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Abstrakt

Tato bakalafskd prace je zaméfena na degradaci aktivni farmaceutické latky
canagliflozinu prostiednictvim elektrochemické oxidace. Cilem je prozkoumat vliv
danych podminek méfeni na samotny priubéh a vysledek elektrochemické oxidace
a zjistit, za jakych podminek vznikd nejvétsi procento degradacnich produkti.
Zminovanymi podminkami jsou napiiklad koncentrace a hodnoty pH pufrii pouzitych
pro rozpuSténi vzorkli canagliflozinu, rychlost pritoku roztoku -elektrochemicky
stresované latky pritokovou celou nebo tloustka tésnéni vkladaného ptfed pracovni
elektrodu.

Canagliflozin je ordln¢ podavané antidiabetikum snizujici hladinu glukosy v krvi
a vyuziva se k 16¢b& onemocnéni diabetes mellitus 2. typu. Radi se mezi inhibitory
sodiko — glukosového transportéru typu 2. Pro separaci degradacnich produkti této
farmaceuticky aktivni latky byla zvolena metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) sUV/VIS detektorem s diodovym polem =za pouziti
chromatografick¢ kolony Agilent Poroshell 120 SB-Aq (2,1 x 100 mm; 2,7 pm).
Mobilni faze byla tvofena vodnou slozkou, kterou predstavoval 10 mM mravencanovy
pufr o pH 3,5 a organickou slozkou, kterou tvofil acetonitril.

Elektrochemicka oxidace canagliflozinu probihala v radidlni pritokové cele
a podminky, za kterych vznika nejvétsi procento degradacnich produktii, byly navrzeny
pomoci statistického softwaru Modde 12. Jednalo se o tyto podminky: 100 mM
fosfatovy pufr o pH 4,0 slouzici k rozpusténi canagliflozinu, t€snéni o tloustce 50 um
vkladané pted pracovni elektrodu a pratokova rychlost 0,05 ml/h.

Ukézalo se, Ze canagliflozin elektrochemickou oxidaci degraduje a vytvaii
mnozstvi degradac¢nich produkti. Vzniklo celkem 8 degradac¢nich produkti

s relativnimi reten¢nimi casy 0,48, 0,50, 0,63, 0,67, 0,89, 0,90, 1,57 a 1,58.

Kli¢ova slova: API, canagliflozin, elektrochemickd oxidace, HPLC, degradacni

produkty, degradace, stresové podminky



Abstract

This bachelor thesis is aimed at degradation of the active pharmaceutical
ingredient canagliflozin by the electrochemical oxidation. The aim is to explore the
influence of given measurement conditions on the course and the results of the
electrochemical oxidation and to find out, under which conditions the largest percentage
of the degradation products is formed. These conditions are, for example, the
concentrations and pH values of the buffers which are used to dissolve the samples of
canagliflozin, the flow rate of the electrochemically stressed substance solution through
the flow cell or the thickness of the gasket inserted in front of the working electrode.

Canagliflozin is an orally administered blood glucose lowering antidiabetic and is
used to treat diabetes mellitus 2. type. It is one of the inhibitors of the sodium-glucose
transporter type 2. For the separation of the degradation products of this
pharmaceutically active substance, a high performance liquid chromatography (HPLC)
method with a UV/VIS diode array detector using an Agilent Poroshell 120 SB-Aq
chromatographic column (2.1 x 100 mm; 2.7 um) was chosen. The mobile phase
contained an aqueous component, which was 10 mM formate buffer with pH 3.5 and
the organic component, which was acetonitrile.

The electrochemical oxidation of canagliflozin took place in a radial flow cell and
the conditions under which the largest percentage of degradation products were formed
were designed using Modde 12 statistical software. These conditions were: 100 mM
phosphate buffer with pH 4.0 used to dissolve canagliflozin, 50 um thick gasket
inserted in front of the working electrode and the flow rate was 0.05 ml/h.

It has been found that canagliflozin degrade by electrochemical oxidation and
form a number of degradation products. A total of 8 degradation products were formed

with relative retention times of 0.48, 0.50, 0.63, 0.67, 0.89, 0.90, 1.57 and 1.58.

Key words: API, canagliflozin, electrochemical oxidation, HPLC, degradation

products, degradation, stress conditions
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Seznam pouzitych zkratek a symbolU

Pouzité zkratky

API

CYP

DAD

DMPO

DoE

EC/LC/ESI-MS

EDTA

ESI-MS

HPLC

HPTLC

ICH

LC-MS/MS

léciva latka pripravku (z anglického Active Pharmaceutical

Ingredient)

cytochrom P450

detektor s diodovym polem (z anglického Diode Array Detector)
5,5-dimethyl-1-pyrrolin N-oxid

Planovani experimenti (z anglického Design of Experiments)

spojeni elektrochemické oxidace v kombinaci s kapalinovou
chromatografii a hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou

ionizaci

kyselina ethylendiamintetraoctova (z anglického

Ethylenediaminetetraacetic acid)

hmotnostni  spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci (z

anglického Electrospray Ionization-Mass Spectrometry)

vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie (z anglického High

Performance Liquid Chromatography)

vysokouc¢inna tenkovrstva chromatografie (z anglického High

Performance Thin Layer Chromatography)

Mezinarodni rada pro harmonizaci technickych pozadavki na
huméanni lé¢iva (z anglického International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals

for Human Use)

kapalinovd  chromatografie s  tandemovou  hmotnostni

spektrometrii (z anglického Liquid Chromatography with tandem



LOD
LOQ
m/z
OFAT

RP-HPLC

SGLT2

UHPLC

VIP

Mass Spectrometry)

mez detekce (z anglického Limit Of Detection)

mez kvantifikace (z anglického Limit Of Quantification)
pomér hmotnosti ku naboji

jeden faktor v Case (z anglického One Factor At a Time)

vysokoucinna kapalinovd chromatografie s obracenymi fazemi (z
anglického Reverse Phase High Performance Liquid
Chromatography)

sodiko — glukosovy transportér typu 2 (z anglického Sodium —

Glucose co-Transporter 2)

ultra vysokouc¢innad kapalinovd chromatografie (z anglického

Ultra-High Performance Liquid Chromatography)

Projekce vyznamnosti proménnych (z anglického Variable

Importance in Projection)



Pouzité symboly

Dy procentudlni zastoupeni vodné slozky A v mobilni fazi
g procentudlni zastoupeni organické slozky B v mobilni fazi
hy hodnota Sumu zakladni linie

m smérnice regresni pifimky kalibracni zavislosti

r polomér valce

t Cas

trel relativni retencni Cas

V objem valce

v vyska valce
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1 Teoreticky uvod

1.1 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace bylo provést elektrochemickou oxidaci aktivni
farmaceutické latky canagliflozinu a vystavit ji tak stresovym podminkam za tcelem
nasledného pozorovani jejiho chovani. Déle bylo cilem nalézt takové podminky, pii
kterych vznikne nejvétsi procento degradacnich produkti a prozkoumat jejich vliv na
samotny prib¢h a vysledek elektrochemické oxidace. Mezi zminované podminky
patfily koncentrace a hodnoty pH pufrii pouzitych pii méfeni k rozpusténi vzorku,
rychlost pritoku roztoku latky radidlni pratokovou elektrochemickou celou a tloustka

tésnéni vkladaného pted pracovni elektrodu.

1.2 Canagliflozin

Canagliflozin je oralné podavand latka inhibujici sodiko — glukosovy transportér
typu 2 (SGLT2). Radi se do skupiny antidiabetik a 1é¢ivy ptipravek, ktery ji obsahuje, je
dostupny pod komerénim nazvem Invokana'. Canagliflozin je bily prasek a mezi jeho
fyzikélni vlastnosti se fadi velmi nizkd rozpustnost ve vod¢ a vysokd rozpustnost
v organickych rozpoustédlech?. Jeho ucinky jsou studovany pro lécbu lidi
s onemocnénim diabetes mellitus 2. typu. Napomaha ke snizeni glykemie a krevniho
tlaku, mezi jeho dal$i prospésné ucCinky se fadi redukce télesné hmotnosti a snizeni
albuminurie (tedy exkrece albuminu do mo¢i)'. Schvaleni k pouzivani tohoto 1éku pro
1é€bu onemocnéni diabetes mellitus 2. typu probéhlo nedavno americkym ufadem pro
potraviny a lé¢iva (US Food and Drug Administration)®. Canagliflozin blokuje renalni
glukosovou reabsorpci, kterd zpisobuje sniZzeni ledvinového prahu pro glukosu
a zvyseni vyludovéani glukosy moci!. Chemicka struktura canagliflozinu je zndzornéna

na obrazku 1.
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Obrazek 1: Chemicka struktura canagliflozinu (pfevzato z cit. * a upraveno v programu

ACD/ChemSketch)

1.2.1 Stanoveni canagliflozinu

Objevuje se mnoho studii zabyvajicich se stanovenim canagliflozinu. Ve vétsing
piipadii se ke stanoveni vyuzivaji metody vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) nebo ultra vysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC), pfi€emz
stanoveni se provadéji v biologickych matricich, jakymi jsou naptiklad lidskéd nebo
krysi plasma’.

Jednou z takovych studii se zabyvali Kobuchi a kol.®, kteti uskute¢nili stanoveni
canagliflozinu v krysi plasmé& za tcelem farmakokinetické studie. Pro toto stanoveni
validovali metodu kapalinové chromatografie s detekci pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie (LC-MS/MS). Jako vnitini standard byl zvolen empagliflozin, coZ je latka
o vysoké cistoté (> 98%), kterd stejné jako canagliflozin inhibuje SGLT2. Nejprve
vyuzili extrakei vzorkl plasmy z kapaliny do kapaliny pomoci terc-butyl methyl etheru
a nasledné chromatografickou separaci canagliflozinu a vnitiniho standardu, ktera

probihala na kolon¢ Quicksorb ODS smobilni fazi ve sloZeni acetonitril
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a 0,1% kyselina mraven¢i v poméru 90:10 (v/v) spriatokem 0,2 ml/min. Detekci
provedli pomoci hmotnostniho spektrometru s elektrosprejovou ionizaci v pozitivnim
moédu. Pomoci této studie bylo zjisténo, ze zminovana metoda je dostatecné specificka,
pfesna a spravna pro farmakokinetické posouzeni a canagliflozin byl v krysi plasmé za
danych podminek stabilni.

Dalsi metodu stanoveni canagliflozinu publikovali Igbal a kol.. Touto metodou
stanovovali canagliflozin v lidské plasmé pomoci HPLC s fluorescenéni detekci. Za
vnitini standard zvolili telmisartan, protoze eluoval ve vhodném retencnim case vici
canagliflozinu (neptekryval jeho pik) a mél minimalni interference s plasmou. Oproti
pfedchozimu stanoveni byly vzorky plasmy extrahovany z kapaliny do kapaliny pomoci
diethyl etheru. Samotnd chromatograficka separace prob¢hla na kolon¢ Nucleodur Isis
Cl18 sizokratickou eluci a mobilni fazi tvofenou smeési 20mM dihydrogenfosfatu
draselného a acetonitrilu v poméru 45:55 (v/&) sprutokem 1 ml/min. Nasledné byla
provedena detekce na fluorescen¢nim detektoru. Stanoveni bylo validovano na ptesnost,
selektivitu a specificitu. Vysledek studie ukazal, ze canagliflozin absorboval pii 280 nm
a emitoval zafeni pii 325 nm, tedy v UV oblasti.

Zaghary a kol.” porovnavali metodu HPLC a UHPLC s UV detekei pfi 240 nm pro
simultanni stanoveni canagliflozinu a metforminu. Metoda HPLC byla provedena na
kolon¢ C18 sizokratickou eluci za pouziti smési methanolu a 0,03M fosfatového pufru
o pH 3,2 v poméru 75:25 (v»v). V metodé UHPLC byla pouzita kolona Hypersil gold C18
(USA) a mobilni fazi tvofila smés methanolu a 0,03M fosfatového pufru o pH 3,2
v poméru 80:20 (v/v). Bylo zjisténo, Ze metoda UHPLC vykazuje vyssi citlivost, kratsi

retencni Casy a spotfebuje méné analyzovaného materialu.

1.3 Spojeni elektrochemické oxidace s hmotnostni
spektrometrii

Elektrochemicka oxidace je hojné¢ vyuzivand metoda pro generovani degradacnich
produktii, které nasledné separujeme a detekujeme. Tato metoda je vyhodna z hlediska
jeji selektivity a citlivosti, nebo z hlediska casové a finan¢ni nenaroc¢nosti. Benefitem je
zejména pouziti malych objemil vzorkl postacujicich k provedeni elektrochemické
oxidace, coz vede k nizsi spotiebé analytu a celé stanoveni je ekonomict&jsi a rychlejsi®.

Existuje nékolik moznosti, jak detekovat produkty vzniklé elektrochemickou

oxidaci. Jednou z variant je klasickad elektrochemickd detekce souvisejici s méfenim
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proudu, proslého néaboje nebo elektrického potencidlu v zdvislosti na case, kde
naméteny signal je pfimo umérny latkovému mnozstvi stanovované slozky. Nevyhodou
této varianty je nutnost pouzit ¢istou mobilni fazi bez pfiméesi vzdusného kysliku nebo
vysokého obsahu kovii a ostatnich necistot, coz jsou podminky pro stabilni hodnoty
zakladni linie a opakovatelnost méfeni. Elektrochemicka detekce vSak neni v fadé
piipadii dostate¢né selektivni’.

Dalsi variantou je spojeni elektrochemie a hmotnostni spektrometrie. Nejcastéji se
vyuziva vazba mezi elektrochemii a hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou
ionizaci v kombinaci s kapalinovou chromatografii (EC/LC/ESI-MS). Je to alternativa
ke klasické elektrochemické detekci, kdy detekce hmotnostni spektrometrii s
elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS) poskytuje vice strukturnich informaci o detekované
latce. Detekce pomoci ESI-MS je neomezené slucitelna s kapalinovou chromatografii
s gradientovou eluci a velkou vyhodou je vysoka selektivita méteni. Pfti LC-MS
ziskavame retencni cas detekované latky a pomér hmotnosti ku naboji (m/z), které jsou
oboje kvalitativnimi parametry'°.

Spojeni elektrochemické oxidace, kapalinové chromatografie a nésledné
hmotnostni detekce 1ze vyuzit dvéma odlisSnymi zptsoby. Jeden zptisob vyuziva po sobé
jdouci sefazeni metod EC/LC/MS, kdy po online elektrochemické oxidaci nésleduje
separace kapalinovou chromatografii nareverznich fazich (RP-HPLC) a detekce
pomoci hmotnostni spektrometrie. Toto spojeni je znazornéné na obrazku 2. Tento
zpusob umoziuje oxidaci vétsStho mnozstvi latek ze slozité smési najednou a naslednou
separaci jednotlivych produktli, ¢imz je mozné ziskat informace o polarité téchto
produktli. Druhy zplisob, zobrazeny na obrazku 3, spoc¢iva ve vyuziti metod v potadi
LC/EC/MS, kde dochédzi k prvotnimu rozdéleni slozek smési pomoci RP-HPLC
anasledné¢ jsou jednotlivé latky separované ze smési pievedeny elektrochemickou
oxidaci na produkty, které jsou detekovany prostfednictvim hmotnostni spektrometrie.
Timto postupem je mozné simultdnné stanovit oxidacni produkty pouze jedné latky

vyseparované ze smési'’,
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NejpouzivangjSimi pracovnimi elektrodami pro elektrochemickou oxidaci jsou
elektrody s velkym povrchem, slouzici pro rutinni analyzu cetného mnozstvi vzorkl
diky spojeni kvantitativni konverze s dlouhymi intervaly udrzby. Nejcastéji se pouziva
pracovni elektroda ze skelného uhliku, nebot’ je chemicky inertni a ma dobré elektrické

a mechanické vlastnosti'’.

Davkovad
e EC cela
Kolona
—
TV/VIS detektor
P
N
[ ] Fimotmostai

Pumpa Potenciostat spektrometr

Obrazek 2: Schématické usporadani EC/LC/MS (ptevzato z cit. ' a upraveno)

Davkovad

Pumpa
Kolona EC cela
ﬁ UV/VIS detektor
— S Hmotnostni
otenclostal spektrometr
Pumpa

Obrizek 3: Schématické usporadani LC/EC/MS (pievzato z cit. '° a upraveno)

V soucasnosti se hojné vyuziva spojeni EC/LC/MS v rtiznych oblastech, naptiklad
pfi vyzkumu metabolismu 1é¢iv, k analyze proteint, peptidi a DNA nebo ve forenzni

a toxikologické analyze.
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Uwe Karst a Sandra Jahn'! ve svém ¢€lanku vytvotili prehled vyzkumnych skupin,
vénujicich se pouziti této trojkombinace analytickych metod. Nékteré skupiny z tohoto
¢lanku jsou zminény nize.

Diehl a kol.'? sepsali praci zabyvajici se metodickym vyvojem online propojeni
EC/LC/MS k analyze netékavych sloucenin. Préci rozdélili do n¢kolika ¢asti. Prvni ¢ast
zamé&fili na vyuziti elektrosprejové ionizace jako zdroje iontd pro redoxni reakci.
Druhou ¢ast vénovali riznym druhiim elektrochemickych pritokovych cel s odliSnymi
ioniza¢nimi rozhranimi a posledni Cast se zaméfila na propojeni chromatografickych
metod s elektrochemii a hmotnostni detekeci.

Van Berkel a kol."® jako prvni propojili rtizné druhy elektrochemickych cel
s detektorem ESI-MS. Tato metoda se vyuzivala ke stanoveni netékavych, polarnich
a teplotn¢ nestalych latek. Predvedli univerzalnost a uzitecnost této metody na nékolika
ptikladech: ionizovali neutrdlni analyty pro detekci ESI-MS, zkoumali produkty
elektrodovych reakci, a nakonec vylepsili stanoveni kovl za pouziti anodické
rozpoustéci voltametrie a ESI-MS. Jako vzorové latky pro tato stanoveni poslouzily
perylen, oktaethylporfyrin nikelnaty, elementarni stfibro nebo p-karoten.

Jurva a kol.'*

predstavili systém, ve kterém vyuzili elektrochemické pritokoveé
cely k tvorbé hydroxylovych radikali na principu Fentonovy reakce pro naslednou
reakci s xenobiotiky a detekci produktli vzniklych oxidaci pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie ve spojeni s vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii.
Reakéni smés obsahovala substrat (vychytava¢ radikala DMPO: 5,5-dimethyl-1-
pyrrolin N-oxid), chlorid zelezity, peroxid vodiku a EDTA (k prevenci vysrazeni).
Fentonova reakce byla zahijena sniZenim obsahu Zelezitych kationtl, smés byla
davkovana do kapalinového chromatografu a jeji slozky byly detekovdny pomoci
hmotnostniho spektrometru. Takovy systém slouzi k vyvoji vychytdvact radikéli
a antioxidant na zékladé¢ simulace vzniku kyslikovych radikdli jako toxickych
metabolitlh pfi riznych onemocnénich. Timto ¢lankem poukazali na schopnost metod

EC/LC/MS napodobit fadu oxidac¢nich metabolickych reakci a stat se uZite€nymi pfi

vyvoji 1égiv'>.
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1.3.1 Pouziti EC/LC/MS ve farmaceutickém primyslu

Jedna zhlavnich cest eliminace 1é¢iv zlidského téla je enzymaticka
biotransformace. Ta byvd vyvolana oxidacnimi reakcemi katalyzovanymi enzymy
cytochromu P450 (CYP)'. Je nutné sledovat biotransformaci 1é¢iv z bezpecnostnich
divodd, jelikoz se vétSina z nich pfeménuje na rizné metabolity s odlisnou biologickou
aktivitou, kterd mize byt v nékterych ptipadech pro clovéka nebezpecna. To znamena,
7e mohou vznikat toxické metabolity nebo dals§i nezadouci biotransformacni disledky
(pt. biotransformace parathionu na paraoxon — inhibitor cholinesterasy)'”.

S ptibyvajicim poctem vyvijenych 1é¢iv je Zadouci zavadét spolehlivé a dostupné
metody, které poskytnou informace o jejich biotransformaci. Cim diive jsou testy
uskutecnény, tim difive muze byt pferuSen vyvoj léCiva, coz piinasi vyhody
z ekonomického a ¢asového hlediska. Bé€zné testovani probihd na zvitatech (in vivo), je
casov€ narocné a jeho reprodukovatelnost je omezend. Z tohoto diivodu jsou vyvijeny
metody, které simuluji metabolismus 1é¢iv in vitro. Takové metody jsou zalozeny na
reakcich katalyzovanych enzymem CYP ziskanym z jater, hepatocytl nebo jaternich
mikrozom'®.

Elektrochemie je jednou zmetod nahrazujicich klasické oxidacni reakce
katalyzované enzymy CYP. K oxidaci zde dochazi tak, ze zkoumana latka predava své
elektrony na pracovni elektrod€. Propojeni elektrochemie s kapalinovou chromatografii
a hmotnostni detekci se stalo uzitecnou metodou ke studiu metabolismu 1éCiv, jelikoz
poskytuje velké mnozstvi informaci o povaze elektrochemicky generovanych
metabolith. Oxidativni metabolismus je simulovan prostiednictvim elektrochemie
a metabolity jsou nasledné¢ oddéleny pomoci HPLC, kterd poskytuje retencni casy
umoznujici identifikaci nejen generovanych oxidacnich produkti a jejich polarity, ale
imoznych izomerd. Vzniklé produkty jsou detekovany pomoci hmotnostni
spektrometrie. Vyhodou této metody je rychlost stanoveni a vznik vysledného
trojrozmérného grafu, tzv. hromadného voltamogramu, ze kterého je moZné ziskat
informace o pilvinovych potencialech a prvni nahled na mozné produkty oxidace'®.

Ukazuje se, ze elektrochemicka oxidace je vhodné také pro syntézu metaboliti
1éciv, jelikoz standardii pro jejich identifikaci a kvantifikaci je nedostatek. Syntéza
metabolitl 1é¢iv je vyuzivana také pfi dopingovych kontroldch, kde se synteticky

vzniklé metabolity pouZiji pravé jako identifikaéni standard'®.
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Metoda EC/LC/MS byla validovana pro fadu lé¢iv. Getek a kol.!® simulovali
metabolismus 1é¢iv pomoci online EC/MS, kdy sledovali elektrochemickou oxidaci
paracetamolu na N-acetyl-p-benzochinonimin za pouziti skelné uhlikové elektrody v
elektrochemické prutokové cele a nasledné provedli konjugaéni reakci s thiolovymi
skupinami glutathionu a cysteinu, coz je obdobny proces jako pii katalyze CYP.
Oxida¢éni produkty i oba konjugaty byly nésledné pieneseny prostiednictvim
elektrospreje do hmotnostniho spektrometru a detekovany.

Nozaki a kol.'” se ve svém €lanku vénovali elektrochemické oxidaci zotepinu
a chlorpromazinu, coz jsou strukturné podobna 1é¢iva. Vyuzili rovnéZ metodu EC/MS
bez separacniho chromatografického kroku, kde elektrochemickd oxidace byla
provedena v elektrolytické mikropratokové cele. Oxida¢nimi produkty byly S-oxidy,
N-dealkylované a dehydrogenované slouCeniny, které byly detekovany pomoci
hmotnostni spektrometrie a mély podobné vlastnosti jako metabolity generované
cytochromem P450.

Van Leeuwen a kol.?® se zabyvali chovanim antipsychotika clozapinu po
elektrochemické oxidaci s on-line systtmem EC/LC/MS. Clozapin vykazuje
cytotoxické vedlejsi ucinky vyplyvajici z reaktivniho meziproduktu nitroniového
iontu, ktery je tvoren v priabéhu CYP katalyzy. Tento reaktivni meziprodukt se pfi
pouziti EC/LC/MS degradoval béhem separace kvili své nestabilité. Pridani
glutathionu pted elektrochemickou oxidaci sméfovalo k zachyceni nitroniového iontu
a poskytlo tfi isomerni glutathionové adukty. Timto krokem dokézali, Ze online
separace pomoci HPLC ptfed detekci pomoci hmotnostni spektrometrie ma velky

vyznam v souvislosti s detekei jednotlivych izomert.

1.4 Stresové testovani stability 1é¢Civ

K urceni stability 1éCiv se pouziva stresové testovani, pii kterém probih4 nucena
degradace t&chto farmaceutickych latek?!. Pii stresovém testovani je latka vystavena
extrémnim podminkém, mezi které patii napiiklad vysoka teplota, kyselé nebo zasadité
prostiedi ¢i sv€tlo. Nasledné je pozorovano chovani latky za téchto podminek a stanovi
se, kdy je latka schopna udrZet si dané jakostni znaky a kdy se naopak jeji vlastnosti
nepiijatelné¢ zméni. Testovani probihd z bezpecnostnich divodul, predevsim k urceni
trvanlivosti a Gi¢innosti testovaného 1éku. Stresové testovani urcuje, za jakych podminek

je stanovovana latka stabilni a za jakych se rozpadéa na dal$i produkty. Déle usnadiiuje
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urceni vnitini stability molekuly prostfednictvim stanoveni cest degradace, poskytuje
tdaje o degradac¢nich produktech a pomaha stanovit mechanismy rozkladu??.

V dusledku toho dochéazi ke zvoleni a validaci vhodnych analytickych metod k
identifikaci latek vzniklych degradaci. Pro kazdou testovanou lé¢ivou latku jsou pouzity
konkrétni stresové testovaci podminky vhodné pro dany piipad. Samotné testovani
probihd na jedné Sarzi 1éCivé substance a zahrnuje vliv vlhkosti, teploty, fotolyzy
a oxida¢nich ucinkii na studovanou latku. Nékteré cesty rozpadu mohou byt slozité

Mrve

dlouhodobym testovanim, které by za béznych podminek skladovani 1é¢ivého ptipravku
nevznikaly?>?3.

Stresové testovani ma za ukol odhalit problémy se stabilitou latek a ma
prediktivni povahu. Problémy se stabilitou latek mohou ovlivnit dalsi oblasti, naptiklad
parametry vyroby a zpracovani, vliv na Zivotni prostfedi, vyvoj analytickych metod,
toxikologickd a bezpecnostni opatfeni nebo vhodné podminky pro skladovani
a expiracni dobu?.

Nejpouzivangj$i analytickou metodou pro detekci degradacnich produkti je
vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC), ktera
vyuziva eluci s Sirokym gradientem, jenz pokryva velky rozsah polarity. Obecné je
dobré validovat a pouzit metodu, kterda poskytne separaci latky ze smési a poskytne

detekci a separaci degradaénich produkti’.

1.4.1 Oxidativni degradace canagliflozinu

Na zéklad€¢ testovani stability canagliflozinu podle zéisad schvélenych
Mezinarodni konferenci o harmonizaci (ICH)* bylo zjisténo, Ze je 1ék stabilni tém&t
vii¢i viem stresovym podminkam, kromé& oxidace®. Po oxidaci byl separovan jeden
degradac¢ni produkt, k jehoZ ptipravé byl pouzit 3% (v/v) peroxid vodiku. Produkt byl
nasledné detekovan a strukturdlné¢ objasnén pomoci hmotnostni spektrometrie
a infradervené spektroskopie?’. Strukturu degrada¢niho produktu je mozné vidét na

obrazku 4.
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Obrazek 4: Struktura degradacniho produktu vzniklého oxidativni degradaci

canagliflozinu (pfevzato z cit. 2> a upraveno v programu ACD/ChemSketch)

Pro tento piipad stanoveni popsal ve svém ¢lanku A. A. Emam® metodu
vysokou¢inné¢  tenkovrstvé  chromatografie = (HPTLC) s  denzitometrickym
vyhodnocenim, ktera byla validovana pro kvantifikaci canagliflozinu a jeho produktu
vzniklého oxidativni degradaci. Separace probihala na stacionarni fazi tvofené
silikagelem nanesenym na hlinikovou desticku. Desticka byla vlozena do vyvijeci
komory, ktera obsahovala smés rozpoustédel acetonu a ethanolu v poméru 80:20 (v/v).
Vyhodou této metody byl ptedevSim nizky dopad na Zzivotni prostiedi v disledku
zvoleni smési acetonu a ethanolu jako rozpoustédla. Tyto latky vykazuji nizkou toxicitu
a jsou produkty obnovitelnych zdrojt.

Dalsi variantu sledovani produkti oxidativni degradace canagliflozinu popsali
v ¢lanku Emam a Abdelwahab®*. Byla pouzita metoda HPLC se stacionarni fazi C18
a mobilni fazi tvofenou smési methanolu a vody v poméru 98:2 (v/v). Methanol byl
zvolen z dtvodu nizké toxicity a ekologické Setrnosti oproti béZné pouzivanym
rozpoustédlim (acetonitril). Ke zvySeni pfesnosti méfeni byl vybran ibuprofen jako
vnitini standard, jelikoz vykazoval chromatografické vlastnosti podobné analytu

a poskytoval symetricky pik s vyhovujicim retenénim ¢asem nezasahujicim do ostatnich
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pikd. Metoda HPLC byla oproti denzitometrické HPTLC rychlejsi, presnéjsi a méla

vysokou opakovatelnost.

1.5 Planovani experimentu

Design of experiments (DoE), neboli planovani experimenti, je nedilnou soucasti
efektivniho vyvoje a optimalizace metod v analytické chemii. Vyuziva se pro planovani
experimentl, diky kterym lze ziskat jednozna¢né odpovédi na klicové otazky vyzkumu
pomoci kombinace riznych experimentalnich podminek za minimalni finan¢ni vydaje.
Vysledkem je tvorba piehlednych grafi, které porovnavaji vliv vicero nezavisle
proménnych soucasné, ¢imzZ je zredukovano cetné mnoZstvi testii. Prvnim krokem je
volba vhodnych nezavisle proménnych. Nezéavisle proménné mohou mit jak kvalitativni
charakter, jako je typ stacionarni faze, kolony nebo typ elektrolytu, tak 1 kvantitativni
charakter, naptiklad hodnota pH pufru nebo teplota. Na zaklad¢ nezavisle proménnych
je zvolen vhodny statisticky model. Pro vyhodnoceni je tieba zvolit zavisle proménné.
V ptipadé vyhodnoceni HPLC chromatograml se mohou mezi zavisle proménné fadit
faktory jako retencni ¢as, plocha piku, rozliSeni pikt a jiné chromatografické parametry.
Na zakladé vyhodnocenych zéavisle proménnych ze vSech naplanovanych experimenta
muzeme pomoci statistického softwaru vysSetfit vliv nezavisle proménnych na zavisle
proménné?®.

Oproti varianté ,,One factor at a time” (OFAT), ktera je v analytické chemii bézn¢
pouzivéna a pii které lze ménit pouze jednu nezavisle proménnou, je varianta DoE
mén¢ casoveé a financné narocna, nebot’ Ize meénit vice promeénnych zaroven a je rovnéz

vice efektivni pii ziskdvani dat a prozkoumavani experimentalniho prostoru®’.
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie a instrumentace

2.1.1 Chemikalie

Deionizovand voda, Mili-Q®, Merck Millipore, USA

e Acetonitril, CHROMASOLV™, gradient grade > 99%, for HPLC,

Honeywell, Francie
e Methanol, LC-MS CHROMASOLV™, > 99,9%, Honeywell, Francie
e Hydroxid amonny, 25% p. a., Lach-Ner, s. r. 0., Ceské republika
e Fosforetnan amonny, ACS reagent, > 98%, Sigma-Aldrich, Némecko
e Octan amonny, ACS reagent, > 98%, Sigma-Aldrich, Némecko
e Kyselina mravenci, ACS reagent, 98 — 100%, Merck, USA
e Kyselina fosforecna, ACS reagent, > 85%, Sigma-Aldrich, Némecko
e Kyselina octova, ACS reagent, 99%, Sigma-Aldrich, Némecko

e Canagliflozin, zr-1400118, Invokana®, Janssen, USA
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2.1.2 Instrumentace

e 1260 Infinity LC system s DAD detektorem, Agilent Technologies, Némecko

e Chromatograficka kolona Agilent Poroshell 120 SB-Aq (2,1 x 100 mmy;
2,7 um), uchovavana ve 100% acetonitrilu, Agilent Technologies, USA

e Radialni pratokova cela o rozmérech 0,05 x 6 mm, ALS Co., Japonsko
e Pracovni elektroda ze skelné¢ho uhliku, primér 6 mm, ALS Co., Japonsko
e Referentni elektroda typu Ag/AgCl, primér 10 mm, ALS Co., Japonsko

e Pomocna elektroda pro pritokovy ¢lanek z nerezové oceli, primér 1,6 mm,

ALS Co., Japonsko
e Teflonova tésnéni o tloustkach 12, 50, 100 a 500 pm, ALS Co., Japonsko
e Potenciostat, PalmSens®, PalmSens, Nizozemsko
e Stiikackové Cerpadlo, KD Scientific, USA
e Ultrazvukova lazen, Elma S15, Elmasonic, Némecko
e pH metr, 3540 pH/conductivity meter, Jenway, UK
e Magneticka michacka, Velp Scientifica, Italie

e Analytické vahy, Entris®, Sartorius, Némecko

2.2 Pracovni postupy

2.2.1 Priprava mobilni faze

Jako mobilni faze pro vSechna méfeni metodou HPLC byla zvolena smés 10 mM
mraven¢anového pufru (A, vodnd slozka) a acetonitrilu (B, organickd slozka).
10 mM mravencanovy pufr byl pfipraven odmétenim 191,0 pl 99% kyseliny mravenci
a doplnén deionizovanou vodou na celkovy objem 500,0 ml. Pomoci 25% hydroxidu

amonného bylo upraveno pH vodné slozky na hodnotu 3,5.
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2.2.2 Priprava kalibraé€ni rady

Byl pfipraven zasobni roztok API canagliflozinu o koncentraci 20 mg/ml tak, ze
bylo navazeno 200 mg vzorku API na analytickych vahach a rozpusténo v 10,00 ml
100% acetonitrilu. Z divodu S$patné rozpustnosti canagliflozinu bylo zapotiebi vlozit
vialku se zdsobnim roztokem do ultrazvukové ldzn€ a nechat pfiblizné 15 minut
rozpoustét za pusobeni ultrazvuku. Nasledn¢ byly pfipraveny kalibracni roztoky
postupnym fedénim zéasobniho roztoku API canagliflozinu podle nize uvedeného

tediciho schématu (viz Tabulka 1).

Tabulka 1: Ptiprava kalibra¢nich roztokd API canagliflozinu. Objem vSech roztokt byl

doplnén deionizovanou vodou na 10,00 ml.

Koncentrace Koncentrace Objem zasobniho Objem
kalibra¢niho roztoku zasobniho roztoku roztoku acetonitrilu
mg/ml mg/ml ml ml
11-10" 2-10! 0,55 2,45
5-10" 2-10! 0,25 2,75
3-10" 2-10! 0,15 2,85
1-10" 2-10! 0,05 2,95
5-102 5-10"! 1,00 2,00
1-102 5-10"! 0,20 2,80
5-107 5-10"! 0,10 2,90
1-103 5-102 0,20 2,80
5-10* 5-102 0,10 2,90
2-10* 1-103 2,00 1,00
5-107 1-103 0,50 2,50
2-10° 1-103 0,20 2,80

24



2.3 Elektrochemicka oxidace

2.3.1 Priprava acetatového pufru

Podle pfedem rozvrzeného planu byl piipravovan acetatovy pufr v zavislosti na
potiebné koncentraci (viz Tabulka 2) a hodnoté pH. Bylo vzdy navazeno vypoctené
mnozstvi octanu amonného a doplnéno deionizovanou vodou na objem 50 ml. Poté bylo
upraveno pH pufru s pouzitim pH metru dle potieby (viz Tabulka 2) pomoci
99% kyseliny octové nebo 25% hydroxidu amonného na poZadovanou hodnotu. Pro
kazdou elektrochemickou oxidaci byl pfipravovan Cerstvy pufr, ktery bylo vzdy nutné

odplynit v ultrazvukové lazni.

2.3.2 Priprava fosfatového pufru

Fosfatovy pufr byl pfipravovan podle pifedem rozvrZzeného planu obdobnym
zpusobem, jako acetatovy pufr. Bylo navazovano mnozstvi fosfore¢nanu amonného
odpovidajici pozadované koncentraci (viz Tabulka 2), doplnéno deionizovanou vodou
na objem 50 ml a pH vzniklého pufru upraveno piidavkem 85% kyseliny fosforecné

nebo 25% hydroxidu amonného na poZzadovanou hodnotu.

2.3.3 Priprava vzorku pro elektrochemickou oxidaci

Bylo navazeno vzdy 5,50 mg API canagliflozinu na analytickych vahach
a k tomuto mnozstvi bylo pfidano 2,50 ml pufru a 2,50 ml methanolu. Vzorek byl
vkladan do ultrazvukové 1azn€ na 15 minut, aby se canagliflozin fadné rozpustil. Poté
bylo jesté nutné vzorek po dobu cca 10 minut odplynovat v ultrazvukové lazni, aby

obsazeny kyslik nerusil pribéh samotné oxidace.
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2.3.4 Prubéh elektrochemické oxidace

Byla sestavena radidlni elektrochemicka pritokova cela, kterd obsahovala
chemicky inertni pracovni elektrodu ze skelného wuhliku o praméru
6 mm, Ag/AgCl referentni elektrodu o priméru 10 mm apomocnou elektrodu
z nerezové oceli o praiméru 1,6 mm. Injekéni stiikacka slouzici k davkovani vzorku
a promyvani cely a elektrod byla s celou spojena pomoci silikonové hadi¢ky o vnitinim
pruméru 0,4 mm a délce 27,4 cm. Cela byla pfed oxidaci nejprve nékolikrat
proplachnuta deionizovanou vodou a poté methanolem, aby byla zbavena piipadnych
necistot, dale pufrem pouzitym pii konkrétnim meétfeni a naposledy také tiikrat 1 ml
vzorku canagliflozinu, pfipravené¢ho podle popisu v kapitole 2.3.3. Deionizovana voda,
methanol, vzorek 1 pufry musely byt pfedem odplynény v ultrazvukové lazni, aby
nedochdzelo k interferenci pfi oxidaci.

V programu PSTrace 5 (cit. %) byly nastaveny oxidaéni podminky. Jako metoda
byla zvolena chronoamperometrie, tedy metoda, pii které se méefi zavislost proslého
proudu na Case pii vlozeném konstantnim potencidlu, ktery byl nastaven na hodnotu
1,2 V. Ziskané hodnoty proslého proudu poslouzily v této praci pouze ke kontrole, zdali
oxidace probéhla. Casovy interval oxidace byl nastavovan individualné pro kazdé
meéieni v zavislosti na pritokové rychlosti.

Po nastaveni podminek pro meéfeni a po proplachnuti cely byl do injekéni
stiikacky nabran 1 ml vzorku canagliflozinu. Stiikacka byla vlozena do stfikackového
cerpadla, které postupné davkovalo malé mnozstvi vzorku do pritokové cely pomoci
tla¢ného bloku. Vyhodou tohoto cerpadla byla piedevsim eliminace pulzovani.

Byly pfipraveny tfi vialky — jedna obsahovala cca 0,7 ml slepé¢ho vzorku, ktery
tvotila smés pufru a methanolu v poméru 50:50, druha vialka obsahovala ptiblizné
0,5 ml nestresovaného vzorku canagliflozinu a do tfeti vialky se jimal elektrochemickou
oxidaci stresovany vzorek, vychéazejici z pratokové cely. Podminky pro jednotliva
méfeni jsou shrnuty v tabulce 2. Plan experimentl byl navrzen zptisobem popsanym

v kapitole 3.2.
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Tabulka 2: Redukovany kombinatoricky plan experimentli zndzorfiujici vybrané

podminky pro jednotlivd méfeni vytvofeny pomoci softwaru Modde 12 (cit. *%)

Experiment Koncentrace pH  Tloustka Pritokova Typ
pufru pufru  tésnéni rychlost pufru
mmol/l pm ml/h
N1 100 6,0 12 0,05 fosfatovy
N2 300 4,0 50 0,05 fosfatovy
N3 200 5,0 200 0,05 acetatovy
N4 200 4,0 500 0,10 fosfatovy
N5 300 5,0 12 0,10 acetatovy
N6 100 6,0 50 0,10 acetatovy
N7 300 6,0 200 0,20 fosfatovy
N8 100 5,0 500 0,20 fosfatovy
N9 200 4,0 12 0,20 acetatovy
NI10 200 5,0 50 0,40 fosfatovy
NI1 100 4,0 200 0,40 acetatovy
NI12 300 6,0 500 0,40 acetatovy
NI3 300 6,0 500 0,40 acetatovy
N14 200 4,0 500 0,10 fosfatovy
NI15 300 4,0 50 0,05 fosfatovy

2.4 Chromatografické podminky

Chromatografické podminky byly pifevzaty z diplomové prace Bc. Jitky
Machalové®®, kterd zvalidovala HPLC metodu pro stanoveni canagliflozinu. Jako
mobilni faze byla zvolena smés 10 mM mravencanového pufru o pH 3,5 a acetonitrilu,
pfiprava mobilni faze byla popséna v kapitole 2.2.1. Gradientovy program, podle
kterého se ménilo procentualni zastoupeni jednotlivych sloZek mobilni faze, je uveden v
tabulce 3.

Ke stanoveni byla pouzita chromatograficka kolona Agilent Poroshell 120 SB-Aq
o rozmérech 2,1 x 100 mm; 2,7 pm, objem nastiiku €inil 1 pl a pratok mobilni faze byl

nastaven na 0,35 ml/min. Teplota automatického davkovace byla 24 °C a teplota kolony
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byla 30 °C. Jako detektor byl zvolen UV/VIS detektor s diodovym polem. Detekce
jednotlivych analyt byla realizovana pti vlnové délce 292 nm, jelikoz pfi této vinové

délce vykazuje canagliflozin absorpéni maximum.

Tabulka 3: Gradientovy program metody HPLC, podle kterého se ménilo zastoupeni

vodné slozky (A) a organické slozky (B) mobilni faze pfti eluci.

t (min) DA (%) Dg (%)

0 70 30
1 70 30
10 60 40
12 20 80
13 20 80
14 70 30
20 70 30

2.5 Analytické zpracovani dat

2.5.1 Mez detekce a mez kvantifikace

Mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ) canagliflozinu byla v této praci

vypoctena podle uvedenych rovnic:

LOD = 3 X hn’ (1)
m
10 X hy, (2)

kde %, je Sum na zékladni linii a m je smérnice regresni pfimky kalibra¢ni zavislosti®'.
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2.5.2 Linearni dynamicky rozsah

Linearni dynamicky rozsah byl ziskan vynesenim logaritmickych hodnot
koncentraci kalibra¢nich roztokti na osu x a logaritmickych hodnot ploch pikd na osu y.
Experimentalnimi body byla prolozena regresni ptfimka, jejiz hodnota smérnice
odpovidala koeficientu linearity. Tento koeficient poslouzil k uréeni, v jakém rozsahu

koncentraci je odezva detektoru linearni.

2.6 Podminky elektrochemické oxidace z DoE

Pomoci softwaru Modde 12 bylo vygenerovano 15 experimentd, pii kterych byl
zjistovan vliv riznych faktorti na elektrochemickou oxidaci. Na zéklad€ softwaru byly

vyhodnocovany vlivy téchto faktort, které predstavovaly nezavisle proménné:

e Typ pufru

e Koncentrace pufru
e pH pufru

e Pratokové rychlost

e Tloustka tésnéni vkladaného pted pracovni elektrodu

Za zéavisle proménnou bylo v piipadé zkoumani stability canagliflozinu pii
probihajici oxidaci zvoleno procentudlni zastoupeni canagliflozinu, tzn. kolik procent
canagliflozinu zistalo nezdegradovano, a v pfipadé¢ zjistovani ucinnosti
elektrochemické oxidace bylo za zavisle proménnou zvoleno procento vznikajicich
necistot. Z 15 vySe zminénych experimenti byla diky Modde 12 ziskdna kombinace
optimalnich podminek, za kterych vznikd nejvétsi procento produktli oxidace. Tyto
podminky byly ovéfeny provedenim tii kontrolnich méteni.

Ze softwaru bylo ziskano také nckolik grafii znazornujicich vliv nezévisle
proménnych na zavisle proménné, mezi které patii VIP Plot, ktery shrnuje celkovy vliv
faktori na pribeh elektrochemické oxidace, Coefficient Plot, ktery znézoriiuje
pozitivni/negativni vliv individualnich jmenovanych faktort na stabilitu canagliflozinu
a Box Whisker Plot, jenZ poskytuje grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni

produktii degradace pomoci kvartili.
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3 Vysledky a diskuze

V této bakalatrské praci byla provedena elektrochemicka oxidace canagliflozinu
jako jedna ze stresovych podminek stabilitniho testovani 1éCivych latek. Canagliflozin
byl zvolen jako dobrda modelova latka pro elektrochemickou oxidaci, jelikoz je za vSech
ostatnich stresovych podminek (teplota, vlhkost, ...) stabilni, ale pfi oxidaci, at’ uz
chemické, nebo elektrochemické, podléha degradaci.

Nestresované 1 stresované vzorky byly analyzovany metodou HPLC a poté bylo
z vyslednych chromatogramii vyhodnoceno mnozstvi degradacnich produktii vzniklych
za ruznych experimentdlnich podminek pfi elektrochemické oxidaci. Vyhodnoceni

probéhlo pomoci statistického softwaru Modde 12 spole¢nosti Umetrics.

3.1 Analyza pomoci HPLC s DAD detektorem

3.1.1 Kalibrac¢ni zavislost

Nejprve byla zmétena kalibracni zavislost, na zéklad¢ které byl stanoven linearni
dynamicky rozsah, LOD a LOQ metody. Po proméfeni kalibra¢nich roztoka
o koncentracich 11 - 101, 5-10",3- 10", 1-10",5- 102, 1-102,5-103,1-107,
5-10%2-10% 5-10° a2 - 10° mg/ml za pouziti techniky HPLC byla zhotovena
kalibracni zavislost pro plochy a vysky pikli na koncentracich ptislusnych kalibracnich
roztokli. Smeérnice kalibra¢ni zavislosti signali pro vysky pikii na koncentracich
kalibracnich roztokli byla pouzita pro vypocet meze detekce a meze kvantifikace.
Hodnota smérnice této kalibracni zavislosti odpovidala 760,44 mAU - ml/mg a hodnota
useku cinila 0,0195 mAU. Chyba smérnice byla urcena jako 3,071 mAU - ml/mg
achyba useku dosahovala hodnoty 1,157 mAU. Dale byl stanoven koeficient
determinace pro tuto kalibra¢ni zavislosti, jehoZ hodnota ¢inila 0,9999.

Pro vypocet LOD a LOQ bylo nutné znat Sum zakladni linie, ktery byl urcen
z chromatogramu slepého vzorku, tedy smési 30% acetonitrilu a vody, a jeho hodnota
¢inila 0,03 mAU. Hodnota LOD byla vypoctena na 1,18 - 10* mg/ml a hodnota LOQ
byla vypoétena na 3,95 - 10 mg/ml. LOD a LOQ byly ovéfeny rovnéz experimentalng.

Smérnice kalibraéni zavislosti ploch pikli na koncentracich kalibraénich roztoka
odpovidala hodnoté 5573,2 mAU - s - ml/mg a usek této zavislosti hodnot¢ -8,3481
mAU - s - ml/mg. Chyba smérnice dosahovala hodnoty 31,57 mAU - s - ml/mg a chyba
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useku hodnoty 11,39 mAU - s - ml/mg. Koeficient determinace této zéavislosti Cinil
0,9997.

Dale byl vyhodnocen linearni dynamicky rozsah metody, ktery byl ziskan
vynesenim logaritmickych hodnot koncentraci kalibracnich roztokd na osu x
a logaritmickych hodnot ploch pikli na osu y. Ze smérnice této zavislosti byl stanoven
koeficient linearity, jehoz hodnota Cinila 1,004. Lze tedy fici, ze linearni dynamicky

rozsah metody je 2 - 10*- 11 - 10" mg/ml.

3.1.2 Nestresovany vzorek canagliflozinu

Po provedeni analyzy nestresovaného vzorku canagliflozinu pfipravenc¢ho
postupem popsanym Vv kapitole 2.3.3 bylo zjiSténo, ze pik canagliflozinu eluuje v Case
8,9 min. Reten¢ni Cas nestresovaného vzorku canagliflozinu poslouzil k porovnani s
retencnimi Casy elektrochemicky stresovanych vzorkl a byl pouzit rovnéz pro vypocet
relativnich retenCnich casti jednotlivych necistot vzniklych degradaci. Ve vysledném
chromatogramu se vyskytly minoritni piky, které poukazovaly na pfitomnost necistot z

vyrobniho procesu API canagliflozinu nebo z ptipravy roztoku canagliflozinu.

3.2 Elektrochemicka oxidace canagliflozinu

K nalezeni optiméalnich podminek elektrochemické oxidace byl sestaven
redukovany kombinatoricky plan experiment pomoci statistického softwaru Modde 12
(cit. 2%, diky kterému bylo moZné vygenerovat kombinaci vicero nezavisle proménnych
parametrq, jejichz vliv na analyzu lze pozorovat soucasné. Mezi sledované nezavisle
proménné patiil typ pufru, hodnota jeho koncentrace a pH, rychlost pratoku roztoku
prutokovou celou a tloustka tésnéni.

Byly zvoleny dva typy pufrt. Jednim byl acetatovy, ktery je zarovent vhodny pro
hmotnostni spektrometrii, a druhym typem pufru byl fosfatovy, ktery se fadi mezi
nejpouzivangjsi pufry a slouZi ke stabilizaci pH v neutrdlnich oblastech. Oba tyto pufry
byly zvoleny z divodu vyssi vodivosti, neZ ma smés methanol a voda. Acetatovy pufr
ma navic pufracni kapacitu v oblasti hodnot pH cca 4-6, coz jsou zvolené
experimentalni hodnoty pH.

Pro elektrochemickou oxidaci je nutné zvolit hodnoty pH tak, aby nebyly v pfili§
kyselé oblasti, tzn. pH 4, 5 a 6, nebot’ v kyselé oblasti hodnot pH vznikd mnoZzstvi H*

iontl, které by uméle podpoftily oxidaci. V zasaditych oblastech by diky ptebytku OH"
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iontll byla naopak oxidace uméle tlumena. Pii pH niz§im nez 4 by mohla hrozit
nezadouci hydrolyza canagliflozinu.

Vybrané hodnoty koncentraci pufri se pohybovaly v rozmezi 100-300 mM.
Takové rozmezi bylo ureno na zakladé vlivu iontové sily, jelikoz bylo Zadouci, aby
m¢él roztok urcitou vodivost, pti které dochazi k prenosu elektroni. Pti koncentracich
vyssich nez 300 mM by m¢l roztok iontovou silu pfili§ vysokou a dochéazelo by ke
srazeni canagliflozinu, jak bylo zji§téno pfi pfedchozich experimentech v laboratofi.

Rychlost pritoku roztoku pritokovou celou byla nastavena tak, aby stihl
systémem protéct dostatek vzorku k HPLC analyze. Pfi pratocich 0,05 a 0,10 ml/h
trvala oxidace 3 hodiny, pfi pratoku 0,20 ml/h trvala 1,5 hodiny a pfi pritoku 0,40 ml/h

trvala 1 hodinu.

3.2.1 Analyza produktu elektrochemické oxidace

Po elektrochemické oxidaci byly stresované vzorky prométeny pomoci HPLC za
ucelem ziskani retencnich casti jednotlivych degradacnich produkti. Ze zjiSténych
retencnich Casti degradacnich produkti a retencniho Casu API canagliflozinu byly
spocteny relativni retencni Casy slouzici k identifikaci jednotlivych necistot. K nim pak
byly pfifazeny relativni plochy pikii téchto necistot a na zdklad¢ toho bylo mozné
spocitat sumu ploch pikl vzniklych degradacnich produktii za icelem zjiSténi, za jakych
podminek vznika nejvice produkti degradace. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 4.

Z této tabulky a tabulky 2 je zifejmé, Ze nejvetsi procento degradacnich produktt
vzniklo pti pouziti 300 mM fosfatového pufru o pH 4,0, pratokové rychlosti 0,05 ml/h
a tloust’ce té€snéni 50 um (experiment N15). Nejmensi procento degradacnich produktii
vzniklo naopak pii pouziti 200 mM fosfatového pufru o pH 5,0, pritokové rychlosti
0,4 ml/h a tloust’ce tésnéni 50 um (experiment N10).

Z tabulky je mozné vypozorovat trend, ktery tik4, Ze ¢im je zvolena hodnota
pritokové rychlosti mensi, tim vice oxidacnich produkti bude vznikat. Je ziejmé, Ze
necistoty 7 a 8 vznikaji pouze pfi pH 4 a 5, nikoliv pii pH 6. Jejich vznik tedy
podporuje spiSe slabé kyselé prostiedi. Pii vysokém pritoku vznikaji prednostné
necistoty 5 a 6 na ukor necistot 1 a 2 (experimenty N10, N12 a N13) a pokud je pH

nizké a pritok vysoky (experiment N11), probihd degradace ve vétsi mite.
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Tabulka 4: Plochy pikt vzniklych degradacnich produktii vyjadiené jako procenta sumy plochy vsech pikii véetné API.

Relativni plochy pikii necistot

Experiment trel trel trel trel trel trel trel > relativnich
0,48 0,50 0,63 0,67 0,89 0,90 1,57 1,58 ploch piki
N1 1,050 1,171 - 0,364 1,218 1,327 - - 5,130
N2 0,702 0,796 - 0,259 1,201 1,346 0,100 0,097 4,501
N3 0,970 1,004 0,097 0,313 0,818 0,923 0,055 0,083 4,263
N4 0,525 0,580 0,170 0,247 0,583 0,636 0,099 0,105 2,945
N5 0,274 0,211 0,112 0,127 0,454 0,464 - - 1,642
N6 0,471 0,531 0,162 0,254 0,808 0,886 - - 3,112
N7 0,311 0,342 0,150 0,12 0,619 0,659 - - 2,201
N8 0,269 0,304 0,102 0,143 0,394 0,430 0,070 0,069 1,781
N9 0,482 0,482 0,108 0,143 0,711 0,834 0,062 0,058 2,880
N10 0,061 0,065 - - 0,221 0,233 - 0,580
N11 0,366 0,402 0,086 0,129 0,551 0,627 0,104 - 2,265
N12 0,152 0,174 - 0,069 0421 0,477 - - 1,293
N13 0,180 0,195 - 0,111 0,496 0,553 - - 1,535
N14 0,403 0,446 0,214 0,248 0,496 0,539 0,079 0,072 2,497
N15 1,354 1,518 - 0,535 1,292 1423 0,182 0,197 6,501
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3.2.2 Nalezeni optimalnich podminek pro degradaci

Pomoci funkce Optimizer v softwaru Modde 12 byly ziskany optimalni
podminky, za kterych vznika nejvétsi mnozstvi degradacnich produktii. Jedna se o tyto
podminky:

e 100 mM fosfatovy pufr
e pHA4,0
e Tloustka tésnéni 50 pm

e Pritokova rychlost 0,05 ml/h

Poté byla metodou HPLC ovéfovana opakovatelnost méfeni za vySe zminénych
podminek, tedy zdali vznika ptiblizn€ stejné procento degradacnich produktt. Vysledky
byly zpracovany do tabulky 5.

Tabulka 5: Plochy piki degradacnich produkti vzniklych za optimalnich podminek

vztazené k ploSe piku API canagliflozinu.

Relativni plochy piku necistot

Méreni  tra trel trel trel trel trel trel tra Y relativnich
048 050 0,63 0067 089 090 1,57 1,58 ploch
1 0,540 0,573 0,166 0,242 0,66 0,733 0,115 0,13 3,159
2 0,308 0,328 0,121 0,158 0,293 0,29 0,084 0,081 1,663
3 1,092 1,202 0,125 0,481 2,102 2,34 0,203 0,214 7,759
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Relativni plocha piku
- o

=
V)]

1L

0,4 0,50 0,63 0,67 0,89 0,90 1,57 1,58

Relativni retenéni ¢as

Obrazek 5: Graf zobrazujici relativni plochy pikl necistot vzniklych elektrochemickou

oxidaci pfi tfech opakovanich experimentu za optimalnich podminek.

Na obrazku 5 jsou graficky zpracovany vysledky z tabulky 5, tedy z méfeni tii
vzorkl vzniklych elektrochemickou oxidaci za optimalnich podminek. Elektrochemicka
oxidace byla provedena v kazdém piipadé stejnym zplisobem, tedy za pouziti
100 mM fosfatového pufru o pH 4,0, pritokové rychlosti 0,05 ml/h a tloustky tésnéni
50 pm. Modré sloupce zobrazuji méfeni €. 1, oranzové sloupce méfeni ¢. 2 a Sedé
sloupce méieni €. 3.

Z grafu je patrné, Ze elektrochemickd oxidace probihala vzdy stejnym
mechanismem, nebot’ vzajemné pomeéry jednotlivych necistot jsou u vSech tfi méteni
zhruba shodné. Rozdilna byla vSak Uc¢innost oxidace. Hodnoty relativnich ploch pikt
necistot pfi tfetim méfenim jsou témeéf dvojndsobné oproti prvnimu méfeni, a to
predevsim v relativnich retencnich ¢asech 0,48, 0,50, 0,67, 1,57 a 1,58.

Obecné lze fict, Ze nejvice necistot vzniklo pfi méfeni €. 3, potom pii méfeni €. 1
a nejméné necistot se vytvofilo pii mefeni €. 2. Divodem velké odlisnosti vysledkt

ziskanych tfetim méfenim muze byt napiiklad ptiprava fosfatového pufru a vzorku
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canagliflozinu v jiny den, nez pfi prvnim a druhém méfeni. To znamend, Ze mohlo dojit
k mirn¢ odlisné kalibraci pH metru ¢i nepfesnostem pii navazovani fosfore¢nanu
amonného pro piipravu pufru, nebo pii navazovani canagliflozinu. Dal$im divodem
odli$nosti vysledkd by mohl byt fakt, ze oxida¢ni déje na pracovni elektrodé nemayji

vysokou reprodukovatelnost.

Na obrazku 6 je vzorovy chromatogram zobrazujici hlavni pik API canagliflozinu

a piky jednotlivych necistot vzniklych elektrochemickou oxidaci pifi pouziti

100 mM fosfatového pufru o pH 4,0, pritokové rychlosti 0,05 ml/h a tésnéni o tloust’ce

50 pm.
5

Canagliflozin

Absorbance - 103
N

2 4 6 8 10 12 14

Retencni ¢as (min)

Obrazek 6: Chromatogram produktii elektrochemické oxidace za optimalnich
podminek. Na ose x je znazornén retencni ¢as v minutach a na ose y je absorbance.
Chromatografickd kolona Agilent Poroshell 120 SB-Aq (2,1 X 100 mm; 2,7 um),
mobilni faze: smés 10 mM mravenfanového pufru o pH 3,5 a acetonitrilu
s gradientovou eluci popsanou v kapitole 2.4, teplota kolony: 30 °C, teplota
automatického davkovace: 24 °C, pritok: 0,35 ml/min, objem nastiiku: 1 pl, vlnova

délka: 292 nm.
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Na chromatogramu jsou zobrazeny necistoty 1 az 8 a hlavni pik API
canagliflozinu. U necistot 1 a 2 a zaroven u necistot 5 a 6 je patrné, Ze jejich piky nejsou

rozliSeny az na zakladni linii.

3.3 Vyhodnoceni dat pomoci softwaru Modde 12

Prvnim krokem pfi vyhodnoceni dat vlozenych do softwaru Modde 12 bylo
zhodnoceni, jak jednotlivé nezdvisle proménné ovliviuji experimentalni prostor jako
celek. K tomuto ucelu poslouzila projekce vyznamnosti proménnych neboli VIP plot
(variable importance in projection). VIiv nezavisle proménnych je zfejmy z grafu na
obrazku 7. Na ose x jsou zobrazeny jednotlivé nezavisle proménné a na ose y je
promitnuta vyznamnost nezavisle proménnych. Z grafu lze vy¢ist, Ze nejveétsi vliv na
experimentalni prostor ma prutokova rychlost. Tento zavér Ize zaroven logicky odvodit,
nebot’ prutokova rychlost urcuje, jakou dobu stravi analyt v priutokové cele a jak dlouho
se udrzi u povrchu pracovni elektrody. Daleko mensi vliv ma tlouStka tésnéni, stejné
jako typ pufru ¢i pH pufru. Tyto faktory jsou z grafu patrné statisticky méné vyznamné,
hladina vyznamnosti se pohybuje pod hodnotou 1. Koncentrace pufru neovliviiuje

experimentalni prostor témet viibec.
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Obrazek 7: Mira vlivu nezavisle promeénnych na pribéh elektrochemické oxidace
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Dale bylo zadouci vysettit, zdali jednotlivé nezavisle proménné maji pozitivni ¢i

negativni vliv na oxidaci canagliflozinu v cele. To je zndzornéno na obrazku 8.
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Obrazek 8: Graf negativnich a pozitivnich vlivii nezévisle proménnych na procentualni

zastoupeni canagliflozinu ve vzorku po elektrochemické oxidaci.

Na obrazku 8 je zobrazen sloupcovy graf koeficientii, ktery interpretuje vliv
jednotlivych  nezavisle proménnych faktorih na  procentualni  zastoupeni
nezdegradovaného canagliflozinu. Pozitivni vliv na procentualni zastoupeni
canagliflozinu znamend, Ze srostouci hodnotou dané nezavisle proménné bude po
oxidaci v roztoku ziistdvat veétSi mnozstvi canagliflozinu, oxidace bude tedy probihat
v menSim rozsahu. Negativni vliv znamena, Ze s rostouci hodnotou nezévisle proménné
bude oxidace probihat ve vétsim rozsahu?2.

Z grafu je ziejmé, Ze statisticky nejvyznamnéjsi vliv na obsah nepifeménéného
canagliflozinu ve vzorku po oxidaci ma pritokova rychlost, a to vliv pozitivni. To
znamend, ze ¢im vyS$$i pritokova rychlost bude pouZita, tim vétsi bude procentudlni
zastoupeni canagliflozinu na tkor vznikajicich necistot. Naopak ¢im niz§i pratokovou
rychlost pouzijeme, tim vice degradac¢nich produktli bude vznikat. Dale naptiklad

fosfatovy pufr ma negativni vliv na stabilitu canagliflozinu, tim padem pii pouziti
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fosfatového pufru bude vznikat vétsi mnozstvi degradacnich produkt nez pii pouziti
acetatového pufru, ktery méa pozitivni vliv na stabilitu canagliflozinu, a tak bude
1 , o s " o o
procentudlni zastoupeni canagliflozinu vétsi. Tloustka tésnéni ovliviiuje obsah
canagliflozinu pozitivné, to znamend, ze ¢im vétsi tloustka tésnéni bude pouzita, tim
vice canagliflozinu zlstane nepfeménéno. Koncentrace pufru a pH pufru nejsou
statisticky vyznamné, jejich chybové usecky jsou daleko vétsi nez samotné sloupce

grafu, tudiz jejich vliv je zanedbatelny.

Nejvyznamnéjs$i vliv na oxidaci canagliflozinu méa pritokova rychlost jeho
roztoku a dale tlouStka tésnéni, tedy velikost cely. Oba tyto parametry ovlivituji dobu,
kterou analyt stravi v pratokové cele. NaSe priitokova cela méla rozméry 0,05 x 6 mm
a tvar valce. Objem valce byl spoéten s vyuzitim vztahu V= m?v, kde r je polomér
vélce a v je vyska vélce. Po vypodteni objemu vilce, ktery ¢inil 1,41 mm?, a zohlednéni
prutokové rychlosti se dalo spocitat, ze pi1 optimalni pratokové rychlosti 0,05 ml/h se
analyt uvnitt cely udrzel vzdy po dobu 100 s. Pro porovnani, pii nejvyssi pritokové
rychlosti 0,40 ml/h a stejné velikosti cely stravil analyt uvniti cely dobu 13 s. Cim vétsi
je tedy pratokova rychlost, tim mensi dobu analyt v cele stravi a tim méné Casu je na
jeho oxidaci. Pongkud sloZitéjsi je situace ohledné velikosti cely. Cim je cela vétsi, tim
delsi dobu v ni analyt setrva, ale zaroven je diky velkému objemu vétsi jeho primérna
vzdalenost od povrchu pracovni elektrody, a tedy doba jeho difuze k tomuto povrchu.
Tim padem je prub¢h elektrochemické oxidace méné efektivni nez pii pouziti

cely o mensSich rozmérech.
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Poslednim grafem ziskanym ze softwaru Modde 12 je Box Whisker Plot neboli
krabicovy diagram, ktery rozdéluje vyslednd data do kvartilii, vymezuje medidn

a zobrazuje odlehlé hodnoty. Box Whisker plot je zndzornény na obrazku 9.
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Obrazek 9: Krabicovy diagram zobrazujici procentualni zastoupeni jednotlivych

necistot vzniklych elektrochemickou oxidaci canagliflozinu.

Spodni hranice jednotlivych krabicovych diagrami zobrazuje vzdy nejnizsi
hodnotu relativni plochy piku degrada¢niho produktu v daném relativnim retencnim
¢ase a horni hranice hodnotu nejvyssi. Linie uvnitt diagramu znazoriiuje median hodnot
relativnich ploch pikii degradacnich produktii.

Z grafu vyplyva, Ze nejvice procentudlné zastoupend je necistota 6 s relativnim
retenénim ¢asem 0,90 a medidnem 0,627 %. Druhou nejvice zastoupenou necistotou je
necistota 5 srelativnim retenénim casem 0,89 a medidnem 0,551 %. Tieti nejvétsi
procentudlni zastoupeni ma necistota 2 s relativnim reten¢nim casem 0,50 a medidnem
0,402 %. Po ni nasleduji necistoty 1 a 4 srelativnimi retencnimi casy 0,48 a 0,67
a mediany 0,366 % a 0,143 %. Nejméné procentualné zastoupeny jsou necistoty 3, 7 a 8
s relativnimi retencnimi ¢asy 0,63; 1,57 a 1,58 a mediany 0,112 %; 0,089 % a 0,083 %.

U téchto necistot ¢asto spodni hranice nabyva nulovych hodnot. To znamend, ze pfi
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n¢kterych experimentech vibec nebyly detekovany. Naopak necistoty 1, 2, 5 a 6

vznikly pii vSech testovanych podminkéch.

3.4 Porovnani této prace s jinymi studiemi

Pti vyhledavani odborné literatury slouzici k porovnani s touto bakalatrskou praci
se ukazalo, ze se doposud chemickou oxidaci canagliflozinu zabyvalo jen velmi malo
vyzkumnych skupin. Elektrochemickéd oxidace canagliflozinu je pak mezi odbornymi
¢lanky téméf nedohledatelna.

Chemickou oxidaci zminovanou v teoretické cCasti vznikl jeden degradacni
produkt, zatimco elektrochemickou oxidaci, ktera byla predmétem této prace, vzniklo
celkem osm degradac¢nich produktl. OdliSnost v poctu vznikajicich degradacnich
produkti muze byt vysvétlena rozdilnosti mechanismii obou oxidaci a raznymi
podminkami méfeni. Zatimco pfi chemické oxidaci 1é€iv se jako stresovy faktor
pouzivad ve vétSin€ piipadd peroxid vodiku, elektrochemicka oxidace je provadéna
v pritokové cele a stresovym faktorem je zde prevazné napéti vkladané mezi elektrody.

Odlisna je také doba trvani chemické ¢i elektrochemické oxidace, ktera se muze
pohybovat v fadu hodin ¢i dnd.

Déle by mohla byt provedena identifikace degradacnich produkti pomoci
hmotnostni spektrometrie a jejich porovnani s literaturou. Pfedmétem této prace vSak
bylo pouze navrzeni optimalnich podminek, za kterych vznika co nejvétsi mnozstvi

degradacnich produkti.
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4 Zaver

V této bakalaiské praci byla provedena elektrochemicka oxidace modelové latky,
za kterou byl zvolen 1¢k canagliflozin jakozto latka podléhajici chemickym
i elektrochemickym oxidacim. Ukolem bylo zjistit, kolik degradaénich produktd timto
typem oxidace vznikne a za jakych podminek se vytvoii nejvice degradacnich produkta.

Pro analyzu oxidovanych vzorkl byla pouzita pievzatd chromatograficka metoda.
Nejdiive byla provedena kalibrace za ucelem vypoltu meze detekce a kvantifikace
a linearniho dynamického rozsahu. Hodnota meze detekce &inila 1,18 - 10 mg/ml
a meze kvantifikace 3,95 - 10* mg/ml. Koeficient linearity méfeni byl vypoéten jako
1,004 a linearni dynamicky rozsah byl v rozsahu koncentraci 2 - 10#az 11 - 10" mg/ml.

Poté probihala elektrochemicka oxidace canagliflozinu, ktery byl pro tyto ucely
rozpoustén ve fosfatovém nebo acetatovém pufru o koncentracich 100-300 mM a pH
hodnotach v rozmezi 4-6 ve smési s methanolem. Oxidace probihala za konstantniho
potencialu 1,2 V. Meéfeni se uskutecnilo v 15 experimentech kombinatorického
redukovaného planu za kombinace riiznych experimentalnich podminek. Ménily se
nasledujici parametry: typy pufrd, jejich hodnoty koncentrace a pH, tloustka tésnéni
vkladaného pted pracovni elektrodu a rychlost pratoku vzorku priitokovou celou.

Prostfednictvim statistického softwaru Modde 12 byly navrZzeny optimalni
podminky, za kterych vzniklo nejvétSi mnozstvi necistot. Jednalo se o kombinaci
100 mM fosfatového pufru o pH 4,0, tloustky tésnéni 50 pm a pratokové rychlosti
0,05 ml/h. Pomoci Modde 12 bylo rovnéz zjisténo, jak jednotlivé parametry ovliviuji
experimentalni prostor jako celek. Nejvice byl experimentilni prostor ovlivnén
pratokovou rychlosti. Ostatni parametry (tloustka tésnéni, typ pufru, koncentrace a pH
pufru) vykazovaly znacné mensi vliv na efektivitu elektrochemické oxidace. Dale bylo
zjisténo, které parametry maji pozitivni a které negativni vliv na procentudlni
zastoupeni nezdegradovaného canagliflozinu. Z analyzy vyplynulo, Ze s rostouci
pritokovou rychlosti klesa mira oxidace. Dale bylo zjiSténo, Ze pii pouZiti fosfatového
pufru probihd oxidace ve vétSi mife neZ pii pouZiti acetatového pufru. Koncentrace
a pH pufru byly posouzeny jako statisticky nevyznamné.

Ukézalo se, Ze canagliflozin podléhd elektrochemické oxidaci a vytvaii

8 degradacnich produktii s relativnimi reten¢nimi ¢asy 0,48, 0,50, 0,63, 0,67, 0,89, 0,90,
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1,57 a 1,58. Nejvice zastoupena byla necistota s relativnim retenénim c¢asem 0,90
anejméné zastoupenou se stala necistota s relativnim retenénim c¢asem 1,58. Po
uskuteCnéni tifi ovérovacich métfeni za optimalnich podminek a nasledné separaci
degradac¢nich produkti vyslo najevo, Ze za stejnych experimentalnich podminek vznikly
necistoty vSech tfi meéfeni v pfiblizné shodnych pomérech, ale vysledny soucet

relativnich ploch pikti jednotlivych necistot se pifi vSech meéfenich znacné lisil.
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