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Teoreticka cast

1. Uvod do studia stereochemie

PFi studiu chemickych latek nardZzime na problematiku izomerie, tedy na situaci, kdy sumarni
vzorec dvou a vice molekul je stejny, ale jejich usporadani se liSi. Zvlastnim pfikladem izomerie je
stereoizomerie, kdy se molekuly od sebe navzajem li§i svym uspofadanim v trojrozmérném
prostoru. Uvedme si jednoduchy pfiklad. Na obrazku 1 vidime molekulu se &tyfmi rdznymi
funk&nimi skupinami. Mohlo by se zdat, Ze jde o totoZné molekuly. Chlér s hydroxylovou skupinou
jsou v roving, fluor je pfed rovinou a vodik je za rovinou. Budeme-li v8ak otacet s molekulou B,

nikdy nedostaneme obraz molekuly A a obracené.
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Obr. 1: Zrcadlové obrazy slou€eniny

Molekuly, jez jsou svymi zrcadlovymi obrazy, se nazyvaji chirdlni. Tyto izomery muzeme
specifikovat jako enantiomery. Jedna se obvykle o sloueniny s centrem chirality. Ty jsou
nejcastéji tvofené asymetrickym tetraedrickym uhlikovym atomem. Aby byla zachovana podminka
chirality, musi atom uhliku obsahovat &tyfi rdzné funkéni skupiny. Chiralni v8ak nemusi byt pouze
atom uhliku. Asi nejznaméjSim pfikladem neuhlikovych enantiomerd mezi |€Civy jsou prazoly
(omeprazol, pantoprazol, lansoprazol a dalsi), skupina inhibitord protonové pumpy. Chiralni
centrum prazoll tvofi atom siry. Na prvni pohled se omeprazol nejevi jako chiralni vzhledem
k pfitomnosti dvojné vazby sira - kyslik. Je tfeba si v8ak uvédomit, ze k atomu siry nalezi jesté
volny elektronovy par, ktery dava site tetraedricky tvar (sp® - hybridizace). Chiralni maze byt i
fosfor nebo dusik.

Chiralni nemuseji byt pouze molekuly, na kterych se vyskytuje chiralni atom, ale i molekuly s osou
symetrie. Napfiklad 2,2’-substituované bifenyly nebo binaftyly (Obr. 3).

Enantiomery maji stejné chemické a fyzikalni vlastnosti kromé& schopnosti stacet rovinu
polarizovného svétla vpravo (+) nebo vlevo (-). Jejich biologické vlastnosti jsou vSak odlisné.

Tomuto tématu se budeme vénovat dale.
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Obr. 2: Struktura omeprazolu s vyznatenym
volnym elektronovym parem

Obr. 3: Chiralni binaftyly (vazba mezi naftaleny je
stéricky branéna a neni schopna rotace)

K oznaceni uspofradani atomu chiralniho centra (konfigurace) nam slouzi pismena R (z lat. rectus)
a S (z lat. sinister). UrCeni konfigurace se fidi Cahlovym-Ingoldovym-Prelogovym pravidlem
posloupnosti.

Zatim jsme se zabyvali pouze pfipadem, kdy se na molekule vyskytuje pouze jedno stereogenni
centrum, a tedy existuje pouze R a S enantiomer. Pfedstavme si v8ak molekuly, kde se vyskytuji
dva nebo vice chiralnich atomd. Ma-li molekula dvé stereogenni centra, existuji pak Ctyfi
stereoizomery (plati: 2" kde n je pocet stereogennich center). Tak je tomu napfiklad u threoninu
(viz. Obr. 4).



Izomery 2R, 3R, a 2S, 3S jsou zrcadlovymi obrazy, enantiomery. Stejné je tomu u izomera 2R, 3S
a 2S, 3R. AvSak vztah napfiklad mezi izomerem 2S, 3S a 2S, 3R neni enantiomerni. Jejich
konfigurace je na jednom centru opa¢na a na druhém totoZzna. Jedna se tedy o diastereoizomery.
Diastereoizomery nebo také diastereomery maji oproti enantiomerdm rozdilné fyzikalni a chemické
vlastnosti. Toho se vyuziva pfi déleni enantiomert. Ekvimolarni smés enantiomerd se nazyva
racemat (racemicka smés). Racemat nestaci rovinu polarizovaného svétla, jelikoz jsou v ném obé
formy, jak pravotoliva, tak levotoCiva, zastoupeny stejnou mérou. Racematy se chovaji jako
chemicky Cisté latky a bé&Zznymi laboratornimi metodami nelze jednotlivé enantiomery oddélit.
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Obr. 4: Vzajemny vztah izomera threoninu



2. Chiralita a léciva

Duvod velkého zajmu o chiralitu chemickych latek tkvi v tom, ze mnoha Ié€iva jsou efektivnéjsi,
pokud lécivou latkou neni racemicka smés, ale jen jeden z enantiomerl. Prostfedi, ve kterém
zijeme, které nas zformovalo, je plné chiralnich latek. Je tedy pochopitelné, ze i zivé organismy
vykazuji jistou selektivitu k chiralnim latkam. Skvélym pfikladem je rozdilna viné levotoCivé a
pravoto€ivé formy karvonu (chirdlniho monoterpenu). LevotoCivda forma je sekundarnim
metabolitem Mentha piperita, zatimco pravoto€iva forma je demonstrovana rostlinou Carum carvi.
Lidské receptory dokazi pfesné odlisit rozdilnou prostorovou orientaci molekuly karvonu a mozek
tento rozdil vyhodnoti jako jinou vani. Jako farmaceuti se také zabyvame interakci latek (IéCiv) s
receptory. Receptor je trojrozmérna struktura a ucinek Iéciva je tedy zavisly na jeho prostorové
orientaci. Pokud je jeden z enantiomer( biologicky ucinnéjsi nez ten druhy, nazyva se eutomer.
Méné ucinny enantiomer pak oznacujeme jako distomer. Musime si uvédomit, Ze stereocizomery
se nemusi liSit jen tim, Zze na receptoru vyvolaji stejny efekt rizné sily. Jeden z enantiomeru
nemusi byt aktivni vibec, ba dokonce muze pulsobit odlisné nebo na upIné jiném receptoru. Na
stereoizomery je tfeba nahlizet i z hlediska farmakokinetického jako na latky, které mohou mit
rdznou afinitu k plasmatickym bilkovinam nebo jaternim enzymOm. Chiralita IéCiva hraje roli ve
vSech fazich prlichodu IéCiva organismem (absorpce, distribuce, metabolismus, eliminace) Jeden
z enantiomert mize mit zadouci terapeuticky efekt a ten druhy maze byt toxicky. Tabulka nize
nabizi struény prehled uc€inkd enantiomerd znamych Iéciv. Selektivni podani jednoho
z enantiomerl s sebou nese odstranéni nezadoucich UCinkl spjatych s druhym enantiomerem

nebo sniZeni davky diky vy§8imu ucinku €istého enantiomeru.

R - enantiomer S - enantiomer
ketoprofen vysSi aktivita
ibuprofen vysSi aktivita
omeprazol vySS§i aktivita
mianserin agranulocytéza, netoxicky

hepatotoxicita
zopiclon vy$&Si aktivita
atenolol vysSi aktivita
metoprolol vyssi aktivita
thalidomid netoxicky, ale podléha teratogen

inverzina S
naproxen vysSi aktivita
cetirizin vy$&8i aktivita

Tab. 1: Porovnani aktivity enantiomer( I&Civ



3. Separace chiralnich latek

Z predchoziho pojednani o vyznamnych rozdilech aktivity enantiomer( léCiv je pochopitelné, ze je
zdjem o jejich analyzu a pfedevsim o efektivni separaci. Jak jiz bylo fe€¢eno v uvodu, enantiomery
se z fyzikalné-chemického hlediska chovaji jako dvé identické latky. K jejich identifikaci nebo
pfipadné separaci je potfeba specifickych technik. Jednou z téchto technik je i vysokoucinna
kapalinova chromatografie - HPLC. Déleni enantiomert na HPLC vSak neprobiha na standardnich
kolonach (C18, silikagel), na které jsme zvykli, a je tfeba uprav mobilni nebo stacionarni faze,
které vedou k pozadovanému vysledku.

Principem separace enantiomer( je tvorba diastereomer(, které, jak jiz vime, maji odlisné
fyzikalné-chemické vlastnosti.

Neprimé déleni

Podstatou nepfimého déleni enantiomert nebo-li chiralni derivatizace je chemickéa reakce (tvorba
kovalentni nebo iontové vazby) mezi racemickou smési a opticky Cistym enantiomerem - chiralnim
selektorem. S vyhodou se vyuziva funkénich skupin -OH, -SH, -COOH, -CO-, -NH2, -NRH.
Nasledné pak vzniknou dva diastereomery, které je mozné rozdélit konvenénimi separacnimi
metodami na zakladé jejich rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnosti. V pfipadé kapalinové
chromatografie |ze pouzit achiralni kolonu (silikagel, C18). U této metody je vSak nutné zohlednit

musi reakce prob&hnout kvantitativné a nesmi dochazet k racemizaci vysledného produktu.
A+ (+)S > [+A+S]+[-A+ ]

Schéma 1: Vznik diastereomernich produkt(i reakci racematu (£ A) a selektoru (+) S

Pfimé déleni

Zatimco pfi nepfimém déleni Ize vyuzit i jinych metody nez jen chromatografii (krystalizace), u
pfimého déleni je tfeba pracovat s kapalinovou chromatografii, konkrétné s HPLC. Existuji dvé
metody pfimého déleni. Obé jsou zalozeny na pfitomnosti chiralniho selektoru - latky, ktera
kratkodobé interaguje s chiralnim analytem. V jednom pfipadé je vSak chiralni selektor pfitomen v
mobilni fazi a ve druhém pfipadé je pfimo navazan na stacionarni fazi kapalinové chromatografie.
Interakci chiralniho selektoru s enantiomerem vznikaiji transitni diastereomery.



Chiralni aditiva v mobilni fazi

Interakci chiralniho aditiva (selektoru), pfitomného v mobilni fazi, s enantiomerem (analytem)
vznikaji nestabilni diastereomerni komplexy. V systému, kde je pfitomen analyt, aditivum, mobilni
a stacionarni faze dochazi k nékolika jevim. Za prvé je analyt (racemat) v rovhovazném stavu vici
mobilni a stacionarni fazi. Dale dochazi ke tvorbé jiz zminovanych komplexd, a to jak s analytem,
pfitomnym v mobilni fazi, tak s analytem, ktery je zadrzovan na stacionarni fazi. Komplexy
enantiomeru A maji jinou retenci nez komplexy enatiomeru B a tim dochazi k jejich rozdéleni
v Case. Jako kazda metoda, i tato ma svoje vyhody a nevyhody. Vyhodou je dostupnost Siroké
skupiny chiralnich selektord a moznost jejich rychlého stfidani. DalSi vyhodou je pouziti finanéné
dostupnéjsich achiralnich kolon. Nevyhodami chiralnich aditiv mize byt rozdilna rozpustnost nebo
vyS§S§i absorbance mobilni faze v jejich pfitomnosti. Zaroven je tfeba zohlednit, Zze chiralni aditivum

je vymyvano spolu s mobilni fazi a jiz je nelze znovu pouzit.

Chiralni stacionarni faze

V pfedchozim pfipadé byl chiralni selektor volné rozpustén v mobilni fazi a interagoval s celym
systémem. V tomto pfipadé je chiralni selektor pevné vazan na nosi¢ a tvofi tak chiralni
stacionarni fazi (CSP). P¥i tvorbé diastereomernich komplext se uplatfiuji rizné interakce (1 - 1
interakce, vodikové vazby, interakce polarni, dipdlové, elektrostatické, komplexace a stérické
efekty). Enantiomery jsou podle sily interakce na koloné pozdrzeny riznou dobu a dochazi k jejich
separaci.

Podle interakci klasifikujeme nékolik typu chirdlnich stacionarnich fazi. Jelikoz v8ak na jedné
chiralni stacionarni fazi dochazi k vice interakcim, je pfehledné;jSi déleni dle plvodu stacionarni

faze (viz. tabulka nize).

Typ faze/ nazev faze Typ interakce

Polysacharidy vodikové vazby, Tr-Tr interakce

Antibiotika vodikové vazby, -1 interakce, hydrofobni inkluze
Proteiny vodikoveé vazby, 1T-11 interakce, hydrofobni inkluze
Crown - ethery inkluzni komplexace

Cyklodextriny inkluzni komplexace

Pirklovy faze T-11 interakce a dalSi

Tab. 2: Typy chiralnich stacionarnich fazi a jejich
hlavni interakce s analytem



Polysacharidové chiralni stacionarni faze

Prvnimi polysacharidovymi CSP byly celuléza a amyl6za. Celul6za je polysacharid tvofeny
molekulami D-glukézy, které jsou spojeny B (1—4) glykosidickou vazbou, zatimco amyléza je
tvofena jednotkami D-glukdzy, které jsou spojeny a (1—4) glykosidicky. Retézce celulézy se spolu
spojuji vodikovymi mustky a dochazi tak k tvorbé paskovité konformace, zatimco u amylozy
dochazi ke svinuti fetézce a k tvorbé& helikdlniho uspofadani. Tyto sekundarni struktury jsou
podminény uspofadanim B (1—4) a a (1—4) vazby.

‘
PN &

Fee e

Obr. 5: Prostorové uspofadani amylozy a

celulézy

Cista celuléza a amyldza se ukazaly jako nepfili§ vhodné. Lze na nich délit jen omezené spektrum
latek. Dnes se vyuzivaji modifikované typy téchto dvou polysacharidl, které zajistuji vysSi
enantioselektivitu. Modifikace spociva v derivatizaci hydroxylovych skupin glukézovych jednotek
organickymi estery, karbamaty, nitraty a ethery. Z pfikladl je nutno uvést prfedevSim triacetat
celulézy, ktery je vhodny pro déleni nepolarnich latek.

Tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) celulézy a tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) amylézy jsou dva
zdanlivé podobné typy modifikovanych CSP, avSak v dasledku riizné konformace polysacharidu
nelze dosahnout stejné enantioselektivity.

Separace enantiomer( na chiralnich kolonach tohoto typu je zaloZzena na vzniku rizné stabilnich
vodikovych vazeb a -1 interakci. Na obrazku nize je znazornéna tvorba vodikového mustku
enantiomeru s amylézo-karbamatovou fazi. Komplex tvofeny levotoivym enantiomerem je
stabilnéjSi nez komplex pravotoCivého enantiomeru, ktery vytvafi labilnéjSi rozdvojeny (bifurkace)

vodikovy mustek.
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Obr. 6: Vznik labilniho rozdvojeného vodikového

mustku

Na efektivité chiralni separace se kromé interakci CSP s analytem podili také vlastnosti mobilni
faze a teplota.

Chiralni stacionarni faze na bazi antibiotik

Antibiotika pouzivana jako chiralni selektory patfi do skupiny makrocyklickych glykoproteind.
Vankomycin (syntetizovan bakterii Streptomyces orientalis), teikoplanin (Actinoplanes
teichomyceticus) a ristocetin A (Nocardia lurida) patfi mezi nejCastéji vyuzivané CSP na bazi
antibiotik s Sirokymi aplikaénimi moznostmi. Tyto CSP dovoluji pracovat jak v normalnim, polarnim
(bezvodém), tak v reverznim (vodném) modu. Déleni enantiomerl je mozné predevSim diky tvorbé
vodikovych vazeb, -1 interakcim a inkluzim do hydrofobnich kapes. V reverznim modu jsou
preferovany -1 interakce a inkluze analytu do strukturnich kapes stacionarni faze. V pfitomnosti
organického modifikatoru (methanol, acetonitril, tetrahydrofuran, dioxan, ethanol, propanol) se
uplatfiuji elektrostatické interakce a tvorba vodikovych vazeb. V normalnim modu dochazi pfi
separaci k 1-1m hydrofobnim a dipdlovym interakcim. Selektivita chiralni faze k analytu je dana pH
prostfedi. To je mozné upravit pfidavkem organickych kyselin (octova, trifluoroctova, mravenci),
bazi (triethylamin, diethylamin, ethylendiamin) nebo pufru (octan nebo mravenéan amonny).
Existuji i derivatizované typy antibiotickych CSP napfiklad vankomycin s 3,5-
dimethylfenylisokyanatanem nebo teikoplanin a vankomycin bez cukernych slozek (aglykony).
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Obr. 7: Struktura vankomycinu



Proteinové chiralni stacionarni faze

Na proteinech se diky jejich slozité struktufe nachazi mnoho vazebnych mist. V Zivych
organismech figuruji proteiny jako receptory, které, jak jiz vime, mohou byt enantioselektivni. Proto
se proteiny uplatfiuji jako CSP. K pfikladim patfi proteinové CSP na bazi albuminu (lidsky nebo
hovézi sérovy albumin), na bazi glykoproteind (ovomukoid, avidin, kysely a1 - glykoprotein) nebo
na bazi enzymu (trypsin, chymotrypsin, lysosymy, pepsin). CSP na bazi proteint patfi, vedle
polysacharidovych a antibiotickych, k fazim, kde se uplatfiuje vice typl interakci (hydrofobni,
elektrostatické, vodikové). K nevyhodam proteinovych CSP patfi mala kapacita (nelze nastfiknout
vzorek o koncentraci vysSi nez 0,1 mg/ml), tlakovy limit, ale pfedev§im mala stabilita pfi vysSich
teplotach, nevhodnych hodnotach pH nebo po pfidavku organického rozpoustédia.

Cyklodextrinové chiralni stacionarni faze

Cyklodextriny predstavuji produkt degradace amylézy glukosyltransferazami. Jedna se o cyklické
oligosacharidy s riznym pocétem cukernych jednotek, a tedy s rlznym prameérem vnitfni dutiny
(cyklodextriny a, B, y). Hlavnim mechanismem chirdlniho déleni na cyklodextrinovych CSP je
inkluzni komplexace. Ta je mozna diky jedineénému uspofadani cyklodextrinové kavity. Povrch
kavity je diky hydroxylovym skupinam hydrofilni (interaguje s hydrofilni ¢asti molekuly analytu),
zatimco uvnitf je prostfedi hydrofobni (interaguje s hydrofobni ¢asti - aromaticky kruh). Diky tomu,
Ze jsou enantiomery ruzné geometricky usporadany, preferuji rizné polohy pfi interakci s
cyklodextriny. Tato usporfadani mohou byt rizné stabilni a analyt setrva na povrchu cyklodextrinu
riizné dlouhou dobu. To vede k rozdéleni enantiomernich analyt(.

a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin v-Cyclodextrin

=

-

Obr. 8: Struktura cyklodextrinG a parametry jejich
kavit
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Cyklodextrinové CSP je mozné pouzit pro reverzni, normalni i pro polarné - organicky maod
(acetonitril, methanol). O vybéru mobilni faze rozhoduji vlastnosti analytu (rozpustnost, pKa).
Reverzni mod je v8ak separacné nejucinnéjsi. Stabilitu inkluznich komplext vyznamné ovliviiuje
pH mobilni faze. To vSak nesmi byt nizSi nez 3, jinak dojde k rozkladu stacionarni faze. Podobné
jako u predchozich CSP, existuje i cela fada derivatizovanych cyklodextrinovych fazi, které jsou
chiralné specificté;si.

Crown - etherové chiralni stacionarni faze

Crown - ethery jsou makrocykly tvofené ethylenovymi mistky, mezi které je zabudovan
heteroatom. Tim je obvykle kyslik, ale mize jim byt i sira nebo dusik. Crown - etherové usporadani
vytvaFi kavitu, podobné jako je tomu u cyklodextrin(l. Nitro kavity vSak neni hydrofobni, ale
hydrofilni a vytvari pfednostné komplexy s amoniovym iontem. V praxi se vyuzivaji crown - ethery
derivatizované. Jsou vhodné predevsim k déleni slou¢enin s amino skupinou hned vedle chiralniho
centra (napf. aminokyseliny).

0
OO (f O/\\o HOOC., o(\ /\o COOH
? O] HOOCJ:O OICOOH
0
I Sel oS

(D) 2

Obr. 9: Struktura crown - ethert

Pirklovy chiralni stacionarni faze

Pirklovy faze patfi mezi nejstarSi pouzivané CSP. Muzete se s nimi setkat napfiklad pod znackou
Chirex od firmy Phenomenex. Pfi déleni se uplathuje vice interakci (m-11, vodikové, van der
Waalsovy, dipdlové, stérické). Predstavitelem 11-11 interakce je tendence T-akceptorové skupiny
pfijimat elektron od t-donorni skupiny a tvofit tak 1 - donor/ akceptorovy komplex. Chiralni
selektor mGze obsahovat bud jednu z téchto skupin, anebo obé z nich, &¢imz se zvysuje
univerzalnost faze. Pirklovy CSP jsou vhodné pro déleni v normalnim mdodu pro Siroké spektrum
latek.
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Prakticka cast

Nasleduji praktické ulohy zamérené na chiralni separaci léCiv a jejich prekurzort promoci HPLC s

chiralni stacionarni fazi.

Benzoin

OH

Nazev:
(2RS)-2-hydroxy-1,2-difenyl-ethanon

Charakteristika latky:
Bila az Zlutobila krystalicka latka. Teplota tani: 137° C

Pouziti:
Prekurzor pfi pfipravé fenytoinu.
Potencialni cytostaticka aktivita derivatt benzoinu.

Pfiprava na analyzu:
Navazte 1 mg benzoinu do Eppendorfky a rozpustte ve 100 pl propan-2-olu, poté pfidejte

900 pl heptanu. Obsah nasajte do stfikacky a Zfiltrujte pfes stfikackovy filtr do vialky.

Parametry analyzy:
Kolona: Phenomenex Lux 5 ym - Amylose - 1, 250 x 4,6 mm

Mobilni faze: Propan-2-ol : heptan (20 : 80), isokraticka eluce

Pratok: 0,5 ml/min
Teplota: 5°C
Detekce: UV - VIS - Vinova délka: 230 nm
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Chromatogram:

55,0 1
50,0 4 11-34,553
40,0
12 - 49,330
=)
E 30,0
@
e
g
2 20,0
<
10,0 4
0,0 T T
'5.0" T T T T T T T 1
25,0 35,0 40,0 45,0 50,0 55,0 60,0
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAU*min mAU % % n.a.
1 34,553 33,761 48,920 50,03 59,39 na.
2 49,330 33,715 33,453 49,97 40,61 n.a.
Total: 67,476 82,372 100,00 100,00
Poznamka:
Jako CSP byla pouzita Phenomenex Lux Amylose - 1. Jedna se o polysacharidovou fazi
derivatizovanou 3,5-dimethyfenylkarbamatem. Analyt interaguje se selektorem za vzniku
vodikovych mustkl, dipdlovych interakci a m-1 interakci. Helikalni struktura amylézy
zajistuje stérické prostfedi a vys$Si enantioselektivitu.
Ukol:

1. Zmétfte teplotu tani benzoinu.
2. Jaky bude rozdil ve vysledku z TLC a HPLC?
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(1RS)

-2-nitro-1-fenylethan-1-ol

OH

NO,

Charakteristika latky:

Pouziti:

Pfiprav

Zluta olejovita kapalina.

Prekurzor pfi pfipravé IéCiv (chloramfenikol, inhibitory B-sekretaz)

a (1RS)-2-nitro-1-fenylethan-1-olu Henryho reakci:

NO,
1: CHZNO,, 5M NaOMe, Et,0

2: ACOH, Et,0

Pfipravte si 25ml barikku s magnetickym michadlem a septem. Pod argonem rozpustte
10 mmol benzaldehydu v 10 mmol nitromethanu v 7,5 ml suchého diethyletheru.

V jiné barce si pod argonem pfipravte 5M roztok methoxidu sodného v suchém methanolu.
Po homogenizaci pfidejte 2,5 ml suchého diethyletheru a tuto smés po kapkach pfidavejte
k roztoku benzaldehydu a nitromethanu za intenzivniho michani pfi teploté 0 - 5° C. Nechte
michat hodinu pfi této teploté.

Hotovou smés zpracuijte pfidavkem 0,55 ml ledové kyseliny octové rozpusténé v 2,5 ml
diethyletheru a nechte michat jesté 30 min pfi teploté 5 - 10° C. Poté pfevedte smés do
délicky, pfidejte 30 ml vody a extrahujte 3 x 25 ml diethyletheru. Spojené organické faze
promyjte 20 ml 5% roztoku Na2CO3,10 x 20 ml 20% roztoku NaHSOs, 20 ml vody a 20 ml
solanky. Organickou fazi vysuste bezvodym Naz2SOs, Zfiltrujte do pfedem zvazené bariky a
odpafte na vakuové odparce.
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Pfiprava na analyzu:

Obsah bariky rozpustte v propan-2-olu. Pfidejte tolik propan-2-olu, abyste dosahli
koncentrace 10 mg/ml. Odeberte pipetou 100 ul a pfidejte 900 ul heptanu. Obsah nasajte
do stfikacky a Zfiltrujte pfes stfikaCkovy filtr do vialky.

Parametry analyzy:

Kolona: Phenomenex Lux 3 um - Cellulose - 1, 250 x 4,6 mm
Mobilni faze: Propan-2-ol : heptan (20 : 80), isokraticka eluce
Pratok: 0,5 ml/min
Teplota: 5°C
Detekce: UV - VIS - Vinova délka: 230 nm
Chromatogram:
160
140+ 11 -27,187
1204
4 12 - 32,867
1004
=)
<
E 804
e
8
c 60+
)
< -
40+
20+
0: 1 |
-20" ] T T v T Y T T T T
25,00 26,25 27,50 28,75 30,00 3125 32,50 33,75 35,00 3625 3700
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAU*min mAU % % n.a.
1 27.187 83,393 134,222 48,93 54.45 na.
2 32,867 83,619 112,300 50,07 4555 na.
Total: 167,013 246,522 100,00 100,00
Poznamka:
Jako CSP byla pouzita Lux Cellulose - 1. Jedna se o fazi na bazi celulézy, ktera je
derivatizovana 3,5-dimethylfenylkarbamatem. PFi déleni se uplatiiuje tvorba vodikovych
mustkd a -1 interakci.
Ukol:

1. Jaky je rozdil ve struktufe celulézy a amylézy?
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Propranolol

OH

ZT
O

H,;C

CHj

Nazev:

(2R S)-1-[isopropylamino-3-(naftalen-1-yloxy)]propan-2-ol

Charakteristika latky:
Propranololi hydrochloridum: bily nebo témér bily praSek dobfe rozpustny ve vodé a v 96%
ethanolu. Teplota tani: 163 - 166° C.

Farmakologické vlastnosti a indikace:

Neselektivni B-blokator (angina pectoris, hypertenze, dysrytmie, glaukom, infantilni
hemangiom).

Pfiprava na analyzu:

Navazte 1 mg propranolol hydrochloridu do Eppedorfky a rozpustte v 1 ml methanolu.
Obsah nasajte do stfikacky a Zfiltrujte pfes stfikackovy filtr do vialky.

Parametry analyzy:

Kolona: Astec - Chirobiotic T 5 pm, 150 mm x 4.6 mm
Mobilni faze: 15mM mraven¢an amonny v MeOH

Pratok: 0,1 ml/min

Teplota: 5°C

Detekce: UV - VIS - Vinova délka: 230 nm
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Chromatogram:

mAU
1204

40

20

204

J —
% % % % % 4 & 4
# Time Area Height Width Area% Symmetry
1 31.707 112141 159 1.0471 46.526 0.542
2 34.616 12888.7 152.8 1.1999 53.474 0.512
Poznamka:

Ukol:

Byla pouzita CSP na béazi makrocyklického glykoproteinu teikoplaninu. PFi déleni
v polarné - organickém modu se uplatfiuji elektrostatické interakce. Je to u¢inna CSP pro
latky, které obsahuji alespori dvé skupiny schopné interakce, nachazejici se v blizkosti
stereogenniho centra (hydroxylova, karbonylova, karboxylova, amino).

1. Navrhnéte metodu identifikace jednotlivych enantiomera.
2. Které ¢asti molekuly propranololu pravdépodobné interaguji s CSP v methanolové fazi?
3. Je propranolol hydrochlorid v CR registrovan? Pokud ano, tak s jakou indikaci?
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Atenolol

Nazev:

2-{4-[(2RS)-2-hydroxy-3-(isopropylamino)propoxylfenyl}acetamid

Charakteristika latky:
Atenololum: bily nebo témér bily praSek mirné rozpustny ve vodé, dobfe rozpustny v
ethanolu bezvodém, tézce rozpustny v dichlormethanu. Teplota tani: 152 - 155° C

Farmakologické vlastnosti a indikace:
Selektivni B1-blokator (hypertenze, angina pectoris).

Pfiprava na analyzu:
Navazte 1 mg atenololu do Eppedorfky a rozpustte v 1 ml methanolu. Obsah nasajte do

stfikaCky a Zfiltrujte pfes stfikackovy filtr do vialky.

Parametry analyzy:

Kolona: Astec - Chirobiotic T 5 pym, 150 mm x 4.6 mm
Mobilni faze: 15mM mravenéan amonny v MeOH

Pratok: 0,1 mli/min

Teplota: 5°C

Detekce: UV - VIS - Vinova délka: 230 nm
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Chromatogram:
mAU § -
1 :@\ g
40 ‘II Il‘l -
| I|
II lll 'I’I/\I
1 o [
1 \ | \
l'l | Il\
a0 | \ I' \
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” l \ lI
l \\
20-: \' I'
'
] |
15 ||
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‘Of ||
J,I
5...
L 90 % 150 lllt?.': 1;0 1{5 1210 TZIS 1‘.1%3 11'35
# Time Area Height Width Area% Symmetry
1 106.605 9511 36.4 3.8542 46.096 0.425
2 115.419 11121.9 33.6 47184 53.904 0.372
Poznamka:
Byla pouzita CSP na bazi makrocyklického glykoproteinu teikoplaninu. PFi déleni v polarné-
organickém modu se uplatiiuji elektrostatické interakce. Je to u€inna CSP pro latky, které
obsahuiji alespori dvé skupiny schopné interakce a nachazeji se v blizkosti stereogenniho
centra (hydroxylova, karbonylova, karboxylova, amino).
Ukol:

1. Navrhnéte metodu identifikace jednotlivych enantiomer(.
2. Které ¢asti molekuly atenololu pravdépodobné interaguji s CSP v methanolové fazi?

3. Jak by se projevilo podani Cistého enantiomeru?
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Metoprolol

OH

H

o) N CHg

T

CHj,

@)

CH,

Nazev:
(2RS)-1-(isopropylamino)-3-[4-(2-methoxyethyl)-fenoxy]propan-2-ol

Charakteristika latky:
Metoprololi succinas: bily nebo témér bily krystalicky prasek snadno rozpustny ve vodé,

dobfe rozpustny v methanolu, téZce rozpustny v ethanolu 96%. Teplota tani: 136 - 137° C

Farmakologicke vlastnosti a indikace:
Selektivni B1-blokator (hypertenze, angina pectoris, dysrytmie, migréna, hyperthyre6za).

Izolace:

Pét tablet pfipravku Belatoc 25 mg (125 mg metoprololi succinas) rozetfete v tfence a
splachnéte cely obsah 100 ml vody do Erlenmeyerovy bariky. Za ob&asného promichani
nechte stat 15 min. Zfiltrujte do jiné Erlenmeyerovy bariky. Zalkalizujte nasycenym
roztokem hydroxidu sodného a pfidejte 4 Izicky NaCl. Roztok prevedte do délicky a
extrahujte 3 x 20 ml dichlormethanu. Organické faze spojte, pfidejte suSidlo (siran
hofeCnaty) a nechte stat 30 min. Roztok Zfiltrujte do pfedem zvazené bariky s kulatym
dnem a nechte odpafit na vakuové odparce.
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Pfiprava na analyzu:
Obsah banky rozpustte v methanolu. Pfidejte tolik methanolu, abyste dosahli koncentrace
1 mg/ml. Odeberte pipetou 1 ml do Eppendorfky. Obsah nasajte do stfikacky a Zfiltrujte

pres stfikaCkovy filtr do vialky.

Parametry analyzy:
Astec - Chirobiotic T 5 ym, 150 mm x 4.6 mm

Kolona:
Mobilni faze: 15mM mraven¢an amonny v MeOH
Prutok: 0,1 mli/min
Teplota: 5°C
Detekce: UV - VIS - Vinova délka: 230 nm
Chromatogram:
- ] "I’ \ ."‘/\.
] [ [
\ \
500 4 ll 'lll | ‘Ill
| l'I ll \
1 '\l ‘\I
400 ' '.|. | '.\
\ | \
\ \
300*4 H\l |
| \
\ ,
200 | [
|
| ||
] | f
100 I’ I
] !‘. ] ( )
0 ‘J — |
l 85 57.5 GTO 6215 G'f: 87'.5 7b 72'.5 7'5 77'A5
# Time Area Height Width Area% Symmetry
1 63.927 91358.2 651 2.339 47.190 0
2 69.089 102237.9 602.6 2.8277 52.810 0.415

Poznamka:
Byla pouzita CSP na béazi makrocyklického glykoproteinu teikoplaninu. PFi déleni
v polarné - organickém modu se uplathiuji elektrostatické interakce. Je to u¢inna CSP pro

latky, které obsahuji alespori dvé skupiny schopné interakce, nachazejici se v blizkosti

stereogenniho centra (hydroxylova, karbonylova, karboxylova, amino).
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Ukol:
1. Porovnejte vysledky déleni na koloné Astec - Chirobiotic T a Chirex 3022 - Chirex® (S)-
ICA a (R)-NEA (viz. nize).
2. Jaké jsou vyhody déleni na teikoplaninové koloné?
3. Jaké se uplatriuji interakce u obou typu kolon?

Chromatogram k uloze:

90
propan-2-ol : heptan (0,2% TFA)40: 70
80
70
60 -
50

40

30

Absorbance [mAU]

20

10

-10-
15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 325 35,0 37,5 40,0
Time [min]
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Cetirizin

Nazev:

. )J\/o\/\N /\ o]

kyselina (RS)-2-(2-{4-[(4-chlorfenyl)-fenylmethyl]piperazin-1-yl}ethoxy)octova

Charakteristika latky:

Cetirizini dihydrochloridum: bily nebo téméfr bily prasek snadno rozpustny ve vode,
prakticky nerozpustny v acetonu a v dichlormethanu. Teplota tani: 110 - 115° C

Farmakologické vlastnosti a indikace:

H1 - antihistaminikum (sezonni a celoro¢ni alergicka rhinitis, urticaria)

Izolace:

Dvacet tablet pfipravku Analergin 10 mg (200 mg cetirizinu) rozetfete v tfence. Pfevedte do
Erlenmeyerovy bariky. Pfidejte 100 ml vody. Za obasného promichani nechte stat 30 min.
Zfiltrujte do jiné Erlenmeyerovy banky, zalkalizujte nasycenym roztokem hydroxidu sodného
a pridejte Ctyfi IziCky chloridu sodného. Pfevedte do délicky a extrahujte 3 x 20 ml
dichlormethanu. Spojte organické faze a pfidejte susidlo (siran hofeCnaty). Zfiltrujte do
barky s kulatym dnem na objem cca 5 ml. Pokud odparek neobsahuje pomocné latky
(visualni kontrola) pokraCujte v odparovani, pokud vSak zaznamenate stopy nerozpustnych
latek, pfipravte si kratkou kolonku z Pasteurovy pipety. Silikagel rozptylte v dichlormethanu.
Do pipety dejte maly smotek vaty, navrstvéte mofskym piskem a pfipravenym silikagelem.
Kolonka nesmi vyschnout, proto méjte pod kontrolou hladinu mobilni faze. Pod kolonku si
pfipravte pfedem zvazenou banku s kulatym dnem. Jakmile hladina mobilni faze klesne 2
mm nad silikagel, okamzité nalijte odparek s produktem. Proplachnéte 3 x
dichlormethanem. Produkt odpafte na vakuové odparce.
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Ovéreni Cistoty vzorku:
Provedte TLC izolovaného cetirizinu. Mobilni faze: MeOH/DCM (1 : 9)
Pfiprava na analyzu:

Obsah banky rozpustte v methanolu. Pfidejte tolik methanolu, abyste dosahli koncentrace

1 mg/ml. Odeberte pipetou 1 ml do Eppendorfky. Obsah nasajte do stfikacky a Zfiltrujte
pres stfikaCkovy filtr do vialky.

Parametry analyzy:

Kolona: Astec - Chirobiotic T 5 pm, 150 mm x 4.6 mm
Mobilni faze: 15mM mravenéan amonny v MeOH
Prutok: 0,1 ml/min
Teplota: 5°C
Detekce: UV - VIS - Vinova délka: 230 nm
Chromatogram:
m ] 3 s;
¥
120+ l |‘
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20 | Il‘ 'II
[ \ /
N o =
- ) - ) ) ) ")
# Time Area Height Width Area% Symmetry
1 45.241 10311 1333 1.2895 63.221 0.646
2 78.514 5998.5 28.1 3.5571 36.779 0.404
Poznamka:

Byla pouzita CSP na bazi makrocyklického glykoproteinu teikoplaninu. Pfi déleni
v polarné - organickém modu se uplatfiuji elektrostatické interakce. Je to u¢inna CSP pro

latky, které obsahuji alespori dvé skupiny schopné interakce, nachazejici se v blizkosti
stereogenniho centra (hydroxylova, karbonylova, karboxylova, amino).

25



Ukol:

1. Jaky bude rozdil mezi vysledkem TLC a chiralni HPLC?
2. Jak se nazyva levotocCivy enantiomer cetirizinu?
3. Pod jakym nazvem je levotogivy enantiomer registrovan v CR? Jaké jsou jeho vyhody?

26



Hydroxizin

o /\/o\/\N /\ Cl

Nazev:
(RS)-2-(2-{4-[(4-chlorfenyl)-fenylmethyl]piperazin-1-yl}ethoxy)ethanol

Charakteristika latky:
Hydroxyzini dihydrochloridum: bily nebo témér bily krystalicky hygroskopicky prasek
shadno rozpustny ve vodé a v lihu 96%, téZce rozpustny v acetonu. Teplota tani: 200° C za
rozkladu latky

Farmakologické vlastnosti a indikace:
anxiolytikum, antihistaminikum (anxieta, pruritus)

Izolace:
Deset tablet pfipravku Atarax 25 mg (250 mg hydroxizinu) rozetfete v tfence. Pfevedte do
Erlenmeyerovy bariky. Pfidejte 100 ml vody. Za ob&asného promichani nechte stat 30 min.
Zfiltrujte do jiné Erlenmeyerovy banky, zalkalizujte nasycenym roztokem hydroxidu sodného
a pfidejte Ctyfi 1ZiCky chloridu sodného. Prfevedte do délicky a extrahujte 3 x 20 ml
dichlormethanu. Spojte organické faze a pfidejte susidlo (siran hofeCnaty). Zfiltrujte do
pfedem zvazené banky s kulatym dnem a nechte odpafit na vakuové odparce.

Pfiprava na analyzu:
Obsah banky rozpustte v propan-2-olu. Pfidejte tolik propan-2-olu, abyste dosahli
koncentrace 10 mg/ml. Odeberte pipetou 100 ul a pfidejte 900 pl heptanu. Obsah nasajte
do stfikacky a Zfiltrujte pres stiikaCkovy filtr do vialky.

27



Parametry analyzy:

Kolona: Phenomenex Lux 3 ym - Amylose - 2, 250 x 4,6 mm
Mobilni faze: propan-2-ol - 0,1% DEA : heptan - 0,1% DEA (30 : 70), isokraticka eluce
Pratok: 0,5 ml/min
Teplota: 5°C
Detekce: UV - VIS - Vinova délka: 230 nm
Chromatogram:
140 -
11-24,250
120 4
100 -
5 80+
E
Q
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_§ 12 - 31,457
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0V — ]
'20‘[ T T T T T T T T T 1
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAU*min mAU % % n.a.
1 24,250 286,075 125,606 49,07 74,60 na.
2 31,457 296,900 42,768 50,93 25,40 na.
Total: 582,976 168,373 100,00 100,00
Poznamka:
Byla pouzita CSP Phenomenex Lux Amylose - 2. Jedna se o polysacharidovou CSP
derivatizovanou 5-chloro-2-methylfenylkarbamatem. Analyt interaguje se selektorem za
vzniku vodikovych mustkd, dipdlovych interakci a 1-1r interakci. Helikalni struktura amylézy
zajistuje stérické prostiedi a vy$Si enantioselektivitu
Ukol:

1. Jaky by byl rozdil mezi vysledkem TLC a chiralni HPLC?
2. Navrhnéte metodu identifikace jednotlivych enantiomera.




Ketoprofen

OH

Nazev:
kyselina (2RS)-2-(3-benzoylfenyl)propanova

Charakteristika latky:
Ketoprofenum: bily nebo témérF bily krystalicky prasek prakticky nerozpustny ve vodé ,
snadno rozpustny v acetonu, v ethanolu 96% a v dichlormethanu. Teplota tani: 94 - 96° C

Farmakologicke vlastnosti a indikace:
Nesteroidni antiflogistikum a antirevmatikum (revmatoidni arthritis, osteoarthritis, akutni
dna, muskuloskeletalni poranéni, pooperacni bolesti, dysmenorrhoea)

Pfiprava na analyzu:
Navazte 1 mg ketoprofenu do Eppendorfky. Rozpustte ve 200 pl propan-2-olu a doplite
800 ul heptanu. Obsah nasajte do stfikacky a Zfiltrujte pres stiikaCkovy filtr do vialky.

Parametry analyzy:
Kolona: Phenomenex Lux 5 um - Amylose - 1, 250 x 4,6 mm

Mobilni faze: Propan-2-ol : heptan (20 : 80), isokraticka eluce

Prutok: 0,5 ml/min
Teplota: 5°C
Detekce: UV - VIS - Vinova délka: 230 nm
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Chromatogram:

60,0
1 11-20,130
50,0 4
40,0-
1 12-27,180
5
< 30,0
)
e
§ 20,0
o -
g 2
<
10,0-
00- 4 T T
-10'0-1 T T T T T T T T T T 1
15,0 16,0 18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0 34,0 35,0
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % % n.a.
1 20,130 24,719 51,057 50,13 58,35 na.
2 27,180 24,591 36,451 49,87 41,65 na.
Total: 49,310 87,508 100,00 100,00
Poznamka:
Jako CSP byla pouzita Phenomenex Lux Amylose - 1. Jedna se polysacharidovou fazi
derivatizovanou 3,5-dimethyfenylkarbamatem. Analyt interaguje se selektorem za vzniku
vodikovych mdastkl, dipolovych interakci a 11-1 interakci. Helikalni struktura amylézy
zajistuje stérické prostfedi a vy3Si enantioselektivitu.
Ukol:

1. Porovnejte vysledky déleni na koloné Astec - Chirobiotic T (viz. nize) a Phenomenex Lux
Amylose - 1.

2. Jaké se uplatiuji interakce u obou typu kolon? A pro¢ se déleni na polysacharidové CSP
ucinngjsi?
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Chromatogram k uloze:

" g 15mM mravencan amonny v MeOH
250_
200 4
150 -
100
504
0+
% 2 % 2 % » 3 m
# Time Area Height Width Area% Symmetry
1 29.835 25213.1 279.3 1.3092 100.000 0.458
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Ibuprofen

CH,

H;C

OH

Nazev:
kyselina (2RS)-2-(4-isobutylfenyl)propanova

Charakteristika latky:
Ibuprofenum: bily nebo téméf bily krystalicky prasek nebo bezbarvé krystaly prakticky
nerozpustné ve vodé, snadno rozpustné v acetonu, v methanolu a v dichlormethanu.
Teplota tani: 75-78° C

Farmakologické vlastnosti a indikace:
Nesteroidni antiflogistikum a antirevmatikum (revmatoidni arthritis, osteoarthritis,
muskuloskeletalni poranéni, pooperacni bolesti, dysmenorrhoea, bolesti hlavy)

Izolace:
Pét tablet pfipravku Ibalgin 500 mg (2500 mg ibuprofenu) rozetfete a dejte do
Erlenmeyerovy bariky. Pfidejte 100 ml hexanu a nechte michat pfi laboratorni teploté 30
min. Poté Zfiltrujte do pfedem zvazené barky a filtrat odpafte na vakuové odparce.

Ovéreni Cistoty vzorku:
Provedte TLC izolovaného ibuprofenu. Mobilni faze: MeOH/DCM (1 : 9)

Pfiprava na analyzu:

Navazte 1 mg ibuprofenu do Eppendorfky. Rozpustte ve 200 ul propan-2-olu a doplrite 800
Ml heptanu. Obsah nasajte do stfikaCky a Zfiltrujte pfes stfikackovy filtr do vialky.
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Parametry analyzy:

Kolona: Phenomenex Lux 5 ym - Amylose - 1, 250 x 4,6 mm
Mobilni faze: Propan-2-ol : heptan (20 : 80), isokraticka eluce
Pratok: 0,5 ml/min
Teplota: 5°C
Detekce: UV - VIS - Vinova délka: 230 nm
Chromatogram:
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Time [min]
Integration Results
No. |[Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % % n.a.
1 11,577 18,136 83,654 48,04 50,65 na.
2 11,930 19,619 81,494 51,96 49,35 na.
Total: 37,755 165,148 100,00 100,00
Poznamka:
Jako CSP byla pouZita Phenomenex Lux Amylose - 1. Jedna se polysacharidovou fazi
derivatizovanou 3,5-dimethyfenylkarbamatem. Analyt interaguje se selektorem za vzniku
vodikovych mustkd, dipdlovych interakci a -1 interakci. Helikalni struktura amylézy
zajistuje stérické prostfedi a vy3Si enantioselektivitu.
Ukol:

1. Ktery enantiomer ibuprofenu je u€innéjsi?
2. Jaky bude rozdil mezi vysledkem z TLC a chiralni HPLC?
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Warfarin

Nazev:
4-hydroxy-3-((1RS)-3-oxo-1-fenylbutyl)chromen-2-on

Charakteristika latky:
Warfarinum natricum: bily nebo témér bily hygroskopicky amorfni prasek velmi snadno
rozpustny ve vodé a v ethanolu 96%, dobfe rozpustny v acetonu, velmi téZce rozpustny v
dichlomethanu. Teplota tani: 161° C

Farmakologické vlastnosti a indikace:
antikoagulancium, antagonista vitaminu K (profylaxe a Ié¢ba tromboembolické choroby)

Pfiprava na analyzu:
Navazte 1 mg do Eppendorfky. Pfidejte 200 pl ethanolu a 800 pl heptanu (0,2 % TFA)
Obsah nasajte do stfikacky a Zfiltrujte pfes stfikackovy filtr do vialky.

Parametry analyzy:
Kolona: Phenomenex Chirex 3022 - Chirex® (S)-ICA a (R)-NEA - ((S)-indolin)-2-
karboxylova kyselina a (R)-1-(a-nafthyl)ethylamine)
Mobilni faze: ethanol : heptan - 0,2 % TFA (10 : 90), isokraticka eluce

Prutok: 0,5 ml/min
Teplota: 5°C
Detekce: UV - VIS - Vinova délka: 230 nm
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Chromatogram:
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Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAU*min mAU % % n.a.
1 9,697 61,228 120,943 50,07 62,10 na.
2 10,877 61,058 73,823 49,93 37,90 na.
Total: 122,286 194,766 100,00 100,00
Poznamka:
Jako CSP byla pouzita Chirex 3022 - Chirex® (S)-ICA a (R)-NEA. Jedna se na Pirklovu
chiralni stacionarni fazi. Na silikagel je navazana (S)-indolin-2-karboxylova kyselina, (R)-1-
(a-naftyl)ethylamin a mo&ovinovy mustek.
Ukol:

1. Jaka vyznamna interakce se uplatiuje pfi déleni na Pirklovych fazich?

2. Které ¢asti molekuly warfarinu pravdépodobné interaguji s CSP?
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