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1. Uvod

Dlho sa verilo, Ze v tkanivach cicavcov sa nachadzajt
len L-enantioméry aminokyselin. Po objave D-alaninu
v sére prasiat a mysi' zadal narastat zdujem o chiralne
separacie aminokyselin v telovych tekutindch a tkanivach
cicavcov, vratane Pudi’.

I ked’ fyziologické funkcie niektorych D-aminokyselin
doposial’ neboli preskimané, zistilo sa napr., Ze D-forma
kyseliny aspardgovej hra doleziti ulohu v neuroendo-
krinnom systéme, rovnako ako pri rozvoji centralneho
nervového systému’. Avsak, zvysena hladina D-serinu bola
spojena s patogenézou réznych ochoreni, akymi sl napr.
schizofrénia a skleréza multiplex4. Pre lepSie porozumenie
biologickej vyznamnosti D-aminokyselin je teda dolezité
sledovat’ ich metabolizmus a vyskyt v Zivych systémoch’.

Na separdciu aminokyselin a inych chiralnych zlice-
nin sa vo v§eobecnosti vyuziva priama a nepriama metoda
stanovenia. Podstatou priamej metody je separdcia enan-
tiomérov bez derivatizacie v chirdlnom prostredi, pri ne-
priamej metéde sa vyuZiva tvorba diastereomérov, ktoré
mozno separovat na nechirdlnych stacionarnych fazach
(SF)’. Vyuzitie chiralnej mobilnej fazy (MF) v oblasti
HPLC analyz nie je tak Casté. Problémom je najmi vysoka
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spotreba chiralnej latky (napr. najéastejsie B-cyklodextrin)®.

NajcastejSie pouzivané SF st na baze cyklodextrino-
vych faz, polysacharidovych faz, proteinovych faz, crown-
éterov, ligandovej a idnovej vymeny, syntetickych poly-
mérov, polymérov s odtlackami molektl (v prevaznej mie-
re molekul analytu) amakrocyklickych antibiotik’.
V stcasnosti je ale Coraz vicSia pozornost’ venovana prave
makrocyklickym antibiotikdm, predovsetkym pre ich Siro-
ku aplikovatelnost™.

2. Makrocyklické glykopeptidy

Makrocyklické glykopeptidy boli uvedené na trh
v roku 1994 Armstrongom’. Prvym komeréne dostupnym
makrocyklickym antibiotikom bol vankomycin
(Chirobiotic V)'° a neskér bol do tejto skupiny zaradeny aj
teikoplanin (Chirobiotic T), ristocetin (Chirobiotic R)
a avoparcin (Chirobiotic A)'". Okrem unikétnej selektivity
sa tieto chiralne SF vyznacuju aj ,,doplnkovymi* vlastnos-
tami, t.j. ak separacia enantiomérov nie dostatond na
jednom glykopeptide, moze byt lepSia na inom glykopep-
tide pri pouziti MF rovnakého alebo podobného zloZenia.
V snahe vylepsit’ enantioselektivitu moze byt vankomycin
nahradeny ristocetinom alebo teikoplaninom. Pri¢inou
tohto javu st malé odliSnosti vo vizbovych miestach chi-
ralnych SF. Tieto SF mozZno pouzit v revezno-fazovom,
konvencne-fazovom, polarno-ionovom, ako aj v polarno-
organickom mode, a preto st vhodné na separaciu velkého
poctu latok'?.

Zatial, ¢o na vankomycine mozno separovat’ napr.
sekundarne a terciarne aminy, neutralne molekuly, amidy,
kyseliny, ¢i estery, ristocetin je vhodny na separaciu sub-
stituovanych alifatickych kyselin, peptidov a derivatizova-
nych aminokyselin. Av§ak, spomedzi vSetkych makrocyk-
lickych glykopeptidov poskytuje prave teikoplanin najvy-
$8iu enantioselektivitu pre separdciu aminokyselin, predo-
vietkym tych nederivatizovanych'?.

PredloZend praca je preto zamerand na priamu separa-
ciu proteinogénnych aminokyselin na teikoplaninovych SF.

3. Teikoplaninové stacionarne fazy
3.1. Charakteristika

Prirodny teikoplanin (T) ma 23 stereogénnych centier.
Jeho Struktara je tvorena aglykonom a obsahuje
7 benzénovych kruhov, 6 amidovych skupin, 3 etérové
skupiny a 3 monosacharidy, t.j. dva D-glykdézaminy a jed-
nu D-mandzu. Vel'mi doéleZitou skupinou je primédrna ami-
noskupina a karboxylova skupina'®, ktoré kontrolujii naboj
na teikoplanine. Pri beznych laboratérnych podmienkach
(pH 3,5-6,8) ma teikoplanin slaby aniénovy charakter'.
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Teikoplanin m4, ako jediné makrocyklické antibioti-
kum, hydrofébny acylovy retazec, tzv. hydrofobny
»chvost®, pripojeny na 2-amino-2-deoxy-f-D-gluko-
pyranozyl, a preto je povrchovo aktivny a mdze tvorit
micely'*'.

Prirodny teikoplanin je bezne tvoreny 5 izomérmi
liSiacich sa len v type kyseliny, ktord je naviazand na ami-
noskupinu glukézaminu. Teikoplanin A, viaze kyselinu
4-dekanovi, A, kyselinu 8-metylnondnovu, A, kyselinu
n-dekanovi, A4 kyselinu 8-metyldekanovu a A,_s kyseli-
nu 9-metyldekanovi'’. Vigsina pouzivanych teikoplani-
novych glykopeptidov je oznaovana ako A, (cit.").

Chemickou modifikaciou T mozno vytvorit’ Chirobio-
tic TAG (teikoplanin aglykon, TAG), ktory ma
8 stereogénnych centier a v jeho Struktiare sa nenachadzaji
ziadne sacharidové jednotky (obr. 1). Casto sa vyuziva pre
jeho ,,doplnkové* vlastnosti k T (cit.'?).

3.2. Mechanizmus separacie

Délezitu ulohu zohréva interakcia medzi karboxylo-
vou skupinou stanovovanej latky a aminoskupinou teikop-
laninu, resp. interakcia medzi karboxylovou skupinou tei-
koplaninu a aminoskupinou latky'®. Zo stérickych dovodov
nemoOzu nastat’ tieto interakcie sucasne. V takomto pripade
mobZzu byt elektrostatické interakcie nahradené vodikovou
vizbou alebo hydrofobnymi interakciami'’. Alternativne
moZu nastat’ aj dip6l-dipol interakcie. Kombinécia vodiko-
vych vizieb, dipol-dipo6l a van der Waalsovych interakcii
modZze mat’ rézny vplyv na stabilizdciu komplexu chirdlna
SF-enantiomér. Interakcia chiralnej latky so SF mdze na-
stat’ v zavislosti od pouZitého moédu napriklad cez n-w in-
terakcie, vodikové vizby, elektrostatické interakcie, dip6l-
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dipdl interakcie a inklizie. Pritomnost’ tychto interakcii
zévisi od médu, v ktorom prebicha analyza'>'®.

V pripade, ak sa na separdcii chirdlnych latok po-
dielaju aj rozne stérické zabrany pre jednotlivé enantiomé-
ry, separdcia sa moze uskutocnit’ na zaklade réznej penet-
racie jednotlivych enantiomérov do SF. Vo vicsine pripa-
dov eluuji ako prvé L-enantioméry (vynimkou st karboxy-
lové kyseliny obsahujtice cyklohexan, ktoré eluuju opac-
ne), pretoze tieto nevstupuju do aglykonového ,kosa“.
Naopak, D-enantioméry st schopné lepsie difundovat’ do
SF, kde mozu byt sorbované aj pomocou vodikovej
vizby'®.

Vzhl'adom na skutoc¢nost’, ze separacia na T je odlisna
ako na TAG, mozno predpokladat’, Ze na chiralnom rozli-
Seni latok mozu mat’ podiel aj sacharidové jednotky v mo-
lekule teikoplaninu. Takéto sacharidy moézu okupovat
priestor vo vnutri aglykoénového ,kosa“, atym stéricky
zabranit’ pristupu inych molekal k vizbovym miestam,
pripadne mozu tieto miesta samy zablokovat’ alebo mdzu
pontiknut’ konkurenéné interakéné miesta'®. Rézne druhy
interakcii medzi jednotlivymi formami enantiomérov vply-
vaju aj na tvar chromatografického piku'’.

Asymetria piku menej zadrzanej L-formy nie je tak
vyraznd, ako je to v pripade jeho D-izoméru. Téato sa ne-
straca ani pri nadavkovani vel'mi nizkej koncentracie (t.j.
5 mmol I'") aminokyselin, takze tento jav nemozno pripi-
sat’ kapacite kolény. Jandera vo svojej praci'” uviedol, ze
na retenciu menej zadrZzaného izoméru vplyvaju neSpeci-
fické interakcie, zatial’ ¢o na retenciu silnejSie zadrzaného
enantioméru majl vplyv rovnako neSpecifické, ako aj Spe-
cifické interakcie s chirdlnymi adsorpnymi miestami. Pre
zlozitost’ Struktiry teikoplaninu je ale tazké presne urcit
mechanizmus separacie, avSak vd’aka komplexnosti jeho
Struktary poskytuje unikatne moznosti pri aplikaciach.

3.3. Aplikacie teikoplaninovych kolén

Vyuzitie vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
na chirdlnu separaciu proteinogénnych aminokyselin na
teikoplaninovych koloénach je v porovnani s kapilarnou
elektroforézou Sirsie™.

Cl

TAG

Obr. 1. Struktiira prirodného teikoplaninu (T) a teikoplanin aglykénu (TAG); kavity — A, B, C, D (cit.'?)
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Tabul'ka I
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Priklady vyuzitia teikoplaninovych SF na enantioseparaciu proteinogénnych aminokyselin v rokoch 2000-2012

Analyt Derivati-  Separaény  Mobilna faza° Stac.  Vzorka  Medza Lit.
zacné systém” faza“ detekcie®
&inidlo®
tryptofan nederivati- HPLC-UV ~ EtOH : voda T Standard neuvedena 13
zované
serin, valin, leucin, danzyl HPLC-UV  citratovy tlmivy roztok s T Standard neuvedena 26
fenylalanin, alanin LiClO4: MeOH (85 : 15)
tryptofan nederivati- HPLC-UV  fosfatovy tlmivy roztoks T Standard neuvedena 8
zované NaClO, pH 7
valin, serin, tryptofan, danzyl HPLC-UV 0,01 mol.I" citratovy tlmivy T Standard neuvedena 27
fenylalanin, leucin roztok : MeOH (90 : 10)
treonin, metionin nederivati- HPLC-UV  organicky modifikator : T Standard neuvedend 16
zované HPLC-RI voda
fenylalanin, tryptofan, N-t-Bok HPLC-UV 0,06 mol.I'' TEAA (pH T Standard neuvedena 28
arginin, tyrozin HPCE-UV  4,1): MeOH
(80 : 20); resp. 0,06 mol.I"
fosfatovy tlmivy roztok (pH
4,3) : ACN (90 : 10)
tryptofan nederivati- HPLC-UV  EtOH : TEAA pH 4,1 T Standard neuvedend 29
zovang; CE-UV (90 : 10); resp. EtOH : voda
N-KBZ; (50 : 50); resp.
N-Ac; 0,1mol.I" fosfatovy timivy
N-t-Bok roztok (pH 6) : ACN
ainé
kyselina asparagova, NBD-F HPLC-MS/ MeOH : voda : TFA TAG  mozog glu: 110ng g™ 3
serin, kyselina glutdmova MS (60:40:0,012) potkanov tkaniva, asp:
150 ng g ' tkaniva,
ser: 172 ng ¢!
tkaniva
kyselina glutamova, serin, NBD-F HPLC-MS/ MeOH : voda : TFA TAG nervové  glu: 96 ng ml™, 30
kyselina asparagova MS (60:40:0,012) tkaniva  ser: 101,2 ng ml™
mozgu
potkana,
CNS bez-
stavovca
kyselina asparagova, NBD-F; HPLC-MS/ MeOH : T synteticky asp: 2.107 umol I, 31
kyselina glutimova, serin, DNB-F MS 0,1 % HCOOH mozgo-  glu: 1.107 mol I
arginin, izoleucin, leucin, (pH 4) (60 : 40) miesny
metionin, lyzin, fenylala- mok
nin, tyrozin, tryptofan,
treonin
leucin, valin, kyselina nederivati- HPLC-MS/ ACN : voda (75 : 25) T standard 2,550 pg 1! 32
asparagova, kyselina zované MS pokolénovo pridana

glutdmova, serin, treonin,
glycin, alanin, prolin,
metionin, tyrozin, fenyla-
lanin, tryptofan, lyzin,
histidin, arginin, aspara-
gin, glutamin

0,5 mol I"' HCOOH
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Tabulka I
pokracovanie
Analyt Derivatizacné Separaény  Mobilna faza® Stacionarna Vzorka  Medza Lit.
¢inidlo® systém” faza® detekcie®
leucin, valin, kyselina nederivatizované LC-MS/MS 0,25 % kyselina T bunky, 50-450 33
asparagova, kyselina octova : MeOH vzorky ngml’
glutamova, serin, treonin, z fermen-
glycin, alanin, prolin, tacie
metionin, tyrozin, fenyla-
lanin, tryptofan, lyzin,
histidin, arginin, aspara-
gin, glutamin
kyselina asparagova, nederivatizované LC-UV MeOH : voda; resp. T Standard neuvedena 34
histidin, leucin, fenylala- MeOH : TEAA TAG
nin, prolin, treonin, tryp- (pH 3,84,1)
tofan
tyrozin, fenylalanin, nederivatizované LC-UV 20 mmol I"' octan T oziarené 0,163 mg 1" 35
tryptofan aménny (pH 6) : potraviny
MeOH (94 : 6); resp.
voda : MeOH
(90: 10)
tryptofan, tyrozin, nederivatizované  HPLC-UV 0,005 mol I"* fosfato- mT Standard neuvedend 36
fenylalanin vy tlmivy roztok
pH7
tryptofan, fenylalanin, nederivatizované; HPLC-UV ~ TEAA pH 4,1 : T Standard neuvedena 37
leucin, alanin N-t-Bok; danzyl; MeOH (60 : 40) TAG
N-DNB a iné meTAG
alanin, valin, leucin, treo- CH3-scn; HPLC-UV  MeOH : TEAA : T Standard neuvedena 38
nin, serin, tryptofan, tyro- 2,4F-fenko; etyléter; resp.
zin, prolin, kyselina aspa- 2,4F-fescn; ACN: MeOH : TEAA
ragova, kyselina glutimo- 2,3Cl-fescn;
va, cystein, histidin, me- 3,5Cl-fescn
tionin, fenylalanin
glycin, alanin, valin, leu- nederivatizované; HPLC-UV  octan amoénny T Standard neuvedena 18
cin, izoleucin, prolin, N-Ac; N-tert-Bok (pH 7) : MeOH; resp.
fenylalanin octan amonny
(pH7) : ACN
metionin nederivatizované HPLC-UV 0,05 mol I'' octan TAG Standard neuvedena 39
amoénny (pH 6) :
MeOH (90 : 10)
treonin, serin, asparagin, nederivatizované HPLC-UV ~ MeOH : voda TAG tandard  met: 2 ug I 40
alanin, glutamin, leucin, (10 :90)
metionin, tryptofan
metionin, tryptofan, ala- nederivatizované HPLC-UV 0,05 mol "' octan TAG Standard neuvedend 41
nin, asparagin, leucin amonny (pH 5,8) :
MeOH (90 : 10)
metionin, fenylalanin, danzyl HPLC-UV  MeOH : ACN: TAG Standard neuvedend 42
serin, leucin, treonin, TEAA
tryptofan, valin
kyselina asparagova, nederivatizované CE-UV 0,01 mol I"" kyselina T pivo, 5.10" mol I" 25
kyselina glutamova sorbova a histidin zubna
(pH 5) sklovina
treonin, metionin nederivatizované HPLC-UV  organicky modifikd- T Standard neuvedend 43
tor : voda
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Tabulka I
pokracovanie
Analyt Derivatizacné Separaény  Mobilna faza® Stacionarna Vzorka  Medza Lit.
&inidlo® systém® faza® detekcie®
tyrozin nederivatizované; HPLC-UV ~ MeOH : 1% TEAA T Standard neuvedena 44
N-t-Bok (pH 4,2) TAG
(20 : 80) meTAG
alanin, serin, asparagin, nederivatizované; SFC-UV TEA (TFA) : MeOH; T standard neuvedena 45
glutamin, metionin, tryp- N-3,5DNPyr; resp. TAG
tofan, fenylalanin, treo-  N-2,4DNP; TEA, TFA, glycerol :
nin, tyrozin, histidin, N-KBZ MeOH
lyzin, arginin, valin, leu-
cin, prolin, leucin
alanin, fenylalanin nederivatizované HPLC-UV  2-propanol : voda T Standard neuvedena 46
(pH 4)
(60 : 40)

* danzyl — danzyl chlorid , N-t-Bok — N-tert-butyloxykarbonyl, N-KBZ — karboxybenzyl, N-Ac — N-acetyl chlorid, NBD-F —
7-fluoro-4-nitrobenzoxadiazol, DNB-F — 1-fluoro-2,4-dinitrobenzén, CH;-scn — metylizotiokyanat, 2,4F-fenko — 2.,4-difluro-
fenylizotiokyanat, 2,4F-fescn — 2,4-diflurofenylizokyanat, 2,3Cl-fescn — 2,3-dichlorofenylizotiokyanat, 3,5Cl-fescn — 3,5-dichlo-
rofenylizotiokyanat, N-3,5DNPyr — N-3,5-dinitropyridyl, N-2,4DNF — N-2,4-dinitrofenyl, ® RI — refraktometricky detektor, HPCE
— vysoko-G¢inna kapilarna elektroforéza, CE — kapilarna elektroforéza, SFC — superkritickd fluidnd chromatografia, ¢ EtOH —
etanol, MeOH — metanol, TEAA — trietylamin octanovy tlmivy roztok, ACN — acetonitril, TFA — kyselina trifluoroctova, TEA —
trietylamin, ¢ T — Chirobiotic T, TAG — Chirobiotic TAG, mT — modifikovany T, meTAG — metylovany TAG, °glu — kyselina
glutdmova, asp — kyselina asparagova, ser — serin, met — metionin

Vyhodou chromatografickych technik je najmi ich
dostupnost’, opakovatel'nost’ a mald spotreba vzorky. Ok-
rem toho, mozno simultdnne analyzovat’ jednotlivé enan-
dzenim je pouzitie kyslej hydrolyzy, ktora moze indukovat’
racemizaciu®.

Princip separacie u kapilarnej elektroforézy je iny ako
u HPLC, preto je kapilarna elektroforéza excelentnou do-
plnkovou technikou k HPLC. Kapilarnou elektroforézou
mozno rozliSit’ aj také enantioméry, ktoré neboli separova-
né pomocou HPLC (cit.?). Chiralna latka sa méze pridat
do nosného elektrolytu alebo gélovej matrice alebo sa mo-
ze viazat' na vnutorny povrch kapilary. Limitujacimi fak-
tormi tejto metddy je najmé vysokd UV absorpcia chiral-
neho selektora v nosnom elektrolyte a jeho adsorpcia na
vnitornej stene kapilary®® %%, &¢im sa méZe znizovat’ sepa-
raéna uéinnost’ a reprodukovatelnost’ migraénych &asov?,
ako aj selektivita metody®. Spomedzi vietkych glykopep-
tidov sa na vnatornom povrchu kapilary najsilnejsSie adsor-
buje vankomycin a najslabsie teikoplanin, pravdepodobne
kvéli hydrofébnejsiemu charakteru molekuly®. Vysoka
UV absorpcia makrocyklickych glykopeptidov moéze byt
potlac¢end nepriamou UV detekciou latok, pripadne pouzi-
tim techniky Cciastocného plnenia kapilary. Dynamicka
modifikdcia povrchu kapildry mdZe zabranit' adsorpcii
glykopeptidov na stenu kapilary®. Priklady vyuzitia tei-
koplaninovych SF na enantioseparaciu proteinogénnych
aminokyselin su uvedené v tab. I.
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4. Zaver

Jedine¢na Struktura makrocyklickych glykopeptidov
umoziiuje aplikovat tieto chirdlne SF na separaciu Siroké-
ho spektra latok. Ked’ze ide o pomerne nova skupinu SF,
mnoho vedeckych prac sa zaobera tym, ako vylepsit’ pod-
mienky separacie, Stidiom mechanizmu chiralneho rozli-
Senia, ¢i modifik4ciou povrchu SF.

Spomedzi vsetkych glykopeptidov vykazuje prave
teikoplanin najvys$siu enantioselektivitu na separaciu ami-
nokyselin, prevazne tych nederivatizovanych. Vyhodou
tychto SF je moznost’ stanovit' enantioméry aminokyselin
aj v biologickych vzorkach.

Prdca bola podporend grantom MS VEGA 1/0164/11
a grantom MS VEGA 1/1133/11. Autori zdaroveri dakujii
recenzentovi za konstruktivne pripomienky k rukopisu tejto
prdce.
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Macrocyclic glycopeptides are becoming popular in
chiral analytical chemistry due to a wide spectrum of their
applications. Teicoplanin columns provide a highest sepa-
ration selectivity of amino acid enantiomers, especially of
underivatized amino acids. Chiral stationary phases can be
also used for determination of amino acid enantiomers in
biological samples.



