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Abstrakt

Tato prace se zabyva vyvojem chromatografické metody pro stanoveni venetoclaxu
a kontrolu jeho ¢istoty pomoci techniky UHPLC. Venetoclax je nizkomolekularni inhi-
bitor antiapoptického proteinu Bcl-2, ktery hraje dilezitou roli pti regulaci apoptozy
a pri vzniku hematologické malignace. Venetoclax se tedy pouziva pro 1écbu chronické
lymfocytarni leukemie. Kvili problematické rozpustnosti analytu byl jako rozpousté-
dlo vzorku zvolen 10mM vodny roztok HsPO, : ACN s 40% objemovym zastoupenim
acetonitrilu. Dale byla nalezena optimalni kombinace staciondrni a mobilni faze.
Optimalizace byla provadéna predevsim s ohledem na faktor chvostovani piku vene-
toclaxu a jeho rozliSeni od necistoty eluujici v jeho tésné blizkosti. V optimalizované
metodé byla pouzita kolona Acquity UPLC BEH Phenyl (100 x 2,10 mm; 1,7 pm)
a jako mobilni fdze smés pufru (10mM H3zPO,/NH;z o pH 2,5) s pfidavkem 0,5%
trifluoroctové kyseliny a ACN. Soucasti validace metody bylo testovani presnosti, opa-
kovatelnosti, meze detekce a kvantifikace, linearity a linedrniho dynamického rozsahu,
robustnosti metody a testovani stability vzorku. Opakovatelnost retenéniho ¢asu byla
0,07 % a opakovatelnost plochy piku byla 0,45 %. Hodnota meze detekce metody byla
1,6 - 107> mgmm~! a hodnota meze kvantifikace byla 5,4 - 10~® mgmm™'. Linearita
kalibracni zavislosti odpovidala hodnoté 1,049, odezva detektoru je tedy linearni
v celém testovaném rozsahu koncentraci. Vyvinutd metoda byla vyuzita ktestovani
stability uc¢inné latky venetoclaxu volné a v tableté pripravku Venclexta. V ramci
testu byly tc¢inna latka a tableta vystaveny riznym teplotam a vlhkostem. Zjistoval
se vliv jednotlivych podminek na obsah necistot. P1i zvysené teploté a vlhkosti
pribyvaly degradac¢ni produkty v tableté vyraznéji nez u tc¢inné latky venetoclaxu.
Pti ponechani vzork ve vlhkém prostiredi dochazelo k vyraznéjsi degradaci jak

u ucinné latky venetoclaxu, tak u tablety Venclexty.
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Seznam pouzitych zkratek

a symbolu

Pouzité zkratky

API

FDA

Bcl-2

BH3

CAPS

CLL

ICH

LC
LOD
LOQ
PEEK
RV

TFA

1é¢iva 1atka pripravku (z anglického Active Pharmaceutical Ingredient)

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (z anglického Food and Drug Admi-

nistration)

genova rodina Bel genil, identifikovand v souvislosti s lymfomem B bunék

(z anglického B-cell lymphoma-2)

doména v genetickém kédu antiapoptického proteinu Bel-2 (z anglického

Bcl-2 Homology domains 3)
3-cyklohexylamino-1-propansulfonova kyselina

chronickd lymfatickd leukemie (z anglického Chronic lymphocytic leuke-

mia)

Mezinarodni konference o harmonizaci technickych pozadavki na regis-
traci 1é¢ivych pripravkd pro humanni pouziti (z anglického International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration

of Pharmaceuticals for Human Use)

kapalinova chromatografie (z anglického liquid chromatography)
mez detekce (z anglického limit of detection)

mez kvantifikace (z anglického limit od quantification)
polyetheretherketon

relativni vlhkost

trifluoroctova kyselina (z anglického trifluoracetic acid)
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UHPLC ultra vysokoué¢innd kapalinova chromatografie (z anglického wultra-high

performance liquid chromatography)

Pouzité symboly

A plocha piku

o prumérnd hodnota Sumu

oy objemové zastoupeni vodné slozky A v mobilni fazi
OB objemové zastoupeni organické slozky B v mobilni fazi
Q@ smérnice kalibra¢ni primky

trel relativni retencni cas

s smérodatna odchylka meéreni

T aritmeticky priumér hodnot signalti pri n mérenich
Sy relativni smérodatna odchylka

x; prvek ze statistického souboru o indexu @

n pocet méreni

1 interval odlehlosti s 95% trovni spolehlivosti



1. Teoreticky tvod

1.1 (il prace

Cilem této bakalarské prace bylo vyvinout a optimalizovat podminky pro techniku
UHPLC pro stanoveni uc¢inné latky (API) venetoclaxu tak, aby vyvinutd metoda
mohla byt nasledné pouzita pro kontrolu ¢istoty API i tablety a pro studium stability
API volné a v tableté.

1.2 Venetoclax a Venclexta

Venetoclax (struktura zndzornéna na Obr. s molekulovou hmotnosti
868,447 gmol ™' je nizkomolekuldrni selektivni inhibitor antiapoptického proteinu
Bcl-2 (z anglického B-cell lymphoma-2), jehoz empiricky vzorec je CysH50CIN;O7S [1].
Venetoclax je pevna latka svétle az tmavé zluté barvy, kterd se vyznacuje velmi
malou rozpustnosti ve vodé. Hodnoty pKa se lisi v zavislosti na literarnich zdrojich.
Podle dokumentu (NDA 208573 Venetoclax [2]), zvefejnéného FDA, jsou hodnoty
pKa funkénich skupin 3,4 a 10,7. Podle DrugBank [3], ktery udédva vypoctenou pKa
ze zdroje ChemAxon, jsou hodnoty pKa 4,19 a 7,96.

Nadmeérné exprese Bcl-2 proteinu muze byt v disledku vzniku hematologické
malignace (mnohocetny myelom, lymfom, leukemie) nebo pevného nadoru (prsu,
prostaty, plic, tlustého stieva, $titné zlazy atp.) [4].

Venetoclax napodobuje pouze proteiny BH3, které jsou prirozenymi ligandy Bel-2
proteint a aktivatory apoptdzy tak, ze se navaze na hydrofobni drazku proteint Bel-2.
Tim potlacuje aktivitu Bel-2 proteinti a obnovuje apoptické procesy v nadorovych
bunkach. Exprese Bcl-2 proteinu hraje dilezitou roli v regulaci apoptozy. Jeho exprese
je spojena se zvysenou rezistenci viic¢i chemoterapeutikiim a prezivanim nadorovych
bunek [1].

Venclexta je nazev léc¢ivého pripravu vyrabéného spolecnosti AbbVie a Genentech
USA, ktery obsahuje API venetoclax. Lécivo se pouziva jako monoterapie pri léché

refrakterni chronické lymfocytarni leukemie s deleci 17p [5]. Pacienti trpici CLL s de-
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Obrazek 1.1: Molekula venetoclaxu. Na obrazku lze vidét piperazinové a sulfona-
midové funkéni skupiny s jednotlivymi vypoctenymi hodnotami pK,. Struktura

vytvofena v MarvinView 15.4.13.0 [6].

10



leci 17p nejprve uzivaji béhem ctyt tydnt pripravné léky obsahujici venetoclax, paty
tyden zacinaji uzivat primo tablety Venclexty v doporucené denni davce 400 mg/den.
Jedna tableta obsahuje 100 mg API venetoclaxu, vyrabéji se vsak tablety s 50mg
a 10mg obsahem API venetoclaxu [7].

1.3 UHPLC

Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC) je relativné mlada chro-
matograficka technika, kterda je zdokonalenim techniky HPLC. UHPLC vyuziva
kratsi chromatografické kolony, jejichz stacionarni fazi jsou sloupce tvorené poréznimi
¢asticemi s prumérem mensim nez 2 um (obvykle 1,7 um), které se vyuzivaji v pii-
strojich umoznujicich pracovat s vysokymi tlaky (az 100 MPa). Chromatograficky
systém je navrzen tak, aby odolal zatizeni vysokym zpétnym tlakem, ktery vznika
v dusledku zmensSeni ¢astic ve sloupcich stacionarni faze [8]. To umoznuje rychlé
separace s vysokou uc¢innosti.

Instrumentace je stejna jako v HPLC, dochézi k vylepseni konkrétnich ¢asti, umoz-
nujicich pracovat s vysokymi tlaky. Tlak zajistuje vysoce uc¢innd pumpa. Vysokému
tlaku musi byt prizplisobeny spojovaci materialy, které jsou pro UHPLC nejcastéji
tvoreny z ocele, pozlacené ocele, vysoce odolného polymeru PEEK (polyetherether-
keton) ¢ kombinace ocel-PEEK, a kapilary nejéastéji tvorené z ocele, standardniho
PEEKu do 50,7 MPa zapouzdifeného v niklu — tato kombinace zvysi odolnost az
do 252,5MPa [9]. Velky duraz je kladen na zmenseni mrtvych objemu. Kolony
v UHPLC jsou tvoreny stacionarnimi fazemi stejnymi jako v HPLC, tzn. napt. C18,
C8, Phenyl-Hexyl aj. Kazda stacionarni faze poskytuje rozdilné kombinace hydro-
fobicity, silanolové aktivity, hydrolytické stability a chemické interakce s analytem.
Ze sorbentu pro UHPLC se pouziva anorganicky (silikagel), organicky (polymerni
sorbenty, uhlikovy nosi¢), ¢i jejich kombinace. [10] Velky vyznam v UHPLC m4
pravé kombinace obou sorbenti. Tato technologie je oznac¢ovana jako Hybrid (Silicon-
Carbon) Particle Technology a mezi jeji hlavni vyhody patii velkd mechanicka
odolnost, zamezeni vlivu volnych hydroxylovych skupin silikagelu, vysoka separac¢ni

ucinnost a velka pH stabilita v Sirokém rozsahu pH pomoci tvorby methylenovych
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mustki. [10] Detekee je stejnd jako v HPLC, tzn. lze pouzit UV-VIS, fluorimetricky
detektor, hmotnostni detekei a dalsi. [T1]

Ve srovnani s HPLC ma UHPLC nizsi spotiebu rozpoustédel, pracuje v sirsim
rozsahu tlakt, vyzaduje mensi mnozstvi davkovaného vzorku, ma minimalni mimoko-
lonové objemy, vyssi separacni u¢innost, nizsi mez detekce, vyssi citlivost a analyza
je az 10x rychlejsi, coz je prinosné zejména v klinické praxi a farmaceutickém ¢i
potravinarském prumyslu. Mala velikost ¢astic stacionarni faze vsak klade vysoké

naroky na ¢istotu rozpoustédel a vzorky pouzivané pii UHPLC separaci. [12], [13]

1.4 Vyvoj chromatografické metody

Pti vyvoji chromatografické metody by mélo byt prvnim krokem definovani
cile metody. Nasleduje vyhledani informaci o analytu, ktery se bude stanovovat
(struktura, fyzikdlné-chemické vlastnosti) a na zékladé téchto informaci je navrhnut
vhodny typ detekce a vhodny separacni systém (napt. systém s normalnimi fazemi,
reverznimi fazemi atp.). Podle typu chromatografického systému a vlastnosti vzorku je
zvoleno pocatecni slozeni mobilni faze a nasleduji pocatecni experimenty se standardy.
Poté nasleduje méreni realnych vzork a zjistovani optimalnich chromatografickych
podminek (napt. davkovani vzorku, teplota kolony, pH mobilni faze atp.). Poslednim
krokem je validace metody. Finalni vyvoj tedy zahrnuje jak samotnou optimalizaci
metody, tak validaci. Optimalizace chromatografické metody je definovana jako volba
chromatografickych podminek, pti kterych jsou latky ve smési dokonale separovany
a citlivé detekovany v co nejkratsim case. [14] Vyvojem se ziskd analytickd metoda,
ktera v kombinaci se spravnymi postupy a spravnou laboratorni praxi snizuje prostoje,
které vznikaji nevhodnymi zasahy do chromatografického systému, minimalizuje
finan¢ni naklady na opravu UHPLC a udrzuje UHPLC systém v dobrém stavu.

Na vyvoj chromatografické metody pro stanoveni venetoclaxu nebyly nalezeny
publikované védecké clanky. V ¢eském lékopisu 2017[15] také neni pro stanoveni
venetoclaxu popsana zadna lékopisna metoda, proto béhem experimentalni ¢asti této

prace byly zkouseny rtzné varianty a kombinace chromatografickych podminek.
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1.5 Validace metody

Soucasti vyvoje metody je i jeji validace. Validace je definovana jako ziskani
dikazu ve formé dokumentace, ktery poskytuje vysoky stupen jistoty, ze ur¢ity proces
bude trvale poskytovat produkt odpovidajici predem urcené specifikaci. [16] Termin
validace se pouziva pri ovérovani a kalibraci urcitého procesu, jehoz vysledkem je
urc¢ity produkt. Konfirmace (ve farmacii kvalifikace) je pak oznaceni pro ovérovani
a kalibraci konkrétniho zafizeni ¢i systému. [10] Validace a revalidace se provadi
pred uvedenim metody do bézné praxe, pri zméné podminek, pro které byla metoda
validovana, pfi zméné vlastni metody ¢i pii presunu metody do jiné laboratore. [10]
Pravidla pro validaci metod ve farmacii se ridi platnymi predpisy a doporucenimi.
Organy, které vydéavaji prislusné smérnice pro validaci, jsou napiiklad ICH (z ang-
lického International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use), FDA a dalsi.

Soucasti validacniho procesu je zjisténi spravnosti a presnosti metody, opako-
vatelnosti, linearity, zjisténi meze detekce a meze kvantifikace, selektivity metody,
robustnosti metody a stability analytu. [I7]

Spravnost je definovana jako stupen, do jakého stanovena hodnota analytu ve
vzorku odpovidé pfijaté referencni hodnoté. [10] Rozdil mezi nalezenou a skutecnou
hodnotou je nazyvan chybou vysledku. Urcita ¢ast chyby, ktera se ve vysledcich méni
predvidatelnym zptisobem nebo zlistava konstantni se nazyva systematicka chyba
vysledku, zatimco ¢ast chyby, kterd se ve vysledcich méni neptedvidatelnym zptiso-
bem, se nazyva ndhodna chyba vysledku. Nahodnou chybu nelze odstranit. Spravnost
metody lze zjistit naptiklad analyzou modelového vzorku, analyzou vzorku se stan-
dardnim pridavkem, analyzou vzorku s pridavkem znamych necistot ¢i nezavislou
validovanou metodou.

Presnost analytické metody vyjadiuje miru tésnosti shody mezi vzajemné neza-
vislymi vysledky zkousek za predem predepsanych podminek. [I6] Presnost zavisi
pouze na rozdéleni nahodnych chyb a nema vztah ke skutecné hodnoté. Presnost
dané analytické metody mize byt ovérena ve tfech stupnich: opakovatelnost, mezi-

lehld presnost a reprodukovatelnost. Opakovatelnost vyjadiuje miru shody vysledki
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experimentalné ziskanych ve stejné laboratofi, tymz pracovnikem a za pouziti tychz
pristroji v kratkém casovém intervalu. Pokud jsou vzorky méreny s vétsim casovym
odstupem, riznymi pracovniky, na riuznych pristrojich, ale v ramci jedné laboratore,
pak se jednd o mezilehlou pfesnost. Poslednim stupném je méteni jednotlivych vzork
v riznych laboratorich, riiznymi analytiky a na rtznych pristrojich, mira shody takto
ziskanych vysledki odpovidé reprodukovatelnosti. [I§]

Linearita analytické metody vyjadiuje jeji schopnost poskytovat v daném roz-
sahu prijatelnou linearni korelaci mezi odezvou detektoru a koncentraci analytu ve
vzorku. [16] Miru shody vzdjemné zavislosti dvou ndhodnych proménnych urcuje
korelacni koeficient. Pokud je zavislost linearni, pak korelacni koeficient nabyva
jednotkové hodnoty. Cim vice se korelaéni koeficient blizi jedné, tim je mira shody
dvou nadhodnych proménnych vétsi.

Mez detekce neboli detekéni limit (LOD z anglického limit od detection) vyjadiuje
nich podminek detegovatelné, ale nemusi byt nutné kvantifikované jako presné
hodnota. [I8] Je dulezitym parametrem pro stanovovani necistot.

Mez kvantifikace (LOQ z anglického limit of quantification) je nejnizsi mnozstvi
analyzované latky ve vzorku, které muze byt kvantitativné stanoveno s prijatelnou
spravnosti a presnosti za danych experimentélnich podminek. [I8] Stejné jako mez
detekce je mez kvantifikace dilezitym parametrem pro stanovovani necistot. Hodnoty
LOD i LOQ by mély byt ovéfeny experimentalné.

Selektivita analytické metody vyjadiuje schopnost metody stanovit analyt ve
vzorku v pritomnosti jinych slozek, jejichz pritomnost lze oc¢ekavat. Jinymi sloz-
kami mohou byt pomocné latky, necistoty z vyroby, rozkladné produkty, zbytkova
rozpoustédla, tézké kovy aj. [18]

Poslednim valida¢nim parametrem je robustnost metody. Robustnost je defino-
vana jako mira vlivu mirného kolisani hodnot jednotlivych parametrii metody na
vysledek analytického testovani. [I6] P¥i posuzovani robustnosti metody se zvoli
ur¢ité parametry (napiiklad rozliSeni, relativni retence, faktor symetrie ¢i chvos-
tovani) a sleduje se vliv dil¢ich podminek préavé na tyto parametry. Vysledkem

testovani robustnosti jsou informace o parametrech, které jsou kritické, mohou ovliv-
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nit vysledky analyzy a vyzaduji tedy zvysSenou kontrolu. Robustnost také vyjadiuje
spolehlivost dané analyzy. [10] Soucasti ovéfeni robustnosti je i vyhodnoceni stability
vzorku, ktery muze degradovat béhem pripravy, Spatnym nakladanim se vzorkem,
skladovanim v autosampleru, v chladicim zarizeni atp. Bézné se stabilita testuje
ponechanim vzorku v roztoku v autosampleru pfi nizké teploté (napf. 5°C) po 24,
48 a 72 hodinach, dale ponechanim vzorku v roztoku pii laboratorni teploté po dobu
24, 48 a 72 hodin ¢i ponechanim latky v pevném stavu pri laboratorni teploté po

dobu 24, 48 a 72 hodin. [I§]

1.6 Degradacni studie 1éciv

Degradacni studie neboli stresové testovani 1é¢iv je dlouhou dobu povazovano
za dilezitou soucédst procesu vyvoje 1é¢iv. Stresové testovani je hlavnim néastrojem,
ktery slouzi k objasnéni vnitini stability 1écivé latky, k rozvoji analytickych metod
a k identifikovani produkti z degradacnich drah. [19]

Povaha zatézového testovani zavisi na jednotlivé 1é¢ivé latce a typu daného
lé¢ivého pripravku. Stresové testovani se nejcastéji provadi na jediné davce lécivé
latky a mélo by zahrnovat tcinek teplot (pfi prirtastcich o 10 °C, napt. 50 °C, 60°C),
vlhkosti (napft. 75 % RV nebo vyssi), oxidaci a fotolyzu na 1é¢ivé latce (fotostabilita by
méla byt nedilnou soucésti stresového testovani). Testovani by mélo také vyhodnotit
citlivost 1écivé latky k hydrolyze v sirokém rozmezi hodnot pH v roztoku nebo
suspenzi. [20]

Béhem stresového testovani v pevném stavu se posuzuji tfi hlavni zatézové
podminky: teplota, vlhkost a fotostabilita. Teplota je stresovou podminkou, ktera
se historicky povazovala za nejprirozenéjsi k predpovédi degradace 1é¢ivé latky. Za
predpokladu Arrheniovy kinetiky a vhodné aktivacni energie lze predpovédét, ze
dlouhodobé vystaveni léc¢ivé latky stresovym teplotam ma vliv na rychlost degradace
a na zvyseni obsahu jednotlivych degradacnich produkti. Aby bylo mozné odvodit
Arrheniovu teorii, a tedy i rychlost degradace pri urcitych teplotach, je nutno vzit

v Gvahu i relativni vlhkost. [21]
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2.

Experimentalni cast

2.1 Pouzité chemikalie a pristroje

2.1.1 Chemikalie

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

Francie

Methanol, CHROMASOLV®, for HPLC, gradient grade > 99,9%, Honeywell,

Francie

Kyselina trifluoroctova, 99%, Sigma-Aldrich, Némecko

Hydroxid amonny, 25% p. a., Lach-Ner, s. r. o. Ceské republika
Kyselina fosforetna 85%, p. a., Lach-Ner, s. r. 0. Ceské republika
Deionizovana voda pripravend systémem od firmy Premier MFG’D, USA
3-cyklohexylamino-1-propansulfonova kyselina (CAPS), Sigma, USA
Triethylamin, 99%, Sigma, USA

Kyselina octova, 99% p. a., Lach-Ner, s. r. o. Ceské republika

2.1.2 Instrumentace

Acquity H-class UPLC, Waters, USA

Degradacni komora Memmert Humidity Chamber HCP, Memmert, Némecko
Ultrazvukovy sonikator, Elma, S15 Elmasonic, Némecko

Analytické vahy, 262 SMA-FR, Precisa, Svycarsko

Mikrocentrifuga, Denver Instrument, USA

pH metr, JENWAY 3540 pH/conductivity meter, UK

Magnetické michacka, Thermo scientific, CIMAREC i Mono, USA
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2.2 Priprava vzorku a kalibracnich roztokiu

2.2.1 Priprava vzorkt pro testovani rozpustnosti

Vzorek API venetoclaxu byl vzdy navazen na analytickych vdhach tak, aby
koncentrace ve vialce byla pfiblizné 1 mgml™'. Pro urychleni rozpousténi se vialka
se vzorkem vlozila do ultrazvukové lazné na 10 minut, rozpustnost se hodnotila

vizualné.

2.2.2 Priprava vzorkua pro vlastni méreni

Vzorek API pro vyvoj metody a degradacni testovani byl pripraven navazenim
daného mnozstvi API na analytickych vahach a rozpusténim ve smési 10mM vodného
roztoku kyseliny fosforecné a acetonitrilu (ACN) v objemovém poméru 60 : 40 tak,
aby koncentrace ve vialce odpovidala 0,4mgml™, nebo 0,5mgml™"'. Nésledné byl
vzorek vlozen do ultrazvukové lazné a ponechan 10 minut sonifikovat.

Vzorek tablety pripravku Venclexta byl pripraven navazenim daného mnozstvi
rozetiené tablety na analytickych vahach a rozpusténim ve smési 10mM vodného
roztoku kyseliny fosforecné a ACN v objemovém poméru 60 : 40 tak, aby koncentrace
ve vialce odpovidala 0,4 mg ml™". Nésledné byl vzorek vloZen do ultrazvukové lazné

a ponechan 10 minut sonifikovat.

2.2.3 Priprava kalibrac¢nich roztokt

Kalibrac¢ni roztoky byly pripraveny postupnym fedénim zasobniho roztoku API.
Nejkoncentrovanéjsi roztok o koncentraci 0,5 mgml™" byl piipraven odvézenim 5,0 mg
API a rozpusténim v 10 ml smési 10mM vodného roztoku kyseliny fosforeéné a ACN
v objemovém poméru 60 : 40. Nasledné byl vzorek vlozen do ultrazvukové lazné na
10 minut. Jednotlivé koncentrace kalibrac¢nich roztoki odpovidaly 0,5, 0,3, 0,1, 0,05,
0,01,5-1073,1-107%,5-107%,2-107%, 5-10°>a 2- 10 > mgml .
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2.3 Chromatografické podminky

Mobilni faze byla smés vodné a organické slozky. Vodna slozka (slozka A) byla
10mM vodny roztok HsPOy s pridavkem 0,5% trifluoroctové kyseliny (TFA), pH bylo
ve vysledném objemu mobilni fadze upraveno hydroxidem amonnym na hodnotu 2,0.
Organickou slozku (slozku B) tvoril ACN a zastoupeni obou slozek se ménilo podle
gradientového programu, ktery je uveden v Tab.

Experimentalni ¢ast méteni byla provadéna na koloné Acquity UPLC BEH Phenyl
(100 x 2,10 mm; 1,7 pm, Waters, USA), davkovany objem vzorku byl 1pl, priutok
mobilni faze byl 0,3ml, min~", teplota kolony byla 30 °C a teplota autosampleru byla
5°C. Detekce byla provadéna pomoci detektoru s diodovym polem. Pro detekci byla

zvolena vlnova délka 282 nm.

Tabulka 2.1: Gradientovy program, podle kterého se ménilo zastoupeni vodné (A)

a organické slozky (B) mobilni fiaze v pribéhu eluce.

t (min) ¢4 (%) ¢ (%)

0 70 30
1 70 30
14 30 70
16 30 70
18 70 30
20 70 30
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2.4 Analytické zpracovani dat

2.4.1 Mez detekce a mez kvantifikace

Mez detekce, LOD, a mez kvantifikace, LOQ, venetoclaxu pro tuto analytickou

metodu byly vypocteny dle nasledujicich rovnic:

LoD = 2327 (2.1)
Q
LOQ = 10; o (2.2)

kde o je primérna hodnota Sumu z chromatogramu rozpoustédla vzorku a « je

smérnice primky zavislosti vysky piku na koncentraci venetoclaxu. [17]

2.4.2 Linearita a linearni dynamicky rozsah

Linearita byla vypoctena vynesenim logaritmickych hodnot prislusnych koncen-
traci kalibrac¢nich roztokt na osu x a hodnot plochy piku na osu y. Témito body
byla prolozena regresni primka. Smérnice primky odpovidala linearité méreni. Podle
hodnoty smérnice ptimky bylo rozhodnuto, zda je odezva detektoru linearni v celém

rozsahu koncentraci.

2.4.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost vyvinuté metody byla ovérena sedmi po sobé jdoucimi mérenimi
vzorku tablety. Vyhodnoceni opakovatelnosti bylo provedeno pomoci vypoctu sméro-
datné odchylky (viz rovnice [2.3]) a relativni smérodatné odchylky (viz rovnice [2.4))
podle nasledujicich vzorct:

>i(w; —T)?

= — 2.3
i n—1 (2:3)

kde s je smérodatna odchylka méreni, z; je prvek ze statistického souboru o in-

dexu i, T je aritmeticky primér hodnot signdlu a n je pocet méreni

so=100(2)), (2.4)

T

19



kde s, je relativni smérodatna odchylka méreni. [22]

2.4.4 Interval odlehlosti

Pri vypoctu mnozstvi acinné latky v tableté Venclexty z rovnice regrese kalibrac¢ni
pifmky byl vysledek zapsan ve tvaru Z + pmgml~'. Interval odlehlosti (1) byl

vypocitan s 95% urovni spolehlivosti podle nésledujictho vzorce:

[ =1,96 (%) , (2.5)

kde s je smérodatna odchylka métreni, hodnota 1,96 vyjadiuje konstantu zahrnujici

95% troven spolehlivosti a n je pocet méfeni. [23]
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3. Vysledky a diskuze

Pri optimalizaci podminek a vyvoji metody UHPLC pro stanoveni venetoclaxu
je dilezité zvolit vhodné rozpoustédlo, ve kterém se slozky vzorku béhem separace
v koloné nevysrazi, dale vhodnou stacionarni fazi a mobilni fazi. BEehem vyvoje metody
je tieba také posoudit vliv teploty a zptisobu eluce na separaci. Soucasti vyvoje metody
je i validace dané metody. Byla testovana spravnost, presnost, opakovatelnost méteni,
linearita, linearni dynamicky rozsah, mez detekce a kvantifikace a dale robustnost
metody. Po vyvinuti metody byl vzorek tablety 1é¢ivého pripravku Venclexta a vzorek
API podroben degrada¢nim studiim, kde bylo sledovano, jak se tableta ¢i API

rozkladaji za zvysené teploty pfi rtizné vzdusné vlhkosti.

3.1 Vyvoj metody

3.1.1 Rozpustnost uc¢inné latky

Rozpustnost API venetoclaxu v ruznych rozpoustédlech byla testovana odvazenim
1,0mg API s ptidanim 1 ml daného rozpoustédla (viz Tab. a hodnocena vizualné
po sonifikaci. API byla nejdiive testovana ve 100% ACN, ve kterém se rozpustila. Jiz
25% pridavek vody vedl k vysrazeni API. V methanolu se API nerozpustila. Pokud
byl zvolen jako rozpoustédlo vodny roztok hydroxidu sodného ¢i kyseliny fosforeéné
s ur¢itym objemovym zastoupenim ACN, doslo k vyraznému zvyseni rozpustnosti.
Molekula API obsahuje sulfonamidové a piperazinové funkéni skupiny (viz Obr. .
Na zakladé distribu¢niho diagramu (viz Obr. lze odhadnout, ze v rozmezi
pH 4,5—8.0 je tato molekula z vice nez 50 % neutralni. Mimo toto rozmezi pH dojde
k nabiti funkcénich skupin a molekula se stane vice rozpustnou ve vodé a polarnich
rozpoustédlech. Z jednotlivych pokust bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjsim rozpoustédlem
pro nasledujici méreni v kyselém prostredi je 10mM vodny roztok H3PO, ve smési
s ACN, kde k rozpusténi vzorku stacil 25% obsah ACN. Vhodnym rozpoustédlem
pro méreni v zasaditém prostredi je naptriklad 10mM vodny roztok NaOH : ACN

70 : 30 v/v, avsak od zdsaditého prostiedi bylo v pozdéjsich méfenich upusténo.
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Tabulka 3.1: Testovani rozpustnosti API v jednotlivych rozpoustédlech.

Rozpoustédlo / obsah
organické slozky (% v/v)

Rozpustnost vzorku

o koncentraci 1 mgml™!

ACN : H,0 (%)
100
5
MeOH (%)

100

ACN : 10mM NaOH (%)
33
25
10

ACN : 3,2mM HCL (%)
33
25
10

ACN : 0,1%v/v TFA

33
25
10

ACN : 10mM H3PO, (%)
33
25
10

rozpustny

nerozpustny

nerozpustny

rozpustny
castecné rozpustny

nerozpustny

rozpustny
castecné rozpustny

nerozpustny

rozpustny
nerozpustny

nerozpustny

rozpustny
rozpustny

nerozpustny
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pH

Obrazek 3.1: Distribu¢ni diagram protolytickych forem venetoclaxu. Z obrazku je
patrné, ze priblizné v rozmezi pH 4,5-8,0 je molekula venetolaxu z vice nez 50 %
neutralni. Nad a pod touto hodnotou pH dojde k nabiti funk¢nich skupin, a tudiz se

stane vice rozpustnou ve vodé a polarnich rozpoustédlech.

3.1.2 Volba stacionarni a mobilni faze
Zasadité prostredi

Aby bylo mozné API rozpustit ve smési ACN a vody, bylo nutné nabit funkéni
skupiny v molekule. Jako prvni rozpoustédlo pro vzorek byl zvolen pufr (vodny
roztok 10mM triethylaminu a 3 mM roztok kyseliny octové, pH 10,9) ve smési s ACN,
70 : 30 v/v a jako vodna slozka mobilni faze byl pouzit stejny pufr jako v rozpoustédle
vzorku. Jako kolona byla pouzita Acquity UPLC BEH C18 (100 x 2,10 mm; 1,7 um),
jelikoz je to jedna z nejzakladnéjsich a nejvice pouzivanych kolon v daném rozsahu pH.
Gradient vodné a organické slozky mobilni faze byl zvolen podle Tab. Takto

zvolené podminky poskytovaly pik vyrazné rozmyty vpredu. Proto byla v dalsim
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méteni zvolena kolona Acquity UPLC BEH Phenyl (100 x 2,10 mm; 1,7 um), vysledny
chromatogram vsak také znazornoval pik rozmyty vpredu.

V zéasaditém prostiedi byl testovan v dalsich mérenich pufr CAPS, jelikoz je
to jeden z doporu¢enych pufrii pro danou kolonu (Acquity UPLC BEH Phenyl).
Jako rozpoustédlo vzorku byl zvolen 10mM vodny roztok CAPS/ACN, 70 : 30v/v,
hodnota pH byla upravena triethylaminem na 10,9. Jako pufr v mobilni fazi byl zvolen
taktéz 10mM vodny roztok CAPS, pH roztoku bylo upraveno triethylaminem na
hodnotu 11,0. Gradient byl nastaven podle Tab. 2.1} Chromatogram vsak znézortioval
zdeformovany pik (viz Obr. , jelikoz ¢ast molekuly venetoclaxu zrejmeé interagovala
nezadoucim zpisobem s funkénimi skupinami stacionarni faze. Proto doslo k vyméné
kolony. V dalsich mérenich byla pouzita kolona Acquity UPLC BEH C18, ostatni
podminky ztstaly stejné. Chromatogram znéazornoval pik rozmyvajici se vzadu a tim
padem nedoslo k oddéleni necistoty, eluujici v tésné blizkosti za pikem venetoclaxu
(viz Obr. . Za téchto podminek byly provadény zmény dil¢ich podminek méreni,
jako byla zména teploty kolony na 45 °C, uprava pH pufru mobilni faze na 11,5 ¢i
tprava gradientu. Zadné z téchto zmén nevedla ke snizeni rozmyti piku a k oddélent
necistoty. Proto bylo upusténo od zasaditého prostredi a nasledujici experimenty

byly provadény v prostiedi kyselém.

24



0,06 ——7——71—

b5 (A.U.)

< 0,04

0,02

0,00

L5

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
t (min)

Obrazek 3.2: Chromatogram venetoclaxu v zasaditém prostredi. Kolona: Acquity
UPLC BEH Phenyl (100 x 2,10 mm; 1,7 pm), mobilni fiaze: 10mM vodny roztok CAPS,
pH upraveno triethylaminem na hodnotu 11,0, teplota kolony: 30 °C, vinova délka
detekce: 282 nm, nastiik: 1 pl, pritok: 0,3 mlmin~!.
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Obrazek 3.3: Zména kolony prii méreni v zdsaditém prostredi. Kolona: Acquity UPLC
BEH C18 (100 x 2,10 mm; 1,7 um), mobilni faze: 10mM vodny roztok CAPS, pH upra-
veno NH,OH na hodnotu 11,0, teplota kolony: 30 °C, vlnova délka detekce: 282 nm,
nastfik: 1yl, pritok: 0,3 mlmin~—!. V pfibliZeném chromatogramu je mozné vidét
necistotu, kterd nebyla oddélena od hlavniho piku ani pti zménach dil¢ich podminek

méreni.
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Kyselé prostredi

Jako rozpoustédlo pro vzorek v kyselém prostiedi byl zvolen 10mM vodny roztok
H3PO,/ACN 70 : 30v/v (v pozdéjsich méfenich 60 : 40 v/v), mobilni fazi byla smés
pufru (10mMH3;PO,/NH; o pH 2,5) a ACN. Zastoupeni obou slozek se ménilo podle
Tab. V takovychto podminkach chromatogram znézornoval pik, ktery se vyrazné
rozmyval vzadu a zaroven nedoslo k oddéleni necistoty, kterd eluovala v tésné blizkosti
za pikem venetoclaxu (viz Obr. . Do pufru byla proto pridana TFA jako iontovée
parové ¢inidlo. [24] Doslo k vytvoreni méné polarniho iontového asocidtu a tim se
zamezilo nezadoucim interakcim c¢asti molekuly venetoclaxu s funkénimi skupinami
kolony. Ptridavek TFA ptisobil priznivé na tvar, vysku a faktor chvostovani piku.
ZlepsSeni faktoru chvostovani piku s pfidavkem TFA je ukdzano na Obr. [3.5] TFA
také pomohla k lepsimu rozliSen{ necistoty od piku API, jak je patrné z Obr. [3.6|

Po nalezeni vhodného slozeni mobilni faze byla dale zkousena zména kolony,
nebude-li chromatogram poskytovat pik s jesté lepsim faktorem chvostovani. Jako
kolona byla pouzita Acquity UPLC BEH C18. Vysledkem byl vsak pik, ktery se
rozmyval vpredu. V dalsich mérenich byla proto pouzivana ptivodni kolona Acquity
UPLC BEH Phenyl.

Pti pozdéjsim testovani robustnosti metody bylo zjisténo, ze pokud pH pufru
bylo zvyseno na 3,1, rozlisSeni API od necistoty bylo snizeno. Necistota eluujici
v tésné blizkosti API se stala soucasti hlavniho piku. To se projevilo deformaci piku.
Proto v nasledujicich mérenich byl pripravovan pufr o hodnoté pH 2,0. Pokud se pH
dale snizovalo na hodnotu 1,5, symetrie i faktor chvostovani byly jesté priznivejsi
(viz Tab. . Toto pH vsak nebylo pouzito pro dalsi méreni, jelikoz toto prostredi
je jiz prilis drastické pro kolonu a kvili zivotnosti kolony bylo v dalsich mérenich

pouzivano pH mobilni faze 2,0.
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Obrazek 3.4: Chromatogram venetoclaxu v kyselém prostredi znazornujici pik roz-
myvajici se vzadu. Rozmyti znemoznovalo oddéleni necistoty. Kolona Acquity UPLC
BEH Phenyl (100 x 2,10 mm; 1,7 pm), mobilni faze: smés pufru (10mM H3PO4/NH;
o pH 2,5) bez pridavku TFA a ACN, teplota kolony: 30°C, vlnova délka de-
tekce: 282 nm, nastiik: 1pl, pritok: 0,3 mlmin—!.
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faktor chvostovani

2 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

koncentrace TFA (%)

Obrazek 3.5: Zavislost faktoru chvostovani piku API na koncentraci TFA v mobilni
tazi. Dochazelo k postupnému snizovani faktoru chvostovani, doprovazenému zvysenim

vysky piku a vyssim rozliSenim API od sousedni necistoty.
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Obrazek 3.6: Chromatogram venetoclaxu v kyselém prostiedi s minimalnim roz-
myvanim vzadu a oddélenim necistoty. Kolona: Acquity UPLC BEH Phenyl
(100 x 2,10 mm; 1,7 pm), mobilni faze: smés pufru (10mM H3;PO,/NHj) s piidav-
kem 0,5% TFA o pH 2,5 a ACN teplota kolony: 30 °C, vinova délka detekce: 282 nm,
nastiik: 1yl, pritok: 0,3 ml min—1.
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3.2 Validace metody

3.2.1 Kalibracni zavislost

Po vyvinuti dané metody byla kalibrace provedena promérenim kalibracnich
roztokt o koncentracich 0,5, 0,3, 0,1, 0,05, 0,01, 5-1073,1-1073, 5- 1074, 2- 1074,
5-107° a 2-10"°mgml . Po proméfeni danych vzorktl byla sestrojena kalibraéni
zavislost hodnot signali pro plochu piku na koncentraci daného kalibrac¢niho roztoku
(viz Obr. . Body byly prolozeny regresni primkou a byl vypocten koeficient deter-
minance, jehoz hodnota byla 1,0000. Z kalibra¢ni primky byla vypoctena hmotnost
ucinné latky API v tableté Venclexty. Nasledné byl vypocitan interval odlehlosti podle
rovnice 2.5] Hmotnost G¢inné latky v tableté Venclexta odpovidala 102,8 & 0,34 mg,

coz je v dobré shodé s deklarovanou hodnotou 100 mg.

3.2.2 Vyhodnoceni analytickych parametrua

Mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ) byly vypocteny podle rovnic
a Pro vypocet byla pouzita smérnice regresni primky z kalibracni zavislosti
hodnot signala pro vysku piku na koncentraci daného kalibra¢niho roztoku, ktera
odpovidala hodnoté 3,72 - 10 1V mlmg~*. Sum zékladni linie byl vyhodnocen z chro-
matogramu slepého vzorku a odpovidal hodnoté 20 pV. Hodnota LOD odpovidala
1,6 - 107> mgml~! a hodnota LOQ odpovidala 5,4 - 10> mgml~!. Hodnoty byly
ovéfeny experimentalné.

Linearita dané metody byla vypoctena vynesenim logaritmickych hodnot kon-
centrace na osu z a logaritmickych hodnot ploch piku na osu y (viz Obr. . Ze
smeérnice rovnice regresni primky byla uré¢ena hodnota linearity, ktera odpovidala
hodnoté 1,049. Vzhledem k tomu, Ze smérnice regresni primky se nelisila od hodnoty 1
o vice nez 5%, lze Tici, Ze odezva detektoru je linearni v celém rozsahu testovanych
koncentraci a linearni dynamicky rozsah metody je 5.4 - 107°-0,50 mg ml~!.

Opakovatelnost métreni byla urcena ze sedmi po sobé jdoucich méreni vzorku
tablety na zékladé relativni smérodatné odchylky, ktera byla ziskana z rovnic

a [2.4] Relativni smérodatnd odchylka retenéniho ¢asu piku venetoclaxu odpovi-
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Obrazek 3.7: Kalibracni zavislost hodnot plochy piku na koncentraci daného
kalibracniho roztoku. Podminky méreni: kolona: Acquity UPLC BEH Phenyl
(100 x 2,10 mm; 1,7 pm), mobilni faze: smés pufru (10mM H;PO,/NH;) s pridav-
kem 0,5% TFA o pH 2,0 a ACN, teplota kolony: 30 °C, vlnova délka detekce: 282 nm,
nastiik: 1yl, pritok: 0,3 ml min—".

dala 0,07 % a relativni smérodatnd odchylka pro plochu piku odpovidala 0,45 %.
Relativni smérodatna odchylka je ve farmaceutické analyze zpravidla limitovana
hodnotou 2 %. Pokud je presazena tato hodnota, metoda neni dostatecné presna.
Z hodnot relativnich smérodatnych odchylek pro retenc¢ni ¢as i plochu piku vyplyva,

ze dand metoda je presna.

3.2.3 Robustnost

Pti testovani robustnosti vyvinuté metody byly sledovany se zménou jednotlivych
chromatografickych podminek tyto kritické parametry: faktor chvostovani, relativni

reten¢ni ¢as nejblizsi necistoty (déle jen necistota X) ve vztahu k retenénimu casu
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Obrazek 3.8: Zavislost logaritmickych hodnot ploch piki na logaritmickych hodnotach
koncentraci jednotlivych kalibrac¢nich roztokt. Ze smérnice regresni primky byla
ode¢tena hodnota linearity 1,049 a uréen linedrni dynamicky rozsah 5,4 - 107°—

0,50 mgml—1.

piku APT a rozliseni pika API a necistoty X (viz Tab. . Co se tyce robustnosti
metody, je zdsadni zachovani rozliSeni piki API a necistoty X. Toto rozliSeni je
vsak zavislé na faktoru chvostovani i na relativnim reten¢nim case, proto je vhodné
sledovat i zbylé dva parametry.

Robustnost metody byla testovana viaci zméné teploty o 5°C, zméné obsahu
organické slozky v mobilni fazi o 2% a zméné pH vodné slozky mobilni faze o 0,5.

Faktor chvostovani se vyznamné neméni v zavislosti na zméné dil¢ich podminek.
Nejvyssi hodnoty 1,87 nabyva pri zvyseném pH a zvysené teploté. To odpovida
pouze 3,3% odchylce od puvodni hodnoty 1,81. Nejnizsi faktor chvostovani 1,71 je
pti snizené teploté. To odpovida 5% odchylce od puvodni hodnoty.

Relativni retence byla za vsSech testovanych podminek stabilni. Odchylka od

puvodni hodnoty neptekrocila v zadném z pripadu 1 %.
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Tabulka 3.2: Zavislosti faktoru chvostovani, relativniho reten¢niho ¢asu necistoty X
a rozliseni piktt API a necistoty X na jednotlivych podminkach. Podminky ptvod-
niho méteni: kolona Acquity UPLC BEH Phenyl (100 x 2,10 mm; 1,7 um), mobiln{
faze: smés pufru (10mM vodného roztoku HsPO,/NH;) s pridavkem 0,5% TFA
o hodnoté pH 2 a ACN. Program gradientové eluce je uveden v Tab. .

Faktor Relativni retencni RozlisSeni API

Podminky chvostovani API  cas necistoty X a necistoty X
Pivodni 1,81 1,05 4,02
+5°C 1,87 1,05 4,87
—-5°C 1,71 1,05 3,98
Grad. +2%B 1,78 1,05 4,60
Grad. —2%B 1,78 1,05 4,35
+0,5 % pH 1,87 1,03 3,46
—0,5% pH 1,81 1,06 4,65

P1i vyssim obsahu ACN v mobilni fazi se rozliseni API a vedlejsi necistoty zvysilo
z puvodni hodnoty 4,02 na 4,60. Pfi sniZeni obsahu ACN v mobilni fazi o 2% doslo
také ke zvyseni rozliseni obou piki na hodnotu 4,35.

Pti zvysené teploté se rozliSeni zvysilo na hodnotu 4,87. Snizeni teploty vedlo
pouze k mirnému snizeni rozliseni na hodnotu 3,98.

V prubéhu vyvoje metody se ukazalo, ze pri snizovani pH vodné slozky mobilni
faze se zvysuje rozliseni piku API a necistoty X. Kvili zajisténi robustnosti metody
vici odchylkdm hodnoty pH bylo jako optimalni zvoleno pH 2,0. Pti sniZzeni pH na
hodnotu 1,5 lze vidét zvysSeni rozliseni na hodnotu 4,65. Okyselenim mobilni faze
dojde patrné ke zvyseni rozdilu ve stupni protonizace API a necistoty X, a tudiz
dojde i ke zvyseni rozliSeni jejich pikt. Pti zvySeni pH na hodnotu 2,5 bylo rozliseni
API od vedlejsi necistoty 3,46. To je nizsi rozliSeni nez ptuvodni hodnota, stale vsak
postacuje pro 1cel metody.

Z tabulky je patrné, ze metoda je robustni vii¢ci mirnym odchylkdm teploty,

obsahu organické slozky v mobilni fazi a pH. Nejvétsi vliv na zmény sledovanych
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kritickych parametrit ma pH. Nejnizsi rozliseni je pti zvyseni pH o 0,5, to odpovida

hodnoté 3,46, coz je stale dostatecné rozliSeni.

3.2.4 Stabilita venetoclaxu v rozpoustédle vzorku

Vyvinutd metoda byla pouzita k méfeni stability roztoku API venetoclaxu
a tablety Venclexty v rozpoustédle vzorku, kterym byla smés 10mM H3;PO, : ACN
(60 : 40v/v). API i tableta byly méfeny hned po pfipraveni vzorku, déle po jednom
dnu, kdy byly vzorky ponechany v autosampleru pti 5 °C a po dvou dnech v autosam-
pleru, také pii 5 °C. Hodnoty relativnich ploch pikt neéistot lze vidét v Tab. [3.3]a
7 Tab. je patrné, ze API se nerozklddala. V pivodnim vzorku bylo pritomné
malé mnozstvi necistot, které se nezménilo. Stejné tak neptibyly necistoty nové.
V Tab. lze vidét, Ze necistot v tableté je vice nez v API. To je ddno pomocnymi
latkami, které se pridavaji do tablety pri vyrobé. Ani v pripadé tablety v rozmezi
dvou dnti necistot nepribyvalo. Roztoky API i tablety v rozpoustédle vzorku jsou

tedy v rozmezi dvou dnii pti 5 °C stabilni.
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Tabulka 3.3: Zavislost ploch piku jednotlivych necistot vztazenych k plose hlav-
ntho piku API (vnitini normalizace), vznikajicich béhem degradace venetoclaxu pri

vystaveni API jednotlivym degrada¢nim podminkam.

Relativni plocha piku necistot
— obsazenych v API (metoda

vnitini normalizace) (%)

— trer 1,09t 1,25 trer 1,28
API ihned po piipravé vzorku 0,46 — 0,30
10mM H3PO4 . ACN

(60 : 40v/v)/5°C/1den 047 o 0,30
10mM H3;PO, : ACN
(60 : 40v/v)/5°C/2 dny 046 B 030
80°C/11,3RV /25 hodin 0,48 — 0,33
80°C/75 RV /25 hodin 0,43 — 0,29
80°C/11,3RV /4 dny 0,47 — 0,29
80°C/75RV /4 dny 0,36 0,14 0,14
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Tabulka 3.4: Zavislost ploch piku jednotlivych nedistot obsazenych v tableté vztazenych k plose piku API (vnitini normalizace),

vznikajicich béhem degradace Venclexty pri vystaveni tablety jednotlivym degrada¢nim podminkam.

Relativni plocha piku necistoty (metoda vnit¥ni normalizace) (%)

tableta ihned
po pripravé vzorku
10mM H5PO, : ACN
(60 : 40v/v)/5°C/1den
10mM H5PO, : ACN
(60 : 40v/v)/5°C/2 dny
80°C/11,3RV/
25 hodin
80°C/7T5RV/
25 hodin
80°C/11,3RV/
4 dny
80°C/75RV/
4 dny

tTel trel trel
0,43 0,57 0,63

0,00 — —

0,05 0,05 —

0,10 0,12 0,05

trel trel
0,77 0,88

007 —

0,07  —

0,07  —

0,10 —

0,11 0,10

0,17 0,05

trel
0,93

0,05

0,05

0,05

0,06

0,05

0,05

0,06

trel
0,95

0,05

0,05

0,05

0,08

0,14

0,11

0,30

trel trel trel trel
0,99 1,06 1,09 1,1

— — 0,06 —

—  — 0,06 —

—  — 0,06 —

007 — 006 —

—  — 0,06 —

0,07 0,07 0,07 —

0,06 0,11 0,06 0,08

trel
1,25

0,05

0,05

0,05

0,08

0,08

trel
1,4

0,08

0,08

0,09

0,10

0,09

0,11

0,10




3.3 Stabilita a degradace venetoclaxu

3.3.1 Degradace API a tablety

API a tableta byly podrobeny degradac¢nim studiim, kde se testovala jejich
stabilita béhem stresovych podminek pri zvysené teploté a rtznych vlhkostech.
Metoda vyvinuta v této praci byla pouzita ke sledovani obsahu necistot ve vzorcich
podrobenych stresovym podminkdm. V Tab. a [3.4] jsou ukdzany nové vznikajici
necistoty pii vystaveni API / tablety riznym degrada¢nim podminkam, zatimco
v Tab. a[3.6] je mozné vidét celkovy prirtstek obsahu necistot, stanoveny metodou
vnitini normalizace a rychlost degradace. Celkova rychlost degradace byla vypoctena
z rozdilu souctu ploch pikt necistot vyskytujicich se ve vzorku pred vystavenim
stresovym podminkam a souc¢tu ploch pikti necistot po vystaveni dané stresové
podmince. Tento rozdil byl vztazen na pocet hodin vystaveni API nebo tablety
stresové podmince a poté byla hodnota rychlosti degradace prevedena na dny.

Z vysledkt je ziejmé, Ze necistota s relativnim retencnim ¢asem 1,28 nachazejici se
pouze ve vzorku APT se rozkladala pii vystaveni 80 °C a 75% relativni vlhkosti (RV).
Po ¢tytech dnech pri stejnych podminkach lze vidét vyraznéjsi degradaci necistoty,
diky které klesla relativni plocha piku z 0,30 % na 0,14 %. Pti 80 °C v suchém prostredi
(RV 11 %) se obsah této necistoty vyznamné nezménil ani po ¢tyrech dnech.

Necistota s relativnim retenénim casem 1,09 nachézejici se ve vzorku API se
také rozkladala pri 80°C a 75% RV. Po 25 hodinéch se jeji obsah snizil o 0,03 %
a za Ctyri dny pii stejnych podminkach o 0,1%. V suchém prostiedi (RV 11 %)
se jeji obsah podobné jako v pripadé necistoty s relativnim retenénim c¢asem 1,28
vyznamné nezmeénil. V degradaci obou necistot tedy hraje dilezitou roli vlhkost.
Necistota s relativnim retencnim ¢asem 1,09 se nachazela i v tableté Venclexty. Pri
teploté 80 °C byla tato necistota stabilni a jeji relativni plocha se po 25 hodinach
ani po Ctyfech dnech vyznamné nezmeénila, a to jak pri RV 11 %, tak pii RV 75 %.
Jedna-li se o stejnou latku jako ve vzorku API, je stabilizovana dalsimi latkami
pritomnymi v tableté.

Obsah necistot s relativnimi retenénimi c¢asy 0,77 a 0,95 nachézejicich se v tableté

se pri teploté 80°C zvysoval. Rychleji se zvySoval pii ponechani vzorku tablety
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Tabulka 3.5: Zavislost souc¢tu ploch pikt necistot vztazenych k hlavnimu piku (vnitini
normalizace) a rychlost degradace na jednotlivych stresovych podminkach, kterym

byla vystavena API.

necistoty degradujici

vSechny necistoty P
v pozorovaném case

soucet ploch  rychlost  soucet ploch  rychlost

stresové podminky piku necistot degradace piku necistot degradace
%) (fden) (%) (%/den)
— 0,76 — - o
10mM H3PO, : ACN
(60: 40v/v)/5°C/1den 77 0,01 — —
10mM H5PO, : ACN
(60 : 40v/v)/5°C/2 dny 0,76 0,00 - -
80°C/11,3RV/
25 hodin 081 0,05 — —
80°C/75RV/
25 hodin 1,19 0,41 0,47 0,45
80°C/11,3RV/
Ldny 0,76 0,00 _ -
80°C/75RV/
4 dny 0,64 -0,3 0,14 0,04

ve vlhkém prostiedi. Po ¢tyfech dnech pti teploté 80°C ve vlhkém prostredi se
obsah necistoty s relativnim retencénim casem 0,77 zvétsil o 0,1 % a obsah necistoty
s relativnim retencnim ¢asem 0,95 se zvétsil o 0,25 %. Necistota s relativnim retencénim
casem 0,95 tedy zvySovala sviij obsah rychleji.

Obsah ostatnich necistot v tableté Venclexty se vyrazné nezvétsoval ani nesnizoval.

Jak jiz bylo uvedeno, z Tab. a je patrné, ze necistoty s relativnim retenc-
nim casem 1,28 a 1,09 nachazejici se v API podléhaly degradaci. Celkova rychlost
degradace API pii 80°C a 75% RV vysla proto zapornd a celkovy soucdet ploch piki

39



Tabulka 3.6: Zavislost souc¢tu ploch pikt necistot vztazenych k hlavnimu piku (vnitini
normalizace) a rychlost degradace na jednotlivych stresovych podminkach, kterym

byla vystavena API.

soucet ploch rychlost degradace
stresové podminky piki necistot (%) (% / den)
10mM H3PO, : ACN
(60 : 40v/v)/5°C/1den 0,36 0.00
10mM H5PO, : ACN
(60 : 40v/v)/5°C/2 dny 087 0,01
80°C/11,3RV/
25 hodin 037 0,01
80°C/75RV/
25 hodin 049 012
80°C/11,3RV/
4 dny 0,87 0,13
80°C/75RV/
4 dny 1,33 0,24

necistot vztazenych hlavniho piku byl mensi nez pred vystavenim stresovym pod-
minkam. Proto byla rychlost degradace v Tab. vypocitana také s vynechanim
degradujicich necistot, ¢imz byly ziskany smysluplnéjsi vysledky s vétsi vypovidaci
hodnotou. V Tab. lze vidét, ze rozklad necistot probihal az pti ponechani vzorku
API ve vlhkém prostiedi po dobu delsi nez 25 hodin.

V Tab. a lze vidét, Ze pokud byly API i tableta ponechdny v suchém
prostiedi (RV 11 %) v exsikdtoru s nasycenym roztokem LiCl pfi stejné teploté,
degradace byla pomalejsi nez pii ponechani vzorku ve vlhkém prostiedi (RV 75 %).

Podle Tab. [3.5a[3.6]1ze vidét, Ze béhem stresového testovani tablety i API vznikaly
necistoty a tableta i API podléhaly degradaci. Soucty ploch piki necistot vztazenych
k plose hlavniho piku se ménily u API 1éCivého pripravku Venclexta jen mélo a rozdil

v rychlostech degradace je také maly. Rychlost degradace u tablety Venclexty byla
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vetsi nez u APL. Venetoclax i Venclexta pri vystaveni danym stresovym podminkam

se jevily jako pomérné stabilni.
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4. Z.aveér

V této praci byla vyvinuta metoda pro stanoveni venetoclaxu pomoci techniky
UHPLC. Tato metoda byla dale vyuzita k stresovému testovani API venetoclaxu
a tablety pripravku Venclexta. Pro zajisténi rozpustnosti venetoclaxu je zapottebi
kyselé nebo zasadité prostredi. Jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo pro vzorek se ukézal
10mM vodny roztok HsPO, : ACN s 25% zastoupenim ACN, k vlastnimu vyvoji
metody byl pouzit stejny roztok avsak se 40% zastoupenim ACN, aby byla kolona
ochranéna pred pripadnym vysrazenim vzorku API. Separace byla testovana v zasadi-
tém i kyselém prostiedi. Optimalni chromatografické podminky, poskytujici nejlepsi
hodnoty faktoru chvostovani a rozliSeni hlavniho piku API a necistoty eluujici v jeho
tésné blizkosti byly separacni systém s reverznimi fazemi, kolona Acquity UPLC
BEH Phenyl (100 x 2,10 mm; 1,7 pm), optimalni mobilni fazi byla smés pufru (10mM
H3;PO,4/NH;) s pridavkem 0,5% TFA o hodnoté pH 2,0 a ACN, dévkovéani 1 ul vzorku,
teplota kolony 30 °C, vlnova délka detekce 282 nm a prittok mobilni fize 0,3 ml min ™.
Béhem validace metody byla zjisténa presnost méreni, opakovatelnost, kalibrac¢ni
zavislost, meze detekce a kvantifikace, linearita métreni a linearni dynamicky rozsah,
robustnost metody a déale probéhlo testovani stability vzorku. Smérodatné odchylka
retencnich ¢asu byla 0,07 % a smérodatna odchylka ploch piki byla 0,45 %, vyvinuta
metoda je tedy presna. Hodnota meze detekce metody byla 1,6-107° mgmm ™! a meze
kvantifikace byla 5,4-107° mg mm™!. Linearita mé&feni odpovidala hodnoté 1,049 a na
zakladé této hodnoty bylo vyhodnoceno, ze odezva detektoru je linedrni v celém tes-
tovaném rozsahu koncentraci. Vyvinutda metoda je robustni vii¢i mirnym odchylkam
teploty, obsahu organické slozky v mobilni fazi a pH. P1i testovani stability vzorkt
bylo vyhodnoceno, Ze roztoky API i tablety v rozpoustédle vzorku jsou v rozmezi
dvou dnu pri 5°C stabilni. Vyvinuta metoda byla pouzita ke zjisténi obsahu necistot
v API venetoclaxu a v tableté Venclexty a ke zjisténi degradace API a tablety. Behem
stresového testovani se ukazalo, ze rozdily v souctech ploch piki necistot vztazenych
k plose hlavniho piku u API i tablety byly malé a rozdil v rychlostech degradace byl

také maly. V porovnani s API tableta Venclexty obsahovala vétsi mnozstvi necistot
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diky pomocnym latkam, které se pridavaji do tablety béhem vyroby. Déale i rychlost
degradace tablety byla vétsi nez u API. API i tableta byly vyhodnoceny jako stabilni.
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