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Cilem této diplomové prace bylo porovnani 3 designi méreni profild nedistot
tablet levothyroxinu a zhodnoceni nejvhodnéjsiho postupu pro metabolomiku. Analyzy
byly provedeny pomoci ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni

s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii.

Levothyroxin je lék uzZivany pfi snizené funkci Stitné Zlazy. V této praci bylo

analyzovano 23 Sarzi tablet od 2 rGznych vyrobca.

Prvnim krokem byla optimalizace metody pfipravy vzorku tablet a interniho
standardu a sestaveni 3 designli méreni pomoci dat z predbézného screeningu.
Designy byly sestaveny jako cilené metabolomické analyzy. Poté byla provedena cilena
analyza 4 znamych necistot vdesignul a 2, kterd byla semikvantitativni (relativni
obsah nedistoty k obsahu levothyroxinu). Byly také zhodnoceny rozdily v obsahu
necistot mezi designy. Dalsim krokem bylo porovnani jednotlivych designli z hlediska
variability, ktera byla hodnocena na zdkladé zmény odezvy interniho standardu mezi
jednotlivymi nastfiky. Poslednim krokem bylo porovnani designl na zakladé analyzy

hlavnich komponent.

Ze ziskanych dat byl design 3 vyhodnocen jako nejvhodnéjsi pro profilovani

necistot. Design 3 byl sestaven jako metabolomicka analyza v jedné sarzi.
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Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Bc. Anna Hruskova

Supervisor: prof. PharmDr. Lucie Novdkova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Optimization of metabolomic workflow for a comparison of

impurity profiles of levothyroxin tablets using UHPLC-HRMS

The aim of this diploma thesis was to compare 3 designs of measuring the
impurity profiles of levothyroxine tablets and to evaluate the most suitable procedure.
Analyses were performed by ultra-high performance liquid chromatography coupled

with high resolution mass spectrometry.

Levothyroxine drug products are used to supplement reduced thyroid function.

In this work, 23 batches of tablets from 2 different manufacturers were analysed.

The optimization of the tablet sample and internal standard preparation
method and the compilation of 3 measurement designs using data from the
preliminary screening was the first step. The designs were compiled as targeted
metabolomics analyses. Then, a targeted analysis of 4 known impurities in designs 1
and 2 was performed, which was semi-quantitative (relative content of impurity to
levothyroxine content). Differences in impurity content between designs were also
evaluated. The next step was to compare individual designs in terms of variability,
which was evaluated according to the change in the response of the internal standard
between individual injections. The last step was to compare the designs based on a

principal component analysis.

Based on the obtained data, design 3 was evaluated as the most suitable for

profiling impurities. Design 3 was compiled as a metabolomics analysis in one batch.

Key words: levothyroxine; UHPLC-HRMS; impurity; lactose; mannitol; impurity

profiling; targeted metabolomics analysis; optimization; ICH
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Seznam zkratek

ABE
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APCI
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s smérodatnd odchylka
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1. Uvod

Tyroxin je hormon stitné Zlazy zodpovédny za mnoho fyziologickych funkci
organismu. Pti jeho nedostatku v prenatalni fazi vyvoje lidského organismu dochazi
k nedostatecnému vyvoji nervové tkané. Nedostatek tyroxinu u dospélého ¢lovéka se
projevi nemoci zvané myxedém, pfi které jsou naruseny mozkové a metabolické
funkce. PFi snizené funkci Stitné Zldzy je tyroxin suplementovan syntetickym

levothyroxinem, ktery je s nim chemicky identicky.

Léciva latka je sodna sl levothyroxinu, ktera je zpracovana nejcastéji do tablet.
Hlavnimi pomocnymi latkami v tabletach levothyroxinu jsou mannitol a monohydrat
laktdzy. Stabilita levothyroxinu a pfipadny vliv pomocnych latek byly nékolikrat
zkoumany. Vroce 2017 probéhla ve Francii zména sloZeni tablet uzivanych vice nez
dvéma miliony pacientu. PrestoZze mezi sloZzenimi probéhl test bioekvivalence, zména

sloZeni prinesla narlst nahlasenych nezddoucich ucink.

Lécivé pripravky se skladaji z jedné ¢i vice ucinnych latek s latkami pomocnymi.
Pro |écivé pripravky jsou uplatfiovany smérnice Mezinarodni rady pro harmonizaci
technickych pozadavkl na humanni |éCiva, mezi kterymi je i smérnice na obsah
necistot v lécivém pripravku. Profilovani necistot obnasi jejich detekci, objasnéni
struktury a stanoveni obsahu v lé¢ivém pfipravku. Analyza levothyroxinu a jeho
necistot se zpravidla provadi pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie na

reverznich fazich.

Metabolomika se zabyva slou¢eninami o molekulové hmotnosti mensi nez
1500 Da a je uplatiovan tzv. metabolomicky postup. Zakladem je biologicka otdzka,
podle které se vytvari cely experiment — priprava vzork(, analyza vzork(l, zpracovani
dat, analyza dat ainterpretace dat. Cilem experimentu je zisk odpovédi na plGvodni
biologickou otazku. Metabolické profilovani je metoda metabolomiky pro identifikaci a
stanoveni predem uréené skupiny slouéenin. Mezi zlaty standard metabolomické

analyzy patfi spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci.

Tato diplomova prace se zabyva tfemi rlznymi pfistupy k analyzam tablet
levothyroxinu pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci a zpracovanim

dat ziskanych témito analyzami.
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2. Cil a zadani DP

Cilem této diplomové prace je optimalizace metabolomického postupu
pfi méreni profil nedistot tablet s obsahem sodné soli levothyroxinu. Jako separacni
metoda byla zvolena ultra-vysokoucinna kapalinovd chromatografie ve spojeni
s vysokorozliSovaci hmotnostni detekci (UHPLC-HRMS). DalSim cilem studie je ovéreni
dvou hypotéz zadavatele: zda dochazi ke zméné v profilech necistot v pribéhu
skladovani a zda se odlisuji profily nedistot tablet spojenych s nezadoucimi ucinky od

profil( nedistot jinych tablet.

Pro praci bylo nutné provést resersi literatury zabyvajici se levothyroxinem
a jeho necistotami, které jsou zndmy a byly zkoumany. Poté bylo tfeba optimalizovat
metodu pfipravy vzork(, pfipravu roztoku vnitiniho standardu a vzork( pro kontrolu
kvality. Metoda kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie byla pfedem
definovdna zadavatelem studie. Cilem analyzy je identifikovat pfedem znamé necistoty

v tabletach levothyroxinu a stanovit jejich obsah mezi Sarzemi tablet.

Nasledné byly pfipraveny tfi designy méreni. Prvni design byl vypracovan
dle doporuceni zadavatele jako individudlni analyza. V této casti experimentu bylo
provadéno méreni vzorkl ihned po jejich pripravé. Vzorky byly méreny v triplikatu, byl
omezen pocet vzork( na den a stfidal se méd hmotnostniho spektrometru ESI- a ESI*.
Design 2 byl vypracovan modifikaci prvniho — vzorky z prvniho designu byly zméreny
znovu v kratSim casovém ramci, opét v triplikatu, pouze v ESI". Design 2 byl sestaven
pro potvrzeni hypotézy zadavatele ohledné zmén ve slozeni vlivem skladovacich
podminek. Design 3 byl sestaven jako analyza v jedné Sarzi — spolec¢na pfiprava vzork(
a nasledna analyza, ve které byla méfena pouze jedna tableta z kazdé Sarze. Designy se

tak mezi sebou liSily v éasovém usporadani a ve zpUsobu pfipravy vzorku.

Designy byly porovnavany s vyuzitim cilené analyzy z pohledu obsahu nedistot,

z pohledu variability interniho standardu a z pohledu analyzy hlavnich komponent.
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3. Teoreticka cast

3.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie (LC) se fadi mezi separacni metody analytické
chemie umoznujici kvantitativni i kvalitativni hodnoceni separovanych analyt(.
Separace probihd na principu mnohondsobné se ustavujici rovnovahy slozek
analyzované smési mezi dvé vzajemné se nemisitelné faze — stacionarni (nepohyblivou)
a mobilni (pohyblivou). Distribuce slozek se definuje pomoci distribu¢ni konstanty Kp,
ktera je ddna pomérem koncentrace slozky ve stacionarni fazi (cs) a koncentrace slozky
v mobilni fazi (cm). Separacnich mechanismd je nékolik — adsorpcni, rozdélovaci,
iontové vyménny a zaloZeny na molekulovych sitech. V LC se jako stacionarni faze
pouziva chromatografickd kolona, ktera je naplnéna casticemi tuhé latky ¢i kapalinou

na tuhém nosici, a jako mobilni faze kapalina — eluent, elu¢ni tekutina [1-3].

Modifikaci klasické kapalinové chromatografie je vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC). Pfi optimalizaci metody HPLC se musi brat ohled na vlastnosti

analyzovanych latek ve smési a jejich eluéni parametry [1,2,4].

Biologické vzorky nebyvaji standardné kompatibilni s HPLC, a tak je tfeba
provést jejich pfipravu. Ta zahrnuje izolaci, precisténi a eventudlni zakoncentrovani
analytu ve vzorku. Matrice vzorku muazZe nejen zandasSet kolonu, ale i interferovat
s analytem. Precipitace protein(i, extrakce na tuhou fazi i extrakce z kapaliny

do kapaliny jsou nejc¢astéjSi metody Upravy vzorku [5,6].

3.1.1 Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC se stalo zlatym standardem v rGznych oborech laboratofi a byly vyvinuty
snahy o rychlejsi analyzu vzhledem k vysokému poctu vzork(. Snahy o rychlejsi analyzu
vedly ke zvySeni pritoku mobilni faze a zkraceni délky kolony. Tento postup ovsem
ved| zdroven ke ztraté ucinnosti, ktera souvisi s délkou kolony. Prilomem byl vyvoj
staciondarnich fazi o casticich mensich nez 2 um a ultra-vysokoucinné kapalinové

chromatografie (UHPLC) [2,4,5,7].
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Zvyseni separacni ucinnosti pomoci zmenseni ¢astic stacionarni faze vychazi
z teorii van Deemtera, Giddingse a Knoxe. U&innost separace je vyjadiena vyskovym
ekvivalentem teoretického patra (HETP) a je umérnd druhé mocniné velikosti ¢astic.
Obrazek 1 znazornuje zdavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra na linearni
pratokové rychlosti udavané v milimetrech za sekundu. Cim nizéi je hodnota HETP, tim
vy$si je ucinnost separace. Na grafu jsou zndzornény Van Deemterovy kfivky pro
Castice o velikostech 1,7 - 10 um. Je zfejmé, ze Castice o velikosti 1,7 um vykazuji vyssi
ucinnost separace (nizsi hodnotu HETP) oproti vétSim casticim a vykazuji pouze
minimalni rozdily v SirSim rozmezi linedrnich pratokovych rychlosti diky nizkému

odporu proti prevodu hmoty [4,8].

35,00

d,=3 um

HETP {um)
in
S

10,00 4
e -
d,=1.7 um
5,004
0,00 T T T T T T T
o] 2 4 ] B 10 12 14

Linear velocity (mm/sec)

Obrdzek 1 - Van Deemterovy kfivky cdstic o velikostech 1,7; 3; 5 a 10 um v grafu zdvislosti HETP
na linedrni pritokové rychlosti MF [8].

Velikost €astic neni jediny parametr odliSujici HPLC a UHPLC. V pfipadé UHPLC
doslo k minimalizaci mimokolonovych objem( systému a celkového objemu systému.
Mimokolonové objemy (objem cerpadla, davkovace, detektoru a spojl v systému) jsou
v UHPLC zhruba desetkrat mensi nez v HPLC. Se zmensenim mimokolonovych objem(
dojde i k zmenseni zpoidéni gradientu, ktery je dan objemem mezi sméSovaéem
mobilnich fazi a kolonou a je zodpovédny za izokraticky krok v za¢atku gradientové
eluce. DalSim parametrem je tlak v systému. Zatimco HPLC pracuje s tlaky pouze do
40 MPa, UHPLC pracuje s tlaky 100 MPa a vyssi (az 140 MPa). Pro tento ucel je nutné
pouziti robustnich éerpadel schopnych pracovat za vysokych tlak(, které zajistuji

presny pratok mobilni faze. Nevyhodou vysokych tlakd je narok na kolonu, kterd musi
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byt dostatecné odolnd a stabilni. Davkovac vzork( musi pracovat v rychlych cyklech
s minimalnim prenosem vzorku do dalsi analyzy. Vzhledem k rychlosti analyzy je nutny
i rychly sbér dat detektorem pro dostatecny pocet bodl piku na chromatogramu.
Rychlost by tak méla byt vyssi nez 20 bodU/s. Pro rozvoj této metody musela byt tedy
optimalizovana cela instrumentace. UHPLC je rychla a efektivni separacni metody a jeji

rozdily oproti HPLC jsou shrnuty v tabulce 1 [2,4,5,7-9].

Tabulka 1 — Zdakladni rozdily mezi HPLC a UHPLC.

Parametr HPLC UHPLC
Velikost ¢astic SF 3-5um <2um
Max. zpétny tlak 35 - 40 MPa > 100 MPa
Mimokolonovy objem 70 - 200 pL 6-30 L
Zpozdéni gradientu 0,5-5mL 0,3-0,4mL
Naroky na detektor nizsi vySSi

Studie zroku 2006 [10] porovnavala vysledky zHPLC a UHPLC analyzy
metabolitd lidské plasmy a v pfipadé UHPLC bylo nalezeno o 20 % vice sloucenin. Také
dodli k zavéru, ze UHPLC vykazuje lepsi reprodukovatelnost a S/N (pomér signalu
k Sumu pozadi, signal to noise ratio). Dalsi studie z roku 2006 [8] porovnavala analyzy
HPLC a UHPLC ctyr lécivych pfipravkd a jejich slozek. UHPLC vykazovala vyssi rychlost,

citlivost a rozliseni nez HPLC.

3.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je metoda zaloZend na separaci latek
na zakladé jejich poméru hmoty a naboje m/z a jejich nasledné detekci. Podminkou

analyzy je ionizace analytu v iontovém zdroji [2].

V hmotnostni spektrometrii se pracuje s monoizotopickou hmotnosti slouéenin
(exact mass). Relativni molekulovd hmotnost je ddna sou¢tem atomovych hmotnosti
vSech prvkd obsazenych v molekule. Atomové hmotnosti pro vypocet relativni
molekulové hmotnosti jsou primérem vsech vyskytujicich se izotopd daného prvku.
V pripadé monoizotopické hmotnosti se pocita s nejzastoupenéjsim izotopem kazdého
jednotlivého prvku. V pfipadé molekul s vysokym poctem izotopl se mize molekulova
a monoizotopicka hmotnost lisit o jednotky Da. Tyto rozdily jsou dllezité u analyzatoru

s vysokym rozliSenim a spravnosti a presnosti hmoty [11].
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3.2.1 lonizacni techniky

lonizacéni techniky se déli na mékké a tvrdé, podle energie a iontl, které se
tvori. Mezi mékké techniky se fadi ioniza¢ni techniky ionizace za atmosférického tlaku.
Elektrosprej (ESI) je vhodny pro stfedni az velké molekuly (biopolymery) polarniho
charakteru. Kionizaci, tedy prevedeni analytu do stavu nabitého aerosolu, dochazi
pomoci napéti vloZzeného na sprejovaci kapilaru. Fotoionizace za atmosférického tlaku
(APPI) vyuzivda lampu vyzafujici fotony jako zdroj energie. Chemickd ionizace za
atmosférického tlaku (APCl) obsahuje koronovou jehlu, kterd svym vybojem ionizuje
vznikajici pary mobilni faze a analytu. Pfi pouZiti ionizaCnich technik za atmosférického
tlaku vznikaji protonované ¢i deprotonované molekuly. Mezi tvrdé ioniza¢ni techniky
patfi elektronovad ionizace, pfi které dochdzi vlivem interakce mezi analytem
a proudem elektront kvytrZzeni elektronu z molekuly analytu. Elektronova ionizace
pracuje za vakua a radi se mezi tvrdé, protoze dochazi k velké fragmentaci ionta.
V soucasnosti je to standardni metoda ve spojeni s plynovou chromatografii a jeji

vyhodou je knihovna spekter, ktera je pfenositelna mezi laboratoremi [2,12-16].

Vzniklé ionty jsou z ioniza¢ni techniky smérovany do analyzatoru.

3.2.2 Analyzatory

Zatimco ioniza¢ni techniky mohou pracovat za atmosférického tlaku nebo
s pouzitim vakua, analyzdtor a dale i detektor pracuji vyhradné za vysokého vakua.

Ddvodem je zamezeni vlivu atmosférického tlaku na ionty [17].

V analyzatoru dochazi k rozdéleni iontd na zakladé poméru m/z. VyuZiva se
nékolik principli. Zakfiveni drahy v magnetickém nebo elektrickém poli (¢i jejich
kombinaci) vyuzivd magneticky sektor. DalSim principem je rozdilna stabilita oscilaci
iontd v kombinaci stejnosmérného a vysokofrekvencéniho stfidavého napéti, kam se
fadi kvadrupdl, linedrni iontova past a sférickd iontova past. Rliznou absorpci energie
pfi cykloidalnim pohybu iontd v kombinovaném a elektrickém poli vyuZiva iontova
cyklotronovd rezonance. R(izna frekvence harmonickych oscilaci je vyuZivana

v orbitalni pasti. RGzna doba letu v oblasti bez pole je typickd pro analyzator doby letu

[2].
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Pfi volbé analyzatoru je tfeba dbat na charakteristické parametry jednotlivych

analyzator( [2,11,17]:
e Rozliseni: udava schopnost analyzatoru rozlisit ionty na zdkladé poméru m/z.
e Hmotnostni rozsah: rozsah hodnot m/z, které je analyzator schopen zméfit.

e Spravnost hmoty: udava rozdil mezi teoretickou m/z a namérenou m/z. Hodnota je

udavana v ppm (parts per million).

e Ucinnost: pomér iontd dodlych k detektoru a iontdl vstupujicich do analyzétoru,

tedy iontova ztrata v rliznych ¢astech analyzatoru.
e Rychlost sbéru dat.

e C(itlivost.

3.2.3 Detektory

Detektory slouZi k zaznamenani iont( po jejich separaci na zakladé hodnoty m/z
v hmotnostnim analyzdtoru. Mezi klasické detektory fadime Faradayovu klec
a elektronové nasobice. Specidlni skupinu tvofi analyzatory orbitdlni past a iontova
cyklotronova rezonance, které pfi separaci zaroven zaznamenavaji proudovy obraz,

ktery je ndsledné interpretovan pomoci Fourierovy transformace [11,18].

3.2.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Nedostatek strukturalnich informaci z jednoduché hmotnostni spektrometrie
ved| k vyvoji tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Jako MS/MS se oznaduje
spojeni dvou hmotnostnich analyzatorl v ¢ase &i prostoru. Principem je analyza
vybraného iontu, oznacovaného jako prekurzorovy iont, jeho cilend fragmentace
a poté analyza produktovych iontl wvzniklych ziontu prekurzorového. Nékteré
instrumentace dovoluji zvysit pocet fragmentaénich krokl, nejde tedy jen o MS?, ale

o MS3az MS" [2,11,17].

MS/MS v Case je mozné pri pouZiti analyzatorl iontovych pasti, orbitalni pasti
aiontové cyklotronové rezonance. S témito pfristroji je moznd fragmentace se 7-8

kroky. Spojenim dvou analyzatorl se provadi analyzy MS/MS v prostoru. Nejcastéjsim
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nastrojem této analyzy je spojeni tfi kvadrupdlll, kdy prostiedni z nich funguje jako
kolizni cela. Spojeni kvadrupdlu s analyzatorem doby letu (qTOF) se oznacuje jako

hybridni analyzator [11].

3.2.5 VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie

VysokorozliSovaci hmotnosti spektrometrie (HRMS) se vyznacuje vysokym
rozliSenim (R) a spravnosti hmoty. Kvalitativni HRMS analyza slouZi k potvrzeni zndmé
slouceniny ve vzorku ¢i identifikaci neznamych. Kvantitativni uziti tkvi v identifikaci
cilové slouceniny a jeji rozliSeni od matrice vzorku, ktera mulZe narusSovat jeji
kvantifikaci. Analyzatory schopné méfit ve vysokém rozliSeni jsou iontova cyklotronova
rezonance (R =1000x103%), analyzator doby letu (R=50x10%) a orbitalni past
(R = 150x103). Pro spravné uréeni malych molekul pomoci HRMS staéi spravnost hmoty
1-3 ppm, avsak analyzatory jsou schopny provadét analyzy se spravnosti hmoty mensi

nez 1 ppm. Pro spravnou analyzu je nutné pfistroje kalibrovat [11,17,19-21].

3.3 Metabolomika

Metabolomika patfi spolu s genomikou, transkriptomikou a proteomikou
do tzv. omické kaskady (obrazek 2). Tyto védy spolec¢né popisuji komplexni odpovéd
organismu na zmény, jako jsou genetické choroby, nemoci ¢i zmény prostredi.
Jak z kaskady vyplyvd, metabolomika se ukazala byt vhodnym nastrojem sledovani
zmény genotypu a jejiho vlivu na fenotyp. Metabolom je typicky oznadovan jako
soubor molekul produkovany burikou, vzorky pro metabolomiku mohou tedy pochazet
z télnich tekutin, bunék ¢i tkani. Kromé sledovani bunééného metabolismu ma
metabolomika své uplatnéni i v dalSich oborech, napf. potravinaistvi, farmaceutickém

vyzkumu, mikrobiologii, toxikologii a dalsi [22-27].

Omicka kaskada
[ cenom | =) [TRanskripTom|Em) [ proteom | Em) [ meTaolom |E=) FENOTYP

Obrdzek 2 -Schéma omické kaskddy. Prevzato a upraveno ze zdroje [22].

Metabolomika se zabyva slouceninami o malé molekulové hmotnosti (méné

nez 1500 Da), které se vyskytuji v biologickém systému jako substraty nebo jako
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produkty chemickych reakci. Rozvoj metabolomiky znamenal i pokrok v objevovani
diagnostickych ¢i prognostickych markerl a v odhalovani mechanismd onemocnéni.
Samotna analyza latek je tedy pouze prvni krok od biologické otazky k interpretaci
ziskanych dat, jak zndzornuje obrdzek 3. Data se musi pfipravit (kvantifikace,
chemometrické metody), poté se musi data zpracovat a az dle vysledk( se ziskand data

interpretuji [24,28-31].

v

Biologicka
otazka

Obrdzek 3 - Schéma metabolomického postupu od biologické otdzky k interpretaci dat.
Prevzato a upraveno ze zdroje [31].

Planovani metabolomického postupu je naprosto zdsadni v metabolomickém
experimentu. Pocet vzork( musi byt volen tak, aby prokazal statisticky vyznamné
rozdily. Je vhodné provadét experimenty tzv. vjedné Sarzi — tedy vSechny vzorky
najednou, coz zjednodusi analyzu ziskanych dat. Pokud je experiment provadén ve vice
Sarzich (napf. epidemiologické studie), je ndro¢néjsi data analyzovat a interpretovat
mezi Sarzemi méreni, predevsim kvuli rekalibracim pfistroje mezi analyzami. Prevence
jakychkoliv systematickych chyb zahrnuje nejen kontrolu nad odbérem vzorku a jeho
skladovanim, ale napf. i na dietu pivodniho organismu, obalové materidly vzorku aj.
Veskeré informace o prabéhu metabolomického experimentu by mély byt
zaznamendny (metadata) a mél by byt na né bran ohled v analyze a interpretaci dat

[32,33].

Pfiprava vzorku je v metabolomice velice dllezita, protoze je snaha o zachovani
metabolitld v plvodnim stavu, v jakém se ve vzorku vyskytovaly, a je tfeba brat ohled
na povahu hledanych metabolit(. Jakékoliv chyby v pfipravé ovlivni obsah metabolitd,
kvalitu dat a tim i vyhodnoceni dat. Mezi klasické metody pfipravy vzorku se radi

precipitace protein(, extrakce na tuhou fazi a extrakce kapalina-kapalina [22,28,34].

Pti analyze vzorku je nejcastéjsim zplisobem detekce hmotnostni spektrometrie
vzhledem ke své citlivosti. Pro MS detekci je vhodné vzorky pred detekci separovat —

kapalinovou nebo plynovou chromatografii, eventualné kapilarni elektroforézou. Dalsi
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moznou detekéni technikou je spektroskopie nukledrni magnetické rezonance (NMR),

ktera analyzuje bez ptedchozi separace [24,30].

Zpracovani dat zahrnuje analyzu a Upravu primarnich dat ziskanych analyzou
vzorku. Jednd se predevsim o odstranéni Sumu pozadi a prace s chromatografickymi
piky (spektry) — detekce, oznaceni a identifikace. U LC-MS probihd identifikace
metabolitd primarné na zakladé hodnoty m/z a retencniho Casu. Pfi zpracovani dat je

vhodné pouzit normalizaci pomoci internich standard(i [22,24,28,35].

Dle zvoleného metabolomického postupu se voli i analyza dat. Analyza dat
zahrnuje praci s metabolomickymi daty dle zvoleného cile. Nejcastéji se jedna
o vyhledavani charakteristik ¢i vzord vziskanych datech. Ke zpracovani
metabolomickych dat byly vyvinuty softwary jako napf. MZmine [36,37], MathDAMP
[38], MetAlign [39], aj.

Interpretace ziskanych dat slouZi kidentifikaci analytl, jejich vyhledani
v pfislusné databazi, v pfipadé metabolitli analyza funkce a role v metabolické draze.
Vinterpretaci dat je snaha ziskat odpovéd na plvodni biologickou otdzku, k ¢emuz

mohou byt potfeba i dalsi omické védy [31].

Mnozstvi hledanych analytl a jejich chemické sloZeni je zékladni parametr pfi
tvorbé metabolomického experimentu. Nejen kvali pfipravé vzorku a volbé
instrumentace, ale i ve zvoleném pfistupu metabolomického experimentu — cileny a

necileny pFistup. Pfistupy mezi sebou souvisi, jak naznacuje obrazek 4. [23].

Objev

Neznamé Manualni nového
Necilena charakteristiky identifikace metabolitu
analyza
Oznaceni metbolitu -
z databaézi & Potvrzeni pomoci
Extrakce — charakteristickych syntetlckyfh
metabolitu, c:;t:::e fragment standardi
analyza, analyza
zisk dat
fr— [ - - - -
Cilena Kvantitativni analyza S't'a'tlsflcka analyza',
Iy smvch metaboliti rozsifeni metabolickyc
analyza znamych metabolitd drah, biologicky zavér

Obrdzek 4 - Souvislosti mezi metabolomickymi schématy v riznych pristupech. Prevzato a
upraveno ze zdroje [28].
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V metabolomice se pouzivd nékolik pojm(, které souvisi s metabolomickym

schématem [22,40]:

e Metabolické profilovani: identifikace a kvantitativni analyza predem urcené
skupiny metabolitl vybrané metabolické drahy, nebo obecné specifické skupiny

sloucenin.

e Metabolicky otisk prstu: rychld a kompletni analyza vzork( k jejich kvalifikaci na

zakladé vyskytujicich se vzoru (otisk(). Identifikace a kvantifikace se neprovadi.

e Metabolicky otisk nohy (stopa): stejny pristup jako otisk prstu, avsak pro

extraceluldrni metabolity v médiu bunééné kultury.

3.3.1 Cilena metabolomika

Cileny metabolomicky pfistup analyzuje analyty ve vzorku o zname chemické
struktute a vlastnostech. Jejim cilem je kvantitativni nebo semikvantitativni stanoveni
analytd pomoci vnitiniho standardu. Tento pfistup je vhodny naptiklad pro
farmakokinetické studie vcéetné personalizované mediciny, ale i diagnostiku

metabolickych poruch [22,41-45].

Pti hledani dulezitych metabolitli predchazi cilené analyze analyza necilen3,
zjejiz dat jsou vybrany metabolity a pro jejich cilenou analyzu je optimalizovan
metabolomicky postup. Metabolomicky postup cilené analyzy a jeji statistické

zpracovani musi byt validovany [35].

3.3.2 Necilenda metabolomika

Necileny metabolomicky pfistup méfi vSechny analyty ve vzorku, véetné téch
neznamych. Vystupem z tohoto pfristupu je obrovské mnozZstvi dat (v radech gigabytl),
ktera poskytuji komplexni informaci o vzorku. Zpracovani dat slouZi nejen k detekci
a charakterizaci neznamych latek, ale i k zjiSténi spojitosti obsahu téchto latek mezi
vzorky. Analyty jsou v pfipadé pouziti hmotnostni spektrometrie definovany hodnotou
m/z, intenzitou a retenénim casem. Necilend analyza klade vysoké naroky

na pristrojové vybaveni, proto je HRMS velmi vhodny ndstroj [22,23,29,41,42].
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V pripadé necilené metabolomiky je oviem ndrocné analyzovat vSechny analyty
ve vzorku pfi jedné analyze, protoZe mezi skupinami analytll mohou byt vyrazné rozdily
ve fyzikdlné-chemickych vlastnostech. Optimalizace a volba metabolomického postupu

proto neni tak specificka jako v pfipadé cilené metabolomiky [24].

Vzhledem k velikosti ziskanych dat je jejich zpracovani velice ndroéné. Je mozno
vyuZit metody jednorozmérné nebo vicerozmérné analyzy. Metody jednorozmérné
analyzy, jako napfiklad T-test ¢i U-test, jsou metody poskytujici jednoduchy vysledek,
avsak vzhledem k mnoiZstvi proménnych je riziko faleSné pozitivnich a falesné
negativnich vysledk(l. Metody vicerozmérné analyzy jsou schopny extrahovat hledané
metabolity od zbytk( dat. Analyza hlavnich komponent (PCA) je statistickd metoda pro
zpracovani vicerozmérnych dat. Cilem metody je ziskat z dat potfebné informace
transformaci hodnot do tzv. hlavnich komponent, ¢imz se snizi pocet proménnych bez
ztraty informacni hodnoty a v grafickém zobrazeni se podobné vzorky shlukuji

do skupin [24,35,46,47].

3.4 Lécivé pripravky

Lécivé pripravky jsou smési jedné Ci vice ucinnych latek s latkami pomocnymi,
které jsou zpracovany do konkrétni podoby — Iékové formy. Lécivé pfripravky jsou
vyrabény a pacientim poddavany za uUcelem pfiznivého ovlivnéni zdravotniho stavu.
Lécivé pripravky mohou byt vyrabény hromadné v Sarzich, které definuji jednotlivé

vyrobni cykly, nebo individualné v Iékarnach [48,49].

Lékové formy se déli dle zpUsobu uziti — usni pripravky, o¢ni pfipravky, inhalaéni
pfipravky, oralni pfipravky aj a dle tvaru a konzistence — tablety, tobolky, roztoky,

krémy, masti, suspenze aj [50].

Jednou z ordlnich Iékovych forem jsou tablety. Cesky |ékopis [50] definuje

tablety nasledovné:

»Jsou to pevné pripravky obsahujici jednu ddvku jedné nebo vice IéCivych ldatek
v jedné tableté. Ziskdvaji se slisovdnim stejnych objemi cdstic nebo jinym vhodnym
vyrobnim postupem, jako je vytlacovdni (extruze), formovdni nebo lyofilizace. Jsou

urceny k perordlnimu poddni. Nékteré tablety se polykaji celé, nékteré po rozzvykadni,
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nékteré se pred poddnim rozpoustéji nebo disperguji ve vodé a nékteré se ponechaji

v ustech, kde se z nich uvolriuje IéCiva ldtka.

Cdstice jsou tvofeny jednou nebo vice lé&ivymi Idtkami s pomocnymi ldtkami
nebo bez nich. Pomocnymi latkami jsou plniva, pojiva, zvlh¢ovadla, rozvolriovadla, Iatky
ovliviujici tokové vlastnosti, kluzké Idatky, Idtky modifikujici chovani pripravku v trdvicim

traktu, barviva schvdlend oprdvnénou autoritou a chutové a aromatické prisady.

Tablety jsou obvykle vdlcovitého tvaru, ploché nebo ¢ockovité, hrany musi byt
zkosené. Mohou mit ryhy k usnadnéni jejich rozdéleni a mohou byt oznaceny ndpisem

nebo znackami. Tablety mohou byt obalené.”

3.4.1 Pomocné latky

Lékové formy obsahuji kromé ucinné latky i latky pomocné, které pomahaji
utvaret lékovou formu vhodnou pro uZiti pacientem (konstitutivni pomocné latky,
tabulka 2) a zarovert mohou ucinnou latku stabilizovat. PFi vybéru pomocnych latek se
musi brat zfetel na jejich interakci s latkou ucinnou a na interakce pomocnych latek
mezi sebou, a zaroven na jejich Cistotu a sloZeni. Vybér pomocnych latek je zasadnim
krokem pfi vyvoji 1éCivého pripravku. Pomocné latky nesmi Gcinnou latku ovliviiovat
fyzikalné ani chemicky, protoze tim by mohly narusit jeji chemickou strukturu, stabilitu,
biologickou dostupnost a efekt lécby. Inkompatibilita maze zpUsobit fyzikdlni i

chemickou nestabilitu Iékové formy [51-55].

Tabulka 2 - Pfehled konstitutivnich pomocnych Idtek [56)].

Lékova forma Funkce Priklady pomocnych latek
plniva laktdza, mikrokrystalivka celulosa, sacharosa
pojiva Skrob, Zelatina, methylcelulosa
tablety, granula romvoliovadia Skrob, mikrokrystalicka celulosa,
galaktomanany
filmotvorné latky povidon, ethyl-celulosa
kluzké latky stearan hofecnaty, mastek
roztoky rozpoustédla hydrofilni |voda, ethanol, propylenglykol
rozpoustédla oleofilni |oleje, isopropyl-myristat, isopropyl-palmitat
aerodisperze plynné slozky galogenované parafiny

uhlovodiky, vyssi alifatické alkoholy,
triacylglyceroly, silikony
Cipky a vaginalni kulicky  |zaklad makrogoly, glyceroZelatinovy zédklad

topické polotuhé léky zaklad
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Reaktivni nedcistoty vzniklé z pomocnych latek mohou byt plvodem z jejich
vyroby ¢i vzniklé degradaci pomocné latky. Mezi takové necistoty, které mohou
ovliviiovat ucinné latky a zpUsobit degradaci IéCivého pripravku, patfi redukujici cukry,
aldehydy, hydrogenperoxidy, organické kyseliny a jejich estery, nitraty, tézké kovy

a volné radikaly [54].

Kompatibilitu ucinné latky a latek pomocnych lze predpovidat na zakladé
dostupnych databazi ¢i testovat pomoci testli kompatibility. Testy kompatibility jsou
zaloZzeny na tvorbé smési Ucinné a pomocné latky, ktera se skladuje za stresovych
podminek a poté se testuje vhodnym zplUsobem. DalSi moZnosti je provést
tzv. stresovou zkousku. Ta se provadi napf. za zvysené teploty a mlze vést k degradaci
ucinné latky a interakci mezi ni a pomocnou latkou. DalSi moZznosti je smés rovnou
testovat pomoci diferencidlni skenovaci kalorimetrie. V idealnim pfipadé se tyto dvé

metody kombinuji [51].

Kompatibilitu Gcinné a testované pomocné latky mohou ovliviiovat i dalsi
pomocné latky, které se pouziji pfi vyrobé konecné lékové formy. Z tohoto dlivodu se
provadi dlouhodobé stabilitni studie. Nej¢astéjsi reakce vedouci k nestabilité ucinnych
latek o malé molekulové hmotnosti jsou hydrolyza, oxidace a Maillardova reakce.
Inkompatibilita mubze byt zplsobena zakladnimi vlastnostmi téchto latek nebo
schopnosti pomocné latky vazat vodu v pribéhu vyroby, baleni ¢i skladovani, ¢imz
urychluje degradaci ucinné latky. Mezi takové pomocné Ilatky patfi napf. Skrob
[51,53,54,57].

Stabilita lécCivych pripravkd zavisi i na pouzité lékové formé a jejich
charakteristikdch — vyrobni proces, baleni, skladovani a obsah vSech pomocnych latek

[58].

3.4.2 Testy stability

Mezindrodni rada pro harmonizaci technickych pozadavk( na humanni léciva
(ICH) vydala vroce 2003 revidovanou smérnici ohledné testovani stability novych
slouc¢enin a ptipravkl Q1A(R2) [57]. Smérnice uklada podminky k registraci lécivé latky

Ci lécivého pripravku v Evropé, Japonsku a USA.
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Ucelem testd stability Ié¢ivé latky je hodnoceni zmény jeji kvality a identifikace
moznych degradacnich produktd vzniklych vlivem faktorld jako jsou zmény teploty,
vlhkost a plUsobeni svétla. Z testl se také stanovuje ¢asova frekvence opakovani testd,
expirace a doporucené skladovaci podminky. Testy stability se provadi na 3 pilotnich
Sarzich ucinné latky a zahrnuji stresové testy, testovani frekvence, testy skladovacich
podminek a jiné specifické testy vcéetné fyzikdlnich, chemickych, biologickych

a mikrobialnich [57].

Testy stability Iékové formy se provadi také ze 3 pilotnich Sarzi. Provadi se testy
fotostability, testy skladovaciho systému, testovani frekvence, testy skladovacich
podminek a specifické testy, které sleduji mozné zmény v lékové formé za rGznych
skladovacich podminek a jejich vlivu na fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti,
mikrobidlni stabilitu, testy stabilizacnich latek a funkéni testy. Pokud se vysledky mezi

Sarzemi nelisi, Ize l1éCivy pripravek za definovanych podminek skladovat [57].

3.4.3 Necistoty v ucinné latce

Pro registraci ucinné latky byla vydana smérnice ICH zamérfujici se necistoty
v uéinnych latkdch Q3A(R2) [59]. Neclistoty se v této smérnici rozdéluji na 3 skupiny:
organické necistoty, anorganické necistoty a rezidudlni latky ze syntézy (kterych se tyka

smérnice Q3C).

Nedistotami jsou oznacCovany jakékoliv soucasti ucéinné latky, které nejsou
definovany. Metody pro detekci a stanoveni necistot musi byt validovany dle smérnice
Q2(R1). Stanoveni necistot se provadi ve dvou moznostech — kvalidovanému
standardu dané necistoty nebo k ucinné latce, a jejich obsah se uvadi k jednotlivym
necistotdm a souhrnné ke vsem pfitomnym. Limity obsahu téchto latek jsou shrnuty

dle denniho davkovani ucinné Iatky v tabulce 3 [59,60].

Tabulka 3 - Limitni hodnoty necistot ucinné Iatky dle davkovdni. Pfevzato a upraveno ze zdroje
[59].

Max. denni davka| Limit pro report | Limit pro identifikaci | Limit pro kvalifikaci
<2g 0,05 % 0,10 % nebo 1 mg/den|0,15 % nebo 1 mg/den
>2g 0,03 % 0,05 % 0,05 %
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Pfi prekroceni limitu nahldaseni musi byt necistota uvedena v registra¢nim
formulafi, pri prekroceni limitu identifikace musi byt nedistota identifikovana a pfi
prekroCeni limitu kvalifikace by méla byt kvalifikovdna, tzn. by méla byt urcena jeji
biologickd bezpecnost. Kvalifikace se provadi na zakladé dostupné literatury i uréeni
bezpeénosti. Bezpecnost musi byt testovdna v testech bezpecnosti a v klinickych
studiich a musi byt uréena k jednotlivym necistotdm i k jejim hodnotdm. Limit
pro kvalifikaci mize byt zvySen &i snizen na zakladé prechozich klinickych zkusenosti,

jako napftiklad historie spojeni dané nedistoty s nezadoucimi ucinky [59].

Necistoty musi byt uvedeny u jednotlivych SarZzi Gcinnych latek. Pokud se
hodnoty mezi Sarzemi lisi, je pravdépodobné, Ze vyrobni podminky mezi Sarzemi

nejsou ustalené [59].

3.4.4 Nedcistoty v |éCivém pripravku

Necistoty v léCivém pfipravku mohou vznikat reakci mezi u¢innou a pomocnou
latkou, tvorbou degradacni produktl ucinné latky nebo mohly byt do Iécivého
pfipravku uvolnény latky z obalového materialu. Pro tyto nedistoty plati smérnice ICH

Q3B(R2) [61].

Stanoveny limit pro necistoty se vyjadfuje jako procentualni podil k 4c¢inné latky
nebo celkovy denni pfijem degradacniho produktu (TDI). Pouziva se limit, ktery je nizsi.

Limity jsou shrnuty dle denniho davkovani v tabulce 4.
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Tabulka 4 — Limitni hodnoty pro degradacni produkty dle ddvkovdni. Pfevzato a upraveno ze
zdroje [61].

Max. denni davka Limit
Limit pro report <lg 0,10%
>lg 0,05%
<1 mg 1,0 % nebo 5 ug TDI
- . et 1-10mg 0,5 % nebo 20 pg TDI
Limit pro identifikaci S10mg-2¢g 0,2 % nebo 2 mg TDI
22g 0,10%
<10 mg 1,0 % nebo 50 pg TDI
Limit pro kvalifikaci 10 - 100 mg 0,5 % nebo 200 ug TDI
>100mg—-2¢ 0,2 % nebo 3 mg TDI
22g 0,15%

Stejné jako u smérnice Q3A, pfi prekroceni limitu nahlaseni musi byt nedistota
uvedena v registracnim formulafi Ié¢ivého pripravku, pfi prekroceni limitu identifikace
musi byt nedistota identifikovana a pfi prekroceni limitu kvalifikace by necistota méla

byt kvalifikovdna na zakladé své biologické bezpecnosti.

Mezi metody pouZivané pro identifikaci a stanoveni necistot léCivych pfipravk(
se pouzivaji analytické metody HPLC, tenkovrstvd chromatografie, elektroforetické
metody a plynova chromatografie. Jako detekéni techniky se pouzivd UV detekce, NMR

a MS [62].

Profilovani necistot obnasi jejich detekci, objasnéni struktury a stanoveni

obsahu v [éCivém pfripravku Ci v prasku ucinné latky [63].
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3.5 Levothyroxin

Levothyroxin (obrazek 5) je chemickym nazvem O-(4-hydroxy-3,5-dijodfenyl)-
3,5-dijod-L-tyrosin [64,65].

HO Lot
OH Sumarni vzorec: Ci5sH1114NOg4

Molekulova hmotnost (M;): 776,870 Da

Monoizotopickd hmotnost: 776,6866 Da

Obrdzek 5 - Struktura levothyroxinu [65].

Tyroxin, ve fyziologii lidského téla zvany tetrajodtyronin (T4), je hormon Stitné
zlazy. Pfi nedostatku hormon stitné Zlazy v prenatalnim ¢i raném postnatalnim obdobi
dochazi ke stavu zvanému kretenismus — naruseny vyvoj mozku, omezeni rdstu a
diferenciace bunék organismu. Postihne-li nedostatek hormonu dospélého ¢lovéka,
dochazi krozvoji myxedému, ktery je charakteristicky vzhledem postizeného a
postizenim mozkovych i metabolickych funkci organismu. Synteticky levothyroxin,
ktery je chemicky identicky s tyroxinem produkovanym Stitnou Zlazou, se uZiva k |écbhé
stavi spojenych se snizenou funkci Stitné Zlazy, mezi které patfi hypotyredza,

pooperacni stavy u nadora stitné Zlazy, aj [66—69].

3.5.1 Lécivé pripravky s levothyroxinem

V Ceském lékopise 2017 [50] je lé¢iva latka definovana jako Levothyroxin sodnd
sil hydrat (Levothyroxinum natricum hydricum), chemickym nazvem hydrat
natrium-(2S)-2-amino-3-[4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-3,5-dijodfenyl]propanoatu.
Molekulovy vzorec slouceniny je CisH10laNNaO4.nH;0. Jednd se o bily az svétle Zluty

prasek, ktery je velmi téZce rozpustny ve vodé a téZzce rozpustny v 96% ethanolu.

Slouc¢enina ma 3 ionizovatelné skupiny: karboxylova skupina, fenolicka skupina

a aminoskupina [70,71].

Po pfijmu lécivého pripravku levothyroxinu do traviciho Ustroji je vstfebdno

priblizné 62 -82 %, a to v prvnich 3 hodinach. Levothyroxin ma nizky terapeuticky
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index (Uzké terapeutické rozmezi). U pacientll je nutné brat ohled na sloZeni stravy,

chronické nemoci a jiné uzivané léky [72—-74].

3.5.2 Pomocné latky pouzivané v tabletach s levothyroxinem

Mezi nejcastéjSi pomocné latky levothyroxinu v tabletdch se radi laktéza a
mannitol.

Laktdza je disacharid skladajici se z galaktdzy a glukdzy. V [éCivych pfipravcich se
pouziva jako plnivo v nékolika formdach: bezvoda laktéza, laktéza monohydrat, laktéza

monohydrat v kombinaci s dalSimi latkami, a sprejem susend laktéza [50,52,54].

Monohydrat laktézy (obrazek 6), také zvany jako mléény cukr, je monohydrat

O-B-D-galaktopyranosyl-(1->4)-a-D-glukopyranosy [75,76].

HO O

Sumarni vzorec: C12H2,011 - H,0
Molekulova hmotnost (My): 360,31 Da

Monoizotopicka hmotnost: 360,1268 Da

Obrdzek 6 - Struktura laktézy monohydrdtu [52].

Laktdza ma tendenci krystalizovat za vyssi vihkosti v prabéhu skladovani, coz

vede k naruseni struktury ji samotné i |éCivého pripravku [55].

Laktdza neni vhodna pomocna latka pro lidi s intoleranci laktézy zplUsobenou
nedostatkem enzymu laktdazy (EC 3.2.1.108). Rozvoj symptomu zplsobenych

intoleranci laktézy je vysoce individudlni [77,78].

Je nutno zminit, Ze mezi redukujicimi cukry, mezi které laktéza patfi, a
primarnimi nebo sekunddrnimi aminy dochazi k Maillardové reakci (obrazek 7).
Produkt vznikly Maillardovou reakci vzapéti podstupuje Amadoriho presmyk

[51,79,80].
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HO HO

OH NHR
0 0
HO oH HO OH
H,0
HO 0 T RTNH, ‘I% 0
0 OH 2 HO /=0 OH
OH OH
oH OH

Obrdzek 7 — Schéma Maillardovy reakce mezi 8-laktézou a primdrnim aminem [79].

D-mannitol (obrazek 8), izomer sorbitolu, je bézné uzivany jako pomocna latka
pro svou stabilitu, inertnost vici uc¢innym latkdm a nizkou hygroskopicitu. Nej¢astéji se
uziva jako plnivo do tablet [51,52,75,77,81].

OH OH
= Sumarni vzorec: CeH1406

Molekulova hmotnost (M): 182,172 Da

0

Obrazek 8 - Struktura mannitolu.

H OH
Monoizotopickd hmotnost: 182,0790 Da

Mannitol nepodléha Maillardové reakci, ktera patfi mezi nej¢astéjsi degradacni
reakce u léCivych ptipravk(, ale protoze je zredukujicich cukrl vyradbén, obsahuje
redukujici cukry jako necistoty. Limit téchto necistot je v pfipadé mannitolu stanoven

na 0,3 % [54,77].

Tym védcl z Jerevanské statni univerzity zkoumal reakci mannitolu a sorbitolu
s vy$Simi mastnymi kyseliny, mezi které patfi kyselina stearovd, palmitova a olejova.
Bez pouZiti katalyzator( a rozpoustédel probihala esterifikacni reakce. Produkt vznikly
reakci mezi mannitolem a kyselinou stearovou se nazyvda monostearat mannitolu
(obrazek 9). Steardt mannitolu byl ve vysledcich jejich experimentu pevnd, parafin
pfipominajici latka se Zlutou az svétle hnédou barvou. Reakce probihala rychleji za

snizené vlhkosti [82].
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Obrazek 9 - Struktura monosteardtu mannitolu.

3.5.3 Nedistoty levothyroxinu dle Ceského lékopisu

Cesky lékopis [50] uddva necistoty levothyroxinu s abecednim oznaéenim
neCistota A az K. Nazvy necistot, jejich chemické ndzvy, sumarni vzorce,
monoizotopické hmotnosti, pK, a log P jsou uvedeny v tabulce 5. Jejich struktury jsou

znazornény na obrazku 10 a 11.

Struktura nedistoty G neni znama.
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Tabulka 5 - Necistoty levothyroxinu dle Ceského lékopisu [50].

dijodfenoxy)-3-jodfenyl]propionova

Nazev Chemicky nazev Sumarni vzorec MW [Da] PK, Log P
necistota A kyselina (25 )-2-amino-3-[4-(4-hydroxy-3-jodfenoxy)-
. . yselina (25) 10-3-[4-{4-hydroxy-3) V) CasHlsNO, 650,7900 6,96 6,00
liothyronin 3,5-dijodfenyl] propionova
kyselina (2S)-2-amino-3-[4-(3-chlor-4-hydroxy-5-
netistota B N (25)-2-am [4-(3-chlor-a-hydroxy C1sHy1CIsNO, 684,7511 1,78 6,56
jodfenoxy)-3,5-dijodfenyl] propionova
necistota C kyselina [4-(4-hydroxy-3-jodfenoxy)-3,5-
. " , . , Ci14Hol50,4 621,7635 6,96 6,75
kyselina trijodthyrooctova dijodfenyl]octova
necistota D kyselina [4-(4-hydroxy-3-jodfenoxy)-3,5-
. . . . , C14Hgl,O0 747,6601 4,72 8,11
kyselina tetrajodthyrooctova dijodfenyl]octova
necistota E kyselina (25 )-2-amino-3-[4-(4-hydroxyfenoxy)-3,5-
. . . . . CisH13l,NO, 524,8934 9,81 4,64
dijodthyronin dijodfenyl]propionova
necistota F kyselina O-(4-hydroxy-3,5-dijodfenyl)thyroxin, kyselina
O-(4-hydroxy-3,5- (25 )-2-amino-{4-[4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)3,5- C51H13l6NOs 1120,5062 9,80 11,61
dijodfenyl)thyroxin dijodfenoxy]-3,5-dijodfenyl} propionova
kyselina 4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-3,5-
netistota H Y (4-hydroxy-3,5-dj V) CasHel4Os 733,6445 331 8,17
dijodbenzoova
necistota | 4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-3,5-dijodbenzaldehyd C13Hgl404 717,6496 4,70 8,36
. kyselina (2S)-2-amino-3-[4-(4-hydroxy-3-jodfenoxy)-3-
necistota J . . ) CisH13lo,NO, 524,8934 9,87 4,64
jodfenyl]propionova
.. kyselina (2S)-2-amino-3-[4-(4-hydroxy-3,5-
necistota K CysHy,lsNO, 650,7900 9,86 6,00
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Necistota A Necistota D
liothyronin (0] I kyselina tetrajodthyrooctova

HO | HO | OH
OH
NH, o}
| o) | 0
|

Necistota B
Cl 0]

HO I
OH

NH,

Necistota C Necistota E
kyselina trijodthyrooctova dijodthyronin 0

HO | OH HO |
OH
o) NH,
| o) o)
|

Obrdzek 10 - Necistoty levothyroxinu dle Ceského lékopisu, ¢dst 1.
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Necistota F
O-(4-hydroxy-3,5-dijodfenyl)thyroxin .
Nedcistota J 0o

| o)
| | HO
0 o OH
NH, NH;
HO | 0 l o
|

| Necistota |

HO I \O
I O
I

HO

Necistota H Necistota K

HO I

OH

OH
NH,

Obrdzek 11 - Necistoty levothyroxinu dle Ceského lékopisu, édst 2.
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3.5.4 Stanoveni nedistot levothyroxinu dle Ceského Iékopisu

Zkoudky na pFibuzné latky levothyroxinu sodné soli se dle Ceského lékopisu
2017 [50] provadi pomoci kapalinové chromatografie za chranéni pred svétlem se
spektrofotometrickou detekci. Jako mobilni faze se uZivaji roztoky kyseliny fosforecné

ve vodé a v acetonitrilu. K analyze se pouzZivaji 3 porovnavaci roztoky:

a) roztok levothyroxinu sodné soli hydrdtu CRL a liothyroninu sodné soli CRL

(obsahuje nedistotu A)
b) roztok a zfedén v poméru 1:10 rozpoustéci smési
c) roztok levothyroxinu pro identifikaci piku CRL (obsahuje necistoty F a G).

Obsah necistot je stanovovan pomoci porovnani plochy piku pfislusné necistoty
a piku porovnavaciho roztoku. Pro zminéné a dalsi necistoty jsou dany nasledujici

limity:

necistota A: 1,0 % (nejvysSe plocha piku porovnavaciho roztoku a)
e necistota F: 0,5 % (nejvyse pétindasobek plochy piku porovnavaciho roztoku b)
e necistota G: 0,3 % (nejvyse trojndsobek plochy piku porovnavaciho roztoku b)

e nespecifikované necistoty: 0,2 % (nejvyse dvojndsobek plochy piku porovndavaciho

roztoku b)
e celkovy obsah necistot: nejvyse 2,0 %

Jiné detekovatelné necistoty (B, C, D, E, H, I, J, K) jsou limitovany obecnym

kritériem pfrijatelnosti pro jiné/nespecifikované necistoty [50].
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3.5.5 Dalsi necistoty levothyroxinu

Kromé jiz zminénych neistot dle Ceského lékopisu byly v literatufe popsény a
jsou komercéné dostupné standardy dalSich necistot a latek podobnych levothyroxinu.
Slouc¢eniny byly na zakladé svych struktur a chemickych vlastnosti rozfazeny do dvou
skupin. Kazda skupina ma svou tabulku, ve které jsou jejich chemické nazvy, sumarni

vzorce, monoizotopické hmotnosti, pK, a log P.

Prvni skupinou nedistot jsou adukty (tabulka 6; obrazek 12 a 13), souhrnné latky

vzniklé reakci levothyroxinu a dalsi slouceniny/sloucenin.

Dalsi skupinou necistot levothyroxinu jsou jeho degradacni produkty (tabulka 7;

obrazek 14 a 15).
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Tabulka 6 - Ndzvy a chemické ndzvy necistot levothyroxinu: adukty.

Nazev Chemicky nazev Sumarnivzorec| MW [Da] pK, Log P
Kyselina (S)-2-(((2S,3R,4R,5S,6R)-3,4-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-5-
2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihyd -6-(hyd thyl)tetrahydro-
Laktézovy adukt levothyroxinu [80] | ) rihydroxy-6-(hydroxymethyltetrahydro C,yHa1lsNOy | 1100,7923 | 6,67 | 4,17
2H-pyran-2-yl)oxy)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)amino)-3-(4-(4-
hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-3,5-dijodfenyl)propionova
Kyselina (2S)-3-(4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-3,5-dijodfenyl)-2-
Glukosylamin levothyroxinu [83] (((2S,3S,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H- C51H2114NOg 938,7395 4,72 5,91
pyran-2-yl)Jamino)propionova
Kyseli S)-2-amino-3-(4-(3,5-dijod-4-(sulf f -3,5-
Levothyroxin sulfat [84] yselina (S)-2-amino-3-(4-(3,5-dijod-4-(sulfooxy)fenoxy) CisHillNO,S | 8566435 | 98 | 548
dijodfenyl)propionova
S)-3-(4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-3,5-dijodfenyl)-2-
Levothyroxin N-methylamin [85] | =) > (4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-3,5-dijodfenyl) CieHualaN,0; | 789,7183 | 7,03 | 7,23
(methylamino)propanamid
S)-2-amino-3-(4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-3,5-dijodfenyl)-N-
N-methylamid levothyroxinu [g6] | 2 2Mino-3-(4-(4-hydroxy-3,5-dij xy)-3,5-dijodfenyl) CiHuliN,O5 | 789,7183 | 472 | 6,94
methylpropanamid
2-hydroxy-2-(4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-3,5-dijodfenyl)-N-
Necistota levothyroxinu 24 [87] Y y-2+( . (4-hy y ) v) : v CisH1114NOy 776,6867 4,72 7,04
methylacetamid
Kyselina 2-amino-3-hydroxy-3-(4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-3,5-
Netistota levothyroxinu 21 [88] Y 10-3-hydroxy-3-(4-(4-hydroxy-3,5-di v) CisHiulaNOs | 792,6816 | 1,53 | 6,54
dijodfenyl)propionova
.. . Ethyl (S)-2-acetamido-3-(4-(4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-3,5-
Necistota levothyroxinu 18 [89] N . L, Cy5H19lgNOg 1190,548 4,72 12,14
dijodfenoxy)-3,5-dijodfenyl)propionat
Kyselina (S)-3-(4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-3,5-dijodfenyl)-2-
Negistota levothyroxinu 22 [90] yselina (S)-3-(4-(4-hydroxy-3,5-dij xy)-3,5-dijodfenyl) CiHul.NO. | 792,6816 | 1,23 | 7,74
(hydroxyamino)propionova
Kyselina (S)-2-amino-3-(4-(4-(4-hydroxy-3-jodfenoxy)-3,5-
Netistota levothyroxinu 23 [91] yselina (5) (4-(4-(3-hydroxy-3-] V) CotHialsNOs | 994,6095 | 9,8 | 10,25

dijodfenoxy)-3,5-dijodfenyl)propionova
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Laktézovy adukt levothyroxinu

I O

HO I

OH

OH

OH
0 OH

HO
OH

Obrdzek 12 - Struktury necistot levothyroxinu: adukty, cdst 1.
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Obrdzek 13 - Struktury necistot levothyroxinu: adukty, cdst 2.
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Tabulka 7 - Ndzvy a chemické ndzvy neclistot levothyroxinu: degradacni produkty.

Nazev Chemicky nazev Sumarnivzorec| MW [Da] pK, Log P

Necistota levothyroxinu 20 [92] 2-(4-(3,5-dijod-4-methoxyfenoxy)-3,5-dijodfenyl)ethan-1-amin Cy5H1314NO, 746,7125 9,89 8,2

Necistota levothyroxinu 12 [93] 4-(4-ethyl-2,6-dijodfenoxy)-2,6-dijodfenol C14H10140, 717,686 4,72 9,52
Ethyl (S)-2-acetamido-3-(4-(4-hydroxy-3-jodfenoxy)-3,5-

Netistota levothyroxinu 16 [94] thyl (S) amido-3-(4-(4-hydroxy-3- v) CioHiglsNOs | 7208319 | 696 | 6,53
dijodfenyl)propionat

. . Ethyl (S)-2-acetamido-3-(4-(4-hydroxyfenoxy)-3,5-

Necistota levothyroxinu 15 [95] N y CygH19l,NOg 594,9353 9,2 5,17
dijodfenyl)propionat
Kyselina (S)-3-(4-(4-hydroxy-3-jodfenoxy)-3,5-dijodfenyl)-2-

Negistota levothyroxinu 19 [96] yselina (S)-3-(4-(4-hydroxy-3-j Xy)-3,5-dijodfenyl) CiHiolsNO: | 664,7693 | 6,96 | 6,98
nitropropionova

Necistota levothyroxinu 17 [97] Kyselina 3-(4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-3-jodfenyl)propionova Cq5H1411304 635,7791 4,84 7,17
Kyselina (S)-2-amino-3-(3-chloro-4-(4-hydroxy-3,5-dijodfenoxy)-5-

NeEistota levothyroxinu 10 (98] | Yo€Iina (Sl-2-amino-3-( (4-hydroxy-3,5-dij Y51 cncine, | 6847511 | 18 | 656
jodfenyl)propionova

Necistota levothyroxinu 11 [99] Kyselina 2-(4-(4-hydroxyfenoxy)-3,5-dijodfenyl)octova C14H101,04 495,8668 9,21 5,4

L-thyronin [100] Kyselina (S)-2-amino-3-(4-(4-hydroxyfenoxy)fenyl)propionova CisHisNO, 273,1001 9,93 1,93

3,5-Dijod-L-tyrosin [100] Kyselina (S)-2-amino-3-(4-hydroxy-3,5-dijodofenyl)propionova CoHgl,NO4 432,8672 10,55 3,1

3-jod-L-tyrosin [100] Kyselina (S)-2-amino-3-(4-hydroxy-3-jodfenyl)propionova CoH1INO4 306,9705 10,61 1,75

L-tyrosin [100] CoH11NO; 181,0739 | 10,67 | 0,39

Necistota levothyroxinu 14 [101] Kyselina 2-amino-2-(4-hydroxy-3,5-dijodfenyl)mravenci CsHyI,NO; 418,8515 4,59 2,82
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Obrdzek 14 - Struktury necistot levothyroxinu: degradacni produkty, ¢dst 1.
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Obrdzek 15 - Struktury necistot levothyroxinu: degradacni produkty, ¢dst 2.
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3.5.6 Stanoveni obsahu levothyroxinu v léCivych pripravcich

Bylo jiz publikovano nékolik studii na obsah levothyroxinu v 1é€ivych pfipravcich

a na jeho stabilitu.

Ve vSech studiich byla pouZita HPLC na reverznich fazich. V nékterych se
analyzovaly i degradacéni produkty, predevsim liothyronin, dijodthyronin, thyronin,

dijodtyrosin, jodtyrosin a tyrosin.

Na obsah levothyroxinu v jeho IéCivych pfipravcich byly publikovany dvé studie.
Studie z roku 1984 [102] byla provedena pod zastitou FDA a byl stanoven levothyroxin
a liothyronin v tabletdch, lyofilizovanych injekcich a prasku ucinné latky. Studie z roku
2001 [103] analyzovala levothyroxin a jeho degradacni produkty v tabletdch. Byly
pouzity dva zpUsoby detekce a pro kazdou detekci byla zvolena jind mobilni faze HPLC.
Studie také potvrdila zvySenou degradaci levothyroxinu za pfistupu svétla a za vysoké

teploty.

Nékolik studii mélo za cil optimalizaci metody pro stanoveni levothyroxinu
a jeho degradacnich produktl. Studie publikovana vroce 2005 [100] se zabyvala
vyvojem metody pro stanoveni analytl vtabletach levothyroxinu a v biologickych
vzorcich. V této studii byla pouZita gradientovd eluce. Pro farmaceutické vzorky a
biologické vzorky moci a séra se metoda ukdzala byt vhodna. Pro vzorky tkané nebyly
vysledky pfinosné — metoda se neukazala byt dostatecné specifickd pro komplexni
matrici vzorku tkané. S vysledky této studie pracovala studie [71], jejimz cilem bylo
optimalizovat pouZitou metody pro stanoveni dalSich necistot, které v plivodni praci
nebyly stanoveny. Studie se také zabyvala smésmi bézné uzivanych pomocnych latek
s levothyroxinem, z nichz jediny butylhydroxyanosil neinterferoval analyzu analyt(.
Porovnani vysledku analyzy pfi poutZiti izokratické a gradientové eluce se zabyvala
studie [104]. Gradientova eluce zkratila dobu analyzy na polovinu (z 65 minut na 30) za
cenu ztraty rozliSeni. Pro optimalizaci separace bylo testovano 5 kolon, a z vysledki
vyplyva, Ze polarni interakce ovliviiuji retenci vysoce polarnich degradacnich produkt
levothyroxinu. Optimalizace podminek iontového zdroje a pribéhu gradientové eluce

umoznila detekci stopovych slouc¢enin a zvyseni kvality hmotnostnich spekter.
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Zjisténi vlivu pomocnych latek na stabilitu levothyroxinu bylo cilem nékolika
dalSich studii. Tym University of Cincinnati (USA) proved!| vyzkum na efekt pomocnych
latek a hodnoty pH na stabilitu levothyroxinu [70]. VSechny postupy studie byly
v souladu s tehdy platnymi smérnicemi ICH a FDA (Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv
v USA). Z vysledku bylo zjiSténo, Ze pH ovliviiuje stabilitu levothyroxinu v kazdé smési
a levothyroxin je stabilnéjsi pfi vySSich hodnotach pH. Dalsim cilem studie bylo
hodnoceni stability tablet s obsahem levothyroxinu. Byly vybradny tablety vyrobené
s rliznymi rozpoustédly a s rGznymi pH modifikatory. Bylo prokdzano, Ze rozpoustédla
jsou kritickym prvkem pfi degradacnich procesech levothyroxinu a Ze pH modifikatory

mohou zlepsit stabilitu tablet.

Vliv riznych pomocnych latek na stabilitu levothyroxinu byl testovan v dalsi
studii [105]. Smés byla pfipravena z navazky hydratované &i dehydratované formy
levothyroxinu a vybrané pomocné latky. Rizné pomocné Ilatky ovliviiovali stabilitu
uc¢inné latky. V pripadé pouziti polyvinylpyrrolidonu a laurylsiranu sodného
za pritomnosti vody dochdzelo dejodaci a deaminaci. Vysledky prechozich studii
potvrdila studie [106], ve které bylo opét prokazadno, Ze levothyroxin degraduje
pfi nizké vlihkosti. Dle této studie je potvrzena hypotéza, Ze stabilita levothyroxinu je
zavisla na celistvosti krystalické struktury. V prostfedi s nizkou vlhkosti levothyroxin
svou vodu ztraci, a tak je umoznén pfistup kysliku. Studie ve svém zavéru zminuje, ze
levothyroxin tvofi vyjimku v lécich svou stabilitou za vysoké vlhkosti, a tak by smérnice
ICH mély brat ohled pfti stresovych podminkach svych testd na tuto vlastnost

krystalickych hydrat(.

Pfehled pouZitych metod je shrnut v tabulce 8 a 9.
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Tabulka 8 - Prehled metod pouZitych v analyze levothyroxinu a jeho degradacnich produktu, cdst 1.

tyrosin

tkanové vzorky
(Stitna Zlaza v
parafinu)

ACN:0.1M NaOH
(2:1, v/v)

centrifugace - vysuseni
supernatantu - rozpusténi
v roztoku IS

Stanovované analyty Material Rozpoustédlo Pfiprava vzorku Stacionarni faze Mobilni faze Detekce LOD Zdroj
tablety 0,01 M NaOH v 50% MeoH |*Onfikace - trepdni-
filtrace Modifikovany silikagel -
levothyroxin sodna sal, e e, ifi - trepani - ACN:H,0:H;PO 1984
|i(;/th rz/)ni);lsodné sCqu prasek uc¢innél.  [0,01 M NaOH v 50% MeOH :T:Iﬂkace trepan kyanoalkyly 2 1 3T UV (229 nm) n/a [102]
y iltrace (300x3,9mm; 10pm) | (350:650:1)
injekce 0,01 M NaOH v 50% MeOH [pouze rozpusténi
levothyroxin, liothyronin,
v y XI' iothyroni 0,5% FA v 40% ACN
dijodthyronin, (pH3,12) EC (800 mV)
dijodtyrosin, jodthyronin, LiChrospher 60 RP-select B A 2001
. ] . tablety n/a n/a <0.1ng/pL
jodtyrosin, tyrosin, ( 125x4,6 mm; 5 um) [103]
. 0,3% AA v 40% ACN
acetyltyrosin, H 3,27 MS
acetylfenylalanin (pH3,27)
Iefflothyroxn?, liothyronin, ) , B ACN:H,0:H,PO,
dijodthyronin, kys. L, v nékterych pripadech .

. i tablety, pomocné latky, i i Waters® Spherisorb Cyano |ACN:H,0:TFA UV (225 nm) 2003
tetrajodthyroctova, kys. standardy latek  |deionizovand voda Uprava pH pomoci 0, IN HCl (250x2 mm; 5 pm) Hood & T ESI-MS n/a [70]
trijodthyrooctova, kys. 4 nebo 0,1N NaOH e (v pfipadé modifikace
dijodthyrooctova pH vzorku)

0, 01 M NaOH:MeOH . .
tablety @ ¢ sonifikace - filtrace
(2:1, v/v)
levothyroxin, liothyronin, |biologické vzorky P SPE - vysuseni - rozpusténi
dijodthyronin, thyronin, [(mo¢, sérum) v roztoku IS Inertsil ODS A:0,1% TFA v H,0, pH 3 DAD 0,02- 0,1 g/l 2005
dijodtyrosin, jodtyrosin, sonifikace pfi 40°C - (250x4 mm; 5 um) B: ACN ’ e [100]

n/a — neuvedeno, NaOH — hydroxid sodny, MeOH — methanol, ACN — acetonitril, FA — kys. mravenci, AA — kys. octovd, TFA — kys. trifluoroctovd,

EC - elektrochemickad detekce, DAD — detektor diodového pole, LOD — limit detekce
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Tabulka 9 - Pfehled metod pouZitych v analyze levothyroxinu a jeho degradacnich produktu, ¢dst 2.

Stanovované analyty Material Rozpoustédio Priprava vzorku Stacionarni faze Mobilni faze Detekce LOD Zdroj
levothyroxin, liothyronin,
dijodthyronin, thyronin, 0,01 M NaOH v MeOH pouze rozpusténi
dijodt in, jodt in, , Inertsil ODS 2 A:0,1% TFA v H,0 2008
no .yrosm Joctyrosin standardy latek nertst ’ v UV (223 nm) 1pg/ml
tyrosin, kys. L (250x4,6 mm; 5 pm) B: ACN [71]
. . pomocné latky .
trijodthyrooctova, kys. smés 1:1
. . 0,01 M NaOH v MeOH
tetrajodthyrooctova
levothyroxin, liothyronin,
dijodthyronin, kys.
tetrajodth tovd, kys. Sténiaredéni1:10
HIBLOBUTGIIENE), 15 ) NaOH v H20 s pfidavkem | o2PUstentaredent YMC C18 Pro A:0,1% FA v H,0 (v/v) | UV (225nm) 2008
trijodthyrooctova, kys. standardy latek roztokem ACN:H20 (30:70, n/a
o o MeOH (150x1 mm; 3 um) B:0,1% FAV ACN (v/v) | ESI-TOF-MS (104]
trijodthyropropionova, v/v) +FA !
kys.
tetrajodthyromravendi
levothyroxin, liothyronin,
dijodthyronin, thyronin,
dijodtyrosin, jodtyrosin, (ginna latka pomocné latky, sonifikace, fedéni 0,01 M Inertsil ODS 2 A:0,1% TFA v H,0 UV (223 nm) n/a 2010
tyrosin, kys. deionozovana voda NaOH:MeOH (1:1, v/v) (250%x4,6 mm; 5 um) B: ACN [105]
trijodthyrooctova, kys.
dijodthyrooctova
R , Dionex Acclaim® 120C8 [A:0,025% TFA v H,0O 2019
levothyroxin standardy latek 0,01 M NaOH v MeOH n/a UV (223 nm) n/a
(250x4,6 mm; 5 um) B: ACN [106]

n/a — neuvedeno, NaOH — hydroxid sodny, MeOH — methanol, ACN — acetonitril, FA — kys. mravenci, AA — kys. octovd, TFA — kys. trifluoroctovd,

EC - elektrochemickad detekce, DAD — detektor diodového pole, LOD — limit detekce
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3.5.7 Zména pomocné latky v IéCivém pripravku

V bfeznu roku 2017 se zménilo slozeni tablet sobsahem sodné soli
levothyroxinu prodavanych ve Francii firmou Merck Serono, patfici pod némeckou
farmaceutickou firmu Merck KGaA. Plvodni sloZeni léku Levothyrox®, vykazovalo
nestabilitu, a tak bylo vyvinuto nové slozeni, které mélo byt bioekvivalentni k tomu
plvodnimu dle farmakokinetické studie vydané roku 2017. V novém sloZeni byla jako
pomocna latka nahrazena laktdza za mannitol a kyselinu citrénovou. Bylo v planu nové
sloZzeni produkovat do dalSich 21 zemi Evropské unie. LéCivé pfipravky s obsahem
sodné soli levothyroxinu uziva ve Francii pres dva miliony lidi a po zméné sloZeni tablet
Levothyrox® (nova formulace s mannitolem) bylo hldaseno pres 30 tisic pfipadu

nezadoucich ucinkl [69,107].

Firma Merck Serono vyrdbi krom preparatu Levothyrox® dalsi preparaty sodné
soli levothyroxinu Eutirox a Euthyrox, které spolec¢né pokryvaji Skalu obsahu ucinné

latky od 25 do 200 pg [69].

Vroce 2019 byl publikovdn aktudlni ndzor [107] autor(i z Francie a Anglie
zabyvajici se vhodnosti provedené studie bioekvivalence (BE) pro zménu sloZeni tablet
s obsahem levothyroxinu sodné soli. Testy BE byly provedeny v pfistupu ABE
(primérna bioekvivalence), ktera porovnavala mediany ploch pod pikem plasmatické
koncentrace po podani Ié¢iva v obou skupindch. Bioekvivalence je potvrzena, pokud
maji mediany podobnou hodnotu a jsou ve stanoveném rozmezi 90 — 111 %. Autofi
upozornuji, Ze testy BE se provadi pred uvedenim léku na trh, avsak ne v pfipadé, kdy
ma nové sloZeni Iéku nahradit to staré. Zaroven se testy BE provadi na zdravé populaci,
a tak mohou byt vysledky rozdilné oproti populaci pacientl. Autofi si tak kladou
otazku, zda pfristup ABE, ktery nezahrnuje populaéni a individudlni BE, prokazuje

moznou zaménitelnost léku kvuli individualnimu terapeutickému oknu.

V Evropskych smérnicich ptislusnych organizaci se nevyskytuje algoritmus test(
individualni bioekvivalence (IBE), ktery zahrnuje intra-individudini variabilitu
v biodostupnosti a individudIni interakci mezi subjektem a lékem. Pfi tomto pfistupu
subjekt studie uziva obé lékova sloZeni, a tak by tento pfistup mohl dle autor( lépe

ukdzat moZnost zameénitelnosti |ékovych sloZeni. Autofi také z dostupnych dat ze
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studie BE [69] zjistili, Ze ackoliv median byl splnén, vice nez 50 % dobrovolnikd bylo

mimo stanovené rozmezi BE (90 — 111,11 %) [107].

Stejni autofi publikovali dalsi aktualni nazor v roce 2020 (online v roce 2019)
[108] s ndzvem ,,Pro€ bylo tfeba vice nez 200 subjektd k dikazu bioekvivalence nové
formulace Levothyroxinu se starou formulaci?“. V reakci na tento ¢lanek byl publikovan
dopis editorovi od zaméstnanctl firmy Merck z Francie, Svycarska a Némecka, ktefi

upozornuji na nepresnosti a Spatné interpretace plvodnich autord.
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4. Experimentalni cast

4.1 Pouzité pristroje a pomucky
e UHPLC systém: Waters ACQUITY UPLC I-Class Systém (Milford, MA, USA)
e Cerpadlo: ACQUITY UPLC I-Class Binary solvent manager (Waters, USA)
e ddavkovac vzorku: ACQUITY UPLC Sample manager FTN (Waters, USA)
e kolonovy termostat: Column heater (Waters, USA)

e chromatografickd kolona: Waters ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 Column, 130 A,
1,7 um, 2,1 mm x 50 mm (Milford, MA, USA)

e hmotnostni analyzator: Waters SYNAPT G2-Si (Manchester, UK)

e analytické vahy: Sartorius (Gottingen, Némecko)

e automatické pipety: Eppendorf (Hamburk, Némecko)

e ultrazvukova lazen: Sonorex Digitec, Bandelin Elextronic (Berlin, Némecko)
e centrifuga: Mikro 220R, Hetttich (Tuttlingen, Némecko)

e trepacka: Vortex Genius 3, IKA (Staufen, Némecko)

e mikrozkumavky: Eppendorf (Hamburg, Némecko)

e software pro sbér dat z HRMS: Waters MassLynx V4.1 (Manchester, UK)

e software pro zpracovani dat: Waters TargetLynx (Milford, MA, USA)

e software pro statistickou analyzu: Sartorius SIMCA (Gottingen, Némecko)

e software pro zndzornéni chemickych struktur slouéenin a zisk chemickych

vlastnosti: PerkinElmer ChemDraw 20.1.1 (Waltham, MA, USA)

4.2 Pouzité chemikalie
e ultracista voda LC-MS grade: Milli Q, Millipore (Bedford, MA, USA)

e Acetonitril LC-MS CHROMASOLYV (299%), VWR (St¥ibrna Skalice, Ceskd republika)
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e Kyselina mravenéi (299%), VWR (StFibrna Skalice, Ceska republika)

e Dimethylsulfoxid (299,7%), Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)

e QOctan leucin-enkefalinu hydrat (295%), Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
e Hydroxid sodny, Penta (Chrudim, Ceska republika)

e Interni standard levothyroxinu (IS Levothyroxine D3), TRC (Toronto, Kanada)

4.3 Pracovni postup

4.3.1 Priprava roztoku vnitfniho standardu

e Zasobni roztok standardu byl pfipraven z navdzky IS Levothyroxinu 0,137 mg, kterd

byla rozpusténa v 137 uL DMSO pro finalni koncentrace 1 mg/mL.

e Pracovni roztok IS byl pfipraven ziedénim 90 uL zdsobniho roztoku v 50 mL DMSO

pro findIni koncentraci 1,8 pg/mL.

4.3.2 Priprava mobilnich fazi
V experimentu byly pouzity dvé slozky mobilni faze:

e MF A: 0,1% kyselina mravenci (FA) ve vodé. Odmérnda barika o objemu 2000 mL
byla naplnéna ultradistou vodou po rysku a pomoci pipety byly pod hladinu

nadavkovany 2 mL FA.

e MF B: 0,1% kyselina mravenci (FA) v ACN. Odmérna barika o objemy 2000 mL byla

naplnéna ACN po rysku a pomoci pipety byly pod hladinu naddvkovany 2 mL FA.

Mobilni faze byly pfipravované pred kazdym designem méreni.

4.3.3 Ptiprava kalibrantli MS

e Externi kalibrant — 0,5 mM roztok mravenéanu sodného: odmérnd banka o objemu
20 mL byla naplnéna 16 mL ACN, ke kterému se pfidalo 100 pL 0,1M roztoku NaOH

a 200 pL 10% FA. Barika byla po rysku doplnéna ultracistou vodou.

e |Interni kalibrant - 200 pg/uL leucin enkefalin: odmérna barnka o objemu 250 mL

byla pod rysku naplnéna fedici smési 50:50 ACN/H-0 s pfidavkem 0,1% FA, do niz
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bylo nadavkovano 125 pL roztoku leucinu enkefalinu (400 ng/uL). Barika byla poté

naplnéna po rysku fedici smési.

4.3.4 Priprava vzorki tablet

Dle protokolu zadavatele byl jako rozpoustédlo tablet pouzit DMSO. Protoze
rizné Sarze tablet mély rGzny obsah levothyroxinu, prvni krok byl pfizplsoben

potfebnému objemu rozpoustédla, aby se docililo koncentrace 100 pug/mL.
e Tablety s obsahem 100 pg byly rozpoustény v 1000 uL DMSO.
e Tablety s obsahem 75 pug byly rozpoustény v 750 uL DMSO.
e Tablety s obsahem 50 ug byly rozpustény v 500 uL DMSO.
Rozpusténi tablet do vzorku bylo provedeno v nésledujicich krocich:

1. Pfidani potfebného mnoiZstvi DMSO k tableté v mikrozkumavce o objemu 2 mL

k docileni koncentrace Levothyroxinu 100 pg/mL.
2. Kratké protfepani na vortexu.
3. Sonifikace 30 minut s kratkym protfepanim na vortexu kazdych 10 minut.
4. Stoceni na centrifuze 15 minut na 5000 RPM pf¥i 20°C.

5. Odebrani supernatantu pomoci mikropipety a ziedéni 1:10 DMSO do konecné

koncentrace 10 pg/mL.

4.3.5 Priprava kontrol kvality, blankového extrakt a blanku

V priibéhu méreni byly do sekvence vzorkl zafazeny blanky, blankové extrakty

a vzorky QC (kontrola kvality).
e Blank: ¢isty DMSO.

e Blankovy extrakt: rozpoustédlo tablet (DMSO), které se pfipravovalo stejné jako

vzorky tablet.

50



e QC: dva zpUsoby provedeni — prvni pro design 1 a 2, a druhy pro design 3.:

1. Sest reprezentativnich $arZi tablet bylo individudlné rozpusténo stejnym
postupem jako vzorky tablet. Z kazdého supernatantu bylo odebrano 10 pL,
smichano, a smés byla fedéna 1:10 DMSO. Vzorek smési byl preveden do
vialky a ke smési bylo pfidano 10 pL pracovniho roztoku IS o koncentraci
1,8 ug/mL. Vzorek QC byl pfipraven kazdy den pred mérenim a byl pfipraven

z tablet mérenych téhoz dne.

2. Tableta z kazdé Sarze byla rozpusténa dle postupu pfipravy vzorkl. Z kazdého
supernatantu bylo odebrano 10 pL, smichdno, a smés byla fedéna 1:10 DMSO.
Vzorek smési byl preveden do vialky a ke smési vzorkd bylo pfiddno 10 uL

pracovniho roztoku IS o koncentraci 1,8 pg/mL.

4.4 Analyzované tablety levothyroxinu

Pro analyzu byly pouzity tablety od tfi rdznych vyrobct s rdznymi obsahy ucinné
latky a srdznymi pomocnymi latkami — laktézou nebo mannitolem. Tablety byly

pro Ucely této prace rozdéleny do tii skupin:
1. G1 —formulace pred rokem 2017 (pomocna latka laktéza): S1 — S5, S19, Al
2. G2 —formulace po roce 2017 (pomocna latka mannitol): S6 —S12, A2
3. G3 —formulace po roce 2019 (pomocna latka mannitol): S13 —S18, A3, H

Toto rozdéleni bylo uéinéno na zakladé zmény slozeni v roce 2017 a pozdéjsi

zméné v roce 2019.

Seznam poutZitych tablet véetné Cisla Sarzi je shrnut v tabulce 10.
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Tabulka 10 - Seznam poutZitych SarZi tablet.

Tableta Vyrobce Sarze Obsah Levothyroxinu (ug) Expirace Pomocna latka | Skupina

S1 Merck Levothyrox® 19341020 100 11/2017 laktdza

S2 Merck Levothyrox® 21167620 100 12/2018 laktdza

S3 Merck Levothyrox® 22175520 100 07/2019 laktdza

sS4 Merck Levothyrox® 22359420 100 07/2019 laktoza

S5 Merck Levothyrox® 22401620 100 08/2019 laktoza

S6 Merck Levothyrox® 22943220 75 12/2018 mannitol G2
S7 Merck Levothyrox® 23181520 75 02/2019 mannitol G2
S8 Merck Levothyrox® 23207320 100 02/2019 mannitol G2
S9 Merck Levothyrox® 23239520 100 02/2019 mannitol G2
S10 Merck Levothyrox® 23239620 100 02/2019 mannitol G2
S11 Merck Levothyrox® 23999520 100 07/2019 mannitol G2
S12 Merck Levothyrox® 24295720 100 09/2019 mannitol G2
S13 Merck Levothyrox® 13561020 100 06/2021 mannitol G3
S14 Merck Levothyrox® 13562020 100 06/2021 mannitol G3
S15 Merck Levothyrox® 13563020 100 06/2021 mannitol G3
S16 Biogaran Lévothyroxine Biogaran® 457 50 11/2015 mannitol G3
S17 Biogaran Lévothyroxine Biogaran® 485 75 04/2017 mannitol G3
518 Ratiopharm Lévothyroxine Ratiopharm® 345 100 01/2014 mannitol G3
S19 Merck Eutirox® 18308P 75 02/2021 laktoza

Al Merck Levothyrox® 21819120 100 04/2019 laktdza

A2 Merck Levothyrox® 23207420 100 02/2019 mannitol G2
A3 Merck Levothyrox® 25582621 100 04/2021 mannitol G3
H Merck Euthyrox® GOO5MA20 50 05/2022 mannitol G3
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chromatograficka kolona:
eluce:

slozka mobilni faze A:
slozka mobilni faze B:
rychlost pratoku MF:
délka separace:

objem nastfiku vzorku:
teplota davkovace vzorku:
ekvilibrace kolony:
teplota kolony:

silna oplachova kapalina:

slaba oplachova kapalina:

4.5 UHPLC na reverznich fazich

BEH Shield RP18 (2,1 mm x 50 mm; 1,7 um)
gradientova

0,1 % FA v H20

0,1 % FA v ACN

0,5 mL/min

10 min

1ul

20°C

3 min

40 °C

100% ACN

50% ACN v ultracisté vodé

Pribéh gradientové eluce je shrnut vtabulce 11 a graficky znazornén

na obrazku 16.

Tabulka 11 - Parametry gradientové eluce.

Cas [min] A: 0,1% FA v H,0 [%] B: 0,1% FA v ACN [%]
0 90 10
5 0 100
7 0 100
7,1 90 10
10 90 10
100% ~+ 100% 100%
80% +
(aa]
2 60% T
©
5 40% T
o
a
20% +
0% t T 1 T T }
0 1 2 4 5 6 7 8 9 10

retencni ¢as[min]

Obrdzek 16 - Podil slozky B (MF 0,1% FA v ACN) pri gradientové eluci.
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4.6 Nastaveni parametrd HRMS

VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometr Synapt G2-Si byl prfed kazdym
mérenim kalibrovan na rozpéti hmoty 50-1200 m/z pomoci 0,5 mM roztoku
mravencanu sodného. Pro ovéreni presnosti a spravnosti méreni byl jako interni
kalibrant pouZit roztok leucinu enkefalinu (m/z v negativnim mddu 554,2615)

o koncentraci 200 pg/uL.

Jako ionizaéni technika byl pouzit elektrosprej (ESI). Jako analyzator byl pouzit

jednoduchy kvadrupél ve spojeni s analyzatorem doby letu (qTOF).

e typ skenu: MS sken ESI
teplota iontového zdroje: 120 °C
napéti na kapilare: 1 kv
pratok zmlzujiciho plynu: 6 bar
teplota susiciho plynu: 600 °C
pratok susiciho plynu: 1000 L/h
napéti na vstupnim kuzelu: 40V
pratok plynu na vstupnim kuzelu: 50 L/h
mad analyzatoru: resolution
rozsah méfeni hmoty: 50-1200 m/z
typ dat: centroidni
skenovaci ¢as: 0,085 s
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4.7 Metoda pro vyhodnoceni analyz

Chromatogramy z UHPLC-HRMS byly vidy kontrolovany a integrace jednotlivych

pikd byla ru¢né upravovana v programu TargetLynx (Waters).

Z celkovych iontovych chromatogram (TIC) byly extrahovdny chromatogramy
pro uréitou hmotu s toleranci 0,2 Da — extrahované iontové chromatogramy (XIC).

V XIC byla provedena integrace ploch pod piky.

Dle pokynu zadavatele byla analyza sestavena jako semikvantitativni hodnoceni

necistot. Pro kazdou latku byly definovany nasledujici parametry (tabulka 12):
e hmota— pomér m/z pro XIC

e retencni Cas —tr

Tabulka 12 - Parametry ucinné latky a sledovanych necistot.

Latka

m/z

tg [min]

levothyroxin

775,6794 + 0,02

1,9550 £ 0,0550

stearat mannitolu [M+HCOO]

493,3322 + 0,02

4,0850 + 0,2050

stearat mannitolu [M-H]

447,3327 £ 0,02

4,0750 + 0,2150

adukt Levo-laktdza 1

1099,7851 £ 0,02

1,7900 + 0,0500

adukt Levo-laktdza 2

1099,7851 £ 0,02

2,1350 + 0,0450

supramolekuldrni komplex
levothyroxin-laktdza

1117,7956 + 0,02

2,0000 * 0,0400

neznama sloucenina 1 480,309 + 0,02 3,22 £ 0,06
neznama sloucenina 2 504,309 + 0,02 3,06 + 0,06
neznama sloucenina 3 594,397 + 0,02 4,64 + 0,05
neznama sloucenina 4 650,46 + 0,02 5,02 £ 0,06

4.7.1 Cilena analyza necistot

Dle zvoleného designu méreni byly Sarze méreny v triplikdtu nebo pouze
v jednom vzorku. Pokud byly vtriplikdtu, byly jednotlivé tablety mérené S3arze
oznaceny pismeny A, B a C. Kazda tableta byla ddvkovana a mérena dvakrat, ihned po
sobé. Z téchto dvou méreni byl pro kazdou tabletu vypocitan prdmér plochy pod pikem
pro kazdou slouceninu. Z téchto hodnot a z hodnot plochy pod pikem levothyroxinu,
byl vypocitdn pomér nedistoty k uc¢inné latce v procentech (relativni koncentrace).

V pfipadé méreni triplikatl byl ze ziskanych pomérd vypocitan aritmeticky primeér (x).
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Ze stejnych hodnot byla vypocitdna i smérodatna odchylka (s). Z poméru smérodatné
odchylky k aritmetického priméru, to celé vynasobeno 100, byla vypoctena relativni

smérodatna odchylka RSD v procentech.

Pomoci statistické analyzy byly hodnoceny rozdily v obsahu necistot mezi
designy. Nejprve byly vypocteny rozdily v primérném obsahu necistoty mezi designy
(D2 —D1). S témito hodnotami bylo poté provedeno testovani predpokladu normality,
tzv. N-P plot. Pokud byla hodnota p mensi nez 0,05; byl nalezen v hodnotach statisticky
vyznamny rozdil a bylo nutné pouZit neparametrickou variantu Wilcoxonova testu.
Pokud byla hodnota p vétsi nez 0,05; mély hodnoty normalni rozdéleni a bylo mozné
pouzit parovy t-test. Pomoci parového t-testu a neparametrické variatny Wilcoxonova

testu byly zhodnoceny statistické rozdily v obsahu necistot mezi designy.

4.8 Designy méreni
Celkem byly v této prdci pouzity tfi designy méreni.

Design 1 byl sestaven dle parametrG zadavatele: bylo poZadovano
semikvantitativni hodnoceni necistot, méreni v triplikatu, pfiprava vzorkd tésné pred
analyzou, méreni stejného vzorku v médu ESI" i ESI*. Mddy byly kontinudlné stridany,
tedy mdd ESI s pripravou tésné pred analyzou a nasledné méreni stejnych vzork
v moédu ESI*. Musel byt vypracovan presny ¢asovy plan, aby vzorky byly pfipraveny
tésné pred vloZzenim do UHPLC chromatografu. Kazdy vzorek byl davkovan a méren
dvakrat, ihned po sobé. Celkovy pocet vzorkl se vysplhal na 256 a dle zadani byl pocet
vzorkli na den omezen. Vzorek QC byl pripraven dle postupu ¢ 1 (z Sesti
reprezentativnich 3arzi tablet), a byl pripravovan kaidy den méreni. PYi pripravé
sekvence méreni (tabulka 13) byla provedena randomizace vzorkd, ale jelikoZ pfiprava
musela tésné predchazet méreni, nemohla byt provedena randomizace v pfipravé

vzorku.
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Tabulka 13- Sekvence méreni v designu 1.

31.03.2020 01.04.2020 02.04.2020 03.04.2020 04.04.2020
1. (blank 1 32.|blank 12 1. |blank 1 32.|blank 12 1. |blank 1 32.|blank 12 1. |blank 1 32.|blank 12 1. |blank 1 32.|blank 12
2. |blank 2 33.|A2Ba 2. |blank 2 33.|S10Aa 2. |blank 2 33.|A3Aa 2. |blank 2 33./S8Ca 2. |blank 2 33.|S16Ba
3. |blankovy extrakt 1|34.|A2B b 3. |blankovy extrakt 1|34.|S10Ab 3. |blankovy extrakt 1|34.|A3Ab 3. |blankovy extrakt 1|34.|S8C b 3. |blankovy extrakt 1|34.|S16B b
4. |blank 3 35.|QC5 4. |blank 3 35.|QC5 4. |blank 3 35./|QC5 4. |blank 3 35.|QC5 4. |blank 3 35.|QC5
5.|QC1 36.|blank 13 5. |QC1 36.|blank 13 5. |QC1 36.|blank 13 5. |QC1 36.|blank 13 5. |QC1 36.|blank 13
6. |blank 4 37.|HAa 6. |blank 4 37.|S17Aa 6. |blank 4 37.|AlCa 6. |blank 4 37.|S15Ca 6. |blank 4 37.|S2Ca
7. |S5Aa 38.|HAb 7. |S7Ca 38.|S17Ab 7. |S11Aa 38.|A1Cb 7. |S19Ba 38.|S15Chb 7. |S6Ca 38.|S2Cb
8. |S5Ab 39.|blank 14 8. |S7Chb 39.|blank 14 8. |S11Ab 39.|blank 14 8. |S19Bb 39.|blank 14 8. |S6Chb 39.|blank 14
9. |blank 5 40.(S10Ca 9. |blank 5 40.[S4Aa 9. |blank 5 40.|S16Aa 9. |blank 5 40.|S3Aa 9. |blank 5 40.[S13Aa
10./S9Ca 41./S10Cb 10.| S12Ca 41.|S4Ab 10.|A3Ba 41.|S16Ab 10.(9B a 41.|S3Ab 10./S17Ca 41.|S13Ab
11./S9Chb 42./QC6 11.|S12Cb 42./QC6 11.|A3Bb 42./QC6 11.|9B b 42./QC6 11./S17Cb 42./QC6
12./QC2 43.|blank 15 12./QC2 43.|blank 15 12./QC2 43.|blank 15 12./QC2 43.|blank 15 12./QC2 43.|blank 15
13.|blank 6 44, blankovy extrakt 3| 13.|blank 6 44, |blankovy extrakt 3| 13.|blank 6 44.|blankovy extrakt 3| 13.|blank 6 44.|blankovy extrakt 3| 13.|blank 6 44, blankovy extrakt 3
14.|S4Ca 45.|blank 16 14.|S1Ca 45.|blank 16 14.|S18Aa 45.|blank 16 14.|A2Ca 45.|blank 16 14.|S1Aa 45.|blank 16
15./S4Cb 46./S15B a 15.|S1Cb 46.|S14Ba 15.|S18A b 46.|A1B a 15.|A2Cb 46.|S18B a 15.|S1Ab 46.|S8B a
16.|blank 7 47.[S15B b 16.|blank 7 47.[S14B b 16.|blank 7 47.|A1B b 16.|blank 7 47.|S18B b 16.|blank 7 47.|S8B b
17.|S12Ba 48.|blank 17 17.|S11Ca 48.|blank 17 17.|S6Aa 48.|blank 17 17.|S18Ca 48.|blank 17 17.{S19Ca 48.|blank 17
18.|S12B b 49.(S16Ca 18./S11Cb 49.(S13Ba 18.|S6A b 49.|S5Ca 18./518Ch 49.|A3Ca 18./S19Ch 49.(S8Aa
19./QC3 50.(S16C b 19./QC3 50.(S13B b 19./QC3 50.(S5C b 19./QC3 50.(A3Cb 19./QC3 50.|S8A b
20.|blank 8 51.|QC7 20.|blank 8 51./QC7 20.|blank 8 51./QC7 20.|blank 8 51./QC7 20.|blank 8 51.|QC7
21.|S9Aa 52.|blank 18 21.|S14Aa 52.|blank 18 21.(S7Ba 52.|blank 18 21.[S7Aa 52.|blank 18 21.(S17Ba 52.|blank 18
22.|S9A Db 53.[S5B a 22.|S14Ab 53.{S12Aa 22.|S7Bb 53.|S2Ba 22.(S7ADb 53./S3Ca 22.|S17Bb 53.|HCa
23.|blank 9 54.|S5B b 23.|blank 9 54.|S12Ab 23.|blank 9 54.|S2B b 23.|blank 9 54./S3Cb 23.|blank 9 54.|HCb
24.|blankovy extrakt 2 [ 55. |blank 19 24.|blankovy extrakt 2 | 55.|blank 19 24.|blankovy extrakt 2 | 55.|blank 19 24.|blankovy extrakt 2 | 55.|blank 19 24.|blankovy extrakt 2 [ 55. |blank 19
25.|blank 10 56.(S2Aa 25.|blank 10 56.(A2Aa 25.|blank 10 56.(S14Ca 25.|blank 10 56.|S6B a 25.|blank 10 56.|A3Aa
26.|AlAa 57.|S2Ab 26.[S19Aa 57.|A2A b 26.|S13Ca 57./S14Cb 26.(S3Ba 57.|S6B b 26.(S15Aa 57.|A3Ab
27.|A1Ab 58.|QC 8 27.|S19Ab 58./QC8 27.|S13Cb 58./QC8 27.(S3B b 58./QC8 27.|S15Ab 58./QC8
28./QC4 59.|blank 20 28./QC4 59.|blank 20 28./QC4 59.|blank 20 28./QC4 59.|blank 20 28./QC4 59.|blank 20
29.|blank 11 60. 29.|blank 11 60. 29.|blank 11 60. 29.|blank 11 60.|S13B a 29.|blank 11 60.(S5C a
30.(S1Ba 61. 30.| S10Ba 61. 30.|S11Ba 61. 30.|HBa 61.|S13B b 30.|S4B a 61.(S5Cb
31./S1B b 62. 31.|S10B b 62. 31.|S11Bb 62. 31.|HB b 62.|blank 21 31.[S4B b 62.|blank 21
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Design 2 navazoval na design 1 pro potvrzeni hypotézy zadavatele, Ze dochazi
ke zménam v obsahu necistot v roztoku v prlbéhu ¢asu. Vzorky, které byly analyzovany
v prvnim designu, byly opétovné zméreny, véetné vzork(h QC. Vzorky tedy nebyly
pfipraveny ihned pfed mérenim, ¢imz se zkratil ¢as ptipravy experimentu. Nedochdzelo
ke zméné polarity iontového zdroje, cely experiment byl méfen v médu ESI. Pocet
vzorkd na den jiz nebyl omezen. Opét probéhla randomizace méreni pfi sestavovani

sekvence (tabulka 14).

Design 3 byl sestaven odlisSné od predchozich design(. Pfi tvorbé designu se
pfihlizelo pfedevsim na spravnost metabolomického postupu — tedy pfiprava i méreni
vée vjedné Sarzi za jednotnych podminek. VSechny vzorky byly pfipraveny pred
experimentem najednou a jiz se neprovadélo méreni v triplikatu, ale pouze v jednom
vzorku kvlli nedostateénému mnozstvi nékterych tablet. Tablety S1, S18 a A2 nebyly
v tomto designu analyzovany, protoze jiz nebyly dostupné. Vzorky QC byly pfipraveny
dle postupu ¢. 2 (ze vsech Sarzi tablet). Pro pfipravu vzorkd i sekvenci méreni

(tabulka 15) byla provedena randomizace.
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Tabulka 14 - Sekvence méreni v designu 2.

05.04.2020 06.04.2020
1. |blank1 34. |blank 12 67. |blank 22 100.[16B a 1. [blank1 34. |blank 12 67. |blank 22 100. [S8B a
2. |blank2 35. [S7Ca 68. |[AlAa 101.(16Bb 2. |[blank 2 35. [S13Ba 68. |S17Ca 101.|S8B b
3. |blankovy extrakt1 | 36. [S7Cb 69. |AlADb 102. |blank 32 3. |blankovy extrakt1| 36. |S13Bb 69. |S17Cb 102. [blank 32
4. |blank3 37. |blank 13 70. (QC 10 103.[A2Aa 4. |[blank3 37. [blank 13 70. |QC10 103.|S3Ca
5. |QC1 38. [S11Aa 71. |blank 23 104.(A2Ab 5. [QC1 38. |S16Ca 71. |blank 23 104.|S3Cb
6. |[blank4 39. [S11ADb 72. [S3Ba 105.|(QC 15 6. |blank4 39. [S16Chb 72. |S10Aa 105.|QC 15
7. (S4Ba 40. |QC6 73. [S3Bb 106. |blank 33 7. [S3Aa 40. (QC6 73. |S10ADb 106. |blank 33
8. |S4Bb 41. (blank 14 74. |blank 24 107.|A2Ca 8. |S3Ab 41. |blank 14 74. |blank 24 107.|S19Aa
9. |blank5 42. [blankovy extrakt2 [ 75. |S18B a 108.|A2Cb 9. |blank5 42. |blankovy extrakt2 | 75. [S14Ca 108. [S19A b
10. [S9Ba 43, |blank 15 76. [S18B b 109. [blank 34 10. (S12Aa 43. |blank 15 76. [S14Chb 109. |blank 34
11. (S9Bb 44, |S2Ca 77. [QC11 110.(S11Ba 11. (S12Ab 44. |S19Ba 77. |QC11 110.|S13Aa
12. |QC2 45, |S2Cb 78. |blank 25 111.|S11Bb 12. [QC2 45. [S19Bb 78. |blank 25 111.|S13Ab
13. [blank 6 46. |blank 16 79. [S2Aa 112.{QC16 13. |blank 6 46. |blank 16 79. [S8Aa 112.|QC 16
14. [S5Aa 47. |S18Aa 80. |S2Ab 113. [blank 35 14. (S4a 47. |S6Ca 80. [S8AD 113. |blank 35
15. [S5Ab 48. |S18Ab 81. |blank 26 114.(A2Ba 15. [S4 b 48. |S6Cb 81. |blank 26 114.|AlCa
16. [blank 7 49, [QC7 82. |S1Aa 115.(A2Bb 16. |blank 7 49. (QC7 82. [S6Ba 115.|A1Cb
17. (S12Ca 50. |blank 17 83. |S1ADb 116. [blank 36 17. [S6Aa 50. [blank 17 83. [S6Bb 116. |blank 36
18. [S12Chb 51. |[S12Ba 84. |QC12 117.(S7Aa 18. [S6ADb 51. [S18Ca 84. |QC12 117.|S5Ba
19. [QC3 52. [S12Bb 85. |blank 27 118.(S7Ab 19. [QC3 52. |S18Cb 85. |blank 27 118.|S5Bb
20. [blank 8 53. |blank 18 86. |S10Ba 119.|(QC17 20. [blank 8 53. [blank 18 86. |S10Ca 119.|QC17
21. (S2Ba 54. |A3Ca 87. |S10Bb 120. |blank 37 21. [S1Ba 54. [S1Ca 87. [S10Chb 120. |blank 37
22. [S2Bb 55. |[A3Cb 88. |blank 28 121.[HCa 22. [S1Bb 55. [S1Cb 88. |blank 28 121.|S16Aa
23. [blank 9 56. (QC8 89. |S13Ca 122.(HCb 23. [blank 9 56. [QC 8 89. |S15Ca 122.|S16Ab
24. [A3Ba 57. |blank 19 90. |S13 b 123. [blank 38 24, [S8Ca 57. [blank 19 90. [S15Chb 123. |blank 38
25. (A3Bb 58. |S11Ca 91. |QC13 124.(S7Ba 25. [S8Cb 58. [S14Ba 91. |QC13 124.|S19Ca
26. |QC4 59. [S11Cb 92. |blank 29 125.(S7Bb 26. |QC4 59. [S14B b 92. |blank 29 125.|S19Cb
27. [blank 10 60. |blank 20 93. |S9Aa 126. |blank 39 27. |blank 10 60. [blank 20 93. |AlBa 126.|QC 18
28. [S17Aa 61. |S17Ba 94. |S9ADb 28. |S15Ba 61. [S4Ca 94. |A1Bb 127.|blank 39
29. (S17Ab 62. [S17Bb 95. |blank 30 29. [S15B b 62. (SACb 95. |blank 30 128.|S15Aa
30. |blank 11 63. [QC9 96. |A3Aa 30. |blank 11 63. [QCH9 96. [HBa 129.|S15Ab
31. [HAa 64. |blank 21 97. |A3Ab 31. [S14Aa 64. [blank 21 97. (HBb 130. |blank 40
32. [HAb 65. [S9Ca 98. |QC 14 32. [S14ADb 65. [S5Ca 98. |QC14
33. [QC5 66. [S9Cb 99. |blank 31 33. |QCS5 66. |S5Chb 99. [blank 31
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Tabulka 15 - Sekvence méreni v designu 3.

09.04.2020

1. |blank1 34. (S10b 67. [(QC11

2. |blank2 35. |blank 13 68. |blank 23
3. |blankovy extrakt1| 36. |S1l4a 69. |blankovy extrakt 3
4. (blank3 37. (S14b 70. |blank 24
5. |QC1 38. |QC6 71. |S13a

6. |blank4 39. |blank 14 72. |S13b

7. |euthyroxHa 40. |blankovy extrakt2 | 73. [QC12

8. |euthyroxHb 41. [blank 15 74. |blank 25
9. [blank5 42, |S12a 75. |S2a

10. |QC2 43. |S12b 76. (S2b

11. |blank 6 44. |blank 16 77. |blank 26
12. |Ada 45. (QC7 78. |S17a

13. |A4b 46. |[blank 17 79. |S17b
14. |blank 7 47. |S7a 80. |QC13
15. |Ala 48. |S7b 81. |blank 27
16. |Alb 49. |blank 18 82. |S19a
17. |QC3 50. (Ma 83. ([S19b
18. |blank 8 51. |Mb 84. |blank 28
19. |S11a 52. [(QC8 85. |[Sla

20. (S11b 53. |blank 19 86. |S1b

21. (blank9 54. |S16a 87. |QC14
22. (S3a 55. [S16b 88. |blank 29
23. |S3b 56. |blank 20 89. [S4a
24. |QC4 57. |S6a 90. |S4b
25. (blank 10 58. [S6b 91. (blank30
26. (S9a 59. [QC9 92. |[S8a

27. |S9b 60. (blank21 93. ([S8b

28. |blank 11 61. |S15a 94. [(QC15
29. |S5a 62. (S15b 95. |blank 31
30. |S5b 63. [QC10 96. |blankovy extrakt 4
31. |QC5 64. |blank 22 97. |blank 32
32. |blank 12 65. |A3a
33. |S10a 66. [A3b
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5. Vysledky a diskuze

5.1 Optimalizace metabolomického postupu

Optimalizace experimentu byla znacné omezend vzhledem k pozadavkim
zadavatele. Postup analyzy a metoda UHPLC-HRMS byly pevné dany. Mohly byt tedy

provedeny zmény v pfipravé vzork( tablet a v pfipravé roztoku interniho standardu.

5.1.1 Priprava vzorku

Z davodu ne pfrili§ dobré kompatibility DMSO s hmotnostni spektrometrii
a bodu tuhnuti 18,5 °C [109], byly provedeny pokusy o rozpusténi tablet v ACN. Prvni
pokusy o rozpusténi tablet nepfinesly zadny Uspéch. (obrdzek 17). Pro dalsi pokusy

byla prodlouZena doba sonifikace na 60 minut, z pdvodnich 30 minut, pro alespon

Castecné rozpusténi.

Obrdzek 17 - Nerozpusténd tableta v ACN.

Pozdéji se pristoupilo na pokus kombinace DMSO jako rozpoustédla vzorku
a ACN jako rediciho rozpoustédla. Porovndvalo se rozpousténi tfi Sarzi tablet
v duplikatech. Jedna tableta ze Sarze byla smichdna s DMSO a jedna s ACN. U tablet
smichanych s ACN se prodlouzila doba sonifikace témér na dvojnasobek (50 min),

avSak tablety nebyly zcela rozpustény. Po stoCeni na centrifuze byly supernatanty
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jednotlivych tablet fedény 1:10 ACN. Obsah vSech vialek se po pfidani ACN srazil

(obrazek 18).

Obrdzek 18 - Rozpustnost tablet v ACN a v DMSO/ACN.

Pro vlastni experiment byl jako rozpoustédlo vzorku pouzit DMSO dle protokolu

zadavatele, ACN byl zcela vyloucen.

5.1.2 Priprava roztoku IS

Standard Levothyroxinu byl pti optimalizaci metody rozpoustén v ACN i v DMSO
s Uspéchem a nedochazelo ke srazeni. Vzhledem k postupu pfipravy vzorkd byl jako

fedici rozpoustédlo pouzit DMSO.

5.1.3 Analyzované slouceniny

Dle parametr( zadavatele byly hledanymi analyty adukt Levo-laktéza 1, adukt
Levo-laktéza 2, supramolekuldrni komplex levothyroxin-laktéza a stearat mannitolu.
Pfi pfipravé experimentu a optimalizaci metody nebyla nalezena sloudenina
supramolekuldrni komplex levothyroxin-laktéza. DoSlo se tedy kzavéru, Ze se

pravdépodobné jednalo o artefakt vznikajici viontovém zdroji pfi méreni zadavatele.
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Pfi analyze dat z optimalizace byly ve vzorcich opakované nalezeny latky, které
nebyly v zadani zadavatele zminény (m/z 480,309, m/z 504,309, m/z 594,397, m/z
650,46). Tyto slouceniny byly pfidany do seznamu hledanych analyt( pfi pripravé dat a
jejich obsahy byly pouZity pfi analyze PCA. Identifikace latek nebyla prozatim

provedena.

5.2 Cilena analyza necistot a jejich semikvantitativni
zhodnoceni

Cilend analyza necistot byla provedena v designech 1 a 2 dle poZadavkl

zadavatele.

Chromatogramy designu 1 jsou zndzornény na obrdzku 19, na kterém jsou
i popsany znamé piky. Horni chromatogram je tablety S3, ktera je s obsahem laktdzy, a

spodni chromatogram je tablety S12 s obsahem mannitolu.

mrtvy retencni ¢as
zména eluénich

neznama sloucenina 4 R

parametrd
20200403 8 /neznamv pik . 1: TOF MS ES-
089 levothyroxin TIC

1007 1.55¢7

+
307322340 549439 45 501

0

T T T T T T T T T T T T T T T T Time
1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

202003 31 126 a o _— 1: TOF MS ES-
100, 028 neznamd sloucenina 3 Tic

3.13e7

T Time

Obrdzek 19 — Celkovy iontovy chromatogram tablety s obsahem laktozy (S3, horni
chromatogram) a tablety s obsahem mannitolu (S12, doini chromatogram) v designu 1.

Pfi pripravé experimentu nebyl v laktézovych tabletach nalezen stearat
mannitolu, a v mannitolovych tabletach nebyly nalezeny adukty Levo-laktéza. Tablety

byly tedy rozdéleny do dvou skupin dle U¢inné latky.
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5.2.1 Tablety s laktézou
Hledanymi necistotami byl adukt Levo-laktéza 1 a adukt Levo-laktéza 2.

Z TIC tablety S5 byl extrahovan XIC pro adukty Levo-laktéza mérené dle designu
1 (obrazek 20). Z XIC bylo ziskdno spektrum pro pik v ¢ase 1,77 (adukt Levo-laktdza 1;
obrazek 21) a pro pik vcase 2,12 (adukt Levo-laktéza 2; obrazek 22). Prlibéh
chromatogramu i spektrum byly v designu 2 totoZzné s designem 1, proto nejsou tato

data znovu uvedena.

202003 31 S5B a 1: TOF MS ES-
212 1099.785 0.0200Da
100 2.06e5
*®
177
0.86 _
0 LS e e S TR
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Obrdzek 20 — Extrahovany iontovy chromatogram tablety S5 pro adukty Levo-laktéza v designu
1
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Obrdzek 21 - Spektrum v case 1,78 min (adukt Levo-laktdza 1) tablety S5 mérené dle designu 1.
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Obrdzek 22 - Spektrum v ¢ase 2,12 min (adukt Levo-laktdza 2) tablety S5 mérené dle designu 1.

V tabulkdach 16 —22 jsou pod sebou sefazeny relativni obsahy A, B a C (dle
tablety) laktézovych aduktl v procentech zdesignu 1 a 2. Ddle jsou uvedeny

aritmetické priiméry X, smérodatné odchylky s a relativni smérodatné odchylky RSD.
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Tabulka 16 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S1.

S1
| A% | Bl%l | clwel | & s RSD
Design 1
adukt Levo-laktéza 1 2,25 2,33 2,33 2,30 0,05 2,12
adukt Levo-laktéza 2 5,60 1,70 9,34 5,55 3,82 68,81
Design 2
adukt Levo-laktéza 1 2,15 2,25 2,62 2,34 0,25 10,52
adukt Levo-laktéza 2 7,91 9,40 14,75 10,69 3,60 33,68
Tabulka 17 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S2.
S2
| A% | Bl#l | clwel | =& s RSD
Design 1
adukt Levo-laktéza 1 2,57 5,06 1,92 3,19 1,66 51,98
adukt Levo-laktéza 2 17,88 28,56 12,44 19,63 8,20 41,79
Design 2
adukt Levo-laktéza 1 2,80 5,14 1,86 3,26 1,69 51,79
adukt Levo-laktéza 2 21,00 28,29 14,22 21,17 7,04 33,24
Tabulka 18 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S3.
S3
| A% | Bl | clwel | & s RSD
Design 1
adukt Levo-laktéza 1 1,30 0,97 1,02 1,10 0,18 16,52
adukt Levo-laktéza 2 11,87 1,70 4,02 5,86 5,33 90,89
Design 2
adukt Levo-laktdza 1 1,62 1,09 1,26 1,32 0,27 20,47
adukt Levo-laktéza 2 16,10 4,07 6,73 8,97 6,32 70,46
Tabulka 19 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu 54.
S4
| A% | Bl% | cl% | X s RSD
Design 1
adukt Levo-laktdza 1 1,67 1,46 1,47 1,53 0,12 7,78
adukt Levo-laktéza 2 12,94 6,02 5,10 8,02 4,28 53,43
Design 2
adukt Levo-laktdza 1 1,96 1,32 1,53 1,60 0,33 20,58
adukt Levo-laktéza 2 17,38 7,59 9,73 11,57 5,15 44,50
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Tabulka 20 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S5.

S5
| A% | Blel | crel | x| s RSD
Design 1
adukt Levo-laktéza 1 1,16 1,28 1,30 1,24 0,07 5,70
adukt Levo-laktéza 2 2,05 7,45 6,21 5,24 2,83 53,99
Design 2
adukt Levo-laktéza 1 1,11 1,30 1,20 1,20 0,10 8,00
adukt Levo-laktéza 2 6,53 13,09 9,04 9,56 3,31 34,64
Tabulka 21 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S19.
$19
| A% | Blel | crel | x| s RSD
Design 1
adukt Levo-laktéza 1 0,73 0,74 0,82 0,77 0,05 6,72
adukt Levo-laktéza 2 3,73 6,45 6,30 5,49 1,53 27,81
Design 2
adukt Levo-laktéza 1 0,78 0,95 0,79 0,84 0,09 11,17
adukt Levo-laktdza 2 8,87 9,88 8,43 9,06 0,74 8,18
Tabulka 22 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu A1l.
Al
| A% | Bl%#l | clel | x | D RSD
Design 1
adukt Levo-laktéza 1 2,07 2,23 2,17 0,77 0,08 3,90
adukt Levo-laktéza 2 7,23 8,31 8,39 5,49 0,65 8,10
Design 2
adukt Levo-laktéza 1 2,07 2,14 1,96 2,06 0,09 4,54
adukt Levo-laktéza 2 11,81 12,88 12,64 12,44 0,56 4,51

Pro statistické zhodnoceni rozdilu primérnych obsah( aduktu Levo-laktéza 1
mezi designy bylo nejprve provedeno testovani predpokladu normality (N-P plot,
obrdazek 23). Hodnota p byla vypoctena na 0,01 a rozdily v obsahu necistot nesplfovaly
podminky normdlniho rozdéleni. Bylo tfeba pouzit neparametricky Wilcoxonlv test.
Pomoci Wilcoxonova testu nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi designy.

Designy byly zhodnoceny jako shodné v relativnim obsahu aduktu Levo-laktéza 1.

V pripadé aduktu Levo-laktéza 2 bylo nalezeno normdlni rozdéleni hodnot
(p=0,1; obrazek 24) a pomoci parového t-testu byly nalezeny statisticky vyznamné

rozdily pro relativni koncentrace aduktu Levo-laktéza 2 mezi designy (obrazek 25).
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_N-P plot D2-D1 aduktu Levo-laktoza 1
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Obrdzek 23 — N-P plot pro hodnoty rozdilii mezi designy D2 a D1 aduktu Levo-laktdza 1.

N-P plot D2-D1 aduktu Levo-laktoza 2
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Obrdzek 24 — N-P plot pro hodnoty rozdilii mezi designy D2 a D1 aduktu Levo-laktoza 2.
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Individualni hodnotovy diagram rozdilt (adukt Levo-laktoza 2)
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rozdily

Obrdzek 25 - Pdrovy t-test pro rozdily hodnot aduktu Levo-laktoza 2. Hy je oznaceni pro nulovou
hypotézu, kterd nebyla timto testem potvrzena.

Metoda byla potvrzena pomoci jednotlivych (nezpridmérovanych) hodnot

obsahi nedistot.

5.2.2 Tablety s mannitolem
Hledanymi necistotami byl stearat mannitolu [M+HCOO] a [M-H].

ZTIC tablety S12 byl extrahovan XIC pro steardt mannitolu [M+HCOO]
méreného dle designu 1 (obrazek 26). Z XIC bylo ziskdno spektrum pro pik v ¢ase 4,11
(obrdzek 27). Ve spektru byl nalezen i iont [M-H]" diky stejnému retenénimu c¢asu.
Prabéh chromatogramu i spektrum byly v designu 2 shodné s designem 1, proto nejsou

tato data znovu prezentovana.
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Obrdzek 26 — Extrahovany iontovy chromatogram SarZe S12 pro steardt mannitolu [M+HCOO]
v designu 1.
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Obrdzek 27 - Spektrum v Case 4,04 (steardt mannitolu [M+HCOO] a [M-H] ") mérfené dle
designu 1.

Stejné jako v pripadé laktézovych tablet jsou v tabulkdch 23 —38 pod sebou
sefazeny relativni obsahy A, B a C (dle tablety) stearatl mannitolu z designu 1 a 2. Dale
jsou uvedeny aritmetické priiméry X, smérodatné odchylky s a relativni smérodatné

odchylky RSD.

Tabulka 23 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S6.

S6
| Al%l | BI%l | clel | x | s RSD

Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 1,81 1,35 1,65 1,60 0,24 14,82
stearat mannitolu [M-H]" 2,64 2,19 2,30 2,38 0,23 9,72

Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" 1,61 1,71 1,42 1,58 0,15 9,44
stearat mannitolu [M-H]" 2,51 2,53 2,11 2,38 0,24 10,04

Tabulka 24 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S7.

S7

| A% | B[% | cwl | x | s RSD

Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 1,52 1,76 1,55 1,61 0,13 8,10
stearat mannitolu [M-H]" 2,32 2,62 2,34 2,43 0,17 6,91

Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" 1,72 1,58 1,53 1,61 0,10 6,02
stearat mannitolu [M-H]" 2,65 2,41 2,37 2,48 0,15 6,24

Tabulka 25 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S8.

S8

| Al%l | BI%l | ciel | x | s RSD

Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 1,13 1,16 0,86 1,05 0,17 15,81
stearat mannitolu [M-H]" 1,71 1,76 1,35 1,61 0,23 14,13

Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" 1,08 1,13 1,05 1,09 0,04 3,76
stearat mannitolu [M-H]" 1,64 1,69 1,59 1,64 0,05 3,09
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Tabulka 26 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S9.

S9
| A[%l | BI% | crwel | «x s RSD
Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 1,12 1,00 1,11 1,08 0,07 6,19
stearat mannitolu [M-H]" 1,73 1,49 1,64 1,62 0,13 7,75
Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" 1,08 1,00 1,09 1,05 0,05 4,82
stearat mannitolu [M-H]" 1,66 1,48 1,63 1,59 0,10 6,22
Tabulka 27 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S10.
S10
| A% | B[% | cw | x | s RSD
Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 1,05 1,06 0,98 1,03 0,04 4,04
stearat mannitolu [M-H]" 1,58 1,65 1,61 1,61 0,03 2,15
Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" 1,01 1,04 1,17 1,07 0,08 7,79
stearat mannitolu [M-H]" 1,55 1,62 1,73 1,63 0,09 5,52
Tabulka 28 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S11.
S11
| Al%l | BI%l | clel | x | s RSD
Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 1,26 1,06 0,89 1,07 0,18 17,02
stearat mannitolu [M-H]" 1,71 1,69 1,34 1,58 0,21 13,12
Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,99 1,05 0,95 1,00 0,05 5,19
stearat mannitolu [M-H]" 1,46 1,58 1,42 1,49 0,08 5,68
Tabulka 29 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S12.
S12
| Al%l | BI%l | clel | x | s RSD
Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,91 1,21 1,35 1,16 0,22 19,36
stearat mannitolu [M-H]" 1,46 1,88 1,93 1,76 0,26 14,68
Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,99 1,09 1,07 1,05 0,06 5,35
stearat mannitolu [M-H]" 1,56 1,81 1,64 1,67 0,13 7,59
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Tabulka 30 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S13.

S13
| A[%l | BI% | cl% X s RSD
Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,35 0,31 0,47 0,38 0,08 21,73
stearat mannitolu [M-H]" 0,54 0,52 0,72 0,59 0,11 18,78
Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,32 0,37 0,44 0,38 0,06 15,81
stearat mannitolu [M-H]" 0,52 0,61 0,65 0,59 0,07 11,26
Tabulka 31 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S14.
S14
| A%l | B[% | c%l X s RSD
Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,44 0,33 0,33 0,37 0,07 17,86
stearat mannitolu [M-H]" 0,69 0,54 0,56 0,60 0,08 13,88
Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,40 0,36 0,35 0,37 0,03 6,87
stearat mannitolu [M-H]" 0,67 0,58 0,59 0,61 0,05 8,27
Tabulka 32 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S15.
S15
| Al%l | BI% | cl% X s RSD
Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,41 0,41 0,33 0,38 0,04 11,39
stearat mannitolu [M-H]" 0,63 0,66 0,57 0,62 0,04 7,22
Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,38 0,43 0,42 0,41 0,03 6,77
stearat mannitolu [M-H]" 0,60 0,67 0,67 0,65 0,04 6,21
Tabulka 33 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S16.
S16
| Al%l | BI% | cl% x s RSD
Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,18 X 0,26 X X X
stearat mannitolu [M-H]" 0,44 0,38 0,47 0,43 0,05 10,96
Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" X 0,42 X X X X
stearat mannitolu [M-H]" 0,69 0,80 0,50 0,67 0,15 22,50
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Tabulka 34 - Porovnani obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S17.

S17
| A[%l | BI% | crwel | «x s RSD
Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,21 X 0,28 X X X
stearat mannitolu [M-H]" 0,43 0,38 0,44 0,42 0,03 8,12
Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" X 0,97 X X X X
stearat mannitolu [M-H]" 0,35 1,57 0,32 0,74 0,71 95,88
Tabulka 35 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu S18.
S18
| Al% | BI%l | ciel | x | s RSD
Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,36 X 0,36 X X X
stearat mannitolu [M-H]" 0,61 X 0,66 X X X
Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" X X 0,97 X X X
stearat mannitolu [M-H]" 1,55 0,90 1,76 1,41 0,45 31,76
Tabulka 36 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu A2.
A2
| Al%l | BI%l | clel | x | s RSD
Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 1,02 0,97 1,11 1,03 0,07 6,88
stearat mannitolu [M-H]" 1,53 1,51 1,63 1,56 0,06 4,09
Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" 1,00 1,16 1,21 1,12 0,11 9,47
stearat mannitolu [M-H] 1,52 1,72 1,75 1,66 0,12 7,44
Tabulka 37 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu A3.
A3
| A% | B[% | c% | x | s RSD
Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,47 0,61 0,37 0,48 0,12 25,71
stearat mannitolu [M-H]" 0,71 0,87 0,59 0,72 0,14 19,51
Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,51 0,42 0,42 0,45 0,05 12,07
stearat mannitolu [M-H]" 0,77 0,65 0,74 0,72 0,06 8,43
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Tabulka 38 - Porovndni obsahu necistot mezi designy 1 a 2 pro tabletu H.

H

| A[%l | BI% | crwel | «x s RSD

Design 1
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,45 0,38 0,55 0,46 0,09 18,50
stearat mannitolu [M-H]" 0,75 0,63 0,84 0,74 0,11 14,53

Design 2
stearat mannitolu [M+HCOO]" 0,43 0,42 0,57 0,47 0,08 17,82
stearat mannitolu [M-H]" 0,73 0,66 0,91 0,76 0,13 16,91

V pfipadech tablet S16 — S18 (tabulka 33 —35) nebyly ve vSech pfipadech
stanoveny relativni obsahy. Divodem je, Ze plocha pod pikem pfrislusné necistoty

v dané tableté nesplfiovala limit LOD.

Pro statistické zhodnoceni rozdilu primérnych obsah( stearatu mannitolu na
zakladé iontu [M+HCOO] mezi designy bylo nejprve provedeno testovani predpokladu
normality. Hodnota p byla vypoctena na 0,1 (obrazek 28), a tak byla splnéna podminka
normalniho rozdéleni. PouZitim parového t-testu (obrazek 29) nebyl mezi designy

nalezen rozdil. Designy jsou v relativnim obsahu iontu [M+HCOO] shodné.

V ptipadé rozdill prdmérnych relativnich obsahi steardtu mannitolu na zakladé
iontu [M-H] mezi designy nebylo nalezeno normalni rozdéleni (p=0,01; obrazek 30)
abylo nutno provést neparametricky Wilcoxonliv test. Zvysledku testu bylo
stanoveno, Ze stejné jako v pfipadé obsahu iontu [M+HCOO], nebyl mezi designy
nalezen statisticky vyznamny rozdil a designy jsou shodné v relativnim obsahu iontu

[M-H].
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N-P plot D2-D1 stearatu mannitolu [M+HCOO]
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Obrdzek 28 — N-P plot pro hodnoty rozdilii mezi designy D2 a D1 steardtu mannitolu na zdkladé
jontu [M+HCOO].

Individualni hodnotovy diagram (stearat mannitolu [M+HCOQ])
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Obrdzek 29 - Pdrovy t-test pro rozdily hodnot steardtu mannitolu na zdkladé iontu [M+HCOO].
Ho je oznaceni pro nulovou hypotézu, kterd byla timto testem potvrzena.
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N-P plot D2-D1 stearatu mannitolu [M-H]
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Obrdzek 30 — N-P plot pro hodnoty rozdilii mezi designy D2 a D1 steardtu mannitolu na zdkladé
iontu [M-HJ.

Metoda byla potvrzena pomoci jednotlivych (nezprimérovanych) hodnot

obsahu.

5.2.3 Zhodnoceni obsahu necistot
Smérnice Q3B(R2) [61] stanovuje limity nedistot v [éCivych pfFipravcich.

Obvykld denni davka levothyroxinu sodné soli je pro dospélého clovéka
50 - 200 pg/den [110]. Pro tuto davku jsou limity dle Q3B(R2) nasledujici: limit
nahlaseni 0,10 %; limit identifikace 1,0 %; limit kvalifikace 1,0 %.

Tato prace byla provedena jako semikvantitativni hodnoceni. Relativni obsahy
necistot byly stanoveny na zakladé poméru plochy pod pikem dané slouceniny a plochy
pod pikem levothyroxinu stejného nastfiku. V designu 1 a 2 byly tablety méreny
v triplikdtu a v nasledujici kapitole se pracuje se zprimérovanymi obsahy (x) ze vSech
tfi replikatd. Smérnice Q3B(R2) uvadi limity i v hodnotach TDI, které nemohly byt
stanoveny, protoZe se jednd o presné obsahy necistot. Pro pfesné kvantitativni
hodnoceni by bylo tfeba analyzu provést s pomoci izotopové znacenych standardu
levothyroxinu a stanovovanych nedistot a stanovit pfesny obsah téchto latek

v jednotlivych tabletach.
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Relativni obsah necistoty adukt Levo-laktéza 1 je shrnut v grafu na obrazku 31,
obsah necistoty adukt Levo-laktdza 2 v grafu na obrazku 32. Z grafii je patrné, Ze obsah
aduktu Levo-laktéza 1 byl celkové mensi (max. hodnota 3,19 %) nez obsah aduktu

Levo-laktéza 2 (max. hodnota 21,17 %).

Pridmérny obsah aduktu Levo-laktéza 1

25,0
20,0
15,0
R
10,0
5,0
0,0 _-__-_____-_____—__J_
S1 S2 S3 S4 S5 519 Al
M Design 1 2,30 3,19 1,10 1,53 1,24 0,77 0,77
M Design 2 2,34 3,26 1,32 1,60 1,20 0,84 2,06

Obrdzek 31 - Porovndni priimérného relativniho obsahu aduktu Levo-laktéza 1 v designu 1 a 2.

Primérny obsah aduktu Levo-laktdza 2
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mDesign 2| 10,69 21,17 8,97 11,57 9,56 9,06 12,44

Obrdzek 32 - Porovndni priimérného relativniho obsahu aduktu Levo-laktéza 2 v designu 1 a 2.

Ve vSech ptipadech byly limity dané smérnici Q3B prekroceny.

V pfipadé aduktu Levo-laktéza 2 byl z grafu patrny narlst mezi designy. Tento
fakt potvrdila i statistickd analyza, ktera mezi designy nalezla statisticky vyznamné

rozdily. Vzorky byly mezi designy skladovany za laboratorni teploty kvali zamrzani
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evvs

DMSO pfi nizSich teplotach. Zvyseni relativniho obsahu tohoto degradacnich produktu
potvrzuje hypotézu zadavatele, tedy Ze dochazi ke zménam v sloZeni v prlbéhu casu.
NasSe méreni ovSsem stanovuje pouze relativni obsah vzhledem k levothyroxinu, coz
mohlo statistiku zkreslit, protoZze umérné pribytku aduktl by ubyvalo levothyroxinu.
Pro presné rozdily pted a po skladovani je tfeba stanovit pfesny obsah levothyroxinu i

jeho necistot pomoci internich standardd.

Relativni obsah necistoty stearat mannitolu na zdkladé iontu [M+HCOO] je
shrnut v grafu na obrazku 33, obsah nelistoty stearat mannitolu na zakladé iontu
[M-H] v grafu na obrazku 34. Maximalni obsah iontl necistoty se liSil podstatné méné
nez v pripadé laktdézovych necistot (iont [M+HCOO]" max. 1,61 % a iont [M-H]
max. 2,48 %).

Primérny obsah stearat mannitolu [M+HCOOQ]
2,5
2,0

1,5

’

%

1,0

0,5

. [Tl |11

S6 [ S7 | S8 | S9 |S10|S11(S12 (S13|S14|S15|516|S17(S18 | A2 | A3 H
M Design 1{1,60|1,61(1,05(1,08|1,03|1,07|1,16(0,38(0,37|0,38|0,00|0,00(0,00|1,03|0,48]0,46
M Design 2{1,58|1,61(1,09(1,05|1,07|1,00|1,05(0,38(0,37|0,41|0,00|0,00(0,00|1,12|0,45]0,47

Obrdzek 33 - Porovndni primérného relativniho obsahu steardt mannitolu na zdkladé iontu
[M+HCOQ] v designu 1 a 2.
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Prdmeérny obsah stearat mannitolu [M-H]-

2,5
2,0

1,5

%

1,0

’

0,5

0,0
S6 | S7 | S8 | SS9 | S10 | S11|S12|S13|S14 [ S15|S16 | S17 [ S18 A2 | A3 H

mDesign 1]2,38(2,43|1,61]1,62(1,61|1,58(1,76|0,59|0,60|0,62|0,43|0,42|0,00|1,56]0,72|0,74
mDesign 2| 2,38 (2,48 1,641,59 (1,63 |1,49|1,67|0,59|0,61|0,65|0,67|0,74|1,41|1,66]|0,72]|0,76

Obrdzek 34 - Porovndni priimérného relativniho obsahu steardt mannitolu na zdkladé iontu
[M-H] v designu 1 a 2.

Tablety S16-S18 nebyly v pfipadé iontu [M+HCOO] ve statistice zhodnoceny.
Problémem bylo, Ze v nékterych tabletach (Ci pouze v jednom ndstfiku dané tablety)
nedosahl obsah necistoty limitu detekce, a tak nemohla byt provedena statisticka
analyza. V pfipadé iontu [M-H]" nedoslo ke stanoveni v tableté S18 v designu 1.

Pro lepsi zhodnoceni téchto tablet poslouzi dalsi analyzy dat této préce.

Ackoliv byly pozorovany na prvni pohled nizsi obsahy mannitolovych nedistot
nez v pripadé laktézovych necistot, limity stanovené smérnici Q3B nebyly ve vsech
pripadech splnény. Mezi designy vSak nebyly pozorovany vyrazné zmény, coz potvrdila
i statisticka analyza, a doslo se k zavéru, Ze sloucenina byla ve vzorcich od pfipravy
vzorku tablet stabilni a jeji koncentrace nevykazovala zmény za pouzitych laboratornich

podminek.

lonty steardtu mannitolu se liSi svym vznikem viontovém zdroji. lont
[M+HCOO] vznika adici kyseliny mravenci k molekule stearatu mannitolu, iont [M-H]
vznikd deprotonaci molekuly stearat mannitolu. Rozdil v m/z téchto dvou iontl je
46,0055. JelikoZ se jedna o jednu latku, relativni obsahy téchto iontd by mély byt

v jednotlivych tabletach stejné. Na obrazku 35 jsou znazornéna porovnani relativnich
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obsahl téchto iontd vjednotlivych tabletdch. Pfi vylouceni tablet S16 —S18 byl
prdmérny relativni obsah iontu [M-H] o 0,47 % vyssi, nez pramérny relativni obsah
iontu [M+HCOQ]'. V pfipadé designu 2 (obrazek 36) byl také pozorovan vyssi primérny

relativni obsah iontu [M-H]", ato 0 0,48 %.

Design 1
3,00
2,50
2,00
= 1,50
1,00
0,50
o | | ]
S6 | S7 | S8 | SO |S10([S11|S12(S13(S14|S15|S16(S17|S18 | A2 | A3 H
®m [M+HCOO]- |1,60(1,61|1,05|1,08(1,03|1,07|1,16|0,380,37|0,38|0,00{0,00(0,00|1,03|0,48|0,46
[M-H]- 2,38/2,43|1,61|1,62|1,61|1,58|1,76|0,59|0,60|0,62|0,43|0,42|0,00|1,56|0,72 (0,74

Obrdzek 35 - Porovndni priimérnych relativnich obsah( ionti mannitolu steardtu v jednotlivych
tabletdch v designu 1.

Design 2
3,00
2,50
2,00
=R 1,50
1,00
0,50
oo | | ]
S6 | S7 | S8 | S9 | S10|S11|S12(S13|514|S15|516|S17(S18| A2 | A3 H
® [M+HCOO]- |1,58(1,61(1,09|1,05|1,07|1,00(1,05|0,38(0,37(0,41(0,00/0,00|0,00(1,12(0,45|0,47
[M-H]- 2,3812,48|1,64]1,59]1,63]|1,49|1,67|0,59|0,61(0,65|0,67(0,74|1,41|1,66|0,72|0,76

Obrdzek 36 - Porovndni priimérnych relativnich obsahi ionti mannitolu steardtu v jednotlivych
tabletdch v designu 2.
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Vzhledem kvySe uvedenym skutec¢nostem nehodnotime semikvantitativni
hodnoceni jako vhodny postup profilovani necistot, protoZe nezohlediiuje zmény
v obsahu levothyroxinu, ke kterému jsou relativni obsahy necistot vztazeny. Pro presné
stanoveni téchto necistot je tfeba pouZit izotopové znacené standardy levothyroxinu
i stanovovanych necistot. Vzhledem k témto skutecnostem je tato prace povazovdna za

pilotni a pro pfesné stanoveni necistot je tfeba dalsi vyzkum.

Také je nutno zminit, Ze vétSina tablet byla jiz po datu expirace, a tak bylo

ocekavano, ze obsah degradacnich produktd nebude splfiovat limity dané ICH.
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5.3 Porovnani jednotlivych designti

PFi porovnani designu 1 a 2 v obsahu laktézovych necistot byly pozorovany
statisticky vyznamné rozdily mezi designy v pripadé laktézového aduktu 2. V ptipadé
stearatu mannitolu nebyl pozorovan mezi designy rozdil. AvSak v pfipadé jednotlivych
tablet byla pozorovdna velka variabilita méfeni, kterou vyjadruje relativni smérodatna
odchylka (variaéni koeficient). Pro urceni limitniho rozmezi byl pouzit limit smérnice

EMA pro validaci bioanalytickych metod 15 % [111].

Relativni smérodatné odchylky v ptipadé laktdézovych tablet jsou shrnuty

v tabulce 39. Hodnoty RSD prekracujici limit 15 % jsou tucné zvyraznény.

Tabulka 39 - Relativni smérodatné odchylky relativnich obsahii necistot laktézovych tablet.

st | s2 | s3 | sa | ss | si9 | m
Design 1 RSD [%]
adukt Levo-laktéza 1 2,12 51,98 16,52 7,78 5,70 6,72 3,90
adukt Levo-laktdza 2 68,81 41,79 90,89 53,43 53,99 27,81 8,10
Design 2 RSD [%]
adukt Levo-laktdza 1 10,52 51,79 20,47 20,58 8,00 11,17 4,54
adukt Levo-laktdza 2 33,68 33,24 70,46 44,50 34,64 8,18 4,51

Relativni smérodatné odchylky v pfipadé mannitolovych tablet jsou shrnuty
v tabulce 40. Ackoliv jsou hodnoty celkové nizsi nez u laktézovych tablet, stale je limit

15 % nékolikrat pfekrocen. V pripadé Sarze S17 je hodnota RSD dokonce 95,88 %.

Tabulka 40 - Relativni smérodatné odchylky relativnich obsah( necistot mannitolovych tablet.

s6 | s7 | s8 | so | sio | s11 | s12 | s13
Design 1 RSD [%]
stearat mannitolu [M+HCOO] | 14,82 8,10 15,81 6,19 4,04 17,02 19,36 21,73
stearat mannitolu [M-H] 9,72 6,91 14,13 7,75 2,15 13,12 14,68 18,78
Design 2 RSD [%]
stearat mannitolu [M+HCOO] | 9,44 6,02 3,76 4,82 7,79 5,19 5,35 15,81
stearat mannitolu [M-H] 10,04 6,24 3,09 6,22 5,52 5,68 7,59 11,26
S14 S15 S16 S17 S18 A2 A3 H
Design 1 RSD [%]
stearat mannitolu [M+HCOO] | 17,86 11,39 X X X 6,88 25,71 18,50
stearat mannitolu [M-H] 13,88 7,22 10,96 8,12 X 4,09 19,51 14,53
Design 2 RSD [%]
stearat mannitolu [M+HCOO] 6,87 6,77 X X X 9,47 12,07 17,82
stearat mannitolu [M-H] 8,27 6,21 22,50 95,88 31,76 7,44 8,43 16,91
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Variabilita méfeni nebyla uspokojivda ani vjednom designu a kolisala mezi
slouceninami i designy. Pro dalSi hodnoceni variability méfeni je vyuZito zhodnoceni

na zakladé IS.

5.3.1 Porovnani designti dle odezvy IS

Stabilita plochy IS znadi integritu méfeni. Pokud jsou v této hodnoté velké
zmény, jednota méreni neni dodrzena. PUvodci téchto zmén mohou byt lidska chyba,
matricové efekty, nevhodné pomlcky, porucha pfistroje, zmény v parametrech méreni
béhem experimentu ¢i nevhodnost pouzité analytické metody [112]. Pro odstranéni

chyb méreni byla provedena randomizace v kazdém designu.

Designy byly mezi sebou porovnany na zakladé chovani IS a zmény jeho odezvy
v Case. Do kazdého vzorku bylo pfidano 10 pL roztoku interniho standardu

levothyroxinu, a to véetné QC a blankového extraktu. Do blanki se IS nepfidaval.

V kazdém designu byl vypocitan primér ploch odezvy IS a k této hodnoté
(100 %) byla kazda plocha vztazena. Horni limitni mez byla stanovena na 115 % a dolni
limitni mez byla stanovena na 85 %, dle smérnice EMA pro validaci bioanalytickych
metod [111]. Pfestoze je smérnice uréena pro bioanalytické metody a tato studie tato

kritéria nespliuje, je smérnice aplikovatelna na LC-MS metodu.

Grafy (obrazek 37 -39) znazornuji chovani IS v jednotlivych designech
v zavislosti na vzorku. Poradi vzorkl v grafu odpovidd sekvenci méreni (viz. kap. 4.8), ze

které byly odstranény blanky, do kterych se IS nepfidaval.
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Obrdzek 37 — Variabilita IS v designu 1.
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Obrdzek 38 — Variabilita IS v designu 2.
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Obrdzek 39 — Variabilita IS v designu 3.



V designu 1 (obrdzek 37) byly nalezeny vykyvy v obsahu IS mezi dny. Méreni
bylo napldanovano na pét dnl a pocet vzorkl na den omezen — 39, 39, 39, 41, 41.
Dle pozadavk( zadavatele se stfidal ESI" mdéd ve dne a ESI* v noci. Prvni den byly
nalezeny hodnoty spiSe vyssi, ackoliv v ptipadé jednoho vzorku byla stanovena
hodnota naprosto odliSnd od ostatnich (blankovy extrakt, 67,5%). Pét vzorku
prekracovalo mez 120 %, coz byly ve vSech pfipadech vzorky QC toho dne. Ve druhém
dni byly nalezeny pouze dvé odchylky z limitniho rozmezi — dva nastfiky replikatu
tablety S17A (77,8 % a 79 %). Presto vSak i v limitnim rozmezi byly nalezeny dvé
klastrujici se skupiny. Skupina s vy$simi hodnotami byla identifikovana jako vSechny
vzorky QC, jeden blankovy extrakt a oba nastfiky replikatu S13B. Tteti den byla také
nalezena skupina vzork( klastrujicich se od ostatnich (hodnota nad 120 %), mezi
kterymi byly nalezeny vzorky QC 2 — 8 a oba nastfiky replikatu tablet A3A a S5C. Ctvrty
den byl nalezen velky pokles pod dolni limitni mez a vzorky se opét klastrovaly do dvou
skupin. Skupina blize ke stanovenému rozmezi, a ¢astecné v ném, byla identifikovdna
jako vzorky QC (7 z celkovych 8). V patém dnu byl nalezen velky rozptyl (74 — 134 %)
ve tfech klastrujicich se skupinach. Pribéh méreni byl velice podobny tfetimu dni,
avsak posunuty knizSim hodnotam. Vzorky ve skupiné pod dolni mezi limitu byly
identifikovany jako oba nastfiky replikatd tablety S17B a S17C, a oba nasttiky replikatu
tablety S16B. Skupina prekracujici horni mez limitu byla identifikovana jako vsechny QC
vzorky toho dne. Jak je z grafu (obrazek 37) patrné, integrita méreni byla narusena.
Celkovy rozptyl byl stanoven na 58 — 143 %. Tento jev je pfisuzovan predevsim
kazdodenni rekalibraci a ovéfovacim testlim nastaveni detektoru a referenéni hmoty
HRMS kvuli stfidani negativniho a pozitivniho mdédu iontového zdroje. Presto je patrné,
ze vzorky QC byly ve vSech dnech nalezeny klastrujici se od ostatnich vzork(, a to

k vyssim hodnotam.

V designu 2 (obrazek 38) byla nalezena vétsi variabilita v rdémci jednotlivych dni
nez v designu 1, avSak nebyly nalezeny rozdily mezi dny. Méfeni bylo naplanovdno na
dva dny a pocty vzorkl s obsahem IS byly 87 a 90. Tablety s hodnotou nizsi nez 60 %
byly identifikovany jako replikat tablety S13C a tablety S16A, 2 replikaty tablety S17 (B
a C) a vSechny replikaty tablety S18. Ve vSech pripadech se odliSovaly oba nastriky

daného vzorku. Zména variability mohla byt zplsobena tim, Ze vzorky nebyly
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pfipraveny tésné pred mérenim ani vden méreni. Jiz ale nebyl pozorovan skok

v hodnotach mezi dny, coz bylo zplsobeno vynechanim ESI* méfeni v noci.

Variabilita v designu 3 (obrazek 39) byla zhodnocena jako nejmensi. Tablety jiz
nebyly méFeny v triplikatu. Ctyfi vzorky, které nebyly nalezeny v limitnim rozmezi, byly
identifikovdny jako oba nastfiky tablet S16 a S17. Jeden vzorek byl nalezen pfesné
na dolni limitni mezi a byl identifikovan jako blankovy extrakt. | v limitnim rozmezi byly
nalezeny 4 vzorky, které se odliSovaly. Byly identifikovany jako tfi vzorky extraktu
blanku a jeden vzorek QC. Zbytek vzorkl byl zhodnocen jako stabilni a v linii jejich IS
nejsou patrné velké skoky. V pfipadé designu 3 se potvrdila sprdvnost zvoleného
postupu — randomizace pfipravy vzorku, randomizace méfeni, priprava a méreni
vijedné Sarzi (v jenom dni) — a z tfinavrzenych designli byl zhodnocen jako
nestabilngjsi. Jedinou nevyhodou ve zvoleném postupu byl omezeny pocet
analyzovanych vzork( (65), ktery byl stanoven kvili ¢asovym mozZnostem laboratore

i omezenému poctu tablet.

Pti hodnoceni designll byl zjistén posun mimo limity tablet S16, S17 a S18. Je
nutno podotknout, Ze jejich zmény v IS k nizsSim hodnotdm znaci interakci s IS nebo
iontovou supresi, coz potvrzuji i vysledky cilené analyzy, ve které nebyly stanoveny
relativni obsahy v nékterych replikdtech téchto tablet. Pro zhodnoceni téchto tablet

Iépe poslouzi analyza PCA a dalsi necilena analyza.

Variabilita méfeni mohla byt ovlivnéna i aplikovanou randomizaci. Pfi pouZiti
randomizace je snaha eliminovat chyby v pfipravé, méreni a v analytickém systému.
Pfi tvorbé designu 1 byly randomizovany vzorky pro sekvenci méreni mezi jednotlivymi
dny i vramci jednotlivych dnl. Vdruhém designu byla eliminovdna moZnost
randomizace pfipravy, avSak vzorky byly opét randomizovany v sekvenci.
Pri sestavovani designu 3 byla provedena randomizace pripravy vzorkd i sekvence
méreni.

Z hlediska integrity méreni byly designy 1 a 2 zhodnoceny jako zcela nevhodné.
V pripadé designu 3 byla potvrzena spravnost postupu a byl zhodnocen jako vhodny

kandidat k dalsi optimalizaci.
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5.3.2 Porovnani designi z hlediska PCA

K porovnani designt a vyhodnoceni rozdild mezi designy byla pouZita analyza
hlavnich komponent pomoci programu SIMCA. PCA slouZi k rozdéleni vzork( do skupin
na zdkladé zvolenych komponent. U kazdého designu byly provedeny dvé analyzy — se
zahrnutim obsahu levothyroxinu (Cast A v grafickém zpracovani) a bez obsahu
levothyroxinu (¢ast B v grafickém zpracovani) pro posouzeni pfipadné zmény

ve statistické analyze.

Pro PCA analyzu byly pouZity hodnoty plochy pod piky vSech definovanych
sloucenin (viz. Tabulka 12) vzorku tablet, QC vzork( a blankovych vzork(, mezi které

byly zafazeny i blankové extrakty.

Ve vSech grafech byly barevné odliseny 3 skupiny tablet. Také byly barevné
odliSeny vzorky QC a blankové vzorky. Pfislusné barvy byly znazornény v legendé

grafického zpracovani analyzy.

Analyza PCA designu 1 je graficky znazornéna na obrdzku 40. Ve skupiné G3
bylo pozorovano klastrovani nékolika vzorkd blize k blankovym vzork(im. To naznacuje,
Ze obsahy hledanych sloucenin a zvolené komponenty jsou bliz8i blanku nez zbytku
skupiny G3. Ve zhodnoceni bez zapoditani levothyroxinu byly rozdily ve skupiné G3
jesté patrnéjsi. VSechny tyto klastrujici se vzorky byly identifikovany jako tablety
S16 - S18. Zbylé vzorky ze skupiny G3 byly nalezeny blizko skupiny G2, coz bylo

predpokladano vzhledem k obsahu stejné Gcinné latky a stejného vyrobce.

Analyza PCA designu 2 je graficky znazornéna na obrazku 41. Byly nalezeny
podobné vysledky jako v pripadé designu 1, avSak s mensi variabilitou. To je
pfisuzovano kratSimu méreni a zachovani jednotnych podminek méreni. Opét byly
skupiny G2 a G3 zhodnoceny jako velice si podobné, a ze skupiny G3 bylo nékolik
vzorkd nalezeno v oblasti blankld. Zména v této skupiné byla opét patrnéjsi v analyze
bez levothyroxinu a tyto klastrujici se tablety skupiny G2 byly opét identifikovany jako

tablety S16 — S18. Skupina blankd v tomto designu nebyla jednotna.

Analyza PCA designu 3 je graficky znazornéna na obrazku 42. Vzorkd bylo

v tomto designu méné, protoze byl méren pouze jeden replikat tablet a nékteré tablety
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jiz nebyly dostupné (S1, S18, A2). Ve skupinach byla nalezena celkové mensi variabilita
nez v predchozich designech. Skupina G3 byla opét nalezena rozdélend — vzorky
klastrujici se k blankovym vzork{m byly v ptipadé designu 3 identifikovany jako tablety
S16 a S17. Skupiny G2 a G3 nebyly jiz nalezeny prekryvajici se, ale byly mezi nimi
statistickou analyzou nalezeny rozdily. Nebyly nalezeny rozdily ve statistice se
zapocitanim levothyroxinu a bez néj. Do tohoto designu byly zafazeny i dva kontrolni
vzorky tablet (Sedivé oznacené vzorky) — tableta M a tableta A4. Tableta M byla
s u¢innou latkou laktdza, a byla spravné nalezena ve skupiné G1. Tableta A4 méla
ucinnou latku mannitol, a byla nalezena u skupiny G2, coz opét odpovidalo

predpokladu. Timto byla ovérena spravna funkce analyzy PCA.

Patrny rozdil mezi skupinami G2 a G3 v designu 3 naznacuje, Ze pfistup tohoto
designu byl spravny. Pro nedostatek vzork( nedokdazeme zhodnotit presné rozdily mezi
témito dvéma skupinami. Dal$i vyzkum bude zaméfen na tyto dvé skupiny tablet
a bude provedena necilend analyza, ve které diky vétSimu mnozstvi komponent bude

mozné diskriminovat rozdily mezi nimi.

Hypotéza zadavatele studie, Ze se skupina G2 bude odliSovat profilem necistot
od ostatnich, nebyla prozatim potvrzena. Tablety stejného vyrobce skupiny G2 i G3
byly nalezeny v grafech u sebe, a v designu 1 a 2 se dokonce mirné prekryvaly. Tato
prace neposkytuje dostatecné mnozstvi dat pro spojitost profilu necistot skupiny G2
a zvySenym poctem nezddoucich ucinka.

Z hlediska statistiky se tablety S16 —S18 vzdy liSily — jak vcilené analyze
necistot, hodnotdch IS, tak i v analyze PCA. Tyto tablety byly jediné od jiného vyrobce
a analyza této prace potvrdila jiny profil necistot a nezndmych latek. Vysledky jsou
pravdépodobné ovlivnény interakci s IS ¢i iontovou supresi, coz ovliviuje analyzu
a interpretaci veskerych ziskanych dat. Opét vyvstava problém v pristupu zadavatele
prace srelativni kvantifikaci, ktera neposkytuje dostateénd data k presnému

zhodnoceni profilu nedistot.

Spomoci PCA analyzy byl design 3 zhodnocen jako nevhodnéjsi
k metabolomickému profilovani necistot v IéCivém pripravku, avsak je nutno upozornit

na jeho negativum, a to byl omezeny pocet vzorkd v dané sarzi méreni.
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A) Scores - 2021 08 18 designl (M1, PCA-X) G1 before 2017 B) Scores - 2021 08 16 design 1 (M2, PCA-X)

Colored according to group . G2 after 2017 Colored according to group
4 A G3 after 2019 4 4
] Qc
3 1 blank
2 4
14
S 0 . )
- -
-1 - ! T
-2 4 I‘
-3 4
-4 T T T T T T T T T T 1
-6 -4 -2 0 2 4 6
t[1] t[1]
R2X[1] = 0,717; R2X[2] = 0,19; Ellipse: Hotelling's T2 (95%) R2X[1] = 0,676; R2X[2] = 0,23; Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Obrdzek 40 — Grafické zndzornéni PCA analyzy designu 1. Graf A se zahrnutim obsahu levothyroxinu, graf B bez zahrnuti levothyroxinu.
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Scores - 2021 08 18 design2 (M1, PCA-X) G1 before 2017 Scores - 2021 08 18 design2 (M2, PCA-X)

A) Colored according to group . G2 after 2017 B) Colored according to group
4 G3 after 2019 4+
] ac ]
3 1 A —
—@ blank 3 e
2 X 2 4 5
14 14
g o — = o
- Lo
-1+ ) -1 4
-2 4 -2
-3 4 -3 4
AT B S —
-6 -4 -2 0 2 4 6 -5 -4 -3 2 -1 0 1 2 3 4
t[1) t[1]
R2X[1] = 0,684; R2X[2] = 0,229; Ellipse: Hotelling's T2 (95%) R2X[1] = 0,626; R2X[2] = 0,287; Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Obrdzek 41 — Grafické zndzornéni PCA analyzy designu 2. Graf A se zahrnutim obsahu levothyroxinu, graf B bez zahrnuti levothyroxinu.
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Scores - 2021 08 18 design3 (M1, PCA-X) No ID
A) Colored according to group M G1 before 2017
41 [l G2 after 2017
1 G3 after 2019
31 ac
1 blank
2 4
14
S 0 oo
=
-1 4
2 Cr
-3
A4
-4 T T T T T T r r T T T T T r \
-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8

t[1]
R2X[1] = 0,737; R2X[2] = 0,189; Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

t[2]

Scores - 2021 08 18 design3 (M1, PCA-X)
Colored according to group

t[1]
R2X[1] = 0,737; R2X[2] = 0,189; Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Obradzek 42 — Grafické zndzornéni PCA analyzy designu 3. Graf A se zahrnutim obsahu levothyroxinu, graf B bez zahrnuti levothyroxinu.
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6. Zaver

Cilem této prace byla optimalizace metabolomického postupu pfi profilovani
necistot. Design 1 byl sestaven dle parametr(i zadavatele. Design 2 byl modifikaci
designu 1, u kterého byla snaha potvrdit hypotézu zadavatele, Ze dochazi ke zménam
profilu necistot v prlibéhu skladovani. Design 3 byl sestaven pro ucely této prace podle

spravného metabolomického postupu.

Byla provedena cilend analyza nedistot laktézovy adukt 1, laktézovy adukt 2
a stearat mannitolu. Laktdzové tablety ani v jednom designu nesplnily limity obsahu
necistot stanovené Mezindrodni radou pro harmonizaci technickych poZadavki na
humanni léciva (ICH). Mannitolové necistoty byly nalezeny v tabletach celkové v mensi

mite, presto nespliuji limity ICH.

Hypotéza zadavatele, Ze dochazi ke zméné v profilu nedistot v priibéhu
skladovani, byla touto praci potvrzena. Statistickd analyza prokazala v pripadé
laktézového aduktu 2 statisticky vyznamné rozdily mezi designy, a pfi porovnani

relativnich obsah( této nedistoty v tabletach byl patrny nartst mezi designem 1 a 2.

Pfi hodnoceni obsahu necistot byla hodnocena i variabilita méreni na zakladé
relativni smérodatné odchylky v obsahu necistot mezi jednotlivymi tabletami kazdé

Sarze. Ani jeden z porovnavanych designl nebyl stabilni.

Pro ptesnéjsi zhodnoceni integrity méreni bylo pouzito hodnoceni na zakladé
zmény odezvy interniho standardu (IS). Limit variability 85-115% byl stanoven
dle smérnic Evropské agentury pro |éCivé pripravky (EMA). Designy 1 a 2 se vtomto
ohledu ukazaly jako zcela nevhodné. U designu 1 se ukazala velkd variabilita mezi dny,
coz bylo zplsobeno prepinanim modu iontového zdroje ESI” a ESI* dle poZzadavki
zadavatele. V pfipadé designu 2 nebyly nalezeny vykyvy mezi jednotlivymi dny, protoze
jiz nebyly prepinany mdody iontového zdroje a mérilo se pouze v médu ESI". Viditelné
rozdily byly ovéem vramci jednotlivych dni, coz muize byt dlvodem poutziti dfive
pfipravenych vzorkl, ve kterych mohlo dochdzet k degradacnim reakcim. Design 3,
ktery byl sestaven jako jednodenni méreni mensiho poctu vzorkd, se ukazal z hlediska

variability jako nejstabilnéjsi. V designu 3 bylo eliminovdno naruseni integrity méreni

91



prepindnim maoda, vzorky byly pfipraveny vden méreni pred spusténim analyzy

vSechny najednou, coZz mohlo pfispét k eliminaci chyb pfi ptipravé.

Designy byly porovnavany také s pouzitim statistické analyzy hlavnich
komponent (PCA). VSechny mérené vzorky byly pfi analyze rozdéleny do 5 skupin —
3 skupiny tablet, vzorky kontroly kvality a blankové vzorky. Analyza nepotvrdila rozdily
mezi skupinami G2 a G3 tablet od stejného vyrobce, ¢imZz nemohla byt potvrzena
hypotéza zadavatele v odliSném profilu necistot skupiny G2. Skupina G3 byla v analyze
rozdélena do 2 skupin, ve kterych se odliSovaly tablety rGznych vyrobcl. Design 3 byl
i po zhodnoceni analyzy PCA vyhodnocen jako nejvhodnéjsi k metabolomickému

profilovani necistot.

Jiz pti predbéiném screeningu a planovani experimentu bylo v planu udélat
statistickou analyzu. Data z predbéZného screeningu ovSem ukazala nevhodnost
designu 1 a designu 2 pro tyto ucely. Proto byl sestaven design 3, u kterého bylo
dodrZzeno méreni v jedné Sarzi. Po zhodnoceni vSech ziskanych dat se potvrdilo, Ze
design 3 je nejvhodnéjsi zplisob pfi metabolomické studii tohoto typu. Tato prace je
povaZzovana za pilotni a je tfeba jesté dalSi optimalizace, aby mohly byt stanoveny
presné profily necistot, avSak dalSi experiment bude sestaven dle podminek designu 3.
Hlavnim nedostatkem této prace je relativni kvantifikace vzhledem k obsahu
levothyroxinu, ktera nezohlednuje zmény v jeho obsahu. Pro presné stanoveni profild
necistot je nutné pouzit izotopové znacené standardy levothyroxinu a analyzovanych
necistot a sloucenin. DalSim postupem studie pro zadavatele bude necilena analyza
necistot a diskriminace rozdill v profilech nedistot jednotlivych tablet ¢i skupin tablet

pomoci PCA analyzy.
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