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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W artykule przedstawiono dotychczasowy stan wiedzy i wyniki badan wiasnych na temat wyko-
rzystania efektu inkluzyjnego, wykazywanego przez zwiazki makrocykliczne, w detekcji potencjo-
metrycznej niektérych podstawowych lekéw hipotensyjnych, przeciwarytmicznych i bronchodilato-
réw rozdzielanych metoda wysoko sprawnej chromatografii cieczowej HPLC. Badajac wtasciwosci
tzw. elektrody z ,,ciekla membrana” zawierajaca jeden z wybranych zwiazkéw makrocyklicznych
(heksaoctanowy ester kaliksarenu, dibenzenowy eter koronowy lub oktylowana a-cyklodekstryne)
stwierdzono, ze granica wykrywalnosci uzyskanego w ten sposéb detektora moze by¢ przewidywa-
na na podstawie parametréw molekularnych charakteryzujacych hydrofobowos¢ i polaryzowalnosé
badanych lekéw. Wykorzystujac metody wieloparametrowej regresji statystycznej wyznaczono réw-
nania korelacyjne umozliwiajace optymalizacje doboru makrocyklicznego jonoforu w elektrodzie
ciektomembranowej oraz przewidywanie granicy detekcji takiej elektrody w zaleznosci od struk-
tury czasteczkowej kationowego leku B-adrenolitycznego lub B-adrenergicznego. W szczeg6lnosci
wykazano, ze detektor potencjometryczny z elektroda ciektomembranowa zawierajaca oktylowana
o-cyklodekstryng umozliwia oznaczanie w warunkach HPLC sladowych ilosci (<10-#M), takich le-
kéw jak np. klenbuterol, bufuralol, propranolol, odznaczajacych si¢ wysoka hydrofobowoscia (logP
>2,5 wg Parhama-Halla-Kiera). Wynik taki wskazuje, ze opracowana metoda detekcji moze stano-
wi¢ korzystng alternatywe wobec metod immunoenzymatycznych (ELISA), dotychczas stosowanych
w analizie toksykologicznej pozostatosci takich lekéw w plynach biologicznych. Wykazano takze, iz
zbiér wartosci odpowiadajacych granicy detekcji badanych lekéw w uktadzie jonowymiennej HPLC
moze by¢ przydatny w opracowaniu szybkiej analizy przesiewowej oraz klasyfikacji farmakologicz-
nej tych lekéw. Analizujac zebrane dane metoda wielowymiarowych czynnikéw gtéwnych (PCA)
stwierdzono, ze mozliwe jest na tej podstawie rozréznienie kardioselektywnych i niekardioselektyw-
nych B,-blokeréw stosowanych jako leki hipotensyjne. Wynika z tego, ze opracowany nowy sposéb
detekcji potencjometrycznej w uktadzie HPLC, moze by¢ zastosowany do efektywnego przeszuki-
wania nowo syntetyzowanych bibliotek kombinatorycznych lekéw hipotensyjnych. Zwigkszatoby
to mozliwos¢ identyfikacji tzw. zwigzkéw wiodacych (lead compounds) kierowanych do dalszych
wyspecjalizowanych testéw biologicznych celem opracowania nowych generacji takich lekéw.

elektrody cieklomembranowe * potencjometria ¢ skrining ¢ zwiazki makrocykliczne * QSAR °
leki -adrenergiczne * [-adrenolityki

Summary

This paper presents a comprehensive review of reference literature and the principal results of
our own studies on the use of inclusion effects of macrocyclic compounds in the potentiometric
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detection of hypotensive and antiarrhythmic drugs as well as bronchodilators following their se-
paration in HPLC systems. It was found that the properties of the liquid membrane electrodes
embodying some macrocyclic compounds (i.e. trioctylated a-cyclodextrin, dibenzo-18-crown-6
or calix[6]arene hexaethylester) enabled reasonable prediction of their sensitivity in terms of the
computed hydrophobicity and polarizability parameters of the analyzed drugs. The statistically
significant equations enabling the optimalization of the composition of liquid membrane electro-
des and the prediction of their detection limits in relation to the molecular structures of cationic
drugs were established by applying multiparameter regression procedures. In particular it was
indicated that the use of a liquid membrane electrode with trioctylated o-cyclodextrin enables
sensitive detection (<10-* M) of highly hydrophobic drugs (logP>2.5 on the Parham-Hall-Kier
scale) such as clenbuterol, bufuralol, and propanolol under HPLC conditions. These results indi-
cate that the developed potentiometric detection method of hypotensive drugs can be considered
as a promising alternative to the immunoassay procedures (ELISA) currently recommended for
the toxicological determination of trace amounts of the drugs in biological samples. It was also
shown that the set of experimentally determined detection limits characterizing the sensitivity
of the four different liquid membrane electrodes used in the cation-exchange HPLC system ena-
bled reliable screening and proper pharmacological classification of the B-adrenergic and B-ad-
renolytic drugs analyzed. Using principal component analysis (PCA) of the potentiometric data,
it was stated that a differentiation of cardioselective from non-cardioselective 3 -blockers com-
monly administered as the hypotensive drugs was possible. This result indicates that the new me-
thod of potentiometric detection in HPLC systems can be applied as an effective high-through-
put screening (HTS) procedure of large combinatorial libraries of newly synthesized drug-like
candidates. This may increase the possibilities of identifying the lead compounds to be direc-
ted to further specialized biological tests, thus enabling the successful design and formulation of
anew generation of more selective and pharmacogenome-oriented hypotensive drugs with redu-
ced side-effects.
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a ponadto miniaturyzacja elektrod stosowanych w detekcji

potencjometrycznej jest stosunkowo tatwa [161]. Elektrody

Metody potencjometryczne wykorzystujace elektrody jo-
noselektywne (ion selective electrodes — ISE) naleza do
najbardziej rozpowszechnionych metod analitycznych wy-
konywanych w warunkach statycznych lub analizy przepty-
wowej (flow-injection — FIA) [10,139,160]. Ocenia sig, ze
obecnie w ciagu roku na calym §wiecie wykonuje si¢ co
najmniej miliard analiz tego typu, uwzgledniajac takze po-
miary pH-metryczne [10]. Od prawie 10 lat podejmowane sa
préby zastosowania potencjometrii jako niezwykle proste;j
i stosunkowo czutej metody detekcji w dynamicznych wa-
runkach wysoko sprawnej chromatografii cieczowej HPLC
i rozmaitych odmianach elektroforezy kapilarnej (capillary
electrophoresis — CE) [26]. Sygnat analityczny uzyskiwany
z takiego detektora, w przeciwienstwie do detektora ampe-
rometrycznego, zalezy tylko od stezenia analitu w eluen-
cie, nie zalezy natomiast od rozmiaréw elektrody wskaz-
nikowej i od objgtosciowej szybkosci przeptywu eluenta.
Z tego wzgledu mozliwe jest zwigkszenie selektywnosci,

membranowe wytwarza si¢ w wyniku proceséw np. elek-
tropolimeryzacji [130] lub odparowania lotnego rozpusz-
czalnika [124]. W ten sposéb elektroda z odpowiednio do-
brana lub zmodyfikowana membrana, np. polimerowa, staje
si¢ sensorem potencjometrycznym umozliwiajacym zbiera-
nie i przetwarzanie informacji chemicznej, jaka przenosza
czasteczki analitow rozpuszczonych w eluencie.

W wyniku ztozonych proceséw dystrybucji i podziatu mig-
dzyfazowego, a takze selektywnych oddziatywan mole-
kularnych zachodzacych miedzy czasteczka-selektorem
(tzw. jonoforem) umieszczonym w membranie elektro-
dy wskaznikowej a oznaczanym analitem, nast¢puje ge-
nerowanie potencjatu tej elektrody. Szczegdlne znaczenie
maja wynalezione przez Simona [99] elektrody bezposred-
niego kontaktu (coated wire electrodes — CWE), w kt6-
rych péiprzepuszczalna membrana polimerowa (szklana
lub krystaliczna) jest naktadana bezposrednio na element
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przewodzacy, np. pret platynowy, miedziowy lub weglo-
wy. Postgpowanie takie umozliwia uproszczenie konstruk-
cji elektrod wskaznikowych, a przede wszystkim elimina-
cj¢ koniecznosci stosowania tzw. wewngtrznego roztworu
standardowego o statym sktadzie. W elektrodach wskaz-
nikowych z ,,ciekla membrana” najczg¢sciej wykorzystuje
si¢ membrang utworzona z wysoko molekularnego poli-
chlorku winylu (PCV) [110] z dodatkiem lipofilowego pla-
styfikatora, np. dioktylosebacynianu (DOS) lub eteru o-ni-
trofenylooktylowego (NPOE). Odpowiednia selektywnos¢
takiej elektrody, np. wobec zwiazkéw anionowych, moze
by¢ uzyskana przez rozpuszczenie w membranie lipofilo-
wej czwartorzedowej soli amoniowej lub przez umieszcze-
nie zjonizowanego zwiazku chelatowego, np. metaloporfi-
ryny [7,98,138], lub protonowanej aminy makrocyklicznej
[109,157,167]. Selektywnos¢ takiej elektrody z membrana
PCV wobec kationéw mozna uzyska¢ wprowadzajac do niej
lipofilowy jonofor w postaci surfaktanta anionowego, np.
tetrachlorofenyloboranu potasowego (TCPB).

Od wielu lat w celu poprawienia selektywnosci elektrod
,.Z ciekta membrang”, stosuje si¢ powszechnie tzw. jono-
fory obojetne, w postaci zwiazkéw makrocyklicznych.
Naturalne (walinomycyna, nonaktyna) i syntetyczne (ete-
ry koronowe, kaliksareny) nosniki kryptandowe stanowia
najczesciej wykorzystywane zwiazki makrocykliczne do
konstrukcji takich elektrod selektywnych wobec kationu
amonowego i kationéw nieorganicznych, zwlaszcza meta-
li alkalicznych i ziem alkalicznych [9]. Wedlug Lehna [87]
selektywna przepuszczalnos¢ membrany moze by¢ induko-
wana przez procesy, w ktérych sg zaangazowane czastecz-
ki obojetnego jonoforu lub kanaty w membranie. Transport
analitu w membranie za pomoca takiego jonoforu sktada
si¢ z czterech elementarnych proceséw:

1°utworzenia asocjatu jonofor—analit przy powierzchni

membrany,

2° dyfuzji utworzonego asocjatu przez membrang,

3° uwolnienia analitu przy drugiej powierzchni membrany,
4° dyfuzji wolnego jonoforu do potozenia poczatkowego

[87].

Jonofor jest zatem katalizatorem transportu membranowego,
zwigkszajacym szybko$¢ przenikania analitu przez mem-
bran¢ w poréwnaniu ze zwykta dyfuzja. Stwarza to moz-
liwos¢ kontrolowania transportu okreslonego analitu przez
odpowiednie modyfikowanie struktury czasteczki jonofo-
ru, co zostato wykorzystane m.in. do opracowania nowej
postaci lekéw, tzw. lekéw solubilizowanych [148].

Do wad membran wykonanych z PCV zaliczy¢ nalezy przede
wszystkim to, ze w czasie ich dluzszego stosowania naste-
puje stopniowe wymywanie wprowadzonych do nich celo-
wo skladnikéw elektroaktywnych (np. jonoforu) [26,110],
co prowadzi do obnizania si¢ selektywnosci i zwigkszenia
szuméw wilasnych elektrody [10,26,99,110,124,130,160,161].
Z tego wzgledu poszukuje sig ciagle nowych zwiazkéw mo-
gacych stanowic jonofory, plastifikatory lub addendy regu-
lujace przepuszczalnos¢ membrany PCV. A przy tym dazy
si¢ do opracowania nowych materialéw polimerowych, ta-
kich jak polimery jonowe [133], poliuretany [164], sieciowa-
ne polisiloksany [107] czy tez nowych sposobéw naktada-
nia membrany na elektrodg, np. z wykorzystaniem metody
,.zol-zel” [82], technik fotolitograficznych [158], fotopoli-
meryzacji [8] czy elektropolimeryzacji [130].

2. PRrzYKEADY ZASTOSOWAN DETEKCJI POTENCJOMETRYCZNE)
wHPLC CE

Metoda potencjometryczna moze by¢ szczeg6lnie uzytecz-
na do bezposredniego oznaczania zwiazkéw niezawieraja-
cych grup chromoforowych pochtaniajacych promieniowa-
nie UV, co wyklucza zastosowanie spektrofotometrii oraz
zwiazkow, ktorych derywatyzacja jest uciazliwa i nie prze-
biega w sposob ilosciowy. Egashira [39], stosujac szkla-
na elektrod¢ wskaznikowa, zapoczatkowat wykorzystanie
metody potencjometrycznej do detekcji kwaséw organicz-
nych rozdzielonych w warunkach HPLC. Elektrody kry-
staliczne odznaczajace si¢ duza czutoscia, wysoka selek-
tywnoscia, trwatoscia i mata bezwladnoscia stosowano
takze w detekcji potencjometrycznej zwiazkéw rozdziela-
nych metoda kolumnowej chromatografii cieczowej (LC)
1 HPLC [66]. Na przyktad metaliczna elektroda srebrowa
pokryta trudno rozpuszczalnymi solami srebra byta wy-
korzystywana w detekcji potencjometrycznej anionéw tio-
siarczanowych i tiocyjanianowych w warunkach chroma-
tografii jonowej [155]. Szczegdlnie interesujace rezultaty
osiagnigto przy zastosowaniu miedziowych elektrod meta-
licznych [2-4,27,29,31,44,45,51-55,93] w detekcji poten-
cjometrycznej rozdzielonych metoda HPLC kwasoéw orga-
nicznych, anionéw organicznych oraz amin alifatycznych
[29]. Podobnie, wolframowe elektrody metaliczne byly sto-
sowane w warunkach HPLC jako elektrody wskaznikowe
do detekcji kationéw metali i anionéw kwaséw organicz-
nych [30]. Elektrody ,,z ciekta membrana” charakteryzuja
si¢ mniejsza selektywnoscia i wigksza bezwtadnoscia w po-
réwnaniu z elektrodami krystalicznymi, jednak nie stanowi
to przeszkody w ich stosowaniu jako elementu detektora po-
tencjometrycznego w HPLC. Poczatkowo tego typu elektro-
dy stosowano do selektywnej detekcji pojedynczych jonéw,
np. azotanowych [142], chlorkowych [41,104] lub wapnio-
wych [83] w warunkach jonowymiennej HPLC. Haddad
i Alexander [50] przedstawili rézne warianty zastosowania
omawianej metody detekcji potencjometrycznej do ozna-
czania jednowartosciowych kationdw i anionéw rozdziela-
nych metoda jonowymiennej HPLC. Suzuki i wsp. [162] wy-
korzystali obojetne jonofory kryptandowe (walinomycyne,
nonakting, tetranakting, benzo-15-korone-5) do konstruk-
cji elektrod cieklomembranowych stosowanych w detekcji
kationéw metali ziem alkalicznych i kationu amonowego
w chromatografii cieczowej. Kationowe i obojg¢tne jonofo-
ry makrocykliczne niedawno zastosowano w elektrodach
ciektomembranowych do oznaczania odpowiednio, nisko-
czasteczkowych amin alifatycznych [129], aminoalkoho-
li [16], lekéw B-adrenolitycznych oraz B-adrenergicznych
[17,18,19,21] w warunkach HPLC z odwréconymi fazami,
par jonowych i jonowymiennej HPLC. Natomiast jonofo-
ry w postaci amin makrocyklicznych okazaty si¢ przydatne
do konstrukc;ji elektrod ciektomembranowych wykazuja-
cych selektywnos¢ wzgledem anionéw kwas6éw organicz-
nych i nukleotydéw [109,124,167].

W celu zwiekszenia czutosci oznaczania kationdw metali
i kationu amonowego, Cha i wsp. [56] zastosowali quasi-
bibliotekg jonoforéw jako sktadnikow elektrody ciekto-
membranowej. Natomiast Chen i1 wsp. [44] opracowa-
Ii matrycowa elektrode cieklomembranowa, sktadajaca
si¢ z osSmiu oddzielnych elektrod, ktéra zostata zastoso-
wana w detekcji potencjometrycznej w warunkach jono-
wymiennej HPLC.
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Miniaturyzacja elektrod umozliwia ich zastosowanie jako
detektoréw potencjometrycznych w analizie chromatogra-
ficznej metoda elektroforezy kapilarnej (CE). W warun-
kach CE stosowanie konwencjonalnej elektrody odniesienia
nie jest konieczne, gdyz jej role spetnia elektroda podsta-
wowa elektroforetycznego uktadu pomiarowego. Mozna
prowadzi¢ taka detekcje w uktadzie ,,na kolumnie” oraz
w ukladzie ,,na koficu kolumny”, ktéry jest tatwiejszy do
zastosowania [97]. Niewielka liczba publikacji opisuje za-
stosowanie detekcji potencjometrycznej w uktadzie CE, po
raz pierwszy opracowanej przez Habera i wsp. [48], a na-
stgpnie udoskonalanej przez Nanna i wsp. [111-113] oraz
Hausera i wsp. [58]. Poczatkowo stosowano elektrody mi-
kropipetowe, znane z badan elektrofizjologicznych, jednak
ich nietrwatos¢ i niestabilno$¢ spowodowata, ze zaczgto
konstruowa¢ odpowiednie elektrody cieklomembranowe
[35,76,77,141]. Doprowadzito to do opracowania przeno-
$nego, kompaktowego systemu CE z detektorem poten-
cjometrycznym [75,78]. Miedziowe elektrody metaliczne
okazaty si¢ szczegdlnie uzyteczne w detekcji potencjo-
metrycznej aminokwasow [74], kwasoéw sulfonowych [97]
i réznych jonéw nieorganicznych [97]. Oligomery i poli-
mery przewodzace zostaly zastosowane jako materialy do
konstrukcji zminiaturyzowanych elektrod membranowych
umozliwiajacych detekcj¢ potencjometryczna kwaséw kar-
boksylowych w warunkach CE [128,152]. Ostatnio daje
si¢ zauwazy¢ wzrost zainteresowania potencjometryczng
metoda detekcji, jako mozliwa do zastosowania w analizie
jondéw organicznych, np. acetylocholiny i neuroprzekazni-
kéw metoda CE [79].

3. ZWIAZKI MAKROCYKLICZNE JAKO SKEADNIKI ELEKTROD

Wykorzystanie mig¢dzyczasteczkowych oddziatywan su-
pramolekularnych, a zwtaszcza efektu kryptandowego, od-
dziatywan inkluzyjnych i samoorganizujacych si¢ systeméw
dyskretnych do modyfikacji selektywnosci i zwigkszenia
czutosci elektrod ciektomembranowych od dawna skupiato
uwage wielu grup badawczych [69]. Niepodstawione i de-
rywatyzowane etery koronowe, stanowigce wygodny model
kanatéw jonowych w membranach fosfolipidowych [159],
okazaty si¢ szczegdlnie uzyteczne jako jonofory (nosniki)
w membranach elektrod selektywnych w stosunku do katio-
néw metali alkalicznych, kationu amonowego oraz kationéw
niskoczasteczkowych amin alifatycznych (kationy oniowe)
[69,135,159]. Do selektywnego oznaczania enancjomeréw
amin wykorzystano chiralne etery koronowe; obserwowa-
ny proces enancjodyskryminacji wyjasniono zwigkszonym
udziatem oddziatywan sterycznych i stosowych (7t—1t) w kom-
pleksie supramolekularnym typu ,,gosé—gospodarz” [37].
Natomiast w przypadku amin i eteréw koronowych czgsto
dochodzi do utworzenia centrosymetrycznych komplekséw
o stechiometrii 1:2 z udzialem wiazan wodorowych [134].
Niedawno przedstawiono ilosciowe zaleznosci migdzy struk-
turg makrocyklicznych eteréw azokoronowych lub azook-
sykoronowych a wykazywana przez nie selektywnoscia jo-
noforowa w stosunku do jonéw metali [95]. Podjeto takze
badania nad znaczeniem rodzaju funkcjonalizacji i rozmia-
réw pierscienia makrocyklicznego w eterach azotiakoro-
nowych w rozpoznawaniu jonéw metali podczas proceséw
transportu w membranach PCV [163].

Najnowsze osiagnigcia w zastosowaniach makrocyklicz-
nych kaliksarendw w réznych dziedzinach chemii anali-

tycznej oméwiono w obszernym artykule przegladowym
Ludwiga [96]. Ustalono np, ze estryfikacja grup hydroksy-
lowych na dolnej obreczy kaliks[6]arenu za pomoca kwa-
su octowego, propionowego lub heksaetylooctowego oraz
wprowadzenie do niego podstawnika tert-butylowego lub
adamantylowego na gérnej obreczy, umozliwia uzyskanie
wigkszej selektywnosci jonoforowej elektrod ISE w sto-
sunku do amin pierwszorzgdowych [86,88,108], dopaminy
[118] oraz estréw fenyloalaniny i leucyny [145]. Natomiast
modyfikacja wneki kaliksarenu za pomoca grupy amido-
wej, jako dodatkowego centrum protonowoakceptorowe-
go, zwigksza selektywnos¢ jonoforowa tego makrocyklu
w elektrodach ISE wobec kationéw guanidynowych [36].
Obecnos¢ grupy tiokarbonylodiaminowej na dolnej obreczy
kaliksarenu powoduje efektywna dyskryminacjg izomeréw
tréjkarbonylobenzenu przez elektrodg ISE [63,139]. Warto
wspomnied, ze niemodyfikowane czasteczki kaliksarenu,
a takze jego heksaetyloestry, zastosowano do syntezy ko-
walencyjnie unieruchomionych na zelu krzemionkowym
faz stacjonarnych do HPLC, co pozwolito na uzyskanie se-
lektywnych rozdzieleri mieszanin weglowodoréw aroma-
tycznych, ksantyn i barbituranéw [25,61,88,147].

Natywne oraz selektywnie lub catkowicie derywatyzowa-
ne o, B- i y-cyklodekstryny od dawna sa obiektem zain-
teresowania w réznych dziedzinach chemii analitycznej
[140,165], a takze chemii farmaceutycznej [60,148,150,151].
Cyklodekstryny jako zwiazki makrocykliczne tworza kom-
pleksy inkluzyjne z obojetnymi i jonowymi czasteczkami
roznych klas zwiazkéw organicznych. Pozwala to na ich
szerokie zastosowanie do zwigkszania selektywnosci roz-
nych ukladéw separacyjnych, np. w mikrodializie [140],
w technikach membranowych [140], w chiralnej chroma-
tografii cieczowej [165], w elektroforezie kapilarnej [5,43],
czy tez detekcyjnych, np. jako jonoforéw w elektrodach
ISE [42,81,122]. W szczegdlnosci wysokolipofilowe mono-
i polifunkcjonalizowane cyklodekstryny zawierajace grupy
oktylowe, decylowe, didodecylowe, oktadecylowe, chole-
sterolowe lub dipalmitoiloglicerynowe sa wykorzystywa-
ne jako sktadniki monowarstw w chemosensorach [67].
Ponadto, modyfikowane cyklodekstryny stosowane byty
jako jonofory zwigkszajace selektywnos¢ elektrod ciekto-
membranowych wobec kationéw alkiloaminowych, arylo-
aminowych, acetylocholiny, anestetykow, tréjcyklicznych
Srodkéw antydepresyjnych, efedryny i propranololu w sta-
tycznych pomiarach potencjometrycznych [81,122]. Wzory
strukturalne zwiazkéw makrocyklicznych zastosowanych
jako jonofory w przeprowadzonych badaniach wtasnych
[17,18,19] z uzyciem skonstruowanych elektrod cieklomem-
branowych przedstawia ryc. 1.

4., ZNACZENIE POTENCJOMETRII W BADANIACH LEKOW

Astma oskrzelowa 1 nadci$nienie tetnicze zaliczane sa do
najbardziej rozpowszechnionych choréb w krajach wysoko
uprzemystowionych [24,38,103]. W leczeniu astmy wyko-
rzystuje si¢ bronchodilatory, stanowigce pochodne fenylo-
etyloaminy i bedace agonistami receptoréw 3 -adrenergicz-
nych. W farmakoterapii nadcis$nienia tgtniczego stosowane
sq szeroko m.in. aryloetanoloaminowe i arylooksypropa-
noloaminowe leki blokujace receptory B-adrenergiczne.
Wigkszo$¢ tych lekéw B-adrenergicznych i B-adrenolitycz-
nych jest wydalana z ustroju w postaci skoniugowanych me-
tabolitow i/lub w postaci niezmienionej, przy czym tylko

557



Postepy Hig Med Dosw (online), 2005; tom 59: 554-569

Y

CRw

(LX

%/T
L]
g

R=—(CH,);CH,

Ryc. 1. Wzory strukturalne zwigzkéw makrocyklicznych
wykorzystywanych jako jonofory w konstrukcji elektrod
ciektomembranowych: dibenzenowy eter koronowy (CRW),
heksaoctanowy ester kaliks[6]arenu (CLX), oktylowana
a-cyklodekstryna (CDX)

niewielka cze¢$¢ dawki terapeutycznej jest dawka efektyw-
na [24,103,146]. Ponadto, znaczne rozpowszechnienie sto-
sowania tego typu lekéw w ostatnich latach doprowadzito
do tego, ze staly si¢ one ,,niebezpiecznymi” ksenobioty-
kami, ktérych obecnos$¢ mozna stwierdzi¢ w Sciekach ko-
munalnych [153], a nawet wodach gruntowych [68] wokot
duzych aglomeracji miejskich. Mimo umieszczenia wielu
z omawianych grup lekéw na listach niedozwolonych Srod-
kéw dopingujacych i anabolicznych, w krajach UE i USA
obserwuje si¢ zwigkszanie ilosci wykrywanych przypad-
kéw ich nielegalnego stosowania w réznych dyscyplinach
sportu i rekreacji, a takze jako niedozwolonego sktadni-
ka mieszanek paszowych [33]. Ostatnio stwierdzono [33],
ze oferowane sa przez nielegalnych wytwdrcéw specjal-
nie modyfikowane pochodne takich lekéw, np. klenbute-
rol o zwigkszonej lipofilnosci, co umozliwia ominigcie
istniejacych i powszechnie aprobowanych procedur kon-
troli i analizy ich pozostatosci w tkankach, ptynach ustro-
jowych czy tez matrycach srodowiska naturalnego. Fakty

takie wskazuja na konieczno$¢ ciagtego rozwijania i udo-
skonalania istniejacych metod analitycznych, a takze opra-
cowywania nowych, ktére pozwalalyby na szybkie i tanie
oznaczanie pozostatosci omawianych lekéw [-adrenoli-
tycznych i B-adrenergicznych oraz ich metabolitéw w r6z-
norodnych matrycach.

Obecnie, do najbardziej rozpowszechnionych technik ana-
litycznych stosowanych do oznaczania pozostatosci fenylo-
aminoalkoholowych lekéw B-adrenergicznych w prébkach
biologicznych, zaliczy¢ mozna metody immunoenzyma-
tyczne (ELISA) [47], chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig masowa (GC-MS) [101], HPLC sprzgzonej
ze spektrometrig masowa [33,68] oraz HPLC z matryco-
wym detektorem diodowym (diode array detektor — DAD)
[103]. Stosunkowo nieliczne sa przypadki zastosowania de-
tekcji elektrochemicznej takich lekéw w warunkach ana-
lizy HPLC. Przyktadem moze by¢ zastosowanie detekcji
amperometrycznej [84,91] i kulometrycznej [102,131].
W warunkach statycznej analizy objgtosciowej do detek-
cji potencjometrycznej kilku B-blokeréw (np. proprano-
lolu) i lekéw B-adrenergicznych (np. klenbuterolu i jego
analogéw) stosowano pulsacyjna woltamperometri¢ réz-
nicowa [105,106,126] i potencjometrig [123,149]. Jako se-
lektywne elektrody wskaZnikowe w pomiarach tych sto-
sowano elektrody wykonane z wegla porowatego [84,131],
polianiliny [149], pasty weglowej modyfikowanej nafionem
[105,106], elektrody ciektomembranowe z PCV zawiera-
jace undecylowang f-cyklodekstryne [123] oraz elektrody
kompozytowe z imprintowang molekularnie matryca poli-
merowa [126]. Granica detekcji takich elektrod (wg defini-
cji wynikajacej z krzywej Nernsta [64]) w warunkach sta-
tycznych oznaczen potencjometrycznych wynosita zwykle
w przypadku klenbuterolu okoto 5,010 M.

Badania zachowania si¢ elektrod cieklomembranowych
podczas detekcji potencjometrycznej B-blokeréw i lekéw
B-adrenergicznych rozdzielanych metoda HPLC, moga tak-
ze sig przyczyni¢ do lepszego poznania procesow transpor-
tu membranowego takich lekéw. Procesy dyfuzji, w kt6-
rej biora udziat czasteczki np. leku B-adrenolitycznego
w fosfolipidowej membranie komérkowej moga stanowic
czynnik zmieniajacy jego wlasciwosci farmakokinetyczne.
Dlatego wykorzystuje si¢ takze badania w uktadach mode-
lowych (biomimetycznych), np. liposomach [85], zawie-
rajacych faze¢ wodna i uporzadkowana warstwe organicz-
na, do ustalenia przebiegu takich proceséw. Szczegdlnie
interesujacym byto stwierdzenie, ze retencja B-blokeréw
oraz lekéw B-adrenergicznych na kolumnach HPLC z im-
mobilizowang sztuczna btona biologiczna (IAM) opraco-
wang przez Pidgeona [119] jest dobrym modelem do prze-
widywania zachowania sig tych lekéw w postaci obojetne;j
i zjonizowanej podczas transportu w naturalnej btonie li-
pidowej [71,72,116,123].

W poréwnaniu z wynikami uzyskiwanymi z uzyciem pa-
rametrow hydrofobowosci (logP) wyznaczonych metoda
statyczna [59,115], sumowania — rozmaicie definiowanych
— statych fragmentarycznych [65,115] lub rozmaitymi me-
todami chromatograficznymi [73], hydrofobowos¢ B-blo-
keréw oraz lekéw B-adrenergicznych oznaczona metoda-
mi IAM-HPLC [115,116,120], z uzyciem liposoméw [85]
i ostatnio woltamperometrii cyklicznej [28] stanowi cze-
stokro¢ lepsza miarg charakteryzowania oraz przewidywa-
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Ryc. 2. Wzory strukturalne badanych lekdw

nia ich wlasciwosci podziatowych w naturalnie zachodza-
cych procesach membranowych.

Detekcja potencjometryczna B-blokeréw oraz lekéw -ad-
renergicznych z uzyciem elektrod cieklomembranowych
w dynamicznych warunkach HPLC przynosi szczegdlnie
interesujace wyniki, gdyz odnosza si¢ one do lekéw w po-
staci kationowej, spowodowanej gtéwnie przez protonizacje
grup aminowych w ich czasteczkach. Wptyw zmian joni-
zacji czasteczki, a takze przemieszczania si¢ wewnatrzcza-
steczkowego tadunku elektrostatycznego, na wlasciwosci
podzialowe i sposéb transportu membranowego réznych
grup lekow nie sa jeszcze dostatecznie poznane [72,85].
Dlatego podjgte przez nas badania na temat detekcji po-
tencjometrycznej lekéw P-adrenolitycznych oraz B-ad-
renergicznych w uktadach HPLC, oprécz aspektu scisle
analitycznego, umozliwiaja poznanie wlasciwosci nowego
uktadu biomimetycznego jaki moze stanowi¢ syntetyczna

membrana elektrody wskaznikowej. Rezultaty takich ba-
dan, przedstawiajace skutki zastosowania obojgtnych jo-
noforéw jako sktadnika membrany PCV i wptywu zjawi-
ska supramolekularnej inkluzji na transport membranowy
B-blokeréw oraz lekéw P-adrenergicznych, moga by¢ wy-
korzystane w opracowaniu nowych mikrofabrykowanych,
wysokoselektywnych i czutych sensoréw potencjometrycz-
nych do biomonitoringu takich lekéw oraz ich metaboli-
téw [26,160,161]. Szczegdtowe wyniki przeprowadzonych
badan wtasnych w tym zakresie zawarte sa w cyklu publi-
kacji oryginalnych [16-22,109].

5. PrzYKtAD BADAN POTENCJOMETRYCZNYCH W UKLADACH HPLC

W przeprowadzonych badaniach wiasnych na temat detek-
cji potencjometrycznej w uktadzie jonowymiennej HPLC
i RP-HPLC wykorzystano leki, ktére obejmowaly grupe
pigciu B-adrenomimetykéw i trzynastu B-blokeréw w po-
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Ryc. 3. Konstrukgja detektora potencjometrycznego (tzw. uktad
Jwall-jet”) stosowanego w pomiarach HPLC: 1 — elektroda
odniesienia; 2 — cieklomembranowa elektroda wskaznikowa;
3 — rurka kapilarna PEEK taczaca wylot kolumny HPLC
z detektorem; 4 — naczynie szklane z wylotem przelewowym;
5— pokrywa teflonowa

staci racemicznej; ich wzory strukturalne przedstawia ryc.
2. Kazdy z tych zwiazkéw scharakteryzowano za pomoca
15 parametréw molekularnych, wyznaczonych z uzyciem
programéw do modelowania molekularnego HyperChem,
Pallas i LogP-Predictor [17,18,19].

Odpowiedz detektora potencjometrycznego w warunkach
HPLC badano stosujac specjalnie skonstruowane uktady
pomiarowe przedstawione na ryc. 3. W badaniach tych sto-
sowano cztery rozne elektrody ciektomembranowe wyko-
nane z PCV, zawierajace dioktylosebacynian (DOS), tetra-
chlorofenyloboran potasowy (TCPB) oraz jeden z trzech
makrocykli (por. ryc. 1): octan heksaetylokaliks[6]arenu
(CLX), dibenzo-18-korong-6 (CRW) lub oktylowana a-cy-
klodekstryng (CDX). Istotnym parametrem wptywajacym na
czutos$¢ oraz granicg detekcji danej elektrody ciektomem-
branowej byt stosunek liczby moli TCPB, czyli zwiazku
zwigkszajacego przewodnictwo membrany PCV, do liczby
moli makrocyklicznego jonoforu w membranie. Optymalna
warto$¢ tego parametru wynosita 1:1 w przypadku elek-
trody zawierajacej jonofor CDX, 13,3:100 w przypadku jo-
noforu CRW oraz 8,31:100 w przypadku elektrody CLX.
Sktadniki membrany po odwazeniu byty rozpuszczone
w elektrochemicznie czystym tetrahydrofuranie.

Ciekla membrang uzyskiwano po natozeniu okoto 120 ul
tego roztworu na konicéwke elektrody platynowej i cat-
kowitym odparowaniu rozpuszczalnika w temperaturze
pokojowej. Przed rozpoczgciem wilasciwych pomiaréw
w uktadzie HPLC uzyskane elektrody cieklomembrano-
we kondycjonowano w ciagu 24 h w wodzie destylowa-
nej. Srednia masa membrany w takiej elektrodzie wynosita
12,93 mg, a Srednia grubos$¢ 228 um. Pomiary w izokra-
tycznym uktadzie jonowymiennej HPLC wykonano z uzy-
ciem kolumny wypetnionej adsorbentem w postaci kopoli-
meru polibutadienu z kwasem maleinowym. Faze ruchoma
stanowita mieszanina acetonitryl — 40 mM kwas fosforo-
wy (15:85, o/o), pH 2,35.

Pomiary w uktadzie izokratycznej RP-HPLC wykonano
stosujac kolumng XTerra RP18 zawierajaca chemicznie
zwiazang fazg stacjonarng w postaci 3-(chlorodimetylosi-
lano)-propylo-N-dodecylokarbaminianu unieruchomione-
go na sferycznym silikozelu oraz kolumng Hypersil BDS
C18ec zawierajaca faze oktadecylosilanowa z wysokim stop-
niem wtdrnej silanizacji. Faze ruchoma stanowita miesza-
nina acetonitryl — 20 mM kwas fosforowy (25:75, o/0), pH
2,60, lub acetonitryl — 40 mM kwas fosforowy (52:48, v/v),
pH*=2,7. Objetosciowa szybkos¢ przeptywu eluenta wy-
nosita w obu przypadkach 1 ml/min. Detekcje rozdzielo-
nych zwiazkéw prowadzono réwniez z uzyciem detektora
UV przy dlugosci fali 230 nm. Ryciny 4 i 5 przedstawiaja
odpowiednio, reprezentatywne przyktady sygnatu detekto-
ra potencjometrycznego zarejestrowane podczas rozdzie-
lania mieszanin badanych lekéw we wspomnianych wy-
zej uktadach HPLC.

Mimo to, ze retencja badanych B-blokeréw oraz lekéw
B-adrenergicznych w uktadzie jonowymiennej HPLC jest
stosunkowo dluga (nawet do 58 min, jak w przypadku be-
wantololu), to jego zastosowanie umozliwito oceng wpty-
wu efektu tzw. rozcienczenia w kolumnie [143] na wartos¢
granicy detekcji poszczegdlnych elektrod cieklomembrano-
wych. Dluga retencja w kolumnie zwigksza rozcieficzenie
analitu [143], pomimo to dla wielu analizowanych lekéw
-adrenolitycznych oraz B-adrenergicznych granica detekcji
zastosowanych elektrod ciektlomembranowych byta kilka-
krotnie nizsza od granicy detekcji obserwowanej z uzyciem
detektora UV. Retencja badanych lekéw (por. ryc. 2) w oby-
dwu izokratycznych uktadach HPLC zwigkszata si¢ wraz
ze wzrostem ich hydrofobowosci, jakkolwiek wyznaczone
réwnania regresji w ukladzie logk—logP charakteryzowaty
si¢ niskimi wspéiczynnikami korelacji (<0,8) [17].

Charakterystyki badanych elektrod ciektomembranowych
dokonano, wyznaczajac wartosci ich granic detekcji (LOD)
wzgledem poszczegdlnych badanych 18 adrenolitykéw i ad-
renomimetykéw. Wykorzystano chromatograficzna defini-
cje tego pojecia, wedlug ktérej, w danym uktadzie chro-
matograficznym granica detekcji réwna si¢ minimalnemu
stezeniu molowemu (M) analitu w roztworze nastrzykiwa-
nym do kolumny HPLC, a ktéremu odpowiada wartosS¢ za-
rejestrowanego sygnalu S (wysokos¢ piku) przekraczajaca
trzykrotnie warto$¢ szumu wtasnego N linii podstawowe;j
[143]. W przeprowadzonych badaniach wielkos¢ szumu li-
nii podstawowej wynosita 8 uV. Potencjat elektrody ciekto-
membranowej zalezy przede wszystkim od przebiegu proce-
sOw podziatu analitu w uktadzie niemieszajacych si¢ dwoch
faz: eluenta i statej membrany [69,109,110]. Obnizenie war-
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Ryc. 4. Chromatogram mieszaniny lekdw B-adrenergicznych
i B-blokeréw zarejestrowany w warunkach izokratycznej
RP-HPLC z detektorem potencjometrycznym typu,,wall-jet”
przy zastosowaniu elektrody PCV bez dodatku jonoforu
makrocyklicznego (tzw. elektroda BOR, & 3 mm/wegiel szklany).
Kolejnos¢ pikow: (1) klenbuterol; (2) karbuterol; (3) cimaterol,
(4) celiprolol; (5) bisoprolol. Stezenie nastrzykiwanych lekow:
2,0x107° M. Kolumna: Hypersil BDS (18ec, 1254,6 mm
i.d. (dp=3,5 pm). Faza ruchoma: acetonitryl — 40 mM kwas
fosforowy (52:48, v/v), pH*=2,7. Objeto$¢ nastrzyku: 10 pl
z uzyciem zaworu dozujacego typu Valco. Pompa HPLC typu
SP8810 (Spectra Physics, San Jose, CA, USA); objetosciowa
szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 0,5 ml/min

tosci potencjatu chemicznego analitu w membranie wskutek
jego oddziatywan supramolekularnych z obojetnym jono-
forem powoduje wzrost szybkosci dyfuzji wewnatrz mem-
brany, a to zwigksza odpowiedz elektrody [69,87]. Istotnie,
w przypadku bewantololu i bisoprololu — w poréwnaniu
z warto$ciami granic detekcji wyznaczonych z uzyciem elek-
trody cieklomembranowej bez dodatku jonoforu makrocy-
klicznego (tzw. elekroda BOR) — obserwowano zwigksze-
nie odpowiedzi elektrody po wprowadzeniu ktéregokolwiek
z trzech wymienionych uprzednio jonoforéw makrocyklicz-
nych. Natomiast zastosowanie jonoforu CDX prowadzito do
polepszenia odpowiedzi elektrody w przypadku 14 badanych
lek6éw B-adrenolitycznych oraz B-adrenergicznych w warun-
kach jonowymiennej HPLC, przy czym nizsze wartosci gra-
nicy detekcji obserwowano w przypadku lekéw o wyzszej
hydrofobowosci, np. klenbuterolu, propranololu czy bufura-
lolu. Wynik taki mozna wyjasni¢ preferencja oddziatywan
hydrofobowych podczas supramolekularnej inkluzji takich
zwiazkéw do wneki cyklodekstrynowego jonoforu CDX [5,
42,43,60,67,81,92,122,141,148,150,151,165].

Ryc. 5. Chromatogram mieszaniny szesciu lekéw B-adrenergicznych
zarejestrowany w warunkach izokratycznej jonowymiennej
HPLC z detektorem potencjometrycznym typu,wall-jet”

z zastosowaniem elektrody PCV zawierajacej dibenzenowy
eter koronowy (tzw. elektroda CRW, (¢ 3 mm/wegiel

szklany). Kolejnos¢ pikéw (stezenie w prébce): (1) salbutamol
(2,70x10~*M); (2) terbutalina (4,71x10~* M); (3) karbuterol
(5,58%10~* M); (4) cimaterol (2,15x10~*M); (5) tulobuterol
(0,98x10~*M); (6) mabuterol (1,44x10~* M). Objetos¢
nastrzyku: 20 pl z uzyciem autosamplera. Kolumna: Alltech
universal cation-exchange, 100x4,6 mm i.d. (dp=7 pm)

z prekolumna. Faza ruchoma: acetonitryl — 40 mM kwas
fosforowy (15:85, v/v), pH*=2,35. Pompa HPLC typu P200 (tsp,
Riviera Beach, FL, USA). Objetosciowa szybkos¢ przeptywu fazy
ruchomej: 1,0 ml/min

W przypadku elektrody zawierajacej jonofor kaliksareno-
wy CLX lepsza odpowiedZ w stosunku do elektrody BOR
(bez jonoforu) obserwowano dla szesciu lekéw B-adrenoli-
tycznych lub B-adrenergicznych, a tylko dla czterech takich
lekéw, gdy zastosowano elektrode z jonoforem polietero-
wym CRW. Taki rezultat moze by¢ wyjasniony wzrostem
roli procesu dehydratacji jonoforu — odpowiednio CLX lub
CRW - i procesem tworzenia wigzaii wodorowych pod-
czas oddzialywan supramolekularnych w uktadzie jono-
for-analit. Reasumujac, z analitycznego punktu widzenia
osiagnigcie najnizszych granic detekcji skonstruowanego
detektora potencjometrycznego dla lekéw B-adrenolitycz-
nych i B-adrenergicznych jest mozliwe w warunkach jono-
wymiennej HPLC po zastosowaniu elektrod cieklomem-
branowych z jonoforem cyklodekstrynowym CDX.

Warto zauwazy¢, ze elektroda ciektomembranowa z jono-
forem CDX pozwala na detekcj¢ klenbuterolu w warun-
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Ryc. 6. Wyodrebnione podzbiory (klastery) testowych lekéw
B-adrenergicznych i -adrenolitycznych utworzone w
przestrzeni czynnikéw gtéwnych PCR1, PCR2, PCR3 obliczonych
metoda PCA z uzyciem danych potencjometrycznych
odpowiadajacych granicy detekji tych lekdw za pomoca
czterech réznych elektrod cieklomembranowych PCY
w ukfadzie jonowymiennej HPLC [46—48]. Oznaczenia
podzbioréw (klasteréw): A — niekardioselektywne
B-adrenolityki; B — niekardioselektywne B -blokery;

(- kardioselektywne B -blokery; D — selektywne
B,-adrenomimetyki i niekardioselektywne B, -adrenolityki oraz
kardioselektywne B, -blokery. Numery punktow odpowiadaja
numeragji badanych lekéw naryc. 1

kach RP-HPLC z kolumng chromatograficzng o zmniej-
szonej Srednicy (narrow-bore) z granica oznaczalnosci
LOQ (dwukrotna wartos¢ granicy detekcji LOD) réwna
0,80 ng/ml, co odpowiada 2,9x10° M i btedem oznaczenia
ponizej 7% [20,22]. Daje to mozliwos¢ aplikacji takiego
detektora potencjometrycznego do oznaczania pozostato-
Sci nielegalnie stosowanego klenbuterolu w osoczu mto-
dych cielat. Wedtug propozycji Dave’a i wsp. [34] steze-
nie klenbuterolu w osoczu cielat przekraczajace 1,63 ng/ml
moze by¢ wskaZnikiem stosowania tego leku jako niedo-
zwolonego srodka anabolicznego w hodowli tych zwie-
rzat. Dla poréwnania wyspecjalizowane testy immunoen-
zymatyczne ELISA pozwalaja na oznaczanie klenbuterolu
W osoczu z granicg oznaczalnosci 0,12 ng/ml [34], optycz-
ne immunobiosensory — 0,12 ng/ml [57], metoda HPLC
z TOF-kwadrupolowa spektrometria masowa — 0,27 ng/ml
[46], a metoda CE z podwdjnie kwadrupolowa spektrome-
trig masowa — 12,5 pg/ml [154].

6. ZASTOSOWANIE WIELOWYMIAROWEJ ANALIZY STATYSTYCZNE)

Analiza czynnikéw gtéwnych (PCA) jest jedna z najczesciej
stosowanych multiwariancyjnych metod chemometrycznych
umozliwiajacych wyodrgbnienie systematycznej informa-
¢ji z duzej ilosci zgromadzonych danych eksperymental-
nych, ich macierzy korelacyjnej lub macierzy kowarian-
¢ji [11,12,13,15,21,23,114]. Obliczone ta metoda sktadniki
gtéwne (principal components — PC) zawieraja wigkszos$¢
rozproszonej w pierwotnych danych informacji w taki spo-

séb, ze jest mozliwe wyjasnienie catosci obserwowanej
zmiennosci (wariancji) tych danych. Czynniki gtéwne PC
(dwa lub trzy) moga stanowi¢ podstawe nowego rodzaju
skali przedstawiajacej podobieristwa i réznice, w tym fi-
zykochemiczne, wszystkich obiektow objetych ekspery-
mentem. Ponadto, moga one by¢ pomocne w okresleniu
podstawowych oddziatywan supramolekularnych wpty-
wajacych na wilasciwosci omawianych elektrod. Z tego
wzgledu metoda PCA dokonano analizy uzyskanych da-
nych potencjometrycznych, tj. wszystkich wartosci LOD
wyznaczonych dla poszczegdlnych 18 lekéw B-adrenoli-
tycznych oraz -adrenergicznych z uzyciem czterech elek-
trod cieklomembranowych w tym samym uktadzie jono-
wymiennej HPLC. Wyniki analizy PCA przedstawiono na
ryc. 6. Wyodrgbnione cztery podzbiory (klastery) odpo-
wiadaja w przyblizeniu udzialom zastosowanych jonofo-
réow makrocyklicznych w obnizeniu granicy detekcji elek-
trod ciektomembranowych w poréwnaniu z granica detekcji
wykazywana przez elektrod¢ BOR, nieposiadajaca takiego
jonoforu w swojej membranie. Na przyktad zbiory A1 B
grupuja leki B-adrenergiczne i B-adrenolityczne o najwyz-
szej hydrofobowosci jak klenbuterol (1), karazolol (18),
tertatolol (17), bufuralol (6), alprenolol (8) i oksprenolol
(9), a jednoczesnie wykazujace najnizsze wartosci grani-
cy detekcji w zakresie od 7,7x1077 do 2,2x1078 M przy za-
stosowaniu elektrody CDX [17,18,19].

Z kolei w zbiorze D zostaty zgrupowane leki o duzej hy-
drofilnosci, takie jak karbuterol (5), cimaterol (3), nadolol
(16) i celiprolol (12), dla ktérych granice detekcji z uzyciem
elekrody CDX sa duzo mniejsze i wynosza od 7,7x107° do
4,8%107° M. Taki wynik analizy PCA wskazuje, Ze obliczo-
nym czynnikom gtéwnym mozna nada¢ pewien okreslony
sens fizyczny. Czynnik pierwszy PCR1 obejmujacy 55%
wariancji danych potencjometrycznych moze by¢ zwiazany
z wplywem hydrofobowosci analizowanych lekéw na pro-
ces transportu membranowego i potencjat elektrod ciekto-
membranowych. Drugi czynnik PCR2, obejmujacy 30%
wariancji, odzwierciedla wptyw wielkosci powierzchni po-
larnej TPSA [40] badanych lekéw na proces generacji po-
tencjatéw omawianych elektrod. Natomiast czynnik trzeci
PCR3, obejmujacy 11% wariancji analizowanych danych,
charakteryzuje wktad proceséw dehydratacji (lub desol-
watacji) czasteczek badanych lekéw podczas ich wnika-
nia do membrany i tworzenia komplekséw inkluzyjnych
z czasteczkami jonoforéw makrocyklicznych. Biorac pod
uwage procent wariancji zgromadzonych danych, przypa-
dajacy na kazdy z wymienionych trzech czynnikéw gtow-
nych, mozna wnioskowad, ze oddziatywania hydrofobowe,
tworzenie wiazan wodorowych i dehydratacja sa podsta-
wowymi oddziatywaniami molekularnymi, ktére wptywa-
ja na przebieg transportu membranowego i proces powsta-
wania potencjatu elektrod.

7. ZALEZNOSCI MIEDZY STRUKTURA A AKTYWNOSCIA
FARMAKOLOGICZNA

Tlosciowe zaleznosci migdzy aktywnoscia farmakologiczna
a parametrami struktury czasteczkowej zwigzkéw chemicz-
nych (quantitative structure-activity relationships — QSAR)
stanowia podstawe projektowania lekéw i przewidywania
toksycznosci ksenobiotykéw [127]. Wzrasta zainteresowanie
wykorzystaniem metodyki QSAR do przewidywania wta-
Sciwosci permeacyjnych réznych grup lekéw i ich kandy-
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datéw w btonach biologicznych poniewaz wiasciwosci te
modyfikuja w znacznym stopniu farmakokinetyczne proce-
sy wchianiania, dystrybucji, metabolizmu i eliminacji (ab-
sorption, distribution, metabolism, elimination — ADME)),
jakim podlegaja czasteczki leku w Zywym organizmie [1].
Wedtug Clarka [32] tylko jeden procent tzw. ,lekéw-kan-
dydatéw”, poprawnie zaprojektowanych z punktu widzenia
efektywnosci oddziatywarn famakoforowych, wykazuje odpo-
wiednie wlasciwosci permeacyjne przez btong fosfolipidowa
komérek tkankowych. Dlatego problem szybkiej ewaluacji
takich wtasciwosci, dla duzych bibliotek nowo syntetyzowa-
nych zwiazkéw o potencjalnej aktywnosci farmakologicz-
nej, stanowi istotne zagadnienie we wspdtczesnych wyso-
ko wydajnych procedurach skriningowych (high throughput
screening — HTS) [32,144]. Jako uktady modelowe w takich
badaniach wykorzystuje si¢ czgsto hodowle tkankowe [32],
kultury komérkowe [121], zwierzgta laboratoryjne [117],
a takze sztuczne uktady membranowe [166].

Fenyloaminoalkoholowe leki B-adrenergiczne w pro-
cesach transportu biomembranowego zachowuja si¢ na
0gdt zgodnie z dobrze poznana reguta méwiaca o tym,
ze procesy farmakokinetyczne, jakim podlega czasteczka
leku sa przede wszystkim zalezne od jej hydrofobowosci
[132]. Stwierdzono, ze takie wielkosci jak wielkos¢ depo-
laryzacji btony fosfolipidowej w komérkach naczyn tgtni-
czych [136], wartos¢ wpdtczynnika ekstrakeji do hepatocy-
téw [62] czy wzrost dziatania miejscowo znieczulajacego
[136] zaleza od hydrofobowosci lekéw B-adrenergicznych.
Wyznaczono wiele korelacji o duzej istotnosci statystycz-
nej miedzy efektem stabilizacji membranowej wywotywa-
nym przez [3-adrenolityki a wartoSciami ich wsp6iczynnika
podziatu migdzyfazowego i statymi dysocjacji kwasowej
pK, [49]. Ostatnio stwierdzono, ze istnieje sigmoidalna
zaleznos¢ migdzy wielkoscia powierzchni polarnej lekéw
[-adrenergicznych i B-adrenolitycznych a ich stopniem per-
meacji w blonach komérkowych modelowych roztworéw
komoérek Caco-2 [32] lub TR146 [166].

Mozna przyjaé zatozenie, ze zjawisko powstawania poten-
cjatu elektrycznego elektrody cieklomembranowej jest od-
zwierciedleniem zmian energii swobodnej analitu podczas
jego kontaktu z membrana, wnikania do membrany i trans-
portu membranowego [69,109]. Membrana elektrody jest
zatem swoistym przetwornikem energii swobodnej, za po-
moca ktérego réznice potencjatow chemicznych analitéw,
powodowane przez réznice w ich strukturze czasteczko-
wej, zostaja iloSciowo przeksztatcone w réznice potencja-
tu elektrycznego. Stezenie analitu odpowiadajace grani-
cy detekcji takiej elektrody moze by¢ potraktowane jako
wielko$¢ charakteryzujaca zmiany jego energii swobodnej
w procesach membranowych w elektrodzie. Umozliwia to
zatem zastosowanie procedury QSAR do badania wpty-
wu struktury czasteczkowej lekéw B-adrenolitycznych oraz
B-adrenergicznych na uzyskiwang wykrywalnos¢ detektora
potencjometrycznego zawierajacego elektrode cieklomem-
branowa z obojetnym jonoforem makrocyklicznym. W tym
celu wartosci logarytméw granic detekcji (logl.OD) wymie-
nionych 18 lekéw B-adrenolitycznych oraz -adrenergicz-
nych, wyznaczonych z uzyciem poszczeg6lnych elektrod
w warunkach jonowymiennej HPLC, zostaty skorelowane
z warto$ciami 14 deskryptoréw molekularnych opisujacych
wlasciwosci strukturalne i fizykochemiczne tych lekow.
Dobrano taki zestaw deskryptoréw, ktory jest zblizony do

najczesciej spotykanych w badaniach proceséw wchiania-
nia jelitowego i transportu lekéw przez barier¢ krew-mozg
[1,32]. Analiza interkorelacji we wspomniane;j tablicy de-
skryptoréw wykazata [17,18,19], ze jedynymi wzajemnie
skorelowanymi wielkoSciami (r=0,99) sa polaryzowalnos¢
(POL) i refrakcja molowa (R), a czgSciowo skorelowany-
mi parametrami (»=0,88) sa logarytm wspodtczynnika po-
dziatu w uktadzie n-oktanol-woda (logP) i logarytm wp6t-
czynnika podziatu miedzyfazowego (logD).

Dla elektrody cieklomembranowej BOR, niezawierajacej
obojetnego jonoforu makrocyklicznego, uzyskano naste-
pujace dwuparametrowe rownanie regresji:

logl.OD = —6,4594-0,6657 logP + 0,0703 POL (1)
n=18; =0,9023; *=0,8142; S.E.=0,4207; I=32,87

Zaleznos¢ ta wskazuje, ze obnizenia granicy detekcji le-
kéw B-adrenolitycznych oraz B-adrenergicznych z uzyciem
tej elektrody mozna spodziewac si¢ przede wszystkim wte-
dy, gdy wzrasta ich hydrofobowos¢ (logP). Natomiast dla
lekéw hydrofilowych zwigkszenie granicy detekcji mozna
uzyskad, gdy ich czasteczki wykazuja duza polaryzowal-
nos$¢ (POL). Réwnanie to mozna takze interpretowaé w ten
sposob, iz przede wszystkim procesy podziatowe i stabe
oddzialywania jonowe sa czynnikami wpltywajacymi na
detekcje kationowych B-blokeréw i lekéw B-adrenergicz-
nych. Wptyw subtelnych czynnikéw elektrostatycznych,
zwiazanych z alokacja intermolekularnego tadunku w cza-
steczkach wspomnianych lekéw, na przebieg proceséw po-
dziatu migdzyfazowego w uktadzie woda-niepolarny roz-
puszczalnik, jest ostatnio sugerowany takze na podstawie
wynikow badan woltamperometrycznych i modelowania
molekularnego [28,85].

Podobne réwnanie regresji uzyskano dla elektrody cie-
ktomembranowej zawierajacej jonofor cyklodekstryno-
wy CDX:

logl. OD=-7,0190-0,7967 logP + 0,0815 POL 2)
n=18; 1=0,9249; »*=0,8555; S.E.=0,4331; F=44,42

W poréwnaniu z poprzednia zaleznoscia, wyzsza wartos¢
wpétczynika przy (logP) wskazuje, iz znaczenie oddziaty-
wan hydrofobowych podczas detekcji B-blokeréw oraz le-
kéw B-adrenergicznych za pomoca elektrody CDX istotnie
sig¢ zwigksza. Wyznaczone granice detekcji w przypadku
tej elektrody byty najnizsze dla lekéw o najwyzszej hydro-
fobowosci (logP >2,5), takich jak klenbuterol, proprano-
lol, bufuralol, tertatolol i karazolol. Przyczyna zwigkszo-
nej wykrywalnosci elektrody CDX moze by¢ tworzenie
si¢ uporzadkowanej monowarstwy molekut oktylowanej
a-cyklodekstryny, czyli jonoforu, w poblizu powierzchni
migdzyfazowej eluent-membrana PCV oraz w samej mem-
branie [67,80]. Wyjasnienie takie jest o tyle prawdopodob-
ne, ze wewnatrz membrany PCV formuja sig klastery i mi-
krokrople wody o srednicy dochodzacej do okoto 16 nm
[89]. Hydrofobowe oddzialywania inkluzyjne takiej upo-
rzadkowanej monowarstwy czasteczek cyklodekstryn ob-
nizaja rezystywnos¢ powierzchni migdzyfazowej, co pro-
wadzi do zwigkszenia powierzchniowej gestosci fadunku
elektrostatycznego [67].
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Dla elektrody ciektlomembranowej zawierajacej jonofor
polieterowy CRW, uzyskano tréjparametrowe réwnanie
regresji:

logl. OD=-5,7398-0,2597 logD-0,0262 H_+ 0,1558 u (3)
n=18; r=0,8524; r*=0,7265; S.E.=0,4176; F=12,40

Zaleznos¢ ta wskazuje, ze proces dehydratacji (parametr
H, charakteryzujacy energie hydratacji czasteczek bada-
nych lekéw) oraz oddziatywania dipolowe (moment dipo-
lowy w) sa prawdopodobnie dominujacymi czynnikami
kontrolujacymi procesy podziatu i procesy supramoleku-
larnej asocjacji w uktadzie jonofor-analit w tej elektrodzie.
W przeciwienistwie do cyklodekstryn, wngka jonoforu po-
lietererowego jest silnie endo-hydrofilowa i endo-polarno-
filowa [135,159], co powoduje, ze jest tatwo wypetniana
przez czasteczki wody. Czasteczki hydrofilowych lekéw
B-adrenergicznych lub B-adrenolitycznych zawierajacych
wigksza liczbe podstawnikéw protonodonorowych lub pro-
tonoakceptorowych (salbutamol, bisoprolol) tworzg praw-
dopodobnie bardziej trwate asocjaty z czasteczkami jo-
noforu polieterowego CRW, dzigki czemu obserwowane
granice detekcji dla takich zwiazkéw sa nizsze niz w przy-
padku elektrody BOR bez dodatku jonoforu. Powstawanie
asocjatéw o stechiometrii 1:2 — stabilizowanych przez sie¢
liniowych i bifurkatywnych wiazai wodorowych — mig-
dzy jonoforami polieterowymi i r6znymi kationami amo-
niowymi byto obserwowane przez Rudigera i wsp. [135].
Mozna przypuszczaé, ze podobne oddziatywania supra-
molekularne zachodza z udziatem badanych lekéw B-ad-
renolitycznych oraz -adrenergicznych, a w szczegdlnosci
z ich fragmentem etanoloaminowym lub oksypropanolo-
aminowym.

Dla elektrody ciektomembranowej zawierajacej jonofor ka-
liksarenowy CLX, uzyskano nastgpujace czteroparametro-
we réwnanie regresji:

logl OD=-75563-0,1415 lpgP+0,1211 u-04943 HBD+0,.2039 HBA @)
n=18; =0,9081; ’=0,8247; S.E.=0,4540; [=15,29

Obecnos¢ w tym réwnaniu parametréw HBD i HBA (od-
powiednio liczba podstawnikéw protonodonorowych oraz
protonoakceptorowych w czasteczce badanego leku), a tak-
ze momentu dipolowego L, nie jest zaskakujaca, poniewaz
czasteczki jonoforu CLX maja zwigkszona liczbe grup es-
trowych mogacych stanowi¢ centra protonowoaceptorowe
W procesie tworzenia wigzan wodorowych z grupami hy-
droksylowymi i aminowymi czasteczek badanych B-blo-
keréw lub B-adrenomimetykéw. Prawdopodobnie utatwia
to powstawanie ich egzo-asocjatéw (asocjatow zewnatrzs-
ferowych) z czasteczkami jonoforu CLX. Mozliwe jest jed-
nak takze powstawanie inkluzyjnych endo-asocjatéw (np.
w przypadku alprenololu i oksprenololu), w ktérych na-
stepuje wypelnienie wneki kaliksarenu przez podstawnik
fenylowy zawarty w czasteczce leku B-adrenolitycznego.
Zwigkszenie symetrii takich supramolekularnych oddzia-
tywari inkluzyjnych, jak w przypadku bewantololu lub to-
lamololu, prowadzi do zwigkszenia trwatosci asocjatu jo-
nofor—analit i do obnizenia granicy detekcji elektrody dla
tych lekéw [17,18,19,21]. Duzy podstawnik naftalenowy
w czasteczce propanololu nie pasuje do wngki jonoforu

CLX, dlatego nie obserwujemy dla tego zwiazku polep-
szenia detekcji elektrody. Natomiast chlorofobowy charak-
ter wngki kaliksarenu [156] méglby stanowi¢ wyjasnienie
braku polepszenia wykrywalnosci elektrody CLX w sto-
sunku do klenbuterolu, zawierajacego dwa atomy chloru
w pierscieniu fenylowym [18].

8. IMPLIKACJE FARMAKOLOGICZNE

Uzyskany wynik analizy metoda PCA (por. ryc. 6) zebra-
nych danych potencjometrycznych [17,18,19], w tym przy-
padku wartosci granic detekcji poszczegdlnych elektrod cie-
ktomembranowych, w warunkach jonowymiennej HPLC,
moze by¢ takze wykorzystany do opracowania klasyfikacji
farmakologicznej lekéw B-adrenolitycznych oraz B-adre-
nergicznych. W zbiorze A zgrupowane zostaty leki B-ad-
renolityczne o najwyzszej hydrofobowosci: bufuralol (6),
tertatolol (17) i karazolol (18), ktére zaliczane sa do nie-
kardioselektywnych antagonistéw (blokerow) receptoréw
B,-adrenergicznych. W tym samym klasterze znajduje sig
takze wysokohydrofobowy klenbuterol (1), zaliczany co
prawda do agonistéw receptoréw B,-adrenergicznych, ale
wykazujacy takze pewna aktywno$¢ antagonistyczng wo-
bec innych podtypéw funkcjonalnych receptora adrener-
gicznego [14,90]. Ponadto w zbiorze A zostaty zgrupo-
wane leki B-adrenolityczne mogace znalezZ¢ zastosowanie
w farmakoterapii otytosci czyli tertatolol (17) i karazolol
(18), bedace jednakze agonistami receptora [3,-adrener-
gicznego, ktérego stymulacja odgrywa decydujaca role
w zwigkszaniu efektywnosci proceséw termogenezy i li-
polizy [94,100,125]. Klenbuterol (1) pobudzajacy recep-
tory f3,-adrenergiczne wywotuje podobny efekt w powia-
zaniu z repartycja (przemieszczeniem) tkanki thuszczowej
i przyrostem masy wtékien migsniowych [146].

W podzbiorze B zostaly umieszczone alprenolol (8), okspre-
nolol (9) i p-oksprenolol (10) majace podstawnik allilowy
i zaliczane do niekardioselektywnych antagonistéw (bloke-
réw) receptora f3 -adrenergicznego. Leki te wykazuja tzw.
wewngetrzng aktywnos¢ sympatykomimetyczna, dzigki cze-
mu w mniejszym stopniu niz inne B-blokery uposledzaja
kurczliwos$¢é migsnia sercowego [38]. Podzbiory Bi A sa
dobrze oddzielone w przestrzeni czynnikéw gtéwnych od
zbioru C zawierajacego bisoprolol (11), bewantolol (13)
i tolamolol (14) zaliczanych do kardioselektywnych anta-
gonistéw (blokeréw) receptora [3,-adenergicznego. W tym
samym zbiorze Cznalazl si¢ takze salbutamol (4) nominal-
nie zaliczany do agonistéw receptora [3,-adrenergicznego,
jednak wiadomo, iz enancjomer (S)-salbutamolu wykazu-
je czegsSciowe wlasciwosci antagonistyczne w stosunku do
receptoréw [, -adrenergicznych [137].

Do zbioru D zostaty zaklasyfikowane przede wszystkim
leki o duzej hydrofilnosci, takie jak mabuterol (2), cimate-
rol (3) i karbuterol (5), czyli selektywni agonisci receptora
B,-adrenergicznego, oraz propanolol (15) i nadolol (16),
nickardioselektywne blokery receptora 3,-adrenergiczne-
go, a takze praktolol (7) i celiprolol (12) bedace kardio-
selektywnymi blokerami receptoréw [, -adrenergicznych.
Mimo pewnej niejednoznacznosci, zaliczenie wymienio-
nych lekéw do wspdlnego zbioru D nie jest jednak pozba-
wiona podstaw. (S)-Mabuterol i (S)-celiprolol w duzych
dawkach dziataja antagonistycznie wzgledem recepto-
ra B-adrenergicznego [133]. Takze praktolol i celiprolol
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moga wywiera¢ in vivo efekt zaréwno agonistyczny jak
i antagonistyczny w stosunku do receptoréw {3 -adrener-
gicznych umiejscowionych w sercu oraz receptoréw 3,-ad-
renergicznych w tetnicach szczuréw [6].

Reasumujac, analiza PCA danych zebranych przy zastoso-
waniu czterech elektrod ciektlomembranowych z obojetnymi
jonoforami o zréznicowanych wilasciwosciach inkluzyjnych
moze stanowi¢ dobrg podstawe do rozréznienia kardiose-
lektywnych agonistéw receptora [3,-adrenergicznego od
niekardioselektywnych B-blokeréw. Ponadto, umozliwia
rozréznienie kardioselektywnych blokeréw receptora 3, -
od agonistow receptora 3,- i B,-adrenergicznego. Pozycja
pseudohybrydowego leku bewantololu (13) w zbiorze C
sugeruje, ze mozliwe jest odréznienie — na podstawie oma-
wianej analizy PCA — takze agonistéw receptoréw o.-ad-
renergicznych i agonistéw receptoréw [3,-adrenergicznych
oraz agonistow receptoréw o-adrenergicznych i agonistow
receptora 3 -adrenergicznego. Omawiana metoda nie pro-
wadzi do odréznienia niekardioselektywnych B-blokeréw
od agonistéw receptora 3,-adrenergicznego.

9. PopsumowaNiE

W przeprowadzonych badaniach wtasnych [17-22,109] wy-
kazano, ze inkluzyjne oddzialywania supramolekularne
typu ,,gos¢-gospodarz” (host-guest) moga by¢é wykorzy-
stane w detekcji potencjometrycznej lekéw blokujacych
i lekéw pobudzajacych receptory o~ i/lub B-adrenergiczne.
Opracowany sposob detekcji potencjometrycznej tej gru-
py lekéw w uktadach HPLC polega na zastosowaniu tzw.
elektrod z ,.,ciekta membrana” (ECM). W tym przypadku
do membrany polimerowej wykonanej z wysoko moleku-
larnego polichlorku winylu (PCV), plastifikatora i hydrofo-
bowej soli boru, wprowadzono niewielka ilo$¢ (3—30 uM)
jednego ze zwiazkéw makrocyklicznych, takich jak heksa-
octanowy ester kaliksarenu, dibenzenowy eter koronowy
lub oktylowana o-cyklodekstryna. Wartosci potencjatéw
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odpowiadajace wykrywalnosci 18 badanych lekéw, zmie-
rzone w uktadzie jonowymiennej HPLC z uzyciem tak
skonstruowanych elektrod ECM, zostaly uzyte jako matry-
ca sygnatowa umozliwiajaca klasyfikacje farmakologiczna
tych lekéw. W tym celu zebrane dane poddano wielowy-
miarowej analizie statystycznej metoda analizy czynnikéw
gtéwnych (PCA). Wynikiem tej analizy jest pogrupowanie
lekéw w odrgbne podzbiory, co pozwala na odréznienie kar-
dioselektywnych i niekardioselektywnych lekéw adrenoli-
tycznych blokujacych receptory [3,-adrenergiczne. Metoda
ta umozliwia odréznianie lekéw pobudzajacych receptory
B,- i B,-adrenergiczne od kardioselektywnych lekéw blo-
kujacych receptory B,-adrenergiczne. Wobec tego, analiza
chemometryczna danych potencjometrycznych wyznaczo-
nych w dynamicznych warunkach HPLC, moze by¢ meto-
da klasyfikacji lekéw B-adrenolitycznych oraz -adrener-
gicznych komplementarna, w stosunku do proponowane;j
wczesniej metody PCA, wykorzystujacej dane retencyj-
ne tych lekéw zarejestrowane w ortogonalnym zestawie
kilku uktadéw HPLC [70,72,114]. Procedury tego rodza-
ju maja szczegdlne znaczenie dla rozwoju nowoczesnych
metod skriningowych wspomagajacych tradycyjne meto-
dy projektowania nowych lekéw [14]. Istotnym osiagnig-
ciem omawianych badan wtasnych jest wyznaczenie réwnan
korelacyjnych wiazacych granice detekcji poszczegolnych
elektrod membranowych zaimplementowanych jonoforem
makrocyklicznym, z deskryptorami molekularnymi 18 ba-
danych B-blokeréw i lekéw B-adrenergicznych. Zatozono,
ze energia swobodna analitu zmiena si¢ liniowo w proce-
sie powstawania potencjatu elektrod ciektomembranowych
(ECM). Réwnania korelacyjne moga mie¢ znaczenie dla
konstrukceji elektrod ECM, gdyz umozliwiaja dokonanie
racjonalnego doboru jonoforu makrocylicznego w zalez-
nosci od typu oznaczanych lekéw B-adrenoreceptorowych.
Zapewni to uzyskanie wysokiej jakosci takich elektrod,
szczegdlnie przydatnych do oznaczania sladowych ilosci
lekéw hydrofobowych (klenbuterolu, bufuralolu, propra-
nololu), a nawet ich pojedynczych czasteczek.
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