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Souhrn

Tato bakalaiska prace se vénuje chiralni separaci R,S-enantiomert 1é¢iva ambrisentanu
pomoci kapilarni elektroforézy ve spojeni s UV detekei.

V teoretické ¢asti jsou popsany zaklady kapilarni elektroforézy a chirality latek. Dale
je zde popsana chiralni separace v kapilarni elektroforéze, typy chiralnich selektorti a z nich
nejpouzivanéjsi chiralni selektory cyklodextriny.

Prakticka cast se vénuje optimalizaci metody, kterd spocivala pfedevS§im ve volbé
vhodného chiralniho selektoru a jeho koncentrace, typu a koncentraci pufru, teploty
a separatniho napéti. V posledni kapitole jsou popsany analytické parametry Stanoveni

ambrisentanu a prezentovana ziskana chiralni separace R,S-ambrisentanu.



Summary

The presented bachelor thesis deals with the chiral separation of R,S-enantiomers of
drug ambrisentan by capillary electrophoresis in combination with UV detection.

The theoretical part cover basics of capillary electrophoresis and chirality of
compounds. It also describes the chiral separation by capillary electrophoresis, types of chiral
selectors with the among of frequently used cyclodextrins.

The practical part deals with the method optimization, which is mainly focused on the
selection of a suitable chiral selector, its concentration and type, as well as concentration of
buffer, temperature and separation voltage. The last chapter describes the analytical
parameters of determination method of ambrisentan and presentes the resulting chiral

separation of R,S-ambrisentan.
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1 UVOD

Kapilarni elektroforéza (CE) je moderni analyticka technika, kterd poskytuje rychlou
a ucinnou separaci latek. Mezi vyhody CE patii moZnost analyzovat malé objemy vzorki
latek a jednoducha instrumentace’.

CE ma také vysoké aplikacni moznosti. Pouzivd se pro separaci Siroké skaly
rozpustnych ionogennich nizkomolekuldrnich i vysokomolekuldrnich latek (kyselin, bazi,
sacharidli, aminokyselin, nukleovych kyselin...). Muze také separovat i latky neionogenni
povahy (alkoholy, ketony...)z. Diky své jednoduchosti a variabilit¢ dosahuje vyraznych
uspéchi i v separaci chiralnich latek®.

Separace chiralnich latek ma v soucasné dob¢ velky vyznam, protoze zhruba 75 % IéCiv
je chiralnich, takze mohou existovat ve form¢ jak R-, tak S-isomeru. Jenom jeden z isomeri
je vsak farmaceuticky aktivni. Druhy isomer je farmaceuticky neaktivni a v nékterych
piipadech mize byt dokonce toxicky. Proto se vyrobena léCiva musi testovat na piitomnost
neaktivniho isomeru®.

Ptikladem chirdlniho 1é¢iva, u kterého se objevuje toxicita druhého isomeru,
je thalidomid. Jeho R-isomer ma sedativni G¢inky, zatimco S-isomer je silné teratogenni.
V historii tento poznatek nebyl znamy, a proto se Zzenam uzivajici tento 1ék na ranni
nevolnosti ¢asto rodily postizené déti. U téchto déti se objevovaly rizné deformace koncetin,
o&i, srdce a travici soustavy®,

Pro separaci enantiomert chiralnich latek se pouziva fada separa¢nich technik, mezi néz
patii vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC), plynovd chromatografie (GC),
superkriticka fluidni chromatografie (SFC), tenkovrstva chromatografie (TLC), kapilarni
elektrochromatografie (CEC) a kapilarni elektroforéza (CE)°, kterd mé fadu vyhod. Mezi tyto
vyhody patii velké separacni u€¢innost, mala spotieba vzorku a vodnych roztoki pufri, ¢asova

nenarocnost a Siroka variabilita pouiitiG.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) se tadi mezi elektromigra¢ni separa¢ni metody. CE
probiha v tenké kapilate naplnéné pufrem, ktery vede el. proud. Kapilara, pouzivana pro CE,
je obvykle z taveného kiemene o vnitinim praméru nejcastéji 25, 50 a 75 pm a délce 25-75
cm podle typu pfistroje. Diky relativné velkému povrchu kapilary viéi objemu vykazuje CE
dobry odvod Jouleova tepla oproti elektroforéze v plosném uspotadani. Jednou z vyhod CE je
moznost separovat a analyzovat Sirokou $kalu rozpustnych ionogennich nizkomolekularnich
a vysokomolekularnich latek. Mezi dal$i vyhody patifi jednoduchost instrumentace, mala
spotfeba vzorku a ucinnost separace dosahujici stovek tisic az miliona teoretickych pater.
Mezi nevyhody CE patii horsi reprodukovatelnost a koncentraéni citlivost® "2,

Princip CE spoc¢iva v migraci elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmérném elektrickém

poli. Toto elektrické pole je vytvafeno vklddanim konstantniho stejnosmérného napéti mezi

elektrody?®.

2.2 Diilezité pojmy v kapilarni elektroforéze
Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) patii mezi jeden z transportnich jevi v kapilafe. Vznika
plsobenim stejnosmérného elektrického pole na diftizni ¢ast elektrické dvojvrstvy na rozhrani
pevné a kapalné faze u vnitini stény kapiléry7. Elektricka dvojvrstva vznika v disledku
selektivni adsorpce jednoho druhu iontll na sténu kapilary a/nebo disociace ionogennich
skupin (silanolovych skupin) na vnitfnim povrchu kfemenné kapildry. Adsorbované nebo
disociaci vzniklé ionty vytvareji na sténé kapilary imobilizovanou ¢ast elektrické dvojvrstvy,
zatimco v jeji diftzni ¢asti smérem do roztoku zastava piebytek volného naboje. Tim
se Vv blizkosti stény kapilary vytvaii potencidlovy rozdil, jehoz €ast vyskytujici se v difuzni
oblasti elektrické dvojvrstvy se nazyva elektrokineticky potencidl. Plisobenim stejnosmérného
elektrického pole se uvadi do pohybu nejen difizni c¢ast elektrické dvojvrstvy, ale
prostiednictvim vnitiniho tfeni v kapalin€ 1 veskery roztok. Pribé¢h vzniku EOF je i nazorné

zobrazen na (Obr. 1)’



1) Kapilara z taveného kiemene.

Anoda<

2) Disociace hydroxylovych skupin zanecha na vnitinim povrchu negativni naboj.

Anoda<

3) Po vloZeni napéti se za¢ne kapalina pohybovat ke katodé.

Katoda
-)

Katoda
-)

(=) (=)

H+ H+ H+ H+ H+ H+

(=) (=) (
H+ H+

H+ H+ H H+ H+ H+ H+ H+
( (=) (=) ()

=i (=) (=)

Katoda
)

Obr. 1 Pribéh vzniku EOF?
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Po teoretickém a nazorném objasnéni vzniku EOF je dale uveden vztah pro vypocet

EOF rychlosti a mobility.

Veof = Heof 'E (1) [m-s'l] Veofevvennn. rychlost EOF
= &g @) [mZV'ls'l] E............intenzita el. pole
n Eurirernanns dielektricka konstanta
Coveeeennn zeta potencial
Heofenvennn. EOF mobilita
L1 PR viskozita prostfedi7

Elektrokineticky potencial je urcen povrchovou hustotou ndboje na vnitini sténé
kapilary, a jelikoz je disociace silanolovych skupin zavisla na pH roztoku, je EOF tok silné
zavisly na pH pufru. Lze tudiz ménit EOF tok zmé&nou sloZeni pufru (pH, iontova sila)’. Pfi
nizkém pH jsou totiz silanolové skupiny nedisociované a EOF je proto mnohem slabsi a pii

velmi nizkém pH az skoro nulovy, jak je ndzorné¢ ukdzano na (Obr. 2)2.

OH OH OH OH VvysokepH o o o o
| | — |_ | ||
Si S Si Si e Si Si Si Si

nizké pH

Obr. 2 Disociace silanolovych skupin2

Elektroforeticka mobilita
Elektroforetickd mobilita (pohyblivost) (u.) je definovana jako rychlost (v) pohybu
nabitych castic v kapalném prostiedi ve stejnosmérném elektrickém poli o jednotkové

intenzité (E)’.
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Vztah pro vypocet elektroforetické mobility:

_V_v-L L...... délka kapilary

pe=a== @ [mvis
E U U...... vlozené napéti
A2 rychlost pohybu ¢astic v el. poli

E...... intenzita el. pole’

Na nabitou &astici o naboji (q) ptisobi v elektrickém poli o intenzité (E) dvé sily®. Sila
elektrického pole (F.), ktera uvadi castici s nabojem (q) Vv elektrickém poli o intenzité
(E) do pohybu a frikéni sila prostiedi (Fy), ktera pisobi proti tomuto pohybu ¢astice. Frik¢ni

sila je dana Stokesovym zédkonem’.

Vztahy pro vypocet sil ptasobicich na ¢astici:

Fe=qE 4 q.evenn naboj iontu
E...... intenzita el. pole

Fi= -6mmrv 5) L1 PR viskozita roztoku
| U polomér iontu

V... rychlost pohybu jontu’

Z rovnosti téchto opacné orientovanych sil v ustdleném stavu lze odvodit vztah

pro elektroforetickou mobilitu’.

Vztah pro vypocet elektroforetické mobility:

=L @ Vs
6rmm

e
Z tohoto vztahu vypliva, Ze pohyblivost iontu je pfimo imérna naboji (q) a nepiimo

imé&rn4 jeho poloméru (r) a viskozité roztoku (4)’.

Zdanliva mobilita
Zdanliva mobilita iontu (u,) je definovana jako soucet elektroforetické mobility iontu

(1e) & elektroosmotické mobility (ieor)™.
12



Vztah pro vypocet zdanlivé mobility:
Ha=Het Meot (7) [mzv-ls-l]

Zdanlivou mobilitu iontu miZzeme také vypocitat zexperimentalné zmeéfeného

migra¢niho &asu (tn) tohoto iontu™.

Vztah pro vypocet zdanlivé mobility:

==L @ mvisy
U-t, I.........efektivni délka kapilary

L........ celkova délka kapilary

U....... vkladané napéti

theeennes migraéni &as iontu™

Limitni (iontova) mobilita
Limitni mobilita (ujim) je mobilita ionti pii nekoneéném ziedéni. Limitni mobility jsou

pii teploté 25 °C tabelovany jako fyzikalné chemické konstanty jontd’.

Efektivni mobilita

Efektivni mobilita (ue) je definovana pro roztoky slabych elektrolytl. V roztocich
slabych elektrolytli jsou vedle sebe disociované (nabité) a nedisociované (nenabité) molekuly.
Podil nabitych ¢astic v roztoku je urcen stupném disociace (@) a efektivni mobilita je na tomto

.. . , « 1,8
Stupni disociace zavisla".

Vztah pro vypocet efektivni mobility:
Lef = He Ol 9) [m?Vvis?h Oevennnn.. stupen disociace

We.........clektroforeticka mobilita®

2.2.1 Zaklady instrumentace a pracovni podminky

Pii kapilarni elektroforéze musi byt dodrZzeny urcité pracovni podminky, jako napf.

vkladané vysoké napéti, proud a rozméry kapiléry, jez jsou uvedeny nize. Pouzivaji se také
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rizné zpusoby davkovani vzorku. VétSinou se vSak pouziva aplikace pretlaku na nadobku
u injek¢éniho konce kapilary nebo podtlaku na nddobku u detektorového konce kapildry. Déle
se pouzivaji rtizné detektory. Mezi nejcast&ji pouZivané detektory se fadi UV detektor?.

Instrumentace a  zakladni usporadani pristroje je zobrazeno na (Obr. 3)2.

Pracovni podminky Davkovani vzorku Detektory
Kfemenna kapilara Elektrokinetické UV/VIS detektor
(1.D.10-100 pm) Hydrostatické Elektrochemicky
Elektrolyty s tlumicimi Hydrodynamické Fluorescen¢ni
schopnostmi Vodivostni
Vysoké napéti Hmotnostni?
(5-30 kV)
zdroj vvsokého napéti
pocitac
detektor
kapilara

vialka s pufrem

vialka s pufrem
. vialka se vzorkem

Obr. 3 Instrumentace CE

2.2.2 Separacni principy

Univerzalnost CE je c¢asteCné odvozena z velkého poctu modi (principi separace).
Separa¢ni mechanismy jednotlivych méda se lisi, pficemz vétSinou ke zméné moddu staci
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zména slozeni pufru. Mezi zakladni mody CE patii kapilarni zéonova elektroforéza (CZE),
micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC), kapilarni gelova elektroforéza (CGE),
kapilarni izoelektrické fokusace (CIEF) a kapilarni izotachoforéza (CITP)*.

Nejjednodussi mod kapilarni elektroforézy je CZE. U CZE probiha transport
analyzovanych ionti a jejich separace v kapilafe, ktera propojuje dvé nadobky. Do roztoku
pufru jsou ponoteny elektrody, jimiz se privadi elektrické napéti obstaravajici pohyb iontu.
Pufr je také v kapilafe, do niz je davkovan pietlakem nad hladinou kapaliny v jedné nadobce.
Potom se jeden konec kapilary ponoii do nadobky s analyzovanym vzorkem a maly sloupecek
vzorku vnikne na zacatek kapilary. Kapilara se poté vrati zpét do nadobky s pufrem a zapne
se hnaci napéti. Na druhém konci kapilary je detektor, ktery zaznamenava prichod
jednotlivych latek. V jedné analyze mizeme separovat jak kationty, tak anionty**>.

Jak je uvedeno vyse, prichod jednotlivych latek kapilarou zaznamenava detektor.
Detektory v CE musi byt dostateéné citlivé kvili malému vnitinimu priméru kapilary. Mezi
nejCasteji pouzivané detektory v CE patii UV/VIS detektor opatieny diodovym polem, ktery
ma vsak malou citlivost. Naopak velmi citlivy je detektor s laserem indukovanou
fluorescenci, jehoz pofizovaci cena je vSak vySsi. Mezi dalsi detektory pouzivané v CE
fadime amperometrické, potenciometrické a vodivostni detektory. V posledni dobé

se k detekci latek vyuziva i spojeni CE s hmotnostni spektrometrii (MS)*8,

2.2.3 Vyhodnocovani dat kapilarni elektroforézy

Projevem jednotlivych zén putujicich kapilarou je odezva detektoru pied koncem
kapilary, ktera ma charakter piku. Kvalitativni charakteristikou je migra¢ni cas latky

a kvantitativni charakteristikou je plocha pikuz.

Pocet teoretickych pater
Pocet teoretickych pater (N) je mirou G&innosti separace?. Vypogita se ze vztahu.
t? tmeeeen.. migracni Cas latky

N=16-—T (10) )
w Weoonn Sitka piku latky pfi zakladné
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RozliSeni
Rozliseni (Rs) popisuje miru separace dvou latek. Pti Ry = 1,50 povazujeme piky

latek za kvantitativng rozdélené?. Vypocita se ze vztahu.

R — too- (1) tm2, tm1....... migracéni ¢asy latek 1 a 2
T (Wt wy)/2 Wo, Wi......8ifky piki latek 1 a 2 pii
zékladn&?

Limit detekce, limit kvantifikace

Jednou z dulezitych charakteristik jakékoli metody stanoveni je urceni limitu detekce
(LOD), resp. limitu kvantifikace (LOQ). Existuje nékolik moznosti, jak urc¢it LOD.
Jednou z metod je metoda postupného zied’'ovani, kdy davkovany analyt postupné fedime az
do chvile, kdy poskytnuty signal ma jest€¢ vysku 3x vétsi nez primérny Sum. Tento stav
definuje nejmensi spolehlivé detekovatelnou koncentraci = dolni limit detekce. Dalsi,
experimentalné méné pracnou moznosti, je vypocitat statisticky primérny Sum zakladni linie
a odecist z kalibra¢ni kiivky odpovidajici koncentraci. LOQ odpovidd mnozstvi, které¢ jsme
schopni spolehlivé nejen detekovat, ale i stanovovat a je nejcastéji 3,3 nasobkem limitu

detekce?.

2.3 Chiralita latek

Podivame-li se na svou tvar v zrcadle, uvidime nékoho, kdo je ndm sice velmi podobny,
ale jen podobny. Kdyby nas obraz vysel ze svéta za zrcadlem a postavil se vedle nas, zjistili
bychom fadu nesrovnalosti. Lidské télo totiz neni symetrické a kazda asymetrie napiiklad
v obliceji by u naseho obrazu byla opacnd. Ve skutecnosti nepotkame nikoho, kdo by byl
naSim zrcadlovym obrazem. Naproti tomu ve svéteé molekul je to celkem bézny jev.
Organické molekuly mohou existovat v symetrickych formach (enantiomerech), které jsou
téméf identické, jedna forma je zrcadlovym obrazem druhé. Rikame tomu pak, Ze molekuly
jsou chirdlni. Nazev chiralni pochdzi z feckého slova ,,chiros‘‘ ruka. A skutecné, prava a leva

dlafi jsou zrcadlové symetrické, stejné jako chiralni molekuly, coZ je ukdzano na (Obr. 4)*.
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Obr. 4 Zrcadlové obrazy™

Zajimavé je, jak casto byva takovy pomérn€ maly rozdil mezi molekulami podstatny.
Napft. jeden enantiomer miize byt 1é¢ivo a naopak druhy enantiomer mize byt net¢inny nebo
dokonce toxicky™.

Zhruba 75 % vSech nové vyvijenych 1é¢iv je chiralnich. Vétsina téchto 1éka byla
puvodné vyrabéna jako sm¢s isomeru, ale nyni se vyrabéji jako Cisté isomery, coZ zpusobuje
zna¢né vyrobni a kontrolni problémy. Musi se totiz ovéfovat, zda je 1¢ék tvofen
jen farmaceuticky potfebnym enantiomerem?.

Chiralita se obecné projevuje existenci dvou konstituéné identickych molekul
(enantiomertl), liSici se pouze ve vzajemném uspoidadani atomi a vazeb v prostoru.
Enantiomery maji v achirdlnim prosttedi stejné fyzikalné-chemické vlastnosti, ale vykazuji
odlisné biologicke, toxikologické a farmakologické vlastnosti®.

V roce 1951 se poprvé podatilo urcit skuteéné prostorové uspotfddani atomil v chiralni
molekule (absolutni konfiguraci). Pii urovani absolutni konfigurace nejdiive identifikujeme
stied chirality. Dale ur¢ime prioritu Ctyf substituentt, které vychazeji z tohoto stiedu, podle
Cahnovych-Ingoldovych-Prelogovych pravidel. Nakonec ur¢ime konfiguraci enantiomeru
podle sméru, ve kterém jsou fazeny substituenty podle priority. Je-li tento smér ve sméru
hodinovych ruciéek, tak se jedna o R-konfiguraci. Je-li tento smér proti sméru hodinovych

ruéicek, jedna se o S-konfiguraci'’. Nazorna ukéazka urdeni R- a S-konfigurace je na (Obr. 5).
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Obr. 5 Konfigurace enantiomer™®

2.4 Chiralni separace v kapilarni elektroforéze

Jednou z aplikaci CE je separace chiralnich latek. Pro rozliseni enantiomert chiralnich
latek se pouzivaji metody piimé nebo nepiimé. Neptimé metody se vyznacuji tvorbou
diastereoisomernich komplext derivatizaci enantiomert pied vlastni separaci v achiralnim
prostfedi. Vice vyuzivany jsou vSak metody pfimé, pii nichz dochazi k dynamické tvorbé
pfechodnych komplexti Vv pribéhu vlastniho separacniho procesu. K  tvorbé
diastereoisomernich komplexi pfispivaji intermolekuldrni interakce chirdlniho selektoru
a analytu. Mezi tyto interakce patii coulombické repulze a atrakce, tvorba vodikovych vazeb,
hydrofobni interakce, interakce m-7 a interakce dip6l-dipol°.

Vlastni rozliSeni enantiomerti je pak zalozeno na piedstavé ,tiibodové‘* interakce
analytu a chiralniho selektoru. Alespon jedna interakce analytu s chiralnim selektorem musi
byt stereoselektivni®*®. Interakce mezi analytem a chiralnim selektorem bud’ zvysi anebo snizi
pohyblivost enantiomerii. Kdyz je interakce jednoho ze dvou enantiomerii se selektorem
silng&jsi, dojde k separaci®.

Nejcastéji se pro chiralni separace pouzivaji jako chiralni selektory cyklodextriny (CD).
Primarné CD formuji komplexy s molekulami analytu tim, Ze je zahrnuji do své hydrofobni
dutiny. Jako sekundarni procesy jsou oznacovany vodikové interakce nebo dipdl-dipol
interakce analytu s -OH skupinami nebo dal$imi polarnimi substituenty na CD. V ptipadé

319 Vlastni rozlifeni je pak

nabitého cyklodextrinu hraji znac¢nou roli i1 iontové interakce
zalozeno na ,,tfibodové‘* interakci analytu s cD®,
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Vznik diastereoisomernich komplexi

Navazani hostujicich enantiomerickych molekul na CD vede ke vzniku
diastereoisomernich komplexi. Tyto komplexy se 1isi ve vlastnostech, jako jsou napi. naboj,
velikost komplexu a konstanta komplexace. Tyto rozdily vedou k separaci. Konstanta
komplexace jednotlivych enantiomerd s CD vyjadiuje termodynamickou rovnovahu tvorby

téchto komplexti za predpokladu, Ze jsou CD a enantimery v poméru 1:1. (cit.?)

_ [RCD] K = [SCD]

R + CD <->RCD *"[R][cD] " [S][cD]

(12)
S+CD<->SCD
Efektivni mobilita enantiomeru

Efektivni mobilita enantiomeru (ues) je slozena z mobility volného enantiomeru, ktery
neni navazany na CD a z mobility komplexu daného enantiomeru s CD. Rozdil mezi
efektivnimi mobilitami enantiomerti vyvola separaci a mizeme ho vypocitat z rovnice podle

Wrena a Rowa®®.

S_ ¢ +p‘?plx ' KR [C] _ Mg +p‘§plx ' Ks [C]

A = R + — 13
!"I' IJ'Eff }’LEff 1+KR .[C] 1+KS -[C] ( )

ueﬁR a ueﬁs .............. efektivni mobility enantiomera

ucme a ucmxs ............ mobility komplexti

[Cleeeeiiiiieeeeeeei, koncentrace cyklodextrinu®®

S ohledem na ndboj analyti a CD mizeme v CE aplikovat rizné separa¢ni moédy.

Jednotlivé ptipady jsou znazornény na (Obr. 6)".
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Obr. 6 Riizné separaéni mechanismy v CE ™

Pfi separaci zasaditych sloucenin v pufru o nizkém pH dochazi k protonizaci analytu,
ktery migruje k detektoru na katodickém konci kapilary. Pii pouziti nenabitych selektori
nema selektor vlastni mobilitu a je transportovan k detektoru EOF, ktery je vSak pfi nizkém
pH zanedbatelny. Proto enantiomer, ktery je silnéji vazan k selektoru, migruje jako druhy. Pi
separaci kyselych slou¢enin mizeme pouzit pufr o vysokém pH, pfi némz ziska analyt
zaporny naboj a migruje smérem k anodickému konci kapildry. Naproti tomu nenabity
selektor je unasen silnym EOF ke katod¢. Proto enantiomer, ktery je siln€ji vazan k selektoru,
migruje jako prvnilg.

Nabité selektory jsou vice univerzalni, protoze maji vlastni mobilitu a umozinuji dobie
separovat neutralni molekuly. V podminkéach kyselého pH negativné nabité selektory migruji
k anod¢, zatimco pozitivné nabité zasadité molekuly migruji smérem ke katodé. V ptipadé
siln€j$i vazby mezi enantiomerem a selektorem migruje analyt jako druhy. V podminkach
zasadit¢tho pH migruji zéporné nabité selektory k anod¢€, zatimco zasadité nebo neutralni
molekuly jsou nenabité a migruji ke katod¢. Proto enantiomery se slabsi vazbou k selektoru

migruji jako prvnilg.
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2.5 Chiralni selektory

2.5.1 Klasifikace chiralnich selektoru

Chiralni selektory (CS) rozdélujeme podle jednotlivych kritérii do skupin.

Podle pivodu: Ptirodni selektory, mezi néz fadime cyklodextriny, makrocyklicka
antibiotika a proteiny. Semisyntetické, které zahrnuji derivatizované cyklodextriny, derivaty
polysacharidli a modifikovana makrocyklickd antibiotika a syntetické, kam patéi chirdlni
polyethery a methakrylatové polymeryzo.

Podle velikosti selektoru: Makrocykly, polymery a malé molekuly®.

Podle typu pievladajici interakce mezi selektorem a analytem: Hydrofobni nebo
polarni interakce, m-m interakce (doprovazené vodikovou vazbou a stérickou repulzi),

inkluze?.

2.5.2 Piehled jednotlivych chiralnich selektori

Cyklodextriny: Jsou to produkty enzymatické degradace Skrobu glukosyltransferazami
bakterii Bacillus macerans. Jsou to cyklické oligosacharidy slozené z 6 a vice
D-glukopyranosovych jednotek spojenych alfa-1,4 vazbami. (Napi. p-cyklodextrin,
y-cyklodextrin, a-cyklodextrin a jejich derivéty)l6.

Antibiotika: Jsou to makrocyklické slouc¢eniny majici nékolik stereoselektivnich
center. (Napf. Vankomycin (separace karboxylovych kyselin), Teikoplanin, Ristocein,
Rifamycin, Boromycin...)®.

Crown ethery: Mechanismus separace spociva v interakci vodikd primarni
aminoskupiny s kysliky polyetherového kruhu pomoci vodikovych vazeb. (Napf.
Crownethertetrakarboxylova kyselina — CETK (separace chiralnich primarnich aminﬁ))le.

Komplexy pirechodnych kovi s chiralnimi ligandy: Vyuzivaji pro separaci tvorbu
ternarnich diastereoisomernich komplexa'®.

Zluéové Kkyseliny: Chovaji se jako tenzidy a maji schopnost tvofit micely. Jsou vhodné
Kk separaci pouze omezeného poctu latek s planarni strukturou. (Napt. kyselina cholova)®®.

Proteiny: Obsahuji velké mnozstvi stereoselektivnich center. (Napf. Hovézi sérovy

Albumin)®.
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2.6 Cyklodextriny

Prvni zminka o CD byla publikovana vroce 1891, kdy Villiers popsal izolaci
krystalické latky ze Skrobu natraveného bakteriemi Bacillus amylobacter. Nasledné
Schardinger dokazal, ze pouzitim teplotné odolnych bakterii Bacillus macerans lze ziskat dvé
slozky, lisici se vyslednou barvou jodového testu. Cyklicka molekularni struktura CD a jejich
molekulové hmotnosti byly prokdzany a stanoveny koncem tficatych let dvacatého stoleti®”.

CD jsou cyklické oligosacharidy slozené¢ z 6, 7 a 8 glukopyranosovych jednotek
spojenych a-1,4-glykosidickou vazbou. Nejvice zastoupenym CD je a-CD, barvici se jodem
do modra resp. zelena a slozeny z 6 glukosovych kruht. Dal$im zastupcem je B-CD,
poskytujici s jodem nahnédly produkt a slozeny ze 7 glukosovych kruhti. O néco pozdéji
objeveny v-CD obsahuje 8 glukosovych kruhi. CD smenSim poctem kruht
nez 6 enzymaticky nevznikaji kvali velkému pnuti. Nicméné byl synteticky pfipraven
»pre-a-cyklodextrin‘‘ s 5 glukosovymi jednotkami. Rovnéz existuji i CD s vétSim poctem
glukosovych jednotek nez 8, ale jejich piiprava je obtizna. Proto se nejcastéji pouzivaji CD
s 6, 7 a 8 glukopyranosovymi jednotkami?".

Molekuly béznych CD maji tvar komolého kuZelu s hydrofilnim vnéjskem, pticemz
na uz§im okraji jsou primarni hydroxylové skupiny (na uhlicich 6) a na §irSim okraji jsou
sekundarni hydroxylové skupiny (na uhlicich 2 a 3). Naopak vnitini sténa CD je tvofena
hydrofobni uhlikovou pateti z glukopyranosovych monomert, ktera dava vnittku CD
hydrofobni charakter, a diky tomu jsou CD schopné do této hydrofobni dutiny zachytavat
molekuly??%. Tvar CD i s vyobrazenymi hydroxylovymi skupinami je na (Obr. 7).

Struktura CD byla studovana jak v roztoku, tak v pevné fazi. Glukosové jednotky maji
v nativnich CD “C; zidlickovou konformaci. Pouze v n&kolika piipadech modifikovanych
derivatt CD byla v krystalu zji§téna *Cy inverzni konformace?.

Neutronovou difrakci bylo zjisténo, ze makrocyklus a, B, y-CD je stabilizovan pasem
vodikovych vazeb mezi O2) kysliky a O3(n.1) kysliky hydroxylovych skupin sousednich
glukosovych jednotek. Se vzriistajicim poctem jednotek se vzdalenost hydroxylovych skupin
zkracuje a tim roste pevnost vodikovych vazeb®,

CD jsou latky malo toxické a jsou biologicky degradabilni23.
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Rozméry molekul béznych CD spolu s jejich nékterymi molekularnimi a latkovymi
parametry jsou uvedeny v (Tab. )%

Ptirodni CD a jejich derivaty si mizeme zakoupit u dodavatelli organickych chemikalii
jako je Sigma Aldrich nebo Fluka. Dalsi dodavatelé jsou CTD Inc. a Cyclolab, ktery
poskytuje rozsahlou skalu CD a jejich derivati. Dale mtizeme ziskat CD od firem, které

se specializuji pravé na jeden typ CD. Mezi tyto firmy patii PAC L. P. a CyDex Inc®.

Tab. I Vybrané vlastnosti b&Znych cyklodextring®

Vlastnosti Cyklodextrin

o p Y
Pocet glukosovych jednotek 6 7 8
Molekulova hmotnost 973 1135 1297
Vyska molekuly, nm 0,78 0,78 0,78
Vnéjsi primér, strana sekundérnich hydroxyld, nm 1,37 1,53 1,69
Vnitini primér, strana sekundarnich hydroxyla, nm 0,57 0,68 0,95
Vn¢jsi primeér, strana primarnich hydroxyl, nm 1,32 1,49 1,61
Vnitini pramér, strana primarnich hydroxyl, nm 0,45 0,61 0,77
Objem kavity, nm* 0,174 0,262 0,427
Specificky objem kavit, ml g'1 0,10 0,14 0,20
Rozpustnost ve vod& 25 °C, g (100 ml™) 145 185 8,19

Obr. 7 Struktura B-CD s nazna¢enou aproximaci dutym komolym kuzelem?

CD se dostava zna¢ného vyuziti v oblasti farmacie, potravinaistvi a kosmetiky. Mozné
je také jejich prozatim hypotetické vyuziti v oblasti supramolekularni chemie

a nanotechnolog1121.
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2.6.1 Derivatizované cyklodextriny

Chemickou derivatizaci (modifikaci) CD mutzeme ménit jejich fyzikalné-chemické
vlastnosti a zvySovat jejich rozpustnost ve vodé a v organickych rozpoustédlech, cozZ je pro
analytika vyhodné. Pii syntéze modifikovanych CD se témét vzdy vychazi z nativniho CD,
ktery podléha elektrofilnim substituénim reakcim na kysliku hydroxylové skupiny
s fadou alkylacnich a acylacnich ¢inidel za vzniku ethert, resp. ester®®. Chemické reakce na
CD makrocyklu mohou byt klasifikovany z hlediska reaktivniho mista na glukosové jednotce
(napf. substituce hydroxylové skupiny v poloze C6) nebo vzhledem k poc¢tu modifikovanych
jednotek (substituce provedena na jedné nebo vice glukosovych jednotkéch)23. Derivatizované
CD mohou byt nenabité (napi. hydroxypropyl-a-CD), negativné nabité (napt. karboxymethyl-
B-CD) nebo pozitivn& nabité (napf. 6-amino-p-CD)*.

2.6.1.1 Sodna siil sulfobutylovaného pB-cyklodextrinu

o—R R
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o -(CH2)4803Na
o
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Obr. 8 Struktura SB-p-CD

Sodna sl sulfobutylovaného B-cyklodextrinu (SB-B-CD) patii do skupiny aniontovych
derivatizovanych CD. Molekulovy vzorec této latky je CgoH70.nO35°(C4HgO3SNa),
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a molekuldrni hmotnost tohoto CD ¢ini 1135,0 + n-(158,2). Index n odpovida poctu
substituovanych jednotek. V CD nemusi byt substituované vSechny OH skupiny, pocet
substituovanych jednotek je variabilni, a proto se uvadi primérna hodnota molekularni
hmotnosti®”.

SB-B-CD je bily prasek, jehoZ rozpustnost ve vodé je v&si nez 50g-100cm™
rozpoustédla. Je téz rozpustny jak v methanolu, tak vacetonu a rozpustnost v téchto
rozpoustédlech je mensi nez 5g-100cm'3 rozpoustédla. Tyto rozpustnosti byly stanoveny pii

teploté 25 °C. Vzorek CD miize obsahovat i necistoty napt. rezidualni B-CD nebo sodnou sl

4-hydroxybutan-1-sulfonové kyseliny. Jeden z dodavateld této chemikalie je firma Cyclolab”.

2.7 Ambrisentan

Systematicky nazev ambrisentanu je (2S)-2-[(4,6-Dimethyl-2-pyrimidinyl)oxy]-3-
methoxy-3,3-diphenylpropanova kyselina. Jeho sumarni vzorec je CH22N»O4. Aktivni forma
ambrisantanu je Sa jeho relativni molekulova hmotnost &ini 378,2 g-mol™. Chemicka

struktura této latky je zobrazena na (Obr. 9)*> %,

Obr. 9 Chemicka struktura S-ambrisentanu

Ambrisentan je chiralni 1éCivo pouzivané k 1écbé pulmondlni arterialni hypertenze
(PAH). PAH je progresivné oslabujici onemocnéni, pfi némz dochdzi ke zvySovani
pulmonalniho arteridlniho tlaku. Sekundarné dochazi k vazokonstrikci (zazeni cév),
hypertrofii (zbytnéni) a ptestavbé cévniho systému plic. PAH zpisobuje zavazné poskozeni
funkce plic se Spatnou prognozou a s primérnou délkou zivota 2,8 let u nelécenych pacienti.

Umrti je u pacientdl trpici touto chorobou zptsobeno ze 47 % pravostrannym srde¢nim

25


http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C22H22N2O4

selhanim a z 26 % néhlou srde¢ni smrti. Mezi symptomy PAH patii dusnost pfi ndmaze, ktera
se postupné objevuje i v klidu. Dalsi pfiznaky jsou vycerpanost, slabost, synkopa (kratkodoba
ztrata védomi) a angin6zni bolest na hrudi®’.

Jaka vlastnost dava ambrisentanu jeho 1é¢ivé ucinky pii terapii PAH? Ambrisentan je
antagonista endotelialniho receptoru typu A (ETa). V lidském organismu jsou tfi typy
endotelint, endotelin 1, 2, 3 a kazdy z nich se sklada z 21 aminokyselin. Pfevazujici formou
Vv lidském organismu je endotelin 1. Endotelin 1 se vyznacuje vasokonstrikénim,
prolifera¢nim a hypertrofickym ucinkem. U pacientl s PAH byla objevena vyssi hladina
praveé tohoto typu endotelinu . Endotelin se mize vazat na dva rtizné receptory na ET A nebo
ETs, které maji rozdilnou funkci. V plicich pfevazuje ETa receptor, ktery zprostiedkovava
vasokonstrik¢ni, prolifera¢ni a hypertrofické G¢inky endotelinu 1. Terapie je proto zamétena

na blokovani receptoru ETa pro endotelin 1 ambrisentanem?’.

2.7.1 Separace ambrisentanu

Zatim bylo lé¢ivo ambrisentan separovano jen metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC). Pfi metodé HPLC bylo pouzito Sest kolon s obracenymi fazemi
systému. Nejlepsiho vysledku s rozliSenim vice nez 2,5 bylo dosazeno pii pouziti kolony
Chiralcel OZ-3R (celuloza 3-chlor-4-methylphenylcarbamate). Jako mobilni faze byla pouzita
sm&s 20 mmol-I" formiatu sodného (pH 3,0) s acetonitrilem (55:45, v/v). Vyhodou této
metody je velmi rychlad separace (mén¢€ nez 6 min). Proto se tato metoda pouziva pro rutinni

stanoveni R-ambrisentanu ve farmaceuticky aktivnim S-ambrisentanu®.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni

Kapilarni elektroforéza HP 3D Agilent vybavena UV-Vis detektorem diodového pole
(Agilent Technologies), pH metr (inoLab), magneticka michatka (Thermo electron
corporation), znackova¢ ( MicroSolv), ultrazvuk (Bandelin Sonorec digitec), minitfepacka

(Merci ), analytické vahy (Mettler toledo).

3.2 Chemikalie

R,S-ambrisentan od firmy Zentiva, Cyklodextriny: sulfatovany-y-CD (S-y-CD),
sulfobutylovany--CD (SB-B-CD), fosfatovany-y- CD (P-y-CD), y-CD, heptakis (6-Amino-6-
Deoxy)-B-CD heptachlorid (heptakis (6-A-6-D)-B-CD) dodané firmou Cyclolab, sulfatovany-
B-CD (S-B-CD), sulfatovany-a-CD (S-a-CD), karboxymetylovany-B-CD (CM-B-CD),
2-hydroxypropylovany-y-CD  (HP-y-CD),  2-hydroxypropylovany--CD  (HP-B-CD),
6-O-a-Maltosyl-B-CD dodané firmou Sigma-Aldrich. Kyselina octova, kyselina fosfore¢na,
hydroxid sodny, kyselina boritda dodané firmou Sigma Aldrich. Kyselina mravené¢i od firmy
Fluka, methanol od firmy Penta. Deionizovana voda byla ziskana pomoci systému na upravu

vody Simplicity (Millipore). VSechny latky jsou Cistoty p. a.

3.3 Experimentalni podminky

VSechna méfeni byla provadéna na kapilarni elektroforéze HP 3D Agilent v nepokryté
ktemenné kapilate (vnitini pramér 50 pm) o celkové délce 48,5 cm s efektivni délkou 40 cm.
(MicroSolv Technology Eaton town, NJ, USA). Kapilara byla vZzdy termostatovana na teplotu
20 °C. Vyjimkou byla optimalizace teploty, kdy byla kapilara postupné termostatovana
na teploty v rozmezi od 10 do 50 °C. Dale bylo na kapilaru vkladano napéti £20 kV, podle
pozadavku analyzy. Vyjimkou byla optimalizace napéti, kdy bylo na kapilaru postupné
vkladano napéti od -15 do -30 KV. Vzorek byl davkovan do kapilary tlakem 50 mbar po dobu
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10 sekund. Vyjimkou byla optimalizace doby davkovani, kdy byl vzorek davkovan
do kapilary riznou dobu od 5 do 60 sekund.

Na zacatku kazdého pracovniho dne byla kapilara promyvana 15 minut 0,1 mol-1*
NaOH a 10 minut deionizovanou H,O. Pfed kazdym méfenim byla kapilara promyvana
2 minuty 0,1 mol-I"* NaOH, 2 minuty deionizovanou H,O a 3 minuty pufrem.

Jako detektor byl pouzivan UV-Vis detektor s diodovym polem a detekéni vinové délky
byly nastaveny na 200 a 260 nm.

3.4 Priprava vzorku ambrisentanu

Na analytickych vahach byl navazen 1 mg R-isomeru a 1 mg S-isomeru do 1,5 ml
ependorfek. Dale byl do kazdé ependorfky odpipetovan 1 ml methanolu. Aby se latky
v methanolu dobfe rozpustily, byly ependorfky promichané na minitiepacce a dané na 5 minut
do ultrazvuku. Poté bylo odpipetovano 100 ul R- a 100 ul S- do 1,5 ml ependorfky a k nim
bylo pfidano 800 pl deionizované vody. Tim byl ptipraven zasobni roztok o koncentraci
0,1 mg-ml™ R,S-ambrisentanu, ktery byl nasledné uchovéan pii teplotd -20 °C. Dale byly
roztok o koncentracich riiznych od 0,1 mg-ml™ p¥ipraveny postupnym fedénim deionizovanou

vodou.

3.5 Priprava roztoku pufru

Pro pripravu 50 mmol-I" fosfatu sodného pH 2,5 bylo odméfeno vypodtené mnozstvi
kyseliny fosfore¢né¢ do 100 ml odmérné banky a doplnéno deionizovanou vodou po rysku.
Dale byl ziskan pufr potiebného pH titraci nasycenym roztokem NaOH. Pro piipravu
50 mmol 1" boratu sodného pH 9,0 bylo navaZeno vypotené mnozstvi kyseliny borité
a rozpusténo V deionizované vod¢. Roztok byl kvantitativné preveden do 100 ml odmérné
banky a doplnén deionizovanou vodou po rysku. Dale bylo ziskano potiebné pH pufru titraci
nasycenym roztokem NaOH. Stejny postup byl aplikovan i pro piipravu octanového
a formiatového pufru pfislusného pH. Ve vyse pripravenych pufrech bylo vzdy rozpusténo

vypoctené mnozstvi cyklodextrinu podle jeho pozadované koncentrace.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Chiralni separace R,S-ambrisentanu

Nejprve byly provedeny separace enantiomerti ambrisentanu pomoci jednotlivych
cyklodextrini ve fosfatu sodném o pH 2,5 a v boratu sodném o pH 9,0. Koncentrace CD
v pufru byla 2,0 % a standardni roztok ambrisentanu mél koncentraci 0,01 mg-ml™. Nejlepsi
vysledky byly ziskany pfi pouziti SB--CD, pro néjz se dale studoval vliv koncentrace CD,

slozeni pufru, teploty, napéti a doby davkovani vzorku na chiralni separaci.

4.1.1 Volba cyklodextrinu

Tab. 1l Separace ambrisentanu v 50 mmol-1™ fosfatu sodném pH 2,5

cyklodextrin rozliseni gg::: teoretickych migracni ¢as [min]
S-y-CD 22,1 89803 25,0
62548 36,9
SB-B-CD 12,6 325524 7,8
305471 8,6
S-B-CD 2,3 48203 41,6
59197 43,4
P-y-CD 15,1 177123 16,5
148760 19,5

Studovanymi pufry pfi volb& vhodného CD byly 50 mmol-I™ fosfat sodny (pH 2,5)
a 50 mmol-I" borat sodny (pH 9,0). Vysledky ziskané pfi pouziti fosfatu sodného jsou
prezentovany Vv (Tab. 1), vSechny zuvedenych selektorti jsou zaporné nabité. Ostatni
studované CD, pro néz byla testovana jejich schopnost chirdlni separace vtomto pufru,
neposkytovaly za pouzitych experimentalnich podminek chiralni separaci ambrisentanu.
Mezi tyto CD patii Maltosyl-B-CD, y-CD, S-a-CD, CM-B-CD, HP-y-CD, HP-B-CD, Heptakis
(6-A-6-D)-B-CD. Dale pro chiralni separaci v boratu sodném byly pouzity stejné CD, jako pii
chiralni separaci ve fosfatu sodném. Pfi tomto pH vSak nebyla zddna chiralni separace
uspesna.

Z (Obr. 10) je patrné, Ze nejlepsi tvar, vySka pikli a nejkrat§i dobu analyzy
ma SB-B-CD. Z (Tab. II) je také patrné, ze piky ziskané pii separaci vyuzivajici SB-B-CD
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maji nejvetsi pocet teoretickych pater a rozliseni 12,6, které je v porovnani s hodnotou
1,5, ktera postacuje pro uspé$nou chiralni separaci, vynikajici. Proto byl vybran SB-B-CD pro

dalsi optimalizaci.
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Obr. 10 Elektroferogramy chiralni separace ambrisentanu v 50 mmol-I* fosfatu sodném
pH 2,5

4.1.2 Slozeni pufru

4.1.2.1 Vliv koncentrace SB-g-CD

Jako dalsi krok po volbé vhodného CD nasledovala volba koncentrace CD. Byly
testovany koncentrace od 0,1 do 2,0 % CD v 50 mmol-1? fosfatu sodném pH 2,5.

Pii vSech méfenich bylo aplikovano napéti -20 kV, protoze CD pii pH 2,5 diky malému
EOF vede analyt opa¢nym smérem neZ je normalni polarita. Pfi napéti 20 kV nebyl u nizkych
koncentraci pozorovan zadny pik, a tim bylo potvrzeno, Ze uz koncentrace 0,1 % je
dostacujici k tomu, aby pfevazoval pohyb analytu ve sméru od katody k anodé¢.

Z (Obr. 11 a 12) je patrné, Ze nejlepsi rozliSeni a nejvetsi pocet teoretickych pater pikt
separované latky poskytuji koncentrace 1,0 a 2,0 %. Pti analyzach vSak musime brat ohled

i na ekonomickou stranku a pro tyto dvé koncentrace by bylo zbyte¢né spotiebovano velké
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mnozstvi CD. Proto nam staci koncentrace 0,5 %, ktera ma také dobré rozliSeni a pomérné

kratkou dobu analyzy do 15 minut oproti niz§im koncentracim.

Zavislost poctu teoretickych pater na koncentraci CD
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Obr. 11 Zavislost poctu teoretickych pater pika chiralni separace ambrisentanu na koncentraci
SB-B-CD
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Obr. 12 Zavislost rozliseni a migra¢nich ¢asti chiralni separace ambrisentanu na koncentraci

SB-B-CD
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Na (Obr. 13) je vidét, ze s rostouci koncentraci CD se zlepSuji tvary pikli, nedochazi
totiz k tak velkému rozmyvani zony vzorku. Také s rostouci koncentraci CD klesa doba
analyzy. Je to z toho diivodu, Ze pii nizké koncentraci CD, ktery ma (-) naboj a jde v opacném
sméru nez samotny (+) nabity analyt, je pii nizké koncentraci CD analyt schopen vice
odolavat pohybu ve sméru od katody k anod¢. Pro dalsi méfeni byla zvolena koncentrace CD
0,5%.
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Obr. 13 Elektroferogramy chiralni separace ambrisentanu pro ruzné koncentrace SB-p-CD

4.1.2.2 Vliv pH pufru

Pii optimalizaci pH pufru se postupné¢ ménilo pH v rozmezi od 2,0 do 4,5. Vyssi pH
pufru nebylo analyzovano, protoze uz pti pH 4,5 doslo ke snizeni rozliseni pik.

Pfi optimalizaci pH byly analyzy provadény za napéti -20 kV pro pH 2,0-3,5 a 20 kV
pro pH 4,0 a 4,5. Tyto rozdilné polarity se volily z toho davodu, ze od pH 4,0 je uz EOF
dostacujici k tomu, aby pievazil pohyb analytu od anody ke katod¢, a proto se muze volit

normalni polarita.
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Zavislost poctu teoretickych pater na pH pufru
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Obr. 14 Zavislost poctu teoretickych pater pikd chiralni separace ambrisentanu na pH pufru

Zavislost rozliSeni a migracnich ¢asi na pH pufru
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Obr. 15 Zavislost migra¢nich ¢asi a rozliSeni chiralni separace ambrisentanu na pH pufru

Z (Obr. 14) a (Obr. 15) je patrné, ze zména poctu teoretickych pater, migrac¢nich ¢asti
a rozliSeni pikd chirdlni separace ambrisentanu nema zadnou pravidelnou zavislost (zadny
parametr se neméni pravidelné se zvySujicim se pH). NejvétSiho rozliSeni pikl je dosaZeno pii

pH 3,5. Zaroven je vSak pii tomto pH nejdelsi doba analyzy. Druhého nejvétsiho rozliSeni je
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dosazeno pii pH 3,0. Pii tomto pH je i pomérné kratka doba analyzy kolem 15 minut a proto
byl pro dalsi méfeni vybran pufr o pH 3,0.

4.1.2.3 Vliv koncentrace pufru

Poté, co byl vybran pufr o pH 3,0, bylo vyzkouSeno, jak se budou ménit parametry jako
je rozliSeni, pocet teoretickych pater a migracni ¢asy pro rizné typy pufrii. Byly pfipraveny
octanovy, formiatovy a fosfatovy pufr o daném pH a s ohledem na pozadované parametry byl
vybran fosfatovy pufr, ktery mél nejnizsi migracni ¢asy a nejlepsi tvary pikd.

Poté, co byl zvoleny jako vhodny pufr fosfat sodny o pH 3,0, byla provedena volba jeho
koncentrace. Byly pfipraveny pufry v rozmezi koncentraci od 10 do 100 mmol-I™ postupnym

fedénim, které byly nasledné analyzovany.
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Obr. 16 Zavislost migrac¢nich Casu a rozliSeni chirdlni separace ambrisentanu na koncentraci
pufru

Z (Obr. 16) je patrné, ze doba analyzy se pii zvySujici koncentraci prodluzuje, coz
je patrno i z (Obr. 17). Rostouci dobu analyzy mize zpusobovat fakt, Ze se zvySujici

se koncentraci pufru ziskdva analyt vétSi kladny naboj a vice se brani putovani ve sméru
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od — k + po navazani na zaporné nabity cyklodextrin. Z (Obr. 16) je také patrné, ze rozliseni
pikd se s rostouci koncentraci pufru snizuje. Vyjimkou v této klesajici zavislosti je
koncentrace 75 mmol-l", pii niZ je rozlifeni pikd nepatrné vy nez pii koncentraci
50 mmol-I™. Pro dalsi méfeni se jevil jako vhodny pufr o koncentraci 50 mmol-1™, ktery sice
nema nejlepsi rozliseni ani migraéni ¢asy, ale ma malé odchylky od stfednich hodnot pro tyto
parametry. Pufry o koncentraci 10 a 25 mmol-I" maji sice hodnoty migracnich &ast
a rozliSeni lep$i, ale naopak maji pro tyto parametry velké odchylky. Navic ma pufr

o koncentraci 50 mmol-1™ lepsi vysku a tvar piki neZ nizsi koncentrace.
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Obr. 17 Elektroferogramy chiralni separace ambrisentanu pro rizné koncentrace pufru

Pufr pro separaci ambrisentanu byl zvoleny 50 mmol-1™ fosfat sodny pH 3,0.

4.1.3 Podminky méreni

4.1.3.1 Vliv napéti na separaci

Po volb¢ sloZeni pufru, byla dalsim krokem volba velikosti vkladaného napéti. Napéti
bylo vkladano v rozmezi od -15 kV do -30 kV.
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Obr. 18 Zavislost migra¢nich ¢asi chiralni separace ambrisentanu na vkladaném napéti

Z (Obr. 18 a 19) je patrné, Ze se zvySujicim se napétim klesa doba analyzy. Z (Obr. 19)
je také patrné, Ze se zvySujicim se vkladanym napétim se zmensuje rozliSeni piki. Protoze je
obecné pozadovan CO nejnizsi Cas analyzy, prichazeji v ivahu hodnoty napéti -30 a -25 kV.
Dale byla posuzovana vhodnost obou napéti podle prochéazejiciho proudu, ktery pro -25 kV
¢inil -48 pA a pro -30 kV -61 pA, ztohoto hlediska bylo nakonec vybrano jako vhodnéjsi
napéti -25 kV, protoze vyssi proud pro -30 kV by pro dalsi optimalizovany parametr (teplotu),

mohl zpisobovat problémy ve formé vétsiho Jouleova tepla a vétSiho rozmyvani zéony vzorku.
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Obr. 19 Elektroferogramy chiralni separace ambrisentanu pro rizna napé&ti

4.1.3.2 Vliv teploty na separaci

Jako dal$i parametr byla optimalizovana teplota. Kapilara byla postupné termostatovana

v rozmezi teplot od 10 do 50 °C.
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Obr. 20 Zavislost poctu teoretickych pater pikd chiralni separace ambrisentanu na teploté
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Z (Obr. 20) je patrné, Ze nejvétsi pocet teoretickych pater pikti separované latky je pii
teploté 30 °C, ale zaroven se zde vyskytuji i nejvetsi odchylky od stfednich hodnot, zatimco
teplota 20 °C ma tyto odchylky nejmensi a piky maji také pomérné velky pocet teoretickych
pater. Proto se tato teplota jevila jako nejvhodnéjsi. Vybér této teploty podporovalo také
vysoké rozliseni 11,2 a pomérn¢ kratké migraéni ¢asy 13,4 pro S-isomer a 15,6 minut pro

R-isomer.

4.1.3.3 Vliv doby davkovani vzorku

Jako dal$i parametr byla optimalizovana doba davkovani vzorku. Vzorek byl postupné

davkovan po dobu 5, 10, 20, 30 a 60 s pfi tlaku 50 mbar.
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Obr. 21 Zavislost poctu teoretickych pater pikl chiralni separace ambrisentanu na dobé
davkovani

Z (Obr. 21) je patrné, ze s rostouci dobou davkovani klesa pocet teoretickych pater piku
separované latky. Dale je z (Obr. 22) patrna zména vySky a tvaru piku s rostouci dobou
davkovani. S rostouci dobou davkovani roste vyska piku. Dochdzi vSak i1 k vétSimu
rozmyvani zony vzorku, coZ je nezadouci, protoze rozmyvani vede k vétS§imu odchyleni tvaru
piku od idealniho tvaru. V nasem piipad¢ dochazi postupné k ¢im dal vétSimu zhorSeni tvaru

piku. Z obrazku je také patrné, ze doba davkovani vzorku neovliviiuje migracni ¢as analytu.
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Proto byla vybrana jako vhodna doba davkovani 10 sekund, u niZ neni pfitomné tak velké

rozmyvani zony vzorku a piky maji dostacujici vysku.
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Obr. 22 Elektroferogramy chiralni separace ambrisentanu s ménici se dobou davkovani

vzorku

4.1.4 Analytické parametry stanoveni R,S-ambrisentanu

Linearita metody byla studovana v rozmezi koncentraci 0,0005-0,075 mg-ml™, kazda

koncentrace byla proméiena 5x. Pro kalibracni zavislost se muze pouzivat bud’ zavislost

plochy anebo korigované plochy na koncentraci. Korigovana plocha je plocha délena

migracnim ¢asem. Mezi dulezité parametry stanoveni R,S-ambrisentanu fadime LOD a LOQ.

LOD byl vypocitan z Sumu a LOQ je 3,3 nasobkem LOD.
Limit detekce: 0,0005 mg-ml™
Limit kvantifikace: 0,0165 mg-ml™

Tab. 11l Parametry R,S-ambrisentanu

) Opakovatelnost Opakovatelnost ) )
Enantiomer Rovnice regrese R
ploch piki [%] | migraénich ¢asu[%]
S-ambrisentan 3,3 2,7 y =726,32x - 8,2611 | 0,9984
R-ambrisentan 4,0 2,9 y =1074x - 8,5067 | 0,9922
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Na (Obr. 23) je znazornéna chiralni separace ambrisentanu pomoci vyvinuté metody.

Finalni parametry metody jsou shrnuty v tabulce (Tab. V).

sl

1€

S- R-

Obr. 23 Elektroferogram chiralni separace ambrisentanu

Tab. IV Parametry vyvinuté metody

PARAMETR HODNOTA

Délka kapilary/efektivni délka 48,5 cm/40,0 cm

L. D. kapilary 50 um

Davkovani vzorku 50 mbar x 10s

Napéti -25 kv

Teplota 20 °C

Promyvani kapilary mezi analyzami 2 min 0,1 mol-I"* NaOH
2 min H,0O
3 min pufrem

Slozeni pufru

50 mmol-I"* fosfat sodna pH 3,0

Posledni etapou experimentalni ¢asti bylo vyzkouseni, zda-li miizeme provést chiralni

separaci zkoumané latky z ,kratkého konce‘‘ kapilary, kdy efektivni délka kapilary

k detektoru je 8,5 cm. Jak je patrné z (Obr. 24), analyza byla uspé$na. Vyuziti kratsi délky
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kapilary vedlo k zrychleni separace pod 6 minut, ackoliv bylo dosazeno mensiho rozliseni

pikd kolem 4,2.
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R-
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Obr. 24 Elektroferogram chiralni separace ambrisentanu z kratkého konce kapilary
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5 ZAVER

Bakalarska prace se prvotné zabyva vybérem vhodného cyklodextrinu pro chirdlni
separaci ambrisentanu. Po volbé SB-B-CD jako selektoru, byl dale zkouman vliv rizného
slozeni pufru, rizné koncentrace CD a vliv parametr jako je teplota, napéti a doba davkovani
na chiralni separaci. V 50 mmol-1™ fosfatu sodném o pH 3,0 s koncentraci SB-B-CD 0,5 % se
podafilo dosdhnout doby analyzy pod 19 minut a rozliSeni kolem 8,5. Zménou vkladaného
napéti z -20 kV na -25 kV se podafilo zkratit dobu analyzy pod 15 minut. Bylo také
vyzkousSeno, jak se zméni chiralni separace ambrisentanu, kdyZz je vzorek davkovan
z kratkého konce kapilary. Pfi tomto uspofadani doslo ke zkraceni doby analyzy pod 6 minut
a ke snizeni rozlieni pikd na 4,2. V porovnani s metodou HPLC bylo dosazeno lepsiho
rozliSeni pikli R- a S-enantiomert ambrisentanu, které pifi HPLC bylo kolem 2,5 a pii CE
kolem 8,5. Pti pouziti davkovani vzorku z ,kratkého konce‘* kapilary bylo také dosazeno
srovnatelné doby analyzy kolem 6 minut. Nebylo vSak dosaZeno srovnateln¢ho limitu
detekce, ktery byl pro HPLC 0,06 pg-ml™ a pro CE byl 0,5 ug-ml™. Pro dosaZeni lepsiho
limitu detekce miizeme pouzit fadu prekoncentracnich technik, které vedou k zakoncentrovani
vzorku v kapilafe. Nakonec je dulezité zminit, Ze v CE migroval jako prvni S-enantiomer

a druhy R-enantiomer a u HPLC tomu bylo naopak.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CD
CE
CEC
CETK
CGE
CIEF
CITP
CM-B-CD
CS
CZE
el.
EOF
ETa
GC

Heptakis (6-A-6-D)-p-CD

HPLC
HP-B-CD
HP-y-CD
l. D.
LOD
LOQ
MEKC
MS

N

napf.
PAH
P-y-CD

resp.

cyklodextrin

kapilarni elektroforéza

kapilarni elektrochromatografie
crownethertetrakarboxylova kyselina
kapilarni gelova elektroforéza

kapilarni izoelektricka fokusace
kapilarni izotachoforéza
karboxymetylovany-B-CD

chiralni selektory

kapilarni zonové elektroforéza
elektricky

elektroosmoticky tok

endotelialni receptor typu A

plynova chromatografie

heptakis (6-Amino-6-Deoxy)-B-CD heptachlorid
vysokoucinna kapalinova chromatografie
2-hydroxypropylovany-y-CD
2-hydroxypropylovany-y-CD

vnitini praméer

limit detekce

limit kvantifikace

micelarni elektrokinetickd chromatografie
hmotnostni spektrometrie

pocet teoretickych pater

napfiiklad

pulmonalni arteridlni hypertenze
fosfatovany-y-CD

respektive

rozliSeni
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SB-B-CD sulfobutylovany-p-CD

SFC superkriticka fluidni chromatografie
S-0-CD sulfatovany-y-CD

S-p-CD sulfatovany-p-CD

S-y-CD sulfatovany-y- CD

TLC tenkovrstva chromatografie

UV, Vis ultrafialové (ultraviolet), viditelné
7, B,y alfa, beta, gama
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