Farmacie 4/05 27.6.2005 8:03 Stranka 159

4&,

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE
Roénik LIV - Cislo 4 — CERVENEC 2005

POKROKY V ENANTIOSELEKTIVNI TLC LECIV

SUBERT J., SLAIS K.

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno, Farmaceuticka fakulta, Ustav chemickych 1éc¢iv
'Akademie véd CR Brno, Ustav analytické chemie

SOUHRN

Pokroky v enantioselektivni TLC 1é¢iv

Enantioselektivni TLC je dosud se vyvijejici oblasti analyzy 1éciv. V poslednich letech byla podobné, jako je
tomu v HPLC, publikovana predevsim piima déleni enantiomert bez jejich pfedchozi derivatizace. Pfednostné
k nim byly pouzity chirélni staciondrni faze, déleni s chiralnim selektorem v mobilni fazi byla méné Casta. K Sir-
§imu vyuziti enantioselektivni TLC v budoucnosti by mohl pfispét vétsi vybér chirdlnich staciondrenich fazi
komer¢né dostupnych.
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SUMMARY

Advances in Enantioselective TLC of Therapeutic Agents

Enantioselective TLC represents a still developing field of analysis of therapeutic agents. In recent years, simi-
larly as in HPLC, mainly direct separations of enantiomers without their preceding derivatization have been pub-
lished, preferentially using chiral stationary phases, separations with a chiral selector in the mobile phase being
less frequent. In the future, a larger choice of commercially available chiral stationary phases could contribute
to a more widespread use of enantioselective TLC.
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Chiralita je povazovana za jeden z nejdualezitéjSich
stereochemickych fenoménll v oblasti 1é¢iv. Diivodem
k tomu je pfi vysokém podilu chirdlnich 1é¢iv zejména
vyznam chirality pro bezpecnost a i¢innost jejich apli-
kace. Vzhledem k obvyklym rozdilim v biologické
aktivit¢ enantiomert je ¢asto nutné smési enantiomera
¢i racematy analyticky, anebo i preparativné délit
a zastoupeni jednotlivych enantiomerti pokud mozno
i kvantifikovat. Prehled klasickych i novéjsich metod
pouzivanych k déleni enantiomeri je poddn napf.
v préci V. Z analytickych metod nevyZzadujicich pied-
béZné oddé€leni enantiomerti probiha jiz néjakou dobu
zajimavy vyvoj zejména v oblasti elektrochemickych
senzoru ?, t&7isté vSak stéle spociva v metodach chro-
matografickych a elektromigracnich 3. Za zakladni
metodu je stale povaZzovana HPLC, kterou lze (na roz-

dil od elektromigra¢nich metod) pouZzivat i k prepara-
tivnim délenim. Podstatn€é méné nédkladnou, ale sou-
¢asné i méné ucinnou moznosti je TLC, ktera je tech-
nikou dobfe pouZitelnou i v této oblasti ¥. Pokroky
v enantioselektivni TLC byly pfedmétem sdéleni > 9,
z nichz ¥ se omezuje na piipady, kdy enantiomery
nebyly pfed délenim chemickou reakci derivatizovany
na latky délitelné snadnéji. Autofi 7 shrnuli vysledky
dosazené v oblasti déleni enantiomerti aminokyselin na
tenkych vrstvach impregnovanych chirdlnim selekto-
rem. Obsahem naSeho pfispévku je shrnuti pokrokt
v enantioselektivni TLC 1é¢iv bez predchozi derivati-
zace enantiomerti publikovanych v poslednich letech
a v déleni enantiomert 1éCiv po jejich derivatizaci od
roku 1990.

159

—



Farmacie 4/05

27.6.2005 8:04 Stranka 160

Déleni enantiomerii léCiv bez jejich pFedchozi
derivatizace na chirdlni staciondrni fdzi

Déleni enantiomert 1é¢iv s pouZitim chiralni stacionar-
ni faze (chiral stationary phase, dale CSP) je v enantiose-
lektivni TLC, podobné jako v HPLC, trendem, pfestoze
stale chybi vétsi vybér komercné dostupnych CSP a ten-
kych vrstev. Novéjsi vyvoj v oblasti stacionarnich fazi pro
TLC v¢etné CSP shrnuje prace . Z CSP nezahrnutych do
citovaného prehledu je tfeba zminit tribenzoat celulosy,
ktery je komeréné dostupny ve formé suspenze . Pouzi-
ti CSP zaloZené na tribenzoatu celulosy pii enantioselek-
tivni TLC IéCiv bylo publikovano spolu s pouZitim CSP
zalozenych na tris(4-methybenzodtu) nebo tris(4-nitro-
benzoatu) celulosy '%. Déle byly k déleni enantiomert
1é¢iv pouzity CSP zaloZené na tris(3,5-dinitrobenzoa-
tu) 'V a tris(4-brombenzoatu) celulosy '2. CSP zalozena
na tris(4-brombenzoatu) celulosy miZe byt pouzita jak
v norméalnim modu, tak pfi chromatografii s obracenymi
fazemi 2. Spole¢nym problémem CSP na bazi benzoatt
celulosy je vysoka absopce ultrafialového zafeni samot-
nou vrstvou, kterd komplikuje obvyklou nedestruktivni
detekci chromatogramti. Tento problém nevystupuje
u CSP zalozZenych na tris-cyklohexylkarbamatech celulo-
sy nebo amylosy '¥, které byly vyvinuty pro HPLC
a doporuceny i pro TLC '®. Dalsi skupinou CSP v TLC
novych a dfive prakticky nepouZivanych jsou cyklodex-
triny chemicky vazané na silikagelu '* . Muze jit
o samotny B-cyklodextrin 'Y, anebo o jeho fenylkarba-
mat . Vhodnymi mobilnimi fazemi byly smési metha-
nolu s vodou nebo s acetonitrilem s pfidavkem triethyl-
amonium-acetitu 'Y nebo smési hexanu s 2-propanolem,
¢i acetonitrilu s methanolem, rovnéz s pfidavkem triethyl-
amonium-acetatu .

Oproti o¢ekavani nedoslo zatim k vét§imu rozsifeni ve
skupiné CSP zaloZenych na molekularné predtiSténych
polymerech (molecularly imprinted polymers, dale
MIP). K dfive zvefejnénym pracim pribyly prispévky
popisujici pouziti CSP zaloZené na polymeru predtiSté-
ném (-)-S-timololem '¥ a déle na polymeru predtisténém
molekulami enantiomerd B-blokatoru (+)-R-propranolo-
lu, nebo (-)-S-atenololu, anebo nesteroidniho antiflogis-
tika (+)-S-naproxenu, ¢i (+)-S-ibuprofenu . Vzhledem
k ucinnosti téchto CSP bylo vyhovujicich déleni dosaho-
vano jiZ na kratkych drahach (6—7 cm) a pfi kratké dobé
déleni. Vhodnymi mobilnimi fiazemi byly acetonitril
obsahujici 5 % kyseliny octové, pfipadné i methanol
obsahujici 1 % kyseliny octové '© nebo smés heptanu
s tetrahydrofuranem 1+1 obsahujici 1 % kyseliny octové,
¢i acetonitril s 5 % kyseliny octové 7.

Neékolik dalSich popisuje uspé$na déleni enantiomerti
1é¢iv na CSP ziskanych impregnaci achirdlni tenké vrst-
vy silikagelu vhodnym chirdlnim selektorem '82%. Tim
byla zpravidla L-aminokyselina (L-arginin **, L-aspara-
gova kyselina 2, L-histidin '®, L-serin 2 2?, L-threonin,
nebo smés L-serinu s L-threoninem ??), méné ¢asto jina
latka, jako (-)-chinin ' nebo L-vinna kyselina '® . Pfi
pouZiti té&chto CSP je v nékterych pripadech nezbytnou
podminkou tspésného déleni nalezeni optimalni teploty.
Ta je v nékterych piipadech niZsi, nezZ je teplota obvykla
(napt. byla 18 °C pro déleni enantiomert valinu ' anebo
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17 °C pro déleni vSech analytd v praci 2?). Mimofadné
vyznamna pro uspé$né déleni byla také hodnota pH sus-
penze pro pripravu tenké vrstvy jako staciondrni faze,
kterda ma byt vhodna pro vznik diastereomerd interak-
ci chirdlniho selektoru a délenych latek. Naptiklad v pra-
ci ®bylo vhodné pH 7-8, v jinych piipadech 22 pH
6-7. Zména pH z 6-7 na 4-5 nebo 8-9 vedla ke zhorSe-
ni az plné ztrat€ rozdéleni enantiomerti *». Vhodnymi
mobilnimi fazemi byly smési acetonitrilu s methanolem
a s vodou '8 2022 nebo chloroformu s 1-butanolem
a s kyselinou octovou, ¢i ethylacetatu s tetrachlormetha-
nem a s kyselinou propionovou .

Mimoto byly hledany dal§i moZnosti pouziti komerc-
né dostupnych CSP zaloZenych na chromatografii vymeé-
nou ligandu. Mezi tyto prace patfi prispévek zabyvajici
se délenim enantiomera 1é¢iv ze skupiny 1,4-dihydropy-
ridint na deskach Chiralplate ¥. Vysledky téchto déleni,
vyjadfené jako rozdil reten¢nich faktorti enantiomert
vSak nejsou prili§ presvédcivé.

Prehled uspésnych déleni enantiomert 1éCiv s pouzi-
tim CSP je v tabulce 1.

Systémy s chirdlnim selektorem v mobilni fdzi

Novinkou v enantioselektivni TLC 1é¢iv je pouZiti
2-hydroxy-3-trimethylamoniumpropyl-8-cyklodextri-
nu, které umoznilo zkraceni doby rozdéleni racematu
aminoglutethimidu ze 4 hodin pfi pouZiti B-cyklodex-
trinu na 30 minut >¥. Stacionarni fazi pfi tomto déleni
byl silikagel, mobilni fazi 50% methanol obsahujici
30 % chiralniho selektoru 2¥. Stédle pouzivanym a ¢asto
tspéSnym chirdlnim selektorem je D-10-kafrsulfonova
kyselina 262%. V poslednich letech byla pouzita k roz-
déleni enantiomert norsynefrinu a klorprenalinu 29,
salbutamolu a timololu 27 a dalSich dvou atypickych
1é¢iv (Bataroc a Labarol) 2®. Mobilni fazi byly smési
dichlormethanu s methanolem v rizném poméru obsa-
hujici chirdlni selektor 2%, stacionérni fazi byl silika-
gel 2629 Podminkou tspésného déleni podle 27 byla
teplota 0 °C, podle ?® teplota 2—4 °C. Snaha o rozdéleni
enatiomert thyroxinu za pouZziti methyl-B-cyklodextri-
nu anebo hovéziho sérového albuminu jako chirdlnich
selektord v mobilni fazi nevedla k pfesvédéivym
vysledkaim 29,

Déleni enantiomerii lé¢iv po jejich derivatizaci

Derivatizaci analytu se obvykle rozumi vznik kova-
lentni vazby mezi analytem a derivatizaénim c¢inidlem
(reagentem). Prakticky je derivatizace vyuZitelnd pokud
molekula analytu obsahuje snadno derivatizovatelnou
skupinu, jako napf. primérni nebo sekundarni aminosku-
pinu, hydroxyl, popf. karboxylovou skupinu. Reagenty
jsou proto obvykle acylac¢ni Cinidla jako chloridy kyse-
lin, isothiokyandty a esterifikacni cinidla. Derivatizace
enantiomernich analytll pro chromatografické separace
byly shrnuty v piehledu z roku 1990 3%. V tomto pfis-
pévku zachycujeme vyvoj v oblasti derivatizace enantio-
mert 1é¢iv pro TLC za poslednich 15 let.

Cile derivatizace pro chromatografickou separaci
enantiomert jsou:
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Tab. 1. Novéjsi déleni enantiomerti lécéiv TLC s pouZitim CSP

Lécivo chiralni selektor literatura
alanin (-)-chinin 19
atenolol tris(3,5-dinitrobenzodt) celulosy 11
tris(4-brombenzoét) celulosy 12
MIP tistény S-timololem 16
L-asparagova kyselina 20
atropin L-histidin 18
efedrin L-vinna kyselina 18
chlorochin tris(4-methylbenzodt) celulosy 10
tris(3,5-dinitrobenzodt) celulosy 11
fenylkarbamét B-cyklodextrinu 15
ibuprofen fenylkarbamét B-cyklodextrinu 15
L-arginin 23
ibuproxam L-serin 21
isoleucin (-)-chinin 19
isoprenalin B-cyklodextrin 14
karvedilol B-cyklodextrin 14
fenylkarbamat B-cyklodextrinu 15
ketokonazol tris(3,5-dinitrobenzodt) celulosy 11
ketoprofen MIP ti§tény S-naproxenem 17
L-serin 21,22
L-serin + L-threonin 22
L-threonin 22
leucin (-)-chinin 19
methionin (-)-chinin 19
metoprolol L-asparagova kyselina 20
nimodipin tris(4-brombenzodt) celulosy 12
B-cyklodextrin 14
ofloxacin tribenzoat celulosy 10
tris(4-methylbenzoéat) celulosy 10
tris(4-nitrobenzodt) celulosy 10
tris(3,5-dinitrobenzodt) celulosy 11
B-cyklodextrin 14
pranoprofen tris(3,5-dinitrobenzodt) celulosy 11
L-serin 22
L-serin + L-threonin 22
L-threonin 22
promethazin tribenzoat celulosy 10
tris(4-methylbenzoét) celulosy 10
tris(4-brombenzoét) celulosy 12
B-cyklodextrin 14
fenylkarbamat B-cyklodextrinu 15
propranolol tribenzoat celulosy 10
tris(4-methylbenzoét) celulosy 10
tris(3,5-dinitrobenzodt) celulosy 11
tris(4-brombenzoét) celulosy 12
MIP tistény S-timololem 16
MIP tistény R-propranololem 17
L-asparagova kyselina 20
threonin (-)-chinin 19
tiaprofenova kyselina L-serin 21
L-serin + L-threonin 22
timolol MIP tistény S-timololem 16
valin (-)-chinin 19

a) Umoznéni separace enantiomerd v achirdlnich
chromatografickych systémech, ¢ehoZ se dosahuje reak-
ci enantiomert s chirdlnim reagentem za vzniku diaste-
reomert. Tyto nejsou, na rozdil od enantiomert, ekviva-
lentni vzhledem k vazebnym interakcim se stacionarni
fazi, a mohou tudiz byt oddéleny i v separa¢nim systému,
ktery neni chiralni.

4&,

b) Zlepseni detegovatelnosti analytt.

Cast4 je kombinace obou hledisek, tj. pouZiti chiral-
ni derivatizace k ziskani dobfe separovatelnych a dob-
fe detegovatelnych diastereomert. Tato kombinace je
vyznamna zejména pii sledovani nizkych koncentraci
enantiomerd. Na druhé strané predstavuje derivatizace
zvySeni pracnosti a ¢asové narocnosti, coZ ponékud
stird pfednosti TLC, jakymi jsou rychlost a jednodu-
chost.

LeFewre 3173 systematicky studoval RP TLC separaci
biogennich aminokyselin derivatizovanych dansyl skupi-
nou pro dosaZeni citlivéjsi detekce. Za pouziti
B-cyklodextrinu jako chirdlniho selektoru v mobilni fazi
dosdhl rozdéleni enantiomeri vSech proteinogennich
aminokyselin kromé& prolinu a tryptofanu 3. Obdobny
systém pouZil pro “C znaeny L-valin *? a dalsi '*C zna-
¢ené aminokyseliny *¥. Pii studiu vztahu mezi strukturou
a rozliSenim 20 aminokyselin *¥ pozoroval nartst rozli-
Seni enantiomerti s rostouci délkou postranniho fetézce
aminokyseliny. TLC dansylovanych aminokyselin pouzil
i pro ovéfeni enantiomerni Cistoty 1é¢iv gramicidinu,
cyklosporinu a dalSich malych peptida po jejich rozsté-
peni 3.

Kombinaci pfipravy diastereomerd a ziskani Zlutého
zbarveni vhodného pro optickou detekci v TLC umoznu-
je komer¢né dostupny 1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-L-
-alanin amid zndmy jako Marfeyovo ¢&inidlo. Cinidlo
bylo vyuzito pfi RP TLC 17 aminokyselin po jejich deri-
vatizaci *® a bylo dosaZeno dostate¢ného rozliSeni a sta-
bility reak¢nich produkti vhodnych pro kvantifikaci
enantiomerti. Dale bylo Marfeyovo ¢inidlo uspé$né pou-
zito pro rychlou RP TLC separaci enantiomeri jednodu-
chych aminoalkohol®l a amint v&etné norefedrinu 7.

Molekula B -blokatoru pindololu mé jedno asymetric-
ké centrum a sekunddrni aminoskupinu vhodnou pro
derivatizaci. K derivatizaci pfed RP TLC separaci byl
s vyhodou pouZzit 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glukopyra-
nosylisothiokyanat 3%.

ZAVER

Enantioselektivni TLC ma ve srovnani s HPLC vSech-
ny vyhody a nevyhody tenké vrstvy ve srovnani s kolo-
nou. Mimo jiné je jeji materidlni zajisténi vzhledem
k obvyklé cené kolon s chirdlni stacionarni fazi fadové
levnéjsi. Nejen proto by si zaslouzila pii analytickych
aplikacich vétsi pozornost, nez se ji dosud dostalo.
V ramci enantioselektivni TLC 1é¢iv byla v poslednich
letech, podobné jako v HPLC, publikovana predevsim
pfima déleni enantiomerti bez jejich predchozi derivati-
zace, prednostné s pouZitim chirdlnich stacionarnich
fazi. Pouziti chirdlnich selektorG v mobilni fazi je méné
Casté. K SirSimu vyuZiti enantioselektivni TLC by mohl
v prispét vétsi vybér komercné dostupnych CSP, ktery je
dosud minimalni.
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Obrazky 2 a 3 na strané 142 mély vzdjemné zaménéné vzorce; u obou vzorct také vypadlo vyznaceni vazeb.
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Obr. 2. Xanthumin (K1)
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Obr. 3. Deacetylxanthumin (K2)



