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Souhrn

Diplomova prace se zabyva studiem separace enagrtioRySmethoxytolterodinu
aR,Stolterodinu kapilarni elektroforézou s vyuzitim fa®vanéhoy-cyklodextrinu jako
chiralniho selektoru.

V teoretické ¢asti jsou popsany nejpouzivgdi elektromigrani techniky a jejich
aplikace v analyze chiralnich latek. Podrgbjsou vyswtleny zakladni elektroforetickésj
a jejich vliv na péibéh separace. Teoretick#st dale obsahujeighled nejpouZzivatSich
chiralnich selektar a specialé se zamtuje na cyklodextriny a jejich derivaty.

Praktickacast se w¥nuje studiu vlivu slozeni a koncentrace se@siteo elektrolytu
orizném pH sfidavkem fosfatovanéhoy-cyklodextrinu na enantiomerni separaci
R,Smethoxytolterodinu a R,Stolterodinu. Tabelovdna byla zavislost rozliSeni
a elektroforetickych mobilit enantiomena zngnach pracovniho elektrolytu. Pro colatky
bylo studovano fsobeni rostouci teploty na gieh separace. Enantiomerni separace
R,Stolterodinu byla provedena vybranou metodou v roiafmacci a krevnim séru) a realném

vzorku farmakologickychifpravki Uroflow a Detrusitol.



Summary

This diploma thesis deals with hd separation of enantiomers
of R,Smethoxytolterodine an®&,Stolterodine by capillary electrophoresis using pitaded
y-cyclodextrin as a chiral selector.

The theoretical part describes the most commorrelegration techniques and their
application in the analysis of chiral compounds.e Tihasic electrophoretic phenomena
and their influence on a process of separatioreaptained in a great detail. The theoretical
part also contains an overview of the most fredyamed chiral selectors and specifically
focuses on cyclodextrins and their derivates.

The practical part is devoted to study an influeateomposition and concentration
of a separation electrolyte of different pH with addition of phosphateg-cyclodextrin
for enantiomeric separation &,Smethoxytolterodine an&,Stolterodine. The dependence
of electrophoretic mobilities and resolution of etiamers on changes of working electrolyte
was tabulated. For both compounds was studiedtedfegrowing temperature on the process
of separation. Enantiomeric separatiorRp6tolterodine was performed by selected method
in a matrix (urine and blood serum) and a real samppharmacological products Uroflow

and Detrusitol.



N U LY 5 U -8-
2 TEORETICKA CAST ..ottt teeee s -.10 -
2.1  Elektromigrani tECHNIKY ............vviiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e e e e rernreeeeeeees -10 -
2.1.1 Kapilarni izotaChOfOr€Za ............ccooeeeeieeieeeeeee e eeeseeseeesseeerrernnne -11 -
2.1.2 Kapilarni izoelektricka fOKUSACE .......ccoauiiiiiiiiiiie e -12 -
2.1.3 Kapilarni gelova eleKtrofOr€Za ..........uuuuuieriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eaeeeveeeseernneennnennne -12 -
2.1.4 Micelarni elektrokinetickd chromatografi€.............cccccvvviiiiiiiiiieeeeeeee e -13 -
2.1.5 Kapilarni elektrochromatografi© .......ceeeueeeieeeiiiiiiiieee e e -15 -
2.2 Princip Kapilarni @leKtrofOr€ZY ...........ooieiiiiiiie et e e e e e e e -15-
2.2.1  10NOVA MODIITA .....eeiiiiieiii e e e e e e e e e -16 -
2.2.2  Efektivni MODIITA ........cooiiiiiie et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e nnnneneees -17 -
2.2.3  ZAANIKVA MODIIITA ......eeeeiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e reneees -17 -
2.2.4  EleKCKA AVOJVISIVA .....cevveeiiietteeeeee ettt -18 -
2.2.4.1 HelMNORZOVA TEOMIE ....ooiiiiiiieee et e e e e e e e e e e -19 -
2.2.4.2 Gouyova-Chapmanova tEONIE... ...« e eeeeeeeeeeeee e eeee ettt eeeeeeeaeeeeeeaaeaaaeaeaeeeeeees -19 -
P G B ] (=Y 1010 1Y T (=T 0] [ -19 -
2.2.4.4 Elektrokineticky POtENCIAL ..........oceeeeiiiiiee e -20 -
2.2.5 EIleKtrOOSMOLICKY TOK ....ueeviiiieeesiiimmeeetieeeiee e e e e e e s sttt e e e e e e e e s e e e e ee s s e nsnnneeeeeeeeeeeaann -21-
2.3 Separace opticky aktivniCh TAteK........... o eeeiiiiiiiiii e -22 -
2.3.1 Nepima Chir&lNi SEPArACE..........uvviiiiiiiitcccreee ettt e eeea e e e e e e e e e e -23-
2.3.2 RIMA Chir&INi SEPAIACE ........uvviviiiiiiiiiceereee ettt e e e ee e e e e e e e e e e e e aeaeeees -24 -
2.3.3 Partial filling a counter-current teCANIKaL-............oooviiiiiiiiiiiee e -25-
2.3.4 Pdoadi migrace enantiomEr CE ...........ooooiiiiiiiii e -28 -
N O g 1 = 1 IEST=1 1T S o] o SRR -28 -
2.4.1 MaKroCyKIiCka antiDiOtiKa ..............cemmeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e enns -29 -
2.4. 1.1 ANSAIMYCINY .oeiiiiiiiiiiiieetteeteeet cememeeeeeeeeeeeeneneneeeeneennsennessnnnsnnsmmmnmsssssssssssnsssnnnnnssnnnnnnnes -29 -
Pt A €117/ (o] o T=T o] 1o | R -30 -
2.4.2  Chir&Ini CrOWN ©TETY......o.ceiie et -32-
RS I 03 ([0 T6 (=1 4 | PP P P PP PPPPP -33-
2.5.1  SUrUKEUra @ VIASTNOST ...t ieeeeee et e e e e e e e e e -33-
2.5.2 Neutralni CYKIOEXIINY ......coovviiiiiiiiiiiieeiieeeieeiveseiie e enssnesseessssssssssennnrrnnnnes -36 -
2.5.3  NabIt@ CYKIOUEXLIINY .....eeiiiiiiiiieieieee ettt e e et e e e e st e e e e e e e eaeaas -37 -
2.5.3.1 Fosfatované CYKIOUEXIINY ........ccccccceeririiiiiiiiiiiiiirir e naansesseeeserenerernnennne -38 -
P2 G I o1 (T o T[] [P P PRSPPI -39-
3 EXPERIMENTALNI CAST ..ottt seee e -42 -
3.1 INStrumMeNtaINi VYDAVENT .......coovieeeeee e -42 -
3.2 Chemikalie a analyZOVane€ VZOIKY ...........coommmeeeeeiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeeeesseessaaeeeeeeasaaaaaeaaeeees -42 -
4 VYSLEDKY A DISKUZE ......ciiiiiiie e ettt sttt enanee s -44 -
4.1 Chirdlni separacB,SmethoXytolterodinu..........cccoceevveeiiiiiimmm e A 4
4.1.1 Vliv sloZzeni pracovniho elektrolytu a koncene selektoru na rozliSeni
R,SMEethOXYIOREIrOAINU.........ooiiiii et eeeeeeeeeesenneennennne -44 -
4.1.1.1 Separace Ve fOSTAtU SOUNEM ........oummmmmmeeeererrriiruiiieiiieieerre e ——————eeeeererr——. -44 -
4.1.1.2 Separace Ve fOSTAIU tFS .......uviieeeeeeeee e -52 -
4.1.2 Vliv teploty na separaB,SmethoXytolterodinu ..............ooooiiiiiiiieeccc e -59 -
4.2 Chirdlni separacB,Stolterodinu................cceeeeieeeeee e B -
4.2.1 Vliv koncentrace fosfatovanéfD ... -61 -
4.2.2 Vliv koncentrace pracovnino €leKtrolytU...........ccuuvuiiiiieieeiiiiiiiiieiie e - 65 -
4.2.3  VIiv pH pracovnino €leKtrOIYtU .........cccccuiiiiiiiiieiee e - 69 -
4.2.4 Analytické parametry stanoveRStolterodinu ... -70 -
4.2.5 Vliv teploty na separaBl,StOIterodinu ...........ccceeceieeiiiiii i iee e -70 -



4.2.6 Chiralni separad® StolterodinuU V MGi........c.coeeiiiiiiiiiiiiiiieee e seeciiiieemmreeeeeeeeeeeeeannnes -72 -

4.2.7 Chirélni separade Stolterodinu v Krevnim SEru...............ooo e, -74 -
4.3 Chirdlni separacR,Stolterodinu v tabletce Uroflow..............ocoeeeiiiiiiiicccccccce e, -76 -
4.4 Chirdlni separacR,Stolterodinu v tabletce Detrusitol ............ccceevveeeeeiiiiiciiiiiiieee s -77 -
I ST T0] (=] o T[] o PP PRSPPI -79 -
4.5.1 Chirdlni separade Sfesoterodinu v tabletce ToViaz............ovceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiee e, -79 -
B ZAVER ..ottt -82 -
B LITERATUR A et e e et e e et et et e e e anaeaeeeataeeeannns -83 -
7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U ..oooiiiiiieeceeeeeeeeeeeee 87 -

8 PRILOHY ..ottt sttt en e - 89 -
8.1 Elektroferogramy chirélni separaBeSmethoxytolterodinu v elektrolytu fosfatu sodného39 -
8.2 Elektroferogramy chirélni separaBeSmethoxytolterodinu v elektrolytu fosfatu tris....- 101 -



1 Uvod

Plynovd chromatografie (GC), vysokina kapalinova chromatografie (HPLC)
a kapilarni elektroforéza (CE) patdnes k nejpouziv&sim analytickym sepataim
technikam. A&koliv se chromatografie a elektroforéza v mechaniseparace zaaé lisi, ok
metody spojuje Siroké uplaini v fact chemickych obar. Schopnost izolovat anorganicke
i organické latky je @ivodem, prd¢ je alespé jedna z &chto separénich technik nedilnou
souésti kazdé moderni analytické laborato

Elektromigr&ni metody stoji oproti chromatografickym gémnd v pozadi, hlavni
piicinou je bezesporu rozsahlé poliespbnosti GC a HPLC, které ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem (MS) dok&zZou stanovit Sirokou Sk&wnndnes znamych latek. CE vSak
v nékterych oblastech laboratorni praxe zddtonkuruje chromatografii, dokonce lzei, Ze
v nekolika pripadech dosahuje kvaligj§ich vysledk. Separace opticky aktivnich (chiralnich)
latek je od¥tvi, ve kterém CE diky rychlosti analyzy, dobré rogfukovatelnosti, vysoké
acinnosti a niz§im finatnim nakladm dok&ze chromatografiiecit.

VétSina organickych latek se vyskytuje ve férndvou konstitdné identickych
molekul (enantiome) majici az na sim st&eni roviny polarizovaného &tta a interakce
s chiralnim prosedim totozné fyzikakh - chemické vlastnosti. Hlavnimidodem studia
chiralnich latek jsou tzné chemicke, biochemické a farmakologické vlasinobou
enantiomek. Tyto rozdily jsou zpisobeny odliSnymi interakcemi enantiorner
na proteinovych receptorech. ¥kterych gipadech jsou tyto diference zm&, jeden izomer
muze najit uplaténi nag. jako medikament, zatimco druhy izomer vykazujeicke,
karcinogenni¢i teratogenni &nky'. Proto je dleZité sledovat tzv. enantiomertistotu
farmaceutickych fipravki. Déle se chiralni separace &n& uplativji pii analyze slozek
potravin a pestici@l v Zivotnim prostedi.
spravné volby paramétrseparovat kationty i anionty jednou analyzou. $sp&aje zaloZzena
na rozdilné velikosti analyzovanych ién& jejich nédbojich. Chiralni latky se v opticky
inaktivnim prostedi (pracovnim elektrolytu) wehto vlastnostech neliSi. Tento problém se
feSi gidanim chiralniho selektoru (optickysté latky) do sepataiho pufru. Reakci selektoru
s analytem kratkoda@vznika tzv. tranzitni diastereomerni komplex, @aoZ vzniku se podili

vyhradré nekovalentni vazebné interakce (hapodikové nistky, elektrostatické interakce,
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vazby dipdl-dip6l atd.). Dvojici diastereontierjiz neni €zké odseparovat, vznikajici
komplexy totiz mohou vykazovat odlisné fyzik&k chemické viastnosti (hodnoty mobilit).



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Elektromigra ¢ni techniky

Elektromigr&ni metody pal mezi nerovnovazné sepama techniky, které jsou
zaloZzeny na rozdilné rychlosti transpostasti analytu (nap filtrace, sedimentace, atd.),
nikoliv na rovnovazné distribuci slozek meziédva nemisitelnymi fazemi jako je tomu
u technik rovnovaznych (napchromatografické metody, destilace, extrakce).aldigrace
nabitych c¢astic v prostedi elektrolytu je indukovana vioZzenim &giho stejnosgrnéeho
nagiti, tim se za&nou nabité slozky analytu pohybovat &em k opé&né nabité elektrod
Elektromigr&ni techniky dlime na kapilarni a ploSné, které se podstatisi

v instrumentalnim usgadani. Princip separace je shodny, je zde i&a& odliSnosti (Tab. ).

Tabulka I: Srovnani zékladnich parametpilarnich a plosnych techfik

Kapilarni techniky Plosné techniky

separace v kapité o piméru 25-100um separace na papiru nebo v gelu vigveem mezi

dvéma deskami

vysoké vloZzené napi mezi elektrodami podstatg nizSi viozené nai (0-200 V)
(az 30 kV)

separace malych iaint makromolekul moZnost separovat jen makromolekuly
dobra @innost separace a snadna detekce nizsi Einnost a slozita off-line detekce

Elektroforéza v ploSném usfdmani se pouziva fgvazg v biochemickych
laboratdich pro separace fragméntpeptidi, bilkovin, enzyni a nukleovych kyselin.
Praktické uplaténi kapilarnich elektromigeaich technik je daleko&sSi, a to nejen diky
schopnosti izolovat malé ionty i molekuly s vysokmwlarni hmotnosti. Nemalou vyhodou
tohoto uspeadani je moznost vyuzit mnoho segafah moéd zaloZenych natznych
principech Pi stejné instrumentati Krom¢ CZE, ktera je bezesporu nejpouZisidfm
médem a byv&asto synonymem pro CE, zahrnuji elektromigfatechniky i metody

kapilarni izotachoforézy (CITP), kapilarni izoelegké fokusace (CIEF), kapilarni gelové
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elektroforézy (CGE), micelarni elektrokinetické @mmatografie (MEKC) a kapilarni
elektrochromatografie (CEC). K separaci optickyhakth latek neboli k chiralni separaci se
pievazre pouziva CZE, Ize vSak vyuZzit i ostatni metody,ingpTP, CGE, MEKC a CEC.

2.1.1Kapilarni izotachoforéza

Princip CITP se od ostatnich elektroforetickych hteék odliSuje usptadanim
elektrolyti. PouZivaji se dvaizné elektrolyty, vedouci (leading) a koncovy (terating).
Oba obsahuji ion shodného naboje jako separovany, ipficemz vedouci ion ma nejisi
efektivni pohyblivost (mobilitu) a koncovy ion naadpnejmensi mobilitu. Z toho vyplyva, Ze
izotachoforézou nelze zaraveseparovat anionty i kationty. CITP pracuje za kantiho
proudu, coz ma za nasledek d&jici intenzitu elektrického pole od zony vedbuoci
ke koncovému elektrolytu. JelikoZz se vSechny semar® molekuly pohybuji konstantni
rychlosti, mobilita¢astic je nefimo ungrna intenzi¢ elektrického pole. Bsledkem toho
analyty migruji v ose ohranienych zénach, aniz by dochazelo ke vzajemnézdiPokud
ion vnikne vlivem difize do vedlejSi zony, zini se jeho migrani rychlost gisobenim
elektrického pole o jiné intengit Tento jev se nazyva samoza&ogti efekt. Zn&nou
vyhodou CITP je fizpisobeni §ky zény podle koncentrace k vedoucimu elektrolyony
0 vySS8i koncentraci neZ ma leading se tdz8ihaopak zony s nizsi koncentraci se z0zZi (tzv.
zakoncentrovani iofi}. Proto je izotachoforéza vybornou on-line prelantcani technikou,

v praxi pouZivanou ve spojeni s CZEde dokaZe zlepsit limit detekce (LOD) aXidady.

Kapilarni izotachoforéza byla druhou elektroforketic technikou aplikovanou
k chiralni separaci a u CITP byly cyklodextriny pod pouZity jako chiralni selekfdorMnoho
poznatki, které nyni mame o separaci chiralnich latek port@ metodou CZE (CD-CZE),
bylo poprvé objeveno prawii studiu CD-CITP. Podolinjako u chiralni separace pomaoci
CZE, i u CITP se nejvice pouzivaji derivgiyCD. Uplatnit Ize ia- ay-CD’, které ovdem
ve WtSiné piipadu nedosahuji takové&idnosti a rozliSeni jak@-CD. Chiralni selektor se
piidava do vedouciho elektrolytu, interakce mezi rkoleu analyzované latky a CS je stejna
jako u CZE (Kap. 2.3).
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2.1.2Kapilarni izoelektricka fokusace

CIEF naSla uplagni zejména v biochemickych analyzach k separacianoseni
hodnot izoelektrickych bad(pl) peptidi a proteird. Princip separace je zaloZzen na vyerd
pH gradientu podél kapilary pomoci &n amfolyii, které spolu se vzorkem po aplikaci
stejnosmirného napti migruji roztokem mezi katodou pafemou v bazickém katolytu
a anodou porfenou Vv kyselém anolytu do zény majici pH, které awigd hodnat jejich
izoelektrickych bod. V téchto zonach dochazi k zakoncentrovani neboli fokuszeba
jejich vysledny naboj je nulovy a v elektrickém ipsé jiz dale nepohybdji Po fokusaci je
titeba odseparované zony vyitak detektoru. Hydrodynamickd mobilizace vyuZivaku
vytvoieného pumpou, nelze vSak pouzit u kapilar wimeh gelem. V takovychifpadech se
vyluéné aplikuje mobilizace elektroforeticka, ktera je aana na porusSeni pH gradientu
zanenou jednoho z elektroliitza stejny jako je u druhé elektrodyalBzitou podminkou této
metody je kovalentni nebo dynamické pokryti ¥miits€ny kapilary,¢imz dojde k potléeni
elektroosmotického toku (EOF), ktery fokusaci ahalgo zén znemozni. Vyhodou CIEF je
moznost nadavkovat vzorek do celého objemu kapiriim analyzovat latky o velmi

nizkych koncentracich, pro chiralni separace jeav¥yuzit nelze.

2.1.3Kapilarni gelova elektroforéza

Separace latek v CGE je dana rozdilnou rychlosgracke sloZzek analytu wé&menné
kapilae vyplrené elektrolytem sijdavkem gelotvorné latky twici molekularni sito.
Molekuly se dli predevsim na zaklgdozdilné velikosti, tj. na schopnosti migrovéep pory
v gelu. Uplatgni CGE je zejménaipseparaci makromolekul (peptidy, nukleové kyseliny
polysacharidy atd.). Kapilara musi mit kovaleénpokrytou vnitni s€nu, protoZze EOF by gel
vytlacil. Nejcastji pouzivanym gelem je polyakrylamid a agarosovy. §&GE kombinuje
vyhody kapilarni elektroforézy a tradi gelové elektroforézy v ploSném uspdani.
Prednosti kapilarni techniky je vyuziti vySSiho etakého pole,éimz dosdhneme &tsi
separéni innosti a podstath zkratime dobu analyzy. DalSi vyhodou je automagza

metody a pohodina on-line deteRce
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Pouziti CGE @ chirdIini analyze je minimalni. VyuZivd set$inou CD jako
chirdlniho selektoru, ktery je &arén do péru pevazr polyakrylamidového gelu.
NejpouzivaijSim selektorem jeg3-CD, vyuzit Ize vSak ia- a y-CD. CGE nepdt mezi

techniky vhodné k separaci chiralnich latek.

2.1.4Micelarni elektrokineticka chromatografie

MEKC kombinuje princip elektromigeaich a chromatografickych technikjmz
umo#iuje, na rozdil od CZE, separaci neutralnich 1&&skcovni elektrolyt obsahujéigavek
povrcho¢ aktivni latky (tenzidu) o tzv. kritické micelarridoncentraci (CMC), coZ je
za danych podminek minimalni koncentrace tenzidinank vytvaeni micel v elektrolytu.
Tenzid se sklada z hydrofobni (nepolarni) a hythdfi(polarni) ¢asti. Pro separace
neionogennich latek je nejvyuzivgdim tenzidem dodecylsiran sodny (SDS). Tenzidinte
podle jejich struktury na iontové (aniontové a &atové), neiontové, makromolekularni,
chiralni a daldf. Micely sloZzené z molekul tenzidplni Glohu tzv. pseudostacionarni faze,
ktera diky aplikaci v&jsiho elektrického pole migruje Kislusné elektralviastni rychlostf-
Migraci neutralnich sloZzek analytu 8ram k detektoru zajistime pouzitim miralkalického
elektrolytu o pH 7-9, ktery vilemenné kapii@ vyvola gitomnost silného EOF. Analyt
béhem této cesty law vstupuje a vystupuje z dutiny micel, vzajemna sz neutralnich
latek je docilena rozdilnou afinitou k micelam (Ob). V MEKC miZzeme nahradit micely

mikroemulzi, pak mluvime o mikroemulzni elektrokinké chromatografii (MEEKCY.

Obrézek 1: Separace neutralnich latek micelarni elektrokiketi chromatografif
Riznorodé neutralni analyty (S) migrujici vlivem dtelosmotického toku (EOF) k detektoru na katodickém

konci kapilary se separuji na zaktawzdilné afinity k vytvéenym micelam.
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Vyhodou MEKC je jeji uplaténi pri separaci chiralnich latek. Toho lze dosahnout
hned temi nejpouZiva&j$imi metodant. Prvnim z nich je fidavek syntetickych chirélnich
tenzidi s achiralnim tenzidem, ktery umozni vnik micelyrkmnujici oba tenzidy. Mezi
obéma tenzidy vznikd dynamicka rovnovaha, kter&Zzen mit negativni efekt na interakci
vzniklé kombinované micely s analytem. Polymeradtef® zvySime stabilitu a zaroite
kontrolujeme jejich velikost, nelianezi micelami se uplatji vyhradré kovalentni vazby.
Nemalou vyhodou polymerovanych micel je moznosiclejpouziti v nizké koncentraci,
neba pro r¢ neplati podminka CMC. Druhou moZznosti je chirds@parace pomoci
cyklodextriny modifikované MEKC (CD-MEKC). Metoda jvhodna pro analyzu vysoce
hydrofobnich, elektricky neutralnich latek, ktemiikaji do dutin micel a CD. Migrace CD je
shodna se sénem EOF, naproti tomu molekuly micel migruji &®am op&nym. Princip
separace je zaloZen na distribuci latek mezi miaeBD’. PouZitim chiralniho tenzidu v CD-
MEKC lze, diky gitomnosti dvou chiralnich selekfor(CS) v pracovnim elektrolytu,
dosahnout lepSiho rozliSeni. Posledni metodou lalisgparace pomoci MEKC jegigavek
Zlucovych kyselin, coz jsou ffrodni aniontové tenzidy s unikatni strukturou (ORj).
Molekuly Zlwovych kyselin vykazuji optickou aktivitu, proto skji vyuZzit jako chiralni
selektory®. Pouziti MEKC k separaci chirélnich latek je opr@ZE spiSe okrajovou
zélezitosti a hlavni uplaini nasSla pedevSim f separaci neutralnich latek, které CZE

od sebe odilit nedokaze.

Obrazek 2: Struktura kyseliny cholové jako zastupcecbych kyselin
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2.1.5Kapilarni elektrochromatografie

CEC je metoda kombinujici elektromigra techniky s kapalinovou chromatografii
(LC). Mechanismus separace je zalozen nadend analytu mezi mobilni a stacionarni fazi
(chromatograficky princip). Pohyb mobilni faze vpKare neni zajigin vysokotlakou
pumpou jako u HPLC, ale EOF vyvolanym migraci natfitlatek. Na vytvieni EOF se
podili naboj na vninhi seéné kapilary i na povrchu stacionarni faze. VyhodouGC&proti LC
je nelaminarni (plosny) profil ptoku mobilni faze, tim se zvySi separa &innost.
Instrumentalni vybaveni je stejné jako u CZE, akktdmenna kapilara obsahuje stacionarni
fazi*® (vétinou reverzni fazi £a Gg) podobr jako u kapalinové chromatografie. PouZivame
dva zakladni druhy kapilar, n&jolvé a povrcho¥ modifikované®. U chiralni separace je
selektor kovalenth navazan na stacionarni fazi(chiralni stacionarni faze) nebdigén
do mobilni faz& (pufru). Spolu s CZE adasténs MEKC pati mezi nejpouZivaysi

elektromigr&ni metody pi separaci chiralnich latek.

2.2 Princip kapilarni elektroforézy

Separace volnych elektricky nabity¢astic je zaloZzena na rozdilné rychlosti assm
migrace Vv elektrickém poli. Rychlost jejich pohybye giimo umérnd intenzi¢ elektrického
poleE, ktera je funkci vkladaného n#pU a celkoveé délky kapilarl.

U
v=pE=p.r (D

Elektroforetickd pohyblivost (mobilita)e pak popisuje rychlost pohybu iontu v jednotkovem
elektrickém poli a udava se VAi's™. lon migruje pislusnym smirem pisobenim elektrické

sily Fg, kdeq je iontovy nabo;.

FE=q-E (2)
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V prostedi elektrolytu fisobi proti smru pohybu iontu ieci silaFr dana Stokesovym

zakonem,
Fp=—6-n"n-r-v (3)

kde je viskozita prosedi,r je iontovy polongr av je iontova rychlost. Bhem elektroforézy
piechdzi systém do ustaleného stavu, kdy se gily vyrovnaji. ReSenim obou rovnic

dostaneme vztah pro mobilitu iontu v daném eleirol

q

" W

u

Z rovnice vyplyva, Ze mobilita (rychlost migrace) ffimo an€rna naboji¢astic a nefimo
ameérna jejich velikosti, takZze rozdilné slozky analyaoé latky se pohybuji ve vodném

elektrolytu iznymi rychlostm.

2.2.1lontova mobilita

lontova (limitni) pohyblivosj je fyzikalni konstanta zavisla pouze na tepkttypu
rozpoustdla a jeji hodnoty jsou proto tabelovanyt8imou pro teplotu 25 °C). lontova

mobilita se s rostouci teplotou&suje, o 2 % s kazdym 1 °C.
by = by, [140,02(T = To)] (5)

kde Ty je standardni teplota (25 °C)ge teplota pracovni. Hodnoty limitni mobility zéske
extrapolaci koncenttai zavislosti elektroforetické mobility na nulovoiontovou silu
pii 100% disociaci/protonizaci analytu. Podle dohaadlezi aniontm zaporné hodnoty
pohyblivosti a katiorfm hodnoty kladné. Oxoniové ¢B") a hydroxidové (OH ionty maiji
oifad WtSi pohyblivost nez ostatni iontyfiginou je pouhy fenos naboje vyvolany zmou

uspdadani kovalentnich a vodikovych vazeb, ktery jéigj§i nez migrace celych iant
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2.2.2Efektivni mobilita

Efektivni mobilitaues je definovand pro slabé elektrolyty podléhajiaiplaé disociaci.
Tyto latky se budou vlivemifiomnosti podilu nenabitychastic pohybovat v elektrickém
poli pomaleji. Ustanoveni disociai rovnovahy je ve srovnani s elektromigraci desist
rychlé, proto budou migrovat neutrdldéstice spolu s ionizovanou formou v jedné &én
Vysledna rychlost migrace je zavisla na stupni deswe, maximalni je pro 100 %
disociované/protonizované latky. Hodnaty: nelze tabelovat, protoze se jedna o mobility
latek za definovanych podminek (teplota, sloZzenkoacentrace pracovniho elektrolytu,

vedlejSi asociani a komplexani rovnovahy, atd.).

2.2.3Zdanliva mobilita

Hodnotu zdanlivé mobilityu,, vypoitame z migraniho ¢asu analytut,, ktery je

experimentalé zmétenou vekinou.

1L
t, U

(6)

Hay =

kde | je efektivni délka kapilaryl. je celkova délka kapilary & je vloZzené nafii. Z toho
vyplyva, Zeu,, zapa@itava gispivek elektroosmotického toku (Kap. 2.2.5), jehoz itiiabje

dana vztahem:

L
MEOF_tEOF.U

(7)

kde teor je migra&ni ¢as elektroosmotického toku. Zdanlivou mobilituizame matematicky

zapsat jako saet efektivni a elektroosmotické pohyblivosti.

Hav = Mef + !’J‘EOF (8)
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2.2.4Elektricka dvojvrstva

Aplikaci elektrického pole se na rozhrani pevnéfazpohyblivé kapalné faze vzdy
objevuje tzv. elektroosmoticky j& V CZE se wtSinou pouZivaji femenné kapilary, jejichz
vnitini s€éna se ve vodném praetli stava zapo&nnabitou vlivem disociace silanolovych
skupin.

—SiOH + H,0 < —Si0~™ + H;0* (9)

Pouzitim kapilar z nepolarnich matetigha. teflon) se misto disociace upiaje adsorpce
iontd na povrch kapilary. V obouiipadech se na & vytvai zaporny naboj, ktery je
kompenzovan kationty v pracovnim elektrolyttimz dochazi k vzniku tzv. elektrické
dvojurstvy’.  Nejznangjsi teorie popisujici  jeji  strukturu jsou Helmhalta,
Gouyova-Chapmanova a Sternova (Obr. 3).

Helmholtzova vrstva sténa kapilary ?mova vrstva
So @ ei ® o
@@ [ D D ®
® o &
& D l S
® & &
a® S ) o
® @ | o ®
@ & ' @
N
pohyblivé rozhrani
(a) (b) (c)

Obradzek 3: Model elektrické dvojvrstvy (a) Helmhoitz, (b) Gouyiv-Chapmaiyv,
(c) Sterriiv
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2.2.4.1Helmholtzova teorie

Helmholtziv model elektrické dvojvrstvy vychazi euistavy, Ze zaporny naboj
vnitini vrstvy je zcela kompenzovan kladnym nabojésnd priléhajici vrgjSi vrstvy. Ok
vrstvy obsahuji pouze ionty souhlasného nabojejiahjgploSné hustoty se s®élrovnaji
(analogie deskového kondenzatoru). Mezi pevnou malkau fazi se vytiéa potencialovy
spad, tzv. fazovy potencial (etha potencial), ktery sinzavisi na koncentraci iaint
v roztoku. Helmholtzova teorie f@dpoklada existenci pouze vySe popsané jednoduché
dvojvrstvy, ktera v systému jako jedina uskuiige pokles fazového potencialu, ktery je
proto stejny jako tzv. elektrokineticky potenci@(Kap. 2.2.4.4). Tato teorie popisuje krajni
piipad, kdy koncentrace elektrolytu v systému dosaliygokych hodnot.

2.2.4.2Gouyova-Chapmanova teorie

K rozckleni ionti v elektrické dvojvrstt dochazi ginkem dvou protikladnych sil.
Ve vytvoreném rovnovazném stavuigobi na rozhrani vrstev sily elektrostatickéghujici
opan¢ nabité ionty a sily vyvolané tepelnym pohybem idomagicinujici difuzi vrgjsi
vrstvy. Na povrchu kapilary vznika vhiti vrstva tvéena anionty a \#Si difuzni vrstva,
ve které koncentrace ianplynule kles& s rostouci vzdalenosti od nabitéhaghu kapilary.
VnéjSi vrstva se pohybuje spolu s kapalinou na roadilvnitni vrstvy, ktera je pewn
piipoutand elektrostatickymi silami nast kapilary. Kapalina se proto nepohybuje pmd&t
ale po vnitni vrstw elektrické dvojvrstvy. G-Ch teorie plati pro velmiedné roztoky,
protoZe zcela zanedbava vlastni velikost doathodnotu odpudivych sil, které mezi nimi

pusobi.
2.2.4.3Sternova teorie

Sterniv. model zapetitava gispvek adsorpnich sil, které maji oproti silam
elektrostatickym kratSi dosah. Uplaji se mezi vnini vrstvou, ktera je pe¥nvazana

na stnu kapilary, a na nisné priléhajici tzv. Sternovou vrstvou. Druh@asti vigjSi vrstvy
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je elektrostatickymi silami tv@n& difuzni vrstva (oz#avané jako Gouyova-Chapmanova
vrstva), kterd svym ndbojem neutralizuje vrstvutiviii Dalezitym faktorem je koncentrace
elektrolytu (iontova sila) nelfos jeji rostouci hodnotou se vice uplgt adsorgni sily
(Helmholtzova teorie) oproti silam elektrostatickgmaopak (G-Ch teorie). Sternova teorie
se nejvice blizi experimentélrzjiS&tnym hodnotam zvla&tu stedre koncentrovanych
elektrolyti.

2.2.4.4Elektrokineticky potencial

Elektrokineticky neboli zeta potencidl je ¢asti celkového fazového potencialu
pripisovaného elektrické dvojvratvNa ionty nepohyblivé vrstvy je vazanaité cast etha
potencialu, zbytek tueny difuzni pohyblivou vrstvou se nazyva zeta potdn ktery
charakterizuje potencialovy spad mezi nepohyblivostvou a okolni kapalinou (Obr. 4).
Elektrokineticky potencial je stanoven povrchovoustotou naboje elektrické dvojvrstvy

a nezavisi na vodivosti pevné faze.

Obrazek 4: Znazorrni fazového a elektrokinetického potencidlu ver@af modelu

elektrické dvojvrstvy
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2.2.5Elektroosmoticky tok

VloZzenim vrgjSiho stejnosirného napti na kapilaru dochazi k pohybu katitnt
a jejich solvatanich obah smérem ke katod, ¢cimz strhava okolni roztok v kapia vytvéi
makroskopicky tok kapaliny zvany elektroosmotickgkt Jeho rychlost je vyj&dna

vztahem:

e-C
VEOF = TE (10)

kde Vveor j€ rychlost EOF a je relativni permitivita progedi. Unikatni vlastnosti EOF oproti
laminarnimu toku, ktery se upiatje nagiklad u kapalinové chromatografie, je plosny profil

zpasobenyitenim kapaliny o ghu kapilary pouze v GUzké vrstyObr. 5).

(@) )

laminarni proudéni

@ |

elektroosmoticky tok

Obradzek 5: Zobrazeni (a) profilu laminarniho pratd a (b) ploSného profilu

elektroosmotického toK

PloSny profil toku omezuje rozéivani zon a zvySuje tim sep&na (innost. MiZze byt
poruSen fi pouziti kapilar s vninim ptimérem WtSim nez 20Qum. Elektroosmoticky tok
neni konstanta, ale zavisi na pracovnich podminkdkb je intenzita elektrického pole,
iontova sila a pH elektrolytu, teplota &zna aditiva. Modifikaci vnihi seény kapilary
polymerem, ktery pottauje vznik elektrické dvojvrstvy, fizeme EOF kontrolovat. Tento
zpisob pozminéni kapilary se nazyva kovalentni pokryti. Druhouzmasti jak potléit vliv
EOF je tzv. dynamické pokryti, které nevyzadujpmvu chemicky modifikovanych kapilar,

ale stai piidavek neutralniho aditiva do pracovniho elektrafyt
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2.3 Separace opticky aktivnich latek

K separaci enantiomeér se vyuZiva jejich schopnost interagovat s chimlni
prostedim, a tim vytviet tranzitni diastereomerni komplexy. Vznikajicim@dex musi
spliovat pravidlo tzv. iibodové interakc® Selektor interaguje s enantiomereieni
raiznymi interakcemi saiasré, pricemz alespo jedna z nich je stereoselektivni. Vhodnym
mistem interakce jsou futiki skupiny, proto se snaze separuji mriei@ substituované
analyty. Na vazb se podili ptazlivé i odpudivé interakce, zejména elektrostadi sily,
vodikové niistky, sterické a dip6lové interakce.

Termodynamicka rovnovahargchodného diastereomeru vznikajiciho mezi dvoijici
enantiomel (S- a R-) a komplexotvornym reagentem (C) je charakterimav&onstantou

stability Ks aKg, ktera odrazi miru selektivity chiralniho selekt¢Kap. 2.4) k enantiomeru.

[SC]

S+Ce SC Ks=m

(11)

[RC]
R+ C & RC KR:W (12)

Hodnotu efektivni mobility uuji komplexy selektor - analyt i volné enantioméngvazané

v komplexu).
kde f je podil enantiomdér v nevazané forty u; je jejich mobilita aysc) je mobilita

diastereomerniho komplexu. Efektivni mobilita s&zvyjadit i pomoci konstanty stability

komplexu a koncentrace selekt¢€] .

s _ Hf + H[SC]KS [C]
Hef = 71 + K4[C]

(14)
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Analogické vztahy plati i pr&®-4zomer. Podminkou separace je rozdilnd hodnotdaiefiégh

mobilit obou enantiomdr(us, # pky).

Ap = HS — R = Me + “[SC]KS[C] _ He + H[RC]KR[C]
ef ef 1+ KS[C] 1+ KR[C]

(15)

Rozdil mobilit gechodnych diastereomernich komildze vys\tlit jejich riznym sterickym
uspdadanim, enantiomer t¥iai se selektorem prostorowmensi komplex rize migrovat
je dany hodnotou disoaiai konstanty komplexu.

Konstanty stability diastereomernich komglea hodnoty jejich mobilit jsou dva
zakladni parametry chiralni separace v CE, ktetgom navzijem kooperovat nebo mit
protichidny efekt a separaci neumoznit. Principem chirsdpiarace neni elektroforetickyj,d
jako je tomu u klasické CE, ale spi§ dhromatograficky, zalozeny na afi@ienantiomeru
k selektoru, ktery je moZzné pokladat za pseudastacni fazi. Proto je podle IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistprp chiralni separace metodou CE

doporwen termin elektrokineticka kapilarni chromatogréB€CY".

2.3.1Nepiima chiralni separace

Metoda je zaloZena na tva@ridiastereomer derivatizaci analytu enantiomeéréistym
¢inidlem pred analyzou, ktera pak probiha v achiralnim peot Cinidlo musi mit velmi
vysokou stereochemickotistotu, neb6é piipadné enantiomerni &stoty mizou potlait
tvorbu komplexu. Mezi népsgji pouzivanéinidla pati 9-fluorenylethyl chloroformiat
(FLEC), 2,3,4,6-tetra-O-acet$D-glukopyranosylisokyanat (GITC) a 1-fluoro-2,4-
dinitrofenyl-5-L-alaninamid (Marfyhainidlo). Negimou metodou mohou vznikat derivaty

se silnou UV absorpci nebo fluorescenci, coisietiku niize vést ke zlepSeni hodnoty LOD.
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2.3.2PFima chiralni separace

Podstatnym rozdilem oproti némé metod je piidavek chiralniho selektoru
do pracovniho elektrolytu. fEchodné diastereomerni komplexy setitwo kapilde kthem
separace. ifima separace je v praxi pouzivana mnolkiastji, divodem je mensSi pozadavek
na stereochemickotistotu selektoru aipdevsim schopnost nabitych CS migrovatrem
k ptislusné elektro#l viastni elektroforetickou mobilitou (Obr. 6), cazchromatografickych

metod neni mozné.

Anoda Detektor Katoda
neutralni selektor ; "
bazicky analyt @ ; E>

nizké pH = =

Anoda Detektor Katoda
neutralni selektor ; ;
kysely analyt @ @ ;
vysoké pH @ '

Anoda Detektor Katoda
© ® D= ; ©
negativné nabity selektor ) @ | ; ED
bazicky analyt 7@
nizké pH ' @ :

Anoda Detektor Katoda
@ ® O § =
negativné nabity selektor __ | :
neutralni analyt g L < @ ;
vysoké pH ' @

Obrazek 6: Schéma nepstji pouzivanych migrénich modi v CE metodou fimé chiralni

separace s pouZitim CD jako chiralniho selekfbru
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K separaci bazickych anaiytlze pouZzit neutrdini selektory. Volbou pracovniho
elektrolytu (BGE) o kyselém pH dojde k protonizaamnalytu, ktery migruje stmem
ke katodickému konci kapilary. Vlivem nizkého pheldlolytu proteka kapilarou slaby EOF,
ktery unasi neutralni selektor spolu s analytemetekioru (Obr. 6a). Rychlost migrace
enantiomei je w&tSi nez rychlost CS, proto enantiomer, ktery jeégivazany v komplexu, je
detekovan jako druhy. Bazické analyty 1z& gtejnych podminkach separovat i negativn
nabitymi selektory (Obr. 6c). Pro tentdigad plati naprosto stejny mechanismus separace,
jedinym rozdilem je s#r migrace CS (k an&), coZz umozni pouzit selektor o nizsi
koncentraci, a navic e byt dosaZeno&siho rozliSerf’. Enantiomer, ktery je sit
vazany v komplexu, je @b detekovan jako druhy. dZe byt vSak vazan tak séinze bude
migrovat spolu se selektorem k agod/ tomto gipact se aplikuje systém s ofreou
polaritou a detekce analytu probiha na anodickéncikkapilary, ¢imz enantiomery eluu;ji
v obraceném padi. Temito dwma mechanismy Ize chir@separovat i neutralni analyty.

Kyselé analyty v BGE o vysokém pH ziskaji zaporapaj, a proto migruji semem
k anod. Vlivem silného EOF jsou transportovany spolu streénim selektorem k detektoru
na katodickém konci kapilary (Obr. 6b). Jako prvnde detekovan enantiomer sjlnvazany
v komplexu. Podohhse budou separovat kyselé analyty i s kiambitym selektorem.

Neutrdlni analyty se obvykle separuji v elektrolgtwvysokém pH, icemz migruji
k detektoru pouze vlivem silného elektroosmotickéb&u. Aniontovy selektor migruje
opanym sngérem (k anod) a zpomaluje pohyb enantionieke katod (Obr. 6d). Prvni
na detektor migruje enantiomer, ktery ma mensitaflkaCS a je slak)i vazan v komplexu.

Neutralni selektory se pouzivaji pro separace kgefti kyselych analyt, nutnou
podminkou je Uprava sepamdho prostedi. Negativé nabité selektory separuji latky
neutralni a bazické. K chiralni separaci neutrélrddkyselych analytse vyuZzivaji selektory

kladng nabité.

2.3.3Patrtial filling a counter-current technika

Tyto techniky jsou vhodné pro sepémasystémy s chiralnim selektorem, ktery &iln
absorbuje v UV oblasti, interferuje s UV tedim nebo se ip spojeni CE-MS mzZe

akumulovat v iontovém zdroji, a tim snizigitnost ionizace. Hlavni vyhodou je pati
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absorpce BGEimzZ se zabrani snizZeni citlivosti detekce. Navigpeteba CS daleko mensi,
coz miZe byt u velmi drahych selekfovyznamny parametr.

Pti technice partial filling {ast&ného plni) se pouzeast kapilary (kratSi nez je jeji
efektivni délka) naplni BGE s chiralnim selektorethyvajici ¢ast kapilary, vetré oblasti
s detektorem, je vypéma elektrolytem bez selektoru. Po nadavkovani amady aplikaci
napiti zatne vzorek migrovat skrz oblast s CS, ve které dnick&eparaci. Nakonec analyt
dojde do zony bez CS kde je detekovan (Obr. 7).aZsm selektorem nesmi migrovat, aby
nevyplnila i ¢ast kapilary vedouciips detektor. IdealnieSeni je potkgeni EOF pokrytim
vnitini sény kapilary, toto neni nutné u analytkteré maji vysokou migéai rychlost

a dostanou se na detektdivdheZ zona obsahujici CS.

(a) () k)

(c) (+) I I (-)

(d) ) I I )

1 1 'l

BGE bez sclektoru  BGE se selektorem Analyt

Obrazek 7: Schéma partial filling techniky, (a) napii kapilary BGE se selektorem
po detektor, (b) nadavkovani analytu a aplikacesthafc) separace analytu v Z0BGE se

selektorem, (d) detekce odseparovanych enantiomesdrs bez selektorly
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Technika counter-current se pouZziva pro analytyadriym nabojem, které migruji
zénou BGE s negati¥nnabitym selektorem migrujicim ofraym snérem. Elektrolytem se
vyplni cela délka kapilary a po nadavkovani vzaskuna oba konce aplikuje réip piicemz
na katodickém konci je rezervoar s BGE bez selekibma anodickém konci the byt
rezervoar BGE s i bez selektoru. Negativiabity CS migruje k angda tim opusti deteki
z6nu kapilary. Odseparované enantiomery jsou paékdeany v zés BGE bez chiralniho
selektoru (Obr. 8). Pro pomaleji migrujici CS (hapankomycin) se pouziva tzv. zpehe
davkovani, i kterém nedochazi ke zZmam migré&nich ¢adi ani vysledného rozliSeni
enantiomei. Techniky counter-current a partial filling Ize oprnegativié nabité CS

kombinovat.

(a) () k)

(c) (+) I I R )

(d) (+)

BGE bez sclektoru  BGE se selektorem Analyt
Obrazek 8: Schéma counter-current techniky; (a) naplrcelé kapilary BGE se selektorem,

(b) nadavkovani vzorku a aplikace Bp(c) separace analytu v Z0BGE s CS migruji

opainym snrem, (d) detekce enantioniier zérs BGE bez selektorti
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2.3.4Poradi migrace enantiomefi v CE

Kvantifikace minoritniho enantiomeru v neracemick@iralni sndsi je kuili
negaussovského profilu piku (obvykle chvostujiciingimecné frontujiciho) obtizna, pokud
migruje jako druhy. V takovychifpadech je vyhodné obratit faali eluce enantiomir
ne vzdy je to vSak mozné. Rali migrace enantiomerv CE zavisi hned nackolika
faktorech: (a) na sile vazby mezi analytem a C$;stteru a velikosti mobility chiralniho
selektord? volného analyttf, komplexu selektor - analyt a E@#F(c) koncentraci chiralniho
selektord®.

Nejc¢astji pouzivanou metodou jak obratit faali migrace enantiomirje znména
chirdlniho selektoru. Prakticky se vice uplgé u synteticky fipravenych CS, které jsou
béZzneé dostupné v obou enantiomernich formach, na raadliffirodnich CS (nap zlu¢ové
soli, cyklodextriny, makrocyklické antibiotika aj.které jsou k dispozici pouze v jedné
enantiomerni fora Obraceni piadi migrace je zaloZeno na schopnosti obou enaatiom
CS preferovat interakci s jinym enantiomerém

Mén¢ pouzivanou metodou je obraceni polarity zdrojectianantiomer, ktery byl
detekovan jako prvni, nebanél vyssi elektroforetickou mobilitu nez jeho opticlayntipod,
ma i v systému s obracenou fazidi mobilitu, ale migruje ssmem od detektoru, proto je

detekovan jako druhy. Nutnosti je optimalizovatasemi podminky, zvlastsilu EOF.

2.4 Chiralni selektory

Zakladem usggné separace opticky aktivnich latek metodou CZEpjavna volba
CS. Selektorem f¥e byt jakakoli chiralni latka t¥@i s molekulou analytu fpchodny
diastereomerni komplextipemz rychlost tvorby diastereoniemusi byt dostatmé velka.
DuleZitou vlastnosti CS je jehdippmnost pouze v jedné optické izomerni férmzv. opticka
Cistota. Selektor volime na zékla@dnalyzované latky a pouzitého pracovniho elektwoly
Chiralni selektor musi s ®lma enantiomery interagovat, byt v pracovnim eldyiuo
rozpustny a také i¢i nému inertni. Mezi nejpouzivasi CS pati cyklodextriny a jejich
derivaty (Kap. 2.5), makrocyklicka antibiotika, cilini crown ethery a chiralni tenzidy (Kap.
2.1.4).
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2.4.1Makrocyklicka antibiotika

Makrocyklicka antibiotika nasla uplami jako chiralni selektory v HPLE
tenkovrstevné chromatografli (TLC) a kapilarni elektroforéze. Termin makrocgkk
antibiotika zahrnuje velké mnozZstvi stemin s fiznou strukturou, ale jen malé mnozstvi
z nich se prakticky aplikuje k separaci enantidmenetodou CE. Ansa sléaniny
rifamycin B a rifamycin SV a makrocyklické glykopefy vankomycin, teicoplanin

a ristocetin A pat mezi ty nejpouzivaijsi.

2.4.1.1Ansamyciny

Rifamycin vznikd fermentaim procesem bakterieNocardia mediterranei
a od ostatnich makrocyklickych antibiotik se ligds strukturou. Molekula ma tvar prstence,
jehoz cast tvdi rizné substituovany alifatickyfetézec. Interakci rifamycinu s molekulou
analyzované latky umanji karboxylové, karboxymethylové, hydroxidové a idave
skupiny. Rifamycin B a SV se od sebe liSi substitem na naftohydrochinonow@sti kruhu
(Obr. 9). Oba jsou ddb rozpustné ve ve nizsich alkoholech a acetofiuJako aniontova
slowenina se rifamycin B pouziva k chirélni separacizitdgych latek, zvlast pak
aminoalkohoi*’. Nevyhodou rifamycinu B je silna absorpce U\terd, proto je nutné pouZit

negimou detekci, coZz znemiidje analyzovat vzorky o nizkych koncentracich.

Obrazek 9: Struktura rifamycinu B (R = OC#£00H) a SV (R = OH}
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2.4.1.2Glykopeptidy

Tyto sloweniny charakterizuje tv molekuly gipominajici semirigidni koS spojel
ttemi nebo ¢tyimi makrocyklickymi kruhy peptidickou vazbou (Obr0)1 Na interakci
s analytem se podihlavre vodikové vazby, elektrostatické silyn-n interakce vyvolané
fadou nasubstituovanych fultich kupin na peptidickyetzec. Glykopeptidy se pouZziv:
piedevSim @ analyze negativh nabitych latek, nagklad eminokyselin, nesteroidni

anti-zartlivych slousenin, antineoplastik, herbidica dalsic*2
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Obrézek 10: Struktura (a) vankomycinu, (b) teikoplaninu a (sjacetinuA***°
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VSechny glykopeptidy se vazou na wnit s€énu kapilary, ¢imz zpomaluji
elektroosmoticky tok a prodluzuji dobu analyzyividdem jsou volné aminoskupiny, které se
v pracovnim elektrolytu o pH 5-7 (typické pH pro/ikgbpeptidy) protonizuji. Tento efekt Ize
potlait kovalentnim pokrytim kapilary, coz také umoZmiparovat v systému s ajyeou
polaritou. Nevyhodou je vysoka absorpce UMWerd pod 250 nm, nezbytnosti je proto
separovat technikou partial filling nebo counterrent (Kap. 2.3.3). Zatimco v nevodném
prostedi jsou glykopeptidy stabilni, ve vodném roztokaclbzi @i pokojové teplat

k degradaci vankomycinuwtbem 2-4 di a teikoplaninu za dva a# tydny (Tab. II).

Tabulka Il: Srovnani zakladnich charakteristik vankomycinikaglaninu a ristoceninu &

vankomycin teikoplanin ristocetin A
molekulova hmotnost 1449 1877 2066
pocet stereogennich center 18 23 38
pocet makrocyki 3 4 4
po¢et monomernich cukernych sloZzek 2 3 6
izoelektricky bod pl 7,2 4,2-6,5 7,5
relativni stabilita fi 4 °C (tydny) 1-2 2-3 3-4

Diky svému rozsahu aplikovatelnosti a relativmizké ced je vankomycin
nejpouzivagjsim chiralnim selektorem v CE ze vSech glykopeptid/ankomycin je
produktem p@dni bakterie Streptomyces orientialsJeho struktura ma typicky tvar kose
s dwma postranimietézci. Na interakci s molekulou analytu se podili toyylové skupiny,
aminoskupiny a 18 stereogennich center. Vankomnjgaitokie rozpustny ve vagda rékterych
polarnich rozpoustlech, nap dimethylformamidu nebo dimethylsulfoxidu. Problése
stabilitou vodného roztoku vankomycinuigsi jeho uskladimim v chladu (4 °C), kde vydrzi
piiblizné jeden tyden. Vankomycin se pouZiva i jako chirdbglektor v micelarni
elektrokinetické chromatografii, kde jehofigavek do elektrolytu obsahujici micely
dodecylsiranu sodného zvysi sepafakinnost neutréinich sl@enir*®. Micely, vytvaené
smiSenim vankomycinu a SDS, Ize vyuZzit k obracerdd eluce enantiomircoz umo#uje
kvantifikaci stopového mnoZstvi minoritniho izom&ru

Ferment&nim procesem bakteri&ctinoplanes teichomiceticuse ziskava dalSi latka
patici do skupiny makrocyklickych antibiotik, teikopia. Jeho struktura je podobna

vankomycinu a ristocetinu A, na rozdil od nich dhga sacharid D-glukosaminu
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a D-manosy a hydrofobiiétzec tvadeny mastnou kyselinou;&Ci1 umoziujici teikoplaninu
vytvéaiet micely®. Tato schopnost agregovat ve vodném peds$tzmisobuje mensi interakci
s vnitni s€nou kapilary. Fidanim SDS do pracovniho pufru obsahuijici teikoplatochazi
k tvorbé micel ve tSi mie nez u ostatnich glykopepiidNavic, stejd jako v gipac
vankomycinu, eluuji enantiomery v obracenéniapd, zkracuje se doba analyzy a zvySuje se
separani (&innosft®. Teikoplanin je vhodnym chiralnim selektorem kamegi aniontovych
a neutralnich slaienin, fedevsim derivétkyseliny mandlové a mé@é&™,

Ristocetin A je fermentaim produktem bakteri®ocardia lurida Jeho strukturu
tvori ¢tyfi makrocyklické kruhy, na které jsou kovaletitmavdzany cukerné jednotky.
Ristocetin A je rozpustny v kyselych vodnych roizthc a rkterych polarnich
rozpoustdlech. Vyhodou ristocetinu A je delSi stabilita metio roztoku (az 4 tydnyiip
teplo€ 4 °C) a ¥tSi mira tvorby smiSenych micel s SDS nez u vankamoy Steji jako
ostatni glykopeptidy se pouziva k separaci aniomov slowenin, nap. herbicidi
odvozenych od kyseliny propionové a deriviyseliny mandlové a maseffiéRistocetin A,
podobré jako vankomycin a teikoplanin, séirabsorbuje v UV oblasti. Z&aou nevyhodou je

prili§ vysoka cen®.

2.4.2Chiralni crown ethery

Crown ethery jsou p®tnou skupinou cyklickych polyethgravsak pouze kyselina
18-crown-6-tetrakarboxylova (18C6H4) se pouzivaojakhiralni selektor v kapilarni
elektroforéze. Molekula 18C6H4 ma tvar prstence asubstituovanymi karboxylovymi
skupinami (Obr. 11), které jsou kolmo k ro¥ikruhu. 18C6H4 vytvid inkluzni komplexy
s anorganickymi i organickymi kationty, zejména seweninami obsahujici primarni
aminoskupinu, nap dipeptidy, aminokyseliny a jejich derivaty a dtkyiny’®. Divodem je
kyselé pH pracovniho elektrolytu &€inou pH 2,1-2,5), kde ma vlivem karboxylovych
skupin ¢ast&né zaporny naboj, a proto se nejvice uflge i separaci kladk nabitych
slowenin. Separmni mechanismus je zaloZen na iontové interakci kgsdikem karboxylove
skupiny a protonizované aminoskupiny analytu geaBtictvim vodikovych risstki. Kolmo
navazané karboxyly vytvachiralni barieru, ktera roztlije prostor dutiny etheru na &é¢asti
pouzitelné k tvorb diastereomernich kompléxs tiznou konstantou stability. Enantiomery se
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separuji podle prostorového uggdani funknich skupin analytu, navazanych na chiralnim
uhliku, v obou vzniklych kavitach Pdadi eluce enantiomiers 18C6H4 je stejné jako
ua-CD (Sizomer ged R4izomerem). Migrani ¢as je kratSi nez vifpact a-CD, ale s menSi
separéni innosti. Nevyhodou 18C6H4 je relativrvysoka cena, proto je neprakticky

pro WtSinu rutinnich analyz.

T

O O

OH
OH

¥

Obrézek 11: Struktura kyseliny 18-crown-6-tetrakarboxyl6%é

2.5 Cyklodextriny

Nativni (piirodni) cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacidy, vznikajici jako
produkt enzymatické degradace Skroliisgbenim amylas bakteriacilus maceransDnes
se k degradaci Skrobu pouzivd genetickyipmavovany enzym cyklodextrin-
glukosyltransferasd CD byly objeveny jiz vroce 1891 A. Villiersem mrvni publikace
o piiprav a izolaci cyklodextrifi vySla v roce 1903, jejim autorem je Franz Schaelin

Komerné jsou dostupnéipvazr ve forme pravot@ivého enantiomeru.

2.5.1Struktura a vlastnosti

CD jsou sloZzené z D-glukosovych jednotek spojengomocia-1,4 glykosidickych
vazeB”. V praxi se vyhradhpouzivajio-, B- ay-CD, které se od sebe navzajem lisétpm
glukosovych jednotek. NejmenSi qg jednotek obsahuje-CD (Sest jednotek)B3-CD
(Obr. 12) je sloZen ze sedmi jednotefe@D z osmi. Pomoci chromatografickych metod byly

identifikovany i cyklodextriny obsahujici 10 az J]ddnotek, které vSak nemaji praktické
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uplatréni jako jiz zmigné CD. Nej¢tSi cyklodextrin, jehoZ krystalovad struktura byla
dostaténe¢ prostudovana, obsahuje 26 glukosovych jednotekiidivodw levotativé
Sroubovice stabilizované vodikovymiustky. Cyklodextriny s mensSim pem glukosovych

jednotek nez 6 neni moznéthivsterickym zabranamijpravit.

ca,on
° o
HO%HI
wa®
a,%/f?‘
Mati::%i

\Sﬁ’ > :
O o
k o
By 0 4 i
W o
Hotuh 4

a=cyclodextrin S=cyclodextrin ‘1f-cyclodextrin
Obrézek 12: Struktury nesubstituovanyeh, p- ay-CD>>

Molekula CD ve vodném rozpougile pripomina svym tvarem zkraceny duty kornout
s hydrofobni strukturou na viitim povrchu a na Wgim povrchu se strukturou hydrofilni.
Celd molekula CD je stabilizovana pomoci vodikovy@rzeb mezi atomy kysliku dvou
sousednich glukosovych molekul. 838im pdtem glukosovych jednotek v molekule
cyklodextrinu se zmenSuje vzdalenost memito hydroxylovymi skupinami, tim padem
roste pevnost vodikovych vazeb a celé makromolekulyétSich CD (pdinaje d-CD, ktery
obsahuje deit glukosovych jednotek) roste pnuti v makromoleklteré je jiz tak velke, ze
nemize byt dostainé vykompenzovano pasem vodikovych vazeb a dochdefdemacim
struktury ©-CD jiz nema kruhovy tvar, ale jeho struktura spiomina elipsu). S ptem
jednotek souvisi i velikost dutiny molekuly CDiigemz jeji velikost roste od-CD k y-CD.
Primarni 6-hydroxylova skupina na uzSim kruhu ausdirni 2- a 3-hydroxylové skupiny
na irsim kruhu mohou byt nahrazené jinymi atomigonskupinou atofit®, &imz dochazi
k tvorke neutrdlnich a kladici zaporré nabitych cyklodextrii. Nahrazen rize byt jen atom
vodiku na primarni a sekundarni hydroxylové ské&piebo se substituuji celé hydroxylové
skupiny. Dochazi rowt k eliminaci vodikovych atom na CHOH skupinach, které se

muzou oxidovat az na karboxyly.
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S rozdilnou strukturou CD souvisi jejich fyzik&laichemické vlastnosti (Tab. III).
Spektroskopické studie prokazaly, Ze struktura @Dvedném rozpouddle je identicka se
strukturou v krystalickém stavu, coz ustag studium ¢jia probihajicich fi tvorbé
inkluznich komplex®’. Stabilita CD je zn&n& zAavisla na v&$im (pracovnim) progedi,
pievazrié na teplot a pH. V alkalickém progedi jsou CD stabilni, v kyselém priesdi vSak
dochazi k hydrolyze za vzniku glukosyfady acyklickych maltosachafid Za normélnich

experimentalnich podminek (teplota pod®@ pH nad 3,5) Ize povaZzovat CD za stabilni.

Tabulka lll: Fyzikalni a chemické vlastnosti, - ay-CD>°

a-CD B-CD y-CD
pocet glukosovych jednotek 6 7 8
molekulova hmotnost 972 1135 1297
rozpustnost ve vad(g/100 ml) 14,5 1,85 23,2
vnitfni pramér kavity (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
hloubka kavity (A) 8,0 8,0 8,0
disocia&ni konstanta pK 12,33 12,20 12,08
optick& rotaceup (°) +150,5 +162,5 +177,4

e

NejdalezitejSi charakteristickou vlastnosti CD je jejich schogt tvorby inkluznich
komplexi s velkou Skalou organickych a anorganickych, réwitth i nabitych molekul.
Vznikajiciho komplexu je dosaZzeno u¥ewim analyzované (hostujici) molekuly do dutiny
(kavity) cyklodextrinu, ¢imZz dochazi k ustanoveni dynamické rovnovahy. Stabi
vytvoieného inkluzniho komplexu je popsana pomoci kohgtastability (Kap. 2.3).
Na vzniku komplexu se podili vazby mezi analytencyklodextrinem zprogedkované
pomoci van der Waalsovych sil a vodikovésthy mezi polarni fundni skupinou analytu
a hydroxylovou skupinou CD. Stabilita komplexu jen¢ ovlivnéna rékolika faktory, mezi
pracovniho prosedi (pufru) a teplota.

O tom, ktera molekula je schopna proniknout do tya¥@D a vytvdit inkluzni
komplex rozhoduje spiS geometrie vstupujici molgkugz jeji chemické vlastnostiiifs
malé molekuly snadno vnikaji do dutiny CD, vazbykemplexu jsou vSak ifiS slabé

a vznikly komplex je vysoce nestabilnim. Vigad, Ze molekula je &Si nez kavita CD,
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vznikd komplex inkluzi pouze ¢&ité ¢asti nebo postrannihi@ttzce analyzované molekuly.
Stabilita komplexu sil& zavisi na polar#t analytu, picemz pouze molekuly mérpolarni nez
voda mohou vytviet inkluzni komplexy. Blezitym faktorem, ktery ovliuje stalost
vznikajiciho komplexu, je pouzity solvent. Kompleegastji vznika ve vodném roztoku,
v organickém rozpoustle se vytvé také, ale analyzovand molekula je jen velmi &lab
vazana k cyklodextrinu. Nemérdilezitym faktorem je teplota, s rostouci teplotoedsd
hodnota stability komplexéimz dochazi k oslabovani vazeb mezi molekulou a CD.

Diky svym vlastnostem se cyklodextriny vyuzZivaji véarmaceutickém,
potravin&ském a chemickém fimysIw®. Ve farmacii se CD a jejich derivaty pouZivaji gak
pomocné aditiva, ndpjako rozpou&dla, fedidla, gipravky zlepSujici fyzikélni a chemické
vlastnosti. Nejen v potraviiigkém, ale i v kosmetickém a dokonce v tabakovéampslu
slouzi CD jako stabilizatory chuti aami nebo naopak jako prastlky k eliminaci
nezadoucich fichuti a mikrobiologickych sloZzek. V chemickémiprysiu se CD népstji
pozivaji jako katalyzatory zvysujici selektivitiakei a jako latky vhodné &sténi produkfi
pramyslové vyroby. NejtSi uplatRni vSak nasly $ analyze chiralnich latek pomoci
techniky kapilarni elektroforézy, kapalinové a mlye chromatografie. Hlavnir@dnosti CD
oproti ostatnim chirdlnim selekfon je jejich kometni dostupnost, vyuZitelnost pro UV
detekci, dobra rozpustnost ve ¥pahizka cena a navic nabizi Sirokou Skdlené chemicky
modifikovanych derivdt. Cyklodextriny Ize rov& pouzit k separaci achiralnich (opticky

neaktivnich) latek jako jsou n&klad cisa transzomery”.

2.5.2Neutralni cyklodextriny

V obvyklém rozsahu pH pouzivaném v kapilarni elgkiréze nemaji nativni CD
naboj, proto je rychlost jejich migrace dana posieu EOF. Tento fakt umdkije aplikaci
nativnich cyklodextrin k separaci kladhi zaporié nabitych analyt (Kap. 2.3.2). Substituci
hydroxylovych skupin CD za jiné neutralni skupirge Izngnit jejich vlastnosti, ficemz
schopnost separovat nabité analyiistane zachovana. Kondet dostupné a né&gsti
pouzivané neutralni derivaty CD séippavuji nahrazenim hydroxylové skupiny methylem
a hydroxypropylem, které mohou byt substituovanééoodnych neboipsré danych pozic
(Tab. IV). Neutréini derivaty CD, stejnako nabité derivaty, jsou s® substituovanych
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a nativnich CD, jejich vlastnosti zavisi na tom, @#é miry jsou derivatizovany (latky
s rozdilnym stupgm substituce).

Tabulka IV: Priklady kometns dostupnych neutralnich derii&ED?®

neutralni derivaty CD substituent

methyl-u-cyklodextrin nahodwr substituovany -Ck

methylf3- cyklodextrin nahodwr substituovany -CHk
heptakis-2,6-dimethy- cyklodextrin -CH; v pozici2a 6
heptakis-2,3,6-trimethyf- cyklodextrin -CH; v pozici 2,3 a6
hydroxypropyle- cyklodextrin nahode substituovany -CH(CH,),-OH
hydroxypropyl$- cyklodextrin nahodwr substituovany -CH(CH,),-OH
hydroxypropyly- cyklodextrin nahodwr substituovany -CH(CH,),-OH

Duvodem derivatizace nativnich cyklodextrine zména paramefr dilezitych
pii tvorb¢ inkluznich komplex. Substituci neutralnich skupin na strukturu CDrgai jeho
rozpustnost (obvykle se zvysi ve ¥od rekterych organickych rozpoustiech), velikost
a tvar kavity, polarita a roste schopnost vi#i& analytem vodikovéimstky. Rozhodnuti zda
pouzit nativni CD nebo jejich neutralni derivatyeza vyhradg na struktiie a vlastnostech
koncentrace CBY®2 pH pracovniho elektrolytd® a pipadnd achiralni aditiva (n&p
methandi®®’, acetonitrif®, cyklohexand? aj.) v pracovnim elektrolytu ovliijici dynamické
a termodynamické vlastnosti separno systému (ndp vliv EOF, rozpustnost analytu
a selektoru atd.).

2.5.3Nabité cyklodextriny

Mriviw s

NejdulezitejSi rozdil mezi nabitymi a neutralnimi cyklodexyinje vlastni
elektroforetickd mobilita nabitych CD, coz umozniiningji separovat neutralni analyty.
Nejcastji pouzivané aniontové derivaty CD jsou karboxynytité, sulfatované, fosfatované
aj. cyklodextriny (Tab. V). | kdyZ nejsou tak q@irg zastoupeny jako kationtové derivaty CD,
mezi které pat celarada amino a amoniovych CD, kortya¥ dostupné jsou vedtsim p@tu
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spiS aniontové CD. Proto se jinti ghiralni separaci davaigdnost. DalSim i/odem je
vyhoda separovat analyt v kyselém piedt, ¢cimz se potl& cinek EOF a analyt vlivem
ziskaného kladného naboje migruje ésam k detektoru na katodickém konci kapilary.
Pii téchto separ@ich podminkach dosahuji aniontové derivaty CD ile@$nnosti nez
neutralni a kationtové CD diky sHi8i vazlg s op&né nabitym analytem. Navic migraci proti
pohybu kladg nabitého analytu (counter-current technika) jetigh@a pouZitého selektoru
velmi mala. Nevyhoda obou nabitych derivd&D je zvySena vodivost elektrolytu spojena

s tvorbou Joulova tepla azany stupé substitucé.

Tabulka V: Priklady kome&ng dostupnych aniontovych deriva€D?

negativné nabité derivaty CD substituent

karboxymethylg-cyklodextrin nahode substituovany -CHCOONa
sulfatovanye-cyklodextrin nahodr substituovana -S{Dla
sulfatovanyB-cyklodextrin nahodr substituovana -SO3Na
sulfatovanyy-cyklodextrin nahodr substituovana -SO3Na
sulfobutyl{3-cyklodextrin nahodwr substituovana -CH2-(CH2)2-S03
heptakis-6-sulf@-cyklodextrin -SO3Na v pozici 6
heptakis-(2,3-diacetyl-6-sulf@}-cyklodextrin -CH3CO v pozici 2 a 3, -SO3Na v pozici 6
heptakis-(2,3-methyl-6-sulfd)-cyklodextrin -CH3 v pozici 2 a 3, -SO3Na v pozici 6

Pro separaci zapafmabitych analyt Ize pouZit i aniontové derivaty C% piicemz tvorba
inkluzniho komplexu je kidi odpudivym elektrostatickym interakcim ztizenge[sy pripad
nastava u kladhnabitych analyt a kationovych derivét CD), proto se vé&chto gipadech

vyuZivaji jen vyjimeng.

2.5.3.1Fosfatované cyklodextriny

Substituci -HPO; na hydroxylové skupiny na uhlicich, @ G vznikaji fosfatované
cyklodextriny, patici mezi aniontové CD. &oliv nejsou tak hoj& pouzivané jako nap
sulfatované CD, diky svym unikatnim vlastnostematho§i v rekterych gipadech lepSich

vysledki neZ ostatni aniontové cyklodextriiy> Mezi nesporné vyhody fosfatovanych CD
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pafti dobra rozpustnost ve v&@ schopnost mit zaporny naboj v Siroké oblasti qg#Hpz se
VYUZiva [ separaci pozitivé nabitych latek. S rostouci hodnotou pH byl zaznamepokles
elektroforetické mobility dany sifjsi interakci analytu s fosfatovanym CD, ktera je
zpiisobena zvySenou ionizaci cyklodextrihuJako vyhodu lze v &kterych pipadech
analyzovaneé latky, coZipdetekci na katodickém konci kapiléry, které jéosfatovanych CD
vyluénd, na rozdil nap od sulfatovanych CD, u kterych je mozné i anodidetekc®, ma
za nasledek migradizomeru analytu f&d Rizomerent®.

Aplikace fosfatovanych CD ma i jista omezeni: (eyyhodou je adsorpce na \imit
stsnu kapilary’, kter4 se vdak da eliminovat #nou koncentrace CD nebo zvy$enim pH
pracovniho elektrolytl§. (b) Rizny stupé substituce nemusi byt natnevyhodou, zfisobuje
sice chvostovani pik které Ize odstranit iflavkem nenabitého CD do BGE a snis
cyklodextrinu mé vlivemirznych vodivostnich koeficietvySsi elektrodisperzi, ktera vede
k asymetrickému rozmyvani gikNa druhou stranu maji i Siroké spektrum selefti%i™®
(c) Fosfatované CD nelze pouzivat Wilip vysokych koncentracich, vznikaji totiz
vicenasob#é nabité cyklodextriny, které maji vysokou vodivosg kterou je spojena vysSi

tvorba elektrického proudu, ktery narusuje plosrofiptoku’,

2.6 Tolterodin

Tolterodin je selektivnim antagonistou muskarindvyececeptol, proto paii
do skupiny tzv. antimuskarinovych ¢lé. Muskarinové receptory se vyskytuji #znych
castech organismu, napmozku, oku, slinnych zZlazach, gavém néchyti. Rozcluji se
do 5 subtyp podle toho, kterou oblast oviivji (Tab. VI). Tolterodin ma vyssi afinitu
k subtymim M, a M, které maji vliv na funkci mmvého néchyfe. Risobenim dochazi
k relaxaci svaloviny detrusordimz se z¥tSuje kapacita mmvého néchyke, a tim je mozné
zadrZzet mo po delSi dobu. Proto se tolterodin pouzivalg@ibé nemoci zvané hyperaktivni
mocovy mechyt s projevy urgentni mikce az inkontinence. Tolténoge v jatrech
metabolizovan na 5-methyltolterodin a naskegolymorfnim enzymem CYP2D6 oxidovan
5-hydroxymethyltolterodin, ktery je farmakologiclaktivni a srovnatelny s tolterodin&

Tyto popsané k&ebné dinky ma pouze netoxicky izomeR-+olterodinu. Komein¢ je
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tolterodin dostupny pod nazvem Detrusitol od firffizer nebo Uroflow od firmy Zentiva
ve forme tolterodin tartratu, coz je siw tolterodinu se soli kyseliny vinné v pém 1:1.

Tabulka VI: Distribuce muskarinovych receptov organismt

Subtyp Rozdéleni Ovliviiuje

Mi kortex, hippocampus, sympaticka ganglia, slindyl CNS

\YP myokard, méovy mechyf kardiovaskularni systém
M3 matovy mechyk, slinné zlazy, GIT mMEoVvy mechyk

My bazalni ganglia neni znamo

Ms sttedni mozek-substantia nigr&e(na substance)¢io  vizus, akomodace

Systematicky nazev tolterodinu podle organizace AOP je 2-[(19-3-
(diisopropylamino)-1-fenylpropyl]-4-methylfenol ~ se sumarnim  vzorcem £H3;NO
a molekulovou hmotnosti 325,48 g.iol Tolterodin méa jednu protonizovatelnou
aminoskupinu (Obr. 13), hodnota disaciakonstanty pKje 9,9. Za normalnich podminek je
tolterodin bily krystalicky praSek rozpustny ve wol2 g.I' pri laboratorni teplaf),
methanolu a ethanolu. Prakticky nerozpustny jewetof.

Obrazek 13: Struktura tolterodinu s jednim stereogennim cemtre

Zakladnim prekurzoremippramyslove vyrols tolterodinu je latka methoxytolterodin

(2-methoxy-5-methyl-N,N-diisopropyl-3-fenylbenzenropanamin), ktery je stein jako
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tolterodin opticky aktivni (Obr. 14). Methoxytoltatin je za normalnich podminek bily
krystalicky prédSek dale rozpustny ve vada methanolu.

Obrazek 14: Struktura molekuly methoxytolterodinu
Tolterodin byl stanoven v plazmséru a m& metodou GC-M&, HPLC-DAD®®
a HPLC-ESI-M$&* V tabulce VIl je souhrn publikovanych metod chifa separace

R,Stolterodinu.

Tabulka VII: Prehled publikovanych praci zabyvajicich se chiragparacR,Stolterodinu.

Metoda Poznamka Citace

CE Separace v nepokryté kapggas vyuzitim HP3-CD a5
ve fosfatovém pufru o pH 3

Pouzita kolona Chiralpak AD-H (250 mm x 4,6 mm) 86

obsahujici tris-(3,5-dimethylfenylkarbamat) amylosy

HPLC-DAD

o Vyuziti 5 % vysoce sulfatovanéheCD k separaciit
Kapilarni EKC S
farmaceutickych fipravki

Pouzita kolona Chiralcel OD-H (250 mm x 4,6 mm)

s mobilni fazi n-hexan a isopropyl alkohol v pwm
Isokratickd HPLC P .py . pﬂ 88

980:20 (v/v) s gidavkem 1 ml diethylaminu a 0,6 ml

trifluoroctové kyseliny
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Instrumentalni vybaveni

VSechny analyzy byly provedeny kapilarni elektréfmyu HP 3D Agilent (Waldbronn,
Germany) vybavenou UV-Vis detektorem diodového pel@eepokryté kemenné kapiie
o vnittnim ptiméru 50 um, celkové délce 48,5 cm a efektivni délce 40 cmc{dBolv
Technology Eatontown, NJ, USA), ktera byla termimstana na teplotu 25 °C. Nacadku
kazdého pracovniho dne byla kapilara promyta 15umif,1 M NaOH, 15 minut
deionizovanou vodou a nakonec 15 minut pracovniektedlytem. Deteéni vinova délka
byla nastavena na 200 nm, vzorek byl davkovan mal&) mbar po dobu 5 wvia

a na kapilaru bylo vloZzeno n&p+20 kV.

3.2 Chemikalie a analyzované vzorky

Kyselina fosforéna (85%), hydroxid sodny, tris(hydroxymethyl)amiretiman
(TRIS), methanol, fosfatovany-cyklodextrin od firmy Sigma (St. Louis, MO, USA),
racemicka srs R,Smethoxytolterodinu, standardi- a Stolterodinu. VSechny pouzité latky
byly cistoty p. a.

Pracovni elektrolyty byly ipraveny rozpugnim odpovidajiciho mnozstvi kyseliny
fosforené v deionizovavé vada poZzadovaného pH bylo dosazeno titraci 5 M Nat@kp.
tris bazi. Fosfatovanyy-cyklodextrin byl do elektrolytu iiddn az po Uaprayv pH.

Z ekonomickych dvoda byl elektrolyt obsahujici selektor davkovan te&owi partial filling
(Kap. 2.3.3), kdy je chiralni selektor pouze v kaig, a v nadobkach na anodickém (inlet)
a katodickém (outlet) konci kapilary je zakladrelgtolyt bez selektoru.

Vzorek methoxytolterodinu bylipraven rozpughim 1 mg racemické s¥ai v 1 ml
methanolu a naslednyniierinim deionizovanou vodou na koncentraci 0,1 mg.ruenticky
postup byl pouZzit i pro vzorek tolterodinu. Analyamé tabletky I&v Detrusitol a Uroflow
jsou Spatd rozpustné ve vag proto byla pouzita sés 2 ml deionizované vody a 2 ml

methanolu. Z tivodu velmi Spatné rozpustnosti tabletky Toviaz geky byla v tomto pipack
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pouzita sms 2 ml deionizované vody a 6 ml methanolu. Vzorklymasleds pii laboratorni
teplo€ 30 minut sonifikovany na ultrazvukové lazni arblkany ges mikrofiltr o velikosti

pon 0,45um.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Chiralni separaceR,S-methoxytolterodinu

Pouzitim pufru o kyselém pH jako pracovniho elditto dojde k protonizaci
aminoskupiny¢imz molekula methoxytolterodinu ziska kladny nébej separégnim systému
se chova jako kation. Kapilarou migruje stejnymémm jako elektroosmoticky tok
(od anody ke katag, ktery je vlivem nizkého pH velmi slaby (Obr. 6§eparace byla
provedena ve dvou pufrech, fosfatu sodném a fosf&po koncentracich 25-100 mmal.|
apH 2-3. Jako chirélni selektor byl vybrany®D, ktery byl do pufru fdavan
v koncentracich 0,1-1 hmotnostnich %.

4.1.1Vliv slozeni pracovniho elektrolytu a koncentrace alektoru

na rozliseniR,S-methoxytolterodinu

4.1.1.1Separace ve fosfatu sodném

Sodny kation ma oproti TRISmen3i schopnost sorbovat na kmitsgénu kapilary,
¢imz dochazi ke kompenzaci zaporného naboje wvgh&ho disociaci silanolovych skupin
a naslednéeho potlani vlivu EOF. @lezitym faktorem je rové iontova sila BGE, ktera je
spojena s tvorbou Joulova tepla, které vyvolavanami profil proudni a sniZuje sepatai
acinnost. Na druhou stranutibe vySSi iontova sila snizit adsorpci analytu naiwvhsenu
kapilary, ktera vede k rozmyvani zén.

Vliv mnozstvi Py-CD na rozliSenR,Smethoxytolterodinu v elektrolytech danych
koncentracich fosfatu sodného (25, 50, 75 a 100Itifio pH 2 je na obr. 40a-difoha 1).
Se vziistajicim mnozZstvim selektoru v BGE dochazi ke zvgfo rozliSeni, vyjimku tvid
pouze elektrolyty o koncentraci 25 a 50 mmblkde maximalni rozlieni bylo dosaZeno jiz
pii pfidavku 0,5 % B~CD pro 25 mM fosfat sodny a 0,75 %yFED pro 50 mM fosfat sodny
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(Obr. 15). U zminovanych elektrolyt dalSi gidavek Fy-CD vedl ke snizovani hodno

rozliSeni.

2,5 1 L
N — 2 a
[
A 15 1 =25 mM
05: 1- =50 mM
05 - " 75 mM
100 mM

0,1 0,25 0,5 0,75 1

Koncentrace cyklodextrinu [hm. %]

Obrazek 15: Zavisbst rozliSeni na koncentraci-y-CD v pracovnim elektrolytu fosfat

sodného o pH 2

MuZe to byt zfsobeno nadbytkem CC pracovnim elektrolytu, coZ mé za nasledek tvc
komplexu analytu a cyklodextrint pomeéru 1:2.Pxi nizké koncentraci protiictu (sodny ion),
ktery je schopny konkuréni reakce se zaparmabitou molekulou CDprodukce &chto
komplexi prevazuje Vlivem rozdilné rychlostmigrace komplex@analytu : CD v pongru 1:1
a 1:2 dochazi kozmyvani zonimz mize nastat deformacgaussovského prdu piku
(Obr. 40a, piloha 1) nebo ke snizeni hodnoty rozliSeni vlivebekryti obou piki (Obr. 40b,
piiloha 1). Srostouci koncentraci-y-CD se prodluZzuje migkai ¢as enantiomé a klesa
hodnota jejich mobilit (Tab. VII.

Tabulka VIII: Separani charkteristiky enantiomerni separade,S-methoxytolterodinu

ve fosfatu sodném o pHw2zavislosti na koncentraci RCD

25 mM
Konc. Py-CD [hm. %]  Rozlieni px10° [m?V.s] RSD [%] w,x1C°[m?V.s] RSD, [%]
0,1 1,0 19,45 4,59 19,10 4,93
0,25 1,5 18,25 5,00 17,90 5,14

-45 -



Tabulka VIII: Separéni charakteristiky enantiomerni separaRgSmethoxytolterodinu
ve fosfatu sodném o pH 2 v zavislosti na koncen®acCD

25 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] wx10°[m%V.s] RSD, [%]

0,5 1,2 15,09 0,84 14,84 0,95
0,75 - - - - -
1 - - - - -
50 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] wx10°[m%V.s] RSD, [%]

0,1 - 22,93 3,43 ; ]

0,25 0,9 19,65 0,67 19,37 0,70

0,5 1,4 16,54 0,28 16,18 0,30

0,75 1,6 14,69 0,22 14,37 0,24

1 0,5 13,75 0,21 13,69 0,22
75 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozlieni wx10° [m?V.s] RSD [%] wx10°[m?V.s] RSD, [%]

0,1 - 18,93 4,04 - -
0,25 0,9 18,03 1,56 18,12 1,61
0,5 15 14,86 2,50 14,57 2,52
0,75 2,1 13,69 0,72 13,27 1,20
1 2,2 12,23 3,06 11,96 3,08
100 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] w,x10°[m%V.s] RSD, [%]

0,1 0,5 19,87 2,36 19,77 2,45
0,25 1,2 17,16 2,88 16,96 2,93
0,5 1,6 15,68 1,72 1541 1,74
0,75 19 13,40 3,47 13,07 3,52

1 2,3 13,36 1,40 13,06 1,51

Kromé hodnoty rozliSeni a mnozstvi cyklodextrinu igtiného k enantiomerni separaci je

nemeért dilezitym faktorem dinnosti i symetrie piku a doba analyzy. Ve fosfaadném

- 46 -



opH2 tyto parametry nejlépe spije pracovni elektrolyt okoncentraci 100 mmo™
s pidavkem 0,75 % R-CD.

Ve fosfatu sodném o pH 2,5 jenepokryté kemenné kapii@ pisobeni EOF &tSi,
rozdil v rychlosti EOFvSak neni vyznamny, proto by né&mmit na separaci zasadni vl
Elektroferogramy enantiomerni seace racemat®,Smethoxytolterodinu ve fosfatu sodne
o pH 2,5 a konceraci 25 az 100 mM piidavky Py-CD jsou na obr4la-d (piloha 1).
Separace ve 2BM fosfatu sodném o pH Z (Obr. 41a, filoha 1)je do zn&né miry podobn.
separaci v pufru pH 2 (Obr.40a, @iloha 1), kde Ize pozorovaimeénu symetric pika pri
koncentraci 0,75 % FK-CD a vysSi. Podobnogtotvrzuje zanedbatelny niést doby analyzy
amaly vliv &tSi iontové sily naseparani innost. Rozdilny pfibéh separace oprc
piedchozim pdminkam (Obr40b, @iloha 1) je Zetelnyu 50 mM fosfatu sodném o pH 2
s 1 % Py-CD (Obr. 41b priloha J). Z elektroferogramu (Obr. 41c; driloha 1) je evidentni
zavislost mezi vzihstajici koncentraci -y-CD arozliSenim (Obrl€) a navic dochazi
k nafistu migratnich ¢asi enantiomel (Tab. 1X) NejvétSi hodnoty rozliSeni bylo dosaze
v 75 mmol.I* fosfau sodném o pH 2,5 1 % Py-CD.

2,5 1
N — 2 a
[
B L5 - 25 mM
g‘.: 1- =50 mM
05 | =75 mM
100 mM

o
1

0,1 0,25 0,5

0,75 1

Koncentrace cyklodextrinu [hm. %)]

Obrazek 16: Zavisbst rozliSeni na koncentraci-y-CD v pracovnim elektrolytu fosfat

sodného o pH 2,5
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Tabulka IX: Separani charakteristiky enantiomerni separaBgSmethoxytolterodinu

ve fosfatu sodném o pH 2,5 v zavislosti na koneentPy-CD

25 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] wx10°[m%V.s] RSD, [%]

0,1 - 21,15 3,26 - -
0,25 14 15,62 4,62 15,33 5,71
0,5 1,6 14,10 0,80 13,75 0,73
0,75 - - - - -
1 - - - - -
50 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozlieni px10° [m?V.s] RSD [%] w,x10°[m?V.s] RSD, [%]

0,1 - 19,97 0,47 - -
0,25 1,2 17,91 0,12 17,66 0,13
0,5 15 15,67 2,40 15,11 0,04
0,75 1,8 13,77 1,26 13,39 1,22
1 1,6 12,79 0,03 12,59 0,02
75 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] wx10°[m%V.s] RSD, [%]

0,1 0,4 18,22 0,06 18,15 0,06

0,25 1,0 17,07 0,72 16,86 0,63

0,5 1,6 15,33 2,06 15,03 2,09

0,75 2,0 14,00 1,57 13,65 1,65

1 2,5 12,65 4,82 12,28 4,89
100 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozlieni px10° [m?V.s] RSD [%] w,x10°[m?V.s] RSD, [%]

0,1 0,5 17,80 1,01 17,65 1,03
0,25 1,0 16,98 2,33 16,82 2,31
0,5 1,7 15,06 2,15 14,8 2,13
0,75 19 13,48 0,31 13,2 0,26

1 2,3 12,82 4,62 12,45 5,01
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Predchozivysledky nazn&uji, Ze zn¢na pH zakladniho elektrolytu ¢ tim spojena
rychlost EOF nem& na pbéh separace za danych podminek (fosfat sodny o kinaoe
25-100 mM)podstatny vliv. Besto Ize zaznamene rostouci iontovou silou, ktera casténé
zavisla na pH, ziskani lepSihozliSeni a sepatai &innosti (Obr.17). Piabéh separace
v elektrolytech o idznych koncentracich fosfatu sodného o pse nijak vyraz#é necdliSuje
od pedeslych je mozné vSak pozorovat menSi rozmyti zon a &@psil symetrii pik

(Obr. 42a-d, gloha 1). Prehled nejdlezitejSich separéaich vlastnosti je ap shrnut
v tabulce X.

N
(]
.|

N

E 15 m25mM

Ny =50 mM

o 05 =75 mM
100 mM

o

0,1 0,25 0,5 0,75 1

Koncentrace cyklodextrinu [hm. %)]

Obrazek 17: Zavisbst rozliSeni na koncentraci-y-CD v pracovnim elektrolytu fosfat
sodného o pH 3

Tabulka X: Vybrané  separani charakeristiky enantiomerni separa

R,Smethoxytolterodinu ve fosfatu sodném o 3 v zavislosti na koncentrac-y-CD

25 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] wx1C°[m%V.s] RSD, [%]

0,1 - 20,56 2,19 - -
0,25 1,3 16,45 1,09 16,12 1,19
0,5 1,6 14,69 0,25 14,29 0,27
0,75 11 13,27 0,63 13,10 0,67
1 - - - - -
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Tabulka X: Vybrané sepatai charakteristiky enantiomerni separace
R,Smethoxytolterodinu ve fosfatu sodném o pH 3 v Zésis na koncentraci R-CD

50 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] wx10°[m%V.s] RSD, [%]

0,1 0,5 18,71 0,06 18,61 0,08

0,25 1,3 16,71 0,03 16,46 0,04

0,5 1,6 14,74 0,07 14,41 0,08

0,75 1,9 13,39 0,41 13,01 0,40

1 1,6 12,81 0,04 12,63 0,08
75 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozlieni px10° [m?V.s] RSD [%] w,x10°[m?V.s] RSD, [%]

0,1 0,6 17,74 0,67 17,64 0,77

0,25 11 16,24 0,74 16,06 0,74

0,5 15 14,51 1,28 14,29 1,58

0,75 19 14,29 1,20 13,97 1,24

1 2,3 13,47 1,75 13,11 1,73
100 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] wx10°[m%V.s] RSD, [%]

0,1 - 18,17 0,30 - -
0,25 0,9 16,69 3,57 16,53 3,57
0,5 1,7 15,14 1,93 14,89 191
0,75 2,2 14,06 1,09 13,70 0,70
1 2,4 14,18 1,07 13,82 1,15

V pracovnim elektrolytu o pH 3 dosahl nejlepsichslegiikc 100 mmol.I' fosfat sodny
s pridavkem 1 % RB-CD, ziskané rozliSeni ma hodnotu 2,4 a oba pikjy syaetrii vhodnou
ke kvantifikaci.

Z predchazejicich z&vi vyplyva, Ze nejlepsi pracovni podminky pro enangmi
separaciR,Smethoxytolterodinu ve fosfatu sodném o pH 2-3tidgvkem Py-CD jako
chiralniho selektoru jsou v pufru o koncentracirfgol.I* a pH 2,5 a pufru o koncentraci
100 mmol.I" a pH 2 a 3 (Obr. 18).iPhledné srovnani hodnot rozliSeni a mobilitchto

vybranych analyz jsou v tabulce XI.
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Obrazek 18: Srovnéani elektroferograimseparaciR,Smethoxytolterodintv 100 mM fosfatu

sodném (a) o pH 2 a)pH 3, av (b) 75 mM fosfatu sodném o pH 2 piglavkem Py-CD

Tabulka  XI: Zakladn separéni  charakteristiky  enantionni  separace

R,Smethoxytolterodinu vybreych analyz ve fosfatu sodném

pH pufru  Konc. pufru [mM Kthcr.nI.D;Z]CD Rozliseni wx10°[m?V.s] w,x10° [m*V.s]
2 100 0,75 1,9 13,40 13,07
2,5 75 1 2,5 12,65 12,28
3 100 1 2,4 14,18 13,82

-51 -



4.1.1.2Separace ve fosfatu tri

Jak jiz bylo zmigno, hlavni rozdil mezfosfatem tris a fefatem sodnym je schopnc
TRIS™ silngjsi sorpce na vnihi sénu kapilan, potlacuje tim adsorpci analytu naésti
kapiléry,cimz zabrauje rozmyvanpika.

Vliv koncentrace fosttovanéhoy-CD na ptibéh separace elektrolylech o fiznych
koncentracichfosfatu tris o pH 2je patrny zelektroferogrami (Obr. 43a-d, piloha 2).
Hodnoty rozliSeni jsou ffimo z&islé na rostouci koncentraciyPED, vyjimkou je pouze
separace ‘elektrolytu o koncentraci 2mmol.I*, u které je dosaZenmaximéalnho rozliseni
pii pfidavku Py-CD o koncentraci 0,5 hm. (Obr. 19).Oproti separaci ve fosfatu sodnér
totozném pH nedochazideformacim profilu pi, caz potvrzuje pozitivni vliv TRI' na
separaci. hodnot elektroforetickych mobilit (Tab. Xll) vyplgy Zepokles rychlosti EOF

oproti separaci ve fosfatu sodnje minimalni a doba analyzy sgrazré neprodluZuje.

2 7
\E 1,5 n
A =25 mM
CE =50 mM
T
05 - =75 mM
100 mM
0 .

0,1 0,25 0,5

0,75 1

Koncentrace cyklodextrinu [hm. %]

Obrazek 19: Zavisbst rozliSeni na koncentrac-y-CD v pracovnim elektrolytu fosfattris
opH?2
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Tabulka Xll: Separani charakteristiky enantiomerni separaBeSmethoxytolterodinu
ve fosfatu tris o pH 2 v zavislosti na koncentf@g+-CD

25 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] wx10°[m%V.s] RSD, [%]

0,1 0,6 19,94 1,22 19,78 1,37
0,25 1,2 17,16 3,53 16,84 3,75
0,5 15 14,14 3,29 13,79 2,99
0,75 11 13,20 0,42 13,07 0,35
1 - - - - -
50 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozlieni px10° [m?V.s] RSD [%] w,x10°[m?V.s] RSD, [%]

0,1 0,7 18,99 2,76 18,81 3,00

0,25 11 17,79 0,39 17,52 0,24

0,5 15 15,56 0,02 15,22 0,03

0,75 1,8 13,52 0,98 13,16 1,02

1 2,0 12,40 0,50 12,09 0,51
75 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] wx10°[m%V.s] RSD, [%]

0,1 - 18,05 1,01 - -
0,25 0,9 17,38 0,57 17,19 0,61
0,5 15 15,07 0,40 14,77 0,42
0,75 1,7 14,28 1,20 13,95 0,33
1 1,9 13,18 0,22 12,83 0,23
100 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozlieni px10° [m?V.s] RSD [%] w,x10°[m?V.s] RSD, [%]

0,1 - 18,11 0,37 - -
0,25 0,8 17,06 0,22 16,90 0,21
0,5 15 14,97 0,54 14,71 0,53
0,75 1,7 13,52 0,98 13,16 1,02
1 2,0 14,31 9,02 13,13 1,55
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Separace s ngjtsim rozliSenim a symetrii pikbylo docileno v elektrolytu o koncentraci
50 mmol.I* s gidavkem 1 % fosfatovanéheCD.

S rostouci hodnotou pH roste i vliv iontové sily separaci, zena je vSak tak mala,
Ze pabéh separace bude podobny jako udedethoziho pH. Tento fakt potvrzuji
elektroferogramy enantiomerni separade, Smethoxytolterodinu na obrazku 44a-d
(ptiloha 2). Stejn jako u fosfatu sodného lze pozorovat malé zlep$eniiSeni spojené

S mirnym nakstem migranich¢adi (Tab XllII).

Tabulka XIIl: Separani charakteristiky enantiomerni separaRgSmethoxytolterodinu
ve fosfatu tris o pH 2,5 v zavislosti na koncernitfag-CD

25 mM
Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] wx10°[m%V.s] RSD, [%]
0,1 0,8 17,36 2,19 17,18 2,08
0,25 1,1 15,75 2,03 15,47 2,07
0,5 1,5 14,01 0,62 13,65 0,65
0,75 1,8 12,50 0,10 12,15 0,12
1 0,5 11,65 0,04 11,60 0,04
50 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozlideni wx10° [m?V.s] RSD [%] w,x10°[m?V.s] RSD, [%]

0,1 0,4 17,08 0,47 16,99 0,54
0,25 0,9 16,01 0,25 15,81 0,25
0,5 1,5 14,27 0,14 13,96 0,15
0,75 1,8 13,22 0,11 12,88 0,11
1 2,1 11,88 0,14 11,52 0,16

75 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] w*x10°[m%V.s] RSD, [%]
0,1 - 16,67 0,39 - -
0,25 0,9 15,52 0,13 15,35 0,13
0,5 1,5 14,11 0,20 13,85 0,20
0,75 1,8 13,13 0,22 12,82 0,22
1 2,1 12,01 0,04 11,68 0,05
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Tabulka XIIl: Separani charakteristiky enantiomerni separaR,S-methoxytolterodinu
ve fosfatu tris o pH 2,5 ravislosti na koncentraci-y-CD

100 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] w*x1C°[m%V.s] RSD, [%]

0,1 - 16,53 0,29 - -
0,25 0,8 16,08 0,07 15,95 0,07
0,5 1,4 14,86 0,04 14,64 0,04
0,75 1,8 13,66 0,24 13,39 0,24
1 2,2 12,24 0,06 11,94 0,04

Srovnanim separace ve 25 mM fosfatu tris o pH 2r.(43a priloha z), kde maximalniho
rozliSeni bylodosazeno pouzitim 0,5 'P-y-CD, a separace ve 25 mM fosfatu tris o pH

kde kdocileni nej¥tSiho rozliSeni bylo pseba 0,75 %P-y-CD (Obr. 20), Ize potvrdil
konkurergni reakce protiiontu zdakladniho elektrolytu se zaponabitou molekulot
cyklodextrinu.Ve zvoleném elektrotu fosfatu tris o pH 2,5 ma nejlepsi hodnotu reiiSa

prijatelnou dobu analyzy pufr o koncentraci 100 mi* spridavkem 1 %P-y-CD jako
chiralniho selektoru.

2,5 A
N — 2 ]
C

B L5 - =25 mM
05: 14 =50 mM
05 - ®75 mM
100 mM

0 -

0,1 0,25 0,5 0,75 1

Koncentrace cyklodextrinu [hm. %]

Obrazek 20: Zavislost rozliSeni na koncentrac-y-CD v pracovnim elektrolytu fosfatu tr
opH25
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Pribéh separace elektrolytech o tznych koncentracictiosfatu tris o pH 3lze
pozorovat na elektroferogramech (O45a-d, piloha 2) a zavisist rozliSeni na koncentre

P-y-CD provSechny koncentra pufru je zobrazena na obr. 21.

2,5 ‘}
2
~qE; 1,5 A H25mM
2
° 1 - m50 mM
o
0,5 - m75mM
100 mM

o
1

01 0,25 0,5

0,75 1

Koncentrace cyklodextrinu [hm. %]

Obrazek 21: Zavislcst rozliSeni na koncentrac-y-CD v pracovnim elektrolytu fosfatu tr
opH3

Vybrané sepatmi parametry pro enantiomerni separadR,Smethoxytolterodinu jsou
v tabulce XIV.

Tabulka  XIV: Separéni  charakteristiky  enantiomerni  separaceracematu

R,Smethoxytolterodinu ve fosfatu tris o (3

25 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozlideni px10° [m?V.s] RSD [%] wx1C°[m?V.s] RSD, [%]
0,1 0,5 17,61 0,26 17,49 0,29
0,25 1,2 15,75 0,04 15,48 0,04
0,5 1,5 13,83 0,21 13,47 0,23
0,75 1,9 12,43 0,11 12,03 0,09
1 1,6 11,59 0,79 11,40 0,82

-56 -



Tabulka  XIV: Separéni  charakteristiky  enantiomerni  separace racematu
R,Smethoxytolterodinu ve fosfatu tris o pH 3

50 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] wx10°[m%V.s] RSD, [%]

0,1 0,3 16,40 0,09 16,33 0,05

0,25 1,2 15,09 0,05 14,90 0,06

0,5 1,6 13,87 0,04 13,59 0,03

0,75 2,0 12,01 0,18 11,68 0,18

1 2,3 11,69 0,74 11,33 0,73
75 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozlieni px10° [m?V.s] RSD [%] w,x10°[m?V.s] RSD, [%]

0,1 - 16,11 0,17 - -
0,25 0,9 15,20 0,11 15,06 0,11
0,5 15 13,83 0,02 13,60 0,02
0,75 19 12,83 0,48 12,59 0,47
1 2,1 12,31 0,07 11,98 0,07
100 mM

Konc. Py-CD [hm. %]  Rozliseni wx10°[m#V.s] RSD [%] wx10°[m%V.s] RSD, [%]

0,1 - 16,40 0,02 - -
0,25 0,5 15,18 0,37 15,07 0,36
0,5 14 13,96 0,75 13,77 0,73
0,75 1,8 12,72 1,54 12,48 1,57
1 2,2 11,88 0,96 11,59 1,10

Na zaklad elektroferograi a tabulky zakladnich charakteristik separace jgep&m
pracovnim elektrolytem k separaRiSmethoxytolterodinu 100 mmotlfosfat tris o pH 3
s pidavkem 1 % B~CD.

Separace v elektrolytu fosfatu tris dosahuji sréeingho rozliSeni jako ve fosfatu
sodném, navic maji piky vliivem mensi sorpce analgtwnitni seénu kapilary a pomalejsiho
EOF vhodgjsi profil ke kvantifikaci. Tento fakt je Zigoben rozdilnymi vlastnostmi sodného
a TRIS iontu. Jako nejlepsi sepam podminky byly vybrany fosfat tris o koncentraci
50 mmol.I* s gidavkem 1 % fosfatovanéheCD a pH 2 a koncentraci 100 mmdl$ 1 %
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P-y-CD pro pH 2,5 a 3 (Obr.2). Sovnani hodnot rozliSeni a mobipro tyto ti analyzy je
v tabulce XV.

mill ]

) . \ \

H{(b) e ad S

s Y

0

1 1 B 1 1 B oin

Obrazek 22: Srovnani elektroferograinseparaceR,Smethoxytolterodinu (a) 50 mM
fosfatu tris o pH 2 a 00 mM fosfatutris (b) o pH 2,5 a (c) pH 3wuzitim 1 % Py-CD

jako chiralniho selektoru
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Tabulka XV: Zakladni sepagmi charakteristiky enantiomerni separace racematu
R,Smethoxytolterodinuif vybranych analyz ve fosfatu tris

pH pufru  Konc. pufru [mM] KOFhCm.P:,Z]CD Rozlieni px10°[m%V.s] wx10° [m?/V.s]
2 50 1 2,0 12,40 12,09
2,5 100 1 2,2 12,24 11,94
3 100 1 2,2 11,88 11,59

4.1.2VIliv teploty na separaciR,S-methoxytolterodinu

Teplota niize mit negativni vliv na jfb¢h separace. S rostouci teplotou totiZz roste
i rychlost elektroosmotického toku, coz ma za rdedtezkraceni doby analyzy depevsim
zhorSeni rozliSeni az uOplnéigkryti obou pik. Vliv teploty na chiralni separaci
methoxytolterodinu byl studovan v 100 mM fosfatis o pH 2,5 s 1 % R-CD v rozmezi
teplot 20 az 60 °C. Hodnoty elektroforetickych mibbobou enantiomeér a ziskaného
rozliSeni jsou v tabulce XVI. Z elektroferograrfObr. 23) je evidentni zkraceni doby analyz

a zhorSovani rozlieni (Obr. 24).

Tabulka  XVI: Hodnoty rozliSeni a  elektroforetickych  mobilit  segpee

R,Smethoxytolterodinu v teplotnim rozmezi 20-60 °C

Teplota [°C] Rozliseni  ux10°[m%V.s] RSD[%]  wx10°[m%V.s]  RSD, [%]

20 2,3 11,75 3,34 11,45 3,32
30 2,1 13,66 2,95 13,33 2,84
40 1,8 15,65 6,21 15,29 6,23
50 17 18,90 1,13 18,50 1,15
60 1,6 21,50 2,93 21,03 3,32
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Obrazek 23: Elektroferogramy chiralni separace methoxytolteradi 100 mM fosfatu tris
o pH 2,5 gpiidavkem 1 % -y-CD v rozmezi teplot 20-60 °C
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Obrazek 24: Zavislost rozliSeni nrostouci teplat separac®,Smethoxytolterodin

Pro enantiomerni separaci methoxytolterodinu maistajici teplota negativni vliv, coz

v souladu s teorii.

4.2 Chiralni separace R,S-tolterodinu

Na zaklad podobné struktuntolterodinu a methoxytolterodinu (Obr. 13, 14)
piedpovidat chovani analyv nami zvolenych sepataich podminkac, proto neni pdgeba
znovu prongiovat vSechny koncentrace a pH obou pufile pouze optimalizovat sepé&na
podminky. Hydroxylova skupina tolterodinu i®e, na rozdil od methylové skupi
methoxytolterodinu, snadno vyttet vodikové vazby syklodextrinem, a tinmohou vznikat

diastereomerni komplexywySSimi konstantami stability.

4.2.1Vliv koncentrace fosfeéovanéhoy-CD

Nejdiiv je  poteba  o¢iit zawry ziskané enantiomerni  separ
R,Smethoxytolterodinwo vlivu koncentrace -y-CD na rozliSeni. Jako pracovni elektrolyt
vybran fosfat sodny a fosfat tris o koncentrs&50 mmol.I* a pH 2,! s pidavkem Py-CD
0 koncentraci 0,1- hm. % Obr. 25a, b).
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Obrazek 25a: Elektroferogramy eantiomerni separacR,Stolterodinuv 50 mM fosfatu
sodném o pH 2,5@idavkem 0,-1 % Py-CD
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Obrazek 25b: Elektroferogramy enantiomerni separiR,Stolterodinu 50 mM fosfatu tris
o pH 2,5 s fidavkem 0,11 % F-y-CD

Ze srovnani analymethoxytolterodin (Obr. 41b, 44b, iiloha 1 a 2)a tolterodinu ' 50 mM

fosfatu sodném a fosfatus o pH 2,5 vyplyva, Zschopnost tolterodinu tvorby stakijgich

diastereomernich kompléxraje @i separaci kiiovou roli. Jiz pridavek 0,1 % -y-CD st&i

k separaci tolterodinu rezliSenim 1,6 pro fosfat sodny a pro fosfat teszjskané rozlisSel
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dokonce 2,8 (Obr. 26), navic je doba analyzy srtmina se separaci methoxytolterodinu
(Tab. XVII). Hodnoty mobilit a rozliSeni poukazuja rozdilné chovani (safpi schopnosti)
TRIS" a sodného iontu v sepdmm systému v nepokrytéiémenné kapile. Zasadnim
faktem je migraceS4izomeru ped R4zomerem, coZ je vifpad nutnosti kvantifikovat
Sdizomer jako minoritni sloZzku ve vzorku zZim& vyhoda. V obraceném iaali migrace
enantiomel muze dojit v gipact chvostujicich pik k piekryti mensiho z nichiimz je jeho

kvantifikace znemozma™,

6 4
5 -4
N — 4 A
G
D3 - —e—Fosfat sodny
N .
g 2- —e—Fosfat tris
1 4
O T T T T 1

01 0,25 0,5 0,75 1

Koncentrace cyklodextrinu [hm. %]

Obrazek 26: Zavislost rozliSeni na koncentraciyFED v pracovnim elektrolytu 50 mM

fosfatu sodného a fosféatu tris o pH 2,5

Tabulka XVII: Hodnoty rozliSeni a elektroforetickych mobilit sepce tolterodinu

ve fosfatu sodném a fosfatu tris s vyuzitim-ED

50 mM fosféat sodny o pH 2,5

Konc. Py-CD [hm. %]  RozliSeni psx10°[m*V.s] RSDs[%] ugrx10°[m?%V.s] RSDk [%]

0,1 1,6 20,79 0,24 20,49 0,36
0,25 3,3 18,37 0,30 17,81 0,37
0,5 4,6 16,51 0,38 15,85 0,44
0,75 55 15,30 0,10 14,57 0,13

1 59 14,77 0,06 14,05 0,06
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Tabulka XVII: Hodnoty rozliSeni a elektroforetickych mobilit seace tolterodinu
ve fosfatu sodném a fosfatu tris s vyuzitimg-ED

50 mM fosfat tris o pH 2,5

Konc. Py-CD [hm. %]  RozliSeni psx10°[m%V.s] RSDs[%] prx10° [m#V.s] RSDk [%]

0,1 2,8 18,49 2,45 18,14 2,74
0,25 3,8 17,76 0,56 17,29 0,66
0,5 54 15,68 1,22 15,02 1,40
0,75 6,2 14,77 0,49 14,04 0,52

1 6,4 14,31 0,05 13,56 0,09

Zamerem této prace je aplikovat metodu enantiomernarsee R,Stolterodinu na realné
vzorky v rozlenych matricich. Proto je optimalizace segaiah podminek za#tena
na ziskani maximalniho rozliSeni i za cerdtsv spoteby chiralniho selektoru, ktera je vSak

,,,,,

mensSi. NejvysSi hodnoty rozliSeni bylo u obou etditi dosazenoiidanim 1 % P-CD.

4.2.2Vliv koncentrace pracovniho elektrolytu

DalSim dilezitym faktorem je koncentrace elektrolytu, pomkigré nizeme ovlivnit
pribéh separace prasidnictvim iontové sily. Rozsah koncentraci byl emostej jako @i
analyze methoxytolterodinu, a to v rozmezi 25 & ttdnol.I* fosfatu sodného a fosfatu tris
o pH 2,5 (Obr. 27a, b).
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Obrazek 27a: Elektroferogramy chirélni separaceR,Stolterodinu ve fosfatu sodném

o koncentracich 2200 mM a pH 2,5 pridavkem 1 % RB-CD
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Obrazek 27b: Elektroferogramy chirdlni separacR,Stolterodinu ve fosfatu tri

o koncentracich 25-100M a pH 2,5 prfidavkem 1 % R-CD

U obou elektrolyt dochazipti koncentraci 25 mM kyraznému prodlouzeni doby migre
enantiomel (Tab. XMII) vlivem sorpce analytu nacésiu kapilary a malé iontové sily.
RovrsZ je viditelny rozdil mezi schopnosTRIS™ a sodného iontpotlatovat sorpci analytt

zatim co ve 25 mM fosfatsodném ma rozliSeni hodnotu 1, 7pipact 25 mM fosfatu tris je
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ziskané rozliSeni dokonce 7,1 (Obr. 28). V tomifpat je vSak zn&ou nevyhodou

rozmyvani zén, kteréipnizké koncentracsizomeru neumozni jeho kvantifikaci.

Tabulka XVIII: Hodnoty rozliSeni a elektroforetickych mobilit sepce R,Stolterodinu

ve fosfatu sodném a fosfatu tris o pH 2,5islgvkem 1 % B-CD

fosfat sodny o pH 2,5s 1 % B-CD

Konc. elektrolytu [mM] RozliSeni psx10°[m%V.s] RSDs[%] prx10°[m?%V.s] RSDk [%]

25 17 12,13 0,61 12,00 0,63
50 54 14,11 0,54 13,50 0,51
75 5,0 14,46 0,39 13,90 0,36
100 5,2 14,30 0,28 13,74 0,29

fosfat tris o pH 2,5 s 1 % Py-CD

Konc. elektrolytu [mM] Rozlideni pgx10°[m%V.s] RSD;[%] pgx10°[m%V.s] RSDk [%]

25 7,1 12,49 0,93 11,81 0,97
50 5,3 14,00 0,39 13,36 0,43
75 5,6 13,16 0,28 12,58 0,28
100 5,7 13,11 0,26 12,54 0,28
8 -
7 .
N — 6 ]
5 5
D
R
X 3 —e—Fosfat sodny
2 7 —eo—Fosfat tris
1 .
0 T T T 1
25 50 75 100
Koncentrace pufru [mM]

Obrazek 28: Zavislost rozliSeni na koncentraci fosfatu sodnéhfosfatu tris o pH 2,5
s pidavkem 1 % B-CD
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4.2.3Vliv pH pracovniho elektrolytu

Z predchazejiadh vysledk vyplyva, Ze nejlepSich hodnot rozli§ a symetrie pik

pii kratkédoke analyzy dosahuje separeR,Stolterodinu v 100 mMosfatu tris . pridavkem

1 % Py-CD. Poslednim faktorem, ktery je pebaoptimalizovat, je pH elektroly, které

na chiralni separa®,Smethoxolterodinu (v rozmezi 3) velky vliv nenglo. Stejrg tak je

tomu i v gipadt separac®,-tolterodinu (Obr. 29).
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Obrazek 29: Elektroferogramy chirdlni separawR,Stolterodinu v100 mM fosfatu tris
0 pH 2-3 spridavkem 1 % -y-CD
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Jiz z elektroferograin je patrné, Ze rozdily mezi hodnotami rozliSeni mratnimi ¢asy

enantiomei (Tab. XIX) jsou ve zvolené oblasti minimalni.

Tabulka XIX: Hodnoty rozliSeni a elektroforetickych mobilit em@merni separace
R,Stolterodinu v 100 mM fosfatu tris o pH 2-3 Hgavkem 1 % BR-CD

pH elektrolytu  Rozlieni pgx10° [m%V.s] RSDs[%]  prx10°[m*V.s]  RSDx[%]

2 55 13,94 0,75 13,33 0,74
2,5 5,6 13,75 0,24 13,17 0,26
3 55 13,88 0,35 13,31 0,35

Ackoliv jsou diference rozliSeni zanedbatelné, Izegiovat 100 mM fosfat tris o pH 2,5
s pridavkem 1 % R~CD za nejlepSi pracovni podminky pro chiralni sapidk,Stolterodinu.

4.2.4Analytické parametry stanoveniR,S-tolterodinu

Vysledky vybranych analytickych paramestanovenR- a S4olterodinu jsou shrnuty
vtabulce XX. Pro oba enantiomery byla linearitaidsivana v rozmezi 3umol.I*

aZ 1,5 mmol*. Opakovatelnost migéaich&asi ty, a ploch pik A byla paitana pro 6 analyz.

Tabulka XX: Vybrané analytické parametry stanovBaa S+olterodinu

E : Opakovatelnost  Opakovatelnost Limit detekce L|r_n|t .
nantiomer t [%] A [%] [umol.I ] stanovitelnosti
m oL [umol.IY
R-tolterodin 3,48 4,61 10,4 15,3
S+olterodin 2,45 5,42 13,1 19,4

4.2.5Vliv teploty na separaciR,S-tolterodinu

Pribéh chiralni separace tolterodinu v elektrolytu 100/ nfosfatu tris o pH 2,5

s rostouci teplotou je podobny jako u separace angtblterodinu. Vlivem zvySené rychlosti
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elektroosmotického toku se doba analyz viditetmenSuje (Obr30), coZz méa za nasled:
ztratu rozliSeni (Obr. 31Vybrené separéni charakteristiky jsou shrnuty tabulce XXI.

w1

120°C

Mo 1

340°c /] Lﬁ_

1160°C HJ
b — T T T T T : T

b ! ] ! f0 f fl £ 14 B
Obrazek 30: Elektroferogramy chiralni separace tolterodir 100 mM fosfaturis o pH 2,5

s pridavkem 1 % RB~CD vrozmezi teplot 20-60 °C
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Obrazek 31: Zavislost rozliSeni nrostouci teplat separac®,Stolterodint

Tabulka XXI: Hodnoty rozliSeni a elektroforetickych mobilit sepee R,Stolterodinu

v teplotnim rozmezi 260 °C

Teplota [°C] Rozlideni  usx10° [m?/V.s]  RSDs[%]  prx10°[m?V.s]  RSDk[%]

20 3,0 11,77 0,10 11,2¢ 0,38
30 2,6 13,89 1,59 13,3¢ 1,52
40 2,2 17,20 0,85 16,6 0,87
50 1,9 20,15 0,19 19,54 0,21
60 1,6 23,84 0,94 23,2( 0,97

Stejre jako na separad®,S-methoxytolterodinu ma vyssi teplota negativni Vliva separac
R,Stolterodinu. Gilezity je vSak fakt, Ze iip maximalni zkoumané tepto60 °C je ziskan

hodnota rozliSeni pro ébatky > 1,5.

4.2.6Chiralni separaceR,S-tolterodinu v mogi

Na rozdil odchiraln' separace standdrdolterodinu vdeionizované vag ve které
zony separovanyclenantiomel < nicim neinterferuji je ma slozii@ matrice obsahujici

Sirokou Skalu iont a rozlénych metabolii. Velké mnoZzstvi iont v madi zpisobuje
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podstatny ndrst iontové sily, ktera vyznamrovliviiuje rychlost EOF¢imz ma negativni vliv
na pabéh separace.

Pro casténé potl&geni iontové sily byla s#s standardl R- a Sdolterodinu
o koncentraci 1 mg.il(v porsru 6:4 pro snadné &ni pdadi migrace izomé) rozpustna
v madi a nasledd ziedéna deionizovanou vodou v péna 1:1. Takto pipraveny vzorek byl
hydrodynamicky davkovan tlakem 50 mbar po dobu Kusé. Pracovnim elektrolytem byl
100 mmol.I* fosfat tris o pH 2,5 sifdavkem 1 % B-CD.

Nejdriv bylo poteba kwili korekcim pozadi zw&tit vzorek Zzedné mai bez standanil
(Obr. 32a). Nasledn byla analyzovana ndose standardy tolterodinu v elektrolytu bez
chiralniho selektoru,itvodem je zji&ni migraniho ¢asu tolterodinu v sepamaim prostedi
(Obr. 32b). Bdanim 1% Py-CD do pracovniho elektrolytu 100 mM fosfatu trigpel 2,5
ziskdme separaci s rozliSenim 1,7.rdld migrace enantiomerje stejné jako vipad

analyzyR,Stolterodinu v deionizované végdtakzeS-izomer migruje jako prvni (Obr. 32c).
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Obrazek 32: Elektroferogramy enantiomerni separiR,Stolterodinu \ mcti: (a) pozadi bez
vzorku, (b) vzorek \elektrolytu bez chiralniho selekt, (c) vzorekstandardiR,Stolterodinu
v 100 mM fesfatu tris o pH 2,5 1 % Py-CD

4.2.7Chiralni separaceR,S-tolterodinu v krevnim séru

Krevni sérum je slozitd matrice obsahujitégevsimplazmatické bilkoviny enzymy,
vitaminy a anorganické soUprava vzorku ped analyzou byla proto mnohem sléjt nez
v pripad® maoci. Do 200ul krevriho séra bylo fidano Oul (blank —slepy pokus) papads
2 ul smesi R- a S+4olterodinu a nasled@ndopnéno methanolem na objem 4ul. Vzorky byly

10 minut sonifikovany na ultrazvukové laza posléze 10 minut centrifugovanyi 7000
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otatkach za minutuVysrazené bilkoviny se usadily naéda z horni vrstvy bylo odebran
200 pul vzorku, ktey byl déle odpten do suchaOdparek byl rozpush ve sngsi 10 pl
methanolu a 4Qul deionizovaé vody. Pracovnim elektrolytem byl 100 mM fosfat t
opH25 s1 % R-CD, vzorek byl hydrodynamicky davkovan tlakem 50 mipar dobu
5 sekund a pouzité nai bylo +20 kV Obr. 33a,b)Hodnota ziskaného rozliSeni je .

mil §

T // |
qo )\ AJ) |
b ‘_MW \WWM WWM 'W" J WM“M'W

g_

g_

g ; 10 105 f i3 tin
Obrazek 33: Elektroferogramy enantiomerni separaR,Stolterodinu \krevnim séru:
(@) blank, (b) vzorek standarR,Stolterodinu v100 mM fosfatu tris o pH 2,5 1 % Py-CD
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4.3 Chiralni separaceR,S-tolterodinu v tabletce Uroflow

Pripravek Uroflow vyrabi firma Zentivk.s. a k dostani je podol& tablet obsahujic
lnebo 2 mg d&nné latky tolterodin hydrogentartratuPrepard je uen k I&bé
hyperaktivnihno méového michyfe se symptomy naléhavého Gastého meéeni nebo
inkontinence.

Tabletka Uroflow obsahuji 2 mg tolterodinu byla separovama 00 mmol.I* fosfatu
tris o pH 2,5 s 1 % R-CD (Obr. 34). Hodnota ziskaného rozliSemlektroforetické mobility

obou enantiomérjsou vtabulceXXIl. Obsah minoritnihoS-enantiomer v tablet Uroflow
je 0,2%.
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Obrazek 34:Elektroferogranchiralni separacR,Stolterodinu vtableg Uroflow
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Tabulka XXII: Separani charakteristikiseparac®,Stolterodinu vtabletce Uroflov

Rozlieni 1sx10° [m#V.s] RSDs [%] urx10° [m?/V.s] RSDk [%]
3,0 16,67 6,64 15,37 6,59

4.4 Chiralni separaceR,S-tolterodinu v tabletce Detrusito

Pripravek Detrusitol vyrabi firma Pfizer s.r.o a maut je \ podol& tablet : obsahem
4 mgq tolterodin hydrogentartratTerapeuticke ¢inky jsou stejné jako uifpravku Uroflow

K enantiomerni separaRR,Stolterodinu v tabletce Detrusitol byly pouZistejné
separani podminkyjako u tabletky Uroflow. U obouifpravki méli vzorky koncentrac
1 mg.mi* a doba hydrodynamického davkovani by sekund (Obr. 36
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Obrazek 35: Elektroferogram chiralni separacR,Stolterodinu \tablet Detrusitol

o koncentraci vzorku 1 mg.i* v 100 mM fosfatu tris o pH 2,5pidavken 1 % Py-CD
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Z elektroferogramu je patrny frontujici profil pilR-enantiomeru, ktery tak e prekryvat
signél S-enantiomeru migrujic jako prvni.Vzorek byl proto ¥edén deionizovanou vodou r

koncentraci 0,5 mg.ritla doba davkovaniistala stejna (Ob36).

mAUT

501 .
Detail I

/
/ |

| | | | | |
1 12 13 14 15 min

Obrazek 36: Elektroferogram chiralni separacR,Stolterodnu vtablet Detrusitol

o koncentraci vzorku 0,5 mg.™ v 100 mM fosfatu tris o pH 2,5gdavkem 1 % -y-CD

Ani sniZzeni koncentrace vzorku tabletky nepomot separaciR,Stolterorodini, ktery je

ve formg Sizomeru gitomny \ menSim mnozstvi neZ jienit detekce metod
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4.5 Fesoterodin

Fesoterodin je derivat tolterodinu s podobnou s$tmdu (Obr. 37) majici chirélni
vlastnosti. Stej& jako tolterodin je kompetitivni, specificky antagsta muskarinovych
receptoéi. Je vSak vde rychleji hydrolyzovan nespecifickymi plazmatickly esterazami
na 5-hydroxymethyltolterodin, coz je primérni akiivmetabolit majici hlavni farmakologické
acinky. Prace zabyvajici se chiralni separaci fesdiau metodou kapilarni elektroforézy

nebyla doposud publikovana.

OH
Obrazek 37: StrukturaR,Sfesoterodinu

4.5.1Chiralni separaceR,S-fesoterodinu v tabletce Toviaz

Toviaz je novym lékem ip Iécbé nemoci hyperaktivnihno ndgového ngchyre.
Vyrobcem je firma Pfizer s.r.o a postépn trhu vytl&uje pipravky Uroflow a Detrusitol.
Tabletky obsahuji 4 nebo 8 mgidné latky fesoterodin fumaratu.

Analyzovand tabletka obsahovala 4 Rgsfesoterodinu a kili Spatné rozpustnosti
ve vodé byla koncentrace vzorku upravena na hodnotu 0,5miifg | v tomto Fipads byl
pouzit 100 mM fosfat tris o pH 2,5 sigavkem 1 % R-CD (Obr. 38) a vzorek byl davkovan
po dobu 5 sekund.
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Obrazek 38: Elektroferogram chiralni separacR,Sfesoterodinu table¢ Toviaz

o koncentraci vzorku 0,5 mg.™ v 100 mM fosfatu tris o pH 2,5@idavkem 1 % -y-CD

sdobou davkovani 5 seku
Prodlouzenindoby hydrodynamického davkovani na 20 sekzvySime koncentraci analy

nad limit detekce (Obr. 39Analyza trvala necelych 16 minut a ziskané rozii$ea hodnott

2,1. ZjisSeény obsalS-enantiomeru fesoterodint tablet Toviazje 0,35 %
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Obrazek 39: Elektroferogram chiralni separacR,Sfesoterodinu  table¢ Toviaz

-20

o koncentraci vzorku 0,5 n.ml™ v 100 mM fosfatu tris o pH 2,5@idavkem 1 % -y-CD

sdobou davkovani 20 seku
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5 Zavér

V praci je prostudovdn fbéh chiralni separace R,Smethoxytolterodinu
v elektrolytech o koncentracich 25 aZ 100 mrifoldsfatu sodného a fosfatu tris o pH 2-3
s pridavkem fosfatovanéhg-cyklodextrinu o #@znych koncentracich. Maximalni hodnota
ziskaného rozliSeni pro fosfat sodny je 2,5 a msfat tris 2,2. Zarove byl pozorovan
negativni vliv nafistajici teploty kapilary na enantiomerni separaci.

Pro chiralni separaé&t,Stolterodinu je vhodnym pracovnim elektrolytem 106ah.I*
fosfat tris o pH 2,5 sifjdavkem 1 hm. % R-CD jako chiralniho selektoru. Doba analyzy
R,Stolterodinu byla kolem 14 minut &enantiomer migroval jako prvni. Vybrané analytické
parametry, vetné hodnot LOD a LOQ, stanoveR- a S{olterodinu byly tabelovany. Stejn
jako v pipads separace enantioniemethoxytolterodinu ma rostouci teplota negatiiivi na
separaci, ficinou je \tSi rychlost EOF. Vyvinuta metoda separdestolterodinu byla
pouzita k analyzdr,Stolterodinem obohacené wica krevniho séra. DalSi oblasti aplikace
metody byly realné vzorky #v. V piipads tabletky Uroflow byla hodnota rozliSeni 3
a stanovena koncentraBenantiomeru 0,2 %. Tabletka Detrusitol obsahuje3hemoZstvi
S+olterodinu nez je limit detekce.

Poslednim pednmeétem studia byla aplikace metody na tabletku Towdsahujici
acinnou latku fesoterodinR,Sfesoterodin je derivat tolterodinu, ktery je &let snadgji
hydrolyzovan na hlavni aktivni metabolit 5-hydrogtmyltolterodin. Stanovena koncentrace
minoritniho enantiomeru fesoterodinu v tabletceul@bviaz byla 0,35 %.

Metoda vyuZivajici fosfatovany-cyklodextrin jako chiralni selektor v elektrolytu
o nizkém pH je vhodna pro separ&iStolterodinu a jeho derivatv béznych matricich

a farmaceutickych preparatech.
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7 Seznam pouzitych zkratek a symb

a-CD
B-CD
vy-CD
0-CD
18C6H4
BGE
CD

CE
CEC
CGE
CIEF
CITP
CMC
CNS
CS
CZE
DAD
ECC
EOF
ESI
FLEC
GC
GIT
GITC
HPLC
HP$-CD
IUPAC
LC
LOD

a-cyklodextrin

B-cyklodextrin

y-cyklodextrin

d-cyklodextrin
18-crown-6-tetrakarboxylova kyselina
pracovni elektrolyt

cyklodextrin

kapilarni elektroforéza

kapilarni elektrochromatografie
kapilarni gelové elektroforéza

kapilarni izoelektricka fokusace
kapilarni izotachoforéza

kritick& micelarni koncentrace

centralni nervova soustava

chiralni selektor

kapilarni zénova elektroforéza

detektor diodového pole
elektrokinetick& kapilarni chromatografie
elektroosmoticky tok

ionizace elektrosprejem

9-fluorenylethyl chloroformiat

plynova chromatografie

gastrointestinalni trakt
1-fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-alaninamid
vysokudinna kapalinova chromatografie
hydroxypropylp-cyklodextrin
mezinarodni unie préstou a uzitou chemii

kapalinova chromatografie

limit detekce
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LOQ
MEEKC
MEKC
MS
P+«-CD
SDS
TLC
TRIS

limit stanovitelnosti

mikroemulzni elektrokinetickd chromatografie
micelarni elektrokineticka chromatografie
hmotnostni spektrometrie

fosfatovany-CD

dodecylsiran sodny

tenkovrstevna kapalinova chromatografie

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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8 Prilohy

8.1 Elektroferogramy chiralni separace R,S-methoxy-
tolterodinu v elektrolytu fosfatu sodného
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Obrazek 40a:Elektroferogramy separaR,Smethoxytolterodinu ve 25 mM fosfatu sodn

0 pH 2 a koncentracich 011% Py-CD
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Obrazek 40b: Elektroferogramy separaR,Smethoxytolterodinu v 50 mM fosfalsodném
o pH 2 a koncentracich 011% Py-CD
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Obrazek 40c:Elektroferogramy separaR,Smethoxytolterodinu v 75 mM fosfatu sodnér

pH 2 a koncentracich 019% F-y-CD
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Obrazek 40d: Elektroferogramy separaR,Smethoxytolterodinu v 10mM fosfatu sodném
o pH 2 a koncentracich 011% Py-CD
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Obrazek 41a:Elektroferogramy separaR,Smethoxytolterodinu ve 25 mM fosfatu sodn

o pH 2,5 a koncentracich -1 % Py-CD
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Obrazek 41b: Elektroferogramy separaR,Smethoxytolterodinu v 50 mM fosfatu sodnt
o pH 2,5 a koncentracich -1 % Py-CD
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Obrazek 41c: Elektroferogramy separaR,Smethoxytolterodinu v 75 mM fosfatu sodnt
o pH 2,5 a koncentracich (-1 % Py-CD
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Obrazek 41d: Elektroferogramy separaR,Smethoxytolterodinu v 100 mM fosfatu sodn:
o pH 2,5 a koncentracich -1 % Py-CD
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Obrazek 42a:Elektroferogramy separaR,Smethoxytolterodinu ve 25 mM fosfatu sodn

o pH 3 a koncentracich 011% Py-CD
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Obrazek 42b: Elektroferogramy separaR,Smethoxytolterodinu v 50 mM fosfatu sodnt

o pH 3 a koncentracich 011% Py-CD
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Obrazek 42c: Elektroferogramy separa®R,Smethoxytolterodinu v 75 mM fosfatu sodnt
o pH 3 a koncentracich 011% Py-CD
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Obrazek 42d: Elektroferogramy separaR,Smethoxytolterodinu v 100 mM fosfatu sodni
o pH 3 a koncentracich 011% Py-CD

- 100 -



8.2 Elektroferogramy chiralni separace R,S-methoxy-
tolterodinu v elektrolytu fosfatu tris
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Obrazek 43a: Elektroferogramy separacR,Smethoxytolterodinu ve 25 mM fosfatu ti
o pH 2 a koncentracich 011% Py-CD
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Obrazek 43b: Elektroferogramy separacR,Smethoxytolterodinu v 50 mM fosfatu ti
o pH 2 a koncentracich 011% Py-CD
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Obrazek 43c: Elektroferogramy separacR,Smethoxytolterodinu v 75 mM fosfatu ti
o pH 2 a koncentracich 011% Py-CD
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Obrazek 43d: Elektroferogramy separacR,Smethoxytolterodinu v 100 mM fosfatu ti
o pH 2 a koncentracich 011% Py-CD
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Obrazek 44a: Elektroferogramy separacR,Smethoxytolterodinu ve 25 mM fosfatu t
o pH 2,5 a koncentracich (-1 % Py-CD
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Obrazek 44b: Elektroferogramy separacR,Smethoxytolterodinu v 50 mM fosfatu ti
o pH2,5 a koncentracich (-1 % Py-CD
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Obrazek 44c: Elektroferogramy separacR,Smethoxytolterodinu v 75 mM fosfatu tr
o pH2,5 a koncentracich (-1 % Py-CD
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Obrazek 44d: Elektroferogramy separacR,Smethoxytolterodinu v 100 mM fosfatu ti
o pH 2,5 a koncentrézh 0,-1 % Py-CD
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Obrazek 45a: Elektroferogramy separacR,Smethoxytolterodinu ve 25 mM fosfatu t
o pH 3 a koncentracich 011% Py-CD
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Obrazek 45b: Elektroferogramy separacR,Smethoxytolterodinu v 50 mM fosfatu ti
o pH 3 a koncentracich 011% Py-CD

- 110 -



10,1 % P-y-CD

]

)

[| ]

;10.25 % P-y-CD M

10,5 % P-y-CD M

1]
[] 0,?5 % ]-?‘I:{'.(I:.])” S i s iy o e P . i TR T LNl nuM o

i 1 % P-y-CD i

I I | l | | !
! § i f 1l f} i mi

Obrazek 45c: Elektroferogramy separacR,Smethoxytolterodinu v 75 mM fosfatu ti
o pH 3 a koncentracich 011% Py-CD
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Obrazek 45d: Elektroferogramy separacR,Smethoxytolterodinu v 100 mM fosfatu ti
o pH 3 a koncentracich 011% Py-CD
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