UNIVERZITA KARLOVA

Pfirodovédecks fakulta

Studijni program: Klinické a toxikologické analyza

Filip Vymyslicky

Validace HPLC metody stanoveni Cistoty sofosbuviru a jeji

pifevod na UPLC systém

Bakalafska préce

Vedouci bakalafské prace: RNDr. Tomas Kiizek, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Jakub Heit

Praha 2017



PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracoval samostatné a Ze jsem uvedl vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predloZzena
k ziskéani jiného nebo stejného akademickeho titulu.

Jsem si védom toho, ze pfipadné vyuziti vysledki, ziskanych v této praci, mimo

Univerzitu Karlovu je mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne 15.8.2017



ABSTRAKT

Cilem této bakalarské prace byla validace HPLC metody na stanoveni Cistoty
sofosbuviru a jeji nasledny pirevod na UPLC systém.

Do planu validace byly zahrnuty tyto parametry: test zpusobilosti systému,
robustnost, piesnost, linearita, vytéZznost, mez detekce a mez stanovitelnosti. Robustnost
byla testovana za pomoci pfistupu design of experiments.

Po provedeni validace byl proveden pievod metody z HPLC systému na UPLC
systém. Prevoditelnost byla ovéfena randomizaénim testem, ktery byl vyhodnocen

statistickymi metodami a to parovym T-testem a korela¢ni analyzou.



ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was validation of HPLC method for determination
of purity of sofosbuvir and its transfer to UPLC system.

The parameters included in the validation plan were: the system suitability test,
robustness, accuracy, linearity, recovery, limit of detection, and limit of quantification.
Robustness was tested by the design of experiments approach.

Method was transferred from the HPLC system to the UPLC system. The transfer
was performed by randomization test, which was evaluated by statistical methods, namely
by pairwise T-test and correlation analysis.
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1 Uvob

Sofosbuvir je ucinna latka, ktera je aktivni slozkou 1é¢ebného piipravku Sovaldi,
ktery slouzi k 1é¢bé hepatitidy typu C. Sofosbuvir se nachazi na seznamu zakladnich 1éka
Svétové zdravotnické organizace (WHO)!. Z diivodu kontroly kvality vstupnich surovin
a lékové formy je nezbytné mit k dispozici spolehlivou analytickou metodu stanoveni
sofosbuviru a jeho necistot. Validace metody se provadi za ucelem zdokumentovat
kvalitu analytické metody a potvrdit jeji schopnost poskytovat spravné vysledky.

Ptevod metody z HPLC systému na UPLC systém se provadi zejména z diivodi
krats$i doby analyzy a sniZzeni nékladii v diisledku mensi spotfeby rozpoustédel. Pfevedeni
metody ma také vliv na jeji vlastnosti, jako zvySeni separa¢ni u¢innosti a citlivosti nebo
snizeni meze detekce. Pievoditelnost metody je ale nutné ovéfit, zda podava stejné
vysledky na obou systémech. Ovéfeni se provadi randomizac¢nim testem a jeho nasledném

vyhodnoceni pomoci statistickych metod.
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2 Cil prace

Cilem této bakalafské prace byla validace HPLC metody na zjisténi Cistoty

sofosbuviru a jeji pfevod na UPLC systém.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Sofosbuvir

Sofosbuvir byl objeven vroce 2007. Pouziva se pro 1écbu hepatitidy typu C.

Doporucuje se uzivat v kombinaci s jinymi 1éCivy jako je napiiklad ribavirin nebo

ladipasvir?.

Komeréné¢ se prodava pod nazvem Sovaldi o obsahu sofosbuviru 400 mg

v potahovanych tabletach®. Sofosbuvir je bily prasek. Molekulova hmotnost sofosbuviru

je 529,453 g/mol a jeho sumarni vzorec je C22H20FN3OgP. Struktura sofosbuviru je

znazornéna na Obr. 1.

HO
Sofosbuvir

H;C CHj;

Obr. 1 Struktura sofosbuviru.
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3.2 Metody stanoveni sofosbuviru

Pro stanoveni sofosbuviru jiz bylo vytvofeno a =zvalidovano né¢kolik
chromatografickych metod. Jedna z metod, kterou se stanovuje ¢istota sofosbuviru byla
vytvotena pro systém HPLC-UV. Sofosbuvir je detekovan na UV detektoru pii vinové
délce 245 nm. Pro tuto metodu byla pouzita kolona Luna C8 (5 um ,250 x 4.6 mm,) a
jako mobilni faze (MF) byl pouzit pufr octanu amonného o pH 7 a acetonitril v poméru
35:65. Celkova doba analyzy byla 20 min®.

Metoda pro stanoveni sofosbuviru je metoda na systému LC-MS/MS. K analyze
byla pouzita kolona Xterra MS C8 (5 um, 50 x 4,6 mm) a jako mobilni faze byl pouzit
mravenc¢an amonny o pH 3,5 a sm¢s methanolu a acetonitrilu. Doba analyzy této metody
byla 5 minut®.

V dalsi metod¢ pro stanoveni sufosbuviru na systému LC-MS/MS byla pouzita
kolona: Inertsil ODS-3 C18 (5 um, 250 mm % 4.6 mm). Mobilni faze v této metod¢ byla
tvofena smési methanolu a vody v poméru 70:30 a doba analyzy byla 5,5 minuty®.

Pro stanoveni sofosbuviru na stejném systému jako u ptedchozi metody byla
pouzita kolona Zorbax eclipse plus C18 (5 um, 100 x 4.6 mm), doba analyzy byla 2,8
minuty. Mobilni fize v této metodé byla tvofena pufrem octanu amonného 0 pH 47

Na UPLC systém s detekci MS/MS byla vytvofena metoda s dobou analyzy 1
minuta. V této metodé byla pouzita kolona Acquity UPLC BEH C18
(1.7 um, 50 x2.1 mm) a jako mobilni faze byla pouZita smés kyseliny mravenc¢i a
acetonitrilu.

V dal$i metodé na systém UPLC-MS/MS byla jako MF pouzita stejnd smés a

kolona jako v piedchozi metodg, ale doba analyzy byla 3 minuty?,
3.3 Validace

Validace metody pro kapalinovou chromatografii je proces, ktery se provadi za
ucelem prokazat a dokumentovat kvalitu analytické metody za pomoci urceni validacnich
parametri a méfeni jejich hodnot. Mezi validaéni parametry HPLC v farmaceutické
analyze patii pfesnost, vytéZnost, linearita, mez detekce, mez stanovitelnosti, selektivita
nebo robustnost'!. Validaci metody jsme schopni vymezit hranice jejiho pouziti, kdy je

nam schopna podat spolehlivé vysledky.
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Validaci musime provadét pii zavadéni nové metody, revalidaci systému, pii

kontrole systému &i zavedeni metody stanoveni publikované v Ceském lékopise!®.

3.3.1 Test zpiisobilosti systému

Test zpusobilosti systému (system suitability test SST) je nedilnou soucasti HPLC
metody. Provadi se na zacatku kazdého méteni. Slouzi k ovéteni, zda systém funguje
spravné a spolehlivé. Pii SST nejcastéji sledujeme opakovatelnost nastiiku, rozliseni,
retenci a faktor symetrie. Tyto parametry se vyhodnocuji pomoci relativni smérodatné

odchylky (RSD) v naSem pfiipadé pro 10 méfeni.
3.3.2 Robustnost

Robustnost metody je schopnost metody poskytovat spravné vysledky pii malych
zmé&nach parametrt jako jsou prutok, pH nebo zménou pracovniho postupu. Robustnost

je tedy spolehlivost metody p¥i b&zném pouzivanill,
3.3.3 Presnost

Piesnost metody predstavuje miru shody mezi vzdjemné nezavislymi vysledky za
piedem specifikovanych podminek!!. Piesnost je zavisld jen na rozdéleni nahodnych
chyb bez vztahu k pravé hodnoté. Vyhodnocujeme ji z minimalné 6 nezavislych zkousek

jako relativni smérodatnou odchylku.

3.3.4 Linearita

Linearita popisuje nakolik se zavislost mezi odezvou instrumentace a koncentraci
analytu blizi linearni zavislosti. Korela¢ni koeficient r vyjadfuje tésnost vzajemné
zavislosti. V idealni ptipadé, kdy je zavislost mezi odezvou instrumentace a koncentraci
analytu linearni nabyva korelacni koeficient hodnoty 1. V realném systému plati, ze ¢im
vice se korelacni koeficient blizi jedné, tim je zavislost odezvy instrumentace na

koncentraci analytu t&sné&jsi'?.
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3.3.5 VytéZnost

Vytéznost metody je definovana jako podil mezi hodnotou koncentrace analytu
méfené danou metodou a hodnotou skuteéné koncentrace analytu'!. Hodnota vytéZnosti

se nejcastéji udava jako desetinny zlomek nebo v procentech.

3.3.6 Mez detekce

Mez detekce (LOD) je nejmensi koncentrace analytu, kterou jsme schopni
detekovat za pomoci dané metody!. Hodnota LOD odpovidé4 nejnizsi koncentraci, jejiz
analyticky signal se statisticky vyznamné 1i§i od Sumu. LOD vyjadiujeme jako

trojnasobek velikosti Sumu zékladni linie.

3.3.7. Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti (LOQ) urcuje nejmensi koncentraci analytu, kterou jsme
schopni danou metodou stanovit s piijatelnou spravnosti a presnosti*t. LOQ vyjadfujeme

jako desetinasobek velikosti Sumu zékladni linie.

3.4 Srovnani HPLC a UPLC systémuw

UPLC uspotadani systému je dal§im krokem ve vyvoj HPLC. Principialné jsou
UPLC a HPLC zalozeny na stejném mechanismu, jelikoz to jsou ob& chromatografické
metody’®. Z Van Deemeterovy kfivky, kterd ukazuje zavislost vysky ekvivalentu
teoretického patra na pritoku mobilni faze, kde velikost Castic kolony je jednou
z proménnych lze vyc€ist, Ze zmenSenim velikosti Castic dojde ke zmenSeni vysky
ekvivalentu teoretick¢ého patra a tim zkraceni doby analyzy a zlepSeni separacni
u¢inosti*. Proto daldim krokem vyvoje HPLC bylo zmen3ovéani ¢&astic uvnite
chromatografickych kolon. To mélo za néasledek zvySovani tlaku na kolon¢, které HPLC
systém nemohl unést.

Postupem ¢asu a zavadénim novych technologii doslo k vyvinuti UPLC systémii.
Kolony jsou naplnény malymi sférickymi Casticemi. Obvykle plati, ze ¢im mensi castice,

tim vétsi specificky povrch, na kterém probiha separace latek a tim padem lepsi separacni
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ucinnost a rychlost separace. U HPLC kolon se obvykle pouZzivaji kolony o velikosti
¢astic 2,5-5 um. Pfi vyvoji a vyrobé novych stacionarnich fazi se dba na zmenSovani
Castic stacionarni faze v kolon¢, a tudiz se pfi vyrobé kolon pro UPLC systém velikost
&astic stacionarni faze pohybuje okolo 2 um®,

Separace pii UPLC chromatografii probihd za velmi vysokych tlaki az 100 MPa,
pricemz vysoky tlak nemé vliv na kolonu ani na ostatni soucasti systému. Zato u HPLC
chromatografie dosahuje tlak maximalnich hodnot okolo 35-40 MPa, z ¢ehoz vyplyva, ze
HPLC ma oproti UPLC niz§i separaéni G¢innost®, Dal§im diivodem, pro¢ se UPLC
systém v poslednich letech uptednostituje pred HPLC systémem, je krat$i doba analyzy,
které je také zplisobena zmensenim ekvivalentu teoretického patra pomoci zmenSovani
castic stacionarni faze a tim padem i mensi spotieba rozpoustédel.

V Tab. 1 je znazornéno porovnani nékterych vlastnosti HPLC a UPLC systému.
Pfevod metody, je-li zachovana stejna stacionarni faze jako v naSem ptipadg, 1ze provést
pomoci n¢kolika jednoduchych rovnic nebo za pomoci kalkulatoru, jako je napiiklad
Thermo Scientific Method transfer recommendations®’.

Pti prevodu metody se méni tyto parametry: prutok, nastiik a doba analyzy a tim
padem 1 gradientovy program. Po pfevedeni HPLC metody na UPLC systém je tieba

ov¢tit, zda oba systémy podavaji stejné vysledky.

Tab. 1 Porovnani vlastnosti HPLC a UPLC systémii.

Technické tidaje UPLC HPLC
Tlak 100 MPa 40 MPa
Velikost ¢astic 1,7 pm 5 um
Délka kolony 50-100 mm  100-250 mm
Chromatografické vlastnosti
Cas analyzy - +
Spotieba rozpoustédel - +
Spotteba vzorku - +
Uginnost separace -

Mez detekce - +
Citlivost + -
Rozliseni + -

16



3.5 Statistické metody

3.5.1 Design of experiments

Design of experiments (DOE) neboli metoda planovanych experimentu je
statisticka metoda slouzici k efektivnimu ziskavani dat*®. Na rozdil od p¥istupu one factor
at a time (OFAT), kde dochazi ke zmén¢ pouze jednoho faktoru a ostatni faktory jsou
konstantni, se pti ptistupu DOE méni vice faktord najednou. Pfi ptistupu DOE oproti
pristupu OFAT dojde k prozkoumani vétsi ¢asti experimentalniho prostoru a tudiz mize
odhalit oblasti experimentalniho prostoru, které pii piistupu OFAT mohou byt
zanedbany. Dalsi vyhodou pfistupu DOE je mensi ¢asovd naro¢nost oproti pristupu
OFAT, protoze pii piistupu DOE prozkoumame vetsi ¢ast experimentalniho prostoru za
provedeni mensiho mnoZstvi experimenti neZ pfi piistupu OFAT®S. V této bakalaiské
praci byl ptistup DOE pouZit pii zkoumani robustnosti analytické metody na stanoveni

Cistoty sofosbuviru.

3.5.2 Korelacni analyza

Korelacni analyza je néstroj na zkoumani vzajemné zdavislosti mezi souborem
hodnot na ose X a Y. Pro ovéfeni existence vzajemné zavislosti mezi proménnymi se
vyuziva korelaéniho koeficientu r, coz je odmocnina z koeficientu determinace r2.
Korelaéni koeficient miize nabyvat hodnot od -1 do 1. Cim vice se absolutni hodnota
korelaéniho koeficientu blizi 1, tim je zavislost tésngjsi?l. Je li absolutni hodnota
korela¢niho koeficientu rovna 1, hodnoty lezi na piimce. Naopak, je li absolutni hodnota
korelaéniho koeficientu 0, neni mezi body zadny linearni vztah??. Korela¢ni koeficient
Ize vypocitat za pomoci programu Microsoft Excel za pouziti funkce ,,correl”, nebo za

pomoci vztahu uvedeného pod timto odstavcem.
T —D0i-Y)
(Ea - 02 30— 97

DalS$im nastrojem, ktery byl pouZit pro hodnoceni analyzy byl Bland-Altmaniv

diagram, ktery znazorfuje grafickou zavislost rozdilu vysledki dvou méfeni, v naSem

ptipadé na HPLC a UPLC systému pro jeden vzorek, na priméru vysledkil obou méfeniZ.
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3.5.3 Parovy T-test

Parovy T-test rovnosti stfednich hodnot je statistickd metoda pro porovnani dvou

sparovanych souborti hodnot. Pomoci této statistické metody mizeme ovérit nékterou

z nasledujicich hypotéz Ho, H1?%.

Ho: pi=p. stfedni hodnoty porovnavanych soubort se statisticky vyznamné nelisi

Hi:  wi#ue sttedni hodnoty porovnavanych soubort se statisticky vyznamneé 1isi

Pro potvrzeni jedné nebo druhé hypotézy musime nejdiive vypocitat rozdil Z stiednich

hodnot X, a X, obou soubort.

Dale je nutné vypocitat testovaci statistiku R, podle vztahu:
Z
R=—+n
S, vn

Kde Sz je smérodatna odchylka veli¢iny Z, ktera se vypocitava podle vztahu

n

1 -

S;= |—=> &~ Zi = Xy = Xy
i=1

18



Z vypoctené hodnoty testovaci statistiky R muzeme na zaklad¢ vztahu potvrdit nebo

zamitnout jednu z hypotéz.

IR| < ta(n—1)
Kde t,(n — 1) je kritickd hodnota t rozdéleni s n-1 stupném volnosti, kterou je mozné
najit v tabulkach. Pokud je absolutni hodnota testovaci statistiky R mensi nez kriticka
hodnota t rozdéleni s n-1 stupném volnosti, mizeme zamitnout hypotézu Hi a prohlasit

na zaklad¢ platné hypotézy Ho, Ze oba sparované soubory dat poskytuji stejné vysledky.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a pomiicky

4.1.1 Chemikalie
e Methanol Ultra gradient HPLC grade, J.T.BAKER, Nizozemsko
e Acetonitril Ultra gradient HPLC grade, J.T.BAKER, Japonsko
e Dihydrogenfosforecnan amonny, SIGMA-ALDRICH, EU
e Roztok kyseliny fosforeéné 10 % ptipraveny fedénim z 85 % roztoku kyseliny
fosfore¢né, SIGMA-ALDRICH, EU
e Roztok hydroxidu amonného 10 % ptipraveny fedénim z 25 % roztoku
hydroxidu amonného, PENTA, Ceskéa Republika
e Deionizovand voda ptipravena pomoci piistroje Milli Q o mérném elektrickém
odporu 18.2 MQecm
e Sofosbuvir forma | ZENTIVA a.s.
e Necistoty Sofosbuviru
o F-Cukr
o Di-OH
o Triazindiol
o Des-lIsopropyl
o Des-Alanin
o Des-Phenyl
o S,R-Sofosbuvir

o Di-iPRP

20



Na obrazcich Obr.2-8 jsou vyobrazeny struktury necistot.
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Obr. 2 Struktura necistoty F-Cukr.
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Obr. 3 Struktura necistoty Di-OH.
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Obr. 4 Struktura necistoty Triazindiol.
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Obr. 5 Struktura necistoty Des-Phenyl.
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Obr. 6 Struktura necistoty Des-Alanin.
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Obr. 7 Struktura enantiomeru S,R-Sofosbuvir.
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Obr. 8 Struktura necistoty Di-IPRP.
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4.1.2 Pristroje a pomiicky

Digitalni vaha Sartorius MC 1LC 2200 P

Analyticka vaha AT-261 Delta Range, Mettler Tolledo
Ultrazvukova lazen Kraintex K-6LE

Centrifuga MPW-65R, MPW

pH meter Seven Compact, Mettler Tolledo
Automaticka pipeta Pipetman, Gilson

Laboratorni sklo

Software Modde Pro, Umetrics

Sada nastrojii Microsoft Office 2016

Kolony

HPLC  Stara XBridge BEH C8 2,5 um; 4,6x100 mm

(provedeno pies 150 nastiiki)
HPLC Nova XBridge BEH C8 2,5 um; 4,6x100 mm
UPLC Acquity UPLC BEH C8 1,7 um; 2,1x100 mm
Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity

e Vysokotlaké Cerpadlo G4220A

e Autosampler G4226A
e Termostat G4220A
e DAD detektor G4212A
e Software Empower

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series
e Vysokotlaké ¢erpadlo G1311A QuatPump

e (Odplynovac G1322A Degasser
e Autosampler G1329A ALS

e Termostat G1316A Colcom
e DAD detektor G1315B DAD

e Software Empower
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4.2 HPLC metoda pro hodnoceni ¢istoty Sofosbuviru

Metodu, jejiz validace je pfedmétem této bakalarské prace, jsem pievzal od Ing.
Jakuba Pettika z Vysoké $koly chemicko-technologické?®. Ukazkovy chromatogram, na

kterém jsou vidét jednotlivé piky necistot a sofosbuviru, je uveden v piiloze 1.

Sofosbuvir ¢istota

Vytvoteno Jakubem Petiikem

Pristroj

HPLC systém s kvartérni pumpou, kolonovym termostatem, autosamplerem, UV

detektorem a data stanici

Chemikalie

Methanol

Dihydrogenfosforecnan amonny

Voda pro chromatografii
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Tab. 2 Podminky separace

Kolona: XBridge BEH C8 2,5um; 4,6x100mm

Mobilni faze: Slozka A a slozka B dle gradientového programu

Slozka A: 10mM fosfore¢nanovy pufr pH 2,5
Rozpusti se 1,15 g dihydrogenfosfore¢cnanu amonného R ve
1000ml vody pro chromatografii a pH se upravi pomoci
kyseliny fosfore¢né na 2,5

Slozka B: Methanol

Pratok mobilni faze: 0,8 ml/min

Objem nastfiku: 7,0 pl

Doba analyzy 24 min

Teplota na koloné: 50°C

Vlnova délka detekce:  220nm

Tab. 3 Gradientovy program

Cas [min] Slozka A [%] Slozka B [%]
0,0 90 10
3,0 90 10
14,0 10 90
18,0 10 90
19,0 90 10
24,0 90 10

Rozpoustédlo vzorku

10 % methanol
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Roztok vzorku

Navazi se 10 mg sofosbuviru do 10 ml odmérné banky a doplni se rozpoustédlem vzorku

po rysku. Nésledn¢ se vzorek umisti do ultrazvuku na dobu 20 min.

Retencni Casy aktivni latky a necistot (pribliZné)

F-cukr: 2,58 min

Di-OH: 4,24 min
Triazindiol: 4,73 min
Des-Isopropyl: 8,42 min
Des-Alanin: 9,12 min
Des-Phenyl: 10,11 min
S,R-Sofosbuvir: 12,55 min
Sofosbuvir: 12,85 min
Di-iPRP: 15,20 min

Hodnoceni

Metoda vnitini normalizace
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4.3 Design of experiments

V softwaru MODDE Pro bylo navrzeno 9 experimentt, jejichz piehled je v Tab. 5.
Schéma pokusii bylo vygenerovano na zéklad¢ urCenych faktorti, které jsou shrnuty
v Tab. 4.

Tab. 4 Tabulka faktort, které byly zahrnuty do DOE.
Stara XBridge BEH C8 2,5 um; 4,6x100 mm

Kolony .
Nova XBridge BEH C8 2,5 um; 4,6x100 mm
pH 2,5+0,5
Prutok 0,80 ml/min + 0,05 ml/min
Teplota 50°C+5°C
Slozka B v MF +2 %

Tab. 5 Tabulka naplanovanych experimentti za pomoci piistupu DOE

Oznaceni Nazev Kolona pH Teplota Pratok Slozka B v MF
experimentu  experimentu [°C] [ml/min] [%]
1 N1 Stara 2,0 45 0,85 2
2 N2 Nova 2,0 45 0,75 -2
3 N3 Stara 3,0 45 0,85 -2
4 N4 Nova 3,0 45 0,75 2
5 N5 Stara 2,0 55 0,75 2
6 N6 Nova 2,0 55 0,85 -2
7 N7 Stara 3,0 55 0,75 -2
8 N8 Nova 3,0 55 0,85 2
9 N9 Stara 2,5 50 0,80 0

Za pomoci softwaru MODDE Pro byla vyhodnocena tato kritéria:
e Symetrie hlavniho piku sofosbuviru
e RozliSeni vSech piku

e Retencni ¢as vSech piku
Pro méfeni vSech vygenerovanych experimentli byla pouZzita metoda pro stanoveni ¢istoty

sofosbuviru, ktera byla vytvofena Ing. Jakubem Petiikem. Tato metoda je uvedena

v kapitole 3.2.
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4.4 VValidace

Pti validaci analytické metody byly testovany nasledujici parametry: robustnost,

piesnost, linearita, vytéznost, odezvovy faktor, mez detekce a mez stanovitelnosti.

4.4.1 Test zpusobilosti systému

Test zptisobilosti systému byl proveden pfed kazdym meétenim. Nastfik vzorku
obsahujici sofosbuvir a jeho necistoty byl proveden 10% a nasledné se hodnotilo rozliSeni
a symetrie pikd. Na zakladé testovani robustnosti bylo do testu zpiisobilosti systému
ptidano sledovani rozliseni kritickych pari Di-OH - trianzdiol a S,R-sofosbuvir -

sofosbuvir.

4.4.1 Robustnost

Pomoci software MODDE Pro byl vytvofen plan experimenti zahrnujicich tyto
faktory: opotiebovanost kolony, teplota, pritok mobilni faze, zastoupeni organické
slozky v mobilni fazi a pH. Plan téchto experimentl je uveden v Tab. 5. Vzorek
obsahujici smés vSech necistot 0 koncentraci 1 mg/ml a sofosbuviru byl analyzovan
pomoci metody na stanoveni Cistoty sofosbuviru. Z chromatogramli jsme vyhodnotili

retencni Casy, rozliSeni a symetrii piku sofosbuviru.

4.4.2 Presnost

Pro test pfesnosti analytické metody bylo pfipraveno 6 vzorka (oznacenych PS1-
PS6) o koncentraci 10 mg/ml navazenim 10 mg sofosbuviru do 10 ml odmérné barnky a
doplnénim po risku 10 % roztokem methanolu. Banky s pfipravenym roztokem byly
vlozeny do ultrazvukové 14zné¢ na 20 min. Pfesné navéazky sofosbuviru pii piiprave
jednotlivych vzorku jsou uvedeny v Tab. 6.

Vyhodnoceni bylo provedeno metodou vnitini normalizace z ploch pikl necistot,

kde relativni smérodatna odchylka (RSD) nesméla presahnout 5 %.
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Tab. 6 Navazky sofosbuviru pro hodnoceni piesnosti metody.

Oznaceni Navazka
vzorku (mg)
PS1 10,04
PS 2 10,06
PS 3 10,16
PS4 9,98
PS5 9,98
PS 6 10,20

4.4.3 Linearita

K ovéfeni linearity byl pfipraven zasobni roztok sofosbuviru a necistoty
des-alaninu na koncentra¢ni hladiné odpovidajici 150 % koncentrace ocekavané
vV redlném vzorku. Postupnym fedénim zasobniho roztoku bylo pfipraveno dalSich
11 roztoki o hladinach (150 %-0,05 %) viz Tab. 7. Zasobni roztok byl pfipraven
diferen¢nim navazenim 30,22 mg sofosbuviru a 30,07 mg des-alaninu do 20 ml odmérné
baiiky. Roztok byl doplnén po rysku 10 % roztokem methanolu a vloZen do ultrazvukové
lazn€ po dobu 20 minut.

K vyhodnoceni linearity byly pouZity plochy piki. Jako vypovédni hodnota
linearity byl pouzit korelaéni koeficient r. Hodnota korelacniho koeficientu pro

sofosbuvir by neméla klesnout pod 0,999 a pro des-alanin pod hodnotu 0,997.
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Tab. 7 Tabulka koncentraénich hladin a koncentraci sofosbuviru a des-alaninu ve
vzorcich pro hodnoceni linearity.

Koncentra¢ni hladina Koncentrace

(%) (mg/ml)
150 15
100 10
75 7,5
50 5

25 2,5

10 1

5 0,5

1 0,1
0,5 0,05
0,25 0,025
01 0,01
0,05 0,005

4.4.4, Vytéznost

K méfeni vytéznosti byla vytvoiena sada roztokd o koncentracich sofosbuviru
odpovidajicich 99,95 %, 99,5 %, 95 %, 50 %, 5 %, 0,5 % a 0,05 % hodnoty ocekavané u
realnych vzorkd. K témto vzorkiim bylo pfidano odpovidajici mnozstvi des-alaninu do
hodnoty 100 %. Tato fada roztoku byla pfipravena v triplikatu. Nejdtive byly pfipraveny
zasobni roztoky sofosbuviru o koncentra¢ni hladiné 100 % navéazenim 20,04 mg
sofobuviru a rozpusténim v 20 ml odmérné bance doplnéné po rysku 10 % roztokem
methanolu. Stejnym zplsobem byl pfipraven zasobni roztok necistoty des-alaninu,
navazenim 20,32 mg a rozpusténim vV 20 ml odmérné banice doplnéné po rysku 10 %
roztokem methanolu. Tyto zasobni roztoky byly dale 20x fedény do objemu 20 ml.

Vytéznost byla vyhodnocena za pomoci vnitini normalizace z teoretické a skutecné
procentualni koncentrace vypoctené z ploch pikt, pficemz na plocha piku des-alaninu
byla korigovana odezvovym faktorem. Vytéznost byla vypocitana podle vzorce, kam

jsme koncentraci zadavali v procentech hodnoty o¢ekavané v realném roztoku.

Cskutetna

Vytéinost = * 100

Cteoreticka
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Vysledky testu vytéZznosti musely spliiovat stanovené limity uvedené v Tab. 8.

Tab. 8 Tabulka limitt, které musi vytéznost spliovat.

VytéZnost RSD Koncetrace
98,0-102,0 % <2,0% 10 %-100 %
95,0-105,0 % <3,0% 1,0%-10%
90,0-110,0 % <5,0% 0,1%-1,0%

85,0-115,0 % <7,0% 0,03 %-0,10 %

4.4.5 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Pfi zjistovani LOD a LOQ byl pro méfeni pouzit slepy vzorek, tedy 10 % roztok
methanolu. Na chromatogramu byla vyhodnocena primérnd hodnota Sumu v okoli
hlavniho piku sofosbuviru a necistoty des-alaninu = 5 min. Mez detekce a mez

stanovitelnosti byly nasledné vypocitany podle nasledujicich vzoru.

30

LOD =
slope
LOO = 10-0
0= slope

Kde o je primérna vyska Sumu a slope je smérnice linearni kalibracni zavislosti,

vypocitana z vysky piku.

4.5 Prevod HPLC metody na UPLC systém

V programu MS excel byl vytvofen soubor 20 nahodnych hodnot (Tab.9) v
intervalu 0-1 %. Hodnoty uvedené v Tab.9 vyjadiuji relativni koncentraci des-alaninu
vztazenou ke koncentraci sofosbuviru na 100 % koncentra¢ni hlading, tedy 10 mg/ml.

Pro vytvofeni tohoto souboru roztoku byl ptipraven zasobni roztok sofosbuviru o
koncentraci 10 mg/ml diferencialnim navazenim 250,72 mg sofosbuviru a doplnénim po
rysku 10 % roztokem methanolu do 250 ml odmérné banky. Dale byl ptipraven zasobni

roztok des-alaninu o koncentraci 10 mg/ml diferen¢nim navazenim 20,07 mg do 20 ml
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odmérné banky a doplnéni po rysku 10 % roztokem methanolu. Oba zasobni roztoky byly
po dobu 20 minut ponofeny do ultrazvukové lazné. Ze zasobniho roztoku des-alaninu byl
odebran 1 ml pomoci automatické pipety a pteveden do 20 ml odmérné banky a doplnén
po rysku roztokem 10 % methanolu. Takto byl pfipraven 20x fedény roztok des alaninu
k piipravé 20 vzorkd pro test pienositelnosti metody. Do 10 ml odmérnych ban¢k
oznacenych 1-20 byl pfidan zasobni roztok sofosbuviru. Podle Tab.9. byl do kazdé z 20
odmérnych ban€k pipetovan pomoci automatické pipety 20x fedény roztok des-alaninu.

Odmérné banky byly poté doplnény po rysku 10 % roztokem methanolu.

Tab. 9 Relativni koncentrace des-alaninu a objemy 20x zifedéného zasobniho roztoku
pouzité pro piipravu roztokt k randomiza¢nimu testu.

Cislo Relativni koncentrace Objem 20x fedéného roztoku des-alaninu
vzorku des-alaninu [%] [ul]
1 0,50 1000
2 0,26 523
3 0,70 1417
4 0,97 1949
5 0,91 1843
6 0,58 1172
7 0,09 191
8 0,20 397
9 0,81 1628
10 0,31 632
11 0,33 663
12 0,46 923
13 0,14 281
14 0,30 605
15 0,13 272
16 0,81 1630
17 0,76 1534
18 0,05 106
19 0,78 1565
20 0,06 118
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Pro méfeni na HPLC systému byla pouzita metoda pro stanoveni Cistoty sofosbuviru
vytvorend Ing. Jakubem Petiikem kapitola 4.2. Pro Gpravu metody na UPLC systém byla
pouzita webova aplikace Thermo Scientific Method transfer recommendations®’ jejiz
vystup je uveden v Tab. 10. Ze ziskanych chromatogramu byly odeéteny hodnoty ploch
pikt a procentualni zastoupeni ploch piku pro sofosbuvir a des-alanin. Tyto hodnoty byly

pouzity pro statistické vyhodnoceni pienositelnosti metody pomoci korela¢ni analyzy a

T-testem.
Tab. 10 Tabulka apravy HPLC metody na UPLC systém®’.
HPLC UPLC
Kolona Kolona
Délka 100 mm Délka 100 mm
Prumér 4.6 mm Pramér 2,1 mm
Velikost ¢astic 2,5 um Velikost ¢astic 1,7 um
Podminky metody Podminky metody
Pratok 0,8 ml/min Pratok 0,3 ml/min
Objem nasttiku 0,7 ul Objem nastiiku 1,2 pl
Maximalni tlak 30 MPa Maximalni tlak 116.4 MPa
Gradientovy program Gradientovy program
Cas (min) Slozka Slozka Cas (min) Slozka Slozka
A (%) B (%) A (%) B (%)
0 90 10 0 90 10
3 90 10 1,7 90 10
14 10 90 7,5 10 90
18 10 90 10 10 90
19 90 10 10,5 90 10
24 90 10 12 90 10
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5 VYSLEDKY A DISKUSE
5.1 Validace

Pfi validaci jsme se zabyvali hodnocenim necistot. V nasem ptipadé jsme validaci
provedli na necistot¢ des-alanin, jelikoz jsme pouze tuto necistotu méli v dostate¢ném

mnozstvi. Validace byla navrzena tak, aby byla hodnocena metodou vnitini normalizace.
5.1.1 Robustnost

Vysledky testu robustnosti byly vysetteny v programu na DOE MODDE Pro.
Nejdiive jsme se pii hodnoceni zaméfili na studium ziskanych dat pomoci grafu Box
Whisker plot. Graf Box Whisker plot zndzorniuje rozdéleni dat do kvartili a zvyraziuje
median a odlehlé hodnoty. Jako prvni jsme se zabyvali posuny retencnich Castu piki
studovanych necistot v zavislosti na zménach podminek. Graf Box Whisker je znazornén
na Obr. 9. Krom¢ posunti reten¢nich ¢ast piku ne€istot je na ném také vidét poradi, ve

kterém jdou jednotlivé piky za sebou.
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Triazindiol-
:s-Isopropyl-
Des-Alanin
Des-Phenyl |
Sofosbuvir
Sefosbuvir
Di-Iprp |

Obr. 9 Box Whisker plot znazornujici reten¢ni casy v zavislosti na zméne podminek.

Na grafu jsou dale vidét tfi regiony, kde jsou piky pomérné blizko u sebe a mohlo by zde
byt potencialni riziko koeluce. V prvnim regionu se nachazi dvojice necistot Di-OH a

Triazindiol. Druhy region zahrnuje tfi necistoty a to des-isopropyl, des-alanin a des-
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phenyl. V tietim regionu se nachazi Sofosbuvir a jeho enantiomer S,R-Sofosbuvir.
Z techto tii regionil jsme si vybrali prvni a tfeti region k dalSimu Setieni z diivodu, Ze se
jejich hrani¢ni hodnoty piekryvaji, a proto je nutné dal vysettit, zda nedochazi ke koeluci.
Dvojice v danych regionech jsme si oznacili jako kritické pary. Pro Setfeni koeluce jsme
si hodnoty rozliSeni necistot zobrazili také v grafu Box Whisker plot. ktery je znazornény

na Obr. 10.
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Obr. 10 Box Whisker plot znazortiujici rozliSeni v zavislosti na zméné podminek.

Z grafu je ziejmé, ze rozliSeni mezi Di-OH - trianzdiolem a S,R-sofosbuvirem -
sofosbuvirem je v kazdém piipadé nad hodnotou 1,5; a proto mizeme konstatovat, ze
v danych rozmezich testovanych parametrii ke koeluci nedochazi. Dalsi dikaz, Ze ke
koeluci nedochazi je ukazan na obrazku Obr. 11, kde je vyobrazena ¢ast chromatogramu
experimentu N1, pii kterém byla zjisténa nejmensi hodnota rozlisSeni 1,54 mezi

necistotami Di-OH a triazindiolem. Ostatni piky necistot maji vy$s§i hodnotu rozliseni a

tudiz z hlediska robustnosti neptedstavuji zadny problém.
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Obr.11 Chromatogram experimentu N1, na kterém je znazornéna separace necistot Di-

OH atriazindiolu. Na ose X je znazornén ¢as v minutach a na ose Y je odezva detektoru
Vv jednotkach AU.

Dale byl studovan vliv jednotlivych faktorti (chromatografickych podminek),
které byly Vv testu robustnosti ménény. Pro celkové zhodnoceni vyznamnosti
jednotlivych faktorti robustnosti byl pouzit VIP plot. Z néj je vidét, Ze faktory, které
nejvice ovliviiuji metodu jsou staii kolony a podil organické slozky v mobilni fazi a to
proto, ze hladina jejich vyznamnosti je vétsi nez hodnota 1. Méné vyznamnymi faktory
jsou teplota a pH jejichz hodnota se pohybuje od 0,6 do 1. Nejméné vyznamnym

faktorem, ktery metodu téméf neovliviiuje je pratok. VIP plot je znazornén na Obr. 12.
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Obr.12 VIP plot znazoriujici miru celkové vyznamnosti studovanych faktort.

Jako posledni jsme vySetfovali jaké konkrétni faktory ovliviiuji separaci Kritickych
pard Di-OH-triazindiol a S,R-sofosbuvir-sofosbuvir. K tomuto tcéelu byl pouzit

coefficient plot. Graf coefficient plot pro rozliseni Di-OH a triazindiolu je zobrazen na
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obrazku Obr. 13. Z grafu jasn¢ vypliva, Ze rozliSeni piku Di-OH a triazindiolu nejvice
ovliviiyje stari kolony a teplota. JelikoZ riist hodnoty rozliSeni je pfimo imérny pii pouziti
staré kolony, lze konstatovat, Ze starnutim kolony se rozliSeni zhorSuje. Na druhou stranu
piima iméra mezi rozliSenim a zvysujici se teplotou ukazuje na pozitivni vliv teploty.

Na zéaklad¢ vSech informaci o separacnim chovani kritického paru Di-OH-triazindiol
V ramci testu robustnosti jsme zatadili sledovani rozliSeni tohoto kritického paru v SST a

to s limitem 1,5.

Rozliseni Triazindiolu

Stars kolona Novi kolona Organicks slozka MF pH Teplota Priitok
Obr. 13 Coefficient plot pro rozliseni Di-OH a Triazindiolu.
Druhy kriticky par S,R-sofosbuvir a sofosbuvir byl také vysetfen pomoci grafu
coefficient plot pro rozliseni S,R-sofosbuviru a sofosbuviru. Graf je znazornén na
Obr. 14. Z grafu je vidét, Ze kolona ma na rozliSeni S,R-sofosbuviru od sofosbuviru
opacény vliv oproti triazindiolu. Rozliseni S,R-sofosbuviru a sofosbuviru negativné
ovlivituje teplota a prutok. Separaci kritického paru S,R-sofosbuvir a sofosbuvir jsme na
zakladé informaci, které jsme ziskali také zafadili do sledovani pii SST, a to s limitem

pro rozliSeni 1,5.
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Rozliseni Sofosbuviru

-0,4 : . i :
Stara kolona Nova kolona Organicka slozka MF pH Teplota Pritok

Obr. 14 Coefficient plot pro rozliseni S,R-Sofosbuviru a Sofosbuviru.

Co se tyc¢e faktori, které ovliviiuji rozliSeni ostatnich pikd, jejich coefficient ploty
jsou Kk nahlédnuti v ptiloze 1. Vliv kolony na rozliSeni ostatnich pikd ma na vSechny
rozliSeni az na rozliseni pikd Di-OH a triazindiolu stejny vliv jako na rozliseni S,R-
sofosbuviru a sofosbuviru. Snizovani teploty snizuje hodnotu rozliseni u vsech pikd

kromé kromé rozliseni Di-OH a triazindiolu.

5.1.2 Presnost

Kuréeni presnosti metody bylo samostatné ptipraveno 6 roztokl sofosbuviru
navazky jsou uvedeny v kapitole (4.4.2). Pfesnost byla vyhodnocena pro necistoty F-cukr,
des-alanin a S,R-sofosbuvir a RSD ploch jejich piki byla zaokrouhlena na 3 platné Eislice.
Hodnoty RSD jednotlivych necistot jsou uvedeny v Tab. 11. Metoda je povaZzovana za

piesnou je-li splnén limit pro RSD plochy piku jednotlivych necistot mensi nez 5 %.
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Tab. 11 Piehled procentualniho zastoupeni ploch pikii necistot a jejich RSD.

Procentualni zastoupeni plochy [%]

Vzorek ] .
F-Cukr  Des-Alanin S,R-Sofosbuvir
PS1 0,020 0,037 0,149
PS2 0,020 0,040 0,161
PS3 0,019 0,038 0,154
PS4 0,021 0,041 0,152
PS5 0,021 0,040 0,153
PS 6 0,021 0,042 0,159
Pramér 0,020 0,040 0,155
RSD
[%] 4,02 4,69 2,91

Stanoveny limit pro pfesnost RSD < 5 % byl splnén u vSech necistot, na kterych
jsme ptesnost vyhodnocovali. Diky splnéné podmince pro pfesnost mizeme tvrdit, ze

metoda na stanoveni Cistoty sofosbuviru je piesna.

5.1.3 Linearita

Pro ovéfeni linearity metody na stanoveni Cistoty sofosbuviru bylo ptipraveno 12
roztokli obsahujicich sofosbuvir a des-alanin o koncentracich uvedenych v Tab. 7.
Linearita byla vyhodnocena za ti¢elem vypocitat odezvovy faktor des alaninu ze smérnic
linearnich kalibraénich zavislosti. Za pomoci programu Microsoft Office Excel 2016 byly
metodou linearni regrese vyhodnoceny zavislosti ploch pikti na koncentraci. Grafy
linearnich regresi jsou uvedeny na Obr.15 a Obr. 16, kde se na ose x nachazi koncentrace

Vv (mg/ml) a na ose y plocha piku (nV:s).
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Obr. 15.: Graf linearni regrese zavislosti plochy piku sofosbuviru na jeho koncentraci.
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Obr. 16.: Graf linearni regrese zavislosti plochy piku des-alaninu na jeho koncentraci.
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5.1.4 Odezvovy faktor

Odezvovy faktor (Cr) bylo nutné vypocitat pro spravné vyhodnoceni vytéznosti.

Odezvovy faktor byl vypocitan pro neéistotu des-alanin podle vzorce:

_ Ssfp 393079
F = Spa 618548

= 0,636

Kde Ssiy je smérnice kalibra¢ni zavislosti sofosbuviru a Spal je smérnice kalibra¢ni

zavislosti des-alaninu.

5.1.5 VytéZnost

Vytéznost byla vyhodnocena pro necistotu des-alanin na hladinach 99,95 %, 99,5
%, 95 %, 50 %, 5 %, 0,5 %, 0,05 % koncentrace sofosbuviru o¢ekavané v realném vzorku.
Hodnoty vytéznosti a RSD pro des-alanin jsou uvedeny v Tab. 12.
Vysledky testu vytéznosti odpovidaly stanovenym limitim uvedenym v kapitole 4.4.4.
Hodnota vytéznosti se pohybovala v intervalu od 92,4 5 % do 111,45 % pti¢emz hodnota
RSD se pohybovala v intervalu od 0,0013 % do 3,7731 v zavislosti na dané koncentra¢ni
hlading.
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Tab.12 Tabulka vyhodnoceni vytéznosti des-alaninu pro rizné koncentra¢ni hladiny.

Hladina  Teoreticka koncentrace =~ Naméfena Koncentrace Vytéznost RSD

(%) (%) (%) (%) (%)
101,63 99,95 98,35

99,95 101,63 99,95 98,35 0

101,63 99,95 98,35
101,23 99,48 98,27

99,5 101,23 99,47 98,26 0,12
101,03 99,48 98,46
96,36 96,36 98,24

95 96,26 96,26 98,24 0,05
96,56 96,56 98,15
49,99 49,59 99,2

50 49,99 49,27 98,55 0,33
49,99 49,4 98,81
5,01 4,84 96,57

5 5,01 4,83 96,39 1,65
5,01 4,97 99,26
0,5 0,49 97,78

0,5 0,5 0,46 92,45 2,8
0,5 0,48 95,18
0,05 0,05 109,15

0,05 0,05 0,06 111,45 3,77
0,05 0,05 103,53

5.1.6 Mez stanovitelnosti a mez detekce

Meze stanovitelnosti a detekce byly vypocteny z analyzy slepého vzorku, tedy
10 % roztoku methanolu. Vyhodnocena byla vyska Sumu v okoli hlavniho piku
sofosbuviru a necistoty des-alaninu, ktera byla nasledné pouzita k vypoctu LOD a LOQ
podle vztaht uvedenych v kapitole 4.4.5. Vypoctené hodnoty LOD a LOQ jsou spolecné

s hodnotami sumu a smérnic kalibrac¢ni zavislosti uvedeny v Tab. 13.
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Tab.13 Tabulka s hodnotami LOD a LOQ.

Sofosbuvir Des-Alanin
Primér sumu (uV) 41,75 32,74
Smeérnice kalibracni zavislosti
(uV/mg-ml) 108194 87278
LOD (%) 0,12 0,11
LOQ (%) 0,39 0,38

Z hodnot LOD a LOQ uvedenych v tabulce vyplyva, ze mez detekce pro sofosbuvir
byla 0,12 %, coz odpovida koncentraci 0,012 mg/ml, a mez stanovitelnosti byla 0,39 %,
coz odpovida koncentraci 0,039 mg/ml. Pro necistotu des-alanin byla hodnota LOD 0,11
%, coz odpovida koncentraci 0,011 mg/ml, a LOQ byla 0,38 %, tedy 0,038 mg/ml.

5.2 Pfevod metody a statistické vyhodnoceni jeji prrenositelnosti

Ptevod metody byl proveden analyzou 20 vzorkl o koncentracich uvedenych v
Tab. 14 jednou na HPLC systému a podruhé na UPLC systému. Vyhodnocena byla
plocha piku sofosbuviru a necistoty des-alaninu. Z téchto hodnot byla vypoctena skute¢na
hodnota relativni koncentrace des-alaninu, ktera je uvedena v tabulce. Ziskané hodnoty
zanalyz na HPLC a UPLC systému byly pouZzity na porovnani vysledkli mezi

jednotlivymi systémy pomoci statistickych metod korela¢ni analyzy a za pomoci T-testu.
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Tab. 14 Hodnoty relativnich koncentraci des-alaninu namétené na HPLC a UPLC
systém v ramci testu pienositelnosti.

Naméfena hodnota relativni koncentrace

(%)

¢. experimentu HPLC UPLC
1 0,48 0,47
0,24 0,23

3 0,67 0,66
4 1,01 0,97
5 0,96 0,93
6 0,58 0,56
7 0,08 0,10
8 0,18 0,20
9 0,78 0,78
10 0,29 0,29
11 0,31 0,31
12 0,43 0,42
13 0,13 0,12
14 0,27 0,28
15 0,13 0,13
16 0,80 0,79
17 0,71 0,72
18 0,05 0,06
19 0,73 0,73
20 0,04 0,07

5.2.1 Parovy T-test

Vyhodnoceni pomoci parového T-testu bylo provedeno z hodnot naméfené
procentudlni koncentrace des-alaninu ziskané jak z HPLC systému tak UPLC systému.
V programu Microsoft Excel 2016 a ze vzorci uvedenych v kapitole 3.5 byla vypocitana
hodnota testovaci statiky R pro des-alanin. Hodnoty jednotlivych statistickych veli¢in
popsanych v kapitole 2.4.3 jsou shrnuty v Tab.15.
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Tab.15 Tabulka statistickych veli¢in parového T-testu.

HPLC vs UPLC

z 0,004175

Sz 0,1666

R 1,12099
toge (n-1) 1,729

Tabelovana hodnota tegy (19) je 1,729 a tudiz
IR| <t,(n—1)

je hodnota testovaci statistiky R mensi nez kriticka hodnota t rozdéleni. Proto jsme mohli
zamitnout hypotézu Hi a prohlasit, Ze obé metody, na 1 % hladiné vyznamnosti, poskytuji
stejné vysledky. Na zaklad¢ vysledku parového T-testu lze tedy usuzovat, ze HPLC

metoda pro stanoveni Cistoty sofosbuviru je prenositelna na UPLC systém.

46



5.2.2 Korela¢ni analyza

Korela¢ni analyza byla pouzita na hodnoty procentualni koncentrace des-alaninu
ziskané analyzou na HPLC a UPLC systému. Tabulka hodnot namétenych procentudlni
koncentraci des-alaninu je uvedena v kapitole (5.2.). V programu Microsoft Excel 2016

byl sestrojen graf korela¢ni zavislosti, ktera je zobrazena na obrazku Obr.17.

1,20
35
£ y =0,9597x + 0,0137
C
= 1,00 R?=0,9987 |
$ o ®
a
g 080 -
— U & *
= .
g 3 0,60 .
& X
= S
‘£ 040 ¥ e
E o
ch 0’20 .....-.
o 9
& (S

0,00

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

Procentualni koncentrace Des-Alninu (%) HPLC
Obr.17.: Graf korela¢ni analyzy.

Hodnota korelaéniho koeficientu byla 0,99935. Tato hodnota se velmi blizi 1 z toho lze
usuzovat, ze zavislost hodnot ziskanych z HPLC a UPLC systému je linearni. Dale
rozborem rovnice linearni kiivky je vidét, ze hodnota smérnice 0,9597 je velmi blizka
idealni hodnoté 1 a hodnota tiseku 0,0137 zase velice blizka idealni hodnoté 0. Tato fakta
poukazuji na schopnost metody na stanoveni Cistoty sofosbuviru podavat stejné vysledky
jak na HPLC systému, tak i na UPLC systému.

K dalS$imu hodnoceni korela¢ni analyzy jsme pouzili Bland-Altmnlv diagram,
ktery je vyobrazen na Obr.18. Na ose X jsou vyneseny hodnoty pruméru koncentraci a
na ose Y jsou vyneseny hodnoty rozdilu koncentraci zjisténych v daném vzorku obéma
metodami. Vedlejsi osa, oznacena jako prumér, znazoriuje prumér rozdilu jednotlivych
koncentraci. Osy oznacen¢ jako horni a dolni mez ptredstavuji 1,96 nésobek standardni
smérodatné odchylky vypoctené z rozdilu jednotlivych koncentraci odectené pro dolni

mez a prictené pro horni mez od primeéru rozdilu koncentraci. Z grafu je patrné, Zze 95 %
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hodnot tedy 19 hodnot z 20 lezi v intervalu mezi a jedina hodnota, ktera nevyhovuje

mezim neni odchylena nijak vyznamné, coz znac¢i vybornou pievoditelnost metody.

Bland-Altman(v diagram

0,06
EO’OS ®
%00,04 Horni mez; 0,0304
‘c 0,03 (]
Q
*® 0,02
E . o o
30,01 ® ° o ©
s © ® e Prlimér; -0,0025
$ 0,00 = o ®
O

Q

§_0,01 0 @ 01 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,@ 0,8 0,9 1
5-0,02 ° 5] )
N e Dolni mez; -0,0304
C2-0,03 @ecoecccccccsscccccscccccsssssssseccccssssssssccccssssssssscscccssssssssscccccsssssssscccced

-0,04 Priimér koncentraci méfeni (mg/ml)

Obr.18 Bland-Altmantv diagram.
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6 ZAVER

Cilem této bakalafské prace byla validace HPLC metody na stanoveni Cistoty
sofosbuviru a ptevod této metody na UPLC systém.

Validace metody byla provedena na necistot¢ des-alanin a mezi validované
parametry bylo zahrnuto: SST, pfesnost, linearita, vytéznost, LOD, LOQ a robustnost.
Robustnost byla testovana za pomoci planovani experimentti (DOE).

Metoda splnila vSechny valida¢ni parametry, RSD plochy piku des-alaninu byla
4,69 %, korela¢ni koeficient linearni kalibrac¢ni zavislosti byl 0,9998 a odezvovy faktor
des-alaninu vztazeny k sofosbuviru byl 0,636. Vytéznost byla hodnocena na 7
koncentra¢nich hladinach 99,95 %, 99,5 %, 95 %, 50 %, 5 %, 0,5 %, 0,05 %. Vytéznost
se pohybovala v rozmezi od 92,45 % do 111,45 % a RSD bylo v rozmezi od 0,0013 % do
3,7731 %. LOD byla stanovena na 0,011 mg/ml a LOQ byla stanovena hodnota 0,038
mg/ml. Robustnost byla prozkoumana pomoci statistického programu MODDE Pro. Za
kritické pary s rizikem koeluce byly uréeny Di-OH - triazindiol a S,R-sofosbuvir —
sofosbuvir, které byly dale vySetieny. Nasledné byla metoda uznana robustni. Rozliseni
kritickych parti bylo navrzeno na pozorovani pti SST.

Pro pienos metody byla pouzita aplikace Thermo Scientific Method transfer
recommendations!’ a nasledné byla testovana pienositelnost metody na sadé vzorkd
pfipravenych randomizaénim postupem. Vysledky byly zpracovany statistickymi
metodami, tj. parovym T-testem a korelac¢ni analyzou. Pfi parovém T-testu byla hodnota
testovaci statistiky R mensi neZ kriticka hodnota teey rozdéleni, a tudiZ byla na 1 % hladiné
vyznamnosti zamitnuta hypotéza Hi. Na zakladé vysledku parového T-testu a piijeti
hypotézy Ho lze konstatovat, ze metoda podava srovnatelné vysledky jak na HPLC, tak i
na UPLC systému. Ddle jsme pro srovnani testovali pienositelnost metody korelacni
analyzou. Korelacni koeficient byl 0,99933, coz je velmi blizké 1, smérnice regresni
kiivky byla 0,9597, coZ je velmi blizké hodnoté 1, Gisek regresni kiivky byl 0,0137, coz
je velmi blizké hodnoté 0 a Bland-Altmaniv diagram ukazuje, ze 95 % hodnot se nachazi
ve stanovenych mezich. Tento fakt poukazuje na tésnost hodnot ziskanych z HPLC a
UPLC systému, z ¢ehoz lze také usuzovat, ze metoda je prenositelnd mezi HPLC a UPLC

syst¢tmem. Ob¢ statistické metody, kterymi byla ptenositelnost metody testovana
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poukazaly na velmi dobrou schopnost metody podavat stejné vysledky na HPLC a UPLC

systemu.
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