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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu kapalinové chromatografie se
spektrofotometrickou detekci vhodnou ke stanoveni ¢istoty a obsahu vemurafenibu
V pevné 1ékové forme a provést stabilitni studii daného 1éCiva.

Optimalizovany separacni systém se skladal z kolony Poroshell HPH-C18 (3 x 100
mm, 2,7 um) temperované na 30 °C a mobilni faze 10 mM fosfat amonny pH 3,0/aceto-
nitril pfi pratoku 0,6 ml/min za gradientové eluce. Detekce probihala pti vinové délce
250 nm. Byla stanovena kalibracni zavislost vemurafenibu v koncentracnim rozmezi 0,4
— 1,2 mg/ml a ur¢en limit detekce jako 5,0 pg/ml a limit kvantifikace jako 16,5 pg/ml.

Byl proveden stabilitni test vlivu samotného tepla (80 °C) a tepla s vlhkosti (80 °C/75
% relativni vlhkost) na praskovou formu vemurafenibu. Déle byla provedena degra-
dacni studie psobenim kyseliny chlorovodikové (0,1M roztok), hydroxidu sodné¢ho
(0,1M roztok), a peroxidu vodiku (3% a 0,3% roztok) na roztok vemurafenibu v metha-
nolu. Byla zjisténa vyznamna degradace pisobenim kyseliny chlorovodikové, naopak
hydroxid sodny na vemurafenib Zadny vliv nemé¢l. Pti oxidaci peroxidem vodiku byla
také zaznamendana degradace. Teplo ani vlhko nezptsobilo zddnou vyznamnou zménu
vemurafenibu. Zadny z testovanych excipientt nemél vliv na rozklad vemurafenibu.

Na zakladé provedenych experimentli mizeme prohlasit vemurafenib z chemického

hlediska za latku stabilni.

KLICOVA SLOVA

HPLC, stabilitni studie, vemurafenib.



ABSTRACT

The aim of this work was to develop and optimize liquid chromatography method
with spectrophotometric detection applicable to assay and purity of vemurafenib in solid
dosage form and perform its stability study.

The optimized separation conditions consisted of Poroshell HPH-C18 (3 x 100 mm,
2.7 um) column tempered at 30 °C, mobile phase composed of 10 mM ammonium
phosphate, pH 3,0/acetonitrile. Flow rate was set at 0.6 mL/min and gradient elution
was performed. Detection wavelength was 250 nm.

The calibration curve of vemurafenib was constructed in the concentration range 0.4
— 1.2 mg/mL. Limit of detection was 5.0 pg/mL and limit of quantitation was 16.5
pg/mL.

Stability and stress tests of vemurafenib were performed under several conditions:
Heat (80 °C), heat combined with humidity (80 °C/75 % relative humidity), hydrochlo-
ric acid (0,1 M), sodium hydroxide (0,1 M) and hydrogen peroxide (3% and 0,3% solu-
tion). The significant degradation of vemurafenib was observed under acid condition.
Vemurafenib also degradated under oxidation condition. No degradation was observed
under base condition and under heat and heat combined with humidity. Degradation of
vemurafenib was not effected by tested excipients.

Judging based on experiments vemurafenib is stable from the point of view of chemi-

cal stability.

KEYWORDS
HPLC, stability study, vemurafenib.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

PR PT PR stupen Celsia
L/ mikrogram na mililitr
T USSR mikrolitr
T 3o PSSR mikrometr
AT P s adenosintrifosfat
O T TPV PP PSPPI PRSP oktadecyl
8 SRR SSUS RSP oktyl
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0 crerererer ettt et r et heh bbb bbb e b e bt e b b e s e b et e R e b e R e b e b e b e b e b e R et e b e b e b et et e bt e b e bbb et et et e bt ettt et bt s st r e gram
TSP PRSP PO PRV PUSPRTN hodina
HPLC ..o vysokouéinna kapalinova chromatografie
TUPAC .o Mezinarodni unie pro Cistou a uzitnou chemii
L kapalinova chromatografie
LC-MS .. kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
L e extrakce kapalina-kapalina
LLOQ ittt ettt bbb e e e beeareas mez kvantifikace
Vs mol na litr
ITZ et pomér hmotnost/naboj
AU s absorbanéni jednotky
T U T PP P P PP PP OTRRPP mobilni faze
MG/MI e miligram na mililitr
01 TP P PRSP PR PTSURTN minuta
M s mililitr
MIMIN s mililitr za minutu
ITIMY LRt r e milimetr
MV e milimol na litr
VIS hmotnostni spektrometrie
DT e nanometr
D Bttt Cistota latky pro analyzu
PIM e otacky za minutu
R R T e relativni retenni ¢as



[ PR relativni vlhkost

I OSSR tetrahydrofuran
UHPLC ..o ultra vysokoucinna kapalinové chromatografie
UV e ultrafialové zafeni
UVIVIS o oblast ultrafialového a viditelného zareni
LSOO PRTUPP objemovy dil
V00, et valin v pozici 600
VB0OE ..ot kyselina glutamova misto valinu v pozici 600
WHO .. Svétova zdravotnicka organizace



TEORETICKA CAST

1. Uvod

11 Stabilitni studie

Vizi vyvoje farmaceutickych piipravki je poskytnout pacientim specifické a ucinné
1é¢ivo, které by nemélo negativni vedlejsi udinky™ 2 3. Za timto Gi¢elem se kromé jiného
provadi testy stability 1é¢iv, kdy je tieba popsat chovani 1é¢iva pii riznych podminkach.
Béhem vyroby, skladovani a pfi uzivani je 1é¢ivo vystaveno mnoha fyzikalné-chemic-
kym a mikrobiologickym vliviim, t0 miize zptsobit zménu jeho vlastnosti. K mén¢ za-
vaznym zménam patii napiiklad ztrata integrity a posléze zména biologické dostupnosti
nebo zména vzhledu 1ékové formy. Dal§im projevem byva naptiklad ztrata G¢innosti
latky. Zavaznym dasledkem nestability ptipravku je vznik toxickych latek rozpadem
u¢inné nebo pomocné latky. Faktory, které zpisobuji zménu kvality 1é¢iva, 1ze rozdélit
na vn&jsi a vnitini. Vnitfnimi faktory jsou fyzikalné-chemické vlastnosti pomocnych a
ucinnych latek, necistot, mnozstvi vlhkosti v pfipravku a vliv obalového materialu. Jako
vngjsi faktory Ize oznacit pisobeni okolni teploty, pH, vlhkosti prostfedi a ptitomnost

kysliku ¢i svétla.

1.2  Kategorie stabilitnich studii

Stabilitni studie je jednim z pozadovanych dokumentt jiz pii registraci 1é¢iv a jejim
hlavnim cilem je uréit optimalni podminky skladovani, obalovy material a dobu expi-
race’ 2. Format studie je fizen piedpisy (v CR pokyn Statniho ufadu pro kontrolu 1é&iv*)
a podle druhu zatéze se dé€li na stresové testy, dlouhodobé testy a zrychlené testy. Studie
se provadi pii zavadéni zcela nového 1éCiva, pti zméné jakékoli slozky 1é¢ivého pfi-
pravku nebo technologického postupu a pii pravidelné kontrole.

Zrychlené testy poskytuji udaje, které se pouziji ke stanoveni optimalnich podminek
pro skladovani a technologii vyroby® 2 4. Také se testuji kratkodobé extrémni podminky
mimo optimalni rozsah, které mohou nastat pfi manipulaci s 1é¢ivym pfipravkem (napf.
pii pteprave). Extrémnimi podminkami jsou zde teplota a vlhkost, které napomahaji
Kk urychleni chemické ¢i fyzikalni zmény 1é¢iva. Zrychlené testy probihaji maximalné

jeden rok, obvykle vSak 6 mésict.
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Dlouhodobé testy se provadi kvili stanoveni doby pouzitelnosti 1é¢ival 2 4. Jednot-
livé staty jsou podle predpist WHO rozdé¢leny do nékolika kategorii klimatickych pa-
sem podle primérné teploty a vlhkosti. Z téchto hodnot vychazi optimalni podminky
skladovani. Lécivo se testuje pii téchto podminkach a v primarnim obalu po dobu az
péti let (tj. maximalni doba pouZitelnosti). Pro Ceskou republiku ¢ini tyto podminky 25
°C a 60 % relativni vlhkosti®,

Stresové testy trvaji maximaln¢ 3 mésice a zkousi se pfi nich vliv zvySené teploty,
svétla, vlhkosti, zmény pH nebo vliv oxida¢nich ¢inidel™ >, Také se sleduje ptipadna
gistraci coby piedbézna stabilitni studie. Cilem je urychlit rozklad ¢inné nebo po-
mocné latky a urcit pripadné degradacni produkty. U téchto produktd se poté zjistuje
jejich farmakologicka aktivita a jiné fyzikalné-chemické vlastnosti. Pokud jsou degra-
dac¢ni produkty nezddouci, zamezi se situaci, pti které tyto produkty vznikaji — uprava
optimalnich podminek skladovani, zména technologie vyroby, nahrada pomocnych la-
tek nebo jiny obal. Stresové testy se provadi zaroven S vyvojem a validaci analytické
metody pro stanoveni ptislusného 1éCiva.

Léciva latka je povazovana za stabilni, jestlize vyhovuje specifikaci za podminek
uchovavani 25 °C/60 % relativni vlhkosti po dobu dvou let a za podminek uchovavani

40 °C/75 % relativni vlhkosti po dobu Sesti mésicti®.
2.  Vysokou¢inna kapalinova chromatografie

2.1  Obecné

NejvyuZivangjsi metoda ve farmaceutické analyze — vysokoucinné kapalinova chro-
matografie, dale jen HPLC (z anglického high performance liquid chromatography), je
zalozena na principu separace latek, kdy se latky déli mezi dvé slozky v systému, a to
mezi stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) slozku®. Separace probiha na
zaklade odlisné afinity latek ke staciondrni fazi — latky ve smési jsou rizné zadrzovany
Vv systému diky stacionarni fazi a do detektoru putuji jiz jako jednotlivé separované sku-
piny molekul. Mobilni faze je zde kapalina a stacionarni faze mize byt jak pevna latka,

tak i kapalina naadsorbovana na pevném nosi¢i (sorbentu). K zadrzovani latek v sys-

11



tému dochazi po celou dobu priichodu latek kolonou, neustale se diky fazovému roz-
hrani v systému ustavuje rovnovaha délenych latek mezi stacionarni a mobilni fazi.
Mira distribuce je popsana distribu¢ni konstantou.

Pro separaci latek se pouzivaji dva rezimy nastaveni slozeni mobilni faze — rezim is-
okratické eluce, kdy je slozeni mobilni faze po celou dobu analyzy stejné a kdy nedo-
chazi ke zméné eluéni sily roztoku®. Druhym nastavenim je reZim gradientové eluce,
kdy je nastaveno ¢asové rozmezi, béhem které¢ho se méni pomér organické a vodné
slozky mobilni faze. Dochazi tim ke zmén¢ elucni sily mobilni faze a tim padem K lepsi

a rychlejsi separaci slozek vzorku.

2.2 Instrumentace v HPLC

Samotna separace slozek analytu probiha v kolonég, coz je misto, kde dochazi ke
styku stacionarni a mobilni faze®. Mobilni fize je tudy pumpovana pomoci vysokotla-
kého &erpadla. Cerpadla mohou byt réiznych typt a jsou volena podle svych vlastnosti a
pozadavkl pro analyzu — naptiklad ¢erpadla injek¢éniho typu se pouzivaji tam, kde je
potieba absolutné bezpulzni provoz a sta¢i omezeny objem zasobniku. Pistova cerpadla
se pouzivaji, pokud je tfeba neomezeny piisun mobilni faze. Jejich pulzni chod se elimi-
nuje zapojenim dvou Cerpadel do systému, avsak nelze dosdhnout dokonale bezpulzniho
chodu. Dalsi dulezitou soucasti HPLC systému je tzv. autosampler, kde dochazi k dav-
kovani vzorkd pomoci rizné konstrukéné feSenych zatizeni.

Po pratoku vzorku kolonou nasleduje detektor®. Nejvyuzivangjsimi detektory
v HPLC jsou absorp¢ni spektrometry v UV/VIS oblasti s diodovym polem a hmotnostni
spektrometry. Detektor reaguje na zménu slozeni proudici kapaliny — zaznamenévan je
rozdil mezi odezvou pii pratoku ¢isté mobilni faze a mobilni faze i se slozkou analytu.
Na zaklad€ odezvy je registrovan chromatogram, coz je graficky znazornéna zéavislost
odezvy detektoru na ¢ase od nadavkovani vzorku na kolonu.

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na principu absorpce elektromagnetic-
kého zateni®. Eluent je po priichodu kolonou veden do cely detektoru, kde dochézi k de-
tekci — spektrometry mohou byt s fixni, ménitelnou nebo programovatelnou vinovou
délkou. Celé spektrum analytu v redlném case mohou snimat detektory s diodovym po-
lem.

U hmotnostniho detektoru dochazi k ionizaci neutralnich molekul pomoci riznych

technik — napiiklad ionizace za atmosférického tlaku elektrosprejem, fotoionizaci nebo
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chemickou ionizaci. Dal§im krokem je rozdéleni vzniklych fragmentti podle poméru
m/z (pomér hmotnost/naboj). Toto rozd€leni je umoznéno analyzatorem, coz miize byt
napiiklad kvadrupol, iontova past, analyzator doby letu nebo magneticky analyzator.
Z analyzatoru dopadaji ionty na detektor — elektronovy nasobic, fotonasobic, apod. Za-

znamem je hmotnostni spektrum znazoriiujici zavislost intenzity na m/z.
3. Vemurafenib

3.1 Zakladni informace

Vemurafenib je ucinna latka obsazena v 1éCivém pripravku Zelboraf, ktery je do-
stupny ve formé potahovanych tablet uréenych pro oralni podani’. Monoterapie vemura-
fenibem je od roku 2011 schvalena v USA. V unoru 2012 jeho uziti povolila i Evropska
1ékova agentura®. V Ceské republice je Zelboraf hrazen pojistovnou vybranym pacien-
tiim na smluvnich pracovistich a podléha dalsimu sledovani a vyzkumu’ °. Jedn4 se
0 prvni personalizovanou cilenou 1é¢bu neresekovatelného a metastazujiciho melanomu.
Obecné vzato je metastazujici melanom jednim z nejzhoubnéjsich a nejnebezpecnéjsich
nadort, 1é¢itelny byva pouze pokud je diagnostikovan v ¢asném stadiu. V opacném pii-
padé je velmi agresivni a pacienti mivaji celkovou Sanci pieziti v fadu mésicti. Median
preziti pacientii se podaftilo po 1é¢bé vemurafenibem prodlouzit v priméru az na 16 me-

sicti, oproti dosavadnim 6 — 10 mésicim!®*!,

3.2 Zpisob pouziti a u¢inku vemurafenibu

Vemurafenib se pouziva pii 1é€bé pouze téch metastazujicich melanom, u kterych
byla prokazana pozitivni mutace V600 genu BRAF!2, Protein BRAF je z4sadni slozkou
signalni drahy, ktera umoziuje rist a pieziti bunék®. Mutace V600 (v pozici valin 600)
muze extrémné zvySovat celkovou aktivitu této drahy. To vede k proliferaci nadorovych
bunék i bez riistovych faktori, které jsou jinak k proliferaci nutné’. Tato mutace se ob-
jevuje u poloviny melanomti a U osmi procent solidnich nadort (nadory Vv tkanich a or-
ganech)® 12,

Jedna se 0 selektivni, Silny a peroralné biologicky dostupny nizkomolekularni inhibi-
tor serin-threonin proteinkinazy genu BRAF'3, Vemurafenib je ATP kompetitivni a se-
lektivné se vaze na vazebné misto pro ATP na BRAF(V600E) kinaze a inhibuje jeji ak-
tivitu. Tim zpUsobuje inhibici signalni drahy piimo v genu s mutaci V60OE (glutamin

misto valinu) a sméfuje k redukci proliferace nadorovych bunék*,
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3.3  Chemicka struktura a vlastnosti vemurafenibu

Molekula vemurafenibu je podle pravidel pro nazvoslovi IUPAC N-[3-[5-(4-chloro-
fenyl)-1H-pyrolo[2,3-]pyridin-3-karbonyl]-2,4-difluorofenyl]propan-1-sulfonamid
(strukturni vzorec Viz obrazek A). Jedna se 0 bilou krystalickou latku, prakticky ne-
rozpustnou ve vod¢ (0,032 mg/l pti 25 °C). Molekulova hmotnost je 489,92 g/mol,
proto se V literatufe mluvi 0 nizkomolekularni latce. Bod tani byl stanoven na 272 °C*,

Lékovou formou je potahovana tableta, kde je uc¢innou latkou (240 mg) vemurafenib
ve formé ko-precipitatu s acetatsukcinatem hypromelosy’. Jako pomocné latky jsou po-
uzity: na jadro — sodna sil kroskarmelosy, koloidni bezvody oxid kiemicity, magne-
sium-stearat, hyprolosa. Potahova vrstva — polyvinylalkohol, oxid titani¢ity (E171),
makrogol 3350, mastek, cerveny oxid zelezity (E172). Jedinym pokynem pro sklado-

vani je nutnost uchovavat piipravek v piivodnim obalu, aby byl chranén pied vihkosti’.

Cl 8]

/

Obrazek A — strukturni vzorec vemurafenibu.
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4.  Metody pouzité ke stanoveni vemurafenibu

Pro ucely klinického testovani a pro podporu dalsiho vyvoje byly vyvinuty metody
pro stanoveni vemurafenibu v krevni plasmé. Bylo nutné popsat postupy, které by byly
dostatecné citlivé, specifické a vliv matrice by byl potlacen v nejvétsim mozném roz-
sahu. Onkologicky téZce nemocni pacienti zpravidla uzivaji i dalsi 1é¢iva, napiiklad
analgetika, antikoagulancia, antacida, antiemetika a hypnotika. Proto je zde tak dulezita
specifi¢nost analytické metody a potlaceni vlivu matrice na stanoveni vemurafenibu.
Dnes se témér veskera analyza 1é¢iv provadi pomoci vysokouéinné kapalinové chroma-
tografie, 1i8i se jen zpusob detekce — z mnoha moznosti je nejuzivanéj$i hmotnostni
spektrometrie. Ta umoznuje velmi citlivou i specifickou analyzu, cenou za to je naroc-
nost a cena ptistrojového vybaveni. Lépe dostupnou a také velmi mnoho vyuzivanou
metodou detekce je spektrofotometrie v UV oblasti®.

V roce 2012 byl publikovan ¢lanek (Sparidans a kol.) o vyvoji vysokouc¢inné kapali-
nové chromatografické metodé s hmotnostni detekci pro stanoveni vemurafenibu v lid-
ské plasmé a v plasmé potkanii’®. Tento ¢lanek odkazoval na vyzkum Flahertyho a ko-
lektivu, ktefi provedli stanoveni farmakokinetického profilu vemurafenibu pomoci LC-
MS metody, ov§em neuvedli podminky analyzy — nebyla tedy k dispozici validovana
metoda pro stanoveni vemurafenibu'®. Sparidans a kolektiv tedy optimalizovali metodu
a uvedli nasledujici separa¢ni podminky — stacionarni faze byla zajisténa kolonou Acqu-
ity UPLC BEH C18 (30 x 2,1 mm, 1,7 um; Waters) s piedkolonou VanGuard (5 x 2,1
mm; Waters), separace probéhla pii teploté 40 °C. Mobilni faze se skladala ze smési ky-
seliny mravenci, vody a methanolu. Jako detektor byl pouzit hmotnostni spektrometr
s elektrosprejovou ionizaci.

Jako dalsi se vénovali stanoveni vemurafenibu Zheng a kolektiv, kteti v roce 2013
popsali LC metodu se spektrometrickou detekci v UV oblastil’. Jejich cilem bylo vyvi-
nout metodu stanoveni vemurafenibu v plasmé s levnéjsim zpisobem detekce, nez je
hmotnostni spektrometrie. Také tim navazali na pfedchozi praci Sparidanse a kol., je-
jichz metoda byla tou dobou jedinou validovanou metodou pro stanoveni vemurafenibu
Vv plasmé, ktera $la dohledat v publikované literatuie. Zheng a kolektiv v praci popsali
separaci dvou ucinnych latek — erlotinibu a vemurafenibu. Separovat tato dvé 1éciva od

sebe bylo oznaceno za pfinosné pro budouci klinické testy, jelikoz erlotinib mize byt
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v budoucnu vyuzivan pro 1é¢bu v kombinaci s vemurafenibem. Erlotinib je inhibitor ki-
nazy pouzivany pro 1é¢bu karcinomt plic, slinivky a dalsich malignich onemocnéni*®.

Separace byla provedena na kolong C8 Xterra® MS spojené s piedkolonou se stejnou
stacionarni fazi. Mobilni faze sestavala z glycinového pufru a acetonitrilu pii pratoku
0,9 ml/min. Analyza probihala pii teploté 50 °C. Pro detekci byl pouzit rezim dvoji vl-
nov¢ délky, kdy pro vemurafenib a interni standard sorafenib byla pouzita vinova délka
249 nm a pro erlotinib 331 nm. Metoda byla pouzita pro analyzu plasmy pacientd realn¢
lécenych soucasné vemurafenibem i erlotinibem.

Na tyto dvé prace piimo navazal ¢lanek vydany v roce 2013, na kterém se podileli
mimo jinych i dva z autorti prvni metody*®. Rozhodli se potlagit vliv matrice a zvysit ro-
bustnost metody zcela jinou ptipravou vzorki a pouzitim stabilniho izotopu jako inter-
niho standardu. Sorafenib, pouzity v pfedchozich pracich nebylo podle nich mozné po-
vazovat za spolehlivy interni standard. Byly analyzovany vzorky z lidské plasmy. Ana-
1yza probihala na koloné Gemini C18 s odpovidajici pfedkolonou pfi teploté 40 °C. Na-
staven byl elu¢ni gradient sestaveny z methanolu a roztoku acetatu sodného ve vod¢ pii
pratoku 0,25 ml/min. Jako detektor byl pouzit hmotnostni spektrometr TSQ Quantum
Ultra s trojitym kvadrupolem a elektrosprejovou ionizaci nebo API300 také s trojitym
kvadrupdlem. Tyto dvé metody detekce byly porovnany — nebyl nalezen rozdil v u¢in-
nosti téchto detektort.

Pouziti **Cs-vemurafenibu jako interniho standardu nasledovalo v praci publikované
v dubnu 2014, kde byla s odkazem na piedchozi tii metody vyvinuta dal§i®. Tato me-
toda byla pouzita na stanoveni obsahu vemurafenibu v plasmé realn¢ 1é¢enych pacient.
Analyza byla provedena pomoci HPLC s tandemovou hmotnostni detekci. Kolona (Hy-
persil Gold aQ polar endcapped) byla temperovana na 40 °C a propojena s odpovidajici
ptedkolonou. Eluce byla provedena v isokratickém rezimu pfi pritoku 0,5 ml/min smési
methanolu a kyseliny mraven¢i ve vod¢€. Detekce probéhla na hmotnostnim spektrome-
tru s trojitym kvadrupdlem s elektrosprejovou ionizaci.

V unoru 2015 byl publikovan ¢lanek, kde Bihan a kolektiv popisuji vyvoj a validaci
metody pro kvantifikaci vemurafenibu v lidské plasmé s dal§im vyuzitim ve farmakoki-
netické studii?t. Byla pouzita metoda **Cs-vemurafenibu jako interniho standardu a
chromatograficka separace prob¢hla na koloné¢ Acquility UPLC BEH C18 (Waters). De-

tekce byla provedena pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie.
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Vsechny tyto metody stanovuji vemurafenib v plasm¢, G. Radnad Prasad a kolektiv
v zafi 2011 zvetejnili metodu pro stanoveni vemurafenibu piimo Vv 1¢kové formé Zelbo-
rafu??. Methanol, acetonitril a tetrahydrofuran byly pouzZity jako mobilni faze a rozpous-
tédlo. Tablety byly rozemlety, pomoci ultrazvuku rozpustény a roztoky piefiltrovany.
Roztoky byly dale opakovan¢ fedény a filtrovany. Analyza byla provedena na stacionar-
nich fazich C8 a C18, kdy byla pro validaci vybrana kolona Chromasil C18. Detekce
probéhla pti vinové délce 271 nm. Metoda byla validovéana coby jednoduchd, rychla,
presna, citliva a specificka metoda vhodna pro stanoveni obsahu vemurafenibu v tab-
leté.

Pichled podminek separace pii vySe uvedenych metodach je uveden v tabulce A na
str. 19.

5.  Degradacni studie vemurafenibu

Degradaéni studii vemurafenibu se vénovali J. Chhabda a kolektiv?. Clanek byl pu-
blikovan v roce 2013 a cilem prace bylo vyvinout metodu stanoveni vemurafenibu Vv ta-
bleté a podrobit tabletu zatézovy zkouskam, v ptipadé degradace t¢inné latky kvantifi-
kovat mnozstvi vzniklych degrada¢nich produktii. Jako rozpoustédlo pro standard i vzo-
rek byl pouzit roztok acetonitrilu ve vod¢. Tablety byly rozemlety na prasek, pomoci ul-
trazvuku rozpustény a roztok byl piefiltrovan. Ten byl dale fedén na pozadovanou kon-
centraci. Byly provedeny testy s ptitomnosti kyseliny chlorovodikové a hydroxidu sod-
ného (oboje 0,1 M), kdy se po dobu 24 hodin pii 80 °C nechaly tyto roztoky pisobit na
vemurafenib. Poté byl roztok zchlazen, neutralizovan, nafedén a nadavkovan na kolonu.
Test vlivu oxidac¢niho ¢inidla byl proveden s 5% roztokem peroxidu vodiku, kdy pfi la-
boratorni teploté pusobil roztok na vemurafenib 24 hodin, poté byl roztok zfedén a na-
davkovan do kolony. Pro test termostability byl 1 g vemurafenibu ponechan po dobu 7
dni v 80 °C. Poté byl vzorek rozpustén a zanalyzovan. Obdobné¢ byl testovan 1 g
vemurafenibu na fotostabilitu ve fotokomote.

K analyze byla pouzita vysokouc¢inna kapalinova chromatografie se spektrofotome-
trickou detekci. Jako stacionarni faze poslouzila kolona Zorbax Eclipsed XDB C8, mo-
bilni faze v isokratickém rezimu (50:50) byla sestavena ze smési kyseliny fosfore¢né
(0,1% roztok ve vode) a acetonitrilu. Pro detekci byla nastavena vinova délka 254 nm.
Metoda byla validovéana pro stanoveni vemurafenibu V tableté. Bylo zjisténo, Ze Zadny

Z degradacnich produktti nema stejny elucni ¢as s vemurafenibem a metoda je selektivni
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na degradacni produkty vemurafenibu. Pii zatézovych testech byl nejvétsi rozklad tab-
lety zaznamenan pii kyselé i zasadité hydrolyze, kdy doslo k degradaci vemurafenibu
ptiblizné z devadesati procent. Béhem teplotnich zkousek doslo k rozpadu 0,15 %
vemurafenibu a pfi testech fotostability 1,22 %. Nebyl zaznamenan vliv oxida¢niho ¢i-
nidla. Vznikajici degrada¢ni produkty byly stanoveny pouze kvantitativné a jejich struk-

tura nebyla déle zjistovana.
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Tabulka A — ptehled publikovanych metod pro stanoveni vemurafenibu

datum teplota prittok rezim  interni LOQ feduprava
zvetej- stacionarni faze predkolona  kolony mobilni faze MF detekce matrice  PooUP
. o : eluce  standard [ng/ml] vzorku
néni [°C] [mI/min]
tinor Acquity UPLC BEH VanGuard (5 kys. mravenci (0,1%)- isokra- recinitace
201215 C18 (30 x 2,1 mm, x 2,1 mm; 40 voda (10%), methanol 0.6 tickd sorafenib  MS 0,1 plasma P rotginu
1,7 um; Waters) Waters) (70%)-voda (20%) P
y C8 Xterra MS (250 x glycinovy pufr (pH = . i I
ggit;f; 4,6 mm, 5 um; same phase 50 9, 100mM) - acetoni- 0.9 'St?ckkrz sorafenib U\;n2149 1,25 plasma pri%'tzlitr?ge
Waters) tril (45:565) P
Gemini C18 (110A, corresponding . , . 13Cs ]
ruenlg 50 x2,0mm ID, 5,0 (4,0 x 2,0 mm 40 10 mM acetat amonny, 0.25 grad . vemura- MS 1,0 plasma LLE ex
2013 methanol entova . trakce
um; Phenomenex) ID) fenib
Hypersil Gold aQ po- . 13
duben lar endcapped (100 x corres_pondlng 0,1% kys. mravenci- isokra- Cs precipitace
20 drop-in (10 x 40 , 0.5 . . vemura- MS 0,1 plasma .
2014 2,1 mm, 1,9 um, methanol (30:70) ticka . proteinu
. 2,1 mm) fenib
ThermoFischer)
inor Acquity UPLC BEH Ce recipitace
2%1521 C18 (2,1 x 50 mm, — — — — vemura- MS 0,1 plasma P rotr()einu
1,7 mm; Waters) fenib P
Chromasil C18 (250 methanol, acetonitril, . i vx
sorze X 46mm,75pum, - 'atb;’l:f' THF (65:20:15, viviv), 0.8 'St?kkr: nent U\;ni” ~ tableta mé%‘ll::em
Prochrome) © pH 4,2 ¢ y
kvéten Zgg)&(l: zcllqsé%drﬁrfB B fosfore¢nanovy pufr- isokra- neni UV 254 055 tableta rozpusténi
2013 ; ’ acetonitril (50:50, v:v) ticka © nm ’ tablety

3,5 um)
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1.

EXPERIMENTALNI CAST

Seznam pristroji a chemikalii

1.1 Pristroje
Kapalinovy chromatograf Agilent Technologies 1260 Series Infinity; software Agi-
lent OpenLAB CDS ChemStation Edition verze C.01.06; (Waldbronn, Némecko)
Kolona — Poroshell C18 HPH (3x10 mm, 2,7 um), sériové ¢. USGYQO01197
Analytické vahy — APX 100 Denver Instrument (Némecko)
Kapalinovy chromatograf Agilent Technologies 1290 (Waldbronn, Némecko)
Hmotnostni spektrometr — trojity kvadrupol QqQ 6460 Agilent (Waldbronn, N¢-
mecko)
Ultrazvukova lazen — Ultrasonic LC 30 H (Némecko)
Centrifuga Allegra X-22R (Beckman Coulter, USA)
pH metr Jenway 3510 (Bibby Scientific Limited, Velka Britanie)

1.2 Chemikalie
Vemurafenib — standard dodany firmou Zentiva a. s.
Sodna stl kroskarmelosy, koloidni bezvody oxid kiemicity, magnesium stearat a
hyprolosa — excipienty, dodany firmou Zentiva a. s.
Acetonitril —- CHROMASOLYV for HPLC 99,9%, Sigma-Aldrich, Némecko
Fosfore¢nan amonny — 98%, Sigma-Aldrich, Japonsko
Peroxid vodiku — nestabilizovany, 30%, Lach-Ner, Ceska republika
Hydroxid sodny — 98% pevny, Lach-Ner, Ceska republika
Kyselina chlorovodikova — 35% p. a., Lach-Ner, Cesk4 republika
Methanol - CHROMASOLYV for LC-MS 99,9%, Sigma-Aldrich, Izrael
Kyselina fosfore¢na — 85,0 — 88,0%, Sigma-Aldrich, Svycarsko
Kyselina mravenc¢i — 98 — 100 %, Merck, Némecko
Deionizovana voda — ziskana purifikaci pfistrojem Milli-Q (Millipore, Bedford,
USA).
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2.  Volba separa¢nich podminek

2.1 Isokraticka separace

Podle dostupné literatury byla pro analyzu zvolena kolona Poroshell C18 HPH (3x10
mm, 2,7 um) s oktadecylovou stacionarni fazi. Kolona byla temperovana na 30 °C. Mo-
bilni faze byla tvofena ze dvou slozek, a to organické slozky — acetonitrilu a vodné
slozky — 10mM fosforecnanového pufru o pH = 3,00 £0,05 (Gprava pH kyselinou fosfo-
re¢nou).

Standard vemurafenibu byl navazen a rozpustén ve 100% methanolu — roztok stan-
dardu byl ptipravovan vzdy v koncentraci 1 mg/ml, pokud neni uvedeno jinak. Po roz-
pusténi byl roztok standardu 5 minut ponechén Vv ultrazvukové 1azni a poté prefiltrovan
0,45 um filtrem. Pro kazdou dalsi sérii méfeni byl pfipraven vzdy Cerstvy roztok stan-
dardu podle vyse uvedeného postupu.

Pro orienta¢ni urceni elucnich ¢ast standardu byly provedeny jednotlivé isokratické
eluce, a to vzdy S riiznym pomérem organické a vodné slozky mobilni faze. Timto zpt-
sobem byl sledovan vliv obsahu organické slozky v mobilni fazi na ¢as eluce vemura-
fenibu. Pro analyzu bylo zvoleno mnozstvi ddvkovaného vzorku jako 1 pl a pratok mo-
bilni faze nastaven na 0,6 ml/min. Detekce byla provedena pomoci UV/VIS spektrome-

tru s diodovym polem pti 250, 290 a 310 nm.

2.2  Gradientova eluce
Pro tcely stabilitni degradac¢ni studie bylo nutné zvolit program gradientové eluce.
Pfi stejném pritoku mobilni faze (0,6 ml/min) byly vyzkouseny rizné kombinace gradi-
entovych profild. Pfi optimalnim gradientovém profilu hlavni pik vemurafenibu eluoval
kolem desaté minuty. Celkovy ¢as analyzy byl 21 minut. Separace v§ech nasledujicich
vzorkl ze stabilitni studie dale probihala za stejnych podminek pfi programu gradien-

tové eluce.
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3. Stabilitni studie

3.1  Teststability

Pro zkousku stability vemurafenibu v praskové formé byly zvoleny podminky tepla
(80 °C) a vlhkosti (75% RV). Do téchto podminek byly umistény vzorky standardu,
smési standardu a ¢tyfech excipientll a samotné excCipienty bez standardu. Latky byly
navazeny do odmérnych banék tak, aby po rozpusténi byla koncentrace standardu 1
mg/ml. Pomocné latky sodna stl kroskarmelosy, koloidni bezvody oxid kfemicity, mag-
nesium stearat a hyprolosa byly navazeny v mnozstvi pro teoretickou koncentraci 10
mg/ml (pro kazdou latku). Smési byly do stabilitni komory umistény Vv otevienych a
uzavienych bankach, ¢imz byly ziskany dvoji vzorky — pro urceni vlivu teploty i vlh-
kosti a pro ur¢eni vlivu samotné teploty. Po osmi dnech byly odmérné banky se vzorky
doplnény methanolem, ponechany 15 minut v ultrazvukové lazni a posléze osm minut
centrifugovany pii 10 tisicich rpm (tento zpusob centrifugace byl pouzivan i nadale).
Supernatant takto upravenych vzorki byl nadavkovan do kolony a podroben vyse po-
psané separaci s gradientovou eluci. Spole¢né se vzorky byly analyzovany i dva roztoky
standardu, jeden roztok samotného standardu a jeden roztok standardu spole¢né s exci-

pienty, oboji bez zatéze.

3.2  Degradacni studie

Byl piipraven roztok vemurafenibu 0 koncentraci 1 mg/ml. Tento roztok byl pétkrat
fedén do odmérnych ban&k nasledovné: pro kyselou hydrolyzu 0,1M roztokem kyseliny
chlorovodikové, pro zasaditou hydrolyzu 0,1M roztokem hydroxidu sodného, pro oxi-
daci peroxidem vodiku ve dvou koncentracich, a to 3% a 0,3% roztokem. Kviili $patné
rozpustnosti vemurafenibu ve vod¢ bylo pétindsobné fedéni nevhodné a vzorky byly
piipraveny znova — ze 3 ml zasobniho roztoku standardu doplnénim pétimililitrové od-
meérné banky roztoky kyseliny chlorovodikové nebo peroxidu vodiku (pro roztok NaOH
bylo pivodni pétinasobné fedéni vyhovujici). Roztoky byly ponechany 5 minut v ultra-
zvukové lazni a poté centrifugovany. Supernatant byl naddvkovan na kolonu, stejné
jako standard a slepé vzorky kazdého z pouZitych roztokt (slepé vzorky byly pfed ana-
lyzou filtrovany 0,2 pm filtrem).
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Analyza téchto stejnych vzorki byla provedena za stejnych podminek i po dvaceti
hodinach s cilem porovnani chromatogramii po uplynuti delSiho ¢asového tseku od
smiseni roztokd.

Roztoky byly ihned po smiseni také umistény do stabilitni komory (80 °C), kde byly
ponechany 24 hodin za G¢elem mozné katalyzy degradace. Po vyjmuti Z inkubatoru
byly vzorky promiseny, roztok byl centrifugovan a supernatant nadavkovan do kolony.

Test degradace vemurafenibu byl proveden také s minimalni koncentraci standardu
v roztoku. To proto, aby nedochazelo k vysrazeni vemurafenibu z roztoku pfi fedéni
vodnymi roztoky kyseliny chlorovodikové, hydroxidu sodného a peroxidu vodiku jako
pii pouziti zasobniho roztoku 0 koncentraci 1 mg/ml. Do 25ml odmérné banky byl na-
vazen 1 mg standardu a rozpustén ve 4 ml methanolu. Takto vznikly roztok byl doplnén
po rysku pfislusnym roztokem pro degradaci. Po doplnéni byly roztoky ultrazvukovany,
filtrovany a nadavkovany na kolonu. Separace stejnych vzorkt byla provedena i po 20
hodinach. Roztoky byly ponechany 24 hodin v 80 °C, poté piefiltrovany a nadavkovany

na kolonu.

3.3  Analyza degradacnich produkti pomoci hmotnostni spektrometrie
Vzorek standardu a vzorek kyselé hydrolyzy byly podrobeny LC-MS analyze. Sepa-
race prob¢hla za vyse uvedenych podminek, kdy fosfore¢nanovy pufr byl nahrazen

0,1% roztokem kyseliny mravenci.

4.  Stanoveni kalibraéni zavislosti, meze detekce a meze stanovitelnosti

Do odmérnych ban€k byl navdzen standard a ¢tyfi pomocné latky. Standard byl roz-
pustén v methanolu, roztoky byly ultrazvukovany a centifugovany. Kalibra¢ni fada byla
pfipravena v koncentra¢nim rozmezi 0,4 — 1,2 mg/ml vemurafenibu (40 — 120 % mnoz-
stvi latky v 1€kové forme). Excipienty byly do smési navazeny v absolutnim mnozstvi
20 mg od kazd¢ latky. Od kazdé koncentra¢ni hladiny byly pfipraveny tfi jednotlivé
roztoky. Kalibra¢ni roztoky byly analyzovany pomoci jiz popsané gradientové eluce,
pti¢emz kazdy roztok byl na kolonu nadavkovan ttikrat. Mezi rtizné koncentrace zasob-
nich roztokid byl vzdy vlozen slepy vzorek methanolu. Na zac¢atku i na konci sekvence

byl zméten standard vemurafenibu o koncentraci 1 mg/ml bez excipientd. Vzorky byly

Cv v
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VYSLEDKY A DISKUZE

1.  Volba separaénich podminek

Bylo provedeno nékolik isokratickych eluci s riznym pomérem mezi organickou a

vodnou slozkou mobilni faze (zkousené slozeni mobilni faze je uvedeno i s chromato-

gramy na obrazku ¢. 1). Z vychoziho poméru 50:50 (pufr:acetonitril), kdy standard elu-

oval pfiblizn€ pfi 4,5 minutach, byl pomér zménén na 60:40 (pufr:acetonitril), kdy se
analyza prodlouzila az na 17,5 minut. Dale byl nastavovan obsah acetonitrilu vzdy po

deseti objemovych procentech az do poméru 20:80 (pufr:acetonitril), kdy se nejkratsi

eluce zkratila na 55 sekund.

Z obrazku €. 1 jasn€ vyplyva, Ze na reten¢ni ¢as vemurafenibu mélo sloZzeni mobilni

faze velky vliv. Zménil se retencni ¢as — S vyS$im obsahem organické slozky mobilni

faze dochazelo K niz$i retenci vemurafenibu a naopak. Také Sifka piku se zmensSila a

vyska piku vzrostla S vy§§im obsahem acetonitrilu.

2600
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o
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-200

| 20:80
I 30:40
i 40:60
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AL JAN
0,0 5,0 10,0 15,0

Cas [min]
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Obrazek ¢. 1 — chromatogramy isokratické eluce pfi riznych pomérech organické a

vodné slozky MF — poméry jsou uvedeny V potadi pufr:acetonitril. Spektrofotome-

tricka detekce pii 250 nm.
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Isokratickd eluce byla provedena za ticelem zjisténi retencniho chovani vemura-
fenibu v pouzité stacionarni a mobilni fazi — byl ziskan symetricky pik standardu. Bé-
hem isokratické eluce bylo ziskano absorp¢ni spektrum v UV/VIS oblasti elektromag-
netického zafeni a byla urcena vinova délka absorpéniho maxima (250 nm), ktera byla
pozdéji pouzita pro vyhodnocovani chromatogrami (absorpéni spektrum vemurafenibu

je zobrazeno na obrazku ¢. 2).

2500
250 nm
= 2000
£
= 1500
>
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$ 1000
o
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210 260 310 360

Vinova délka [nm]

Obrazek ¢. 2 — absorp¢ni spektrum vemurafenibu v oblasti UV/VIS.
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Kvtili nasledujicim stabilitnim testim byl zvolen gradientovy program pratoku mo-
bilni faze, aby bylo mozné separovat piipadné vznikajici degradacni produkty, jejichz
vlastnosti nebyly ptedem znamy. Bylo vyzkouSeno vice kombinaci gradientového na-
staveni mobilni faze — rizna ¢asova rozmezi pro zménu pomeru slozek mobilni faze.

Separacni podminky zvolené pro dalsi analyzy jsou uvedeny Vv tabulce €. 1.

Tabulka €. 1 — Separa¢ni podminky analyzy vemurafenibu

Stacionarni faze (kolona)  Poroshell HPH-C18 (3 x 100 mm, 2,7 um)

Teplota kolony 30°C
Davkované mnozstvi vzorku 1 ul
Mobilni faze acetonitril; fosfatovy pufr (pH = 3)
Pratok mobilni faze 0,6 ml/min

Nastaveni gradientového programu
Cas [min] 0-1 1-12 12-15 15-16,5 16,5-21

pufr:acetonitril [v:v] 80:20 20:80 20:80  80:20 80:20
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Pti gradientové eluci standardu byl hlavni pik zaznamenan v 10,5 minuté, coz je
V poloviné programu analyzy. Také byly zaznamenany V okoli hlavniho piku mensi
piky, které pii isokratické separaci nebyly oddélené od hlavniho piku. Gradientova
eluce tedy pomohla 1épe rozseparovat slozky nadavkovaného vzorku a zaznamenat tak

| ostatni latky ve vzorku. Porovnani miry separace je znazornéno V obrazku ¢. 3.

Cas gradientové separace [min]

10 10,5 11 11,5 12

= 40

<

E

)

52

-

I
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©

g 0
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O

_20 1 1 1 1

1 1,2 1,4 1,6 1,8 2
Cas isokratické separace [min]

Obrazek €. 3 — plnou ¢arou je vykreslen chromatogram z gradientové analyzy. PieruSovanou
¢arou je zaznamenana isokraticka eluce pti poméru 30:70 (pufr:acetonitril). Separacni pod-

minky gradientové eluce viz tab. €. 1 (str. 26). Detekce spektrofotometricky pti 250 nm.
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Z porovnani chromatogramu standardu a slepého vzorku (methanolu) Ize poznat, ze
standard vemurafenibu obsahoval neznamé necistoty (viz obrazek ¢. 4). Tyto necistoty
byly zaznamenavany v kazdém dal$im chromatogramu. Celkovy podil téchto necistot

¢inil 5,67 % relativni plochy pod kiivkou, jak je uvedeno v piiloze ¢. 1.

\N

M

0 4 8 12 16 20
Cas [min]
Obrazek ¢. 4 — srovnani analyzy blanku a standardu. Blank je vyznacen spodni linii ve

stejném meftitku se standardem. Separac¢ni podminky viz tab. €. 1 (str. 26). Detekce spek-

trofotometricky pti 250 nm.

2. Stabilitni studie

S cilem porovnat zmény v chromatogramech Ciseln¢ a nejen graficky byly do tabulky
shrnuty hodnoty relativnich ploch zaznamenanych pikii v zavislosti na jejich relativnich
retencnich ¢asech. Hodnoty pro testy stability i pro degradacni studii jsou uvedeny
v piiloze ¢. 1. Ze zaznamu byly vylou¢eny piky s mensi relativni plochou, nez je 0,05
%. Chromatogramy jsou zde zobrazeny jako vybér asového useku, kdy byl zazname-

nan pik vemurafenibu a ostatni piky s relativni plochou vyssi nez 0,05 %.

2.1  Test stability
Vzorky vyjmuté po osmi dnech ze stabilitni komory (80 °C a 75% relativni vlhkosti)

po separaci ukazaly, ze na degradaci vemurafenibu nema teplota a vlhkost zadsadni vliv.
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Ani skladovani roztoku standardu 24 hodin v 5 °C neukazalo zadnou degradaci vemura-
fenibu. U hlavniho piku doslo k maximalni zmén¢ relativni plochy (zmenSeni 0 0,61 %)
pfi teplotni i vlhkostni zatézi standardu spolecné S excipienty. Rozdil relativnich ploch
hlavniho piku mezi teplotnim testem a testem s teplotou i vlhkosti ¢inil 0,26 % a to

v obou ptipadech — u samotného standardu i standardu s excipienty. Veskeré hodnoty
relativnich ploch a retencnich Cast jsou shrnuty Vv ptiloze €. 1.

Testu stability byly podrobeny i samotné excipienty — pii vinové délce 250 nm nebyl
zaregistrovan zadny pik odliSujici se od linie blanku. Excipienty tedy nepodlehly zméné
pfi testu stability nebo tuto zménu nebylo mozné pii pouzitém zpisobu detekce zaregis-
trovat — je tedy mozné vyloucit, ze by néjaky z ptipadnych degradac¢nich produktti byl
produkt rozpadu excipientu. (viz obrazek ¢. 5). Excipienty obvykle neabsorbuji v oblasti
UV/VIS a tak je ¢asto neni mozné Vv jejich ptivodni formé zaznamenat, pfipadné dochazi

vlivem jejich polarity k eluci s mrtvym ¢asem.
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Obrazek ¢&. 5 — srovnani chromatogramii blanku a excipienti po testu stability. V rohu je
zobrazen vyfez chromatogramu S 0S0U X V rozpéti 10 — 14 minut a s osou y v rozsahu 5
mAU. Blank je zobrazen pferuSovanou ¢arou a excipienty plnou ¢arou. Separacni pod-

minky viz tab. €. 1 (str. 26). Detekce spektrofotometricky pii 250 nm.
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2.2  Degradacni studie
Pro vyhodnoceni vlivu oxidace, kysel¢ a zasadité hydrolyzy byly chromatogramy
vzorkd porovnany S chromatogramem roztoku standardu (obrazek €. 6) graficky. Také
byly ¢iselné porovnany zmény relativnich ploch pikt se stejnym relativnim retenénim

¢asem — hodnoty jsou uvedeny v pfiloze ¢. 1.
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Obrazek ¢. 6 — Chromatogram standardu. v rohu je zobrazen vyiez chromatogramu s 0Sou

X V rozpéti 6,5 — 14 minut a s 0sou y v rozsahu 30 mAU. Separa¢ni podminky viz tab. ¢. 1

(str. 26). Detekce spektrofotometricky piti 250 nm.

2.2a Kysela hydrolyza

Roztok standardu vemurafenibu nebylo mozné zfedit 0,1M roztokem kyseliny chlo-
rovodikové pétkrat, jelikoz dochazelo k vysrazeni standardu z roztoku. K prvnimu testu
degradace bylo tedy pouZzito mensi fedéni, aby vemurafenib zistal v rozpusténé formé.
Béhem hydrolyzy doslo k vyrazné degradaci vemurafenibu na neznamé produkty —
hlavni pik tvofil 83,51 % misto ptivodnich 94,01 % relativni plochy. Degradace pokra-
¢ovala i béhem nasledujicich 20 hodin — byl zaznamenan tbytek relativni plochy piku
azna 58,31 %. Po 24hodinové hydrolyze v 80 °C byla zaznamenana relativni plocha
hlavniho piku jen 25,17 %. Na zdznamu z DAD detektoru nebyl ani pfes tento vyrazny
ubytek zadny novy zietelny pik poukazujici na ptfitomnost degrada¢niho (nového) pro-

duktu. Doslo jen ke zmenseni hlavniho piku téméf na uroven Sumu (viz obrazek €. 7).
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Pfi degrada¢nim testu S niz$i koncentraci vemurafenibu v roztoku doslo Kk stejnému
efektu — hlavni pik téméf vymizel na troven Sumu, coz bylo podpofeno jesté nizkou po-

¢atecni koncentraci vemurafenibu v roztoku.
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Obrazek ¢. 7 — Chromatogram vzorku (koncentrace vemurafenibu 0,6 mg/ml) po 24hod
hydrolyze v 80 °C. Separa¢ni podminky viz tab. ¢. 1 (str. 26). Detekce spektrofotometricky
pii 250 nm.

2.2b  Zasadita hydrolyza
Degradace vemurafenibu ptisobenim 0,1M roztokem NaOH byla vylou¢ena. Po ana-
lyze vzorku nebyla graficky (obrazek ¢. 8) zaznamenana zadna zména oproti analyze
standardu. Ani po ¢iselném zhodnoceni pomoci relativnich retenénich ¢ast a ploch (viz

ptiloha ¢. 1) nebyla nalezena zadna degradace vemurafenibu.

analyza po 24 hod v 80 °C

analyza po 20 hod

analyza ihned

0 5 10 15 20
Obrazek €. 8 — chromatogramy vzorktl po zasadité hydrolyze. Separa¢ni podminky viz

tab. €. 1 (str. 26). Detekce spektrofotometricky pii 250 nm.
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2.2C Oxidace peroxidem vodiku

Pfi miseni roztoku standardu a peroxidu vodiku dochéazelo pii pétinasobném tfedéni
k vysrazeni vemurafenibu z roztoku, proto bylo pouzito vySe popsané mensi fedéni,
stejné jako Vv pripadé kyselé hydrolyzy a to v piipadé 3% i 0,3% roztoku. Doslo taktéz
ke zmenSeni relativni plochy hlavniho piku, a to 0 2,57 % Vv ptipadé€ 3% peroxidu a
0 6,35 % Vv ptipadé 0,3% roztoku. Degradace pokracovala dale i po 20 hodinach, kdy se
relativni plochy z ptivodni hodnoty zmenSily 0 5,70, resp. 7,70 %. Pii vlozeni roztokt
vzorku do 80 °C doslo pravdépodobné ke zméné mechanismu degradace a hlavni piky
se zmenSily 0 3,38, resp. 2,47 %. Je zfejmé, Ze na degradaci vlivem peroxidu vodiku
méla vliv jak teplota okolniho prostfedi, tak koncentrace samotného roztoku peroxidu
vodiku. Tyto vysledky budou ovéieny a podrobeny dalsimu zkouseni, naptiklad s vice

riznymi koncentracemi roztoku peroxidu vodiku nebo S riiznymi okolnimi teplotami.

2.2d Porovnani vysledkui
Vysledky ziskané v této praci je mozné porovnat S vysledky ziskanymi v roce
2013%. Byla provedena také degrada¢ni studie, oviem vysledek byl odlisny — degradace
piiblizné 90% ucinné latky byla pozorovana u kyselé i zasadité hydrolyzy, naopak
u oxidace 5% peroxidem vodiku nebyla zaznamenana zadna degradace. Pti degradaci
byl zaznamenan vyrazny nové¢ vznikly pik tdajného produktu, ov§em nebyla provedena
dalsi identifikace této latky. Vysledné chromatogramy po teplotni a fotolytické zatézi

nejsou k dispozici, ale v praci je uvedena degradace z 0,15, resp. 1,22 %.

2.3  Analyza degradacnich produkti pomoci hmotnostni spektrometrie
Metoda byla pfenesena z chromatografu Agilent Technologie 1260 Series Infinity na

Agilent Technologies 1290 Series. Fosfore¢nanovy pufr v mobilni fazi byl nahrazen
0,1% kyselinou mravenci a byly nastaveny shodné separacni podminky. Prob&hla ana-
lyza vzorku s hmotnostni detekci, k tomu byla pouzita ionizace pomoci elektrospreje
V pozitivnim i negativnim médu. Ve vysledném zaznamu nebylo mozné rozeznat
znamky ptitomnosti vzniklych degrada¢nich produkti, jedna se tedy pravdépodobné
0 latky, jez neni moZzné ionizovat. V ramci dal§iho zkouSeni bude vhodné vyzkousSet

jiny zpusob ionizace — chemickou ionizaci.
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3.  Stanoveni kalibraéni zavislosti, meze detekce a meze stanovitelnosti

Byly zaznamenany vysky a plochy pika standardu. Z kazdého kalibra¢niho roztoku
byly provedeny tfi analyzy a do vypoctu byl uvazovén aritmeticky prameér téchto hod-
not. Byly vytvoreny grafy zavislosti primérné vysky piku (obrazek ¢. 8) a primérné
plochy piku (obrazek ¢. 9) na koncentraci standardu v roztoku. Z grafu byla linearni re-
gresi ur¢ena smérnice piimky a hodnota koeficientu determinace. Pomoci rovnice
ptimky popisujici zavislost vysky piku na koncentraci byly stanoveny mez detekce a

mez stanovitelnosti.
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Obrazek €. 8 — zavislost primérné vysky piku na koncentraci standardu.
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Obrazek €. 9 — zavislost primérné plochy piku na koncentraci standardu.
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Nejprve byla stanovena hodnota Sumu zakladni linie (obrazek €. 10), jelikoz se jed-
nalo o stanoveni kalibra¢ni zavislosti standardu Vv piitomnosti excipientd. Jako hodnota
Sumu bylo ur¢eno rozmezi mezi maximalni a minimalni hodnotou signalu roztoku exci-
pientd v okoli tfi minut eluce standardu (7,5. — 13,5. minuta). Rozmezi Sumu bylo 3
mAU. Limit detekce byl stanoven na 5,0 ug/ml vemurafenibu, limit stanovitelnosti ¢inil
16,5 pg/ml. Tyto hodnoty byly ziskany vydélenim trojnasobku, resp. desetinasobku
hodnoty Sumu zakladni linie hodnotou smérnice kalibra¢ni ptimky (zavislosti vysky

piku na koncentraci).
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Obrazek €. 10 — urceni velikosti Sumu zakladni linie na chromatogramu excipientt. Sepa-

raéni podminky viz tab. €. 1 (str. 26). Detekce spektrofotometricky pii 250 nm.
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ZAVER

Byly zvoleny optimalni podminky pro analyzu standardu G¢inné latky vemurafenibu.
Zvolen byl program gradientové eluce, kde bylo mozné v ¢ase 21 minut G¢inné separo-
vat slozky davkovaného vzorku. Jiz v dodaném standardu vemurafenibu byly deteko-
vany neznamé necistoty. Standard v praskové formé byl podroben testu stability — byl
sledovan vliv teploty a vliv teploty S vlhkosti na tento standard. Po rozpusténi vzorki
byla provedena separace a byl zaznamenan jen minimalni vliv téchto podminek — rela-
tivni plocha hlavniho piku se zménila maximaln¢ 0 0,61 %, coz Ize brat jako znamku
toho, ze teplota ani vlhkost nema na stabilitu vemurafenibu vliv. Ani v pfitomnosti exci-
pientti nedoslo k degradaci latky, tudiZ i excipienty coby mozné katalyzatory rozpadu
1ze vyloucit.

Béhem degradac¢nich testd na vliv kyselé a zasadité hydrolyzy doslo K zjisténi, ze
vemurafenib se vyrazné rozklada pfi ptisobeni 0,1 M HCI na neznamé produkty. Tyto
produkty nebylo mozné na spektrofotometrickém detektoru zaznamenat, jedna se tedy
0 latky, které neabsorbuji zateni pouzitych vinovych délek. Rozklad pokracoval i s ¢a-
sem a byl také podpoien vloZenim roztoku do prostiedi S vyssi teplotou. Naopak pfi za-
sadité hydrolyze nedoslo k zadné zmén¢ a standard zustal v ptivodni formé. Oxidace pe-
roxidem vodiku také ukazala rozklad vemurafenibu. Degradaci potvrdily i zkousky
s velmi nizkou koncentraci standardu, kdy po smiseni S degrada¢nim roztokem doslo
K témé&f vymizeni hlavniho piku — opét kromé zasadité hydrolyzy, kde se chromatogram
vzorku shodoval s chromatogramem standardu.

Byla uréena kalibra¢ni zavislost v rozmezi koncentrace 0,4 — 1,2 mg/ml pro stano-
veni vemurafenibu ve smési S excipienty — limit detekce byl stanoven na 5,0 pg/ml

vemurafenibu, limit stanovitelnosti na 16,5 pg/ml.
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