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SUHRN
Separicia enantiomérov dimetindenu v liekoch kapilidrnou izotachoforézou

Kapilarna izotachoforéza bola vyuzitd na separéciu a stanovenie enantiomérov dimetindenu v r6znych liekovych
formach. Bolo preskusanych niekolko typov chirdlnych selektorov vo viacerych elektrolytovych systémoch
s roznym zloZenim a roznym pH. Optimalny vodiaci elektrolyt bol tvoreny 10 mmol/l octanom draselnym
a kyselinou octovou do vyslednej hodnoty pH 4,8 s pridavkom 4 mmol/l karboxyetyl-p-cyklodextrinu ako chi-
rilneho selektora a 0,2% metylhydroxyetylcelulézy (m—HEC) na potlacenie elektroosmotického toku. Ako
zakoncujuci elektrolyt sa pouZil $-alanin s koncentraciou 5 mmol/l. Bola hodnotena presnost, spravnost, linea-
rita, robustnost a selektivita vypracovanej ITP metddy. Prediprava vzorky pred analyzou spocivala v rozpuste-
ni a nariedeni prislu$nej lieckovej formy s obsahom dimetindenu demineralizovanou vodou na poZadovanu kon-
centriciu. Takto upravend vzorka bola priamo dédvkovana do pristroja.
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SUMMARY
Separation of Dimetinden Enantiomers in Drugs by Means of Capillary Isotachophoresis

Capillary isotachophoresis was employed to separate and determine dimethinden enantiomers in various dosa-
ge forms. Several types of chiral selectors were tested in various electrolyte systems of different composition
and different pH. The optimal leading electrolyte was composed of 10 mmol/l potassium acetate and acetic acid
to achieve pH 4.8 with an addition of 4 mmol/l carboxyethyl-p-cyclodextrin as the chiral selector and 0.2 % of
methylhydroxyethylcellulose (m—HEC) to suppress the electroosmotic flow. The terminating electrolyte was f3-
alanine of a concentration of 5 mmol/l. The evaluation included the precision, correctness, linearity, robustness,
and selectivity of the elaborated ITP method. The pretreatment of the sample prior to analysis consisted in the
dissolution and dilution of the appropriate dimethinden-containing dosage form with demineralized water to
achieve the required concentration. Such a pretreated sample was directly dosed into the apparatus.
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H,-antihistaminikum dimetinden (obr. 1) [2-[1-[2-[(2-
-dimetylamino)etyl]inden-3-yl]etyl]pyridin] sa pouZiva
na lie¢bu beznych alergickych reakcii. Z hladiska che-
mickej Struktiry sa zaraduje medzi silne ucinné aryl-
alkylaminové H -antihistaminika 1. generdcie. Ma stred-
ne vyjadreny sedativny tc¢inok a bol u neho popisany aj
stabilizujuci G¢inok na membrany Zirnych buniek. Inhi-
buje taktiez posobenie dal§ich mediatorov vcasnej
hypersenzitivnej reakcie (serotonin a bradykinin), ¢im
vyvolava zniZenie zvySenej permeability kapilar. Okrem

liecby alergickej nadchy, urtikarie a angioedému sa jeho
vyrazny antiprurigindzny ucinok vyuZiva pri lie¢be r6z-
nych koznych ochoreni. Maximalny tc¢inok dosahuje za
2—-4 hodiny po aplikacii a 5-10 % absorbovaného mnoz-
stva sa vyluCuje nezmenené mo¢om V.

Separaciou enantiomérov dimetindenu sa doteraz zao-
beralo niekolko prac, a to najmé v matriciach biologic-
kého povodu. Kapilarna zénova elektroforéza (CZE)
bola pouZita na stanovenie jeho enantiomérov v ludskom
moci >3, sére a moc¢i potkanov ¥ a pri Stadii opacnej

*Predchozi ast: Ces. slov. Farm., 2005, 54, 231-234.
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Obr. 1. Vzorec dimetindenu

migricie enantiomérov dimetindenu vplyvom r6znych
cyklodextrinov s vyuZitim metéd NMR ¥ a ioniza¢nej
hmotnostnej spektroskopie a krystalografie ®. Metédou
CZE bol dimetinden chirdlne separovany spolu s inymi
béazickymi lie¢ivami s vyuZitim metylovaného —CD 7
a bol tiez sledovany vplyv organickych aditiv pridava-
nych do zakladného elektrolytu na jeho chiralnu separa-
ciu ¥. Na stanovenie enantiomérov dimetindenu v biolo-
gickom materidle bola vyuZitd aj metéda HPLC °-'?.

Cielom naSej prace bolo vypracovanie podmienok
(zloZenie a pH elektrolytového systému, typ a koncent-
racia chirdlneho selektora) pre separdciu a kvantifikaciu
enantiomérov dimetindenu v troch jeho liekovych for-
mach (Fenistil® kapsule, Fenistil® kvapky a Fenistil® gél)
metddou kapilarnej izotachoforézy (ITP) v jednej analy-
ze, ako aj zhodnotenie valida¢nych parametrov pouZitej
metodiky.

POKUSNA CAST

Chemikdlie a roztoky

Pouzité roztoky vodiacich a zakoncujicich elektrolytov (ich
zloZenie je uvedené v tabulke 1) boli ziskané z Chemického tsta-
vu PRIF UK v Bratislave. Racemét dimetinden maleinat dodala
MP Biomedicals, Inc., USA, Fenistil® kapsule (obsah dimetin-
denu 4mg v 1 kapsule), Fenistil® kvapky (obsah dimetindenu
Img v 1ml roztoku) a Fenistil® gél (obsah dimetindenu Img v 1g
gélu) boli od vyrobcu Novartis Consumer Health SA, Nyon,
Svajéiarsko. Nesubstituované cyklodextriny (. a f) a hydroxy-
propyl-p-cyclodextrin (HP-B-CD) boli ziskané z Aldrich Co.
(Steinheim, Nemecko) a karboxyetyl-f-cyclodextrin (CE-$-CD)
od CycloLab Ltd. (Budapest, Madarsko). Voda pouzivana na pri-
pravu roztokov bola demineralizovand reverznou osmézou na
stpci zmesného ionexu zariadenim Rowapur a docistovand zari-
adenim Ultrapur (obidva Premier, Arizona, USA).

Priprava vzoriek

Obsah desiatich kapstl s obsahom dimetindenu bol zvaZeny
a nasledne homogenizovany. MnoZstvo zmesi zodpovedajice
8 mg dimetindenu bolo suspendované v 40 ml demineralizova-
nej vody po dobu 24 hodin. 5 ml tejto suspenzie bolo podrobe-
né centrifugacii (5000 ot/min) po dobu 10 min a po nariedeni
supernatantu na vysledni koncentraciu 100 mg/l davkované
(30 ul) priamo do pristroja cez jednorazovy membranovy filter
(velkost pérov 1,2 um).

10 g gélu (obsahujice 10 mg dimetindenu) sa rozpustilo
v 50 ml demineralizovanej vody. Z tohto roztoku sa pred ana-
lyzou pripravili merané vzorky riedenim vodou na vyslednu
koncentraciu 100 mg/1 a priamo déavkované do pristroja cez jed-
norazovy membranovy filter (1,2 um).
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Tab. 1. ZloZenie elektrolytovych systémov

Vodiaci elektrolyt ES1 ES2
rozpustadlo H,0 H,0
vodiaci kation K* K*
koncentracia (mmol/l) 10 10

protiiéon CH,COOH CH,COOH
pH 4,8 4,8
aditivum m-HEC m-HEC
koncentracia (%, w/v) 0,2 0.2
chirdlny selektor - CE-pB-CD
koncentracia (mmol/) - 4

Zakoncujtci elektrolyt

rozpustadlo H,0 H,0
zakoncujuci kation B-alanin B-alanin
koncentracia (mmol/l) 5 5

Kvapky s obsahom dimetindenu boli riedené priamo pred
analyzou na poZadovanu koncentraciu (100 mg/l) a davkované
priamo do pristroja.

Pristroje

Izotachoforetické merania boli uskuto¢nené na pristroji CS
Isotachophoretic Analyser (Villa—Labeco, Spi$skd Nova Ves,
SR) v jednokolénovom usporiadani (dizka 160 mm, vnitorny
priemer 800 um) a vodivostnou detekciou.. Zber dat a vyhod-
nocovanie vysledkov bolo realizované pocitacom. ITP analyzy
boli uskuto¢nené v kationickom reZime s priamym injektova-
nim vzoriek, ddvkovany objem 30 ul, hnaci priad 250 uA, tep-
lota laboratérna, dizka analyzy 11 mindt.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V préci boli sledované podmienky pre separaciu a sta-
novenie enantiomérov dimetindenu metédou kapilarne;j
izotachoforézy (ITP). KedZe ide o bazické liecivo, mera-
nia boli robené v kationickom reZime, pricom vyber
elektrolytovych systémov liSiacich sa zloZenim a pH
vychadzal z prace '*. V tychto systémoch sa optimalizo-
val typ a koncentricia chirdlneho selektora vzhladom na
¢o najvacsiu enantioseparacnu ucinnost. Kedze pri hod-
notdch pH vodiaceho elektrolytu mensich ako 4,4
dochadzalo pri pouZiti chiralneho slektora s koncentra-
ciou potrebnou na enantiosepardciu dimetindenu k posu-
nu z6ny analytu do zény zakoncujiceho i6nu (pri men-
§ich koncentraciach chirdlneho selektora dimetinden
migroval v samostatnej zone, ale chirdlne nerozseparo-
vany), bol pre dal§ie merania vybrany elektrolytovy
systém s hodnotou pH vodiaceho elektrolytu 4,8 (ES 1
v tabulke 1). Tento systém sa pouzival pre achiralne sta-
novenie dimetindenu.

Ako chirdlne selektory boli skiSané nesubstituované
cyklodextriny (a-CD s koncentraciou 1-50 mmol/l
a B-CD s konc. 1-10 mmol/l, a tiez substituované cyklo-
dextriny (neutrdlny HP-B-CD s konc. 1-50 mmol/l
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Tab. 2. Hodnotenie presnosti ITP metédy stanovenia enantiomérov dimetindenu v elektrolytovom systéme ¢ 2 pri davkovani
30 ul standardného roztoku racemdtu dimetindenu s koncentrdaciou 100 mg/l

Relativna smerodajnd odchylka s (%), n =6

opakovatelnost
enantiomér 1 enantiomér 2

reprodukovatelnost
enantiomér 1 enantiomér 2

relativ. vyska skoku (RSH) 0,49 0,55 0,61 0,42
dlzka zény 0,75 0,63 0,82 0,77

Tab. 3. Stanovenie dimetindenu a pomeru jeho enantiomérov v jednotlivych liekovych formach v elektrolytovom systéme é. 2

pomer enantiomérov (%)

Liekova forma deklarovany obsah  stanoveny obsah  relat. smer. odch.  enantiomér 1 enantiomér 2
s, (%)

Fenistil® kapsule 4 mg/1 kapsulu 98,87 1,93 49,12 50,88

Fenistil® kvapky 1 mg/1 ml kvap. 99,68 0,91 49,24 50,76

Fenistil® gél 1 mg/1 g gélu 101,89 1,04 48,97 51,03

Tab. 4. Hodnoty vytaznosti ITP metédy zistené standardnym pridavkom dimetindenu do liekovych foriem v elektrolytovom

systéme ¢. 1 (achirdlny) a ¢ 2 (chirdlny)

Pridané mnozstvo

stanovené mnozstvo

vytaznost (%)

(mg/) (mg/) =5 (%)
liekova forma achirdlny chirdlny achirdlny chiralny
Fenistil® kapsule 50 49,05+1,82 48,83+1,57 98,10 97,66
Fenistil® kvapky 50 49,54x1,75 48,94+1,89 99,08 97,88
Fenistil® gél 50 49,48+1,53 49,06+1,92 98,97 98,12

Obr. 2. Izotachoforeogramy vodnych roztokov lieku Fenistil®
kvapky v elektrolytovom systéme ¢. 1 (a) a ¢ 2 (b)
Koncentrdcia dimetindenu 100 mg/l, ddvkovany objem 30 ul,
hnaci prud 250 uA, DIM(1) a DIM(2)-enantioméry
dimetindenu, LE-vodiaci elektrolyt, TE-zakondéujici
elektrolyt, R,t-rastici odpor a éas

a nabity CE-p-CD s konc. 1-6 mmol/l, ktory mal hodno-
tu ndboja opacnd ako analyt, takZe migroval opa¢nym
smerom). Pouzitie a-CD, B-CD a HP-3-CD ako chiral-
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nych selektorov vo vSetkych skusanych koncentraciach
sa ukdzalo ako nevhodné, pretoze sice dochadzalo k ich
interakcii s dimetindenom, ale nie k jeho chiralnej sepa-
racii (a-CD a -CD) alebo bola enantioseparacia nedo-
stato¢na (HP-f-CD). Najlepsie vysledky boli dosiahnuté
pouzitim CE-B-CD s koncentraciou 4 mmol/l (pri jeho
koncentracii mensej ako 2 mmol/l nedochéadzalo k enan-
tioseparacii dimetindenu a pri jeho koncentricii vicsSej
ako 6 mmol/l dimetinden migroval v zéne zakoncujtice-
ho i6nu), takze pre separdciu enantiomérov dimetindenu
sa pouzival elektrolyovy systém s pridavkom CE-3-CD
(ES 2 v tabulke 1).

Po optimalizacii separa¢nych podmienok boli hodno-
tené niektoré validacné parametre (linearita, presnost,
spravnost, robustnost, limit detekcie a kvantifikacie)
navrhnutej I'TP metddy. Linearita bola hodnotena na pia-
tich réznych koncentraciach v rozsahu kalibracnych
merani 40 azZ 200 mg/1 pre kazdy enantiomér dimetinde-
nu. Vyhodnotenim kalibra¢nych zavislosti y = a + bx
(a — usek na osi y; b — smernica priamky) boli ziskané
regresné rovnice y = -0,0846+0,1183x (enantiomér 1) ay
=-0,0713+0,1224x (enantiomér 2), s hodnotou korelac-
ného koeficientu 0,9994 pre obidve priamky, ¢o potvrd-
zuje dobru linearitu kalibracnych zavislosti.

Presnost izotachoforetického stanovenia bola hodno-
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tend na zaklade opakovanych stanoveni (n=6) roztoku
Standardu (racemat dimetindenu) s Kkoncentraciou
100 mg/1, pri¢om vzorky boli analyzované v priebehu
jedného diia s pouzitim rovnakych pracovnych roztokov.
Pre posudenie reprodukovatelnosti boli pripravené a ana-
lyzované vzorky (n=6) za rovnakych pracovnych pod-
mienok. Analyzu vykondval iny pracovnik, za pouZitia
inych roztokov, ktorych zloZenie vSak bolo rovnaké ako
v predchadzajicom pripade. Merania boli robené na
dvoch pristrojoch, liSiacich sa dizkami kapildr. Toleran-
cia hodn6t pH elektrolytovych systémov bola +0,4 jed-
notky. Tymto bola zaroveni overend robustnost metddy.
Relativne smerodajné odchylky (s) hodnotenia presnos-
ti ITP stanoveni jednotlivych enantiomérov su uvedené
v tabulke 2.

Detekény limit pre stanovenie enantiomérov dimetin-
denu dosiahnuty za pracovnych podmienok, pri ktorych
sa analyzovali redlne vzorky, ma hodnotu 9 mg/l pre
obidva enantioméry a za medzu stanovenia moZno
pokladat koncentraciu 18 mg/l taktiez pre obidva enan-
tioméry.

Validovana metdéda bola pouzitd na stanovenie celko-
vého mnozZstva dimetindenu a pomeru jeho enantiomé-
rov v troch liekovych forméach (Fenistil® kapsule, Fenis-
til® kvapky a Fenistil® gél), pricom vysledky
jednotlivych stanoveni su uvedené v tabulke 3. Sprav-
nost metddy je vyjadrena ako vytaznost (%), ktora bola
hodnotend kompletnou analyzou Siestich modelovych
vzoriek metddou Standardného pridavku (50 %). Vysled-
ky analyz uvadza tabulka 4. KedZe hodnoty vytaznosti
boli blizke 100 %, moézZzeme metdédu povazovat za spra-
vnu.

Obrazok 2 uvadza priklady redlnych izotachoforeo-
gramov vodnych roztokov lieku Fenistil® kvapky v elek-
trolytovom systéme €. 1 (a) a €. 2 (b). Z uvedenych zaz-
namov je zrejmé, Ze za danych pracovnych podmienok
neinterferuji Ziadne iné zloZky pritomné v analyzova-
nych vzorkach, ¢o potvrdzuje selektivitu stanovenia.

Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze nami navrhnu-
td metodika je jednoduchd, rychla, presnd, selektivna
a poskytuje reprodukovatelné vysledky. Vyhodou je nie-
len kréatky Cas analyz a minimélna prediprava vzorky, ale

— D

aj nizke prevadzkové naklady a tieZ nizka spotreba chi-
ralneho selektora, ¢o robi z navrhnutej ITP metédy dob-
ra alternativu k beZne pouZivanym analytickym meto-
dam. Potencidl metédy spociva taktieZ v jej moZnosti
pouZitia ako prekoncentracnej a preseparacne techniky
pri on-line spojeni s inymi metédami, najmia CZE.

Praca je stucastou vyskumného programu podporovaného v ramci
grantovych dloh & 1/1196/04 a &. 1/2310/05 grantovou agentirou MS
SR VEGA.
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