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Shrnuti:

PredloZzena prace se zabyva chiraini separaci anfifoifigp I€iva cis-itrakonazolu pomoci
vysokolinné kapalinové chromatografie sirdzem na moZznosti semipreparativni purifikace vSech
stereoizomet. Teoretickacast se ¥nuje problematice antifungalniché¢ie azolového typu, separacim
na chirdlnich polysacharidovych fazich a separaakonazolu. Naplni experimentalsésti prace je
nalezeni optimalnich podminek pro separdgt stereocizomer cis-itrakonazolu v mobilnich fazich
tvorenych smisi ¢istych rozpousdel bez pidavku aditiv. Cisitrakonazol je mozno
v semipreparativnim modu separovat ve dvou krogiobZitim tris (3,5-dimethylfenylkarbamatu)

celuldzy a tris (4-methylbenzoéatu) celuldzy jakacgdnarnich fazi.

Klicova slova: itrakonazol, antifungalni ¢i¢a, HPLC, enantiomery, stereoizomery,

polysacharidové faze, celul6za

Summary:

Presented thesis deals with chiral separation oérdgifungal drug - itraconazole - using high
performance liquid chromatography with emphasispossibilities of semipreparative purification of
particular stereoisomers. Theoretical part disaussmle antifungal drugs, separations using chiral
polysaccharide stationary phases and separationiagbnazole. Experimental part is devoted to
finding the optimal conditions for separation ofif@is-itraconazole stereoisomers using mobile phases
comprising only pure solvents with no additivesadbnazole can be separated in semipreparative mode
in two steps using cellulose tris (3,5-dimethylpylearbamate) and cellulose tris (4-methylbenzoate)
stationary phases.
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1. Uvod

Itrakonazol je Sirokospektralni triazolové antimgikam, které blokuje syntézu
ergosterolu, hlavni slozky b&né membrany hub. Jedna se o chiralni &ainu a
z farmakologického hlediska je uiiteé zjistit mimo jiné aktivitu a toxicitu
jednotlivych stereocizomér Separace racematwis-itrakonazolu na jednotlivé
stereoizomery pomoci HPLC zatim nebyla v litefatpopsana, rozhodli jsme se proto
nalézt optimélni podminky pro chiralni semiprepardt analyzu této slateniny
za (telem ziskwistych stereoizomérv fadu jednotek miligrafin na kterych mize byt
dale testovana jejich biologicka aktivita. Pro tenkel je potebné zajistit, aby
izolované stereoizomery neobsahovaly stopy aditi¥zniach v kapalinové
chromatografii, které by mohly it chovani studovanych biologickych systé(mag:.
burg¢nych kultur). Snahou proto byla optimalizace separss vyuzitim srisi
rozpoustdel bez pidavku aditiv. Optimalizovana metoda vyuziva izdikieou eluci,
coz umoauje recyklaci mobilni faze (s pozitivnim dopademekalogii i ekonomiku

provozu) i pouziti velmi jednoduchych chromatogrhafich @istroja.



2. Teoretickd €ast
2.1 Antimykoticka lé €iva

Antimykoticka I&€iva jsou I1éky nasazovanymfippnemocgnich zpgisobenych houbami

a pliskmi. ZvySenému riziku &chto onemocéni jsou vystaveni zejména pacienti s
imunitnimi onemocénimi (nag. AIDS), nebo pacienti podstupujici imunosupresivni
lé¢bu po transplantacich orgarNegasgjSimi pivodci onemocéni jsou rodyCandida

a Aspergillus?. Novymi rody, které vykazuji niz$i citlivost nasial pouzivana &va,
jsou pak nap rody Fusariuma Scedosporiufl. Podle mista dinku se antimykotika
déli na systémova (inkuji v celém &le) a lokalni (dinkuji v mis€ onemocsni), podle
chemické struktury pak na polyenova antimykotikantiretabolity, azolova
antimykotika, echinokandiny a ostatni antimykotikaVybornym shrnutim &nka

jednotlivych I&iv na izné druhy hub a plisni je review Espinel-Ingrbffa

2.1.1 Azolova antimykotika

Azoly jsou nej¥étSi skupinou momentainpouzivanych antimykotik. Jedna setisté
syntetické latk{/’. Jejich &inek sp@iva v peruSeni metabolické drahy syntézy
ergosterolu. Houby poté musi pro stavbuddn® membrany vyuzivat jiné steroly, coz
meni jeji vlastnosti (naip propustnost). Azoly interaguji s cytochromy P45&Zou se
svym imidazolovym, pop triazolovym kruhem na atom Zeleza obsaZeny ueisie
enzymu. Inhibuji C14 demethylaci v procesu syntémyosteroll#®. Jejich interakce
se savim cytochromem P450 imie zpisobit vedlejSi &inky, mimo jiné v oblasti

produkce hormoin (testosteron, glukokortikoidy).

Biologicka aktivita antifungélnich azblije zpisobena jejich interakci s cytochromem
P450, jak jiz bylo zmi&no vySe. Azolové inhibici vybranych enzyreytochromu P450
se ¥novala studie Monostory a kol. Z ni vyplynulo, Ze zkoumanych k&v je
selektivnim inhibitorem pouze ketokonazol a t@ivenzymu CYP3A4. Clotrimazol je
selektivnim inhibitorem stejného enzymu jefi piZzSich koncentracich, ve vySSich
koncentracich ztraci selektivitu - inhibuje i dakledované enzymy (CYP2A6 a
CYP2C9, ne ale CYP2E1l). Mikonazoktkonazol a gifonazol inhibuji CYP3A4,
CYP2C9 a CYP2C19, u CYP2EL1 pak v&echny vykazujpmaihibini aktivitd®.



V oblasti vyzkumu se krotnbéZnych imidazal a triazoti setkAvame také dizné
substituovanymi pyrazolovymi derivaty, které vykpzantifungalni aktivitu proti
riznym drutim plisni, zatim se v3ak nejedna o schvaleti&dé. Podobi se v této
souvuslosti objevuji i slaieniny na bazi 1,2,4-triazol-3-thidnz nichz rkteré jsou
acinngjSi nez zavedené Iéky, se kterymi byly porovnavafsina latek dginkuje (nebo
byla testovana) proti omezenému spektru pattfferCitovana prace v konkrétnich
piipadech také diskutuje strukturni motivy, které mobyt zodpowdné za antifungalni

aktivitu jednotlivych latek.

2.1.1.1 Imidazoly
Historicky starSimi Iéky z této skupiny latek jsemidazoly. Rehled ¥chto I&€iv,
z nichz tSina byla v sotasnosti nahrazena mod&gimi triazolovymi 1éky, pinasi
studie R. Holt&.

Mikonazol (obradzek 1)je Sirokospektralni imidazolové antimykotikum. Mgsekou
G&innost nap. u vaginalnich mykd2. Indikoval se pedevsim u systémovych kandidéz,
ale vzhledem kasto zavaznym vedlejSintiakam byl postupt nahrazen naySimi
lécivy. Jeho vedlejSim dinkem je, Ze blokuje tromboxansyntetasu (tzrisqgibi
protisrazlivg) a inhibuje wkteré funkce T-lymfocyt™.
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Obrazek 1: Chemicka struktura mikonazolu.

Ketokonazol (obrazek 2) také patk systémovym imidazolovym antimykotiin.
Vyznamna je jeho akumulace W& (aZz 5 dni po ukateni l&by). Indikaci jsou
piedevsim fungalni onemogm kizZe, vlas a neht. Stejré jako mikonazol je vSak

v sowasnosti nahrazovan ngsimi I&ivy (flukonazol, itrakonazol.
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Obrazek 2: Chemicka struktura ketokonazolu.

Mezi lokalni imidazolova antimykotika pattaké nap ekonazol klotrimazol,

fentikonazol, tioxonazol, oxikonazol aterkonazol™.

PrestoZze nagnéjSi vysledky jsou v posledni debziskavany v oblasti triazil
diskutovanych niZze, pokiaje se intenzivé i ve vyzkumu imidazal. Studie 26
substituovanych fenyl-imidaziolodhalila kron¢ antibioticky a antiviraly aktivnich

latek také novou sl@eninu s potencialnimi fungicidnimimky!™.

2.1.1.2 Triazoly

Nahrazenim imidazolového kruhu wiech za triazolovy byla zvySena specificita
vazby na cytochromy P450 hub a plisni. Triazolcddva (itrakonazol a flukonazol)
také na rozdil od imidazolovych (klotrimazol, ekmoh a oxikonazol) nezvysuji
propustnost busgnych membrén pro cytotoxické Znionty™Y. U triazoli navic doslo

k zavedeni nové methylové skupiny vedle centralmificalniho uhliku a tim roz&ni
spektra citlivych druf®, mimo jiné nap i na rodTrichosporoff!. Triazoly mohou
v lidském ¢le obecw piasobit fadou efeki (antibioticky, protizagtlive, jako
antidepresiva). Existuje studi€nujici se pra¥ riznym &inkam novych syntetickych

triazoli véetns azobi s antifungalni aktivitdt?'.

Diskutovanym tématem v oblasti¢lé je rovnsZ rezistence patogén Uginky nize
diskutovanych |&v vorikonazolu a itrakonazolu byly zkoumany naeold Aspergillus
a Candida U prvniho zmigného rodu byly prokadzany fungicidnéigky, u druhého
pak pouze fungistatické. Pro srovnani byl studovaitinek antifungalniho kéva
amfotericinu B, ktery vykazoval fungiciditu v oboptipadecH®. Rezistence i
triazolim maze byt v pgipad rodu Candida zpisobena bdi zménou prostorové

struktury cilového enzymu (l¢Hanosteroldemethylaza), nebo zvySenim efluxu (tj.



rychlosti vylwtovani) azal z buiky mutaci v ABC (,ATP binding cassette*) a MFS
(,major facilitator superfamily”) bugnych pumpéch. V ippad rodu Aspergillusje
rezistence zjsobena zejména bodovymi mutacemi na cilovém enzyfdlig-
lanosteroldemethylaze, agobujici konformeéni zmeny, diky kterym ma enzym mensi
afinitu k I&ivu. V zavislosti na druhu mutacedire byt organismus rezistentni pouze
vaci nékterym azolm, nebo ziskat rezistenci itkenou. Za vinikaasgjSiho vyskytu
rezistenci je povazovana preventivni ochrana ha@pkygch plodin posiky na bazi

azoh a jejich dlouhodobé pouzivani jakaild®**.

Flukonazol (obrazek 3) je naySi systémové triazolové antimykotikum. Podani je
mozné perorakh i parenterald. Je hydrofilni a ma nejménnezadoucich dinka

z pouzivanych triazél Vykazuje také relativh nejmeér interakci s ostatnimi léky,
piesto tyto interakce nejsou zanedbatelné. Pouzikgpsefylaxi u rizikovych pacierit

Da se kombinovat s flucytosinem a mikonazolemae @mbinace vykazuji synergicky
efekf). Co se tye kombinace s amfotericinem B, literarni pramenyvs&sincich

rozchazeft*®.

E

Obrazek 3: Chemicka struktura flukonazolu

Vorikonazol (obrazek 4) je triazolové antimykotikum druhé gewe. M& Siroké
spektrum dinku, mimo jiné proti dive zmhovanym novym rotim Fusarium a
ScedosporiumVzhledem k tomu, Ze (stgako nize zmiény posakonazol) vyznanin
interaguje s cytochromem P450 a tim padem s c&holou jinych léiv, je tieba
opatrnosti u paciefif kteif uzivaji vice lél sowasre!®*®. V ngkterych studiich tento
lék vykazuje vy38i &innost neZ amfotericitf’. PouZivd se napna I&bu infekci

zpasobenych kandidami rezistentnimi na flukon&ol



Obrazek 4: Chemicka struktura vorikonazolu

Posakonazol(obrazek 5) vykazuje st&jnako itrakonazol aktivitu &i zygomycetam,
proti nimz byl dive jedinym @dinnym Iékem amfotericin B. Ma také vysSi
profylaktickou aktivitu nez itrakonazol i flukondzaleho podavani je mozné pouze
oralrs!*®!. Kontraindikaci k jeho podavani je uzivani erggtdv alkaloidi a rekterych

dalsich &k,
3 o
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Obrazek 5: Chemické struktura posakonazolu

Itrakonazol (obrazek 6) je systémové triazolové antimykotikurkené k peroralnimu i
parenteralnimu podavani. Poprvé byl syntetizovance 19848, Obsahujeit chiraini
centra, existuje tedy osm jeho stereoizam&f klinické praxi se pouziva racemicka
smes &yt jeho cis-stereoizomet!?, ktera proto bude déle v této praci ve smystivéé

zminovana pouze jako ,itrakonazol“.
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Obrazek 6: Chemicka struktura stereoizairas-itrakonazolu ¢etre konfiguraci

na chirélnich centrech

ltrakonazol je pouzitelny k &¢ aspergiléz a zygomyk6z Jedna se o lipofilni latku
(ptes 99% je ho wte vdzano na proteiny), ktera ma vysokou afinitik&eatinizujicim
tkanim. V nich je mozné jej detekovat i po del$b&d??. Pro tyto vlastnosti je
vénovana zvysena pozornostugpbu jeho podavani. Ngstji je podavan oralkk
ve forms cyklodextrinového kompleXtt. V pripad lokalnich infekci je mozné
podavat jej ve forta krému a oleje. LepSich¢inka je vSak dosazenotippouziti

241 Biodostupnost itrakonazolu

niosomi (neiontovych povrchay aktivnich vezikuk)
muze byt zvySena takérgvedenim z krystalické formy na amorfni. Spontaugak
muze dochazet k jeho rekrystalizaci, proto je pa#kibnazol pipravovan v binarnich
smésich s vhodnou pomocnou latkou (hapktaacetylmaltoza), ktera rekrystalizaci
zabraiuje®. Je mozné jej aplikovat i itravendgnco? je @inné zejména i lécbs
kandid6Z®.. Inovativni moznosti zvyseni jeho dostupnosti gamismu je vyuZiti HSES
(vysokorychlostniho elektrospinningu) prdigravu nanovlaknitych struktur s lepsi

rozpustnosti”). MoZna je také inhalace itrakonazolu v praskovéné&®..

Itrakonazol je metabolizovan v jatrech enzymem C¥WP38A4 - pouze vSak jeho (+)-
(2R,4S) izomery®.

Prestoze vysledky studiefifkteré byl itrakonazol podavashotnym Zenam, ukazuji, Zze
jeho uzivani vahotenstvi je bezgad®®, je prokazana jeho teratogenita &kterych
Zivocisnych druti (nag. mysi), a &hotenstvi je tak kontraindikaci pro jeho

20.31]

podavart Pouziva se i ve veterinarni praxi, kde jéindy mimo jiné i

proti dermatofyim!?.



Jednim z vaznych vedlejsictidki itrakonazolu je réstnava srdéni slabodf?33]
Rizikem miZe byt vzaca i vznik psych6z§¥, & deliria®®. v piipads pouze mirnych
vedlejSich dinka je mozné dosahnout zlepSeni pacientovy toleramesentitizaci na
lek realizovanou zavedenim d{&eni nizké davky léku a jejim postupnym
zvySovanirt®. Jak jiz bylo zmitno vyse, itrakonazol interaguje s cytochromem P450
a tedy nfize ovliviovat &inky nékterych jinych lék metabolizovanych touto skupinou
enzymi™. Také neni vhodné aplikovat jej sasré s amfotericinem B, naopak

sowasné podavani s terbinafinem ma synergiclgek™".

Toto I&ivo se neupldiuje pouze jako antimykotikum - vyuziti nasel itraleaol nap.

pri lécbe leishmaniézy, onemoeni, jehoZ fivodcem jsou prvoEf. Spekuluje se
o jeho protirakovinnych dincich: blokuje signalizani kaskadu hedgehog a timst
rakovinnych busk?®¥. zarovei bylo prokazano, Ze indukuje expresi NAD(P)H:chinon
oxidoreduktasy 1 - enzymu, ktery podporuje s&Bténi organismu od xenobiotik a
karcinogei*”. Itrakonazol ma i antiangiogennicigky (blokuje tvorbu kapilar
vyzivujicich nadorové hiky)*Y. Nejnowjsi vyzkum také ukazuje, Ze itrakonazol
vazbou na oxysterol-binding protein (OSBP) inhibUgNA replikaci rekterych

enterovif*?.

VétSina studii na témaciinku itrakonazolu se zabyva jeho racematem. ExastSpk i
prace ¥nujici se syntéze a studiu antifungalni a antiaggioi aktivity vSech osmi
stereoizomaer pripravenych stereoselektivni syntézou. Vysledkendistje mimo jiné
fakt, Ze komein¢ pouzivanéis-izomery maji vySsi antiangiogenni aktivitu rnedans
izomery. Autdi studie zmhuji dva z cis-izomefi jako zvlast U¢inné. Zarove je
diskutovano, Ze antiangiogenni a antifungalni wiasti azoh jsou pravdpodobré

v

pro zkoumané latky nekorelltj.

K dispozici jsou v sotasnosti i generika itrakonazolu. V jejich pouzivimale teba
jisté opatrnosti, protoZze se objevilyipady, kdy po nahrazeni I1éku generikem doSlo
ke zhorSeni stavu paciéntlejich zdravotni stav se pak zlepSikmynym nasazenim

pavodniho (znakového) lékif™.

PrestoZze byly objeveny ¢inngjsi triazoly, nez itrakonazol, vyzkum neustava ani

v oblasti jeho derivét Poddilo se gipravit nekolik analog, kde je hlavnim motivem



substituce benzenového jadra itrakonazolu pyridimovTato analoga vykazuji vysSi
aktivitu, lepsi rozpustnost a celkovou lep&i biadpeost ne? itrakonaZs!'.

2.2 Chirélni separace na polysacharidovych fazich

2.2.1 Chiralni separace

Jako chiralni oznaujeme separace fipkterych je cilem od sebe o#ld enantiomery
chiralnich slodenin. Chiralni slotenina niZze existovat ve forth nekolika
tzv. stereoizomeér - struktur liSicich se prostorovym ugpdanim na stereogennich
(chiralnich) centrech. Pokud je chiralnich cenieeyvybrané d¥ struktury mohou byt
bud ve vztahuenantiomef (= konfigurace na vSech chiralnich centrech jebouo
izomeil presreé opana), nebaliastereomar (= nékterd centra maji stejnou konfiguraci,
néktera opanou). Diastereomery vystupuji jako latky s odliSmyrfyzikalné-
chemickymi vlastnostmi a je tedy mozné jéitdbéznymi separénimi technikami.
Naproti tomu enantiomery se v achiralnim (optickgaktivnim) prosedi jevi jako
totozné. V chirdlnim prostdi se vSak jejich vlastnosti liSi. To je zakladseparace
optickych izomelt chromatografickymi a elektroforetickymi technikami méreni
optické otdivosti s vyuzitim polarizovaného &la. Podle sté&ni roviny
polarizovatelného s¥la pak rozliSujemeravotaiive (+) stereoizomery (st@ji rovinu
polarizovaného sitla ve snéru hodinovych rdi¢ek) alevotativé (-) stereoizomery
(st&eji rovinu polarizovaného stfa proti sngru hodinovych raicek) 44!

Zakladem k separaci enantiorage vznik diastereomerniho komplexu. Tohdza byt
dosazeno ndp derivatizaci fivodnich molekul. Vzniklé derivaty jiz nejsou
enantiomery (jsou diastereomery) a dale s nimiZeme pracovat - a separovat je -
v achiralnim prosgedi. Tento zfisob v minulosti pevazovdf®. Separaci po chiralni
derivatizaci oznéujeme jakonepimou separaci

Prima separacezahrnuje vznik déasného komplexu a to jednim ze dvouisaii:
reakci analytu s chiralni stacionarni fazi, nelakecéanalytu s tzv. chirdlnim selektorem
(tj. chir&lnim aditivem v mobilni f4zi).

Vyhodou nepimé separace je separace v achiralnim j@os{levrgjsi, variabilrgjsi) a
moznost sokasného vneseni vhodné funk skupiny pro naslednou detekci vzniklého

derivatu, nevyhodou je nutnost derivatizace, ktewéze byt pracna a dlould.



Po chiralni derivatizaci nasleduje kongeh HPLC na normalnich nebo reverznich
fazich. Pouzivané derivatizacet8inou vedou k estém, amidim, karbamatm a

derivatim masoviny!*647],

Pridavani chiralniho aditiva (selektoru) do mobilndzé je jednou z nejmén
vyuzivanych metod. ®vodem je vysok& cena chirdlniho selektoru, problénagtekci
acasto pozorovany $patny tvar pikeparovanych enantionignizké rozlisenf§®.

V HPLC tak giblizn¢ od roku 1980 fevazuji gimé chiralni separace s vyuZzitim
chiralnich stacionarnich fazi.&édh existuje w#kolik druhi a strukturd se jedna
o polysacharidy, makrocyklickd antibiotika, cykladiény, glykoproteiny, crown
ethery, nebdisté syntetické slogeniny (nap. Pirklovy faze). Minoritni zastoupeni maji

faze pro ligandovou vyemu*>4¢,

Separace chiralnich latek lze realizovat v moduenavich, polaré organickych i
normalnich fazi. Tyto médy se liSi zejména druhgriakci mezi analytem a stacionarni
fazi. Pouziti #iznych mobilnich fazi irozert ovliviiuje i detekci. Typickym
problémem je kompatibilita mobilnich fazi s hmotmisn spektrometrem. Selektivita
chiralni separace e byt ovliviena pH, polaritou a iontovou silou mobilni faze.
DalSimi parametry, které mohou mit vliv na kvalgaparace, jsou rychlostipoku
mobilni faze a teplota koloHy.

Selektivita vzajemné separace dvou enantidnser oznauje jakoenantioselektivitaa
dvojice enantiomérje povaZzovana za ro&itelnou, pokud je sepa&ni faktora > 1,1.
Kvalita separace takéasto souvisi s konfiguraci molekuly¢im blize je funkni
skupina interagujici se selektorem k chiralnimutreertim vySsSi je Sance GSméeho

rozaslent®®,

2.2.2 Polysacharidové faze

Kli covymi vlastnostmi, diky kterym jsou polysachariddage tak oblibené pro chiralni
separace, jsourfpomnost gkolika stereogennich center na gluk6zovych podjdda
(molekularni chiralita), struktura polymeru (konfmcni chiralita) a usp@dani
paralelnich  polymerovych fetszci  (supramolekularni chiralitd}!. Nejastji
vyuzivanymi polysacharidy jsou celul6za a amyl6faba jsou tveéeny D-(+)
glukosovymi jednotkami, které jsou wipact celulozy spojenyp-1,4-glykosidickou
vazbou a v fipact amylozy a-1,4-glykosidickou vazbou. Optické izomeryaheme

délit i nativnimi polysacharidy - ty byly prvnimi aiéilnimi stacionarnimi fazemi tohoto
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druhd®®. Nativni polysacharidy véak maji nizkou selektivt proto jsou v s@astnosti
vyuzivany a komen¢ produkovany jejich nejizngjsi derivaty’®. Mimo to mohou byt
vyuZivany i jiné polysacharidy, napxylan, dextran, chitin, chitosan a amylopektin.
Obecrk maji vSak horSi vlastnosti nez amyléza a celulazaepouzivaji se proto
v takovém rozsaltt. Vyhodou polysacharidovych fazi je moZnost jejiehuziti

v preparativni HPLC vzhledem k vysoké kapadéze (cca 10-100 mg analytu/g faze

vs. cca 1-10 mg analytu/g faze u ostatnich dlehiralnich fazif?.

Derivatizované polysacharidy byvaji da§gji navazany na vhodny silikagelovy nési
Mohou byt navdzany (imobilizovany) kovalestriontow, nebo je jimi nosi pouze
pokryt (tzn. polysacharid je vé&zan pouze slabouerakci). Pokryti silikagelu
polysacharidem #nasi fadu pozitivnich dinka na kvalitu stacionarni faze - dochazi
k lepSimu pevodu hmoty (ve smyslu van Deemterovy rovnice),Smyy se tlakova
odolnost faze a jeji mechanicka stabilita. Fadpravené pokryvanim jsou vsak citlivé
na @itomnost ketofl, ethefi, esteé a halogenovanych rozpoudel, které je mohou
rozpoustt a zpisobovat jejich bobtnaif. Navody ke komenim kolonam takiasto
obsahuji i varovani, aby rozpo&dla jako aceton, chloroform, toluen, nebo
tetrahydrofuran nebyla pouZita nejen v mobilni faale ani jako rozpouidla
vzorkd®. Metoda pokryvani jetdeZitou ¢asti procesuifpravy stacionarni faze - bylo
prokazano, Zze zéma rozpou&la pouziteho pro nanaseni stacionarni fazgemna

vysledné fazi zfisobit zménu eliniho pdadi analyt®®.

U kovalentr vazanych fazi se k navazani vyuzivaji hydroxylsképiny sacharii
&imZ je snizena jejich enantioselektifi®4®. Na druhou stranu umadji kovalentrs
vazané faze vyuziti vySe zndimych ,nestandardnich* mobilnich fazi a tim moznost
nalezeni selektivijsi mobilni faze a také zvySeni rozpustnosti an&ft MoZnosti
imobilizace polysacharidu na nésshrnuje ve svém review Fradtd Shen a kol.
zminuji i moznosti vyuZiti imobilizovanych fazi a jeficsrovnani s fazemijpravenymi
pokryvanint®.

NejpouzivagjSimi polysacharidovymi fazemi jsou tris(3,5-dimgdtenylkarbamat)
celulézy (kometn¢ dostupny naip jako Chiralcel OD), tris(4-methylbenzoat) celu6z
(Chiralcel 0J), tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) ddmy (Chiralpak AD) a tris[(S)-1-
methylbenzylkarbamat] amylézy (Chiralpak AS), kteiyje feSeno zhruba 84%

analy*?. Neustale jsou v3ak vyvijeny nové faze, kteréasto prokazuji jakodnngjsi
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nez zavedené derivaty, fagelluléza tris(3-chlor-4-methylfenylkarbaméat) mydoza
tris(2-chlor-5-methyfenylkarbamé&ty.

Zajimavou variantou polysacharidovych  fazi jsou .tzvregioselektivi
heterosubstituované faze (tj. faze ignymi substituenty na pozadovanych pozicich
v ramci jedné gluk6zové podjednotky). Jejideldedu a vyuziti seénuje review G.
Felixe>,

s

Nejdilezit¢jSimi parametry pro optimalizaci HPLC enantiosepargsou slozeni
mobilni faze, pH mobilni faze, ok mobilni faze a teplota. Vliviéthto prongnnych
na separace s vyuzitim polysacharidovych faziéseje review Aboul-Eneina a Aliho.
Pt separaci na polysacharidech Ize vyuzit systérmabwich i reverznich fazéasty je
také gidavek malého mnozstvi kyseliny nebo baze (0,1-1,26kud je v systému
reverznich fazi poeéba udrZzovat konstantni pH, pouziva se jako moliéimé snis
organického rozpouila s pufry. RozliSeni je zavislé na pH pro separgak
v normalnim, tak v reverznim modu. Pro kolony Clpiaik AD, AS a AR byla
zkoumana zavislost rozliSeni naufmku a bylo zjino, Ze nejlepSich vysledk
v rozsahu pitoka 0,5-2 ml/min je dosazeno supokem 0,5 ml/min. Snizovani fmioku
pod tuto hranici vSak jiz k dalSimu zlepSeni sepanaevede. Teplota m& na separaci
rovrez vliv a bylo zjiStno, Ze zvySeni teploty v diskutovanych pracich Mezlehorseni
rozliSeni. Krond toho review zmiuje i vliv jinych paramett, jako je nap porozita

silikagelového nogi®?.

Retence analytu zavisi zejména na fim&h skupinach stacionarni fazeumerné
molekulové hmotnosti a distribuci polysacharidurahti nosie”®. Benzoaty separuiji
na zaklad interakci dipdl-dipdl a vodikovych vazeb, podstinfenylkarbaméaty/®t
Pokud analyt nevykazuje interakci se stacionarzii, fhodnou volbou je obvykle jeho
derivatizace (acylace, nebo karbamoyl&fe)Diky kavitam ve strukfte polysacharit
mohou byt separovany ikteré alifatické uhlovodik§?. Rozdilna selektivita amylézy
a celuldzy souvisi s odliSnym prostorovym ugmi@nim &chto cukfi (Sroubovité pro
amylézu a linearni pro celul62th)>*®® Pro tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) celuldzy i
amylozy byly pomoci vibrniho cirkularniho dichroismu a DFT vytd zkoumany
interakce analytu se stacionarni fazi. Bylo zjiétebe tyto polysacharidy podléhaji
pii raizné polari¢ mobilni faze odliSnym konforndéaim zménam. To vys¥tluje autory
pozorovanou zinu el&niho pdadi pro dvojici enantiomérna amylézové kolah

se zngénou polarity mobilni faZ&".
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Enantioseparaci molekul s vice chirdlnimi centrynpoi polysacharidovych fazi se
zabyva review Aboul-Eneifid. Autor shrnuje separace stereoizoimeradololu,
indenololu, a-hydroxymetoprololu, diltiazemu a nebivololu. V prgsou zmigny i
odkazy na prace zabyvajici se separaci molekulisyje chiralnim centrem.iiklady

nowjsich zajimavych enantioseparaci shrnujet nagview Cavazziniho a k&t

Jelikoz odhad podminek, za kterych bude probihgarsee Zadaného analytu, je
v piipac chiralnich slodgenin c¢asto problematicky a retémi chovani analytu
negredvidatelné, mnoho studii j&novano screeningu pro nalezeni vhodné metody a
optimalizaci podminek chiralnich separaci s vyozigokryvanych i imobilizovanych

fazf®>*7

Separace na polysacharidovych fazich mohou bytizoedny také s vyuzitim
superkritické fluidni chromatografie (SFC). Prvniage v této oblasti vznikly jiz
na grelomu 80. a 90. let minulého stol&tf®. SFC nize poskytovat lepsi rozliseni
v krat§im ¢ase analyzy ne? HPLC, naps analyze antifungélnich dig!"®™*. Pokud
pracujeme s imobilizovanymi stacionarnimi fazemg i v SFC jako aditiva do mobilni
faze 0spSne pouzit nejen &n¢ pouzivana organickd rozpoédta (alkoholy,
acetonitril), ale i takova, ktera rozpogjt pokryvané faze (ndp ethylacetat a
tetrahydrofuran). Vyhodou pouzitichto rozpou&idel je, Ze jsou aproticka (coz sniZzuje
rychlost racemizace analytu aabe zvySit jeho rozpustnost) a také jejich odlisna
selektivitd’?. Na ctyrech polysacharidovych kolonachii(tcelulézové a jedna
amylézova) byl s vyuZitim 59 chirélnich latek testo vliv pfidavku izopropylaminu,
kyseliny trifluoroctové a obou latek stasré do mobilni faze. Vysledkem bylo, Ze

sowasny pidavek obou aditiv synergicky zvy3uje enantioseitk”.

2.2.3 Celulézové faze

Jako jeden z prvnich semisyntetickych defivayl piipraven mikrokrystalicky triacetat
celulézy. Vyrabi se heterogenni acetylaci mikrotaljské celuléz{*. V minulosti byl
tento polymer oblibenou naplni chiréinich kdldhJednou ze zasadnich tprav bylo pak
jeho naneseni na silikag&l. V navaznosti na triacetat byly naslédrkouméany dalsi

derivaty celul6zy”, které v sotiasnosti z velkéasti triacetat nahradily.

Kromég triacetatu celulosy vyr&bpého komeamé nag. firmou Daicel (Osaka, Japonsko)

jako Chiralcel OA je tak mozné pro separace vyunaijt. tribenzoat (Chiralcel OB,
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Daicel), trisfenylkarbamat (Chiralcel OC, Daicelyis(3,5-dimethylfenylkarbamét)
(Chiralcel OD, Daicel, nebo Lux Cellulose-1, Pheeoex), tris(4-
methylfenylkarbamat) (Chiralcel OG, Daicel), trisfdethylbenzoat) (Chiralcel OJ,
Daicel, nebo Lux Cellulose-3, Phenomenex), tricmat (Chiralcel OK, Daicel) a

tris(4-terc-butylfenylkarbamat) celulg23f>354 7778l

Ortogondlni dinnost ¢asto vykazuji halogenované a nehalogenované dgrivét
(zpravidla karbamaty) celulézy.iiRlady halogenované celul6zové stacionarni faze
mohou byt celuléza tris(4-chlorfenylkarbamat) (@kiel OF, Daicel), celuloza tris(3-
chlor-4-methylfenylkarbamat) (Chiralcel OZ, Daicehebo Lux™ Cellulose-2,
Phenomenex) nebo celuldza tris(4-chlor-3-methylieampamat), na které bylo Gspe

chiralns rozasleno 13 I1&iv®8,

Nekteré z derivat vykazuji i zajimavé chromatografické vlastnostel@éza tris(3,5-
dimethylfenylkarbamat) umaije nag. ve vhodné mobilni fazi (n-hexan:2-propanol,
92:8, viv) zménu eliniho pdadi 1,1-bi-2-naftolu s teplot§d. Celuléza tris(4-
methylbenzoat) vykazujefipseparaci N-thiokarbamoyl-3-(4-fenoxy)-fenyl-5-fg,5-
dihydro-(1H)-pyrazolu vysokou enantioselektivitu velmi vysokym sepataim
faktoremo, = 138,%%!,

2.2.4 Amylozové faze

Komerkné dostupnymi derivaty amylézy jsou rap tricinnamat, tris(3,5-
dimethylfenylkarbamat) (Chiralpak AD, Diacel), (8schlor-2-methylfenylkarbamét)
(Lux™ Amylose-2, Phenomenex) a tris[(S)-1-methylbgkarbamat] (Chiralpak AS,
Diacel}*®"®, Frikladem dosud nekomercializované stacionarni fagenbyt amyléza

tris(5-chlor-2-methylfenylkarbamat), pouZity v nan6®?.

U tris(3,5-dimethylfenylkarbaméatu) amylézy bylo pood HPLC provedeno
experimentalni stanoveni ¢a bazickych katalytickych mist ve stacionarni fazi
(s vysledkem 5,9 + 0,pmol NH, skupin/1 gram stacionarni faze). Tento paramétiem
ovlivnit kinetiku interkonverze analytu na staciomd fazi a niZze byt vyuZzit
pi optimalizaci sepatmiho systémf. Byla také zji&na [icina panstového efektu
stejné stacionarni fazefippouziti kyselych a bazickych mobilnich fazi a r@an

vhodny zgisob jeji regenerace pro minimalizovani tohoto eféRt
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Ve studii porovnavajici odpovidajici amylézové alutzové stacionazni faze
vreverznim moédu bylo separovano 30 chiralnich klat@étSi enantioselektivitu

vykazovaly amylézové fa#é.

2.2.5 Vyuziti polysacharidovych fazi v enantiosepar  aci antifungalnich azol G
Pomoci SFC byly chirafnh separovany vybrané imidazolové a triazolové déyiva
na kolonach Chiralcel OD (celulézova) a ChiralpadR® famyl6zova). Ob kolony jsou
derivatizovany stej - nesou 3,5-dimethylfenylkarbamatovou skupinusa $ie pouze
.,nosnym* sacharidem. Z&wem studie je, Ze pro tyto latky je vhaghi pouziti
celulozové kolonYY. 15 imidazolovych derivat bylo chirdlié separovano
v analytickém a semipreparativnim modu také s wjmzikolon Chiralcel OD a
Chiralpak AD. Autdi byli schopni rozdlit s pomoci alespojedné z &chto kolon vSech

15 latek a v préaci jefjpomenuta tivéjSimi studiemi zmiovana komplementarita obou
kolon®®,

Tti imidazolova léiva (ekonazol, mikonazol, sulkonazol) byla sepamadpomoci
HPLC na kolonach Chiralcel OB, OC, OD, OF, OJ a QljlepSiho piméru rozliSeni
dosahla kolona Chiralcel OF (tj. stacionarni fazes-@-chlorfenylkarbamat)
celuldzy}®?. Stejny autorsky kolektiv separoval tyto latky pmeh HPLC i na ftech
amylozovych kolonach: Chiralpak AD, AR a AS. Nepémp ptiméru rozliSeni bylo
dosaZeno na kolénChiralpak AS, neboli tris(S-1-methylfenylkarbamaamyl6zy™®.
Ekonazol a mikonazol byly stejnym tymem spolu sohail latkami chirdla separovany

i naexperimentalni kol@n tvorené tris-(3,5-dichlorfenylkarbamatem) celuldzy
nanesenym na Daisogel SP-2880 Ekonazol, mikonazol, sulkonazol a isokonazol
byly chirdlre separovany rowz na kolok AmyCoat RP (Eka Chemicals, Bohus,
Svédskdf?. Na amylézové kolah Chiralpak AD byly pomoci SFC separovany
ekonazol, mikonazol, sulkonazol a itrakonazol. lazioly byly chiral@ separovany v
c¢ase do 10 minut. Analyza itrakonazolu trvala 80 uhia nebylo fi ni dosazeno
dostaténého rozliseni vdech stereoizoiléf. Pokud porovname v&echny tyto prace
zabyvajici se zmimou trojici imidazok, je nejlepSich vysledk dosazeno na

amylozovych kolonach typu Chiralpak.

10 azolovych l&v bylo také chiralg separovano na kolonach Lux Cellulose 1-4 a Lux

Amylose-2 (vSechny Phenomenex, USA) a na experi@nkoloreé plnéné tris-(3,5-
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dimethylfenylkarbamatem) amylézy (ADMPC) (EnantipseGmbH, Munster,
Némecko). Zamrem prace bylo zjistit, zda je Zmou rekterého z parametrseparace
(véetre pouzité stacionarni faze) mozno dosahnoutémm elwniho pdadi
stereoizomer daného l&va. Pozadovaného jevu bylo ve studii dosazeno

pro zkoumana téva jsou v praci zminy piislusné podminky?.

Zawérem této kapitoly je nutnéici, Ze se nepodio v literatue najit ucelené review
zabyvajici se srovnanim polysacharidovych fazi piely chiralni separace
antifungalnich azdl Sepséani takoveého review by byldimosem do problematiky

téchto narenych separaci.

2.3 Separace itrakonazolu

2.3.1 Vysokou €inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Itrakonazol je malo polarni latka a vykazuje tatenei v systému reverznich fazi (RP).
Pro jeho kontrolu ve farmaceutickych produktechabyilidovana HPLC metoda
na chto fazich. Separace zde probiha na kolSopelcosil LC-18 (Supelco, EUA)
o rozmérech 100 x 4,6 mm, velikoghstic 5um. Mobilni fazi byla srés acetonitrilu a
0,05% (v/v) roztoku diethylamifif!. Byla také validovana metoda pro kvantifikaci
itrakonazolu a stanoveni ¢istot v jeho Iékovych formach, zalozena ré¥ma RP-
HPLC, tentokrat s vyuzitim kolony Zorbax Eclipse BEC18 (4,6 x 150 mm, fum)
(Agilent, USA) a mobilni faze tuené smisi acetonitrilu a vodného roztoko
fosforené kyseliny o pH = 2%, Sledovat vyrobni rigstoty v itrakonazolu je mozné i
s vyuzitim UPLC a to na kol@énZorbax Eclipse XDB C18 (150 x 4,6 mm, luf)
(Agilent, USA) binarni gradientovou eluci se sladikamobilni faze 0,08 mol/l
hydrogensiranem tetrabutylammonia a acetonitifdmOkrajowjsi aplikaci je pak
HPLC analyza transferosdnitrakonazolu provasha ogt v systému RP na kolérMN
C18 (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG) (150 x 4,6 mmuns)°”.

Problémem realnych vzaitkmuze byt jeho matrice. Pomoci HPLC-MS/MS a UPLC-
MS/MS byly studovany matricové efekty vzérkod obsahujicich téva, kde jednim

z analyfi byl itrakonazol. Vysledkem studie je, Ze HPLC smwglstudovanych vzortk
jsou zatizeny matricovymi efekty, které jdi gkvantifikaci poteba kompenzovat
pouzitim metody standardnihdgigavku. Naopak i UPLC analyzach je efekt matrice

minimaln{ a je mozné vyuzit metodu \mitho standardtf.
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Itrakonazol byl roveZz pouzit jako modelovy analytfip studiu vlastnosti C18-
funkcionalizovanych feromagnetickych mikéstic pro extrakci latek z krevni plazmy
(autory nazvanou jako ,in-flow magnetic particletrextion“, neboli Flow-MaX).
Céastice se zachycenym analytem byly fiesvany gimo do HPLC systému, kde byly
zadrZeny ve spojovaci kapitaped kolonou pomoci magnetu, analyt vymyt na kolonu
zmenou eléni sily mobilni faze a separovah

Dale v této kapitole jsou popisovany postupy anaiftakonazolu zejména s ohledem

na jeho kontrolu v klinické praxi.

Racemat itrakonazolu byl kvantifikovan v heparinviané krysi plazgv systému LC-
MS na reverznich fazich s detekci jednoduchym kyadlent®®. Itrakonazol Ize
stanovit také v lidské plazinvedle dalSich azolovych d&. Jednou z moZnosti je
HPLC-UV/VIS uspdadani s fedgipravou vzorku pomoci SPE extrakce. Samotna
separace probiha na kotorGemini C6-Phenyl (Phenomenex, USA). Takto byl
itrakonazol stanoven vedle flukonazolu, posakongzwebrikonazolu, ketokonazolu a
hydroxyitrakonazold®. Podobny fistup byl zvolen § separaci vorikonazolu,
posakonazolu, isavukonazolu, itrakonazolu a hydte&onazolu v plazi

Po extrakci kapalina-kapalina nasledovala UPLC-U®/\énalyza na fenylové kolén
ACQUITY UPLC BEH Phenyl Column (Waters, USKY.

Jinou metodiku a instrumentaci zvolili Beste et @i. stanoveni itrakonazolu vedle
flukonazolu, posakonazolu a vorikonazolu v kreviaizpe. Plazmatické proteiny byly
vysrazeny swsi methanolu a ZnS(a azoly prekoncentrovany pomoci SPE. Extrakce
tuhou fazi byla provedena on-line v ,back-flush®dodvzorek byl nadavkovan na SPE
kolonku, balastni latky byly selektigrvymyty a po pepnuti ventilu pak byl v ogaém
sméru  z SPE kolonky vymyt figcistény analyt). Vlastni chromatograficka separace
byla provedena na kol¢nAllure PFP Propyl 50 x 2,1 mm, pm (Restek, USA)
pii teplog 60 °C. Jako mobilni faze byl pouzit 2 mM mravan amonny ve s#ési
acetonitril:voda 80:20 (v/v). Jako detektor byl purojity kvadrupol API 2000 (AB
Sciex, USA). Vyhodou je velmi rychla analyza (3 otyns paralelni kondicionaci SPE

kolony) a aplikovatelnost na reainé vzorky padiéfit’
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Problémem, kterému seinuje velkacast publikovanych praci, je stasné stanoveni
itrakonazolu a jeho metabolitu hydroxyitrakonaz¢@brazek 7). Jednotlivé prace se
vétSinou zabyvaji analyzowekteré z &nich tekutin - krevni plazma, krevni sérum.

Cl

Cl

o O OO Y

Obrazek 7: Chemicka struktura hydroxyitrakonazolu

Na toto téma byly publikovany postupy vyuZivajicPESLC/ESI-MS/MS metodu
v systému reverznich fazi a detekci s vyuZitim itébp kvadrupdlu (sledovani
vhodnych MRM pechodi)**Y, HPLC-UV/VIS v systému reverznich fazi aplikované
na reainé vzorky krevniho séfa*%"! i plazmy'®®, nebo LC-MS analyzu si@dchozi
extrakci kapalina-kapalina (LLE) psi plazmy v systereverznich fazi s MS detekci
jednoduchym kvadrupéleii®. Pro stanoveni itrakonazolu a hydroxyitrakonaz@dle
sebe byla validovana také LLE-UPLC-ESI-MSMS mettda

Stanoveni itrakonazolu v biologickych a farmacdgtoxth matricich shrnuje rov#
review Ekierta a kof:*.

V oblasti chiralnich separaci itrakonazolu #ujé literatura pouze &kolik praci.
Ve studii vnujici se stereoselektivni metabolizaci itrakonazfgou jehoctyii cis-
izomery nedokonale roztkny na kolod Chiralpak AS-RH, ficemz izomery (+)-
2R,4S koeluovaly a v rdmci Zzadné z dvojictpilebylo dosazeno rozliSeni na zakladni
linii 191,

Nowji byl itrakonazol v plazrd analyzovan HPLC s fluoresasri detekci na kolan
Chiralcel OD. V praci popsana metoda je schopnarsept dvojici levoteivych ((+)-
2R, 4S,2'R, (+)-2R,4S,2'S) a pravotdivych ((-)-2S,4R,2'R, (-)-2S,4R,2’Sizomek
itrakonazolu s rozliSenim R = 2,05. Neumoje vSak rozdeni vSech ¢&tyr
stereoizomer najednou. S vyuZzitim dvoukolonového zapojeni slandxtrinovou

kolonou Cyclobond | 2000 RSP, je mozno vedle dvigjione# itrakonazolu separovat
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i dvojice izomed hydroxyitrakonazolu, které jsou 4 (oproti itrakaonh pribyva jedno

nové chiralni centrurf)}?,

Nejzajima¥jSi studii tak astava nejstarsi ze zde uvedené trojice praci, kennuje
déleni enantiometr ketokonazolu a itrakonazolu na polysacharidovyatidh pomoci
LC a SFCE"3. Separace itrakonazolu zde probiha s vyuZitim-Ge(®lethylkarbamat)-
2,3-(3,5-dimethylfenylkarbamatu) amylézy jako stedrni faze v systému normalnich
fazi (10 mM kyselina oktanova ve &sn hexan:methanol:ethanol 75:12:13). Délka
analyzy je cca 120 minut a ani zde nedochazi ke pketmi separaci vSech 4
stereoizomaet (druhy a teti pik se pekryvaji). Zajimavé je elini paadi stereocizomér
-+, -, +, -“ Vv porovnani s ostatnimi pracémii'?, kde paadi stereoizomérbylo ,+, +,

2.3.2 Superkritick& fluidni chromatografie (SFC)

Superkriticka fluidni chromatografie je zvlaStnimuklem kapalinové chromatografie,
kdy se mobilni faze nachazi v superkritickém stéwn. jeji tlak a teplota jesahuji
kriticky bod). Zmeénou €chto parametr (tlak, teplota) lze knit hustotu faze, s niz se
zarover meéni i jeji elwni sila. RPes teoretické moznosti vyuzitiiznych plyri se
Vv naprosté #tsin¢ pripadi pouziva jako mobilni faze oxid utiiy. Jeho vyhodou je
piedevSim cena a nejedovatost. Vyhodou SFC oproti GHR& nizSi viskozita
(tzn. moZnost pouZiti vyssihotpoku) a vy3si difuzni koeficient mobilni f&%7&

Pomoci superkritické fluidni chromatografie byly pasvany stereoizomeryiit
imidazoli a jednoho triazolu - itrakonazolu. Studie zkoumaika tlaku, druhu a obsahu
organickych modifikatar v mobilni fazi na retenci a rozliSeni andlyPro itrakonazol
nedoslo ani P retertnim ¢ase 80 minut na kolénChiralpak AD k Uplnému rozliSeni
vSech stereoizomeér Nezanedbatelny vliv na selektivitu separace magp@thanolu a

izopropanolu v mobilni faZf.

Ve diive zmirné praci zariené na separaci ketokonazolu a itrakonazolu naanyioh
polysacharidovych fazich se ras¥nobjevuje pokus o chiralni separaci stereoizéamer
itrakonazolu pomoci SFC. Stéjjako @i HPLC analyze doslo i zde dasténé koeluci
druhého atetiho piku (absolutni konfigurace odpovidajicicbnizifi neni v préaci

uvedena). V tomtoijjpact byla mobilni faze tvilena superkritickym oxidem ukitym
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modifikovana 17% 10 mM oktanové kyseliny ve é&mmethanol:ethanol, tlak je 35
MPa, teplota kolony 30 °C aiipk 2,5 ml/mir*3,

2.3.3 Kapilarni elektroforéza

Separace itrakonazolu pomoci kapilarni elektrofprée vodném prosedi byly
publikovany jiz v roce 1995. V této praci je achia separovano 6 bazickych
slowenin. Selektivita separace je zvysetiaavkemp-cyklodextrind™4. V jiné studii
bylo pomoci kapilarni zénové elektroforézy rélesho 7 antifungélnich v véetns
itrakonazolu. Nejvyssi citlivosti a selektivity lmytosazeno pouzitim fosfatového pufru
o pH 2,3 jako zakladniho elektolytu. NejrychlejSiahalyz bylo dosazeno pouZzitim

vodného roztoku kyseliny mravio pH = 2,15,

Kapilarni elektroforéza umdhje také separaci itrakonazolu a hydroxyitrakonazol
Pro tento Ukol byla vyuzita micelarni elektrokimgh chromatografie (MEKC).
Zakladnim elektrolytem byla sta tvaena 3,2% (m/m) dodecylsiranu sodného, 20 %
(m/m) izopropanolu, 7 % (m/m)-butanolu a 69,8 % 25 mM fosfatového pufru o pH
2,2 pozdiji byla publikovana chiréini separace dvojic enamtfi itrakonazolu a
hydroxyitrakonazolu. Slozeni zakladniho elektrolybylo néasledujici: 34 % (v/v)
methanol, 0,95 % (w/v) sulfatovarffrcyklodextrin, 4,0 % (w/v) polyethylenglykol
4000 a 66% (v/v) 40 mM fosfatovy pufr o pH 2. Dékapilary byla 47 cm, naji -28
kV. K detekci byl pouzit UV detektorh = 214 nm. Délka analyzy byla zhruba 20
minut, a byly detekovany 2 piky pro itrakonazol apiky pro jeho metabolit,
hydroxyitrakonazol. Piky jsou autory na zaklasrovnani s literaturou &eny jako
smesi (+)-2R,48S, resp. (-)-2S,4R diastereoimedeni vSak potvrzena opticka 6itéost
detekovanych pik (metoda vyuziva pouze UV detektor). Metoda bylikapana také

na vzorky pacierf'*".

Ctyfi stereoizomery cis-itrakonazolu byly vedle sebe kvantifikovany pomoci
elektrokinetické chromatografie (EKC). NejlepSicfskedki bylo dosazeno s pouzitim

30mM heptakis-2,3,6-tri-O-methfi-cyklodextrinu ve 100 mM fosfatovém pufru o pH
2,5 @i napsti +30 k8,

Stereomery itrakonazolu a dalSich antifungalniabltabyly separovany s vyuzitintit
riznych iontovych kapalin jako modifikatorv kombinaci s hydroxypropys-
cyklodextrinem. Ulohou iontové kapaliny je v tomtptipac jednak zmina
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elektroosmotického toku, a také interakce s cykttrittem, které mohou #mit jeho
schopnost tvorby komplexu s analyty. Jako nejvigdnontova kapalina pro separaci

se ukazal dodecyltrimethylamonium chiéHd.

2.3.4 Detek €ni metody pro stanoveni absolutni konfigurace stere oizomer U
itrakonazolu

Stanoveni absolutni konfigurace chiralnich latekmezné provagt ve spojeni se
separéni technikou (,on-line*) i bez & (,off-line"). V druhém gipact je vSak nutné
mit k dispozici ¢isty stereoizomer. #®odni literatura na téma dovani absolutni
konfigurace je obsahla a proto jsou zde zmynodkazy na review zabyvajici se
jednotlivymi technikami. Nejvyzna&simi technikami jsou opticka atd&ost a
cirkularni dichroismus (CDY®, které mohou byt kombinovany s teoretickymi
vyposty 2!
optické aktivity (kombinace vibtaiho CD a Ramanovy optické aktiviti’. Dale je

, pifp. vibrasni cirkularni dichroismus (VCIY?, nebo ndieni vibrani

mozno vyuZit nuklearni magnetickou rezonanci (NNARJ*> a krystalovou &i
praskovou rentgenovou difrakéP*?”! v oblasti spojeniéchto technik se sepamami
technikami pevaZzuji detektory polarimetrické a CD detekt5f Kombinaci
(semi)preparativni chirdini LC a stanoveni absdllonfigurace stereoizomirse
vénuje také review Roussela a KGP..

Urceni konfigurace stereoizonieitrakonazolu neni v literata detaili diskutovano.
Absolutni konfigurace jednoho ze stereoizoinebyla s vyuZzitim vibraniho
cirkularniho dichroismu potvrzena v préaci Dunmirea kol™%. Pyrgaki a kol.
separovali racemat itraconazolu na dvakce, liSici se optickou até&osti. SloZeni
frakci bylo uteno na zaklagsrovnani s patentovou literatufda™** Thienpont a kol.
ve své praci vyuzili p chiralni separaci itrakonazolu detektor optick&iwosti a ucili
tak optickou otéivost jednotlivych stereoizomir ne vSak jejich absolutni
konfiguract**®. Kunze a kol. pak pro identifikaci stereoizofee své HPLC metad
vyuzili nastik znamych standafd stereoizomer (poskytnutych aut@m firmou
Sepracor Inc. (Marlborough, USAY.
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3. Experimentalni €ast

3.1 Chemikalie

Methanol (HPLC - gradient grade, VWR Chemicals nEra), ethanol (UVAPUR, BC-
ChemservisCeska republika), acetonitril (HPLC - super gradig®dVR Chemicals,

Francie), hexan (g.r., Lach-Nafgeska republika), itrakonazob98%, Sigma-Aldrich,

USA), hydrogenuhtitan amonny (p.a., Lach-NerCeska republika), Dulbecco's
Modified Eagle's Medium - high glucose (DMEM) (D@&4&igma-Aldrich, USA).

3.2 Podminky analyz

3.2.1 Chromatografické analyzy

Analyticka separace racematu itrakonazolu:

Mobilni faze: methanol:acetonitril 9:1 (v/v)

Kolona: Lux Cellulose-1, 250 x 4,6 mmy & 5 um (Phenomenex, Torrance,
USA)

Priatok: 1 ml/min

Nastik: 20 ul

Detekce: UVA = 274 nm

Semipreparativni izolace ¥i frakci z racematu itrakonazolu:

Mobilni faze: methanol:acetonitril 9:1 (v/v)

Kolona: Lux Cellulose-1, 250 x 4,6 mmy & 5 um (Phenomenex, Torrance,
USA)

Priatok: 5 ml/min

Nastik: 1000pl

Detekce: UVA = 274 nm

Analyticka separace prvni frakce itrakonazolu:

Mobilni faze: methanol:acetonitril 5:1 (v/v)
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Kolona: Lux Cellulose-1, 250 x 4,6 mmy & 5 um (Phenomenex, Torrance,
USA)

Pratok: 2 ml/min

Nastik: 20 pl

Detekce: UVA = 274 nm

Semipreparativni izolace stereoizomat z prvni frakce racematu itrakonazolu:

Mobilni faze: methanol:acetonitril 10:1 (v/v)

Kolona: Lux Cellulose-1, 250 x 10 mm, d 5pm (Phenomenex, Torrance, USA)
Pratok: 5 ml/min

Nastik: 1000ul

Detekce: UVA = 274 nm

Analyticka preseparace racematu itrakonazolu na d¥ frakce:

Mobilni faze: methanol:acetonitril 1:1 (v/v)

Kolona: Lux Cellulose-1, 250 x 4,6 mmy & 5 um (Phenomenex, Torrance,
USA)

Priatok: 1 ml/min

Nastik: 20 pl

Detekce: UVA = 274 nm

Semipreparativni izolace dvou frakci z racematu itakonazolu:

Mobilni faze: methanol:acetonitril 5:2 (v/v)

Kolona: Lux Cellulose-1, 250 x 10 mm, & 5pm (Phenomenex, Torrance, USA)
Pratok: 5 ml/min

Nastik: 1000l

Detekce: UVA = 274 nm

Analyticka metoda pro stanoveni absolutni konfigurae stereoizomei

itrakonazolu:

Mobilni faze: A: acetonitril, B: 5 mM vodny roztaikctanu amonného
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Gradient: 0-4 min: 30% A; 4-50 min: 30-70% A; 50-6fin: 70-80% A, 52-54
min: 80% A; 54-56 min: 80-30% A; 56-60 min: 30% ékyilibrace kolony)
Kolona: Chiralpak AS-RH, 250 x 4,6 mm, d 5um (Daicel, Osaka, Japonsko)
Pratok: 1 ml/min

Nastik: 20 ul

Detekce: UVA = 274 nm

Upravena analytickd metoda pro odliSeni stereoizomé& (+)-2R,4S,2’R a (+)-
2R,4S,2'S:
Mobilni faze: A: acetonitril, B: 5 mM vodny roztaikctanu amonného
Gradient: poateeni: 30% A; 0-100 min: 30-80% A; 100-110 min: 80% X20-
115 min: 80-30% A; 115-120 min: 30% A (ekvilibrakaony)
Kolona: Chiralpak AS-RH, 250 x 4,6 mm, d 5um (Daicel, Osaka, Japonsko)
Pratok: 1 ml/min
Nastik: 20 pl
Detekce: UVA =274 nm

Analyticka metoda pro stanoveni optické otdéivosti jednotlivych sterecizomef
itrakonazolu:

Mobilni faze: methanol: acetonitril 2:1 (v/v)

Kolona: Lux Cellulose-3, 250 x 4,6 mmy & 5 um (Phenomenex, Torrance,

USA)

Pratok: 1 ml/min

Nastik: 20 pl

Detekce: UVA =274 nm

Koncentrace vzorku se pohybovala mezi 100 a 200 prg/ analytickou separaci a
semipreparativnim uspéddani pak v rozmezi 830-2000 mg/l (detaily jsou devey
u prislusnych chromatograimv diskuzni¢ésti). Ve vSech ifpadech byl pouzit n&st
pieplnitnim smyky odpovidajiciho objemu.

Frakce v semipreparativnim modu byly sbiranyniu
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3.2.2 Stabilitni studie izolovanych stereocizomer 1 itrakonazolu

Izolované stereoizomery byly rozp&sy v DMEM na koncentraci 1 mM. Roztoky
stereoizomer byly ponechany v termostatu yaném na 37 °C. Byl odebran alikvot
v ¢ase 0 hod a poté dalSi alikvotycasech 24 hod a 48 hod. Alikvoty byly odeay
do sucha, rozpudty v mobilni fazi, filtrovany pes PTFE mikrofiltr (0,22um)
na @ekavanou koncentraci 10 mM a ihned analyzovany.

3.3 Instrumentace:

Pro chiralni separace byl pouzit modularni HPLCté&ays Smartline (Knauer,
Berlin, Némecko) sloZzeny ze moduSmartline Pump 1000, Smartline Manager 5000 a
Smartline UV Detector 2600.

Pro ugkeni optické otévosti separovanych stereoizomiebyl pouzit detektor
Chiralyser-MP (IBZ Messtechnik GmbH, Springe,énmecko). Citlivost pistroje
.fange” byla nastavena na 4 milistéprzbylé parametry byly ponechany v tovarnim
nastaveni (,AVR" = 0 s; ,base offset" = 500 mV).

Pro studium stability byla pouzita termostatovaetéatHaake B3 s ponornym

obéhovymcéerpadlem C1 (Haake, KarlsruhesiNecko).
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4. Diskuze a vysledky:

4.1 Pristup k semipreparativni izolaci sterecizomer G itrakonazolu

Cilem prace bylo vyvinout metodu pro separélgiic stereoizomer cis-itrakonazolu
pro analytické a zejména semipreparativiiielyn (ziskani cistych stereoizomér

v mnoZzstvi jednotek miligrain kazdého stereoizomeru). Vzhledem k tomu, Ze
stereoizomery maji byt dale testovany na biologiclaktivitu, bylo nutné izolovat
analyty v ¢isté formeé bez jakychkoli aditiv (potenci&nskodlivych pro biologicky
systém, nap pro buréné kultury). Vyznamnym parametrem, ktery byi pyvoji
semipreparativnich metod sledovan, je sgm mobilni faze a moznosti jejiho snizeni.
Nejjednodussim fistupem je recyklace mobilni faze. dasovém ok& analyzy, kdy
nedochézi k eluci Zaddného analytupz@me mobilni f4zi sbirat a pouZzit pro dalsi
analyzu. Tento fistup m& vSak dv nevyhody. Jednak se mobilni fazeiza
kontaminovat, coz v praxi vede ke &m retergnich cagi a rozliSeni a kontaminaci
purifikovanych latek. Druhou nevyhodou je nemozZn@siuziti gradientu, ktery

ve tSine aplikaci vede ke zkracetdsu separace.

Podstatna byla volba rozpo&del. Pro preparativni chromatografii je vyhodné Zibu
teékava rozpousdla, ktera umaiuji rychlé zakoncentrovani sbiraného eluatu. Tim je
shizena nakmost na skladovani eluatu; rychlé othyd do sucha zarowezabrauje
racemizaci v roztoku a jinym moznostem degradaedyin(oxidace apod.). Vijgpad
itrakonazolu jsme také limitovani rozpustnosti t&louwieniny. Jeho rozpustnost je
nizk4. Pro rozpustnost ve wode uvadi rozmezi od 1,89/mi**? po 5 pg/mit*33,

V organickych rozpoustilech (dimethylsulfoxid, formamid) je rozpustnostssi, cca
do 0,5 mg/mif”. Rozpustnost itrakonazolu v3akibe byt zvySena tvorbou disperzi
s vybranymi polymery - v takovém fipadt je moZno dosdhnout rozpustnost
itrakonazolu az 25 mg/ml ve vodném roztoku s pH#*1V nagem fpad: se podiilo
pripravit roztoky do koncentrace 2000 mg/l (veésimmethanol:acetonitril 5:2 (v/v) ).
Rozdily v rozpustnostech pagrrsouvisi s formou, ve které je itrakonazol dodavan
v préci Thienponta a két™! je racemat itrakonazolu extrahovan z tablet, fetSeratd
ma k dispozici vysocegisty standard.
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Stereoizomery jsou v fibéhu prace oznmvany podle konfigurace figlusnych
chiralnich center (viz obrdzek 6). Experimentélriieni konfigurace stereoizonieje

obsahem kapitoly 4.8.

4.2 Analytickd separace racematu itrakonazolu na ko loné Lux
Cellulose-1

Prvnim krokem ve vyvoji metody byl pokus o sepana@konazolu na kolah Lux
Cellulose-1. Tato kolona obsahuje silikagel oimgfru 5 um pokryty tris(3,5-
dimethylkarbaméatem) celulézy. Jednd se o generickiagionarni fazi odvozenou
od faze Chiralcel OD-H firmy Daicel. 3,5-dimethytkamatové kolony (celul6zové i
amylozoveé) jsou jednim z nejpouzivggich typi pii screeningu a nasledném vyvoiji
separénich metod v chiralni HPLC. Vzhledem k tomu, Zedayi a kol. dosahli na této

kolorg cast&né separace itrakonazBfd, byla tato kolona nasi prvni volbou.

Vyhodou polysacharidovych kolon je moznost sepavac®du normalnich, reverznich
i polarnich organickych fazi, které obvykle nabiizelmi rozdilnou enantioselektivitu.
Separace enantioniecis-itrakonazolu byla proto studovana na vySe zménkolorg
analytickych rozrmra (250 x 4,6 mm) s vyuzitim vSeckchto modi. Za Zadnych

podminek vSak nebylo dosazeno réledi vSechityr sterecizome.

Vzhledem k tomu, Ze procaly izolace latek v semipreparativnim moédu je vhodn
pouzit jako mobilni fazickava rozpousgdla, byl jako prvni testovan mod normalnich
fazi. Slozeni mobilni faze vychazelo z prace Thiema a kof*® a bylo dale
optimalizovano. NejlepSiho vysledkui mnalyze racematu bylo dosazenio gloZzeni
mobilni faze hexan:ethanol 7:3 (v/v) (obrazek 8an#na ethanolu za pol&¥si
alkohol (tj. methanol) ma za nasledek snizeni $enmli - viz tabulka 1 (indexy 1-4 se
vztahuji k pikim jednotlivych stereoizom&). DalSi zvySovani podilu hexanu
(rozpou&tdlo s mensi ekni silou) v mobilni fazi pak vede k dlouhygasim analyzy

nepouzitelnym v praxi.
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Tabulka 1: Vliv zdminy ethanolu za methanoltipanalyze racemétu itrakonazolu

na kolorg Cellulose-1 v systému normalnich fazi:

slozeni mobilni faze: R(1,2)|R(3,4)| retenéni ¢as posledniho piku
analyzy [min]

hexan:ethanol 7:3 (v/v) 0,8900,805 92,58

hexan:ethanol:methanol 14:3:3 (v/iv) 0,211 - 87,33

(-)-2S,

5 (-)-2S,4R,2'
4R,2'S

+)-2R,4S,2R
™) (+)-2R,4S,2"

A[mAU]

t [min]

Obrazek 8: Analytickd separace racematu itrakomarohormalnim modu. Mobilni
faze: hexan:ethanol 7:3 (v/v), jpok: 1 ml/min, nasik: 20 ul 100 mg/l racematu

rozpuséného v mobilni fazi.

Dale byl testovan polaénorganicky mod (kritériem adi testovani bylackavost
rozpoustdel, €kawjsi rozpoustdla nabizi moznost rychlejSiho odeai mobilni faze
ze separovanych frakci jednotlivych stereoizaipehni zde nebylo dosazeno razeni
racematu na vSechny 4 stereoizomery, racemat $epasidilo rozcklit na 3 frakce
s pongry pika 2:1:1 (u€eno interni normalizaci), z nichZ prvni je &né (obsahuje
diastereomery (+)-2R,4S,2'R a (+)-2R,4S,2'S) a&by obsahuijicisté diastereomery
(-)-2S,4R,2'S, resp. (-)-2S,4R,2'R. Chromatogranwvgden na obrazku 9.
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Obrazek 9: Analyticka separace racematu itrakomazopolarg organickém madu.
Mobilni faze: methanol:acetonitril 9:1 (v/v),qtok: 1 ml/min, nagtik: 20 ul 100 mg/I

racematu rozpu&ého v mobilni fazi.

V navaznosti na toto zji&i byl studovan vliv porkru methanolu a acetonitrilu
v mobilni fazi na retefni chovani racematu itrakonazolu. Bylo zji&i, Ze acetonitril
pusobi jako rozpou&tlo s vySsi eléni silou. V nize uvedeném grafu (obrazek 10) je
vidét reterkni ¢as posledniho piku analyzy a rozliSeni 8d@vkem methanolu
do mobilni faze. Je vid, Ze i prekrateni pongru 10:1 jiz rozliSeni druhého &etiho

piku - R(2,3) - roste jen pozvolna za &asného ndistucasu analyzy.
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Obrazek 10: Vliv por&ru methanol:acetonitril na retenci a rozliSeniupilacematu
itrakonazolu na kolonLux Cellulose-1. R je rozliSeni piktR je retefni ¢as, indexy

pikia odpovidaji jejich ptadi podle obrazku 9.

Jako posledni byl testovan méd reverznich fazi.avod/Suje retenci analytu na koton

a chovani itrakonazolu je podobné v kyselém i bagit prostedi (obrazky 11 a 12).
Itrakonazol je separovan nad&smesné frakce, jejichz sloZzeni nebylo v ramci prace
studovano. Separace analytu nedosahuje kvalityaspa mdodu polagorganickych
fazi a proto mod reverznich fazi nebyl dale wibghu vyvoje metody uvazovan.
Vzhledem k obsahu vody v mobilni fazi je tento nm&imért vhodny i z hlediska dalSi
manipulace se ziskanymi frakcemi. Odstrdnrozpoustdla ze separovanych frakci
jednoduchym odgavanim je pi vysSim obsahu vody v mobilnich fazich matinaé a

zdlouhavé a obvykle jedgba pouzit lyofilizaci.
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Obrazek 11: Analyticka separace racematu itrakdoaao bazickém progedi
v reverznim modu. Btok mobilni faze: 1 ml/min; nask: 20 ul 200 mg/l racematu
itrakonazolu. Mobilni faze: (a) 10 mM NHCO; v H,O:acetonitril 1:4 (v/v); (b) 10
mM NH4HCO; v H,O:acetonitril 2:3 (v/v). V chromatogramu jsou vyZaay hodnoty

rozliSeni obou piik
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Obrazek 12: Analyticka separace racematu itrakdnazo kyselém prosedi
v reverznim modu. Rtok mobilni faze: 1 ml/min; n&sk: 20 ul 100 mg/l racematu
itrakonazolu. Mobilni faze: (a) 0,1% HCOOH w.®tacetonitril 1:4 (v/v); (b) 0,1%
HCOOH v HO:acetonitril 2:3 (v/v). V chromatogramu jsou vyZeay hodnoty

rozliSeni obou piik
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NejlepSich vysledk na kolo Cellulose-1 tedy bylo dosazeno v modu paiarn
organickych fazi, kdy analyza trvala ndémez 45 minut a racemat byl r@teh na fi
frakce, z nichZ jedna je ssna (obsahuje 2 diastereomery) a zbylé alvsahuji kazda
jedengisty stereoizomer. Vzhledem k tomu, Ze ani jedé&siovanych madneumoznil
separaci racematu itrakonazolu na 4 stereoizorbgtyacemat dale testovan na kaion

Lux Cellulose-3.

4.3 Analytickd separace racematu itrakonazolu na ko loné Lux
Cellulose-3
Kolona Lux-Cellulose-3 obsahuje jako stacionarrdi failikagel o ptiméru 5 um
pokryty tris(4-methylbenzoatem) celul6zy. Jedné generikum kolony Chiralcel OJ-H
a v literatie je zmhovana jako komplementarni k tris(3,5-dimethylkargum
celuldzy, tzn. kolondm typu Chiralcel OD a Lux @édise-1*%! vzhledem k tomu,
Ze nejlepSim modem pro separaci itrakonazolu nankolLux Cellulose-1 byl méd
polarre organickych fazi, byl jako prvni testovan tentodndejlepSi vysledek je

uveden na obrazku 13.
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Obrazek 13: Analyticka separace racematu itrakdnaz@olarré organickém maodu.
Mobilni faze: methanol:acetonitril 14:1 (v/v),ipok: 1 ml/min, nagtk: 20 ul 200 mg/I

racematu rozpu&ého v mobilni fazi.
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| zde byla provedena studie vlivu p&m acetonitrilu a methanolu v mobilni fazi
na retedini chovani itrakonazolu (obrazek 14). Ani v tomippct nevede fekraseni
urciteho pongru methanolu a acetonitrilu (zde 14:1) ke zlep$erliSeni, pouze nastu

delky analyzy.
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Obrazek 14: Vliv por&ru methanol:acetonitril na retenci a rozliSeniupilacematu
itrakonazolu na kolohLux Cellulose-3. R je rozliSeni piktR je retefni ¢as, indexy

pikia odpovidaji jejich ptadi podle obrazku 13.

Ani na kolore Cellulose-3 se tedy nepdila separovat vSechny stereocizomery
itrakonazolu a bylo dosazeno srovnatelného vysl¢ako v gipac kolony Cellulose-1
(. separace racematu na 3 frakce, z toho 1 jsisé). Bylo vSak zjigho, Ze selektivita
kolony je jina a eltni paadi stereoizomérje zde zminéno (izomer (-)-2S,4R,2'R
koeluuje s izomerem (+)-2R,4S,2'R, naopak izome2R,4S,2'S je separovan).

Screening zbylych mdd(normalni a reverzni faze) neprokazal stggko v gipad
kolony Lux Cellulose-1 schopnost kolony Celluloseddlit racemat na 4cisté
stereoizomery - v médu normalnich f&mii pii sloZzeni mobilni faze hexan:ethanol 1:1
(v/v) a pfitoku 1 ml/min doba analyzy zhruba 180 minut (rétéas posledniho piku
je 163,4 min) a rozliSeni prvniho péaru piR(1,2) = 0,5. Vzhledem k dloubéngasu
analyzy je tedy nepouzitelny. Mod reverznich faak [steji jako v gipad kolony

Cellulose-1 poskytuje pouze &smesné frakce (nap v mobilni fazi voda:acetonitril

33



4:3 (viv) je pro 20ul itrakonazolu o koncentraci 200 mg/l retahc¢as druhého piku

18,5 min a rozliSeni obou frakci je rovno 1,45).

Na zaklad ziskanych poznatkjsme se rozhodli purifikani proces rozdlit na dva
kroky, kdy v prvnim kroku bude racemat r¢lah na 3 frakce na koleér_ux Cellulose-

1 a sm¥sna frakce z této kolony bude dale purifikovan&olane Lux Cellulose-3.

4.4 Semipreparativni izolace racematu itrakonazolu na kolon é Lux
Cellulose-1

Analytickd metoda pro separaci racematu byfavedena do semipreparativniho
métitka pouzitim kolony Lux Cellulose-1 o roZnech 250 x 10 mm (velikoststic 5
um) a znénou objemu smiky z 20 na 100Qul. Zarover byla zménéna koncentrace
itrakonazolu v nagiku a to ze 100 mg/l na 830 mg/l. Tyto Upravy Vvlsow znamenaji
zhruba 400-nasobné zvySeni hmotnosti filastaného analytu ip 4,73-nasobném
zvySeni objemu kolony. Celkova 2atkolony je tedy zhruba 90x vySSi.tRyk mobilni
faze byl zvySen na 5 ml/min pro zafist separace ip délce analyzy srovnatelné

s analyzou na kol@o roznerech 250 x 4,6 mm.

Se zvySenim zéte kolony souvisi deformace filpozorovana f) analyze (obrazek
15).
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Obrazek 15: Analyza racematu itrakonazolu na sespgmativni kolot Lux Cellulose-
1 (250 x 10 mm). Mobilni faze: methanol:acetoni®il (v/v), patok mobilni faze: 5

ml/min, nastik: 1000l racematu itrakonazolu o koncentraci 830 mg/I.

Pti semipreparativnich analyzach dochazi k pow velké spatebs mobilni faze (cca
250 ml/analyza). Proto byla mobilni fazecasech, kdy nedochazelo k eluci analytu,
sbirana a pouzita pro dalSi analyzie$’snahu o co nejmensi kontaminaci mobilni faze
byl pii jeji recyklaci pozorovan posun v retench ¢asech a z#na tvaru separovanych
piki. Presto bylo mozné mobilni fazi az 3x recyklovat bgznamné kontaminace

izolovanych latek (jejiciEistota je diskutovana v kapitole 4.7) (obrazek 16).
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Obrdzek 16: Porovnani chromatogramu separace ragcemidrakonazolu
na semipreparativni koleérLux Cellulose-1 i pouziti (a)c¢isté; (b) 1x recyklované; (c)

2x recyklované; (d) 3x recyklované mobilni faze.

Izolované frakce byly vysuSeny za laboratorni tgplo proudu dusiku a uschovany v

hlubokomrazicim boxuip80°C.

4.5 Optimalizace separace sm ési (+)-2R,4S,2’R a (+)-2R,4S,2'S
diastereomer U itrakonazolu na kolon & Lux Cellulose-3

Po ziskani dostateého mnoZzstvi Frakce 1 itrakonazolu ¢sndiastereomér (+)-
2R,4S,2'R a (+)-2R,4S,2'S) na semipreparativnirko@ellulose-1 (zhruba 25 mg) byla
optimalizovana separace této frakce na kélGellulose-3 v polamorganickém maodu
v analytickém nititku. Vzhledem k tive zjiS€nému retednimu chovani diastereonier
(+)-2R,4S,2'R a (+)-2R,4S,2'S na pouzité keltmylo mozné snizit obsah acetonitrilu
v mobilni fazi oproti separaci racematu na gomethanol:acetonitril 5:1 (v/v) a zkratit

tak dobu analyzy. Vysledny chromatogram je zn&aorma obrazku 17.
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Obrazek 17: Analyticka separace Frakce 1 itrakdoazopolarré organickém maodu.
Mobilni faze: methanol:acetonitril 5:1 (v/v),qtok: 1 ml/min, nagik: 20 ul 100 mg/I

Frakce 1 rozpu&hé v mobilni fazi.

Metoda na separaci Frakce 1 byla poténpsena na semipreparativni verzi kolony
Cellulose-3. Stejn jako u transferu metody pro izolaci racematu bykzén rozmer
kolony na 250 x 10 mm (velikogéstic 5um) a objem smiky ze 20 na 100Ql. Pratok
mobilni faze byl zvySen na 5 ml/min, aby bylo dasaZ porovnatelné délky analyzy
jako na kolog analytickych rozréri. Koncentrace itrakonazolu v nkt byla zvySena
ze 100 mg/l na 1500 mg/l. Z&atkolony byla tedy zvySena zhruba 160x. ZvySeniZet
kolony zpisobilo deformaci separovanych pjlavSak ob latky bylo mozné separovat.
Pro snizZeni rizika mozné&ikové kontaminace byly separd podminky dale upraveny
zmeénou pongru methanolu a acetonitrilu v mobilni fazi z 5:1xal (v/v). Tato Uprava
separénich podminek umozZznila separaci obou diasterebrserozliSenim R = 1,7
(obrazek 18).
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Obrazek 18: Analyza Frakce 1 itrakonazolu na sezpgrativni kolot Lux Cellulose-3
(250 x 10 mm). Mobilni faze: methanol:acetoniti@:1 (v/v), patok mobilni faze: 5
ml/min, nastik: 1000 ul Frakce 1 o koncentraci 1500 mg/l. Do grafu jezén vyez
z analyzy s mobilni fazi methanol:acetonitril 5vlvj o koncentraci itrakonazolu 1000

mg/l (zbylé podminky jsou shodné).

Také v tomto fipact bylo mozné mobilni fazi 3x recyklovat bez zasadnitivu na

Cistotu izolovanych stereoizomiea na délku analyzy.

4.6 Vyvoj metody pro preseparaci Frakce 1 na kolon & Cellulose-1

Vzhledem k tomu, Zeipskeru frakci dochézi ke ztrdtdm materialii pastiku, byly
pro zvySeni produktivity pracefipizolaci stereoizomér (+)-2R,4S (,Frakce 1)
studovany moznosti rychlé preseparace Frakce taematucis-itrakonazolu. Moznym
feSenim je zvySeni alni sily mobilni faze v prvnim kroku, takZze cela aege je
rychlejSi na ukor snizeni rozliSeni prvniho a dhdhpiku (tj. Frakce 1 a stereoizomeru
(-)-2S,4R,2'R) a ztraty separace druhéhoietitto piku (diastereomery (-)-S,4R).
Optimalizaci sloZzeni mobilni faze jsme dosli ke Zsloi mobilni faze
methanol:acetonitril 1:1 (v/v) a dobu preseparae¢ak pod#lo snizit z cca 45 minut

na 10 minut (obrazek 19).
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Obrazek 19: Analyticka separace racematu itrakdoaza 2 frakce na kol@n
Cellulose-1. Mobilni faze: methanol/acetonitril 1vlv); praitok mobilni faze: 1 ml/min;

nastik: 20 ul 200 mg/l racematu itrakonazolu.

Poté byla metodaipnesena na semipreparativni kolonu o rgeech 250 x 10 mm,
velikost¢astic 5um. Objem smgky byl zvySen z 20 na 100d. Koncentrace Frakce 1
byla zvySena ze 200 mg/l na 2000 mg/latBk mobilni faze byl zvysen na 5 ml/min
pro dosaZzeni porovnatelnéltasu analyzy jako vifpads analytické separace. 2at
kolony tak byla zvySena cca 210xXeHZeni bylo nutno kompenzovat mirnym snizenim
elueni sily mobilni faze. V semipreparativnim modu bpl@to pouzita mobilni faze
o sloZzeni methanol:acetonitril 5:2 (v/v) (obraz€R.2/ tomto gipadt byla mobilni faze

recyklovana jedenkrat. DalSi recyklacéigpbovala zhorSeni separace obou frakci.
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Obrazek 20: Semipreparativni separace racematkoitezolu na 2 frakce na kokdn
Cellulose-1. Mobilni faze: methanol/acetonitril §¥2v); pritok mobilni faze: 5 ml/min;

nastik: 1000ul racematu itrakonazolu o koncentraci 2000 mg/kzlBeni R = 0,868.

4.7 Ur€eni chiralni ¢&istoty a stability a optické ota  €ivosti izolovanych
stereoizomer
Chiralni cistota izolovanych stereoizonier byla zjiSéna pomoci tve
optimalizovanych sepataich metod na analytickych kolonach Lux Cellulosa-Lux
Cellulose-3. Pro stanoveni chiraltistoty stereoizomér(-)-2S,4R,2'S a (-)-2S,4R,2'R
byla vyuZita separace na kotohux Cellulose-1 (eluuji jako druhy, respeti pik, tzn.
odcklen¢ od ostatnich). Pro stanovefigtoty stereoizomeru (+)-2R,4S,2'S byla vyuZita
separace na koleénLux Cellulose-3 (eluuje odtene jako druhy pik). Pro stanoveni
Cistoty stereoizomeru (+)-2R,4S,2'R bylo vzhledenfaktu, Ze v obou iipadech
koeluuje s jinym stereoizomerem, nutné provéstyamaha obou kolonach. Chiralni

Cistota vSech stereoizontebyla vysSi nez 98%.

Metabolické studie biologicky aktivnich latekétSinou probihaji za fyziologickych
podminek (dlezité je zejména pH, teplota a sloZeni zivnéhdotap). Pro Usgsnou
studii chiradlniho metabolismu jeuldzité, aby byl izomer byl v reakim prostedi
odolny \iaci racemizaci. DalSim krokem v kontrole izolovanystereoizomer byla

proto kontrola jejich stability za podminek pouziyeh v metabolickych studiich.
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Stereoizomery byly iedny na koncentraci 1 mM Zivhym roztokem DMEM a
ponechany v termostatu yhaném na 37 °C. Na patku experimentu (tzn. ¥ase 0
hod) a dale po 24 a 48 hodinach byla odebrést roztoku k analyze. VSechny
odebrané vzorky byly kontrolovany stejnymiagpbem jako $ vySe zmigné kontrole
Cistoty. Stereoizomery nepodléhaly za vySe uvedepgriminek vyznamné racemizaci
a nebyly pozorovany ani jiné degraédaprocesy. Vysledky z &ieni stability shrnuje
Tabulka 2.

Tabulka 2: Chiralnéistota jednotlivych stereoizomeitrakonazolu v pibéhu stabilitni
studie

enantiomedas| 0 hod. 24 hod. 48 hod.
(+)-2R,4S,2'R| 99,80% 99,90% 99,68%
(+)-2R,4S,2'S|  99,00% 98,90% 99,209
(-)-2S,4R,2'S| 98,60% 97,70% 98,609
(-)-2S,4R,2'R| 98,40% 98,40% 98,00%

(=)

o

Po ugkeni ¢istoty stereoizomérbyla s pomoci detektoru optické &idsti Chiralyser-
MP (IBZ Messtechnik, Bmecko) uéena opticka otavost jednotlivych stereoizomier
Cisté stereoizomery byly davkovany na kolonu Celel@ (250 x 4,6 mm) a eluovany
mobilni fazi o sloZeni methanol:acetonitril 2:1v{v/ Detektor byl pipojen do série
za UV/VIS detektor a nastaven na nejvysSi citlivdqsSRANGE* = 4 mdeg).
Chromatogramy jednotlivych stereoizorierzaznamenané detektorem optické
ot&ivosti ukazuje obrazek 21. Relativni polohy pidpovidaji péadi stereocizomér

na kolorgé Cellulose-3 v systému fazi methanol:acetonittirézek 13, kapitola 4.3).
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Obrazek 21: Opticka ot&vost stereoizom@r cis-itrakonazolu. (a) stereocizomer (+)-
2R,4S,2'R; (b) stereoizomer (+)-2R,4S,2'S; (c) esteomer (-)-2S,4R,2'S; (d)
stereoizomer (-)-2S,4R,2'R. Mobilni faze: methaaa@tonitril 2:1 (v/v); pittok mobilni
faze: 1 ml/min; nasik: 20 ul 1000 mg/l kazdého ze stereoizofiner

4.8 ldentifikace stereoizomer U itrakonazolu

Stanoveni absolutni konfigurace izolovanych stemoef itrakonazolu bylo
provedeno s vyuZitim metody popsané v praci Kunzeho!®?. Tito autdi ve své
metod urili elu¢ni paadi jednotlivych sterecizomiernastikem standard cistych

stereoizomaet (poskytnutych autdm firmou Sepracor Inc. (Marlborough, USA).

Racemat byl analyzovan na kotoBhiralpak AS-RH (Daicel, Osaka, Japonsko) (150 x
4,6 mm, 5um) gradientovou eluci acetonitriilem a 5 mM vodnyoztokem octanu
amonného. Byl pouzit gradient z literatury, ktegy pouze dopltn o kratky usek eluce
80% mobilni faze A (acetonitril) a naslednou elbriici kolony (sniZzeni procenta
mobilni faze A na ptateini podminky a kratké promyti kolony zé&hto podminek -
viz ¢ast 3.2.1). Pro fipsani absolutni konfigurace jednotlivym fik a identifikaci
jednotlivych stereoizomér byl nastiknut racemat a nasleglmacemat obohaceny
jednotlivymi stereoizomery v pa¥ru racemat:stereocizomer 4:1 (v/v) (s vyjimkou
stereoizomeru (-)-2S,4R,2'R, ktery byl smichan m@o 1:1 z divodu slabsi odezvy
tohoto stereoizomerufippoméru 4:1). Tento fistup eliminuje rozdily v reténich
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Obrazek 22: Separace itrakonazolu gradientovou elud&oloré Chiralpak AS-RH. (a)

cisty racemat; (b) racemat spikovany stereoizomel@in2R,4S,2'S; (c) racemat
spikovany stereoizomerem (+)-2R,4S,2'R; (d) racesp#tovany stereocizomerem (-)-
25,4R,2'S; (e) racemat spikovany stereoizomeretBS4R,2'R. Celkova koncentrace

itrakonazolwinila ve vSech fipadech 100 mg/l.

Touto metodou byla dena absolutni konfigurace vSech izolovanych steomoen a
zpetné tak byly identifikovany piky v tive nangtenych chromatogramech.
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5. Zaver:

Pro semipreparativni izolaci stereoizofnercis-itrakonazolu byla vyvinuta
dvoustugmiova HPLC metoda s vyuzitim dvoidznych chiralnich stacionarnich fazi -
tris(3,5-dimethylfenylkarbamatu) celulézy a tristiethylbenzoatu) celulézy. Pouzité
mobilni faze jsou pouze ssi ¢istych organickych rozpou&tel (methanol a acetonitril)
bez gidavku dalSich aditiv, kterd& by mohlarepstavovat potencialni problém
pro biologicky systém, ve kterém budou stereoizgnuile testovany. Podle naSich
znalosti se jednd o prvni préci, kterd& umgé pomoci chiralni kapalinové
chromatografie separacis-itrakonazolu na vSechnyyii stereocizomery a jejich izolaci.
Izolované latky byly testovany na stabilitu v Zimméroztoku za fyziologickych
podminek, byla wena jejich opticka otévost a srovnanim sitve publikovanou praci
byla uena jejich absolutni konfigurace. Nalezena metoddebvyuZita pro izolaci

stereoizomaet itrakonazolu, které budou postoupeny k biologickskouskam.
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7. Pouzité zkratky:

ABC - ATP binding cassette

ATP - adenosintrifosfat

CD - cirkularni dichroismus

DMEM - Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essalhmedium
EKC - elektrokinetickd chromatografie

HPLC - vysokodinna kapalinova chromatografie

HSES - high speed electrospinning (vysokorychloslaktrospinning)
LC - kapalinova chromatografie

LLE - extrakce kapalina-kapalina

MEKC - micelarni elektrokineticka chromatografie

MFS - major facilitator superfamily

MS - hmotnostni spektrometrie

NMR - nuklearni magneticka rezonance

OSBP - oxysterol-binding protein

PFP - pentafluorfenyl

PTFE - polytetrafluorethylen

RNA - ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

RP - reverzni faze

SFC - superkriticka fluidni chromatografie

SPE - extrakce pevnou fazi

VCD - vibraini cirkularni dichroismus
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