto centru tedy existuji dva enantiomery této molekuly,
enantiomer R a S. MozZnost chiralni separace této molekuly nebyla prozatim nijak studovana,
proto se experimentalni ¢ast diplomové prace zabyva pravé chirdlni HPLC separaci latky K 1277.

5]
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3. ZADANI - CiL PRACE

Zadani diplomové prace bylo stanoveno v nize uvedeném rozsahu. Hodnoceni
namérenych vysledk( a jejich diskuse jsou uvedeny v kapitole 4.2.

Zadani prace:

e  Stanovte Cistotu latky K 1277 metodou normalizace a ovérte strukturu latky K 1277
pomoci vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie.

e \Vyberte vhodnou staciondrni fazi a vhodny modd separace pro chiradlni separaci
enantiomera latky K 1277.

e Ovérte vliv experimentdlnich podminek pro separaci enantiomer(l (napf. pridavek
vybranych kyselin do mobilni faze, testovani riznych chaotropnich ¢inidel).

e  Optimalizujte chromatografické podminky pro chiraini separaci latky K 1277 (slozeni
a pratok mobilni faze, teplota, velikost nasttiku, vliv rozpoustédla).

e U optimalizované chromatografické metody stanovte limit detekce, pfesnost opakovani
nastfik a zhodnotte, zda je moZiné metodu vyuZit pro separaci enantiomerd latky

K 1277 ve vzorcich lidské plasmy.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 METODICKA CAST

4.1.1 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy Sartorius CPA225D-0CE
Pfistroj Barnstead Smart2Pure 3 UV/UF (ThermoFisher Scientific, Némecko)

Pipety Eppendorf® Reference (0,5 — 10 pul, 10 — 100 pl, 100 — 1000 pl)
Trepacka Labdancer IKA pro usnadnéni rozpusténi vzorku
Ultrazvukova lazen EIma S 40 pro odplynéni mobilnich fazi

Kapalinovy chromatograf: Dionex UltiMate 3000 (ThermoFisher Scientific, Némecko)
Binarni vysokotlaké ¢erpadlo HPG-3400RS spojené s vakuovym odplynovaéem
Kolonovy termostat TCC-3000
Kolona Waters Atlantis® dC18 2,1 x 100,0 mm/3 um
Kolona Astec CHIROBIOTIC™ T 2,1 x 250,0 mm/5 pum
Kolona Lux®5 um Cellulose — 1 4,6 x 250,0 mm/5 pum
Automaticky davkovac WTS-3000 s nasttikovou smyckou o objemu 25 pl
Ctyikanalovy ultrafialovy detektor VWD-3000 RS
Detektor diodového pole DAD 3000
Programy Chromeleon 6.80 a Microsoft Excel 2013

Hmotnostni spektrofotometr: Q Exactive Plus (ThermoFisher Scientific, Némecko)
lonizace elektrosprejem (HESI - Heated ElectroSpray lonization)

Program Xcalibur 3.0.63 pro vyhodnocovani hmotnostnich spekter

pH metr Hanna edge (HI 2020) pro méreni pH mobilnich fazi
Tiepacka (Trepacka Multi Bio RS 24, Biosan) pro liquid - liquid extrakci
Centrifuga (Universal 320 R, Hettich Zentrifugen)

Lednice

Laboratorni sklo, vialky s vicky, mikrozkumavky a filtracni mikrozkumavky.

4.1.2 Chemikalie

PFi pfipravé mobilnich fazi byla pouZita nasledujici rozpoustédla a aditiva zakoupena
u firmy Sigma Aldrich: methanol, acetonitril, hexan, heptan, propan-2-ol, butan-2-ol,
triehtylamin, kyselina trihydrogenfosforecnd, kyselina mravenci, kyselina sirovd, kyselina
chlorovodikova, kyselina dusicna, kyselina octova, kyselina trifluoroctova, kyselina chlorista,
dihydrogenfosfore€nan sodny, mravencan sodny, methansulfonat sodny, chlorid sodny,
dusi¢nan sodny, trifluoroctan sodny, tetraflouroborat sodny, chloristan sodny a hexafluorofosfat
sodny, dimethylsulfoxid, hydroxid sodny, dichlormethan, ethylacetat a kyselina trichloroctova.
Pouzita rozpoustédla a aditiva dosahovala stupné Cistoty LC - MS, HPLC, popf. GC. Voda stupné
kvality ASTM typ | (18.2MQ.cm pf¥i 25°C) pro chromatografické analyzy byla pfipravena pomoci
pristroje Barnstead Smart2Pure 3 UV/UF.
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Pro ptipravu vzorkd lidské plasmy byla pouZzita lidska poolovana plasma (Human plasma
pooled, Biowest, S4180100). Jako standardy enantiomerl latky K 1277 byly vyuZity R
a S enantiomer, které byly syntetizovdny enantioselektivni syntézou na Katedre toxikologie
a vojenské farmacie v Hradci Kralové.

4.1.3 Latka K 1277

Diplomova prdce se zabyva chiralni separaci latky K 1277. Struktura latky K 1277 se sklada
z takrinové Casti a ¢asti tryptofanové (Obr. 17).

NH
H NH, I

i \/k/\ i 0]
~
Cl N

Oznaceni: K 1277
Sumarni vzorec: C3gH35CIN5O
Pfesna hmotnost: [M]= 517.26084;
[M+H]*=518.26811 (100.0%), 519.27147 (32.4%), 520.26516 (32.0%), 521.26852 (10.4%), 520.27482 (5.1%),
519.26515 (1.8%), 522.27187 (1.6%)
Zastoupeni prvku: C, 69.41; H, 7.18; Cl, 6.83; N, 13.49; O, 3.08

Obr. 17 : Separovand ldtka K 1277.

4.1.4 Priprava mobilnich fazi a zasobniho roztoku vzorku K 1277

Pro riizné metody separace latky K 1277 byla pfipravena fada mobilnich fazi (kapitola 4.2).
Po pripravé mobilni faze z danych sloZek bylo provedeno odplynéni MF na ultrazvukové lazni
v poméru 15 minut sonifikace na 200 ml roztoku. Pro pfipravu byly vyuZity 4 moZnosti slozeni
mobilni faze:

a) Cisté rozpoustédlo bez aditiva

b) Rozpoustédlo s pfidanym aditivem

c) Smés vice rozpoustédel

d) Smés vice rozpoustédel s pfidanym aditivem

Pfiprava zasobniho roztoku vzorku spocivala vrozpusténi priblizné 1 mg latky

K 1277 v 1 ml vody (pfi optimalizaci metody byl z divodu kompatibility rozpoustédla vzorku
a mobilni faze zvolen 50% ACN) ve vialce s vickem. Rozpusténi bylo provedeno na tfepacce.
Vzorky byly uchovany pfi teploté 5°C v automatickém davkovaci, aby nedochazelo k vyparovani
rozpoustédla, popf. ke krystalizaci vzorku.

4.1.5 Stacionarni faze

V experimentdlni Casti prace byly vyuZity tfi rGzné stacionarni faze. V nasledujicich
podkapitolach budou tyto pouzité stacionarni faze struéné charakterizovany.
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Kolona Waters Atlantis dC18 2,1 x 100,0 mm/3 um

Prvni z vyuZitych stacionarnich fazi byla kolona Waters Atlantis® dC18 3,0 um od vyrobce
Waters. Kolona je naplnéna modifikovanym silikagelem s oktadecylovymi fetézci a dvojitym
endcappingem. Zakladni charakteristika kolony Waters Atlantis je uvedena v tabulce 1. [77]

Tab. 1 : Charakteristika kolony Waters Atlantis dC18 2,1 x 100,0 mm/3 um [77]

Kolona Rozméry Pory (A) Standard pro separaci
Waters Atlantis 2,1 mm * 100 mm; 3,0 um 100 Acenaften

Kolona Astec CHIROBIOTIC T 2,1 x 250,0 mm/5 um

Druhou pouZitou stacionarni fazi byla kolona Astec CHIROBIOTIC™ T 2,1 mm x
250,0 mm/5 um, vyrobena firmou Sigma - Aldrich. Zakladni charakteristika kolony je uvedena
v tabulce 2.

Tab. 2 : Charakteristika kolony Astec CHIROBIOTICT 2,1 x 250,0 mm/5 um. [78]

Pory Standard Pratok Teplota Max. oH
Kolona Rozméry A) pro MF ) tlak meze Rozpoustédla
separaci (ml/min) (bar)
vsechna

Astec 2,1 mm * 5 - methyl - znamavH?LC
CHIROBIOTIC | 250mm; | 100 | 5 -fenyl 02-3 0-50 40 | 2,7-7 | fopoustéda
T 5,0 um hydanthoin lze poutzit jako

! MF pro tuto

SF

Kolona Lux Cellulose 1 4,6 x 250,0 mm/5 um

TFeti ze stacionarnich fazi byla kolona Lux® 5 um Cellulose — 1 4,6 x 250,0 mm/5 um,
vyrobena firmou Phenomenex. Chiralni separace na této stacionarni fazi je umoznéna diky
obsahu modifikatoru tris(3,5 - dimethylfenylkarbamat)celuléza. Zakladni charakteristika kolony
Lux Cellulose - 1 je uvedena v tabulce 3. [79]

Tab. 3 : Charakteristika kolony Lux Cellulose - 1 4,6 x 250,0 mm/5 pm. [79]

. Max.
Kolona Rozméry Pory Standard . TeEIOta tlak PH , Rozpoustédla
(A) pro separaci (°c) rozmezi
(bar)
vSechna znama
Lux Cellulose 4,6 mm x Trans - stilbe HPLC rozpoustédla
250 mm; 1000 . 0-50 300 2-9 s
1 5 0um n — oxid Ize pouzit jako MF
SH pro tuto SF *

* Vyjimky tvofi tetrahydrofuran, pyridin, aceton, chlorované uhlovodiky, dimethylsulfoxid, dimethylformamid,
N - methylformamid a ethylacetat.
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4.1.6 Vychozi nastaveni systému

Chiralni separace latky K 1277 byla provedena na pfistroji Dionex UltiMate 3000. Teplota
v autosampleru pro uchovani vzorku byla zvolena na 10°C. Teplota kolonového termostatu byla
pro hledani vhodnych podminek separace nastavena pfevdiné na 27°C. Volba této teploty je
arbitralni. Pfi optimalizaci teploty se teplota termostatu pohybovala v rozmezi od 15°C do 40°C.
Pratok mobilni faze byl volen v zavislosti na typu kolony a pohyboval se v rozmezi od 0,3 ml/min
do 1,2 ml/min. Nastfik vzorku byl upravovan na hodnoty od 0,1 pl do 25 pl. Byly provedeny
jak metody isokratické, tak metody gradientové. SloZeni mobilnich fazi pfi gradientovych
metodach je uvedeno vidy pod pfrislusnou tabulkou. Detekce probihala u vsech metod
pfi ¢tyfech vinovych délkach: 210 nm, 254 nm, 270 m a 290 nm (frekvence sbéru dat: 2,4 Hz,
Casova konstanta detektoru 0,6 s). JelikoZ pfi vinové délce 254 nm byla na chromatografickych
zaznamech odectena nejvyssi intenzita signdlu, byla tato vinova délka zvolena jako nejvice
reprezentativni a vSechny chromatografické zdznamy uvedené v diplomové praci jsou naméreny
pfi této vinové délce.

4.2 VYSLEDKY A DISKUZE

4.2.1 Kolona Waters Atlantis dC18 2,1 x 100,0 mm/3 pum

Prvni vyuZitou staciondrni fazi byla kolona Waters Atlantis® dC18, kde byla na této
stacionarni fazi stanovena C(istota latky K 1277 metodou normalizace. Chromatografické
podminky (Tab. 4) pro stanoveni Cistoty latky K 1277 jsou v textu oznaceny jako Wa 1 (Obr. 18).
250

mAU A:254 nm
i te= 3,05
200 —
100 —
0 ] Wal
min
: — — — — — — —
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.50

Obr. 18 : Chromatograficky zdznam, ze kterého byla stanovena Cistota ldtky K 1277.

Tab. 4 : Zvolené chromatografické podminky Wa 1 na koloné Waters Atlantis® dC18.

Oznageni a::ll\)'/:y Pritok Teplota | Nastiik Mobilni faze Hodnoceni
. (ml/min) (°C) (1) (v/v) tr (min)
(min)
MFA (H;0) + MFB (ACN) _
Wal 7,5 0,4 27 5 GRADIENT* tr=3,05

* GRADIENT: Eluce probihala za poufZiti linedrniho gradientu v systému MFA a MFB s vyvojem: 0 - 1 min 10% MFB, 1 - 4 min
10 - 100% MFB linearné, 4 - 5 min 100% MFB, 5 min 10% MFB skokem, 5 - 7,5 min 10% MFB.
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Pfi zvolenych chromatografickych podminkdch Wa 1 (Tab. 4) doslo keluci analytu
v retenénim ¢ase 3,05 minut. Cistota latky K 1277 pfi vinové délce 254 nm byla metodou
normalizace stanovena na hodnotu 98,91 %. Pro stanoveni Cistoty byl od chromatografického
zaznamu latky K 1277 odecten signal blanku a byl stanoven procentudlni podil plochy piku Iatky
K 1277 a plochy vSech ostatnich detekovanych pikd.

4.2.1.1 Hmotnostné spektrometricka analyza latky K 1277

Pfi zvolenych chromatografickych podminkdch Wa 1 byl chromatograficky systém
propojen s hmotnostné spektrometrickym (MS) detektorem. Pro kontrolu identity latky K 1277
byla vyuZita metoda full-scan, v pozitivnim mddu v rozsahu 100 — 1500 m/z. Parametry
iontového zdroje byly nastaveny takto: prltok obalového plynu (sheath gas) 50 arbitrarnich
jednotek, pritok rozptylového plynu (spare gas) 2,5 arbitrarni jednotky, pritok pomocného
plynu (aux gas) 12,5 arbitrarnich jednotek, teplota kapilary 262,5°C, teplota pomocného plynu
350°C, napéti 3,5 kV, S ¢ocky RF 50, pocet mikroskend 1, maximalni doba injektaZze 100 ms,
automaticka kontrola zisku (automatic gain control) 3e6 a rozliSeni 140 000.

“'ste2e83
518.2681 z=1

100+ Ca30Ha735CIN5 O ) ) Cao H37(§.)3§753C;;:18.2681
o] Teo’retlcke HRMS 1°°§ Experimentalni HRMS
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85- |
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7; C30Hs7CINs O BOE z=1
e 3 C30H37CINs O
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60; 505
555 555
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B SN IS — — L - — - OZHH‘ “““““““““““ [ S
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Obr. 19 : Experimentdlné stanovené HRMS ldatky K 1277 (vlevo) a predikované HRMS
pro jeji predpoklddanou chemickou strukturu (vpravo).

V MS analyze byl stanoven pomér m/z, ktery velmi dobfe odpovida teoretickému poméru
m/z pro latku K 1277 (Obr. 19). Stanovenda pfesnd hmotnost (HRMS - High Resolution Mass
Spectrometry) cinila pro  jednondsobné protonizovany  ion latky K 1277
[M + H]"=518,26830. U latky K 1277 dochazi v analytickém systému LC - MS také k dvojnasobné
protonizaci s hodnotou [M + 2H]** = 259,63776. Hodnota m/z jednou nabitého iontu latky
K 1277 velmi dobfe koreluje s predikovanou teoretickou hodnotou m/z = 518,26810
pro predpokladanou strukturu (Obr. 19).
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4.2.2 Kolona Astec CHIROBIOTICT 2,1 x 250,0 mm/5 um

Druhou z pouZitych stacionarnich fazi byla kolona Astec CHIROBIOTIC™ T. V literatufe
byla na této stacionarni fazi prokdzana separace mnoha chirdlnich chemickych struktur
(napf. a, 6, y aminokyselin, cyklickych aminokyselin, esencidlnich aminokyselin,
N - derivatizovanych aminokyselin, aj.), které jsou svou strukturou velmi podobné
analytu (K 1277) separovanému v diplomové praci. Chirdlni centrum K1277 se nachazi
v molekule tryptofanu, ktery je rovnéz jednou z esencialnich aminokyselin. Z tohoto dlivodu byla
stacionarni faze Astec CHIROBIOTIC T s ukotvenym makrocyklickym antibiotikem teikoplaninem
povaZovana za jednu z nejslibnéjsich moznosti volby stacionarni faze pro chiralni separaci latky
K 1277. [80]

Na této chiralni stacionarni fazi bylo provedeno hledani vhodnych podminek separace
enantiomer( ve tfech rlznych eluénich mddech. Vsechny vysledky mérené na koloné Astec
CHIROBIOTIC™ T maji oznadeni Ch. Néasleduje oznaceni jednoho ze tFi eludnich
moda (NM = normalni méd; PO = polarné - organicky méd; RM = reverzni méd) a poté Ciselné
poradi testovanych podminek.

4.2.2.1 Hleddni vhodnych podminek separace enantiomerii latky K 1277

Nepoldrni eluéni mod

Pfi hledani optimalniho sloZzeni mobilni faze pro separaci enantiomert latky K 1277 byly
na koloné Astec CHIROBIOTIC™ T 2,1 x 250 mm/5 pum v nepolarnim eluénim médu testovény
4 rGzné mobilni faze (viz tab. ¢ 5) a jejich chromatografické zaznamy jsou uvedeny
na obrdzku 20.

100
| mAU A:254 nm
50 —
i ch NM3
1 Jl Ch NM2
0
1 Ch NM1
| min
-50 — T T T T T T T
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 22.0

Obr. 20 : Chromatografické zdznamy na koloné Astec CHIROBIOTIC™ T v nepoldrnim eluénim
modu.
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Tab. 5 : Testované chromatografické podminky na koloné Astec CHIROBIOTIC™ T v nepoldrnim
eluénim maédu.

Oznageni ag:Il;jy Pratok Teplota | Nastrik Mobilni faze Hodnoceni
- (ml/min) (°C) () (v/v) tr (min)
(min)
Ch NM1 22,5 03 27 5 95% HEX + 5% 2-butanol Silna '”t:Frakce €
MFA (HEX) + MFB (IPA) _

Ch NM2 22,5 0,3 27 5 GRADIENT* tr=10,03

Ch NM3 22,5 0,3 27 5 95% HEX + 5% IPA Silna '”t:Frakce €
MFA (HEX) + MFB (butanol) Silna interakce se

Ch NM4 22,5 0,3 27 5 GRADIENT* -

* GRADIENT: Eluce probihala za poutZiti linearniho gradientu v systému MFA a MFB s vyvojem: 0 - 1 min 5% MFB, 1 - 16 min
5 - 100% MFB linearné, 16 - 17 min 100% MFB, 17 min 5% MFB skokem, 17 - 22,5 min 5% MFB.

Pfi hledani optimalniho sloZeni mobilni faze pro separaci enantiomert laky K 1277 byla
jako prvni mobilni faze v nepolarnim elu¢nim mddu testovand mobilni faze se slozenim
95% hexan a 5% 2 - butanol (Ch NM1). Druhymi ztestovanych podminek byla gradientova
metoda Ch NM4 vyuzivajici mobilni fazi sloZzenou zhexanu (MFA—mobilni faze A)
a 2-butanolu (MFB-mobilni faze B). Vobou vyse uvedenych pfipadech dochazi
k pomérné silné interakci analytu se stacionarni fazi, coz dokazuje i pfilozeny chromatogram
(Obr. 20). Z chromatografického zaznamu Ch NM3 se sloZzenim mobilni faze 95 % hexanu
a 5 % isopropanolu je patrné, Zze dochazi rovnéz k silné interakci latky K 1277 se stacionarni fazi.

Dalsimi testovanymi podminkami byla gradientovd metoda Ch NM2 se slozenim mobilni
faze z hexanu (MFA) a isopropanolu (MFB), kde doslo k eluci latky K 1277 v retencnim case
tr= 10,03 minut, aviak nebyla zaznamendna Zadna separace enantiomer( (Obr. 20).

Poldrné - organicky elu¢ni méd

Pfi hledani vhodnych podminek pro separaci enantiomer( latky K 1277 na koloné
Astec CHIROBIOTIC™ T v polarné - organickém eluénim maédu byly testovany 3 mobilni faze
(viz. Tab. ¢. 6.) a chromatografické zaznamy pfi téchto podminkach jsou uvedeny na obrazku 21.

500
1 mAU A:254 nm
250 —
] Ch PO3
A
i Ch PO2
0 /A~
. Ch PO1
—A
250 —
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-500 —— [
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 22.0

Obr. 21 : Chromatografické zdznamy na koloné Astec CHIROBIOTIC™ T v poldrné - organickém
elué¢nim médu.
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Tab. 6 : Testované chromatografické podminky na koloné Astec CHIROBIOTIC™ T
v poldrné - organickém elu¢nim maédu.

Oznageni a::It;:y Pratok Teplota Nastrik Mobilni faze Hodnoceni
. (ml/min) (°C) (1) (v/v) tr (min)
(min)

MeOH + 0,1% AA + Silna interakce se

Ch PO1 22,5 0,3 27 5 0,1% TEA SF
Ch PO2 22,5 03 27 5 MeOH + 0,1%FA+0,1%TEA | 1M '”tse; akee se
95% ACN + 5% MeOH + Silnd interakce se

ChPO3 22,5 03 27 > 0,3% AA +0,1% TEA SF

Pfi  hledani vhodnych podminek separace enantiomerl latky K 1277
v poldrné - organickém elué¢nim mddu byl jako prvni mobilni fdze pouzit methanol s pfidavkem
0,1% kyseliny octové (v/v) a 0,1% triethylaminu (v/v) (Ch PO1). Pti separacnich podminkach
oznacenych jakoCh PO2 byl testovan vliv pridavku 0,1% kyseliny mravenci (v/v)
a 0,1% triethylaminu (v/v). Mobilni faze vyuzita pfi separa¢nich podminkach Ch PO3 byla slozena
295 % acetonitrilu a 5 % methanolu s pridavkem 0,3% octové kyseliny (v/v) a 0,1% triethylaminu
(v/v). Z chromatografického zaznamu na obrazku 21 vyplyva, Ze pfi vSech vySe zminénych
chromatografickych podminkach (Ch PO1 - Ch PO3) dochazi ksilné interakci analytu
se staciondarni fazi.

Reverzni elu¢ni mod

PFi hledani optimalniho sloZzeni mobilni faze pro separaci enantiomer( latky K 1277 bylo
na koloné Astec CHIROBIOTIC™ T v reverznim eluénim médu testovano 12 rlznych sloZeni
mobilnich fazi. Pfehled vybranych chromatografickych podminek v reverznim eluénim maddu
je uveden v tabulce €. 7 a prehled ostatnich testovanych podminek je uveden v tabulce €. 8.
Vybrané chromatografické zdznamy pfi téchto podminkach jsou uvedeny na obrazku 22.

6500 T A:254 nm
5,000
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Obr. 22 : Vybrané chromatografické zdznamy na koloné Astec CHIROBIOTIC™ T v reverznim
elu¢nim modu.
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Tab. 7 : Vybrané chromatografické podminky na koloné Astec CHIROBIOTIC™ T v reverznim
elu¢nim médu.

Oznageni ag:Il;jy Pratok Teplota Nastrik Mobilni faze Hodnoceni
- (ml/min) (°C) (1) (v/v) tr (min)
(min)
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Ch RM1 22,5 0,3 27 5 25 mM H,S0q4 tr =9,46
GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Ch RM2 22,5 0,3 27 5 100 mM NaClO,4 tr=12,08
GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (MeOH) +
Ch RM3 22,5 0,3 27 5 50 mM NaClO,4 tr = 20,15
GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (ACN) Silna interakce
Ch RM4 22,5 0,3 27 5 GRADIENT * e SF

* GRADIENT: Eluce probihala za poutiti linearniho gradientu v systému MFA a MFB s vyvojem: 0 - 1 min 5% MFB, 1 - 16 min
5-100% MFB linearné, 16 - 17 min 100% MFB, 17 min 5% MFB skokem, 17 - 22,5 min 5% MFB.

Pfi hledani optimalniho sloZeni mobilni faze pro separaci enantiomer( ldky K 1277
v reverznim elu¢nim maédu byla u gradientové metody Ch RM4 jako MFA pouzita voda a jako
MFB acetonitril. Pfi takto zvolenych separacnich podminkach doslo k silné interakci analytu
se stacionarni fazi. Pokud byla do mobilni faze pfiddna 25 mM kyselina sirovad (Ch RM1), latka
K 1277 se eluovala v retencnim ¢ase 9,46 minut. Kdyz byl misto kyseliny sirové pouzit pridavek
100 mM chloristanu sodného (Ch RM2), eluovala se latka K 1277 vretencénim case
tr = 13,17 minut. Pfi separacnich podminkach Ch RM3 byl testovan vliv zmény B slozky mobilni
faze. Namisto acetonitrilu byl jako MFB pouzit methanol, ale tato zaména vedla pouze k posunu
reten¢niho ¢asu analytu smérem k vyssi hodnoté.

Tab. 8 : Ostatni testované chromatografické podminky na koloné Astec CHIROBIOTIC™ T
v reverznim elu¢nim madu.

Oznageni a::ll;:y Pratok Teplota Nastrik Mobilni faze Hodnoceni
. (ml/min) Q) (u) (v/v) tr (min)
(min)
MFA (Hz0) + MFB (ACN) + Silna interakce se
Ch RM5 22,5 0,3 27 5 100 mM AA + 100 mM TEA SF
GRADIENT *
MFA (H20) + MFB (ACN) + Silna interakce se
Ch RM6 22,5 0,3 27 5 100 mM AA + 50 mM TEA SF
GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Ch RM7 22,5 0,3 27 5 0,1% FA tr=9,72
GRADIENT *
MFA (H,0) +MFB (ACN) +
Ch RM8 22,5 0,3 27 5 100 mM NaClO4 tr = 12,08
GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Ch RM9 22,5 0,3 27 5 25 mM NaClO4 tg = 15,06
GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Ch RM10 22,5 0,3 27 5 50 mM TFA + 50mM TEA tr = 10,78
GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Ch RM11 22,5 0,3 27 5 50 mM TFA tr = 10,08
GRADIENT *

* GRADIENT: Eluce probihala za poutziti linearniho gradientu v systému MFA a MFB s vyvojem: 0 - 1 min 5% MFB, 1 - 16 min
5-100% MFB linearné, 16 - 17 min 100% MFB, 17 min 5% MFB skokem, 17 - 22,5 min 5% MFB.
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Mezi dalsi testované chromatografické podminky na koloné Astec CHIROBIOTIC™ T
v reverznim eluénim maédu patfi Ch RM5 a Ch RM6, kde dochazi k silné interakci latky K 1277
se stacionarni fazi. Pfi podminkach Ch RM7 — Ch RM11 dochazi k eluci latky K 1277 v rGznych
retencnich ¢asech v zavislosti na konkrétnim sloZzeni mobilni faze (viz tab. 8). P¥i porovnani
chromatogram(i Ch RM8, Ch RM3 a Ch RM9, u kterych dochazi k postupnému sniZovani
koncentrace pfidaného chloristanu sodného do mobilni faze, lze z hodnoceni retencnich casl
odvodit, Ze s klesajici koncentraci chloristanu dochazi k narlstu retencnich ¢ast latky K 1277.

4.2.2.2 Diskuse vysledkii na koloné Astec Chirobiotic T

Na zakladé namérenych chromatografickych dat se volba staciondrni faze Astec
Chirobiotic T ukazala jako nevhodna pro separaci enantiomer( latky K 1277. | pfestoZe obsahuje
kolona Astec CHIROBIOTIC T ve stacionarni fazi 23 chiralnich center ve ctyfech kavitach,
v Zadném ze ti elucnich madl nedoslo ani k naznaku separace enantiomer( latky K 1277. Ke
stereospecifické reakci mezi analytem a stacionarni fazi nedochazi pravdépodobné z divodu
pfitomnosti objemného takrinového skeletu, ktery se k chirdlnimu centru v tryptofanovém
fragmentu vaze pres hexylovy linker a amidickou skupinu. Tyto sterické vlastnosti latky K 1277
zfejmé brani chiralni separaci na této CSP.

4.2.3 Kolona Lux Cellulose - 1 4,6 x 250,0 mm/5 pm

Treti z vyuzZitych stacionarnich fazi byla kolona Lux Cellulose - 1. Na této chirdini
stacionarni fazi s ukotvenym modifikatorem tris (3,5 - dimethylfenylkarbamat) celulézou bylo
také provedeno hledéani vhodnych podminek separace enantiomer( ve tfech eluénich médech
analogicky, jako na koloné Astec CHIROBIOTIC™ T. Vysledky méFené na koloné Lux Cellulose — 1
maji oznaceni Lu.

Na této stacionarni probéhla také optimalizace vybrané separacni metody, byl stanoven
vliv velikosti nastfiku vzorku, vliv rozpoustédla vzorku, byla hodnocena opakovatelnost metody,
urcen limit detekce metody a stanoven vliv plasmy jako biologické matrice.

4.2.3.1 Hleddni vhodnych podminek separace enantiomerii Iatky K 1277

Nepoldrni eluéni mod

Pfi hledani optimalniho sloZzeni mobilni faze pro separaci enantiomerd latky K 1277 byly
na koloné Lux Cellulose - 1 v nepolarnim eluénim médu testovany 3 rzné slozeni mobilnich fazi
(viz tabulka €. 9) a jejich chromatografické zaznamy jsou uvedeny na obrazku 23.
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Obr. 23 : Chromatografické zdznamy na koloné Lux Cellulose - 1 v nepoldrnim elu¢nim mddu.

Tab. 9 : Testované chromatografické podminky na koloné Lux Cellulose - 1 v nepoldrnim elu¢nim

maodu.

Doba o S S ses .

Oznaceni | analvz Pratok Teplota Nastrik Mobilni faze Hodnoceni
IV (mi/min) | (7€) () (v/v) ta (min)

(min)

Lu NM1 22,5 0,8 27 5 95% HEX + 5% butanol Silna interakce se SF
MFA (HEX) + MFB (IPA) S

Lu NM2 22,5 0,8 27 5 GRADIENT * Silnd interakce se SF
Lu NM3 22,5 0,8 27 5 95% HEX + 5% IPA Silna interakce se SF

* GRADIENT: Eluce probihala za pouZiti linearniho gradientu v systému MFA a MFB s vyvojem: 0 - 1 min 5% MFB, 1 - 16 min
5 - 100% MFB linearné, 16 - 17 min 100% MFB, 17 min 5% MFB skokem, 17 - 22,5 min 5% MFB

PFi testovani optimalniho sloZeni mobilni faze pro separaci enantiomert laky K 1277 byla
jako mobilni faze v nepolarnim elu¢nim mdédu pouZita mobilni faze se sloZzenim: 95 % hexan
a 5% 2 - butanol (Lu NM1). Pfi chromatografickych podminkach Lu NM3 doslo v mobilni fazi
k zdméné 2 -butanolu za isopropanol. Pfi obou vyse uvedenych chromatografickych podminkach
doslo k silné interakci analytu se staciondrni fazi. Také u gradientové metody Lu NM2, kde byla
mobilni faze sloZzena z hexanu (MFA) a isopropanolu (MFB) doslo k silné interakci se stacionarni
fazi, coz je patrné z obrazku 23.

V nepolarnim elu¢nim modu nebyly nalezeny Zadné podminky vedouci k separaci
enantiomerd latky K 1277. Vzhledem ke strukture latky K 1277, ktera obsahuje jak polarni
funkéni skupiny, tak alifatické, aromatické Ci heteroaromatické fragmenty, lze predpokladat
silnéjsi interakci s chiralni staciondrni fazi nez s nepolarni MF. Pokud by byla zvySena polarita
MF, napt. pfidanim alkoholu, bylo by moZné predpokladat eluci analytu ze staciondrni faze.
Ukazalo se ale, Ze pfi pouziti gradientové eluce kombinujici hexan a 2 - propanol nedoslo béhem
22,5 minutové analyzy k vymyti analytu ani tehdy, kdyZ byl v gradientovém programu nastaven
vzrist koncentrace 2 -propanolu na 100 %. To svéd¢i o velmi silné interakci analytu
se stacionarni fazi.
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Polarné - organicky elu¢ni mod

PFi hledani optimalniho sloZzenim mobilni faze pro separaci enantiomert latky K 1277 byly
na koloné Lux Cellulose-1 4,6 x 250,0 mm/5 um v polarné - organickém eluénim médu
testovany 4 rGizné slozeni mobilnich fazi (viz tabulka ¢. 10) a jejich chromatografické zdznamy
jsou uvedeny na obrazku 24.

1,100
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!\ ; Lu PO4
1 j LR “ Lu PO3
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00—
0.0 2.0 4.0 6.0 80 100 12.0 14.0 16.0 180 200 220

Obr. 24 : Chromatografické zdznamy na koloné Lux Cellulose - 1 v poldrné - organickém elu¢nim
modu.

Tab. 10 : Testované chromatografické podminky na koloné Lux Cellulose -1
v poldrné - organickém elu¢nim madu.

Oznageni a::Il:;y Pritok Teplota Nastrik Mobilni faze Hodnoceni
. (ml/min) (°C) (1) (v/v) tr (min)
(min)

tr1 = 5,98; tra = 9,34

Lu PO1 22,5 0,8 27 5 MeOH R=242
MeOH +0,1% AA + tpy = 4,05; tr, = 4,83

Lu PO2 22,5 0,8 27 5 0,1% TEA R=167

0,
Lu PO3 22,5 08 27 5 MeOH +0,1% FA + tr = 3,31

0,1% TEA

95% ACN + 5% MeOH + I
Lu PO4 22,5 0,8 27 5 0,3% AA + 0,2% TEA Silna interakce se SF

95% ACN + 5% MeOH +
Lu PO5 22,5 0,8 27 5 0,3% AA +0,2% TEA tr=11,33
GRADIENT *

* GRADIENT: Eluce probihala za poutziti linearniho gradientu v systému MFA a MFB s vyvojem: 0 - 1 min 5% MFB, 1 - 16 min
5-100% MFB linearné, 16 - 17 min 100% MFB, 17 min 5% MFB skokem, 17 - 22,5 min 5% MFB

Pfi hledani vhodnych separacnich podminek v polarné - organickém eluénim médu byl
jako mobilni faze pouzit methanol (Lu PO1). Pfi vyuZiti této mobilni faze doslo k separaci
enantiomer( latky K 1277 s rozliSenim R = 2,42, avSak tvar a symetrie pik( enantiomer( nebyly
zvoleny jako vhodné pro dalsi optimalizaci.

Po pfidavku 0,1% kyseliny mravenci (v/v) a 0,1% triethylaminu (v/v) (Lu PO3) do mobilni
faze nedoslo kseparaci enantiomerl a analyt se eluuje vretenénim case 3,31 minut.
PFi podminkach Lu PO2 se pomérné vyraznou zménou v chromatografickém zaznamu projevila
zdména pridavku 0,1% kyseliny mravenci (v/v) za 0,1% kyselinu octovou (v/v). Pfi pouZiti vyse
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uvedeného sloZzeni mobilni faze dochazi k separaci enantiomer( na R - enantiomer v reten¢nim
Case tr1 =4,05 minut a S -enantiomer vretencnim ¢ase trs = 4,83 minut. Pokud porovname
mobilni faze Lu PO1 a Lu PO2, je zfejmé, Ze pfitomnost polarnich aditiv vede ke sniZeni retence
enantiomerd, ale také ke sniZeni rozliseni. Tento jev lze jednoduse vysvétlit zvySenim afinity
K 1277 k mobilni fazi. Za povSimnuti stoji téz skutecnost, Zze Lu PO2 vyuziva MF s ionty, avsak
prostfedi je stale aprotické, které prakticky neméni ionizacni stupen latky K 1277. Rozliseni
enantiomerd (R = 1,67) pfi podminkach Lu PO2 viak nedosahovalo zakladni linie.

Pro urceni, ktery zenantiomer( latky K1277 je R izomer a ktery Sizomer, byly
do sekvence méreni zafazeny i opticky Cisté R a S izomery. Shrnuti chromatografickych zaznam
pfi podminkach Lu PO2 je uvedeno na obrazku 25. Retenc¢ni ¢as tg1 = 4,05 minut odpovida tedy
R - enantiomeru a tr;=4,83 minut odpovidd S-enantiomeru. Stejnym zplsobem byly
rozliSovany enantiomery latky K 1277 i pfi ostatnich testovanych podminkach ve vSech eluc¢nich
modech.

PFi zvolenych testovanych podminkach Lu PO4 byla mobilni fazi smés 95 % acetonitrilu
a 5 % methanolu s pridavkem 0,3 % kyseliny octové (v/v) + 0,2 % triethylaminu (v/v) Pfi téchto
podminkach doslo k silné interakci latky K 1277 se stacionarni fazi. V pfipadé podminek Lu PO5
doslo k eluci analytu v reten¢nim case tr = 11,33 minut.

| kdyZ bylo v polarné - organickém mddu dosazeno separace enantiomerd, nebyly vyse
testované podminky zvoleny jako vhodné pro vyvoj optimdlni metody z hlediska
nedostatecného rozliseni a nevhodné symetrie pik(. Na druhé strané lze mobilni faze z tohoto
eluéniho mdédu po optimalizaci vyuzZit v pfipadé pouziti MS detekce.

2,000
mAU A:254 nm

1,000 — K 1277 (racemicka smés) (Lu PO2)

S-enantiomer

0 J\ S-enantiomer (Lu PO2)

4 R-enantiomer

1 k R-enantiomer (Lu PO2)

min
-1,000 e L B S AL B e e e e LT A B S e e B
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 22.0

Obr. 25 : Chromatografické zaznamy testovanych podminek Lu PO2.

Reverzni elu¢ni mod

PFi hledani optimalniho sloZeni mobilni faze pro separaci enantiomerd latky K 1277 bylo
na koloné Lux Cellulose — 1 v reverznim elu¢nim médu testovano 7 rGznych slozeni mobilnich
fazi. Prehled zvolenych separacnich podminek je uveden vtabulce ¢ 11
a jejich chromatografické zaznamy jsou uvedeny na obrazku 26. Déale byl v reverznim médu na
koloné Lux Cellulose - 1 sledovan vliv pfidavku rGznych kyselin do mobilni faze (Obr. 27)
a také stanoven vliv chaotropnich cinidel na separaci enantiomer( latky K 1277 (Obr. 28).
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Obr. 26 : Chromatograficky zaznam na koloné Lux Cellulose - 1 v reverznim elu¢nim maddu.

Tab. 11 : Testované separacni podminky na koloné Lux Cellulose - 1 v reverznim elu¢nim maddu.

Oznageni alr:\’:I?'/iy Pratok Teplota | Nastrik Mobilni faze Hodnoceni
. (ml/min) (°c) (u) (v/v) tr (min)
(min)
MFA (H.0) + MFB (ACN) | trs = 8,09; tr, = 8,88
Lu RmMm1 22,5 0,8 27 5 GRADIENT * R=147
MFA (H,0) + MFB (ACN) + try = 9,68;
Lu RmM2 22,5 0,8 27 5 100 mM AA + 50 mM TEA tr2 = 10,07
GRADIENT * R=2,52
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Lu RmM3 22,5 0,8 27 5 50 mM TFA + 50mM TEA tr =10,42
GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Lu RMm4 22,5 0,8 27 5 100 mM AA + 100 mM TEA tr=12,42
GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (MeOH) tpy = 18,37;
Lu RM5 22,5 0,8 27 5 + 100 mM NaClO4 tr2 =19,67
GRADIENT * R=12,28
Lu RM6 MFA (H,0) + MFB (ACN) + tpy = 13,01;
(pH =5,76) 22,5 0,8 27 5 50 mM NaClO4 tr2 = 13,70
! GRADIENT * R=1,80
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Lu RM6 50 mM NaClO4 +
(oH = 5.5) 22,5 0,8 27 5 0,001% FA tp = 12,55
GRADIENT *
Lu RM6 MFA (H,0) + MFB (ACN) +
(pH =5,0) 22,5 0,8 27 5 50 mM NaClOg4 + 0,01% FA tr=12,54
’ GRADIENT *
Lu RM6 MFA (H,0) + MFB (ACN) +
(pH = 4,0) 22,5 0,8 27 5 50 mM NaClO4 + 0,1% FA tr=12,53
’ GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (ACN) + o= 13,07
Lu RM6 225 0,8 27 5 50 mM NaClO4+ NaOH tay =13,08
(pH=8,4) (pH=8,4) R=207
GRADIENT * !
0, 0,
Lu RM7 50 1,0 35 5 45% 1"(')200r:|\jsNé g'g?"' T | silna interakce se SF

* GRADIENT: Eluce probihala za poutziti linearniho gradientu v systému MFA a MFB s vyvojem: 0 - 1 min 5% MFB, 1 - 16 min

5 - 100% MFB lineérné, 16 - 17 min 100% MFB, 17 min 5% MFB skokem, 17 - 22,5 min 5% MFB.

Prvnimi testovanymi separacnimi podminkami na koloné Lux Cellulose — 1 v reverznim
madu byly podminky Lu RM1, kdy byla jako MFA pouZita voda a jako MFB byl pouZit acetonitril.
Pfi téchto podminkach bylo dosaZzeno separace enantiomert latky K 1277 v retencnich ¢asech
tr1 = 8,09 minut a tr; = 8,88 minut s rozliSenim R = 1,47. Podminky Lu RM1 se vSak ukazaly jako
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pomérné malo stabilni, protoZe pfi opakovani analyzy byly zaznamendny kolisajici retencni ¢asy
enantiomerd latky K1277. Pokud byla do této mobilni faze pfiddana kyselina octova
a triethylamin doslo k nardstu rozliSeni na R=2,52 (Lu RM2). Pfi podminkach Lu RM2 byl
v mobilni fazi dvojndsobny moldrni nadbytek kyseliny octové ve srovnani s triethylaminem,
coz nepochybné vedlo k protonizaci latky K 1277, ale i pfesto nedoslo ke snizeni retencnich ¢asl
enantiomerd K 1277, nybrz k jejich zvyseni. Pokud byla zvySena koncentrace triethylaminu v MF
na 100 mM, pak, jak Ize vidét na chromatografickém zdaznamu Lu RM4 (Obr. 26), nedochazi
k separaci enantiomer( a analyt se eluuje v retencnim ¢ase 12,42 minut. Za podminek Lu RM3
byl testovan vliv zamény pfidavku kyseliny octové za kyselinu trifluouroctovou. Tato zaména
vsak nevede k separaci enantiomerd.

Pfi ostatnich zvolenych podminkach (Lu RM5 — Lu RM7) byl testovan vliv pfidavku
chloristanu sodného jako aditiva do rlznych mobilnich fazi. [81] Chloristanovy anion lze zaradit
mezi fadu chaotropnich cinidel, kterd velmi vyrazné pusobi na interakci chirdlnich latek
se stacionarni a mobilni fazi. Vliv téchto ¢inidel na chiralni separaci latky K 1277 je hodnocen
v kapitole 2.3.2.3. [48]

Pokud byla jako MFA vyuZita voda s pfidavkem 100 mM chloristanu sodného a jako MFB
methanol s pfidavkem 100 mM chloristanu sodného (Lu RM5), bylo dosaZzeno separace
enantiomer( s rozlisenim R = 2,28, kdy se R - izomer eluoval v retenc¢nim case tr; = 18,37 minut
aS- izomerv retenénim Case trx = 19,67 minut. Retencni ¢asy obou enantiomer( jsou pomérné
vysoké vzhledem k naprogramovani gradientové metody (GRADIENT*). Elu¢ni cas obou
enantiomerd tedy odpovida sloZeni mobilni fazi s velmivysokym zastoupenim slozky MFB
(MeOH + 100 mM NaClQ,). Tato predikce se potvrdila nastavenim separacnich podminek
Lu RM7, kdy pfi pomérovém zastoupenim 45 % MFA a 55 % MFB doslo k velmi silné interakci
analytu se stacionarni fazi a analyt se neeluoval z kolony ani po padesati minutach. Pro eluci
analyt( v nizsich retencnich ¢asech by bylo nutné vyrazné zvysit procentualni zastoupeni slozky
MFB.

Pfi podminkach Lu RM6 (pH =5,76) byla jako MFA vyuZita rovnéZ voda s pridavkem
100 mM chloristanu sodného, ale jako MFB byl vyuZit acetonitril s pfidavkem 100 mM
chloristanu sodného. Pfi takto zvoleném sloZeni MF dochazi k eluci R - enantiomeru latky
K 1277 v retencnim case tg1 = 13,01 minut a S - enantiomeru v reten¢nim ¢ase tg; = 13,70 minut
s rozlisenim R = 1,80.

U nastavenych podminek Lu RM 6 (pH =5,76) byl také testovan vliv zmény pH mobilni
faze. Pokud byla do mobilni faze pfidana kyselina mravenci a doslo tedy ke snizeni pH mobilni
faze, byla chirdlni separace enantiomert latky K 1277 narusena a eluoval se pouze jeden pik
latky K 1277. K naruseni selektivity interakce enantiomer( s CSF dochazi ziejmé diky protonizaci
primarni aminoskupiny latky K 1277 a nasledné solvataci vodou. Tento jev je dolozen priklady
Lu RM6 (pH = 5,5), Lu RM6 (pH = 5) a Lu RM6 (pH = 4), u kterych byla do mobilni faze ptidavana
kyselina ve tfech rdznych koncentracich.

Pfi podminkach Lu RM 6 byl také testovan vliv zvySeni hodnoty pH mobilni faze pomoci
pfidavku 2M roztoku hydroxidu sodného. Hydroxid byl pfidan v mnoZstvi odpovidajicim
vyslednému pH mobilni faze s hodnotou 8,4 (Lu RM 6 (pH = 8,4)). Pfi HPLC analyze takto
upraveného pH mobilni faze nebyl pozorovan Zadny zédsadni rozdil ve zméné retencnich casl
a rozliseni enantiomer( latky K 1277 v porovnani s podminkami Lu RM6 (pH = 5,76), u kterych
nebylo pH mobilni faze nijak upravovano.
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Vliv pridavku kyselin do mobilni fdze v reverznim elu¢nim moédu

Na koloné Lux Cellulose - 1 bylo v reverznim elu¢nim médu provedeno hodnoceni vlivu

pridavku rady sedmi rliznych kyselin do mobilni faze. Jejich prehled je uveden v tabulce ¢. 12.

a vysledné chromatografické zaznamy jsou uvedeny na obrazku 27.
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Obr. 27 : Vliv pfidavku kyselin do mobilni fdze v reverznim elu¢nim médu
Tab. 12 : Vliv pfidavku kyselin do mobilni fdze v reverznim elu¢nim maddu
Oznageni alrz::lzjy Pratok Teplota Nastrik Mobilni faze Hodnoceni
. (ml/min) Q) (1) (v/v) tr (min)
(min)
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Lu RM FA 22,5 0,8 27 5 0,1% FA (99%) tr = 8,53
GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
0,
LuRM H;PO, | 22,5 08 27 5 ?égS_/; :;)';*Oj tr = 8,93
GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Lu RM HCl 22,5 0,8 27 5 0,05% HCl (36%) tr=9,27
GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Lu RM HNO; 22,5 0,8 27 5 0,05% HNOs (65%) tr=9,61
GRADIENT *
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Lu RM H;S04 22,5 0,8 27 5 0,05% H,S04 (96%) tr =9,67
GRADIENT*
MFA (H,0) + MFB (ACN) +
Lu RM HCIO,4 22,5 0,8 27 5 0,05% HCIO4 (70%) tz = 10,73
GRADIENT *
MFA (H20) + MFB (ACN) +
Lu RM TFA 22,5 0,8 27 5 50 mM TFA tr = 10,84
GRADIENT *

* GRADIENT: Eluce probihala za poufziti linedrniho gradientu v systému MFA a MFB s vyvojem: 0 - 1 min 5% MFB, 1 - 16 min
5-100% MFB linearné, 16 - 17 min 100% MFB, 17 min 5% MFB skokem, 17 - 22,5 min 5% MFB.
** Na zasobni lahvi s kyselinou fosfore¢nou je od vyrobce uvedeno koncentrac¢ni rozmezi, proto se i v tabulce

vyskytuje koncentracni rozmezi.

Chromatogramy uvedené na obrazku 27 zobrazuji vliv pridavku rdznych kyselin do mobilni

faze. Ze vSech zaznam vyplyva, Ze pokud je v mobilni fazi o sloZeni voda (MFA) a acetonitril

(MFB) snizeno pH pridavkem kyseliny, pak dochazi ke ztraté enantioseparace. V zdvislosti
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na druhu, sile a koncentraci priddvané kyseliny, a tedy pH mobilni faze, dochazi ke zménam
retenéniho ¢asu tohoto piku. SniZzeni pH mobilni faze podporuje protonizaci latky K 1277, coz ma
pravdépodobné negativni vliv na chirdini separaci. Je tfeba dodat, zZe latka K 1277 obsahuje
primarni aminoskupinu vdzanou na chirdlni centrum, kterd se snadno protonizuje v kyselém
prostfedi. ZvySeni polarity v tomto misté chemické struktury latky K 1277 ma tedy zfejmé silny
vliv na jeji interakci s CSF v koloné Lux Cellulose - 1.

4.2.3.2 Vliv chaotropnich cinidel na separaci latky K 1277

Dalsim z cil diplomové prace bylo zhodnoceni vlivu ptidavku rlznych chaotropnich
¢inidel do mobilni faze na separaci enantiomer( latky K 1277. Vybér fady chaotropnich cinidel
byl proveden dle Hofmeisterovy rady aniontd uvedené v publikaci Kazakevich, 2005. V této radé
jsou anionty serazeny dle jejich narustajiciho chaotropniho efektu: H,PO,, HCOO", CH3SOs', CI,
NOs, CF3COO" (TFAY), BF4, ClO4, PF¢.[48]

Pro testovani vlivu chaotropnich ¢inidel v diplomové praci byly pouzity sodné soli vyse
uvedenych aniont(. Vliv chaotropnich ¢inidel na separaci enantiomer latky K 1277 byl sledovan
v mobilni fazi: 70 % acetonitrilu + 30 % vody + 50 mM (25 mM) chaotropniho cinidla (Tab. 13).
Procentudlni zastoupeni sloZzek v mobilni faze bylo stanoveno v tomto poméru z ddivodu
rozpustnosti chaotropnich cCinidel v MF. Néktera cinidla se totiz v acetonitrilu rozpoustéla jen
velmi neochotné.

Ve dvou pfipadech bylo nutné ptistoupit k pouziti 25 mM chaotropniho ¢inidla. V pfipadé
dihydrogenfosforeénanu sodného z divodu Spatné rozpustnosti tohoto chaotropniho cinidla
v acetonitrilu a v pripadé methansulfonatu sodného z dlvodu nedostateéného mnozstvi tohoto
¢inidla na pracovisti, kde byla analyza provadéna.
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Obr. 28 : Chromatografické zaznamy po vyuZiti fady chaotropnich Cinidel. (z divodu lepsi pfehlednosti
chromatografického zdznamu jsou zdznamy pro jednotlivd chaotropni Cinidla posunuty na osdch x a y

smérem k vyssim hodnotam. Skutec¢nd doba analyzy je uvedena v tab. 13).
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Tab. 13 : Prehled vyuZitych chaotropnich Cinidel.

Oznaceni a:::{z Prutok Teplota Nastiik Mobilni faze Hodnoceni
YV (ml/min) | () () (v/v) te (min)
(min)
Lu NaH2P04 8 0.8 27 5 70% ACN+ 30% Hzo tr1 = 3,80; tr2 = 3,99
(pH =5,54) ! + 25 mM NaH,PO4 R = nelze urdit
70% ACN+ 30% H,0 | tai= 6,8L; try = 24,57
(L”Hc?;);':) 30 0,8 27 5 +50 mM HCOONa R = 14,37
pR=7 Asi = 1,01; As; = 1,06
70% ACN+30% H,0 |  tr: = 4,26; trs = 7,35
LZ‘ ||\_|Ia_c;|35534 15 0,8 27 5 +25 mM NaCHsSO0, R =6,05
PR =5 Asy = 1,03; As; = 1,22
Lu NaCl 70% ACN+30% H,0 | tai = 3,59; trs = 4,07
(oH = 5.26) 12 0,8 27 5 +50 mM NaCl R=1,91
PR =3 As1=0,91; As; = 1,0
70% ACN+ 30% Hzo tr1 = 4,73; tr2 = 9,84
(L‘:_I"ia:'fg) 15 0,8 27 5 +50 mM NaNOs R=834
PR =53, As; =0,98; As; = 1,18
70% ACN+ 30% H,0 | trs = 4,78; trs = 10,13
(L:'\fa_: ;‘2\) 15 0,8 27 5 +50 mM NaTFA R = 6,89
PR =5 Asi =0,92; As; = 1,00
Lu NaBF, 70% ACN+ 30% H,0
1 27 -364
(pH = 5,02) 3 08 > +50 mM NaBF, te1 = 3,6
L Naclo 70% ACN+30% Hz0 | tr = 5,62; trs = 14,29
(PH=5 3;) 20 0,8 27 5 +50 mM NaClO, R=8,20
PR =5 As; = 0,95; As; = 1,00
Lu NaPFs 70% ACN+ 30% H,0 ]
(pH = 3,76) 5 08 27 > +25 mM NaPFe tu = 3,97

VSechna vyuzita chaotropni Cinidla byla rozpusténa ve smési mobilni faze se sloZzenim:
30% voda + 70 % acetonitril. V analyzach vyuzivajicich chaotropni Cinidla jako modifikator
mobilni faze pro chiralni separaci latky K 1277 velmi zavisi na zvoleném pH, protoZe pokud byly
namisto soli chaotropnich ¢inidel vyuZity kyseliny obsahujici chaotropni anionty byla ve vSech
pfipadech enantioseparace narusena (viz kapitola 4.2.3.1).

Prvnim z vyuzitych chaotropnich Cinidel je 50 mM dihydrogenfosforecnan sodny. V této
mobilni fazi bylo naméreno pH = 5,54 (Lu NaH2PO,) a doslo zde k naznaku separace enantiomert
latky K 1277. K eluci R - izomeru doslo v ¢ase 3,80 minut a S - izomer se eluoval v ¢ase 3,99 minut.
JelikoZ se retencni Casy obou enantiomer( nachazeji velmi blizko u sebe, neni mozné stanovit
hodnotu rozliseni téchto dvou pik{. Pfipadna optimalizace metody Lu NaH,PO4 pro lepsi separaci
enantiomer( latky K 1277 by byla pravdépodobné mozind pomoci zmény koncentrace
chaotropniho ¢inidla nebo zménou poméru mezi ACN a H,O v MF, pfipadné pomoci vyraznéjsiho
snizeni teploty kolonového termostatu.

Druhym pouzitym chaotropnim ¢inidlem byl 50 mM mravencan sodny. U této mobilni
faze bylo pH =7,95 (Lu HCOONa) a z chromatogramu na obrazku 28 Ize odedist retencni ¢as
R - izomeru 6,81 minut a S - izomeru 24,57 minut. Za téchto podminek bylo dosazeno nejvyssiho
rozliseni (R =14,37) obou enantiomer(, avSak délka trvani analyzy byla vice jak 25 minut.
Optimalizace metody Lu HCOONa by byla opét mozna pomoci zmény pomérd mezi ACN a H,O
v MF, pfipadné zvysenim teploty v kolonovém termostatu.

Dal$im cinidlem v poradi je 25 mM methansulfonat sodny (Lu NaCHsSO,) s pH = 5,58.
Vtomto pfipadé bylo rozliseni enantiomer( 6,05. Problémem pfi vyuZiti tohoto cinidla je
zhorsena hodnota symetrie piku S - izomeru (As; = 1,22). ZhorSeni symetrie mlze byt zplsobeno
jak nezadoucim vlivem efektu methansulfonatu sodného, tak vlivem snizené koncentrace tohoto
¢inidla v porovnani s Cinidly ostatnimi z divodu nedostate¢ného mnozstvi tohoto Cinidla.
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V pripadé vyuZiti chloridu sodného (pH = 5,26) jako chaotropniho ¢inidla doslo k separaci
enantiomerd s rozliSenim R = 1,91 (Lu Nacl).

Testovan byl také vliv dusi¢énanu sodného (Lu NaNOs) s pH = 5,4. V pfipadé vyuZiti tohoto
¢inidla doslo k eluci R - enantiomeru v retencnim ¢ase 4,73 minut a S - enantiomeru v retencnim
Case 9,84. Symetrie prvniho piku byla spocitdna softwarem na hodnotu 0,98, u druhého piku
se jednalo o hodnotu 1,18. Vysledna hodnota rozliSeni enantiomer( byla 9,84.

Velmi dobré separace enantiomer( bylo také dosazeno za pouZiti 50 mM triflouroctanu
sodného (Lu NaTFA) s pH = 5,32. Z hodnoceni v tabulce ¢. 13 je patrné, Ze symetrie obou pik(
enantiomer( se velmi blizila hodnoté jedna, Cili piky jsou témér symetrické a jejich rozliseni bylo
6,89.

Z chromatogramu na obrazku 28 je patrné, Ze pfi vyuziti tetraflouroboratu sodného
(Lu NaBF.) s pH =5,02 nedochazi k separaci enantiomer( latky K 1277 a analyt se eluuje
v retencnim case 3,64 minut. Ze zkuSenosti pfi testovani tetrafluoroboratu sodného jako aditiva
v MF je patrné, Ze pokud bychom chtéli dosahnout separace enantiomer( latky K 1277,
bylo by nutné zvysit pH mobilni faze a pfipadné optimalizovat teplotu kolonového termostatu.

V pripadé vyuziti chloristanu sodného (Lu NaClO,) s pH mobilni faze 5,33 doslo k eluci
R -izomeru vretenénim dase 5,62 minut a S-izomeru vretencnim case 14,29 minut
s dostatecné vysokou hodnotou rozliseni (R =8,2). Symetrie S-izomeru byla softwarem
spocitdna jako As; = 1,00 a symetrie R - izomeru jako As; = 0,95. Chloristan sodny byl zvolen jako
nejvhodnéjsi chaotropni cinidlo, jelikoz v jeho pfitomnosti doslo kvyborné separaci
enantiomer( latky K 1277 s dostatecnym rozliSenim a zaroven bylo dosaZzeno nejlepsich hodnot
symetrie obou pik(. Vyhodou chloristanu sodného v porovnani s ostatnimi ¢inidly je navic jeho
dobra rozpustnost v acetonitrilu. Mobilni faze s obsahem chloristanu sodného byla vybrdna jako
velmi vyhodnda k ndsledné optimalizaci podminek pro vyvin nejvhodnéjsi metody separace
enantiomer( latky K 1277.

Poslednim testovanym Ccinidlem byl hexafluorofosfat sodny (Lu NaPFs). Pfi pouZiti
Na PFs s pH = 3,76 nebylo dosaZzeno separace enantiomer(l a analyt se eluoval v retencnim case
3,97 minut. Ze zkuSenosti pfi praci s timto ¢inidlem by bylo pro pfipadnou separaci enantiomert
nutné vyrazné snizit koncentraci priddvaného chaotropniho ¢inidla.

4.2.4 Optimalizace separacni metody

Pro optimalizaci byly vybrany podminky separace Lu NaClO4 (viz tab. ¢. 13) probihajici
v reverznim eluénim mdédu na koloné Lux Cellulose - 1. Jako hodnotici kritéria vhodnosti
analytickych podminek pro optimalizaci byla zvolena kratkost metody, levnost a snadnost
pfipravy MF, jeji bezpecnost a toxicita, rozliSeni a symetrie enantiomerd.

Jako mobilni faze byla pouzita smés 70 % acetonitrilu a 30 % vody s pfidavkem 50 mM
chloristanu sodného. Velmi dobrou vyhodou chloristanu sodného v porovnani s ostatnimi
chaotropnimi cinidly je jeho dobra rozpustnost v acetonitrilu. Vysledkem této analyzy byla
separace enantiomer( latky K 1277 s dostateénym rozliSenim (R = 8,2). Identita R a S izomeru
byla urcena diky porovnani se standardy R a S enantiomer(, pochazejicimi z enantioselektivni
syntézy. Retencni ¢as R - enantiomeru byl 5,62 minut a S - enantiomeru 14,29 minut. Symetrie
u prvniho piku byla spocitdna na hodnotu 0,95, u druhého piku méla hodnotu 1,00, z ¢ehoz
vyplyva, Ze oba piky jsou témér symetrické. Hodnota symetrie piku byla softwarem vypocitana

46



dle rovnice na obr. 29.

_ RWsy, + LWy,
T 2% LW,

Obr. 29 : Vzorec pro vypocet symetrie piku, kde As znaci symetrii piku, RWsy znaci pravou
polovinu Sitky piku v 5% jeho vysky a LWsy znaci levou polovinu Sitky piku.

PFi optimalizaci metody dochdzelo vidy ke zméné pouze jednoho parametru. Jednalo
se tedy o univariantni optimalizaci vybrané metody separace. Optimalizace spocivala ve
stanoveni nejvhodnéjsiho procentudlniho zastoupeni slozek mobilni faze, v uréeni vhodné
koncentrace chloristanu sodného v mobilni fazi, v nastaveni optimalni teploty kolonového
termostatu a ve stanoveni vhodného prltoku mobilni faze. Poté byl testovan vliv velikosti
nastfiku vzorku a vliv rlznych rozpoustédel vzorku. Vyslednd metoda je kombinaci vSech
nejlepsSich hodnot sledovanych parametrd. Jako kritérium pro vybér nejlepsi hodnoty daného
optimaliza¢niho parametru bylo zvoleno rozliseni, symetrie a absolutni vyska pikd, dale pak
kratkost metody a dostatecnd rozpustnost chaotropniho ¢inidla v MF.

4.2.4.1 Vliv zmény sloZzeni mobilni faze

Prvnim optimalizovanym parametrem bylo procentudlni zastoupeni sloZzek mobilni faze.
Mobilni faze byla pomoci vysokotlakého cEerpadla nasdvdna ze dvou zasobnich lahvi, kde
se v prvni ldhvi nachazela voda s obsahem 50 mM chloristanu sodného, a ve druhé lahvi byl
acetonitril s obsahem 50 mM chloristanu sodného. SloZeni mobilni faze se postupné ménilo
od hodnoty 30 % ACN a 70 % H,0 aZ po hodnotu 90 % ACN a 10 % H,O (viz tabulka ¢. 14
a Obr. 30).
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Obr. 30 : Chromatografické zaznamy rizného procentudiniho zastoupeni sloZzek mobilni fdze.
(Z duvodu lepsi prehlednosti chromatografického zaznamu jsou zdznamy pro jednotlivé zmény sloZeni
mobilnich fdazi posunuty na osdch x a y smérem k vyssim hodnotdm. Skute¢nd doba analyzy je uvedena

v tab. 14).
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Tab. 14 : Optimalizace procentudlniho zastoupeni sloZzek mobilni fdze.

Oznageni azglt;zy Prutok Teplota Nastrik Mobilni faze Hodnoceni
(min) (ml/min) (°Q) ({T0) (v/v) tr(min); R
tr1 = 11,03; tr2 = 44,68
0, 1)
OPT1 50 0,8 27 5 30+/°52$:1\IM+ ngono As;=2,12; As; =1,12
¢ R =4,59
tr1 = 14,08; tr2 = 24,67
0, 0,
OPT 2 35 0,8 27 5 405;2?\:\; l?lg(/?IOHZO As; =1,66; As; =1,33
¢ R =3,47
tr1 = 7,10; tr2 = 12,75
0, 1)
OPT3 30 08 27 5 50+/°5’3i'1\',\; ;(:é’l OHZO Asi=1,33; As; = 1,34
! R = 4,47
tr1 =5,83; tr, = 9,97
0, 0,
OPT 4 25 0,8 27 5 551-452?7'::\; :\Eéolgzo As; =1,18; As; =1,32
¢ R =4,67
tr1 = 4,82,' tr2 = 6,72
0, 1)
OPTS5 25 0,8 27 5 60% ACN +40% H,0 As; =1,06; As; = 1,29
+ 50 mM NaClO4
R =4,19
tr1 = 4,05; try = 4,86
0, 1)
OPT6 20 0,8 27 5 70% ACN +30% H,0 As; =0,91; As, = 1,00
+ 50 mM NaClO4
R=2,67
tr1=3,73; tr2 = 4,25
0, 0,
OPT7 20 0,8 27 5 80% ACN +20% Hi0 | )0 _ 5 g8: As, = 0,90
+ 50 mM NaClO4
R=1,93
tRl = 3,71,‘ tRz = 4,24
0, 0,
OPT 8 10 0,8 27 5 90% ACN +10% H,0 As; =0,98; As, =0,93
+50 mM NaClO, o167

SloZzeni mobilni faze se postupné ménilo od hodnoty 30 % ACN a 70 % H,O (OPT 1) aZ
po hodnotu 90 % ACN a 10 % H,O (OPT 8). Narlst procentudlniho zastoupeni acetonitrilu byl
vidy o 5 %. Vtabulce ¢. 14 a na zaznamu €. 30 jsou uvedeny pouze vybrané vysledky
a chromatogramy.

PFi niZsich koncentracich acetonitrilu v MF byly zaznamenany vysoké retencni casy
enantiomerd se zhor$enou hodnotou symetrie pik(. Se zvySujicim se pomérem acetonitrilu v MF
dochazi k poklesu retencnich casl, ale zaroven také ke snizeni hodnoty rozliseni pik(
enantiomeru latky K 1277. Nejvyssiho rozliseni (R = 4,67) bylo dosazeno za podminek OPT 4, kde
procentudlni sloZzeni mobilni faze bylo 55 % ACN + 50 mM NaClO, a 45 % H,0 + 50 mM NaClO,.
Symetrie obou pik( byla v tomto pfipadé dostacujici.
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4.2.4.2 Vlivzmény koncentrace chloristanu sodného

Druhym z optimalizovanych parametrd byla koncentrace chloristanu sodného
pridavaného do mobilni faze jako chaotropni ¢inidlo. Pfehled vysledk( optimalizace koncentrace
je uveden v tabulce ¢. 15 a namérené chromatogramy jsou uvedeny na obrazku 31. Koncentrace
chaotropniho ¢inidla byla ménéna v rozsahu od 25 mM do 100 mM NacClO,.
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200 — /\ OPT K 100 mM
| J\ OPT K 50 mM

0 e

| OPTK 25 mM
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-200 _ — — — -
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0

Obr. 31 : Chromatografické zdznamy optimalizace koncentrace chloristanu sodného.

Tab. 15 : Pfehled podminek optimalizace koncentrace chloristanu sodného.

Oznageni ag:ﬁi Pritok Teplota Nastik Mobilni faze Hodnoceni
YV mi/min) | (o) (u) (v/v) te (min); R
(min)
tr1 = 6,42; tr2 = 14,37
OPTK 55% ACN + 45 %
25 mM 18 0,8 27 5 H,0 + 25 mM NaClO, As; =2,28; As; = 2,50
R =6,87
tr1 = 6,39; tg, = 13,04
OPTK 55 % ACN + 45 %
1 27 As; =1,32; As, =1,51
50 mM 8 08 > H20 +50 mM NaClo, | 2517132 As2=15
R=6,93
OPTK 55 % ACN + 45 % tr1 = 6,36; tr2 = 11,38
100 mM 18 0,8 27 5 H,0 + 100 mM As; =1,02; As; =1,14
NaClO4 R=6,36

S rostouci koncentraci chloristanu sodného pfidavaného do MF dochazi ke sniZzovani
retenéniho Casu S — enantiomeru a ke zlepseni symetrie pikdl enantiomer(l. Jako nejvhodnéjsi
koncentrace chloristanu sodného v MF byla zvolena koncentrace 100 mM (OPT K 100 mM).
Prvnim z dlivodu tohoto vybéru byla vhodna symetrie obou pikd, druhym dlvodem je vyrazné
nizsi retencni ¢as S - enantiomeru (tr2 = 11,38) a tim i celkova kratsi doba analyzy.
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4.2.4.3 Vliv zmény teploty kolonového termostatu

Dalsim parametrem optimalizace metody byla volba teploty kolonového termostatu.

Teplota kolonového termostatu byla ménéna v rozsahu od 15 °C do 40 °C. Prehled vysledkd

optimalizace teploty separace je uveden v tabulce ¢. 16 a chromatografické zaznamy jsou
uvedeny na obrazku 32.
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Obr. 32 : Chromatografické zdznamy optimalizace hodnoty teploty kolonového termostatu.

Tab. 16 : Prehled podminek optimalizace teploty kolonového termostatu.
Doba . P o ses .
Oznageni analvz Pritok Teplota Nastrik Mobilni faze Hodnoceni
.y 4 (ml/min) (°c) (al) (v/v) tR (min)
(min)
tr1 = 7,16; tr2 = 13,14
() ()
OPT 15 °C 35 0,8 15 45% Ha0 + 55% ACN As;=1,11; As; = 1,16
+100 mM NaClO,
R =6,02
tr1=6,67; tra = 11,27
() ()
OPT 20 °C 31 0,8 20 45% Ha0 + 55% ACN As; =1,03; As; = 1,08
+100 mM NaClO,
R=5,46
tr1 = 6,18; tr2 = 9,68
. 45% H,0 + 55% ACN As; = 0,96; As; = 1,02
oPT27°C 5 08 27 +100 mM NaClO, H; = 309,7; Hy = 153,2
R =4,89
tr1 = 5,78; tr2 = 8,45
45% H,0 + 55%ACN As; = 0,89; As; = 0,97
PT35° 1
OPT35°C > 0.8 35 +100 mM NaClO, H; = 339,4; H, = 186,2
R=4,29
tr1 = 5,56; tra = 7,81
45% H % ACN
OPT 40 °C 15 0,8 40 5% H;0 + 55% AC As; = 0,87; As, = 0,93
+100 mM NaClO,4
R =3,89
Diky narlstu teploty kolonového termostatu dochazi ke zvySeni uGcinnosti

chromatografické kolony a klesa viskozita MF. S rostouci hodnotou teploty kolonového

termostatu se tedy sniZuji naroky na nezbytnou délku metody potfebnou pro separaci

enantiomerd a dochazi k poklesu retencnich ¢asl enantiomer(. Zaroven vsak dochazi také

k postupnému mirnému poklesu rozliseni pik(l enantiomer( latky K 1277. Z hlediska vhodného

minimalniho c¢asu potfebného pro eluci obou enantiomer(l, dostatecného rozliSeni a dobré

symetrie obou enantiomer( byly jako nejvhodnéjsi kandidati na optimalni teplotu vybrany
podminky OPT 27 °Ca OPT 35 °C. Za podminek OPT 35 °C jsou hodnoty absolutnich vysek pikd (H)
vyssi nez je tomu pfi podminkach OPT 27°C. Z vyse uvedenych dlvodud byly jako nejvhodnéjsi

podminky pro dalsi optimalizaci zvoleny separaéni podminky OPT 35 °C. Takto optimalizovand

hodnota teploty kolonového termostatu je plné vsouladu s poZadavky vyrobce kolony

Lux Cellulose 1.
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4.2.4.4 Vliv zmény velikosti pritoku mobilni faze

Poslednim optimalizovanym parametrem bylo nastaveni hodnoty pritoku mobilni faze.
Testované hodnoty nastaveni prdtoku mobilni faze byly 1,2 ml/min, 1,0 ml/min, 0,8 ml/min
a 0,6 ml/min (Tab. 17). Chromatografické zaznamy téchto podminek separace jsou uvedeny
na obrdzku 33.

1,000

|mAU R A:254 nm

OPTP4

500 /\
| A /\ OPTP3

0 A OPTP2
] / \ /\ OPTP1
1 min
-500 ‘ — | ——
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0
Obr. 33 : Chromatografické zaznamy optimalizace pritoku mobilni faze.
Tab. 17 : Pfehled podminek optimalizace prutoku mobilni fdaze.
Oznageni a::Ib’z Pritok Teplota Nastrik Mobilni faze Hodnoceni
YV mi/min) | Q) (1) (v/v) tR (min)
(min)
tr1 = 3,82; tr2 = 5,38
0, 0,
OPTP1 16 1,2 35 5 45% H;0 + 55% ACN As; = 0,91; As; = 1,00
+100 mM NaClO,4
R=4,22
tr1 = 4,56; tr2 = 6,45
0, 0,
OPTP2 16 1,0 35 5 45% H,0 + 55% ACN As; =0,91; As; = 1,01
+100 mM NaClO,
R=4,34
tr1=5,78; try = 8,45
0, 0,
OPTP3 16 0,8 35 5 45% H20 +55% ACN As; = 0,89; As, = 0,96
+100 mM NaClO,4
R = 4,49
tr1 =7,65; tro = 11,77
45% H,0 + 55% ACN
OPTP4 16 0,6 35 5 5% H,0 + 55% AC As; = 0,87; As, = 0,95
+100 mM NaClO,4 R=403

Srostoucim pratokem mobilni faze dochazi k linedrnimu poklesu retencnich casl
enantiomerd. Dale byla s rostoucim pritokem zaznamendna zlepSujici se symetrie a zhorsujici
se rozliseni pikd. Pokud porovname podminky OPT P 1 a OPT P 2, které maji nejvhodnéjsi tvar
a hodnoty symetrie pik(, mGzZeme pozorovat rozdil vrozliseni a retencnich casech pikl
enantiomerd. Z hlediska dostatecného rozliseni pikG enantiomerl byly jako optimalni zvoleny
podminky OPT P 2, kde byl pritok mobilni faze nastaven na hodnotu 1 ml/min.

Takto optimalizovand metoda byla zvolena jako optimalni metoda pro separaci
enantiomerd latky K 1277 a dale jiz nebyly provadény zadné zmény jejich parametrl. Metoda
je v textu dale oznacovana jako metoda optimalni.

51



4.2.4.5 Vliv velikosti nastriku vzorku

U optimalni metody byl také hodnocen vliv velikosti nasttiku vzorku, ktery se pohyboval
v rozmezi od 0,1 pl do 25 pl. Zména velikosti hodnoty nastriku vS8ak neméla zadny vliv na separaci
enantiomerd. Retencni casy pikli enantiomer( zdstavaly s minimalni odchylkou na hodnotach
4,56 minut a 6,45 minut a rozliSeni pikl se se zménou hodnoty nastfiku rovnéz vyrazné
neménilo.

4.2.4.6 Vlivzmény rozpoustédla vzorku

Dale byl testovan vliv zmény rozpoustédla vzorku. Koncentrace vzorku byla zachovana na
hodnoté 1 mg vzorku na 1 ml rozpoustédla a vSechny vzorky rozpusténé v nize uvedenych
rozpoustédlech byly analyzovany v jedné sekvenci. Zvolend rozpoustédla vzorku byla nasledujici:
methanol, voda, smés 45 % H,0 a 55 % ACN a smés 45 % H,0 a 55 % ACN s pfidavkem 100 mM
chloristanu sodného. Z chromatografickych zaznamu byl efekt rlznych rozpoustédel vzorku na
separaci enantiomer( latky K 1277 stanoven jako zanedbatelny.

Toto tvrzeni v3ak neplati v pfipadé analyz biologickych vzorkd obsahujicich latku K 1277,
protoze zde byly zaznamendny pomérné odliSné chromatografické zdznamy v zavislosti
na chemikadliich pouzitych pro deproteinaci a v zavislosti na matrici vzorku. Napfiklad, pokud
doslo ke snizeni pH rozpoustédla vzorku (kyselina trichloroctovd), bylo zaznamendno Uplné
poruseni separace enantiomer( latky K 1277 (viz kapitola 4.2.5.4.).

4.2.5 Hodnoceni parametri optimalni metody separace enantiomeru
latky K 1277

4.2.5.1 Chromatografické zdznamy optimalizované metody separace
enantiomerti latky K 1277

Tato kapitola se vénuje chromatografickym zaznam(lm optimalizované metody
namérenych na rlznych detektorech. Jako detektory byly vyuZity Ctyrkanalovy ultrafialovy
detektor VWD - 3000 RS (Obr. 34) a detektor diodového pole DAD 3000 (Obr. 35).

400

{mAU R A:254 nm
300

| S
200 —
100 —

] Optimalizovand metoda separace

B enantiomer( Idtky K 1277

i min
-50 T — — — — — — — — —

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0

Obr. 34 : Chromatograficky zdznam optimdini metody separace enantiomeru Idtky K 1277
(UV - 254 nm).
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Prvnim z vyuZitych detektort byl C¢tyrkanalovy ultrafialovy detektor VWD - 3000 RS .
Zaznamy byly snimany pfi ¢tyfech rlznych vinovych délkach a to pfi 210 nm, 254 nm, 270 nm
a 290 nm. JelikoZ pfi 254 nm byla naméfena nejvyssi intenzita snimaného signalu, byla tato
vinova délka stanovena jako reprezentativni.

Druhym z vyuzitych detektord byl detektor diodového pole DAD 3000. Tento typ detekce
byl vyuZit pro ovéreni specifity optimalni metody (viz Obr. 35). R - izomer latky K 1277 se eluuje
v retencnim Case tr1 = 4,56 minut a S - izomer se eluuje v retencnim ¢ase tr; = 6,45 minut.

r210

250

300

350

400

450

min

=500
I T T T T T T T T T 1
0.0 1.0 20 3.0 40 5.0 6.0 7.0 80 9.0 10.0

Obr. 35 : Chromatograficky zaznam optimdIni metody separace enantiomert ldtky K 1277 (DAD).

Na obrazku 36 jsou uvedena absorbéni spektra jednotlivych enantiomerd. Absorbéni
spektrum bylo snimané vrozsahu 210-500 nm. Prvni spektrum (na obrazku 36 vlevo)
je spekrum snimané v retenénim c¢ase tr1 =4,56 minut, ktery odpovidd R -izomeru. Druhé
spektrum (na obrazku 36 vpravo) odpovida spektru snimanému v retencnim case
tr2 = 6,45 minut. Toto spektrum odpovidd S -izomeru. Z absorbcnich spekter jednotlivych
enantiomerd jsou patrna c¢tyfi absorbéni maxima (Amax). Tato maxima byla namérena
v hodnotach Amax1 = 220,26 nm, Amax2 = 257,29 nm, Amax3 = 338,94 nm a Amaxs = 351,47 nm.

210 — 2107
250—: 250-:
300—: 300—:
350- 350
400—: 400—:
450—: 450—:

Obr. 36 : Zdznam absorbcnich spekter enantiomeru ldatky K 1277 (DAD: 210-500 nm).
R - enantiomer (vlevo) a S - enantiomer (vpravo).
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4.2.5.2 Stanoveni meze detekce optimdlni metody

Pro stanoveni hodnoty meze detekce (LOD — Limit of Detection) u optimalni metody bylo
vyuZito hodnoty S/N (Signal to Noise ratio — pomér signalu k Sumu zakladni linie), kterd
je hodnotou vypocitanou z poméru intenzity signdlu k intenzité Sumu zakladni linie. Hladina
limitu detekce (LOD) odpovida hodnoté S/N = 3. [82]

Pro stanoveni meze detekce byla wvyuzita 8-mi Udroviova kalibraéni tada
vzork( (viz tabulka ¢. 18). Kazda koncentracni hladina byla analyzovana tfikrat a ze zaznam? byla
odectena hodnota S/N. (Obr. 37)
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Obr. 37 : Stanoveni meze detekce u optimdlni metody separace enantiomert Idtky K 1277.

Tab. 18 : Stanoveni meze detekce u optimdini metody separace enantiomeru Idtky K 1277.

Oanateni alr:l):ll;:y Priitok Teplota | Nastfik Mobilni faze Hodnoceni
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V roztoku s koncentraci 0,75 pg/ml (LOD 0,75 ug/ml) byla stanovena hodnota S/N = 3,5
avroztoku s koncentraci 0,50 pg/ml (LOD 0,50 pg/ml) byla namérena hodnota S/N=2,7.
Vzhledem k uvedené definici byl LOD stanoven v intervalu mezi koncentracemi 0,75 pg/mla 0,50
pug/ml a dale metodou linearni regrese a interpolaci byla dle odpovidajici definice S/N=3
stanovena hodnota LOD = 0,543 pg/ml. [82]

4.2.5.3 Stanoveni presnosti

U optimalni metody byla rovnéz stanovovdna presnost kvantifikace a stabilita separace
v deseti opakovdni shodnych analyz. Opakovatelnost byla hodnocena pfi vinové délce
A =254 nm u velikosti ploch pod piky, u retencnich ¢asu a u rozliSeni enantiomer( latky K 1277.
Dale pak byly vypocitdny hodnoty S (vybérové smérodatné odchylky) a RSD (relativni
smérodatné odchylky). Nastfik vzorku byl stanoven na hodnotu 5 ul a koncentrace vzorku na 1
mg/ml. Namérené hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 19.

Tab. 19 : Stanoveni pfesnosti opakovdni u optimdlni metody separace ldtky K 1277.

Retencni cas Plocha pod pikem Retencni cas Plocha pod pikem
Pokus . . . . —
P R - enantiomeru R - enantiomeru S - enantiomeru S - enantiomeru Rozliseni
’ tri(min) A; (mAU - min) tr2 (min) A; (mAU - min)
1 4,51 73,01 6,57 71,01 4,27
2 4,51 74,13 6,56 72,66 4,24
3 4,50 75,30 6,54 73,71 4,22
4 4,50 75,41 6,53 73,41 4,21
5 4,50 75,83 6,52 74,31 4,19
6 4,49 75,53 6,51 74,02 4,18
7 4,49 75,90 6,49 74,39 4,17
8 4,49 75,37 6,48 73,44 4,16
9 4,49 75,35 6,47 73,75 4,14
10 4,48 75,30 6,46 74,00 4,13
Pramér 4,50 75,1 6,51 73,5 4,19
S 0,00781 0,835 0,0349 0,948 0,0421
RSD (%) 0,174 1,11 0,535 1,29 1,00

PFi testovani opakovatelnosti metody je z hodnot retencnich ¢asi obou pikll patrné, ze
dochazi k postupnému posunu retencnich ¢asti smérem k nizsim hodnotam (posun o jednu nebo
dvé setiny minuty). Pravdépodobnou pfic¢inou tohoto prekvapivého a systematického posunu
je postupné zakoncentrovavani acetonitrilu z mobilni fdze na koloné Lux Cellulose — 1. V dobé
interakce analytu se SF je tedy v mobilni fazi vyssi procentudlni zastoupeni acetonitrilu, nez tomu
bylo v pfedchozi analyze. Acetonitril narusuje zrejmé n — it interakce analytu s fenylovymi jadry
stacionarni faze, a proto se reten¢ni ¢as posouva smérem k nizsim hodnotam. [48]
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U stacionarni faze Lux Cellulose - 1 byla také vzdy pred za¢dtkem méfreni nebo po vyméné
mobilnich fazi nutnda ekvilibrace kolony s trvanim nékolika desitek minut. Kolonu bylo rovnéz
nutno s pribyvajicim poctem nastfik( pravidelné regenerovat. Pravdépodobné vyhodnéjsim
feSenim SF by v tomto pfipadé byla volba kolony s nizsi velikosti jejiho vnitfniho pritoku. Po
snizeni hodnoty vnitiniho pritoku kolony by mohly klesnout i finanéni naroky na jednotlivé
analyzy, jelikoZ s poklesem obsahu sorbentu v koloné klesa také cena této kolony.

| pres vySe uvedené komplikace lze zdvérem zhodnotit, Ze opakovatelnost metody je
vysoka, jelikoZ Zadna z hodnot RSD neni vyssi nez 1,5%.

4.2.5.4 Analyza latky K 1277 v lidské plasmé

Hodnocena byla rovnéZ moznost vyuZiti optimalizované metody po aplikaci latky K 1277
do lidské poolované plasmy. Vétsi mnozstvi zamrazené lidské plasmy bylo nejprve rozmrazeno,
poté rozalikvotovdno na mensi objemy, a poté byla plasma opét zamrazena na - 80 °C. Mnozstvi
alikvotu potfebné pro analyzu bylo volné rozmrazeno na laboratornim stole a poté dale
zpracovano.

Po aplikaci latky K 1277 do rozmrazené lidské poolované plasmy bylo z dvodu obsahu
protein( z plasmy ve vzorku nutné provést Upravu vzorku pied HPLC analyzu. Uprava spocivala
v odstranéni proteind plasmy. Bylo testovano nékolik rliznych typd Gpravy.
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Obr. 38 : Separace enantiomert latky K 1277 po jeji aplikaci do lidské plasmy.

Prvni testovanou metodou Upravy vzorku byla LLE (liquid - liquid - extrakce) pomoci
dichlormethanu. Postup pfipravy vzorku byl nasledujici. K 190 pl homogenizované lidské
poolované plasmy bylo ptidano 10 pl zdsobniho roztoku latky K 1277 rozpusténé v methanolu
o koncentraci c = 50 ug/ml. Poté bylo pridano 100 ul 20 % vodného roztoku NaOH. Nasledovalo
protfepani na tfrepacce pfi otackach 600 rpm po dobu 30 sekund. DalS$im krokem LLE bylo pfidani
1,6 ml dichlormethanu. Smés téchto latek byla promisena pomoci tfepacky. Extrakce byla
provedena pfi laboratorni teploté a pfi hodnoté otdcek rovné 1000 rpm po dobu 120 minut.
Po provedené extrakci do dichlormethanu byl vzorek centrifugovan pfti laboratorni teploté,
otackach 600 rpm po dobu 1 minuty a nasledné byla pomoci pipety separovana spodni vrstva
kapaliny do mikrozkumavky. Takto separovana spodni vrstva kapaliny byla nasledné odparena
do sucha. Rekonstituce latky K 1277 probéhla pomoci pfidavku 50 pl vody. V této studii nebyl
vyuzit zadny interni standard, protoze cilem studie nebylo vyvinout kvantitativni analytickou
metodu, ale pouze objasnit proveditelnost a mozna uskali stanoveni latky K 1277 v lidské
plasmé.
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Po provedeni Upravy vzorku pomoci LLE byl vzorek analyzovan za vyuziti optimalizované
metody a vysledny chromatograficky zaznam (K 1277 plasma (LLE)) je uveden na obrazku 38.
Na chromatogramu je patrna separace enantiomer( latky K 1277, kdy se R -izomer eluoval
v reten¢nim case tr = 4,68 minut a S - izomer v retencnim case tg = 7,67 minut. Identita téchto
pikd byla ovérena stanovenim hodnot ¢ty absorbcnich maxim ze zdznamu DAD detektoru.
Tato maxima se shodovala se zaznamem uvedenym v kapitole 4.2.5.1. Po porovnani
chromatografickych zaznam( extrahovaného vzorku se slepym vzorkem (Blank plasma (LLE),
Obr. 38) byla eluce komponent z plasmy detekovéna v retenénim case 2,95 a 4,68 minut.
Pfi tomto porovnani zaznamU je moiné sledovat, Ze se nékteré komponenty plasmy eluuji
ve shodném retenénim Case jako R —izomer latky K 1277. Pfedevsim z tohoto divodu byla vyse
uvedena pfiprava vzorku vyhodnocena jako nevhodna.

PFi pokusu o optimalizaci pfipravy vzorku obsahujiciho lidskou plasmu metodou LLE byla
testovana zdména dichlormethanu za ethylacetat. Druhou z optimalizacnich Uprav byla zména
zpUsobu provedeni a trvani LLE. Ani po téchto optimalizacnich Upravach postupu extrakce vsak
nebylo dosazeno vhodné separace enantiomer( latky K 1277 od pikd pochazejiciho z plasmy.

Druhym zvolenym typem Upravy vzorku byla deproteinizace acetonitrilem. Ptiprava
vzorku spocivala v pfidani 10 pl zasobniho roztoku latky K 1277 (c = 50 pug/ml) k 190 pl plasmy.
Poté byla smés promisena pomoci tfepacky pfi otackach 600 rpm pfilaboratorni teploté po dobu
30 sekund. Nasledné bylo pfiddno 1,7 ml acetonitrilu. Po denaturaci proteinli plasmy
acetonitrilem byla provedena centrifugace po dobu 15 minut, pfi otackach 9000 rpm a za teploty
25°C. Po centrifugaci byl z mikrozkumavky odebrdn supernatant do vialky a vialka byla vloZena
do autosampleru. Chromatograficky zdznam takto provedené upravy ma na obrazku 38
oznaceni K 1277 plasma (denaturace).

Vysledkem této analyzy byl chromatograficky zdznam, kde se R —izomer latky K 1277
eluoval v retenénim case tg = 4,76 minut a S - izomer v retencnim ¢ase tg = 7,41 minut. Retencni
¢as komponent z plasmy, viditelny na chromatogramu zaznamenaném pfi vinové délce
254 nm (Obr. 38), byl po porovndni s blankovym zdznamem urcen na hodnotu 2,89 minut.
V blankovém vzorku byl pridavek zasobniho roztoku nahrazen pridavkem 10 pl vody. Pti takto
provedené Upravé vzorku K 1277 komponenty plasmy nijak vyrazné nezasahovaly do separace
enantiomer( latky K1277. Tato metoda Upravy vzorku byla vyhodnocena jako vhodna
pro separaci enantiomeru latky K 1277 po jeji predchozi aplikaci do lidské plasmy.

Jako dalsi denaturacni cCinidlo byla testovana také kyselina trichloroctova. Po pfidani
kyseliny trichloroctové doslo k poklesu pH vzorku a poté pravdépodobné také k poruseni
selektivity interakce enantiomerll s CSF z dlvodu protonizaci primdrni aminoskupiny
stanovovaného analytu a ndsledné solvataci vodou. V chromatografickém ziznamu
poskytnutém po této Upravé vzorku byla zaznamenand Uplna ztrdta schopnosti
enantioseparace.
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5. ZAVER

Experimentdlni prace, naméreni chromatografickych dat, vyhodnoceni a interpretace
chromatografickych zaznam( byla pomérné narocna a trvala témér dva roky. BEhem této doby
byly naplnény vSechny zadané cile diplomové prace.

Na koloné Astec CHIROBIOTIC T se v Zadném z elu¢nich médu nepodafilo nalézt separacni
podminky vedouci k separaci enantiomert latky K 1277.

Na koloné Lux Cellulose-1 v nepolarnim eluénim moddu také nebylo vZzadnych
z testovanych podminek dosaZeno separace enantiomerd. V polarné - organickém eluénim
modu na této koloné byly nalezeny chromatografické podminky vedouci k separaci enantiomerd
latky K 1277. Tyto separacni podminky vSak nebyly zvoleny jako vhodné pro vyvin optimalni
metody z dlivodu nedostatecného rozliSeni enantiomerd. Reverzni eluéni méd na koloné
Lux Cellulose se ukazal jako nejvhodnéjsi pro Uspésnou separaci enantiomerd latky K 1277 a byly
zde vybrany vhodné chromatografické podminky pro optimalizaci separacni metody.
Mezi optimalizované podminky patfily: procentudlni zastoupeni slozek mobilni faze,
koncentrace chloristanu sodného v mobilni fazi, teplota kolonového termostatu a pritok
mobilni faze. Pro vyslednou optimalizovanou metodu byly zvoleny tyto podminky:
MFA (55 % acetonitrilu s pfidavkem 100 mM chloristanu sodného) a MFB (45 % vody
s pfidavkem 100 mM choristanu sodného), teplota kolonového termostatu 35°C a pratok
mobilni faze 1 ml/min. Zména nastaveni velikosti nastfiku vzorku a zména rozpoustédla vzorku
byly stanoveny jako zanedbatelné. U takto optimalizované metody byl rovnéz zhodnocen vliv
zmény pH mobilni faze a efekt rliznych chaotropnich cinidel.

Mez detekce optimalni metody byla stanovena na hodnotu koncentrace 0,543 pg/ml
a metoda byla stanovena jako velmi dobfe opakovatelnd. Optimdlni metoda byla hodnocena
jako vhodnd i pro separaci enantiomer( latky K 1277 po jeji aplikaci do biologické
matrice (lidské plasmy).

Hlavnim pfinosem diplomové prace je nalezeni nejvhodnéjsi HPLC metody separace
enantiomer( latky K 1277, jeji optimalizace a zhodnoceni parametr( separace. Vyhodou této
separacni metody je i moZnost jejiho vyuziti pfi aplikaci latky K 1277 do biologické matrice. Velmi
zajimavych zavérQ bylo dosaZeno i pfi porovnani vlivu fady chaotropnich ¢inidel na parametry
separace latky K 1277.

Prvni cestou, kterou by mohla byt tato dosavadni studie v budoucnu obohacena
je kompletni validace analytické a bioanalytické metody. Optimalizovanou a validovanou
metodu by bylo nasledné mozné aplikovat ve farmakokinetickych studiich, napfiklad v ramci
preklinického testovani 1éCiv na zvifatech. DalS$i moZnou cestou, jak navdzat na vysledky
a Castecné zaveéry v této praci, by bylo doplnéni a publikovani studie vlivu chaotropnich ¢inidel
na chirdlni separaci takrinovych hybrid( v nékterém z impaktovych ¢asopisu.
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA Acetic acid (kyselina octova)

ACN  Acetonitril

AChE Acetylcholinesterdza

ApoE4 Apoenzym E4

As Asymetry (symetrie piku)

BSA Bovine Serum Albumin (hovézi sérovy albumin)

C18 osmnacti uhlikaty retézec

CE Capillary Electrophoresis (kapilarni elektroforéza)

CEC  Capillary ElectroChromatography (kapildrni elektrochromatografie)
CNS  centralni nervova soustava

CSP Chiral Stacionary Phase (chiralni stacionarni faze)

CYP Cytochrom P

¢. Cislo

DAD Diode Array Detector (detektor diodového pole)

EKC ElectroKinetic Chromatography (elektrokineticka chromatografie)

FA Formic acid (kyselina mravenci)
GC Gas Chromatography (plynova chromatografie)
HEX Hexan

HPLC High Performance Liquid Chromatography (vysokoucinna kapalinova chromatografie)

HRMS High Resolution Mass Spektrometry (vysokorozlisovaci hmotnostni
spektrometrie

HSA  Human Serum Albumin (Lidsky sérovy albumin)

IC inhibi¢ni koncentrace

IC Infradervené zafeni

IPA Propan - ol

kap.  Kapitola

LC - MS Liquid Chromatography - Mass Spectrometry (kapalinova chromatografie s hmotnostni
detekci)

LLE Liquid - Liquid - Extraction

LOD Limit of detection (Mez detekce)

MEKC Micellar Electrokinetic Chromatography (micelarni elektrokineticka kapilarni
chromatografie)

MeOH Methanol

MF mobilni faze

MFA  mobilni faze A

MFB  mobilni faze B

min.  minuty

MIP  Molecularly Imprinted Polymers

MS Mass Spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

MTCA Microcristalline cellulose triacetate

MTDL Multi - Targed - Directed - Ligand

NM Nepolarni elu¢ni mod

NMDA N - methyl - D - aspartat

NMR  Nukledrni magneticka rezonance

Obr.  Obrazek

pH potential of Hydrogen (zaporny dekadicky logaritmus koncentrace H* iont()
PO Polarné - organicky elu¢ni maéd

R Rectus (pravy)

R Resolution (rozliseni pika)
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RM
RSD

SF
SFC
SMB
SP

Tab.
TEA
TFA
TLC
TLC
tr

uv
(v/v)
VWD

Reverzni elu¢ni mod

Relative Standard Deviation (relativni smérodatna odchylka)
Vybérova smérodatna odchylka

Sinister (levy)

stacionarni faze

Supercritic Fluid Chromatography (superkriticka chromatografie)
Simulated Moving Bed

Senile Plaques

Tangles

Tabulka

Triethylamin

Trifluoroacetic acid (kyselina trifluoroctova)

Thin Layer Chromatography (tenkovrstva chromatografie)
Thin Layer Chromatography (tenkovrstva chromatografie)
Retencni cas

Ultraviolet (ultrafialové zareni)

Pomér objemovych procent

Variable Wavelenght detector
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