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Abstrakt

Vramci této bakalarské prace byla studovana elektrochemickd degradace latky
abacavir. Abacavir je u¢inna latka 1éku na infekci virem lidské imunodeficience (HIV).
Podaftilo se vyvinout elektrochemickou metodu oxidace abacaviru, véetné jeho excipienta
vyskytujicich se v tableté Ziagen podavané pacientim. Abacavir o koncentraci 0,15 mg-cm™
byl elektrochemicky oxidovan za stalého potencidlu (1,15V) na specialné sestavené aparatuie
v tiielektrodovém zapojeni. Nasledné bylo dfive optimalizovanou chromatografickou
metodou stanoveno mnozstvi a druh vznikajicich produkti. Oxidace probihala pomérné

rychle. Po 7 minutach bylo zoxidovéno asi 20 % abacaviru. Vznikly dva oxida¢ni produkty,

jejichz struktury byly identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie.

Klicova slova: abacavir, elektrochemické oxidace, degradace, UHPLC, HIV



Abstract

The focus of this bachelor's thesis is the electrochemical degradation of abacavir.
Abacavir is the active pharmaceutical ingredient of the medicine for human
immunodeficiency virus (HIV). It was developed an electrochemical method for the oxidation
of abacavir, including its excipients found in Ziagen tablets given to patients. Abacavir at a
concentration of 0,15 mg-cm™ was oxidized electrochemically at a constant potential (1,15V)
on a specially assembled three-electrode apparatus. Subsequently, the quantity and type of the
resulting products were analysed by a previously optimized chromatography method.
The oxidation was relatively fast. After 7 minutes about 20 % of abacavir was oxidized. Two

oxidation products were formed and their structures were confirmed by mass spectrometry.

Key words: abacavir, electrochemical oxidation, degradation, UHPLC, HIV
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Pouzité zkratky:
AIBN - azobisisobutyronitril

AIDS - syndrom ziskaného selhdni imunity (z ang. acquired immune deficiency syndrome)

API — aktivni farmaceutickd latka (z ang. active pharmaceutical ingredient)
DNA - deoxyribonukleova kyselina
HIV - infekce virem lidské imunodeficience (z ang. human immunodeficiency virus)

ICH - Mezinarodni konference o harmonizaci (z ang. International conference on

armonisation)
LC - kapalinové chromatografie (z ang. liquid chromatography)

LC-MS/MS - kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii

(z ang. liquid chromatography—mass spektrometry/mass spectrometry)
MS - hmotnostni spektroskopie (s ang. mass spectrometry)
RNA - ribonukleova kyselina

UHPLC - ultravysokoucinna kapalinova chromatografie (z ang. ultra-high performance liquid

chromatography)
Pouzité symboly:

F — Faradayova konstanta (96 458,31 C.mol™)

I — elektricky proud [A]

Iy - pocatecni proud [A]

k — koeficient pfenosu hmoty

M — molérni hmotnost stanovované latky [g.mol'l]

O — elektricky naboj [C]

pKa - zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty pro kyseliny pti 25 °C.
RR,— relativni reten¢ni ¢as [min]

t —Cas [s]

z — pocet vymeénovanych elektront

@- koncentrace elu¢ni slozky [%]



1. Teoreticky uvod

1.1 Cil prace

Cilem prace bylo vyvinout spolehlivou elektrochemickou metodu, vhodnou pro
studium oxidaéni degradace Uc¢inné latky abacaviru, a poté identifikovat vzniklé oxidacni
produkty. Elektrochemickd metoda musi byt reprodukovatelna, rychld a nendro¢nd na

spotfebu abacaviru.

1.2 Degradacni studie

Stabilita 1é¢iva je kritickym parametrem, ktery miiZze ovlivnit Cistotu, G€innost a
bezpecnost 1€ku. Zmeény ve stabilité¢ 1é¢iva mohou ohrozit bezpecnost pacienta vytvafenim
toxickych produkti degradace. Proto je nezbytné znat chovéani 1éCivé latky za rtznych
podminek prostiedi.' Studie nucené degradace poskytuji znalosti o moznych degradaénich
cestich a degradacnich produktech aktivnich slozek a pomahaji objasnit strukturu
degradantti.” Podle pokynéi Mezindrodni konference o harmonizaci (ICH) je nezbytné
organizovat studie nucené¢ degradace a je nafizeno provadét nucenou degradaci novych
1é¢ivych piipravki. Diky degradaénim studiim je mozné odhalit degradacni drahy
farmaceuticky aktivnich molekul 1é&iva a tim lze odhadnout stabilitu 1é&iva.® V typické studii
jsou stresovymi podminkami svétlo, teplo, vlhkost, hydrolyza (vliv kyseliny/bdze) nebo
oxidace, piipadn¢ i kombinace téchto faktorti. Obecna doporuceni pro oxidaci aktivni
farmaceutické latky (API) jsou uvedena v Tabulka 1 1. Aby bylo dosazeno optimélnich
vysledkd, musi byt cilova degradace v rozmezi 5 % az 20 %.* Vy3si stupeii degradace bude
mimo rozsah pozadavki na stabilitu produktu a proto neadekvatni. Obvykle se stresové studie
provadéji na pevné latce nebo roztoku. Studium kinetické degradace by mélo byt vyzkousSeno

za riznych stresovych podminek a v riznych ¢asovych intervalech.



Tabulka 1: Obecné experimentalni oxida¢ni degradace API (zdroj: Alsante a spol. °)

Iniciator H,0,, AIBN, iniciatory rozpustné ve vodé
Koncentrace API 0,1 -20 mg-ecm”

Koncentrace iniciatoru 20 mol% koncentrace API

Teplota okoli - 60 ° C

Doba trvani 5 —20% degradace nebo maximalné 14 dnt

Peroxid vodiku se Siroce pouziva pro oxidaci 1é¢ivych latek ve studiich nucené
degradace, ale lze pouzit i jind oxida¢ni Cinidla, jako jsou kovové ionty, kyslik a inicidtory
radikali (napf. AIBN). Vybér oxidacniho Cinidla, jeho koncentrace a podminky zavisi na
lécivé latce. Uvadi se, ze vystaveni roztokii 0,1-3% peroxidu vodiku pfi neutralnim pH a
pokojové teploté po dobu sedmi dnii nebo az do maximalni 20 % degradace by mohlo
potencialné generovat relevantni degradacni produkty. Oxida¢ni degradace lécivé latky
zahrnuje mechanismus pfenosu elektront za vzniku reaktivnich aniontt a kationti.

Studie nucené degradace mohou vytvaret komplexni smési degradacnich produktd, ale
vyvoj metody by mé&l brat v ivahu pouze ty vyznamné.” Tabulka 2 popisuje pokyny, které
mohou byt obecn& pouzity. Uginek degrada¢niho ¢inidla ve vzorku miize byt povazovan

za nevyznamny, pokud degradace nepiekroci n€ktery z popsanych praha.

Tabulka 2: Pokyny pro posuzovani vyznamnosti degradac¢nich produktl pro studii nucené
degradace (zdroj: Alsante a spol. °)

API Produkt degradace
% celkové 25% 10% z celkové
degradace degradace
% nejvetsi 25% z 10% celkové
degradujici latky degradace

Vétsina farmaceutickych spolecnosti provadi nucenou oxidacni degradaci u¢inné latky
pomoci peroxidu vodiku. ® Oxidace probiha nejéast&ji za pouziti 1-3 % peroxidu vodiku pfi
teploté 30 ° C a dob¢ trvani studie 7 dni.



1.3 Abacavir

Abacavir je u¢inna latka 1éku Ziagen, ktery se fadi mezi antiretrovirotické 1éky. Princip
fungovani abacaviru je zalozen na podobnosti jeho struktury s 2'-deoxyguanosinovém
nukleosidu (viz obrazek 1), ktery kompetitivné¢ inhibuje HIV reversni transkriptdzu a
ukoncuje prodluzovani DNA fetézce. Tim dochazi k inhibici replikace HIV viru v lidském
t&le.” PouZivé se v kombinaci s dal$imi 1éky na sniZeni virové zat&Ze u pacienti s HIV a proti
propuknuti nevylécitelné posledni faze AIDS. Tim, Ze je abacavir analog guanosinu,
mechanismus spoc¢ivd v kompetici tohoto guanosinu s virovymi molekulami. Nésledné je
zaclenén do virové DNA a inhibuje virovou transkripci a HIV reverzni transkriptazu, aby se
virus nemohl dale mnozit a §i¥it.® Antiretrovirotika nemohou HIV vylé&it, mohou viak snizit
riziko progrese nemoci na AIDS a sniZit riziko pfenosu téméf na minimum.’

Struktura abacaviru je zndzornéna na obrazku 2. Obecné chemické vlastnosti

abacaviru jsou popsany v tabulce 3.

HO

OH H
Obrazek 1: Struktura 2'-deoxyguanosin nukleosidu (pfevzato a upraveno z

Benes a kol. ')
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Obriazek 2: Struktura abacaviru (pievzato a upraveno z Benes a kol. '%)

Tabulka 3: Vlastnosti abacaviru (zdroj: Drugbank '")

Molekulovy Molekulova CAS Barva  Rozpustnost ve vodé pii pK,
vzorec hmotnost 25°C
Ci4sH sNsO 286.332 136470-78-  bila 77 rng-crn’3 (siran) 5,01
g-mol ™' 5
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1.3 HIV

HIV se tadi mezi RNA obalené ss (+) viry ¢eledi retrovirus, nesouci RNA nukleovou
kyselinu.'? Diky tomu, Ze obsahuje enzym reverzni transkriptdzu je schopny piepsat svou
genetickou informaci obsazenou v RNA do DNA a nasledné pomoci enzymu integrazy
integrovat tuto DNA do DNA hostitelské buiiky. Silnou strankou viru je jeho velkd antigenni
variabilita, kterd vznika rychlym mnozenim s velkou pravdépodobnosti chybného kopirovani
nukleovych kyselin. Virus napada molekuly CD4, které se nachazeji na T-lymfocytech,
monocytech, dendritickych bunikdch a gliovych bunkach. Skrz tyto napadené bunky je
schopen dostat se do centrdlni nervové soustavy a zpiisobit destrukci imunitniho systému.
Destrukce spociva ve velkém namnoZeni viru v T-lymfocytech, které virus nici, snizuje jejich
mnozstvi a tim i obranyschopnost infikovaného cloveka. Pii tbytku T-lymfocyti pod
kritickou hodnotu 200 mm™ v periferni krvi ptechdzi HIV na nemoc zvanou AIDS neboli
kone¢né stadium HIV infekce. AIDS se zatim fadi mezi nevylécitelné nemoci. Smrt nastava
selhanim lidské imunity, kterd neni schopna bojovat proti jakékoliv bézné nemoci.

HIV se pfenasi nechranénym sexualnim stykem, télesnymi tekutinami — krvi, slinami,
matefskym mlékem, a transplacentirné v d&loze nakazené matky.” Diky 16¢b&

antiretrovirotiky se dafi snizovat Sifeni viru a po€et imrti na AIDS.

12



1.4 Metody oxidace abacaviru

Farmaceutické laboratofe hledaji levné a efektivni feSeni degradacnich studii 1€Civ.
Celkové se nachylnost k oxida¢ni degradaci testuje plsobenim 3% peroxidu vodiku na
ucinnou latku. V odbornych ¢lancich se da dohledat nékolik degrada¢ni studii abacaviru,
pfevazné za pouziti peroxidu vodiku ale jen jedna degradacni studie za pouziti
elektrochemického principu.

Vukkum a kol. vyvinul a optimalizoval metodu nucené oxida¢ni degradace abacaviru
za pouziti 3% peroxidu vodiku po dobu 7 dnii pii teplotd okoli.* Nasledn& separoval a
identifikoval produkty pomoci UHPLC a LC-MS/MS. Byly zjistény ¢tyfi oxidacni produkty
Ox1-4, jejichz hmotnosti jsou shrnuty v tabulce 4. Pravdépodobné struktury produktl jsou

znazornény na obrazku 3.

P
L ﬁ\

Ox1 mz 191 D Ox2 m/z 303

OH

SIS

Ox3 m/z 223 @ Ondmlld
4 OH

“,
’f//

”"l'!z/\\\\

i\\\\

=

=

Obrazek 3: Pravdépodobné struktury produkt degradace abacaviru pomoci 3% peroxidu
vodiku po dobu 7 dnii (pfevzato a upraveno z Vukkum a kol.®)

13



V dalii studii Rao a kol. pouzil na oxidaci abacaviru 3% a 6% peroxid vodiku.'* Uplna
oxidace trvala 7 dnl pifi pokojové teploté. Bylo zjisténo, ze pii pouziti 3% peroxidu
vodiku Uplna oxidace neprobéhla ani po 7 dnech, zatimco pfi pouziti 6% peroxidu vodiku po
7 dnech oxidace pii pokojové teploté probéhla. Separace a charakterizace degradacnich
produkti byla provedena pomoci LC-MS/MS. Rao a kol. pozoroval dva degradacni produkty
Ox2 a Ox5 charakterizované v tabulce 4. Struktura degrada¢niho produktu Ox2 by mohl tvofit
N-oxid a hydroxylamin v poloze 7 purinové skupiny. Fragmentové iontové struktury pfi
m/z 207 a 191 podporuji ptidavek kysliku k purinové skuping. Produkt oxidace Ox5 byl
pozorovan pii m/z 247 a byl vytvofen ztratou cyklopropenové skupiny. Z vysledki obou
studii je patrné (viz tabulka 4), ze se shoduji pouze v jednom oxida¢nim produktu Ox2.
Ostatni degradac¢ni produkty se neshoduji. Mozna degradac¢ni cesta abacaviru je znazornéna

na obrazku 4.

14
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Obrazek 4: Mozna degradacni cesta abacaviru pomoci 3% a 6% peroxidu vodiku (pfevzato a

upraveno z Rao a kol. '*)
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V dalsi studii Kurmi a kol. podrobil abacavir oxidacnimu stresu zahrnujicimu 15%
peroxid vodiku a skladovaci teplotu 30°C."* Studie trvala 10 dni a vedla k tvorb& celkem
Ctyf produkti degradace, které byly detekovany pomoci LC-MS/MS. Pravdépodobné
struktury degradacnich produkti Ox2, Ox5, Ox6 a Ox7, jsou znazornény na obrazku 5.
Degradacni produkty byly podobné z jiz zminéné studie od Rao a kol."* Dva produkty Ox2 a
Ox5 se shodovaly, ale dva degradacni produkty Ox6 a Ox7 byly charakterizovany odli$né.
Vysledky jiz zminénych studii a jejich shodné produkty jsou porovnany v tabulce 4. Produkty
degradace Ox2, Ox6, Ox7 byly vytvofeny hydroxylaci, dihydroxylaci a epoxidaci na dvojné
vazb¢ v cyklopent-2-enyl methanolovém zbytku 1é¢iva. Produkt Ox5 byl charakterizovan jako

descyclopropyl abacavir, ktery je uveden ve farmakologii jako neistota.'®

Nl-l-f:
N
=N N
N
N
g o Nz i N NH,®
‘;}; Ox2 _{{
HO m/z 303 Ho OX5 iz 247
NH Lt
N
N TN
N =
N T NH, N NH.,
OH
/ O
HO Ox6 m/z 321 HO Ox7 miz 303

Obrazek 5: Pravdépodobné struktury produkt degradace abacaviru pomoci 15% peroxidu
vodiku po dobu 10 dni (pfevzato a upraveno z Kurmi a kol. %)
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Dalsi studii oxidace abacaviru uskute¢nil Zhou a kol. za ucelem uplné degradace
abacaviru a zjisténi jeho toxicity mifené na vodni Zivo&ichy.'” Elektrochemickd degradace
abacaviru byla zkoumana pomoci penetra¢niho toku porézni anody Ti/SnO, — Sb pfipravené
metodou sol-gel. Degradace vice nez 97 % byla provedena za pouhych 10 minut pfi proudové
hustot& 0,2 mA-cm™ . Koncentrace abacaviru byla stanovena pomoci HPLC. Byly detekovany
a identifikovany tii meziprodukty degradace abacaviru ztoho jeden shodny (Ox5)
s ptedchozimi studiemi znazornénymi v tabulce 4. Detekované produkty Ox5, Ox8 a Ox9 a
jejich moznd degradacni cesta jsou uvedeny na obrazku 6.Produkt Ox5 byl
vytvoten Stépenim cyklopropylového kruhu a Ox8 byl vyroben oxidaci cyklopropylaminové

skupiny. Produkt Ox9 byl generovan dalsi degradaci Ox5.

<N | N-;;IL\NH
KO oy "
MN Abacavir
/ \ e
=
/ Sy
<f | :;}[\ <N | N'-;l\m
M M hH
Ho
Ho
Ox 8 Lo
(e
J;N | - »
<” N"’;J\\m-

Ox9

Obrazek 6: Mozna degradac¢ni cesta abacaviru béhem elektrochemické oxidace (prevzato a
upraveno z Zhou a kol. '7)
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Elektrochemické chovani abacaviru dale studoval Uslu a kol., ktery oxidoval abacavir
na grafitové pracovni elektrods.'”® Studie cyklické voltametriec ukazaly jednu dobie
definovanou oxida¢ni vinu pii +1,10 V. Oxidace byla nevratnd a vykazovala proces fizeny
difazi v zévislosti na pH. Z pozorovani vyplynulo, ze protony ovliviiujici pH se ucastni
elektrochemické oxidace. Metoda byla pouzita na stanoveni abacaviru ve farmaceutickych

lIékovych formach a ve vzorcich lidského séra a moci.

Tabulka 4: Souhrnn tabulka oxida¢nich produktii degradacnich studii

Oxidaéni Namétena hmotnost m/z Nejpravdépodobné;jsi Studie
produkt (amu) vzorec
Ox1 191.10 Vukkum a kol.®
Ox2 303,20 C1sH1oNGO," Vukkum a kol.®, Rao a
kol.", Kurmi a kol."
0x3 223,20 Vukkum a kol.*
Ox4 319,20 Vukkum a kol.®
Ox5 247,13 CiHsNgO" Rao a kol.", Kurmi a

kol."®, Zhou a kol."”

Ox6 321,17 C1sHy N4O5" Kurmi a kol."”
Ox7 303,15 C14H1sNgO," Kurmi a kol."
Ox8 Zhou a kol."”
Ox9 Zhou a kol."”

18



1.4.1 Vliv pomocnych latek na oxidaci

Pomocné latky (excipienty) lze pouzit k potlaeni oxida¢ni degradace. Obvykle se
pridava kombinace donoru atomu vodiku a cheldtoru kovu, aby se snizily G¢inky oxidaéni
degradace. Degradace 1é¢iva ve vyrobcich Casto vyplyva z reakce API s pomocnymi latkami

pouzivanymi ve formulaci."

Ziagen je tableta obsahujici 300 mg uc¢inné latky abacaviru. U antivirovych IéCiv je
dalezité zamezit degradaci bazi, u Iéku Ziagen to je guanin. Guanin je nejvice nachylny
k oxidaénimu posSkozeni, protoze jeho oxidacni potencidl je 1,29 V. K relativné vysoké
nachylnosti k oxidaci dochazi z diivodu vysoké hustoty naboje na 5'-konci. Oxida¢ni produkt
guaninu 8-hydroxyguanin (viz obrazek 7) se prednostné paruje s adeninem namisto jeho
normalniho péru s cytosinem a muize vést k transkripénim mutacim exprimované mRNA a

nakonec k mutantnim proteintm .*°

o)
N
NH
o= ||
N N')\NH?

Obrazek 7: Struktura 8-hydroxyguaninu (pfevzato a upraveno z Waterman *°)
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1.5 Elektrolyza a coulometrie

Pti elektrolyze dochazi po vlozeni stejnosmérného proudu k chemickym zméndm na
elektrodach ponotfenych do kapaliny. Pokud se méfi prosly naboj nutny k uplnému vylouceni
nebo pfeménéni latky na elektrod€, pak mluvime o elektrochemické analytické metodé

coulometrii.”!

Podle Faradayovych zdkoni je vyménény elektrochemicky néboj ptimo
umérny mnozstvi latky vyloucené nebo jinak pfeménéné na elektrodé.

Tuto definici Ize popsat rovnici 1:

0y

Kde Q je elektricky nédboj [C], M — molarni hmotnost stanovované latky [g.mol™], z — po&et vymé&hovanych

elektront, F — Faradayova konstanta (F = 96 458,31 C.mol ™), 7 — elektricky proud [A], ¢ — &as [s]

Podle Faradayova zékona lze fici, ze oxidaci 1 molu chemickych ekvivalentti dochazi
ke spottebé jednoho naboje odpovidajiciho Faradayové konstanté. Toto tvrzeni lze pouzit jen
pfi splnéni podminky, Ze na pracovni elektrodé¢ probihd pouze jedind reakce se 100%
proudovym u¢inkem.”” Této podmince je tfeba piizpasobit podminky méfeni. Pracovni
elektroda a ostatni elektrody by mély byt odd€leny solnym mustkem, ktery zamezi vzajemné
difuzi elektrolytu mezi poloclanky. V této praci byla pouZzita elektrolyza za konstantniho
potencialu na pracovni elektrodé. Po vloZeni tohoto napéti na pracovni -elektrodu

elektrolyticky proud klesa s ¢asem podle rovnice 2:

I, = Iye™*t )

I, je pocatedni proud [A], k — koeficient pfenosu hmoty, ¢ — ¢as [s]

Cim vétsi je hodnota koeficientu &, tim bude elektrolyza probihat rychleji. Elektrolyza
bude také probihat rychleji, pokud bude pouZita pracovni elektroda s v&tsim povrchem.*
Také michanim roztoku se urychli elektrolyzu tim, Ze dojde ke zmenSeni tloustky difuzni
vrstvy. Konec elektrolyzy nastane v momenté, kdy elektrolyticky proud klesne témét k nule
na konstantni hodnotu odpovidajici nabijecimu proudu. Velikost naboje prosl€ého roztokem za
dobu potfebnou kuplné reakci se vypocte =z integralu =zavislosti proudu na case.
Potenciostatickd coulometrie mé Siroké moznosti vyuziti a metoda nevyzaduje zadnou
kalibraci znamymi standardy, protoZe patifi mezi metody absolutni. Metodu lze vyuzit na

stanoveni rozpustn¢ latky nebo pfesné stanovit pocet vymeénovanych elektroni.
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2. Experimentalni c¢ast

2.1 Pouzité chemikalie a pristroje

2.1.1 Chemikalie

Abacavir sulfat (Zentiva, Ceska republika)

Bromid draselny p.a. (Penta, Ceska republika)
Deionizovana voda MiliQ

Dusiénan st¥ibrny p.a (Lach-ner, Ceska republika)
Hydrochinon 99% (Penta, Ceska republika)
Hydroxid amonny 28% (Penta, Ceska republika)
Chlorid draselny p.a. (Lach-ner, Ceska republika)
Koloidni bezvody oxid kiemigity (Zentiva, Ceské republika)
Kyselina sirova 96% (Penta, Ceské republika)
Octan amonny p.a. (Lach-ner, Ceska republika)
Polykrystalické celuléza (Zentiva, Ceska republika)
Stearan hofe¢naty (Zentiva, Ceska republika)

Skrobovy glykolat sodny (Zentiva, Ceska republika)

2.1.2 Pristroje

Kapalinovay chromatograf Waters Acquity UPLC H Class (Waters, USA)

Kapalinovy chromatogram 1290 Infinity (Agilent Technologies, USA)

Hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupolem 6460 (Agilent Technologies, USA)

Analytické vahy 262 SMA-FR(Sartorius, Svycarsko)
Konduktometr AD8000 pH/mV/EC/TDS (USA)
Magneticka michacka (Thermo scientific, USA)
Mikrocentrifuga (Eppendorf minispin, Némecko)

Potenciostat/galvanovat model 273 EG&G (Princeton applied research, USA)

Ultrazvukovy sonikator, Elma S15 (Elmasonic, Némecko)
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2.2 Priprava zasobnich roztoku

Zasobni roztoky octanu amonného o koncentraci 0,05 mol-dm™ a 0,2 mol-dm™ byly
piipraveny nasledovné: 0,385 g resp. 1,541 g pevného octanu amonného bylo rozpusténo ve
100 ml deionizované vody. Hodnota pH byla zkontrolovana a upravena 28 % hydroxidem

amonnym na hodnotu pH 7.

Zasobni roztok dusi¢nanu stfibrného o koncnetraci 0,01 mol-dm™ a octanu amonného
o koncentraci 0,2 mol-dm byl pfipraven rozpusténim 0,05 g dusi¢nanu st¥ibrného a 0,46 g

octanu amonného ve 30 ml deionizované vody a promichéno.

Roztok abacaviru o koncentraci 0,25 mg-cm™ abacaviru v octanu amonném o koncentraci
0,05 mol-dm byl pfipraven rozpusténim 0,385 g octanu amonného ve 100 ml deionizované
vody a nésledn¢ byl tento roztok smichéan s 6,3 mg abacaviru.

Roztok 0,15 mg'cm'3 abacaviru v octanu amonného o koncentraci 0,05 mol-dm pro meéteni
opakovatelnosti byl pfipraven rozpusténim 1,541 g octanu amonného ve 400 ml deionizované
vody, aby koncentrace odpovidala 0,05 mol-dm . Nasledné& byl tento roztok smichan s 0,06 g

abacaviru.

Roztok o koncentraci 0,15 mg'cm'3 abacaviru s pfidanymi excipienty, vyskytujicimi se
v tableté Ziagen (viz tabulka 5) v octanu amonném o koncentraci 0,05 mol-dm byl pfipraven
nasledovng. Podle oficialnich informaci od vyrobce tablety bylo pouzito 0,384 mg-cm™

abacavir sulfatu a 0,4912 mg'cm'3 smési excipientil. Roztoky byly uchovavany piti 5°C.

Tabulka S: SloZeni tablety Ziagen s abacavirem

Latka Hmotnost / mg Procent v tableté / %
Abacavir 300
Sulfat abacaviru 351 43,875
Polykrystalicka celuloza 414,6 51,825
Skrobovy glykolat sodny 24 3
Stearan hotfe¢naty 8 1
Koloidni bezvody oxid kfemicity 2,4 0,3
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2.3 Podminky elektrochemickych experimentii

Elektrolyza byla provadéna na aparatufe skladajici se z potenciostatu (model 273
EG&G Princeton applied research, USA) v tfielektrodovém zapojeni (viz obrazek 8). Na
obrazku 9 je zndzornéna realnd aparatura. Jako pomocna elektroda byla pouzita platinova
sitka ponofena do roztoku 40 ml octanu amonného o koncentraci 0,2 mol-dm. Jako
referentni elektroda byla pouzita stiibrnéd elektroda prvniho druhu ponotfend v 10 ml roztoku
dusi¢nanu stfibrného o koncentraci 0,01 mol-dm™ a octanu amonného o koncentraci
0,2 mol-dm™. Jako pracovni elektroda byla vyuZita specialng stéricky upravend platinova
sitka. VSechny elektrodové prostory byly oddéleny solnym mustkem naplnénym roztokem
octanu amonného o koncentraci 0,2 mol-dm™. Platinové elektrody byly pred kazdym
métfenim CiStény zihdnim v hornim redukénim plamenu kahanu po dobu 3 minut. Mezi
elektrody byl vlozen konstantni potencial 1150 mV. Analyzovany roztok byl po celou dobu

experimentu michan pomoci magnetické michacky.

l TI'
Aﬂr I zdroj napéti

A voltmetr
ampermetr
meérna pracovi referencni
elektroda elektroda elektroda

Obrazek 8: Ilustrace zapojeni potenciostatické coulometrie (pfevzato a upraveno z Badova'’)
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Pomocna Pt elektroda

F

Pracovni Pt elektroda

Referentni Ag elektroda

Solné mustky

Obrazek 9: Aparatura pro potenciostatickou elektrolyzu

Studium oxidace abacaviru bylo provadéno ve 40 ml roztoku o koncentraci 0,25 mg-cm™
abacaviru v 0,05 mol-dm~ octanu amonného. Do elektrochemické cely byl pieveden
analyzovany roztok. Byly vynulovany hodnoty proslého naboje a nasledné zapnut piivod
proudu do cely. V moment¢ zapnuti ptivodu proudu do cely byla spusténa ¢asomira métfeni na
stopkach. Provadél se zapis proslého naboje celou s roztokem nejprve po jedné minuté od
prvni do desaté minuty a poté v dvouminutovych intervalech do 20té minuty a nasledné po
jednom desetiminutovém intervalu ve 30t¢ minuté. Pti kazdé kontrole proslého naboje byl
vypnut piivod proudu do cely a odebrano 200 pul oxidovaného roztoku pro UHPLC analyzu.
Vzorky z oxidace s excipienty byly pipetovany do mikrozkumavek a nasledné centrifugovany

po dobu 2 minut. Dale bylo odebrano 200 pl supermatanu pro UHPLC analyzu.

24



2.4 Cyklicka voltametrie

Meéieni cyklického voltamogramu probihalo v tfielektrodovém zapojeni. Pracovni
elektroda byla ze skelného uhliku (Metrohm, Svycarsko), jako pomocna elektroda byla
pouzita platinova elektroda (Elektrochemické detektory, Turnov) a jako referentni elektroda
poslouzila kalomelova elektroda s KCI o koncentraci 3 mol-dm (Elektrochemické detektory,
Turnov). M¢éteni probihalo v potencidlovém okné 0-1300 mV a byla pouzivana rychlost
polarizace 100 mV-s'. Poméfeny byly roztoky octanu amonného o koncentraci
0,05 mol-dm™ a poté roztok abacaviru o koncentraci 0,15 mg-cm'3 v octanu amonném

o koncentraci 0,05 mol-dm .

2.5 Coulometricka titrace hydrochinonu

Bylo piipraveno 50 ml roztoku hydrochinonu o koncentraci 2,3 mmol-dm
v deionizované vodé. Méteni probihalo v tfielektrodovém uspotfddani. Do méfici nadobky
bylo odméteno 50 ml bromidu draselného o koncentraci 0,2 mol-dm~ a 50 ml kyseliny sirové
o koncentraci 1 mol-dm™. Pomocnd elektroda oddélend fritou byla naplnéna roztokem
kyseliny sirové o koncentraci 1 mol-dm™. Pracovni platinové elektroda, slouzici ke generaci
¢inidla, a indikacni platinova dvojelektroda byly nasledné vlozeny do nadobky s bromidem
draselnym a kyselinou sirovou, bylo pfidano magnetické michadlo a cela byla umisténa na
plotnu michacky. Generac¢ni proud byl 3 mA a kone¢ny indikaéni proud 0,15 pA. Do roztoku
bylo pipetovano automatickou pipetou 1 ml ptipraveného roztoku hydrochinonu a byla
provedena titrace az do dosaZeni nastaveného konec¢ného indikaniho proudu. Stejnym

postupem byl roztok hydrochinonu titrovan jesté Ctyrikrat.
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2.6 Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie

Vzorky odebrané pii elektrochemické oxidaci abacaviru byly analyzovany pomoci jiz
drive vyvinuté a optimalizované UHPLC metody. Separa¢nim systémem pouzitym na analyzu
byl kapalinovy chromatograf Waters (Acquity UPLC H Class (Waters, USA))
s PDA detektorem a kolonou Kinetex C18 (Agilent Technologies, USA) o rozméru
2,1 x 100 mm s velikosti ¢astic 1,7 pm. Optimalni mobilni faze se skladala z acetonitrilu jako
slozky A a octanu amonného (20 mmol-dm™, pH = 7,0) jako slozky B. Pomér sloZzek mobilni
faze se v pribéhu gradientového programu (viz. tabulka 6) ménil od 10 do 70 % (v/v)
acetonitrilu. Pritok mobilni faze byl 0,3 ml-min', davkovany objem vzorki byl 1 ul, detekce
probihala pfi vinové délce 254 nm, teplota kolony a automatického davkovace byla 28 °C a

8°C. Celkova doba analyzy do ustéleni trvala 11 minut.

Tabulka 6: Optimalizovany gradientovy program zastoupeni mobilni fdze v pritbéhu eluce
t/min @ (CH3CN)/% ¢ (CH;COONH,) / %

0 10 90
2 10 90
7 70 30
8 70 30
9 10 90
11 10 90
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Kontrolni méireni hydrochinonu coulometrickou titraci za konstantniho
proudu

Pted vlastni studii oxidacniho chovéni abacaviru bylo tieba ovéfit funkénost aparatury
pro elektrolyzu. Kontrolu je moZné provést porovnanim mnozstvi proslého naboje
pii coulometrické oxidaci v elektrochemické cele s nabojem proslym pii coulometrické titraci.
Pro preparativni elektrolyzu bylo provedeno kontrolni méfeni coulometrickou titraci pomoci
roztoku hydrochinonu, jehoZ elektrochemické vlastnosti jsou popsané v literatuie.”

Z vysledki plyne, Ze medidn proslych naboji nutnych na zoxidovani celého
hydrochinonu o koncentraci 2,3 mmol-dm > na chinon je 964 mC. Vysledky jsou znizornény

v Tabulka tabulce 7.

Tabulka 7: Vysledky kontrolniho méfeni hydrochinonu

Pocet opakovani Prosly naboj /mC
1 975
2 964
3 955
4 971
5 959
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3.1.1 Oxidace hydrochinonu

Pro ovéteni funkcnosti aparatury byl pouzit roztok hydrochinonu, jehoz vlastnosti pfi
coulometrické titraci byly zkoumdany diive. Roztok 25 ml hydrochinonu o koncentraci
0,223 mmol-dm a octanu amonného o koncentraci 0,05 mol-dm™ byl oxidovéan na chinon po
dobu 15 sekund v elektrochemické cele pifi konstantnim napéti 1,15 V za pouziti potenciostatu
a podminek z experimentalni Casti (str. 26). Pracovni elektroda byla ponofena do roztoku
hydrochinonu. Méfeni bylo provedeno 5x. Roztok byl nédsledné coulometricky dotitrovéan, za
pouziti podminek z experimentalni ¢asti (str. 27), a byl porovndn prosly néboj se skute¢nym
mnozstvim zreagované latky. Vysledky shrnuty v tabulce 8 odpovidaji zoxidovanému
mnozstvi latky. Relativni smérodatnd odchylka méteni je 5,3 %. Z vysledkl plyne, Ze
aparatura pro elektrochemickou oxidaci je funkéni, rychla a poskytuje opakovatelné vysledky

s relativni chybou 5,3 %.

Tabulka 8: Vysledky méfeni pros§lého néboje elektrochemickou oxidaci po dobu 15 sekund
Pocet opakovani Prosly naboj (mC)

1 616
2 -602
3 -598
4 -554
5 -542
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3.2 Konduktometrie

Konduktometrii byla ovéfena vodivost pouzitych roztokd pufri, jejichz nizké
koncentrace byly pouzity z divodu uspory chemikalii. Pro experimentalni ucely byla zmétena
vodivost octanu amonného o koncentraci 0,2 mol-dm™ a 0,05 mol-dm™. Vysledky jsou
uvedeny vtabulce 9. Jako kalibracni roztok byl pouzit roztok chloridu draselného
o koncentraci 0,1 mol-dm™. Z vysledki lze usoudit, Ze 1 roztok octanu amonného

o koncentraci 0,05 mol-dm je dostate¢n& vodivy a lze jej pouZit pro mé&feni.

Tabulka 9: Vysledky konduktometrického méfeni vodivosti

Elektrolyt Koncentrace / mol dm Vodivost / mScm
Octan amonny 0,05 4.4
Octan amonny 0,2 19,8
Chlorid draselny 0,1 12,6
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3.3 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie byla pouzita pro ovéfeni oxidace abacaviru. K méfeni byla
zvolena pracovni elektroda ze skelného uhliku, kterd poskytovala dostateCné Siroké
potencidlové okno bez kolidujicich signdlii v zdkladnim elektrolytu. Nejprve se potencial
linearng zvysoval rychlosti 100 mVs™ od pogatedniho ke zlomovému potencialu a poté se
snizoval ke kone¢nému potencidlu. Pocatecny potencial byl shodny s kone¢nym potencidlem
a dopiedny se zpétnym scanem tvoii jeden cyklus. Takto byly provedeny 3 cykly, z nichz byl
do grafu pouzit pouze druhy. Pribéh cyklického voltamogramu je graficky znazornén na
obrazku 10, na kterém je vidét voltametricka vina zplisobena ptitomnosti oxidace abacaviru
v rozmezi 800-1000 mV. Maximalni oxida¢ni potencidl abacaviru je kolem 1100 mV. Pro
elektrochemické degradace abacaviru byl proto pouzit maximalni oxidacni potencial

1150 mV.

<
N2
~ 10000 A
<
=] 1
=
a
6000 A
2
2000 A
-2000 ' ' '
500 700 900 1100
potenciadl E(mV)

—— Abacavir v octanu amonném  —— Octan amonny

Obrazek 60: Cyklicky voltamogram abacaviru (Cervend kiivka 1) v octanu amonném (modra
k¥ivka 2) na elektrod& ze skelného uhliku (rychlost skenu 100 mV-s™, rozsah potencialu 0-
1200mV)
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3.4.1 Elektrochemicka oxidace abacaviru

Elektrochemicka oxidace abacaviru byla provadéna na velkoplosné platinové
elektrodé pii potencialu 1,15 V vs. Ag/Ag’ referentni elektrodé, ktery byl vybran na zakladé
vysledkli méteni cyklické volumetrie a po zohlednéni riistu nabijeciho proudu se zvySujicim
se vlozenym potencidlem v pouzitém experimentadlnim uspotadani. Vzorky oxidovaného
abacaviru o koncentraci 0,25 mg-cm™ byly prib&zné odebirany po dobu 20 minut. Byly
oxidovany za idedlnich podminek (viz experimentalni Cast str. 25) a nasledné analyzovany
pomoci UHPLC. Z UHPLC analyzy vyplyva, ze abacavir pii oxidaci poskytuje dva
degradacni produkty s relativnimi reten¢nimi casy 0,388 min a 0,429 min. Vysledky jsou
graficky zndzornény na obrazku 11. Z grafu je patrné, Ze abacavir byl zoxidovany z cca 20 %
v ¢ase do 8 minut a rozpadl se na dva produkty oxidace, které odpovidaji degradacnim

8,14,15,17

produktim zminénym v literatufe ( ). Chromatogram smési vzniklé oxidaci abacaviru

po dobu 7 minut je znazornén na obrazku 12.
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Obrazek 71:Zavislost ubytku abacaviru na dobé oxidace
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Obrazek 82: Chromatogram separace abacaviru a jeho dvou degradacnich produktti po 7
minutdch elektrochemické oxidace. Méteno optimalizovanou UHPLC metodou.
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3.4.2 Opakovatelnost elektrochemické oxidace abacaviru

Na zéklad¢ ptredchozich vysledkli méfeni bylo vyhodnoceno, Ze bude vhodné pro
méfeni opakovatelnosti pouZit abacavir o koncentraci 0,15 mg-em™ v octanu amonném.
Objem analyzovaného vzorku (25 ml), byl zvolen na zdkladé velikosti platinové pracovni
elektrody tak, aby byla zcela ponofena i pfi odebirani 200 pl vzorkli po dobu oxidace.
Platinova elektroda byla specialné stéricky upravena, aby pii zachovani stejného povrchu
elektrody mohlo byt pouzito co nejméné roztoku vzorku. Koncentrace abacaviru
(0,15 mg-cm™) byla zvolena proto, aby se sniZilo mnoZstvi pouZitého abacaviru vzhledem
k jeho finan¢ni nakladnosti.

Reakci mohou rusit latky vzniklé elektrolyzou, proto byla pracovni elektroda a ostatni
elektrody oddé€leny solnymi mustky, které zamezily vzijemné difuzi elektrolytu mezi
poloclanky. Méfeni za idealnich podminek (viz str. 23) probihalo po dobu 7 minut. Doba
oxidace byla zvolena na zadklad¢ vysledkti méfeni rychlosti oxidace abacaviru tak, aby se
abacavir rozpadl do 20 %, jak je béZné ve farmaceutickych degradac¢nich studiich. Po kazdé
minuté byla zapsana hodnota proslého naboje a 200 pl oxidovaného roztoku bylo odebrano
pro UHPLC analyzu. Tento postup byl zopakovan celkem Sestkrat. Vysledky méfeni
opakovatelnosti jsou graficky zaznamenany na obrazku 13. Jednotlivé sloupce znazoriiuji
median vysledki méteni. Relativni smérodatnd odchylka mnozstvi zoxidovaného abacaviru
byla 4,6 %. Prvni oxidace byla brana jako orienta¢ni a z vysledki byla vyloucena. Dochézi pti

ni k pasivaci elektrody a ustaleni podminek na elektrod¢.
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Obrazek 13: Prabeh elektrochemické oxidace abacaviru
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3.4.3 Oxidace abacaviru s excipienty vyskytujicimi se v tableté

Déle byl studovan vliv excipientl, vyskytujicich se v tablet¢ Ziagen, na
elektrochemickou oxidaci abacaviru. Do roztoku abacaviru o koncentraci 0,15 mg-cm™
v octanu amonném o koncentraci 0,05 mol-dm bylo priddno adekvétni mnozstvi excipientd
vyskytujicich se v tableté¢ (viz str. 22). Pro dokonalé rozpusténi excipientll v roztoku byl
pouzit ultrazvuk. Oxidace 25 ml tohoto roztoku probihala za optimalnich podminek jako bez
excipientil (viz str. 23). Vzorky k UHPLC analyze byly odebirany po 5 minutach oxidace.
Nasledné byl vzorek centrifugovan a 200 pl supernatantu odpipetovano do vialky pro UHPLC
analyzu. Timto postupem bylo uskutecnéno 5 oxidaci, jejichz vysledky jsou znazornény na
obrazku 14.

Z vyhodnoceni byly vytazeny vysledky prvni elektrolyzi, kdy se ustalovaly podminky
na elektrodé a dale tfeti méteni pro velmi odlehly vysledek a nestandardni pribéh elektrolyzi
(vzorek se béhem oxidace zbarvil do Zluta a prosly ndboj neodpovidal nabojim proslych pfi
ostatnich oxidacich). Z vysledki UHPLC analyzy je patrné, Ze pii oxidaci vzorkd abacaviru
obsahujicich excipienty vznikaji stejné produkty oxidace jako bez excipientli (obrazek 14).
Oxidace ale neprobiha stejn¢ rychle, jako bez pouziti excipientii (obrazek 15). Excipienty
oxidaci zpomaluji a to o cca 5 %. Oxidace také meéni pomér vzniklych produktt

(viz obrazek 15).
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3.5 Hmotnostni spektrometrie

Produkty oxida¢ni degradace byly identifikovany pomoci LC-MS analyzy. Nejvyssi
pik v chromatogramu odpovida abacaviru a jeho hmotnost je 286,90 m/z. Dalsi dva nejvyssi
piky odpovidaji oxidacnim produktim. Prvnimu degrada¢nimu produktu OX1 byla stanovena
m/z na 319,00, jak je vidét na obrazku 16. Druhému oxida¢nimu produktu OX2 byla
stanovena m/z na 246,90 (viz obrazek 17). Vysledky uvedené v tabulce 10 byly porovnany
s literaturou. Z tabulky 4 je patrné, ze prvni oxidac¢ni produkt OX1 je shodny s produktem
oxidace Ox4 ziskanym oxidaci 3% peroxidu vodiku po dobu 7 dnd. Druhy oxida¢ni produkt
se shoduje s vice zdroji v literatufe. Konkrétn€ s oxidacnim produktem Ox5 oxidovanym 3%
a 6% peroxidem vodiku po dobu 7 dnti a v dalsi studii oxidovanym 15% peroxidem vodiku po
dobu 10 dnti. Odhadované struktury degradac¢nich produktti jsou znadrodnény na obrazku 18.

Produkt Ox5 je veden ve farmakologii jako necistota descyclopropyl abacavir.

Tabulka 10: Charakteristika oxida¢nich produkti degradace ziskanych elektrochemicky

Oxidacni produkty Hmotnostni mnozstvi m/z Relativni retenc¢ni ¢as (RR )
(amu) /min
1. oxidacni produkt (OX1) 319,00 0,388
2. oxidac¢ni produkt (0OX2) 246,90 0,429
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4.7aveér

V ramci této bakalafské prace byla vyvinuta nova metoda oxidace abacaviru pomoci
elektrolyzy za konstantniho potencialu. Degradace abacaviru na poZzadovanou hodnotu 20 %
trvala pfi potencidlu 1,15 V cca 7 minut. Doba oxidace je vyrazné krat$i oproti bézné
pouzivané oxidaci peroxidem vodiku, kterd trva fadové hodiny az dny. Déle byla ovéfena
opakovatelnost vyvinuté metody. Relativni smérodatnd odchylka péti po sobé jdoucich
oxidacnich degradaci je 4,6 %. Elektrochemickou oxidaci vznikly dva degrada¢ni produkty,
které se shoduji s produkty z literatury. Prvni degrada¢ni produkt ma hmotnost 319,00 m/z a
druhy oxidaéni produkt 246,90 m/z. Pomoci literatury byla odhadnuta jejich struktura. Dale

bylo zjisténo, ze elektrochemicka oxidace abacaviru byla vlivem excipientii zpomalena o 5 %.
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