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Abstrakt
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Skolitel: RNDr. Hana Ko¢ova VIckova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Testovani stability antivirotik pomoci ultra — vysokouc¢inné

kapalinové chromatografie.

Diplomové price se zabyva stanovenim stability péti antivirotik (ledipasvir,
sofosbuvir, tenofovir, monoester a diester tenofoviru) pi riznych teplotnich podminkéch.
Byla vyuzita ultra-vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s detektorem fotodiodového
pole detekei pfi 259 nm. Zkoumana antivirotika jsou nové 1éCivé piipravky vyuzivané

k 1é€bé pii zavaznych onemocnéni jako je AIDS a hepatitida typu C.

Byly testovany dva typy stabilit: kratkodoba a dlouhodoba. Kratkodoba stabilita
latek byla testovana v acetonitrilu a methanolu pii 4 °C a 22 °C po dobu 24 hodin.
Dlouhodoba stabilita sofosbuviru, monoesteru a diesteru tenofoviru v 50 % acetonitrilu,
ledipasviru ve 100 % acetonitrilu a tenofoviru ve vodé byla stanovovana pfi uchovavani
latek ve tfech teplotnich prostfedich: — 20 °C, 4 °C a 22 °C, po dobu 28 dnti. Déle byly
latky testovany ve fosfatovém pufru po 90 dnl pfi skladovani — 20 °C. Z vysledki
testovani je mozné urcit podminky pro skladovéani a dobu, po kterou je jeste 1éciva latka

stabilni.

Chromatografick¢é podminky stabilit byly pfevzaty zptedchozich studii
a optimalizovany. Stability byly testovany v gradientovych modech. Jako mobilni faze
byla pro testovani kratkodobé, dlouhodobé stability a stability v pufrech pouZita 0,1 %
kyseliny mraven¢i a acetonitrilu. Eluce antivirotik probihala na koloné C18, kdy jeji
teplota dosahovala 40 °C. Rychlost pritoku byl zvySen u testovani stability v pufru

z 0,3 ml/min na 0,6 ml/min.

Kli¢ova slova: UHPLC, stabilita, testovani, antivirotika



Abstract

Charles univerzity
Fakulty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department od Analytical Chemistry

Candidate: Pavlina Pavlasova
Supervisor: RNDr. Hana Kocova VI¢kova, Ph.D.

Title of thesis: Testing of stability of antivirotic drugs using ultra-high performance

liquid chromatography.

This thesis is concerned with determining the stability of five antiviral drugs
(ledipasvir, sofosbuvir, tenofovir and the monoester and diester of tenofovir) under
various temperature conditions. The study employed ultra-high performance liquid
chromatography with a photodiode array detector detection at 259 nm. The tested
antiviral drugs are new medicinal products used in treating serious diseases such as AIDS

and hepatitis C.

Two types of stability were tested: short-term and long-term. The short-term
stability of the substances was tested in acetonitrile and methanol at 4 °C and 22 °C for
24 hours. The long-term stabilities of sofosbuvir and the monoester and diester
of tenofovir in 50 % acetonitrile, ledipasvir in 100 % acetonitrile and tenofovir in water
were determined while maintaining the substances at three temperatures in the medium:
—20°C, 4 °C and 22 °C for a period of 28 days. In addition the substances were tested in
phosphate buffers for 90 days for storage at — 20 °C. The storage conditions and the time
during which the medicinal substances remain stable can be determined from the results

of these tests.

The chromatographic stability conditions were taken from the previous study and
were optimised. The stability was tested in gradient modes. An aqueous solution of 0.1%
formic acid and acetonitrile were used as the mobile phases in the tests of short-term and
long-term stability and stability in buffers. The antiviral drugs were eluted from
a C18 column at a temperature of 40 °C. The flow rate was increased from 0.3 ml/min

to 0.6 ml/min for the stability test in the buffer.
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UvVOD

Diplomova prace se zabyva testovanim stability antivirotickych IéCivych latek
pomoci ultra-vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC) s vyuzitim detektoru

fotodiodového pole (PDA).

Antivirotické 1€¢ivé latky jsou dlouhodobé znaén€ zkoumanou a vyvijenou oblasti.
Diplomova prace je soucasti vétSiho projektu, jehoz tkolem je zkouméni inhibici
pfi kombinované terapii. Studie se =zabyva interakci IléCivych latek na ABC
transportérech. Stanovovani stabilit antivirotik ve formé ucinnych latek je dalezité pro

bezpecnou a ucinnou terapii.

Prace obsahuje reSerSi na pouZzitou metodiku, zabyva se v kratkosti testovanymi
antivirotiky a zahrnuje popis a praktické provedeni testovani stability. Testovani stability
je soucasti kazdé analytické metody v procesu validace bioanalytickych metod. Cilem
testovani stability je ovéfit, jakou mérou ovlivituje piiprava vzorku a zejména pak
skladovaci podminky, vysledky jeho analyzy. Testovani stability se tyka pouzitych
rozpoustédel, matrice a sleduje se koncentrace analytu pfi skladovani za riiznych teplot.

Pt testovani stability se pouzivaji kontrolni vzorky se zndmymi vlastnostmi.
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CiL PRACE

Cilem této prace bylo testovani stability ledipasviru, sofosbuviru, tenofoviru,
monoesteru a diesteru tenofoviru. Ukolem bylo ovéfit podminky skladovani a

stabilitu v pribéhu analytického procesu.

Byla provedena kratkodoba a dlouhodoba stabilita a to, jak v rGznorodych
rozpoustédlech, tak v matrici pouzité ptfi biologickém experimentu. Testovana byla
stabilita pfi tfech riiznych teplotach, — 20 °C odpovidajici teploté v mrazicim boxu, 4 °C

odpovidajici teplot¢ v lednici a pii 22 °C, kterd odpovidala teploté v laboratofi.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie patfi mezi nejrozSifenéjsi separacni
a analytické metody. Jejim principem je separace jednotlivych slozek vzorku mezi
dvé vzajemné nemisitelné faze. Molekuly analytu se rozd¢€luji mezi mobilni (pohyblivou)
a stacionarni (pevnou) fazi pomoci riznych fyzikalné-chemickych déju, jako je napiiklad
absorpce, iontovd vymeéna, sitovy efekt a odliSna rozpustnost. Stacionarni faze
je umisténa v chromatografické kolon¢ ve formé sorbentu, ktery je tvoien tuhou latkou,
nebo kapalinou ukotvenou na tuhém nosi¢i. Mobilni fazi je kapalina. Ta spolu se vzorkem
protékd sorbentem a dochazi zde k interakci jednotlivych slozek vzorku. Zachycené
sloZzky znovu piechdzi do mobilni faze a jsou undSeny dal systémem. Dochézi tak
k opakovanému ustalovani rovnovéhy, pomoci ¢ehoz ziskdvame kvalitativni

i kvantitativni informace o sloZeni vzorku * °.

Chromatograficky systém se mlzZe pfibliZit k rovnovaze natolik, Ze distribuci slozek

mezi dv¢ faze 1ze popsat distribu¢ni konstantou Kb,

[Als

Ko =

kde [A]s je rovnovazna koncentrace latky [A] ve stacionarni fazi a [A]m je rovnovazna

koncentrace latky [A] v mobilni fazi.

Dosazeni skute¢né termodynamické rovnovahy je zabranéno trvalym pohybem
mobilni faze, ktera posune molekuly vzorku do dalsi ¢asti stacionarni faze, kde opét
dochazi k ustalovani rovnovahy. Slozky vzorku, které maji vEtsi afinitu ke stacionarni
fazi, eluuji (vychazeji) z chromatografické kolony pozvolnéji nez latky, které jsou
stacionarni fazi zachycovany méné a maji tak kratsi reten¢ni ¢as. Doba, po kterou slozka

vzorku setrva na povrchu sorbentu, z4visi na interakci mezi slozkou a sorbentem %7,

2.1.1 Eluéni mody

Rozeznavame dva elu¢ni mody: isokraticky a gradientovy. Pokud je slozeni mobilni
faze po celou dobu separace konstantni, jedna se o isokratickou separaci, kterd je vhodna
hlavné pro latky s podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Pfi gradientové eluci

se sloZzeni mobilni faze méni s Casem v pribéhu separace podle predem zvolen¢ho
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programu. Slozky mobilni fize se michaji ve sméSovaci ve prospéch silngjsi elucni
slozky. To mé za nasledek rychlejsi eluci slozek, které jsou silngji zadrzené v koloné.
Gradientovou eluci pouzivame pii detekci smési, které obsahuji vice slozek s riznymi
fyzikéalné-chemickymi vlastnostmi a analyza isokratickou separaci by byla casové

naro¢na °.

2.1.2 Instrumentace chromatografického systému

Obecné se kapalinovy chromatograf sklada ze zasobnikit mobilni faze, ze kterych
je tato faze vedena pres odplynovac ke sméSovacimu zatizeni. Déle je hndna do systému
vysokotlakym ¢erpadlem, jehoZ vnitini objem je co nejmensi z diivodu rychlé vymény
mobilni faze. Vzorky jsou vdneSni dobé davkovany do mobilni faze pomoci
automatickych davkovact, takzvanych autosamplert. Nejdualezitéjsi ¢ast ptistroje tvoii
kolona. Nejcastéji se jedna o 5-30 cm dlouhou trubici s vnitinim primérem okolo 2-5 mm
plnénou stacionarni fazi, kde dochazi k separaci. Dalsi diileZitou ¢asti je detektor 7.

Schéma chromatografu zndzornén na obrazku 1.

Solvents

HPLC column

A

Data integration
system

A

Sample injector
(Injection valve)

Solvent waste
(recycling)

Obrdazek 1: Schéma HPLC chromatogramu

Pozn. Pfevzato a upraveno z publikace
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2.1.2.1 Detekéni systémy

Chromatograficky detektor je prevodnik, ktery ptevadi chemické vlastnosti
eluovaného analytu na elektricky signal. Zaznamenava separované latky vychazejici
z kolony pomoci rozdilu v signalu mezi prichodem c¢isté mobilni faze a mobilni faze
obsahujici analyt. Vysledny pik by mél mit minimalni rozptyl a svym tvarem by m¢l

pfipominat Gaussovu kiivku.
Na ideélni detektor jsou kladeny tyto pozadavky:

e vysoka citlivost a okamzita odezva

e univerzalnost

e rezistence vic¢i zménam teploty a pritoku
e nepfispiva k rozmyvani elu¢nich zon

e nedestruktivnost

V praxi zadny detektor nemtize mit vSechny tyto vlastnosti. Mezi nejcastéji pouzivané
detektory se fadi detektory spektrofotometrické, fluorescencni, refraktometrické a dnes

se dostavaji do poptedi hlavné detektory hmotnostni > 6.

Spektrofotometrické detektory (UV-VIS detektory)

Patfi mezi nejpouzivanéjsi detektory v HPLC.  Detektory jsou zaloZeny
na absorpci ultrafialového zéafeni a viditelného svétla pfi urcité vinové délce. Koncentrace

vzorku je vyhodnocena na zakladé¢ Lambert-Beerova zakona:
A=log(170) =¢.c.l

kde /o je intenzita dopadajiciho svétla, / je intenzita vychdzejiciho svétla. € je absorpcni
konstanta, kterd je charakteristicka pro kazdou latku. ¢ znézorfiuje koncentraci vzorku
vmol/l a [ je tloustka kyvety v cm. Detektory poskytuji absorbanci, kterd je linedrné

umeérna koncentraci vzorku.
Podle uspotradani existuji tfi typy detektoru:

1. Detektory s fixni vinovou

2. Detektory s proménnou vinovou délkou

3. Detektory s diodovym polem (DAD, nebo s fotodiodovym polem PDA) —
(obrazek 2) detektory snimaji celé absorpcni spektrum. Svétlo ze zdroje prochazi

pritokovou celou detektoru a aZ poté narazi na miizku. Na holografické mfizce
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je svétlo spektralné rozklddano, a poté je dopadd na fotodiodu. Spektra
jsou generovana soucasné¢ bez preruseni chromatografické separace. Takto 1ze
charakterizovat i1 vice analyti najednou pomoci porovnavani cistoty pika
ziskanych pfi raznych vlnovych délkach. Shroméazdéna spektra miizeme

porovnavat s knihovnou spekter .

Achromatic Optical  Crating
Lens
.r‘/d_-\‘x, l
@ Holie
= Holmium
YIS Larmp Filter

L Lamp

Obrazek 2: Schéma UV detektoru s diodovym polem.

Pozn. Pievzato a upraveno z publikace

UV detektory disponuji fadou vyhod, jako je snadnd obsluha, spolehlivost, citlivost
detektoru, ktera zavisi na délce optické drahy. Dale mezi velké vyhody nékterych UV
detektorti patti moznost vybéru vinoveé délky stejné tak jako moznost velkého rozsahu

odezvy pro riizné latky °.

Fluorescenéni detektory

Fluorescen¢ni detektory vyuZivaji principu fluorescence. Latka po absorpci
primarniho (exitacniho) zafeni vydava sekunddrni (emisni) zafeni, které se méii.
Sekundarni zateni vznika pfi pfechodu molekuly z exitovaného stavu zpét do zakladniho.
Detektory jsou selektivni a citlivé, ale méné univerzalni. Detektorem métime latky, které

samy fluoreskuji, nebo fluoreskuji po derivatizaci vhodnym ¢inidlem %,

Refraktometricky detektor

Dnes jiz méné pouzivany univerzalni detektor pro svou nizkou citlivost. Princip
jeho méteni je zalozeny na porovnavani rozdilu indexu lomu eluatu a indexu lomu ¢isté

mobilni faze v mérné cele. Cim vétsi je rozdil v indexech lomu, tim vice je stanoveni
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citlivéjsi. Je spiSe vhodny pro latky, které neabsorbuji a nefluoreskuji (cukry, lipidy,

polymery) 23,

Hmotnostni spektrometrické detektory

Specifické a vysoce selektivni, citlivé detektory. Umoznuji piesnou kvalitativni
1 kvantitativni analyzu. Pomoci hmotnostnich spekter dokéazeme latku identifikovat, urcit
jeji molekulovou hmotnost a zjistit informace o struktufe analyzované latky.
Pted samotnou detekci musi dojit k ionizaci vzorkl a na zéklad¢ rozdéleni iontd podle

poméru hmotnosti/naboje dochazi k jejich separaci v analyzatoru.

Hmotnostni detektor se tedy sklada ze tii Casti: iontového zdroje, analyzatoru
a detektoru. Hmotnostni spektrometrie vyuziva rizné ionizacni techniky a rdzné
analyzatory. Pfehled nejpouZzivangj$i ionizacni techniky a analyzéatord je zndzornény
v tabulce 1. Dtlezitou soucasti je i vakuovy systém, ve kterém je uloZeny analyzéator

a detektor > % % 10,

Tabulka 1: Piehled ionizacnich technik, analyzatorti a detektorti v hmotnostni spektrometrii.

Ioniza¢ni techniky Analyzatory Detektory
ESI Kvadrupél
APCI Trojity kvadrupdl
APPI Iontova past Elektronovy nasobic
Orbitalni past Fotonasobi¢
EIl Analyzator doby letu Mikrokanalova desticka
CI Magneticky analyzator

Iontova cyklotronova

rezonace

Pozn. Pievzato a upraveno z publikace 2

Mezi dals$i pouzivané typy HPLC detektori patii elektrochemické, vodivostni,

chemiluminiscenéni detektory a univerzélni detektory na bazi aerosolu 2.

19



2.2 Rychlé specialni techniky v kapalinové chromatografii

V poslednich letech je vyvoj v kapalinové chromatografii podminovan
vzrustajicimi naroky na rychlejsi chromatografické separace a na zvySujici se mnozstvi
vzorkl.. Stale dochédzi k neustdlému rozvoji technologii, které zajistuji maximalni
mnozstvi vzorkll v co nejkratSim Case a s nejvy$§im moznym rozliSenim, G¢innosti
a citlivosti. Jesté v minulém stoleti byla rychlejsi separace ziskdvana zkracenim kolon,
coz mé¢lo negativni vliv na ucinnost separace. Dnes ziskdvame rychlejSi separace
zmenSovanim Castic chromatografického sorbentu. DalSi moznosti, jak zrychlit
chromatografickou separaci, je zvySenim teploty anebo aplikace vysokého pritoku
mobilni faze bez vzniku vysokého zpétného tlaku. Nekterym technikdm tzv. fast LC

se budu vénovat v nasledujicich kapitolach podrobngji /.

2.2.1 Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)

UHPLC je separa¢ni metoda, ktera rozdéluje latky pomoci stejného principu jako
HPLC, pracuje vSak za vysSich tlakli v rozmezi 120 MPa az 140 MPa. Jedna se o dalsi
stupen vyvoje v kapalinové chromatografii. Oproti klasické HPLC disponuje tato metoda
vyrazné vys$i uc¢innosti a rychlosti separace, vyssi citlivosti a niz§i mezi detekce. Toho je
docilena pomoci kolon s malymi Casticemi, které ovSem kladou zna¢ny odpor
prochazejici kapaliné. Negativnim dasledkem toho vznika vysoky zpétny tlak, proto musi
systém disponovat zna¢nou odolnosti. V UHPLC kolonéch se velikost ¢astic pohybuje

pod hranici 2 pm. Malé ¢astice maji vétsi povrch, a maji tak vliv na vyssi absorpci.

UHPLC pfinasi 1 dal$i vyhody oproti HPLC. Jednou z nich je doba analyzy,
ktera je aZ o 80 % krat3i, coZ ma za nasledek zvySeni poctu analyzovanych vzorka. Dalsi
vyhodou je moZzZnost pouziti kratSi kolony a tim 1 sniZeni spotfeby organickych
rozpoustédel a spotfeby mobilni faze. Mezi nevyhody UHPLC vi¢i HPLC patii vyssi

néklady na provoz a vyssi zpétny tlak, s kterym souvisi odolna konstrukce systému % /%

12

2.2.1.1 Utinnost UHPLC separace
Utinnost je ovlivnéna mnoha faktory, jako je délka kolony, teplota, rychlost
pritoku mobilni faze a velikost ¢astic sorbentu v kolon&. Pro porovnani se pouziva

zobrazeni pomoci Van Deemterovy kiivky (obrazek 3). Kitivka popisuje zavislost
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mezi vyskovym ekvivalentem teoretického patra (H, HETP) a rychlosti linearniho
pratoku (u). Z grafu vyplyva, ze vyssi ucinnost kolony je dosazena co nejmensi hodnotou
HETP. ZmenSeni ¢astic nema vliv pouze na vyssi u€innost, ale 1 na zvySeni citlivosti

a rozliSeni.

Pti pouziti kolon s malymi ¢asticemi je analyza rychlejsi a pratokova rychlost
vetsi. Jelikoz priitokova rychlost je nepfimo imérna velikosti ¢astic, je zpétny tlak u kolon
obsahuji castice velikosti 1,7 pum vySs$i nez u kolon obsahujici 5 um velké cCastice.
Proto jsou UHPLC kolony konstituovany tak, aby byly odolné vii¢i vysokému tlaku okolo
100 MPa a vice > /.

30 10 ym
25
20

15

H (pm)

5um
10

3 um
1.7 ym

2 u (mm/s)

Obrazek 3: Typy van Deemterovych kiivek pro rizné velké Castice.

Pozn. Pievzato a upraveno z publikace *’

2.2.1.2 Stacionarni faze v UHPLC

Dilezitym pozadavkem stacionarni faze v UHPLC je stabilita a kvalita sorbentu.
Staciondrni faze musi disponovat chemickou stabilitou a vysokou mechanickou
stabilitou. V poslednich letech bylo na trh uvedeno mnoho novych stacionarnich fazi

pro UHPLC, které jsou stru¢n¢ shrnuty v tabulce 2.
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Tabulka 2: Piehled vyrobct a priklady stacionarnich fazi sub-2 um kolon.

Vyrobce Typy stacionarni faze Velikost ¢astice (um)
C8, Cl18, fenyl, BEH, 1,7
Amid, Shield RP18
Waters T3, C18,C18 SB 1,8
C18, fluorofenyl, fenyl- 1,7

hexyl
Alltech HILIC 1,5
C8,C18 1,5
C8, CI18, C4, PHE, CN, 1,8
Sepax NH», SAX, SCX
HILIC 1,0/1,7
ThermolFisher Scientific C8, C18, Q, PFP 1,9
Machery Nagel C8, C18, Sphinx RP 1,8
Shimadzu AS, AP, PS, MR 1,5
Restek C8, C18, CN, PFP-propyl 1,9
Bischoff C8, C18, aminopropyl 1,8/1,5
Tosoh C8, C18, PHE 2,0
YMC C18, Hydro C18 2,0
Eclipse plus C8, C18 1,8
Agilent Eclipse XDB-C18, CS8,
PHE, CN

Pozn. Pfevzato a upraveno z publikace  °

Stacionarni faze 1ze rozdélit na dvé zékladni skupiny podle typu pouZzitého nosice.
Bud’ se jako nosi¢ pouZivaji anorganické oxidy (silikagel, oxid zirkonicity, hlinity
a titaniCity) nebo organické nosi¢e (polymer, uhlik). NejrozsifenéjSim sorbentem
je polarni silikagel — SiO,. Diky mechanické odolnosti se velmi c¢asto pouziva
pfi separacnich metodach za vysokych tlakt. Dalsi vyhodou je vysoké Uc¢innost déleni
oproti polymernim nosi¢lim. Aktivni centra na povrchu silikagelu jsou hydroxylové
skupiny — OH, diky kterym je silikagel mirn¢ kysely. Nevyhodou silikagelu jako nosice
staciondrni faze je jeho omezena pH stabilita, kdy pii pH vysSim neZ pH 8 dochazi k

rozpousténi samotného silikagelu. Silikagel je pro své vlastnosti vyuzivan jako nosi¢ pro
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modifikaci riznymi ligandy a je nejvyznamnéj$i stacionarni faze pfi reverznich

separacich.

V dobé zavedeni UHPLC vznikla dalsi skupina stacionarnich fazi, tzv. hybridni
stacionarni faze. Obecné¢ hybridni stacionarni faze vznikaji kombinaci anorganického
silikagelu SiO; a organického polymeru. Vytvofi se tak mechanicky a teplotné pevné

Castice, které dosahuji vysoké chemické stability v rozmezi pH 1-12.

V poslednich nékolika letech vznikla celd fada hybridnich stacionarnich fazi
od riznych vyrobctli, coZ souvisi s vyraznym rozsifenim UHPLC. Jako prvni uvedla
hybridni technologii na trh firma Waters. BEH (Ethylene Bridged Hybrid) je druha
generace hybridnich sorbentt s velikosti ¢astic 1,7 um. Jedna se o modifikovany silikagel
zesitovany hybridnimi ethylenovymi mustky, které chrani pfed vlivem volnych
hydroxylovych skupin silikagelu. Konkrétné se jednd o reakci dvou monomerd,
tetracthoxysilanu s bis(triethoxysilyl)ethanem, mezi kterymi jsou ethylenové mustky

(obrazek 4). Podobné jako BEH je mozné pouzit i HPT (Hybrid Particle Technology) %
12
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Obrazek 4: Struktura UHPLC sorbetu zaloZena na BEH technologii.

Pozn. Pievzato a upraveno z publikace 3
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ACQUITY BEH od firmy Waters jsou dostupné v mnoha chemickych
modifikacich. Piiklady nékterych modifikaci jsou uvedené na obrdzku 5. Nepolarni
stacionarni faze jsou oznaceny C 4 — C18. Toto oznaceni vyjadiuje délku uhlovodikovych

fetézcu.

D o - 2 3 .
@;}F"*-/“ T ACQUITY UPLC™ BEH C18
o PP ACQUITY UPLC™ BEH C8
[ ?

CH .
L o H _______ ACQUITY UPLC™ BEH Shield RP18
OJ 'fl;Hs o
(j’,:ﬁ ooy st ACQUITY UPLC™ BEH Phenyl

g \

Obrazek 5: Ptiklad kolon UHPLC v systému ACQUITY BEH.

Pozn. Pievzato a upraveno z publikace '

Stacionarni fadze lze rozdélit také podle chromatografického moddu
jako je naptiklad normalni, reverzni, HILIC, chirdlni, HIC a dalSi. Nejvice vyuZivanym
modem ve vysokouc¢inné kapalinové chromatografii je separace s reverznimi fazemi
(RP-HPLC). Jednad se o typ rozdélovaci chromatografie, kdy proti chromatografii
s normalnimi fazemi je stacionarni fdze nepolarni a mobilni faze je polarni kapalina. Dnes
pouzivané nepolarni stacionarni faze jsou nej€astéji uhlikaté fetézce, které jsou chemicky
navazané na povrch nosice. Nosi¢e mohou byt typu hybridniho sorbentu, kovovych
oxidi, anebo nejcastéji pouzivanym nosi¢em je pak silikagel, na jehoZ povrch se navaze
vhodny ligand. Dnes nejrozsifenéjsi faze je alkyl C18, ktery se sklad4d z chemicky
navazan¢ho oktadecylsilikagelu. Jako polarni mobilni faze se vétSinou pouZivd smés
vody a organického Cinidla, jako je acetonitril a methanol. Molekuly vzorku interaguji se
stacionarni fazi podle své polarity. Vétsi afinitu k nepoldrni stacionarni fazi maji latky
s vy$S§im obsahem hydrofobnich oblasti, tedy méné polarni. Ty se zachyti hydrofobni
¢asti na kolonu a s rostoucim gradientem (s rostouci koncentraci organického cinidla)

z kolony eluuji.
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HILIC (hydrofilni interakéni chromatografie) jedna se o druh kapalinové
chromatografie s normalni fazi, tedy polarni staciondrni fazi. Mobilni faze je mén¢
polarni a obsahuje vysoké procento organického rozpoustédla, nejCastéji acetonitril.
Latky se separuji na zaklad¢ polarity a to tak, ze hydrofilni stacionarni faze poutd vodu
a mobilni faze je na vodu chudé. Analyty se tedy rozdéli mezi dvé faze. Retence je opacna
nez v ptipadé RP-HPLC. Hydrofilni stacionarni faze tedy pouta polarni latky rozpusténé
ve vodé. Retence se zvysuje polaritou stanovovanych latek a snizuje se zvySenim polarity

mobilni fize. NejpouZzivangjsi stacionarni faze jsou na bazi silikagelu > # 1% 13,

Hydrofobni interakéni chromatografie (HIC) je forma reverzni faze. Separace
je zalozena na hydrofobnich interakci se stacionarni fazi. Mobilni faze je voda
bez organickych ¢inidel. Analyza za¢ind vodnou mobilni fazi s vysokou koncentraci soli
a v pribehu separace dochazi ke snizovani koncentrace, aby dochazelo k eluce latek. HIC

je hlavné pouziva pro separaci proteini *°.

Mezi dalsi chromatografické systémy, kromé jiz zminénych, patii i napiiklad
iontové vyménna chromatografie. U ni dochazi k vymén¢ iontll ze stacionarni faze

za ionty analytu rozpusténého v mobilni fazi.

2.2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie pri zvySené teploté (HTLC)

Az doneddvna byla teplota pii chromatografickém vyvoji zanedbavéna. Novou
chromatografickou metodu, pfi které byla teplota vyssi jak 60 °C, navrhl v roce 2000
Yang a kol. Provedli separaci péti fenold pii teploté 150 °C, kterd trvala méné jak
30 sekund. Navic s pouzitim Cisté vody jako mobilni faze. Tato analyza pouzitim HPLC
trvala 20 minut. Diivodem rychlej$i separace je snizeni viskozity mobilni faze zahiatim
mobilni faze nad 100 °C. Se sniZenim viskozity klesé 1 zpétny tlak a diky tomu miZeme
pouzit 1 delsi kolony, coZz vyrazné zlepSuje rozliSeni a G€innost kolony, aniz by byla
prodlouZena délka analyzy. Vyhodou HTLC je hlavn€ ekonomicka stranka, hlavné Green
HTLC, pfi které¢ se jako mobilni faze pouziva cista 100 % vodni faze, nebo smés
voda/ethanol. HTLC ma i1 mnoho nevyhod jako je termickd stabilita analytl
a stacionarnich fazi, pfedehiati mobilni faze, aby nedoslo k rozmyvani piki, ochlazeni

eluentu a dal§i omezeni tykajici se vysoké teploty 5 77,
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2.2.3 Monolitické kolony

Monolit je tvofeny jednim kusem pevného porézniho materidlu, ktery zcela
zaplnuje vnitiek kolony a neobsahuje zadné mezicasticové prostory. Monolitické kolony
obsahuji dva typy pért (obrazek 6): velké (makropory) a stfedné velké (mesopory). Diky
dvojité struktute pori je mozné analyzu provadét pii vysokych prutokovych rychlostech,
aniz by se zvysil zpétny tlak. Separace je tak mnohem rychlejsi a méa vybornou separa¢ni
ucinnost nez pii pouziti Casticovych kolon, které maji limitovanou maximalni rychlost
pritoku, zpisobenou snizujicimi se velikostmi Castic, pfi kterych stoupa zpétny tlak.
V soucasné dobé jsou komeréné dostupné monolitické stacionarni faze na bazi silikagelu.
Existuji vSak jesté polymerni monolity, které se uplatiiuji v proteomickych aplikacich.

Kvili velikost jejich &astic se monolit vyuziva pouze pro HPLC separace /2.

Mesopores: 13 hm Macropores: 2 pm

Obrazek 6: Makropory a mesopory.

Pozn. Pievzato a upraveno z publikace "’

2.2.4 Povrchové porézni Castice

Kromé c¢astic zcela poréznich, mizeme pouZzit pro u¢innéjsi a rychlejsi separaci
povrchovée porézni Castice, tzv. core-shell ¢astice. Ty jsou tvofeny neporéznim sklenénym
jadrem, na které je nanesena slaba vrstva porézniho silikagelu. Pro ptedstavu: 1,7 pm
velké neporézni jadro je obalené 0,5 um tlustou vrstvou staciondrni faze. Tato porézni
vrstva obsahuje 9 nm velké pory, velikost se miiZe li$it riznymi typy stacionarnich fazi a

umoznuje rychlej§i pfenos analytu a snizuje rozmyvani piku oproti zcela poréznim
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¢asticim. Pevné jadro ma za nasledek snizeni odporu proti pfevodu hmoty, coz ma vliv
na ucéinnost separace. Komercné vyrabéné povrchové porézni Castice se oznacuji jako

HALO (obrazek 7). Castice jsou také dostupné v rtiznych rozmérech. V UHPLC jsou

2,13

pouzivané spiSe pln¢ porézni Castice

-

Obrazek 7: Priklad komeréné vyrdbénych kolon o riznych velikosti. Konkrétné znacka kolon
Kinetex.

Pozn. Pievzato a upraveno z publikace 2
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2.3 Antivirotika

Antivirova 1éciva neboli inhibitory protedz jsou pfimo pusobici antivirové ¢inidla
(DAA), kterd se zamé&fuji na virové proteiny. Tato prace se zabyva antivirotiky, které
se pouzivaji pfi 1€cbé virovych onemocnéni jako je HIV, ale hlavné pfi onemocnéni
virovou hepatitidou C (HCV). Virova hepatitida typu C je vazné onemocnéni jater, které
muze vést k cirhdze a rakoviné jater. Chronickou hepatitidou C trpi po celém svéte 170
milioni lidi. Z toho se u 10-20 % vyvine chronické onemocnéni jater a u 1-5 % se
rozvine rakovina jater. Pfedchozi standartni 1écba HCV byla velmi ndro¢néd s mnoha
nezddoucimi ucinky. V dne$ni dobé uz se virova hepatitida C da 1é¢it mnohem
ucinngjS$imi antivirotiky jako je sofosbuvir a ledipasvir, které se pii 1écbé vzajemné

dopliiuji /.

2.3.1 Sofosbuvir

Chemicky nazev: (propan-2-yl(2S)-2-{[(S)-{[(3R,4R,5R)-5-(2,4-4-tetrahydro pyrimidin-

1-yl)-4-fluor-3-hydroxy-4-methyloxolan-2-yl]methoxyfenoxy)fosforylJamino}
propanoat)

Sumarni vzorec: CaoH2oFN3OoP

Molekulova hmotnost: 529,458 g/l

Rozpustnost: 0,824 mg/ml

Sofosbuvir (obrazek 8), také znam jako GS-7977, je bila krystalickd latka.
Sofosbuvir je dobie rozpustny ve vodé pfi 37 °C v rozmezi pH 1,2-7,7 % %,

Poprvé byl Sofosbuvir (SOF), zndmy jako Sovaldi, pfedstaven vroce 2013
na konferenci Americké asociace pro studium jaternich onemocnéni ve Washingtonu DC,

jako novy 1€k pro lécku hepatitidy typu C (HCV) #.
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Obrdazek 8: Strukturni vzorec sofosbuviru.
Pozn. Pievzato a upraveno z publikace 2
Sofosbuvir je prekurzor, ktery se az po podani intracelularnim metabolismem
preméni na aktivni antivirové Ccinidlo B-d-2-deoxy-2-a-fluor-2-f-c-methyluridin-5-
trifosfat (také znamy jako GS-461203). Trifosfat slouzi jako nukleotidovy analogovy
inhibitor NS5B polymerazy viru hepatitidy C. NS5B je virovy protein nachézejici se
u viru hepatitidy C. Jedna se o RNA polymerazu, kterd hraje klicovou roli pfi replikaci
virové RNA. Aktivni forma GS-461203 napodobuje pfirozeny bunécny uridinovy

nukleotid a je za¢lenéna do HCV RNA fetézce 76 %7 %8,

2.3.2 Ledipasvir

Chemicky ndzev: methyl-N-[(2S)-1-[(6S)-6-[5- [9,9-difluor-7-[2-[(2S)-2-3-azabicyklo
[2.2.1]heptan-2-yl]-3H-benzimidazol-5-azaspiro[2.4]heptan-5-yl]-3-methyl-l1-oxobutan-

2yl] karbamat

Sumarni vzorec: Ca9Hs4F2NgOg

Molekulova hmotnost: 889,018 g/mol

Rozpustnost: 0,00182 mg/ml

Ledipasvir (obrazek 9), znam jako GS-5885, je téméf bila az nazloutld pevna
krystalicka latka. Je témét nerozpustny ve vodé (méné€ nez 0,1 mg/ml) pii pH 3,0-7,5.
Pokud je pH pod 2,3, jeho rozpustnost stoupne (1,1 mg/ml) %% %,

Ledipasvir je inhibitor NS5A viru hepatitidy C s potencidlni aktivitou proti HCV.
NSS5A je hydrofilni fosfoprotein bohaty na zinek a na prolin, ktery hraje zasadni roli
piireplikaci RNA u hepatitidy C. Po ordlnim podani a intraceluldrni absorpci se
ledipasvir vaZe a blokuje aktivitu fosfoproteinu NSSA. Vysledkem je naruSeni komplexu

replikace virové RNA, zablokovéni produkce HCV RNA a inhibice virové replikace **
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Obrazek 9: Vzorec ledipasviru.
Pozn. Pievzato a upraveno z publikace %
Hepatitida typu C se 1é¢i kombinaci sofosbuviru a ledipasviru (sofosbuvir 400mg
+ ledipasvis 90 mg). Tuto kombinaci novych antivirotik obsahuje naptiklad 1éCivy
piipravek Sofolanork plus®, Heterosofir plus, Harvoni a dal§i. Podavaji se u pacientl
trpici chronickou hepatitidou C genotypu 1 (la a 1b). Sofosbuvir s ledipasvirem maji
synergicky ucinek, ktery vede ke znemoznéni replikace RNA HCV. Sofosbuvir inhibuje
RNA polymerazu viru hepatitidy C a ledipasvir inhibuje virovy fosfoprotein NS5A, ktery

se podili na replikaci *% %/,

2.3.3 Tenofovir disoproxil

Chemicky nazev: bis{[(isopropoxykarbonyl)oxy]methyl}-{[(2R)-1-(6-amino-9H-purin-

9-yl)-2-propanyl]oxy } methyl-fosfat

Sumarni vzorec: Ci9H30N5010P

Molekulova hmotnost: 519,443 g/mol
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Obrazek 10: Vzorec tenofoviru disoproxilu

Pozn. Pievzato a upraveno z publikace 3!

30



Tenofovir disoproxil (obrazek 10) a jeho formy jsou prekurzory. Aktivni slozkou
je tenofovir, ktery se ovSem htife vstiebava ve stieve, proto se 1é¢ivo podava v neaktivni
formé. Tenofovir disoproxil se rychleji vstieba a uvolni tenofovir, ktery je uvnitt bunék
fosforylovéan na aktivni formu tenofovir difosfat. Aktivni i€innd latka je krystalicky bily
prasek, ktery je mirn¢€ hydroskopicky a slabé rozpustny ve vodném médiu fyziologického
pH. Tenofovir obsahuje chiralni uhlik, ¢ehoz se vyuziva pti stanoveni. V dneSni dob¢ jsou
na trh dodavany rtzné prekurzorové formy tenofoviru disoproxilu od raznych

farmaceutickych spole¢nosti. Nékteré 1é¢ivé formy jsou znazornény nize 3% 3337,

Tenofovir

Chemicky nazev: [(2R)-1-(6-aminopurin-9yl)propan -2-yl] oxymethylphosphonic acid

Sumarni vzorec: CoHi6NsOsP

Molekulova hmotnost: 305,231 g/mol

N-" ™~ C|)|_|
@] P—0
k/ NS
= OH

Obrazek 11: Vzorec tenofoviru

Pozn. Pievzato a upraveno z publikace ¥

Tenofovir disoproxil fumarat

Chemicky nazev: 9-((R)-2-((bis(((isopropoxykarbonyl)oxy)methoxy)fosfinyl)methoxy)

propyl)adeninfumarat

Sumarni vzorec: C23H34N5014P

Molekulova hmotnost: 635,52 g/mol
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Obrdazek 12 Vzorec tenofoviru disoproxilu fumaratu

Pozn. Pievzato z publikace 3¢

Tenofovir disoproxil fosfat

Chemicky nézev: disoproxil-fosfaitu je 9-((R)-2-bis(((isopropoxykarbonyl)oxy)

methoxyfosfinyl)methoxy)propyl)adeninfostat

Sumarni vzorec: Ci19H33NsO14P>

Molekulova hmotnost: 617,44 g/mol
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Obrazek 13: Vzorec tenofoviru disoproxilu fosfatu

Pozn. Pievzato a upraveno z publikace 3’

Tenofovir je acyklicky nukleotidovy inhibitor reverzni transkriptazy (NRTI).
Inhibitory reverzni transkriptdzy patii do skupiny antiretroviralnich 1€kt pouZivanych
k 1é€bé chronické hepatitidy B a k 1écbé a prevenci HIV infekce. Byl patentovan roku
1996 a v fijnu roku 2001 byl Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv schvalen pro 1é¢bu
infekce HIV a roku 2008 byl schvéaleny pro 1é€bu chronické hepatitidy B. Také
je na seznamu zakladnich 1é¢ivych ptipravkl Svétové zdravotnické organizace a od roku

2005 se tadi mezi léky prvni linie pfi onemocnéni AIDS. Tenofovir je inhibitor
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nukleosidové analogové reverzni transkriptdzy viru lidské imunodeficience. Soutézi
s pfirodnim deoxyadenosin trifosfitem o aktivni vazebné misto na HIV reverzni
transkriptaze. OvSem postradd hydroxylovou skupinu na 3’uhliku, coz ukonci
prodluzovéani virové DNA a brani tak virové replikaci. Také je inhibitor analogové

reverzni transkriptazy viru hepatitidy B.

Tenofovir se podava bud’ samostatné nebo spolecné s jinymi antiretrovirotiky. Na trhu
se v dnesni dob¢ vyskytuji 1é¢ebné piipravky obsahujici tenofovir. Napiiklad ptipravek,
ktery je znam pod obchodnim nazvem Viread, obsahuje prekurzor tenofovir disoproxil
fumarat (TDF). Jedna se o acyklicky nukleotidovy analog adenosinu, ktery je snadno

vstiebatelny diky zvySené lipofilnosti molekuly a do zna¢né miry pievedeny na tenofovir.

Emtricitabin/Tenofovir je proddvan pod znackou Truvada. Pouziva se k lécbe
a prevenci HIV. Byl schvaleny roku 2004 ve Spojenych statech pro 1ékatské uZiti a podle
Svétové zdravotnické organizaci patii mezi nejucinnéjsi a nejbezpecnéjsi 1éky.

Tenofovir disoproxil fosfat je soucasti lécebného ptipravku

Efavirenz/Emtricitabin/Tenofovir disoproxil Zentiva, ktery byl registrovan a schvalen

roku 2017. Pipravky jsou podévany oralni formou bud’ jako tablety anebo jako sypky
prasek. Zatim zadny vyzkum nepotvrdil, ze tenofovir ma vyznamny vliv na poskozeni
jater nebo ledvin. AvSak m& mnoho nezédoucich ucinki, které se individualné lisi.

Patii mezi né& bolest hlavy, bficha, tibytek na vaze 3% 333438 37,

2.3.4 Moznosti stanoveni sofosbuviru, ledipasviru a tenofoviru

V dnes$ni dobé€ je stanovovani antivirotik stale zkoumanou oblasti. Cilem je
vyvinout jednoduché, citlivé a selektivni, rychlé, pfesné analytické postupy, které
lze pouzit pro rutinni analyzu. V ramci vyzkumu lze pocitat s péti analytickymi

metodami: HPLC, CZE, HPTLC, UV spektrofotometrie a derivaéni spektrofotometrie 2.

Kapalinova chromatografie je nejcastéjSi metodou analyzy sofosbuviru
spolecné s ledipasvirem pro klinické ucely. Vysokoucinna kapalinovd chromatografie
se ukézala jako metoda specifickd, opakovatelna a spolehliva. Naptiklad vysledky studii
ukazaly, ze chomatografickd metoda RP-HPLC mitize byt pouzivana pro pravidelné
rutinni analyzy. HPLC sreverznimi fazemi byla pouzita pro spolecnou analyzu

ledipasviru a sofosbuviru v ¢isté tabletové forme a pro estery tenofoviru.
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Metoda RP-HPLC se d4 aplikovat i na lidskou krevni plazmu. Ultra-vysokoucinna
kapalinovd chromatografie s hmotnostni detekci byla pouzita na pifimé stanoveni
antivirovych ¢inidel v potkani i lidské plazmé. Podle studie zroku 2016 je
UHPLC-MS/MS metoda piesna a dostacujici pro rutinni bioanalytické testy. Vyvinuta
metoda byla Uspésné aplikovana na dobrovolnicich, kterym se podéavala antivirotika
nala¢no. Denné by méla byt schopna zanalyzovat vice nez 400 vzorkl lidské krevni

plazmy 28, 30, 40, 41.

Z predeslych studii vyplyva, ze k detekci jsou velmi Casto pouzivany detektory
s diodovym polem. Sofosbuvir a ledipasvir dosahuji optimalni absorpce pii 260 nm,
tenofovir pfi 250 nm. Ke stanoveni antivirotik lze pouZzit i spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Z velké ¢asti byly experimenty z ptedeslych
studii chromatograficky separovany na kolon¢ C18. Jako mobilni faze byly v rizném
poméru pouzity acetonitril, metanol a kyselina mravenc¢i. VSechny metody studii maji

dobrou selektivitu, metody jsou velmi spolehlivé a maji relativng kratky ¢as analyzy
28,30, 42

Spektrofotometrickd a derivacni spektrometrie je ve srovnani s HPLC
povazovana za rychlej$i a Gspornéjsi techniku. Ke spektrofotometrickému stanoveni
se pouzivaly antivirotika v Cistétm prasku nebo v kombinované Iékové formé.

Nesledovaly se v lidské plazmé %,

Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie disponuje s porovnanim

s predeslymi technikami snadnéj$i idrzbou, 1 ndklady na provoz jsou nizsi. Metoda musi

byt optimalizovana na stanoveni antivirotik.

Kapalinova zénova elektroforéza (CZE) je oproti pfedeslym metoddm
naro¢n¢j$i. Zdlouhavé je stanoveni spravného pH a vybér vhodného pufru.
V experimentu byly vyzkouseny rtizné pufry s riznym pH a sledoval se ¢as migrace.
Pti stanoveni antivirotik vyslo najelo, ze pH pod 6 ma za nésledek delsi ¢as migrace, ale
zietelné piky. Fosfatovy pufr s pH vice jak 8 mél za nésledek krat$i ¢as migrace.

Na separaéni vykon m4 vliv i koncentrace pufru /.

Kompetitivni detekce antivirotik pomoci protilatky je novd moznd metoda
stanoveni. Jednalo by se o rychly, efektivni a jednoduchy test, pti kterém by se pomoci
specifické protilatky dokazovaly antivirotika v moc¢i. Vyzkumné studie zroku 2017

se zabyvaly stanovovéanim tenofoviru v mo¢i kralika s citlivostni na 1 pg/ml #.
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2.4 Validace bioanalytickych metod

Cilem validace bioanalytického testu je prokazat, ze je vhodny pro zamysleny ucel.
Pozadavky a konkrétni naroky na validaci bioanalytickych metod vyplyvaji z pozadavka
Food and drug administarion (FDA) v USA a European medicines agency (EMA)
v Evropské unii. Ob¢ tyto agentury vydaly své nadvody tzv. guids. FDA vydala Guidance
for industry — bioanalytical method validation a EMA vydala Guideline on bioanalytical
method validation. Obé smérnice maji pouze charakter doporuceni a nemaji pravni

zavaznost.

Tyto smérnice definuji klicové prvky nezbytné pro validaci bioanalytickych metod.
Hlavnim tkolem vyvoje bioanalytickych metod je definovat provozni podminky,
omezeni a vhodnost metody pro dany ucel. Aby bylo mozno metodu prohlasit za validni,
je tieba projit a vyzkouset n¢kolik zdkladnich parametri. Smérnice stanovuji nasledujici

parametry, které je tfeba sledovat. Jsou to:

Selektivita bioanalytické metody je definovana jako schopnost bioanalytické metody
odlisit a kvantifikovat analyt a interni standart (IS) od ostatnich slozek ve vzorku. Carry
over neboli pfenos hmoty z pfedchoziho méteni by mél byt objeven a minimalizovan
v pribéhu vyvoje dané metody. LLOQ neboli spodni limit kvantifikace je nejnizsi
mnozstvi analytu, které muzeme spolehlivé kvantifikovat s pfijatelnou presnosti
a spravnosti. Kalibraéni zavislost je definovand jako zavislost vyjadiujici vztah mezi
odezvou detektoru na koncentraci analytu. Spravnest bioanalytické metody
je definovand jako blizkost hodnot ziskanych pomoci metody urcené k validaci
a nominalnich koncentraci analytu. PFesnost bioanalytick¢ metody je popisovana jako
blizkost vysledkii ziskanych z opakovanych méfeni analytu. Matricové efekty mohou
byt objeveny nejéastéji u metod, kde se vyuziva hmotnostni spektroskopie. Redéni
vzorkii nesmi ovlivilovat piesnost a spravnost méfeni. Integrita béhem fedéni musi

pokryvat rozsah, v jakém se bude v dané metodé¢ tedit a stabilita.

2.4.1 Testovani stability

Hodnoceni stability se d€la proto, abychom se zjistili, ze veSkeré operace
provedené béhem piipravy vzorku od odbéru vzorku, pies jeho manipulaci, vlastni
analyzu a pouzité¢ podminky skladovani, nemaji vliv na koncentraci analytu. Kazdy krok
analytické metody je zatizen testovanim stability, jak kratkodobé, tak dlouhodobé.

Stabilitou se rozumi chemicka stalost analytu v dané matrici. Testovani stability probiha
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za urcitych podminek, pokud by se tyto podminky zménily, musi byt provedena nova
stabilita za novych podminek. K testovani stability se pouzivaji kontrolni vzorky
se znamymi vlastnostmi, které jsou pfipravovany vzdy z Cerstvého zasobniho roztoku

analytu. Testovani stability zahrnuje nékolik riznych testt:

1. dle EMA Guideline:

» Testovani stability zasobnich a pracovnich roztoki a internich standardi

» Testovani stability analytu v matrici zmrazenim a rozmraZenim — testuje se stalost
analytu pfi opakujicich cyklech zmrazeni a rozmrazeni vzorku. V kazdém cyklu
by mél byt vzorek zamrazen minimaln€¢ po dobu 12 hodin, nez bude rozmraZzen.
Pocet cykli by mél odpovidat poctu cykll, které budou opakovéany pii dané
metod¢ méfeni.

» Kratkodobé testovani stability pii laboratorni teploté

» Dlouhodobé testovani stability pfi zmrazovani — pfi testovani malych molekul se
testuje stabilita pii zamrazeni na — 20 °C ana— 70 °C. Velké molekuly by se mély

testovat pii vSech teplotach, pfi kterych budou skladovany po dobu testovani.

2. dle FDA Guidance:

» Stabilita v prabéhu analyzy — kontrola stability pii davkovani pomoci
autosampleru

» Stabilita za laboratornich podminek — méla by se stanovit stabilita vzorku
za laboratornich podminek, které¢ budou panovat v pritbéhu méteni vzorku

» Stabilita pfi zmrazeni a rozmrazeni — posuzuje se stabilita analytu po minimalné
ttech cyklech zmrazeni a rozmrazeni vzorku. Vzorky analytu by mély byt
zamrazeny po dobu minimalné€ 12 hodin mezi cykly.

» Dlouhodobé testovani stability analytu v matrici — skladovani a stabilita vzorku
by se mély rovnat nebo presdhnout ¢as mezi datem prvniho sbéru vzorku a datem
posledni analyzy tohoto vzorku.

» Testovani stability zasobnich — testuje se po jak dlouhou dobu je analyt,
v zasobnim roztokii staly, tedy po jak dlouhé dobé zasobni roztok udrzi

koncentraci analytu beze zmény *# %,
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

3.1.1

3.1.2

Standartni latky

Ledipasvir > 98 % (MedChem Express, USA)
Sofosbuvir 99,95 % (MedChemExpress, USA)
Tenofovir 99,8 % (MedCHemExpress, USA)

Tenofovir monoester 99,8 % (MedCHemExpress, USA)
Tenofovir diester 99,8 % (MedCHemExpress, USA)

Rozpoustédla

Ultra cistad voda, vyrobena na Farmaceutické fakulté Hradci Kralové zatizenim
MILLI-Q, Millipore

Acetonitril, LC-MS chromasolv® > 99 % (Fluka Analytical, Ceska republika)
Methanol, LC-MS chromasolv® > 99 % (Fluka Analytical, Ceska republika)
Kyselina mravenéi > 95 % (Sigma Aldrich, Ceska republika)

Dihydrogen fosfore¢nan draselny 99,9 % (Penta, Ceské republika)

Hydrogen fosforeénan sodny 99,9 % (Penta, Ceska republika)

3.2 Pristroje

Waters Acquity UPLC systém (Waters, USA)

Analyticka kolona:
o Acquity UPLC® BEH C18 (1,7 pum, 2,1 x 100 mm), (Waters, USA)
PDA detektor (Waters, USA)
Analytické vahy (Sartorius, Némecko)
Automatické pipety (Biohit, Ceska republika)

Ultrazvukova lazen (Bandelin electconic, Némecko)
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3.3 Priprava roztoki
3.3.1 Priprava roztoki mobilni faze

Jako mobilni faze byla pouzita smés 0,1 % kyseliny mravenci a 100 % acetonitril.

3.3.2 Priprava fosfatovych pufria o pH 6,5 a 7,4

Fosfatové pufry byly pfipraveny navazenim 0,067 g/mol KH>PO4 a 0,067 g/mol
NaxHPOs4. Na analytickych vahach byli pevné soli navazeny s piesnosti na 4 desetinna
mista. Na 10 ml destilované vody ¢inila navazka KH>PO4 0,0975g a Na,HPO4 0,09142.
Navazky byly poté rozpustény a promichany. Pufr o pH 6,5 vznikl smichanim 7 ml
KH>PO4 a 3 ml Na;HPO4. Smichanim 2 ml KH;PO4 a 8 ml Na,HPO4 byl pfipraven pufr
opH 7,4.

3.3.3 Priprava zasobnich roztoku testovanych liatek

Zasobni roztoky testované latky byly pfipraveny navazenim dané latky v rozmezi
0,1-0,3 mg. Rozpustény byly podle potieby v acetonitrilu, nebo metanolu (MeOH)
pfipravenych v ur¢itém poméru s ultra ¢istou vodou (tabulka 3). Vyjimku tvoii tenofovir,

ktery byl rozpustén v ultra ¢isté vode. Koncentrace zasobnach roztokl byla 1 mg/ml.

Tabulka 3: Prehled testovanych latek a vhodny pomeér jejich rozpoustédel pro pripravu
zasobnich roztoki.

Nazev latky Acetonitril Metanol
Ledipasvir 100 % 100 %
Sofosbuvir 50 % 50 %
Monoester tenofoviru 50 % 50 %
Diester tenofoviru 50 % 50 %
Tenofovir Ultra Cistd voda
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3.3.4 Priprava pracovnich roztokii testovanych latek

Pracovni roztoky byly piipraveny ze zasobnich roztoki testovanych latek.

Pracovni roztoky pro méreni kratkodobé stability — byly pouzity koncentrace roztoki
pro tenofovir a monoester tenofoviru 10 pg/ml, diester tenofoviru 20 pg/ml, sofosbuvir
a ledipasvir 50 pg/ml. Ze zasobniho roztoku testovanych latek bylo tedy odpipetovano
15;30 a 75 pl, rozpoustédlem doplnéno na 1,5 ml a promichano na vortexu.
Jako rozpoustédla byly piipraveny roztoky 100 % ACN a MeOH, nebo 5 % ACN
a MeOH.

Piiprava 20 ng/ml pracovnich roztoku pro méieni dlouhodobé stability — testované
latky byly nafedény na vyslednou koncentraci rozpusténim v riznych smésich ACN
a vody (viz. tabulka 3). Bylo odebrano 200 pl vzorku a doplnéno 100 % ACN na 10 ml
v ptipadé ledipasviru. Vzorek sofosbiviru, monoesteru a diesteru tenofoviru byl doplnény
na 10 ml 50 % ACN a 200 pl tenofoviru bylo na 10 ml doplnéno ultra Cistou vodou.
Vzorky byly rozpipetovany do ependorfek, 10 ml jednoho vzorku bylo rozpipetovano
do 30 ependorfek.

Piiprava 100 pg/ml pracovnich roztoki pro méreni dlouhodobé stability v pufru —
piiprava je ze zacatku stejnd jako u roztokd pro méfeni dlouhodobé stability latek
bez ptitomnosti pufru. Testované latky byly do zdsobniho roztoku ptipravené navazenim
a poté rozpusténim v rdznych smésich ACN a vody (viz. tabulka 3). Ze zasobniho roztoku
o koncentraci 10 pg/ml bylo odebrano 10 pl a pufrem doplnéno na 1 ml, aby vysledna
koncentrace byla 100 pg/ml. Takovym postupem byly pfipraveny vSechny testované
latky aZ na ledipasvir, ktery se pfi této koncentraci vysrazel. Proto jeho koncentrace byla

upravena na 50 pg/ml. Do 1 ml bylo napipetovano 500 ul vzorku a doplnéno pufrem.

Piiprava 50 pg/ml pracovni roztoky pro méreni stability ledipasviru — 1 mg/ml
zasobni roztoky pro stabilitu ledipasviru ve stejné a riizné vialce byly pfipraveny
obvyklou cestou navaZenim a rozpusténim latky (viz. podkapitola 3.3.3). Do 5 ml bylo
napipetovano 250 ul zasobniho roztoku a doplnéno ultra Cistou vodou. Koncentrace
pracovniho roztoku tak byla 50 pg/ml. Takto pfipraveny roztok ledipasviru byl
rozpipetovan do 25 plastovych ependorfek.

- ptiprava pracovniho roztoku pro stabilitu ledipasviru ve skle a plastu byla z jedné
navazky. Bylo navazeno 0,15 mg standartni latky a rozpusténo do zasobniho roztoku

rozpousStédlem podle tabulky 3. Byly pfipraveny tii roztoky ledipasviru ve tfech
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koncentracich acetonitrilu: 5, 50 a 100 % ACN (tabulka 4). Pracovni roztok byl
pfipravovan do 1 ml a koncentrace ledipasviru v kazdém pracovnim roztoku byla
50 pg/ml. Poté bylo 0,5 ml z kazdého roztoku napipetovano do plastové ependorfky
a 0,5 ml do sklenéné vialky. Pii ptipravé zadsobniho 1 pracovniho roztoku nebyl pouzivan

plastovy material. Roztoky byly pipetovany Hamiltonovou sklenénou mikrostiikackou.

Tabulka 4: Ptiprava pracovnich roztoki ledipasviru.

5 % ACN 50 % ACN 100 % ACN

Zasobni roztok

50 ul 50 ul 50 ul
ledipasviru
100 % ACN - 450 pl 950 pul
H20 950 pl 500 pl -

3.4 Chromatografické podminky testovani stability

UHPLC chromatografické podminky daného experimentu byly podobné jako

podminky z dfive publikovanych studii zabyvajici se testovanim stability antivirotik.

3.4.1 Chromatografické podminky kratkodobé stability a dlouhodobé

stability antivirotik v roztocich

Pro stanoveni latek pii kratkodobé stabilité byla pouzita kolona Acquity UPLC®
BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm). Teplota kolony byla 40 °C. Jako mobilni faze byla
pouzita 0,1 % kyselina mravenc¢i a ACN v poméru 98:2. Tento pomét mobilni faze
probihal 5 minut, pak doslo ke zméné€ poméru mobilni faze na 5:95 po dobu 10 sekund,
poté¢ byl pomér faze zménény na pocatecni (98:2). Délka analyzy trvala 7 minut
pfi pratoku mobilni faze 0,3 ml/min. Objem nastfiku byl 2 pl a teplota v autosampleru
byla nastavena na 4 °C nebo 22 °C, dle stanoveni stabilit. Detekce byla provedena PDA

detektorem s vybranou vlnovou délkou 259 nm.
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3.4.2 Chromatografické podminky dlouhodobé stability antivirotik v pufru

Pro separaci latek dlouhodobé stability byla pouzita kolona Acquity UPLC®
BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm). Teplota kolony byla 40 °C. Separace byla provedena
v gradiendovém moddu. Mobilni faze byla 0,1 % kyselina mravenc¢i a ACN s pocatecnim
slozenim mobilni faze 90:10, ktery byl po tfech minutdich zménén na pomér mobilnich
fazi 50:50. Separace trvala 10 minut a pritokova rychlost byla 0,6 ml/min. Teplota
v autosampleru byla nastavena na 4 °C. Vlnova délka byla stejna jako pii kratkodobé
stabilité, 259 nm.

Tabulka 5: Retencni Casy antivirotik pii dlouhodobé stabilité v rozpoustécich roztocich a pfi
dlouhodobé stabilité v pufrech.

Retencni ¢as Reten¢ni ¢as
Nazev antivirotika v isokratickém médu v gradientovém médu
(min) (min)

Ledipasvir 4,0 8,6
Sofosbuvir 3,99 7,6
Tenofovir 1,3 0,4
Monoester tenofoviru 2,8 1,5
Dister tenofoviru 3,7 7,0

3.4.3 Podminky chromatografie pri stabilité ledipasviru

Chromatografické podminky stability ledipasviru byly stejné jako v podkapitole
3.4.1. Objem nastiiku byl 2 ul a nasttiky byly provedeny dva. Teplota v autosampleru
byla pouze 4 °C. Detekce byla provedena PDA detektorem s vybranou vinovou délkou
259 nm.
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3.5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace se zabyva testovanim kratkodobé a dlouhodobé stability antivirotik.
Latky byly testovany pfi raznych teplotnich podminkach. Pfi sledovani dlouhodobé
stability byly vybrany tfi teplotni prostfedi. Antivirotika byla skladovdna v mrazaku,

lednici a pokojové teploté a poté byla méfena jejich stabilita.

3.5.1 Kratkodoba stabilita

Ledipasvir, sofosbuvir, tenofovir, monoester a diester tenofoviru byly métreny
ve dvou riznych koncentracich rozpoustédel ACN a MeOH (100 % a 5 %). Stabilita byla
testovana pti dvou teplotach 4 °C a 22 °C. Jednotliva antivirotika byla méfena pfi riznych
koncentracich: tenofovir a monoester tenofoviru pii 10 pg/ml, diester tenofoviru
pti 20 pg/ml, sofosbuvir a ledipasvir pfi 50 pg/ml. Latky byly dobte rozpustné a pii dané
koncentraci se v rozpoustédle nevysrazely, vyjimku tvofil ledipasvir, ktery byl hiie
rozpustny a jeho koncentrace byla Casto upravovana. Testované latky byly méfeny
24 hodin, a to kaZzdou hodinu. V 5% ACN byly latky, kromé ledipasviru, méfeny
az po dobu 48 hodin.

3.5.2 Dlouhodoba stabilita antivirotik v roztocich

Dlouhodoba stabilita byla testovana po dobu 28. dnii. Stabilita latek byla
sledovéna v prvnim tydnu kazdy den a poté po sedmi dnech. Latky byly uschovavany
ve svych roztocich: ledipasvir byl nafedén a méten ve 100 % ACN, sofosbuvir, monoester
a diester tenofoviru byly separovany v 50 % ACN a tenofovir byl skladovan v ultra ¢isté
vodé. Latky byly uchovavany ve tfech teplotné rozdilnych prosttedi; v mrazaku
pfi— 20 °C, v lednicce pii 4 °C a pii pokojové teploté 22 °C. Cilem bylo zjistit v jakém

prostiedi jsou latky nejstabilnéjsi.

3.5.3 Dlouhodoba stabilita antivirotik v pufru

Stabilita antivirotik v pufru byla méfena po dobu 90. dnli. Prvni tyden byla
sledovana kazdy den, do 28 dntli byla méfena kazdych 7 dni, poté byla stanovena 60.
a 90. den. Antivirotika byla testovana ve dvou fosfatovych pufrech o pH 6,5 a 7,4. Pufr
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simuloval matrici pouzitou pfi biologickém pokusu. Kvtli nestalé stabilité pufru byly
vzorky skladovany a méfeny pouze pti mrazédkové teplot€¢ — 20 °C, jinak by mohl pufr
zkreslit hodnoty stability antivirotik. Testovani stability antivirotik v pufru bylo mozno
provést pouze u sofosbuviru, tenofoviru, monoesteru a diesteru tenofoviru. Ledipasvir
nebylo mozné testovat, kvili zkreslenym hodnotdm, zplsobenych vysrdzenim
ledipasviru v pufru i po Upravé na nizs$i koncentraci 50 pug/ml. Stabilita latek byla

testovana pii koncentraci 100 pg/ml.

3.5.4 Stabilita sofosbuviru

3.5.4.1 Kratkodoba stabilitav5s % ACN av 5 % MeOH
Procentualni odchylka stability sofosbuviru v5 % ACN neni vétsi nez 10 %
(graf 1). Latka je stabilni v obou testovanych teplotach po dobu 24 hodin. Pfi teploté 4 °C

dochazi k postupnému klesani koncentrace, po 48 hodinach uz koncentrace sofosbuvir
v 5 % ACN klesla pod 90 %.

Sofosbuvir v5 % MeOH je stabilni po celou dobu méfeni (graf 2). Stabilita

antivirotika byla méfena pii koncentraci 50 pg/ml.

Sofosbuvirv 5 % ACN
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Graf 1: Kratkodoba stabilita sofosbuviru v 5 % ACN pii 4 °C a 22 °C.
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Sofosbuvirv 5% MeOH
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Graf 2: Kratkodoba stabilita sofosbuviru v 5 % MeOH pii teplotach 4 °C a 22 °C.

3.5.4.2 Dlouhodoba stabilita

Stabilita sofosbuviru byla od 3. dne v testovanych teplotach stalad (graf 3).
Hodnoty koncentrace sofosbuviru neptesédhly 10 %, pouze pii skladovani — 20 °C doslo
k poklesu koncentrace o 14 %. Prvni dny testovani stability jsou zatizeny chybou, kdy
doslo k vzestupu koncentrace. Nestabiln¢jsi byl sofosbuvir pti skladovani v lednici,

kdy jeho koncentrace v roztoku neklesala a byla stabilni 1 28. den. Stabilita byla méfena

pti koncentraci 20 pg/ml.

Sofosbuvir v 50 % ACN
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Graf 3: Dlouhodoba stabilita sofosbuviru v 50 % ACN pfi teplotach -20 °C, 4 °C a 22 °C.

3.5.4.3 Dlouhodoba stabilita latek v pufru
Stabilita sofosbuviru pii — 20 °C byla rozdilné podle pH pufru (graf 4). Pti pH

pufru 7,4 byla koncentrace sofosbuviru stabilni po celou dobu testovani. Koncentrace
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v pufru o pH 6,5 se do 21. dne pohybovala do 10 %. Poté byl zaznamenan pokles hodnot,

ale az do konce testovani byla koncentrace sofosbuviru pfi nizSim pH konstantni.

Sofosbuvir v pufru
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Graf 4: Dlouhodoba stabilita sofosbuviru v pufrech o pH 6,5 a 7,4 pfi teploté — 20 °C.

3.5.4.4 Shrnuti stability sofosbuviru
Kratkodoba stabilita sofosbuviru informuje o moznosti skladovani antivirotika
v5% ACN a 5 % MeOH. Po dobu 24 hodiny byla koncentrace v roztoku stabilni

a nedochazelo k zavaznym poklestim hodnot. Po 48. hodinach antivirotikum v 5 % ACN

stabilni neni.

Sofosbuvir v50 % ACN mize byt skladovan po dobu tii tydna
pti teploté — 20 °C, aniz by doSlo k vyraznému poklesu koncentrace. Pii skladovéani

v lednic¢kové teploté a pokojové teploté je sofosbuvir stabilni po Ctyii tydny.

Stabilita sofosbuviru v pufru byla ovlivnéna pH prostiedim. Skladovani
antivirotika v pufru o pH 7,4 je mozné po dobu 90. dndi. V pufru o pH 6,5 je sofosbuvir
stabilni po 21 dnti.
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3.5.5 Stabilita tenofoviru

3.5.5.1 Kratkodoba stabilitav5 % ACN av 5 % MeOH
Tenofovir v5 % ACN a v 5 % MeOH pii 4 °C a 22 °C byl stabilni celou dobu
méteni (graf 5 a 6). Pii teploté 4 °C byl tenofovir stabilni i po 48 hodinach. Koncentrace,

pii které byla stabilita testovana, byla 10 pg/ml.

Tenofovirv 5 % ACN

100 ©000000000000000000000009 L
90

80
70 ®4°C

plochav %

60 ®22°C

50
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

cas (h)

Graf 5: Kratkodoba stabilita tenofoviru v 5 % ACN pii 4 °C a 22 °C.
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Graf 6: Kratkodoba stabilita tenofoviru v 5 % MeOH pfi teplotach 4 °C a 22 °C.
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3.5.5.2 Dlouhodoba stabilita

Roztok tenofoviru v ultra €isté vode byl stabilni po 28 dnti testovani ve vSech tiech

teplotnich prostredi (graf 7). Stabilita byla méfena piti koncentraci 20 pg/ml.
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Graf 7: Dlouhodoba stabilita tenfoviru v ultra ¢isté vodé pii teplotach — 20 °C, 4 °C a 22 °C.

3.5.5.3 Dlouhodoba stabilita v pufru

Koncentrace tenofoviru v pufrech o riznych pH byla stabilni po celou dobu

meétfeni. Hodnoty vykazovaly v pribéhu métfeni vykyvy, ale koncentrace tenofoviru

neklesla pod 10 % (graf 8).
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Graf 8: Dlouhodoba stabilita tenofoviru v pufrech o pH 6,5 a 7,4 pii teploté — 20 °C.
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3.5.5.4 Shrnuti stability tenofoviru
Tenofovir je mozné skladovat po 24 hodin v 5 % MeOH a 48 hodiny v 5 % ACN.
Roztok tenofoviru v ultracisté vod¢ je stabilni po 28 dni pfi skladovéani v — 20 °C, 4 °C

a 22 °C. Po dobu 90 dnii je mozné tenofovir skladovat v pufrech o pH 6,5 a pH 7,4.

Tenofovir byl po celou dobu méteni nejvice stabilni 1é¢ivou latkou. Méfeni délky

jeho stability miize poslouzit jako namét k dalSim experimentim.

3.5.6 Stabilita monoesteru tenofoviru

3.5.6.1 Kratkodoba stabilita v5 %ACN a5 % MeOH
Koncentrace monoester tenofoviru v5 % ACN a 5 % MeOH byla stabilni
po celych 24 hodin (graf 9 a 10). Stabilita antivirotika byla stala i po 48 hodinach v 5 %

ACN pii 4 °C. Stabilita byla sledovana pti koncentraci monoester tenofoviru 10 pg/ml.

Monoester tenofoviruv 5 % ACN
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Graf 9: Kratkodoba stabilita monoesteru tenofoviru 5 % ACN pfi teplotdch 4 °C a 22 °C.
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Monoester tenofoviruv 5% MeOH
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Graf 10: Kratkodoba stabilita monoester tenofoviru v 5 % MeOH pii teplotach 4 °C a 22 °C.

3.5.6.2 Dlouhodoba stabilita

U testovani stability monoesteru tenofoviru v 50 % ACN doslo ke zvySeni
koncentrace prvni den méfeni. Pii 22 °C se koncentrace zvysovala i druhy a tieti den.
Hodnoty nepiesahly 10 %, proto mizeme monoester tenofoviru povazovat za stabilni

po celou dobu méfeni (graf 11). Stabilita byla testovana pii koncentraci 20 pg/ml.
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110

100 fO-G-——o: —_— e e

—0—-20°C

plocha v %
)
=)

70 22°C
60 —0—4°C

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
dny

Graf 11: Dlouhodoba stabilita monoester tenofovitu v 50 % ACN pii teplotach - 20 °C, 4 °C a
22 °C.
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3.5.6.3 Dlouhodoba stabilita v pufru

Stabilita monoesteru tenofoviru byla v obou pufrech velmi podobna (graf 12).

Koncentrace v obou pufrech je stabilni po 90 dnil i ptes nepatrné odchyleni hodnot kolem

tretiho tydne.
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Graf 12: Dlouhodoba stabilita monoester tenofoviru v pufrech o pH 6,5 a 7,4 pii teploté
—-20°C.

3.5.6.4 Shrnuti stability monoester tenofoviru

Monoester tenofoviru je mozné skladovat v 5 % MeOH 24 hodin a v 5 % ACN
pfilednic¢kové teploté az 48 hodin. V roztoku 50 % ACN je antivirotikum stabilni po dobu
28 dnil pii skladovani v mrazéku, lednici a pokojové teploté. Koncentrace 1é¢ivé latky

je také stala pti skladovani po dobu 90 dnti v pufrech o pH 6,5 a pH 7,4 pii — 20 °C.

Spolu s tenofovirem je monoester tenofovitu velmi stabilni latka.
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3.5.7 Stabilita diesteru tenofoviru

3.5.7.1 Kratkodoba stabilitav5 % ACN av 5 % MeOH

Diester tenofoviru byl v 5 % ACN stabilni i po 48. hodinach pii 4 °C. Koncentrace
diesteru tenofoviru pti 22 °C zanedbatelné klesa, avSak po 24 hodin je stabilni (graf 13).
Koncentrace diesteru pii 4 °C byla 50 pg/ml, pfi testovani stability v 22 °C byla

koncentrace upravena 20 pg/ml.

Koncentrace diesteru tenofoviru v 5 % MeOH pii pokojové teplote byl stabilni
po celych 24 hodin. Stabilita antivirotika pii 4 °C za 24 hodin byla stala. V pribéhu
mefeni doslo ke sniZzeni odezvy v 9. hodin€, kdy nastalo zmenSeni velikosti plochy
0 14 %. Podobny pokles koncentrace nastal také ve 21. hoding, kdy byl zaznamenan
pokles koncentrace diesteru tenofoviru na 87 %. Pti¢iny opakujicich se poklesii velikosti
plochy nebyla zjiSténa (graf 14). Diester tenofoviru mél koncentraci 20 pg/ml.

Vliv koncentrace diesteru na stabilitu nebyla zjisténa.
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Graf 13: Kratkodoba stabilita diesteru tenofoviru 5 % ACN pfi teplotach 4 °C a 22 °C.
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Diester tenofoviruv 5 % MeOH
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Graf 14 Kratkodoba stabilita diesteru tenofoviru v 5 % MeOH pfi teplotach 4 °C a 22 °C.
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3.5.7.2 Dlouhodoba stabilita

Diester tenofoviru byl v 50 % ACN ve vsech tiech teplotnich prostfedich po dobu
28. dnt1 nestabilni (graf 15). Nejlepsi stabilita byla naméfena pii skladovani — 20 °C,
kdy uz 1. den klesla koncentrace pod 90 %, ale hodnoty antivirotika byly stabilni
bez vétSich vykyvl. Posledni den testovani koncentrace nepiesahla odchylku 20 %.
Pti skladovani v lednici bylo mnozstvi testované latky v roztoku do 10 % prvni den.
Pokles koncentrace nasledoval 2. den méteni a postupné pokracoval az byla koncentrace
posledni den métfeni 61 %. Velmi podobné hodnoty, jako pifi 4 °C, byly namétfené i pii
22 °C, kdy v prvnich dnech nedosahovaly velikosti ploch pikii vice jak 17 % odchylky
od velikosti plochy namétené nulty den. Ve 14. den se stabilita snizila az na 55 % plochy

piku a postupné se snizovala. Stabilita byla testovana pii koncentraci 20 pg/ml.
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Graf 15: Dlouhodoba stabilita diester tenofovitu v 50 % ACN pfi teplotach — 20 °C, 4 °C a
22 °C.

3.5.7.3 Dlouhodoba stabilita v pufru

Stejné jako dlouhodoba stabilita diesteru tenofoviru v 50 % ACN byla i1 90. denni
stabilita v pufrech nestala. V obou pufrech hodnoty koncentrace postupné klesaly 1 ptes
pocatecni zvySeni hodnot, které neovliviiuji trend jasné patrny z grafu 16. Diester
tenofoviru uz 2. den vykazuje pokles hodnot pod 10 % tolerované odchylky. V pufru
o pH 7,4 klesla koncentrace 90. den méteni na 16 %. Diester tenofoviru v pufr o pH 6,5
doslo 60. den ke zvySeni hodnoty, ale nelze k tomu ptikladat vétsi vyznam. Posledni den

testovani stability doslo ke sniZeni koncentrace na 41 %.
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Diester tenofoviru v pufru
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Graf 16: Dlouhodoba stabilita diesteru tenofoviru v pufrech o pH 6,5 a 7,4 pfi teploté — 20 °C.

3.5.7.4 Shrnuti stability diesteru tenofoviru

Diester tenofoviru je mozné skladovat v 5 % ACN 24 hodin, pii 4 °C az 48 hodin.
V 5 % MeOH se mtize antivirotikum skladovat pii pokojové teploté 24 hodin. Pii teploté
4 °Cv 5 % MeOH se latka jevi jako stabilni.

Diester tenofoviru byl pfi dlouhodobé stabilité¢ nejméné stabilni latkou. Jeho
hodnoty klesaly s nartstajicim ¢asem a je vice stabilni v 50 % ACN nez pti uchovavani
v pouzitych pufrech. Uchdazejici stabilitu jevil pouze pti — 20 °C. Pii dlouhodobé stabilité
byl testovany diester tenofoviru v pufrech byl nestabilni. Jak jiZ i pfi kratkodobé stabilité
bylo dokéazano, stabilita diesteru klesd s casem a je vice stabilni v acetonitrilu

nez pii uchovavani v pufrech.

3.5.8 Stabilita ledipasviru

3.5.8.1 Kratkodoba stabilitav5s % ACN a 100 % ACN

Ledipasvir byl pii kratkodobé stabilité¢ testovan jak v5 % ACN, MeOH tak
ve 100 % ACN, MeOH. Ledipasvir je rozpustny ve 100 % roztoku rozpoustédla.
Dlivodem testovani bylo srdzeni ledipasviru v 5 % roztocich rozpoustédel pii vyssich
koncentraci antivirotika. Roztok ledipasviru byl tedy nafedén na 50 pg/ml a byla

porovnavana stabilita ledipasviru v razné€ koncentrovanych rozpoustédlech.

54



Ledipasvir byl v 5 % ACN stabilni po dobu 24 hodin. Stabilita pti 22 °C byla
narusena odchylenymi hodnotami, ale ty nemély zdsadni vyznam pfi stabilité ledipasviru
za 24 hodin (graf 17). Koncentrace ledipasviru ve 100 % ACN byla po dobu méfeni

stabilni. Pfi 4 °C doSlo ke sniZeni odezvy na 90 % a na této hodnoté se koncentrace

pohybovala az do 24. hodiny (graf 18).
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Graf 17: Kratkodoba stabilita ledipasviru v 5 % ACN pii 4 °C a 22 °C.
Ledipasvir ve 100 % ACN
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Graf 18: Kratkodoba stabilita ledipasviru ve 100 % ACN pii 4 °C a 22 °C.
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3.5.8.2 Kratkodoba stabilita v5 % MeOH a 100 % MeOH

Podle vysledki méteni bylo prokazano, ze ledipasvir v 5 % MeOH nebyl stabilni
(graf 19). Pti 4 °C dochazelo k linearnimu snizovani koncentrace s nartistajicim ¢asem.
Po 24 hodinach byla stabilita ledipasviru na 74 %. Pti stabilit¢ v 22 °C dochazi

k vykyvim hodnot a celkovému poklesu koncentrace.
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Graf 19: Kratkodoba stabilita ledipasviru v 5 % MeOH pfi teplotdch 4 °C a 22 °C.

Ledipasvir ve 100 % MeOH byl stabilnéjsi nez v 5 % MeOH (graf 20). Pti 4 °C
byl podle vysledkti méteni nestabilngjsi do 14. hodiny, poté hodnoty mirné klesly

az na 89 %. Koncentrace latky pii 22 °C byla stabilni po celu dobu testovani.
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Graf 20: Kratkodoba stabilita ledipasviru ve 100 % MeOH pii teplotach 4 °C a 22 °C.
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3.5.8.3 Dlouhodoba stabilita
Ledipasvir byl ve vSech tiech teplotnich podminkach stabilni (graf 21). Z grafu
je patrné, ze doslo k narustu koncentrace pii 4 °C. Mizeme ovsem ledipasvir ve 100 %

ACN povazovat za stabilni latku po celych 28 dnii. Stabilita byla testovana
pii koncentraci 20 pg/ml.
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Graf 21: Dlouhodoba stabilita ledipasviru ve 100 % ACN pii teplotach — 20 °C, 4 °C a 22 °C.

3.5.8.4 Shrnuti stability ledipasviru

Ledipasvir je mozné skladovat v5 % a 100 % ACN po 24 hodin jak pii 4 °C,
tak 1 pfi 22 °C. V 5 % MeOH je latka pti obou teplotach nestabilni. Stabilni koncentrace
po 24 hodin vykazuje ledipasvir ve 100 % MeOH pii 22 °C.

Ledipasvir je mozné skladovat ve 100 % ACN po dobu 28. dnii v mrazaku, lednici

1 pi1 pokojové teploté. Jeho koncentrace v roztoku je po tuto dobu stabilni.

Stabilita ledipasviru v pufru nebyla provedena z diivodu vysrazeni latky.

3.5.9 Stabilita ledipasviru

Nepravidelné vysledky méfeni stability ledipasviru, které zahrnovaly neustalené
a nelogicky ziskané hodnoty z méfeni, vedly k podezieni na konkrétni problém tykajici
se ledipasviru a jeho pfilnavost na plastové materidly. Proto byly provedeny testy, které

m¢ély tuto teorii potvrdit.
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Byly provedeny dva testy. V prvnim testovani byla stanovovana koncentrace
ledipasviru ve stejné/rizné vialce kazdou hodinu po dobu 24 hodin ve 100 % ACN.
Pfi druhém testu byly hodnoty ziskdvany testovanim stability ledipasviru pii bézné
piriprave vzorku v plastové ependorfce a ve sklenéné vialce, kdy vzorek nepiisel do styku

s plastovym materidlem. Koncentrace se sledovala v 50 % a 100 % acetonitrilu po dobu

60 minut.

3.5.9.1 Stabilita ledipasviru ve stejné a riznych vialkach

Stabilita byla méfena 24 hodin. Dohromady bylo pouzito 25 vialek. Méteni probihalo
ve stejny den, kazdou hodinu byla testovana koncentrace ledipasviru z jedné stejné vialky
a z jedné pokazdé jiné vialky. Mezi nasttiky z vialek byl davkovan blank. Cilem bylo
zjistit, do jaké miry se ledipasvir vaze na plastovy materidl a jak to ovlifuje jeho

koncentraci v rozpoustédle.

Stabilita ledipasviru byla stanovovana ve 100 % acetonitrilu, kam byl nafedén
ledipasvir na koncentraci 50 ug/ml. Jak je patrné z grafu 22, koncentrace ledipasviru

ve stejné vialce je nepravidelnd a klesd spolu s rostoucim casem. Urcitd piilnavost

ledipasviru byla dokézéna.

Ledipasvir ve stejné/rtizné vialce
140

120 MW\«‘\
100

80

60

40

20

—@—rliznd

plocha v %

stejnd

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
¢as (h)

Graf 22: Stabilita ledipasviru ve stejné/rizné vialce po dobu 24 hodin.
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3.5.9.2 Stabilita ledipasviru ve sklenéné vialce a plastové ependorfce

Me¢teni probihalo 60 minut a byla testovéna stabilita ledipasvir u dvou prostfedich
acetonitrilu 50 % a 100 %. Testovani probihalo zaroven ve sklenéné vialce a plastové
ependorfce. Blank mezi jednotlivymi nastiiky nebyl. Koncentrace ledipasviru byla
ve vSech testovanych roztocich 50 pg/ml. Hodnoty velikosti ploch pikti byly upfesnovany
velikosti plochy prvniho méfeni ledipasviru ve skle. Tato velikost tedy odpovida 100 %

a ostatni hodnoty byly podle ni porovnavény.

Na grafu 23 je zndzornéna stabilita ledipasviru v 50 % a 100 % acetonitrilu ve skle
a plastu. Velikosti ploch pikti v 50 % ACN klesaly s rostoucim ¢asem a po hodiné¢ méteni
m¢ély stejnou hodnotu. Ve 100 % acetonitrilu byly hodnoty po hodin¢ stejné, ale pribéh
stability se liSil. Stabilita ledipasviru ve skle rostla s naslednym poklesem, pificemz

pocatecni hodnota v plastu byla 108 % a nasledn¢ klesala.

Podle vysledki z grafii je patrné, Ze koncentrace rozpoustédla hraje vyznamnou roli
na piilnavost ledipasviru k plastovym materialim. Cim vy$§i byla koncentrace
rozpoustédla, tim lepsi stabilitu ledipasvir vykazoval, tedy tim méné byla stabilita

ovlivnéna jeho pfilnavosti.
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Graf 23: Stabilita ledipasviru v 5 % ACN po dobu 60 minut.
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ZAVER

Byla vypracovana literarni reSerSe podavajici informace o testovanych standardnich
latkach, jejich vlastnostech, Uc¢incich a moznostech stanoveni. ReSerSe obsahuje také
strucny popis testovani stability podle doporuceni mezindrodnich organizaci. V praci

je popséna pouzitd metoda stanoveni a dalsi typy rychlé HPLC analyzy.

Pro experimentalni Cast byla pouzita UHPLC metoda pro stanoveni stability
antivirotik. Podminky chromatografie byly pfevzaty z diive publikovanych studii

a optimalizovany. Optimalni podminky jsou vypsany v kapitole 3.4.

Vysledky testovani informuji o skladovani standardnich latek a jejich stabilité
v roztocich za riiznych teplotnich podminek. Lze fici, Ze mezi nejstabilnéjsi testované
antivirotika patiili tenofovir a monoester tenofoviru. V pribéhu testovani kratkodobé
stability byli stabilni pfi 4 °C i 22 °C v 5 % ACN i MeOH. Lécivé latky mohou byt
skladovéany 1 v pufrech o pH 6,5 a 7,4 po dobu 90 dnii pii — 20 °C. Jejich koncentrace
neklesala 1 pfi testovani dlouhodobé stability pii — 20 °C, 4 °C a 22 °C. Koncentrace
sofosbuviru je stabilni po dobu 24 hodin pii 4 °C a 22 °C. Podle vysledki Ize
predpokladat, Ze je mozné sofosbuvir skladovat po dobu 28 dnti v 5 % ACN pii — 20 °C,
4 °C a 22 °C. Diester tenofoviru byl nejméné stabilni latkou. Je mozné jej skladovat
v 50 % ACN pii 4 °C a 22 °C po dobu 24 hodin, pii 4 °C aZ 48 hodin. Jeho dlouhodobé
uchovavani v50 % ACN a fosfatovych pufrech o pH 6,5 a 7,4 neni moZzZné.
Bylo prokazano, Ze je vice stabilni v ACN, nez v roztoku MeOH a fosfatovych pufrech.
Kratkodobé stabilita ledipasviru byla testovana i ve 100 % ACN, z divodu srazeni
standardni latky v 5 % ACN pii vétsich koncentracich. Po Gpraveé koncentrace bylo podle
vysledki métfeni zjisténo, ze byl ledpasvir stabilni po 24 hodin v5 % a 100 % ACN.
Mensi stabilitu vykazoval v methanolu. Byl stabilni pouze ve 100 % MeOH pii 4 °C
a22°C po 24 hodin, v5 % MeOH nebylo mozné ledipasvir skladovat po vice jak
14 hodin. Divodem nestability ledipasviru v methanolu je jeho horS§i rozpustnost.
Pti dlouhodobé stabilite je mozné ledipasvir skladovat ve 100 % ACN v mrazaku, lednici
a pokojové teploté. Dlouhodoba stabilita ve fosfatovém pufru nebyla provedena,

ledipasvir byl v roztocich vysrazen.
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