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Wykaz skrotow i symboli stosowanych w pracy

AC - acebutolol

DC — diacetolol

IS - HC 36096

PI — pindolol

PR — propranolol

S(+)NEIC - (+) izocyjanian (S) -1- naftyloetylu

LC — MS - chromatograf cieczowy polaczony ze spektrometrem masowym
MCL - cieczowa chromatografia micelarna

RP - HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa w ukladzie faz
odwrdéconych

IPC — chromatografia par jonowych

MECC — micelarna, elektrokinetyczna chromatografia kapilarna
DAD - diode — array detektor

k — wspdtczynnik pojemnosciowy

o - wspolczynnik rozdzielania

Rg — zdolnos¢ rozdzielcza

LOD - dolna granica wykrywalnosci

LOQ - dolna granica oznaczalno$ci

Chax — st¢zenie maksymalne

Chin — Stezenie minimalne

tmax — €Zas po ktoérym osiagane jest st¢zenie maksymalne

AUC — pole pod krzywa stezenie — czas

K. — stala szybkosci eliminacji

to.s — biologiczny okres poitrwania

f — procent wiazania leku z erytrocytami

Kgio — wspétczynnik podziatu leku erytrocyty/osocze.



1. Wstep

Chiralno$¢ stanowigca fundamentalng ceche¢ ukladéw biologicznych
powoduje, ze oddzialywanie pomig¢dzy tymi ukladami a wieloma lekami,
nalezacymi do réznych grup farmakologicznych (np. leki przeciwnowotworowe,
psychotropowe, przeciwzapalne, antybiotyki, B-adrenolityki) charakteryzuje
wysoka stereowybidrczo$€¢. Oddzialywanie to moze obejmowaé takie
makroczasteczki jak: glikolipidy, polinukleotydy, enzymy a przede wszystkim
biatka receptorowe oraz transportujace i wigzace leki.

Analizujac stereowybiérczy charakter procesu oddzialywania lekow
chiralnych z receptorami mozna wyrézni¢ nastgpujace grupy.

Pierwsza obejmuje leki, w przypadku ktorych obydwa enancjomery
wykazuja takie samo dzialanie farmakologiczne a réznig si¢ jedynie siiat tego
dzialania, przykladem moze by¢ [44]:

e warfaryna, izomer S(-) dziala silniej przeciwzakrzepowo w poréwnaniu do
izomeru R(+),

e ibuprofen, izomer S(+) dziala silniej przeciwzapalnie w poréwnaniu do izomeru
R(),

e fluoksetyna, izomer S(+) dziala silniej przeciwdepresyjnie w poréwnaniu do
izomeru R(-).

Druga grupe stanowia leki w przypadku ktérych tylko jeden z
enancjomerow jest aktywny farmakologicznie, przykladem moze byé: S(-)
nitrendypina, S(-) felodypina, S(-) atenolol, S(-) propranolol oraz R(+)
chloramfenikol [49].

Do trzeciej grupy naleza leki w przypadku ktérych obydwa enancjomery sg
aktywne ale wykazuja odmienne dzialanie farmakologiczne i toksyczne, np:

e fenfluramina, izomer S(+) hamuje wychwyt zwrotny 5-HT, wykazujac dzialanie
anorektyczne, podczas gdy izomer R(-) wplywa na receptory noradrenergiczne i
dopaminergiczne,

e ctambutol, izomer S(+) wykazuje dziatanie tuberkulostatyczne, natomiast

izomer R(-) odpowiada za uszkodzenie nerwu wzrokowego,
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e mianseryna, izomer S(+) odpowiada za dzialanie przeciwdepresyjne, podczas
gdy izomer R(-) wywiera dzialanie cytotoksyczne,
e ketamina, izomer S(+) odpowiedzialny jest za dzialanie znieczulajace,
natomiast izomer R(-) dziala pobudzajaco na OUN,
e barbiturany, izomery S(-) dzialaja depresyjnie na OUN, natomiast izomery R(+)
wykazuja dziatanie pobudzajace [129].

Stereochemiczne réznice pomigdzy enancjomerami odpowiadaja za
odmienne ich powinowactwo do receptoréw, czego rezultatem jest, jak
przedstawiono na podanych powyzej przykladach odmienny efekt
farmakologiczny a wskutek tego rdwniez dziatanie terapeutyczne oraz toksyczne
[26, 93, 94].

W wyniku enancjoselektywnego oddzialywania lekéw chiralnych ze
srodowiskiem biologicznym, enancjomery moga wykazywaé nie tylko
zrdznicowang aktywno$¢ farmakodynamiczng ale takze rdézne wlasciwosci
farmakokinetyczne. Znajomo$¢ tych zagadnien pozwala z jednej strony na
poszukiwanie nowych, bardziej specyficznie dzialajacych lekéw a z drugiej na
wlasciwa interpretacje zaleznosci st¢zenie-efekt (dawka-efekt) w przypadku
lekéw chiralnych juz stosowanych [10, 68, 121].

Stereoselektywnos$¢ farmakokinetyki lekow wplywajaca na stezenie
poszczegllnych enancjomerow w poblizu receptora moze stanowi¢ jeden z
istotnych czynnikéw warunkujacych rlnideyosobnicze réznice w dzialaniu
klinicznym leku, obserwowanym po podaniu zwiazku racemicznego [23].

Enancjoselektywny charakter proceséw farmakokinetycznych, takich jak:
wchlanianie, dystrybucja oraz eliminacja leku moze stanowi¢ przyczyne duzych
migdzyosobniczych réznic stosunku stgzen bardziej aktywnego enancjomeru do
mniej aktywnego, czyli stosunku stezen eutomeru do distomeru. Szczegdlng role
w tym przypadku odgrywa metabolizm lekéw katalizowany przez izoenzymy
cytochromu P-450 [49, 70].

Uwzgledniajac  stereoselektywny  charakter  przebiegu  proceséw

metabolicznych mozna wyrdznié nast¢pujace przypadki:
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e lek niechiralny ulega przeksztatceniu w chiralny metabolit, jako przyklad moze
postuzy¢ aromatyczna oksydacja fenytoiny do 4-hydroksyfenytoiny lub
pentoksyfilina ulegajaca przemianie do jej hydroksylowej pochodnej [93],
e lek chiralny przeksztalcany jest w chiralny metabolit, przykladem jest
acebutolol i jego metabolit diacetolol [35],
e lek chiralny przechodzi w metabolit diastereoizomeryczny, np. etodolak
ulegajacy glukuronizacji do glukuronowej formy diastereoizomerycznej [72],
e lek chiralny przeksztalcany jest w niechiralny metabolit, np. aromatyzacja
czasteczki nilvadypiny lub dezaminacja amfetaminy do fenyloacetonu [113],
e lek chiralny przeksztalcany jest w wyniku inwersji, np. przeksztalcenie
izomeru R(-) ibuprofenu w jego antypode S(+) lub inwersja R(+) stiripentolu w
izomer S(-) [44].

Wsrdéd zwigzkéw intensywnie badanych w aspekcie chiralnosci znajduja
si¢ leki z grupy B-adrenolitykéw. Wykazano, ze dziatanie blokujace receptory -
adrenergiczne posiadaja enancjomery tych zwiazkéw o konfiguracji absolutne;j
S(-). Autorzy wielu prac przyjmuja, ze enancjomery te sa od 50 do 500 razy
silniejszymi antagonistami amin katecholowych w poréwnaniu do form o

konfiguracji R(+) [75, 78, 79, 85, 131].

1.1.  Charakterystyka farmakokinetyczna lekéw f-adrenolitycznych

1.1.1. Wchlanianie

Leki p-adrenolityczne w zdecydowanej wigkszo$ci wchlaniaja si¢ prawie
calkowicie z przewodu pokarmowego, mimo to dostgpnos¢ biologiczna tych
zwiazkow jest zréznicowana osobniczo i waha si¢ od 10 do 100 % [43, 105, 109].
Przyczyna malej dostgpnosci biologicznej wielu B-adrenolitykoéw jest duzy efekt
pierwszego przejscia tych lekéw przez watrobg. Zjawisku temu ulegaja przede
wszystkim zwiazki dobrze rozpuszczalne w tluszczach, takie jak: propranolol,

labetalol i oksprenolol. W przypadku lekow $rednio lub stabo rozpuszczalnych w
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thuszczach, do ktérych zalicza si¢ acebutolol, metoprolol i tymolol, efekt ten jest
stabiej zaznaczony. Podczas pierwszego przejscia przez watrob¢ powstaja czynne
metabolity, ktéorych wlasciwosci farmakologiczne moga rézni¢ si¢ od
wlasciwosci substancji macierzystej, jak zaobserwowano w przypadku 4-
hydroksypropranololu lub wykazuja takie same wlasciwosci jak zwiazek
macierzysty, jak w przypadku diacetololu [9].

Acebutolol charakteryzuje si¢ szybkim lecz nie calkowitym wchlanianiem
z przewodu pokarmowego. Po doustnym podaniu tego leku, wchlonigciu ulega
okolo 70% podanej dawki. St¢zenie maksymalne (C,,,,) acebutololu w surowicy
krwi pojawia si¢ po 2-4 h od chwili jego podania. U chorych cierpiacych na
arytmig serca stgzenie to osiagane jest szybciej, juz po uptywie 1-1.5 h [33].

Dostgpnos¢ biologiczna acebutololu jest jednak stosunkowo niska i
zréznicowana osobniczo. Waha si¢ w granicach 34-50% i jest wynikiem
metabolizmu tego leku w watrobie podczas efektu pierwszego przejscia.
Stwierdzono, ze u ludzi w podeszlym wieku dostgpnos¢ biologiczna acebutololu

zwigksza si¢ prawie dwukrotnie [43].
1.1.2. Dystrybucja
Po podaniu dozylnym przebieg zmian st¢zenia lekéw B-adrenolitycznych

w surowicy krwi wykazuje charakter tr6jfazowy i moze by¢ opisany zgodnie z

otwartym modelem tréjkompartmentowynﬂ, (ryc. 1) [110].

Rycina 1. Schemat otwartego modelu trojkompartmentowego opisujqcego

dyspozycje lekow [-adrenolitycznych w organizmie.
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Zgodnie z tym modelem mozna wyrdznié 3 fazy:
o faze o, ktéra odpowiada szybkiej dystrybucji leku w kierunku silnie
ukrwionych tkanek kompartmentu centralnego, (to. §= 2.6 h),
o faz¢ P, ktéra odpowiada przenikaniu leku z kompartmentu centralnego do
tkankowego oraz jego eliminacji z organizmu, (t, ,=4.1h),

e faze v, ktdra jest wynikiem redystrybucji leku z tkanek do krwi, (t,s=8.8h).

Objetos¢ dystrybucji lekéw B-adrenolitycznych jest zréznicowana i waha
si¢ pomigdzy 1 a 100 L/kg [109].

Objetos¢ dystrybucji acebutololu w stanie stacjonarnym wyznaczona u
zdrowych ochotnikéw, po podaniu dozylnym tego leku waha si¢ pomigdzy 1.17
+ 04 L/kg a 3.0 £ 0.8 L/kg, jednak dla realnego jej okreSlenia nalezy
uwzgledni¢ warto$é hematokrytu i procent wigzania tego leku z erytrocytami [83,
88, 89].

Leki B-adrenolityczne w réznym stopniu wiaza si¢ z bialkami osocza,
silnie (okoto 90 %) wiaze si¢ propranolol, penbutolol, pindolol, labetalol i
bisoprolol [73], natomiast stabo (ponizej 30 %) wiaze si¢ acebutolol, atenolol,
metoprolol, tymolol i sotalol [59, 91].

Wiazanie acebutololu z biatkami osocza rzedu 11 do 19% jest niezalezne
od dawki leku i nie ma istotnego znaczenia klinicznego [29]. Istotne znaczenie
moze odgrywac natomiast wigzanie acebutololu z erytrocytami, ktére wynosi
okoto 50% [28, 87].

1.1.3. Metabolizm i wydalanie

Leki p-adrenolityczne o wilasciwosciach lipofilnych, wykazujace duzy
efekt pierwszego przejscia, eliminowane sa z organizmu na drodze metabolizmu
watrobowego, natomiast leki o wlasciwosciach hydrofilnych eliminowane sa

gléwnie przez nerki [18].
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Acebutolol jest eliminowany z organizmu zaré6wno na drodze
biotransformacji (50 — 60 %), jak réwniez wydalania nerkowego (30 — 40 %) [20,
66].

Podczas pierwszego przejscia przez watrobg lek ten jest metabolizowany
do aktywnego farmakologicznie metabolitu, jakim jest diacetolol. Dzieje si¢ tak
na skutek hydrolizy wigzania amidowego grupy butyryloamidowe] stanowiacej
fancuch boczny pierscienia benzenu do wolnej aminy aromatycznej. Postac ta jest
nastepnie szybko przeksztalcana w procesie N-acetylacji do gléwnego metabolitu
jakim jest diacetolol. Szybkos$¢ biotransformacji acebutololu w poszczegolne
metabolity nie jest uwarunkowana genetycznie [45, 46].

Schematyczny przebieg procesu metabolizmu acebutololu przedstawiono

na rycinie 2.
-CH2-CHOH-CH2-NH-CH-(CH3)2
NH-CO-CH3

Metabolit| RS-1-(2-acetylo4-acetamidofenoksy)

(Diacetolol) 2-hydroksy-3-izopropyloaminopropan

-CH2 CHOH-CH2-NH-CH-(CH3)2 -CH2-CHOH-CH2 -NH-CH-(CH3)2

NH -CO-(CH)2-CH3 " NH2
Acebutolol Metabolit Il R$-1-(2-acetqu-4-amino)2-hydroksy-
RS-1-(2-acetylo-4-n-butyroamidofenoksy) 3-izopropyloaminopropan

-2-hydroksy-3-izopropyloaminopropan
yaroksy-3-izopropy prop -CHz CHOH-CHa-NH-CH-(CH3)2

©/CHOH-CH3

NH -CO-(CH2)2-CH3

Metabolit lll RS-1-[4-butyroamido-2-(1-hydroksyetylo
fenoksy]-2-hydroksy-3-izopropylo-amino
propan

Rycina 2. Schemat obrazujqcy gtéwne drogi metabolizmu acebutololu.
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Klirens calkowity acebutololu (ClT) wynosi 6.8 mL-min™ kg, klirens
0SOCZOWY (Clo) 4.59 mL-min"" kg, klirens nerkowy (ClN) 2.95 mL-min kg, a
Klirens pozanerkowy (CL_) 4.75 mL-min" kg™ [65].

Wydalanie nerkowe acebutololu jest niezalezne od pH moczu, istotne
znaczenie odgrywa natomiast niewydolno$¢ nerek, ktéra w duzym stopniu
uposledza przede wszystkim wydalanie metabolitu [67, 84].

Leki p-adrenolityczne réznia si¢ biologicznym okresem péttrwania.
Wykazano, ze dla wigkszosci z nich (propranolol, metoprolol, bewantolol,
karteolol, celiprolol, labetalol, oksprenolol, pindolol, tymolol) t;5 jest
stosunkowo krétki i wynosi od 2 do 6 godzin, jednak powstajace aktywne
metabolity moga znacznie przedluza¢ ich dzialanie. Do dlugo dziatajacych f-
adrenolitykéw naleza: nadolol, betaksolol, bisoprolol, penbutolol, praktolol,
sotalol, ich biologiczny okres péttrwania waha si¢ od 10 do 22 godzin [35].

Biologiczny okres péltrwania acebutololu u oséb zdrowych waha sie od
1.6 do 1.8 h. W schorzeniach nerek i watroby t, , acebutololu wzrasta o 30 %,
natomiast diacetololu moze wzrosnag¢ nawet o 60 % w stosunku do
populacyjnych wartosci okresu péttrwania [130].

Diacetolol jest podobnie jak lek macierzysty aktywny farmakologicznie, w
poréwnaniu z acebutololem dziala jednak bardziej kardioselektywnie. Po podaniu
dozylnym acebutololu stezenia jego metabolitu w osoczu sa nizsze w poréwnaniu
do stgzen leku macierzystego, natomiast po podaniu doustnym st¢zenia
metabolitu w osoczu w stanie stacjonarnym moga przewyzsza¢ dwu- a nawet
trzykrotnie stgzenia leku macierzystego [46].

Poniewaz diacetolol posiada silniejsze wlasciwosci hydrofilowe, dlatego
tez slabiej przenika przez barier¢ krew ptyn mézgowo-rdzeniowy oraz wykazuje
nizszy niz lek macierzysty procent wigzania z bialkami osocza wynoszacy
zaledwie 6-9 % [29].

Diacetolol wydalany jest przede wszystkim na drodze eliminacji nerkowej,
dlatego tez w przypadku niewydolnosci nerek, zwiazek ten ulega znacznej

kumulacji w organiZmie chorych [84].
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1.1.4. Enancjoselektywna farmakokinetyka -adrenolitykow

Chemicznie wszystkie p-adrenolityki wystepuja jako stereoizomery i na
og6l podawane sa w postaci racemicznej, z wyjatkiem tymololu i penbutololu.
Badania farmakokinetyki tych lekéw wykazaly, ze wiele z nich charakteryzuje
enancjoselektywny charakter procesow ich dyspozycji w organizmie [15, 80].

Na uwage zastugujg badania dotyczace farmakokinetyki propranololu w
ktérych stwierdzono, ze wiazanie tego leku z bialkami osocza ma charakter
stereoselektywny. Enancjomer S(-) w wigkszym stopniu wiaze si¢ z kwasna a;-
glikoproteing niz jego antypoda. W przypadku albuminy zaleznos¢ ta przedstawia
si¢ odwrotnie. Ilustrujg to stosunki st¢zen wolnej frakcji S(-)/R(+), ktére w
obecnosci kwasnej a;-glikoproteiny oraz albuminy wynosily odpowiednio 0.79:1
oraz 1.1:1 [55, 81].

Stereoselektywny  charakter procesu metabolizmu  propranololu
powodowal, ze po podaniu doustnym tego leku st¢zenie enancjomeru S(-)
przewyzszalo o okoto 40 - 90 % st¢zenie jego antypody. Jest to wynikiem
wzmozonej eliminacji enancjomeru R(+) propranololu a takze wspomnianego
wyzej, silnego wigzania izomeru S(-) z kwasna a,-glikoproteing. Wiazanie to
powoduje, ze tylko niewielki ulamek wolnej frakcji leku dostgpny jest dla
procesu metabolizmu [58, 99, 114, 119].

Badania in vitro oraz in vivo nad metabolizmem metoprololu wykazaty
réwniez enancjoselektywny charakter tego procesu, katalizowanego przez
izoenzym CYP2D6. Dotyczy to osobnikéw szybko metabolizujacych, u ktérych
klirens enancjomeru R(+) byl wigkszy od jego antypody S(-). Wskutek tego
stezenia w surowicy krwi enancjomeru S(-), czyli eutomeru bylo wyzsze niz
distomeru. U osobnikow wolno metabolizujacych klirensy obydwu
enancjomer6w byly podobne, tym samym st¢zenia ich we krwi w tej populacji nie
réznily si¢ w sposéb istotny.

Z powyzszych przyczyn, aby uzyska¢ ten sam efekt farmakodynamiczny
populacja chorych wolno metabolizujacych wymagala wyzszych stezen
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racemicznego metoprololu w poréwnaniu z osobnikami szybko metabolizujacymi
[24, 76, 77, 82, 92, 120].

Podobnie w przypadku innych B-adrenolitykéw, np. bewantololu [118],
labetalolu [48, 61], atenololu [36, 69, 116] bisoprololu [57] oraz karwedilolu [90]
obserwowano enancjoselektywny charakter ich dyspozycji w organiZzmie.

Wiasciwa ocena oraz interpretacja stgzen tego typu lekéw wymaga wigc
zastosowania enancjoselektywnych metod analitycznych do ich oznaczania.

Dotychczasowe badania dotyczace farmakokinetyki acebutololu i
diacetololu z uwzglednieniem chiralnej budowy tego leku wykazaly, ze w grupie
zdrowych ochotnikéw, ktérym podawano jednorazowo dawke racemicznego
acebutololu, zaobserwowano zréznicowanie wartosci stg¢zen poszczegdlnych
enancjomeréow. Wartosci te byly znacznie wyzsze dla izomeru S(-)AC w
poréwnaniu z izomerem R(+)AC tego leku.

Wykazano, ze stosunek wartosci AUC izomeru S(-)AC do R(+)AC
wynosit 1.20 £ 0.1. Wartosci te korespondowaly ze znacznie wigkszym klirensem
formy R(+)AC wynoszacym 106 + 30 L/h, w poréwnaniu z klirensem izomeru
S(-)AC réwnym 87 £ 22 L/h.

Rozwazajac z kolei analogiczne zaleznosci dla metabolitu acebutololu,
wykazano, ze st¢zenia maksymalne R(+)DC byly znacznie wyzsze w poréwnaniu
do stezen S(-)DC, stosunek izomeréw S(-)DC / R(+)DC wynosit 0.7 £ 0.1.
Natomiast biologiczny okres péltrwanial réwny 8.8 £ 2.4 h byl dluzszy dla
izomeru S(-)DC, natomiast dla izomeru R(+)DC wynosit 6.4 + 1.6 h.
Stwierdzono réwniez, ze klirens nerkowy dla izomeru R(+)DC réwny 70 + 34
mL/min byl znacznie wigkszy niz dla formy S(-)DC wynoszacy 53 + 29 mL/min
[103, 104].
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1.2. Achiralne metody oznaczania acebutololu oraz diacetololu w

materiale biologicznym

Od czasu wprowadzenia acebutololu do leczenia choréb serca i ukladu
krazenia w 1973 r do oznaczania st¢zen tego leku, zar6wno formy racemicznej,
jak réwniez enancjomeréw wykorzystywano szereg metod analitycznych, takich
jak: spektrofotometria, polarografia, chromatografia oraz metody enzymatyczne
[41, 45, 46, 107, 125, 132]. Sposrdéd opracowanych metod najbardziej przydatng
okazala si¢ wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC), ktéra pozwolita
na specyficzne oznaczanie zaré6wno leku macierzystego i jego metabolitu, jak
réwniez ich izomeréw optycznych.

Przykladowe achiralne metody oznaczania acebutololu i diacetololu

zebrano w tabeli 1.

Tabela 1. Achiralne metody oznaczania acebutololu oraz diacetololu.

Detektor
Metody Material dhugos¢ LOD
analityczne Autorzy biologiczny fali [ng/mL]
[nm]
LC-MS Abdel M. roztwor MS 0.2-0.5
[1] metanolowy
MCL Carda S. mocz Fluorymetr| 0.5-28
[20]
RP-HPLC | Guentert T. | pelnakrew | UV-VIS 10
[51] osocze krwi 240
IPC oraz Luccari P. | osocze krwi DAD 100
MECC [81] mocz
RP-HPLC | OhshimaT. | osocze krwi | UV-VIS -
[97] 232
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1.3. Chiralne metody oznaczania acebutololu oraz diacetololu w

materiale biologicznym

Najpopularniejsza i najszerzej stosowana technika enancjoselektywnego
oznaczania lekow jest wysokosprawna chromatografia cieczowa za pomoca

ktérej rozdziat enancjomeréw mozna przeprowadzi¢ dwoma sposobami:

I. Rozdzial posredni - enancjomery zwigzku reaguja z chiralnym odczynnikiem
upochadniajacym (CDA-Chiral Derivatization Agent), tworzac pochodne
diastereoizomeryczne, obdarzone odmiennymi wilasciwosciami  fizyko-
chemicznymi, ktdre z kolei mozna rozdzieli¢ stosujac konwencjonalna, achiralng
technike chromatograficzna [16].

W rozdziale posrednim enancjomeréw, kluczowe znaczenie odgrywa dobor
odpowiedniego, chiralnego odczynnika upochadniajacego, ktory musi spetniac
szereg kryteribw dotyczacych: czystosci i trwaloéci chemicznej oraz
stereochemicznej, ponadto musi szybko reagowaé z odpowiednia grupg
funkcyjng, z réwna szybkoscia dla tych grup, selektywnie oraz w tagodnych
warunkach. Detektor powinien takze z jednakowa czulo$cia reagowac na obydwa
diastereoizomery.

W tworzeniu diastereoizomeréw lekéw B-adrenolitycznych biora udziat
dwie grupy funkcyjne: aminowa i rzadzieijykorzystywana alkoholowa [21].

W metodzie posredniej, jako odczynniki upochadniajace najczesciej
stosuje si¢ nastepujace grupy zwiazkow:

e Bezwodniki kwasowe, bedace pochodnymi aminokwaséw oraz kwasu
winowego, np. bezwodnik tert-butoksykarbonylo-L-leucyny (t-BOC-Leu),
bezwodnik tert-butoksykarbonylo-L-alaniny (t-BOC-Ala), bezwodnik
karbobenzyloksy-L-proliny, bezwodnik kwasu (+)-di-O-benzoilowinowego oraz
bezwodnik kwasu (+)-di-O-acetylowinowego (DATAAN) wszystkie stosowane z
powodzeniem do upochadniania wielu lekéw p-adrenolitycznych [31].

e Chlorki kwasowe, pierwszym z tej grupy, ktéry znalazt zastosowanie w

posrednim rozdziale -adrenolitykéw byt chlorek (-)-N-trifluoroacetylo-1-prolilu,
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(TPC). Odczynnik ten wykorzystywano m.in. do oznaczenia enancjomerow
propranololu oraz acebutololu [128]. Innym powszechnie stosowanym
odczynnikiem jest chlorek kwasu (1R)-kamforo-10-sulfonowego (CSC), ktéry
wykorzystywano do oznaczania enancjomeréw atenololu [112].

e Cyjanki, reagujace z drugorzedowa grupa alkoholowa dajac
fluorescencyjne diastereoizomery, np. cyjanek (+)-2-metylo-1,1'-binaftaleno-2'-
karbonylu, ktéry tworzy diastereoizomeryczne estry z propranololem i
penbutololem [34].

e Izocyjaniany oraz izotiocyjaniany, ws$rdéd ktorych wyrdznia si¢ (+)-
izocyjanian (R)-1-fenyloetylu (R-PEIC) i (-)-izocyjanian (S)-1-fenyloetylu (S-
PEIC), a takze (+)-izocyjanian (S)-1-naftyloetylu, (S-NEIC) i (-)-izocyjanian (R)-
l-naftyloetylu (R-NEIC) [21, 56, 74, 124], stosowane do oznaczania
enancjomeré6w licznych lekéw B-adrenolitycznych w tym acebutololu i jego
metabolitu diacetololu. Izocyjaniany reaguja z pierwszo i drugorzedowa grupa
aminowg tworzac pochodne mocznikowe, natomiast izotiocyjaniany odpowiednie
pochodne tiomocznikowe. Chociaz izocyjaniany reagujg takze z drugorz¢dowa
grupa alkoholowa tworzac karbaminiany, reakcja z grupa aminowa zachodzi
duzo latwiej. Wada odczynnikéw izocyjanianowych jest ich wrazliwo$¢ na
wilgo¢, zaleta natomiast krotki czas potrzebny do przebiegu reakcji
upochodnienia [42, 101, 102].

Za przyklad odczynnika izptiocyjanianowego moze poshuzyc
isotiocyjanian 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-a-D-glukopiranozylu (TAGIT/GITC) [37,
115], stosowany m. in. do oznaczania enancjomeréw albuterolu, izotiocyjanian 2-
fenyloetylo (R-PETC), wykorzystywany do oznaczania enancjomerow
propranololu, izotiocyjanian 2,3,4-tri-O-acetylo-a-D-arabinozopiranozylu
(AITC), stosowany do oznaczania enancjomerdw pindololu, propranololu,
atenololu, karwedilolu, metoprololu, bewantololu, oksprenololu i tymololu oraz
(4S-cis)-2,2-dimetylo-5-izotiocyjaniano-4-fenylo-1,3-dioksan ~ wykorzystywany
do oznaczania enancjomeréw labetalolu [32, 37, 115].

e Innym przykladem zwigzkéw pozwalajacych na enancjoselektywny

rozdzial lekéw P-adrenolitycznych z zastosowaniem tzw. derywatyzacji
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przedkolumnowej sa: chloroformat (+)-1-(9-fluorenylo)etylowy (FLEC),
stosowany do rozdzialu enancjomeréw metoprololu, atenololu i propranololu
[108, 111] oraz chloroformat (-)-mentylowy (MCF), wykorzystywany do
oznaczania enancjomeréw atenololu, metoprololu, propranololu i sotalolu [44,

64]

II. Rozdziat bezposredni - polega na tworzeniu diastereoizomerdéw bezposrednio
na chiralnych fazach stacjonarnych, pokrytych odczynnikiem réznicujacym (CSP
- Chiral Stationary Phases) lub za pomoca chiralnych odczynnikéw réznicujacych
dodawanych do fazy ruchomej (CMPA - Chiral Mobile Phase Additives) i
utworzeniu w tym roztworze diastereoizomeréw, réznigcych si¢ trwaloscia oraz
adsorbcja na fazie stacjonarnej kolumny achiralnej [17, 98].

W 1981 roku po raz pierwszy opublikowano prac¢ dotyczaca zastosowania
fazy ruchomej zawierajacej kwas (1R)-kamforo-10-sulfonowy (CSA) oraz N-
benzoksykarbonylo-glicylo-L-proling (ZGP), dzialajace na zasadzie tworzenia z
rozdzielana substancja kompleksow typu par jonowych [34, 62].

Najczgsciej stosowana technika jest zréznicowanie szybkosci migracji
enancjomerow zwiazku na chiralnych fazach stacjonarnych. Fazy takie znalazly
zastosowanie zardwno w chromatografii gazowej jak rowniez w wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej.

Na przetomie lat 1983/84 dostepne byly w handlu jedynie dwie chiralne
fazy stacjonarne, stosowane Ww tecimice HPLC, mianowicie N-(3,5-
dinitrobenzoilo)fenyloglicyna oraz fazy oparte na ukladzie strukturalnym p-
cyklodekstryny. Obecnie dostgpnych jest ponad 50 réznych typéw chiralnych faz
stacjonarnych, (tab. 2) [12, 106, 124].
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Tabela 2. Przykiadowe chiralne fazy stacjonarne stosowane w technice HPLC.

Typ oddziatywan
mig¢dzyczasteczkowych Typ fazy ruchome;j Srodowisko chiralne
N-(3,5-dinitro-
Wiazania wodorowe, Uklad faz normalnych benzoilo)fenyloglicyna,
oddziatywania -7t N-(2-naftylo)walina,
NEC-B-cyklodekstryna,
N-(3,5-dinitro-
benzoilo)tyrozyna.
Kompleksy inkluzyjne Uklad faz odwréconych Naturalne cyklodekstryny,
upochodnione
cyklodekstryny, chiralne
etery koronowe.
Wymiana ligantéw Roztwory buforowe z Prolina, hydroksyprolina,

Wiazania biatkowe

Polimery naturalne

Polimery syntetyczne

dodatkiem soli miedzi Cu®*

Roztwory buforowe

Uktad faz normalnych

Uklad faz normalnych

histydyna.

Albumina surowicy

wolowej i ludzkie;j.

Upochodniona celuloza,
upochodnione

polisacharydy.

Upochodnione

polimetakrylany.

Pirkle podzielit chiralne fazy stacjonarne na fazy naturalne i ich pochodne
oraz fazy syntetyczne [40, 100].

Wainer jako kryterium podzialu przyjat rodzaj kompleksowego potaczenia
pomig¢dzy analizowana substancjg a chiralng faza stacjonarng i na tej podstawie

wyrdznil 5 typow faz:



20

e fazy typu I - tworza polaczenia za pomocg wigzan wodorowych,
oddzialywan n-m oraz dipol-dipol. Naleza tutaj fazy typu Pirkle'a, np. N-(3,5-
dinitrobenzoilo)amidowe pochodne (R)-fenyloglicyny (DNB-Phe) oraz N-(3,5-
dinitrobenzoilowe) pochodne (R,R) lub (S,S) (-)1,2-diaminocykloheksanu [34,
127].

e fazy typu II — naleza tutaj estrowe pochodne celulozy: trioctany,
tribenzoesany, trifenylokarbaminiany. Szczegélnie dobry rozdzial enancjomeréw
alprenololu, atenololu, metoprololu, oksprenololu, propranololu, pindololu,
tymololu, penbutololu, celiprololu, karazololu oraz bewantololu uzyskano na
kolumnie zbudowanej z tris-3,5-dimetylo-fenylo-karbaminianu celulozy, ktéra
dostepna jest w handlu pod nazwa Chiralcel OD [2, 3, 4, 5, 6, 25] oraz Chiralcel
OD-R [7, 132]. Do tego typu nalezg réwniez kolumny chiralne, ktérych budowa
opiera si¢ na strukturze mocznika, np. kolumna Sumichiral OA, wykorzystywana
m. in. do rozdzialu enancjomeréw albuterolu [8].

e fazy typu III - posiadaja chiralne wneki, dzigki ktérym tworza si¢
polaczenia inkluzyjne. Zalicza si¢ tutaj mikrokrystaliczng triacetyloceluloze,
tribenzoilocelulozg, poliakryloamidy immobilizowane na zelu krzemionkowym,
dostgpne w handlu pod nazwa Chiraspher (polimer etylo-N-akroilofenyloalaniny)
[123]. Szerokie zastosowanie w rozdziale enancjomeréow lekéw -
adrenolitycznych znalazly réwniez cyklodekstryny. Kolumny wypelnione a-, B-
lub y-cyklodekstryng (CDs) wykorzystano do rozdzialu enancjomeréw
propranololu i metoprololu [41, 60]. Do grupy tej zalicza si¢ réwniez fazy
zbudowane z polimetakrylanu trifenylometylowego, wystepujace pod nazwa
Chiralpak oraz fazy z chiralnym eterem koronowym, znane pod nazwg Crownpak
[50]. Do chiralnych selektoréw intensywnie obecnie badanych zalicza si¢ rowniez
antybiotyki makrocykliczne [126].

e fazy typu IV - zawieraja chiralny ligant (CLEC), najcz¢sciej aminokwas
posiadajacy wbudowany atom metalu, ktérym jest najczgsciej miedZ, osadzony na
statym no$niku, tworzacy chelatowe, kompleksowe polaczenia z enancjomerami

na zasadzie wymiany ligantéw. Fazy tego typu wprowadzone do powszechnego
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zastosowania to: Chiral-Pro, Chiral-Val, Chiral-Hypro, Chiralpak WH, Chiralpak
WM oraz Chiralpak WE [50].

e fazy typu V - sa fazami bialkowymi, tworzacymi kompleksy z
migrujacymi w fazie ruchomej czasteczkami rozdzielanej substancji poprzez
oddziatywania polarne i hydrofobowe [39].

Pierwsza dostgpna w handlu biatkowa, chiralng fazg stacjonarng oparta na
kwasnej a,-glikoproteinie byla kolumna LKB Enantiopak. Na kolumnie tej
rozdzielano liczne leki, w tym B-adrenolityki, takie jak: alprenolol, oksprenolol,
metoprolol, pindolol, propranolol, sotalol [54].

Inna dostgpna w handlu kolumna to Chiral-AGP stosowana m.in. do
rozdzialu enancjomeréw wielu lekéw B-adrenolitycznych, np. propranololu oraz
metoprololu [11, 22, 38, 47]. Do przygotowania omawianych faz stosuje si¢
zaréwno albuming surowicy ludzkiej (HSA) oraz wotowej (BSA) [95], ponadto
owomukoid [52] oraz awidyn¢ znane jako Ultron-OVM [53, 96].

1.4. Kryteria walidacji metod analitycznych w HPLC

Walidacja metod analitycznych oparta jest na serii eksperymentalnych
procedur celem ustalenia:  selektywnosci, czulosci, powtarzalnosci,
odtwarzalnosci, liniowosci kalibracji, wykrywalnos$ci oraz oznaczalno$ci metody
[14, 19, 30, 71].

1.4.1. Specyficznosé jest pojeciem oznaczajacym odpowiednio zdolnos¢ do
jednoznacznego okre$lenia badanego zwiazku w obecnosci substancji
endogennych zawartych w matrycy biologiczne;j.

1.4.2. Selektywnosé oznacza zdolno$¢ oddzielenia zwiazku od produktow
rozkladu, metabolitéw i innych lekéw podawanych réwnoczeénie z oznaczana

substancjg.
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W poprawnym rozdziale chromatograficznym oznaczane substancje nie
interferuja zaréwno ze zwiazkami endogennymi zawartymi w métrycy
biologicznej, jak rowniez produktami rozktadu, metabolitami i innymi lekami.
1.4.3. Liniowosé¢ okre$la proporcjonalna zalezno$¢ pomig¢dzy znana iloscig
analizowanego zwiazku a odpowiedzia detektora.
1.4.4. Krzywa wzorcowa okresla liniowa zalezno$¢ pomigdzy wartoscia mierzong
a stezeniem zwiazku. Nachylenie krzywej wzorcowej powinno réznié si¢
statystycznie od zera, punkt przeci¢gcia z osia y nie powinien rozni¢ si¢
statystycznie od zera, wspélczynnik regresji nie powinien réznic si¢ statystycznie
od 1.
1.4.5. Dolna granica wykrywalnosci (poziom detekcji, LOD) jest to najmniejsza
ilo§¢ badanego zwigzku w probce, ktorej sygnal mozna odrézni¢ od szumoéw
pochodzacych z aparatu. Przyjmuje sig, ze jest to taka ilos¢ zwiazku, ktora daje
sygnal pomiarowy co najmniej dwukrotnie wigkszy od poziomu szumoéw aparatu.
1.4.6. Dolna granica oznaczalnosci (LOQ) jest to najmniejsze st¢zenie zwigzku
na krzywej wzorcowej, dla ktorej jest podana okreslona precyzja i dokladnosé,
wyznaczona w jednym dniu i w réznych dniach, przy wspélczynniku zmienno$ci
dla niskich i wysokich warto$ci stgzen nie przekraczajacym odpowiednio 20 % i
10 %. Przyjmuje si¢, ze warto§¢ LOQ powinna by¢ co najmniej dwukrotnie
wieksza od wartosci LOD.
1.4.7. Blqd oznaczania (biqd bezwzgledny) jest réznica pomigdzy wartoscia
otrzymang (Srednia arytmetyczna wynikéw) a warto$cig rzeczywista. Stosunek
wartosci bledu bezwzglednego do wartosci rzeczywistej okresla si¢ jako biad
wzgledny, ktéry zwykle wyrazany jest w procentach i okreslany jest wowczas
jako btad procentowy.
1.4.8. Dokiadnosé, jej miara jest wielko$é bledu wzglednego, im mniejszy jest
blad, tym wigksza jest dokladnos$¢ metody analityczne;.
1.4.9. Precyzja jest to zgodnos$¢ otrzymanych wynikéw mig¢dzy sobg, wyrazana
przez wspdlczynnik zmienno$ci CV, liczony jako stosunek odchylenia

standardowego do $redniej arytmetyczne;.
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1.4.10. Odzysk jest to poréwnanie odpowiedzi detektora pochodzacej od zwigzku
badanego z odpowiedzia uzyskana od tego samego zwiazku, poddanego
wczesniej procesowi ekstrakcji z matrycy biologiczne;.
1.4.11. Powtarzalnosé jest to zgodnos¢ wynikéw uzyskanych jedng metoda, z
zastosowaniem tej samej aparatury, podczas wielokrotnego analizowania
identycznych prébek, w kroétkich odstgpach czasu, przez jednego analityka,
pracujacego w jednym laboratorium (analiza w jednym dniu).
1.4.12. Odtwarzalnos¢ jest to zgodno$s¢ wynikéw uzyskanych podczas
analizowania jedna metoda identycznych prébek, lecz przez réznych analitykéw,
pracujacych w réznych laboratoriach lub w tym samym laboratorium lecz w

duzych odstgpach czasu (analiza w r6znych dniach).

1.5. Kryteria rozdziatu chromatograficznego

Wspolczynnik pojemnosciowy ( k ), wskazuje na wlasciwe usytuowanie
pikow oznaczanych substancji pomiedzy pikami matrycy biologicznej, przyjmuje
si¢, ze jego wartos¢ powinna byé wigksza od 2. Wspélczynnik ten oblicza si¢ z

nastgpujacego réwnania [13, 122]:

w réwnaniu tym poszczegdlne symbole oznaczaja:
t. - czas retencji oznaczanego zwiazku,

t, - czas retencji rozpuszczalnika.

Wspolczynnik rozdzielania ( « ), wskazuje na wlasciwe usytuowanie obok
siebie dwoch pikéw pochodzacych od oznaczanych substancji, wyrazany jest jako
stosunek wspétczynnikéw pojemnosciowych poszczegdlnych zwiazkéw, liczony

jest z nastepujacego rownania [27, 117]:
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a = .ﬁ.
kl

w ktérym poszczegdlne symbole oznaczaja:

k;— wspdtczynnik pojemnosciowy zwigzku wymywanego w pierwszej kolejnosci,

k; - wspélczynnik pojemnosciowy zwiazku wymywanego w drugiej kolejnosci.

Zdolnos¢ rozdzielcza ( Rg ) jest miara stopnia rozdzielenia dwoch
umieszczonych obok siebie pikéw, powinna przyjmowaé wartosci wigksze od 2,

liczona jest z nastepujacego rownania [80, 86]:

Rg = 2(t,, —1,1)
W, +w,

w ktérym ¢, t,, oraz w; i w, oznaczaja odpowiednio czasy retencji zwiazku
wymywanego w pierwszej i drugiej kolejnosci oraz szerokosci pikow tych

zwiazkow.
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2. Cel pracy

Ocena leku w aspekcie jego struktury przestrzennej ma na celu wiasciwag
interpretacj¢ profilu farmakodynamicznego, farmakokinetycznego i klinicznego
danego leku. Dotyczy to nie tylko nowych lekéw ale takze juz stosowanych w
praktyce klinicznej w postaci racemiczne;.

Mozliwo$¢ uwzglednienia chiralnej budowy leku w ocenie jego
dyspozycji w zywym organiZzmie, jaka powstala na przestrzeni ostatnich kilku
lat, jest wynikiem z jednej strony postgpu w syntezie optycznie czynnych
izomerdw a z drugiej, jak przedstawiono w czgsci teoretycznej, dynamicznego
rozwoju odpowiednich metod analitycznych.

B-adrenolityki naleza do grupy lekéw, ktére zgodnie z decyzja FDA z
1992 roku zostaly wytypowane do ponownej oceny z punktu widzenia ich
chiralnej budowy.

Dotychczas przeprowadzone badania w odniesieniu do acebutololu
wykazaly enancjoselektywny charakter farmakokinetyki tego leku u ludzi. Jak
przedstawiono we wstepie pracy badania te zostaly przeprowadzone u zdrowych
ochotnikéw [63, 103].

W  warunkach klinicznych  wiele czynnikéw  fizjologicznych,
patofizjologicznych oraz srodowiskowych (wiek, genotyp, pleé, inne leki) moze
dodatkowo stanowi¢ przyczyn¢ enancjoselektywnego przebiegu procesow
farmakokinetycznych [104].

Tego typu badania majace na celu wykazanie enancjoselektywnego
charakteru tych procesé6w umozliwiajg usci$lanie zaleznosci pomigdzy stgzeniem
danego leku a obserwowanym efektem a takze sa pomocne w wyjasnianiu
miedzyosobniczych réznic w efekcie klinicznym obserwowanym po podaniu
leku w postaci racemicznej oraz w optymalizacji ich dawkowania.

Warunkiem rzetelnej oceny tych zjawisk jest dysponowanie odpowiednig
metoda analityczng, opracowana zgodnie z kryteriami dobrej praktyki

laboratoryjne;.
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Dlatego tez celem przeprowadzonych badan bylo w pierwszym etapie
opracowanie i poréwnanie metod oznaczania st¢zen AC i DC w postaci
racemicznej oraz ich enancjomerdw a takze walidacja tych metod.

W nastgpnym etapie przeprowadzono analiz¢ kinetyki leku macierzystego
oraz jego aktywnego farmakologicznie metabolitu w stanie stacjonarnym u
chorych z nadci$nieniem t¢tniczym, na podstawie wynikéw analizy st¢zen AC i
DC oraz ich enancjomeréw oznaczanych odpowiednio metoda achiralng oraz
chiralna w osoczu krwi, erytrocytach oraz peinej krwi.

Ponadto oceniono procent wigzania racemicznego acebutololu i
diacetololu oraz ich enancjomerdw 2z erytrocytami oraz obliczono ich

wspotczynniki podziatu pomigdzy erytrocyty i osocze.



3. Czesé doswiadczalna

3.1. Metodyka badan
3.1.1. Zwiazki bedgce przedmiotem badan

e Chlorowodorek oraz forma zasadowa racemicznego acebutololu (RS-AC),
(Rhone-Poulenc, Rorer, Francja),

e Chlorowodorek oraz forma zasadowa racemicznego diacetololu (RS-DC),
(Rhone-Poulenc, Rorer, Francja),

e Enancjomery S(-)-AC, R(+)-AC, S(-)-DC oraz R(+)-DC (dar Prof. dr Hassan
Y. Aboul-Enein, Bioanalytical and Drug Development Laboratory, Biological
and Medical Research Department, King Faisal Specialist Hospitai and
Research Centre, Riyadh, Arabia Saudyjska).

3.1.2. Standardy wewnetrzne

e Chlorowodorek HC 36096, (IS), (Rhone-Poulenc, Rorer, Francja),

e Pindolol, (PI), (Sigma, St. Louis, MO, USA),

e Chlorowodorek S-(+)-propranololu, (S(+)PR), (dar Prof. dr Hassan Y. Aboul-
Enein). |

Wymienione zwiazki stosowano jako standardy wewngtrzne odpowiednio w

metodach achiralnej, chiralnej posredniej oraz chiralnej bezposredniej.
3.1.3. Odczynniki stosowane w badaniach

e S(+)-NEIC - (+)-izocyjanian (S)-1-naftyloetylu, (Aldrich, Milwaukee, WI,
USA),
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e Acetonitryl, metanol, etanol, heksan, chloroform, octan etylu, dietyloamina,
trietyloamina, izopropanol, chlorek metylu, wodorotlenek sodu (Merck,
Niemcy),
¢ 85 % kwas ortofosforowy, KH,PO,4, Na,HPO, - 2 H,O (Fluka, Szwajcaria),
Wszystkie wymienione odczynniki byly czystosci HPLC.

3.1.4. Roztwory stosowane w badaniach

e Roztwory podstawowe badanych zwiazkow: chlorowodorki racemicznego AC
oraz DC w metanolu, formy zasadowe racemicznego AC i DC w 0.01 %
roztworze trietyloaminy w chloroformie lub w 0.01 % roztworze dietyloaminy
w heksanie, formy zasadowe enancjomeré6w AC w 0.01 % roztworze
dietyloaminy w heksanie, wszystkie o st¢zeniu 1 mg/mL.

e Roztwory podstawowe standardow wewngtrznych: chlorowodorku HC36906 w
metanolu, chlorowodorku R-(+)-propranololu w etanolu, formy zasadowej
pindololu w metanolu, réwniez o st¢zeniu 1 mg/mL.

Poszczegolne roztwory podstawowe rozcieniczano odpowiednio metanolem lub

etanolem, celem otrzymania roztworéw roboczych o zadanych stezeniach i

przechowywano w lodéwce w temperaturze + 4°C.

Ponadto stosowano:

e 10 % roztwér podstawowy S(+)-NEIC w chloroformie przechowywano w
temperaturze - 20°C, roztwér roboczy 0.2 % S(+)-NEIC przygotowywano
kazdego dnia przez rozcieniczanie chloroformem roztworu podstawowego,

 0.01 % roztwor trietyloaminy w chloroformie,

¢ 0.01 % roztwor dietyloaminy w heksanie,

¢ 0.14 molowy, 0.1 molowy oraz 2 molowy roztwér wodorotlenku sodu,

¢ 0.1 oraz 1/15 molowy roztwdr KH,PO,,

¢ 1/15 molowy roztwoér Na,HPO,,

e 0.1 molowy roztwor kwasu solnego,

e roztwér PBS o skladzie: 0.14 mol NaCl, 0.1 mol buforu fosforanowego o pH =
7.4 (1/15 mol KH,PO4 i 1/15 mol Na,HPO, w stosunku 2:8).
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3.1.5. Aparatura

Do pomiaru stgzenia badanych zwiazkéw wykorzystano technik¢ HPLC,
stosujac aparat do wysokosprawnej chromatografii cieczowej firmy Thermo
Separation Products (San Jose, CA, USA), skladajacy si¢ z nastgpujacych
elementow:

e pompa izokratyczna o zakresie przeplywu fazy ruchomej od 0.01 do 10 ml/min
(SP 8800/8810/IsoChrom L.C Pump),

e detektor UV-VIS ze zmienng dtugoscia fali (Spectra 100),

e detektor spektrofluorymetryczny (SpectraSystem FL 3000),

e dozownik z petla o pojemnosci 50 pL (typ 7125, Rheodyne, USA),

e integrator (SP 4400 Chrom Jet).

Ponadto stosowano:

e wytrzasarke termostatowang (Elpan, typ 357),

e medyczng tazni¢ wodna (typ LW 102),

e vorteks (typ WL-I),

o wirowke (Hettich, typ EBA 12R).

Rozdziat chromatograficzny badanych zwiazkéw przeprowadzano stosujac
nastgpujace kolumny:

e kolumng Supelcosil LC-8-DB, 25 cm x 4.6 mm, 5 pm wraz z przedkolumna
Supelguard, 2 cm x 4.6 mm, 5 um,  (Supelco, Bellefonte, PA, USA) —
stosowane do rozdzialu racemicznego AC i DC metodg achiralna,

e kolumng Supelcosil LC-Si, 25 cm x 4.6 mm, 5 uym wraz z przedkolumna
Supelguard LC-Si, 2 cm x 4.6 mm, 5 pm, (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
stosowane do rozdziatu enancjomeréw AC i DC metoda posrednia,

e kolumn¢ chiralng Chiralpak AD, 25 cm x 046 cm ILD., 5 ym wraz z
przedkolumng Chiralpak AD, 5 cm x 4.6 mm, 5 pum, (Daicel Chemical
Industries, Tokio, Japonia) - stosowane do rozdzialu enancjomeréw AC i DC

metodg bezposrednia.
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3.1.6. Material biologiczny

e Pelna krew stosowana w analizie pobierana byla od zdrowych ochotnikéw z
Punktu Krwiodawstwa CM UJ do 3.8 % roztworu cytrynianu sodu.

e Pelna krew pacjentéw leczonych acebutololem w I Klinice Kardiologii CM UlJ,
pobierana byla réwniez do 3.8 % roztworu cytrynianu sodu.

e Osocze i erytrocyty otrzymywano po odwirowaniu pelnej krwi, pochodzace;j
zar6owno od zdrowych ochotnikéw, jak réwniez chorych leczonych
acebutololem.

e Erytrocyty ( RBC ) przemyte izotonicznym roztworem PBS.

3.2. Metodyka ekstrakcji badanych zwiqzkow z materiatu biologicznego

Ekstrakcj¢ oznaczanych zwiazkéw prowadzono wzorujac si¢ na pracy
Guentert i wspolpr. [51]. W tym celu do 0.9 mL osocza, pelnej krwi lub
przemytych erytrocytéw dodawano 100 pL oznaczanych zwiazkéw (AC i DC),
100 pL odpowiedniego standardu wewngtrznego o stalym st¢zeniu, 1 mL wody
redestylowanej oraz 100 pL 2 molowego roztworu NaOH. Prébki dokladnie
mieszano przez kilka sekund, nastgpnie dodawano 5 mL odczynnika
ekstrahujacego, jakim byl octan etylu i wytrzasano przez 2 min na vorteksie, po
czym odwirowywano przez 20 minut przy szybkosci obrotéw rotora 3000 r.p.m.
Nastgpnie 4 mL warstwy organicznej przenoszono iloSciowo do szklanej
proboéwki stozkowej i odparowywano do sucha w temperaturze 37°C na lazni
wodnej w atmosferze azotu. Sucha pozostalos¢ rozpuszczano w 100 pL fazy
ruchomej i po dokladnym wymieszaniu na vorteksie przez 2 minuty, 50 pL

roztworu nanoszono na odpowiednia kolumne¢ chromatograficzna.
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3.3. Metody analityczne

W przeprowadzonych badaniach opracowano i stosowano do oznaczania
w materiale biologicznym stezen racemicznego AC i DC oraz ich enancjomerow
nastgpujace techniki HPLC:
e achiralng z detekcja UV-VIS,
e chiralng posrednia z detekcjg UV-VIS,
e chiralng bezposrednig z detekcja UV-VIS lub spektrofluorymetryczna.
Opracowanie warunkow analizy z zastosowaniem wymienionych powyzej
metod analitycznych dotyczyto: wyboru analitycznej dtugosci fali, doboru skiadu
i szybkosci przeplywu fazy ruchomej oraz ustalenia liniowosci odpowiedzi

stosowanego detektora.
3.3.1. Oznaczanie st¢zen racemicznego AC i DC metodg achiralng

Wybdr analitycznej dlugosci fali obejmowat analiz¢ widm metanolowych
roztworéw AC i DC w zakresie diugosci fal od 200 do 260 nm

Modyfikacja skladu fazy ruchomej zawierajacej wodg, acetonitryl i bufor
fosforanowy o pH=3.3 dotyczyla optymalnego ustalenia ilosci acetonitrylu oraz
kwasowosci fazy [51].

Liniowos$¢ odpowiedzi stosowanego Idetektora UV-VIS badano w zakresie
ilosci AC i DC od 25 do 1000 ng. W tym celu z roztworéw podstawowych
chlorowodorkow AC i DC o stgzeniu 1 mg/mL przygotowywano przez
rozcienczenie metanolem roztwory robocze o podanym powyzej zakresie ilo$ci
zwigzku. Nastgpnie na odpowiednia kolumng¢ nanoszono po 50 pL kazdego z
roboczych roztwordw, mierzac pola powierzchni otrzymanych pikéw. Badano

zaleznos¢ pol powierzchni pikéw od ilosci AC i DC nanoszonych na kolumneg.
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3.3.2. Oznaczanie stezen enancjomerow AC i DC metodg posrednia

Sktad fazy ruchomej bgdacej mieszaning heksanu, chloroformu i metanolu
ustalono na podstawie pracy autoréw Piquette-Miller M. i wsp. [101, 102].

Liniowo$¢ odpowiedzi stosowanego detektora badano dla zakresu ilosci
enancjomer6w AC i DC od 25 do 500 ng po uprzednim ich upochodnieniu 0.2 %
roztworem S(+)-NEIC. W tym celu odparowywano do sucha po 100 pL
roboczych roztworéw formy zasadowej AC i DC w 0.01 % roztworze
trietyloaminy w chloroformie. Nastgpnie do otrzymanej suchej pozostalosci
dodawano po 100 pL roztworu S(+)-NEIC, dokladnie mieszano przez 2 minuty
na vorteksie, inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, po czym
50 pL roztworu nanoszono na odpowiedniag kolumng¢. Badano zalezno$¢ pdl
powierzchni pikéw enancjomeréw AC i DC od ilosci nanoszonych na kolumng
zwigzkow.

Na rycinie 3 przedstawiono schemat reakcji upochodnienia acebutololu i

diacetololu z zastosowaniem S(+)NEIC.

CO-CH
/ 3 /CH3
R1(R2)-CO-NH©— O-CH2-|CH-CH2-NH-C|:H + @
OH CH3
! *CH—N—/C —0
R1-C3H7-acebutolol CH3
R2-CHg3-diacetolol
CH3}H3 S(+)NEIC
CO-CH3 \

/ oo
— R{(R2)-CO-NH —O-CH2-(|:H-CH2-N-CO-NH-CH_®
OH

Pochodna diastereoizomeryczna

Rycina 3. Schemat reakcji upochodnienia acebutololu oraz diacetololu.
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3.3.3. Oznaczanie stgzen enancjomerdéw AC i DC metoda bezposrednia,

z zastosowaniem detekcji UV-VIS

Sktad fazy ruchomej ustalano na podstawie podanej przez producenta
instrukcji uzytkowania kolumny chiralnej, stosujac mieszanin¢ heksanu i etanolu
o roznym skladzie objetosciowym z dodatkiem dietyloaminy. Optymalng
szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej poszukiwano w zakresie od 0.8 do 1.5
mL/min.

Liniowos$¢ odpowiedzi stosowanego detektora oceniano dla zakresu ilosci
enancjomerow AC i DC od 10 do 500 ng. W tym celu z roztworéw
podstawowych badanych zwiazkéw o stgzeniu 1 mg/mL w 0.01 % roztworze
dietyloaminy w heksanie przygotowywano przez rozcienczanie ich roztwory
robocze o podanym powyzej zakresie. Nast¢pnie na kolumng chiralng nanoszono
po 50 uL kazdego z tych roztwordéw, mierzac pola powierzchni pikéw. Badano
zalezno$¢ pdl powierzchni pikéw enancjomeréw AC i DC od ilosci zwigzkow

nanoszonych na kolumng.

3.3.4. Oznaczanie stgzen enancjomeréow AC i DC metodg bezpoSrednig,

z zastosowaniem detekcji spektrofluorymetrycznej

W celu okreslenia optymalnych wartosci dlugosci fali wzbudzenia oraz
emisji dla enancjomeréw AC i DC zmieniano dlugos¢ fali wzbudzenia w zakresie
od 230 nm do 330 nm oraz dlugos$¢ fali emisji od 330 do 450 nm.

Liniowos¢ odpowiedzi stosowanego detektora badano dla zakresu ilosci
enancjomeréw AC i DC od 5 do 500 ng. W tym celu z roztworéw podstawowych
badanych zwiazkéw o st¢zeniu 1 mg/mL w 0.01% roztworze dietyloaminy w
heksanie przygotowywano przez rozcienczanie ich roztwory robocze o podanym
zakresie. Nast¢pnie nastrzykiwano na kolumng chiralng po 50 pL kazdego z tych
roztwordw mierzac pola powierzchni pikéw. Badano zaleznos¢ pdl powierzchni

pikéw enancjomeréw AC i DC od ilo$ci zwiazkéw nanoszonych na kolumne.
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3.4. Analiza stezen stacjonarnych racemicinego AC i DC oraz ich

enancjomerow w osoczu i petnej krwi chorych

Opracowane metody analityczne zastosowano do oznaczania stgzen
racemicznego AC i DC a takze enancjomer6éw tych zwiazkéw w osoczu i pelnej
krwi pacjentéw z pierwotnym nadci$nieniem t¢tniczym, leczonych acebutololem
(Sectral, Rhoéne-Poulenc, Rorer, Francja) i hospitalizowanych w I Klinice
Kardiologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego (Kierownik: prof.
dr hab. med. Kalina Kawecka-Jaszcz). Chorzy pozostawali pod bezposrednia
opieka dr med. Bogumily Bacior oraz lek. med. Janusza Kochmana. Protokét
badan zostal zatwierdzony przez Komisj¢ Etyczna CM UJ a kazdy chory wyrazit

pisemna zgodg na prowadzenie badan.
3.4.1. Pacjenci

Badaniami objeto ogdtem 38 chorych, wérdéd ktorych mozna wyrdézni¢ dwie
grupy:

e | grupa obejmowata 24 chorych, (13 m¢zczyzn i 11 kobiet, w wieku od 19 do
64 lat, Srednia wieku wynosila 44.4 + 14.9), u ktérych oznaczano st¢zenia
stacjonarne racemicznego AC i DC w osoczu i pelnej krwi stosujac metode
achiralng. Probki krwi pobierano po r(?znych czasach od podania ostatniej
dawki leku (0, 1, 2, 4, 8 h).

o I grupa obejmowata 14 chorych, (5 me¢zczyzn i 9 kobiet, w wieku od 33 do 61
lat, srednia wieku wynosita 46.5 = 8.5), u 5 chorych tej grupy ste¢zenia
stacjonarne enancjomeréw AC i DC w osoczu i pelnej krwi oznaczano stosujac
kazda z opracowanych metod, tzn. metod¢ posrednia oraz bezposrednia z
detekcja UV-VIS lub spektrofluorymetryczna. Probki krwi pobierano przed
podaniem kolejnej dawki leku oraz po 1, 2, 4, 8 h od jej podania.

Wszyscy chorzy otrzymywali acebutolol w postaci tabletek &4 200 mg, w
réznych dawkach, podawanych raz lub dwa razy na dobg¢. Ponadto niektérym

chorym podawano inne leki wspomagajace (tab. 3).
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U wszystkich pacjentéw wykonywano podstawowe badania analityczne,

takie jak: morfologia krwi, st¢zenia: biatka calkowitego, albuminy, bilirubiny,

glukozy, mocznika, kwasu moczowego, kreatyniny, elektrolitow,

aminotransferazy asparaginianowej (AspAt), aminotransferazy alaninowej
(AlAt), fosfatazy alkaliczne;.

W trakcie leczenia wykonywano ponadto u tych chorych rutynowe badania

elektrokardiograficzne (EKG) oraz pomiar cis$nienia tgtniczego krwi metoda

Holtera.

Tabela 3. Charakterystyka badanych chorych.

Liczba chorych 38

Pleé 20Kil8M

Wiek [lata] (Srednia+SD) 19-64 (45.2 £ 12.8)

Masa ciala [kg] (SredniatSD) 54-100 (72.9 £+ 10.9)

Wazrost [cm] (§rednia:SD) 150-184 (168.1 £9.60)

Hematokryt (Srednia+SD) 28.4-49.1 (39.7 £ 4.34)

Klirens kreatyniny [mL/min ] (SredniaxSD) 74.6-122.5 (90.1 £ 11.3)

Inne najczgsciej podawane leki: Kaptopryl — 7 chorych
Nifedypina — 8 chorych
Enalapryl — 3 chorych
Klonidyna — 2 chorych
Hydrochlorotiazyd — 3 chorych
Werapamil — 1 chory
Metoprolol- 1 chory
Pentaerytrytol — 1 chory

3.5. Obliczenia farmakokinetyczne

Na podstawie stgzen stacjonarnych racemicznego AC i DC oraz

enancjomerow tych zwigzkéw oznaczanych odpowiednio w osoczu i pelnej krwi
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chorych obliczano parametry farmakokinetyczne, takie jak: pole pod krzywg
stezenie — czas (AUC), stala szybkosci eliminacji (K.), biologiczny okres
poltrwania (tos), st¢zenie maksymalne (Cy,,,) oraz czas po ktérym osiagane jest to
stezenie (tmax), Stosujac program WinNonlin, przy zalozeniu modelu
jednokompartmentowego.  Ocen¢  statystyczng  otrzymanych  wynikéw
przeprowadzano z zastosowaniem dwuczynnikowej analizy wariancji w ukladzie
kompletnie zrandomizowanym.

Oceng statystyczna porOéwnania opracowanych metod analitycznych
przeprowadzano jednoczynnikowa analiza wariancji w ukladzie hierarchicznym.

We wszystkich badaniach statystycznych przyj¢to poziom istotnosci réwny
0.05.

3.6. Badanie wiqzania racemicznego AC i DC oraz ich enancjomerow

Z erytrocytami
3.6.1. Metodyka badan w warunkach in vivo

Analiz¢ stgzen racemicznego AC i DC oraz ich enancjomeré6w w osoczu i
pelnej krwi chorych uzupelniono badaniem wigzania tych zwiazkéw z

erytrocytami. Procent wiazania leku obliczano korzystajac z réwnania (1) [84].

C
f=1—-—C—E(1—Ht) (1)

Poszczeg6lne symbole w tym réwnaniu oznaczaja:
f - procent wigzania leku [%],

C, - stezenie leku w osoczu [ng/mL],

Cy - stezenie leku w pelnej krwi [ng/mL],

Ht - hematokryt.
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3.6.2. Metodyka badan w warunkach in vitro

Do badan wigzania leku z erytrocytami w warunkach in vitro
wykorzystano krew pelna pobierana od zdrowych ochotnikéw do 3.8 % roztworu
cytrynianu sodu. Nastgpnie do objetosci 0.9 mL krwi dodawano po 100 pL
roztworu racemicznego AC i DC o znanym st¢zeniu, mieszczacym si¢ w zakresie
od 50 do 1000 ng/mL. Badane prébki inkubowano przez 1 h w temperaturze 37
°C, wytrzasajac na lazni wodnej, nastgpnie pobierano 0.3 mL pelnej krwi, a
reszt¢ wirowano przez 20 minut z szybkosciag obrotéw rotora 3000 r.p.m.,
rozdzielajac na frakcj¢ osocza i erytrocytow. Stezenia racemicznego AC i DC
oraz ich enancjomeréw oznaczano zaréwno w pelnej krwi, osoczu, jak i
erytrocytach, stosujac odpowiednio metod¢ achiralng z detekcja UV-VIS oraz
chiralng bezposrednia z detekcja spektrofluorymetryczna. Procent wigzania
racemicznego AC i DC oraz ich enancjomeréw obliczano podobnie jak w

warunkach in vivo z réwnania (1).
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4. Wyniki

4.1. Warunki analizy oraz walidacja achiralnej metody oznaczania

racemicznego AC i DC.

4.1.1.Warunki analizy

Z analizy widm metanolowych roztworéw racemicznego AC i DC wynika,
ze analityczna dlugo$¢ fali dla badanych zwiazkéw wynosita 240 nm (ryc. 4).

a

Absorbancja

200 240 280 320 360 400

Dtugosé fali [nm]

Absorbancja
1

200 240 280 320 360 400
Dhugos¢ fali [nm]

Rycina 4. Widma absorpcyjne dla acebutololu (a) i diacetololu (b).
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Zawartos¢ acetonitrylu w fazie ruchomej wahala si¢ od 16 % do 36.6 %.
Duza zawarto$¢ procentowa tego skladnika powodowala niepelny rozdzial
badanych zwiazkéw oraz znaczne skrdocenie ich czaséw retencji (ryc. 5a).
Zmniejszenie natomiast zawartosci acetonitrylu w fazie ruchomej wydtuzato czas
analizy i prowadzilo do efektu ogonowania pikdw (ryc. 5b). Pelny i zadawalajacy

rozdzial badanych zwiazkéw uzyskano przy zawartosci acetonitrylu réwnej 18 %

(ryc. 5¢).
a b c
1
1-DC
§ 218
3-AC
3 2
£ :
3
1
3
J Ji
- T 1 T 11
T 1T 1T 1T T T T T 1
0 4 8 121 20 M4 o0 4 8 12 16
Czas retencji [minuty]
36.6 % 16% 18 %

Rycina 5. Wplyw ilosci acetonitrylu w fazie ruchomej na rozdziat AC, DC oraz IS
(HC 3609¢).

Na rozdzial badanych zwigzkéw miato wplyw réwniez pH fazy ruchome;j.
Dodatek kwasu ortofosforowego wplywal na ostro$¢ i symetri¢ pikéw oraz

znaczne skrocenie czasu analizy (ryc. 6).
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Rycina 6. Wplyw ilosci kwasu ortofosforowego w fazie ruchomej na rozdziat AC,
DC oraz IS (HC 36096).

Optymalng faz¢ ruchoma stanowila mieszanina acetonitrylu, wody i 0.1 M
buforu fosforanowego o pH=3.3, zmieszanych w stosunku 18:79:3 v/v z
dodatkiem 40 pLL H;PO4 na 1L fazy (ryc. 6¢).

Badanie liniowosci odpowiedzi detektora wykazalo, ze zaleznos¢ pol
powierzchni pikdw od ilosci racemicznych AC i DC nanoszonych na kolumng
byla liniowa w badanym zakresie od 25 do 1000 ng. Wspdlczynniki korelacji dla
tych zaleznosci byly rowne 0.998 oraz 0.997 odpowiednio dla AC i DC (ryc. 7).
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2661 @, AC
y=1826( +22.5)x-6276( +14860.7)
r=0.998

)
3

A, DC
y=1907( +24.6)x+4873( +15867.5)
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Rycina 7. Zaleznosé odpowiedzi detektora UV-VIS od ilosci nanoszonych na

kolumne racemicznych AC i DC.

4.1.2. Walidacja metody

Opracowane warunki analizy chromatograficznej pozwolily na uzyskanie
pelnego i zadawalajacego rozdzialu badanych zwiazkéw (ryc. 8a). Nie
stwierdzono interferencji AC i DC, jak réwniez IS zaréwno z substancjami
endogennymi zawartymi w matrycy biologicznej (ryc. 8b i 8c, 9a i 9b oraz 10a i
10b), jak réwniez produktami rozkladu, metabolitami i innymi lekami

podawanymi réwnoczesnie z oznaczanymi zwigzkami (ryc. 8d, 9c i 10c).
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Rycina 8. Przykiadowe chromatogramy: probki wzorcowej zawierajqcej
racemiczny AC i DC o stezeniu 250 ng/mL oraz IS o stezeniu 2000 ng/mL (a),
osocza kontrolnego (bez lekw) (b), osocza zawierajqcego racemiczny AC i DC o

stezeniu 500 ng/mL oraz IS o stezeniu 2000 ng/mL (c), osocza pacjenta leczonego

acebutololem w dawce 400 mg/dobe (d).
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Rycina 9. Przykladowe chromatogramy: probek peinej krwi kontrolnej (bez leku)
(a), peinej krwi zawierajqcej AC i DC o stezeniu 250 ng/mL (b), petnej krwi

pacjenta leczonego acebutololem w dawce 400 mg/dobe (c).
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Rycina 10. Przykladowe chromatogramy: probek erytrocytow (bez leku) (a),
erytrocytow zawierajqcej AC i DC o stezeniu 250 ng/mL (b), erytrocytéw

pacjenta leczonego acebutololem w dawce 400 mg/dobe (c).
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Omowione w czgsci teoretycznej parametry rozdziatu racemicznego AC i
DC z zastosowaniem metody achiralnej, jak wynika z tabeli 4 byly optymalne,
$wiadczy to, ze jakos$¢ rozdzialu chromatograficznego w podanych warunkach

analizy byla zadawalajaca.

Tabela 4. Parametry jakosci rozdziatu chromatograficznego badanych zwiqzkow,

w osoczu, pelnej krwi i erytrocytach.

Parametry*
Osocze Krew RBC
Zwiazek AC DC AC DC AC DC
k 11.8 2.2 12.3 2.7 11.7 2.5
o 54 4.6 4.3
Rs 223 21.9 22.1

* wyznaczone parametry stanowig Srednia z 6 pomiarow.

Z zaleznosci przedstawionych na rycinie 11 dla wszystkich analizowanych
zwigzkéw, oznaczanych odpowiednio w osoczu, pelnej krwi oraz erytrocytach,
wynika, ze krzywe wzorcowe byly liniowe w zakresie stezen AC i DC od 10 do

2000 ng/mL. Wspoélczynniki korelacji dla tych zaleznosci wahaly si¢ od 0.989 do
0.999.

16
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14 1 y=0.0007(+0.00001)x-0.0093(+0.0133)
r=0.993

1.2}
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r=0.992
08
0,6
0,4

0,2
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0,0
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Rycina 11. Krzywe wzorcowe racemicznego AC i DC wyznaczone dla: osocza

(a), petnej krwi (b), erytrocytow (c).



5 ng/mL, przy stosunku sygnalu do poziomu szuméw aparatu réwnym 4:1.
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Dolna granica wykrywalnosci (LOD) dla racemicznego AC i DC wynosila

Dolna granica oznaczalnosci (LOQ) wyznaczona dla badanych zwigzkow

w osoczu, pelnej krwi oraz erytrocytach wahata si¢ od 8.89+0.2 ng/mL do

10.440.9 ng/mL, zaréwno dla AC jak i DC, przy wspélczynniku zmiennosci

nizszym od 10 % i wartosci bledu wzglednego nie przekraczajacego 15% (tab. 5).

Tabela 5. Wartosci stezen dolnej granicy wykrywalnosci oraz dolnej granicy

oznaczalnosci dla racemicznego AC i DC w osoczu, petnej krwi oraz

erytrocytach, (n=6).

Osocze Krew RBC
Zwiazek [ LOD LOQ CV Blad LOQ CV Blad LOQ CV  Blad
[ng/mL]| £SD [%] [%] =SD [%] [%] +SD [%] [%]
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
AC 5 9.78+0.9 9.61 -2.20/8.89+0.2 1.82 -11.1{10.4+£09 9.12 +4.20
DC 5 9.69+0.5 4.96 -3.1019.73+0.8 8.13 -2.70(9.46+£0.1 1.28 -5.40

W tabeli 6 przedstawiono wyniki badan precyzji i dokladnosci

opracowanej metody dla oznaczen AC i DC wykonanych w osoczu krwi,

odpowiednio w jednym dniu i w réznych dniach. Analogiczne wyniki badan dla

oznaczen wykonanych w pelnej krwi oraz erytrocytach zebrano w tabelach 7 i 8.
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Tabela 6. Precyzja i doktadnos¢ metody oznaczania racemicznego AC i DC

w osoczu, (n=6).

W jednym dniu W réznych dniach
Zwiazek | Stezenie | Oznaczone @ CV Blad| Oznaczone CV Biad
[ng/mL] | stezenie+ SD [%] [%] | stezenie£SD [%] [%]
[ng/mL] [ng/mL]
10 9.37+ 0.9 9.36 -6.30 9.78+ 09 9.61 -220
AC 500 489.15+ 8.9 1.83 -2.17| 499.34+264 5.29 -0.13
2000 2049.02 + 64.3 3.14 +2.45|2048.93+59.8 2.92 +2.45
10 945+ 03 3.22 -5.50 969+ 0.5 4.96 -3.10
DC 500 487.14+£19.5 4.0 -2.57| 49225+189 3.84 -1.55
2000 2023.58 £+56.9 2.81 +1.18|2081.77+83.5 4.01 +4.09

Tabela 7. Precyzja i doktadnosé metody oznaczania racemicznego AC i DC

w petnej krwi, (n=35).

W jednym dniu W réznych dniach
Zwiazek | Stezenie | Oznaczone CV Blad| Oznaczone @ CV Blad
[ng/mL] | stegzenie+ SD [%] [%] | stezenie+=SD [%] [%]
[ng/mL] [ng/mL]
10 884+ 02 224 -11.6 880+ 02 1.82 -11.1
AC 500 48435+ 85 1.76 -3.13| 466.45+26.6 5.69 -6.71
2000 2064.73+ 89 0.43 +3.24(2090.02+36.9 1.76 +4.50
10 934+ 0.6 6.36 -6.60 973+ 0.8 813 -2.70
DC 500 458.89 £21.7 4.72 -8.22| 486.19+40.9 840 -2.76
2000 2075.19+17.1 0.83 +3.76{2101.25+37.8 1.80 +5.06

Tabela 8. Precyzja i doktadnos¢ metody oznaczania racemicznego AC i DC

w erytrocytach, (n=3).

W jednym dniu W réznych dniach
Zwiazek | Stezenie | Oznaczone CV Blad| Oznaczone CV Blad
[ng/mL] | stezenie£ SD [%] [%] | stezenie+SD [%] [%]

[ng/mL] [ng/mL]

10 1097+ 0.1 1.03 +9.70 1042+ 09 9.12 +4.20
AC 500 522.04+ 6.0 1.16 +4.41| 539.36+20.7 3.84 +7.87
2000 [2044.92+469 229 +2.25(209049+75.6 3.62 +4.52
10 943+ 0.2 1.57 -5.70 946+ 0.1 128 -540
DC 500 501.17+15.6 3.11 +0.23| 499.67 +25.8 5.17 -0.07
2000 [2088.61 +43.6 2.09 +4.43|2161.63+110 5.09 +8.08
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Z warto$ci zestawionych w tabelach 6, 7 i 8 wynika, Zze opracowana

metoda oznaczania racemicznego AC i DC w osoczu, pelnej krwi oraz

erytrocytach charakteryzuje si¢ zadawalajaca precyzja, (wspotczynnik zmiennosci

byl nizszy od 10 %) oraz wymagana dokladno$cia, (blad wzgledny nie

przekraczat 15 %).

W tabeli 9 zebrano wyniki badan wydajno$ci procesu ekstrakcji

analizowanych zwiazkéw z osocza krwi. Analogiczne wyniki dla oznaczen

wykonanych w pelnej krwi oraz erytrocytach przedstawiono w tabelach 101 11.

Tabela 9. Wydajnos¢ procesu ekstrakcji racemicznego

AC i DC z osocza, (n=6).

Odzysk [%] = SD
Zwigzek | 10 ng/mL 500 ng/mL 2000 ng/mL
AC 84.30+£3.51  84.04+4.55  82.60+3.92
DC 86.63+2.53  83.31+6.14  82.82+4.08

Tabela 10. Wydajnos¢ procesu ekstrakcji racemicznego

AC i DC z petnej krwi, (n=6).

Odzysk [%] £ SD
Zwiazek | 10 ng/mL 500 ng/mL. 2000 ng/mL
AC 89.38+3.42  83.33+3.57  81.68+3.94
DC 84.53£3.53  81.44+5.16  81.42+5.07

Tabela 11. Wydajnos¢ procesu ekstrakcji racemicznego

ACiDC z RBC, (n=6).

Odzysk [%] + SD
Zwiazek | 10 ng/mL 500 ng/mL. 2000 ng/mL
AC 86.35+2.44 82.31+3.42  80.81+4.93
DC 88.11+3.91 82.24+5.07  80.41%7.08




Jak wynika z warto$ci przedstawionych w tabelach 9, 10 i 11 opracowang
metodg¢ charakteryzuje wysoka wydajnos¢ procesu ekstrakcji racemicznego AC i
DC, zar6wno z osocza, pelnej krwi, jak réwniez erytrocytow.

Analogiczne badania wydajnosci procesu ekstrakcji  standardu
wewngtrznego IS, ktérym byt HC 36096 o stezeniu 2000 ng/ml przeprowadzone
z tych matryc biologicznych wykazaly, ze przyjeta procedura ekstrakcji
zapewniala jego odzysk rzedu 80.63 % + 3.89 do 86.02 + 6.12, przy
wspotczynniku zmiennosci réwnym od 4.81 do 8.77 % dla kazdej z badanych

matryc biologicznych.

49
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5.1. Warunki analizy oraz walidacja posredniej metody oznaczania

enancjomerow AC i DC

5.1.1. Warunki analizy

Oznaczanie st¢zen enancjomerow AC i DC przeprowadzano przy
analitycznej dtugosci fali réwnej 240 nm.

Faze ruchomga stanowila mieszanina heksanu, chloroformu i metanolu w
stosunku objetosciowym 63:35:2.

Jako standard wewngtrzny zastosowano racemiczny pindolol (PI), do
obliczen wykorzystano drugi z wymywanych pikéw.

Badanie odpowiedzi detektora UV-VIS wykazalo, ze zalezno$¢ pdl
powierzchni pikéw od ilosci enancjomeré6w AC i DC nanoszonych na kolumng
byla liniowa w badanym zakresie od 25 do 500 ng. Wspétczynniki korelacji dla
tych zaleznos$ci wahaly si¢ od 0.992 do 0.998 (ryc. 12).
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y=1572( +56)x-9522( +12903)

8eS r=0.994

A §(-)-AC
y=1877( £33)x+594(£7539)
r=0.998
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Rycina 12. Wykresy zaleznosci odpowiedzi detektora UV-VIS od ilosci
nanoszonych na kolumne enancjomerow S(-)-AC i R(+)-AC (a) oraz S(-)-DC i
R(+)-DC (b).

5.1.2. Walidacja metody

W przeprowadzonych warunkach analizy chromatograﬁcznej metoda
posrednig uzyskano pelny i zadawalajacy rozdzial badanych zwiazkéw (ryc. 13a).
Nie stwierdzono interferencji oznaczanych enancjomeréw AC i DC oraz
enancjomeréw standardu wewngetrznego (pindolol, PI) zaréwno z substancjami
endogennymi zawartymi w matrycy biologicznej (ryc. 13b i 13¢c oraz 14a i 14b),
jak réwniez produktami rozkladu, metabolitami i innymi lekami podawanymi

réwnoczeénie z oznaczanymi zwigzkami (ryc. 13d i 14c).
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Rycina 13. Przykladowe chromatogramy: probki wzorcowej enancjomerow AC i
DC o stezeniu 500 ng/mL oraz PI o stezeniu 300 ng/mL (a), osocza kontrolnego
(bez leku) _(b), osocza zawierajqcego enancjomery AC i DC o stezeniu 500 ng/mL
oraz PI o stezeniu 300 ng/mL (c), osocza pacjenta leczonego acebutololem w

dawce 400 mg/dobe (d), otrzymane metodq posrednigq.
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Odpowiedz detektora
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Rycina 14. Przykiadowe chromatogramy: peinej krwi kontrolnej (bez leku) (a),
peinej krwi zawierajqcej enancjomery AC i DC o stezeniu 500 ng/mL oraz PI o
stezeniu 300 ng/mL (b), petnej krwi pacjenta leczonego acebutololem w dawce

400 mg/dobe (c), otrzymane metodq posredniq.

Jak wynika z tabeli 12, jakos¢ rozdzialu chromatograficznego z
zastosowaniem posredniej metody oznaczania enancjomeréw AC 1 DC w
opracowanych warunkach analizy byla zadawalajaca, a obliczone parametry

rozdziatu spetnialy przyjete kryteria.

Tabela 12. Parametry jakosci rozdziatu chromatograficznego badanych

enancjomerow w osoczu i petnej krwi.

Parametry*
Enancjomery Osocze Krew
ki k2 o Rs ki ko o Rs
AC 7.0 7.5 1.1 8.1 6.9 7.2 1.2 8.3
DC 1.3 2.1 1.6 8.6 1.5 23 1.7 8.5

* wyznaczone parametry stanowia Srednia z 5 pomiaréw.
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Krzywe wzorcowe enancjomeréw AC i DC wyznaczone dla osocza (ryc.
15) oraz dla pelnej krwi (ryc. 16) na podstawie pomiaru ich stezenn metoda
posrednia byly liniowe w zakresie badanych st¢zen od 25 do 500 ng/mL.
Wartosci wspoétczynnikéw korelacji dla tych zaleznosci wahaly si¢ od 0.994 do
0.997.
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Rycina 15. Krzywe wzorcowe enancjomerow R(+)-AC i S(-)-AC (a) oraz enan-

cjomeréw R(+)-DC i S(-)-DC (b) wyznaczone dla osocza (metoda posrednia).
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Rycina 16. Krzywe wzorcowe enancjomerow R(+)AC i S(-)AC (a) oraz enan-
cjomerow R(+)DC i S(-)DC (b) wyznaczone dla petnej krwi (metoda posrednia).

Jako kryterium dolnej granicy wykrywalnosci (LOD) opracowanej metody
posredniego oznaczania enancjomeréw AC i DC przyjeto takie stgzenie
enancjomeru dla ktérego stosunek sygnatlu do poziomu szumoéw aparatu wynosit
5 : 1. Dla enancjomeréw AC odpowiadalo ono wartosci 5 ng/mL, natomiast dla
enancjomeréw DC wartosci 10 ng/mL.

Dolng granice oznaczalnos’iif
N
)

badanych enancjomeréw na Kr?
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), odpowiadajaca najnizszemu stgzeniu

YOW€j WyzZnaczono z precyzja, ktorej
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miara jest wspolczynnik CV nie przekraczajacy 10 % i bledem wzglednym
nizszym od 15 %. Warto§¢ LOQ wahala si¢ pomi¢dzy 23.0 + 0.66 ng/mL a 28.65

+ 1.80 ng/mL zaréwno dla enancjomeréw AC, jak réwniez DC (tab. 13).

Tabela 13. Wartosci stezen dolnej granicy wykrywalnosci oraz dolnej granicy

oznaczalnosci dla enancjomerow AC i DC w osoczu i peinej krwi.

Osocze Krew
Zwiazek LOD (LOQ+SD CV Blad [LOQ+SD CV  Blad
[ng/mL]| [ng/mL] [%] [%] | [ng/mL] [%] [%]
R(+)-AC 5 23.01£2.28 992 - 79 [24.96+0.31 1.23 - 0.16
S(-)-AC 5 23.0 £0.66 2.86 - 8.0 |[24.94x2.05 820 - 6.02
R(+)-DC 10 |[28.65£1.80 6.28 +14.6 |27.82+0.08 0.28 +11.28
S(-)-DC 10 [27.60+1.32 4.79 +10.4 |24.76+x1.81 7.31 - 0.96

W tabelach 14 i 15 przedstawiono wyniki pomiaréw precyzji i dokladnosci

opracowanej metody posredniego oznaczania enancjomeréow AC i DC dla

oznaczen wykonanych w osoczu i pelnej krwi, odpowiednio w jednym dniu i w

réznych dniach.

Tabela 14. Precyzja i doktadnosé metody oznaczania enancjomerow AC i DC
w osoczu, odpowiednio w jednym dniu i w roznych dniach, (n=6).

W jednym dniu W réznych dniach
Oznaczone Oznaczone
Zwiazek | Stezenie | stezenie=SD CV  Blad | stgzenie+SD CV  Blad
[ng/mL] [ng/mL] [%] _[%] [ng/mL] [%e]  [%]
25 2329+ 146 6.25 -6.84 | 23.01+ 228 992 -796
R(+)-AC 250 250.40 £ 11.51 4.60 +0.16 | 252.15+11.05 4.38 +0.86
500 470.40+22.63 4.81 -4.08 | 490.95+3555 7.24 -1.81
25 23.05+ 0.66 2.86 -8.03 | 23.0 =+ 066 2.86 -8.04
S(-)-AC 250 25623+ 6.89 2.69 +2.49 (260.72+15.89 6.10 +4.29
500 482.72 £10.04 2.07 -3.46 |502.50+22.87 4.55 +0.50
25 27.60+ 225 8.15 +10.40| 28.65+ 1.80 6.28 +14.60
R(+)-DC 250 |232.88+ 7.99 343 -6.85|251.57+21.95 8.73 + 0.63
500 |497.54+12.06 243 -0.49|510.31+2934 575 + 2.06
25 27.0 +2.19 8.10 +7.96 | 2760+ 132 4.79 +10.40
S(-)-DC 250 |221.67+ 4.62 2.09 -11.33 |228.50+11.29 4.94 - 8.60
500 |486.47+14.48 298 -2.71 149444+2890 5.84 - 1.11
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Tabela 15. Precyzja i doktadnosé metody oznaczania enancjomerow AC i DC
w peinej krwi, odpowiednio w jednym dniu i w roznych dniach, (n=6).

W jednym dniu W réznych dniach
Oznaczone Oznaczone

Zwiazek | Stezenie | stezeniexSD CV  Blad | stezeniex SD CV  Blad
[ng/mL] [ng/mL] [%] __[%] [ng/mL] [%] _ [%]

25 25.41£0.67 2.64 +1.64 2496 £0.31 1.23 -0.16

R(#)-AC 250 256.98+1.04 040 +2.79 | 255.96+2.48 097 +2.38
500 500.80+0.75 0.15 +0.16 | 496.06+5.95 1.20 -0.79

25 2497+043 1.73 -0.12 2494+ 2.05 8.20 -6.04

S(-)-AC 250 258.03+991 3.84 +0.41 | 25436+ 15.10 5.94 +1.74
500 489.85+940 1.92 -2.03 | 49524+ 1.77 036 -0.95

25 27.98+0.30 1.09 +11.92| 27.82+ 0.08 0.28 -0.52

R(+)-DC 250 265.32+2.69 1.02 + 6.13 | 265.09+ 2.38 0.90 +6.04
500 49395+2.62 0.53 - 12149263+ 0.75 0.15 -1.47

25 23.84+ 0.50 2.11 -4.64 2476 £ 1.81 7.31 -0.96

S(-)-DC 250 260.71 £10.90 4.16 +4.28 | 262.05+ 895 3.42 +4.82
500 482.56 = 3.47 0.72 -3.49 | 493.50+12.0 243 -1.30

Z wartosci zestawionych w tabelach 14 i 15 wynika, ze opracowana
metoda posredniego oznaczania enancjomeréw AC i DC zar6wno w osoczu, jak i
w pelnej krwi charakteryzuje si¢ zadawalajacq precyzja, wspoiczynnik
zmiennosci byl nizszy od 10 % oraz wymagang dokladnoscia, blad wzgledny nie
przekraczat 15 %.

W tabelach 16 i 17 zebrano wyniki badan wydajnosci procesu ekstrakcji

enancjomerdw AC oraz DC odpowiednio z osocza i pelnej krwi.

Tabela 16. Wydajnos¢ procesu ekstrakcji [%] enancjomeréw AC i DC z osocza.

Odzysk [%)] + SD, (n=6)

Zwiazek 25 ng/mL 250 ng/mL 500 ng/mL

R(+)-AC | 79.56 £5.45 81.67+5.30 78.70+4.36
S(-)-AC | 77.16+£2.66 79.89+5.85 79.66 +5.04
R(+)-DC | 8145+£529 81.82+6.44 79.66+5.40
S(-)-DC | 8255+542 77.89+4.12 76.17 £4.60




Tabela 17. Wydajnosé procesu ekstrakcji [%] enancjomerow AC i DC z peinej

krwi.
Odzysk [%] + SD, (n=6)
Zwiazek 25 ng/mL 250 ng/mL 500 ng/mL
R(#)-AC | 74.66+4.41 81.57+4.20 88.70+4.21
S(-)>-AC | 79.16+4.66 89.19+6.85 73.22+4.36
R(#)-DC | 91.15+544 82.72+7.67 79.86+7.11
S(-)-DC | 80.57+4.12 79.01+3.78 86.57+6.22

Dane przedstawione w tabelach 16 i 17 potwierdzaja, ze opracowang
metodyke charakteryzuje wysoka wydajnos¢ procesu ekstrakcji badanych
enancjomerdéw AC i DC, zaréwno z osocza, jak rowniez pelnej krwi.

Analogiczne badania wydajnosci procesu ekstrakcji przeprowadzone z
osocza i pelnej krwi dla standardu wewnetrznego, ktorym byt racemiczny
pindolol (PI) o stezeniu 300 ng/ml wykazaly, ze przyjeta procedura zapewniata
jego odzysk wynoszacy od 79.56 % = 3.78 do 81.75 % 8.16, przy wspéiczynniku
zmiennoSci réwnym od 4.75 do 6.24 % z obydwu badanych matryc

biologicznych.
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6.1. Warunki analizy oraz walidacja bezposredniej metody oznaczania

enancjomerow AC i DC z zastosowaniem detekcji UV-VIS

6.1.1. Warunki analizy

Oznaczanie st¢zen enancjomer6w AC i DC przeprowadzano przy
analitycznej dtugosci fali réwnej 240 nm.

Badania nad ustaleniem skladu fazy ruchomej rozpoczg¢to od roztworu
heksanu i etanolu, zmieszanych w stosunku 85 : 15 v/v, przy szybkosci
przeptywu fazy réwnej 0.8 mL/min. Pomimo stosunkowo krétkiego czasu
analizy, trwajacego okolo 30 minut nie uzyskano pelnego i zadawalajacego
rozdzialu badanych enancjomeréw (ryc. 17a). Modyfikujac faz¢ ruchoma
uzyskano mieszaning heksanu i etanolu w stosunku 93:7 v/v, przy zwigkszonej
szybkosci przeptywu do 1.5 mL/min. W tych warunkach otrzymano pelny
rozdzial badanych enancjomeréw, jednak dlugi czas analizy, przekraczajacy 50

minut nie pozwalal na zastosowanie tej fazy w rutynowych badaniach klinicznych

(ryc. 17b).

a b C
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5-R(+)DC
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0 6 12 18 24 30 3642 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 0 6 12 18 24 30 3642

“ 4 4-S(-)DC

Odpowiedz detektora

Czas retencji [minuty]

Rycina 17. Przykladowe chromatogramy przedstawiajqce wplyw doboru skfadu i

szybkosci przeplywu fazy ruchomej na rozdziat badanych enancjomerow.
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Optymalng faze stanowila ostatecznie mieszanina heksanu i etanolu w
stosunku 91:9 v/v, z szybkoscia przeplywu réwna 1.2 mL/min. Celem
,Wyostrzenia” otrzymanych pikéw i nadania im symetrii, do 1 litra fazy ruchome;j
dodawano ponadto 1 mL dietyloaminy (ryc. 17c).
Wykazano liniowa zalezno$¢ pomigdzy polami powierzchni pikéw a
iloscia enancjomeréw AC i DC nanoszona na kolumng chiralng w zakresie od 10
do 500 ng. Wspolczynniki korelacji dla tych zaleznosci miescily si¢ w zakresie od

0.995 do 0.999 (ryc. 18).

a
2e6 . SO-AC
y=3463( £125)x+14041(+32124)
g 1 ,686 r=0.995
%o_, “A R(+)-AC
_% 12¢6 y=3243(+34)x-6199(28631)
:g ' r=0999
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g 8e5
8 “A{ R(+)-DC
N y=1975( +51)x-1970(+13009)
.g 6e5 r=0997
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4e5
2e5
0
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Tlos¢ {ng]

Rycina 18. Wykresy zaleznosci odpowiedzi detektora UV-VIS od iloSci
nanoszonych na kolumne enancjomerow: S(-)-AC i R(+)-AC (a) oraz S(-)-DC i
R(+)-DC (b), (metoda bezposrednia).
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6.1.2. Walidacja metody

W  przeprowadzonych warunkach analizy chromatograficznej z
zastosowaniem metody bezposredniej rozdzialu enancjomeréw AC i DC
uzyskano pelny i zadawalajacy rozdzial badanych zwiazkéw (rycina 19a). Nie
stwierdzono interferencji oznaczanych enancjomeréw AC i DC oraz enancjomeru
S(+)-PR zar6wno z substancjami endogennymi zawartymi w matrycy
biologicznej (rycina 19b i 19c oraz 20a i 20b), jak réwniez innymi lekami
podawanymi réwnocze$nie z oznaczanymi zwiazkami oraz ich metabolitami (ryc.

19d i 20c).
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0 6 12 18 24 30 36 42 0 6 12 18 24 30

Czas retencji [minuty]
Rycina 19. Przyktadowe chromatogramy: probki wzorcowej enancjomerow AC i DC o

stezeniu 250 ng/mL oraz IS o stezeniu 300 ng/L (a), osocza kontrolnego (bez leku) (b),
osocza zawierajgcego enancjomery AC i DC o stezeniu 250 ng/mL oraz IS o stezeniu

300 ng/mL (c), osocza pacjenta leczonego acebutololem w dawce 400 mg/dobe (d).
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Rycina 20. Przyktadowe chromatogramy: peinej krwi kontrolnej (bez leku) (a),
petnej krwi zawierajqcej enancjomery AC i DC o stezeniu 250 ng/mL oraz IS o

stezeniu 300 ng/mL (b), petnej krwi pacjenta leczonego acebutololem w dawce
400 mg/dobe (c).

Tabela 18. Parametry jakosci rozdziatu chromatograficznego badanych

zwiqzkow. .
Parametry*
Enancjomery Osocze Krew
ki ka a Rs k; k; a Rs
AC 3.7 53 1.4 11.1 3.9 5.1 1.6 | 11.3
DC 6.3 83 1.3 10.4 6.5 8.7 14 | 10.2

* przedstawione warto$ci parametrow stanowia Srednig z 6 pomiaréw.

Z wartosci zebranych w tabeli 18 wynika, ze obliczone parametry
rozdzialu dla bezposredniej metody oznaczania enancjomeréw AC i DC zaréwno
w osoczu, jak réwniez pelnej krwi spetnialy przyj¢te kryteria, Swiadczace o tym,

ze jakos¢ rozdzialu chromatograficznego w podanych warunkach analizy byta
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zadawalajaca.
Krzywe wzorcowe enancjomeréw AC i DC wyznaczone dla osocza (ryc.
21) oraz dla pelnej krwi (ryc. 22) byly liniowe w zakresie badanych st¢zen od 10
do 500 ng/mL. Wartosci wspolczynnikéw korelacji dla tych zalezno$ci wahaly si¢
od 0.995 do 0.999.

3,5 a
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30F y=00063(£0.0001)x-0.0372(£0.0317)
r=0.995

251 W reyac
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1,5
1,0
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0,0 "
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O\ S(-}DC
y=0.0036( +0.0001)x+0.0064( +0.0189)
1,6 r=0.99%
A R@#DC
1,2 y=0.0036( +0.0001)x+0.032( +0.0216)

r=0.995

08¢}

04

0,0 R
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Stosunek pola powierzchni piku S(-)-DC lub R(+)-DC do I!

Stezenie [ng/mL]

Rycina 21. Krzywe wzorcowe enancjomerow S(-)AC i R(+)AC (a) oraz S(-)DC i
R(+)DC (b) wyznaczone dla osocza (metoda bezposrednia, detekcja UV-VIS).
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Rycina 22. Krzywe wzorcowe enancjomerow: S(-)-AC i R(+)-AC (a) oraz
S(-)-DC i R(+)-DC (b) wyznaczone dla petnej krwi.

Jako kryterium dolnej granicy wykrywalnosci (LOD) omawianej metody
analitycznej, przyj¢to takie st¢zenie enancjomeru, dla ktérego stosunek sygnatu
do poziomu szuméw aparatu wynosit 4 : 1. Dla obydwu enancjomeréw, zar6wno
AC, jak réwniez DC warto$¢ tego parametru wynosifa 5 ng/mL.

Dolna granic¢ oznaczalnosci (LOQ) odpowiadajacq najnizszemu stgzeniu
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badanych enancjomeréw na krzywej wzorcowej, wyznaczono z wartosciag CV nie
przekraczajaca 10 % i blgdem wzglednym nizszym od 15 %. Wartos¢ tego
parametru wahata si¢ pomigdzy 8.55 = 0.46 ng/ml a 11.90 + 0.26 zaré6wno dla
enancjomeréw AC, jak i DC (tab. 19).

Tabela 19. Wartosci stezer dolnej granicy wykrywalnosci oraz dolnej granicy
oznaczalnosci dla enancjomerow AC i DC w osoczu i peinej krwi.
Osocze Krew

Zwiazek | LOD |LOQ+SD| CV | Blad |LOQ+SD | CV | Blad
[ng/mL]| [ng/ml] | [%] | [%] | [ng/ml] | [%] | [%]

S(-)-AC 5 9.66+0.49 [ 5.02 |- 3.40 | 9.07£0.70| 7.67 |- 9.30
R(+)-AC 5 10.41+0.41 | 3.96 [+4.10 | 10.85+£0.29 | 2.64 |+ 8.50
S(-)-DC 5 10.62+0.29 | 2.75 [+6.20 | 11.90+£0.26 | 2.19 |+12.50
R(+)-DC 5 9.54+0.12 [ 1.29 {- 540 | 8.55+0.46| 5.34 |- 1.45

W tabelach 20 i 21 zebrano wyniki badan precyzji i dokladnosci
opracowanej metody dla oznaczen poszczegdlnych enancjomeréw wykonanych w

osoczu i pelnej krwi, odpowiednio w jednym dniu i w réznych dniach.

Tabela 20. Precyzja i doktadnosé metody oznaczania enancjomerow AC i DC
w osoczu, odpowiednio w jednym dniu i w roznych dniach, (n=6).
W jednym dniu W réznych dniach
Oznaczone Oznaczone
Zwiazek |Stezenie| stezeniexSD CV  Blad | stezeniex SD CV  Blad
[ng/mL] [ng/mL] [%]  [%] [ng/mL]  [%] [%]

10 | 9.85+036 3.65 -1.50 9.66£0.49 5.02 -3.40
S(-)-AC 250 233.73£4.21 1.80 -6.51 |235.73+5.77 245 -5.71
500 513.80+7.73 1.51 +2.76 |506.97 £35.20 6.94 +1.39

10 10.28+0.40 3.85 +2.80 1041+ 041 3.96 +4.10
R(+)-AC 250 261.62+4.21 1.61 +4.65 |272.13£14.52 533 +8.85
500 478.97+6.93 145 -4.21 |490.13£22.22 4.53 -1.97

10 10.51+£0.24 232 +5.10 10.62+ 0.29 2.75 +6.20
S(-)-DC 250 26494721 2.72 +5.98 |256.40+14.24 5.55 +2.56
500 474.22 £19.25 4.06 -5.16 |492.73+£30.27 6.14 -1.45

10 9.48£0.07 0.75 -5.20 9.54+£0.12 1.29 -540
R(#)-DC | 250 251.65+8.00 3.18 +0.66 |253.65+12.03 4.74 +1.46
500 504.32 +15.87 3.15 +0.86 [ 497.80+36.44 7.32 -0.44
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Tabela 21. Precyzja i doktadnosé metody oznaczania enancjomerow AC i DC
w peinej krwi, odpowiednio w jednym dniu i w roznych dniach, (n=6).

W jednym dniu W réznych dniach
Oznaczone Oznaczone
Zwiazek | Stezenie | stezenie+=SD CV  Blad | stezeniex SD CV  Blad
[ng/mL] [ng/mL] [%]  [%] [ng/mL] [%] [%]

10 8.84+063 7.17 -11.60 9.07£0.70 7.67 -9.30

S(-)-AC 250 246.62+3.37 1.36 - 1.35 | 249.16+5.77 232 -0.34
500 496.11 £6.29 1.27 - 0.78 | 498.57£7.11 143 -0.29

10 10.75+0.24 2.19 +7.50 | 10.85+0.29 2.64 +8.50

R(#)-AC 250 248.82+1.37 0.55 -047 |251.85+6.16 2.45 +0.74
500 509.41+£9.79 192 +1.88 [502.89+15.30 3.04 +0.58

10 10.81+0.24 2.00 +8.10 | 10.90+£0.26 2.19 +9.00

S(-)-DC 250 245.03+£6.42 2.62 -199 | 240.78+9.97 4.14 -3.69
500 49746 +4.62 0.93 -0.51 | 492.25+£11.08 2.25 -1.55

10 9.48+0.07 0.75 -520 855+046 534 -145

R(+)-DC 250 | 251.65+8.00 3.18 +0.66 |23547+6.75 2.87 -5.81
500 504.32 £15.87 3.15 +0.86 [499.23+5.79 1.16 -0.15

Z wartosci zestawionych w powyzszych tabelach 20 i 21 wynika, ze
opracowana bezposrednia metoda oznaczania enancjomeréw AC i DC zaréwno
w osoczu, jak réwniez pelnej krwi charakteryzuje si¢ zadawalajaca precyzja,
wspolczynnik zmiennosci byl nizszy od 10 % oraz wymagana dokladnos$cia, btad
wzgledny nie przekraczat 15 %.

W tabelach 22 i 23 zebrano wyniki badan wydajno$ci procesu ekstrakcji

analizowanych enancjomer6éw, odpowiednio z osocza i pelnej krwi.

Tabela 22. Wydajnos¢ procesu ekstrakcji [%] enancjomerow
AC i DC z osocza, (n=6).

Odzysk [%] + SD
Zwiazek 10 ng/mL 250 ng/mL 500 ng/mL
S(-)-AC | 88.17+3.87 80.85+6.82 80.80£6.80
R(+)-AC | 78.73+4.94 81.66+588 82.77+5.04
S(-)-DC | 81.55+547 75.88+5.84 78.44+5.40
R(+)-DC | 81.77 +6.29 74.88 +6.66 76.22 +4.60




Tabela 23. Wydajnos¢ procesu ekstrakcji [%] enancjomerow
AC i DC z petnej krwi, (n=6).

Odzysk [%] + SD
Zwiazek 10 ng/mL 250 ng/mL 500 ng/mL
S(->-AC | 89.27+4.87 79.12+4.56 80.85+6.85
R(+)-AC | 88.11+5.94 77.80+£3.55 80.12+5.02
S-)>-DC | 82.51+4.42 75.52£523 79.41+522
R(+)-DC | 81224529 83.72+544 76.33+545
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Dane zebrane w tabelach 22 i 23 potwierdzily, ze opracowana metodyke

ekstrakcji charakteryzuje wysoka wydajno$¢ tego procesu dla wszystkich

badanych enancjomeréw, zaré6wno z osocza, jak réwniez pelnej krwi.

Analogiczne badania wydajnosci procesu ekstrakcji przeprowadzone z

osocza i pelnej krwi dla standardu wewnetrznego, ktorym byl izomer S(+)-

propranololu o stgzeniu 300 ng/ml wykazaly, ze przyj¢ta procedura ekstrakcji

zapewnia jego odzysk wynoszacy 81.06 % + 4.36 i 86.72 % 5.54, przy

wspoéiczynniku zmiennosci rownym 5.38 % i 8.48 %, odpowiednio dla badanych

matryc biologicznych.
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7.1. Warunki analizy oraz walidacja bezposredniej metody oznaczania

enancjomerow AC i DC z zastosowaniem detekcji spektrofluorymetrycznej

7.1.1. Warunki analizy

Celem ustalenia analitycznej dlugosci fali wzbudzenia i emisji dla
badanych zwiazkow zmieniano dtugos¢ fali wzbudzenia w zakresie od Ag, = 230
nm do Ag, = 330 nm oraz dlugo$é fali emisji od Ag, = 330 nm do Ag, = 450 nm
(ryc. 23). Optymalna dtugo$¢ fali wzbudzenia i emisji, przy ktérej analizowano
zaréwno S(+)-PR, jak réwniez enancjomery AC i DC wynosita odpowiednio: Ag,

=230 nm oraz Ag, =430 nm (ryc. 23e).
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Rycina 23. Przykladowe chromatogramy przedstawiajqce zaleznos¢ odpowiedzi

detektora od dlugosci fali wzbudzenia i emisji dla enancjomerow AC i DC o
stezeniu 500 ng/mL oraz S(+)-PR o stezeniu 2000 ng/mL.

Faz¢ ruchoma w tym przypadku stanowita mieszanina heksanu i etanolu w

stosunku objgtosciowym 91:9 z dodatkiem | mL dietyloaminy na 1 litr fazy,

przeplywajaca z szybkoscia 1.2 mL/min.

Badanie odpowiedzi detektora spektrofluorymetrycznego prowadzone w

zakresic od 5 do 500 ng wykazalo liniowa zalezno$¢ pomiedzy polami

powierzchni otrzymanych pikoéw a iloscia enancjomeréw AC i DC nanoszong na

kolumn¢ chiralng. Wspétczynniki korelacji dla tych zaleznosci wahaly si¢ od

0.997 do 0.998, (ryc. 24).
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Rycina 24. Wykresy zaleznosci odpowiedzi detektora spektrofluorymetrycznego

od ilo$ci nanoszonych na kolumne enancjomerow: S(-)-AC i R(+)-AC (a) oraz

S(-)-DC i R(+)-DC (b), (metoda bezposrednia).
7.1.2. Walidacja metody

W przeprowadzonych warunkach

analizy

chromatograficznej

zastosowaniem metody bezposredniej z detekcja spektrofluorymetryczng

zZ
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stwierdzono, ze sygnaly mierzone w trakcie analizy pochodzily wylacznie od

oznaczanych substancji, a rozdzial badanych zwiazkéw by} pelny i zadawalajacy
(ryc. 25a). Nie stwierdzono interferencji badanych enancjomeréw AC i DC oraz
enancjomeru S(+)-PR zaré6wno z substancjami endogennymi zawartymi w
matrycy biologicznej (ryc. 25b i 25¢c, 26a i 26b oraz 27a i 27b), jak réwniez
innymi lekami podawanymi réwnoczesnie z oznaczanymi zwiazkami oraz ich

‘metabolitami (ryc. 25d, 26¢ oraz 27c).
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Rycina 25. Przykiadowe chromatogramy: prébki wzorcowej enancjomeréw AC i DC o stezeniu 500
ng/mL oraz IS o stezeniu 2000 ng/mL (a), osocza kontrolnego (bez leku) (b), osocza zawierajgcego
enancjomery AC i DC o stezeniu 500 ng/mL oraz IS o stezeniu 2000 ng/mL (c), osocza pacjenta
leczonego  acebutololem w dawce 400 mg/dbbg (d), (metoda bezposrednia, detekcja
spektrofluorymetryczna).
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Rycina 26. Przykiadowe chromatogramy: probek pelnej krwi kontrolnej (bez leku) (a), peinej

krwi zawierajqcej enancjomery AC i DC o stezeniu 500 ng/mL oraz IS o stezeniu 2000 ng/mL
(b), pelnej krwi pacjenta leczonego acebutololem w dawce 400 mg/dobe (c).
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Rycina 27. Przykladowe chromatogramy: prébek erytrocytow (bez lekw) (a), erytrocytow
zawierajqcych enancjomery AC i DC o stezeniu 500 ng/mL oraz IS o stezeniu 2000 ng/mL (B),

erytrocytéw pacjenta leczonego acebutololem w dawce 400 mg/dobe (c).
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Krzywe wzorcowe enancjomeréw AC i DC wyznaczone dla osocza (ryc.
28), peinej krwi (ryc. 29) oraz erytrocytow (ryc. 30) byly liniowe w zakresie
badanych st¢zen enancjomeréw AC oraz DC od 5 do 500 ng/mL. Wartosci
wspolczynnikéw korelacji dla tych zaleznosci wahaly si¢ od 0.980 do 0.999.

8. S(-}AC
y=0.0116(+0.0003)x+0.0650(+0.0748)
St r=095%

A, R(+}AC
y=0.0111(0.0004)x+0.1357(20.1135)
r=0.980

0 100 200 300 400 500
Stezenie [ng/mL]

Stosunek pola powierzchni piku S(-)-AC lub R(+)-AC do IS
w

4} & SODC
y=0.0078( +0.0002)x+0.0385( +0.0535)
r=0992

31 A r#DC
y=0.0073( +0.0002)x-0.0186( +0.0479)
r=0991

Stosunek pola powierzchni piku S(-)}-DC lub R(+)-DC do IS

0 100 200 300 400 500
Stezenie [ng/mL]

Rycina 28. Krzywe wzorcowe enancjomerow S(-)-AC i R(+)-AC (a) oraz
enancjomerow S(-)-DC i R(+)-DC (b) wyznaczone dla osocza, z zastosowaniem

metody bezposredniej z detekcjq spektrofluorymetrycznq.
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5 a
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Rycina 29. Krzywe wzorcowe enancjomerow S(-)-AC i S(-)-DC (a) oraz
enancjomerow R(+)-AC i R(+)-DC (b) wyznaczone dla petnej krwi, z

zastosowaniem metody bezposredniej z detekcjq spektrofluorymetryczng.
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Stosunek pola powierzchni piku S(-)-AC lub R(+)-AC do IS
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Rycina 30. Krzywe wzorcowe

200 300 400 500
Stezenie [ng/mL]

enancjomerow S(-)-AC i R(+)-AC (a) oraz

enancjomerow S(-)-DC i R(+)-DC (b) wyznaczone dla erytrocytow, z

zastosowaniem metody bezposredniej z detekcjq spektrofluorymetryczng.
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Dolna granica wykrywalnoéci (LOD), dla enancjomerow AC i DC

wynosila 1 ng/mL, przy stosunku sygnalu do poziomu szuméw aparatu réwnym

4:1. Dolna granic¢ oznaczalnosci (LOQ), wyznaczono z wymagana precyzjq i

doktadnos$cia, wspotczynnik CV i btad wzgledny nie przekraczaly odpowiednio

101 15 %. Warto$§¢ LOQ dla badanych enancjomeréw w osoczu, pelnej krwi oraz

erytrocytach wahata si¢ od 4.57 + 0.40 ng/mL do 5.56 £+ 0.22 ng/mL (tab. 24).

Tabela 24. Wartosci stezen dolnej granicy wykrywalnosci oraz dolnej granicy

oznaczalnosci dla enancjomeréw AC i DC w osoczu, petnej krwi i erytrocytach,

(metoda bezposrednia, detekcja spektrofluorymetryczna), (n=6).

Osocze Krew RBC

LOD LOQ LOQ LOQ

Zwiazek | [ng/mL]| +SD | CV |Blad| +SD CV |Blad| +SD | CV | Blad

[ng/mL]| [%] | [%] |[ng/mL]| [%] | [%] |[ng/mL]| [%] | [%]

S(-)-AC 1 504 | 645}+0.8 | 5.02 4,08 |[+0.40 | 4.99 |[13.18]-0.20
1+0.33 10.21 +0.70

R(+)AC 1 499 | 8.11]-0.2 4.86 029 | -280| 543 | 7.68 |+8.60
+0.40 +0.01 +0.40

S(-)-DC 1 498 |12.33(-04 5.56 391 |+112 | 522 |12.5 |+4.40
10.61 10.22 10.70

R(+)DC 1 4.99 8.401-0.2 491 7.06 |-1.80| 4.57 8.97 |- 8.60
+0.42 10.35 +0.40

W tabeli 25 przedstawiono wyniki badan precyzji i dokladnosci

opracowanej metody bezposredniego oznaczania enancjomeréw AC i DC w

osoczu krwi, odpowiednio w jednym dniu i w réznych dniach. Analogiczne

wyniki badan dla oznaczen wykonanych w pelnej krwi oraz erytrocytach zebrano
w tabelach 26 i 27.
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Tabela 25. Precyzja i doktadnos¢ metody oznaczania enancjomerow AC i DC

w osoczu, (metoda bezposrednia, detekcja spektrofluorymetryczna), (n=6).

W jednym dniu W réznych dniach
Oznaczone Oznaczone
Zwiazek | Stezenie | StgzeniexSD CV  Blad | stezeniex SD CV  Blad
[ng/mL] [ng/mL] [%] __[%] [ng/mL] [%]  [%]

5 477+0.16 3.38 -4.60 504+033 645 +0.80

S(-)-AC 250 | 279.43+7.22 2.58 +11.8|272.72+17.1 6.26 +9.10
500 | 495.87+945 191 -0.83|480.56+254 527 -3.90

5 4691034 7.16 -620( 499+0.40 8.08 -0.20

R(+)-AC 250 | 289.87+2.71 094 +16.0| 283.55+10.0 3.53 +13.4
500 | 490.56+255 5.19 -1.89(470.65+304 646 -5.87

5 468+042 891 -640| 498+0.61 12.33 -0.40

S(-)-DC 250 | 27248+15.1 5.54 +9.00| 260.10+21.0 8.06 +4.04
500 | 472.08+34.5 732 -5.58(493.47+453 9.19 -1.31

5 519+0.03 0.60 +3.80| 4.99+0.42 8.40 -0.20

R(+)-DC 250 | 284.23+4.07 143 +13.7]|269.50+192  7.12 +7.80
500 523.47+9.41 1.80 +4.70| 493.82+422  8.52 -1.24

Tabela 26. Precyzja i doktadnos¢ metody oznaczania enancjomerow AC i DC

w petnej krwi, (metoda bezposrednia, detekcja spektrofluorymetryczna), (n=5).

W jednym dniu W réznych dniach
Oznaczone Oznaczone
Zwiazek | Stgzenie| Stezeniex£SD CV  Blad | stezeniexSD CV  Blad
[ng/mL] [ng/mL] [%]__[%] [ng/mL] [%] __[%]

5 456+0.15 3.30 -8.80 502+021 4.08 +0.40

S(-)-AC 250 26943 +421 1.56 +7.77| 225.86 +20.0 8.87 -9.66
500 510.12+7.14 140 +2.02| 507.47+15.9 3.14 +1.49

5 4.58+0.56 12.22 -840 4.86+0.01 029 -2.80

R(+)-AC 250 255.81+£233 091 +2.32]239.90+3.14 131 -4.04
500 492.54 +21.5 436 -1.49|502.87+20.1 4.00 +0.57

5 466+041 880 -6.80 556+022 391 +11.2

S(-)-DC 250 27140+5.10 1.88 +8.56|237.48+1.70 0.71 -5.01
500 483.08+31.2 6.46 -3.38]| 504.96 +16.1 3.20 +1.00

5 5.66+0.38 6.71 +13.2 491+0.35 7.06 -1.80

R(+)-DC 250 257.23+4.02 1.56 +2.89| 237.65 +4.67 1.97 -4.94
500 511.50+£9.21 1.80 +2.30| 501.38 +16.8 3.35 +0.28
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Tabela 27. Precyzja i doktadnos¢ metody oznaczania enancjomerow AC i DC

w erytrocytach, (metoda bezposrednia, detekcja spektrofluorymetryczna), (n=>3).

W jednym dniu W réznych dniach
Oznaczone Oznaczone
Zwigzek | Stezenie | Stezenie:SD CV  Blad | stezeniex SD CV Blad
[ng/mL] [ng/mL] [%e]  [%] [ng/mL] [%] _[%]

5 436+025 573 -12.8 499+0.66 13.18 -0.20

S(-)-AC 250 266.43 £4.11 1.54 +6.57| 267.70+23.6 8.82 +7.08
500 520.12+6.14 1.18 +4.02]| 49038 +37.7 7.69 -1.92

5 438+033 753 -124 543+042 7.68 +8.60

R(+)-AC 250 246.82 +2.56 1.04 -1.27(256.90+21.0 8.15 +2.76
500 489.54 +£20.4 4.17 -2.09| 495.66 +4.96 1.00 -0.87

5 4.62+038 823 -7.60 522+0.65 12.50 +4.40

S(-)-DC 250 261.43+£5.02 1.92 +4.57| 254.07 £22.8 8.97 +1.63
500 493.08+29.2 592 -1.38| 493.81 +46.6 943 -1.24

5 550+035 636 +10.0( 4.57+.0.41 8.97 -8.60

R(+)-DC 250 24723 +4.05 1.64 -1.11(237.81+13.2 5.55 -4.88
500 506.51 £9.14 1.81 +1.30( 500.20 +10.7 2.13 +0.04

Z wartos$ci zestawionych w tabelach 25, 26 i 27 wynika, Ze opracowana

metoda bezposredniego oznaczania enancjomeréw AC i DC w osoczu, pelnej

krwi oraz erytrocytach, z zastosowaniem detekcji spektrofluorymetrycznej,

charakteryzuje si¢ zadawalajacq precyzja, wspdtczynnik zmiennosci dla niskich

stezen byl mniejszy od 15 %, natomiast dla wysokich nie przekraczal 10 % oraz

wymagang dokladnoscia, blad wzgledny nie przekraczat 15 %.

W tabeli 28 zebrano wyniki badan wydajnosci procesu ekstrakcji

analizowanych enancjomer6w z osocza.. Analogiczne wyniki dla oznaczen

wykonanych w pelnej krwi oraz erytrocytach przedstawiono w tabelach 29 i 30.

Tabela 28. Wydajnos¢ procesu ekstrakcji [%] enancjomerow AC i DC z osocza,

(metoda bezposrednia, detekcja spektrofluorymetryczna).

Odzysk [%] + SD, (n=6)

Zwiazek

5 ng/mL

250 ng/mL

500 ng/mL

S(-)-AC
R(+)-AC
S(-)-DC

R(+)-DC

78.16 +2.87

79.75 £ 5.94

82.56 £ 6.47

80.97 +5.29

79.85 +5.82

80.68 +£5.23

75.87 £ 6.84

74.80 +6.13

78.53 £4.20

79.69 £ 4.01

71.17 £5.08

73.67 £ 6.82
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Tabela 29. Wydajnos¢ procesu ekstrakceji [%] enancjomerow AC i DC z peinej
krwi, (metoda bezposrednia, detekcja spektrofluorymetryczna).
Odzysk [%] £ SD, (n=6)

Zwiazek 5 ng/mL 250 ng/mL 500 ng/mL

S(-)-AC [80.76+3.87 79.80+5.88 79.57 £4.25
R(#)-AC [79.88+4.88 81.60+£5.20 79.80+4.24
S¢-)-DC | 81.50+5.40 78.80+5.84 75.02+5.01
R(+)-DC |81.90+5.66 74.80+6.13 75.22 +6.33

Tabela 30. Wydajnos¢ procesu ekstrakcji [%] enancjomerow AC i DC z

erytrocytow, (metoda bezposrednia, detekcja spektrofluorymetryczna).

Odzysk [%)] + SD, (n=6)

Zwiazek 5 ng/mL 250 ng/mL 500 ng/mL

S(-)-AC | 80.56+3.88 78.88+6.82 77.53 +4.25
RH+)-AC | 79.11+4.88 81.66+4.23 76.96+4.11
S(-)-DC | 86.50 +6.90 78.85+5.84 75.17+6.08
R(+)-DC | 83.77+520 75.81+5.13 75.67+5.82

Dane zawarte w tabelach 28, 29 oraz 30 potwierdzily wysoka wydajnosé
procesu ekstrakcji badanych enancjomeréw AC i DC, zaréwno z osocza, pelnej
krwi, jak réwniez zawiesiny erytrocytow.

Analogiczne badania wydajnosci procesu ekstrakcji przeprowadzone z
odpowiedniej matrycy biologicznej dla standardu wewngtrznego, ktérym byt
izomer S(+)-propranololu o stezeniu 2000 ng/mL potwierdzily, ze przyjeta
procedura ekstrakcji zapewnia jego odzysk wynoszacy od 83.06 % =+ 3.23 do
86.02 + 4.24, przy wspolczynniku zmiennosci wynoszacym od 3.90 od 6.84 dla
kazdej z badanych matryc biologicznych.
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Celem wzajemnego poréwnania metod enancjoselektywnego oznaczania
enancjomeréw AC i DC, minimalne st¢Zenia stacjonarne (C.;,) badanych
enancjomerOw w osoczu, w grupie 5 chorych, analizowano z wykorzystaniem
kazdej z opracowanych metod.

Poréwnanie metody posredniej z metoda bezposrednia, w ktérych
zastosowano detekcje UV-VIS przedstawiono na rycinie 31.

Analogiczne poréwnanie metody posredniej (detekcja UV-VIS) z metoda
bezposrednia (detekcja spektrofluorymetryczna) przedstawiono na rycinie 32,
natomiast poréwnanie metod bezposredniego rozdzialu badanych enancjomerow,
odpowiednio z wykorzystaniem detekcji UV-VIS oraz spektrofluorymetryczne;j
przedstawiono na rycinie 33.

Statystyczne poréwnanie opracowanych metod przeprowadzono z
zastosowaniem dwuczynnikowej analizy wariancji w ukladzie hierarchicznym.
Analiza statystyczna wykazala, ze st¢zenia enancjomeréw AC i DC oznaczone za

pomoca kazdej z tych metod sa sobie réwnowazne (p > 0.05).
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Rycina 31. Wykresy zaleznoSci pomiedzy stezeniem enancjomerow AC (a) i
enancjomeréw DC (b) oznaczanych w osoczu, odpowiednio metodq posredniq

oraz metodq bezposredniq, z zastosowaniem detekcji UV-VIS.
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Rycina 32. Wykresy zaleznosci pomiedzy stezeniem enancjomerow AC (a) i
enancjomerow DC (b) oznaczanych w osoczu, odpowiednio metodq posredniq z

detekcjq UV-VIS oraz metodq bezposredniq z detekcjq spektrofluorymetrycznq.
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Rycina 33. Wykresy zaleznosSci pomiedzy stezeniem enancjomerow AC (a) i
enancjomeréw DC  (b) oznaczanych w osoczu, odpowiednio metodq
bezposredniq z detekcjq UV-VIS oraz metodq bezposredniq z detekcjq
spektrofluorymetrycznq.
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8.1. Ocena farmakokinetyki AC oraz DC u chorych na podstawie

stezen oznaczanych metodq achiralng
W tabeli 31 zebrano dane demograficzne grupy 24 chorych u ktérych
oznaczano stezenia stacjonarne racemicznego AC oraz DC w osoczu i pelnej

krwi metodg achiralna, po réznych czasach od podania leku macierzystego.

Tabela 31. Dane demograficzne chorych leczonych acebutololem.

Klirens
Lp. Ple¢ Wick Waga  Wzrost kreatyniny
[lata) fkg] [cm]  [mL/min]

1 k 42 68 150 88.52
2 k 61 63 157 91.21
3 k 46 68 158 100.45
4 m 34 70 184 87.12
5 m 19 78 182 96.13
6 m 43 69 178 87.44
7 k 59 75 161 83.55
8 k 63 54 164 82.15
9 m 23 65 181 78.44
10 m 23 100 179 77.14
11 m 31 65 180 88.66
12 k 59 72 165 82.11
13 k 49 75 164 95.22
14 k 46 83 168 101.12
15 m 26 80 180 75.96
16 k 58 68 164 88.63
17 k 43 58 162 86.23
18 m 60 80 + 170 103.66
19 m 64 70 170 112.55
20 m 34 75 165 74.56
21 m 63 74 176 88.64
22 k 30 55 165 79.55
23 m 32 68 172 81.33
24 m 58 72 169 96.15

Na rycinie 34 przedstawiono wykresy zalezno$ci Srednich wartosci stezen
stacjonarnych racemicznego AC oraz DC jako funkcja czasu, oznaczanych w
osoczu badanych chorych, w stanie stacjonarnym, po réznych czasach od
podania ostatniej dawki leku macierzystego. Analogiczne zaleznos$ci otrzymane

dla pelnej krwi przedstawiono na rycinie 35.
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- 2x100mg (n=8)
-1_ 200+100 mg (n=3)
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Rycina 34. Zaleznosc¢ srednich wartosci stezen racemicznego AC (a) oraz DC (b)

w stanie stacjonarnym, jako funkcja czasu, oznaczanych w osoczu badanych

chorych, po podaniu roznych dawek leku.
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Rycina 35. Zaleznos¢ Srednich wartosci stezen racemicznego AC (a) oraz DC

(b), w stanie stacjonarnym, jako funkcja czasu, oznaczanych w peinej krwi

badanych chorych, po podaniu réznych dawek leku.
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W tabeli 32 zebrano $rednie wartosci stosunku stezen DC do AC
wyznaczone w osoczu badanych chorych, po réznych czasach od chwili podania
ostatniej dawki leku.
Analogiczne wyniki badan otrzymane u tych samych chorych w pelnej

krwi przedstawiono w tabeli 33.

Tabela 32. Srednie wartosci stosunku stezers DC do AC wyznaczone w osoczu

chorych, po roznych czasach, w zaleznosci od dawki leku.

Dawka
[mg/dobe] | n Stosunek st¢zen DC/AC w czasie [h

* 1 2 4 8

2x 100 mg

200mg
+100mg

2x200mg

1 x 400 mg

6

7

5.92+5.80

3.56+0.74

3.10+1.10

12.946.03

1.834+0.90

1.16+0.37

0.7610.16

1.28+0.44

1.65+0.67

2.18+1.76

1.32+0.26

1.3740.53

2.46+2.40

1.94+0.56

1.58+0.44

2.31+0.36

5.6616.60

3.25+1.38

2.2610.54

4.94+1.08

* czas przed podaniem kolejnej dawki leku,

n - liczba chorych,

Tabela 33. Srednie wartosci stosunku stezers DC do AC wyznaczone w peltnej

krwi chorych, po rézinych czasach, w zaleznosci od dawki leku.

Dawka
[mg/dobg]

n

Stosunek stezen DC/AC w czasie [h

1

2

4

8

2x 100 mg

200mg
+100 mg

2x 200 mg

1 x 400mg

5.29+2.37

4.05+0.30

3.17+0.91

11.26+4.2

1.80+1,03

1.05+0.36

0.79+0.13

1.18+0.55

1.74+0.83

1.29+0.32

1.284+0.28

1.57£0.39

2.72%2.05

1.99+0.39

1.72+0.41

2.4310.50

5.31£1.73

3.26+0.17

2.72+0.72

4.67£1.15

* czas przed podaniem kolejnej dawki leku,

n - liczba chorych.
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parametrow

stezen oznaczanych metoda achiralna odpowiednio w osoczu i pelnej krwi, po

podaniu ré6znych dawek leku.

Tabela 34. Srednie wartosci parametréw farmakokinetycznych AC i DC

obliczone na podstawie stgzen oznaczonych metodq achiralng w

osoczu badanej grupy chorych.

Dawka
[mg/dobg] 2x 100 mg 200 mg + 100 mg 2x200 mg 1 x 400 mg
Parametr AC DC AC DC AC DC AC DC
Crax 205.8 3149 | 4127 4482 | 5703 492.8 | 927.1 1116
[ng/mL] | £123.4 +£162.0 | £584 1207.0 [£1409 105.6 | +325 397
2.38 2.50 1.67 1.67 1.33 2.83 2.29 3.14
tmax [h] +1.41 #1.31 | +0.58  £0.58 | +0.52 +1.33 | £1.25  #1.07
AUC 1275 2474 2132 3622 2370 4130 3910 8744
[ngh-mL']| +£1008 +1370 325 1593 | 794 %1142 | £1686  £2535
0.20 0.12 0.24 0.13 0.25 0.14 0.26 0.16
K. [h'] 10.11 10.08 | £0.06 +0.10 | 0.06 $0.08 | £0.07  £0.05
3.63 5.64 2.84 5.12 2.90 4.82 2.85 4.78
to.s [h] +1.70  +0.45 042  £1.95 | +0.70 1090 | 044 £2.14
Tabela 35. Srednie warto$ci parametréw farmakokinetycznych AC i DC
obliczone na podstawie stezen oznaczonych metodq achiralng w
petnej krwi badanych chorych.
Dawka
[mg/dobe] 2x 100 mg 200 mg + 100 mg 2x200 mg 1 x 400 mg
Parametr AC DC AC DC AC DC AC DC
Crmax 272.8 396.9 | 4933 5734 | 616.1 584.4 9704 1323
[ng/mL] +181 *155 1914  186.2 +143 +116 | +8324  +453
2.10 2.25 1.70 2.0 1.20 2.33 2.25 3.50
tmax [h] +1.30 150 | +0.58 +0.65 | 040 +0.80 | +1.17 +0.93
AUC 1683 3353 2806 4534 3044 5155 4494 10696
[nghmL']| +1333 +1329 | 1816 1330 +400 1911 1156 3775
0.21 0.11 0.30 0.15 0.23 0.17 0.27 0.17
K. [h] +0.11 +0.09 | £0.12  +0.03 | +£0.08 +0.10 | £0.06 £0.06
3.35 5.95 2.61 4.71 3.31 4.63 2.95 4.17
tos [h] +1.27 +1.03 +0.83 +0.90 | #1.13  +3.36 | +035 +1.25




89

Z otrzymanych danych wynika, ze biologiczny okres péltrwania DC
osiagal wyzsze wartosci w poréwnaniu z lekiem macierzystym, a obserwowane
roéznice byly istotne statystycznie, zar6wno dla osocza, jak i pelnej krwi (p = 0.02
oraz p = 0.04). Podobne zalezno$ci obserwowano dla pdl pod krzywymi stgzenie
— czas (AUC), ktére w przypadku badanego metabolitu byly znacznie wigksze
niz dla acebutololu (p = 0.02 oraz p = 0.03 odpowiednio dla oznaczen
wykonanych w osoczu oraz pelnej krwi).

Otrzymane wyniki wykazaly, ze biologiczne okresy poéltrwania zaré6wno
AC, jak i DC nie zalezaly od wielkosci podawanych dawek, co $wiadczy o
liniowosci procesu eliminacji tych zwiazkéw w zakresie stosowanego
dawkowania.

Obserwowane stezenia zar6wno leku macierzystego, jak i aktywnego
farmakologicznie metabolitu byly wyzsze w pelnej krwi niz w osoczu (stosunki
stezenn maksymalnych AC i DC w pelnej krwi do osocza wahaly si¢ pomiedzy
1.05 a 1.33).

8.2. Ocena farmakokinetyki enancjomerow AC oraz DC u chorych na

podstawie stezen oznaczanych metodq chiralng

W tabeli 36 zebrano dane demograficzne 14 chorych (9 kobiet i 5
mezczyzn) leczonych acebutololem u ktdérych oznaczano st¢zenia stacjonarne
enancjomeré6w AC i DC w osoczu oraz pelnej krwi z zastosowaniem

opracowanych enancjoselektywnych metod oznaczania tych zwigzkow.
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Tabela 36. Dane demograficzne chorych leczonych acebutololem.

Klirens
Lp. Ple¢ Wik Waga  Wzrost  kreatyniny
[lata] [kg] [cm] [mL/min]

1 k 45 65 156 111.12
2 m 42 81 178 88.59
3 m 61 78 166 78.90
4 k 54 55 152 75.25
5 k 49 71 175 91.15
6 k 60 74 156 82.91
7 k 44 75 150 85.09
8 k 39 73 165 98.18
9 k 45 93 167 122.50
10 k 46 63 166 80.82
11 m 38 65 184 83.06
12 m 33 82 170 109.22
13 m 56 90 178 92.23
14 k 39 100 159 98.45

U chorych od 1 do 5 oznaczano w osoczu i pelnej krwi tylko st¢zenia
minimalne (C;,) oraz maksymalne (C,) badanych enancjomeréw w stanie
stacjonarnym, stosujac do tego celu odpowiednio metod¢ posrednia i
bezposrednia z detekcja UV-VIS lub spektrofluorymetryczna.

Wartosci stezen minimalnych (C,,) zostaly uwzglednione na rycinach 31,
32 i 33 na ktérych poréwnywano wszystkie opracowane metody
enancjoselektywnego oznaczania tych zwigzkow.

Pelng analiz¢ farmakokinetyki enancjomeréw AC i DC przeprowadzano
na podstawie ich stezen oznaczanych metoda bezposrednia z zastosowaniem
detekcji UV-VIS, w osoczu i pelnej krwi 9 chorych, ktéorym podawano lek
macierzysty w dawce 2 x 200 mg (chorzy 6 — 14, tabela 36).

Na rycinie 36 przedstawiono wykresy zaleznosci $rednich wartosci stezen
stacjonarnych enancjomeréw S(-)AC i R(+)AC oraz S(-)DC i R(+)DC, jako
funkcja czasu, oznaczonych w osoczu badanych chorych.

Analogiczne wykresy zaleznosci $rednich wartosci stgzen stacjonarnych
enancjomerow S(-)AC i R(+)AC oraz S(-)DC i R(+)DC jako funkcja czasu,

oznaczonych w petnej krwi tych chorych przedstawiono na rycinie 37.
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Rycina 36. Zaleznos¢ srednich wartosci stezen stacjonarnych enancjomeréw

91

S(-)AC i R(+)AC (a) oraz S(-)DC i R(+)DC (b) jako funkcja czasu oznaczanych

w osoczu badanych chorych, (n=9).
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Rycina 37. Zaleznos¢ Srednich wartosci stezen stacjonarnych enancjomerow
S(-)AC i R(+)AC (a) oraz S(-)DC i R(+)DC (b) jako funkcja czasu oznaczanych
w petnej krwi badanych chorych, (n=9).
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W tabelach 37 i 38 zebrano $rednie warto$ci parametrow
farmakokinetycznych badanych enancjomeréw, obliczone na podstawie ich

stezen oznaczanych odpowiednio w osoczu oraz pelnej krwi badanych chorych.

Tabela 37. Srednie wartoSci parametréw farmakokinetycznych enancjomeroéw
AC i DC obliczone na podstawie stezen oznaczanych metodq chiralng
w osoczu badanych chorych.

Crnax AUCo-12
Zwiazek | [ng/mL] t . [h] K, [h-1] tos [h] [ng-h-mL]

S(-)AC | 424.4+135.6 | 2.11£1.17 [0.224£0.04 | 3.36+0.16 |6192.242775.5

R(H)AC | 463.2+227.6 | 2.56+1.42 | 0.21940.01 | 3.18+0.20 |3774.2+2493.8

S(-)DC | 731.3+265.8 | 2.2241.09 | 0.160+£0.02 | 4.39+0.63 |4730.1+2680.4

R(#)DC | 574.4+355.9 | 2.33+1.02 [ 0.24240.02 | 2.88+0.22 |4364.3+2041.1

Tabela 38. Srednie warto$ci parametréw farmakokinetycznych enancjomeréw
AC i DC obliczone na podstawie stgzen oznaczanych metodq

chiralng w peitnej krwi badanych chorych.

Zwiazek | [ngml] | t, 0 [K @l] | tesh] | [nghmL’]

S()AC | 519.1£161.5 | 2.22£1.09 | 0.208+0.01 | 3.34+0.21 | 6643.4+3237.6

R(H)AC [ 530.7+256.2 | 2.67+1.32 {0.235+0.02 | 2.95+0.19 | 4843.246122.4

S(-)DC | 885.8+343.3 | 2.44+1.24 [ 0.160+0.03 | 4.47+0.94 | 5300.4%1715.1

R(H)DC | 670.6+413.3 | 2.22+1.09 | 0.2514£0.05| 2.82+0.52 | 4762.9+2688.2

Z otrzymanych wartosci wynika, ze zar6wno w osoczu, jak i pelnej krwi
eliminacja enancjomeru S(-)DC zachodzita wolniej w poréwnaniu do antypody
R(+)DC. Obserwowane rdznice biologicznego okresu poéltrwania dla
enancjomeréw DC byly znamienne statystycznie, (p = 0.03 oraz p = 0.04

odpowiednio dla oznaczen wykonanych w osoczu oraz pelnej krwi).
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Z poréwnania pol pod krzywymi stgzenie — czas (AUC) wynika, ze
wartosci tych pol byly wigksze dla enancjomeréw o konfiguracji S(-)AC, jak i
S(-)DC w poréwnaniu do enancjomeré6w R(+)AC oraz R(+)DC, lecz
obserwowane roznice nie byly istotne statystycznie (p = 0.15 i 0.77 dla oznaczen

wykonanych w osoczu oraz p = 0.14 i 0.55 dla oznaczen wykonanych w pelnej
krwi).

8.3. Analiza wiqzania racemicznego AC i DC oraz ich enancjomerow

Z erytrocytami

8.3.1. Ocena wigzania w warunkach in vivo

W tabeli 39 zebrano $rednie warto$ci stopnia wigzania (f) racemicznego
acebutololu i jego metabolitu diacetololu z erytrocytami wyznaczone w
warunkach in vivo w réznych czasach od chwili podania okreslonej dawki leku
macierzystego.

W tabeli 40 zebrano S$rednie wartosci wspolczynnikéw podziatu
erytrocyty/osocze (Kg/o) obliczone dla leku macierzystego i jego metabolitu.

Analogiczne wyniki dotyczace procentu wigzania enancjomeréw AC i DC
w warunkach in vivo u chorych leczonych acebutololem w dawce 2 x 200 mg
przedstawiono w tabeli 41, natomiast Srednie wartosci wspétczynnikéw podziatu
pomiedzy erytrocyty i osocze badanych enancjomer6w w tabeli 42.

Badanie wiazania racemicznego AC i DC z erytrocytami przeprowadzone
w warunkach in vivo nie wykazato znamiennie statystycznych réznic pomiedzy
wigzaniem tych zwiazkéw (p = 0.25). Nie wykazano réwniez wplywu
dawkowania leku macierzystego na procent tego wiazania (p = 0.18).

Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw nie wykazala istnienia réznic
znamiennych statystycznie pomi¢dzy wspélczynnikami podziatlu erytrocyty /
osocze dla racemicznego AC i DC (p =0.12).

Szybka rownowaga dystrybucyjna leku macierzystego i jego metabolitu
pomigdzy erytrocyty i osocze powodowala, ze wartosci Kg/o nie zmienialy si¢ w
czasie (p = 0.22).
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Tabela 39. Procent wiqzania (f) racemicznego AC i DC z erytrocytami

obliczony dla badanej grupy chorych, w roznych czasach.

Procent wigzania w czasie [h]

Dawka

[mg/dobg] | n | Zwigzek * 1 4

2x100mg | 8 AC [522419.6 53.2£7.60 52.3£8.90 52.6+12.9
DC [50.4+10.7 54.5+11.3 50.6+11.0 53.7+12.4

2x200mg| 6 AC [50.613.64 49.7£7.30 48.1+11.5 48.2+12.5
DC |51.9417.1 48.3%+12.2 52.619.34 50.9+5.80

1x400mg| 7 AC [51.5%£11.4 49.6+£12.9 50.8+4.40 52.2+7.51
DC [51.5+8.80 49.416.60 51.1+6.52 49.6+6.02

* czas przed podaniem kolejnej dawki leku,

n — liczba chorych,

Tabela 40. Wspotczynnik podziatu erytrocyty/osocze (Kgig) dla racemicznego

AC oraz DC obliczony w warunkach in vivo.

Wspélczynnik podziatu erytrocyty/osocze w czasie [h]

Dawka

[mg/dobe] | n | Zwiazek * 1 4 8

2x100mg | 8 AC 0.890+0.02 0.880+0.06 1.020+0.04 1.040+0.08
DC 0.990+0.01 0.890+0.06 1.010+0.06 1.030+0.07

2x200mg| 6 AC 0.970£0.03 0.990+0.04 1.021+0.03 1.050+0.03
DC 1.070+£0.05 0.890+0.03 1.011+0.02 1.010+0.04

1x400mg| 7 AC 1.062+0.04 1.025+0.02 1.001+0.03 1.015%0.05
DC 1.066+0.06 1.020+0.04 1.013+0.03 1.01040.05

* czas przed podaniem kolejnej dawki leku,

n — liczba chorych,
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Tabela 41. Procent wiqzania (f) enancjomerow AC oraz DC z erytrocytami,

obliczony dla warunkow in vivo.

Procent wigzania w czasie [h]

Dawka

[mg/dobeg] | n | Zwiazek * 1 4 8
S(-)AC | 49.8+2.33 48.8+1.85 50.3+2.44 50.6+2.13

2x200mg| 9 | R(HAC | 48.5+2.60 48.7+2.70 50.142.58 51.1+2.31
S(-)DC | 48.6+2.13 49.4+225 50.542.38 49.6%2.75
R(MHDC | 49.743.09  50.243.44  50.1+2.58  50.33.06

* czas przed podaniem kolejnej dawki leku,

n — liczba chorych.

Podobna analiza statystyczna dotyczaca wigzania enancjomeréw AC iDC
z erytrocytami nie wykazala réznic istotnych statystycznie zar6wno pomigdzy
wigzaniem formy S(-)AC i R(+)AC, (p =0.08), jak i formy S(-)DC i R(+)DC, (p
= 0.09). Procent tego wigzania nie zmienial si¢ w badanym przedziale czasu (p =

0.32 oraz p = 0.44 odpowiednio dla enancjomeréw AC oraz DC).

Tabela 42. Wspolczynnik podziatu erytrocyty/osocze (Kgo) dla enancjomerow

AC oraz DC obliczony w warunkach in vivo.

Wspbélczynnik podziatu erytrocyty/osocze w czasie [h]

Dawka

[mg/dobg] | n | Zwiazek * 1 4 8
S(-)AC |1.006+0.05 0.983+0.08 1.012+0.11 1.011+0.09

2x200mg| 9 | RMAC |1.021+0.08 0.998+0.06 0.975+0.01 0.972+0.06
S(-DC | 1.004£0.03 0.981+0.06 1.002+0.08 1.052+0.07
R(#)DC |1.001+0.06 0.948+0.04 0.915+0.03 0.961+0.04

* czas przed podaniem kolejnej dawki leku,

n — liczba chorych.

Ocena statystyczna wspotczynnika podziatu dla enancjomeréw AC oraz

DC pomigdzy erytrocyty a osocze nie wykazywala réznic znamiennych
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statystycznie, (p = 0.92 oraz 0.88 odpowiednio dla enancjomeréw AC i DC).
Podobnie, jak w przypadku postaci racemicznych AC oraz DC warto$¢ tego
wspoétczynnika dla badanych enancjomerdéw nie zalezala od czasu (p = 0.52 oraz

0.45 odpowiednio dla enancjomeréw AC i DC).

8.4.2. Ocena wigzania w warunkach in vitro

Przeprowadzone badania w warunkach in vivo potwierdzono badaniem
wigzania AC i DC oraz ich enancjomeréw w warunkach in vitro.

W tabeli 43 zebrano Srednie warto$ci wigzania racemicznego AC oraz DC
z erytrocytami, w zaleznosci od stgzenia leku i jego metabolitu, natomiast
wartosci wspoétczynnika podzialu pomigdzy erytrocyty a osocze, wyznaczone dla

tych zwigzkow przedstawiono w tabeli 44.

Tabela 43. Procent wiqzania (f) z erytrocytami dla racemicznego

AC i DC, w zaleznosci od stezenia zwiqzku, (n=6).

Procent wigzania dla AC i DC

Stezenie
[ng/mL] 50 100 500 1000

fac 50.10+£3.26 50.30+4.27 51.66+3.01 49.93+2.53

foe 51.70£1.92 51.21+2.70 52.33£2.50 51.5143.13

Tabela 44. Wspotczynnik podziatu erytrocyty/osocze (Kg/o) dla racemicznego

AC i DC, w zaleznosci od stezenia zwiqzku, (n=0).

Wspoélczynnik podziatu dla AC i DC

Stezenie
[ng/mL] 50 100 500 1000

Kgo 1.004+0.08 0.990+0.06 1.013%£0.12 1.011%0.11
dla AC

Kro 1.011£0.11 0.948+0.07 0.951+0.05  0.977+0.06
dlaDC
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Z otrzymanych danych wynika, ze zaréwno AC, jak i DC podobnie, jak w
badaniach przeprowadzonych w warunkach in vivo wiaza si¢ z erytrocytami w
okoto 50 %. Procent tego wiazania pomigdzy AC i DC nie réznit si¢ istotnie
statystycznie (p = 0.23) oraz nie zalezal od st¢zenia badanych zwiazkéw (p =
0.89), co $wiadczy o jego liniowosci w zakresie badanych stezen (50 — 1000
ng/mL).

Z analizy wspoélczynnika podzialu Kgo wynika, ze AC w takim samym
stopniu wiaze si¢ z erytrocytami jak DC (p = 0.33). Wartos$¢ tego wspdiczynnika
podobnie jak w badaniach in vivo nie zalezala od st¢zenia caltkowitego badanych
zwiazkéw (p =0.18).

Podobne zaleznosci dla enancjomeréw AC i DC wyznaczone w

warunkach in vitro zebrano w tabelach 45 oraz 46.

Tabela 45. Procent wiqzania (f) enancjomerow AC oraz DC z erytrocytami,

w zaleznosci od stezenia tych enancjomerow, (n=7).

Procent wigzania dla enancjomeréw AC i DC

Stezenie

[ng/mL] 5 50 250 500
fseac 51.8344.07  50.84+1.80 51.42+1.80 51.631+2.46
fremac 50.47+0.16  51.50+3.42 51.96+1.81 50.57+2.68
fsepe 51.04+£3.20  51.08+3.20 49.91+3.0 49.6612.62
frepC 51.45+3.18  50.9714.16 49.324+3.46 49.4212.05




Tabela 46. Wspétczynnik podziatu erytrocyty/osocze (Kgio) dla enancjomerow

AC oraz DC, w zaleznosci od steZenia tych enancjomerow, (n=6).

Wspotczynnik podziatu dla enancjomeréw AC i DC

Stezenie

[ng/mL] 5 50 250 500
Kseac 1.056£0.01  0.942+0.04 1.030+0.05 0.972+0.05
Kr#ac 0.96510.01  0.965%0.08 1.005+0.05 0.969+0.08
Ksepc 0.961+£0.04  0.923+0.03 0.96310.07 0.919+0.07
Kr)pc 1.034+£0.02  0.93810.04 1.004+0.05 0.979+0.07
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Z analizy otrzymanych danych wynika, ze podobnie jak w warunkach in

vivo proces wigzania i dystrybucji enancjomeréw AC i DC pomigdzy osocze i

erytrocyty nie ma charakteru enancjoselektywnego. Stala warto$§é procentu

zwigzanego kazdego z badanych enancjomeréw wskazuje, ze w badanym

zakresie stgzen proces ten jest liniowy.
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9. Dyskusja wynikow

Warunkiem rzetelnej oceny farmakokinetyki leku jest dysponowanie
odpowiednia metoda analityczna spelniajaca kryteria walidacji wg procedur
przyjetych w ramach dobrej praktyki laboratoryjne;.

Wymagania stawiane tym metodom stosowanym na obszarze
farmakokinetyki klinicznej sa szczegélnie duze, poniewaz wykorzystywane sa
one na og6t do analizy prébek o malej objetosci, zawierajacych nie tylko zwiazki
endogenne pochodzace z matrycy biologicznej ale takze aktywne metabolity oraz
bardzo czesto inne rownoczesnie podawane leki [19].

Ponadto takie czynniki jak: zlozonos$¢ i pracochtonno$é prowadzonych
czynnos$ci zwiazanych z przygotowaniem probek, a takze czas trwania same;j
analizy i jej koszty beda decydowaly o przydatnosci danej metody analitycznej
do badafh w warunkach klinicznych.

W ramach niniejszej pracy przygotowano metody analityczne pozwalajace
na oznaczanie stezen racemicznego AC i DC oraz ich enancjomer6w w materiale
biologicznym, ktérym bylo osocze krwi, pelna krew oraz zawiesina erytrocytow.

Celem oznaczania stg¢zen racemicznego AC oraz DC opracowano prosta
metod¢ z zastosowaniem HPLC w ukladzie izokratycznym, z detekcjag UV-VIS,
ktéra poprzedzal jednostopniowy proces ekstrakcji badanych zwiazkow z
matrycy biologicznej. Wydajnos¢ tego procesu ze wszystkich analizowanych
matryc dla leku macierzystego oraz metabolitu miescila si¢ w zakresie od 80.41
+7.08 do 89.38 + 3.42%.

Opracowane warunki analizy chromatograficznej pozwolity na selektywne
i specyficzne oznaczanie AC oraz DC, gdyz nie stwierdzono interferencji ze
strony substancji endogennych, jak réwniez metabolitéw oraz réwnocze$nie
podawanych innych lekow.

Omoéwione w czgsci teoretycznej parametry rozdzialu
chromatograficznego wyznaczone dla racemicznego AC i DC, takie jak:
wspodlczynnik pojemnosciowy (k), wspélczynnik rozdzielania (o) i zdolno$é
rozdzielcza (R;) miescily si¢ w zakresach przyjetych jako kryterium poprawnego
rozdziatu [80] i wynosity odpowiednio: 2.2 —12.3;4.3 - 5.4;21.9-22.3.
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Otrzymano liniowa zalezno$¢ krzywych wzorcowych w zakresie
badanych stezen AC i DC, wspolczynniki korelacji wahaly si¢ od 0.989 do 0.999
odpowiednio dla osocza, pelnej krwi oraz erytrocytow.

Wykazano, ze omawiana metoda charakteryzuje si¢ niska wartoscig LOD,
ktéra wynosita 5 ng/mL dla obydwu badanych zwigzkéw oraz niska granica
oznaczalno$ci, warto$¢ LOQ wahata si¢ pomi¢dzy 8.9 + 0.2 ng/mL a 10.4 £ 0.9
ng/mL zaréwno dla AC, jak i DC. Podobng wartos¢ LOQ otrzymano w pracy
autoréw Guentert T. i wsp. [51].

Precyzja i dokladno$¢ metody okreslone w ciagu dnia i w réznych dniach,
dla oznaczen wykonanych w osoczu, pelnej krwi oraz erytrocytach speiniaty
kryteria walidacji, wspélczynnik zmiennosci oraz blad wzgledny nie
przekraczaty odpowiednio 10 oraz 15 %.

Ocena opracowanej metody oznaczania stgzen racemicznego AC oraz DC
wykazala jej przydatnos¢ do oznaczania tych zwigzkéw w warunkach
klinicznych. Nie bez znaczenia jest takze zadawalajacy czas trwania analizy,
ktory tacznie z procesem ekstrakcji dla jednej probki wynosit okoto 30 minut.

Badanie farmakokinetyki lekéw chiralnych w oparciu o pomiar ich stgzen
postaci racemicznej w przypadku enancjoselektywnego przebiegu proceséw
farmakokinetycznych moze stwarza¢ pewne trudnosci i prowadzi¢ czesto do
blednych decyzji, zwigzanych z dawkowaniem tych lekéw oraz ocena zaleznosci
stgzenie — efekt. Dlatego tez w niniejszej pracy opracowano dwie metody
analityczne pozwalajace na oznaczanie - stgzen enancjomeré6w zaréwno leku
macierzystego, jak i jego metabolitu w materiale biologicznym (osocze krwi,
pelna krew, zawiesina erytrocytow).

Pierwsza z nich to metoda posrednia z detekcja UV-VIS, druga to metoda
bezposrednia z detekcja UV-VIS lub spektrofluorymetryczna.

Enancjoselektywna analiza stgzen AC i DC metoda posrednia zwigzana
byla z upochadnianiem tych zwiazkéw odczynnikiem S(+)NEIC. W doborze
tego odczynnika kierowano si¢ praca Piquette-Miller i wsp. [101, 102].

Do  rozdzialu  poszczegdlnych  enancjomeréw  wykorzystano

zaproponowany przez wymienionych autoréw sklad fazy ruchomej, dokonujac
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jedynie niewielkich modyfikacji stosunkéw objgtosciowych poszczegélnych
sktadnikow tej fazy.

Wryniki badan dotyczace jakos$ci rozdzialu chromatograficznego badanych
enancjomerow wykazaly optymalne wartosci parametréw bedacych kryterium
poprawnego rozdziatlu, wynoszace odpowiednio: (k) 1.3 — 7.5; (o) 1.1 — 1.7;
(Rs) 8.1 —8.6.

Wykazano liniowg zalezno$é krzywych wzorcowych dla poszczegdlnych
enancjomer6w w zakresie stgzen od 25 do 500 ng/mL, cechujace si¢ wysokimi
warto$ciami wspoétczynnikéw korelacji, ktére wahaly si¢ od 0.994 do 0.999.

Warto$é dolnej granicy wykrywalno$ci badanych enancjomeréw wynosita
odpowiednio 5 ng/mL dla enancjomeréw AC oraz 10 ng/mL dla enancjomeréw
DC, oznaczanych zaréwno w osoczu, jak i pelnej krwi.

Wartos¢ dolnej granicy oznaczalno$ci wahala si¢ natomiast pomigdzy 23.0
1 0.66 a 28.65 + 1.80 zaré6wno dla enancjomeréw AC, jak i DC.

Poniewaz w niniejszej pracy zastosowano detekcj¢ UV-VIS, wartosci
LOQ dla poszczegdlnych enancjomeréw byly nizsze od uzyskanych w pracy
autoréw Piquette-Miller M. i wsp. [101, 102] w ktérej zastosowano detektor
spektrofluorymetryczny.

Opracowane warunki analizy zapewnialy zadawalajaca precyzje i
dokladno$¢ pomiaréw. Wspolczynnik zmiennosci i blad wzgledny nie
przekraczaly wartosci wynoszacych odpowiednio 101 15 %.

Pomiar stezen enancjomeréw AC i DC dokonany za pomoca tej metody
potwierdzil wysoki odzysk procesu ekstrakcji wynoszacy 73 - 89 % dla
enancjomerdéw AC oraz 76 — 91 % dla enancjomeréw DC.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze opracowana metoda posredniego
rozdzialu enancjomeréw AC i DC moze by¢ stosowana do oznaczania stg¢zen
enancjomerow tych zwigzkéw celem charakterystyki ich  profilu
farmakokinetycznego u ludzi.

Druga z opracowanych metod enancjoselektywnego oznaczania stgzen AC
i DC stanowila metoda bezposrednia z detekcja UV-VIS lub
spektrofluorymetryczna.
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W metodzie tej rozdzial badanych zwiazkéw przeprowadzano
bezposrednio na kolumnie chiralnej. Modyfikujac sklad fazy ruchomej podany
przez producenta kolumny otrzymano faz¢ stanowiaca mieszaning heksanu i
etanolu w stosunku 91:9 v/v, z dodatkiem 1mL dietyloaminy.

Analize prébek podobnie jak w poprzednio oméwionych dwoch metodach
poprzedzono procesem jednostopniowej ekstrakcji. Wyniki przeprowadzonych
badan potwierdzily wysoka wydajno$é tego procesu niezaleznie od stosowanego
detektora oraz matrycy biologicznej, mieszczaca si¢ w granicach 75 — 89 %.

W ustalonych warunkach analitycznych uzyskano zadawalajacy rozdziat
badanych zwiazkéw, nie stwierdzono interferencji ze strony endogennych
substancji zawartych w badanych matrycach biologicznych oraz innych
réwnoczesnie podawanych lekow.

Parametry charakteryzujace jako$¢ rozdzialu chromatograficznego
badanych enancjomeréw przyjmowaly wartosci optymalne, tzn. k>2, o>1 oraz
Rg>2. Precyzja i dokladnos¢ tych metod byly poréwnywalne, tzn. warto§¢ CV
dla niskich i wysokich stgzen byla nizsza odpowiednio od 20 % i 10 %,
natomiast blad wzgledny dla wszystkich oznaczen nie przekraczat 15 %.

Jedynym czynnikiem réznicujacym omawiane metody bezposredniego
oznaczania enancjomeréw AC i DC z detekcja UV-VIS Iub
spektrofluorymetryczng  byla warto§¢ LOD oraz LOQ. Detekcja
spektrofluorymetryczna cechowala si¢ znacznie nizsza wartoscia LOD oraz
LOQ w poréwnaniu do detekcji UV-VIS. Wartos¢ LOD w przypadku detekcji
spektrofluorymetrycznej wynosita 1 ng/mL zaréwno dla enancjomeréw AC, jak i
DC, natomiast wartos¢ LOQ wahata si¢ pomi¢dzy 4.57 + 0.40 a 5.56 + 0.22 dla
wszystkich badanych enancjomerdow.

Przeprowadzone procedury walidacji opracowanych metod analitycznych
umozliwiaja stosowanie ich w laboratorium klinicznym do rutynowego
oznaczania zaréwno racemicznego acebutololu i diacetololu oraz ich izomeréw
optycznych.

Celem por6wnania opracowanych metod enancjoselektywnego oznaczania
AC i DC wykonano analiz¢ st¢zen minimalnych w stanie stacjonarnym (Cy,;,) W

grupie 5 pacjentdw, stosujac do tego celu wszystkie z opracowanych metod, tzn.
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posrednia z detekcja UV-VIS oraz bezposrednia, odpowiednio z detekcja UV-
VIS lub spektrofluorymetryczng.

Analiza statystyczna wykazala, ze opracowane metody analityczne sa
réwnowazne, co oznacza z praktycznego punktu widzenia, Ze st¢zenia oznaczane
za pomocg tych metod pozwalaja na obliczanie  parametrow
farmakokinetycznych nie obarczonych bigdem analitycznym.

Niezaleznie od tego wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze
bezposredni rozdzial enancjomeréw z zastosowaniem kolumny chiralnej jest
mniej pracochlonny i obarczony mniejszymi blgdami. W przypadku metody
posredniej konieczno$¢ zastosowania odczynnika upochadniajacego stwarza
ryzyko jego racemizacji podczas przechowywania, jak réwniez mozliwos¢ jego
zanieczyszczenia.

W pracy tej dokonano ponadto analizy farmakokinetycznej racemicznego
AC i jego aktywnego farmakologicznie metabolitu DC w grupie 24 chorych z
pierwotnym nadci$nieniem tgtniczym, ktérym podawano rézne dawki leku
macierzystego. Dawkowanie to podyktowane bylo wskazaniami klinicznymi a
niektérym chorym podawano takze inne leki wspomagajace. U chorych tych nie
zaobserwowano niewydolno$ci nerek, klirens kreatyniny wahal si¢ pomigdzy
74.56 a 112.55 mL/min. Stg¢zenia stacjonarne tych zwiazkéw oznaczano w
osoczu i pelnej krwi chorych z uwagi na istotne ich wigzanie z erytrocytami.

Dost¢pne w piSmiennictwie dane oceniaja farmakokinetyke racemicznego
AC oraz DC po jednorazowym podaniu dozylnym [65, 84, 110], jednorazowym
[66, 67] i wielokrotnym [130] podaniu doustnym tego leku, w grupie zdrowych
ochotnikéw. Brak jest natomiast danych dotyczacych farmakokinetyki tych
zwiazkéw po wielokrotnym podaniu doustnym, chorym z nadci$nieniem
tetniczym, u ktérych oznaczano st¢zenia stacjonarne racemicznego AC i DC.

W prezentowanej pracy wykazano, ze st¢zenia stacjonarne diacetololu sa
wyzsze W porownaniu do stezen acebutololu, a narastajace wartosci stosunku
stezen DC/AC w badanym przedziale dawkowania wskazujq na kumulacj¢ tego
metabolitu, w wyniku wolniejszego procesu jego eliminacji.

Wartosci okresu péltrwania obliczone dla AC wahaly si¢ pomigdzy 2.84 —
3.63 h oraz 2.61 — 3.35 h odpowiednio dla osocza oraz peilnej krwi. Natomiast
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dla DC byly wyzsze i wynosily 4.78 - 5.64 oraz 4.17 — 5.95 odpowiednio dla
badanych matryc biologicznych. Obserwowane réznice byly istotne
statystycznie.

Wolniejsza eliminacja aktywnego farmakologicznie diacetololu w
poréwnaniu z acebutololem moze czgéciowo wyjasniaé dluzsze dziatanie leku
macierzystego niz wynikatoby to z jego profilu farmakokinetycznego (krotki
okres péltrwania acebutololu).

Podobne wyniki prezentowali w swoich pracach Kaye C. i wsp. [66, 67]
oraz Winkle R. i wsp. [130].

Dostgpne w  piSmiennictwie dane opisujace farmakokinetyke
enancjomerdw acebutololu oraz diacetololu u ludzi pochodzg z pracy autoréw
Piguette-Miller M. i wsp. [103, 104] oraz Kaila i wsp. [63]. Ocenili oni
farmakokinetyke enancjomeréw tych zwigzkéw w grupie zdrowych ochotnikéw,
ktérym podawano doustnie jednorazowa dawke¢ racemicznego acebutololu.
Badania ich wykazaly stereoselektywna dyspozycj¢ zarowno enancjomeréw AC,
jak i DC, gléwnie w procesie ich eliminacji z organizmu.

W niniejszej pracy ocen¢ farmakokinetyki enancjomeréw AC i DC w
osoczu oraz pelnej krwi przeprowadzono w grupie 9 chorych z pierwotnym
nadci$nieniem tg¢tniczym, ktérym podawano acebutolol w dawce 2 x 200 mg. U
chorych tych nie stwierdzono niewydolnosci nerek, klirens kreatyniny wahat si¢
pomie¢dzy 80.82 a 122.50 mL/min.

Obserwowane zaréwno w osoczu, jak réwniez pelnej krwi wartosci stezen
stacjonarnych enancjomeréw S(-)AC oraz S(-)DC byly wyzsze w poréwnaniu do
stgzeh formy R(+)AC oraz R(+)DC. Wyniki te znajdowaly réwniez
odzwierciedlenie w S$rednich wartosciach AUC, gdzie stosunek AUC dla
enancjomerow S(-)AC/R(+)AC wynosil 1.62:1 oraz 1.41:1 odpowiednio dla
osocza oraz pelnej krwi. Natomiast stosunek AUC dla enancjomeré6w metabolitu
S(-)DC/ R(+)DC byl réwny 1.1:1 oraz 1.17:1 odpowiednio dla osocza oraz pelnej
krwi.

Enancjoselektywny charakter dyspozycji diacetololu w organizmie
badanych chorych w wyniku ktérego st¢zenia enancjomeru S(-)DC byly wyzsze

niz enancjomeru o konfiguracji R(+) moze stanowi¢ przyczyne
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migdzyosobniczych réznic w ocenie zaleznosci stg¢zenie - efekt po podaniu leku
racemicznego.

Z poréwnania wartosci ty s wyznaczonego dla racemicznego AC oraz jego
enancjomer6w wynika, ze wartosci tego parametru obliczone zaréwno dla
osocza, jak i pelnej krwi sg zblizone. Natomiast w przypadku racemicznego DC
oraz jego enancjomeréw obserwuje si¢ istotne réznice wartosci tys pomigedzy
enancjomerami S(-)DC oraz R(+)DC, zaréwno w osoczu, jak i pelnej krwi.

Pomimo malej liczebnosci grupy mozna przypuszczaé, ze profil
farmakokinetyczny enancjomeréw S(-)AC jest zblizony do profilu zwigzku
racemicznego.

Analiza wiazania racemicznego AC oraz DC 2z erytrocytami
przeprowadzona w warunkach in vivo wykazala, ze wigzanie to miesci si¢ w
zakresie 50 % i jest zgodne z wynikami podanymi przez autoréw Coombs i wsp.
[29]. Ocena statystyczna tych wynikéw nie wykazala réznic istotnych
statystycznie pomi¢dzy procentem wigzania leku macierzystego i jego metabolitu
z erytrocytami.

Wspoélczynnik podzialu erytrocyty/osocze dla AC i DC wyznaczony w
warunkach in vivo nie zmienial si¢ w czasie, co $wiadczylo o ustaleniu si¢
réwnowagi dystrybucyjnej erytrocyty/osocze w badanym przedziale czasu.

Stopien wiazania enancjomeréow AC i DC z erytrocytami w tych
warunkach, podobnie jak w przypadku zwiazkéw racemicznych osiagat rowniez
warto$ci rzgdu 50 % i nie wykazywal enancjoselektywnego charakteru tego
wigzania.

Wartosci  wspolczynnikéw  podzialu  pomigdzy erytrocyty/osocze
wyznaczone dla enancjomeré6w AC i DC byly réwniez bliskie 1 i nie r6znily si¢
pomigdzy soba istotnie statystycznie.

Potwierdzeniem wynikéw badan przeprowadzonych w warunkach in vivo
byly badania prowadzone w warunkach in vitro. Wyznaczone warto$ci zaréwno
procentu wigzania racemicznego AC i DC oraz ich enancjomeréw podobnie jak
w badaniach in vivo byly rzedu 50%, a warto$ci wspdlczynnika podziatu tych
zwigzkéw byly réwniez bliskie 1 i nie roéznily si¢ mi¢dzy soba znamiennie

statystycznie.
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Badajac farmakokinetyke acebutololu w grupie chorych z pierwotnym
nadcisnieniem tetniczym mozna przypuszczaé, pomimo malej liczebnos$ci grupy,
ze w ocenie zaleznoSci stgzenie — efekt pewna role moze odgrywad
enancjoselektywny charakter dyspozycji aktywnego farmakologicznie metabolitu

acebutololu w organizmie badanych chorych.
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10. Wnioski

1. Achiralna metoda oznaczania st¢zen racemicznego acebutololu oraz
jego aktywnego farmakologicznie metabolitu diacetololu z zastosowaniem
techniki HPLC z detekcja UV-VIS w ukladzie izokratycznym cechuje sig¢
zadawalajacymi parametrami rozdzialu badanych zwiazkéw oraz wymagang dla
tego typu oznaczen precyzja, dokladnoscia i wykrywalno$cia.

2. Enancjoselektywne metody oznaczania izomeréw optycznych AC i DC
z zastosowaniem upochadniania badanych zwiazkéw (metoda posrednia z
detekcja UV-VIS) oraz wykorzystujace ich rozdzial na kolumnie chiralnej
(metoda bezposrednia z detekcjg UV-VIS lub spektrofluorymetryczng) pozwolily
na selektywne i specyficzne oznaczanie enancjomeréw leku i jego metabolitu w
badanych matrycach biologicznych, a przeprowadzona walidacja tych metod
umozliwia ich réwnocenne zastosowanie w warunkach laboratorium klinicznego.

3. Ocena farmakokinetyki racemicznego acebutololu w grupie chorych z
pierwotnym nadcis$nieniem t¢tniczym na podstawie stgzen oznaczanych zaréwno
w osoczu, jak i pelnej krwi wskazala na kumulacje¢ diacetololu, ktéra moze
wynikaé z wolniejszego procesu eliminacji tego metabolitu.

4. Badanie farmakokinetyki enancjomeré6w AC i DC przeprowadzone
rébwniez w grupie pacjentdw z pierwotnym nadci$nieniem tetniczym moze
wskazywa¢ na enancjoselektywny proces eliminacji przede wszystkim
enancjomeréw DC.

5. Wiazanie racemicznego AC i DC oraz ich enancjomeréow z
erytrocytami przeprowadzone zaréwno w warunkach in vivo, jak réwniez in vitro
bylo liniowe w zakresie stosowanych dawek i badanych st¢zen tych zwigzkow.
Wiazanie enancjomeréw AC i DC nie mialo charakteru enancjoselektywnego.

6. Wartosci wspoélczynnikdw podzialu pomigdzy erytrocyty a osocze
wyznaczone dla racemicznego AC i DC oraz ich enancjomeréw wyznaczone w
omawianych warunkach byly bliskie 1 i nie réznily si¢ migdzy soba istotnie

statystycznie.
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