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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace byl vyvoj a validace metody pro hodnoceni Cistoty a
stability fesoterodinu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Vyvoj HPLC metody byl proveden pomoci metody planovanych experimentl
(DOE), jez umoznuje nalezeni optimalnich podminek separace za minimalniho poctu
experimentalnich analyz. Design byl proveden pomoci linearniho modelu L18.
Chromatograficky systém vyvinuté metody se skladal z oktylové stacionarni faze (SF)
XBridge BEH - C8 (100 x 4,6 mm, 2,5 pum), dvouslozkové mobilni faze (MF) slozené
z 10mM boratového pufru o pH 9,2 a MeOH v rizném poméru dle gradientového
programu. Pritok ¢inil 0,7 ml/min, teplota na kolon¢ 35 °C a detekce byla provedena
pomoci detektoru diodového pole (DAD) pti 227 nm. Doba analyza Cinila 22 min.

Vyvinuta metoda byla zvalidovana a byla provedena zatézova studie. Byl sledovan
vliv zvySené teploty (60 °C), vlhkosti (10 a 75% relativni vlhkosti (RV)), kyselého a
zasaditého prostiedi, vzdusného kysliku a svétla. Pro vSechny experimenty zatézovych
studii byla vyhodnocena ¢istota hlavniho piku. Pomoci vyvinuté metody byla zjiSténa

citlivost u¢inné latky na hydrolyzu v rdmci rozmezi hodnot pH 2 — 10.



ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was to develop and validate a high performance liquid
chromatography (HPLC) method for purity and stability evaluation of fesoterodine.

The HPLC method development was carried out using design of experiments (DOE),
which allows to find optimal separation conditions within small number of experimental
analysis. Design was done by using L18 linear model. Chromatographic system of the
developed method consisted of a C8 stationary phase (SF) XBridge BEH - C8 (100 x
4.6 mm, 2.5 um), a binary mobile phase (MF) consisting of 10mM borate buffer pH 9.2
and MeOH in various ratios according to the gradient program. Flow rate was 0.7
ml/min, column temperature 35 °C and a diode-array detector (DAD) was applied for
the detection at 227 nm. Analysis time was 22 min.

The optimized method was validated and the forced degradation study was
performed. Studied effects were: the effect of elevated temperature (60 °C), humidity
(10 and 75% relative humidity), acidic and basic conditions, oxidation and light. Peak
purity of fesoterodine was evaluated for all experiments of forced degradation study.
Additionally, the sensitivity of the active substance to hydrolysis was determined within

the pH range of 2-10.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

2D-UV
5-HMT
API
DAD
DOE
ELSD
FLD
HILIC
HPLC
ICH

LC
LC-ESI-MS

LC-MS/MS

LC-UV
MF
MRM
OAB
OFAT
PDA
PLS
RP
RSD
RV

SF

SST
UHPLC

derivacni spektrofotometrie v ultrafialové oblasti svétla
5-hydroxymethyltolterodin

aktivni farmaceuticka substance

detektor diodového pole

planovany experiment

detektor svételného rozptylu

fluorimetricky detektor

hydrofilni interak¢ni kapalinovéa chromatografie

vysokoucinna kapalinova chromatografie

Mezinarodni konference o harmonizaci technickych pozadavkl na
registraci humannich lé¢iv

kapalinova chromatografie

kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem
(ionizace elektrosprejem)

kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovym hmotnostnim
spektrometrem

kapalinova chromatografie s UV detektorem

mobilni faze

sledovani vicendsobné reakce (multiple reaction monitoring)
hyperaktivni mocovy méchyt

jeden faktor v Case

detektor diodového pole

(partial least square) metoda ¢astecnych nejmensich ¢tverct
reverzni faze

relativni smérodatna odchylka

relativni vlhkost

stacionarni faze

test zpisobilosti systému

ultra-vysokouc¢innd kapalinova chromatografie



UPLC/ESI-MS ultra-u¢inna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem (ionizace elektrosprejem)
uv ultrafialova oblast svétla

UV-VIS ultrafialova a viditelna oblast svétla



1 UVOD

Fesoterodin je ucinna latka léCiva Toviaz, pouzivaného pro lécbu hyperaktivity
mocového méchyie (OAB) a dalSich dysfunkei postihujici mocovy trakt. Nespravna
funkce mocCového meéchyie narusuje bézné denni aktivity a ma negativni dopad na

kvalitu Zivota.

Nejcastéji pouzivanou analytickou metodou ve farmaceutické analyze je HPLC. Pti
vyvoji analytickych postupli ve farmaceutické analyze je kladen diiraz na robustnost
danych postupt a rychlost samotného vyvoje. V bézné praxi se stale vyuziva postupt,
kdy dochazi ke zmén¢ jednoho parametru dané metody a sleduje se vliv na zkoumanou
veli¢inu (nejcastéji rozliSeni, selektivita, poptipadé symetrie piku). Zna¢né urychleni
vyvoje chromatografické metody miize pfinést pouziti pfistupu planovani experimenti
(,,Design of experiment”), kdy se soucasné¢ meni vice faktort, které by mohli mit vliv na
chromatograficky proces. Pouzitim této statistické metody miizeme znacné snizit pocet
experimentll, nutnych k vyvoji chromatografické metody. K prokézani, ze vyvinutd
metoda je vhodnd k zamyslenému pouZiti slouzi validace metody, kterd charakterizuje

danou metodu z hlediska specificnosti, spravnosti, pfesnosti a robustnosti.

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout metodu pro hodnoceni Cistoty a degradace
fesoterodinu, nalezeni optimalnich podminek pro separaci fesoterodinu a jeho necistot
za pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Byl uk4zén postup planovani
experimentl pii chromatografickém vyvoji metody. Byla provedena validace vyvinuté

metody a ukdzana jeji vhodnost ke stabilitnim studiim fesoterodinu.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Fesoterodin

Fesoterodin je antimuskarinikum, funkéné ucinkujici jako prolécivo, pouzivané pro
1é¢bu hyperaktivniho mocového méchyie, mocové inkontinence a dalSich dysfunkci
mocového traktu. Komercéné je dostupny pod obchodnim nazvem Toviaz a prodava se
ve formé tablet s prodlouzenym uvolfovanim, 4 nebo 8mg. V I€kové formé se
vyskytuje ve formé¢ fumaratové soli. Fesoterodin fumarat je bily prasek, dobte rozpustny
ve vod¢ a polarnich rozpoustédlech jako ACN ¢i MeOH. Jeho molekularni hmotnost je

527,66, strukturni vzorec C3oH41NO7.

o)
CH4

HO

CHj HOOC

HaC \j

CHg COOH

o)
_;.’E,-
N
CHj
HaC

Obr. 2.1 Strukturni vzorec fesoterodin fumaratu

2.1.1 Farmakologicky profil

OAB je porucha funkce mocového méchyte. Osobam, trpicim touto poruchou,
neptizniveé ovliviluje zivotni komfort. Mezi jeji hlavni ptiznaky patii Casta a naléhava
potieba moceni a to 1 béhem noci. Tato porucha je zpiisobena kieCovitou kontrakei
detrusoru mocového méchyte, coZz vede k neustalému tlaku mocového méchyie. To
muze byt zplsobeno z rtiznych divodl, napi. poranénim bficha, operaci, kameny v

mocovém méchyti, nezadoucimi uinky 1é¢iv, neurologickymi onemocnénimi aj'.
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Fesoterodin funguje jako ordln¢ podavané prolécivo. V téle je rychle hydrolyzovan
nespecifickymi esterdzami na jeho aktivni metabolit 5-hydroxymethyltolterodin
(5-HMT). Pifeména fesoterodinu na 5-HMT neni soucésti jaterniho enzymatického
systému, na rozdil od jeho farmakologického piedchiidce tolterodinu?. Hladina
aktivniho metabolitu 5-HMT v krvi a jeho klinicky ucinek je tedy méné variabilni nez u
tolterodinu. Aktivni metabolit, ktery se primarn¢ vaze na albumin a glykoproteiny
krevni plazmy, je antagonista muskarinovych receptori ve sténé¢ mocového méchyie.
Béhem normdlniho moceni acetylcholin  propustény z  postgangliovych
parasympatickych neuront stimuluje kontrakce plisobenim na muskarinové receptory
hladkého svalstva mocCového méchyte. 5-HMT se vaze na tyto receptory a inhibuje
jejich aktivitu. Tim brani kontrakcim mocového méchyie, coz ma za nasledek uvolnéni

jeho hladké svaloviny a navyseni kapacity méchyie®*.

Mezi nezadouci uc€inky 1é¢iv bézné pouzivanych k tlumeni hyperaktivity mocového
méchyie patii snizend sekrece slin a nasledné sucho v ustech ¢i suchost oci. Je to
zpusobeno tim, ze jedno z mist, ve kterych jsou zastoupeny muskarinové receptory M1,
jsou slinné Zlazy. Vyhodou novych farmak pro lécbu OAB je jejich vysoka specificita

na M3, piipadné M2 muskarinové receptory, nachazejici se v mo¢ovém méchyii’.

Fesoterodin se vylucuje prevazné ledvinami ve formé metabolitt (asi 70 %), v mensi

mife je vyluovan do stolice®.
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2.1.2 Stanoveni fesoterodinu

Kapalinova chromatografie je hlavni metodou pouzivanou ke stanoveni fesoterodinu
jako farmaceuticky aktivni ucinné latky. Separace fesoterodinu a jeho necistot
(potencialnich degradacnich produkti ¢i necistot vzniklych pii vyrobé) probihala
nejcastéji na oktadecylové stacionarni fazi za pouziti hmotnostniho detektoru (MS)

nebo DAD detektoru.

Brazilska védecka skupina okolo M.S. Sangoie se aktivné¢ zapojuje do analyzy
fesoterodinu ve farmaceutickych pfipravcich a vyvojem stabilitu indikujicich metod.
Byla vyvinuta metoda pro stanoveni fesoterodinu pomoci kapalinové chromatografie ve
spojeni s UV detektorem (LC-UV) a kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci a
ionizaci elektrosprejem (LC-ESI-MS) za pouziti trojitého kvadrupolu. Uspésna separace
léciva od jeho degradacnich produktl byla dosazena pomoci monolitické kolony
Phenomenex Onyx C18 (100 x 4,6 mm). Jako mobilni faze byla pouzita smés
ACN/MeOH/30mM octan amonny pH 3,8 v poméru 30:15:55 (v/v/v), eluce probihala
isokraticky. Celkové doba analyzy byla 2,5 min’.

Pro analyzy kontroly kvality byla vyvinuta rychld metoda pomoci kapalinové
chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC), kdy byl stanovovan fesoterodin fumarat
v tabletové 1ékové formé. Retencni cas fesoterodinu Cinil 5,4 min. Analyza byla
provedena za pouziti kolony Phenomenex C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) s UV detekei pfi
225 nm. Eluce probihala isokraticky za sloZzeni MF 0,025M dihydrogenfosforecnan
amonny/triethylamin/ACN v poméru 49,5:0,5:50 (v/v/v), pH poté bylo upraveno na 7
pomoci fedéné kyseliny fosfore¢né®.

Oktadecylova stacionarni faze byla pouzita 1 v nasledujici metodé, kdy stanoveni
fesoterodin fumaritu v tabletové formé bylo provedeno na kolon& Inertsil ODS-3V
(150 x 4,6 mm, 5 um) za isokratické eluce. MF se skladala z pufru o pH 3 (1,15 g
dihydrogenfosfore¢nan amonny/triethylamin/11 voda) a MeOH, v poméru 42:58 (v/v).
K detekci byl pouzit PDA detektor pii 210 nm a doba analyzy nepiekro¢ila 5 min’.

K urceni ¢istoty standardu API fesoterodin fumaratu byla pouZita kolona InterSustain
C18 (250 x 4,6 mm, 5 um). Slozka A MF obsahovala 3,0 ml 85% H3PO4 a 1,0g sodné
soli oktansulfonové kyseliny v 11 vody (pH upraveno na 7,2 fedénym hydroxidem
draselnym)/ACN, 60:40 (v/v), slozka MF B se skladala z ACN/voda, 90:10 (v/v). Eluce

probihala dle néasledujiciho gradientového programu:
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cas: 0,01-14-35-45-45,5-55 MF B: 5-19-70-70-5-5. Doba analyzy c¢inila nepfilis
praktickych 55 min. V porovnani s ostatnimi metodami se zda byt piili§ dlouhd a
zbyte&né slozita pro rutinni pouziti'®,

J.M Parekh a spol. se pokusili o vyvinuti prvni metody pro ex-vivo stanoveni
fesoterodinu v lidské plazmé, soucasné¢ s jeho aktivnim metabolitem 5-HMT, pomoci
kapalinové chromatografie s tandemovym hmotnostnim spektrometrem a za ionizace
elektrosprejem (LC-ESI-MS/MS). Chromatografickou separaci analyti provedli na
kolon¢ Kromasil C18 (100 x 4,6 mm, 5 um), za isokratickych podminek. MF
obsahovala 15mM mraven¢an amonny/ACN vpoméru 25/75 (v/v). Ucelem
experimentu bylo stanoveni fesoterodinu v plazmé béhem jeho absorpcni faze. OvSem
kvtli rychlé pfeméné fesoterodinu na jeho metabolit S-HMT ho ve vzorcich nebylo
mozné detekovat. Metoda tedy slouzila pouze ke kvantifikaci 5S-HMT v krevni plazmé
a mohla by byt déale pouzita pro stanoveni fesoterodinu v jinych fyziologickych
tekutinach!!.

Stanoveni fesoterodinu v tabletach bylo provedeno také na oktylové koloné, a to
Luna C8 (50 x 3 mm; 3 pum) ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS). Detekce byla provedena v MRM moédu, za pouziti ionizace
elektrosprejem v pozitivnim modu. Pouzitd MF se skladala z MeOH/0,1% kyseliny

mravenéi v poméru 90:10 (v/v). Celkova doba analyzy ¢inila 2 min'2,

Za tUcelem oddéleni fesoterodin fumardtu od jeho S-enantiomeru v aktivni
farmaceutické substanci 1 1é€ivém piipravku byla vyvinuta chirdlni HPLC metoda.
Separace v léCivém piipravku bylo dosazeno za pomoci chirdlni stacionarni faze
na kolon¢ Chiralpak IC-3 (250 x 4,6 mm; 3 um). Jako MF byla pouzita smés obsahujici
n-hexan/propan-2-ol/dietylamin v poméru 950:5:1 (v/v/v). Retencni Cas fesoterodinu

¢inil 10,3 min, S-isomeru 11,8 min'>.

Ke stanoveni fesoterodinu v lécivém ptipravku byly vyvinuty 1 alternativni
analytické metody kromé HPLC, a to na kapildrni zonové elektroforéze a metoda
pomoci derivatni UV (2D-UV) spektrofotometrie. Elektroforetickd metoda byla
provedena na kiemenné kapilaie o priméru 50 pm a celkové délce 80,5 cm (efektivni

délka 72 cm), jako zékladni elektrolyt byl pouzit 10mM fosfore¢nan sodny o pH 6,5
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s vkladanym napétim 30 kV. Detekce byla provadéna pomoci PDA detektoru pii 208
nm. Migracni Cas fesoterodinu byl 4,96 min.

Spektra 2D-UV  spektroforometické metody byly ziskdny instrumentalni
elektronickou diferenciaci s pouzitim 4nm interval vlnovych délek v rozsahu 200-300
nm. Stanoveni bylo provedeno pii 228 nm. Vysledky ziskané pomoci derivacni UV
spektrofotometrie byly porovnany s ostatnimi metodami vyvinutymi védeckou skupinou
okolo M.S. Sangoie (LC-UV, LC-MS/MS, elektroforetickd metoda). VSechny vzorky
byly pfipravovany ztablety Toviazu, obsahujici 8 mg fesoterodin fumaratu.
Experimentalné zjisténé hodnoty kvantitativni analyzy fesoterodinu v komercnich
tabletach byly statisticky porovnany pomoci ANOVA testli a nebyl mezi nimi prokazan
zadny vyznamny rozdil. Spektrofotometrickd metoda je kazdopadné ekonomictéjsi a
jednodussi volbou v pripadé stanoveni fesoterodinu bez predchozi separace jeho

excipientll v porovnani s ostatnimi metodami'*!>,

Za ucelem stanoveni kinetiky a identifikace produktt byla studovana fotodegradace
fesoterodinu. Efekty svétla byly studovany na roztoku tabletové Iékové formy,
svételnymi zdroji byly UV-A (320-400 nm) a UV-C (120-280 nm). Proces
fotodegradace byl sledovan pomoci jiz uvedené LC-UV metody’. Hlavni produkty
degradace byly izolovany pomoci preparativni LC na koloné Luna Cig (100 x 10 mm, 5
um) a poté identifikovany pomoci LC-ESI-MS s trojitym kvadrupdlem. Ve vzorku
pfipraveném z 8mg tablety Toviazu bylo identifikovano 7 fotodegradacnich produkti a
byla navrzena kompletni fotodegradacni cesta. Studie uvadi, Ze je nutné chranit lécivo
pred svételnymi efekty a musi mu byt tedy vénovana vétsi péce behem piipravy, vyroby
i uchovavani's.

Ultra-u¢inna kapalinovéa chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem za
ionizace elektrosprejem (UPLC/ESI-MS) byla pouzita k identifikaci produkti
elektrochemické oxidace léCivého piipravku fesoterodinu. Oxidace byla provedena
pomoci linearni ,,sweep* a cyklické voltametrie na pevné a rotujici diskové elektrodé ze
sklovit¢ho uhliku. Jako analyzéator byl pouzit analyzator doby letu. Separace byla
provedena na kolon¢ Vertex Plus (50 x 2 mm, 1,8 um) s gradientovou eluci o slozeni
MF 0,01M octan amonny (slozka A)/ACN (slozka B). Parametry pouzitého gradientu
byly: ¢as: 0-5-6-7-10 MF B:10-80-80-10-10. Na zédklad¢ studie byl navrZen a potvrzen

mechanismus elektrochemické oxidace fesoterodinu'’.
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2.2 VVyvoj HPLC metody18,19,zo,21,22,23

Cilem vyvoje HPLC metody je dosdhnout takovych podminek, aby latky ve smési
byly co nejlépe separovany (idealni rozliseni pikti > 1,5) a citlivé detekovany — oboje
v co nejkratSim Case. Pfed samotnym vyvojem je dobré stanovit si cile vyvijené metody,
jelikoz cilové pozadavky na metodu se vétSinou lisi a univerzalni postup separace a
detekce latek ve smési neexistuje. Je dulezité pfedem védét, zdali je potieba latku
identifikovat nebo 1 kvantifikovat, jaka je maximalni piijatelna doba analyzy, jakého
rozliSeni je zapotiebi docilit a v neposledni fad¢ jaké jsou pfistrojové a financni

moznosti.
Pti vyvoji metody musi byt zohlednény nasledujici kroky:

2.2.1 Literarni reSerSe a usporadani poznatkd o sledovaném analytu

Do této faze spada primarn¢ vyhledani fyzikdlné-chemickych vlastnosti analytu.
Z hlediska vyvoje HPLC metody jsou podstatné informace o struktute latky a jejich
funkénich skupindch, acidobazické vlastnosti (pKa), polarita (log P), molekulova
hmotnost Mr, rozpustnost v rozpoustédlech ¢i stabilita analytu. V dnesni dob¢ jsou tyto
informace poskytnuty v internetovych databazich jako napt. Chemicalize ¢i PubChem,
kde je mozné =ziskat Udaje zpublikovanych c¢lankd nebo fyzikdlné-chemickych

internetovych tabulek.

2.2.2 Zpusob detekce

Vybér detektoru zavisi na struktuie a vlastnostech analytu, poZzadované citlivosti a
selektivité, ale 1 finan¢ni dostupnosti. Idealni detektor by mél spliiovat nasledujici
pozadavky: univerzalnost (moznost detekovat vSechny komponenty), okamzitd a
zméndm teploty, tlaku a pritoku MF. Mezi nejcastéjsi pouzivané HPLC detektory patii

UV/VIS, MS, fluorescencni ¢i detektor svételného rozptylu (ELSD).
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2.2.2.1 UV/VIS

Nejcastéji pouzivanymi detektory pro analyzu léCiv jsou spektrofotometrické
detektory. Vyznamnou roli hraji DAD detektory, které umoznuji zaznamenavat celé
UV-VIS spektrum (190-800 nm) v realném case, bez pieruseni chromatografické

Separace.

Pii UV detekci je zdsadni, aby latka obsahovala chromofor, tj. ¢ast molekuly, ktera je
zodpovédna za absorpci svétla v UV nebo VIS oblasti. To mohou byt napf.
konjugované dvojné vazby u aromatickych slouc¢enin, nebo heterocyklické slouceniny

jako O ¢i N s nevazebnym elektronovym parem.

2.2.3 Chromatograficky systém

O vybéru chromatografického systému (separaci na normalni fazi, reverzni fazi ¢i
pouziti hydrofilni interakéni chromatografie [HILIC]) se rozhoduje na zakladé
zasadnich chemickych vlastnosti analytu, jako je jeho rozpustnost, polarita a
molekularni hmotnost. U nizkomolekularnich latek o M < 5000 je rozhodujici hlavné
jejich polarita, na zdklad¢ které se rozhodne, zdali separace prob&hne na polarni nebo
nepolarni - reverzni fazi. Vhodnym néstrojem pro toto rozhodnuti je hodnota log P.
Pokud je log P > 1, je zapotiebi latku separovat na RP. Vysokomolekularni latky jako
peptidy, polymery ¢i nukleové kyseliny je mozné délit pomoci technik jako je gelova
permeatni ¢i iontov€ vyménna chromatografie, diky jejich charakteristickym

vlastnostem.

2.2.4 Stacionarni a mobilni faze

Volba stacionarni a mobilni fdze souvisi s volbou separacniho modu. Je mozné
vychézet z literatury ¢i standardnich podminek prvni volby - pro chromatografii na
normalni fazi je typickou SF silikagel a MF hexan-propan-2-ol ¢i hexan-ethanol + TEA.
U chromatografie na fazi reverzni se jako SF prvni volby pouziva nejcastéji C18, jako

MF ACN/MeOH + voda.

Volba MF dale zavisi hlavn€ na rozpustnosti analytu a typu detekce. Také je nutné

brat v avahu, Ze pokud je soucasti MF pufr, musi byt kompatibilni s jeji organickou
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slozkou. Pfi smiseni pufru s organickou sloZzkou o vysoké koncentraci by totiz mohlo
dojit k jeho srdzeni a naslednému ucpani kapilar. Vyznamnou roli hraje také kvalita
rozpoustédel - pokud neni pouzito tzv. HPLC grade ¢i LC-MS grade rozpoustédlo

vvvvv

gradientové eluce.

Vybér kolony (typ sorbentu, velikost kolony a jejich castic) mize byt klicovym
faktorem separace. U SF je tfeba brat v ivahu pH MF, maximalni pouzity tlak a teplotu

na koloné.

Je obecné znamo, ze se snizujici se velikosti Castic se zvySuje ucinnost
chromatografické¢ separace za optimalniho pritoku MF (Van Deemterova kiivka).
Zaroven ale dochazi k nartstu tlakového spadu na koloné, a tak se pro ¢astice mensi nez
2 um pouziva ultra-vysokoucinnad kapalinovd chromatografie (UHPLC). Optimalni
volbou pro klasicky HPLC systém jsou Castice okolo velikosti Sum, povrchové porézni

castice nebo monolitické kolony.

Selektivita je schopnost chromatografického systému odlisit komponenty ve vzorku.
Jednim ze zékladnich faktort, které ji ovliviluji, je typ stacionarni faze. Jeji funkcni
skupiny ovliviuji typ interakce s analytem. Nejucinnéjsi technikou zmény selektivity na
vybrané koloné je gradientova eluce, nejcastéji pouzivana na RP. SloZzeni MF se bud’
linedrnim, nebo stupniovitym gradientem meéni v ¢ase. Dochézi tedy ke zvySeni elucni
sily MF zvySenim podilu méné polarni slozky a sniZenim obsahu vody v MF. Dosahuje

se tak optimalniho rozliSeni a pfijatelné doby analyzy.

Rozméry kolony se voli s ohledem na typ chromatografické aplikace (UHPLC,
HPLC), rychlost analyzy, nebo naroc¢nost separace. Délka kolony L a vnitini prumér d.
maji vliv na faktory jako rozliSeni, Sitka piku, doba analyzy ¢i objemovy prutok MF.
S klesajicim rozmérem kolony a zvySujicim se objemovym pritokem se doba analyzy
snizuje. Kratké kolony jsou sice vhodné pro rychlé separace jednoduchych smési,

snizuji vSak separacni i€innost a rozliseni.
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2.3 Validace?*#

Validace chromatografické metody je série experimentl, kterymi se ovéri, ze metoda
je vhodna k zamyslenému pouziti a poskytuje pouzitelnad analyticka data. Jejim cilem je
vymezit hranice, v rdmci kterych metoda poskytuje spolehlivé vysledky. Jedna se tedy o
formu dokumentace, kterd potvrzuje, ze je metoda schopna plnit pozadavky na ni
kladené. Vhodnost metody je posouzena na zaklad¢ vybranych valida¢nich parametrti, u
HPLC ve farmaceutické analyze se jednd hlavné o piesnost, spravnost, mez detekce,
mez stanovitelnosti, selektivitu, linearitu ¢i robustnost. Validaci je nutné provadét u

metod novych nebo stavajicich, které byly néjakym zplisobem pozménény.

Test zpisobilosti sytému (SST)

Test zpusobilosti analytického systému je nezbytnou soucasti validace a provadi se
na pocatku kazdého meéteni. Slouzi k zajisténi priméfené ti¢innosti chromatografického
systému. Obvykle se méfi opakovatelnost nastiiku a separa¢ni ucinnost, které se pak

vyhodnocuji pomoci relativni smérodatné odchylky.

Robustnost
Robustni metoda je schopna odoldvat malym, zdmérnym zméndm jejich parametri,
ke kterym dochédzi napt. pii provadéni metody v jiné laboratofi i pfes zachovani

popsaného postupu. Robustnost tedy poskytuje informaci o spolehlivosti metody.

Presnost

Ptesnost je mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované provadeéné s
homogennim vzorkem. Zavisi pouze na rozdéleni nahodnych chyb a nema vztah k pravé
hodnoté. Vyhodnocuje se jako relativni smérodatna odchylka z minimdlné¢ 6

nezavislych analyz, provedenych kompletnim postupem.
Linearita

Linearita je schopnost metody poskytovat vysledky piimo umémé koncentraci

stanovované latky. Tésnost vzajemné zavislosti vyjadiuje korelaéni koeficient (r).
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Pokud je pfimkovéa zavislost mezi odezvou instrumentace a koncentraci analytu linearni,

nabyva hodnoty 1. Cim vice se blizi jedné, tim je zavislost obou proménnych t&sngjsi.

Spravnost

Spravnost je odchylka vysledku metody od spravné hodnoty. Podle smérnic ICH by
spravnost me¢la byt vyhodnocena nejméné z deviti stanoveni minimalné tii
koncentra¢nich Grovni pokryvajicich stanoveny rozsah koncentraci, napf. tfi nastiiky tfi
zvolenych koncentra¢nich tUrovni. Parametr spravnost se muze vyjadiovat jako

vytéznost, ktera je definovana jako pomér nalezené a skutecné hodnoty.

Selektivita
Selektivita je schopnost metody spravné a presné urit analyt v pfitomnosti
interferujicich latek. Mtze se jednat napt. o necistoty z vyroby ¢i rozkladné produkty.

Vyjadftuje se jako rozdil mezi vysledky analyzy vzorku s necistotami a bez nich.

Limit detekce a kvantifikace

Cv v

cwwr

metodou kvantifikovat s ptijatelnou presnosti a spravnosti. LOD se vyjadiuje jako

trojnasobek Sumu zékladni linie a LOQ jako desetinasobek.
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2.4 Metoda planovanych pokust

Metoda pldnovanych experimenti je statistickd metoda, vyuzivana
k efektivnimu ziskavani dat, kterda jsou predpokladem dobrého statistického
vyhodnoceni. Na jejich zakladé je mozné ucinit spravné zavéry o vlivu testovanych
faktorii na studovany systém. V metodé planovanych pokust je dulezita jak tvorba

planu experimentu, tak nasledné statistické vyhodnoceni®.

Experimenty v analytické chemii mohou byt provadény dvojim pfistupem.
Tradi¢nim pfistupem je metoda OFAT (one factor at a time), kdy jsou faktory testovany
v logickém sledu jeden po druhém. Vzdy dochazi ke zméné hladiny pouze jednoho
faktoru, zatimco ostatni zlstavaji konstantni. Tento proces se opakuje s dal§imi faktory,
a to az do nalezeni nejvhodnéjSiho nastaveni systému. Pfi tomto zplsobu testovani
ovSem nemusi byt nalezeno optimalni nastaveni faktori, jelikoz nedojde k prozkoumani
celého experimentalniho prostoru. Nami zkoumana oblast se tak miize mylné jevit jako
optimdlni. Dalsi nevyhodou je ¢asova narocnost tohoto postupu, piestoze neni zapotiebi
pokrocila znalost statistiky pro jeho vykonavani a analyzu dat. Uginngjsim zptisobem
provadéni experimentll je metoda planovanych pokust. Méni se vice faktord najednou,
¢imz je mozné ziskat informace o celém experimentdlnim prostoru v malém poctu
experimentalnich analyz. Navic miize byt odhalena pfitomnost interakci 2 &i vice
faktori a jejich dopad na odpovéd’, coz je dalsi z hlavnich vyhod planovanych

experiment® oproti OFAT piistupu?’.

2.4.1 Typy experimentalnich plan(

Dulezitou soucasti procesu je vybér experimentalniho planu, ktery zavisi hlavné na
fazi vyvoje. Experimentalni vyvoj je mozné rozdé€lit na tfi hlavni faze: screening,
optimalizaci a testovani robustnosti. Faze screeningu se nejcastéji pouziva na zacatku
experimentalniho procesu, kdy se hledaji faktory s nejvétSim vlivem na systém. Pti
optimalizaci jsou do planu zafazeny faktory, které maji na analyzu ndmi pozadovany
vliv a hledaji se optimalni experimentalni podminky. Testovani robustnosti se provadi
ve findlni fazi, kdy se testuje, zdali je systém schopny odolavat malym zménam hladin

faktort. DOE je mozné pouzit pro kazdou z téchto fazi. Vybér planu zavisi také na
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Casové a financni naroCnosti a musi byt kompromisem vSech pozadavkl. Je mozné

vybirat z nasledujicich plant:

2.4.1.1 Uplny faktorovy plan

Zakladnim pfistupem planovani experimenti je uplny faktorovy plan. Timto
pfistupem jsou v experimentech prokombinovany hladiny vSech sledovanych faktort a
je mozné postihnout jejich vzdjemné interakce. Nejjednodussi uplny faktorovy plan
obsahuje dva faktory na dvou urovnich, tedy 4 experimenty. Faktorové urovné vytycuji

meze experimentalniho planu.

Na obr. 2.2 jsou zobrazeny nejjednodussi piiklady uplnych faktorovych plana
(dvoufaktorovy a tfifaktorovy). Hvézda uprostied zobrazuje sttedovy bod experimentu,
coz je stiedni hodnota nastavenych hladin. Pomoci stfedového bodu se ovétuje
variabilita experimentalnich dat. Analyza pfi tomto nastaveni hladin se provadi typicky
3 - 5 x. Prostorové predstavuje dvoufaktorovy design Ctverec, tfifaktorovy design pak

krychli. Experimenty s vice jak 3 faktory jsou n - dimenziondlni prostory?®.

X;

X0 * ./. / !

- -
X X

Obr. 2. 2: Priklad nejjednodussich uplnych faktorovych planid

2.4.1.2 Casteény faktorovy plan

V ptipad€ vétstho mnoZzstvi faktor (viz tab. 2.1) by muselo byt Uplnym
faktorovym pldnem provedeno velké mnozstvi experimentli a tento pfistup by nebyl
dale vyhodny. V takovych ptipadech se vyuZzivaji tzv. ¢astecné faktorové plany. Tyto
plany umoZiuji provedeni mensiho mnozstvi experimentl pfi stejném mnoZzstvi faktort.

Toho je docileno redukci n&kterych faktorti do jednoho?’.
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Tabulka 2.1: Pfehled poctu experimentli, potfebného k vykonani uplného

faktorového planu a ptiklad poctu experimentt ¢astecného faktorového planu.

pocet faktoru pocet analyz aplného pocet analyz ¢asteCného

faktorového planu faktorového planu

2 4 ---
3 8 4

4 16 8

5 32 16
6 64 16
7 128 16
8 256 32
9 512 32
10 1024 32

2.4.1.3 Linearni plany

Linearni plan je typem casteéného faktorového planu, ktery se pouziva v ptipadé
rizného poctu hladin faktorti. Pouziti linedrnich plant je vhodné pro fazi screeningu
nebo testovani robustnosti, jelikoZ €asto zahrnuji mensSi pocet méfeni a neni potieba
hodnotit vzajemné interakce faktort, které tento typ pldnu nedokdze odhalit. Mezi
nejvice pouzivané patii Taguchiho linearni plany. L18 je typem Taguchiho planu,
pouzivanym pro analyzy, obsahujici az 7 tfiaroviovych faktord a jeden dvoutroviovy.

Z uvedenych divodi byl pro tuto diplomovou préci pouzit prav€ Taguchiho plan L18.

2.4.2 Pribéh experimentu

Nejdiive se vybiraji faktory (vstupni nezavislé proménné), zménou jejichZ hodnot se
projevi vliv na systém nebo proces. Rozd¢€luji se na kvantitativni a kvalitativni. Hodnota
kvantitativniho faktoru se miiZze spojit€ ménit a je pro ni nutné stanovit rozmezi hodnot.
U HPLC se typicky jednd o pH mobilni faze, teplotu na kolon& ¢i iontovou silu.
Kwvalitativni faktor mize nabirat jen urcitych hodnot, ptikladem je typ stacionarni faze

nebo organicka slozka MF.
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Po té, co jsou definovany faktory, je vybran typ planu. Ten udavéa nastaveni
hodnot faktorti pro jednotlivé testy experimentu v tzv. worksheetu — pracovnim list¢.

Podle ngj experimentator dale postupuje pii provadéni experimentu.

Dalsim krokem je vybér odpovédi (zavisle proménnych) systému. Vybiraji se
relevantni odpovédi vzhledem k formulaci problému — napi. rozliSeni mezi piky ¢i
jejich symetrie u HPLC. Pro odpovédi se specifikuji jejich cilené, minimalni a
maximalni hodnoty.

Existuje mnozstvi statistickych softwarti, které se pouzivaji pro tvorbu
experimentalnich plani. Pro ucely této diplomové prace byl pouzit software MODDE
(MKS Data Analytics Solutions). Do programu se zadaji informace o poctu faktoru,
jejich urovni a rozsah téchto urovni a program je schopny navrhnout typ

experimentalniho planu.

Po provedeni experimentu piichdzi na fadu vyhodnoceni designu na zéklad¢
ziskanych odpovédi. V této fazi by mélo byt urceno, které faktory jsou vyznamné a

nevyznamné a jakym zptisobem ovliviuji danou odpovéd™’.

2.4.3 Vyhodnoceni?®

Vyhodnoceni experimentdlnich dat zahrnuje tii zakladni kroky: analyzu primarnich
dat, regresni analyzu s interpretaci dat a nasledné pouziti regresniho modelu. Data
mohou byt vyhodnocena pomoci riiznych statistickych metod, v této praci byla data
zpracovana pomoci PLS metody (metoda cCastecnych nejmenSich ctvercli). PLS je
vicerozmérna regresni metoda, vyuzivana v ptipadech, kdy jsou nékteré z faktort
navzajem zavislé, pokud model neni symetricky nebo pokud jsou v odpovédich

chybéjici data.

Analyza primarnich dat poskytuje zékladni informace o jejich rozloZeni, variabilité a
napomahd provedeni nésledné regresni analyzy. NejucinnéjSim néstrojem vyhodnoceni
této faze je tzv. replicate plot — graf zobrazujici rozdéleni vysledkii pro jednotlivé
odpovédi. Replicate plot zobrazuje variabilitu dat a umoziuje odhaleni odlehlych
hodnot.

Féze regresni analyzy zahrnuje samotny vypocet modelu, ktery spojuje faktory a

odpovédi dohromady. Je dilezité ziskat model s dobrou prediktivni schopnosti, k cemuz
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slouzi diagnostické parametry R?a Q?. Parametr R? (goodness of fit) udava, jak dobie
dany regresni model proklada experimentalni data. Jeho hodnota se pohybuje mezi 0 —
1, kdy hodnota > 0,5 oznaduje vyznamny model a 1 je perfektni model. Q? (goodness of
prediction) udava prediktivni silu modelu. Jeho hodnoty se rovnéz pohybuji mezi 0 — 1,
pokud nabyva hodnoty > 0,5, je mozné povazovat model za dobry, pokud piesahuje
model > 0,9 je model excelentni. Parametry R?a Q? by se od sebe neméli liit o vice neZ
0,3. Pro kazdou odpovéd’ je mozné provést tzv. chi - square test, ktery odhali ptipadné
nelinearity v modelu. Zafazenim této nelinearity v podobé kvadratického c¢lenu do

modelu se mize zvysit jeho prediktivni sila.

V poslednim kroku je mozné ziskany regresni model pouzit k predpovézeni
optimalnich experimentalnich podminek. Ty lze nésledn¢ aplikovat, nebo je mozné se

od nich odrazit v budoucich experimentech.

2.4.3.1 PLS metoda

PLS metoda obsahuje ucinné nastroje pro interpretaci slozitych plant.. Pouziva se
také v pripad¢, ze plan obsahuje velké mnozstvi odpovédi nebo faktord. Mezi nastroje,
pouzité pti vyhodnocovani této diplomové prace, pattil VIP plot, coefficient plot ¢i
prediction plot.

VIP (variable importance in the projection) plot je jednou ze zékladnich grafickych
pomucek vyhodnoceni primdrnich dat v  PLS modelu. Jedna se o sloupcovy graf,
zobrazujici souhrnnou vyznamnost vlivu faktoru v rdmci PLS modelu. Pokud sloupec
faktoru pfesahuje hodnotu 0,8, mize byt povaZzovan za vyznamny. VIP plot je vhodnym
zacatkem interpretace ziskanych dat, nesdéluje ovSem informace o mire vlivu faktorti na
odpovedi.

Coefficient plot je sloupcovy graf, zobrazujici hodnoty regresnich koeficientd, které
vyjadiuji miru vlivu faktor na odpovédi. Pokud je sloupec orientovan smérem do
kladnych hodnot, zvySujici se hodnota daného faktoru indikuje pozitivni vztah. Naopak
sloupec orientovany do zapornych hodnot indikuje vztah zaporny. Uvniti sloupcl se
nachdzi konfidenéni intervaly, které slouZi k rozhodnuti, zdali je faktor vyznamny c¢i
nikoliv a mize byt vyfazen.

Prediction plot zobrazuje modelem piedpovidané hodnoty pro vybranou odpovéd'.
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2.5 Zatézové zkousky

Zatezové zkousky jsou souborem test dopliujicich validaci metody. Slouzi
k testovani chemické a fyzikalni stability 1é¢iva ¢i 1é¢ivého piipravku, za ucelem
studovani jeho vlastnosti a zmén kvality. Jsou dulezitou soucésti vyvoje 1éCiv. Lécivo
nebo 1€Civy pripravek je podroben nadmérné fyzikalni nebo chemické zatézi, ¢imz
dochdzi k urychleni rozkladu aktivni latky ¢i dalSich slozek lécivého piipravku. Na
zaklad¢ testu je pak mozno stanovit zékladni vlastnosti 1é¢iva ¢i 1é€ivého piipravku
v modelovych zatéZzovych situacich a podminky pro skladovani, uchovavani ¢i dobu
pouzitelnosti pfipravku. Je tak zarucena jeho Gc¢innost a bezpecnost béhem stanovené
doby pouzitelnosti. U nestabilniho 1é¢ivého piipravku by mohlo dojit k snizeni obsahu
aktivni latky, zméné biologické dostupnosti ¢i ke vzniku rozkladnych produkti.
Zatezové zkousky pomdhaji identifikovat pravdépodobné degradacni produkty, na
zaklad¢ kterych mohou byt navrzeny degradacni mechanismy. Identifikaci pfic¢iny
nestability zatézové testy napomahaji pti feSeni problému, souvisejicich se stabilitou, a

tim umoziuji vyvoj a vyrobu stabilngjsich preparat’!.

Testy by mély byt provadény na jedné Sarzi materidlu a mély by zahrnovat vliv
teploty, vlhkosti, oxidace a fotolyzy. Déle by mél byt vyhodnocen vliv hydrolyzy
v Sirokém rozmezi pH. Pfijatelna degradace by se méla pohybovat v rozmezi 5 az 20 %,

vyssi degradace jiz neodpovida redlnym podminkam??,

V ramci zatéZzovych zkousek se také vySetfuje spektralni Cistota hlavniho piku (tzv.
»peak purity”). Jedna se o vektorovou analyzu rozdili ve spektrech v jednotlivych
Castech pik®, a tim mohou byt odhaleny piipadné koeluce latek. Cistota piku se
vyhodnocuje porovnanim parametrit ,,purity threshold (limit spektralni cistoty) a
»purity angle* (spektralni Cistota piku). Aby mohl byt pik uznan jako spektralné Cisty,
musi byt hodnota purity angle < purity threshold.

Pro kontrolu a charakterizaci stability produktu se vyuZziva rtiznych analytickych
metod, predevS§im chromatografickych a spektrofotometrickych. Metoda musi byt

stabilitu - indikujici, tedy schopna odlisit sledovanou latku a jeji rozkladné metabolity.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pomUcky

3.1.1 Chemikalie

e Acetonitril Ultra gradient HPLC grade, J.T BAKER
e Methanol (Ultra) gradient HPLC grade, J.T BAKER
e Dihydrogenfosfore¢nan amonny, SIGMA-ALDRICH
e Hydrogenforsore¢nan amonny, SIGMA-ALDRICH
e Kyselina boritd, SIGMA-ALDRICH
e Kyselina octova, SIGMA-ALDRICH
e Hydroxid amonny, ACROS ORGANICS
e Roztok peroxidu vodiku (35 %), SIGMA-ALDRICH
e Toviaz 8§ mg, PFIZER
e Fesoterodin fumarat, ZENTIVA A.S.
e Deionizovana voda €isténa pomoci Milli-Q systému, MILLIPORE
e Necistoty fesoterodinu, MSN Pharmachem Pvt. Ltd.

=  Diol (obr. 3.1.1)

= Double bond (obr. 3.1.2)

* Toluoyl hydroxy (obr. 3.1.3)

= Benzyloxy (obr. 3.1.4)

= Diacilated (obr. 3.1.5)

= Dimer (obr. 3.1.6)

Fesoterodin ma dva vyznamné degradacni produkty, prvnim z nich je diol (5-HMT),
ktery je zodpov&€dny za veSkerou antimuskarinovou aktivitu fesoterodinu. Je to jeho
hlavni degradacni produkt, ktery vznikd hydrolyzou esterové vazby. Z diolu vznika

naslednou reakci druhy vyznamny degradant diacilated. Zbylé necistoty jsou procesni.
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Obr. 3.1.1: nedistota ,,diol“ (5-HMT): (R)-2-[3-(diisopropylamino)-1-
phenylpropyl]-4-hydroxymethyl phenol
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Obr. 3.1.2: necistota ,,toluoyl hydroxy*: (R)-2-[3-(bis(1-methylethyl)-amino)1-
phenylpropyl]-4-methylphenol tartarate

CH,

HaC

HO,

Obr. 3.1.3: necistota ,,double bond*: (R)-2-[3-(diisopropylamino)-1-
phenylpropyl]-4-(hydroxymethyl)phenyl methacrylate mandelate
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Obr. 3.1.4: necistota ,,benzyloxy*: (R)-[4-benzyloxy-3-(3-diisopropylamino-1-
phenylpropyl)-phenyl]methanol

CHj

H3C

CHj o
HiC
O, o

HsC
O >——CHg

N
)

HiC

Obr. 3.1.5: necistota ,,diacilated*: Propanoic acid, 2-methyl-,2-[3-[bis(1
methylethyl)amino]-1-phenylpropyl]-4-[(2-methyl-1-oxypropoxy)methyl]phenyl

ester
OE CH,
O
FaC A HaC

Ha,C
3 N N
HSG\{ Q >_CH3
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Obr. 3.1.6: necistota ,,dimer*: isobutyric acid 2-(3-diisopropylamino-1-phenyl-
propyl)-4-[2-(3-diisopropylamino-1-phenyl-propyl)-4-hydroxymethyl-
phenoxymethyl]-phenyl ester, fumarate salt
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3.1.2 Pristroje a pomUcky

e HPLC — kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series

vysokotlaké ¢erpadlo
odplyiovac
autosampler
kolonovy termostat

DAD detektor

G1311A QuatPump
G1322A Degasser
GI1329A ALS
GI1316A Colcom
GI1315B DAD

Software pro sbér a zpracovani dat ChemStation, pozd¢ji Empower

e ultrazvukova lazen Kraintex K-6LE

e pH metr Seven Compact (Mettler Toledo)

e centrifuga MPW-65R (MPW)

e digitalni vaha Sartorius MC 1 LC 2200 P
e analytickd vdha AT-261 Delta Range (Mettler Toledo)

e teplotni a vlhkostni komory Memmert

e automaticka pipeta Pipetman Concept (Gilson)

e beézné laboratorni sklo a pomucky

3.2 Vybér pocatecnich podminek a screening kolon

3.2.1 Pocatecni podminky

Pocatecni pH MF se odvijelo od pKa fesoterodinu (10,4). Hodnota pH byla zvolena
2,7, kdy je molekula fesoterodinu protonizovana. Mobilni faze prvni volby obsahovala
fosfatovy pufr o koncentraci 10 mM, s organickou slozkou ACN nebo MeOH.
Gradientovy program je uvedeny v tabulkach 3.1 a 3.2. Pritok MF byl zvolen
0,8 ml/min, nastfik 5 pl. Analyzovala se stresovana tableta Toviazu (16 h, 50 °C).

Koncentrace fesoterodin fumaratu ve vialce byla 1 mg/ml v80% ACN s0,5%

pfidavkem necistot.
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Tabulka 3.1: Pouzity gradient pro ACN jako slozku B mobilni faze

t [min] A [%] B [%]
0 90 10
10 20 80
14 20 80
15 90 10
20 90 10

Tabulka 3.2: Pouzity gradienty pro MeOH jako slozku B mobilni faze

t [min] A [%] B [%]
0 80 20
10 10 90
14 10 90
15 80 20
20 80 20

3.2.2 Ptiprava vzork( a pufru

10mM fosfatovy pufr byl pfipraven navazenim a rozpusténim 1,15 g NH4H>PO4
v 11 vody, pH bylo upraveno na 2,7 pomoci 75% H3POs4. Pufr byl umistén do
ultrazvukové lazné na 10 min.

Stresovana tableta Toviazu, obsahujici 8 mg U¢inné latky, byla rozdrcena a
mnozstvi odpovidajici 5 mg G¢inné latky bylo pfevedeno do 5 ml odmérné baiiky. Do
odmérné baniky bylo dale pipetovano po 100 pul od kazdé necistoty ze zadsobnich roztoki
a odmérna banka byla doplnéna po rysku 80% ACN. Vzorek byl na 15 min umistén do
ultrazvukové 1azné a poté na 5 min do centrifugy pti 14000 rpm.

Zasobni roztoky necistot byly pfipraveny navazenim vzdy 1,25 mg pfislu§né
necistoty. Vzorky byly poté rozpuStény v 5 ml 80% ACN a umisténim do ultrazvukové

lazné na 10 min.

3.2.3 Screening kolon

Celkem bylo vybrano 13 kolon s potencialné¢ vyhovujici stacionarni fazi (viz tab.
3.3). Vybér =zahrnoval kolony s oktylovou, oktadecylovou, fenyl-hexylovou,
bifenylovou a pentafluorfenylovou stacionarni fazi od rtznych vyrobct, jejichz

selektivita mize byt vyrazné odliSna. Od kazdé faze byla poté vybrana nejvhodné&jsi
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kolona, ktera pak byla pouzita do DOE. Byla posuzovéana hlavné schopnost kolony

odd¢lit necistoty od hlavniho piku a jeho symetrie. Symetrie piku byla hodnocena

pomoci tzv. faktoru symetrie 4, jehoZ vypocet se provadi dle nasledujiciho vzorce™:

_ Whos

S_Zxd

kde Wo,0s = Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky, d - vzdalenost mezi kolmici
spusténou z vrcholu piku a vzestupnou casti piku v jedné dvacetiné jeho vysky.

Hodnota faktoru symetrie 1,0 znaci Gplnou symetrii piku.

Rozliseni bylo pocitdno pomoci vzorce:

_ tra—tr1
Ri,=——""
0,5(Y1—Y>)

kde tr1 a tro jsou retencni Casy slozek 1,2 a Y1 a Y2 odpovidajici Sitky pikli na trovni

zakladni linie.

Tabulka 3.3: Kolony pouzité do screeningu

Jméno Typ Parametry Vyrobce
Xselect CSH C18 C18 100 x 4,6 mm; 2,5 pm Waters
Kinetex C18 C18 100 x 4,6 mm; 2,6 pm  Phenomenex
Poroshell 120 EC-C18 C18 100 x 4,6 mm; 2,7 um Agilent
Poroshell 120 SB-C18 C18 100 x 4,6 mm; 2,7 pm Agilent
Cortecs C18+ Cl18 100 x 4,6 mm; 2,7 pm Waters
Xbridge BEH C8 C8 100 x 4,6 mm; 2,5 um Waters
Kinetex C8 C8 100 x 4,6 mm; 2,6 pm  Phenomenex
Poroshell 120 EC-C8 C8 100 x 4,6 mm; 2,7 pm Agilent
Kinetex F5 F5 100 x 4,6 mm; 2,6 ym Phenomenex

Poroshell 120 Phenyl Hexyl  fenyl-hexylova 100 x 4,6 mm; 2,7 um Agilent
Xselect CSH Phenyl Hexyl fenyl-hexylovda 100 x 4,6 mm; 2,5 pum Waters
Kinetex Phenyl-Hexyl fenyl-hexylovd 100 x 4,6 mm; 2,6 um Phenomenex
Kinetex Biphenyl bifenylova 100 x 4,6 mm; 2,6 pm  Phenomenex

32



3.3 Design of experiment

Bylo provedeno celkem osmnéct experimentil, uvedenych v tabulce 3.6. Pokusy byly
vygenerovany v softwaru MODDE (MKS Data Analytics Solutions) na zakladé

zadanych kvalitativnich a kvantitativnich faktort.

Do designu byly vybrany nésledujici kvalitativni a kvantitativni faktory:

kvalitativni faktory:
e typ kolony
o C18 XSelect CSH
o Poroshell 120 EC-C8
o XSelect CSH Phenyl Hexyl
e organicka slozka
o acetonitril

o methanol

kvantitativni faktory:
e pH(3-9)
e teplota na kolon¢ (20 - 50°C)
e iontovasila (10 — 50 mM)

Vyhodnocené byly nasledujici odezvy:
e symetrie fesoterodinu
e rozliSeni mezi jednotlivymi necistotami
e retencni Cas fesoterodinu

e faktor separacni oblasti
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Analyzy designu byly provadény dle nasledujiciho gradientového programu:

Tabulka 3.4: Gradient pouzity do DOE pro ACN jako slozku B mobilni faze

t [min] A [%] B [%]
0 90 10
3 70 30
13 50 50
16 20 80
21 20 80
22 90 10
27 90 10

Tabulka 3.5: Gradient pouzity do DOE pro MeOH jako slozku B mobilni faze

t [min] A [%] B [%]

0 80 20
3 60 40
13 40 60
16 10 90
21 10 90
22 80 20
27 80 20

Pro zjisténi orienta¢ni hodnoty rozliSeni prvniho eluujiciho piku bylo v DOE jeho
rozliSeni pocitdno od mrtvého casu kolony. RozliSeni vSech pikii bylo pocitano dle
stejného vzorce jako u screeningu kolon (kap. 3.2.3), jeho hodnota byla ale pfifazena
k pozdégji eluujicimu piku. Timto zptisobem mély vSechny piky hodnotu rozliSeni a

mohly byt vyplnény a nasledné vyhodnoceny jejich odpovédi.

Vysledky DOE byly vyhodnoceny opét pomoci softwaru MODDE.
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Tabulka 3.6: Vygenerované pokusy planovaného experimentu

é. poradi Kolona organika | pH T iontova
exp. exp. [°C] | sila [ mM]
nl 1 CSH Phenyl-Hexyl ACN 3 20 10
n2 4 CSH Phenyl-Hexyl ACN 6 35 30
n3 5 CSH Phenyl-Hexyl ACN 9 50 50
n4 13 CSH C18 ACN 3 20 30
n5 18 CSH C18 ACN 6 35 50
no6 14 CSH C18 ACN 9 50 10
n7 10 Poroshell EC-C8 ACN 3 35 10
ng 12 Poroshell EC-C8 ACN 6 50 30
n9 7 Poroshell EC-C8 ACN 9 20 50
nl0 6 CSH Phenyl-Hexyl MeOH 3 50 50
nll 2 CSH Phenyl-Hexyl MeOH 6 20 10
nl2 3 CSH Phenyl-Hexyl MeOH 9 35 30
nl3 17 CSH C18 MeOH 3 35 50
nl4 15 CSH C18 MeOH 6 50 10
nl5 16 CSH C18 MeOH 9 20 30
nl6 11 Poroshell EC-C8 MeOH 3 50 30
nl7 8 Poroshell EC-C8 MeOH 6 20 50
nl8 9 Poroshell EC-C8 MeOH 9 35 10
nl9 20 CSH Phenyl-Hexyl ACN 6 35 30
n20 15 CSH Phenyl-Hexyl ACN 6 35 30
n21 16 CSH Phenyl-Hexyl ACN 6 35 30
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3.3.1 Pfiprava pufri do DOE

Bylo pfipraveno celkem 9 riznych pufri jakozto slozka A MF — 10mM, 30mM a
50mM; kazdy o pH 3,0, 6,0 a 9,0. Pufry o pH 3 a 6 byly pfipraveny navdzenim
hydrogenfosforecnanu amonného, pufr o pH 9 zkyseliny borité. Ptiprava pufra

probihala nasledovné:

Fosfatovy pufr byl pfipravovan vzdy o objemu 21 navazenim 2,64 g (10mM), 7,94 g
(30mM) a 13,21 g (50mM) hydrogenfosforecnanu amonného a rozpusténim ve 21 vody.
Roztok byl poté vzdy rozdélen na dva dily. pH jednoho dilu bylo upraveno na pH 3 a
druhého na pH 6 pomoci 75% H3POs.

Boratovy pufr byl pfipraven navazenim 0,62 g (10mM), 1,85 g (30mM) a 3,09 g
(50 mM). Navazky byly rozpustény vzdy v 11 vody, pH poté bylo upraveno pomoci 1M
NaOH.

Vsechny MF byly umistény na 10 min do ultrazvukové lazné.

3.4 Pfiprava vzorkl do optimalizace

Do optimalizace a vSech dalSich méfeni byl pfipravovan vzorek fesoterodinu
s 0,5% ptidavkem necistot o koncentraci 0,5 mg/ml aktivni latky. Relativni molekulova
hmotnost fesoterodin fumaratu a necistot dodanych vyrobcem ve formé soli (double
bond, toluoyl hydroxy a dimer) byla pfepocitdna na hmotnost samotné baze (viz tab. 3.7
a 3.8). Od této hodnoty se odvijely navazky pro piipravu zasobnich roztokd, které byly
o dany pomér navySeny. Zasobni roztoky nelistot byly pfipraveny navaZenim
pfislusnych hmotnosti, uvedenych v tabulce 3.8 do 10ml odmérné barnky, doplnénim po
rysku 80% ACN a rozpusténim v ultrazvukoveé lazni. Analyzovany vzorek byl pfipraven
navazenim 12,82 mg fesoterodin fumaratu do 20ml odmérné baiiky, pfipipetovanim 400
ul od kazdé necistoty, doplnénim po rysku 80% ACN a umisténim do ultrazvukové

lazné na 10 min.
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Tabulka 3.7: Piepocet navazky fesoterodinu pro pfipravu analyzovaného vzorku

\% M;: baze baze [%] navazka do 20 ml [mg]

fesoterodin 528 412 78 12,82

Tabulka 3.8: Prepocet navazek necistot pro ptipravu zasobnich roztok.

M: M: baze baze [%] navazka do 10 ml [mg]
diol 342 342 100 1,25
toluoyl hydroxy 474 326 69 1,81
double bond 562 410 73 1,71
dimer 851 735 86 1,45
benzyloxy 431 431 100 1,25
diacilated 482 482 100 1,25

3.5 Validace

V ramci analytické validace byla testovana robustnost, pfesnost, linearita, spravnost,

odezvové faktory, LOD, LOQ a selektivita.

Robustnost

V ramci robustnosti byly zkouméany zmény nasledujicich parametrii a jejich vliv na
symetrii hlavniho piku, diskriminaéni faktor pro necistotu double bond a fesoterodin a

retencni Cas necistoty dimer.

e pHMF=+0,3(pHS8,9a9,5)

e teplota na koloné + 5°C (30 a 40 °C)
e prutok + 10% (0,63 a 0,77 ml/min)
e obsah organické slozky + 2 %

e kolona jiné Sarze
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Metoda byla vyhodnocena jako robustni pokud se faktor symetrie pro fesoterodin
pohyboval v rozmezi hodnot: 0,8 > A4, < 1,4, diskrimina¢ni faktor byl vyssi nez 0,8 a

necistota dimer poskytovala rozliSeni vyssi nez 1,5.

Test zpuisobilosti systému

Pted kazdym méfenim byl proveden test zpisobilosti systému. Vyhodnocovana byla
opakovatelnost nastfiku a separacni ucinnost. Test probihal péti nastiiky vzorku pro
SST na kolonu. Z ploch hlavniho piku byla vyhodnocena opakovatelnost nastiiku, kdy
relativni smérodatnd odchylka (RSD) nesméla piesdhnout 1,5 %. Separacni ucinnost
byla hodnocena mezi necistotou double bond a fesoterodinem. Na zikladé testované
robustnosti metody byl posuzovan tzv. diskriminacni faktor d,, jehoz hodnota bere
v tvahu pomér vysky mensiho separované¢ho piku a vySku udoli mezi separovanymi
piky. Tato charakteristika je velice vhodna pii hodnoceni separace mezi piky, jejichz

vysky signalli jsou fadové odligné**. Vzorec pro vypodet diskrimina¢niho faktoru je

_hy—hy

d =
o hp

kde d, = diskrimina¢ni faktor, 4, = vySka mensiho piku, 4, = vyska udoli. Hodnota
diskrimina¢niho faktoru se nachazi mezi 0 a 1, kdy 1 = Uplna separace a v ramci

validace musi byt vy$si nez 0,8 (cit. *°).

Obr. 3.1.7: Parametry pro vypocet diskrimina¢niho faktoru*.
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Presnost

Pro stanoveni ptesnosti bylo samostatnym postupem pfipraveno 6 roztoki
(oznacenych FF 1 — FF 6), obsahujicich ucinnou latku o koncentraci 0,5 mg/ml
fesoterodinové baze. Vzorky byly pfipraveny navazenim 6,4 mg fesoterodin fumaratu
do 10 ml odmérné baiiky, doplnénim po rysku 80% ACN a vlozenim do ultrazvukové
lazné na 10 min.

Vyhodnoceni bylo provedeno metodou vnitini normalizace z ploch pikt, kdy RSD

necistoty nesmi presahovat 5 %.

Tabulka 3.9: Navazky fesoterodin fumaratu pro hodnoceni presnosti

roztok navazka [mg]
FF1 6,4
FF 2 6,4
FF3 6,4
FF 4 6,5
FF5 6,4
FF 6 6,5

Linearita

Pro ur€eni linearity byl pfipraven standardni roztok, obsahujici fesoterodin a
necistotu diol (jakoZto hlavni degradacni produkt) na 120% hladin€. Jeho postupnym
fedénim bylo ziskano celkem 11 kalibracnich roztokti o riznych koncentracich (120 -
0,03 %, viz tab. 3.10). Standardni roztok byl pfipraven navaZenim 3,84 mg fesoterodinu
a 3 mg necistoty diol do 5 ml odmérné baiiky a doplnénim po rysku 80% ACN. Roztok
byl umistén do ultrazvukové 14zné€ na 10 min.

Linearita byla vyhodnocena na zaklad¢ ploch pikd. K hodnoceni byl pouzit korela¢ni
koeficient r, jehoz hodnota by neméla klesnout pod 0,999 (API), respektive
0,997 (necistoty).
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Tabulka 3.10: Koncentracni hladiny fesoterodinu a diolu pro hodnoceni linearity

koncentracni realna koncentrace
hladina [%] [mg/ml]
120 0,6
100 0,5
75 0,375
50 0,25
25 0,125
10 0,05
50 0,025
2,5 0,0125
1,0 0,005
0,50 0,0025
0,03 0,00015

Odezvové faktory

Odezvovy faktor cr je roven odezvé jedné latky vztazené k odezvé stejného mnoZstvi
jiné latky. Znalost hodnot odezvovych faktori je nutnd k vyhodnoceni chromatogramil
metodou vnitini normalizace. Jeho hodnota byla vypocitana ze smérnic linearit pomoci
vztahu:

_ sl ref

sl det

kde sler = smérnice linearity porovnavané latky, slset = smérnice linearity latky, pro

kterou stanovujeme odezvovy faktor.

Spravnost

Spravnost, vyjadifena jako vytéZznost R, byla vyhodnocena celkem na
4 koncentracnich hladinach. Za ucelem validace metody do 100% degradace
fesoterodinu byly ptipraveny 4 sady roztokl tak, aby soucet hmotnosti fesoterodinu a

necistoty diol odpovidal celkové koncentraci obou latek 0,5 mg/ml a analyza mohla byt
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vyhodnocena pomoci vnitini normalizace. Koncentra¢ni hladiny €inily 99,95 %, 95 %,
50 % a 0,05 % pro fesoterodin a 99,95 %, 50 %, 5 % a 0,05 % pro necistotu diol. Pro
kazdou hladinu byly provedeny 3 stanoveni, pfiprava vzorkl probihala bud’ jejich
pfimym navazenim (pro koncentra¢ni hladiny > 90 %), nebo spikovanim pfipravenych
zasobnich roztokl. Ke kazdé hladin¢ byl také ptipraven referencni roztok fesoterodinu,
jelikoz obsahuje malé mnoZstvi necistoty diol (je to hlavni degrada¢ni produkt) a jeho
plocha musela byt odectena od vyslednych ploch jednotlivych hladin.

Zasobni roztok fesoterodinu na 100% hladiné (koncentrace 0,5 mg/ml fesoterodinové
baze) byl pfipraven navazenim 6,41 mg fesoterodin fumaratu do 10ml odmérné bainky a
doplnénim po rysku 80 % ACN. Vzorek byl umistén do ultrazvukové ldzné. Obdobnym
zpusobem byl do jiné odmémé banky pfipraven zasobni roztok diolu, jeho navazka
¢inila 5 mg. Ze zasobnich roztokl byly fedénim pfipraveny vzorky pro spikovani 0,05%
a 5% hladin.

Navazky jednotlivych stanoveni byly provadény do 5 ml odmérnych banék.

Pomoci vnitini normalizace byly vyhodnoceny procentualni plochy pikii ve vzorku, z
navazek bylo vypocitano teoretické zastoupeni latky ve vzorku. VytéZnost byla

vyhodnocena pomoci vzorce:

R = I’l[]/l’l] : ]00 (%)
kde ni = redlné zastoupeni latky ve vzorku [%], ni = teoretické zastoupeni latky ve

vzorku, vypocitané z navazky [%].

Na diol byl vztaZzen jeho korek¢ni faktor. Vysledky vytéznosti musely spliovat

nasledujici limity:

Vytéznost 98,0 — 102,0 % a RSD <2,0 % pro 10 % < ¢ <100 %
Vytéznost 95,0 — 105,0 % a RSD <3,0 % pro 1,0 % <c <10 %
Vytéznost 90,0 — 110,0 % a RSD <5,0 % pro 0,10 % <c<1,0%
Vytéznost 85,0 - 115,0 % a RSD < 7,0 % pro 0,03 % <c <0,10 %
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LOD, LOQ

Pro zjisténi detek¢niho a kvantifikacniho limitu byl zméten vzorek blanku a v okoli
fesoterodinu a necistoty diol = 5 min byla vyhodnocena priimérna velikost Sumu. LOD a

LOQ pak byly vypocteny pomoci vzorcti:

3*x0 10x o

- slope - slope

kde 6 = primérna velikost Sumu, slope = smérnice linearity, vypocitand z vysky piku

3.6 Zatézové studie

V ramci zatézovych studii byl sledovan vliv zvysené teploty (60 °C) a vlhkosti (10 a
75% RV), svétla, kyseliny, zasady a vzdusného kysliku na hlavni latku.
Vliv zvySené teploty a vlhkosti
Byl studovan vliv nasledujicich podminek na aktivni latku v pevné fazi:
e teplota 60 °C, 10 % RV

e teplota 60 °C, 75 % RV

Vzorky byly pfipraveny navaZzenim 30 mg fesoterodin fumarétu do vialek, které byly
vlozeny do exsikatorli s danou relativni vlhkosti. Exsikatory byly umistény do teplotni
komory o teploté 60 ° C. Po 72 h byly vzorky rozpustény a zfedény na koncentraci
0,5 mg/ml.

Fotostabilita

30 mg fesoterodin fumaratu bylo navazeno do vialky a vloZeno do UV — VIS komory
na 72 h, vzorek byl stresovan v rozmezi vinovych délek 320 — 800 nm. Poté byl vzorek

rozpustén na finalni koncentraci 0,5 mg/ml fesoteorodinové baze.
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Oxidaéni stres

Byl studovan vliv 3% H>O; na aktivni latku v pevné fazi. Zkouska byla provedena
vlozenim dvou malych vialek do spole¢né headspace vialky. Prvni vialka obsahovala
definované mnozstvi fesoterodin fumaratu, druhd 1 ml oxidac¢niho ¢inidla. Aby mohlo
¢inidlo pusobit na fesoterodin fumarat, byla uzaviena pouze headspace vialka a vzorek
byl vloZen do stabilitni komory o teplot¢ 60 °C. Byly zatizeny dv¢ sady vzorka, jedna
po dobu 5 h, druhd 24 h. Po vyndani ze stabilitni komory byly vzorky zfedény na

koncentraci 0,5 mg/ml fesoterodinové baze.
Vliv kyseliny a zasady

Byl studovén vliv CH3COOH a NH4OH na aktivni latku v pevné fazi. Obé zkousky

byly provedeny obdobnym zptsobem jako u oxida¢niho stresu.

3.7 pH zavislost hydrolytické degradace

Vyvinuta metoda byla pouzita pro zjisténi pH stability aktivni latky v rozmezi pH
2 - 10, navazenim 12,5 mg fesoterodin fumaratu do 5ml odmérnych banék. Ty byly
doplnény bud’ fosfdtovym nebo boratovym pufrem, vzhledem k jejich pufracni kapacite
vdaném pH. Fosfatovy pufr byl pfipravovan z hydrogenfosforeCnanu sodného,
vytvofenim 0,51 zasobniho roztoku. Zasobni roztok byl rozd€len na 2 Casti, jedna Cast
byla postupné upravovana do niz$ich pH pomoci H3POa, druhé ¢ast byla upravena na
vys$$i pH pomoci 1M NaOH. Boratovy pufr byl pfipraven navaZenim kyseliny borité a
upravou pH pomoci 1M NaOH. Vzorky byly umistény do ultrazvukové ldzn¢€ na 10
min, pfevedeny do headspace vialek a vloZeny do stabilitni komory o 60 °C po dobu
24 h. Pfed analyzou byly vzorky pfevedeny do 25ml odmérné baniky, doplnény po rysku

80% ACN a opét vloZeny do ultrazvukové 1azné na 10 min.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Pocatecni podminky a screening kolon

Pocatecni podminky separace byly vybrany s ohledem na strukturu fesoterodinu a
jeji parametry jsou uvedeny v tabulce 4.1. Byl analyzovan vzorek fesoterodinu s 0,5%
piidavkem necistot (jehoz pfiprava je popsana v kapitole 3.2.2), vzorek bez ptidavku

necistot a jednotlivé necistoty.

Tabulka 4.1: Pocatecni podminky chromatografické separace

slozka A 10mM fostatovy pufr pH 2,7
Mobilni faze
slozka B ACN; MecOH
Eluce gradientova (tab. 3.1 a 3.2)
Prutok MF 0,8 ml/min
Davkovany objem Sul
Teplota na koloné 35°C
Detekce 220 nm

Po stanoveni zékladnich podminek byl jako prvni proveden screening kolon. Byla
porovnavana selektivita riiznych staciondrnich fazi od odliSnych vyrobci. Analyza byla
na kazdé kolon¢ provedena vzdy dvakrat — jednou byl organickym modifikatorem MF
ACN a v druhé analyze MeOH. Analyzovan byl vzorek ptipraveny ze stresované tablety
fesoterodinu s pfidanim necistot na 0,5% hladiné. Cilem testu bylo vybrat nejvhodné&;jsi
kolonu od kazdé faze, aby poté mohla byt zahrnuta do DOE. Hlavnim posuzovanym
faktorem byla schopnost kolony oddé¢lit necistoty double bond a toluoyl hydroxy od

hlavniho piku fesoterodinu a jeho symetrie.

Vybrany byly nésledujici kolony, na kterych byla oddélena necistota double bond od
fesoterodinu pomoci alespoil jednoho z organickych modifikatorit MF. Zaroven na nich

bylo dosazeno nejlepsi symetrie hlavniho piku mezi danym typem stacionarnich fazi.
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Xselect CSH Phenyl Hexyl (100 x 4,6 mm; 2,5 pm)

Jako kolona zastupujici fenyl-hexylovou fazi byla zvolena Xselect CSH Phenyl
Hexyl. Pfi pouziti ACN v MF doslo za danych podminek k relativné dobrému oddéleni
necistoty double bond od hlavniho piku (Ri> = 1,13) a relativné dobré symetrii
fesoterodinu 0,68 (viz obr. 4.1.1) MeOH v MF tyto piky neodd¢lil, symetrie 0,50 ovSem
stale patfi k nejlepSim hodnotdm na fenyl-hexylové SF. Dobra symetrie hlavniho piku
kladn€ ovlivnila separaci necistoty double bond, jelikoz se zuzil pik fesoterodinu (Sitka
piku = 0,066 min) a mohlo tak dojit k odseparovani necistoty. Nizsi elucni sila MeOH
zpusobila delsi retenci analyti na kolon¢ a dosSlo k lepsi separaci fesoterodinu od
necistoty dimer (viz obr. 4.1.2), kterd v analyze s ACN eluovala tésné za nim. Na této
kolon¢ doslo jako na jediné ke S$tépeni piku diolu z neznamych pfic¢in. Separacni

veli¢iny jsou shrnuty v tabulce 4.2.

Tabulka. 4.2: Separacni parametry ziskané analyzou na kolon¢ Xselect Phenyl Hexyl

ACN MeOH
tr Ri2 plocha symetrie tr Riz> plocha symetrie
[min] [7o] [min] [7o]
diol 517 22,00 3,83 1,69 6,42 14,88 3,77 1,64
double bond 6,79 1,13 0,81 0,89 - - - -
toluoyl hydr. - - - - - - - -
fesoterodin 6,89 1,22 9224 0,68 8,70 5,83 93,98 0,50
dimer 7,06 10,84 0,98 0,77 9,49 9,80 0,44 0,80
benzyloxy 7,84 13,64 0,82 0,80 10,32 6,80 0,67 0,71
diacilated 8,78 ~ 1,33 0,79 10,90 ~ 1,14 0,72
Symbol ,, — ” znaci koeluci latek, ,, ~ ” znaci posledni eluujici pik (nemd hodnotu rozliseni).
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Obr. 4.1.1: Analyza fesoterodinu s 0,5% pifidavkem necistot na koloné¢ Xselect CSH
Phenyl Hexyl, za pouZziti organického modifikdtoru ACN v MF: diol (1), double
bond (2), toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6), diacilated
(7). Fin = 0,8 ml/min, Tx = 35 °C, detekce pii A= 220 nm.
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Obr. 4.1.2: Analyza fesoterodinu s 0,5% pifidavkem necistot na koloné¢ Xselect CSH
Phenyl Hexyl, za pouZiti organického modifikatoru MeOH v MF: diol (1), double
bond (2), toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6), diacilated
(7). Fm = 0,8 ml/min, Tx = 35 °C, detekce pti A= 220 nm.
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Xselect CSH C18 (100 x 4,6 mm; 2,5 pm)

Kolona XSelect CSH byla vybrana pro reprezentaci oktadecylovych SF jelikoz jako

témet jedina byla schopna oddélit necistotu double bond od hlavniho piku. U analyzy

s ACN (viz obr. 4.1.3) je mozné pozorovat naznak dé€leni piku double bond — jedna se o

necistotu toluoyl hydroxy, kterd eluuje v podobném case jako fesoterodin. Kolona také

poskytovala nejlepsi symetrii hlavniho piku ze vSech oktadecylovych fazi. Retence

analyti byla opét prodlouzena pii pouziti MeOH a doslo k lepSimu odd¢leni dimeru od

fesoterodinu (viz obr 4.1.4). Separacni veli¢iny jsou uvedeny v tabulce 4.3.

Tabulka. 4.3: Separacni parametry ziskané analyzou na kolon¢ Xselect CSH C18

ACN MeOH
tr Ri2  plocha symetrie | ¢t Ri2 plocha symetrie
[min] [70] [min] [70]
diol 5,59 29,71 391 0,84 6,53 27,89 3,65 0,86
double bond 7,35 0,26 0,46 1,48 8,69 0,78 0,50 1,19
toluoyl hydr. 7,36 091 0,24 0,00 - - - -
fesoterodin 745 1,97 929 0,45 8,78 3,41 93,63 0,43
dimer 7,65 11,50 0,48 0,89 9,22 11,64 0,43 0,83
benzyloxy 837 19,48 0,85 0,57 10,09 10,72 0,67 0,78
diacilated 9,70 ~ 1,18 0,80 10,91 ~ 1,12 0,75
Symbol ,, — ” znaéi koeluci latek, ,, ~ ” znaéi posledni eluyjici pik (nema hodnotu rozliseni).
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Obr. 4.1.3: Analyza fesoterodinu s 0,5% ptidavkem necistot na koloné Xselect CSH
C18, za pouziti organického modifikdtoru ACN v MF: diol (1), double bond (2),
toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6), diacilated (7).
Fun=0,8 ml/min, Tk = 35 °C, detekce pii A= 220 nm.
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Obr. 4.1.4: Analyza fesoterodinu s 0,5% piidavkem necistot na koloné Xselect CSH
C18, za pouziti organického modifikatoru MeOH v MF: diol (1), double bond (2),
toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6), diacilated (7).
Fn=0,8 ml/min, Tx = 35 °C, detekce pii A= 220 nm.
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Poroshell 120 EC-C8 (100 x 4,6 mm; 2,7 pm)

Poroshell 120 EC-C8 byla vybrana ze stejnych davodt jako piedchozi kolona,

jelikoz byla schopna oddé¢lit necistotu double bond od fesoterodinu. K separaci doslo za

pouziti MeOH v MF (viz obr. 4.1.6), ktery vykazoval stejné vlastnosti jako u
predchozich 2 kolon. Pfi pouziti ACN v MF (viz obr. 4.1.5) k oddéleni necistoty

nedoslo. Jednim z divodi koeluce mohla byt Sitka hlavniho piku fesoteorodinu, ktera

¢inila 0,12 min, coz je témét dvojnasobna hodnota oproti analyze provedené na koloné

s fenyl-hexylovou SF za stejnych podminek (kde byla necistota double bond

odseparovana). Separacni veliiny jsou shrnuty v tabulce 4.4.

Tabulka. 4.4: Separacni parametry ziskané analyzou na kolon¢ Poroshell 120 EC-C8

ACN MeOH
tr Ri2  plocha symetrie | ¢t Ri2 plocha symetrie
[min] [70] [min] [70]
diol 5,85 13,6 3,42 0,79 6,43 3599 3,61 0,82
double bond - - - - 8,48 0,63 0,35 1,61
toluoyl hydr. - - - - - - - -
fesoterodin 7,61 3,08 94,25 0,25 8,56 3,17 93,55 0,30
dimer 8,11 4,28 0,50 0,66 894 10,00 0,59 0,69
benzyloxy 8,5 20,31 0,71 0,94 9,66 12,95 0,70 0,86
diacilated 9,78 ~ 1,13 0,79 10,46 ~ 1,20 0,80
Symbol ,, — ” znaci koeluci latek, ,, ~ ”” znaci posledni eluujici pik (neméa hodnotu rozliseni).
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Obr. 4.1.5: Analyza fesoterodinu s 0,5% ptidavkem necistot na kolon¢ Poroshell 120
EC-C8, za pouziti organického modifikdtoru ACN v MF: diol (1), double bond (2),
toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6), diacilated (7). Fm =
0,8 ml/min, Tx = 35 °C, detekce pii A= 220 nm.
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Obr. 4.1.6: Analyza fesoterodinu s 0,5% ptidavkem necistot na kolon& Poroshell 120
EC-C8, za pouziti organického modifikatoru MeOH v MF: diol (1), double bond (2),
toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6), diacilated (7). Fm =
0,8 ml/min, T = 35 °C, detekce pti A= 220 nm.
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Ostatni kolony s oktylovou, oktadecylovou a fenyl-hexylovou SF
neposkytovaly lepsi symetrie hlavniho piku, nez kolony vybrané do designu. Na vétsSing
nedochézelo k separaci necistoty double bond od hlavniho piku, nebo byla separace
pouze Castecnd a latky nebyly oddéleny s dostateCnym rozliSenim (kolony Poroshell
s riznymi oktadecylovymi SF).

Uplné nevhodnymi se ukézaly byt pentafluorfenylova a bifenylova
stacionarni faze. Pentafluorfenylovd SF nedokazala pomoci ani jedné MF odseparovat
od fesoterodinu nejen necistotu double bond, ale ani dimer. Chromatogramy obsahovaly
pouze 4 piky s velmi Spatnou symetrii fesoterodinu, ktera nepiekrocila hodnotu 0,2
(viz obr. 4.1.7). Spatné separace bylo dosazeno rovnéZ na koloné s bifenylovou SF
(viz obr. 4.1.8). Pti pouziti MeOH v MF se prodlouzila retence analytti, zhorSilo se ale
rozliSeni mezi necistotami benzyloxy a diacilated. Na bifenylové koloné byla

zaznamenana nejvetsi retence fesoterodinu, ktery pii pouziti MeOH v MF eluoval v 10.

minuté.
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Obr. 4.1.7: Porovnani chromatogramil separace na koloné Kinetex F5 za pouziti MeOH
a ACN jako organicky modifikator MF. Diol (1), double bond (2), toluoyl hydroxy (3),
fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6), diacilated (7). Fm = 0,8 ml/min, Tk = 35 °C,
detekce pii A= 220 nm.
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Obr 4.1.8: Porovnani chromatogramti separace na kolon¢ Kinetex Biphenyl za pouziti
MeOH a ACN jako organicky modifikdtor MF. Diol (1), double bond (2), toluoyl
hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6), diacilated (7). Fm = 0,8 ml/min,
Tk =35 °C, detekce pii A= 220 nm.

Celkem bylo testovano 5 kolon z oktadecylovou SF, 3 kolony s oktylovou a
fenyl - hexylovou SF a po 1 koloné& pentafluorfenylové a bifenylové SF. Zadny typ SF
nevykazoval jednozna¢né lepSi separaci nez ostatni. Nejlep$i symetrie za danych
podminek bylo dosaZeno na koloné XSelect CSH Phenyl Hexyl pti pouziti ACN v MF
(symetrie = 0,68). Necistota toluoyl hydroxy eluovala ve stejném ¢ase jako hlavni pik a
za danych podminek nebylo dosaZeno jeji uplné separace na Zadné z testovanych kolon.

Chromatogramy vSech testovanych kolon jsou uvedeny v pfiloze (A-H).
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4.2 Design of experiments

4.2.1 Test krajnich mezi teplot

Pfred provedenim samotného DOE byly otestovany krajni hodnoty
planovanych teplot na kolon¢. Provedeny byly celkem 2 analyzy, 1. za pouziti ACN
v MF a teploté kolony 50 °C a 2. s MeOH v MF a teplotou 20 °C. Jak je jiz patrné
z chromatogramu ze screeningu kolon, MeOH ma nizsi elucni silu a pfi jeho pouziti je
retence analytii vétsi. Snizenim teploty na 20 °C se retence dale zvysSuje a analyzou bylo
tedy potvrzeno, ze latky budou eluovat v pracovni ¢asti gradientu s dostateCnym
rozliSenim a nedojde k jejich koeluci na jeho konci. Posledni necistota v analyze za
téchto podminek eluovala v 17. minuté. ACN ma naopak vyssi elucni silu a analyza,
provedena za teploty kolony 50 °C ujistila, Zze latky nebudou eluovat v mrtvém case
kolony. Retenc¢ni ¢as necistoty diol, kterd vzdy eluuje jako prvni v potadi, byl 5,29 min.

Na obrazku 4.2.1 jsou porovnany chromatogramy obou analyz.
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Obr. 4.2.1: Testovani krajnich hodnot teploty na koloné XSelect CSH Phenyl Hexyl, za
pouziti ACN/MeOH v MF. Analyza vzorku fesoterodinu s 0,5% ptidavkem necistot:
diol (1), double bond (2), toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6),
diacilated (7). Podminky gradientu: ¢as: 0-3-13-16-21-22-27, MF Bacn: 10-30-50-80-
80-10-10 / MF Bwmeon: 20-40-60-90-90-20-20. Fn = 0,8 ml/min, detekce pii A= 220 nm.
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4.2.2 Provedeni a vyhodnoceni designu

Pro design byl zvolen linearni plan L18, zahrnujici 18 experimentii + 3 analyzy
sttedového bodu (viz tab. 3.6). Pro stiedovy bod byla pouzita data z experimentu ¢. 2,
jelikoz podminky analyzy byly totozné se sttedovym nastavenim hladin faktor. Tento
plan byl vybran, jelikoz byl zvolen vic jak jeden kvalitativni faktor a jednalo se o
screeningovou analyzu. Bylo potieba urcit efekty samotnych faktorti a nikoli jejich

vzajemné interakce.

Do vyhodnocovanych odpovédi bylo zvoleno rozliSeni vSech piki (cilena
hodnota > 1,5), symetrie fesoterodinu (0,8 < sym. < 1,2), reten¢ni Cas fesoterodinu a tzv.
faktor separacni oblasti - hodnota zobrazujici, jakou celkovou ¢ast chromatogramu
zabiraji separované latky. Tato veli¢ina byla zavedena pro potieby HPLC vyvoje za
pomoci DOE. Faktor separac¢ni oblasti byl vypocitin odectenim retenéniho casu
posledniho piku od prvniho a naslednym vydélenim pracovni dobou gradientu (21 min).
Casto bylo pozorovéano, Ze se faktor separaéni oblasti za ur¢itych podminek zmensuje,
retenéni Casy analytd se navzdjem piiblizuji a dochazi k jejich koeluci. Vysledovani

tohoto trendu napomohlo pozdé&jsi optimalizaci metody, kdy byl upravovéan gradient.

Odpovédi, ziskané z chromatograml jednotlivych analyz (viz tabulka 4.5) byly
vyplnény do softwaru Modde. Nésledovalo jejich vyhodnoceni pomoci riznych
grafickych metod. Z pohledu do tabulky 4.5 je patrné, ze kritickym faktorem bylo
rozliSeni piku €. 2 a 3 (toluoyl hydroxy a double bond). Pouze v experimentech 5,7,8,13
a 18 doslo k jejich separaci od hlavniho piku fesoterodinu a jednalo se vyhradné o
kolony s oktylovou a oktadecylovou fazi (parametry jednotlivych experimenti jsou
uvedeny v tabulce 3.6). Déle je patrné, Ze dobré symetrie fesoterodinu bylo dosazeno
pouze pii pouziti nejvysSitho pH 9. Za téchto podminek se nejvice zmensSil faktor
separacni oblasti, coz bylo zpiisobeno delsi retenci diolu (prvni eluujici necistota), jehoz
retencni Cas se znacné pribliZil k ostatnim necistotdm. Nizka hodnota faktoru separacni
oblasti miize byt varovanim, Ze doslo k pfiblizeni retencnich Casti latek a mohlo by
dochazet k ptipadné koeluci piku. Na druhou stranu pokud se rozliSeni pik ukaze jako
dostatecné, miize byt upraven gradientovy program a zkracena celkova doba analyzy.
Podle retencniho Casu fesoterodinu je zfejmé, Ze se celé separacni pole posunulo

smérem ke konci pracovni ¢asti gradientu oproti niz§im pH.
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Tabulka 4.5: Separacni parametry provedenych experimentd vcetné 3 stiedovych

bodii (SB).

R Ri2 Ri Ri2 Riz Rz Ri2 sym. tr sep.

¢. exp
pik1 pik2 pik3 pik4 pikS5 pik6 pik7 feso. feso. plocha

nl 24,8 32,7
n2 71,7 34,9

1,3 11,0 11,6 23,8 0,39 9,4 0,44
0,8 14,1 0,7 250 0,26 10,4 0,46
n3 100,0 49,8 1,0 3,2 6,0 12,4 0,81 17,7 0,32
n4 45,6 38,0 1,9 9,9 9,2 344 0,39 10,2 0,47
nS 67,1 37,3 1,9 0,7 13,0 1,5 30,0 0,34 10,7 0,50
né6 100,0 26,1 0 1 3,6 3.3 0,0 0,71 19,2 0,25
n7 67,1 46,9 0,4 1,1 8,9 6,8 36,8 0,17 9,6 0,47
n8 74,5 38,6 2,8 2,1 12,9 7,9 31,3 0,24 9,6 0,49

n9 100,0 60,6 0 1,6 1,5 7,2 7,7 0,93 18,6 0,51
nl0 33,7 39,2 0 1,0 24,1 2,1 10,5 0,38 12,3 0,47
nll 70,2 0 0 17,8 8,1 6,0 1,7 0,34 16,0 0,39
nl2 100,0 0 0 20,5 19,3 8,1 3,9 0,76 18,7 0,18

nl3 37,1 41,4 1,5 1,1 17,2 5,2 11,6 0,45 13,5 0,48
nl4 66,7 35,6 0,7 10,9 1,1 18,7 0,23 11,6 0,51
nls 96,4 20,6 1,1 0,0 6,9 9,3 0,60 19,2 0,26
nlé6 54,8 41,7 2,1 15,9 5,8 23,6 0,27 11,3 0,50
nl7 78,4 49,1 2,6 18,3 54 10,3 0,36 14,3 0,47
nl8 | 100,0 31,5 2,8 1,1 4,5 8,4 14,0 0,84 18,5 0,28
SB 71,7 34,9 0,8 14,1 0,7 25,0 0,26 10,4 0,46
SB 71,7 34,9 0 0,8 14,1 0,7 25,0 0,26 10,4 0,46
SB 71,7 34,9 0 0,8 14,1 0,7 25,0 0,26 10,4 0,46

S O O O

=]

Z korela¢ni matice faktord bylo zjisténo, Ze kolony s oktylovou a oktadecylovou SF
nejsou vzajemné nezavislé, a proto byly vysledky vyhodnoceny pomoci PLS metody.
Replicate plot prokédzal dobrou variabilitu ziskanych dat. Pomoci chi - square testu byly
odhaleny nelinearity v modelu a byly zavedeny kvadratické ¢leny faktordi, mezi
nejvyznamnéj§i patfil kvadraticky ¢len pH*pH ovliviiujici odpovéd symetrie
fesoterodinu. Nejprve byla data vyhodnocena pomoci VIP plotu (viz obr. 4.2.2), ktery

umoznil odhalit vyznamnost faktori v rdamci modelu, z hlediska jednotlivych odpovédi.
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Pro piehlednost byly odpovédi s vyznamnymi faktory vypsany do tabulky 4.6.
Nejcastéji se jednalo o pH MF a jeho kvadraticky ¢len (nelinearni zavislost). DalSim
vyznamnym faktorem byl typ SF (C8 a C18), MeOH v MF, teplota na kolon¢ a jeji

kvadraticky ¢len.

Tabulka. 4.6: Vlivné faktory pro jednotlivé odpovéedi dle VIP plotu

pH T  iont. sila kolona organika T*T pH*pH Ion*ion
Riz2 1 ANO - - - - - - -

Ri2 2 ANO - ANO - - - - -
Ri2 3 - - - C8, C18 - ANO - -
Ri: 4 ANO - - C8 - - - -
Ri2 S ANO - ANO C§,C18 MeOH - ANO -
Ri2 6 - ANO - C8,C18 - - ANO -
Ri2 7 ANO - - - MeOH - - -
sym.fesot. ANO - - - - - ANO -
tr fesot. ANO - - - MeOH - ANO -
sep. plocha ANO - - - MeOH - ANO -

Dale byla data vyhodnocena pomoci coefficient plotu (viz obr. 4.2.3), kdy bylo
zjisténo, jakym zpusobem jsou odpovédi jednotlivymi faktory ovlivnény. Nejveétsi
pozitivni vliv na rozliSeni piki méla kolona s oktylovou stacionarni fazi, fenyl-hexylova
SF se na zaklad¢é designu ukazala jako naprosto nevhodna. Negativni vliv na rozliSeni
melo vysoké pH, kdy doslo ke zhorSeni separace pikd 4, 5 a 7. Pozitivni vliv mélo
vysoké pH na symetrii fesoterodinu, pficemz kvadraticky ¢len prozrazuje, Ze vliv pH na
symetrii nema lineadrni odezvu (v pH 3 a 9 bylo vétSinou dosazeno lepsi symetrie nez
v pH 6, viz obr. 4.2.4). Vyssi iontova sila pozitivn€ ovlivnila separaci piki 2 a 5. Typ
organického modifikadtoru MF mél hlavni vliv na délku separacniho pole — pfi pouziti
ACN se separacni pole zvétSovalo, MeOH v MF zplisoboval opacny efekt. Na zakladé
zvySovani pH se latky jesté vice zadrzovaly a nejmensSich hodnot faktoru separacniho
pole bylo dosazeno v analyzach o pH 9 s MeOH. Vysledky ziskané z coefficient plotu
byly pro piehlednost vypsany do tabulky 4.7.
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Tabulka. 4.7: Vliv vyznamnych faktori na odpovédi dle coefficient plotu

pH T iont. sila kolona organika T*T pH*pH Ion*ion
. ] C8 pozitiv.
Riz 1 pozitiv. - negativ. - - - -
Phe-hex neg.
Ri2 2 - - pozitiv. - - - - -
Ri2 3 - - - Phe-hex neg. - - - -
Ri2 4 negativ - - - - - - -
) . ACN neg.
Ri2 5 negativ. - pozitiv.  Phe-hex neg. - - -
MeOH poz.
Ri2 6 - negativ. - - - - pozitiv. -
) o ] C8, C18 poz. ACN poz. )
Ri2 7 negativ. pozitiv.  negativ. - - negativ.
Phe-hex neg. MeOH neg.
sym. fesot.  pozitiv. negativ. - - - - pozitiv. -
o ACN neg. -
tr fesot. pozitiv. - - - - pozitiv. -
MeOH poz.
sep. plocha negativ. - - Phe-hex neg. - - negativ. -
11
! [Target
0.9
12

0.87=

Symm - fesa
=1
g

=
ES
L

0.5

044
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Obr. 4.2.4: Nelinearni zavislost symetrie fesoterodinu na pH mobilni faze za pouziti
MeOH v MF, kolony Poroshell 120 EC - C8 a iontové sily 10 mM. Zobrazeno pomoci

prediction plotu. Experiment 18 se nachazi v pozadované oblasti pro symetrii.
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Na obrazku 4.2.5 je replicate plot, zobrazujici jak bylo rozliseni piku ¢. 7 ovlivnéno

typem organického modifikdtoru MF. Experiment 9 byl z analyzy vyfazen, jelikoz se

jednalo o vychylenou hodnotu. Experimenty 19 — 21 jsou hodnoty stfedniho bodu.
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Obr: 4.2.5: Replicate plot zobrazujici rozdé€leni dat na 2 skupiny - nizsi rozliSeni piku 7

pro experimenty 10-18 (MeOH v MF), vyssi rozliSeni pro experimenty 1-8 (ACN

v MF).

Z vyhodnoceného designu vyplynulo, Ze symetrie pik se zlepSuje s vy$sim pH a

nejlepsi symetrie bylo tedy dosazeno pii pouziti pufru o pH 9. Nejvyssiho rozliSeni bylo

docileno na koloné Poroshell 120 EC-C8. Teplota a iontova sila sice projevily jisty vliv

na nékteré z odpovédi, z celkového hlediska ovSem nebyl vliv vyznamny. Bylo proto

zachovano jejich ptivodni nastaveni 35 °C a 10 mM. Jako organicky modifikator MF

byl zvolen MeOH, jelikoz pozitivné ovliviioval rozliSeni pikd.
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4.3 Optimalizace metody

Aby byla metoda robustni i pii mensich zménéch pH, bylo zvoleno pH 9,2. Z divodu
pH stability byla kolona Poroshell 120 EC-C8 vyménéna za jinou kolonu s oktylovou
fazi. Bylo sice ovéfeno vyrobcem, ze kolonu Poroshell 120 EC-C8 je mozné pouzit az
do pH 10, ptfi zkouméni robustnosti by se vSak analyza dostala témét na hranici pH
limitu a proto byla testovana jina kolona s oktylovou SF a vyssi pH stabilitou - XBridge
BEH C8. Selektivita této kolony se ukazala byt velmi podobnd, a tak byla do dalsiho
vyvoje pouzita tato kolona. XBridge BEH C8 obsahuje Castice s ethylenovymi mustky
mezi klasickymi silanolovymi skupinami a je tak na rozdil od kolony Poroshell 120 EC-
C8 schopna odolévat $ir§Sim rozmezi pH. Pro Gplné odseparovani jednotlivych necistot
byl gradient zkracen a upraven — za ucelem urychleni eluce prvniho piku byl zvySen
podil organiky v MF na zafatku gradientu na 60 % a z divodu zadrZovani necistoty
dimer na koloné€ bylo nutno posunout maximum organické slozky na 90 %. Pritok byl
snizen na 0,7 ml/min za ucelem rozsifeni chromatografického pole a dosazeni lepsiho
rozliSeni pikl, pro detekci byla zvolena vinova délka 227 nm. Optimalizované
podminky vyvinuté metody jsou pro piehlednost uvedeny v tabulce 4.8, chromatogram

je zobrazen na obrazku 4.3.1.

Tabulka 4.8: Souhrn optimalnich podminek pro analyzu

Kolona X Bridge BEH-C8 (2,5 um, 100 x 4,6 mm)
slozka A 10 mM boratovy pufr pH 9,2
Mobilni faze
slozka B MeOH
Eluce gradientova
Prutok MF 0,7 ml/min

Davkovany objem | 5 pl

Teplota na koloné 35°C

Detekce 227 nm
Gradientova eluce € [min] A %] MecOH [%%]
0 40 60
4 35 65
9 10 90
16 10 90
17 40 60
22 40 60
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Obr. 4.3.1: Analyza fesoterodinu s 0,5% ptidavkem necistot vyvinutou HPLC
metodu. Diol (1), toluoyl hydroxy (2), double bond (3), fesoterodin (4), dimer (5),
benzyloxy (6), diacilated (7). Fm = 0,7 ml/min, detekce pii A= 227 nm.

Kolony ze screeningu byly otestovany s optimalizovanymi podminkami vyvinuté
HPLC metody. Z divodu vysokého pH MF (9,2) nemohly byt otestovany vSechny
kolony, jelikoz nejsou vyrabéné pro pouziti ve vysokém pH. Analyza byla provedena na
kolonég Poroshell 120 EC - C8, Poroshell 120 EC-C18, XSelect Phenyl Hexyl a XSelect
CSH C18.

Dobré¢ separace latek bylo dosazeno na koloné Poroshell 120 EC - C8. Tato kolona
byla porovnana s kolonou Poroshell EC - C18 (viz obr. 4.3.2), jelikoZ se jedna se o
velmi podobné kolony od stejného vyrobce, které se od sebe 1i§i o 10 uhliki delSim
nepolarnim alkylem v pfipadé C18. Na méné polarni koloné¢ C18 doslo k prodlouZeni
reten¢niho Casu vSech latek, nejvice se niZ8i polarita kolony odrazila na dimeru, ktery
eluuoval na samotném konci pracovni ¢asti gradientu pired 19. minutou. RozliSeni

ostatnich latek je ovSem stejné vyhovujici jako na koloné Poroshell EC - C8.

Kolona XSelect Phenyl Hexyl ned¢lila necistoty ani za pouZiti optimalizovanych
podminek, stejn¢ jako XSelect CSH C18 (viz obr. 4.3.3). U téchto kolon nedoslo k eluci

necistoty dimer.
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Obr. 4.3.2: Porovnani analyzy vyvinuté metody s optimalizovanymi podminkami na
kolonach Poroshell 120 EC-C8 a Poroshell 120 EC-C18. Diol (1), toluoyl hydroxy
(2), double bond (3), fesoterodin (4), benzyloxy (5), diacilated (6), dimer (7).
Fn=0,7 ml/min, detekce pti A= 227 nm.
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Obr. 4.3.3: Porovnani analyzy vyvinuté metody s optimalizovanymi podminkami na

kolonach XSelect CSH C18 a XSelect Phenyl Hexyl. Diol (1), toluoyl hydroxy (2),

double bond (3), fesoterodin (4), benzyloxy (5), diacilated (6). Na téchto kolonach

nedoslo k eluci dimer (7). Fin = 0,7 ml/min, detekce pfi A= 227 nm.
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4.4 Validace

Jelikoz je vyvinutd metoda zamyslena ke stanoveni Cistoty ucinné latky, zabyva se
pouze hodnocenim necistot. Pro vyhodnoceni vysledki byla zvolena metoda vnitini
normalizace. Validace byla provedena na hlavnim degradacnim produktu fesoterodinu

nedistoté diol.

4.4.1 Robustnost

Testovani miry vlivu proménnych experimentalnich podminek na separaci bylo
provedeno na vzorku fesoterodin fumarétu s 0,5% ptidavkem necistot, jehoZz pfiprava je
popsana v kapitole 3.4. Sledovan byl vliv pH, priutoku MF, teploty kolony a podilu
organické slozky v MF na rozliSeni pikt, diskrimina¢ni faktor d, pro piky double bond —
fesoterodin, symetrii fesoterodinu a retencni ¢as necistoty dimer, kterd byla nejcitlivéjsi
na zmény podminek separace a méla nejvétsi tendenci ke zmeénam retencniho ¢asu. Dale

byl testovan vliv kolony jiné Sarze na selektivitu metody.

Vliv zmény pH

Vliv zmény pH MF byl testovan na hodnotach pH + 0,3 od zakladnich podminek
(pH 9,2). Jak bylo jiz zjisténo z DOE, pH MF ma velky vliv na symetrii hlavniho piku -
se snizovanim pH klesd také symetrie fesoterodinu. Zvysovani pH nad hodnoty
zakladni podminky analyzy jiz zlepSeni symetrie nepfineslo. Hodnoty rozliSeni vSech
pikt 1 diskriminaéni faktor byly pfi zménach pH MF vyhovujici. Necistota dimer méla

se snizenim pH vétsi retenci na koloné€. Separacni veli€iny jsou uvedeny v tabulce 4.9.
Vyvinuta metoda je v testovaném pH 8,9 - 9,5 robustni, nejkritictéjsi rozliSeni

mezi piky double bond — fesoterodin (vyjadieno pomoci diskrimina¢niho faktoru)

nekleslo pod 0,93 a symetrie hlavniho piku se pohybovala v rozmezi 1,22 — 1,40.
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Tabulka 4.9: Separacni veli¢iny vlivu zmény pH MF na separaci

pH
8,9 zakl. podminky 9,5

rozliSeni:

diol - toluoyl 30,17 31,21 30,32
toluoyl - double bond 5,17 5,12 4,92
double bond — fesoterodin 1,69 1,70 1,68
fesoterodin — benzyloxy 7,96 7,40 7,30
benzyloxy — diacilated 10,19 9,71 9,57
diacilated — dimer 22,45 18,63 18,83
d, double bond — fesoterodin 0,97 0,93 0,95
tr dimer [min] 15,87 14,51 14,65
symetrie fesoterodin 1,40 1,21 1,22

Vliv zmény priitoku MF

Zmeéna pratoku byla sledovana pro = 10 % jeho zékladni hodnoty (0,7 ml/min).
Vysledky nepiinesly Zadnou vyznamnéjs$i zménu pro symetrii fesoterodinu, rozliSeni ¢i
diskrimina¢ni faktor. Retence necistoty dimer se s mensim pritokem MF zvySovala,
naopak jeho zvySenim se retence sniZila. Separacni veliCiny jsou uvedeny v tabulce
4.10. Vyvinutd metoda je ve sledovaném rozmezi pritoku robustni, d, double
bond - fesoterodin neklesl pod hodnotu 0,94 a symetrie fesoterodinu se pohybovala

vrozmezi 1,16 - 1,19.

Tabulka 4.10: Separacni veli¢iny vlivu zmény pritoku MF na separaci

pritok
0,63 ml/min  zakl. podminky 0,77 ml/min

rozliSeni:

diol-toluoyl 31,58 32,67 32,06
toluoyl-double bond 491 5,50 5,68
double bond — fesoterodin 1,70 1,79 1,81
fesoterodin — benzyloxy 7,32 7,74 7,82
benzyloxy — diacilated 9,32 10,37 10,77
diacilated — dimer 18,86 18,51 18,10
d, double bond — fesoterodin 0,93 0,94 0,96
tr dimer [min] 15,16 14,36 13,78
symetrie fesoterodin 1,18 1,19 1,16
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Vliv zmény teploty na koloné

Vliv teploty kolony na separaci byl testovan pro £ 5 °C zakladnich podminek
(35 °C). Nejvice se zmena teploty projevila na t. dimeru, zména reten¢niho casu
vykazovala stejny trend jako u zmény pritoku. Teplota ma maly vliv také na symetrii
fesoterodinu, ktera se zvySenim teploty zvysuje a naopak.

Z tabulky 4.11 je patrné, Ze metoda je v testovaném rozmezi teplot kolony
robustni, d, double bond — fesoterodin neklesl pod hodnotu 0,93 a symetrie hlavniho
piku se pohybovala v rozmezi 1,15 — 1,25.

Tabulka 4.11: Separacni veli¢iny vlivu zmény teploty kolony na separaci

teplota na kolon¢

30 °C zakl. podminky 40 °C
rozliSeni:
diol - toluoyl 30,51 31,21 31,68
toluoyl - double bond 5,58 5,12 4,62
double bond — fesoterodin 1,70 1,70 1,77
fesoterodin — benzyloxy 7,47 7,40 7,52
benzyloxy — diacilated 9,90 9,71 9,96
diacilated — dimer 19,82 18,63 18,10
d, double bond — fesoterodin 0,95 0,93 0,96
tr dimer [min] 15,07 14,51 14,15
symetrie fesoterodin 1,25 1,21 1,15

Vliv zmény obsahu organické slozky MF

Zména podilu organické slozky MF byla testovana zvySenim a sniZzenim jeho
podilu o 2 % béhem celého gradientového programu (pocatecni obsah MeOH v MF
60 %). Jeho zmény se opét nejvice projevily na t. dimeru — sniZenim obsahu MeOH
v MF o 2 % zptsobilo jeho vétsi retenci a naopak. Separacni veliiny jsou uvedeny
v tabulce 4.12.

Vyvinutd metoda se ukazala byt robustni pro testovanou zménu organického
modifikatoru, d, double bond — fesoterodin opét neklesl pod hodnotu 0,93 a symetrie

fesoterodinu se pohybovala v rozmezi 1,21 — 1,22.
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Tabulka 4.12: Separa¢ni veli¢iny vlivu zmény obsahu organické slozky MF na separaci

gradient
2% zakl. podminky +2%

MeOH MeOH
rozliSeni:
diol - toluoyl 31,77 31,21 29,91
toluoyl - double bond 5,04 5,12 5,20
double bond — fesoterodin 1,71 1,70 1,77
fesoterodin — benzyloxy 7,57 7,40 7,60
benzyloxy — diacilated 9,70 9,71 10,14
diacilated — dimer 20,51 18,63 17,45
d, double bond — fesoterodin 0,93 0,93 0,97
tr dimer [min] 15,65 14,51 13,82
symetrie fesoterodin 1,21 1,21 1,22

Kolona jiné Sarze

V ramci testovani robustnosti byla provedena analyza na koloné jiné Sarze sorbentu.
Cilem testu bylo rovnéZ otestovat selektivitu déle pouzZivané kolony. Na starSi koloné

bylo dosazeno obdobné selektivity jako na hlavni (nové) pouzivané koloné, vSechny

separacni veli¢iny jsou uvedeny v tabulce 4.13.

Tabulka 4.13 Separacni veli¢iny za pouziti kolony jiné Sarze

zakl. podminky

Jina SarZe

rozliSeni:

diol - toluoyl 31,21 29,12
toluoyl - double bond 5,12 4,70
double bond — fesoterodin 1,70 1,58
fesoterodin — benzyloxy 7,40 6,96
benzyloxy — diacilated 9,71 8,81
diacilated — dimer 18,63 17,02
d, double bond — fesoterodin 0,93 0,95
tr dimer [min] 14,51 14,55
symetrie fesoterodin 1,21 1,15
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4.4.2 Presnost

Pro stanoveni pfesnosti bylo pfipraveno 6 zkousSenych roztokil fesoterodin
fumaratu (FF 1 - FF 6), pfipravenych samostatnym postupem. Vyhodnoceni pfesnosti je

uvedeno v tabulce 4.14. RSD ¢inila po zaokrouhleni na tfi desetinnd mista 2,56 %.

Tabulka 4.14: Vyhodnoceni pfesnosti metodou vnitini normalizace

vzorek plocha diol
[Yo]

FF 1 0,135
FF 2 0,130
FF 3 0,128
FF 4 0,125
FF 5 0,129
FF 6 0,128

prumer 0,129

% RSD 2,56

Metoda se ukazala byt piesna, jelikoz byl splnén pozadavek RSD <5 %.

4.4 .3 Linearita

Linearita byla vyhodnocena pro diol i1 fesoterodin, aby bylo mozno vypocitat
odezvovy faktor diolu ze smérnic linearit. Bylo pfipraveno 11 analyzovanych roztokt
obsahujici tyto dvé latky s odstupfiovanou koncentraci (pfiprava viz kapitola 3.5).
Vyhodnoceni bylo provedeno metodou linedrni regrese pomoci ploch piki v Microsoft
Office Excel 2007. Kalibra¢ni pfimky byly pouZity pouze k vyhodnoceni linearity,
nikoli pro hodnoceni spravnosti. Grafy linedrnich regresi jsou uvedeny na obrazcich

44.1a4.42.

68



6000000
y =42501x + 9860,6

5000000 R7=0,9999  —
5
» 4000000
*
> /
=
s 3000000
&
a /
2
g 2000000
T’. /

1000000

0
0 20 40 60 80 100 120
koncentrace [%]

Obr. 4.4.1: Graf linearni regrese fesoterodinu
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Obr. 4.4.2: Graf linearni regrese diolu

Hodnota korelacniho koeficientu pro diol byla R =1,0000 a spliuje tedy

pozadavek na linearitu Rimp > 0,997.
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4.5.4 Odezvové faktory

Odezvovy faktor necistoty diol byl vypocitan pro spravné vyhodnoceni vytéznosti za

pouziti nasledujiciho vzorce:

Cr = Slref _ 42501
T Sl ger 58281

= 0,729

slrer = smérnice linearity fesoterodinu, slaet = smérnice linearity diolu

4.4.5 Spravnost

Spravnost, vyjadiena jako vytéznost, byla vyhodnocena pro diol na hladinach
99,95 %, 50 %, 5 % a 0,05 % (viz tab. 4.15). Hodnoty teoretickych ploch pro hladiny
50, 5 a 0,05 % se neménily, jelikoz byly vzorky pfipravovany spikovanim ze stejnych

zasobnich roztoka.

Tabulka 4.15: Vyhodnoceni vytéZznosti necistot diol pro rizné koncentra¢ni hladiny

nalezena teoreticka

hladina plocha [%] plocha [%] vytéznost [%] RSD [%]

99,962 101,6 98,39

99,95 % 99,962 100,8 99,17 0,37
99,962 100,8 99,17
49,221 98,44

50 % 49,222 50 98,44 0,02
49,201 98,40
4,939 98,78

5% 4,761 5 95,22 1,76
4,947 98,94
0,057 114,00

0,05 % 0,055 0,05 110,00 1,46
0,056 112,00

Vytéznost se v zavislosti na dané koncentracni hladiné pohybovala v rozmezi
95,22 - 114,00 %, RSD se pohybovalo v rozmezi 0,02 — 1,76 %. Vytéznost odpovidala
limitnim pozadavkiim pro vSechny koncentra¢ni hladiny (limity jsou uvedeny

v kapitole 3.5).
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4.4.6 LOD, LOQ

Z provedené analyzy placeba byl vyhodnocen Sum v okoli u¢inné latky a necistoty
diol. Pomoci smérnice linearity byly vypoc¢itdny hodnoty LOD a LOQ, viz tabulka 4.16.
Limity byly vypocitany i pro fesoterodin, aby tyto hodnoty mohly reprezentovat limity
ostatnich necistot (pro které nebyla validace provedena) a mohou byt pfitomny pii

urcovani Cistoty.

Tabulka 4.16: Detek¢ni a kvantitativni limity

fesoterodin diol
2 Sum 32,29 32,29
smérnice linearity 10042 8724
LOD 0,010 % (0,05 pg/ml) 0,011 % (0,06 pg/ml)
LOQ 0,032 % (0,16 pg/ml) 0,037 % (0,19 pg/ml)

Nejnizsi detekovatelna koncentrace fesoterodinu za pouziti vyvinuté HPLC metody
je 0,05 pg/ml, kvantitativni limit pfedstavuje koncentrace 0,16 pg/ml. Pro necistotu diol

jsou to hodnoty LOD = 0,06 pg/ml a LOQ = 0,19 ng/ml.

4.4.7 Selektivita

Pro zjiSténi selektivity byl pouZzit roztok vzorku fesoterodinu s 0,5% piidavkem
vSech zkoumanych necistot (ptiprava viz kap. 3.4). Separace vSech sloZzek je zobrazena
na chromatogramu na obrazku obr. ¢. 4.4.3. Chromatografické piky jednotlivych
necistot maji odliSné retencni ¢asy od ucinné latky. Odd€lni necistoty double bond od
fesoterodinu bylo vyhodnocovano pomoci diskriminac¢niho faktoru, ktery bere v uvahu
relativni vysku pikt. Pfedlozena HPLC metoda umoziiuje selektivné zméfit plochu piku

ucinné latce fesoterodinu a vS§em zkoumanym necistotam.
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Obr. 4.4.3: Chromatogram prokazujici selektivitu metody. Diol (1), toluoyl hydroxy
(2), double bond (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6), diacilated (7).
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4.5 Degradacni studie

V degradac¢nich studiich byla hodnocena mira narGstu degradacnich produkti
fesoterodinu za riznych podminek. Dale byla vySetiena spektralni ¢istota hlavniho piku

porovnavanim jednotlivych UV/VIS spekter v ramci piku.

Teplota a vlhkost

Teplotou 60 °C byly zatizeny celkem dva vzorky, prvni pfi relativni vlhkosti
(RV) 10 %, druhy pfi relativni vlhkosti 75 %. Suché teplo (10 % RV) nemélo na aktivni
latku vliv, jelikoz nedoslo k tvorbé zadnych degradacnich produktii. Ukazalo se vsak, ze
na degradaci ma velky vliv ptisobeni vlhkosti, nebot’ celkovy soucet necistot ve vzorku
zatizené¢ho vlhkosti 75% RV byl 35,87 %. Hlavnim degradacnim produktem byl diol
(21,88 %), ktery byl zaroveil jedinou zndmou necistotou fesoterodinu. V tabulce 4.17
jsou uvedeny vSechny vznikajici necistoty v jejich retenénim potadi, nezndmé necistoty

jsou oznaceny ,,imp“ a jejich reten¢nim Casem.

Tabulka. 4.17: Degradacéni produkty vzork zatizenych teplotou a vlhkosti po dobu 72

h.
degradacni produkty [%]
celkem im Diol im im feso imy im
nedistot P 2.6 p 5.3 P 6,2 . p 104 1MpP 11,8
nezatiZeny vz. 0,18 - 0,18 - - 99,82 - -
60 °C, 10 % RV 0,18 - 0,18 - - 99,82 - -

60 °C, 75 % RV 35,87 1,08 21,88 1,48 1,19 64,13 4,38 5,86

Na obréazcich 4.5.1 a 4.5.2 jsou uvedeny vysledky testl spektralni Cistoty piku

fesoterodinu pro teplotni a vlhkostni zatézové zkousky.
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Obr. 4.5.1: Vysledek spektralni Cistoty fesoterodinu ve vzorku zatizeném 60 °C, 10% RV.
Spektralni cistota = 0,198, limit spektralni Cistoty = 0,323. Vysledek hodnoceni

spektralni Cistoty — vyhovuje.
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Obr. 4.5.2: Vysledek spektralni Cistoty fesoterodinu ve vzorku zatizeném 60 °C, 75% RV.
Spektralni cistota = 0,147, limit spektralni cistoty = 0,218. Vysledek hodnoceni

spektralni Cistoty — vyhovuje.

Vliv kyseliny a zasady

V méné zatizeném vzorku kyselinou octovou byl celkovy soucet degradacnich
produkti 4,49 %. Za téchto podminek se tvotila pfevazné necistota diol (1,04 %) a

nezndma necistota v ¢ase 11,4 min (2,79 %). Pti delSim zatizeni vzorku byla degradace
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712 29,60 % a reakce piesla ve prospéch neznamé necistoty, diol jiZ ve vzorku nebyl.

Jelikoz se neznamd necistota vyskytovala ve vzorku ve vyznamném mnozstvi, bylo

mozné ji dobfe identifikovat pomoci LC-ESI-MS. Struktura této necistoty je navrzena

na obrazku 4.5.3. Vsechny degrada¢ni produkty, vznikajici vlivem CH3COOH, jsou

uvedeny v tab. 4.18.

N
)
H3C

Obr. 4.5.3: Struktura necistoty, vznikajici po zatizeni vzorku kyselinou

octovou. Struktura navrzena na zakladé MS spektra.

Tabulka. 4.18: Degrada¢ni produkty vzorkl zatizenych CH;COOH.

CH3COOH

degradacéni produkty [%]

g:llf:tr; diol imp7o imp7o  feso.  impuas  diacil. imp 137
nezatizZeny vz. 0,18 0,18 - - 99,82 - - -
5h 4,49 1,04 0,66 - 95,51 2,79 - -
24h 29,60 - 1,71 145 7040 2581 0,33 030

Na obrazku 4.5.4 je uveden vysledek spektralni ¢istoty piku fesoterodinu.
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Obr. 4.5.4: Vysledek spektralni Cistoty fesoterodinu ve vzorku zatizeném CH3COOH.
Spektralni cistota = 0,108, limit spektralni cistoty = 0,264. Vysledek hodnoceni

spektralni Cistoty — vyhovuje.

Vliv NH4OH ukazal, Ze je fesoterodin nachylny na alkalické podminky. Jelikoz
se u FDS hodnoti degradace do 10 %, Ize 5 i 24 hodinovy vzorek povazovat za
ptetizeny (31,50 a 99,69 % degradac¢nich produktll). Hlavnim degrada¢nim produktem
obou vzorkil byl diol, dale bylo mozno pozorovat nartist necistoty diacilated, coz je
degradacni produkt, ktery vznika néasledné po vzniku diolu. V tabulce 4.19 jsou uvedeny
vSechny degradacéni produkty, vznikajici po zatizeni vzorku NH4OH. Spektralni Cistota

piku fesoterodinu je vyhovujici (viz obrazek 4.5.5).

Tabulka. 4.19: Degradacni produkty vzorkl zatizenych NH4OH.

NH4OH
degradaéni produkty [%o]
celkem . diol i . f diacil .
nedistot WP 2.5 iol impe2 impes feso. iacil.  imp 128
nezatizZeny vz. 0,18 - 0,18 - - 99,82 - -
5h 31,50 - 28,04 - 0,38 68,50 3,09 -
24 h 99,69 0,98 93,64 1,70 0,41 0,31 1,49 0,48
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Obr. 4.5.5: Vysledek spektralni Cistoty fesoterodinu ve vzorku zatizeném NH4OH.
Spektralni ¢istota = 0,213, limit spektralni ¢istoty = 0,32. Hodnoceni spektralni Cistoty —

vyhovuje.

Oxidace

Diol byl hlavnim degradacnim produktem pii zatiZzeni vzorku 3% H20Oz. Po 5
hodinach doslo k celkové degradaci 5,18 %. V menSim mnozZstvi doSlo také ke vzniku
necistoty diacilated (0,16 %). VySe zminéné necistoty vSak nemohou vznikat oxidaci,
ale vznikaji hydrolyzou a esterifikaci fesoterodinu. Vznikly pravdépodobné ptisobenim
vody obsaZené v testovacim roztoku H>Os. 24 hodinovy vzorek byl opét prili§ zatiZen,
jelikoz doslo k degradaci 15,13 %. Degradaéni produkty jsou uvedeny v tabulce 4.20,
vysledek spektralni ¢istoty na obrazku 4.5.6.

Tabulka. 4.20: Degrada¢ni produkty vzorki zatizenych 3% H>O».

3 % H20:

degradacni produkty [%]

cell'cem imps47 diol imp7o impso feso. imp 11,1 diacil. imp 137
necistot
nezatiZzeny vz. 0,18 - 0,18 - - 99,82 - - -
5h 5,18 0,55 4,12 - - 94,82 0,16 0,16 0,19
24 h 15,13 0,65 10,87 0,55 0,54 84,87 0,36 0,95 1,21
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Obr. 4.5.6: Vysledek spektralni Cistoty fesoterodinu ve vzorku zatizeném 3% H20O..
Spektralni cistota = 0,247, limit spektralni Cistoty = 0,363. Vysledek hodnoceni

spektralni Cistoty — vyhovuje.

Svétlo
Analyza vzorku, ktery byl vystaven svétlu ve svételné komote, neodhalila zadné
degradacni produkty. Fesoterodin tedy lze vii¢i svétlu povazovat za stabilni. Vysledek

hodnoceni spektralni Cistoty je uveden na obrazku 4.5.7.
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Obr. 4.5.7: Vysledek spektralni Cistoty fesoterodinu ve vzorku zatizeném svétlem.
Spektralni cistota = 0,132, limit spektralni cistoty = 0,216. Vysledek hodnoceni

spektralni ¢istoty — vyhovuje.
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degradaini produkty [3]

4.6 pH zavislost hydrolytické degradace

Vyvinutda HPLC metoda byla dale pouzita k podrobnéjsi charakterizaci pH stability
fesoterodinu v roztoku. Byl studovan vliv pH na aktivni latku v rozmezi pH 2 — 10.
Jediny degradacni produkt, vznikajici ve vyznamném mnozstvi béhem hydrolyzy, byl
diol. Na zaklad¢ jeho procentualniho zastoupeni ve vzorku byla sestrojena kiivka,
zobrazujici pH profil hydrolyzy fesoterodinu (viz obr. 4.6.1.). Potvrdilo se, ze aktivni
latka je citliva na alkalické prostfedi (hydrolyzu). Ve vzorku s roztokem o pH 6,2 byl
nartist necistoty diol 0,44 %, v pH 7 uz tento narutst Cinil ptes 7 %. V roztoku o pH 8
pteslo v diol 21,4 % fesoterodinu a v pH 10 vice jak 66 %. V kyselé oblasti pH 2 byla
rovnéZ zaznamenana vyznamna degradace aktivni latky, kterd ¢inila 7,7 %. V rozmezi
pH 3 - 6,2 je mozno pozorovat stabilni oblast, ve které¢ nedochéazi k vyznamnému

vzniku degradac¢nich produkti.

Vysledky degradace v roztoku byly porovnany s experimenty, provadénymi v pevné
fazi. Hydrolytickd necistota diol se projevila jako jediny degradacni produkt, coz
predstavovalo hlavni rozdil mezi experimenty v pevné fazi. Vzorek v pevné fazi po 24
hodinovém plisobeni CH3COOH neobsahoval tuto necistotu vibec a pusobenim
NH4OH vznikal v men$im mnozstvi rovnéz produkt esterifikace necistota diacilated.
Oboji provedeni experimentu prokazalo vysokou nachylnost fesoterodinu na alkalické

prostiedi.

70
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30
20 *

10

Obr. 4.6.1: pH profil hydrolyzy fesoterodinu, analyza pomoci vyvinuté HPLC
metody.
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5. ZAVER

V této diplomové praci byla vyvinuta HPLC metoda pro hodnoceni stability a Cistoty
1éCiva fesoteorodinu. Cilem prace bylo nalézt optimalni podminky pro separaci
fesoteorodinu od jeho Sesti znamych necistot a provést charakterizaci jeho chemické
stability.

K vyvoji HPLC metody byl pouzita metoda planovanych pokust. Celkem bylo
testovano 13 chromatografickych kolon. Optimélni chromatograficky systém se skladal
z kolony X Bridge BEH-CS8 (2,5 um, 100 x 4,6 mm), mobilni faze obsahovala 10mM
boratovy pufr pH 9,2 (slozka A) a methanol (slozka B). Eluce byla gradientova (¢as: 0-
4-9-16-17-22, slozka B: 60-65-90-90-60-60) a pratok mobilni faze byl 0,7 ml/min.
Davkovany objem vzorku byl 5 pl, teplota kolony byla 35 °C a detekce probihala pfi
227 nm pomoci DAD detektoru.

Vyvinuta HPLC metoda byla validovana pro necistotu diol, validované parametry
byly robustnost, pfesnost, spravnost, linearita, odezvovy faktor, LOD, LOQ a selektivita
(selektivita metody pro fesoterodin a vSechny necistoty). Metoda vyhovéla vSem
valida¢nim pozadavkiim. RSD pro ptesnost byla 2,56 %, korela¢ni koeficient linearity
byl 1,000 a odezvovy faktor necistoty diol byl 0,729. Spravnost, vyhodnocena jako
vytéznost byla métena na 4 koncentracnich hladinach — 99,95 %, 50 %, 5 % a 0,05 % a
RSD se pohybovala v rozmezi 0,02 - 1,76 %. LOD a LOQ necistoty diol byly 0,06
pug/mla 0,19 ng/ml.

Byla provedena degradacni studie, kterd prokéazala, ze vyvinuta HPLC metoda je
stabilitu indikujici. Ziskané vysledky byly déale pouzity pro zhodnoceni chemické
stability fesoterodinu. Bylo zji§téno, Ze fesoterodin je velmi citlivy na vysokou vlhkost
a naopak nizka vlhkost méa vyrazny stabiliza¢ni vliv. Vlhkost vytvaii prostfedi pro
hlavni degrada¢ni mechanismus, kterym je hydrolyza. Timto mechanismem vznika
hlavni degrada¢ni produkt diol. Nejvetsi vliv ma hydrolyza v alkalické oblasti pH, coz
bylo prokézano také néslednym testem zavislosti degradace fesoterodinu na pH.
Vramci tohoto testu bylo odhaleno, Ze vrozmezi pH 3,0 — 6,2 je degradace
fesoterodinu nejniz§i.  Déle bylo zjiSténo, ze za studovanych podminek fesoterodin
netvoii oxidacni produkty a je velice stabilni na svétle (320 — 800 nm) po dobu 72 h.
Vyse uvedené zaveéry jsou klicové pro chemickou stabilizaci fesoterodinu v nasledném

vyvoji léCivého pripravku.
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Piiloha A: Porovnani chromatogrami separace na kolon¢ Poroshell 120
SB-C18 za pouziti MeOH a ACN jako organicky modifikator MF. Diol (1),
double bond (2), toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy
(6), diacilated (7). Fin = 0,8 ml/min, Tk = 35 °C, detekce pti A= 220 nm.
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Piiloha B: Porovnani chromatogramt separace na koloné Poroshell 120 EC-
C18 za pouziti MeOH a ACN jako organicky modifikdtor MF. Diol (1),
double bond (2), toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy
(6), diacilated (7). Fimn = 0,8 ml/min, Tk = 35 °C, detekce pti A= 220 nm.
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Priloha C: Porovnani chromatogramu separace na kolon¢é Kinetex C18 za
pouziti MeOH a ACN jako organicky modifikdtor MF. Diol (1), double
bond (2), toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6),
diacilated (7). Fm = 0,8 ml/min, Tyx = 35 °C, detekce pii A= 220 nm.
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Priloha D: Porovnani chromatogramu separace na kolon¢ Cortecs C18+ za
pouziti MeOH a ACN jako organicky modifikdtor MF. Diol (1), double
bond (2), toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6),
diacilated (7). Fm = 0,8 ml/min, Tx = 35 °C, detekce pti A= 220 nm.
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Priloha E: Porovnani chromatogramii separace na koloné Kinetex C8 za pouZiti
MeOH a ACN jako organicky modifikator MF. Diol (1), double bond (2),
toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6), diacilated (7).
Fn=0,8 ml/min, Ty =35 °C, detekce pii A= 220 nm.
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Priloha F: Porovnani chromatogramii separace na kolon& Poroshell 120
Phenyl Hexyl za pouziti MeOH a ACN jako organicky modifikdtor MF.
Diol (1), double bond (2), toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5),
benzyloxy (6), diacilated (7). Fim=0,8 ml/min, Tx = 35 °C, detekce pfi
A=220 nm.



odezva detektoru (mAU)

Kinetex Phenyl Hexyl

2+3+4
1
6 7
5
JL_A_AA_M——A—’-A—"
1 2+3+4
<
7
M—L
4 5 6 7 8 9 10 11

cas (min)

Priloha G: Porovnani chromatogrami separace na kolon¢ Kinetex Phenyl
Hexyl za pouziti MeOH a ACN jako organicky modifikator MF. Diol (1),
double bond (2), toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy
(6), diacilated (7). Fim = 0,8 ml/min, Tk = 35 °C, detekce pfi A= 220 nm.
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Priloha H: Porovnani chromatogrami separace na kolon¢ XBridge BEH C8
za pouziti MeOH a ACN jako organicky modifikdtor MF. Diol (1), double
bond (2), toluoyl hydroxy (3), fesoterodin (4), dimer (5), benzyloxy (6),
diacilated (7). Fm = 0,8 ml/min, Tx = 35 °C, detekce pii A= 220 nm.



