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Uvod

Pocet lidi v Ceské republice, které kazdy rok postihne
nadorové onemocnéni, se kazdym rokem zvySuje. V¢asné
odhaleni nadoru a zahdjeni 1écby vyrazné zvySuje Sance
pacienta na Gplné vyléceni. Proto se vedle vyvoje novych
l1é¢iv vénuje velkd pozornost diagnostice a zobrazovani
nadord. Jednou z nejucinnéjsich neinvazivnich diagnostic-
kych metod je v soucasnosti tomografie magnetické rezo-
nance (MRI — Magnetic Resonance Imaging)'. K dosaZeni
lepsiho zobrazeni nadoru se u této metody pouzivaji kon-
trastni latky, jejichZ zdkladem jsou paramagnetické latky
zalozené prevazné na Gd®* iontu. Pro vyuziti v klinické
praxi musi byt tento, pro t€lo velmi toxicky ion, aplikovan
ve formé komplexu, ktery je dostatecné stabilni jak z hle-
diska termodynamického, tak z hlediska kinetického. Li-
gandy pouzivané k tomuto ucelu nejcastéji jsou polykarbo-
xylatové derivaty cyklenu (1,4,7,10-tetraazacyklododekan)
schopné koordinovat ion gadolinity osmi koordinacné-
kovalentnimi vazbami a vytvofit tak velmi stabilni kom-
plex’.

Polykarboxylatové derivaty cyklenu (obr. 1) se vétsi-
nou pfipravuji pomérné slozitou nekolikastupiiovou synté-
zou. Cisténi jednotlivych reakénich meziprodukti je obtiz-
né, protoze vedle zadané latky nelze zabranit vzniku ved-
lejsich produktl s velmi podobnymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi. I s vyuzitim opakované nizkotlaké sloupcové
chromatografie je obtizné ziskat polykarboxylatové deriva-
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ty cyklenu v Cistoté pozadované pro klinickou praxi. Moz-
nym feSenim se zd4 byt pouziti HPLC, které nebylo u této
skupiny latek dosud popsano ani v analytickém ani v pre-
parativnim méfitku.

Studované derivaty cyklenu ¢asto nemaji ve svych
molekulach zadny vyrazny chromofor a nejvice absorbuji
zateni az pii vlnovych délkach kolem 200 nm. V této ob-
lasti UV jsou vsak spektralni odezvy analytl ruSeny ab-
sorpci methanolu a acetonitrilu, tedy rozpoustédel bézné
pouzivanych jako soucast mobilni faze pro vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii s reverznimi fazemi (RP-
HPLC). Jednim z moznych feseni problému detekce studo-
vanych latek je pouziti bezkontaktniho vodivostniho de-
tektoru (CCD Contactless Conductivity Detector,
v literatute ndkdy také oznatovany C'D — Capacitively-
Coupled Contactless Conductivity Detector)*. Agkoli jde
o pomérné ¢astou metodu detekce v kapilarni zonové elek-
troforéze™, v literatute byly zatim popsany jen dva piipa-
dy pouziti CCD v RP-HPLC (cit.”®). Diivodem malého
poctu praci muze byt to, ze metodou RP-HPLC je separo-
vano pomérné malo latek majicich naboj, ktery je hlavni
podminkou pro pouziti CCD. Nevyhodou této metody
detekce je zavislost signalu nejen na vodivosti analyzova-
ného roztoku, ale také na jeho elektrické permitivité. Proto
1 mal4d zména obsahu vody v mobilni fzi zpisobi velkou
zménu signalu CCD, coz vede napf. k vyraznym systémo-
vym pikam”'°.

Cilem této prace bylo vyvinout metodu separace poly-
karboxylatovych derivatli cyklenu pomoci RP-HPLC, kte-
ra by umoznila rychlou kontrolu Cistoty jednotlivych frakei
pfi déleni reak¢nich smési sloupcovou chromatografii
adala se pfipadné¢ vbudoucnu vyuzit pro preparativni
HPLC. Dal$im ukolem bylo pouziti prototypu CCD jako
vhodného detektoru pro vizualizaci polykarboxylatovych
derivatl cyklenu a jeho porovnani s UV detektorem pfi
separaci téchto latek v RP-HPLC.
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Experimentalni ¢ast
Ptistrojové vybaveni

Meéfeni byla provadéna na kapalinovém chromatogra-
fu, ktery se skladal zcCerpadla LCP 4000, davkovaciho
ventilu s 10 pl smyckou a spektrofotometrického UV de-
tektoru LCD 2084 (vie Ecom, CR). Soucasné byl pouzit
prototyp bezkontaktniho vodivostniho detektoru s izolova-
nymi dratkovymi elektrodami'' zkonstruovany na katedie
analytické chemie Univerzity Karlovy v Praze. Jako zdroj
vysokofrekvencniho sinusového napéti pro CCD byl pou-
zit generator FG 503 (Motech Industries, USA). Ziskana
data byla zpracovana softwarem CSW 1.7 (DataApex,
CR).

* Anna Hamplova ziskala 3. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2007 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analyticka chemie.
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Obr. 1. Struktury studovanych polykarboxylatovych derivati cyklenu

K vyvoji metody separace byly pouZity tyto kolony:
RP Select B (C8), 125 x 4 mm, velikost Castic 5 pm
(Merck, SRN), Biospher PSI 200 NH, 150 x 4,6 mm, veli-
kost &astic 7 um (Labio, CR), Ascentis RP-Amide, 250 x
4,6 mm, velikost ¢astic 5 um (Supelco, USA) a Discovery
HSFS, 150 x 4,6 mm, velikost castic 5 um (Supelco,
USA).

Pouzité chemikalie

Methanol a acetonitril LiChrosolv pro HPLC a kyseli-
na mravenci (98-100%) byly zakoupeny od firmy Merck
(Darmstadt, Némecko). Kyselina octova (99%), kyselina
trifluoroctova (98%) a triethylamin (99,5%) byly zakoupe-
ny od firmy Fluka (Neu-Ulm, Némecko). Kyselina fosfo-
recna (85%), hydrogenfosforecnan sodny, dihydrogenfos-
forecnan sodny a hydroxid draselny, vSe v Cistoté p.a.,
byly zakoupeny od firmy Lachema (Brno, CR).

Vsechny studované polykarboxylatové derivaty cyk-
lenu s Cistotou vétsi nez 95 % dle NMR byly syntetizova-
ny na Katedfe anorganické chemie Univerzity Karlovy
v Praze'>™*. Deionizovana voda byla pfipravena piistro-
jem Milli-Q (Millipore Corporation, USA).

Ptiprava mobilnich fazi a vzorkl pro
analyzu

K analyzadm byly pouzivany roztoky polykarboxyléato-
vych derivati cyklenu v mobilni fazi o koncentraci 1-107*
mol dm?, které byly uchovavany ve tmé v chladu. Mobilni
faze byly pfipraveny smisenim organického rozpoustédla
s deionizovanou vodou nebo pufrem o koncentraci 0,01
mol dm ™ v daném poméru a pied pouzitim 15 min ultra-
zvukovéany pfistrojem Elmasonic S15H (P-LAB, CR).
Fosfore¢nanovy pufr (pH 7,1) byl pfipraven rozpusténim
pfislusného mnozstvi hydrogenfosfore¢nanu sodného
a dihydrogenfosfore¢nanu sodného v deionizované vode.
Octanovy (pH 4,7), mravencanovy (pH 3,5) a fosfore¢na-
novy pufr (pH 2,1) byly pfipraveny ¢astecnym zneutralizo-
véanim pfislusnych kyselin hydroxidem draselnym. Hodno-
ty pH vodné slozky mobilni faze byly méfeny na pH metru
Jenway 4330 (Essex, Velkd Britanie) s kombinovanou
sklenénou elektrodou, ktery byl kalibrovan na standardni
pufryopH4a7.
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Experimentdlni podminky

VSechna méfeni byla provadéna pfi laboratorni teplo-
té. Vzorek (10 pl) byl davkovan manualné pres davkovaci
ventil, priitok mobilni faze byl 0,5 ml min'. Pro UV de-
tekci byla zvolena vinova délka 200 nm. Zdroj vyso-
kofrekvenéniho napéti pro CCD pracoval pfi frekvenci
100 kHz a amplitudé 4 V. Detektory byly zapojeny v sérii,
pfi¢emz CCD byl za vystupem z UV detektoru.

Vysledky a diskuse
Separace

Molekuly studovanych latek (obr. 1) obsahuji vedle
nepolarnich ¢asti také znacné€ polarni funkéni skupiny.
Separace tedy mize byt zalozena na hydrofilnich i hydro-
fobnich interakcich analyti se stacionarni fazi, které se
budou uplatiiovat riiznou mérou podle konkrétni slou€eni-
ny. Dalsi, pro chromatografii velmi dilezitou, vlastnosti
polykarboxylatovych derivati cyklenu je schopnost tvofit
amfionty. VSechny studované derivaty cyklenu ve svych
molekulach obsahuji jednak aminoskupiny schopné proto-
nizace, ale také karboxylové a fosfinatové skupiny, které
mohou naopak deprotonizovat'*'®. Vysledny naboj jejich
molekul se pak pohybuje od +3 do —4 podle pH mobilni
faze (obr. 2).

Pro vyvoj metody separace polykarboxylatovych deri-
vati cyklenu byla v této praci zvolena RP-HPLC, ktera je
jednou z nejrozsitenéjSich analytickych metod ve farma-
ceutickém primyslu. Z velkého mnozstvi dostupnych sta-
cionarnich fazi byly vyzkouSeny tyto Ctyfi: klasicka re-
verzni faze C8 (kolona RP Select B), amidova (kolona
Ascentis RP-Amide), aminopropylova (kolona Biospher
PSI) a pentafluorofenylpropylova (kolona Discovery HS
F5).

Prvni experimenty byly provedeny na klasické reverzni
fazi C8 (kolona RP Select B), ktera je diky deaktivovanym
silanolovym skupindm doporucovéna pro analyzu bazickych
latek. Vzhledem k tomu, ze molekuly vSech analyzovanych
latek obsahuji né€kolik silné polarnich skupin, bylo mozné
predpokladat jejich malou retenci na tomto typu kolony.
Vyrazngjsi interakci s klasickou reverzni stacionarni fazi
miize poskytovat pouze litka Hy;DO3AP*P", u které se opro-
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Obr. 2. Protonizace HsDO3AP™™ v zavislosti na pH (cit.'®)

ti ostatnim studovanym latkdm mohou navic uplatnit hyd-
rofobni interakce aromatického kruhu. Na této koloné byly
testovany mobilni fize obsahujici od 15 do 85 obj.% orga-
nického modifikatoru (methanolu nebo acetonitrilu).
V8echny studované latky eluovaly téméf s mrtvym ca-
sem kolony a k jejich separaci tedy nedoslo. Retencni cas
H,DO3AP*P" se od retenénich &asii ostatnich polykarbo-
xylatovych derivati cyklenu prakticky nelisil. Hodnota pH
mobilni faze byla postupné upravovana pomoci pufri o pH
2 az 7 s cilem zménit celkovy naboj molekul studovanych
latek. Vyraznéjsi zadrzovani polykarboxylatovych derivati
cyklenu pfesto nebylo pozorovano.

Lepsi rozliSeni latek obtizné separovatelnych na kla-
sické reverzni fazi C8 (C18) poskytuji obvykle stacionarni
faze se zakotvenou polarni skupinou, protoze k separaci na
nich pfispivaji i hydrofilni interakce, zejména tvorba vodi-
kovych vazeb'®. Zakotvené polarni skupiny navic funguji
jako velmi u¢inné chranéni volnych silanolovych skupin'’,
a jsou tudiz doporucovany pro analyzu bazickych a amfio-
nickych latek, jakymi jsou i polykarboxylatové derivaty
cyklenu. Pro separaci studovanych latek byla zvolena ko-
lona Ascentis RP-Amide, ktera podle udaji vyrobce obsa-
huje zakotveny amidovy ligand. Opét byly testovany mo-
bilni fdze s obsahem methanolu, resp. acetonitrilu, od 15
do 85 obj.% a pufry s hodnotou pH v rozmezi od 2 do 7.
K tspésné separaci polykarboxylatovych derivati cyklenu
vSak nedoslo. VSechny studované latky eluovaly prakticky
s mrtvym casem kolony bez ohledu na pouzitou mobilni
fazi. Jedinym vyraznéj$im rozdilem oproti vysledkim
ziskanym na koloné¢ RP-Select B byla vétsi symetrie pika
studovanych latek, coz bylo patrné zpiisobeno lep§im chra-
nénim volnych silanolovych skupin zakotvenou amidovou
skupinou nez trimethylsilanovymi skupinami na koloné
RP Select B.

Jako dalsi v poradi byla testovana aminopropylova
stacionarni faze (kolona Biospher PSI 200 NH), nejpolar-
n¢jsi stacionarni faze z testovanych sorbentti. Pfi pouziti
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mobilnich fazi obsahujicich 35 az 85 obj.% methanolu
jako organického modifikatoru studované latky z kolony
neeluovaly ani po 120 minutich nebo byly jejich piky jiz
natolik rozmyté, ze splynuly se zékladni linii. Vysvétleni
miiZe spocivat v charakteru sorbentu, nebot’ aminoskupiny
stacionarni faze jsou za podminek separace protonizovany,
diky ¢emuz se tato kolona chové jako slabé bazicky anion-
tovy iontoméni¢. Separované latky patrné byly na koloné
pevné zadrzovany a k jejich vymyti by bylo tfeba mobilni
faze o pH vysSim ¢i niz§im nez dovoluje stabilita stacio-
narni faze (tj. mimo interval pH 2-7.5).

Experimenty provedené na ptedchozich tfech kolo-
nach ukazaly, ze k Gispésné separaci polykarboxylatovych
derivati cyklenu je tfeba nalézt takovou stacionarni fazi,
na které se budou uplatiiovat zejména hydrofilni interakce,
které budou navic doplnény o interakce hydrofobni.
Z dostupnych staciondrnich fazi byla vybrana pentafluoro-
fenylpropylova stacionarni faze s deaktivovanymi silano-
lovymi skupinami (kolona Discovery HS F5), jejiz zaklad-
ni charakteristikou je tzv. ,,U-shape retention“'®. P¥i sepa-
raci polarnich analytl se totiz tato kolona podle mnozstvi
organického rozpoustédla v mobilni fazi chova bud’ jako
reverzni, nebo jako normalni faze. Pokud je zavislost re-
tence na mnozstvi organického modifikdtoru v mobilni
fazi vynesena do grafu, vysledkem je kiivka ve tvaru pis-
mene U. Je-li pouzita mobilni fize s vysokym obsahem
organického modifikatoru, mély by ptfevazovat interakce
hydrofilni, zejména iontov€ vyménné a tvorba vodikovych
vazeb mezi analytem a stacionarni fazi.

Polykarboxylatové derivaty cyklenu se podafilo
uspésné separovat na této koloné pii pouziti mobilnich fazi
obsahujicich od 65 do 95 obj.% organického modifikatoru,
tedy za podminek, kdy kolona Discovery HS F5 pracuje
spiSe v modu normélni faze. Pokud byl jako organicky
modifikator mobilni faze pouzit acetonitril misto methano-
lu, nebyl pozorovan zadny zasadni rozdil ve tvaru piki
studovanych latek. Podobnych retenénich casti jednotli-



Chem. Listy 102, 194-199 (2008)

odezva detektoru [mV]

retendn &as [rir]

Cena Merck

odezva detektoru [mV]

retencni Cas [min]

Obr. 3. Chromatogramy vzorki H,DOTA (1), HsDO3AP™™ (2) a HDO3AP*®" (3); systémovy pik je v chromatogramech oznacen
pismenem S. Stacionarni fize: Discovery HSF5; mobilni faze: methanol-voda (85:15, v/v); pritok: 0,5 ml min™'; (a) UV detekce (A =

200 nm), (b) CCD detekee (=100 kHz, 4 =4 V)

vych derivati cyklenu bylo dosazeno, pokud mobilni faze
obsahovala asi o 10 obj.% mén¢ acetonitrilu nez methano-
lu. Cim vice organického modifikatoru mobilni faze obsa-
hovala, tim vice byly separované latky na koloné zadrzo-
vany, ale tim horsi byl také tvar jejich pikl. NejlepSiho
déleni studovanych latek bylo dosazeno v mobilni fazi
o slozeni methanol-voda (85:15, v/v), kterd je vhodnym
kompromisem mezi retenci jednotlivych separovanych
latek a rozmyvanim jejich pikd (obr. 3). Piky jednotlivych
studovanych latek byly symetrické a oddélené az
k zakladni linii.

V dalsi ¢ésti prace bylo studovano chovani polykar-
boxylatovych derivati cyklenu na této stacionarni fazi pfi
pouziti mobilnich f4zi s malym obsahem organického mo-
difikatoru (15-35 0bj.%), tedy za podminek, kdy kolona
Discovery HS F5 pracuje spiSe v modu reverzni faze. Stu-
dované latky, s vyjimkou HyDO3AP*P", nebyly zadrzova-
ny ani pii pouZziti mobilni fize o sloZzeni methanol-voda
(15:85, v/v). Latka HyDO3AP*®" obsahujici ve své mole-
kule aromaticky kruh, byla na této staciondrni fazi pracuji-
ci vreverznim médu zadrzovana (k = 0,86), ackoli na
klasické reverzni fazi C8 eluovala prakticky s celem.
Hlavnim diivodem zadrzovani HyDO3AP*®" jsou pravdé-
podobn¢ n-m interakce mezi aromatickymi kruhy stacio-
narni faze a analyzované latky.

Detekce

Polykarboxylatové derivaty cyklenu poskytuji i pfi
vlnové délce odpovidajici maximu absorp¢ni kiivky (A =

197

200 nm) pomérné slaby signal, zejména pokud je jako
organicky modifikdtor mobilni faze pouzit methanol
(obr. 3a). Na zakladé této skutecnosti byl za klasicky UV
detektor zafazen jesté CCD, kterym je mozné detegovat
nabité latky, jakymi jsou polykarboxylatové derivaty cyk-
lenu, a to i ve velmi malych koncentracich.

Pokud byla pro separaci studovanych latek pouzita
mobilni faze s malou vodivosti, tzn. neobsahujici kyselinu
ani pufr, poskytoval CCD, v souladu s oc¢ekavanim, pod-
statn€ vétsi odezvu nez standardni UV detektor. To je jas-
n¢ patrné z chromatogramt jednotlivych studovanych la-
tek ziskanych na koloné Discovery HS F5 v optimalni
mobilni fazi methanol-voda (85:15, v/v) pfi souc¢asné UV
(obr. 3a) a CCD detekci (obr. 3b). Pomér signdlu a Sumu
(S/N) vsech studovanych latek byl pro CCD vétsi,
v piipadé latky HsDO3AP™ dokonce vice nez desetkrat,
ve srovnani s UV detektorem (tab. I).

Piky zaznamenané CCD vykazuji vétsi asymetrii
oproti tém, které byly ziskdny UV detektorem. To je zpu-
sobeno pravdépodobné tim, ze CCD byl zafazen az jako
druhy v potadi, coz vedlo k vyraznéjSimu rozmyvani zon
analytt. Diky vétsi citlivosti vodivostni detekce jsou
v chromatogramech na obr. 3b vidét necistoty eluujici
s reten¢nim ¢asem kolem 3 min, které pii pouziti UV de-
tekce témét zanikaji v Sumu zakladni linie. Chromato-
gramy navic ukazuji, 7e jak vzorek HsDO3AP™™, tak
H,DO3AP*" je znedistén malym mnoZstvim H,DOTA,
coz pti UV detekei neni viibec patrné.
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Tabulka I
Pomér signalu a Sumu (S/N) pro UV a bezkontaktni vodi-
vostni detekci

Latka UV detektor CCD detektor

SIN SIN
H,DOTA 24 58
H;DO3APP™ 10 128
H,DO3APAB" 63 77
Zavér

V ramci této prace bylo studovano chromatografické
chovani polykarboxylatovych derivatl cyklenu. Byly vy-
zkouSeny Ctyfi typy modernich staciondrnich fa-
zi: klasicka reverzni faze C8 (kolona RP Select B), amino-
propylova (kolona Biospher PSI 200 NH), amidova
(kolona Ascentis RP-Amide) a pentafluorofenylpropylova
(kolona Discovery HS F5). Ze studovanych stacionarnich
fazi je k separaci polykarboxylatovych derivatd cyklenu
vhodné pouze kolona Discovery HS F5, na které se uplat-
fuji jak hydrofilni, tak hydrofobni interakce separovanych
latek se stacionarni fazi. Nejlepsiho vysledku separace
bylo dosazeno pii pouziti mobilni faze o slozeni methanol-
voda (85:15, v/v).

Bylo zjisténo, ze CCD, zatim pouZivany pievazné
v kapilarni zonové elektroforéze, je vhodny pro detekci
nabitych latek 1 v RP-HPLC, kterou lze uplatnit zejména,
jde-li o latky slabé absorbujici v UV oblasti. Neobsahuje-li
mobilni faze kyselinu ani puftr, poskytuje CCD lepsi vy-
sledky nez bézny UV detektor. Signaly studovanych latek
byly pfi pouziti CCD natolik zfetelné, ze bylo moZné iden-
tifikovat ve vzorcich necistoty, které na zaznamu poftize-
ném UV detektorem nebyly patrné.

Seznam symbold a zkratek

A amplituda, V

CCD bezkontaktni vodivostni detekor

f frekvence, Hz

MRI tomografie magnetické rezonance
(,,Magnetic Resonance Imaging®)

RP-HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
s reverznimi fazemi

H,DOTA kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
-1,4,7,10-tetraoctova

H,DO3AP*®"  kyselina-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
-4,7,10-trioctova-1- {methyl[(4-amino-
fenyl)methyl]fosfinova}

H;DO3AP™™ kyselina-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
-4,7,10-trioctova-1-[methyl(2-karboxy-
ethyl)fosfinova]

k reten¢ni faktor

S/N pomér signalu a Sumu
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Polycarboxylate derivatives of cyclen are potential La
(II) ion carriers for application in medicine, e.g. in mag-
netic resonance imaging (MRI). The compounds are pre-
pared in multistep syntheses and hence the development of
efficient separation and analytical methods for the determi-
nation of purity of the products and intermediates is desir-
able. This work was focused on HPLC methods suitable
for the purpose. Out of the four modified stationary
phases, only the pentafluorophenylpropyl modification,
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offering mix-mode interactions, was found suitable. The
effect of the mobile phase composition was investigated
using aqueous methanol, acetonitrile and buffers of differ-
ent pH. The best results were obtained with a methanol-
water mixture (85:15, v/v). UV detection is unsuitable for
the purpose because of its low absorption coefficients,
even at short wavelengths. A new type of contactless con-
ductivity detector provided a better sensitivity than the
UV detector.



