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1. Uvod

S chiralitou se setkdme u vice neZ poloviny uZzivanych
1éciv. Ze skupiny syntetickych chirdlnich 1é¢iv je vice nez
80 % 1éciv vyrdbéno a predepisovdno ve formé racematu,
tj. ekvimoldrnich smési enantiomerti. Obvykle pouze jeden
z izomerl vykazuje zadouct terapeutické i¢inky a druhy mus{
byt povazovdn za tzv. izomerni balast. Nezddouci izomery
mohou interagovat s odlisnymi receptory nebo enzymy a vést
ke vzniku rozdilnych metaboliti a nezddoucich vedlejsich
ucinkt ¢i toxicité 1é¢iva nebo ,,pouze” zatéZuji organismus
vstupem neaktivni latky.

Prestoze existence stereoizomerie u chemickych sloucenin
byla pozndna pied vice nez 100 lety, v klinické farmakologii
a toxikologii byla doneddvna tématem zcela opomijenym.
Teprve v poloviné 80. let zacali odbornici uvazovat nejednot-
ny charakter chirdlnich 1éCiv a na racemat léCiva, ktery je
nejcastéjSim pripadem chirdlniho léCiva, pohlizet jako na smés
dvou ldtek, které se v chirdlnim prostiedi Zivych organismd
chovaji rozdilné'%. Byla vyvolana §iroka diskuse o stereose-
lektivité¢ farmakokinetickych a farmakodynamickych vlast-
nosti 1é¢iv a o nutnosti opustit ve farmakologickych studiich
nestereoselektivni analytické metody, které nedovedou rozli-
Sovat mezi enantiomery'. Intenzivni diskuse v&dct a farma-
ceutickych vyrobcti se ucastnily i 1ékové regulacni agentury
a zac¢dtkem 90. let formulovaly svd stanoviska k problematice
,enantiomer vs. racemat®, orientovand ve prospéch enantio-
merné& &istych 16&iv>.

Stimulem pro studium farmakologickych vlastnosti enan-
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tiomerl chirdlnich 1é¢iv a vyvoj enantiomerné Cistych 1é¢iv
byl soucasné i mohutny rozvoj technik syntézy a izolace
enantiomerd a stereoselektivni analytické metodologie.

Pod vlivem striktn{ politiky 1ékovych agentur roste v sou-
Casné dobé pocet 1éCiv vyvinutych a vyrdbénych ve formé
Cistych enantiomert. U takovych 1é¢iv se nezddouci enantio-
mery fadi mezi ostatni organické necistoty léCiva a jako takové
by mély byt také limitovdny a kontrolovany.

2. Cistota léciv

Cistota neni exaktnim pojmem. Je vzdy ddna pouZitou
analytickou technikou a je tedy zdvisld na dosaZzeném rozvoji
analytické metodologie, pficemz absolutni Cistoty nemuze byt
dosazeno. Vsechna léciva nutné obsahuji necistoty a Cistota
1éCiv a farmaceutickych piipravkd je proto stdle predmétem
dalsiho studia a nikdy nekonciciho zlepSovani zkousSek a zpfis-
novani kritérii.

Zamétime-li se pouze na chemické necistoty 1éCiv (opo-
mijejice napt. mikrobiologickou ¢istotu), mizeme rozdélit
necistoty u 1é¢iv a farmaceutickych pripravki na necistoty
organické, anorganické a zbytkovd rozpoustédla. Organické
necistoty zahrnuji latky obsazené jiz v materidlu pouzitém pro
vyrobu léciva, latky vznikajici jako vedlejs$i produkty nebo
meziprodukty pfi vyrobé a degradacni produkty.

Mezi tyto organické necistoty je nutno fadit i nezadouci
stereoizomery pfitomné v enantiomerné Cistych lIécivech.

Ptipustné hladiny organickych necistot v 1é¢ivech jsou
dany ptfedevsim jejich toxicitou, ddle dostupnosti a finan¢ni
ndkladnosti syntézy 1éc¢iva, analytickymi moznostmi a v ne-
posledni fad€ i zpGsobem a dobou uZzivdni a maximdlnimi
dennimi ddvkami lé¢iva. Neddvno prijatd mezindrodni harmo-
nizaéni smérnice® pozaduje, aby viechny necistoty vyskytujici
se v mnozstvi nad 0,1 % byly identifikovdny a limitovdny
a aby byla ovéfena jejich biologickd bezpecnost v toxikolo-
gickych studiich. U zvlasté toxickych nebo farmakologicky
ucinnych necistot mtize byt uvedeny limit jesté niZsi.

Enantiomerni necistoty vSak byly z této smérnice vynaty
a pro jejich obsah zatim plati jen doporuceni obsazené v novejsi
smérnici pro specifikaci 1é¢iv’, zabyvajici se souborem zkou-
Sek, analytickych postupt a vhodnych kritérii u novych synte-
tickych1éciv. V ¢ésti o specifickych zkouskach je doporuceno,
aby se i k enantiomernim, pfipadné diastereomernim necisto-
tam pristupovalo stejné jako k organickym necistotdm a jejich
obsah byl limitovdn a kontrolovdn podle zdsad smérnice pro
necistoty v 1écivech®, pokud tomu nebran{ technickd omezeni.

3. Stanoveni enantiomerni Cistoty

Klasickou metodou pro stanoveni enantiomernich necistot
je polarimetrie neboli méfeni optické otacivosti (v tomto pfi-
padé mizeme pro Cistotu pouzit termin optickd Cistota). Je to
metoda univerzdlni a jednoduchad, ale zdroven mdlo selektivn{
a Casto nedostatecné citlivd a presnd, vyZaduje znalost specifické
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optické otdcivosti Cistého enantiomeru a nevyhodou miize byt
i ndrocnost na mnozstvi vzorku potfebné pro stanoveni.

Z neseparac¢nich metod ziskdvd v posledni dobé na vy-
znamu NMR spektroskopie, kterd je obecné metodou achiraln{
a pro rozliSeni enantiomert vyuzivd bud nepiimé metody
s derivatizaci chirdlnimi ¢inidly nebo metody pifmé s chirdl-
nimi solvata¢nimi ¢i posuvovymi Cinidly”.

Nejsirsiho pouziti v§ak doznaly v poslednich dvou deka-
ddch enantioselektivni separacni metody. Jsou zaloZeny bud
na pifimych separacich, probihajicich v chirdlnim systému
nebo na separacich nepiimych, které probihaji v achirdlnim
systému, ale vlastni separaci pfediazuji derivatizaci chirdlnim
¢inidlem. Z této velké skupiny modernich metod se pfi separa-
cich a stanovenich enantiomert 16¢iv nejispés$néji a nejhojnéji
uplatituji metody HPLC’'?a kapildrni elektroforézy (CE)'*16,

HPLC metodologie ddvd v soucasné dobé prednost pfi-
mym separacim na chirdlnich staciondrnich fdzich (CSP),
jejichz vybeér je velice pestry9’17‘19a je stale obohacovan vyvo-
jem CSP s novymi chirdlnimi selektory.

U CE metodologie je nejcastéji pouzivanou enantiose-
lektivni technikou pfiddvani chirdlniho selektoru k nosnému
elektrolytu. V soucasné dobé je k dispozici velké mnozZstvi
chirdlnich selektord nejriznéjsi povahy, pficemz nejpocetnéj-

nost a rychlost vyvoje metody a v neposledni fadé¢ i mensi
spotfebu vzorkl a chirdlnich selektord a nizsi naklady. Nevy-
hodou vsak je, Ze casto nedosahuje stejné citlivosti a reprodu-
kovatelnosti jako HPLC.

Stanoveni enantiomerni ¢istoty klade na pouzité separacni
metody pifsnéjsi pozadavky neZ separace enantiomerd v race-
matu, nebot se jednd o stanoveni nizkych koncentraci enantio-
merni necistoty v piitomnosti majoritniho enantiomeru. Roz-
lisen{ postacujici pro tplnou separaci enantiomerd v racematu
neni dostatecné pro citlivé stanoveni enantiomerni Cistoty.
Obecné se uvadi, ze musi byt u racemdtu dosazeno rozliseni
nejméné 2, jestliZe metoda md byt pouzita pro stanoveni
enantiomerni neéistotyzl.

Podobné jako u kazdého stanoveni necistot separacni me-
todou je i v tomto piipadé dilezité poradi eluce majoritni
a minoritni slozky. Pfesnéjsich a spravnéjsich vysledkl a vy-
razného zvyseni citlivosti je dosazeno, je-li pik enantiomer-
ni necistoty detegovan pred majoritnim pikem enantiomern{
cinné latky?

Lékopisy i v soucasné dob& spoléhaji ve vétsiné piipadd
kontroly enantiomernich necistot na méteni optické otacivosti,
tiebaze se ukazuje, Ze polarimetrické metody neodpovidaji
soucasnym pozadavkim na kontrolu Cistoty. Vzhledem k ne-
dostatecné selektivité polarimetrickych metod mohou byt z4d-
roven s nezddoucim enantiomerem stanovovany i dalsi orga-
nické neistoty, které jsou opticky aktivni. Sirokd rozmezi
optické otdcivosti uvddénd v lékopisech u polarimetrickych
metod toleruji pfitomnost i nékolika jednotek procent (2—5 %)
enantiomernich neéistot%%, zatimco ostatni organické necis-
toty jsou bézné stanovovany na urovni desetiny procenta
v souladu s pozadavky mezindrodni harmoniza¢ni normy® (viz
¢ast 2). Navic mlze byt toto rozmezi stanoveno nespravné
a v dusledku toho pak dochézi k absurdnf situaci, Ze enantio-
mer lé¢iva ge ,,pIilis* Cisty, a proto nevyhovuje pozadavkim
v lékopise®.
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Jak bylo zminéno v tivodu, trend soucasné doby je pouzi-
vat 1éc¢iva ve formé jediného enantiomeru. Lékopisné clanky
pro takovdto nové vyvinutd 1éCiva jiz obsahuji kvalitnéjsi
analytickou metodologii a s nimi za¢ina do 1ékopist zvolna
pronikat enantioselektivni HPLC. Napf. Evropsky lékopis
a jeho doplitky?’ uvadéji tuto metodu ve tiech ¢lancich pro
enantiomerné Cistd léCiva, tii dalsi ¢lanky s enantioselektivn{
HPLC jsou pf‘ipravovényzs’w.

4. Kontrola enantiomerni c¢istoty levodopy,
methyldopy a karbidopy jako ilustrativni
priklad

Pro ilustraci problematiky diskutované v tomto ¢lanku
uvedeme konkrétni piiklady vyuZziti HPLC a CE metod pro
stanoveni enantiomerni ¢istoty tif chemicky pfibuznych lé¢iv
uzivanych ve formé L-izomerd a porovndme tyto metody
s 1ékopisnymi polarimetrickymi metodami.

Levodopa (L-2-amino-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova
kyselina) je Siroce pouZzivdna pii 1é¢bé Parkinsonovy nemoci
a patif k té mensiné syntetickych chirdlnich 1éciv, kterd jsou
jiz mnoho let vyrdbéna jako Cisté enantiomery. Diivodem bylo
nulocytopenia), které byly pozorovany u dopy, jez je race-
mickou smési obou enantiomer@ .

Ve formé ¢istého enantiomeru jsou uzivany i methyldopa
(L-2-amino-2-methyl-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova kyseli-
na), predepisovana jako antihypertensivum a karbidopa (L-2-
-hydrazino-2-methyl-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionovd kyseli-
na) aplikovand spole¢né s levodopou jako antiparkinsonikum.

Tabulka I 3
Mg¢feni optické otaCivosti dle CL 97 (levodopa a karbidopa)
a CSL 4 (methyldopa)

Lécivo Pridavek Optickd Lékopisem
D-izomeru  otdivost®  povolené
[%)] ] rozmezi®
[°]
Levodopa 0 -1,310
0,50 -1,313
1,00 -1,299 -1,27 az -1,34
1,98 -1,278
5,02° ~1,260
Methyldopa 0 —-15,42
0,50 -15,09
1,00 -14,84 -12,5az-15,5
1,97 —-14,73
4,79 -13,91
Karbidopa 0 -23,63
3,21 -22,52 —22,5az7-26,5
533° ~19,89°

2 U levodopy jsou uvedeny hodnoty zmé&feného thlu optické
otativosti o, které jsou limitovany lékopisem. U methyl-
dopy a karbidopy jsou uvedeny hodnoty specifické optické

T 120 L R S b
otacivosti [o];, které jsou limitovany Iékopisem, °hodnoty
nevyhovujici pozadavkim lékopisu
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Tabulka II
HPLC a CE metody separaci enantiomerd levodopy, methyldopy a karbidopy a jejich vyuZitelnost pro stanoveni enantiomern{
Cistoty
Lécivo Enantioselektivni Detekéni Valida¢ni Komentar
separacni metoda limit* [%] studie
Levodopa LEC s dime-L-Phe 0,04 + Vhodna4 pro citlivé stanoveni enantiomern{
Cistoty. Vyzaduje dlouhé ustavovani rovnovahy
na koloné.
LEC s L-Phe - - Vhodna pro citlivé stanoveni enantiomerni
Cistoty. Vyzaduje dlouhé ustavovani rovnovahy
na kolong.
teikoplanin CSPRPLC 0,03 + Robustni metoda pro citlivé, rutinni stanoveni
enantiomerni Cistoty. Moznost doladit rozliseni
obsahem ethanolu v mobilni fazi (test zptisobilosti).
teikoplanin CSPPOLC - - Separace s nizkou tcinnosti a dlouhymi retenénimi
Casy.
CE s SBECD 0,02 - Vhodna pro citlivé stanoveni enantiomernf Cistoty.
Methyldopa LEC s dime-L-Phe - - Stanoveni nizkych koncentraci R-izomeru je
znemoznéno interferujicim negativnim pikem.
teikoplanin CSPRPLC - - Neni dosazeno tiplné separace enantiomeru.
teikoplanin CSP POLC 0,40 + Vyuzitelna pro stanoveni enantiomernf Cistoty.
RozliSeni enantiomert nelze ovlivnit sloZenim
mobilni faze, citlivé stanoveni vyzaduje kolonu
s vysokou dc¢innosti.
CE s SBECD 0,05 + Vhodna pro citlivé, rutinni stanoveni enantiomerni
Cistoty. Moznost doladit rozliSeni enantiomert
koncentraci SBECD (test zpGsobilosti).
Karbidopa LEC s L-Phe 0,05 + Vhodna4 pro citlivé stanoveni enantiomerni Cistoty.
VyZaduje dlouhé ustavovani rovnovahy na kolonég.
CE s SBECD 0,10 - Vhodna pro citlivé, rutinni stanoveni enantiomerni
Cistoty. Moznost doladit rozliSeni koncentrac{
SBECD (test zpisobilosti).
teikoplanin CSPRPLC 0,50 - NiZzsi dc¢innosti separace vedou k nizZ§im detekénim
limittm.
teikoplanin CSP POLC 0,50 - Nizsi dcinnosti separace vedou k niz§im detekénim
limitam.

# Stanoveny z poméru signdl/Sum a vyjadieny jako obsah D-izomeru vztaZeny k celkovému obsahu L+D-izomeru

4.1. Lékopisné polarimetrické metody

V tabulce I jsou uvedeny vysledky méfeni optické ota-
¢ivosti podle piislusnych metod European Pharmacopoeia
(Ph. Eur.)*", které jsou zdroveii i metodami Ceského lékopisu
(CL 97)*%. Pro mé&feni byly namichdny smési D- a L-izomert
o zndmém slozeni, uvedeném v prvnim sloupci tabulky. Po-
sledni sloupec pak obsahuje pifpustnd rozmezi optické otd-
Civosti uddvand v Iékopisech.

U methyldopy jsme pouzili metodu dle Ceskoslovenského
lékopisu (CSL 4)*, protoze metoda podle Ph. Eur. a CL 97
pouziva roztoky methyldopy v silné koncentrovaném, visk6z-
nim roztoku chloridu hlinitého a jsou zndmy experimentaln{
potiZe s provadénim této metody>".

Podle oc¢ekdvéani doklddaji vysledky nedostatecnou citli-
vost metod. Ve vSech pfipadech prestdvaji lékopisnym limi-
tim vyhovovat aZ smési obsahujici vice jak 2 % D-izomeru
jako negistoty, u methyldopy zkousené dle CSL 4 dokonce

vyhovuje i smés obsahujici 4,79 % D-izomeru. Velkou S§ifi
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pripustného rozmezi pro optickou otdcivost mizeme doku-
mentovat na piipadu karbidopy. Interval piipustnych hodnot
specifické otacivosti karbidopy md podle Ph. Eur i CL 97 ifi
4,0°. Nase méfeni ukdzala, Ze ptiddni i tak velkého mnozstvi
jako je 5,3 % D-izomeru k L-karbidopé zménilo specifickou
otacivost o hodnotu mensi neZ je uvedeny interval (rozdil mezi
hodnotami specifické otdcivosti pro karbidopu s nulovym
obsahem D-izomeru a s obsahem 5,33 % D-izomeru, uvede-
nymi v tabulce I, je 3,74°).

4.2. Enantioselektivni HPLC metody

Pro pfimou separaci aromatickych aminokyselin s primar-
ni aminovou skupinou, k nimz patfi svym chemickym sloze-
nim dopa i methyldopa, nabizi soucasnd enantioselektivni
HPLC metodologie nékolik moZnosti: chromatografii s vymeé-
nou ligandt® (LEC), kterd je viibec nejstarii enantioselektivni
HPLC technikou, pouziti cyklickych polyetherG v chirdln{

stacionarni nebo mobilnf fazi*®3", pouziti staciondrni faze s vd-



Chem. Listy 94, 994 — 1002 (2000)

zanym ot-cyklodextrinem38 nebo nejnovéji staciondrni faze
s vazanym glykopeptidovym antibiotikem teikoplaninem>**,

Teikoplanin se ukdzal byt zvlasté icinnym chirdlnim se-
lektorem pro enantioseparace aminokyselin, kdyz bylo do-
sazeno separace u 45 racemdtl z 55 zkouSenych aminoky-
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selin®’. Proto jsme podrobné prostudovali moznosti jeho po-
uziti pro separaci enantiomerti dopy, methyldopy i karbidopy.
Pracovali jsme v reverznim separa¢nim médu (RP), pouziva-
jicim jako mobilni fazi smés alkohol-voda i v médu s poldrné
organickou mobilni fazi (PO), tvofenou smési methanolu,

B
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5 -
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o kw\
|\»/i . | 1
0 4 8 12
t, min
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Obr. 1. Chromatografické zdznamy separace racematu dopy (A, C) a smési enantiomert dopy obsahujici 0,1 % p-dopy (B) nebo 0,5 %
D-dopy (D); A, B: teikoplaninovd staciondrni faze (kolona o rozmérech 150x4,6 mm), mobilni faze 65 % (v/v) ethanol — 35 % (v/v) voda,
prutokova rychlost 0,7 ml.min”, UV detekce pfi 280 nm; C, D: chromatografie s vyménou ligandti na koloné C18, 250x4,6 mm, mobilni faze
10 % (v/v) methanol — 90 % (v/v) octan médnaty (¢ = 1 mmol.I") o pH 4,5 obsahujici dime-L-Phe (¢ =2 mmol.I™), prutokova rychlost 0,8

ml.min”, UV detekce pfi 228 nm
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triethylaminu a kyseliny octové?*, U dosazenych separaci
enantiomerd byl ddle zkouman jejich potencidl pro stanoveni
enantiomerni Cistoty L-izomerd**>>!

Pro srovnéni jsme ddle pouzili i LEC s chirdlni mobil-
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ni fazi obsahujici bud N,N-dimethyl-L-fenylalanin (dime-L-
-Phe)**? nebo L-fenylalanin (L-Phe)**.

Pouzit¢ HPLC metody enantioseparaci jsou ptehledné
uvedeny spole¢né s dosazenymi detekénimi limity a s komen-

B
200 1 L-mdopa
V, mV D-mdopa
100 |
5 10 15 20
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D ~
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600
400
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200 |
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Obr. 2. Chromatografické zaznamy separace racematu methyldopy (A, B, C) a smési enantiomerti methyldopy obsahujici 1 %
D-methyldopy (D); A: chromatografie s vyménou ligandi na koloné C18, 250x4,6 mm, mobilni faze 10 % (v/v) methanol — 90 % (v/v) octan
médnaty (¢ = 1 mmoll") o pH 4,5 obsahujici dime-L-Phe (¢ = 2 mmol.I"), priitokova rychlost 0,8 ml.min”, UV detekce pii 228 nm,
B: chromatografie na teikoplaninové stacionarni fazi (kolona o rozmérech 150x4,6 mm), mobilni faze 65 % (v/v) ethanol — 35 % (v/v) voda,
prittokova rychlost 0,7 ml.min™', UV detekce pfi 280 nm, C, D: jako B ale s polarni organickou mobilni fizi obsahujici smés 99,99 % (v/v)
methanolu, 0,005 % (v/v) kyseliny octové a 0,005 % (v/v) triethylaminu, priitokova rychlost 0,9 ml.min"', UV detekce pii 210 nm
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tdfem v tabulce II. DosaZené separace studovanych enantio-
merd ilustruji obrdzky 1-3, experimentdlni podminky jsou
uvedeny v textu pod obrdzky. V tabulce III jsou ukdzany
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nekteré vysledky validacnich studii téchto metod. Hodno-
ty valida¢nich parametr jsou srovnatelné s hodnotami bézné
ziskdvanymi pfi stanoveni ¢istoty 1é¢iv pomoci HPLC a do-
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Obr. 3. Chromatografické zaznamy separace racematu karbidopy (A, C, D) a smési enantiomert karbidopy obsahujici 1 % p-karbidopy
(B); A, B: separace dosazeny metodou chromatografie s vyménou ligandi na koloné C18, 250x4,6 mm, mobilni fiaze 7,7 % (v/v) methanol —
92,3 % (v/v) octan médnaty (¢ = 3 mmol.l '1) obsahujici L-Phe (¢ = 6 mmol.l'l), prutokova rychlost 1 ml.min”, UV detekce pri 280 nm,
D: chromatografie na teikoplaninové staciondrni fazi (kolona o rozmérech 150x4,6 mm), mobilni faze 65 % (v/v) ethanol — 35 % (v/v) voda,
prutokova rychlost 0,7 ml.min”, UV detekce pri 280 nm, C: jako D ale s poldrni organickou mobilni fdzi obsahujici methanol s 0,005 % (v/v)
kyseliny octové, pratokova rychlost 0,9 ml.min™, UV detekce pfi 210 nm
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kumentuji dobrou pfesnost, spravnost a citlivost stanoveni.
Pouze u stanoveni enantiomerni ¢istoty methyldopy za pouZziti
teikoplaninové CSP a PO mobilni faze bylo dosaZeno ponékud
nizsi citlivosti a spravnosti, coZ je zptisobeno problémy pii
vyhodnocovani piku D-izomeru eluovaném na chvostu majo-
ritniho piku L-izomeru.

4.3. Enantioselektivni CE metody

V poslednich letech jsou pro enantioselektivni CE separa-
ce stdle vice vyuzivany derivdty cyklodextrinu s vlastnim
nabojem™. Jednim z takovychto chiralnich selektord je nedav-
no popsany polyaniontovy derivat, sulfobutylether-B-cyklo-
dextrin (SBECD), ktery je charakterizovdn primérnym stup-
ném substituce 4 a ktery md, diky svym sulfonovym skupinam,
negativni ndboj v celém rozsahu pH b&zném u CE**,

Tento chirdlni selektor jsme pouzili pfi studiu separaci
enantiomerd dopy, methyldopy a karbidopy. Na zdkladé zjis-
téné zdvislosti migracnich ¢asti a rozliSeni enantiomerti na
koncentraci SBECD byly nalezeny podminky pro separace
vyuzitelné pro stanoveni enantiomerni éistoty45. Na obrazku 4

Referaty

jsou pro ilustraci ukdzdny dva zdznamy dosaZenych separaci
enantiomerd, experimentdlni podminky jsou uvedeny v textu
pod obrdzkem.

Navrzené CE metody jsou spole¢né s HPLC metodami
uvedeny v prehledu v tabulce II, do tabulky III je pro ilustraci
zatazeno nékolik vysledkd validace CE metody stanoveni
enantiomerni Cistoty methyldopy.

4.4, Srovndani metod

Data uvedend v tabulkiach I-III dokumentuji nedostatec-
nou citlivost polarimetrickych metod a pfednosti enantiose-
lektivnich metod HPLC a CE. Pro kazdé ze ti{ studovanych
1éciv byla vypracovana nejméné jedna separacni metoda, kterd
umoziuje citlivé a selektivni stanoveni nezddouciho D-izo-
meru a kterd je vhodnd pro rutinni pouzivéni. Citlivost je ve
srovndni s polarimetrickymi metodami o 1-2 fady vyssi a na-
rozdil od polarimetrickych metod jsou tyto metody nejen
selektivni, ale v nékterych pripadech umoziuji i soucasné
stanoveni dal$ich organickych ne&istot™.

Enantioselektivni CE se ukdzala byt dobrou alternativou
k HPLC ajeji pouziti pro stanoveni enantiomerni ¢istoty mtize

A . .
30 1
mAU D-dopa
20 L-dopa J
D-mdopa
L-mdopa
10 1
0 | PR ‘. | S ) 1
0 25 50
t, min
B . . . . T .
L-cdopa
50 D-cdopa 1
mAU
25 ¢ 1
!
0 I\MJLM‘ ]
0 5 10 15 20 25 30 35
t, min

Obr. 4. Elektroforetické zdznamy separace enantiomerd dopy, methyldopy a karbidopy ziskané pfi teploté¢ 20 °C za pouziti kiemenné

kapildry o ?rﬁméru 50 um a celkové délce 47 cm (délka k detektoru
40 mmol.I", pH 2,50) a chirélni selektor SBECD o koncentraci 3,06
napéti 18 kV normdlni polarity (A) nebo obricené polarity (B)

40 cm) a elektrolytového systému obsahujiciho fosforecnanovy pufr (c =
mmol.l" (A) nebo 20,04 mmol.I'" (B), UV detekce pfi 200 nm, separacni
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Tabulka IIT

Validace HPLC a CE metod stanoveni enantiomern{ ¢istoty 1é¢iv

Referaty

Lécivo Metoda Ptidavek RSD [%] Vytéznost Korela¢ni Rozsah
D-izomeru n=3az4 [%] koeficient linearity
[%] béhem dne  mezi dny [ug.ml™]
Levodopa LEC 0,50 2,3 5.7 99,4 0,9991 1-25
s dime-L-Phe 1,19 1,4 3,5 102,7
teikoplaninCSP 0,50 1,0 1,4 104,3 0,9999 2-27
RPLC 0,99 1,2 2,5 99,5
Methyldopa teikoplaninCSP 1,47 1,8 1,5 83,2 0,9815 5-27
POLC 2,97 0,4 2,2 96,2
CE s SBECD 0,55 32 2,6 108,8 0,9999 2,5-30
1,95 2,0 1,1 96,2
Karbidopa LEC s L-Phe 0,49 2,7 1,0 101,9 0,9999 1-50
byt v nékterych pripadech vyhodnéjsi nez pouziti HPLC, jak 3. FDA: Policy Statement for the Development of New
ukazuje piiklad methyldopy. Enantiomery této aminokyseliny Stereoisomeric Drugs. Chirality 4, 338 (1992).
jsou pro svoji a-methylovou skupinu na teikoplaninové sta- 4. CPMP: Directive 75/318/EEC: Investigation of Chiral
ciondrni fdzi obtiznéji rozlisitelné nez enantiomery dopy‘” Active Substances (pfijato 1993).
a ani enantioselektivni LEC neni v tomto piipadé aplikova- 5. Rauws A. G., Groen K.: Chirality 6, 72, 1994.
telnd pfi vyssich citlivostech®. Naproti tomu CE metoda se 6. ICH Tripartite Guideline Q3A: Impurities in New Drug
SBECD jako chirdlnim selektorem nabizi citlivé a spolehlivé Substances (ptijato 1995).
stanoveni Cistoty (viz vysledky validaci v tabulce III). 7. ICH Tripartite Guideline Q6A: Specifications for New
Drug Substances and Products: Chemical Substances.
Step 2, 1997.
5. Zavér 8. Dawson B. A., Mattok G. L.: Pharmeuropa 9, 347, 1997.
9. Subramanian G. (ed.): A Practical Approach to Chiral
Soucasny posun v pouzivdni syntetickych chirdlnich 1é¢iv Separations by Liquid Chromatography. VCH, New
ve prospéch Cistych enantiomerd spolu se stdle piisnéjSimi York 1994.
pozadavky na Cistotu 1éciv klade vétsi naroky i na kontrolu 10. Ahuja S. (ed.): Chiral Separation by Liquid Chromato-
enantiomerni Cistoty 1é¢iv a na metody pro tento ucel pouzi- graphy (ACS Symposium Series 471). American Chemi-
vané. Klasické polarimetrické metody neodpovidaji soucas- cal Society, Washington, DC 1991.
nym pozadavkiim na kontrolu Cistoty a souc¢asnému vyvoji 11. Petersson C., Persson B. A., v knize: Handbook of HPLC
enantioselektivni metodologie. Pfi pouZiti enantioselektivnich (Katz E., Eksteen R., Schoemakers P., Miller N., ed.), str.
metod HPLC nebo CE lze kontrolovat enantiomerni ¢istotu 669. Marcel Dekker, New York 1998.
Ié¢iv na stejné urovni, jakd je poZzadovdna pro sledovdni 12. Gilar M., Tesarov4d E., Patzelovd V., Deyl Z.: Chem. Listy
pfitomnosti organickych necistot, zatimco polarimetrické me- 88, 514 (1994).
tody zachycuji pfitomnost enantiomernich necistot neselektiv- 13. Wang F., Khaledi M. G., v knize: High Performance
né a vétSinou az pii obsahu prevysujicim vyrazné 1 %. PouZit{ Capillary Electrophoresis (Khaledi M. G., ed.), str. 791.
metod enantioselektivni HPLC a CE v 1ékopisech zlepsi dro- Wiley-Interscience Publications, New York 1998.
ven ¢lankd pro enantiomerné Cistd 1éCiva a prispéje ke zméné 14. Nishi H., Terabe S.: J. Chromatogr. A 694, 245 (1995).
v pfistupu k enantiomernim necistotdm, které jsou zatim ze 15. Fanali S.: J. Chromatogr. A 735, 77 (1996).
skupiny organickych necistot vyclenovany. 16. Vespalec R., Bocek B: Electrophoresis /8, 843 (1997.)
Je vSak tfeba zdlraznit, ze pii komplexnosti celého jevu 17. DéppenR., ArmH.,Meyer V.R.:J. Chromatogr. 373, 1 (1986).
chirality a vzhledem ke skutecnosti, Ze trend ve vyvoji 1é¢iv 18. Armstrong D. W., Tang Y., Chen S., Zhou Y., Bagwill
jasné smétuje k vétSimu poctu stereogennich center v moleku- Ch., Chen J.-R.: Anal. Chem. 66, 1473 (1994).
le syntetickych chirdlnich 1éc¢iv, pfedstavuje obecné kontrola 19. Okamoto Y., Kaida Y.: Chromatogr. A 666, 403 (1994).
stereoizomerni Cistoty 1é¢iv naro¢ny ukol pro moderni stereo- 20. Bressolle F., Audran M., Pham T.-N., Vallon J.-J.: J.
selektivni analytickou chemii. Chromatogr. B 687, 303 (1996).
21. Doyle T. D., v knize: Chiral Separations by LC (Ahuja
Tato prdce byla financné podporovdna grantem MZ CR S., ed.), str. 27. ACS, Washington, DC 1991.
(grant ¢. 3607-3). 22. PerryJ. A, Rateike J. D., Szczerba T. J.: J. Chromatogr.
389, 57 (1987).
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M. Dolezalova and M. Tkaczykova (State Institute for
Drug Control, Prague): Control of Enantiomeric Purity of
Drugs

Due to the importance of stereoisomerism for drug effica-
cy and safety and due to the strict policy of regulatory autho-
rities, pharmaceutical companies tend to produce chiral drugs
in single enantiomeric forms. In drug control, the undesirable
stereoisomers should be considered in the same manner as
other organic impurities. The potential of enantioselective
liquid-phase separation methods in determination of the enan-
tiomeric purity is demonstrated for three structurally related
drugs, levodopa, methyldopa and carbidopa. Direct HPLC and
capillary electrophoretic separations of the enantiomers of in-
terest with the use of recently introduced chiral selectors,
teicoplanin and sulfobutyl ether B-cyclodextrin, are described.
In addition, ligand-exchange liquid chromatography with N,N-
-dimethyl-L-phenylalanine or L-phenylalanine in mobile phase
is discussed. Results of measurement of optical rotation accor-
ding to the European Pharmacopoeia are mentioned and in-
applicability of polarimetric methods to assessment of enan-
tiomeric impurities (D-isomers) at levels lower than 2 % is
shown.



