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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva problematikdippavy standanil Cilem prace bylo ffpravit

tiéi necistoty, které jsou specifikované v Iékopisech. #ddrse mofetil N-oxid, ktery je
degradani produkt vznikajici oxidaci mykofenolatu mofetilDale o cyklosporin V, ktery
je neistotou doprovazejici vyrobu cyklosporinu A. A fgerdradant paclitaxelu, ktery je
specifikovanou n#&stotou vyskytujici se v substanci semisynteticképaclitaxelu
vznikajici degradaci stlem. Ri ptipraw se vyuZzilo metod vysocecinné kapalinovée
chromatografie, chromatografie na tenké Wspreparativni chromatografie a organické
syntézy. Sotasti prace je potvrzeni totoznosti a charakterizag@avenych standatd
metodami hmotnostni spektrometrie, idevené spektrometrie a nuklearni magnetické

rezonance.

Kli¢cova slova: mykofenolat mofetil, cyklosporin V, fdiegradant paclitaxelu, izolace,
preparativni chromatografie, vysoc&nna kapalinova chromatografie, chromatografie na

tenké vrst¢

ABSTRACT

This thesis deals with preparation of standard® dim was to prepare three impurities,
which are specified in the pharmacopoeias. It igetild\N-oxide, which is a degradation
product arising from oxidation of mycophenolate &ivf The second was cyclosporine V,
which is impurity accompanying the production of clogporin A. Product of
photodegradation of paclitaxel, which is occurringa specified impurity in a substance
resulting from the degradation of semisynthetidipacel with light was prepared too. The
preparation methods as. high-performance liquid omiatography, thin layer
chromatography, preparative chromatography andnarggynthesis was used. The identity
and characterization of prepared standards wasrewd by following methods of analysis

— mass spectrometry, infrared spectrometry anceauchagnetic resonance.

Keywords: mycophenolate mofetil, cyklosporine V,oguct of photodegradation of
paclitaxel, isolation, high performance chromatpsa preparative chromatography, thin

layerchromatography
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UvoD

Tato diplomova prace se zabyva standardnimi latkeeférenimi materialy, standardy),
které jsou wfené pro kontrolu kvality aktivnich farmaceutickyslibstanci (dale jen
substanci) s vyuzitimaznych analytickych metod. Tyto standardni latkyujseedilnou

souwasti kazdé z pouzitych analytickych metod, kterdvizaoji kvalitu a totoZnost
testovanych substanci. Standardni latky jsou zglawdodavany renomovanymi vyrobci
(nag. MERCK, Sigma-Aldrich) nebo jsou distribuovanyep |ékopisné organizace
v pripadt, Ze gisluSna substance, ke které se standardni latkahuwjet je uvedena
v n¢které z lékopisnych monografii. Pokud tyto latkyjsoer kome¢né dostupné, je

zpravidla jedinou moznosti vlastniiprava €chto latek.

Ve farmaceutickém gmyslu se standardni latky pouzivaji jako reférémmaterialy pi
testovani kvality substanci. Pro stanoveni obsationé latky v substanci se pouZivaji
takzvané obsahové standardy. Jedna se zpravididky ¢hemicky identické scinnou
latkou, u kterych je znamigsny obsah. Vedle toho je také velndileZité kontrolovat
obsah né&stot z divodu sledovani bezpeosti I&€iva s ohledem na lidské zdravi a
samozejm¢ provadt jejich identifikaci. K tomuto &elu slouzi standardy identifikai.
Necistotou oznaujeme jakoukoliv slozku substance, ktera neni pentbké strance
identick& s dinnou latkou. Potencialni tistoty jsou pak takové sdistoty, které se
teoreticky mohou objevit v substan@hem vyroby (ozné&ujeme je jako doprovodné) nebo

jejich obsah ndiista Bhem skladovéani substance (o&zmame je jako degradai).

Velmi dialezitym parametrem kvality vyréhych substanci je prévjejich cistota. Pro
bezpénost pacienta a pro lepSi prodejnost substanciajpozejmé zadouci vyraét
substance s maximalnim obsahetiingé latky a tedy s minimalnim obsahenxistot.
Kvalita téchto substanci je kontrolovana statnimi autoritégnaipt. SUKL, FDA), které
provadiji pravidelné audity kontrolujici dodrzovani spréwyrobni praxe (GMP). Prév
vyroba podle pravidel GMP by ¢la zarit, Ze kazda Sarze substance bude mit stejnou
nebo velmi podobnou kvalitu. Finalni produkt jetéesn celodadou analytickych metod,
které maji za cil prokazat, Ze kvalita substancs/fevujici. Kritéria pijatelnosti vysledi
testi jsou definovany v takzvané specifikaci produktyoedfikace je tedy soubor
analytickych test s definovanymi kritérii fijatelnosti, které musi dana substancéeyt,
aby mohla byt pouzita prodébné dely & uz humanni nebo veterinarni mediciny. Tyto

specifikace jsou schvalovanyigiuSnymi registrénimi Ufady v procesu tzv. registrace.
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Registrace je velmi slozity proces, na jehoz kgecpovolenici zamitnuti gisluSného
registr&niho fadu danou substanci pouzivat préekiné édely v prisluSném teritoriu

(nag. USA, Evropska Unie, Japonsko).

Jak uZz bylo uvedeno, pro bezpest pacienta je velmiutezité, aby byla zaji8ha
vyhovujici kvalita substanci pouzitych praiééné dely. Vzhledem k tomu, Ze vyroba
téchto substanci probiha vipném rezimu GMP, jedna se o validovany procesy Kkig
mél poskytovat prakticky stejny profil @estot. Bchem vyvoje tohoto procesu byvaji
vSechny vyznamné tistoty vyskytujici se v gib¢hu celého vyrobniho procesu a nakonec
ve finalnim produktu identifikovany. Ve finalni spikaci substance se objevuji nakonec

ale jen neistoty, které jsou pro dany proces vyroby kritigdpblu s degradaimi produkty.

Z vySe uvedenychivodi je tedy jasny vyznam standardelistot pro potebu kontroly
kvality vyrdbinych substanci. Velky vyznam maji tyto standardymgea i validaci
analytickych metod pouzitych pro kontrolu kvalitybstance, kdy je nutné prokazat
specifitu, gesnost a spravnost pouzité metody. Praktickst této diplomové prace je
zantiena na fipravu dvou degradaich produki, z nichZ jeden jefpraven chemickou
syntézou a druhy izolovan z odpadniho materidluh@pejiciho z vyroby, a jedné

specifikované nastoty ziskané izolaci ztfpodniho materialu.
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1 STANDARDNI LATKY

Standardem z obecného pohledu rozumime @baznavané r¥itko s jistou referefni
hodnotou. Z pohledu vyuziti veédach medicinskych, chemickych a biologickych jeepoj
standard, standardni latka totoZny s vyznamem aefeiho materialu. Na zaklad
rychlého vyvoje chemickych obirbyl v roce 2005 Komisi pro refer&m materialy pi
Mezinarodni organizaci pro standardizaci ISO-REME&@rergni material definovan jako
material o jednozrmé¢ specifikovanych vlastnostech a w@lidch s dostat@mou
homogenitou a stabilitou v zavislosti naelu jeho vyuziti [1-6]. Tento pojem zahrnuje
velmi Sirokou skupinu materig| které niizeme dale &it napt. podle @elu jejich pouziti

na materialy pro kontrolu kvality, certifikovan&eeertni materialy a kalibratory.

Materialy pro kontrolu kvality jsou homogenni a thdeiné stabilni materialy s ohledem na
jednu nebo vice hodnocenych vlastnosti, které jgmdné pro zamyslenycél pouZiti
v procesu rieni. Slouzi pro kontrolu jak viiiti kvality, tak i pro jeji externi hodnoceni.
Hodnocené vlastnosti iwieme rozdlit na kvalitativni a kvantitativni Jsou obvykle
necertifikované, bez uvedeného odhadu nejistotynbbdelicin. Certifikovany referetni
material je materidl s certifikatem, @skenim, vydanym fisluSnou autoritou,
charakterizovan pro jednu nebo vice uvedenychmnesit platnym validovanym postupem.
Kalibranty jsou referefmi materidly wtené, jak uz nazev napovida, préely kalibrace
meficich postufi. VétSinou se jednd o necertifikované materialy, aleuzo
certifikovanych referefmich materidl je nejen mozné, ale i maximélnhodné. Hodnoty
kalibratofi musi mit u¢en odhad nejistoty vysledk méieni, a to i v pipac

necertifikovanych material

Je Zejmé, Ze wadk pripadi se tyto skupiny mohouigkryvat (certifikovany referemi

material niize byt BZn¢ pouzivan jako material pro kontrolu kvalitiykalibrant).

Toto pekryvani je zcela delové a lépe odrazi skdtey stav. Vceské legislativ se

pojmem referetni material zabyva Zakon o metrologii505/1990 Sb.

Jako standardni latky nemusime pouzivat pouze chkgndisté latky, ale také roztoky
standard a plynové srsi nebo matricové referéni materidly. Standardni latkyibeme

rozclit podle oblasti vyuZziti nadkolik zakladnich skupin:
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» standardni latky pro analyzu pivk Zivotnim prostedi (analyza vody,daly,
ovzdusi)

» standardni latky pro klinickou analyzu (analyzyrtka €lesnych tekutin)

» pramyslové standardni latky [7]

» standardni latky pro analyzu potravin (analyza gotr a napaj, potvrzeni
identity pirozere se vyskytujicich latek i latek rjglatnych nebo latek
toxickych)

« standardni latky pro farmacii (opiraji o lékopisséandardy. \WCeské
Republice se jednadesky lekopis z roku 2005)

S ohledem na rozsah se diplomové prace zabyva mtardardnimi latkami tenymi pro

kontrolu kvality produki (substanci) ve farmaceutickéhdupryslu.

Z pohledu klasifikace fZeme tyto standardni latky ragid na primarni a sekundarni.
Primarnim standardem je gla jednoznéné charakterizovana chemicka latka. ¥pact,

Ze neni dostupny oficialni primarni standard (reaeamy vyrobce, |ékopisna agentura), je
nutné gipravit vlastni (tzv. in-house) primarni standardkovato latka musi byti¢ladne
charakterizovanaiznymi analytickymi technikami, které prokazuji ctiekou strukturu a
zpasobilost pouziti k zamyslenémuwalu. Jako sekundarni standardy jsou ¢smany
latky, u kterych je prokadzana navaznostigslpSnym primarnim standardem. Takovéto

standardy se pouzivaji prédmé &ely kontroly kvality.

Déale mizeme rozdlit standardy podle &elu pouziti na obsahové a identiféke.
Obsahové standardy jsou pouzivany pro prokazamnické struktury a jako referéni pro
stanoventistoty cilové latky. Jsou to zpravidla chemickéyab maximalg moznécistote
s jednozn&né prokazanou chemickou strukturowiatotou, kterou v fipack obsahovych
standard nazyvame potenci. Potenci standardu je nutno gitamidlostat&nou gesnosti a
spravnosti na zakladsouboru mteni ziskaného pomoci vhodnych analytickych technik.

Identifika¢ni standardy slouZi pouze k prokazani chemickéisiryy Mohou to byt i latky

TNy

Identifika¢ni standardy jsou udezité zejména pro potvrzeni identity ¢retot.
Necistoty pitomné ve farmaceutickych substancich maji niigday vliv na jakost,
bezpénost a dinnost €Ki, a proto je nutné jeudledrg sledovat. Né&stoty mizeme
klasifikovat podle typu na organické (vychozi megtlr vedlejSi produkty, meziprodukty,

degradani produkty a dalSi), anorganické (anorganické, 48kké kovy, katalyzatory a



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

dalSi) a rozpoustla. Pro neistoty vyskytujici se ve finalnim produktu v obsabyssim
nez 0,05 % je nutné provést jejich identifikacilo@& neistota se nejprve vyizoluje
z produktu ve velmi malém mnoZstvi (jednotky migi)) a o dostainé cistote.
Nasledr se provede jeji identifikace @@eni chemické struktury) pomoci alesipdvou
nezavislych identifikénich technik, zpravidla MS a NMR. Pokud je moZnéistetu
synteticky gipravit, gipravi se ¥tSi mnozstvi této ristoty fadow stovky miligranit az
gramy) zejména procely validaci analytickych metod. Pokud se jedngecgikovanou
nedistotu (identifikovana n@stota jejiz obsah je kontrolovan ve finalnim pri), je
nutné mit dostatmé mnoZzstvi standardu dan&iseoty pro &ely identifikace pi pouziti

konkrétni analytické metody.
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2 CHARAKTERIZACE IZOLOVANYCH STANDARD U

Charakter izolovanych standard farmakologického hlediska. Jejickinnost v lidském

téle a zgisoby vyuziti.

2.1 Imunosupresiva

Imunosupresiva (immunosuppressants) jsou léky birdr@bo sniZujici imunitni odpéy
organismu k transplantovanému orgénu [8]. Jsougéy transplantovany z jiného darce
piijemci, mize dojit k odmitnuti, rejekci. Imunitni systémize vyvolat sled reakci, které

mohou vést k poSkozeni organu, tento proces sevaaejekce a rive byt b’

akutni-rychla nebo chronicka-dlouhodoba. K odmitmafize dojit i fes Uzké slathi
darce a Hjemce. Imunosupresiva vyznamsnizuji riziko odmitnuti transplantovaného
organu, chrani jej a zachovavaji vSechny jeho fanKgsto léky fisobi tak, ze blokuji

imunitni systém pacienta.

Kromé¢ toho se pouZzivaji k¢ zavaznych onemoéni kiZze — psoriaza, Crohnova
chorobaci revmatoidni artritida. Jejich zakladni r@kehi je na Iéky inhibujici aktivaci T-
burgk (cyklosporiny), léky naruSujici syntézu DNA, RNA tim burcéné dleni

(azathioprin) a kortikosteroidy (prednisolon)gilé k tlumeni za#&u doprovazejiciho

rejekci transplantovaného organu [9].

2.1.1 Mykofenolat mofetil

Pouziti
Mykofenolat mofetilu (mycophenolate mofetil) pigke skupig imunosupresiv, ale nyni je
doporiovan i jako €k na ¢kterd autoimunitni onemoéni. Mykofenolat je pouzivan k
lécbé lidi s Lupus Erythematosus (zejména s ledvinovynenoocgnim), revmatoidni

artritidé,  vaskulitict, Crohno¢  chorok a  rekterym koznim nebo

ledvinovymonemoactnim.
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U¢inek
Mykofenolat misobi ciled na enzym inosin monofosfat dehydrogenazu, ktemjajezity

pro tvorbu DNA v biikach. Tim, Ze dochazi k manipulaci s DNA, sniZzwjekici burgk

imunitniho systému, které jsou hyperaktivnifillad u autoimunitnich onemoémi [11].

2.1.2 Cyklosporin

Pouziti

Také cyklosporin (Cyclosporine A, Ciclosporine) ipamezi imunosupresiva
produkovand plistimi, pouziva se i k ¢ téZkych gipadi lupénky nebo revmatoidni

artritidy. Hlavni vyuziti je u paciefits nefrotickym syndromem nebo po transplantaci
kostni dens [12].

Uginek
Uginnost cyklosporinu souvisi s jeho schopnosti iokédi produkci cytokif
zejména interleukinu II-2 (vliv na B lymfocyty a & [13]. To je spjato s inhibicitpnosu

signah z receptar T lymfocyti do jader,éimZz dochazi k zablokovani aktivace georo

syntézu lymfokii uz kEhem transkripce [14].

2.2 Cytostatika

Cytostatika (cytostatics) jsodipodni nebo syntetické latky inhibujici bitmé cleni a tim
pozastavujicitrst burgk. Primari jsou pouZzivany k kbé rakoviny, @i chemoterapiich, a
castén¢ take v I€b¢ autoimunitnich onemo¢ni. Jejich mechanismusigobeni spgiva

v naruSeni metabolickych prodeprobihajicich v biice. Proto poSkozuji zejména rychle
rostouci buiky, nagiklad epitelialni. Vzhledem k tomu, Ze nadorovékyurostou rychleji

a maji snizenou schopnost opravy jsou také nateyiks citlivéjSi. Maji mnoho vedlejSich
acinka, protoZze ovliviuji i krvetvorbu a negativn piasobi na sliznici traviciho traktu.

N¢kterd cytostatika jsou kancerogenni (rakovinotvpengutagenni [10].
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2.2.1 Paclitaxel

Pouziti

Paclitaxel je pedepisovanym lékem kdb¢ rakoviny prsu, rakoviny vajaiki a
rakoviny plic. Je satasti skupiny lék uréenych k chemoterapii zvané taxany. Keonyse

jmenovanych se fize pouzit k 18bé AIDS — Kaposiho sarkomu, ktery nereagoval na jinou
lécbu [15].

Uginek
Paclitaxel je antimikrotubulni agens, které zaggviist nadoru inhibici buigného
déleni — mitézy [16]. Jednd se o latku, kterd intejag(inhibice depolymerizace)

s mikrotubuly (mitotickym ¥eténkem ) za tvorby nenormalnich mikrotubfil7].
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3 CHROMATOGRAFICKE METODY

Chromatografické metody gat mezi zékladni metody pouzivanéi pizolaci
standard. Mezi nejvice vyuzZivané patmetody kapalinové a tenkovrstvé chromatografie.
Je teba také zminit nezanedbatelny potencial elektetifteych metod, které jsou
v souwtasnosti velmi intenzivh vyuzivané v proteomice a genomicédi pzolaci a

identifikaci proteirhi a peptid [18,19].

Chromatografické metody gatmezi separai metody, které vyuZivaji pro separaci
latek jejich rozdilné afinity mezi dwma fazemi, stacionarni (pevnou nebo kapalnou) a

mobilni (kapalnou nebo plynnou).

s s

Kapalinovd chromatografie zahrnuje ve svém nejgirSpojeti vSechny
chromatografické metody s kapalnou mobilni fazidlBosvého usg@dani ji nizeme
rozclit na sloupcovou — kolonovou chromatografii a ehetografii v ploSném uspadani

— planarni chromatografii (papirova a tenkovrstva)

Tato diplomova prace se zabyva zejména vyséikodu kapalinovou chromatografii

(HPLC) a tenkovrstvou chromatografii (TLC), protm joude ¥novana ¥tSi pozornost.
HISTORIE KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE

Pacétky chromatografie se datuji otiepomu 19. a 20. stolef20]. Z pochopitelnych
duavoda je oficialnim dnem zrodu chromatografie oZoano jeji prvni vyznamné pouZiti
Rusem M. S. Cvetem (1872 — 1919) popsané v jgéoku o rostlinnych pigmentech
publikovaném roku 1903 [21]. OvSem jiz v roce 1&T. Dayle [22] rozdlil na sloupci
n¢které frakce ropy. K dalSimu vyznamnému rozvojiochatografickych metod doSlo na
konci druhé sstové valky zakladnimi studiemi plynové chromatograf(gas
chromatography — GC). V polovirpadesatych let ji nasledoval rozvoj chromatograte

tenké vrst¥ (thin layer chromatogramy — TLC).

Roku 1952 dostali Nobelovu cenu Archer John PoNErtin a Richard Laurence

Millington Syne za praci v oboru chromatografie][23

Skute&né bourlivy rozvoj chromatografickych metod nastal az eodh® poloviny
Sedesatych let, kdy bylo mozné diky dostupnostokgdakych pump a detektibra také

diky vyuziti malych poréznicéastic vyuzit naplno potencial vysokotlaké chromedég.
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Prilomem pouziti vysokafinné kapalinové chromatografie (high performanaguit
chromatogramy — HPLC) jako rutinni analytické mgted stala polovina sedmdesatych let

spolu s komeiné dostupnou silikagelovou reverzni fazi s C18 a Kifpmami.

Narnist chromatografickych sepa&rdch metod Bhem minulého stoleti je spojen se

syntézami novych produkfa izolacemi &isténim grirodnich latek.

Vyvoj novych stacionérnich fazi s chemicky vazanyidmemi povysil HPLC na

nejpopularijSi analytickou metodu [24].

PRINCIP CHROMATOGRAFICKEHO BLENI

Chromatografické metody pracuji na principu ustaelymamické rovnovahy analytu
mezi d¥ma nemisitelnymi fazemi. Stacionarni (nepohybliiage fGzn¢ zadrZuje
jednotlivé sodéasti analyzované s¥si, které pak mobilni (pohybliva) faze vymywvié&nou
rychlosti,¢imz dochazi k &éeni jednotlivych sloZzek analytu. Samotn#eti je zavislé na
brzdici sile-retenci, kter4 jeiana a zavisld na odliSnych fyzikalnich principech
(rozpustnost, adsorpce, molekulova filtrace, ioAtovymena). Dochazi k ustaveni
rovnovahy mezi sorpci na pevné fazi a desorpci dbilmi faze [25].Cim pevrji je latka

na sorbentu zadrzena, tim pomaleji se vymyva [26].
ROZDELENI CHROMATOGRAFICKYCH METOD

Chromatografické metodyiiieme dlit podle tiznych pohled:

» skupenstvi mobilni faze — plynova (GC) a kapalinfiv@)

» zpasob ulozZeni stacionarni faze — kolonova (sloupcavdpsna (planarni)
e princip separace — rogldvaci, adsorgni, iontow vymeénna a gelova

» zpasob provedeni — etai (analyticka ch.), frontalni a \ignovaci

* Ucel pouziti — analyticka a preparativni

Nasledujici tabulka slouzi jakdghled chromatografickych metod.
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Prehled chromatografickych metod

22

Mobilni faze| Stacionarni | Mechanismus &eni Chromatografie
faze
plyn kapalina roz8ovaci rovnovaha plynova ro#dvaci (GLC)
(GC) pevna latka adsorpce plynova ad&otr§GSC)
sitovy efekt plynova na molekulovych sitech (3S
kapalina kapalina roztbvaci rovnovaha kapalinovéa ragdvaci (LLC)
(LC) sitovy efekt gelova perm#d (GPC)
pevna latka |adsorpce kapalinové adsonp (LSC)
tenkovrstva (TLC)
iontova vynina lontongnic¢ové (IEC)
specifické interakce afinitni

Adsorg’ni chromatografie

Adsorgini chromatografie je jeden z nejstarSichatghromatografie. Vyuzivaizne
adsorbované mobilni faze na povrch stacionarni faZ¢ Mira adsorpce je zavisla na
jakosti povrchu adsorbentu, kde se nachazi tz\orptis centra. Zavislost adsorbovaného
mnoZstvi latky na jeji koncentraci v okolnim presii (mobilni fazi) udava adsami

izoterma. V reélnych systémech se uplgitizotermy Langmuirova a Freundlichova.

Stacionarni fazi byva negstji silikagel, modifikovany silikagel (reverzni fAgmére casto
oxid hlinity (TLC). Jako mobilni faze se pouzivajiganicka rozpouétlla [28] ve snisi

s vodou (reverzni faze).

Jednou z forem adsampi chromatografie je afinitni chromatografie, kdenp pevnou
stacionarni fazi imobilizovan vhodny ligand, ktespecificky interaguje s molekulou
analytu. Afinitni chromatografii GZe byt isolovana kterakoliv molekula, ktera reaguje
specificky a reversibik s jinou molekulou. ¥mito dwma molekulami mohou byt n&ap
protilatka - antigen, inhibitor - substrat nebéippdre hormon ¢i Iécivo a @islusny
bilkovinny receptor neboipnaseé. V sowasné dob je mozné vyraft stacionarni fazi
piimo ,na miru“ pro konkrétni molekulu, kdy se negulymerizovat vhodny monomer ve

smesi s cilovou molekulou.
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Po vytvaeni polymerni prostorové struktury se vhodnym eieilenvymyji molekuly cilové
latky. V prostoru polymeru takastanou kavity, které jsou specifické pgapro cilovou

molekulu.

Rozd@lovaci chromatografie

Tento mechanismusigvlada v plynové chromatografii, protoZze je typickyo
piipady, kdy stacionarni fazi je kapalina. K sepataigk dochazi na zakladozdilnych
hodnot rozdlovacich koeficient mezi dema nemisitelnymi fazemi (¢bkapalné, nebo
kapalna a plynna). Hnaci silou tohoto partho procesu je rozdil koncentraci slozky v

jedné a druhé fazi, protoze systém ma snahu dsestdd rovnovahy.

lontovyngnnd chromatografie

lontovymennou chromatografii umaénje separaci analyts elektrickym nabojem.
Pevnou fazi jsou iontonice. lontongnic¢e (ionexy - “ion exchanger” ) jsou pevné latky,
které jsou schopny vy#iovat ionty s kapalnymi fazemCéstice iontorinict obsahuiji
kovalent® vazané ionizovatelné skupiny. Katexy jsou iontaite s kyselou funkni
skupinou (sulfo-kyselina, karboxylova kyselina) zaporny naboj, anex obsahuje
bazickou funkni skupinu (aminoskupinu) a je nositelem kladné&baje. lon obsazeny v
ionexu byva vyminén za ion obsazeny v mobilni fazi nebo ve vzorkuaapnincipu
sougzZeni ionexu o tyto ionty dochazi k separaci. Elpmvadime zrénou pH nebo

iontoveé sily.

Gelova permegni chromatografie

Gelova permeami chromatografie je zaloZzena na principu sitovélfiektu. Jako
stacionarni faze se pouzivaji neionogenni gelyfinaenou velikosti pdr negastji na
bazi polysacharial nebo polyakrylamidu. Realizuje se zpravidla v kaleém usptadani.
Na separaci zde maji rozhodujici vliv rogm molekul. Molekuly ¥tSi nez je velikost
poni v gelu kolonou prot®u v mrtvém objemu. MenSi molekuly pronikaji doraipohi a

zpoAl'uji se.Cim je molekula mensi, tim vice se zpozdi.

V nasledujicich dvou kapitolach bude podrgbn popsan princip dvou
nejpouzivagjSich technik v izolaci standardv prostedi naSi laborate, kterymi jsou

metody tenkovrstvé a kolonové chromatografie v oflakém az vysokotlakém provedeni.
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3.1 Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrgt(Thin-Layer Chromatography — TLC) jegtn
pouzivanou analytickou metodou umajici rychlou a levnou analyzuznych snési [29].
Jako stacionarni faze (adsorbent) jsou pouzivamktioky totozné sorbety jaké jsou
pouzivany v kolonové chromatografii se zrnitost- 80 um. Jsou toipdevsim silikagel
(SiOy) a oxid hlinity (alumina), které jsou v tenké wstzakotvené na sklgné, kovové
nebo plastové desgtie [30]. Jako dalSi specialni sorbenty se v meni$é mouZzivaji

modifikované silikagely (diol, amino, kyano, C1&)lual6za, iontoninice a polyamid.

Volba optimalniho slozeni mobilni faze zavisi nauyinterakci (nap disperzni,
polarni, iontové) [31] a rozpustnosti analytu. &eajgji se pouzivaji srsi polarnich a

nepolarnich rozpousdel. Rozpoug&dla volime podle elutropni sily.

Vzorek se aplikuje na vrstvu adsorbentu (star)Simou pomoci hamiltonovy
stiikacky. Po odpe&eni rozpousgidla je umistn do utsnéné vyvijeci komory s nasycenymi
parami mobilni faze. Start musi byt vzdy nad hladimobilni faze, aby nedoslo k rozmyti
vzorku. Hnaci silou pohybu mobilni faze jsou kapilasily [32]. Rychlost pohybu MF

zavisi na velikosti pdirstacionarni faze a s velikosti parzrista.

Pro identifikaci oddlenych sloZek sisi je nezbytné znat Rf — retar faktor, coz je

pomer vzdalenosti komponenty d@la mobilni faze[33].

3.2 Vysoce &inna kapalinova chromatografie

Vysoce @&inna kapalinovd chromatografie je v podstatylepSenou formou
sloupcové chromatografie. Tuitteme rozdlit na nizkotlakou (LPC), g¢dotlakou (MPC)
a vysokotlakou (HPLC#i ultra &&innou (UPLC). Cely proces probih& za vysokého tlaku
400 MPa. Déale umaditije pouziti mnohem menSiafastic v kolonach, které davajétéi
povrch k interakcim mezi stacionarni a mobilni f4gim dochézi k lepSimu roZieni

sloZzek analyzované sisi [34].

Souvislost mezi difaznimi vlivy a linearni rychlosmobilni faze odvodil van
Deemter. V nejjednodussSim tvaru ma van Deemterovaice nasledujici tvar: a grafické

vyjadreni (viz obr. 1)

H=A+B/lu+C*u
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Obr. 1.Deemterova rovnice

kde:
A - faktor vlivu turbulentni difaze,
B - faktor vlivu molekularni difuze,

C - faktor vlivu odporu u¢i prevodu
hmoty,

u - stedni linearni rychlost toku mobilni
faze.

Obr. 2.Blokové schéma kapalinového chromatogiaki.

Block diagram showing the components of an HPLC instrument
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HPLC systém je vysoce sofistikovany systém, jer@daddnimi komponentami jsou
vysokotlak&terpadla (v sotasnosti schopnd dosahnout maximalniho tlaku a€i b2@),
smesova& mobilni faze, davkova detektor, séra¢ frakci, zapisova a integrator [36].
Analyzovana sws je vstiknuta do proudici mobilni faze davk@em, odkud je unasena
na kolonu, kde na stacionarni fazi dojde k rbedi a posunu na detektor [37]. Davkovani
vzorku se provadi speciélni mikréigackou nebo davkovacim kohoutem [25]. HPLC
kolony jsou ocelové trubice obvykle 10-30 cm dloahenittnim piméru 3 — 5 mm [38],

kde je ukotvena stacionarni faze.

Na vykeru naplré kolony, kvali€¢ sorbentu a jejich rozénech zavisi usfgnost separace

[39]. Kolony jsou nejastji plnény a dodavany komémé. Dnes se jako zakladni adsorbent



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

pouziva silikagel, me&npak oxid hlinity. Standardni velikoséstic v kolo® je 3, 5, 10 um.
NejmensSi komeiné dodavan&astice maji velikost 1,5 pm.tkzita je i porozita napky

ktera ma byt co nejmensi.

Silikagel je tradini a nejpouziva¥si material pouzivany pro normalni fazi a je

zaékladem pro mnoho chemicky modifikovanych reverariazi.

Mobilni faze pouzivané v HPLC musi byt odpigé a co nejvyS3iistoty. Vybsr je

dan podle elénich schopnosti daného rozpagta, kterd jsou gazena do elutropritady:
Pentan<hexan<cyklohexan<toluen<etyleter<chlorofdaatrghydrofuran<aceton<
<etylacetat<dimetylsulfoxid<acetonitril<2-propanetanol<metanol<etylenglykol [40].
Pro reverzni faze plati elutropf@da obracen

Vyhodnocovani mize byt jak kvalitativni — vyuziti reténich ¢asi k identifikaci
latek [41], tak kvantitativni, coZ je vztah mezioghou ¢i vySkou piku a mnozstvim

eluovaného materialu [42].
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4 PREPARATIVNIi CHROMATOGRAFIE

Od paéatkia syntetické chemie se generovani semin skladalo ze dvou krék
syntéza a jejéisteni. Krone tradicnich purifikanich technik jako je krystalizace, extrakce
a destilace byly vyvinuty v 50. — 60.letech mindé&toleti prvni nastroje pro sloupcovou
preparativni chromatografii. Obvykle se skladalgotony a eldgni nadrz se nastavovala
nad sloupec. Vzorek se aplikovalémi, a protoZe systém nezahrnov@rpadlo, bylo
vyuzito hydrostatického tlaku eluentu. Prvni HPL@parativni systémy byly vyvinuty po
roce 1970, za pouziti lepSich matari&olon, mensichtastic a vysokotlakyclierpadel
[43].

Preparativni chromatografie je pr&pddobr nejrozsfergjsi purifikatni technikou
pouzivanou ve farmaceutickém a biotechnologickéfmgslu [44]. Jedna se vlastro

kapalinovou chromatografii ve velkém.

Uginnost  vysokotlaké kapalinové chromatografie zavisa rychlosti a rozliseni.
V preparativni tlakové chromatografii je dalSirle¥itym faktorem nagik. Optimalizace
jednoho zdchto ti paramett ma vliv na ostatni [45]. Mnozstvi latky, ktera rbt
separovana za jednotkéasu je zakladnim kritériem [46]. RozliSeni neni ginim

faktorem pro preparativni chromatografii [47].

Obecny postup vyvoje preparativni metody

Aby Dbyla izolace preparativni chromatografii efeki je nutno dodrzet

nasledujicich &, po sol jdoucich krok:

* vymezeni Ukolu a s dat

» vybeér vychoziho materialu

* vypracovani strategie izolace; vyvoj metod prepanaHPLC
* provedeni izolace

e analyza izolované westoty

Presné vymezeni uUkolu jergrddpokladem pro uspnou izolaci. Musi byt vybrana

vhodné analytickd metoda pro detekatigtt v pfibéhu izolace.
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Necistota ma byt jednoziaé ozna&ena. Je nutné znat fyzikéhechemicke
vlastnosti separované latky: rozpustnost,pistabilita a informace o metodach TLC a
HPLC.

Vybér vhodného materidlu je jednim z hlavnich kritéfiekteré vstupni latky
mohou obsahovat nepatrna %cistoty. Pak je nutno zpracovavat vysokd mnoZzstvi
hmoty, coz zvySuje jednak naklady a jednak nemugi dostupné. NejlepSimi
vstupnimi  materidly mohou byt mate Ilouhy, suroviny nebo frakce z
chromatografického procesiisténi. Je-li ngistota degradmim produktem, pak musi
byt vystavena stresovym podminkam (U\Ethy, teplota). DalSi moznostitipravy,
pokud je to mozné, je chemicka syntézgedPzahajenim izolace je rozumnégiitly
totoznost né&stoty, coz niZze byt provedeno spektralni shodou nebo srovnanim

reterénihogasu.

Vypracovani strategie Z@ma s analyzou. Na zakladzjisttnych informaci
(chemicka struktura, destoty, stabilita, rozpustnost) se zvoli vhodnéoohatograficka
technika. A vybere se zpracovani vzorkuifldpd odp&eni mobilni faze (ima faze),
extrakce kapalina-kapalina (reverzni faze) nebcsthtizace. V fipadt krystalizace
vSak dochéazi k vyraznym ztratam, zatimco urdqivovedené preparativni metody jsou

ztraty minimalni [48].

K vyvoji preparativni metody se pouziva TLC pro gywa gimé fazi a HPLC pro
vyvoj na reverzni fazi. Tyto metody se také pougikamonitoringu @i samotné

izolaci.

Finalni casti je pak analyza produktu, nejprve analytickoetadou, potom
nasleduji charakterizai metody - infréervend spektrometrie, hmotnostni

spektrometrie, NMR spektrometrie nebo jiné metoalgiklad RTG analyza.
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5 CHARAKTERIZA CNi METODY

Pro jednoznéné prokazani chemické struktury standardu je npimézit nejméa dweé

nezavislé metody, zpravidla NMR a MS. P&l navazovani sekundarnich standand
primarni je vhodné pouzit jako dalSi metodu IR.eDf mozné provéstiipadré dalsi
dophujici zkousky dokladajici strukturu (sumarni vzore@ko je nap. elementarni

analyza, UV spektroskopie, rentgenova difrakcegktralni metody.

5.1 Infra ¢ervena spektrometrie

Je jednou z nejpouzivgBich spektrometrickych metod v organické a andai@nanalyze.
Hlavnim cilem je zji&ni funkenich skupin v analyzovaném vzorku, kteryize byt
kapalny, pevny nebo plynny. Infrervena spektrometrie je metoda zaloZen&emi
absorpce elektromagnetickéhoierdi, kdy se netmi elektronovy stav, ale dochazi ke
zménam ve vibranich pohybech atoin v molekule [49]. Vibrace jsou formou
intermolekulového pohybu, kdy se molekula chova@jpkuzné gleso a periodicky dochazi
ke znmendm konfigurace atoin— meni se délky vazeb a vazebné uhly. Charakteristické
vibrace jsou takové vibrace, kdy je pohyb situoyém vcasti molekulyc¢i jediné vazk
nebo Uhlu a jsou nesmémiilezité pro praktickou analyzu, protoZe ukazuji fidopnnost

danych funknich skupin.

Vibrace mizeme rozdlit na valergni (v), kdy jde o pohyb atotnve snéru vazeb a dochazi
ke zménam délky vazeb, mohou byt symetrické a asymetrick® deformanich @)
vibracich se atomy pohybuji kolmo na vazby@&irse vazebné uhly. Deforird vibrace
mohou byt rovinné, mimorovinné, nebo kroutivé fztv. Schopnost vibrace absorbovat

z&eni zavisi na aktivity infraterveném spektru.
Infracervenou oblast izeme rozlenit na ti ¢asti:
+ Blizka IC oblast — 12500 — 4000 IR
« Stredni £ oblast — 4000 — 200 ¢chMIR
« Dalekéa C oblast — 250 — 5 cihFIR

FIR oblast je oblasti rotaich spekter a ma vyznam pro molekulovou fyzikuRMblast je

analyticky nejdlezitéjSi. NIR oblast dlezitA pro kvantitativni analyzu.
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V rozsahu 4000 — 1500 chieZi charakteristické absami pasy. Oblast pod 1500 &nse

nazyva oblast otisku palce, ktera je individualmi kazdou né&stotu [50].

5.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzik&themicka metoda zaloZzena n#éinpém néfeni
hodnoty pomiru hmotnosti a nabojen(/2 ionta v plynné fazi produkovanych v iontovém
zdroji pristroje. ®mito ionty mohou byt ionizované atomy, klastry, etally nebo jejich
fragmenty a adukty. K separaci iGrdochazi v dynamickém nebo statickém magnetickém

nebo elektrickém poli fpadré v kombinaci obougchto poli).

Kazdy hmotnostni spektrometr je sloZzen z iontovétimje, hmotnostniho analyzatoru a
detektoru. Z pohledu praktického vyuziti maji dmegwtSi vyznam ionizéni techniky
pracujici za atmosférického tlaku (ESI, APCI, MADDkteré jsou vyuzivany ve spojeni

s HPLC. Pro spojeni s plynovou chromatografii jaopn¢ vyuzivany techniky El a CI.

Hmotnostni analyzatory umidji rozctlit ionty na zaklad rozdilnych hodnot m/z. Tohoto
rozc&leni je mozné dosahnout s vyuzitiemych fyzikalnich princip. V sowasnosti jsou
hojr¢ vyuzivany tzv. hybridni analyzatory. Jedna se &&ohk analyzatol spojenych
sériov (nag. QQQ, Q-TOF, TOF-TOF).

Detektory niizeme rozdlit do dvou zakladnich skupima detektory pro fima neieni
detekuji el. proud vznikajicitfpmym dopadem stanovovanych ibr{iméreni izotopového
zastoupeni prvk pii zjiStovani stéi hornin) a nasobové detektoryvyuzZivaji efekt
nasobeni elektrdn uvolnénych z prvni konverzni dynody po dopadu iorfhegast;ji

pouzivané detektory v MS, poskytujifitelny signal pro jednotlivé ionty)

Vystupnim signdlem z hmotnostniho detektoru je thwmotnostni spektrum, coz je
dvojdimenzionalni zaznam intenzity signalu oprodingru m/z. Pomir m/z je obvykle
vyjadrovan v atomovych hmotnostnich jednotkach (1 amwedng dvanactina atomové

hmotnosti izotopu uhliké?C) nebo v daltonech (1 Da je hmotnost vodikovébmar.

Metoda hmotnostni spektrometrie se vyuziva pro itataini i kvantitativni stanoveni
latek. Hmotnostni spektrometrie je vysoce citlivowetodou umoiujici v sodasnosti

stanovovat latky na drovni kolem 1Qy. Pati mezi r¢ identifikace neznamych latek,
uréovani izotopového slozeni privkr molekule a zji&ni struktury slogenin. Hmotnostni

spektrometrie poskytuje pouze informace o prim&miktue latek a zji&ni struktury
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latek pouze z MS dat byvakdy velmi obtizné, vad pripadi i nemozné [51-54]. Pro
potvrzeni struktury latky je vzdy nutné pouZit plas jednu dalSi nezavislou metodu
(zpravidla NMR).

5.3 Nuklearni magneticka rezonance
NMR spektroskopie podava komplexni informaci o fmistruktue a usptadani hmoty.

Princip NMR je zaloZen na interakci magneticky akich jader s nenulovym spinem v
magnetickém poli se silnym elektromagnetickynieném v oblasti radiovych vin. Vlivem

interakci dochazi k charakteristickym pogoma S&penim signai.

Nenulovy spin maji pouze latky s lichymdbem protori nebo neutroin
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6 PRIPRAVA NE CISTOT K MOFETILU

Mofetil N-oxid je degradénim produktem, ktery vznika samovolnou oxidacissabce
mykofenolatu mofetilu. Jedna se o specifikovanodistetu, pro kterou je definovan
obsahovy limit v Iékopisnym monografiich (USP, PHELW téchto monografiich je tato
necistota ozn&ena jako impurity G. Z tohotodgtodu je velmi dlezité mit k dispozici
identifikaéni standard této westoty, jehoZz pipravou jsem se zabyvala v nasledufigsti

diplomové prace.

6.1 Chemické a fyzikalni charakteristika

mofetil N-oxid

Vzorec:

OMe
o) ho
o) J

Systematicky nazev: 2-( morpholine-4-yl ) ethyl J4=(4-hydroxy-6-methoxy-7-methyl-3-
oxo-1,3-dihydroisobenzofuran-5-yl)-4-methylhex-4sateN-oxide

Sumarni vzorec: £H31NOg
Mgr= 449.49

Trivialni nazev: mofetil N — oxid, impurity G
6.2 Pouzité chemikalie a istroje

6.2.1 Chemikalie

3-chloroperbenzoova kyselina
acetonitril

dichloromethan

etylacetat

fosforeina kyselina

hexan
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metanol
voda

silikagelové TLC desky

6.2.2 Pristroje
Vakuova odparka
HPLC systém Waters s PDA detektorem

Hmotnostni spektrometr Thermo LTQ-XL (iontova pastdnizaci elektrosprejem

6.3 Priprava mofetilu N-oxidu

N-oxid byl pipraven reakci 10 g mykofenolatu mofetilu, rozgosém ve 100 ml
dichloromethanu, s 3-chloroperbenzoovou kyselindd%4 vodny roztok) za laboratorni
teploty. Reakni snés byla po celou dobu fibéhu reakce michana. Reakce byla

monitorovana pomoci HPLC, kdy bylygiézné odebirany vzorky re&ki smnesi.

Vypocet mnoZstvi kyseliny, zafpdpokladu, Ze reakce prdine 1:1.
Vzorec:n = m
M

Mofetil: m=10g, M= 433,5, n= 0,023 mol
Kyselina 3-chloroperbenzoova: m=?, M=172,6, n=28,6o0l

Vypocet: m =172,6 x 0,023 = 3,97 g 100% kyseliny, @5,67 g 70% kyseliny

6.4 Vyvoj preparativni chromatografie

V prvnim kroku byla vyvinuta TLC metoda s cilem litvovhodny systém solvefitpro
naslednou preparativni chromatografii na silikageletoda by mla byt vhodna pro

separaci mykofenolatu mofetilu (reaktant) a modetiloxidu (produkt).

6.4.1 Vyvoj TLC metody

Pro vyvoj TLC metody byly pouzity skléné TLC desky 5x10 cm Silikagel 60 F254

(Merck). Desky byly vyvijeny v uz&ené skledné komde nasycené parami mobilni faze.
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Byla vyzkouSena celéada binarnich systémorganickych solverit v riznych porngrech
(hexan:etylacetat,  hexan:aceton,  dichlormetan@tyé,  dichlormetan:metanol).
NejlepSich vysledk bylo dosazeno v binarni €81 dichlorometan:metanol, kdy doslo
k velmi dobré separaci vychozi latky reakce — mgkofatu mofetilu a cilové latky N-
oxidu mofetilu. Na Obr. 3 jsou prezentovany dosazegsledky v tomto systemutip
rizném pomndru solvent. Jako optimélni pro preparativni chromatografii byjo pouzit
solvent 5 % MeOH v dichlormetanu a po eluci mykofétu z kolony vymyt N-oxid

mofetilu dalSim polarizovanim mobilni faze (zvySebsahu MeOH).

Obr. 3.Vysledky TLC experimeht binarni smasi dichlormetan-metanol

5% MeOH 10% MeOH 20% MeOH
Den e & | [ty ciheeau | _BE Az
| 1 ) "H-..____) =
7y
1 |l II
L o
™ 1™
| k)
i 2 +I ; , ' . .
. -y ¥ f i S ] AR L Y- 1y
{5ps } ey (Epry

6.4.2 Sledovani pribéhu reakce HPLC metodou

Pro monitoring reakce byla pouzita nasledujici HPh€oda:
Kolona: Symmetry C8 5 um, 250 x 4,6 mm (Waters)
Teplota kolony: 45°C

Detekce: UV — 222 nm

Pratok mobilni faze: 2 ml/min

MF A: 10mM HPO,

MF B: acetonitril
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Gradient:
Time Flow %A %B %C %D Curve

1 0,01 2,00 70,0 0,0 30,0 0,0 6
2 3,80 2,00 70,0 0,0 30,0 0,0 6
3 15,00 2,00 40,0 0,0 60,0 0,0 6
4 15,10 2,00 0,0 40,0 60,0 0,0 6
5 20,00 2,00 0,0 10,0 90,0 0,0 6
6 23,00 2,00 0,0 10,0 90,0 0,0 6
7 23,50 2,00 0,0 70,0 30,0 0,0 6
8 25,00 2,00 0,0 70,0 30,0 0,0 6
9 25,10 2,00 70,0 0,0 30,0 0,0 6
1 33,00 2,00 70,0 0,0 30,0 0,0 6
0

Obr. 4. HPLC analyza vstupniho materialu mykofenolatu niafet
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Obr.5. HPLC analyza reakni sn@si po 1 hodié
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Z vySe uvedenych chromatogramyplyva, Ze reakce prehla prakticky kvantitativa jiz

za 1 hodinu. Proto byla ukéena n&ednim reakni snesi 10 ml vody. V dlici nalevce
byla oddlena organicka faze, ktera byla otpaa. Byly ziskany 3,46 g odparku, ktery byl
analyzovan na HPLC (viz Obr. 6)
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Obr. 6.Analyza finalniho produktu mofetil N-oxidu
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Cistota je natolik postaijici, Ze neniieba latku dale purifikovat. Mofetil N-oxid zaujiméa

94 ploSnych %.

6.5 Potvrzeni totoznosti

Pro potvrzeni totoZnostifipraveného standardu N-oxidu mofetilu bylo pouZiteou
nezavislych metod, HPLC a MS.

6.5.1 Kapalinova chromatografie

Pomoci HPLC byly porovnany retém c¢asy standardu N-oxid mofetilu a rov
piipraveného standardu N-oxid mofetilu. Reteincasy obou pik byly shodné. HsluSné

chromatogramy jsou prezentovany na Obr. 7 a 8.

Obr. 7.Chromatogram fivodniho standardu
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Obr. 8.Chromatogram N-oxidu mofetilu
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Retergni ¢asy mivodniho standardu N-Oxidu a nogtipraveného standardu N-Oxidu byly

srovnany.a identita byla potvrzena.

6.5.2 Hmotnostni spektrometrie

Analyza byla provedena na hmotnostnim spektrome&@-XL (Thermo Separation
Scientific), coz je iontova past s ionizaci elekpmejem v pozitivnim modu (detekce
kationth).

Pripraveny produkt Mofetil N-oxid poskytuje molekutdriont [M + H]' m /z 450. V MS-
MS experimentu fragmentaci iontu m/z 450 ziskavaom¢ m/z 347, ktery odpovida

Stepeni vazby N-oxid — alkyl. Spektra jsou uvedenalma 9.

Toto spektrum bylo srovnano s MS spektretiivel pipraveného a identifikovaného
standardu Mofetil N-oxidu (viz Obr.10). Ziskand MSMS-MS spektra jsou identickd se

spektry gipraveného produktu. Identit&ipraveného produktu tedy byla potvrzena.
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Obr. 9.ESI MS spektra Apraveného produktu mofetil N-oxidu
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Obr. 10.ESI MS spektra rilve pripraveného standardu mofetil N-oxidu

RD196+-3 #162-178 RT: 1.31-1.43 AV: 17 SB: 118 0.01-0.97 NL: 2.15E6
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [120.00-1500.00]
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7 1ZOLACE CYCLOSPORINU YV

Cyklosporine V je |ékopisna specifikovan&istota, ktera je uvagha jak v evropském, tak
americkém lékopise. Jedna se o vedlejSi produktkagoi pi ferment&ni vyrobs
cyklosporinu. Vzhledem ke slozitosti molekuly jéiggava standardu syntetickou cestou
prakticky vylowena. Proto bylo nutné standard naizolovat z odp@dninaterialu

ziskaného po extrakci cyklosporinu z mycelia.

7.1 Chemické a fyzikalni charakteristika

Vzorec:
HaC,
CH
MeLeu HC, MeBmt
HsC CHs MeVal (I:Hz Abu
CH HsG CHa HO_ CH CHs
CH, CH GHCHs . CHa  CHs
CH3—N—CH—CO—N—CH—C—N—CH—CO—N—CH—C—N—CH, Sar
| 10 I 11 1 2 I |
HaC, co CH; O CHs o} cO
/CH*CHZ_CHQ N—CHj;
HaC _ I _CHs
CH3;—N CHs; 4CH—CH,—CH_
Mel. I 8 H 7 H 6 5 H T CHs
eLeu CO—CH—N—CO—CH—N—CO—CH—N—CO—CH-N—CO  peleu
| | | |
CHs CH, CH, HC
I I / \CH
D-Ala CHs GH CHs 3
Abu HzC CHs Val

MeLeu

Systematicky nézev: Cyclo[[(2S,3R,4S,6E)-3-hydrdxgethyl-2-(methylamino)-oct-6-
enoyl]-L-2-aminobutanoyl-N-methylglycyi-methyl-L-leucyl-L-valyl-N-methyl-L-leucyl-
L-alanyl-D-alanyIN-methyl-L-leucylN-methyl-L-leucylN-methyl-L-valyl] 1-L-Abu.

Sumarni vzorec: £H114N11012
Mgr= 1216

Trivialni nazev: Cyklosporine V
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7.2 Pouzité chemikalie

Acetonitril

Etanol

Metanol

Tert-butyl metyl éter
voda

7.3 Pouzité pristroje

HPLC systém Waters s PDA detektorem

Preparativni systém Knauer

7.4 Vybér vhodného materialu

K dispozici bylo 6 #znych material, které se zanalyzovaly HPLC metodou a z nich byl
vybran ten nejvhodijSi pro izolaci cyklosporinu V. Hlavnim kritérienylbobsah cilové

latky s pokud moZzno co nejjednoduSim profilentistet. Na nasledujicich obrazcich

11 — 16 jsou prezentovany vysledky HPLC analyyotesmtych materiél Vysledky jsou

nasledg sumarizovany v Tab.1.

Obr. 11.Chromatogram 1. materialu
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Obr. 12. Chromatogram 2.materialu
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Obr. 13.Chromatogram 3.materialu
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Obr. 14. Chromatogram 4.materialu
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Obr. 15.Chromatogram 5.materialu
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Obr. 16. Chromatogram 6.materialu
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Tab. 1. Tabulka vysledkobsahu cyklosporinu V

Sarze PlosSna %
Material¢.1 7.80
Material¢.2 19.08
Material¢.3 12.01
Material¢.4 30.52
Material ¢.5 8.57
Material¢.6 7.86

44

Z vysledia analyzy vyplyva, Ze nejlepSim materialem Kk izoldgil material ¢islo 4

s obsahem asi 30 % cilové latky cyklosporinu V.

7.5 Optimalizace preparativni metody

Optimalizaci HPLC metody ziskdme metodu, kteroljdpu odseparovat od sebe

jednotlivé negistoty. Mela by byt relativi kratka s co nejlepSimekknim pilka. Vychazelo

se z toho jaké mame k dispozici preparativni kolanym odpovidajici analytické. Jako

prvni zkuSebni mobilni faze byliipraven 50% acetonitrii (MeCN). Optimalizace byla

provadna na vybraném materiatislo 4. Detekce byla éiena @i 210 nm.

MF A: 50% MeCN

MF B: MeCN

Tab. 2.Gradient

Time Flow %A %B %C %D Curve
1 0,01 2,00 100,0 0,0 0,0 0,0 6
2 1,00 2,00 100,0 0,0 0,0 0,0 6
& 30,00 2,00 10,0 90,0 0,0 0,0 6
4 35,00 2,00 10,0 90,0 0,0 0,0 6
5 40,00 2,00 100,0 0,0 0,0 0,0 1
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Obr. 17. 1. analyticka kolona: Zorbax SB — C8, 5um, 4,68 &hm
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Obr. 18. 2. analyticka kolona: Synergi Hydro — RP 80A, 4416,x 250 mm
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Na kolore Zorbax SB — C8 byly sledované dva piky — cyklogpéy a cyklosporin V od
sebe Iépe odtkny. DalSi testovani bylo prové&mb na této koloa

7.5.1 Optimalizace sloZeni mobilni faze

V této casti byly testovany mobilni faze slozené z vodyanetu a vody-acetonitrilu.
Cilem bylo dosahnout maxim&mozneho rozliSeni mezi piky cyklosporinu A (CsA) a
cyklosporinu V (CsV) v Hjatelném case. Jednotlivé piky jsou ozmmy v Obr. 19.
V néasledujicich jsou testovanyzné mobilni faze (Obr. 20 — 37)figemz eldni paadi

obou piku je totozné s Obr. 19.
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Obr. 19.70% MeCN
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Obr. 20.75% MeCN
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Metanol — MeOH

Obr. 21.90% MeOH
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Obr. 22.85% MeOH
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Obr. 23.82,5% MeOH
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Obr. 24.80% MeOH
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Jako optimalni se jevilo pouziti 80 % MeOH. OvSefh gouziti MeOH v mobilni fazi
dochéazi k neagrnému zvysSovani tlaku v systému vlivem vyssi viskomobilni faze.
Separace v MeCN byla srovnatelna, proto byl v dadimalizaci pouzivan systém 70 %
MeCN.

7.5.2 Vliv teploty na separaci

V nekterych gipadech mZzeme zminou teploty pi které probiha separace dosahnout
vyznamnych zrén v selektivié systému. Proto byla provedena separaceeplotach 40,

50 a 60°C. Vysledky separaci jsou prezentovanyhma Z»-27.

Obr. 25.40°C
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(o]
Obr. 26.50°C
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Obr. 27.60°C
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Bylo prokazéno, Ze se dstajici teplotou dochazi ke zvySeni rozliSeni mpky CsA a
CsV. Jako optimalni byla vybrana teplota 60°C. \Wdw vySSi teploty je také vyrazné
shizeni tlaku v systému. Z tohotévibdu byla v dalSéasti optimalizace testovana mobilni

faze sloZzena z vody a metanolu.

7.5.3 Vliv obsahu tert-butyl metyl éteru

Tert-butyl metyl éter (TBME) je pouZzivan jako sloZkaoloiini faze v analytické meted
uréené pro kontrolu obsahu doprovodnych latek ve fiimlproduktu CsA. Ukazalo se, ze
TBME ma vyznamny vliv na selektivitu separace, at@prbude jeho vliv testovan i pro

preparativni metodu.

Optimalizace byla provedena v systému voda-acetioaiyoda-metanol viizném poniru

s pridavkem TBME pi teplo& 60°C. Vysledky separaci jsou prezentovany na 2+ 37.
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Obr. 28.5% TBME/65% MeCN
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Obr. 29.10% TBME/65% MeCN
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Obr. 30.10% TBME/60% MeCN
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Obr. 31.10% TBME/60% MeOH
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Obr. 32.10%TBME/60% MeOH
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Obr. 33.5% TBME/60% MeCN
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Obr. 34.5%TBME/65% MeCN
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Obr. 35.3%TBME/70% MeCN
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Obr. 36.5%TBME/55% MeCN

0,02+

2 0,0(%7
-0.02;
»0,04;
5,60 10‘,00 15‘,00 20‘,00 25100 30100
Minutes
Obr. 37.5%TBME/50% MeCN
0,25
0.20]
0,15%
0,1(%?
3 i
0,05
o,omf..,k,l«k‘v
0,05%
01(rf
0,700‘ C ‘5,1‘:)0‘ T El.oloc; C ‘15‘,06 C éolod C 25106 C éoloé C ‘35‘,06 T ‘40,00

Minutes

NelepSi separace CsA a CsV bylo dosazénpquziti mobilni faze s obsahem 5 % TBME
v 50 % MeCN. Navic se potip odseparovat dalSi tistotu, kterd v pedchozich

analyzach koeluovala s jednou z hlavnich slozek.

7.6 Optimalizace podminek davkovani

Pri optimalizaci podminek davkovani byla snaha ziskaoké a Uzké pikycehoz se
dosahne nizSim n&idtem koncentrovaneho vzorku. V tomtéigmd se pod#lo rozpustit
100 mg v 0,5 ml metanolu, nejprve bylo vyzkouSeappustit 100 mg v co nejmensim
mnoZzstvi MeOH, coz se rozpustilo uz v 0,5 ml be&had metanolu. Taktofipraveny
vzorek byl zanalyzovan a postupbyl zvySovan i nasik. Opst byly vyzkouSeny dalsi

kolony.
Nasledujici obrazky ukazuji analyzu vstupniho nialier hmotnostni koncentraci

100mg/ 0,5 ml MeOH siznymi kolonami a stiznymi nastiky.
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Kolona : Biospher PSI — C18,5um, 250 x 4,6 mm

Obr. 38.4ul nastik
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Obr. 39.6ul nastik
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Obr. 40.8ul nastik
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Obr. 41.10ul nastik
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Kolona:Synergi Hydro — RP, 4um, 250 x 4,6 mm

Obr. 42.4ul nastik
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Obr. 43.6ul nastik
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Obr. 44.8ul nastik
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Timto testovanim byla vybrana vhagii kolona na samotnou izolaci.

poskytla kolona Synergi Hydro — RP

7.7 lzolace neistoty

HPLC

Kolona:Synergi Hydro-RP,4um, 250 x 4,6 mm, S/N:4&#12
Pritok MF: 2 ml/min

Nastik: 6 pl (200 mg/ml)

Prepatet: 200 mg/1000ul = 0,2 * 6 =1,2 mg na st

53

LepSélenhi
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1,2*20=24 mg

Preparativni chromatografie

kolona :Synergi Hydro-RP 80A, 4um, 250 x 21,2 miiN 841650-1

Pratok: MF: 41 ml/min
Nastik: 125 ul

Prepaiet:500 mg/ 1000 pl = 0,5
24/0,5 = 48 |

Podminky

UV 210 nm

Preparativni kolona

Synergi Hydro-RP 80A, 4um, 250 x 21 mm, S/N 441650-

Pratok: MF: 41 ml/min
Obr. 45.Preparativni HPLG- MF: 6% TBME / 50% MeCN
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Byly sesbirany jednotlivé frakce nésledévoikl frakce 1 - 7 a pik 2 frakce 1 -5 a

zanalyzovany.
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Obr. 46.Chromatogram frakci 1.pik/1-7
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Obr. 47.Chromatogram frakci2.pik/ 1-5
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DalSi izolace byly provedeny se 400 mg vzorkem uSgpym v 1 ml MeOH a nask byl
250 pl, coz je 100 mg na kolonu.

Obr. 48Chromatogram preparativni chromatografie
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Frakce byly odebiranyit 1. jako recyTEI 1, 2. jako hlavni frakce a 3.galecykl 2.

Tyto izolace byly provedengtyii. Podle pisluSnosti byly spojeny a zah&sy na vakuoveé

odparce. Zahu&him jsme se zbavili acetonitrilu, diky jeho nizSibadu varu.
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Vodny zbytek se vzorkem byl 3 x pfepan dichlorometanem a po &tkhi vodné faze

odpden na odparek. Ty byly dale zanalyzovany s nasleiduij vysledky:

Obr. 49.Chromatogram hlavni frakce
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Obr. 50.Chromatogram recyklu 1
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Pro kontrolu spravného postupti ffepani byla zanalyzovana také vodna faze

Obr. 52.Chromatogram vodné faze po hlavni frakci
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Analyza vodné faze potvrdila, Ze vSechen mateii@dql do organicke faze.
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VSechny izolace byly provedenykolikrat, ¢cimz bylo ziskano 850 mg odparku, ktery byl

znovu odizolovan za stejnych podminek separace GHidtoty byla 84,26 ploSnych %.

Obr. 53.Chromatogram odparku

L e e e e e e A e s e s B Bt s L
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,0C

Navazilo se asi 200 mg vzorku /500 pl MeOH afikst se na kolonu 100 mg.

Obr. 54.Chromatogram prep. chromatografie odparku
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Prvni a poslednéasti jsou odebirany jako odpad. Hlavni frakce Wla protepana s
dichlorometanem a po o#éni vodné faze odpana dosucha na odparek. &hto
preparaci bylo provedeno ¢kolik, ¢imz jsme ziskali 990 mg latky, ktera byla

zanalyzovanaHPLC metodou a nasketyla na ni provedena Uplna charakterizace.

Obr. 55.Chromatogram finalniho standardu
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8 CHARAKTERIZACE A POTVRZENI TOTOZNOSTI

Charakterizace standardu cyclosporinu V byla premadA. Jegorovem a potvrdila nam, Ze

se skuten¢ jedna o cyklosporine V.

8.1.1 Infra ¢ervena spektrometrie

Pristroj: FTIR spektrometr NICOLET 740 s datastanici DSP 680

Pouzita metoda: ATR (4.000 - 650 cm™)

Popis spektra: Cyklosporin V, vykazuje dominantibiaci v(C=0) pi 1635 cm, ktera je
tvofena pekryvem valetnich vibraci v(C=0) vSech fitomnich amidickych skupin.
Rovrez valergni vibracev(C-H), v(N-H), av(O-H) jsou typické pro skupinu cyklospoiin

Ostatnicasti spektra mohou byt pouzity jako “otisk firdbez podrob#jsi interpretace.

Tab. 3.IR vibrace

Vibrace Vinova délka [ cm™]
v(O-H), V(N-H) 3420, 3318

v(C-H) 2960, 2935, 2873
v(C=0) 1635

5(C-H) 1488, 1470

Obr. 56.Infracervené spektrum standardu
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8.1.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie

Pristroj: Bruker APEX-Q (9.4T)

PouZzita metoda: ionizace v elektrospreji (ESKfeni pozitivnich iont
Interpretace spektra

Pozitivni ESI spektrum poskytlo ion protonizovanéolekuly pi m/z 1216.86415
(1216.86429 je vyptiena hmotnost pro slozenisdE114N11012). Spravné prazeni iontu
[M+H] " potvrzuje i gitomnost ionl [M+Na]" m/z 1233.88463 a [M+K]m/z 1254.81285,
obrdzek 57. Rtomnost sodiku a drasliku je ¥idi pii strednich hmotach, kde jsou
piitomny dvojnasob nabité ionty, obrazek 58. Sekvengklopeptidu byla zrrena
s pouZitim iontu [M+2H]" m/z 608.93423 (608.93579 vyfieno pro sloZeni
Ces3H115N11015). Obrazek 59 dokumentuje, zZe cyklosporin ma Alpozici 7. Hlavnimib;-
fragmentovymi ionty v koliznim spektru [M+2H]m/z 608.93423 jsou: [m/z fgazeni)]:
948.4 ps®?), 835.6 bg>?), 708.5 b, 651.5 be™°), 581.4 bs>?), 538.2 bs"), 425.3
(bs>?), 411.3 b,"°). Pouzitd nomenklatura fragmentovych ioatsekven&ni metoda jsou

podrobr popsany v praci [55].
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Obr. 57.ESI hmotnostni spektrum cyklosporinu [Abu7]- oblgsSich hmot
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Obr. 59.Fragmenty [M+2H]2+ iontu

368.28981
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8.1.3 Nuklearni magneticka rezonance
NMR spektroskopie

Piistroj: Bruker Avance Il 600 MHz (600.23 MHz prél, 150.94 MHz pra°C, 60.82
MHz pro*>N, CDCk, 3¢°C)

PouZité experimenty'H, *C, gCOSY,*H-*C gHSQCH-*N gHSQC,*H-*C gHMBC,
'H->N gHMBC, 1D-TOCSY, ROESY.

Popis spektra

63 signal nalezenych V’C NMR spektru (dva vigkryvu) poskytlo uvedenou distribuci:
11 C=0, 20 CH, 8 Chla 24 CH. Dale bylo nalezeno 108 vodikavazanych na uhliky a
Styti amidické NH.'H->N gHMBC spektrum poskytlo 11 dusik z toho &tyfi NH
(poskytujici korelace VH->°N gHSQC). Poet karbonyli (11) dusik (11), N-Methyki (7)
a NH (4) identifikuje latku jako undekapeptid. Pa@h&@OSY selektivnich 1D TOCSY
experimeni byly identifikovany nasledujici aminokyseliny: 4elLeu, Val, Ala, MeVal,

Sar, two Abu, a MeBmt.
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Jejich paadi v sekvenci bylo deno pomoci HMBC kontakt mezi CO, He, a NH.
Piitazeni bylo potvrzeno pomodH-"N gHMBC a ROESY spekter®C spektrum je
shodné s daty publikovanymi v literé&[51].

Tab. 4'H, *C, and®N NMR data pro cyclosporin V

(600.23 MHz prdH, 150.94 MHz prd*C, 60.82 MHz prd°N, CDGs, 3¢°C)

Atom oc m toN o n| m. J[HZ] select. HMBC HMBC
. (C to H) (N to H)
iN - - | 1165 - 0 10, 1-Me
1-NMe | 34.56 Q - 3531 |3 S
1-co [17061| S - - 0 1a, 20, 2-NH
la 58.82 D - 5602 |1 d (58
1B 75.27 D - 3738 |1| dd |7.6,5.8
1y 36.33 | D - 158 [1]| m
ly-Me 16.83 Q - 0.671 | 3 d 6.5
15 35.89 T - 2441 |2 m
1e 129.64| D - 5.31° 1 m
1in 126.20 | D - 536° [1| m
lw 17.95 Q - 1.619 |3 m
2-NH - - 1193 | 7.786 |1 d [9.9 2a
.CO 174.01 S - - 0 2a, 2pB-u,3a, 2-
NH, 3-Me
2a 48.85 D - 5.037 | 1| ddd |9.9, 2J=14.7
25.05 T - 1.708 | 1| ddd [13.5,2J=15.0
2B
1567 | 1| ddd [13.5, 2J=14.2
2y 10.21 Q - 0.852 | 3| dd |x2J=14.6
3N - - 112.6 - 0 3a-u, 3a0-d, 3-Me
3-NMe | 39.53 Q - 3.384 |3 S
3-CO 171.36 | S - - 0 30, 40q, 4-Me
50.40 T - 4734 |1 d 14.0
3a
3.202 |1 d 14.0
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4N - 115.6 - 4a, 4B-d, 4-Me
4-NMe | 31.32 - 3.105 s

169.96 - - 4a, 4B-u, 4B-d, 5q,
4-CO
5-NH
4a 55.50° - 5.321 dd [11.7,3.9
35.89 - 1.997 ddd [14.7,10.6, 3.9
4B
1.616 ddd |14.7,11.7,3.8
4y 24.82 - 1.417 m
43, 20.99 - 0.864 d [6.6
434 23.42 - 0.937 d |67
5-NH - 118.7 | 7.530 d [81 5a, 53
173.89 - - 5a, 5B-w, 6a, 6-
5-CO
Me
5a 55.63 - 4.606 dd [10.3,8.1
5B 30.92 - 2.400 m
5Yu 18.55 - 0.887 d [7.0
5yu 19.96 - 1.070 d [86
6N - 119.9 -
6-NMe | 31.68 - 3.296 s 6a, 6B-d, 6-Me
172.53 - - 6a, 6B-u, 7a, 7-
6-CO
NH
60 55.53" - 4.958 dd [9.7,6.2
37.93 - 2.058 ddd [13.4,9.7, 4.8
6B
1.445 ddd |13.4,9.0,6.2
6y 25.61 - 1.74° m
68, 22.02 - 0.864 d [6.6
684 23.77 - 0.939 d [6.6
7-NH - 122.1 | 7.470 d [7.7 7a, 76-d
170.86 - - 7a, 7-u, 7p-d, 8a,
7-CO
8-NH
7a 54.96 - 4.340 ddd [11.6,7.7,3.8
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23.10 - 2.08° ddd [14.1,7.5,3.8
B
1.695 ddd |14.1,11.6,7.2
7y 10.80 - 0.863 dd [75,7.2
8-NH - 118.0 | 7.096 d [7.8 8a-w
8-CO |173.32 - - 8a, 8B, 90, 8-NH
8a 45.21 - 4.809 dqg [7.8,6.7
8B 18.31 - 1.247 d |67
ON - 111.2 - 9a, 9B-d, 9-Me
9-NMe | 29.52 - 3.075 s
170.17 - - 9a,9B-u,9p-
9-CO Pru.9p
d,10a,10-Me
9 48.24 - 5.698 dd [10.9,45
38.84 - 2.104 dm [10.9
o
1.258 dm |45
9y 24.60 - 1.323 m
93, 21.78 - 0.879 d |64
984 24.04 - 0.955 d [6.2
10N - 116.6 - 10a,10B-d,10-Me
10- 29.73 - 2.688 s
NMe
169.90 - - 10a,10B-u,10p-
10-CO
110,11-Me
10a 57.57 - 5.067 dd [83,58
40.85 - 2.134 ddd [13.9,8.3,56
108
1.185 ddd |13.9,7.1,5.8
10y 24.56 - 1.490 m
108, 23.64 - 1.015 d |67
108 23.22 - 1.009 d |66
11N - 118.0 - 11a, 11-Me
11- 29.59 - 2.698 s

NMe
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17351 S - - 0 11a, 11B-w, 1a, 1-
11-CO
Me

11a 5773 | D - 5126 |1 d [11.0
118 2904 | D - 207° 1| m
11y, 2029 [ Q - 0834 [3] d |64
11yy 1869 | Q - 1.009 [3] d |66
a

HSQC
b mohou byt pehozeny,
u k vysSimu poli, d k niz§imu poli,

w slaby signal

Tab. 5.Srovnanf*C NMR dat pro cyclosporin V s daty publikovanyriierature [56].

Atom &c & rozdil
1-NMe 34.56 34.57 0.01
la 58.82 58.84 0.02
1B 75.27 75.27 0.00
ly 36.33 36.33 0.00
1ly-Me 16.83 16.85 0.02
15 35.89 35.91 0.02
le 129.64 129.67 0.03
1n 126.20 126.21 0.01
lw 17.95 17.97 0.02
2a 48.85 48.87 0.02
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2B 25.05 25.07 0.02
2y 10.21 10.23 0.02
3-NMe 39.53 39.54 0.02
3a 50.40 50.42 0.02
4-NMe 31.32 31.34 0.02
4a 55.50 55.53 0.03
4B 35.89 35.91 0.02
4y 24.82 24.83 0.01
48, 20.99 21.02 0.03
484 23.42 23.44 0.02
5a 55.63 55.65 0.02
5B 30.92 30.93 0.01
S5vu 18.55 18.57 0.02
5vq 19.96 19.98 0.02
6-NMe 31.68 31.69 0.01
6a 55.53 55.53 0.00
6B 37.93 37.95 0.02
6y 25.61 25.63 0.02
608y, 22.02 22.04 0.02
604 23.77 23.79 0.02
7a 54.96 54.98 0.02
B 23.10 23.12 0.02
Yy 10.80 10.82 0.02
8a 45.21 45.23 0.02
8B 18.31 18.32 0.01
9-NMe 29.52 29.54 0.02

66
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9a 48.24 48.26 0.02
9B 38.84 38.87 0.03
9y 24.60 24.62 0.02
9%, 21.78 21.80 0.02
984 24.04 24.07 0.03
10-NMe 29.73 29.74 0.01
10a 57.57 57.59 0.02
108 40.85 40.87 0.02
10y 24.56 24.59 0.03
108y 23.64 23.67 0.03
1084 23.22 23.24 0.02
11-NMe 29.59 29.61 0.02
1la 57.73 57.75 0.02
11B 29.04 29.05 0.01
11y, 20.29 20.31 0.02
1lyy 18.69 18.71 0.02

67
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Obr. 60."H NMR spektrum cyclosporinu V

Cyclosporine V
batch: PH100610
operaor: Marek Kuzma
date: Jul 03, 2010

NAME PH100610
EXPNO 1
PROCNO 2
Date_ 20100703
Time 10.07
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 128
DS 4
SWH 5896.227
FIDRES 0.089969
AQ 5.5575027 ¢
RG 12.7

1
PL1 .70 ¢
PL1W 5.66006804 1
SFO1 600.2326883 1
SI 131072
SF 600.2300168 1
WDW no
SSB 0
LB 0.00 ¢
GB 0
PC 4.00

68
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Obr. 61.°C NMR spektrum cyclosporinu V

Cyclosporine V
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9 FOTODEGRADANT PACLITAXELU

Fotodegradant paclitaxelu vznikdigobenim s&telného z#eni na substanci paclitaxelu.
Tato degradace je velmi pozvolna a pro dosazemifsigntniho obsahu fotodegradantu
v substanci je zapiwbi velmi dlouha doba expozice slan#éo zdeni.Vzhledem k tomu,

Ze se jedna o specifikovanoucistotu (specifikovana v PhEur a USP), je nutné knit

dispozici standard této &istoty.

Vzorec:

OH

HO 5 .
o
Q —o0
M.W.=853.9
Exact Mass =853 o o)

C47H51INO14

Sumarni vzorec: £Hs1NO14

M= 853

9.1 Postup pripravy fotodegradantu paclitaxelu

Substance paclitaxelu byla stresovana v pedstultrafialoveho z#&ni. Substance byla
rozvazena doiemenné kyvety v mnozstvi 4 g a ozema jako vzorek 1 a dadmenné
vazenky v mnozstvi 10 g s ozmesmim vzorek 2. Oba vzorky byly vioZzeny doigproje
uréeného pro provauhi stresovych testsubstanci (Suntest)., Na substanci bylegbeno
z&enim 765 W/ pri teplo 35°C (podloZka na kterou byl vzorek unifsbyla chlazena
vodou). Pibéh degradace byl sledovan pomoci HPLC analyzy.
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9.2 Pouzité chemikélie a fistroje

9.2.1 Chemikalie

Acetonitril
Dichlorometan
Voda

9.2.2 Pristroje

Suntest CPS+
HPLC systém Waters s PDA detektorem

9.3 Sledovani pribéhu degradace

Stresovani probihalo po dobu asi 8siai, piicemz celkova doba expozice byla 5 tydn
Stres neprobihal kontinud@nale byly aplikovany jednotlivéasové cykly o délce 8 hodin.
Vzorek pro analyzu byl odebiran mezi jednotlivyrgkly po 1, 5, 10, 30 a 35 dnech.Pro
sledovani pibéhu stresovani substance paclitaxelu byla pouzitaGHR/ysledky analyz

jsou prezentovany na nasledujicich obrazcich.

Obr. 62.HPLC analyza substance paclitaxelu pouzité prossivani (vychozi

materidl)
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Obr. 63.HPLC analyza vzorku 1 po 24 hodinach
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Obr. 67.HPLC analyza vzorku 1 po 72 hodinach
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U vzorki doSlo k rozdleni vrstev na sitle a jas# Zlutou a proto byly tyt@éasti od@lene

zanalyzovany. Bylo zjigho, Ze vzorky nejsou homogenni.

Obr. 68.HPLC analyza vzorku 2_horni vrstva
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Obr. 69.HPLC analyza vzorku 2_homogenizat
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Oba vzorky byly spojenyipsypany na petriho misku a pokropeny dichlorometarieo

jednodennim zZ&ni byl sledovan nést fotodegradantu .

Obr. 70.Vzorek_ HPLC analyza po 24 hodinach
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Obr. 71.Vzorek HPLC anal
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Tab. 6.Sumarizace vysledlobsahu fotodegradantu v zavislosti na délce stresu

doba stresovani Obsah Area%
1 den 12,56
1 tyden 17,56
10 dni 25,97
mésic 30,64
5 tydn( 30,81

Obr. 75.Graficka prezentace gbehu nanistu fotodegradantu dase

fotodegradace
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9.4 Potvrzeni totoznosti fotodegradantu

Obr. 76.LC-MS analyza stresovaného paclitaxelu po 35 dnech

RT: 0.00-10.00 SM: 9B

531 NL:
5.48E5
Channel A
uv
Photodegra
dant_02_M
SMs
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450000
400000

350000

300000
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?

E

200000
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[
a
=]
=]
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?
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5.85
427 493 498

6.35 654 695 ;05 ;g7 811 862 882 920

Time (min)

Pik fotodegradantu identifikovan v RT 3.55 min
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Obr. 77.MS a MS-MS spektrum piku RT 3.55 min

100 854.10 NL: 2.82E4
Photodegradant_02_MSMS#97
%0 1 RT:2.82 AV:1SB:174
10.47-10.60 , 10.83-11.16 T:
80 ITMS + ¢ ESI Full ms
[300.00-1800.00]
3 70
2
<
2 60
S
2 50
©
]
2 40 845.26
©
x 30
20
10 304.08 537.19 870.91
‘ 35433 390.44 41118 46190 51393 *|"" 569.00 6‘21‘-2‘5 665.11 7‘29'18 76485 82018 || || ‘h
0 76433 NL: 2.66E1
25; Photodegradant_02_MSMS#11
] 93-1203 RT: 3.49-351 AV: 2
i F: ITMS + ¢ ESId Full ms2
] 854.06@cid25.00
20 [225.00-865.00]
15
] 286.11
109
] 732.26
5]
] 295.52 429.40 509.34 569.28 66252 776.23
] 268.15 326.04 390.26 467.47 .
] | 17 ‘ | ‘ 551-00“ 61“’-11 65435| | 70214 | 76042 “ 835"52
ottt
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miz

V MS spektru identifikovan molekulovy iont [M+Hm/z 854 a déle ionty [M+NH4]m/z
871 a [M+H-HAc] m/z 794 které potvrzuji molekulovou hmotnost latkdH 853.
Fragmentaci molekulového iontu [M+H]m/z 854 ziskavame celotadu fragmerit.
Dulezitymi diagnostickymi fragmenty jsou m/z 268 azr2B6, které odpovidaji odgieni
botniho fenyl isoserinovéhdetzce. Déale fragmenty m/z 509, m/z 776 a m/z 794
odpovidaji fragmeriin taxanovécasti molekuly. Fragmentace je v souladu s uvedenou

strukturou fotodegradantu paclitaxelu.
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ZAVER

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala probleroatikyuziti standardnich latek v
prostedi farmaceutického famyslu. V teoretickécasti jsem se snazila popsat jakym
zpisobem jsou standardni latkyigravovany a klasifikovany a jakym é@gobem jsou dale
pouzivany. mraz byl kladen pedevSim na ifpravu tchto standantl pii které jsou
pouzivany pedevSim chromatografické metodyele s HPLC. | fes vysoky pokrok
instrumentéalnich technik je stale h®jwyuzivAna metoda tenkovrstvé chromatografie,
ktera pro svoji jednoduchost a rychlost je mocnyastrojem. V druhéasti jsou popsany
zakladni charakterizai metody, které jsou vyuzivany pro identifikaciarsiard,

predevsim ufeni jejich struktury.

V prakticke ¢asti pak popisuji fipravu tech standard riznych latek. Snazila jsem se
priblizit, jakym zpisobem jsou tyto standardy ziskavany. V zavislosti stozitosti
problému nize proces vyvoje a vlastni izolace standardu tevattydny nebo naopak i

vice nez fl roku.

V prvnim oddilu praktickéc¢asti jsem se zabyvalafipravou standardu degraaé@ho
produktu mofetilu N-oxidu. Pomoci TLC metody bylawhnuta metodika pro provéau
preparativni chromatografie na silikagelu ve slaygen usptadani. K jejimu pouziti ale
nakonec nedoSlo, protoZe oxidace mykofenolatu rhafegselinou 3-chloperbenzoovou
za prokghla bez vedlejSich produkt Mofetil N- oxid byl identifikovan a totoZznost lkayl
prokdzana oproti ifve pripravenému a identifikovanému standardu mofetil Xido

hmotnostni spektrometrii a srovnanim rétéhoc¢asu HPLC metodou.

V druhécésti je popsana izolace Cyklosporinu V jakozto depdné latky vznikajici i
vyrobe cyklosporinu fermentai cestou. Nejprve jsem provedla optimalizaci prafd
HPLC metody natiznych kolonach siznymi mobilnimi fazemi. V pibéhu optimalizace
byl sledovan vliv teploty a obsahu tert-butyl metéteru na separaci pikcoz se ukazalo
jako rozhodujici. Pomoci néasledmaplikované preparativni chromatografie byla ziskan
velmi ¢ista frakce obsahujici cilovou latku, ktera bylsladré us@sre identifikovana a

charakterizovana.

V posledni ¢asti jsem se zabyvalafipravou degradmiho produktu paclitaxelu

ozna&eného jako fotodegradant, ktery vznikdispbenim UV z#&ni na substanci
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paclitaxelu. Bsobenim UV zgni byl v pfibchu 5 tydmi ziskan material obsahuijici

priblizn¢ 30% fotodegradantu. Tento byl nasledisEsne identifikovan metodou LC-MS
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

TLC Thin — layer chromatography, chromatografidereé vrsté

HPLC  High performance liquid chromatography, vysokinna
kapalinova chromatografie

IR Infrared spektroscopy, inftarvena spektrometrie.

MS Mass spektrometry, hmotnostni spektrometrie

NMR Nuclear magnetic resonance, nuklearni magkétiezonance

CsV Cyklosporin V

CsA Cyklosporin A

LC-MS vysoko &inné kapalinova chromatografie ve spojeni s hmatmapektrometrii
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