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Abstrakt

Kapilarni elektroforéza je univerzalni analytickd separa¢ni metoda. Ve spojeni
s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie poskytuje ufinny nastroj pro separaci
bioanalyticky vyznamnych latek. Teoreticka Cast této bakalaiské prace se zabyva nevodnou
kapilarni elektroforézou jako vhodnym nastrojem pro analyzu farmakologicky aktivnich latek.
Experimentalni c¢ast prezentuje vysledky separace IéCiva dextromethorphanu a jeho
metaboliti pomoci nevodné kapilarni elektroforézy. Dale zahrnuje optimalizaci pouzité
metody a jeji zékladni statistické hodnoceni. Zavér experimentalni ¢asti je vénovan analyze

realného vzorku.

Abstract

Capillary electrophoresis is a versatile method for analytical separations. In
combination with mass spectrometry provides a powerful tool for bioanalytical separation of
substances. The theoretical part of this thesis deals with non-aqueous capillary electrophoresis
as a useful tool for the analysis of pharmacologically important compounds. Experimental
section presents the results of the separation of drugs dextromethorphan and its metabolites by
non-aqueous capillary electrophoresis. It also includes the optimization method used and its
basic statistical evaluation. The conclusion of experimental section is devoted to the analysis

of a real sample.
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1 Uvod

Kapilarni elektroforéza je analytickd metoda se Sirokym uplatnénim v chemii, je
vhodna pro separaci celého spektra latek od malych anorganickych iontd po biologické
makromolekuly a vynika vysokou separacni u¢innosti a nizkou spotiebou roztoki
a vzorku [1].

Nevodnd kapilarni elektroforéza (NACE) vhodné dopliuje kapilarni zénovou
elektroforézu, protoze umoziuje separovat i1 latky, které nelze analyzovat ve vodném
prostiedi. Mezi takové latky patii velké mnoZstvi latek nachazejicich se v Zivotnim prostiedi a
organismech a také lé¢iv. NACE tak nachdzi uplatnéni v bioanalytické, ale i farmaceutické
chemii.

Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii (MS) pfinasi dalsi pozitiva.
Zvysuje citlivost detekce a piinasi informace o struktufe latky. Spojeni nevodné kapilarni
elektroforézy a hmotnostni spektrometrie vyuziva nizkych teplot varu u organickych
rozpoustédel, kdy dojde ke snadnému odpareni rozpoustédla a vzorek je snadno ionizovan.

NACE a MS jsou tedy vhodnou kombinaci metod pti studiu slozitéjSich systémii,

napiiklad pti analyze biologickych materialli nebo analyze 1é€iv a jejich metabolismd.
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2 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza patii mezi elektromigra¢ni separa¢ni metody. Tyto metody
vyuzivaji dvou elektrokinetickych jevii — elektroforézy a elektroosmozy. Principem separace
slozek vzorku je rozdilna rychlost jejich migrace, nebot’ nabité Castice riznych slozek se
v ur¢itém prostiedi li§i svou elektroforetickou pohyblivosti. [2]

Elektroforetické separace jsou zaloZzeny na migraci analytli podle jejich hustoty ndboje
(pomér naboje vici hmotnosti). Elektroforetickd migrace miize byt ovlivnéna sloZzenim

zékladniho elektrolytu nékolika cestami (napt. diky zménam velikosti solvatovaného analytu).
2.1 Zakladni principy kapilarni elektroforézy

2.1.1 Elektroforeticky pohyb

Kapilarni elektroforéza je elektromigracni separatni metoda zalozena na pohybu
elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmérném elektrickém poli k opacné nabité elektrodé.

Na nabitou castici o naboji Q plsobi v elektrickém poli o intenzit¢ E dvé sily:
elektricka sila F;, ktera ji uvadi do pohybu, a odpor viskézniho prosttedi F,, ktery ji brzdi. Po
vyrovnani téchto sil nastane staciondrni stav, ve kterém se nabité¢ Castice pohybuji stalou

rychlosti. Tato rychlost v je dana rovnici (1):
v=Q-E/k [ms] (1)

(k je koeficient zavisly na tvaru a velikosti Castice a na viskozité prostredi, ze
Stokesova zakona plyne, Ze k = 6mnr)
Elektroforeticka pohyblivost p. (mobilita) urc¢ité nabité Castice je rychlost jejiho

pohybu v elektrickém poli o jednotkové intenzité. [2]
e = v/E = Q/(6mnr) [m*V's™] )

Z tohoto vztahu lze odvodit, Zze malé, vysoce nabité Castice maji vysokou mobilitu,
naproti tomu velké minimalné nabité ¢astice maji mobilitu nizkou. [4]

Experimentalné se rychlost Castice stanovuje z drahy, kterou ¢astice urazi za dany Cas.
V podminkéch kapilarni elektroforézy z délky kapilary od nasttiku vzorku po detektor (tzv.
efektivni délka kapilary, L.r) a Casu pottebného pro piekonani této vzdalenosti (doba

migrace, tp).

V= Lef/tm (3)
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Pro vypocet elektroforetické pohyblivosti se v laboratorni praxi pouziva nasledujici

VZOorec:
He:Lef'L/tm'U (4)

(Ler - efektivni délka kapilary, L - celkova délka kapilary, t, - doba migrace,
U - separacni napéti)
Vzorce (3) a (4) jsou vhodné pro pouziti v laboratorni praxi, protoze vSechny pouzité

veli¢iny jsou pii provadéni méfeni znamy.

2.1.2 Elektroosmoéza

Kromé¢ elektroforézy pusobi na castice béhem separace elektroosméza (elektro-
osmoticky tok, EOF). Zptisobuje pohyb celého objemu kapilary smérem ke katod¢. Na tomto
jevu se majoritné podili vznik tzv. Sternovy dvojvrstvy.

Stény kapilary z taven¢ho kifemene obsahuji silanolové skupiny, které se v kontaktu

s roztoky o pH > 3 disociuji:

| +

—5i—0H =—= —3%i—0 + H
Obr. 1: Disociace stény kapilary (Klouda)

Disociaci silanolové skupiny se vytvoti zaporny naboj stény. Kationty ze zakladniho
elektrolytu jsou pfitahovany k zaporné nabité sténé a vytvari se stabilni elektricka dvojvrstva
(tzv. Sternova vrstva). Kationty blize stiedu kapilary tvofi tzv. difuzni vrstvu. Po aplikaci
napéti kationty z difuzni vrstvy migruji ke katodé. Kationty H+ byvaji siln€¢ hydratovany a
jejich pohyb spole¢né s asociovanymi molekulami vody vyvola tok celého roztoku ke katodé.

Tok je tak silny, ze nese ke katod¢ 1 anionty a elektroneutralni Castice.
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Mahits Sternova Powrch Difueni

Obr. 2: Schématické znazornéni vzniku elektrické dvojvrstvy

Neutralni castice se pohybuji rychlosti elektroosmotického toku, kationty rychleji,
anionty pomaleji v zavislosti na jejich elektroforetické pohyblivosti. [2]

Vyhodou kapilarni elektroforézy, oproti HPLC, je staly pratok v celém prifezu
kapilary. CE ma tzv. pistovy rychlostni profil. Diky této vlastnosti nedochdzi k tak
znatelnému rozmyvani zony piku jako v HPLC, kde je profil toku laminarni. V CE tedy

dochazi k menSimu rozmyvani zon a je dosahovano lepsi i¢innosti ve srovnani s HPLC.

D
L

Obr. 3: Porovnani pritoku kapilarou: A) pistovy rychlostni profil B) laminarni rychlostni profil

EOF je velmi zavisly na pH zékladniho elektrolytu, protoze na ném zavisi disociace
vnitintho povrchu kapilary a ustanoveni Sternovy vrstvy. Ddale zavisi na permitivité

a viskozité zdkladniho elektrolytu, na separaénim napéti a poloméru kapilary.
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2.1.3 Jouleovo teplo

Pii priitoku elektrického proudu kapilarou vznika teplo. Cim vy$si proud elektrolytem
prochazi, tim je uvoliiované teplo vyssi.

Nasledkem tepla miZe dochazet k rozkladu analyzovanych latek, lokalnim zménam
viskozity elektrolytu. Tyto efekty zvysSuji rozmyti jednotlivych zon analyti a maji za nasledek
sniZzeni u¢innosti separace.

Pro zamezeni negativnich vlivii vzniklych plisobenim tepla podléha prostor

s umisténou kapilarou chlazeni.

2.2 Instrumentace

Schéma zatizeni pro kapilarni elektroforézu je zobrazeno na Obr. 4.

Separace probihd v kapilafe naplnéné zakladnim elektrolytem. Kapildra je ponofena
do vialek se zasobou zdkladniho elektrolytu a pomoci vloZenych elektrod je pfipojena ke
zdroji stejnosmérného napéti (10-30 kV). Na pocatku separace se do kapilary nadavkuje malé
mnozstvi vzorku. Na kapilafe je umistény detektor (nejcastéji spektrofotometricky), ktery

zaznamenava signal. Signdl je ndsledné vyhodnocen vhodnym softwarovym programem.

_____ vihodnoceni
! signialu

detektor \\

dévkovani vzorku
(zatatek préce) Iy
= ran =1
elektralt (puf) R p— elektralt (put)
30 kW

Obr. 4: Schéma zarizeni pro kapilarni elektroforézu [2]

2.2.1 Kapilara

Pouzivaji se kiemenné kapilary, které jsou zvnéjSi strany potaZeny polyimidem.
Polyimidova vrstva chrani kiehkou kapildru pfed znehodnocenim. Pouze oblast kapilary,
ktera prochéazi detektorem, je zbavena ochranné polyimidové vrstvy.

Nejcastéji se uplatiiuji kapilary dlouhé 15-100 cm o pramérech 25-150 pum. [4].
Kapildra je umisténa do specidlni kazety, kterda se vklada do pfistroje a zajiStuje piesné
umisténi kapildry. Spravné umisténi kapilary je dilezité piedevSim jako prevence proti
zlomeni konce kapilary pti vyméné vialek a pro zajisténi presného mista detekce v misté bez

potazeni.
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2.2.2 Detekce

Kapilarni elektroforéza je metoda s vysokymi pozadavky na citlivost pouzivanych
detektorii. Vysoké citlivost pouzivanych detektorti je nutnd predevSim diky velmi malym
prumérim kapilary a velmi malym objemiim nadavkovanych vzorka (v nl). V soucasné dobé
je nejb&zngjsi detekci UV spektrometrie. Casto se také vyuziva spojeni kapilarni elektroforézy
s hmotnostni spektrometrii. Pfehled jednotlivych zptsobl detekce je uveden v nésledujici

tabulce.

Tab. 1: Kli¢ové udaje detek¢énich metod [4]
Detekéni limit

Metoda (mol) Vyhody Nevyhody
s ; univerzalni, nabizi
UV-VIS 10° — 10 . nizka citlivost
zisk spektra latky
obvykle vyzaduje
fluorescencni detektor 107 - 10" citliva

derivatizaci vzorku

' obvykle vyzaduje
laserem indukovany 0 . L S
107 — 10 extrémngé citlivy derivatizaci vzorku,
fluorescencni detektor
drahy
. . -10 -11 e, ., bouzepro
ampérometricky detektor 107" - 10 citlivy, selektivni _
elektroaktivni latky
vodivostni detektor 10°-107 univerzalni

citlivy, poskytuje ' _
komplikované spojeni

hmotnostni spektrometriec ~ 10® — 107 strukturni '
' mezi CE a MS
informace
nepiima UV, fluorescenéni  10-100x mensi niz8i citlivost nez
nebo amperometricka citlivost nez univerzalni ptimé detekéni
detekce piimé metody metody

2.3 Mody kapilarni elektroforezy

Hlavni vyhodou kapilarni elektroforézy je dostupnost riiznych modu, které umoznuji
separaci a analyzu rozdilnych typt latek od anorganickych po biopolymery. [5]

Pro uplatnéni pfi studiu 1é¢iv jsou nejvyznamnéjsi: kapilarni zonova elektroforéza,
nevodnd kapilarni zonova elektroforéza, micelarni elektrokinetickd kapilarni chromatografie,

kapilarni elektrochromatografie, kapilarni izotachoforéza. [6]
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Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) je nejjednodussi formou kapilarni
elektroforézy. V CZE je kapilara naplnéna zékladnim elektrolytem (pufrem), vzorek je
nadavkovan na vstup kapilary a je pfipojeno elektrické napéti. Rozpusténé latky migruji
rtiznou rychlosti a vytvofi nespojité zony. [4] Rychlost migrace jednotlivych rozpusSténych
latek je dana elektroforetickou pohyblivosti a elektroosmotickym tokem.

Nevodna kapilarni zonova elektroforéza (NACE) vyuziva jako zakladni elektrolyt
organickd rozpoustédla nebo jejich smési. Pouziva se pfedev§im pro latky hydrofobniho
charakteru, které jsou Spatné rozpustné ve vod¢ (resp. vodnych pufrech). Diky vhodnym
vlastnostem organickych rozpoustédel (nizké povrchové napéti, tékavost) je NACE velmi
vhodna pro spojeni s MS.

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MECC) byla plivodné
vyvinuta pro separaci nenabitych sloucenin, které se nedéli uzitim CZE. Separace se provadi
za pouziti zakladniho elektrolytu s vysokym pH, ktery obsahuje relativné vysokou hladinu
povrchove aktivnich latek (napt. SDS). Ty za¢nou vytvaiet micely, které maji hydrofobni
stfed — tzv. pseudostacionarni faze.

Latky vice zadrzované micelami maji delS$i separacni Casy nez latky v micelach
zadrzovan¢ mén¢. Elektromigracni separacni proces je zde vhodné doplnén
chromatografickym principem. [6,2]

Kapilarni elektrochromatografie (CEC) kombinuje princip CE a HPLC. Kolona
neni pouze naplnéna volnym vodnym roztokem, ale navic obsahuje stacionarni f4zi tvofenou
z mikrocastic. Tok mobilni fidze je zplisobem pifipojenym stejnosmérnym napétim. [2]
Vyhodou CEC oproti HPLC je linearni rychlostni profil elektroosmotického toku, coz
umoziuje dosahovat vySsich u¢innosti pti separaci. [6]

Kapilarni izotachoforéza (CITP) je metoda, pii které se vzorek davkuje mezi dva
zékladni elektrolyty, vedouci a koncovy. Po zapnuti stejnosmérného elektrického proudu

migruji zony v potadi jejich pohyblivosti. [6]

2.4 Nevodna kapilarni elektroforéza

Nevodna kapilarni elektroforéza je komplementrani metodou ke kapildrni zonové
elektroforéze. Pouziti organickych rozpoustédel, namisto vody, jako zakladniho elektrolytu
zvySuje rozpustnost hydrofobnich analyti a selektivitu metody. [5]

Pomoci NACE mohou byt separovany latky, které ve vodném prostiedi podléhaji

reakcim, rozkladaji se nebo je nelze rozseparovat s dostate¢nym rozliSenim.
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2.4.1 Historie nevodné kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza se jako univerzadlni analytickd separatni metoda objevila
v soucasné podobé pied asi tficeti lety, kdy Jorgenson a Lukacsova vroce 1981 provedli
stanoveni derivatizovanych aminokyselin a peptidi [7]

Prvni uziti zékladniho elektrolytu zalozeného na organickém rozpoustédle bylo
publikovano kratce po roce 1984, kdy Wahlbroehl a Jorgensen separovali derivaty chinolinu
v acetonitrilu  obsahujicim  smésny  systém  chloristan  tetraethylamonny/kyselina
chlorovodikova. [8]

Prvni prace publikujici spojeni NACE a MS byla vydana az vroce 1994 skupinou
okolo S. Naylora. V roce 1999 byly Naylorem a jeho skupinou spolupracovnikli shrnuty
dosud publikované prace tykajici se analyzy 1€kt a lipofilnich peptida. [3]

Do roku 2006 nebyl pftili§ patrny rozvoj] NACE a jejiho spojeni s MS, protoze ve
srovnani s vodnymi pufry jsou procesy jako disociace a migrace v organickém rozpoustédle
nedostatecné prozkoumany. [3] V soucasné dob¢ se vSak velké mnoZzstvi praci zabyva praveé

témito specifickymi problémy a vyuziti NACE vzrasta.

2.4.2 Rozpoustédla v nevodné kapilarni elekroforéze

Jako rozpoustédla pro NACE se pouZivaji Cistd organickd rozpoustédla (napf.
methanol, acetonitril, n-propanol, dimethylsulfoxid, N,N-dimethylformamid, atd.) nebo jejich
smesi.

Elektroforeticka pohyblivost 1 elektroosmoticky tok jsou zavislé na viskozité prostiedi
a dielektrick¢ konstanté rozpoustédla. Hlavnim urcujicim parametrem je pomér &/m
(e dielektricka konstanta, n viskozita rozpoustédla). V médiich s nizkym pomérem &/n migruji
ionty pomaleji, nez v elektrolytu s vy$§im pomérem &/n. Zménou poméru &/m lze ovlivnit
mobilitu a tim 1 selektivitu separace. [3]

Rozdilné vlastnosti organickych rozpousStédel maji vyznamny vliv na interakce
rozpusténé latky — rozpoustédlo, rozpusSténé latky — aditivum, iont — iont probihajici
v zakladnim elektrolytu. Nevodna média tak nabizi prostor pro separacni mechanismy
zalozené na interakcich, které nelze uplatnit ve vodném prostiedi. [3]

Organicka rozpoustédla jsou pfedev§im vhodna pro analyty se Spatnou rozpustnosti ve
vodé. Casto je pozorovana rozdilna selektivita. Nizké generované proudy ve srovnani
s vodnymi pufry umoziuji uZiti vysSi intenzity elektrického pole a uziti SirSich priméri
kapilar. Vyssi t€kavost a niz§i povrchové napéti organickych rozpoustédel délaji NACE

vysoce kompatibilni s MS. [3]
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Pro spojeni NACE a MS se nejcastéji pouziva smes acetonitrilu a methanolu. Ostatni
alkoholy (ethanol, 1-propanol a dalsi) maji omezené pouziti. Typicky elektrolyt zahrnuje dale

octan amonny, pfipadé¢ mravencan amonny nebo jejich kombinaci s ptislusnou kyselinou. [3]

Tab. 2: Zakladni vlastnosti organickych rozpoustédel a vody [3]

Rozpoustédlo ¢ n(mPa.s) &/n y(N.m™) pK, Tyaru (°C)
methanol 32,70 0,545 60,0 0,0221 17,2 65
ethanol 24,55 1,078 22,8 0,0219 18,9 78
1-propanol 20,33 1,956 10,4 0,0233 19.4 97
2-propanol 19,92 2,073 9,6 0,0212 20,8 82
formamid 111,0 3,300 33,6 0,0579 16,8 210
acetonitril 37,50 0,341 110,0 0,0276 - 82

voda 78,39 0,890 88,1 0,0718 14,0 100

(e — dielektricka konstanta, n — viskozita, y - povrchové napéti )
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3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je jedna z nejuniverzalnéjSich detekcnich technik
umoziujici nejen detekci prakticky kazdého analytu, ale také poskytujici strukturni informaci
pro jeho jednoznacnou identifikaci.

MS je separacni technika, ktera separuje desolvatované ionty studované latky dle
jejich hodnoty podilu hmotnosti a naboje m/z. Zakladnimi kroky v této technice jsou:
odpafeni rozpoustédla, ionizace, akcelerace iontl do hmotnostniho analyzatoru, separace

1ontt hmotnostnim filtrem, detekce iontu.

iontovy zdroj urychleni ionti
\ _ tleKiromagnet
N g 3 K T
"= - k vakuové

[ % pumpé
vzorek / \\\/ /l.I
vychyleni jonti \

detektor —% J

zesilovaé ]
|
hmotnosini spektrum I:I

Obr. 5: Schéma hmotnostniho spektrometru (Zdroj: Jan Sima, P¥F JCU)

3.1 Hmotnostni spektrometrie jako zpusob detekce pii CE

Spojeni separacnich technik (napt. HPLC, CE, plynova chromatografie) s hmotnostni
spektrometrii se stalo u¢innym nastrojem v chemickych a biologickych analyzach. Ackoli je
stale UV detekce nejCastéji pouzivanym detektorem v CE, jeji citlivost je nizkd, protoZe
signaly pfimo souviseji s kratkou optickou drahu, kterd odrazi vnitini praimér kapilary. Proto
muze byt MS detektor zajimavou volbou. Nabizi vyssi citlivost a schopnost rozliSit nékteré
ptekryvajici se piky. MS poskytuje informace o molekularni hmotnosti a strukturni informace,
které mohou byt uzity pro identifikaci nezndmé latky nebo potvrzeni jeji identity. [5]

Pti spojeni MS s CE se pouzivaji ti1 typy zdroji iontli (ionizace): ionizace
atmosferickym tlakem (elektrosprej (ESI), chemicka ionizace atmosferickym tlakem (APCI),
fotoionizace atmosferickym tlakem (APPI)), ionizace laserem za pfitomnosti matrice
(MALDI), indukéné vazand plazma (ICP). Hmotnostni analyzatory nejCastéji vyuzivaji
kvadrupol, iontovou past, detektor doby letu a iontovou -cyklotronovou rezonanci

s Fourierovou transformaci. [5]
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4 Analyza lécCiv

Chemicka analyza je disciplina, kterd je silné spjatd s vyvojem Ié€iv a farmaceutickou
kontrolou jejich kvality a bezpec¢nosti. Bohuzel jsou stale dostupna Ié¢iva s velmi nizkou
kvalitou ¢i pad€lky. Kapilarni elektroforéza je vykonnd analytickd metoda se zasadnim
vyznamem Vv objevovani 1€¢iv a v aplikaci v jejich vyrobnich procesech, pfedev§sim diky
jejimu specifickému mechanismu, rychlosti, t€innosti a univerzalnosti. [5]

Pti analyze 1€¢iv jsou kladeny na pouzitou metodu vysoké pozadavky, protoze je Casto
nutné od sebe rozdélit latky s velmi podobnymi fyzikdlnimi 1 chemickymi vlastnostmi.
Nejcastéji se pouzivaji chromatografické metody, ale v posledni dobé vzrista také obliba
elektromigra¢nich metod.

Nezbytnou soucésti analyzy terapeutickych u¢inkl 1é¢iv je kromé pozorovani vnéjSich
ptiznaki také laboratorni zpracovani télnich tekutin. Analyza 1éCiv v télnich tekutinach
Pti¢inou je pritomnost velkého mnoZstvi riiznych sloucenin v organické matrici, které vedou k
interferenci matrice s analytem a obtiznost detekce nizkych koncentraci. Proto se provadi
uprava vzorku pted vlastni analyzou. BéZné postupy ptipravy vzorku zahrnuji precipitaci
proteintl, extrakci na pevné fazi nebo extrakci z kapaliny do kapaliny. Zakoncentrovani je
dosazeno pomoci odpaieni organického rozpoustédla a rekonstituci vzorku v malém objemu.
[6]

V praxi je nutné, aby metoda byla jednoduchd, spolehlivd, dostatecné selektivni

a automatizovatelna. Tyto podminky spliiuje spojeni NACE a MS.

4.1 Dextromethorphan a jeho metabolismus
Dextromethorphan  (DXM) patfi chemickou podstatou mezi alkaloidy,

z farmakologického hlediska jej fadime mezi antitusika a analgetika. DXM je syntetické
antitusikum s velmi dobrou toleranci, které na rozdil od kodeinu nemé narkoticky uc¢inek,
apfi jeho uzivani existuje minimalni riziko zavislosti. V pfipravcich na suchy kaSel je
obsazen ve form¢ dextromethorphan hydrobromidu.

Dextromethorphan je hydrofobni latkou, proto se z traviciho ustroji dobie vstiebava.
Metabolity 1 nezménéna latka se vylucuji moci.

Metabolismus DXM probiha ptevazné v jatrech a to dvéma cestami. Odbourani DXM
je katalyzovano dvéma enzymy zrodiny cytochromu P450 (CYP) za vzniku aktivnich
demethylovanych metaboliti (Obr. 6). O-demethylace z DXM na dextrorphan je katalyzovana

formou CYP 2D6 a za N-demethylaci z dextromethorphanu na methoxymorphinan zodpovida
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forma CYP3A4. Oba tyto metabolity mohou byt dale demethyloviny na
3-hydroxymorphinan. [9]

Glugoronide and
—— Sulfate Conjugates

Glucoronide and
Sulfate Conjugates

J-Hydroxymorphinag

Obr. 6: Metabolismus dextromethorphanu
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5 Cil prace

Cilem teoretické casti bakalatské prace bylo vypracovat literdrni reSerSi na téma
Nevodna elektroforéza pro separaci farmakologicky vyznamnych latek.

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti bakalaifské prace byla optimalizace parametra
separace dextromethorphanu a jeho mataboliti pomoci kapilarni elektroforézy a provedeni
zékladni validace. Pomoci optimalizované metody provést analyzu redlného vzorku a vyuzit

vhodnych vlastnosti nevodné kapilarni elektroforézy pro spojeni s hmotnostni spektrometrii.

14
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6 Experimentalni ¢ast

6.1 Material

6.1.1

6.1.2

Chemikalie

Dextromethorfan hydrobromid (Sigma Aldrich, Némecko)
3-Methoxymorfinan hydrochlorid (Sigma Aldrich, Némecko)
(+)-3-Hydroxymorfinan hydrobromid (Sigma Aldrich, Némecko)
Dextrorfan D-tartrat (Chemos CZ, s.r.o., Ceska republika)
Levallorfan (+)-tartrat (Sigma Aldrich, Némecko)
Deionizovana voda z ptistroje Millipore (Millipore, Francie)
Hydroxid sodny (ONEX, Ceska republika)

Acetonitril (Sigma Aldrich, Némecko)

Methanol (Sigma Aldrich, Némecko)

Octan amonny (Sigma Aldrich, Némecko)

Thiomocovina (Sigma Aldrich, Némecko)
Pristroje
Agilent 3p Kapilarni elekroforeticky systém, detektor: diodové pole s UV-VIS detekei

s rozsahem 190 - 600 nm (Waldbronm, Némecko)
Software: Agilent 30 CE ChemStation

Kapildra: vnitfni primér 75 pm, efektivni délka 40 cm, celkova délka 48,5 cm

(Polymicro Technologies, Arizona, USA)

Ttepacka: Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko)
Digitalni vahy: Sartorius LE225D (Sartorius, Svycarsko)
Vakuové odparka Concentrator 5301 (Eppendorf, Némecko)
Centrifuga: miniSpin (Eppendorf, Némecko)

Automatické pipety
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6.2 Metody

6.2.1 Uprava kapilary a promyvani

Aktivace vnitiniho povrchu nové kapilara probihala:

1 M NaOH 10 minut
0,1 M NaOH 10 minut
deionizovand voda 10 minut
acetonitril 10 minut
deionizovand voda 10 minut

Kazdy den byla kapilara pted za¢atkem prace promyvana:

0,1 M NaOH 5 minut
deionizovana voda 5 minut
methanol 10 minut

zakladni elektrolyt 10 minut
Pted kaZzdou analyzou byla kapilara promyvana 3 minuty zakladnim elektrolytem. Po
provedeni kazdé separace byla kapilara promyta 1,5 minuty 0,1 M NaOH, 1 minutu
methanolem a na zavér 2 minuty zdkladnim elektrolytem.
Po skonceni denni prace byla kapildra na zavér promyta 5 minut 0,1 M NaOH,

10 minut MeOH, 2 minuty vzduchem.

6.2.2 Zakladni elektrolyt

Na zéklad¢ dostupné literatury byl vybran jako zakladni elektrolyt 40 mM octan
amonny v methanolu s ptidavkem 10% acetonitrilu. [10]

Navazka octanu amonného potifebnd pro vyslednou koncentraci 40 mM byla
kvantitativné pfevedena do odmérné baiiky pomoci methanolu. Dale bylo ptfidano potiebné
mnozstvi acetonitrilu pro objemovou procentudlni koncentraci 10 %. Po rozpusténi
a vytemperovani roztoku na laboratorni teplotu byla odmérna baiika doplnéna methanolem po

rysku.

6.2.3 Priprava vzorku ze standardu

Jako vzorek pro optimalizaci a validaci metody slouzila smés dextromethorphanu

a jeho metabolitti v methanolu. Jako interni standard se do smési ptidaval levallorphan.
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Z komer¢n€ dostupnych standarda jednotlivych latek se ptipravila potfebna navazka
na pripravu zdsobnich roztokli o koncentraci 2 mM. Navédzka byla pomoci methanolu
kvantitativné ptfevedena do odmérné banky a po rozpusténi a vytemperovani doplnéna
methanolem po rysku.

Pfipravené zasobni roztoky byly uchovavany zatazené Parafilmem® M (Pechiney
Plastic Packaging, Menasha, USA) v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

Redénim z piipravenych zasobnich roztokd byl pfipravovan vzorek pro jednotlivé

Separace.

6.2.4 Uprava realného vzorku

Jako redlny vzorek byla pouZita moC pacienta uZivajictho 1éCivo s obsahem
dextromethorphanu.
Vzorek pouzity pro analyzu byl ziskdn z moci dle nasledujiciho postupu extrakce:
= 0,5 ml mo¢i pacienta ptidat ke 4 ml smési n-hexan:1-butanol (9:1 (v/v))
= smés intenzivné tfepat 10 minut
= centrifugace (2500 rpm) — provadét pouze v ptipadé vzniku mezitaze (nebylo
provadéno)
= odebrat horni fazi (asi 3,5 ml, organické faze)
= pridat 300 pl 10 mM HCI
= smés intenzivné tfepat 10 minut
= smés zmrazit na -20 °C
= odebrat kapalnou organickou fazi, vodnou fazi po rozmrazeni pouzit pro dalsi
upravu
= vodnou fazi odpafit na vakuové odparce (3 hodiny)
Pted vlastni analyzou byl vzorek vhodné nafedén methanolem a byl k nému ptfidan

interni standard levallorphan (vysledna ¢ = 100 uM). Poté byla provedena analyza.

6.3 Optimalizace metody
Dle dostupné literatury byly pro analyzu vybrany nésledujici parametry: teplota 25°C,

separacni nap¢ti 23 kV, zakladni elektrolyt 40 mM octan amonny v 10% ACN v MeOH. [10]
Jako vzorek byla pouZita smés dextromethorphanu (DXM), dextrorphanu (DTR),
methoxymorphinanu  (MEM), hydroxymorphinanu (HYM) a interntho standardu

levallorphanu (LEV) rozpuSténa v methanolu. Vysledné koncentrace jednotlivych analytt
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byly 100 uM. Za téchto podminek byla provedena pocatecni analyza, jeji vysledek je

zobrazen na Obr. 7.

mAU DXM
8 DTR
7 MEM LEV
6l FHYM m
> | (
g 5 ;
3 |
5 4 |
o) ' ‘ |
0 3 M
8_ W
S 2
o
1,
0,
1 2 3 4 5 6 7 min

¢as

Obr. 7: Elektroferogram separace dextromethorphanu a jeho metaboliti

Pii optimalizaci bylo nutné piedevSim zlepSit rozliSeni pikit dextromethorphanu
a dextrorphanu. Vedlej$im hlediskem, ke kterému bylo ptihlizeno, byl separacni Cas.
Optimalizace byla zamétfena na 4 zékladni parametry: teplotu v separa¢nim prostoru,

separacni napéti, vliv koncentrace octanu amonného a vliv ptidavku acetonitrilu.

6.3.1 Optimalizace teploty

Teplota v separacnim prostoru je dilezitym parametrem z hlediska odvodu Jouleova
tepla (str.6). Pro optimalizaci bylo vybrano pét teplot: 18-27 °C.

Zaznam elektroferogramii v zavislosti na teplot¢€ je zobrazen na Obr. 8.
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Obr. 8: Elektroferogram zavislosti na teploté
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Z elektroferogramu je patrné, ze s rostouci teplotou se mirn€ zvySuje migracni rychlost

a rozliSeni piki DXM a DTR se pfili§ neméni. Graf zavislosti migra¢ni rychlosti jednotlivych

analytl na teploté je zobrazen na Obr. 9. RozliSeni pikit DXM/DTR je shrnuto v Tab. 3.
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Obr. 9: Graf zavislosti migracni rychlosti jednotlivych analyti p¥i ruznych teplotach
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Tab. 3: Tabulka rozliSeni DXM/DTR v zavislosti na teploté
teplota rozliSeni DXM/DTR

18 2,485
20 2,64
22,5 2,515
25 2,46
27 2,355

Zména teploty vdaném rozmezi neméla vyznamny vliv na kvalitu separace

dextromethorphanu a jeho metaboliti.

6.3.2 Optimalizace separaéniho napéti

Pro optimalizaci separa¢niho napéti byl zvolen rozsah hodnot 18-28 kV. Pfistrojové
vybaveni umoziuje pouzit napéti az do vyse 30 kV, ale jiz pfi hodnoté 28 kV dochazelo
k vyznamnému problému s nestabilitou elektrického proudu.

Elektroferogram z méteni pii jednotlivych napétich je na Obr. 10.
mAU
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=" N N
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o a0 23KV A K
>
0
20
T 200 20 kv
10 -
18 kV
oj
2 4 6 8 10 12 14 min
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Obr. 10: Elektroferogram v zavislosti na separa¢nim napéti
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Obr. 11: Graf zavislosti rozliSeni DXM/DTR na pouZitém separa¢nim napéti
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Obr. 12: Graf zavislosti elektroforetické pohyblivosti na separa¢nim napéti

S rostoucim separacnim napétim se analyza vyznamné urychluje, ale zaroven klesa

hodnota rozliSeni jednotlivych pikt.

6.3.3 Optimalizace koncentrace octanu amonného

Octan amonny vyrazné¢ ovliviluje elektroosmoticky tok a viskozitu elektrolytu.
Pocatec¢ni koncentrace octanu amonného 40 mM byla vybrdana na zaklad¢ literatury [10].
V ramci optimalizace byly prométeny elektroferogramy pro hodnoty koncentraci 30-70 mM.
Vliv koncentrace na migracni ¢as, tvar a rozliSeni pikli zobrazuje Obr. 13. Z porovnani
elektroferogramu je patrné, Ze s rostouci koncentraci octanu amonného se zlepSuje rozliSeni
pikt dextromethorphanu a dextrorphanu (tieti a ¢tvrty pik), ale vyznamné se prodluzuje

separacni Cas.
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Obr. 13: Optimalizace koncentrace octanu amonného

Hodnoty rozliSeni piki DXM a DTR a dobu migrace interniho standardu

Levallorphanu piehledné shrnuje nasledujici tabulka:

Tab. 4: RozliSeni DXM a DTR a migracni ¢as LEV a u¢innost LEV v zavislosti na koncentraci octanu
amonného

Koncentrace octanu RozliSeni Migracni c¢as ucinnost separace
amonného (mM) DXM a DTR Levallorphanu (min) pro LEV (N/m)
30 1,84 9,2 98 000

40 3,13 9,5 136 000

60 3,83 11,5 129 000

70 4,25 15,6 74 000

Z vyse uvedené tabulky je patrné, ze hodnoty rozliSeni piki DXM a DTR jsou
piijatelné pro koncentrace od 40 mM, s ohledem na separacéni ¢as byla jako optimalni hodnota

zvolena koncentrace octanu amonného 40 mM.
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Pti koncentraci octanu amonného 40 mM byla zjisténa 1 nejvyssi u¢innost separace.
Utinnost separace byla stanovena pro interni standard Levallorphan a pfepoétena na délku

kapilary 1 m.

6.3.4 Optimalizace koncentrace acetonitrilu

Se zvySujicim se obsahem acetonitrilu (ACN) v zdkladnim elektrolytu se snizuje
migraéni ¢as. Toto chovéani je predevSim disledkem modifikace poméru dielektrické
konstanty a viskozity. Citlivost detekce byla nejvyssi, kdyz koncentrace ACN byla 10% (v/v).
[10]

V rdmci optimalizace metody byla provedena série méfeni se zakladnim elektrolytem
obsahujicim 0-50% ACN v 40mM octanu amonném v MeOH. Elektroferogramy z métfeni

jsou zobrazeny na obrazku:
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N
% |
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’20%
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cas
Obr. 14: Elektroferogram v zavislosti na obsahu ACN

Nasledujici tabulka porovnava vybrané parametry posuzované pii optimalizaci:
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Tab. 5: Parametry optimalizace obsahu ACN

obsah ACN (%) RozliSeni DXM a Migracni cas ucinnost separace
D levallorphanu (min) ~ pro LEV (N/m)
° 3.9 8,6 279 000
0 A 6,7 165 000
2 — 53 87 000
¥ 1.3 4,4 72 000
* L1 3,9 65 000
> L 3,5 17 000

Nasledujici graf pfehledné zobrazuje zavislost rozliSeni DXM a DTR v zavislosti na
obsahu ACN vychazejici z hodnot v tabulce Tab. 5. Z grafu je patrnd silné klesajici tendence

rozliSeni s rostouci koncentraci ACN v zakladnim elektrolytu.

4¢

rozliSeni DXM/DTR
w

IS
2 .
1 ¢ 24
*
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

koncentrace ACN v zakladnim elektrolytu (%)
Obr. 15: Graf zavislosti rozli§eni DXM a DTR v zavislosti na koncentraci ACN

Ptestoze na rozliSeni pikii DXM a DTR mél pfidavek ACN negativni vliv, z hlediska
migracnich ¢ast ptsobil ptidavek ACN positivné. S ptidavkem ACN se vyrazné sniZzovaly

migracni ¢asy, tedy zvySovala eletroforetickd pohyblivost.
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Obr. 16: Zavislost elektroforetické pohyblivosti na koncentraci ACN

Na zdklad¢ dostupnych vysledkii z procesu optimalizace byl jako nejvhodnéjsi
zékladni elektrolyt zvolen 40 mM octan amonny bez ptidavku ACN. Ptidavek ACN zhorSoval
rozliSeni piki DXM a DTR a u¢innost separace. Urychleni separace nevyvazilo zhorSeni vySe

uvedenych parametr.

6.3.5 Shrnuti optimalnich separaénich podminek

Optimalni separa¢ni podminky jsou pfehledné shrnuty v nasledujici tabulce:

Tab. 6: Optimalni separa¢ni podminky
Pristroj Agilent 3DCE System

Kapilara Kfemenna kapilara
vnitini pramér 75 pm, 48.5/40 cm
Ltot/Leff, nepotazena

Teplota karusel okolni
kapilara 25°C
Detekce Pomoci diodového pole, 214 nm
Napéti 23 kV
Zakladni elektrolyt 40 mM octan amonny
(BGE) V methanolu, pH* 8.0,
Promyti kapilary Pted analyzou 3 min BGE
Po analyze 1.5 min 0,1 M NaOH,
1 min methanol,
2 min BGE

25



Bakalatska prace EliSka Cvingrafova

6.4 Zakladni validace metody

V ramci statistického testovani metody byla provedena zékladni validace. Byla
zmétena kalibracni zavislost pro jednotlivé analyty, stanoven rozsah linearity, limity detekce a
kvantifikace a opakovatelnost.

Kalibracni zavislost byla méfena pro rozsah koncentraci 5-100 pM. Na zaklad¢
vysledki kalibrace shrnutych v nasledujicich grafech bylo stanoveno, Ze metoda je linearni na
tomto rozsahu koncentraci. Pro sestrojeni kalibracnich zavislosti bylo pouzito kalibrace
zpoméri ploch pikii poZadovaného analytu pfisluSné koncentrace a interniho standardu

(levallorphan, 100 uM).

1

. /
w
< 08
= /
1]
=
s 0,6
=
o
S
o 04 4
=
'S
€ 02
o
o /
O I T T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
y = 0,0096x - 0,0376 koncentrace (uM)
R2 = 0,9944

Obr. 17: Kalibrac¢ni kiivka: pomér ploch MEM/LEV
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Obr. 18: Kalibrac¢ni kiivka: pomér ploch HYM/LEV
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Stanoveni opakovatelnosti bylo provedeno na 10 métenich. Z vysledka 10 méteni

byla stanovena relativni smérodatnd odchylka pro hodnoty migrac¢nich €ast jednotlivych

analyt a pro pomér ploch jednotlivych analytii vii¢i ploSe piku interniho standardu. Hodnoty

standardnich odchylek jsou shrnuty v Tab. 7.

Stanoveni limitu detekce (LOD) a limitu kvantifikace (LOQ) bylo provedeno

z hladiny Sumu na zaklad¢ vztahi (1) a (2):

LOD: SN =3
LOQ: SN =10

(1)
)

(S — hodnota signalu posuzovaného piku, N — hodnota Sumu v okoli posuzovaného piku)
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Shrnuti zakladnich valida¢nich parametrii je v nasledujici tabulce:

Tab. 7: Zakladni valida¢ni parametry

MEM HYM DEX DTR
Valida¢ni parametry 50 uM 25 uM 50 uM 50 uM
Opakovatelnost tm 0.3 0.5 0.7 0.5
(n=10) Al/Ass 3.0 3.1 1.0 5.3
Linearita rozsah 4 -100 uM
R’ 0.994 0.994 0.994 0.999
Citlivost LOD 1 uM
LOQ 4 uM

6.5 Analyza realného vzorku
Redlny vzorek byl ziskdn zmoc¢i pacienta uZivajictho 1é¢ivo s obsahem

dextromethorphanu. Mo¢ byla upravena extrakci popsanou na str. 17.
Analyza redlného vzorku byla provedena za optimalnich separacnich podminek (viz

Tab. 6).

mAU | DXM
35/ LEV

30
MEM
25 DTR

20
HYM
151

10 ; L L LL |-

realny vzorek

0 2 4 6 8 min
Obr. 21: Elektroferogram analyzy realného vzorku s porovnanim analyzy komer¢nich standarda

Na zaklad¢ kalibracni zavislosti byly stanoveny koncentrace jednotlivych analytt
v realném vzorku. Pro nazornost byly hodnoty koncentraci prepocteny na obsah jednotlivych

analytii v neupravené¢ moc¢i. Vysledné hodnoty koncentraci jsou uvedeny v Tab. 8.
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Tab. 8: Stanovené hodnoty koncentraci jednotlivych analyti v realném vzorku
analyt stanovena koncentrace prepoctena koncentrace na

(nM) obsah v realném vzorku (pg/l)
MEM pod LOD
HYM 4uM 144 pg/l
DXM pod LOQ (cca 2,5 uM)
DTR 10,5 uM 510 pg/l
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7 Diskuze

Vramci optimalizace byly stanoveny idealni podminky pro separaci
dextromethorphanu a jeho metaboliti (viz Tab. 6). Tyto podminky neodpovidaji plné
publikovanym pracem, z kterych jsme v experimentalni ¢asti vychdzeli [10]. Hlavni pfi¢ina
tohoto nesouladu je volba sloZeni vzorku. V publikovanych pracech nebyl dextromethorphan
separovan spole¢né s dextrorphanem, ale s jinymi slozkami 1ékii pfi nachlazeni. Vzhledem
k chemické podobnosti obou latek a podobnym fyzikalné-chemickym vlastnostem bylo nutné
se na rozliSeni piki DXM a DTR vice zaméfit. Pomoci optimalizace podminek se nam
povedlo dosahnout velmi dobrych vysledk.

Kvalitu separace nejvice ovliviiovalo slozeni zékladniho elektrolytu, teplota
a separacni napéti nemély ptili§ vyznamny vliv. Zakladni elektrolyt obsahoval octan amonny
rozpustény v methanolu, s pfipadnym ptidavkem acetonitrilu. Octan amonny vyznamné
ovliviiuje elektroosmoticky tok a viskozitu elektrolytu. S jeho rostouci koncentraci vyznamné
roste migracni Cas a zlepSuje se rozliSeni piki DXM/DTR. V ramci optimalizace bylo tedy
nutné najit nejvhodngj$i pomér mezi rozliSenim a dobou separace. Této podmince odpovidala
hodnota koncentrace 40 mM. Pfidavek acetonitrilu zplsobuje zménu poméru e&/m.
V publikované praci [10] byla jako optimalni hodnota vybrana koncentrace 10% (v/v). Pti
separaci DXM a jeho metabolitli tato koncentrace vyznamné snizovala ucinnost separace
irozliSeni piki DXM/DTR. Jako optimalni elektrolyt byl navrzen roztok 40 mM octanu
amonn¢ho v methanolu bez piidavku acetonitrilu.

Metoda dosahuje za optimdlnich separacnich podminek velmi dobrych valida¢nich
parametr. Pfianalyze redlného vzorku se projevilo, Ze hodnoty koncentraci jednotlivych
analytl v realnych vzorcich jsou velmi nizké. Pfed pouzitim metody v klinické praxi by bylo
vhodné doplnit kalibracni kiivku o hodnoty nizSich koncentraci (4-20 puM) a provést
kompletné;si validaci.

Metoda je v soucasné dob¢ ptipravena pro spojeni s hmotnostni spektrometrii. Pro toto
spojeni bude nutné pouzit del§i kapilaru. Nyni byla pouzita kapildra délky 48,5/40 cm,
predpokladana délka kapilary pro spojeni CE-MS je 80/71,5 cm. Pti pouziti del$i kapilary
bude nutné upravit stavajici separaéni podminky (predev§im hodnotu separa¢niho napéti). Pii
piimém spojeni CE-MS je doporucovana ionizace pomoci elektrospreje (ESI) [3,11]. Pti
spojeni CE-MS bude nutné optimalizovat slozeni ptidavné kapaliny [3]. Jako vhodna

pridavna kapalina je Casto doporuc¢ovana kyselina octova nebo kyselina mravenc¢i [12].
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Na Obr. 22 je zaznam separace pii pouziti kapilary s délkou 80/71,5 cm, vhodné pro

spojeni CE s MS. Pii pouziti delsi kapilary, se prodlouzi separacni Cas, ale zlepsi se rozliSeni

jednotlivych pikt.
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Obr. 22: Elektroferogram separace pii pouziti kapilary délky 80/71,5 cm.
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8 Zaveér

Pomoci nevodné kapilarni elektroforézy byl separovan dextromethorphan a jeho
metabolity. Metoda byla optimalizovana a jako nejvhodnéjsi byly stanoveny tyto hodnoty
jednotlivych parametrii: teplota 25 °C, separacni napéti 23 kV, koncentrace octanu 40 mM,
obsah ACN 0%. Hodnoty pftiblizné odpovidaji hodnotdm vychozim, ziskanym na zdklad¢
studia dostupné literatury. Pro metodu byly stanoveny zékladni valida¢ni parametry.

Metoda je piipravena pro spojeni s hmotnostni spektrometrii.

Metoda byla aplikovana na redlny vzorek moci pacienta a je pfipravena pro nasledné

vyuziti v klinické praxi.
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9 Seznam zkratek

ACN
BGE
CE
CZE
DTR
DXM
EOF
ESI
HPLC
HYM
LEV
LOD
LOQ
MEM
MeOH
MS
NACE
NaOH
uv
VIS

acetonitril

zékladni elektrolyt

kapilarni elektroforéza

kapilarni zonova elektroforéza
dextrorphan

dextromethorphan

elektroosmoticky tok

elektrosprej

vysoce u¢inna kapalinova chromatografie
hydroxymorphinan

levallorphan

limit detekce

limit kvantifikace

methoxymorphinan

methanol

hmotnostni spektrometrie

nevodna kapilarni zonova elektroforéza
hydroxid sodny

oblast ultrafialového zateni

oblast viditelného zatfeni
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