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Seznam pouzitych zkratek

CE capillary electrophoresis (kapilarni elektroforéza)
DAD diode array detector (detektor diodového pole)
EOF electroosmotic flow (elektroosmoticky tok)
MEKC micellar electrokinetic chromatography

(micelarni elektrokinetickd chromatografie)

SDS sodium dodecyl sulfate (dodecyl sulfat sodny)

UV-VIS ultraviolet visible (ultrafialova viditelna)



Cile prace

1. Piehlednd reserSe na téma kapildrni elektroforéza a jeji teorie se zaméfenim
na miceldrni elektrokinetickou chromatografii, stanoveni rozdélovacich
koeficientl a déle reSerse na téma fentanyly a dalsi jeho derivity.

2. Vyvoj metody na stanoveni rozdélovacich koeficientti derivatd fentanylu
pomoci kapilarni elektroforézy, nasledné stanoveni rozdélovacich koeficientt

derivath fentanylu.



1 Uvod

MV

Jelikoz je v poslednich letech nap#i¢ vSemi odvétvimi kladen diiraz na ekologii,
spotifebu materidli a miniaturizaci, ani v pfipadé chemie tomu neni jinak.
Jeden z mnoha takovych piipadd predstavuje elektromigra¢ni metoda — kapildrni
elektroforéza, technika zabyvajici se separaci litek ve stejnosmérném elektrickém
poli. K rozvoji kapildrni elektroforézy doslo pfedevsim ve druhé poloviné 20. stoleti.
Hlavni pfednosti zminéné separa¢ni techniky je mald spotfeba vzorku a také
rozpousStédel. Mezi dal$i vyhody kapildrni elektroforézy patii moznost pouziti
v $irokém rozmezi pH a také moznost aplikovat vysokého napéti, coz vede ke zkraceni
doby analyzy. Touto metodou je mozné analyzovat malé anorganické latky
nebo organické ionty az po biologické makromolekuly (DNA, proteiny). Separace
je uskute¢niovdna v kapildfe o malém vnitfnim prameéru, typicky jde o 50-75 pm,
s délkou 30-100 cm naplnéné elektrolytem. Tato nejcastéji kfemennd kapildra
je pokryta vrstvou polyimidu, a to z divodu usnadnéni manipulace i zvySeni
mechanické odolnosti kapilary. V misté detekce je odstranénim vrstvy polyimidu
vytvofeno ,okénko“. Kf¥emennd kapildra je vtomto misté prihlednd a prochdzi
ji ultrafialové (UV) i viditelné (VIS) svétlo, coz umoznuje pouziti fluorescen¢nich
nebo UV-VIS detektorti. Vnitini povrch kapildry mitize byt chemicky upraven
kovalentni vazbou s rznymi substituenty, ¢ehoz se vyuzivd napiiklad ke zméné

naboje na vnitini sténé kapilary nebo ke snizeni adsorpce.

Metoda kapildrni elektroforézy se svou historii, instrumentaci, aplikacemi a principy
separace bude popsana v kapitole zaméfujici se pravé na zminénou metodu. Pozornost
bude sméfovana k dtlezitému parametru, kterym je studovany rozdélovaci koeficient.
Dale bude spolu s instrumentaci a oblastmi vyuziti vysvétlena metoda miceldrn{
elektrokinetické chromatografie, jejiz vyhodou je moznost separovat i elektricky

neutrdlni molekuly.
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Dalsi dsek prace se bude zabyvat separovanymi litkami — fentanyly, opioidy
ovliviiujici centrdlni nervovou soustavu. Pfikladem mutze byt morfin, kodein,
thiofentanyl ¢i nejsilnéjsi zndmy opioid — karfentanyl. V této ¢asti budou zobrazeny

jejich chemické struktury, zminény jejich zddouci ulinky a vedlejsi ucinky,

jakoz i v nékterych ptipadech srovnani sil uéinkd.

Experimentdlni ¢ast priace bude zaméfena na vyvoj metody pro stanoveni
rozdélovacich koeficientti derivati fentanylu. V prvni casti bylo separovano
Sest standardt (benzen, toluen, etylbenzen, propylbenzen, butylbenzen a tokoferol)
se zndmymi hodnotami rozdélovacich koeficientt pro kalibraci stanoveni. Poté bude
zminéno méfeni rozdélovacich koeficientti dvou léc¢ivych litek, a sice yohimbinu
a chlorcyklizinu, jejichz rozdélovaci koeficienty jsou rovnéz zndmy. V nejdilezitéjsi
¢asti se bude prace zaobirat analyzou jednotlivych derivatd fentanylu a fentanylu

samotného a vypocty pfislusnych rozdélovacich koeficientd z migra¢nich dat.
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2 Teoretickd ¢ast

Na nékolika ndasledujicich strandch byla zpracovéna reserSe na téma elektroforéza
zaméfena zejména na kapildrni elektroforézu a jeji aplikace. Déle byla popsdna
problematika rozdélovacich koeficientd, jakozto dtlezitého parametru pro distribuci
1é¢iva v lidském téle. K tomu urcend je dal$i popsand metoda, a sice elektrokineticka
miceldrni chromatografie. Pozdéji jsou zminény separované opioidy — fentanyl

a jeho strukturni analogy a metabolity.

2.1 Kapilarni elektroforéza

Komplexnim terminem elektroforéza rozumime separa¢ni techniky zalozené
na odli$né pohyblivosti iontti v elektrickém poli, pfi¢emz jednou z téchto separa¢nich
technik jei kapildrni elektroforéza. Mezi vyhody kapilarni elektroforézy patii
vlastnosti kapildr — nizkd vodivost, jsou antikonvektivni a diky velkému poméru
plochy k objemu, kapildry efektivné odvadi vznikajici teplo. Vysoky elektricky odpor
kapildry umoziiuje aplikaci vysokého elektrického pole, coz vede ke kratkym dobdm
analyzy a vysoké d¢innosti s minimdlnim generovanim tepla. Jednou z nejvétsich
vyhod CE je vSak jeji rozsah pouziti, oproti pivodnim pfedpokladiim analyzy
biologickych makromolekul. Ukazalo se, Ze separace je ulinnd u aminokyselin,
chirdlnich 1é¢iv, vitamint, peptidd, proteint, sacharidd, oligonukleotidd, fragmentt
DNA a celych bunék i virovych ¢astic. CE miize nabidnout jednodussi vyvoj metody,
minimdlni pozadavky na objem vzorku a stim spojené malé mnozstvi odpadu.

Navic jednim z kli¢ovych ryst CE je jednoduchost jejiho pfistrojového vybaveni. [1]

2.1.1 Pocatky kapildrni elektroforézy

Vroce 1937 zavedl elektroforézu pro separaci proteinii Tiselius, za coz mu byla
udélena Nobelova cena. Prvni separace v oteviené trubici byla popsdna Hjerténem
v roce 1967 a pozdéji jiz Mikkersem et al. byla provedena elektroforéza v teflonovych

nebo sklenénych kapilarach o vnitfnim priméru 200 pm. [2]
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V 80. letech Jorgenson a Lukacs v této technice pokrocili pomoci kapildr z taveného
kifemene s vnitfnim primérem 75 pm. Jorgensonem byla rovnéz objasnéna teorie,
popsany vztahy mezi provoznimi parametry a kvalitou separace a demonstrovan

potencial kapilarni elektroforézy jako analytické techniky. 3]

V poslednich desetiletich nasla CE své uplatnéni v mnoha nejriznéjsich oborech,
jako je farmaceuticky, forenzni, klinicky, potravinafsky ¢i enviromentalni.
Mezi trendy patii spojeni CE s hmotnostni spektrometrii (CE-MS) nebo miniaturizace

(mikrofluidni systémy na ¢ipech, kterymi jsem se zabyvala v bakalatské praci). [1]

2.1.2 Zatizeni pro kapilarni elektroforézu

Zatizeni pro kapilarni elektroforézu je koncepéné jednoduché. Hlavni komponenty
jsou zobrazeny na obrazku (Obrazek 1), jedna se o vialku se vzorkem, zdrojovou
a koncovou vialku, kapilaru obéma konci umisténou do rezervoari s elektrolytem,

detektor, zdroj vysokého napéti a vystupni zafizeni a pocitac.

Integrator or
Computer

T

Capillary

(AN VAV LR

Anode m

]
Buffar Buffer

Source Vial Sample Vial Destination Vial

Cathode

High Voltage
Power Supply

Obrazek 1: Schéma zaiizeni pro kapilarni elektroforézu [4]

Elektroforéza se provadi naplnénim zdrojové vialky, kapildry a koncové vialky
elektrolytem, obvykle vodnym tlumivym roztokem. Vstupni konec kapilary
je umistén ve vialce se vzorkem, vzorek je kapildrou nasivan a nédsledné je vstupni
konec kapilary umistén zpét do zdrojové vialky s elektrolytem. V tomto okamziku

je mezi zdrojovou a koncovou vialku vkladano napéti.
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Jak rozpusténé latky migruji kapildrou rtiznou rychlosti, jsou detegovany detektorem
a tento vystup je odeslan do pocitate. Zobrazeny vystup se oznacuje
jako elektroferogram vyobrazujici odezvu detektoru na case. V elektroferogramu
se separované slouceniny objevuji jako piky s rozdilnymi migra¢nimi ¢asy. [5]

2.1.2.1 UV-VIS detektory

V kapildrni elektroforéze bylo vyuzivdno nékolik druhii detektort zahrnujici UV-VIS
absorpéni detektory, fluorescenéni, fluorescen¢ni indukované laserem, hmotnostni
spektrometr, ddle pak detektory na principu konduktivity, amperometricky,
radiometricky a detektory zaloZené na méfeni indexu lomu. V nékterych ptipadech

jsou zapojeny dva nebo vice detektort v sérii. [5], [6]

Ve

Mezi nejpouzivanéjsi se fadi detektory =zalozené na absorpci ultrafialového
nebo iditelného (UV-VIS) zdfeni, jejichz detekéni limity jsou piiblizné 1 mg/l-1 pg/l
(ppm—ppb). Vstupni zafeni o intenzité lo prochdzi kapildrou, kde je z¢4sti nebo zcela
absorbovdno vzorkem a poté vychdazi z kapildry o niz$i intenzité oznacované I,
ktera je detegovana fotodetektorem, nejcastéji fotodiodou. Pomér dvou zminénych

intenzit popisuje transmitance.

(1)
Princip absorpéni UV-VIS detekce je zaloZen na Lambert-Beerové zakoné,

g T

(2)
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kde c oznacuje koncentraci rozpusténé latky, e zna¢i molarni absorp¢ni koeficient
(I'molt.cm?) al je tloustka vrstvy, pfes kterou zafeni prochdzi. Molarni absorpéni
koeficient vystupujici ve vySe uvedeném vztahu, zavisi na chromoforu rozpusténé
latky, vlnové délce dopadajiciho zafeni ataké na pH aslozeni daného pufru.

Chromofor je ¢ast molekuly, kterd absorbuje zafeni.

Fotodetektor méfi intenzitu zdfeni a elektronika detektoru intenzitu pievadi
na absorbanci. Vét§ina UV-VIS detektort pracuje v rozmezi vlnovych délek 190 nm
az 800 nm. Z toho podil UV je od 190 nm do 350 nm a oblast VIS zhruba od 350 nm
do 800 nm. VétSina latek absorbuje zateni pfi 190 nm, dokonce i rozpustény kyslik.
Proto je tfeba pro selektivitu pouzit co nejdelsi vlnovou délku, kterd poskytne
dostate¢nou absorbanci pro detekci. Jelikoz je absorbance zavisld na absorptivité,
vyska piku je na ni rovnéz zdvisld. Pfi nastfiku stejné mnozstvi dvou latek zptisobi
rtiznou vysku pikti, protoze maji riznou absorptivitu. Pravé z toho divodu zavisi
citlivost UV-VIS detekce na vzorku. Minimdlni koncentrace detegovdna pomoci

tohoto typu detektoru, se pohybuje v rozmezi 10°-107 mol/l. [6]

Nasledujici schéma zobrazuje hlavni ¢asti UV-VIS detektoru s variabilni vlnovou
délkou. Zdrojem zéfeni je obvykle deuteriovd lampa. Zatfeni dopadd na miizku,
ktera zafeni rozklada na rtizné vinové délky. Elektrickym motorem nebo manudlnim
natd¢enim mftizky je vybrdna vinova délka a ta projde $térbinou zamezujici priichodu
zéteni nezddoucich vlnovych délek. V jednom misté je z kapilary odstranéna cast
polyimidu, ¢imz je vytvoieno okénko pro prichod zafeni slouzici jako detekéni cela.
Monochromatické zateni prochdzi kapilirou a je zachyceno fotodiodou.
Tento typ detektoru umoziluje sbirat data pouze pro jednu vlnovou délku v rozsahu

UV-VIS. [5], [6]
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White light

Photodetector

Obrazek 2: Schéma UV-VIS detektoru s variabilni vinovou délkou [5]

Schéma nize zndzornuje dalsi typ UV-VIS detektoru, detektor diodového pole (DAD).
V tomto piipadé UV-VIS zafeni nejdfive prochdzi kapildrou, az poté dopadd
na miizku, ktera zafeni rozkldda, pficemz se mtizka nepohybuje. Zateni o riznych
vlnovych délkach dopadéd na diodové pole. Kazd4 dioda ma uzké rozmezi vinovych
délek, tedy vlnova délka je vybrana elektronickym vzorkovanim z p¥islusné diody.
Vystup z celého pole lze vzorkovat ve 20-40 ms. Vyhodou tohoto typu detektoru
je moznost detekce vice vlnovych délek najednou a schopnost ziskat spektralni data.

Spektralni data umoziuji stanoveni ¢istoty a urcitou identifikaci piku. [7]

White light

ngh ource

Diode array

Obrazek 3: Schéma detektoru diodového pole [5]
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2.1.3 Principy separace

Metoda kapilarni elektroforézy vyuzivd dva transportni jevy — elektroforetickou
mobilitu a elektroosmoticky tok. Vlivem obou téchto jevii dochdzi k pohybu kladné

nabitych rozpusténych litek k zaporné nabité elektrodé. [5]

2.13.1 Elektroosmoticky tok

V kapilarni elektroforéze, kromé rozpusténych latek, se vlivem elektrického pole
pohybuje také roztok pufru. Tento jev je oznacovan jako elektroosmoticky tok (EOF).
Za normaélnich podminek kladné nabité ionty migruji ke katodé a stejnym smérem
jsou unaseny molekuly rozpoustédla. Nabité molekuly rozpusténych litek jsou
separovany vlivem rozdilnosti elektroforetickych mobilit a budou mit tendenci

migrovat k elektrodé, kterd ma opa¢ny néboj nez rozpusténa latka.

Elektroosmoticky tok (v pufru o alkalickém pH) je vyrazné vétsi nez elektroforetické
mobility zdporné nabitych rozpusténych latek, proto jsou unaseny spolu s pufrem
k detektoru. Jelikoz zdporné nabité rozpusSténé litky jsou stahovdny zpdtky
ke zdrojové vialce skladnym ndbojem anody, pohybuji se rychlosti nizsi,
nez je elektroosmoticky tok. Neutrdlni rozpusténé litky nejsou nijak ovliviiovdny
elektroforetickou mobilitou, a proto se pohybuji kapilarou stejnou rychlosti jako EOF.
Rozpusténé latky prochdzi kapildrou v nasledujicim pofadi: kationty, neutrdlni latky
a poté anionty. Neutralni latky jsou oddéleny od nabitych latek, ale nejsou separovany
jednotlivé. Rozpusténé latky s nejvyssi mobilitou a prvni, které migruji kapilarou,
jsou malé, vysoce nabité kationty. Naproti tomu malé, vysoce nabité anionty migruji
skrz kapildru jako posledni. Hlavni vyhodou EOF je moznost separace aniontl
od kationtl vjednom kroku. Druhym benefitem je pfiméfend doba analyzy

i v ptipadé iontdl s malym rozdilem poméru néboje k velikosti.

Elektroosmoticky tok je objemovy tok kapaliny v kapilafe, ktery je dtsledkem
povrchového naboje na vnitini sténé kiemenné kapilary. To miize byt zptsobeno
ionizaci povrchu kapildry nebo adsorpci iontt z pufru na kapildru. Kfemenna kapildra

je tvofena silanolovymi skupinami Si-OH, které jsou pti pH> 4 disociovany na Si-O-.
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Takto disociované skupiny pfitahuji kladné nabité ionty z pufru a tvoii vnitini vrstvu
kationtd na sténé kapildry. Tyto kationty nemaji dostate¢nou hustotu k neutralizaci
vSech zapornych nabojt, takze se vytvoii druhd, vnéjsi vrstva kationtti. Vnitfni vrstva
je tésné vazdna skupinami Si-O- a oznacuje se jako pevnad vrstva. Vnéjsi vrstva kationtd
neni vazdna pevné, jelikoz je dal od skupin Si-O'. Je oznacovdna jako mobilni vrstva.
Tyto dvé vrstvy tvoii difuzni dvojvrstvu kationtd, jejiz podstata je zndzornéna

v nésledujicim obrazku (Obréazek 4). [1], [5], [6]

o 9 ® 0 ¢
® o ®
® @ S @@ ® e
® Bulk solution
S ®
<
& & ® ® o
§® ®@® 200 @(9@ ® ®  Mobile layer
P . .
o
2 (?) @(? %@ §> (.? Q? (.P Fixed layer
Capillary wall
K —  Direction of electroosmotic flow —— > -
Anode Cathode

Obrazek 4: Schematicky diagram vzniku elektroosmotického toku [8]

Po vlozeni elektrického pole je mobilni vrstva pfitahovana k zdporné nabité katodé.
Od toho okamziku jsou kationty solvatovany, ,tdhnou“ ssebou roztok pufru,
coz zpusobi elektroosmoticky tok. Mezi pevnou a mobilni vrstvou je smykové
rozhrani, na kterém vznikd elektrickd nerovnovéha, coz je potencidlni rozdil napfi¢
vrstvami — zeta potencidl. EOF je umérny zeta potencialu, ktery je imérny tloustce
dvojvrstvy. [9] Zeta potencidl je ddn vztahem niZe, kde § je tloustka difuzni
dvojvrstvy, e je ndboj na jednotku plochy, € je dielektrickd konstanta pufru.

Tloustka difuzni dvojvrstvy je nepfimo iumérna koncentraci pufru.
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_ 4mide

(3)

EOF ma ve srovndni s ¢erpanym lamindrnim proudénim v HPLC relativné plochy
profil. V dusledku tfeciho odporu je EOF u stén kapilary pomalejsi (Obrazek 5).
Tato redukce v priitoku ubird jen malou ¢ast z celkového plochého toku, jelikoz oblast
v blizkosti stény kapilary je velmi mald. Vyhoda profilu plochého proudéni spociva
ve stejné rychlosti rozpusténych molekul zptisobené elektroosmotickym tokem
bez ohledu na jejich polohu v prafezu kapildry. Jsou eluovany jako tzké pasy
poskytujici uzké piky s vysokou ucinnosti. To je v kontrastu k rozpusténym latkdm
pohybujicim se skrz kapildru vlivem cerpaného toku, kde se rozpusténé latky

ve stfedni ¢aasti kapilary pohybuji rychleji nez ty, které jsou blize ke sténé kapilary.

N
L
:

;}7 ot e B O el R O e -

Obrazek 5: Parabolicky profil pritoku kapaliny pii hydrodynamickém cerpani (vlevo), plochy profil zpisobeny
EOF (vpravo) [10]

Je dutlezité, aby EOF byl konstantni. Pokud se pratok lisi, zptsobi to zménu
migra¢nich ¢asti rozpusténych latek, coz miize zap¥i¢init nespravnou identifikaci pikt
nebo chyby pii stanoveni. Zmény pritoku mohou rovnéz vyvolat zmény v plose pikd,
a to pfi pouziti detektort méftici koncentraci (UV-VIS). Pokud se priitok dvakrat snizi,

rozpu$ténd latka zustane v detektoru dvakrat déle a jeho pik bude dvakrit vétsi.
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Pokud se stanoveni fidi plochou piku, objevi se v tomto piipadé vyznamné chyby.
V ptipadé, kdy migra¢ni ¢asy nejsou reprodukovatelné, by méla byt v kalibra¢nich
grafech misto plochy piku pouzitd plocha piku/migra¢ni cas. Kdyz je vyuzivan
detektor na zalozeny na méfeni koncentrace, vyska piku se se zménou pritoku

na rozdil od plochy piku pfili§ nezméni. [5]

2.1.3.2 FElektroforetickd mobilita

Vlivem elektrického pole bude elektricky nabitd rozpusténd latka migrovat pufrem

s elektroforetickou rychlosti vgp (cm/s)

VeEp = MgpE

(4)

kde pgp je elektroforetickd mobilita a E oznacuje aplikované elektrické pole.
Separace je dosazeno migraci rozpusténych latek kapilarou o rozdilnych rychlostech.

Elektroforetickd mobilita je ddna nasledujicim vztahem.

(5)
Veli¢ina q je naboj ionizované rozpusténé latky, n znaci viskozitu pufru a r polomér
rozpusténé latky. Elektroforetickd mobilita je analogickd k elektroosmotické mobilité
Hgor, Md rovnéz stejnou jednotku, cm?/V-s. Elektroforetickd mobilita je do urcité miry

7

zavisld na tvaru iontd. Z vySe uvedeného vztahu je zfejmé, ze ¢im je vétsi pomér
naboje k velikosti (q/r), tim je vy$si elektroforetickd mobilita a vy3si rychlost pro dané
vloZené elektrické pole a pufr. Kapildrou nejrychleji migruji malé a vysoce nabité
molekuly, kdezto velké molekuly sniz§im ndbojem putuji pomaleji. Neutralni
molekuly maji nulovou elektroforetickou mobilitu, protoze pro né se q rovné nule.
Zvyseni viskozity pufru zptsobuje snizeni elektroosmotického toku, coz zdroven

zptsobi snizeni elektroforetické mobility.
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Elektroforetickd rychlost je zdvisld na obou mobilitich a elektrickém poli, zatimco
elektroforetickd mobilita je zdvisld pouze na vlastnostech rozpusténé latky a pufru.

Na aplikovaném elektrickém poli nezavisi. [5], [6]

2.1.4 Rozdélovaci koeficient

Rozdélovaci koeficienty jsou diilezitymi parametry pro vyzkum distribuce 1é¢iv a také
drog v lidském téle. Rozdélovaci koeficient P je bezrozmérné ¢islo vyjadiujici miru
schopnosti slouceniny rozdélit se mezi dvé faze (vodnd a organickd). Jednd se tedy
o pomér dvou rovnovaznych koncentraci rozpusténé latky ve dvoufdzovém systému
dvou omezené misitelnych rozpoustédel. Obvykle je vyjadfen v logaritmickém tvaru
a jeho hodnota zavisi na hodnoté pH, teploté nebo iontové sile. Pro spravnou
interpretaci dat je proto nutné definovat experimentalni podminky. Log P se pouziva
pro kvantitativni hodnoceni permeac¢ni schopnosti bunééné membrany, toxicity
adalsich fyziologickych aktivit chemickych sloucenin. [11] Vys$$§i rozdélovaci

koeficient pfedurcuje vyssi permeabilitu konkrétni latky pies bunéénou membranu.

[12]

2.1.4.1 Stanoveni hodnot rozdélovacich koeficient

Hodnoty rozdélovacich koeficientd nejsou pro vSechny litky doposud znamy.
Jejich odhad je vhodny nejen pro studium farmakologickych a toxikologickych
vlastnosti, ale také pro vyhodnoceni chromatografického chovani téchto
latek v systému reverznich fazi. Stanoveni hodnot rozdélovacich koeficientid (P)
lze provést nékolika metodami, konkrétné konvencéni metodou tfepaci lahve

nebo separa¢nimi metodami.
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Metoda tiepaci lahve je ¢asové velmi naro¢na a vyzaduje velké mnozstvi studovanych
latek ve vysoké Cistoté. Pro obecny systém organické a vodné faze, v piipadé pouziti

metody t¥epaci ldhve, 1ze rozdélovaci koeficient vyjadfit nasledovné:

(6)

Vi, Vo. .. objemy vodné a organické faze

Cwo» Cy...koncentrace latky ve vodné fazi pied a po tfepani

Vyhodna alternativni metoda pro rychly a jednoduchy odhad log P snizkou
spotiebou latek, je metoda MEKC, popsana v nésledujici kapitole. Kapacitni faktory
rozpusténé latky ziskané z experimenttt MEKC lze snadno pfevést na hodnoty log P.

[13], [14], [15]

Odhad hodnot log P metodou MEKC je zalozen na méfeni kapacitnich faktord
(k) studovanych rozpusténych litek, které 1ze vypocitat z reten¢niho ¢asu rozpusténé

latky, migra¢niho ¢asu EOF a migra¢niho ¢asu micel, dle uvedené rovnice.

K = tr — tgor
= T
teor (1 — toic

(7)
Velidiny tr, teor a tmic jsou odpovidajici migra¢ni ¢asy studované rozpusténé latky,

markeru EOF, respektive markeru migrace micel. [15], [16]
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2.1.5 Miceldrni elektrokinetickd chromatografie

Tato metoda je zaloZzend na podobnosti mezi alifatickou ¢asti oktanolu a lipofilnimi
fetézci micel a/nebo reverznimi fazemi. Pro tspé$nou separaci latek metodou MEKC
je nutny vznik asocidtt tenzidd (micel) v mobilni fazi. Tenzidy jsou povrchové aktivni
latky slozené zhydrofobni ¢asti — uhlovodikového fetézce, a ¢asti nebo casti
hydrofilnich, tj. disociovatelné funk¢ni skupiny nebo neutralni, ale polarni funkéni
skupiny. Tenzidy je mozné délit podle chemické struktury a chovani v poldrnich

rozpoustédlech na:

e aniontové — povrchové aktivni slozka je negativné nabita

e kationtové — povrchové aktivni slozka je pozitivné nabita

e neiontové — obsahuji hydrofilni skupinu, ale nedisociuji

e amfoterni — povrchové aktivni slozka je podle pH aniontem, kationtem
nebo navenek elektroneutrdlni molekulou (velikosti opa¢nych néboji

se rovnaji)

Ke wvzniku micel dochdzi se zvySujici se koncentraci tenzidu v daném
rozpoustédle. Postupné vzdjemné interaguji hydrofobni ¢asti monomerd tenzidd,
az do koncentrace, kdy vzniknou nadmolekuldrni utvary oznacované jako micely.

Schematicky vznik micel tenzidu piedstavuje obrazek nize (Obrazek 6). [17]

nepoldrni ¢ast

4 poléarni ¢ast
(_- ) /
» ]
e K { <,_\ '
S a2 4 520
S ¢ — SN
l—— \J.' ) ij(\\“‘\'/;\'.‘/“
~J ~ (Y
“J S | __l _“. > /
VavVatine
micela

monomery tenzidu

Obrazek 6: Schéma vzniku micely z monomert tenzidu
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Jadro micely je v polarnich rozpoustédlech vzdy hydrofobni. Nabité disociované
funkéni skupiny, poldrni neutrdlni funkéni skupiny nebo hydrofilni fetézec tvoii

vnéjsi obal.

2.15.1 Separace neutralnich molekul

Kapilarni elektromigra¢ni metody nejcastéji slouzi k separaci nabitych molekul.
Modifikaci separa¢nich podminek je v§ak mozné separovat i molekuly, které nenesou
elektricky naboj. Zédkladem je pritomnost elektricky nabitého aditiva v elektrolytu.
Aditivum s nenabitymi molekulami interaguje a umoznuje timto jejich separaci

v elektrickém poli. Nejcastéji pouzivanymi aditivy jsou pravé zminéné tenzidy.

Pokud uvazujeme separaci aromatickych uhlovodiki, u kterych rostou hydrofobni
vlastnosti (benzen, toluen, ethylbenzen, propylbenzen), je nutné pro t¢innou separaci
pfidat tenzid. Bez tohoto pfidavku by k separaci nedoslo. V elektrolytu vznikaji
negativné nabité micely migrujici k anodé. Rychlost téchto micel vSak neni p#ili§
velka. V ptipadé MEKC separace s ptidavkem SDS je vyhodné pracovat pii neutralnim
az bazickém pH. Tehdy je rychlost elektroosmotického toku vys$si, nez rychlost micel

putujicich k anodé a EOF tak unasi micely ke katodé.

Hydrofobni analyt je rozdélovan mezi hydrofilni elektrolyt a hydrofobni dutinu
micely. Obé faze, mezi kterymi dochdzi k rozdélovani analytu (elektrolyt a miceldrni
faze) jsou v pohybu. Koncentrace a povaha micel v elektrolytu, rychlost a smér
EOF ovliviiuje selektivitu separace. V pfipadé neutrdlnich molekul je separace
ovlivnéna pouze rozdélovaci rovnovahou analytu mezi micely a okolni elektrolyt.
Cim je interakce mezi neutralnim analytem a micelou siln&ji, tim bude vét$i migra¢ni

¢as, jelikoz micely se pohybuji opa¢nym smérem nez EQOF. [17]
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2.15.2 Instrumentace MEKC

K separaci analytii metodou MEKC je vhodné, aby ptistroj disponoval stabilizovanym
zdrojem stejnosmérného napéti, nddobami s elektrolytem, kiemennou kapilarou

a detektorem. Mechanismus separace je dan pouze slozenim pufru.

Typ detektoru se odviji od vlastnosti analyt uréenych k separaci. Mezi nejcastéjsi
kombinaci pro kapilarni elektroforézu patii spektrofotometricky detektor UV/VIS
(DAD, PDA). Tenzidy bez aromatického jddra absorbuji v UV/VIS oblasti
zanedbatelné, proto je 1ze bez problému pouzit pro separaci a detekci sloucenin,

které UV/VIS zéteni absorbuji. [17]

2.15.3 Aplikace MEKC

Separa¢ni metoda MEKC umoziiuje pouziti v Siroké oblasti. Disponuje moznosti
separace neutrdlnich hydrofobnich analyti, ale také ionizovatelnych analytd.
Nejcastéji se vyuziva ve farmaceutické analyze, kde se kontroluji hlavni slozky 1é¢iv,
necistoty a oddéluji se enantiomery. Své uplatnéni vsak nalezla i v analyze potravin

nebo u vzorkt zivotniho prosttedi. [17]
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2.2 Fentanyl

Fentanyl je synteticky opioid, ktery je 80 az 100x silnéj$i nez morfin. Byl vyvinut
v roce 1959 a zaveden jako nitrozilni anestetikum v 60. letech 20. stoleti. Ve farmacii
se vyuzivd také jako analgetikum k 1é¢bé bolesti u pacientt s rakovinou, a to ve formé
naplasti aplikovanych na kiizi. Mimo transdermalnich néplasti je fentanyl pro 1é¢ivé
ucely dostupny ve formé pastilek oznacovanych jako fentanylovd ,lizatka“,
déle ve formé Sumivych tablet, sublingvéalnich tablet, sublingvalnich spreji, nosnich
spreji a injekci. Kvili svym silnym opioidnim vlastnostem je fentanyl casto
zneuzivan, napiiklad jako pf¥imés do heroinu. Pfidavek nebo nahrazeni heroinu
fentanylem mnohdy vede k imrtim z pfeddvkovani. Podobné jako ostatni opioidy
(morfin, oxykodon, hydromorfon), fentanyl vyvoldva dlinky jako euforie, uleva

od bolesti, sedace, zmatenost, zvraceni nebo ztizeni zornic. [18], [19]
O —
Obrazek 7: Struktura fentanylu [18]

2.2.1 Metabolismus fentanylu

Metabolismus fentanylu byl dobfe prostudovan, ale méné se vi o metabolismu
novéjsich sloucenin podobnych fentanylu, které se na trhu objevily. [19]
Fentanyl je rychle metabolizovan v jatrech enzymy cytochromu P450 na nékolik
metabolitli souhrnné oznacovanych jako metabolity fize I — metabolity prvniho
priichodu. Ulohou zminéného metabolismu je pfeména litek na méné lipofilni
molekuly, které jsou pak lépe vylucitelné. Metabolity prvniho priichodu nasledné
podléhaji metabolismu druhého prichodu, ktery inaktivuje metabolity faze I.
Mnohé metabolity zfize II jsou ve formé sulfitovych nebo glukuronidovych

biologickych konjugétd, které jsou jesté dale hydrofilni.
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V lidské plazmé je identifikace nemetabolizovaného fentanylu snadnd, zatimco
v moc¢i koncentrace metabolitti vyrazné pfevysSuje mnozstvi piivodniho fentanylu.
Obecné plati, Ze pii analyze vzorkt moci budou nehydrolyzované vzorky vykazovat
produkty glukuronidace a sulfatace faze II, v hydrolyzovanych vzorcich mo¢i budou

detegovany pouze metabolity faze I. [20], [21]
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Obrazek 8: Hlavni navrhované cesty metabolismu fentanylu [21]
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2.3 Morfin

Morfin, v 1ékafstvi oznacovan jako morfium, je pfirodni opidt z pryskyfice maku
setého, kde je zastoupen spolu s kodeinem (viz kapitolu 2.4) Pouzivd se nejen
jako celkové anestetikum, ale diky jeho vysokému potencidlu navyku je zneuzivan
také jako droga. Pti pfeddvkovani je poddvan naloxon jako antidotum. Mezi uc¢inky
morfinu se fadi: zmirnéni bolesti, sedace, pokles dechové frekvence, nevolnost
az zvraceni, snizeni pohyblivosti stfeva — zdcpa. Morfin nepfiznivé ovliviiuje
koordinaci pohybil a rozhodovani pii obsluze stroji a fizeni motorovych vozidel.
Pii vyssich davkach (otravé) se objevuje midza — tedy zuzeni o¢ni zornice, apatie,
kéma nebo poruchy krevniho obéhu. Obvyklou aplikaci je intravendzni podani
az Sestkrat denné, pfiemz morfin ptsobi na opidtové receptory. Dal$i moznosti
uzivani pfedstavuji potahované tablety uzivané usty, nebo tablety s prodlouzenym
uvolfiovanim. Morfin je u¢inny po dobu 4 az 5 hodin, v testech je prtikazny z krve,

vlasti, slin nebo modi, a to i nékolik dni po jeho uziti. [22], [23]

HO

H

HO""

Obrazek 9: Struktura morfinu [22]
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2.4 Kodein

Kodein z feckého kodeia — makovice, je opioid Siroce pouzivany k 1é¢bé symptomt
kasle (antitusivni u¢inky) a nachlazeni a k tlevé od bolesti (analgetické ucinky).
Dtive se podaval také k 1é¢bé prijmt. Pfirozené se vyskytuje, jak jiz bylo zminéno,
v maku setém, poprvé jej vroce 1830 izoloval Francouz Jean-Pierre Robiquet.
Vét§inou neni pfipravovan extrakci =z makovic, ale methylaci morfinu.
Utinek kodeinu je zprostiedkovdn morfinem — v organismu dochazi k pfeméné
kodeinu na morfin. Na morfin se pfeméni zhruba 5-10 % kodeinu, zbyvajici ¢ast
pak tvoii slou¢eniny kodein-6-glukoronid, norkodein a hydromorfon. U nékterych
lidi dochdzi k této pfeméné rychleji, coz vede k vysokému obsahu morfinu v krvi
zptsobujici zdvazné dusledky, jako jsou kupiikladu problémy s dychidnim.
Jsou stanovena doporueni farmakovigilanénim vyborem pro posuzovani rizik
1é¢ivych piripravkti (PRAC) o nepodavani kodeinu pacienttim, u kterych je zndma
rychlejsi konverze kodeinu na morfin, dile pak kojicim matkdm — prostupnost
vyznamného mnozstvi do matei'ského mléka a ovlivnéni kojeného ditéte — a u déti

do 12 let véku. Kodein ma mensi u¢innost nez morfin, proto také neni tak ndchylny

k vytvoteni zavislosti. [24], [25]

O
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Obrazek 10: Struktura kodeinu [25]

Léky s obsahem kodeinu jsou dostupné bud na recept, nebo na volny prodej. Kodein
je prodavan samostatné, nebo v kombinaci s dal$imi latkami, jako je paracetamol
¢i aspirin. Piipravky s obsahem kodeinu pouzivané k 16¢bé kasle registrované v Ceské
republice jsou: Codein Slovakofarma, Panadol Ultra, Panadol Ultra Rapid, Korylan
a Pleumolysin. VSechny zminéné piipravky jsou vdzdny na lékatsky predpis.

Pro zneuzivéani se pfestalo vyrabét analgetikum Alnagon. [24], [25]
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2.5 Norfentanyl

Norfentanyl je hlavnim metabolitem fentanylu, latkou majici vysoky potencidl
zneuziti, ktery miize vést k tézké psychické nebo fyzické zavislosti. Je bezprostfednim
chemickym prostfednikem v procesu syntézy, ktery v soucasnosti pouzivaji ilegalni
provozovatelé laboratofi k nezdkonné vyrobé fentanylu. Kontrola norfentanylu
je nezbytnd, aby se pravé tomuto zneuziti zabranilo. Neni zndmo zddné legitimni
pouziti norfentanylu kromé syntézy fentanylu. Norfentanyl je pro nezdkonnou
vyrobu atraktivni, jelikoz pro tuto latku neexistuji chemické piedpisy, je snadno

dostupny u dodavatelti chemikalif a 1ze jej snadno pfevést na fentanyl. [26]

w1 O

NH

Obrazek 11: Struktura norfentanylu
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2.6 Furanylfentanyl

Furanylfentanyl je opioidni analgetikum patfici mezi analogy fentanylu, proddvany
jako designova droga. Je piiblizné zjedné pétiny tak ucinny jako fentanyl.
Nezadouci u¢inky tohoto opioidu jsou obdobné jako u samotného fentanylu.
Zahrnuji tedy svédéni, nevolnost a potencidlné zdvaznou, zivot ohrozujici respira¢ni

depresi. [27], [28], [29]

Hladina furanylfentanylu miize byt stanovovdna v moc¢i nebo krvi. Jako pocate¢ni
screeningové testy se Casto pouzivaji imunotesty, které jsou komeréné dostupné.
Pro kvantifikaci se vSak voli chromatografické techniky. V pfipadé smrtelného
pfedavkovani lze u obéti pfedpokladat 1-45 pg/l furanylfentanylu v krvi. [27], [30],
[31]

Obréazek 12: Struktura furanylfentanylu [27]
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2.7 Thiofentanyl

Dal$im opioidnim analgetikem ve vyctu analogl fentanylu, je thiofentanyl.
Radi se mezi piperidiny, thiofeny a anilidy. Rovné# u tohoto analogu jsou pozorovany
podobné ucdinky jako v pfipadé samotného fentanylu (svédéni, nevolnost,
moznd potencidlné Zzivot ohrozujici respira¢ni deprese) a potencidl jeho zneuziti

je také vysoky. [32], [33] Thiofentanyl se pouziva hlavné pii anestezii zvitat. [34]

E\B_LC}W

Obrazek 13: Struktura thiofentanylu [32]
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2.8 Karfentanyl

Karfentanyl, analgetikum morfinové tfidy anilidového typu, je nejsilngjsi zndmy
opioid s 10 000ndsobnym ucinkem, nez je tomu u morfinu. Oproti heroinu je i¢innost
vy$si 4 000x, a 20-100x ucinnéjsi nez fentanyl. Skupinou chemikt z belgické Janssen
Pharmaceutica byl poprvé syntetizovan v poloviné 70. let minulého stoleti. [35]
Vzhledem kpevné vazbé na opioidni receptory a velmi silnému tucinku,
se karfentanyl v humanni mediciné nepouzivd. V davce 10 mg/6 t se vSak karfentanyl
vyuziva k imobilizaci zvitat, jako jsou sloni, nosorozci, medvédi, a to napfiklad
v piipadé potieby zvitata transportovat. [36] Vyborné se také hodi pro studium
interakce opioidu se svym receptorem. Utinky a vedlej$i tdinky karfentanylu
jsou shodné s u¢inky ostatnich opioidii — euforie, relaxace, ileva od bolesti, ziZeni
zornic, nizky krevni tlak, ospalost, ztrata védomi a potlaceni dychani. Néastup uc¢inku
je velmi rychly a ptisobi déle nez fentanyl. Karfentanyl se vyskytuje rovnéz
jako nelegadlni droga uzivdna injek¢né, nebo inhala¢né. Nejcastéji se piridava
nebo prodava jako heroin, protoze je levnéjsi, snadnéji se vyrabi a ziskava. [37]
V této souvislosti byla hldSena dmrti. [38] V Cervnu roku 2016 kanadskd policie
zabavila jeden kilogram karfentanylu dodaného z Ciny. Z4silka obsahovala 50 miliént
smrtelnych dévek drogy, coz je vice nez dost na zniceni celé populace zemé. [37]
Toxicita karfentanylu — srovnatelna s toxicitou nervového plynu — a jeho snadnd
dostupnost vyvolaly obavy zjeho potencidlniho zneuziti jako zbran hromadného
ni¢eni teroristickymi skupinami. [37] U¢inky karfentanylu, vé¢etné predavkovani,
mohou zvratit jeho antagonisté — naltrexon a naloxon. AvSak ve srovndni s ostatnimi

opioidy, mohou byt nutné vyssi nebo vicendsobné davky nez obvykle. [35], [36], [40]

Obrazek 14: Struktura karfentanylu [40]
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3 Experimentdlni ¢ést

Ve druhé ¢asti diplomové prace bude demonstrovana MEKC metoda pro stanoveni
rozdélovacich koeficientti derivatd fentanylu. Nejdfive bude priace zaméfena
naseparaci benzenu, toluenu, etylbenzenu, propylbenzenu, butylbenzenu
a tokoferolu pro ,kalibraci“ vhodnych podminek. Nasledovat bude experimentalni
studium dvou lé¢iv, yohimbinu a chlorcyklizinu, se zndmymi rozdélovacimi
koeficienty pro ovéfeni funk¢nosti metody. A nasledné bude MEKC metoda vyuzita

pro stanoveni rozdélovacich koeficientt fentanylu a jeho strukturnich analogi.

3.1 Chemikilie

Kyselina fosfore¢na, kyselina boritd, dodecyl sulfit sodny, vSe zakoupeno od firmy

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) v {istoté p. a.

Benzen, toluen, etylbenzen, propylbenzen, butylbenzen, tokoferol o koncentracich

p. a., zakoupeno od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

Fentanyl, kodein, morfium, karfentanyl, thiofentanyl, furanyl fentanyl, norfentanyl
(zasobni koncentrace 1 mg/ml methanolu), ziskdny od RNDr. Jany Skopalové, Ph. D.

(Katedra analytické chemie, P¥F UP Olomouc).

3.2 Zatizeni

Kapilarni elektroforéza Agilent Technologies 7100 s UV detektorem diodového pole.
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3.3 Vysledky a diskuse

V nésledujici kapitole bude sepsan postup stanoveni rozdélovacich koeficienti
fentanylu a jeho derivati. Zaroveni budou v této ¢asti diplomové prace zhodnoceny
vysledky studia dané problematiky a nédsledné bude zpracovana diskuse k zavérim

z toho plynoucich v kontrastu se sou¢asnymi poznatky odborné literatury.

3.3.1 Vyvoj metody

Vyvoji metody pro stanoveni rozdélovacich koeficientd fentanylu a jeho derivatt
pomoci kapildrni elektroforézy s MEKC byla vénovdna zna¢nd ¢ast celého studia.
Nejdiive bylo zkoumdno pouziti vhodného pufru ptipravovaného tedénim
deionizovanou vodou ze zasobniho roztoku kyseliny fosfore¢né, pozdéji rozpusténim
kyseliny borité v deionizované vodé pro boratovy pufr. Praci s fosfatovym pufrem
opH 7,4 pii raznych koncentracich (10 mmol/l, 50 mmol/l) s riznymi ptidavky
SDS (20 mmol/l, 25 mmol/l, 50 mmol/l, 100 mmol/l) nahradil pufr boratovy s pH 9,5
o koncentraci 50 mmol/l s 50 mmol/l SDS. Metoda s bordtovym pufrem pracovala

uspésné.
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3.3.2 Separace standardi

Byla separovana smés benzenu, toluenu, etylbenzenu, propylbenzenu, butylbenzenu
a tokoferolu. Vzorky standardd byly pfipraveny fedénim zdsobnich roztokl
pfislusnym pufrem na koncentraci 10-*mol/l. Nésledné byl pfipraven smésny vzorek
vSech Sesti standarda (10* mol/l). Poté bylo do kénické vialky odpipetovdno 100 pl
vzorku. Po vlozeni vialky do automatického davkovace byla spusténa analyza.
Migra¢ni pofadi bylo ovéfeno postupnou analyzou jednotlivych standardi.

Hodnoty migra¢nich ¢asti pak byly pouzity k vypoétu rozdélovacich koeficientti.
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Obrazek 15: Elektroferogram separace standard
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3.3.3 Rozdélovaci koeficienty standardt — kalibrace

Nejprve byly vypocteny kapacitni faktory (k) podle nasledujici rovnice, kde tsr, teor
a trok vyjadiuji reten¢ni ¢asy standardi benzenu a alkylderivati benzenu, migracni
¢as markeru EOF (methanolu) a markeru migraéniho casu micel (tokoferolu).

Vypoctené kapacitni faktory jsou uvedeny v tabulce 1.

Ukézka vypoctu kapacitniho faktoru pro benzen:

49— 3,5
k= 3T = 0,548076
3,5— 166 4,857

Tabulka 1 Kapacitni faktory standardi

Standardy | t [min] K [-] uhliﬁfgt[_]
benzen 49| 0,548076 6
toluen 6,1 1,174422 7
etylbenzen 6,6| 1,470286 8
propylbenzen 7,3| 1,937942 9
butylbenzen 85| 2,927690 10
tokoferol 16,6

Kapacitni faktory (k) by teoreticky mély linedrné rtist s po¢tem uhliki v hydrofobni
molekule. Na nasledujicim grafu (Obréazek 16) je vyobrazena zavislost kapacitniho
faktoru na poctu uhlika. Zavislost je linedrni (R? = 0,96) a 1ze ji tedy pouzit pro dalsi

vypocty rozdélovacich koeficientti.
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Obrazek 16: Grafické znazornéni kapacitniho faktoru a poctu uhliki

Rozdélovaci koeficient 1ze obecné zjistit z linedrni zavislosti logaritmu rozdélovaciho
koeficientu (log P) na logaritmu kapacitniho faktoru (log k). Tato zdvislost je ¢isté
obecnd log P = a log k + b a odpovidd i mechanismu rozdélovdni v miceldrni
elektrokinetické chromatografii. Pro urceni této zdvislosti bylo vyuzito jiz zminéné
méfeni kapacitnich faktorti standardt alkylbenzenti a zndmé hodnoty jejich
rozdélovacich koeficientti. Nésledujici tabulka uvadi tabelované hodnoty logaritmu
rozdélovacich koeficientli pro jednotlivé standardy a také experimentdlné ziskané
logaritmy kapacitnich faktori. Tyto hodnoty pak byly vyneseny v grafu s linedrni
regresi (Obrazek 17).

Tabulka 2: Rozdélovaci koeficienty a kapacitni faktory standardi

Standardy log P[] logk [
Tabulky Vypocet
benzen 2,13| -0,261159
toluen 2,73 0,069824
etylbenzen 3,15 0,167402
propylbenzen 3,72 0,287341
butylbenzen 4,26 0,466525
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Obrézek 17: Graficka zavislost log k a log P

Z Obrazku 17 je patrné, ze zavislost logaritmu kapacitniho faktoru na logaritmu
rozdélovaciho koeficientu je linedrni a lze ji pouzit pro vypocty rozdélovacich

koeficientt derivati fentanylu.

3.3.4 Léciva

Pro ovéfeni metody stanoveni rozdélovacich koeficientd byla studovéna také
dvé 1é¢iva, jmenovité yohimbin a chlorcyklizin. Yohimbin hydrochlorid je vytazek,
alkaloid, ze stromové kury afrického yohimbe slouzici k 1é¢bé muzské impotence,
ale je G¢inny i pfi snizovani télesného tuku u muzt a Zen. Déle yohimbin zvy$uje
krevni tlak a md antidiuretické ducinky. Chlorcyklizin je oproti tomu
antihistaminikum, které zmirfuje ucinky vysoké hladiny histaminu v téle
jako je svédéni, kychdni, vodnaté o¢i a vytok znosu. Oba vzorky byly pfipraveny
rozpu$ténim zmiflovanych d¢innych lidtek na pozadovanou koncentraci 10* mol/l.
Elektroforegramy dvou zminénych 1é¢iv jsou uvedeny nize. Reten¢ni ¢as yohimbinu

byl 8,8 min a v pfipadé chlorcyklizinu 9,1 min.
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Obrézek 18: Elektroferogram yohimbinu
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Obrézek 19: Elektroferogram chlorcyklizinu
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Tabulka 3 uvadi hodnoty reten¢nich Cast a piislusnych kapacitnich faktort dvou

studovanych 1éc¢iv ziskanych z rovnice pro vypocet kapacitnich faktort (8).

Tabulka 3: Kapacitni faktory studovanych léciv

Léciva t [min] k[-] log k [-]
yohimbin 8,785 3,059323 0,485625
chlorcyklizin 9,105 3,386813 0,529791

Rozdélovaci koeficienty yohimbinu a chlorcyklizinu byly ziskdny dosazenim
do rovnice linedrni regrese z grafu — Obrazek 17. Tabulka 4 uvadi experimentalné

zjisténé hodnoty a srovnéni s tabelovanymi hodnotami rozdélovacich koeficientd.

logk = 0,3199 - logP — 0,877

(9)

Tabulka 4: Rozdélovaci koeficienty 1éciv

Léciva log P
Tabulky Vypocet
yohimbin 2,90 4,259535
chlorcyklizin 3,67 4,397597

Hodnoty rozdélovacich koeficienti (log P) jsou relativhé podobné, odlisnosti
v absolutnich hodnotich mohou byt zplisobeny pouzitim jinych prostiedich
pro zji§téni log P hodnot. V pfipadé této DP je pouzivan boratovy elektrolyt o pH 9,5
o relativné malé iontové sile. Naopak v pfipadé klasickych technik (vytfepavani)

je ¢asto pouzivano napt. prostiedi o fyziologickém pH (7,4), pfipadné jiné iontové sile.
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3.3.5 Rozdélovaci koeficienty fentanylu a jeho derivata

K dispozici byly vzorky fentanylu, morfinu, kodeinu, furanyl fentanyluy,
thiofentanylu, norfentanylu a karfentanylu o koncentracich 1 mg/1 ml methanolu.
Tyto roztoky opioidii byly déle fedény bordtovym pufrem s SDS. Z migra¢nich cast
byly stanoveny hodnoty rozdélovacich koeficientti fentanylu ajeho derivata.

Nize budou zobrazeny ukazky vybranych elektroferogram.

Obrézek 20: Elektroferogram karfentanylu
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Obrézek 21: Elektroferogram fentanylu

Podobné jako v pfipadé 1é¢iv v pfedchozi kapitole byly nejprve vypoclteny kapacitni
faktory fentanylti a nasledné jejich logaritmované hodnoty (Tabulka 5). Tyto hodnoty
byly dosazeny do regresni rovnice ziskané méfenim standardt alkylbenzenii a poté

byly vypocteny rozdélovaci koeficienty fentanylu a jeho derivatt (Tabulka 6).

Tabulka 5: Kapacitni faktory fentanylu a jeho derivat

Fentanyly t [min] k [-] log k [-]
karfentanyl 9,209 3,499354 0,543988
kodein 8,426 2,722440 0,434958
thiofentanyl 8,989 3,264916 0,513872
norfentanyl 9,233 3,525776 0,547255
furanyl fentanyl 8,993 3,269058 0,514423
fentanyl 9,027 3,304437 0,519097
morfin 6,639 1,406803 0,148233
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Tabulka 6: Rozdélovaci koeficienty fentanylu a jeho derivati

Fentanyly log P[]

Vypocet
karfentanyl 444 + 0,22
kodein 410+ 0,15
thiofentanyl 435+0,18
norfentanyl 445 + 0,22
furanyl fentanyl 4,35 + 0,21
fentanyl 436+ 0,16
morfin 3,20+ 0,13

Zjisténé hodnoty rozdélovacich koeficientli se v ptipadé zkoumanych fentanyld
od sebe ptilis nelisi (log P je v rozmezi 4,53 — 4,45). Kodein a morfin jakozto ,klasické“
opidty maji o néco niz$i hodnoty. Derivaty fentanylu jsou vice lipofilni. V literatufe
1ze najit predikce log P hodnot (na zdkladé vypocetnich programt; napi#. DrugBank),
kdy napiiklad thiofentanyl mé predikovanu hodnotu log P = 4,21, pfipadné fentanyl
log P = 4,12. Je tedy ztejmé, ze MEKC metoda poskytla dostate¢né validni vysledky
a je mozné ji dale pouzivat pro stanoveni rozdélovacich koeficientl zejména u latek,
které jsou finan¢né nédkladné nebo jsou k dispozici ve velmi malych mnozstvich

(a nebylo by mozné pouziti klasickych, naptiklad t¥epacich metod).
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4 Zavér

Byla zpracovéna reSerSe z literdrnich zdroji v oblasti kapilarni elektroforézy,
zaméfend predeviim na metodu miceldrni elektrokinetické chromatografie,
na zakladni principy separace ve stejnosmérném elektrickém poli, ddle na seznameni
se sterminy elektroosmoticky tok a elektroforetickd mobilita. Tato prace byla
orientovdna na stanoveni rozdélovacich koeficientti u osmi opioida - fentanylu a jeho
strukturnich analogt. Z literarni reSerse plyne vyhoda pouziti kapildrni elektroforézy
s miceldrni elektrokinetickou chromatografii pro stanoveni rozdélovacich

koeficientt.

Stanoveni rozdélovacich koeficienti fentanylu a jeho metabolit ¢i strukturnich
analogti pomoci kapildrni elektroforézy s MEKC, bylo jednou z hlavnich motivaci této
prace. Konvekéni metoda tiepaci lahve je oproti separa¢nim metoddm ¢asové naro¢na
a jsou k ni potieba velké objemy rozpoustédel v pozadované cistoté. Proto se dnes
ke zminéné metodé, vzhledem k jejim nevyhodam, p#ili§ nepfistupuje. Oproti tomu
je v piipadé kapilarni elektroforézy zajisté zadouci co nejmensi zatizeni Zivotniho

prostiedi diky malé spotfebé vzorki i rozpoustédel.
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