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Abstrakt

Cilem této prace bylo vyvinout a validovat metodu UHPLC pro stanoveni farmaceuticky
aktivni latky abirateronu acetatu v jeho praskové formé a provést nucenou degradaci pomoci
peroxidu vodiku a zvySené teploty. Kvuli nizké rozpustnosti abirateronu acetatu ve vodé¢, byla
jako rozpousteédlo pouzita smes acetonitrilu a vody v poméru 1:1.

Optimalizovana separace probihala na kolon¢ Acquity CSH PHENYL-HEXYL (1,7 um,
100 X 2,1 mm), jejiz teplota byla 45 °C, mobilni faze se skladala z acetonitrilu a 0,1 % vodného
roztoku kyseliny mravenci a priitok ¢inil 0,3 ml/min, davkovany objem ¢inil 1 pl a byla pouzita
gradientova eluce. Byl pouzit UV/VIS absorp¢ni detektor s diodovym polem pfi vinové délce
2665 nm a kvadrupdlovy hmotnostni detektor.

Pti validaci metody se testovala opakovatelnost, vytéZznost a meze detekce a stanovitelnosti.
Také byla stanovena kalibra¢ni zavislost v rozmezi koncentraci 0,1 - 1-10* mg/ml.

Nucena degradace byla provedena na dvou sadach vzorkl. K jedné sadé byl ptidan 0,3 %
peroxid vodiku. Ob¢ sady vzorkli nasledn¢ byly skladovany za laboratornich podminek a
v degrada¢ni komofte, ktera byla nastavena na 50 °C po 1, 2 a 3 dny. Abirateron acetat vykazoval
mirnou miru degradace bez pridani peroxidu vodiku jak za laboratornich podminek, tak pfi
zvySené teploté. Vzorky, ke kterym byl ptidan 0,3 % peroxid vodiku naopak vykazovaly

zvySenou miru degradace, jak za laboratorni, tak zvysené teploty.
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Abstract

Aim of this thesis was to develop and validate a method for determination of pharmaceutical
active substance abiraterone acetate for UHPLC and also to perform forced degradation with 0,3
% hydrogen peroxide and elevated temperatures. Because of poor solubility of abiraterone acetate
in water, mixture of acetonitrile of water in ratio of 1:1 was chosen as solvent.

Opimized separation was performer on the column Acquity CSH PHENYL-HEXYL (1.7 um,
100 X 2.1 mm) and its temperature was 45 °C. Mobile phaze was composed of acetonitrile and
0.1 % aqueous solution of formic acid, flow of mobile phase was 0,3 ml/min, sample injection
volume was 1 pl and gradient elution was used. UV/VIS detector with diode array was used at
the 265 nm wavelenght. Quadrupole mass detector was used as well.

For validation of the method repeatability, recovery and limits of detection and quantitation
were tested. Calibration dependence was tested in the concentration in range of 0.1-1-10* mg/ml.

Forced degradation was carried out on two sets of samples. Hydrogen peroxide of 0.3 % mass
concentration was added to one set. Both of the sets were exposed to laboratory temperature and
to temperature o 50 °C for 1, 2, 3 days. Abiraterone acetate exhibited small extent of degradation
without hydrogen peroxide in laboratory conditions as well as in increased temperature. On the
other hand, samples with hydrogen peroxide showed more significant extent of degradation in

both conditions.
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Seznam zkratek a symboll
Pouzité zkratky

CYP 17....... cytochrom P-17
DHEA......... dehyroepiandrosteron

HPLC.......... vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (z anglického High Performance Liquid
Chromatography)
ICH............. Mezinarodni konference o harmonizaci technickych pozadavki na registraci

1é¢ivych ptipravki pro humanni pouziti (z anglického International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use)
IUPAC........ Mezinarodni unie pro €istou a uzitnou chemii (z anglického International Union of

Pure and Applied Chemistry)

LOD............ limit detekce (z anglického Limit of Detection)

LOQ............ limit stanovitelnosti (z anglického Limit of Quantification)

MS....cce.e. hmotnostni spektrometr (z anglického Mass Spectrometr)

RP-LC........ kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi (z anglického Reversed Phase

Liquid Chromatography)

RV .. relativni vlhkost

UHPLC....... ultra vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (z anglického Ultra Hight
Performance Liquid Chromatography)

UV/VIS ... ultrafialova a viditelna oblast zafeni

Pouzité symboly

[ CIRTR stupné Celsia

(V1 mikrolitr

(o JUSRUR primérna hodnota Sumu

DA e objemové zastoupeni ACN v mobilni fazi

[00): TR objemové zastoupeni 0,1 % vodného roztoku kyseliny mravenci v mobilni fazi
AU............ arbitrarni jednotka

mg/ml......... miligram na mililitr

ml ..o mililitr



milimetr

pomér hmotnosti ku naboji

pocet méteni

nanometr

koeficient determinace

relativni smérodatné odchylka (z anglického Relative Standard Deviation)

smérodatna odchylka méteni

relativni retenc¢ni ¢as
prvek ze statistického souboru o indexu i

aritmeticky primér hodnot signalti pfi poctu méfeni n



1. Teoreticka cast
1.1 Cil prace

Cilem této prace bylo vytvorit metodu stanoveni farmaceuticky aktivni latky abirateronu
acetatu, nasledné provést jeji nucenou oxidativni degradaci a stanovit miru degradace a urcit

nejvyznamnéjsi degradacni produkty.

1.2 Abirateron acetat a Zytiga

Abirateron acetat (struktura zndzornéna na Obr. 1.1) je pevna latka bilé barvy s molekulovou
hmotnosti 391,55 g/mol, hodnota pKa se v riiznych zdrojich ([1,2]) uvadi kolem hodnoty 5,2.
Jeho empiricky vzorec je CasH33sNO> a nazev dle IUPAC je [(3S,8R,9S,10R,13S,14S)-10,13-
dimethyl-17-pyridin-3-yl-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15-decahydro 1H cyklopenta[a]phenanthren- 3yl]
acetate.[1]

Zytiga® je 1€k na predpis, ktery se uziva zaroven s prednisonem. Tento 1€k obsahuje aktivni
latku abirateron acetat a pouziva se na 1é¢bu rakoviny prostaty, ktera se rozsifila do dalSich casti

téla. Tento 1€k vyrabi firma Janssen Biotech, Inc. [2]

1.2.1 Mechanismus u¢inku

Abirateron acetat je selektivni a ireverzibilni inhibitor CYP17. Je to enzym, ktery se nachazi
v endoplazmatickém retikulu bunék varlat, vajecniki a nadledvin a podporuje produkci
sexudlnich hormonti a glukokortikoid. CYP17,20-lyazova a 17a-hydroxylazovéa aktivita tohoto
enzymu ma zasadni roli v syntéze androgend a kortisolu. [3]

Rakovina prostaty zavisi na androgenech, z nichz 95 % tvofi testosteron, ktery se vytvari
hlavn€ ve varlatech a zbytek se tvoii v nadledvinach. Pfi vstupu do varlat je volny testosteron
pfemen na dihydrotestosteron, kterd ma pétindsobnou afinitu k androgenovym receptorim nez
k testosteronu. Rust rakoviny prostaty je zavisly na mnozstvi androgenu v téle, které pomaha
udrzovat rovnovahu v prospéch rlistu bunék oproti apoptoze. [4]

Inhibice enzymatické aktivity CYP17 pomoci Abirateronu acetatu ma za nasledek snizeni
hladiny androgenti a snizeni periferni pfemény na u¢innéjsi androgeny jako je testosteron a také

dihydrotestosteron, které jsou schopny aktivace androgenovych receptord. [5]
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Obr 1.1 Struktura abirateronu acetatu vytvorena v programu ChemSketch [6].

1.3 UHPLC

UHPLC (Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie) je relativn¢ nova chromatograficka
metoda, ktera byla vytvotfena roku 1997 panem Jorgensonem. Popsal pouziti nano kolon s malymi
(1-1,5 pm) neporéznimi casticemi na bazi oxidu kfemicitého v systému kompatibilnim
s vysokymi tlaky (az 4100 bard v roce 1997 a 7200 bart v roce 2003). V roce 2004 firma Waters
sestavila a uvedla na trh systém kompatibilni s tlakem az 1000 bart. Tato technika také poskytuje
nové moznosti pro kapalinovou chromatografii, hlavné tykajici se snizeni Casu a spotieby

rozpoustédel. [7, 8]

1.3.1 HPLC vs UHPLC

HPLC je jedna znejpouzivanéjSich a také nejvyspélejSich separa¢nich metod, ktera je
celosvétoveé pouzivana uz vice nez 40 let. Svou popularitu si ziskala hlavné diky spolehlivosti a
také vSestrannosti (moznost upravovat slozeni mobilni faze a ménit kolony s rtiznou stacionarni
fazi). Hlavni princip chromatografické separace zavisi na interakcich analytu se stacionarni fazi
a mobilni fazi (adsorpce, rozdélovani, iontova vymeéna, sitovy efekt). U klasické metody HPLC
vSak v fad¢ pripadt dochazi k relativné dlouhé dobé analyzy. Zmenseni ¢astic v koloné vede ke
zvySeni G¢innosti a rozliSeni a také schopnosti pracovat s krat$i dobou analyzy, coz dalo vzniku
metodé¢ UHPLC. Kromé jiz zminénych vyhod UHPLC proti HPLC (také viz. 1.3.) patii mezi tyto
vyhody zvySena citlivost diky ostfej$im a vys$Sim pikti analyzovanych latek a také asi 10X mensi

vvvvvvvvvv

vys§imi tlaky, které se pii UHPLC pouzivaji. [9, 10]
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1.3.2 Instrumentace UHPLC

Jak uz bylo fec¢eno v piedchozim odstavci (1.3.1), metoda UHPLC vychazi z metody HPLC,
takZe instrumentace obou metod bude velmi podobna. Zakladni prvky instrumentace téchto metod
jsou cerpadla, vstiikovace, kolony a detektory. AvsSak instrumentace UHPLC musi byt

prizptisobena jinym podminkam, aby mohly byt vyuzity vyhody této metody. [11]

1.3.2.1 Cerpadia

Idealni cerpadlo pro UHPLC musi dopravit mobilni fazi a analyzovany vzorek do kolony
plynule a reprodukovatelné pii tlaku kolem 1000 barti pfi gradientové i isokratické separaci. U
této metody se nejcastéji pouzivaji dveé sérioveé zapojena Cerpadla s tlakovym limitem 1200 bar,
které maji zabudované ventily, jenz umoznuji vybrat pfesny pomér rozpoustédel pouzité pro

mobilni fazi. [10, 11]

1.3.2.2 Davkovace

Dévkovani vzorku musi také probéhnout plynule, pfesné, a aby doslo k ochranéni kolony pied
vysokymi tlaky musi také davkovani prob€hnout bez pulst. K vyuziti rychlosti poskytované
UHPLC je nutné, aby cyklus davkovani byl co nejrychlejsi. Objem davkovaného vzorku se
obvykle pohybuje mezi 2-5 ul. [12]

1.3.2.3 Kolony

V UHPLC se pouzivaji kolony s men$im vnitinim pramérem (1-2,1 mm) nez v HPLC (3-
4,6 mm). Tento rozdil snizuje zahiivani mobilni faze zplsobené tienim, které mize zapficinit
nerovnomerny tok mobilni faze, coz ma na nasledek ztratu efektivity metody.

Castice naplné jsou také porézni a mohou odolavat vysokym tlakiim, aby byla zachovéana
retence a kapacita podobna HPLC. Jedna se obvykle o Castice na bazi oxidu kfemicitého, které
jsou mechanicky odolné, ale daji se pouzit pouze v omezeném rozsahu pH a zadrzuji bazické
analyty. Jako napli kolon se také pouzivaji polymerni ¢astice, ty se na druhou stranu daji pouZzit
pro velky rozsah pH, ale maji niz$i G¢innost a kapacitu.

Na tyto porézni Castice jsou jesté navazané stacionarni faze (napt. fenyl, fenyl- hexyl, C8, C18
atd.), které vykazuji rizné interakce s analyty, jako jsou napi. hydrofobni, dipo6l-dipdl, n-m,
iontové a jiné interakce. Na zaklad¢ téchto rozdilnych interakci mezi analytem a stacionarni fazi,

vykazuji tyto stacionarni fdze riznou selektivitu. [10, 13]
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1.2.3.4 Detektory

Detektory pouzivané pro metodu UHPLC by pro pfesnou a reprodukovatelnou integraci piku
analytu mély poskytnout vysokou vzorkovaci frekvenci, aby mohlo byt dosaZzeno co nejvice
datovych bodl piku analytu. Tyto detektory jsou také 2-3 X citlivejsi nez detektory u HPLC
v zavislosti na typu pouzitého detektoru.

Nejpouzivanéjsi typy detektorii jsou UV/VIS detektory, které jsou citlivé na koncentraci. Dale
se pouzivaji hmotnostni spektrometrické detektory (MS), jejichz detekce je metodou UHPLC
vylepsena. [10, 13]

1.4 Vyvoj chromatografické metody

Jelikoz UHPLC je vylepsena a zmodernizovana verze HPLC, vétSina postupd pii vyvoji
metody v HPLC je s ohledem na jejich rozdily, obecné pouzitelna také pro UHPLC. Vyvoj
chromatografické metody slouzi pfevazné pro nové latky, které zatim nemaji vyvinutou metodu
stanoveni, nebo také slouzi k upravé jiz existujici metody, pro snizeni ndkladli a casu ¢i pro

zptesnéni dané metody. [14, 15]

Informace o vzorku

Cile separace

Uprava vzorku

Vybér derektoru a
nastaveni metody

Optimalizace
separacich podminek

Zkusebni test metody
pro zjisténi problému

Vytézek cistého
vzorku

Kvalitativni a
kvantitativni kalibrace

Validace metody

Obr. 1.2 Zékladni kroky pro vyvoj metody HPLC [15]

Z krokii uvedenych na Obr. 1.2 jsou nejdalezitéjsi informace o vzorku a jeho uprava,

chromatografické podminky, optimalizace metody a jeji validace. [15]
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Informace o fyzikalné-chemickych vlastnostech vzorku ma zasadni vliv na vyvoj metody. Pro
vyvoj metody je tfeba znat informace o vlastnostech vzorku jako jsou rozpustnost, polarita, pKa
a také pH. Podle polarity se urcuje sloZzeni mobilni faze, a také na ni zavisi volba rozpoustédla
vzorku. Na zaklad¢ kyselosti ¢i bazicity analytil 1ze stanovit hodnotu pH pro jejich ionizaci. [16]

Cile metody musi byt vystizeny velmi pfesné€. Tyto cile se daji vytyCit odpovéd'mi na otazky
jako jsou napt. Je primarnim cilem kvantitativni analyza, detekce nezadouci latky, charakterizace
neznamé latky nebo izolace Cisté latky? Jestlize je nutna kvantitativni analyza, jaka uroven
presnosti je nutna? Pro kolik rGznych vzorovych matric méa byt metoda navrzena? Kolik vzorka
ma byt méfeno zaroveil? Jesté pred samotnym vyvojem dané metody, by mely byt pfiblizné
urcéeny zakladni pozadavky, které tato metoda bude vyzadovat. [17]

Pti upraveé vzorku pfed samotnou analyzou je hlavnim cilem odstranéni nerozpustnych necistot
pomoci filtrace, odstiedénim a také extrakci (na pevné ¢i kapalné fazi). [15]

Vybér chromatografickych podminek (nastaveni metody) zéalezi na molekulové hmotnosti
analytu a jeho polarité. Nejbéznéjsi rezim pro malé organické molekuly je chromatografie na
reverzni fazi (RP-LC), ionizovatelné molekuly jsou Casto separovany pomoci RP-LC s mobilnimi
fazemi obsahujici pufry nebo s €inidly pro parovani iontii. Dalsi prvky patiici do této ¢asti vyvoje
metody jsou vybér mobilni a stacionarni faze, detektoru, typu pufru a jeho pH atd.

Optimalizace HPLC metody se hlavné zamétuje na zlepSeni chromatografickych podminek.
Aby byl pocet zkusebnich méteni co nejmensi, jsou zkoumany pouze parametry, které ovliviuji
prevazné selektivitu. Primarné se optimalizuje mobilni faze, jeji slozky, pH, gradient ¢i prutok.
Dale jsou to podminky jako je teplota kolony ¢i objem vzorku. U optimalizace stacionarni faze
1ze ménit typ faze a rozméry Castic. Cilem je nalezeni rovnovahy mezi dobou analyzy a rozliSenim

metody. [16]

1.5 Validace metody

Validace analytické metody je proces, kterym se pomoci laboratornich studii prokazuje, Ze
funk¢ni charakteristiky dané metody spliuji pozadavky na jeji zamyslené pouziti. Tento proces
zacina planovanym a systematickym shromazd’ovanim udajii na ovéfeni analytickych postupti.
Pro validaci metody se pouzivaji postupy podle Mezinarodni konference o harmonizaci

technickych pozadavki na registraci lécivych ptipravkll pro humanni poziti (ICH). [18]
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Béhen procesu validace je nutné podle nynéjSich regulacnich postupli prostudovat tzv.

validacni parametry. Mezi tyto parametry patfi:

e Pfesnost

e Preciznost

e Opakovatelnost

e Linearita

e Robustnost

e Selektivita

e Rozsah metody

e Limit detekce a kvantifikace
e Smérodatna odchylka

e Degradacni studie [17, 18]

Presnost metody vyjadiuje stupeii shody mezi hodnotou, kterd je akceptovana jako konvekeni
¢i referencni hodnota a naméfenou hodnotou. Tato vlastnost metody ma inverzni vztah vici
nahodnym i systematickym chybam. Obvykle se preciznost stanovi pomoci analyzu vzorku o
znamé Cistot€ (referencni materidl), metodou standartniho pridavku atd. [16]

Preciznost metody vyjadfuje stupeil rozptylu mezi sérii namétenych hodnot ziskanych z vice
meéfeni stejného homogenniho vzorku v ramci pfedem stanovenych podminek. Spravnost metody
lze rozdglit na tii urovné: opakovatelnost, mezilehla piesnost a reprodukovatelnost. [15]

Opakovatelnost je odhad presnosti metody, kdy je stejny vzorek mnohonasobné analyzovan
za stejnych podminek, stejnym pfistrojem a v kratkém casovém intervalu. Vypocitava se hodnota
vytézku metody. [18]

Linearita metody je schopnost (v daném rozsahu) ziskani odezvy, kterd je pfimo imérna
koncentraci analytu ve vzorku. Je také nezbytné urCit rozsah ve kterém odezva odpovida
koncentraci analytu. Linearita se uréuje pomoci kalibra¢ni fady rdznych koncentraci standardt
analytu. Piky jednotlivych vzorkt (vySky nebo plocha) se integruji a tyto hodnoty se vynesou
v grafu jako osa Y oproti hodnotdm koncentraci vzorkl jako osa X. Z téchto hodnot se vytvori
linearni regrese, jejiz koeficient determinace (R?) udava jeji kvalitu. Jako dikaz pfijatelnosti
linearity se povazuje hodnota R? stejna ¢i vy$3i nez 0,998. [15]

Robustnost je schopnost analytické metody zlstat nezménéna malou, ale zimérnou odchylkou
v parametrech metody jako jsou odchylka v pH, slozeni mobilni faze, teploté a nastaveni ptistroje.

Robustnost poskytuje diikaz o spolehlivosti metody za bézného pouzivani. [18, 19]
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Selektivita je schopnost metody jednoznac¢né urcit analyt ve vzorku, kde mohou byt dalsi latky,
jako jsou necistoty, degradacni produkty ¢i pomocné latky. Tato vlastnost se oveéfuje porovnanim
vysledkll analyzy vzorkid obsahujici necistoty ¢i degradacni produkty a vysledkt analyzy pouze
analytu bez necistot nebo degradacnich produktu. [15, 18]

Rozsah analytické metody vyjadiuje interval mezi nejnizsi a nejvyssi koncentraci analytu ve
vzorku (vCetné téchto koncentraci), pro které bylo prokazano, Ze analytickda metoda poskytne
vhodnou trovein pfesnosti, spravnosti a linearity. [19]

Limit detekce metody je nejnizsi koncentrace analytu ve vzorku, kterou lze stale detekovat,
ale nemusi byt vzdy kvantifikovatelna. Limit kvantifikace je nejnizsi koncentrace analytu, kterou
1ze kvantifikovat s ur¢itou piesnosti a spravnosti. [15]

Mezilehla ptesnost vyjadiuje rozdily v laboratofich, jako jsou napt. rizné pfistroje, riizni

analytici. Tato pfesnost se poté vyjadiuje jako smérodatné odchylka. [18]

1.6 Degradacni studie lécCiv

Degradaéni studie 1é¢iv jsou dlouho povazované za dileZitou ¢ast procesu vyvoje 1€¢iv. Jsou
také hlavnim nastrojem pro odhadnuti problému se stabilitou, vyvoje analytické metody a urceni
degradacnich produktl a degrada¢nich drah. [20]

Nucena degradace je proces, ktery zahrnuje degradaci 1éCiv za podminek drasti¢téjSich, nez
jsou u zrychlené degradace, a tim se generuji produkty rozkladu, které mohou byt studovany
za UCelem stanoveni stability molekuly. Pokyny ICH pro nucené degradac¢ni studie jsou pomérné
obecné a neposkytuji podrobnosti o praktickém pristupu k nucené degradaci. [21]

Studie nucené degradace nabizeji nasledujici informace:

e Stanoveni pravdépodobnych degrada¢nich produktu.

e Stanoveni degradacnich drah.

e Stanoveni vnitini stability molekuly 1éCiva.

e Stanoveni ovefené stability indikujici analytické metody. [22]

Studie stability se pouzivaji k testovani 1éCivého ptipravku po del$i dobu za rGznych
podminek. Studie stability jsou pfevazné 4 typt, dlouhodobé studie, sttednédobé studie, zrychlené

studie a studie v realném case.
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Tabulka 1.1 Typy studii stability s podminkami skladovani a dobou trvani. RV znamena relativni
vlhkost

Typy studii stability Podminky skladovani Doba trvani
(mésice)
2542 °C a 60£5 % RV nebo
Dlouhodobé 3042 °C a 65+5 % RV 12
Strednédobé 3042 °C a 65+5 % RV 6
Zrychlené 4042 °C a 75+5 % RV 6

Dlouhodobé studie stability se provadéji testovanim vzorku ve specifickych casovych
intervalech a podminky externich parametri se odpovidajicim zpisobem méni. Hlavnim cilem
téchto studii je urceni doby pouzitelnosti daného ptipravku. [23]

Pti zrychlenych studiich je vzorek stresovan podminkami, ktery jsou vys$si nez okoli (napf.
vy$8imi teplotami, neZ je laboratorni teplota). Tyto podminky jsou nastaveny, aby se zrychlila
degradace dané latky. Tyto informace se nasledn€ promitnou v ptedpovedi trvanlivosti nebo se

pouzivaji k porovnani relativni stability alternativnich formulaci. [24]

1.6.1 Podminky nucenych degradaci

Nejcastéjsimi mechanismy degradace pii studiich stability jsou hydrolyza, oxidace, tepelna
degradace a degradace svétlem. K dosahnuti poZzadovaného stupné degradace je nutné zvolit
vhodné podminky (napi. vhodna koncentrace kyseliny, zasady ¢i vybér vhodného oxida¢niho
¢inidla), kombinovany stres a doba expozice. Nadmérna degradace vzorku miize vést k dalSim
degradacnim procestim, necistotdm a tvorbé sekundarnich degradacnich produktd, ty by nebylo
mozné zpozorovat pii studiich v realném case. Nadmérnd degradace muize také vést k chybné
interpretaci vysledkii hmotnostni bilance, kvtili nezndmému faktoru odezvy neznamych necistot.

Obecné doporucend hranice degradace se pohybuje mezi 5-20 %. [25]
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Tabulka 1.2 Podminky pro jednotlivé degrada¢ni mechanismy. ICH urcuji podminky pro
fotolyzu, kdy vzorky by mély byt vystaveny svétlu poskytujici primérné osvétleni ne vice nez
1,2 milionu lux, ultrafialovému zafeni o energii 200 watt/hodina/m? se spektralnim sloZenim 320-

400 nm. [21] Zkratka API znamena aktivni farmaceutické substance.

Typ Podminky Doba trvani
degradace Experimentalni podminky skladovani (dny)
Hydrolyza Pouze API (bez kyseliny ¢i zasady) 40 °C, 60 °C 1,3,5
0,1 M HCI 40 °C, 60 °C 1,3,5
0,1 M NaOH 40 °C, 60 °C 1,3,5
Pouze kyselina (bez API) 40 °C, 60 °C 1,3,5
Pouze zasada (bez API) 40 °C, 60 °C 1,3,5
pH o hodnotach 2,4,6,8 40 °C, 60 °C 1,3,5
Oxidace 3 % H»0, 25 °C, 60 °C 1,3,5
Pouze peroxid (bez API) 25 °C, 60 °C 1,3,5
Azobisisobutyronitril (AIBN) 40 °C, 60 °C 1,3,5
Pouze AIBN (bez API) 40 °C, 60 °C 1,3,5
Fotolyza Svétlo 1 x ICH / 1,3,5
Svétlo 3 x ICH / 1,3,5
Kontrola svétla pomoci
3x ICH / 1,3,5
Tepelna Tepelna komora 60 °C 1,3,5
Tepelna komora 60°Ca75%RV 1,3,5
Tepelna komora 80 °C 1,3,5
Tepelna komora 80°Ca75%RV 1,3,5
Kontrola tepla Laboratorni telota 1,3,5
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1.6.2 Studie stanoveni a degradace Abirateronu acetatu

V americkém Iékopise byl abirateron acetat stanoven pomoci kapalinové chromatografie. Byl
rozpustén v acetonitrilu, jako mobilni faze byla zvolena smés 10mM octanu sodného ve vode,
acetonitril a ethanol v poméru 50:20:30. Vzorek o objemu 10 pl byl hnan pratokem 0,45 ml/min
kolonou se stacionarni fazi C18 o teploté 15 °C a rozmérech 3 mm X 15 cm; 3 um. Jako detektor
byl pouzit UV detektor a vinova délka byla nastavena na 254 nm. Doba této analyzy byla
70 minut. [26]

V dalsi literatute, jako je naptiklad ¢lanek z roku 2016 publikovan B. Jalou, Chandra Reddym
a N.C. Saradou, autofi vytvotili metodu HPLC za pouziti kolony Hypersil ODS C-18
(150 X 4,6 mm, 5 um), jejich mobilni faze se skladala z 0,1 % fosfatového pufru a acetronitrilu
v poméru 40:60 a prittok byl 1 ml/min. Teplota kolony byla 30 °C a UV detektor byl nastaven na
235 nm a objem vzorku byl 20 pl. Kromé jinych druhti degradace se zabyvali degradaci
abirateronu acetatu pomoci peroxidu vodiku, kdy 1 ml 30 % peroxidu ptidali ke vzorku o objemu
1 ml a nechali vzorek oxidovat po dobu 12 hodin v 60 °C. Z jejich experimentu vyplynulo, Ze
abirateron acetat je za danych podminek stabilni. [27]

Dalsi, ktefi se zabyvali timto tématem jsou Kavitapu, A. Maruthapillai, S. Mahapatra a J. A.
Selvi. Tato skupina publikovala ¢lanek v roce 2021. Pfi vytvareni metody pouZili kolonu Kinetex
C18 (150 x 4,6 mm, 5 um). Mobilni faze A byla tvotena dihydrogenfosfore¢nanem draselnym o
koncentraci 1 g/l, ktery byl upraven na ptiblizné pH o hodnot€ 3,1+0,05 pomoci zfedéné kyseliny
ortofosforecné. Mobilni fazi B byl acetonitril. Objem méteného vzorku byl 10 pl a teplota kolony
byla 40 °C. Prutok béhem analyzy, ktera trvala 65 min, byl 0,8 ml/min. Jako detektor byl zvolen
fotodiodovy detektor pii 205 nm. Pro oxidaci abirateronu acetatu zvolili vzorek o hmotnosti 0,1 g,
ktery byl rozpustén 5 ml 30 % peroxidu vodiku, ktery byl ponechan v laboratorni teploté v uplné
tm¢ po dobu 25 hod. Vysledkem této studie bylo, Ze abirateron acetat se za danych podminek
degradoval z 5,37 %. Mezi degradac¢ni produkty, které identifikovali patii dimer abirateronu
acetatu, abirateron a jeho dimer, hydroxy DHEA, DHEA acetat, ATAIE, N-acetyl ATAIE,
hydroxy ATAI1E, dimer diacetoxilu, hydroxy ATA2E a také oxid trifenylfosfatu (viz Seznam
zkratek a symbolt) [28]

Ve stejném roce publikovali ¢lanek S. Beg, A. K. Malik a dalsi. Ti ve své studii pouzili kolonu
Hypersil BDS Cis (250 X 4 mm, 5 um). Slozkou mobilni faze A (vodna faze) byla smés vody a
0,1 % ortofosforeéné kyseliny, faze B (organicka faze) se skladala z acetonitrilu. Pritok mobilni
faze byl 1 ml/min, teplota kolony ¢inila 25 °C a UV detektor byl nastaven na 250 nm. Pro oxidaci
abirateronu acetatu byl také pouzit peroxid vodiku, kdy se k 1 ml vzorku o koncentraci 100 ug/ml
ptidal 1 ml 1 % peroxidu vodiku. Tento vzorek se ponechal ve vodni lazni o teploté¢ 80 °C na

1 hodinu. Z této studie vyplynulo, Ze za danych podminek se Abirateron acetat nedegradoval. [29]
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie

Acetonitril CHROMASOLV®, FOR HPLC, gradient grade > 99,9 %, Honeywell,
Francie

Methanol CHROMASOLV®, FOR HPLC, gradient grade > 99,9%, Honeywell, Francie
Kyselina mravenci, reagent grade, > 95 %, Sigma- Aldrich, Némecko

Peroxid vodiku 30%, p.a., Penta, Ceska republika

Abirateron acetat, Zentiva a.s.

Deionizovana voda pfipravena na pfistroji Milli Q o mérném elektrickém odporu

18,2 MQ-cm

2.2 Instrumentace

Acquity H- class UPLC s UV/VIS absorp¢énim detektorem s diodovym polem a QDa
hmotnostnim detektorem, Waters, USA

Ultrazvukova lazen, Elma, S15 Elmasonic, Némecko

Analytické véhy, 262 SMA-FR, Presica, Svycarsko

Homogenizator VORTEX, Chromservis, Ceské republika

Chromatograficka kolona KINETEX C18 (1,7 um, 100 X 2,1 mm)
Chromatografické kolona Acquiry UPLC BEH C18 (1,7 um, 100 X 2,1 mm)
Chromatografické kolona Acquity UPLC CSH PHENYL-HEXYL (1,7 pum,
100 X 2,1 mm)

Degradacni komora, Memmert Humidity Chamber HCP, Memmert, Némecko
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2.3 Uréeni rozpustnosti API

Na analytickych vahach se do vialek navazilo po 1 mg vzorku abirateronu acetatu. Tyto vzorky
byly nasledné rozpoustény ve smésich MeOH, ACN, deionizované vody a kyseliny mravenci
(viz Tabulka 3.1), nasledn¢ byly vSechny vzorky homogenizovany pomoci vortexu po dobu

5 minut.

2.4 Priprava zasobniho roztoku API

Zasobni roztok standardu byl pfipraven tak, aby jeho koncentrace ¢inila 0,1 mg/ml. Na
analytickych vahach se navazilo 10 mg API, ktera se nasledné rozpoustéla ve smeési acetonitrilu
a deionizované vody v pomé&ru 1:1. Pro Gplné rozpusténi API se zasobni roztok nechal po dobu

5 minut homogenizovat v ultrazvukové lazni.

2.5 Chromatografické podminky

Podle ¢lanku z roku z roku 2013 od A. Khedra, I. Darwishe, a F. Bamana, ktefi se zabyvali
degradacni studii abirateronu, byl zvolen jako organicka faze (slozka A) acetonitril a jako vodna
faze (slozka B) 0,1% vodny roztok kyseliny mravenci. [30] Byla pouzita gradientova eluce,
optimalizovany program gradientu je uveden v Tabulce 2.1.

Pro stanoveni abirateronu acetatu v experimentalni casti byly vyzkouSeny tfi kolony, prvni
byla kolona Kinetex C18 (1,7 um, 100 X 2,1 mm), druhd byla kolona Acquity BEH C18
(1,7 pm, 100 X 2,1 mm) a tieti kolona Acquity CSH PHENYL-HEXYL (1,7 pm, 100 X 2,1 mm),
davkovany objem vzorku €inil 1 ul. Pritok mobilni faze po dobu analyzy byl 0,3 ml/min. Teplota
autosampleru byla 5 °C. Puvodni teplota kolony byla 30 °C a poté byla zvySena na 45 °C. Jako
detektor byl pouzit absorpéni detektor s diodovym polem, zvolend vinova délka detekce byla

265 nm a v pribéhu méfeni byl také ptidan hmotnostni detektor.
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Tabulka 2.1 Gradientovy program, podle kterého se zménilo zastoupeni organické a vodné
mobilni faze v prubchu analyzy. ®a oznacuje organickou fazi obsahujici ACN a ®g oznacuje

vodnou fazi obsahujici 0,1 % kyseliny mravenci.

t (min) 9a (%) o8 (%)
0 30 70
1 30 70
9 80 20
11 80 20
12 30 70
14 30 70

2.6 Priprava vzorku pro kalibraci

Vzorky pro méfeni kalibracni zavislosti byly pfipraveny ze zasobniho roztoku API.
Do 10 ml odmérnych bané€k bylo odpipetovan urcity objem zasobniho roztoku a ten byl nasledné
ziedén smesi ACN a vody v poméru 1:1 na vyslednych 10 ml. Koncentrace jednotlivych vzorka

¢inily 0,1, 0,075, 0,05, 0,025, 0,01, 5-107, 1-10%, 5-10*, 1-10* mg/ml.

2.7 Priprava vzorkt pro oxidac¢ni degradaci

Vzorky pro oxidacni degradaci byly piipraveny tak, ze do vzorkll ze zasobniho roztoku a
vzorkd rozpoustédla bylo odpipetovano mnozstvi 30 % peroxidu vodiku, aby jeho vysledna
hmotnostni koncentrace €inila 0,3 %. Vzorek pro kazdy typ podminek byl pfipraven 3X. Jedna
sada vzorkl byla ponechana v laboratorni teploté¢ a druha byla vloZena do degradacni komory,
ktera byla nastavena na 50 °C. Vzorky byly v téchto podminkach ponechany po dobu 1,2 a 3 dnti

a poté nechany v mrazaku, ktery byl nastaven na -20 °C, nez byly vzorky zméfeny.

2.8 Analytické zpracovani dat

2.8.1 Opakovatelnost

Pro opakovatelnost byl pfipraven vzorek ze zasobniho roztoku API, do n€hoz se ptidalo
mnozstvi 30% roztoku peroxidu vodiku, tak aby jeho vysledna hmotnostni koncentrace Cinila
0,5 %. Tento vzorek byl pak po dobu 6 hodin ponechan v degrada¢ni komote v 50 °C. Potom byl

tento vzorek 7X zmérfen.
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Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci smérodatné odchylky a také relativni smérodatné
odchylky.

Vzorec pro smérodatnou odchylku

S = /Zi(zi__lf)z (21)

kde s vyjadiuje smerodatnou odchylku méteni, x; vyjadfuje prvek ze statistického souboru 7, X
vyjadfuje aritmeticky primér hodnot signalu a n vyjadiuje pocet méfeni.

Vzorec pro relativni smérodatnou odchylku

s =100 (2) (22)

X

kde s-(RSD) vyjadiuje relativni smérodatnou odchylku méteni v procentech.

2.8.2 Meze detekce a kvantifikace

Pro mez detekce a kvantifikace byl jako prvni zméfen vzorek pouze rozpoustédla, Cili smes
ACN a vody v poméru 1:1. Na chromatogramu pak byla odectena hodnota Sumu. Pak obé meze
byly vypocteny pomoci nasledujicich vzorci.

Lop = 332 (2.3)

a

10 xo
a

LOQ = (2.4)

kdy o vyjadiuje primérnou hodnotu Sumu z chromatogramu rozpoustédla a a vyjadiuje

smérnici piimky zavislosti vysky piku na koncentraci API.

2.8.3 Vytéznost
Pro vytéznost byly pfipraveny 2 vzorky ze zasobniho roztoku API jeho zfedénim na
koncentrace 0,07 mg/ml a 3-10° mg/ml. Vysledky po oba vzorky byly vypoéteny dosazenim do

vzorce rovnice primky kalibra¢ni fady.
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3. Vysledky a diskuse

3.1 Uréeni rozpustnosti API

Pfed samotnou analyzou API bylo potfeba urcit jeji pfibliznou rozpustnost a v jakych
rozpoustédlech se rozpousti. Rozpustnost byla testovana odvazenim 1 mg API a tato navazka byla
nasledné rozpousténa ve 2 ml rozpoustédla ¢i smeési rozpoustédel, a pak byl celkovy objem zvySen
na 10 ml, po 5-ti minutové sonikaci byla rozpustnost hodnocena vizualné. (viz Tab. 3.1). Jako
prvni byla testovana rozpustnost ve 2 ml deionizované vody, kdy se API nerozpustila. Déle byly
k navazce pfidany 2 ml ACN a 2 ml MeOH, zde bylo pozorovano u obou pfipadl rozpusténi
navazek APIL. Pii pfidani 1 ml ACN a 1 ml deionizované vody, stejn¢ tak u smési 1 ml
deionizované vody a 1 ml MeOH, a také u 1 ml MeOH a 1 ml 0,1 % vodného roztoku kyseliny
mraven¢i nebylo pozorovano rozpusténi API. AvSak po pfidani smési 1 ml ACN a 1 ml 0,1%
kyseliny mraven¢i bylo pozorovano rozpusténi smeési. Nasledné se celkovy objem vzorku zvysil
na 10 ml a navéazka byla rozpousténa v 5 ml ACN a 5 ml deionizované vody a bylo pozorovano
rozpusténi navazky. Nasledne se API rozpustila ve smési 3 ml ACN a 7 ml deionizované vody,
kde byl pozorovan zakal. Posledni smés pro rozpusténi API byla vytvotfena smichanim 4 ml ACN
a 6 ml deionizované vody, kde se pozorovalo rozpusténi smési. Po zhodnoceni vysledki byla jako
rozpoustédlo zvolena smés ACN a deionizované vody v poméru 1:1.

Pozorované jevy pfi stanovovani rozpustnosti API lze shrnout nasledovné. API se dobie
rozpousti jak v ACN tak i v MeOH, ale je malo rozpustnd ve vodé. Ve smési vody a ACN bylo
pozorovano zvySeni rozpustnosti po okyseleni vodné slozky o 0,1 % roztok kyseliny mravenci.
Pro rozpusténi API o koncentraci 0,1 mg/ml ve smési ACN a vody je zapotiebi aspont 40 % (v/v)

obsah ACN.
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Tabulka 3.1 UrCovani rozpustnosti API v jednotlivych rozpoustédel ¢i jejich smési

[ACN] [H20] [MeOH] [0,1% K.M.] Rozpustnost vzorku o

ml ml ml ml hmotnosti 1 mg
- 2 - - nerozpustny
2 - - - rozpustny

- - 2 - rozpustny

1 1 - - nerozpustny
- 1 1 - nerozpustny

1 - 1 - nerozpustny
- - 1 1 nerozpustny

1 - - 1 rozpustny

5 5 - - rozpustny

4 6 - - rozpustny

3 7 - - nerozpustny
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3.2 Vybér chromatografickych podminek

Pro vybér kolony byly k dispozici chromatograficka kolona KINETEX C18 (1,7 pm,
100 X 2,1 mm), chromatografické kolona Acquity BEH C18 (1,7 pum, 100 X 2,1 mm)

a chromatograficka kolona Acquity CSH PHENYL-HEXYL (1,7 um, 100 X 2,1 mm). Jako prvni
byla testovana kolona KINETEX, na které se i testovalo retencni chovani abirateronu acetatu
v rizném slozeni mobilni faze.

Pro separaci byla zvolena gradientova eluce dle tabulky 3.2, ta v porovnani s izokratickou
eluci umoziuje pokryt SirSi rozsah polarity ptipadnych degradacnich produktt. Pii testovani
retenéniho chovani abirateronu acetatu byly provedeny dvé gradientové eluce, kdy prvni eluce
byla provedena za slozeni mobilni faze, kterd obsahovala ACN a deionizovanou vodu. Druhé

sloZeni obsahovalo ACN a 0,1 % vodny roztok kyseliny mravenci.

Tabulka 3.2 Gradientovy program, podle kterého se ménilo zastoupeni organické a vodné casti
mobilni faze v pribéhu analyzy. @4 oznacuje organickou ¢ast mobilni faze (ACN) a @ oznacuje

vodnou ¢ast mobilni faze (deionizovanou vodu ¢i 0,1 % vodny roztok kyseliny mravenci).

t(min)  @4(%) s (%)

0 40 60
1 40 60
9 80 20
11 80 20
12 40 60
14 40 60
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Obr. 3.1 Chromatogram gradientové eluce za pouziti kolony KINETEX C18 (1,7 pm,
100 X 2,1 mm). Za pouziti mobilni faze, ktera obsahovala ACN a deionizovanou vodu pfi
davkovaném objemu 1 ul, pratoku 0,3 ml/min, teploty kolony 30 °C a vinové délce 253 nm. Na

ose X je Cas v minutach a osa Y piedstavuje odezvu detektoru.
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Obr. 3.2 Absorpéni spektrum UV/VIS oblasti elektromagnetického zéteni ziskané z analyzy
abirateronu acetatu pomoci kolony KINETEX C18 (1,7 um, 100 X 2,1 mm) mobilni faze
obsahovala ACN a deionizovanou vodu. Vlnova délka absorpéniho maxima byla uréena jako

hodnota 253 nm.
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Obr. 3.3 Chromatogram gradientové eluce za pouziti kolony KINETEX CI18 (1,7 um,
100 x 2,1 mm). Pfi analyze byla pouZzita mobilni faze, kterd se skladala z ACN a 0,1 % kyseliny

mravenéi. Priutok mobilni faze ¢inil 0,3 ml/min, teplota kolony byla 30 °C a vinova délka 253 nm.
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Obr 3.4 Absorpcni spektrum UV/VIS oblasti elektromagnetického zéateni z analyzy abirateronu
acetatu pomoci kolony KINETEX C18 (1,7 um, 100 X 2,1 mm) za pouziti mobilni faze, ktera
obsahovala ACN a 0,1 % kyselinu mravenci. Jako vinova délka absorp¢niho maxima byla urena

hodnota 265 nm.
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Pti porovnani obou chromatogramt a pfisluSnych absorpcnich spekter byl zaznamendm rozdil
mezi retencnimi Casy abirateronu acetatu pii pouziti jiného slozeni mobilni faze. Retencni Cas
piku pfi pouziti mobilni faze, kterou tvoril ACN a deionizovana voda byl 12,6 min, zatim co
retenéni Cas piku pii pouziti ACN a 0,1 % kyseliny mravenci jako mobilni faze byl 8,5 min. Také
byly zjistény rozdily u vinové délky absorpéniho maxima, ktera ¢inila pro prvni analyzu 253 nm
a pro druhou analyzu 236 nm a 265 nm. Tyto rozdily byly zpisobeny ptidavkem 0,1 % kyseliny
mravenci. Hodnota pKa kyseliny mravenci ¢ini 3,75 [31], coZ je mensi, nez je hodnota pKa
abirateronu acetatu (5,2). Kyselina mravenci je tedy silngj$i kyselina nez protonovana forma
abirateronu acetatu. Tento rozdil ma za pficinu protonizaci abirateronu acetatu, ktery nésledné
prochézi kolonou rychleji, nez jeho neprotonizovana forma. Z tohoto diivodu byla jako mobilni
faze zvolena smés ACN a 0,1 % roztoku kyseliny mravenci, diky vys$si polarit€¢ API. Pfi pouziti
deionizované vody jako vodné ¢asti mobilni faze eluovala API az v samém zavéru gradientového
programu pii nejvyssi eluéni sile mobilni fize. Hrozilo by tedy, Ze by nebyla dostate¢né oddélena
od svych degradacnich produktt. V mobilni fazi, kde jeji vodna slozka byl 0,1 % vodny roztok
kyseliny mravenc¢i API vykazovala dostateCnou retenci, eluovala vSak dfive a nechala vice
prostoru po separaci degradacnich produkta.

Jako dalsi se zkoumal vliv teploty kolony. Byly testovany teploty, 30 °C (viz Obr. 3.3) a 45 °C
(viz Obr. 3.5).
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Obr. 3.5 Chromatogram analyzy abirateronu acetatu pomoci kolony KINETEX C18 (1,7 um,
100 x 2,1 mm). Byla pouzita mobilni faze skladajici se z ACN a 0,1 % kyseliny mravenci, jeji
pratok byl 0,3 ml/min, davkovany objem byl 1 ul, teplota kolony ¢inila 45 °C a vinova délka byla
265 nm.
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Po porovnani chromatogrami analyz pfi rtiznych teplotach kolony bylo zjisténo, ze pik
abirateronu acetatu vykazuje lepsi tvar pti 45 °C. Z tohoto diivodi byla zvolena teplota kolony na
45 °C.

Kwvili nedostatecné ostrému tvaru piku pti pouziti kolony KINTEX, byla testovana kolona
Acquity UPLC BEH C18 (1,7 um, 100 X 2,1 mm). JelikoZ jiz vytvoiené gradienty pro tuto kolonu
nebyly vhodné (chromatogram vykazoval pouze Sum, nikoliv pik API), byly vytvofeny dva nové

gradienty (viz Tabulka 3.3 a 3.4).

Tabulka 3.3 Gradientovy program, podle kterého se zmeénilo zastoupeni organické a vodné
mobilni faze v pribéhu analyzy. @ oznacuje organickou fazi obsahujici ACN a ®p oznacuje

vodnou fazi obsahujici 0,1 % kyseliny mravenci.

t(min) @4 (%) o8 (%)

0 30 70
6 80 20
10 80 20
14 30 70

Tabulka 3.4 Gradientovy program, podle kterého se zmeénilo zastoupeni organické a vodné
mobilni faze v pribéhu analyzy. @ oznacuje organickou fazi obsahujici ACN a ®p oznacuje

vodnou fazi obsahujici 0,1 % kyseliny mravenci.

t(min) @A (%) @B (%)

0 30 70
1 30 70
7 80 20
10 80 20
12 30 70
14 30 70
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Obr. 3.6 Chromatogram gradientové eluce na koloné¢ Acquity UPLC BEH C18 (1,7 pum,
100 x 2,1 mm), vodna a organicka faze byly 0,1% kyseliny mravenci a ACN, pritok mobilni faze
¢inil 0,3 ml/min, davkovany objem vzorku byl 1 ul, teplota kolony byla 45 °C a vinova délka
265 nm. Gradientovy program viz Tabulka 3.3.
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Obr. 3.7 Chromatogram gradientové eluce kolony Acquity UPLC BEH C18 (1,7 pm,
100 x 2,1 mm), vodna a organicka faze byly 0,1% kyselina mravenci a ACN, pritok mobilni faze
¢inil 0,3 ml/min, teplota kolony byla 45 °C, davkovany objem byl 1 pl a vlnova délka cinila
265 nm. Gradientovy program viz Tabulka 3.4.
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Jako posledni byla studovana kolona Acquity UPLC CSH PHENYL-HEXYL (1,7 um,

100 x 2,1 mm) na této koloné se také testovaly dvé gradientové eluce (viz Tabulka 3.4 a 3.5)

Tabulka 3.5 Gradientovy program, podle kterého se zménilo zastoupeni organické a vodné
mobilni faze v pribéhu analyzy. @ oznacuje organickou fazi obsahujici ACN a ®p oznacuje

vodnou fazi obsahujici 0,1 % kyseliny mravenci.

t (min) 04 (%) 08 (%)

0 30 70
1 30 70
9 80 20
11 80 20
12 30 70
14 30 70
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Obr. 3.8 Chromatogram gradientové eluce kolony Acquity UPLC CSH PHENYL- HEXYL
(1,7 um, 100 X 2,1 mm), vodna a organicka faze byly 0,1% kyseliny mravenci a ACN, pritok
mobilni faze byl 0,3 ml/min, davkovany objem vzorku byl 1 ul a teplota kolony 45 °C, vinova
délka Cinila 265 nm. Gradientovy program viz Tabulka 3.4.
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Obr. 3.9 Chromatogram gradientové eluce kolony Acquity UPLC CSH PHENYL- HEXYL
(1,7 um, 100 X 2,1 um), vodna a organicka faze byly 0,1% kyseliny mravenéi a ACN, prutok
mobilni faze byl 0,3 ml/min, davkovany objem vzorku byl 1 pl, teplota kolony byla 45 °C, vinova
delka ¢inila 265 nm. Gradientovy program viz Tabulka 3.5.
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Po porovnani vsech chromatogramti byla jako pouZzivana kolona vybrana Acquity UPLC CSH
PHENYL-HEXYL (1,7 um, 100 X 2,1 mm) s druhou gradientovou eluci (viz Tabulka 3.5).
K tomuto zavéru se doslo po porovnani tvaru vSech pikd a jejich retencnich cast. Jak uz bylo
feCeno dfive a tomto odstavci, pik pii analyze na koloné¢ KINETEX C18 (1,7 um, 100 X 2,1 mm)
nevykazoval dostatecné izky tvar. Gradientové eluce testované na kolon¢ Acquity UPLC BEH
C18 (1,7 pm, 100 X 2,1 mm) vykazovaly retencni cas piku API v 7,159 min (viz Obr. 3.6) a
9,648 min (viz Obr 3.7). Zatim co gradientové eluce testované na koloné Acquity UPLC CSH
(1,7 pm, 100 X 2,1mm) vykazovaly reten¢ni ¢as piku API v 6,579 min (viz Obr. 3.8) a 7,388 min
(viz Obr. 3.9).

Obe¢ testované kolony vykazovaly téméf totozny tvar piku, takze rozhodujicim faktorem byl
retencni Cas piku API a jelikoz cilem je oxidativni degradace, bylo tfeba, aby pted i za pikem API
bylo dostatek mista pro piky degradacnich produktii. Proto byla vybrana pravé tato kolona a

gradient.

3.3 Validace metody

3.3.1 Kalibra€ni zavislost

Po tom, co byla vyvinuta metoda bylo provedeno méfeni kalibra¢ni zavislosti pomoci
kalibra¢nich roztoku. Jejich koncentrace ¢inila 0,1, 0,075, 0,05, 0,025, 0,01, 5:103, 1:1073, 5-10%,
1-10* mg/ml. Po tomto mé&feni byla sestrojena kalibraéni zavislost plochy a vysky jednotlivych
piki na koncentraci ptislusného kalibra¢niho vzorku. Zavislosti byla prolozena regresni piimka a
byly vypocteny koeficienty determinace, pro zavislost hodnoty plochy piku na koncentraci
daného kalibra¢niho vzorku tato hodnota Cinila 0,9918 a pro zavislost hodnoty vysky piku na

koncentraci daného kalibra¢niho vzorku byla 0,9953.
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Obr. 3.10 Graf zavislosti plochy piku na koncentraci daného kalibra¢niho vzorku. Méfeni
probéhlo na kolon¢ Acquity UPLC CSH PHENYL-HEXYL, sloZeni mobilni faze bylo ACN a
0,1 % roztok kyseliny mravenci, teplota kolony ¢inila 45 °C, pritok mobilni faze byl 0,3 ml/min,

davkovany objem byl 1 pl a vinova délka 265 nm. Gradientovy program viz Tabulka 3.5.
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Obr. 3.11 Graf zavislosti vysky piku na koncentraci daného kalibra¢niho roztoku. Méfeni
probéhlo na koloné Acquity UPLC CSH PHENYL-HEXYL, slozeni mobilni faze bylo ACN a
0,1 % roztok kyseliny mravenci, teplota kolony ¢inila 45 °C, pritok mobilni faze byl 0,3 ml/min,

davkovany objem byl 1 ul a vinova délka 265 nm. Gradientovy program viz Tabulka 3.5.
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Z kalibracni zavislosti vysky piku na koncentraci kalibracniho vzorku abirateronu acetatu byly
vypocteny LOD a LOQ podle vzorcti 2.3 a 2.4. Hodnota Sumu zéakladni linie chromatogramu byla
50 uV. Vypoétena hodnota LOD ¢inila 1,3-10* mg/ml a hodnota LOQ ¢inila 4,0-10 mg/ml.

Z rovnice kalibracni ptimky zavislosti plochy piku na koncentraci kalibraéniho vzorku byla
vypoctena vytéznost metody. Koncentrace pro zjisténi vytéznosti metody byly 0,07 a
3- 10> mg/ml. Pro koncentraci 0,07 mg/ml byla stanovena hodnota 0,073 mg/ml a pro
koncentraci 3-103 mg/ml byla hodnota 3,78-10~* mg/ml. V pievedeni na procenta to jsou hodnoty
104% skute¢né koncentrace pro hladinu 0,07 mg/ml a 125 % skute¢né koncentrace pro hladinu
3-1073 mg/ml.

Poté se stanovovala opakovatelnost metody. Ke vzorku API ze zasobniho roztoku se ptidalo
takové mnozstvi 30 % peroxidu vodiku, aby jeho hmotnostni koncentrace ¢inila 0,5 % a tento
vzorek se nechal temperovat v 50 °C po dobu 6 hodin a nasledné se tento vzorek zméfil 7X.
V chromatogramu vzorku byly zjistény kromée samotné API jesté dva degradacni produkty, jejich
relativni reten¢ni Casy Cinily 0,97 a 1,11 jejich procentudlni zastoupeni ¢inilo 0,46 % a 6,64 %.
Opakovatelnost se hodnotila pomoci hodnot relativni smérodatné odchylky, které byly ziskany
zrovnic 2.1 a 2.2. Pro API byly hodnoty relativni smérodatné odchylky 0,20 % pro plochu piku,
0,51 % pro vysku piku a 0,11 % pro reten¢ni €as. Pro prvni degrada¢ni produkt hodnoty relativni
smérodatné odchylky byly 0,11 % pro retenc¢ni ¢as, 6,58 % pro plochu piku a 3,43 % pro vySku
piku. Pro druhy degrada¢ni produkt byly hodnoty relativni smérodatné odchylky 0,06 % pro
retencni ¢as, 1,50 % pro plochu piku a 1,36 % pro vysku piku.

Vyhodnocenim téchto hodnot bylo rozhodnuto, Ze metoda vykazuje vybornou opakovatelnou
pro plochy a casy piku API. Pro degradacni produkty opakovatelnost uz neni tak vysoka, kvuli

jejich malému zastoupeni, coz vede k vét$im relativnim chybam méfeni, a také pii integraci pikd.

3.4 Oxidativni degradace

Ptiprava vzorku zdsobniho roztoku pro oxidativni degradaci a postup samotné degradace je
popsan v odstavci 2.7. Jako prvni se vyhodnocovala sada vzorkd, kterd obsahovala samotnou API,
bez pridavku peroxidu vodiku. V prib€hu nucené degradace kromé necistoty, jejiz relativni
retencni Cas (¢.;) Cinil 1,15, kterd uz se ve vzorku nachazela pted oxidaci, byl pozorovan jeden

degradacni produkt, ktery zacal vznikat v pribéhu 1. dne za laboratorni teploty, jeho #.., vi¢i API

je 0,623 a hodnota m/z 350 (viz Tabulka. 3.7).
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Z této tabulky je ziejmé, ze se obsah necCistoty s .. 1,15 v pribéhu experimentu témet
nezmenil. Tato latka je zfejmé necistota, kterd se neucastni degradace API. Relativni obsah
necistoty o #.;. 0,623 v pribéhu experimentu nartstal i za laboratorni teploty, kde za 3 dny narost
na 0,34 %. Zvysena teplota (50 °C) degradaci vyrazn¢ urychlila tak, Zze béhem dvou dnti vzrostla
relativni plocha na 11,61 % a tieti den klesla na 8,72 %.

Pti vyhodnocovani sady vzorkti API s 0,3 % peroxidem vodiku byly degradacni produkty
pozorovany i ve vzorcich analyzovanych bezprostfedné (v fadu minut) po ptfidavku peroxidu.
Béhem samotné nucené degradace bylo pozorovano mnoho degradacnich produkti API. V
ptipadé néekterych degradacnich produkti se jejich obsah zacal po cCase zmenSovat (viz
Tabulka 3.8) napf. ., 0,434, 0,534 atd. Pfic¢ina tohoto jevu mtize byt nadmerna nucend degradace,
kdy z primarnich degradac¢nich produktii vznikaji sekundarni degradacni produkty, a to mohlo byt
zaptic¢inéno ponechani vzork API s peroxidem vodiku v 50 °C po piilis dlouhou dobu.

Ani v pribéhu této ¢asti degradace se obsah necistoty s ., 1,15 téméef nezménil a potvrdilo
se, ze se tato latka neucastni degradace API. Nejzastoupenéjsi degradacni produkt API ma
t11,101 obsah této latky se v pribéhu experimentu ménil z 2,86 % po ptidani peroxidu vodiku
na 17,89 % po tiech dnech v laboratorni teploté a po tfech dnech v 50 °C na 32,87 %. Obsah
dal$ich degradacnich produktti se na konci degradace pohyboval mezi 0,205 — 7,34 %.

Nasledné¢ byly ze vSech degradacnich produktl vybrany ty s nejveétSim zastoupenim
(degradacni produkt degradace bez pridani peroxidu vodiku a degradacni produkty s piidanim
peroxidu vodiku s relativnimi reten¢nimi ¢asy 0,903, 0,971, 1,101 a 1,15) a byla ovétovana jejich
identita pomoci hodnot m/z. Dle amerického l€kopisu [26] byly urceny latky pomoci jejich hodnot
poméru m/z. Hodnota m/z 350 odpovida latce abirateron, pro hodnotu 408 jsou mozné latky
a- epoxyabirateron acetat, B- epoxyabirateron acetat a pro hodnotu 440 nebyla nalezena latka,

ktera by této hodnot¢ odpovidala.

Abirateron /\\
m/z= 350 HAC = 408 HaC 0 m/z= 408
a-epoxyabirateran acetat B-epoxyabirateron acetét

Obr. 3.12 Struktury moznych degradacnich produktt
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Tabukla 3.7 Relativni plochy piki jednotlivych degradacnich produktt abirateronu acetatu obsazenych ve stresovanych vzorcich vztazené k plose piki

API. V zavorkéch jsou uvedeny hodnoty RSD v procentech (n=3).

Relativni plochy vznikajicich degradacnich produtki (%)

trer 0,623 trer 1,15 S relativnich ploch
nestresovana API - 0,35(1,19) 0,35
APl ponechdna v
0,19 (0,04 0,32 (0,02 0,51
lab. tep. po 1 den ( ) ( )
APl ponechdna
P Y 0,27 (0,07) 0,36 (0,01) 0,63
lab. tep. po 2 dny
APl ponechdna v
0,34 (0,12 0,35 (0,01 0,69
lab. tep. po 3 dny ( ) ( )
API ponechana v 4,04 (2,05) 0,41 (0,06) 4,45
50 °Cpo 1den ’ ’ ’ ’ ’
API ha
ponechana v 11,61 (1,32) 0,41 (0,004) 12,02
o 50 ° po 2 dny
© APl ponechédna v
. 8,72 (1,13) 0,32 (0,04) 9,04
50 ° po 3 dny

hodnota m/z 350 - -
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Tabulka 3.8 Relativni plochy piki jednotlivych degradacnich produktt abirateronu acetatu obsazenych ve stresovanych vzorcich vztazené k plose piki

APL. V zavorkéch jsou uvedeny hodnoty RSD v procentech (n=3).

Relativni plochy vznikajicich degradacnich produktt (%)

ter 0,434  tre 0,455  te 0,469  te 0,475  tre 0,543  te 0,566  tre 0,62 t.e. 0,654  te 0,687 t. 0,706
API + 0,3 % H,0, 0,23 (0,02) - 0,38 (0,08) - 0,41(0,03) 0,25 (0,08) - - - -
API + 0,3 % H-0,
vlab.tep.polden  0,3(0,07) 0,22(0,04) 0,53 (0,12) - 0,6 (0,05) 0,38 (0,07) - 0,2 (0,02) - 0,25 (0,04)
API + 0,3 % H-0,
vlab.tep.po2dny 0,135(0,01) 0,21 (1,46) 0,41 (0,21) - 0,46 (0,03) 0,8 (0,09) - 0,34 (0,01) - 0,33 (0,04)
API +0,3 % H,0,
vlab.tep.po3dny  0,29(0) 0,21(0,01) 0,44 (0,13) - 0,26 (0,06) 0,76 (0,163) - 0,35 (0,06) - 0,38 (0,07)
API + 0,3 % H-0,
v 50 °C po 1 den - - - 0,545 (0,21) - 1,23 (0,47) 0,47 (0,06) 0,405(0,12) 0,22 (0) 0,925 (0,14)
API +0,3 % H,0,
v 50 °C po 2 dny - - - 0,62 (0,05) - 1,62 (0,08) 0,71(0,05) 0,45(0,01) 0,38(0,2) 1,03 (0,17)
API + 0,3 % H,0,
v 50 °C po 3 dny - - - 1,28 (0) - 0,825 (0,03) 1,035(0,17) 0,635(0,01) 0,58 (0) 1,57 (0,01)

hodnota m/z - - - - - - - - - _

Do tabulky nebyly kviili pfehlednosti zahrnuty degrada¢ni produkty. Hodnoty relativni ploch byly zapo¢itany v souétu relativnich ploch degrada¢nich produkt.
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Tabulka 3.8 Relativni plochy piki jednotlivych degradacnich produktt abirateronu acetatu obsazenych ve stresovanych vzorcich vztazené k plose piki

API. V zavorkéch jsou uvedeny hodnoty RSD v procentech (n=3).

Relativni plochy vznikajicich degradacnich produktt (%)

D relativnich

tre. 0,73 tre. 0,762 tre. 0,787 tre. 0,861 tre. 0,875 tre. 0,903 tre, 0,971  tr. 1,101 tre. 1,15 ploch
APl +0,3 % H,0, - - - - - - 0,43 (0,04) 2,86(0,03) 0,49 (0,05) 5,05
APl + 0,3 % H,0,
v lab. tep. po 1 den - - - - - 0,17 (0,01) 1,52(0,2) 9,19(0,26) 1,26 (0,09) 15,06
APl + 0,3 % H,0;
v lab. tep. po 2 dny - - - - 0,3(0) 0,28(0,06) 2,05(0,11) 15,02(2,15) 1,65(0,01) 22,765
API + 0,3 % HzOz
vlab. tep. po3dny 0,76 (0,04) - - - 0,35(0,03) 0,5(0,01) 2,5(0,3) 17,89(2,4) 1,73(0,24) 26,76
API + 0,3 % HzOz
v50°Cpolden  1,075(0,16) 1,295 (0,09) 0,415 (0,11) 0,605 (0,11) 1,815(0,2) 1,84(0,17) 5,29 (0,56) 30,205 (4,68) 2,22(0,5) 49,105
API + 0,3 % HzOz
v 50 °C po 2 dny 1,13 (0,14) 2,14 (0,05) 0,47 (0,02) 1,33(0,15) 2,63 (0,05) 3,48 (0,40) 5,45(0,17) 42,27(0,43) 0,9 (0,07) 66,41
APl + 0,3 % H,0, 3,935
v50°Cpo3dny  1,325(0,01) 2,82(0,05) 0,515 (0,04) 1,405 (0,13) 3,845(0,03) (0,23)  7,34(0,09) 32,87 (1,05) 1,42(0,01) 64,87
hodnota m/z - - - - - 440 408 408 440 -

’Do tabulky nebyly zahrnuty nékteré degradacni produkty kvili jejich malému vyskytu v prilbéhu degradace. Hodnoty relativni ploch byly zapog&itdny v soudtu

relativnich ploch degradacnich produkta.



Pfi degradaci abirateronu acetatu bez pfidani peroxidu vodiku byl jako hlavni degradacni
produkt abirateron, coz bylo potvrzeno hodnotou m/z. Doslo k hydrolyze esterové vazby a
odstépeni acetatu. V pritomnosti peroxidu vodiku dochazi k oxidaci, pii které se na molekulu
abirateronu acetdtu navaze jeden atom kysliku (#.; 0,971 a 1,101, A m/z= 16) nebo pravdépodobné

tf1 atomu kysliku (¢ 0,903 a 1,15 A m/z= 48).
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Obr. 3.13 Graf procentualniho zastoupeni jednotlivych necistot, které vznikly pti degradaci API

bez ptidani peroxidu vodiku.
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Obr. 3.14 Graf procentualniho zastoupeni vybranych degradacnich produktd abirateronu acetatu

s 0,3 % peroxidem vodiku.

Pfi porovnani obou zplsob nucené degradace abirateronu acetatu bylo pozorovano, ze
abirateron acetat podléha v malé mife hydrolyze na abirateron i v laboratornich podminkach.
Hydrolyza je vyrazné rychlejsi 50 °C. Pti ptidani 0,3 % peroxidu vodiku do vzorku byla
pozorovana zvySena degradace i v laboratornich podminkach oproti vzorku bez peroxidu. Po
skladovani vzorku s peroxidem v 50 °C byla zjisténa velkd mira degradace, ktera ptesahla
v nadmérnou degradaci. Z toho vyplyva, ze samotny abirateron acetat je nachylny k degradaci uz

ve zvySenych teplotach a pfi pridani peroxidu vodiku je snadno degradovatelny.
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Zaveér

Byla vyvinuta metoda pro stanoveni pro stanoveni farmaceuticky aktivni latky abirateronu
acetatu pro syst¢ém UHPLC a byla provedena nucend degradace pomoci peroxidu vodiku a
zvySené teploty.

Praskovy vzorek abirateronu acetéatu se rozpustil ve smési deionizované vody a ACN v poméru
1:1. Nésledné byly zjistovany nejlepsi podminky pro stanoveni abirateronu acetatu. Hlavni faktor
pii vybéru byl tvar piku a jeho reten¢ni ¢as. Nejlépe tyto pozadavky spliiovala kolona Acquity
CSH PHENYL-HEXYL (1,7um, 100 X 2,1 mm) s mobilni fazi skladajici se z ACN a 0,1 %
vodného roztoku kyseliny mravenci. Teplota kolony ¢inila 45 °C, pritok mobilni faze byl
0,3 ml/min, objem davkovaného vzorku €inil 1pl a vlnova délka detekce byla 265 nm. B&hem
procesu validace metody byla zjisténa vytéznost, LOD, LOQ a opakovatelnost. Mez detekce byla
stanovena na 1,3-10* mg/ml a mez stanovitelnosti 4,0-10™* mg/ml. Vyt&Zznost metody se
stanovovala pro dvé koncentrace, a to pro 0,07 mg/ml a 3-10~° mg/ml, hodnoty vytéznosti ¢inily
0,073 mg/ml a 3,78-107* mg/ml, coZ v procentualnim zastoupeni ¢ini 104 % a 125 %. Hodnoty
relativnich smérodatnych odchylek abirateronu acetéatu ¢inily 0,11 % pro retencni ¢as, 0,20 % pro
plochu piku a 0,51 % pro vysku piku. Byla také ur€ena kalibra¢ni zavislost pro hodnoty
koncentraci 0,1, 0,075, 0,05, 0,025, 0,01, 5:1073, 1-10, 5-10*, 110" mg/ml.

Pro nucenou degradaci byl pouzit 0,3 % peroxid vodiku a degrada¢ni komora nastavena na
50 °C. Byly pouzity dvé sady vzorkt, jedna, kde se ke vzorku abirateronu acetatu neptidal 0,3 %
peroxid vodiku a druhd, kde se peroxid ptidal. Ob¢ sady potom byly vystaveny laboratornim
podminkam a teploté 50 °C po 1,2 a 3 dny. Porovnanim vSech vysledkli nucené degradace byla
pozorovano, Ze abirateron acetat je pomérné stabilni pii laboratorni teploté. Pii zvySené teploté u
vzorkll v§ak dochazi k pomérné rychlé hydrolyze. U vzorki s peroxidem vodiku byla pozorovéana

vétsi mira degradace pfi laboratornich podminkéch a jesté vySsi mira degradace pti 50 °C.
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