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Abstrakt

Kapilarni elektroforéza je metoda pouzivand ve farmaceutické analyze z diivodu nizkych
nakladd, rychlosti a Setrnosti k zivotnimu prostiedi. Tato diplomova prace se zabyva vyvojem
elektroforetické metody pro stanoveni rivaroxabanu. V ramci feSeni této prace byla po nékolika
optimalizacich vyvinuta metoda vhodna pro stanoveni Iékovych forem rivaroxabanu.
Optimalizace zahrnovaly zménu slozeni zakladniho elektrolytu, ktery byl z vodného roztoku
nizkomolekularnich organickych kyselin zménén v né€kolika krocich az na nevodny roztok
kyseliny octové a cetyltrimethylamoniumbromidu v acetonitrilu.

Koneéné podminky zahrnovaly zakladni elektrolyt slozeny z 1M kyseliny octové a 40 mM
cetyltrimethylamoniumbromid v acetonitrilu, hydrodynamické dédvkovani vzorku tlakem 5,0
kPa po dobu 3,0 s a nasledné vlozeni separacni napéti 30,0 kV po celou dobu analyzy. Obsah
kapiléary byl po celou dobu analyzy mobilizovan tlakem 0,50 kPa. Tim byla ziskana selektivni
metoda pro stanoveni lékovych forem rivaroxabanu s mezi detekce 0,0056 mg/ml a mezi
stanovitelnosti 0,019 mg/ml, kterd byla linedrni v rozmezi koncentraci rivaroxabanu 0,01 — 0,40

mg/ml s vytéznosti 92,3 %.
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Abstract

Capillary electrophoresis is a method used in pharmaceutical analysis because of its low cost,
speed and environmental friendliness. This diploma thesis deals with development of
electrophoretic method for rivaroxaban determination. After several optimizations, a method
suitable for rivaroxaban determination inside its dosage forms was developed. Optimizations
involved change of background electrolyte’s composition from aqueous solution of low
molecular weight organic acids to non-aqueous solution of acetic acid and
cetyltrimethylammoniumbromide in acetonitrile in multiple steps.

Final conditions of analysis included background electrolyte composed of 1M acetic acid and
40mM cetyltrimethylammoniumbromide in acetonitrile, sample injection carried out
hydrodynamically by pressure of 5,0 kPa for period of 3 s

and subsequent insertion of separation voltage of 30,0 kV for entire duration of analysis.
Capillary content was mobilized by pressure of 0,50 kPa for entire duration of analysis. With
aforementioned optimizations a selective method for determination of dosage forms of
rivaroxaban was obtained. This method provides limit of detection 0,0056 mg/ml and limit of

quantification 0,019 mg/ml and is linear in 0,01 — 0,40 mg/ml range with a recovery of 93,2 %.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

ACN - acetonitrile, acetonitril

BGE — background electrolyte, zédkladni elektrolyt.
CE — capillary electrophoresis, kapilarni elektroforéza
CTAB — cetyltrimethylammonium bromide, cetyltrimethylamoniumbromid
DOAC — direct oral anticoagulants, pfimé oralni antikoagulanty
EOF - electroosmotic flow, elektroosmoticky tok
LOD — limit of detection, mez detekce

LOQ — limit of quantification, mez stanovitelnosti
RIV - rivaroxaban

F. — elektrostaticka sila

g — néboj iontu

E — intenzita elektrického pole

Fr—treci sila

n - viskozita BGE

R — Stokestv polomér iontu

v —rychlost iontu

la — délka kapilary od pocatku po bod detekce

[ — celkova délka kapilary

tm — migracni ¢as analytu

Uep — elektroforeticka pohyblivost iontu

V — vloZené napéti

Upoz — pozorovana elektroforetickd pohyblivost analytu



Ueo — pozorovana elektroforeticka pohyblivost neutralniho markeru
Usku — skutecna elektroforeticka pohyblivost analytu

€ — zeta potencial elektrické dvojvrstvy

¢ — relativni permitivita

Veof — velikost elektroosmotického toku

A—vlnova délka

cg —hmotnostni koncentrace

¢ — molarni koncentrace

Sy,x — smérodatné odchylka



1. Cil prace

Rivaroxaban je latkou pouzivanou v lékafstvi, a proto jsou potfeba metody pro jeho rychlé a
presné stanoveni. Dosavadni metody jsou nakladné, nebo Casové narocné. Proto je cilem mé
diplomové¢ prace vyvoj elektroforetické metody pro jeho stanoveni, protoze elektroforetické

metody patii mezi nizkonékladové a rychlé metody Setrné k zivotnimu prostiedi.



2. Uvod

Protoze rivaroxaban (RIV) patii mezi farmaceuticky aktivni latky, je existence metod pro jeho
stanoveni klicova. Metody pro stanoveni farmaceuticky aktivnich latek jsou obecné vyuzivany
pro kontrolu kvality ve farmaceutickém primyslu, ve farmakokinetickych studiich pii vyvoji

1é¢iv a také pti sledovani hladiny 1€¢iv v krvi pacientt.

2.1 Rivaroxaban

RIV je oraln¢ pouzitelny, pfimy inhibitor faktoru Xa koagulacni kaskady (1). Inhibuje jak
volny, tak 1 ve srazenindch véazany faktor Xa. Jedna se o derivat oxazilidonu s relativni
molekulovou hmotnosti 435,88 (1) a strukturou znazornénou na Obr. 1. Jeho rozpustnost je ve
vodnych roztocich nizka, do 7 mg/l v zavislosti na pH (1). Byl vyvinut spolecnosti Bayer
HealthCare AG, D-42096 Wuppertal, Némecko. Patii do skupiny ptfimych oralnich
antikoagulanti (Direct Oral Anticoagulants = DOAC). Do této skupiny patii 1 dalsi latky,

naptiklad apixaban a edoxaban (3).

Obr. 1 — Struktura RIV. Prevzato z (2). Upraveno.
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2.2 Existujici metody pro stanoveni rivaroxabanu.

Protoze je RIV pouzivan ve zdravotnictvi, existuje potfeba metod pro jeho stanoveni. Pfili§
velkd, nebo mala davka podand pacientovi mize mit fatalni nasledky. Jiz existujici metody jsou
piedevsim separacni, nebo spektrometrické. Elektrochemické metody stanoveni RIV nejsou

prilis rozsifené.

2.2.1 Metody separacni

Do této skupiny patii vétSina laboratornich testii. Naptiklad Lagoutte-Renosi a kolektiv (4)
vyuzili vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni detekci (HPLC
— MS/MS). Tato metoda je vyuzitelna pro stanoveni RIV v krevni plazmé¢. Pfi této analyze byla
pouzita kolona C18-A Polaris 100,0 x 2,0 mm s velikosti ¢astic 3 pm. Pfi chromatografii byla
vyuzita gradientova eluce a mobilni fdze byla tvofena smési vody v Cistoté¢ pro hmotnostni
analyzu a methanolu téze Cistoty. Jejich metoda béhem pétiminutové analyzy vykazovala

linearni odezvu v rozsahu 5-1000 pg/ml.

Jako dal$i metodu 1ze zminit tu, kterou publikoval Gouveia a kolektiv (5). Tato skupina vyuZzila
HPLC s detektorem diodového pole (HPLC-DAD). Jejich metoda je pouzitelnd i pro jiné latky
ze skupiny DOAC - apixaban, dabigatran a edoxaban. Velkou vyhodou této metody je
jednoduchost a vyse nakladi, naptiklad ve srovnani s HPLC - MS/MS. Zaroven jiZ byla pouZita
v klinické praxi. Tuto metodu je mozné vyuZit pro stanoveni vzorklt DOAC v krevni plazmé.
Jako mobilni faze je vyuzita smés ultra Cisté vody s kyselinou mravenci a ACN v istoté pro
gradientovou HPLC. Pouzitou kolonou je CI8 sreverzni stacionarni fazi, konkrétné
LiChroCART Purospher Star Cig 55,0 mm X 4,0 mm s velikosti ¢astic 3 um. RIV je detegovan
pii A = 249 nm a poskytuje béhem Sestiminutové analyzy linearni odezvu v rozmezi 0,017 —

5,28 pg/ml.
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Jednu z dalSich metod publikoval Alam a kolektiv (6). Tento tym vyuzil vysokouc¢innou
chromatografii na tenké vrstvé s reverznimi fazemi (RP-HPTLC). Jeji velkou vyhodou, oproti
diive existujicim HPTLC metoddm (7) je pfedevsim velikost nakladt vyplyvajicich z této
metody. Zaroven je tato metoda ohleduplna vii¢i zivotnimu prostfedi, coz je samoziejmé
vyhodné. Jako mobilni fazi vyuzivd smés ethanol: voda v Cistoté¢ pro chromatografii v
objemovém poméru 70: 30 a jako stacionarni faze byly vyuzity HPTLC desticky ,,RP-18 silica
gel 60 F254S* (6). Metoda je vyuzitelna pro stanoveni RIV ve formé nanocastic i prodavanych
tablet. Pro vlastni kvantifikaci RIV poslouzila denzitometrie pii Amax = 253 nm.

Metoda poskytuje linearni odezvu v rozmezi 50 — 600 ng RIV na jeden prouzek HPTLC

desticky pii vyuziti automatického davkovani.
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2.2.2 Metody spektrometrické

Jednou z existujicich spektrometrickych metod je ta, kterou publikoval Sekaran a kol. (8) Tento
tym vytvofil velmi rychlou a levnou metodu pro stanoveni RIV v hromadnych vzorcich
I¢kovych forem. Tato metoda pracuje se vzorky rozpusténymi v dimethylsulfoxidu pii

A =270 nm. Je linearni v rozsahu 2 — 20 pg/ml a dosahuje zna¢né selektivity. Muze byt vyuzita

napftiklad pro kontrolu kvality.

Jako dal$i metodu lze zminit publikaci Loriese a jeho tymu (9). Tento tym se zaméfil na
testovani vzorkd RIV v lékovych formach. Tato metoda existuje ve dvou variantach — 1.
vyuziva jednou derivovana spektra RIV a jeho alkalickych degradacnich produktd a 2. podil
téchto spekter se spektry alkalickych degrada¢nich produktl RIV rozpusténych v ACN. Toto
je dano n¢kolika divody. V piipad€ varianty 1 je to pfedevs§im znacny piekryv spektra RIV a
jeho alkalickych degradac¢nich produktt, ktery znemoziuje pouziti klasické UV spektrometrie.
Navic neni ovlivnéna koncentraci jinych slozek vzorku a poskytuje kalibracni zévislost
prochazejici velmi blizko 0. Diky vyuZiti jednou derivovanych spekter je mozné stanovit RIV

1 v pfitomnosti jeho alkalickych degrada¢nich produkta.

2.2.3 Metody elektrochemické

Elektrochemické metody jsou v piipadé RIV vzacné, podafilo se mi najit praci publikovanou
Siislii a kol. (10). Tento tym pouzil square-wave voltametrii s visici rtutovou kapkovou
elektrodou a argentchloridovou referentni elektrodou. Metoda je vyuzitelna pro stanoveni RIV
v Iékovych forméch a vyuziva Brittoniv- Robinsontv pufr pii pH 8,0. Poskytuje linearni

odezvu v rozmezi 2,38 — 7,45 pg/ml.
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2.3 Kapilarni elektroforéza

2.3.1 Historie

Historie kapilarni elektroforézy (CE) saha do 50. let 20. stoleti (11), kdy byly vyuzity
elektroforetické separace v uzkych trubicich. Jednou z prvnich publikaci na toto téma je prace
Haglunda a Tiselia (12), kde byla vyuzita zénova elektroforéza na koloné naplnéné skelnym
prachem. Kapilarni elektroforéza v jeji dnesni podob¢ byla popsana Jorgensonem a Lukacsem
(13). Prace tohoto tymu popsala zakladni principy separace pomoci kapilarni elektroforézy a
vliv elektroosmotického toku na rozliSeni (11). Postupem casu vznikly rtzné druhy CE.
Naptiklad micelarni elektrokinetickd chromatografie (14), kapilarni gelova elektroforéza (15)
a isoelektricka fokusace (16). Ceskou stopu zanechal Hofejsi a Kocourek vytvofenim afinitni
elektroforézy (17).

Silnym impulzem pro jeji rozsifeni bylo uvedeni komeréné dostupné instrumentace na trh

v roce 1989 (11).

2.3.2 Vyhody

Oproti klasické gelové elektroforéze piinasi CE né€kolik vyhod. Jednd se o rychlejsi a
efektivnéj$i separace diky pouziti vyssi intenzity elektrického pole, coZ je umoznéno lepSim
odvodem Jouleova tepla z tenké kapilary. Dostupna literatura uvadi analyzy krat$i nez 1 s na
sklenénych cipech (18) a separace odpovidajici vlastnostem kolony s jednim milionem
teoretickych pater (19). Dalsi vyhodou je vyrazné $ir$i spektrum stanovitelnych analyti od
malych molekul a iontl az po velmi velké molekuly, jako naptiklad glykoproteiny a
oligonukleotidy. CE mitize byt vyuzita téméf v kazdé laboratofi vyuzivajici kapalinovou
chromatografii (LC) a je komplementarni vii¢i kapalinové chromatografii s reverznimi fazemi
(RP-LC). Zaroven se jedna a jednoduchou a ndkladové piiznivou metodu. Protoze CE vyZzaduje
pouze malé objemy vzorku a zakladniho elektrolytu (BGE, background electrolyte), umoznuje
vyuziti exotickych rozpoustédel / reagencii jako aditiv v BGE pro zlepSeni separace, coz by u
LC bylo kvili potfebnym objemim mobilni faze pfili§ ndkladné (11). Spotieba analytu je tak

nizka, ze umoziuje analyzy jednotlivych bunék, které maji celkovy objem nékolik nl (20).
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2.3.3 Princip

Dominantni vliv na separaci béhem CE maji 2 mechanismy — elektroforetickd pohyblivost

analytu a elektroosmoticky tok (EOF) vznikajici v kiemenné kapilate (11).
Elektroforeticka pohyblivost

Pii elektroforetické separaci pusobi na analyt 2 protichidné sily. Prvni znich je sila
elektrostaticka, ktera pfitahuje iont k opacné nabité elektrodé. Tato sila je piimo tUmérna
soucinu naboje iontu a intenzité elektrického pole. Tento vztah je popsan rovnici [1], kde Fe

odpovida elektrostatické sile, ¢ naboji iontu a E intenzité elektrického pole.
Fe =q-E [1]

Proti této sile plsobi tfeci sily. Jejich velikost zavisi na Stokesové poloméru iontu, viskozité
BGE a rychlosti iontu. Tento vztah je popsan rovnici [2], kde Frodpovida tieci sile,  viskozité

BGE, R Stokesové poloméru iontu a v rychlosti iontu.
Fp=6-mn-R-v [2]

Elektrostaticka sila urychluje pohyb daného iontu, ale s rostouci rychlosti migrace se zvétSuje
1 protismérna tieci sila. V momenté, kdy se velikosti obou sil vyrovnaji, je rychlost iontu
popsana rovnici [3], kde ¢ odpovida naboji iontu, £ intenzité elektrického pole, 7 viskozit¢ BGE

a R Stokesove¢ poloméru iontu.

_ _9E
- 6:'Tn'R

[3]

Rychlost iontu v elektrickém poli je tedy pfimo umérnd velikosti nadboje iontu a nepiimo
umérna jeho Stokesove poloméru. Zaroven bude se zvysujici se viskozitou BGE klesat, pokud
vSe ostatni zlstane konstantni. Z rovnice [3] zaroven vyplyva pifima iiméra mezi intenzitou
elektrického pole vloZeného na kapilaru a rychlosti iontu. Pti zvySeni vloZeného napéti se tedy

iont bude pohybovat rychleji, bude-li vSe ostatni konstantni.
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Experimentalné€ je mozné rychlost urcit jako podil délky kapilary a ¢asu migrace analytu. Tento
vztah vyjadifuje rovnice [4], kde /s odpovida délce kapilary od pocatku po bod detekce v

centimetrech a 7, Casu migrace analytu od poc¢atku do tohoto bodu v sekundéch.
lg
v= -+ [4]

Vysledkem je rychlost daného iontu v cm/s.

Elektroforetickd pohyblivost daného iontu i, je v konkrétnim médiu konstantni a je definovana

jako podil rovnomérné rychlosti iontu a intenzity elektrického pole (uep = VE).

Experimentalné ji lze ziskat vypocétem z nasledujici rovnice [5], kde /s odpovida délce kapilary
k detektoru v centimetrech, /. celkové délce kapilary v centimetrech, V' vlozenému napéti ve

voltech a #,, migraénimu casu iontu v sekundach.

_ lale
= [5]

Vysledkem je elektroforeticka pohyblivost iontu v em?/(V-s) (11).
Elektroosmoticky tok

EOF vznika v kfemennych kapilarach diky pfitomnosti volnych silanolovych skupin na sténé
kapilary. Zaporné nabita sténa kapilary pfitahuje kationty z BGE a vytvaii tak elektrickou
dvojvrstvu ptilehlou ke kiemennému povrchu. Tyto hydratované kationty migruji ke katod¢ a
unaseji s sebou kapalny obsah kapilary. Takto vznikly EOF je pomérné silny a obvykle je
vyznamnéjsi nez elektroforetické pohyblivosti jednotlivych analyti. Dochazi tedy k pohybu
vSech analytl, bez ohledu na jejich naboj, smérem ke katod¢. Zakladni separacni mechanismus
v CE je zobrazen na Obr. 2, str. 18.

ProtoZze zaporné nabité analyty vykazuji elektroforetickou pohyblivost v opacném sméru nez
EOF, opoustéji kapilaru jako posledni. Neutralni latky migruji spoleéné s EOF a nejsou tak
separovany. Kladné nabité analyty vykazuji elektroforetickou pohyblivost ve stejném sméru

jako EOF a eluuji tedy nejdfive.
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Diky existenci EOF je rovnice [5] platna pouze v ptipad¢, kdy je EOF zredukovan na nulu. Toto
nastava u pokrytych kapilar, nebo nizkych pH. Jinak je hodnota ziskand zrovnice [5]
pozorovanou elektroforetickou pohyblivosti analytu u.-. Pro zjisténi skutec¢né elektroforetické
pohyblivosti musi byt pohyblivost EOF odectena od up... Hodnota pohyblivosti EOF je zjisténa
pomoci pfidani neutralniho markeru a zméteni jeho pozorované elektroforetické pohyblivosti
Ueor. Ta je nasledné odectena od pozorované elektroforetické pohyblivosti analytu pro ziskani

skute¢né elektroforetické pohyblivosti analytu ugk. Toto je popsano rovnici [6].

Usku = Hpoz — Heof [6]

Velikost EOF je zavisla na zeta potencialu elektrické dvojvrstvy na rozhrani kapilary a kapaliny
¢, relativni permitivité¢ BGE ¢, intenzité elektrického pole E a viskozité¢ BGE 7. Tato zavislost

je znazornéna v rovnici [7].

Veo = . [7]

EOF je ve vétsiné ptipadd ptinosny, jelikoz umoziuje rychlou, efektivni separaci a prichod
vSech analytii, bez ohledu na jejich naboj, skrze detektor. Velikost EOF mutze byt upravena
zménou zeta potencidlu. JelikoZ je povrchovy néboj kiemenné kapilary spjat s hodnotou pH,
dochazi ke zméné rychlosti EOF v zavislosti na pH. ZvySeni pH znamena zvyseni rychlosti
EOF a naopak.

Dals§i moZnosti, jak ovlivnit velikost EOF je zména koncentrace BGE, nebo zména jeho

viskozity. ZvySeni téchto parametrii znamend sniZeni rychlosti EOF (11).
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Povrch kiemenné kapilary s fixovanymi naboji
Sternova vrstva adsorbovanych iontd

® S Q)

@ @ @ Katoda

@ @ Anoda

Difuzni vrstva volnych iontu

Obr. 2 — Mechanismus separace pri kapilarni zonové elektroforéze. Prevzato z (11).

Upraveno.
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2.3.4 Bezvoda CE

Historie bezvodé CE saha do roku 1984, kdy Walbroehl a Jorgenson publikovali prvni praci
vyuzivajici CE v bezvodém prostiedi (21). Od této doby doslo ke znaénému rozsiteni bezvodé

CE (22).

Hlavni vyhodou bezvodé CE oproti vodné varianté je zna¢né rozsifeni stanovitelnych analytt i
o ty, které nejsou ve vodnych roztocich rozpustné. Diky tomu je CE vyuzitelnd i pro stanoveni
takovych latek, jako naptiklad polycyklické aromatické uhlovodiky, coz publikoval Miller a
kol. (23). Mnoho terapeuticky vyuzitelnych latek je hydrofobnich a mohou tedy byt pomoci
bezvodé CE stanoveny.

Mimoto vyuziti organickych rozpoustédel snizuje riziko nezddoucich interakci analytu se

sténou kapilary (24).

ZvySena rozpustnost je dilezitd nejen pro analyty, ale také pro riizné typy selektorti, které
mohou byt pouzity. Napiiklad cyklodextriny se 1épe rozpoustéji v organickych rozpoustédlech
nez ve vodé. Diky tomu mulize byt chiralni separace vylepSena zvySenim pouzité koncentrace
chiralné selektivni latky. Zarovei je maximalni enantioselektivity dosahovéano v Sir§im rozmezi
koncentrace cyklodextrinli oproti analyzam ve vodném prostfedi. To umoziuje snazsi vyvoj

metod (25).

Dalsi vyhodou pouZiti organickych rozpoustédel je zvyseni selektivity v porovnani s vodnymi
separacemi (26). Pro tento rozdil existuji dva hlavni divody. Zaprvé, acidobazické vlastnosti
analytu se liSi v rozpoustédlech z riznych skupin. Je tedy mozné separovat 1 latky, které maji
ve vodném prostfedi velmi podobné hodnoty pK, a nebylo by mozné je v tomto prostiedi
separovat. Zadruhé vykazuji organickd rozpoustédla rizné silné solvatacni sily viici jinym

organickym rozpoustédliim a vod¢.

Pro bezvodou CE je mozné vyuzit riznéd rozpoustédla, naptiklad methanol, formamid, N,N-

dimethylformamid, acetonitril a jind (22).
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2.3.5 Pro¢ CE?

Vyhodou CE oproti plynové chromatografii, vysokoucinné kapalinové chromatografii,
chromatografii na tenké vrstvé i gelové elektroforéze je jeji vyuzitelnost pro separaci Siroce
odlisnych latek, anorganickych iontli, organickych molekul a velkych biomolekul pii vyuziti
jediného piistroje a ¢asto pouze za zmény sloZzeni BGE. To u ostatnich metod mozné neni.
Navic ma CE ze vSech kapalinovych separa¢nich metod nejvyssi rozliSovaci schopnost diky
plochému profilu EOF a minimalni difuzi.

CE je Setrna k zivotnimu prostiedi, nebot’ pfi ni vznika minimalni mnozstvi obvykle nepfilis

nebezpecného odpadu (27).

Stru¢ny prehled stanovitelnych analytt

e Anorganické ionty
e Organické kyseliny
e Aminokyseliny

e Peptidy

e Proteiny

e Nukleovée kyseliny
e [Léciva

e Drogy
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3. Experimentalni Cast

3.1 Pouzité chemikalie a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Kyselina octova, 100% pro LC-MS (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)
Rivaroxaban (Zentiva, Praha, Ceska republika), ¢islo $arze 130212
Cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB), pro syntézu (Merck, Schuchardt, Némecko)
Acetonitril (ACN), HPLC gradient grade (Honeywell, Charlotte, USA)

Xarelto tablety 20 mg (Bayer Pharma AG, Berlin, Némecko), Sarze BXGL2E1

Krevni plazma

3.1.2 Pristroje a jiné vybaveni

21

Kapilérni elektroforéza CE 1600 (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko)
Ultrazvukova lazen Elmasonic S15, ElIma Schmidbauer (Singen, Némecko)

Kiemenna kapilara: délka 50,0/41,5 cm, vnitini pramér 50 pum (Polymicro
Technologies, Phoenix, USA)

Centrifuga MiniSpin, Eppendorf (Hamburg, Némecko)



3.2 Metoda stanoveni rivaroxabanu

Teplota kazety s kapilarou: 25°C.
Ptiprava nové kapilary: promyti ACN po dobu 20 minut.

Ptiprava kapilary pred zacatkem série méteni: promyti kapilary ACN po dobu 5 minut do

odpadni vialky.

Ptiprava kapilary pted kazdym jednotlivym métenim: promyti kapilary BGE do odpadni vialky
po dobu 1 min, poté do vialky s BGE dal$i 1 min.

Injektaz vzorku byla realizovana pomoci hydrodynamického ddvkovani. Vzorek byl davkovan
tlakem 5,0 kPa po dobu 3,0 s. Nasledné bylo vlozeno separacni napéti 30,0 kV po celou dobu
analyzy. Béhem celé¢ doby analyzy byl obsah kapilary mobilizovan tlakem 0,50 kPa a
detegovan UV detektorem pii A = 200 a 254 nm. Metoda byla optimalizovana — viz kapitola
4.1.

Slozeni BGE: 1M CH3COOH a 40 mM CTAB v ACN.

Roztoky vzorki ¢istého RIV byly pfipravovany ziedénim zésobniho roztoku RIVv ACNo ¢
= 1,0 mg/ml pomoci BGE.

Tablety Xarelto byly rozdrceny a rozetfeny v tieci misce s tlou¢kem. Nésledné byly rozpustény
v ACN v ultrazvukové lazni a takto ziskany roztok o cg = 1,0 mg/ml byl zfiltrovan pies

stiikackovy filtr z polyvinylidenfluoridu s velikosti porii 0,45 pm.

Krevni plazma byla smichdna s trojnasobnym objemem ACN a nasledné byla centrifugovana.

Pro vlastni méfeni byl vZdy pouZivan ziskany supernatant.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace metody

V prabéhu méfeni bylo vyzkouSeno né€kolik variant metody. Diky snaze o co nejjednodussi
provedeni, co nejmensi nezddouci vliv na zivotni prostfedi a co nejnizsi néklady byla jako prvni
uvazovana metoda velmi jednoducha, kdy bylo pouzito 1M vodnych roztokd
nizkomolekularnich organickych kyselin — kyseliny mravenci a kyseliny octové - jako BGE.
Tato metoda se neosvéd¢ila, jejim problémem byla nereprodukovatelnost vysledkii. Navic RIV
nevodné slozky (ACN) do BGE pfi této metodé neptineslo zlepseni.

Dalsi uvazovanou variantou byl 20mM vodny roztok dodecylsiranu sodného (SDS) v 10mM
vodném tetraboritanu sodném. Tato varianta byla uvazovana, protoze SDS jakoZto surfaktant
tvoti micely, které jsou schopné pomoci s migraci neutralnich, jinak nepohyblivych latek.
Zaroven ma vliv na EOF, ktery je diky nému posilen, coz by mélo pfinést zkraceni migracnich
¢ast. Navic ma priznivy vliv na rozpustnost n¢kterych latek. Ani v tomto piipade vSak nedoslo
k migraci RIV, coz bylo prokdzano nerozliSitelnosti piku RIV od piku thiomocoviny, jakozto
ukazatele EOF. Toto je znazornéno na Obr. 3, str. 24. I v tomto pifipadé bylo testovano ptidani
nevodné slozky (ACN) do smési s BGE, ale bez vysledku. Byl testovan podil ACN 20 a 50
objemovych %.

Nasledné probehl prechod k nevodnému prostiedi, kde jako BGE poslouzila 1M kyselina
octovd s CTAB v ACN, kde byly vyuzity vlastnosti CTAB jako surfaktantu. CTAB mé opacny
vliv na EOF nez SDS. EOF je v zavislosti na koncentraci CTAB oslaben, ptipadné muze byt i
obracen jeho smér. CTAB umoziiuje mobilizaci RIV pomoci tvorby micel, které unaseji
molekuly RIV s sebou. Jako prvni byla testovana 20mM koncentrace CTAB, ktera jiz dokazala
RIV rozpohybovat, ale takto ziskand pohyblivost nebyla dostate¢na pro dokonalé rozliSeni piku
RIV od piku markeru EOF. Toto je moZné vidét na Obr. 4, str. 25.

Posledni tpravou slozeni BGE bylo zvySeni koncentrace CTAB z 20mM na 40mM. Diky tomu
jiz doslo k tiplnému rozdéleni pikd RIV a markeru EOF. Toto je vidét na Obr. 5, str. 26. Toto
vSak m¢lo nepfiznivy vliv na dobu trvani analyzy, protoze byl diky zvyseni koncentrace CTAB
posilen EOF v opacném sméru a RIV byl tedy vice zpomalovan pii prichodu kapilérou,
respektive byl siln€ji mobilizovan smérem k anodé€. Byl proto pfidan staly hydrodynamicky

tlak, diky kterému doslo k vyraznému zkraceni Casu analyzy.

23



Zaroven mél staly hydrodynamicky tlak pfiznivy vliv na stabilitu migracnich ¢asti RIV a tedy
reprodukovatelnost méteni.

Toto je zndzornéno na Obr. 6, str. 27.
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Obr. 3 — Elektroforeogram smési RIV a thiomocoviny o cg = 0,1 mg/ml. Jak je zde vidét, nedoslo
k rozdéleni pikui RIV a thiomocoviny, RIV tedy nemigroval. 2 = 200 nm. Kapilara byla pred
mérenim propldachnuta 1 minutu do odpadni vialky a pak 1 minutu do vialky s BGE.

Vzorek byl davkovan hydrodynamicky tlakem 5,0 kPa po dobu 3 s a na kapilaru bylo vkladano
napeti

30 kV. Nepokryta kiremenna kapilara délky 50,0/41,5 cm o vnitinim primeéru 50 um.
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Obr. 4 — Elektroforeogram smési RIV a thiomocoviny o cg = 0,1 mg/ml. Je zde vidét nedokonalé
rozdeleni piku RIV od piku markeru EOF. BGE byl tvoren IM kyselinou octovou a 20mM CTAB
v ACN. A = 200 nm. Kapilara byla pred mérenim propldachnuta 1 min do odpadni vialky a pak
1 min do vialky s BGE. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky tlakem 5,0 kPa po dobu 3 s a na
kapilaru bylo vkladano napéti 30 kV. Nepokryta kiemenna kapilara délky 50,0/41,5 cm o

vnitinim primeru 50 um.
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Obr. 5 — Elektroforeogram smeési RIV a thiomocovinyo cg = 0,1 mg/ml v BGE tvorenym 1M
kyselinou octovou a 40mM CTAB v ACN. Je zde videt prodlouzeni doby analyzy. . = 254 nm.
Kapilara byla pred merenim proplachnuta 1 min do odpadni vialky a pak 1 min do vialky
s BGE. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky tlakem 5,0 kPa po dobu 3 s a na kapilaru bylo
vkladano napéti 30 kV. Nepokryta kiemenna kapilara délky 50,0/41,5 cm o vnitinim prumeéru
50 um.
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Obr. 6 — Elektroforeogram RIV o cg = 0,5 mg/ml v BGE tvoreném IM kyselinou octovou a
40mM CTAB v ACN. Obsah kapilary byl mobilizovan po celou dobu analyzy hydrodynamickym
tlakem 0,50 kPa. Diky tomu doslo ke zkrdceni casu analyzy. A = 254 nm.

Kapilara byla pred merenim proplachnuta 1 min do odpadni vialky a pak 1 min do vialky
s BGE. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky tlakem 5,0 kPa po dobu 3 s a na kapilaru bylo
vkladano napéti 30 kV. Nepokryta kiemenna kapilara délky 50,0/41,5 cm o vnitinim priimeéru
50 um. Obsah kapilary byl mobilizovan tlakem 0,50 kPa po celou dobu analyzy.
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4.2 Kalibracni zavislost

Pro méfeni kalibracni zavislosti plochy piku RIV na jeho koncentraci ve vzorku byl pouzit Cisty
RIV, ktery byl laskavé poskytnut spole¢nosti Zentiva. Takto ziskany RIV byl rozpustén v ACN,
aby byl ziskdn zasobni roztok RIV o koncentraci 1 mg/ml. Bylo ovéfeno jeho chovani v rozmezi
koncentraci 0,01 — 0,5 mg/ml. Chovani RIV nevykazovalo Zadné¢ odchylky od ocekavani,
s rostouci koncentraci RIV dochézelo k zvétSovani plochy piku RIV pii A = 254 nm. Toto je
zobrazeno v Tab. 1. Veskera méteni byla provedena 3%, ziskané vysledky byly podrobeny
Deanovu a Dixonovu testu pro vytazeni ptipadnych odlehlych hodnot a nésledné byla plocha

piku RIV ziskéana jako median.

Tab. 1 — Nameérené plochy pikit RIV pri analyze cistého RIV.

Relativni

Koncentrace RIV Plocha piku RIV Smeérodatna odchylka smérodatna

[mg/ml] [mAU.s] [mAU.s] odchylka [%]
0,01 10,2 0,64 6,27
0,05 47,6 1,51 3,17
0,10 93,5 0,80 0,86
0,20 190,3 1,41 0,74
0,40 381,1 7,43 1,95
0,50 533,8 8,89 1,67

Grafické znazornéni je zobrazeno na Obr. 7, str. 29.

28



600

500
y = 951,61x

R?=1
400 :

300

plocha piku RIV [mAU.s]

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

koncentrace RIV [mg/ml]

Obr. 7 — Kalibracni zavislost cistého RIV v rozmezi koncentraci 0,01 — 0,50 mg/ml. Jak je

videt, je tato zavislost linearni v rozmezi 0,01 — 0,40mg/ml RIV. A = 254 nm.

Jak je vidét na Obr. 7, neni zavislost plochy piku na koncentraci RIV linearni v celém rozsahu.
Pti koncentraci RIV 0,5 mg/ml dochazi z neznamych divodi ke zvyseni odezvy detektoru a
hodnota velikosti piku RIV pfi této koncentraci tak lezi mimo linearni oblast kalibracni

zavislosti.

Pro vypocet meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) pomoci smérodatné odchylky
syx ziskané z analyzy rozptylu dat kalibraéni zavislosti byl pouZit nasledujici vztah (8) , kde y;

je namé&fend hodnota signalu a Y; je hodnota signalu vypocitana z kalibra¢ni zavislosti pro

Xi—Yy?
Syx = «/ };_2 (®)

danou koncentraci analytu.
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Po ziskéani hodnoty sy, je pro ziskdni LOD a LOQ vyuZito vztahii (9), kde m odpovida smérnici

kalibra¢ni zavislosti RIV.
LOD =222 5 [pQ = =2 )

m

Pti vyuziti téchto vztahi dojde k ziskdni LOD = 0,0056 mg/ml s LOQ = 0,019 mg/ml.
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4.3 Selektivita pri analyze tablety Xarelto

Jako dalsi krok bylo testovano chovani RIV ziskaného rozdrcenim a rozetfenim tablety
Xarelto® 20 mg. Bylo zjisténo, ze excipienty v tableté nevytvareji rusivé piky a tim byla
ovéfena selektivita metody. Toto je zobrazeno na Obr. 8.
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Obr. 8 — Elektroforeogram RIV o cg = 0,15 mg/ml v BGE tvoreném IM kyselinou octovou a
40mM CTAB v ACN. Vzorek RIV byl ziskan rozpuSténim rozdrcené a rozetiené tablety
Xarelto® 20mg. Je zde videét, Ze excipienty nemaji nezadouci vliv na podobu elektroforeogramu
a nemayji tedy z tohoto hlediska negativni vliv na stanoveni. A = 254 nm.

Kapilara byla pred mérenim proplachnuta 1 min do odpadni vialky a pak 1 min do vialky
s BGE. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky tlakem 5,0 kPa po dobu 3 s a na kapilaru bylo
vkladano napéti 30 kV. Nepokryta kiemenna kapilara délky 50,0/41,5 cm o vnitinim priumeéru
50 um. Obsah kapilary byl mobilizovan tlakem 0,50 kPa po celou dobu analyzy.
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4.4 Opakovatelnost pri analyze tablety Xarelto

Po potvrzeni selektivity metody pro analyzu RIV byla testovana opakovatelnost vysledka
analyz provedenych pomoci této metody. Vzorkem byla rozdrcend a rozetfena tableta Xarelto®
20 mg. Tableta byla po rozdrceni a rozetfeni rozpusténa v ACN a takto ziskany roztok byl
posléze prefiltrovan a nafedén na pozadovanou koncentraci.

Analyza vzorku byla provedena 5x, ziskané vysledky byly provéfeny Deanovym a Dixonovym
testem pro vylouceni pfipadnych odlehlych vysledkl, coz vedlo k vylouc¢eni 1 odlehlého
vysledku a nésledné byly hodnoty ziskdny medidnem. Vysledky jsou zobrazeny v Tab. 2.
Analyza probéhla pii A = 254 nm.

Tab. 2 — Opakovatelnost vysledkii pri analyze RIV v tableté Xarelto® 20 mg. Koncentrace RIV
byla 0,25 mg/ml. Hodnoty pochdzeji ze 4 méreni, protoze jedno méreni bylo vyrazeno pro jeho
odlehlost. Vzorkem byl RIV o koncentraci 0,25 mg/ml v BGE tvoreném IM kyselinou octovou a
40 mM CTAB v ACN.

Kapilara byla pred mérenim proplachnuta 1 min do odpadni vialky a pak 1 min do vialky
s BGE. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky tlakem 5,0 kPa po dobu 3 s a na kapilaru bylo
vkladano napéti 30 kV. Nepokryta kiemennd kapilara délky 50,0/41,5 cm o vnitinim prumeéru
50 um. Obsah kapilary byl mobilizovan tlakem 0,50 kPa po celou dobu analyzy.

smérodatna relativni smérodatna

medidn odchylka odchylka [%]
plocha piku RIV [mAU.s] 256,2 9,1 3,6
migracni ¢as RIV [min] 6,83 0,16 2,33

V tabulce je vidét, Ze se plochy pikli a migracni ¢asy RIV mezi jednotlivymi méfenimi pfilis

nemeénili a opakovatelnost metody je tedy na vysoké urovni.
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4.5 Vyuziti metody pri analyze realného vzorku

Nasledné¢ byla testovana vyuzitelnost metody pro analyzu redlného vzorku, tedy rozdrcené a
rozetfené tablety Xarelto® 20 mg. Tableta byla po rozdrceni a rozetieni rozpusténa v ACN a
takto ziskany roztok byl posléze prefiltrovan a nafedén na pozadovanou koncentraci. Pfi
testovani takto vytvoreného vzorku byla pomoci kalibracni zavislosti ziskané v kapitole 4.2
vypoctena koncentrace vzorku. Vyuzitim takto ziskané hodnoty byla zjiSténa vytéznost této
metody.

Analyza vzorku byla provedena 3x, ziskané vysledky byly provéfeny Deanovym a Dixonovym
testem pro vylouceni pfipadnych odlehlych vysledki a poté byly hodnoty ziskany medianem.
Vysledky jsou zobrazeny v Tab. 3. Stejné jako v pfedchozim piipad¢ se jednalo o analyzu pii

A =254 nm.

Tab. 3 — Vytéznost metody pri analyze. Skutecna koncentrace RIV byla urcena pripravou, tedy
mnozstvim pipetovaného zdasobniho roztoku RIV. Hodnoty pochdzeji ze 3 méreni.

Kapilara byla pred meérenim proplachnuta 1 min do odpadni vialky a pak 1 min do vialky
s BGE. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky tlakem 5,0 kPa po dobu 3 s a na kapilaru bylo
vkladano napéti 30 kV. Nepokryta kiemenna kapilara délky 50,0/41,5 cm o vnitrnim priméru
50 um. Obsah kapilary byl mobilizovan tlakem 0,50 kPa po celou dobu analyzy.

smérodatna Relativni smérodatna
median odchylka odchylka [%]
Plocha piku RIV [mAU.s] 132,5 2,5 1,9
vypocitana koncentrace RIV
[mg/ml] 0,140 0,003 2,14
skute¢na koncentrace RIV [mg/ml] 0,15 - -
Vytéznost [%] 93,23 1,71 1,83

Jak je zde vidét, vypocitand koncentrace RIV ve vzorku tablety se velmi blizila koncentraci
skute¢né. Vytéznost metody presahuje 90 %.
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4.6 Vyuziti metody pri analyze vzorku krevni plazmy

Dale byla testovana vyuzitelnost metody pro stanoveni obsahu RIV v krevni plazmé. Vzorek
byl pfipraven ze zasobniho roztoku RIV v ACN. Bylo zjisténo, ze tato metoda neni pro
vzorky obsahujici krevni plazmu pouzitelna, jelikoz ptitomnost plazmy znemoziiuje odecet

plochy a vysky piku RIV. Toto je zobrazeno na Obr. 9.
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Obr. 9 — Elektroforeogram RIV o cg = 0,2 mg/ml v krevni plazmé. BGE je tvoren IM kyselinou
octovou a 40mM CTAB v ACN. Je zde videt, Zze neni mozné spravné odecist velikost piku RIV.
A =254 nm.

Kapilara byla pred merenim proplachnuta 1 min do odpadni vialky a pak 1 min do vialky
s BGE. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky tlakem 5,0 kPa po dobu 3 s a na kapilaru bylo
vkladano napéti 30 kV. Obsah kapilary byl mobilizovan tlakem 0,50 kPa po celou dobu analyzy.
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Elektroforeogram, ktery je soucasti Obr. 9, str 34. zobrazuje, Ze pik RIV nedosahuje az na
zakladni linii a neni ho tedy mozné spravné kvantifikovat. Z toho vyplyva nemoznost vyuziti
této metody pro stanoveni RIV ve vzorcich obsahujicich krevni plazmu.

Metoda je tedy vyuzitelna pouze pro stanoveni Iékovych forem RIV.
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5. Zavér

Cilem této prace byl vyvoj elektroforetické metody pro stanoveni rivaroxabanu z divodu
typickych vlastnosti elektroforetickych metod. Témito vlastnostmi jsou nizk4 cena, rychlost a
Setrnost k zivotnimu prostredi.

Cil se podarilo splnit, v této praci doslo k vytvofeni metody schopné stanovit rivaroxaban
pomoci kapilarni elektroforézy v nevodném prostfedi acetonitrilu. Vytvoifend metoda je
nizkonakladové, rychld a Setrna k Zivotnimu prostiedi, nebot’ je pfi ni pracovano s velmi
malymi objemy vSech pouzivanych latek. Bylo zjisténo chovani rivaroxabanu v prostredi
kapilarni elektroforézy v rtiznych zékladnich elektrolytech a rGznych nastavenich pfii
optimalizaci metody. Ziskana metoda je vyuzitelna u analyz lékovych forem rivaroxabanu. Pro
analyzy vzorkd obsahujicich krevni plazmu vyuzitelna neni. Po vSech optimalizacich byla
vysledkem metoda zaloZzend na nevodném zékladnim elektrolytu slozeném z IM kyseliny
octové a 40 mM cetyltrimethylamoniumbromidu v acetonitrilu, vyuzivajici hydrodynamické
davkovani vzorku, separacni napéti 30,0 kV a mobilizaci obsahu kapilary hydrodynamickym
tlakem po celou dobu analyzy. Ziskana metoda je linearni v rozsahu koncentraci rivaroxabanu
0,01 — 0,40 mg/ml, je dostatecné selektivni 1 pro stanoveni rivaroxabanu v tablet¢ Xarelto® a
poskytuje mez detekce 0,0056 mg/ml a mez stanovitelnosti 0,019 mg/ml. Vytéznost této

metody dosahuje 93,2 %.
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