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Anotace

The thesis is focused on the group of drugs used as anticoagulants, mainly on two

representatives of the group, warfarin, and dabigatran.

In the theoretical section, the following parts are presented: history of the anticoagulants,
characteristics of warfarin and dabigatran, HPLC methods used for the determination of
warfarin and dabigatran, concentrations of the drugs in natural surface waters, and

possibilities of their photochemical degradation.

The experimental part contains first the introduction of the HPLC methods for warfarin and
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Seznam pouzitych zkratek

= ACN — acetonitril

= COV - ¢&isti¢ka odpadnich vod

» HPLC - (High Performance Liquid Chromatography) — vysokot¢inna kapalinova
chromatografie

= JUPAC - (International Union of Pure and Applied Chemistry) — Mezinarodni unie pro
¢istou a uzitou chemii

* LMWH — (Low Molecular Weight Heparins) — nizkomolekularni hepariny

» MF — mobilni faze

» MFA — mobilni faze A

» MFB — mobilni faze B

= NOACSs — (Novel Oral Anticoagulants) — nové peroralni antikoagulanty

= UHPLC — (Ultra High-Performance Liquid Chromatography) — ultra-vysokoucinna

kapalinova chromatografie



Cil prace

Cilem prace bylo provést reSerSi na téma antikoagulanty, jejich funkce, vyskyt
Vv ptfirodnich vodach a moznosti jejich fotochemické degradace, zavést HPLC metodu pro
stanoveni warfarinu a dabigatranu a otestovat moznost fotochemické degradace warfarinu

a dabigatranu  pfi  ozafovani za  podminek relevantnich  pfirodnim  vodam.



1. Uvod

1.1 Vyuziti a vyvej antikoagulanti

Antikoagulaéni 1é€ba se poprvé objevila na zacatku 20.stoleti (Weitzl &
Harenberg, 2017). Jejim hlavnim cilem je prevence a 1é¢ba tromboembolické nemoci, ktera
stale patii mezi jednu z nejcastéjSich pfi¢in umrti v primyslové rozvinutych zemich
(Novotny, 2006). Uvadi se, ze srde¢ni infarkt a mrtvice maji na svédomi jedno ze ¢tyf tumrti
na celém svété, proto vyvoj v oblasti trombodzy je stale prioritni (Weitz1l & Harenberg,
2017).

Jako prvni pfipravek k zamezeni srazeni krve byl pozivan nefrakcionovany
standardni heparin (Kvasnicka, 2012). Nefrakcionovany standardni heparin je smés
mukopolysacharidovych fetézcu, které svou vazbou na koagulaéni faktory zpusobuji inhibici
koagulac¢ni kaskady (Maly, 2004). Molekularni hmotnost nefrakcionovanych heparinti je
v rozmezi 3000 az 40000 daltont (Maly, 2004). Vyuziti nefrakcionovaného heparinu bylo
efektivni, ale musel byt podavéan nitroziln€¢ a vyzadoval piisny monitoring koagulace, coz
neumoznovalo terapii mimo nemocnici (Weitzl & Harenberg, 2017). Pozdé&ji se pieslo
k pouziti nizkomolekularnich heparini (LMWH) a ptipravku fondaparinux, coz je synteticky
pentasacharid, ktery obsahuje specifické useky molekul heparinu a ptlisobi stejnym
mechanismem jako heparin, tedy vazbou a inhibici faktoru Xa (Kvasnicka, 2012). Faktor Xa
ma vysadni postaveni v katalyze konverze protrombinu na trombin. Aktivace faktoru Xa je

vree

spoleénym uzlem ,,vnitini* i ,,vnéj$i* cesty koagulaéni kaskady (Kvasnicka, 2012).

Fondaparinux a LMWH lze podavat subkutanné a jejich davku lze upravovat
dle hmotnosti (Weitzl & Harenberg, 2017). Lécba pomoci téchto piipravki nevyzaduje
nemocni¢ni  terapii.  Dal§i  vyhodou je  sniZeni rizika  trombocytopenie

(Weitz1 & Harenberg, 2017).

Pro dlouhodobé pouzivani bylo nutnosti vyvinout pfipravek, ktery se bude naproti
diive zminénim ptipravkiim uzivat perordlné. Byl objeven wafrarin, ktery pusobi jako
antagonista vitaminu K. Warfarin vstupuje do cyklu vitaminu K, kde dochazi k jeho inhibice.
To mé& za nasledek zvySenou jaterni produkci karboxylovanych a dekarboxylovanych
proteinii se snizenou antikoagulacni funkci (Hirsh et al., 2001). Warfarin je v soucasné dobé
nejvice predpisovany antikoagulant. Dlouho dobou byl také jedinym schvalenym pfipravkem
pro dlouhodobou 1é¢bu (Melnikova et al., 2009). Pouzivani warfarinu mé¢lo zna¢né tGspéchy,

U pacientt s fibrilaci sini snizuje vyskyt mrtvice 0 64 % (Melnikova et al., 2009).
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Problémem je vSak jeho pomaly ndstup arychlé odeznéni UCinku. Warfarin vyzaduje
individualni davkovani, které je =zavislé na metabolismu, narozdilném piijmu

vitaminu K Vv potravé a na genetické variabilité pacienta (Weitz1 & Harenberg, 2017).

Tyto nedostatky podnitily vznik novych peroralnich antikoagulacii (NOACs), které
cilené puasobi nakoagulaéni enzymy. Tyto pfipravky byly ziskany z hematofignich
organismi (tedy organismil vyuzivajicich krev jako zdroj potravy) aplikaci rekombinatnich
DNA (Hirsh et al., 2005). Na dne$nim trhu Ize tedy nalézt mnoho bezpeénych a efektivnich
1é¢iv. NOACs postupné nahrazuji klasické piipravky. Hlavni vyhodou je absence vedlejsich

ucinki, jako je napiiklad indukovana trombocytopenie ¢i osteopordza (Novotny, 2006).

Dalsi uplatnéni antikoagulanty nachazeji jako biocidy. Pouzivaji se k hubeni
hlodavct,, ktefi jsou vyznamni pienaSeCi zvifecich a lidskych chorob, napiiklad
leptospordzy, trichinelozy a salmoneldzy. Ke kontrole hlodavci dochazi v zemédélstvi,
v doméci aplikaci a vV méstské a kanalizacni infrastruktutfe. V souc¢asné dobé se pouzivd osm
antikoagulacnich piipravki na hubeni hlodavet (Gomez et al., 2014 A). Do prvni generace
antikoagulancii fadime latky s maximalnimi pfipustnymi koncentracemi aktivni slozky
v navnadach 0,079 % (warfarin), 0,0375 % (coumatetralyl) a 0,005 % (chlorofacinon).
Do druhé generace pfipravki fadime latky S maximalnimi pfipustnymi koncentracemi
aktivni slozky v navnadach 0,0075 % (difenacoum), 0,005 % (bromadiolon, brodifacoum,
flokumafen) a 0,0025 % (difethialon) (Regnery et al., 2019).



1.2 Charakteristika warfarinu

Molekula warfarinu ma sumarni vzorec CigH1604 se systematickym nédzvem
4-hydroxy-3-(3-oxo-1-phenylbutyl)chromen-2-one dle IUPAC (PubChem, 2023).
Jeho struktura je znazornéna na Obr. 1. Warfarin je antagonista vitaminu K, ktery hraje
zasadni roli v karboxylaci kyseliny glutamové. Jeho inhibice vede k produkci proteint se

snizenou koagula¢ni funkci (Hirsh et al., 2001).

4
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Obr. 1: Strukturni vzorec warfarinu.

Valente et al. (1977) objevil ptitomnost tii vzajemné preménujicich se tautomernich
struktur v roztoku. V roztoku jsou ptitomny dvé diastereomerni cyklické formy
(S a R enantiomery). Tteti slozku tvofi necyklicka oteviena forma, ktera je vSak zastoupena

minoritné¢ (Valente et al., 1977). V krystalické formeé se objevuji pouze cyklické formy.

Warfarin je klinicky podavan jako racemicka smés jeho dvou opticky aktivnich
izomeru (Holford et al.,, 1986). S-warfarin je pétkrat uc¢inngjsi jako antagonista
vitaminu K nez R-izomer (Hirsh et al., 2001). Podava se peroralng, je rychle vstfebavan
Vv travicim traktu. Maximalni koncentraci v krvi dosahuje béhem 90 minut po pouziti
(Hirsh et al., 2001). V krvi se vaze na proteiny krevni plazmy, nejvice se vaze na albumin.
Spektroskopické méfeni naznacuje, Ze se warfarin na albumin vaze jako ionizovand forma
tautomeru s otevienym fetézcem (Porter et al., 2010). Warfarin ma biologicky polocas
36-42 hodin (Hirsh et al. 2001).

Oba enantiomery jsou metabolizovany V jatrech pomoci cytochromu P-450.
Cytochrom P-450 obsahuje ruzné izoenzymy, které maji rtznou citlivost pro kazdy

z enantiomerd warfarinu (Porter et al., 2010). K eliminovani warfarinu dochazi pomoci



jaterniho metabolismu s malou clearance® (0,2 I/h/70 kg) (Holford et al., 1986). V moci se

vyskytuje pouze stopové mnozstvi.

Déavka warfarinu vyzaduje neustalé sledovani a ptizptisobovani z divodu jeho
interakce s jinymi 1éCivy a V zavislosti na mnozstvi vitaminu K v potravé (Hirsh et

al., 2001). Davka také reflektuje genetické odlisnosti jedince.

1.3 Charakteristika dabigatranu

Molekula dabigatranu ma sumarni vzorec CzsHsN7O3 Se systematickym nazvem
3-[[2-[(4-carbamimidoylanilino)methyl]-1-methylbenzimidazole-5-carbonyl]-pyridin-2-ylam
ino]propanol acid dle IUPAC (PubChem, 2023). Strukturni vzorec dabigatranu
a dabigatran etexilatu je zobrazen na Obr. 2. (PubChem, 2023). Dabigatran je piimy inhibitor
trombinu, pouZzivany pro prevenci hluboké Zilni trombozy u pacientli, ktefi podstoupili

nahradu kyc¢elniho nebo kolenniho kloubu (Ebner et al., 2010).

OH O
< dabigatran
N Y©E/>T )

dabigatran etexilat

<YC[N v

/

Obr. 2: Porovnani struktur dabigatranu a dabigatran etexilatu.

! Clearance je mnozstvi plazmy, které se o&isti ledvinami od uréité latky za jednotku &asu.
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Dabigatran je polarni slouCenina, kterd neni vhodnd pro peroralni aplikaci
(distribucni koeficient® pfi pH=7.4 je 0,6) (Ebner etal., 2010). Dabigatran se podavé ve
form¢ fyziologicky neaktivniho dabigatran etexilatu a to bud’ v roztoku s kyselinou vinnou
nebo ve formé tablet, kde jsou mikropelety s kyselinou vinnou a dabigatran etexilatem. Tak
je vytvoreno kyselé mikroprostiedi, které podporuje rozpousténi a absorpci dabigatran
etexilatu a absorpci ¢ini nezavislou na ruznych hodnotach pH v travicim traktu (Stangier,
2008). Proto se dabigatran podava ve formé proléCiva (dabigatran etexilat), ktery je
Vv organismu pomoci esteraz rychle hydrolyzovan na dabigatran (Ebner et al., 2010).
Po peroralni podani dabigatran etexilatu dochazi k hydrolyze (hydrolyza ethylesteru
a hexyloxykarbonylové skupiny) za vzniku dabigatranu prostfednictvim dvou meziprodukti

(Blech et al., 2008). Maximalni koncentrace v plazmé dosahne cca 1,5 hodiny po poziti.

Oxidace dabigatranu pomoci cytochromu P-450 nehraje zasadni roli. Hlavnim
metabolickou drahou dabigatranu u c¢lovéka je konjugace s kyselinou D-glukuronovou
zavzniku acylglukuronid karboxylové funkéni skupiny (Ebner et al, 2010). Ke
glukuronidaci dochazi ve stfevnich a jaternich mikrosomech pfiblizné u 20 % dabigatranu.
Ebner el al. (2010) objevili vyskyt étyf izomernich acylglukuronidd dabigatranu. Byly
objeveny 1-O-acylglukuronid (B anomer) a 2-O-, 3-O- a 4-O-acylglukuronidy
(oo @ p anomery) (Ebner et al., 2010).

Prolé¢ivo dabigatran etexildt se podava peroralng. VeSkeré mnoZstvi dabigatran
etexilatu je katalyticky pfeméno na dabigatran, pouze stopové mnozstvi dabigatran etexilatu
se objevuje vmoci ale nikoli ve stolici (Blech et al., 2008). Ke glukuronidaci dochazi
pfiblizné u 20 % dabigatranu za vzniku farmakologicky aktivnich metabolitti (Ebner et al.,
2010). Ostatnich 80 % dabigatranu je vyluCovano v nezménéné podobé pomoci ledvin
(Saffian et al., 2015). Biologicka dostupnost dabigatranu byla stanovena na 7,2 %.
Biologicky polocas byl primérné 8 hodin (Blech et al., 2008).

1.4 HPLC stanoveni warfarinu
Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z nejpouzivanéjsich
metod ke stanoveni warfarinu. Nejcastéji se vyuziva pii stanoveni warfarinu ve vzorcich

krevni plazmy (Lomonaco et al., 2013), (Boppana et al., 2002), (Sun et al., 2006).

? Distibucni koeficient (LogD) je hodnota udéavajici lipofilitu ionizovatelnych sloucenin. Lipofilita je
dilezitou vlastnosti 1é¢iv, hraje roli v rozpustnosti, absorpci, odbouravani.
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Pomoci HPLC lze také stanovovat mnozstvi warfarinu v odpadni vod¢ (Gomez et
al., 2014 B) nebo ve vzorcich pudy (Medvedovici et al., 1997). Pii HPLC analyze vzorku
S obsahem wafrarinu byla nejCastéji pouzita chromatografickd kolona se staciondrni fazi
C18 (Medvedovici et al., 1997), (Gomeze et al., 2014 B), (Lomonaco et al., 2013). Byla
pouzita také kolona s naplni C8 (Lombardi et al., 2003). Velice variabilni byla délka kolony,
ktera reflektovala zamér analyz. Jako mobilni faze (MF) byl pouzit vodny roztok
fosforeCnanu draselného, mravenanu amonného, kyseliny octové, poptipadé voda
okyselena kyselinou fosfore¢nou a z organickych rozpoustédel se pouzival methanol nebo
acetonitril. Lisil se také zpasob detekce, pomoci UV detekce byl warfarin stanovovan
pii vilnovych délkach 280 nm (Chuaet al., 2018). Objevila se také detekce pomoci
fluorescence (Boppanaet al. 2002), elektrochemicka detekce (Wang & Bonakdar, 1987),
hmotnostni spektrometrie (Gémez et al., 2014 B). Ptehled moznosti HPLC separace

warfarinu je znazornén v Tab. I.

V préci Wanga a Bonakdara (1987) byla pouzita kolona
Biophase ODS (4.6 x 250 mm, 5 um) na stanoveni warfarinu v mo¢i. Mobilni faze byl 1,5%
roztok kyseliny octové (pH=4,7 Gprava koncentrovanym hydroxidem amonnym)-acetonitril

(60/40, v/v). Detekce byla provedena pomoci elektrochemického detektoru.

Medvedovici et al. (1997) vyvinul metodu na stanoveni skupiny rodenticidd warfarin,
difenadion a chlorophacinon spolu s fenylmo¢ovinovymi herbicidy isoproturon a diuron
Vv pudnich  vzorcich.  Analyza byla provedena nachromatografické  koloné
Hypersil, Hewlett-Packard ODS (4,6 x 200 mm, 5 um). V této praci bylo testovano rtizné
slozeni mobilnich fazi. Jako optimalni MF byl zvolen 0,5% roztok kyseliny fosforecné
ve vodé (MFA) a 0,5% roztok kyseliny fosfore¢né v acetonitrilu (MFB). Byl zvolen
gradientovy rezim s prutokem 1 ml/min. UV detekéni vlnova délka byla nastavena

na 310 nm.

Boppana et al. (2002) navrhl metodu na separaci R a S enantiomert warfarinu
v lidské plazmé¢. Metoda zahrnovala ptedkolonou precipitaci proteinu a chromatografickou
separaci na chiralni kolon¢. Jako mobilni faze byl pouzit 0,05M roztok octanu amonného
ve vodé (pH=4,7) a acetonitril (90/10, v/v). Byl pouzit fluorescen¢ni detektor, excita¢ni

a emisni vlnové délky byly 313 nm, respektive 400 nm.



Lombardi et al. (2003) vyvinuli snadnou metodu na stanoveni warfarinu v krevni
plazm¢, za Gi¢elem stanoveni vhodné davky a sledovani antikoagula¢niho u¢inku v zavislosti
na interakci s potravou a ostatnimi léky pro klinické tucely. Analyza byla provedena
na kolon¢ Waters RP8 (3,9 x 150 mm, 5 um), probihala v isokratickém rezimu s pritokem
MF 1 ml/min. Eluénim c¢inidlem byl 25mM roztok fosforeénanu draselného (pH=7)

v methanolu (55/45, v/v). UV detekéni vinova délka byla nastavena na 280 nm.

Sun et al. (2006) vyvinuli citlivou metodu na stanoveni warfarinu v krevni plazmé
pacientd. K analyze byla pouzita kolona Phenomenex C18 (4,6 x 150 mm, 5 um). Jako MF
byl pouzit 50 mmol/l roztok pufru octanu amonného (pH=3,74) a methanolu (67/33, V/v).

UV detekeni vinova délka byla nastavena na 308 nm.

Lomonaco et al. (2013) vyvinuli metodu na stanoveni warfarinu a warfarinovych
alkoholtt v krevni plazmé. Analyza byla provedena na kolon¢ Agilent TC-C18
(4,6 x 150 mm, 5 um), probihala v isokratickém rezimu s priatokem MF 1,2 ml/min. Elu¢nim
¢inidlem byl 25mM roztok fosfatového pufru (pH=7), methanol a acetonitril
(70/25/5, vIviv). Fluorescenéni detekce byla provedena excitacni a emisni vinové délce byly

310 nm, respektive 390 nm.

Cilem prace Gomeze et al. (2014 B) byla charakterizace rodenticidii v odpadnich
vodach kapalinovou chromatografii spojenou s tandemovou hmotnostni spektrometrii.
K analyze byla pouzita kolona Zorbax Eclipse XDB-C18 (2,1 x 150 mm, 5um). Jako MF byl
zvolen 5mM roztok mraven¢anu amonného ve vodé a 5mM roztok mravenc¢anu amonného
v methanolu. Separace probihala v gradientovém rezimu. Detekce byla provedena pomoci

hmotnostni spektrometrie.

V praci Mahmoud a Elhag (2021) byla pouzita kolona kolona C18
(4 x 150 mm, 3 um) ke stanoveni warfarinu v krevni plazmé. Analyza probihala
Vv isokratickém rezimu separace s prutokem 1 ml/min. Elu¢nim ¢inidlem byl 0,1 %roztok
kyseliny mraven¢i ve vodé a acetonitril (40/60, v/v). Detekce byla provedena pomoci

hmotnostni spektrometrie.



Tab. 1. Pfehled moznosti HPLC separace warfarinu.

Kolona

Rozméry kolony

MF

Citace

Biophase ODS

4.6 x 250 mm, 5 um

1,5% kyselina octova
(pH=4,7)/acetonitril
(60/40, viv).

Wanga & Bonakdara,
(1987)

Hypersil, 4,6 x 200 mm, 5 um | 0,5% kyselina fosfore¢na | Medvedovici et al.,
Hewlett-Packard 10,5% kyselina fosfore¢na (1997)
OoDS v acetonitrilu
Chiralni kolona - 0,05M octan amonny Boppana et al.,
(pH=4,7)/acetonitril (2002)

(90/10, viv)

Waters RP8 3,9 x 150 mm, 5 um 25mM fosfore¢nan Lombardi et al.,
draselny (pH=7)/methanol (2003)
(55/45, viv)
Phenomenex 4,6 x 150 mm, 5 um | 50 mmol/l octan amonny Sun et al.,
C18 (pH=3,74)/methanol (2006)

(67/33, viv)

Agilent TC-C18

4,6 x 150 mm, 5 um

25mM fosfatovy pufr

Lomonaco et al.,

(pH=7)/metanol/acetonitril (2013)
(70/25/5, viviv)
Zorbax Eclipse | 2,1 x 150 mm, 5um | 5mM mraven¢an amonny GoOmeze et al.,
XDB-C18 /5mM mraven¢an amonny (2014 B)
v methanolu
(gradient)
C18 4 x 150 mm, 3 um 0,1% kyselina Mahmoud & Elhag,

mravenci/acetonitril

(40/60, VIV)

(2021)




1.5 HPLC stanoveni dabigatranu

Ke stanoveni dabigatranu v biologickych vzorcich ¢i v odpadnich vodach lze vyuzit
HPLC. Pouziva se k analyze vzorku krevni plasmy (Gouveia et al., 2020), (Kozlov et al.,
2019), dalsi vyuziti Ize nalézt v analyze odpadnich vod (Yassine et al., 2017), ¢i ke kontrole
stability v kapslich (Bernardi et al., 2013), (Nagadeep et al., 2019). Ve vétsing piipadu byla
pouzivana kolona s C18 stacionarni fazi (Gouveiaetal., 2020), (Bernardi et al., 2013),
(Schwertnera et al., 2016). Byla rovnéz pouzita kolona C8 (Damle & Bagwe, 2014).
V jednom ptipad¢ byla pouzita kolona s CN (alkylnitrilovou) naplni, za ucelem zvySeni
rozliSovaci schopnosti (Kozlov et al., 2019). Rozdil mezi publikovanymi metodami je rovnéz
ve slozeni MF. Jako MF byl pouzit vodny roztok kyseliny mravenc¢i, mravencanu amonného,
z organickych rozpoustédel se pouzival methanol nebo acetonitril. Pfi analyze byla pouzita
uv detekce (Bernardi et al., 2013), (Damle & Bagwe, 2014), fluorescence
(Schwertnera et al., 2016) ¢i hmotnostni spektrometrie (Yassine et al., 2017), (Kozlov et al.,

2019). Ptehled moznosti HPLC separace dabigatranu je zndzornén v Tab. I1.

Bernardi et al. (2013) vyvinuli metodu na stanoveni dabigatran etexilatu v kapslich.
Analyza byla provedena na koloné Zorbax C18 (4,6 x 250 mm) v isokratickém reZimu
separace. Mobilni faze se skladala z acetonitrilu a 0,1% roztoku triethylaminu (pH=6,0
upraveno kyselinou fosfore¢nou) v poméru 65/35 (v/v). UV detekéni vinova délka byla

nastavena na 225 nm.

Damle & Bagwe (2014) vyvinuli metodu, za ucelem studie stability dabigatran
etexilatu. K rozdé€lovani analytu dochazelo na koloné¢ Neosphere C8 (4,6 x 150 mm).
Mobilni faze se skladala z methanolu a fosfatového pufru (0,01 M, pH = 3) v poméru 60/40.

UV detekéni vinova délka byla nastavena na 225 nm.

V praci Schwertnera et al. (2016) byla provedena HPLC a UHPLC analyza
dabigatranu a dabigatran etexilatu. HPLC analyza byla provedena na koloné Waters C18
(4,6 x 250 mm, 10 pum). Jako mobilni faze byl pouzit methanol (MFA) a voda (MFB).
V isokratickém rezimu separace spomérem 2/1 (MFA/MFB). Detekce byla provadéna
pomoci fluorescence. Excita¢ni maxima ¢inila 310 nm pro dabigatran a 335 nm dabigatran

etexilat . Emisni maxima byla 375 nm pro dabigatran a 400 nm pro dabigatran etaxilat.



Yassine et al. (2017) provedli analyzu dabigatranu a jeho fotodegrada¢nich produkta
v povrchovych vodach. Studie zahrnovala fotodegradaci a analyzu dalSich NOACs. Analyza
byla provedena na kolon& Nucleosil® C18 Nautilus (4,6 x 250 mm, 5 pm) v isokratickém
rezimu. Jako mobilni faze byly zvoleny methanol a voda v poméru 60/40 (v/v). UV detekéni
vlnové délky byly nastaveny na 248, 277, 303 nm. Metoda byla doplnéna hmotnostni

spektrometrii.

Kozlov et al. (2019) ve své praci vyvinuli novy protokol extrakce vzorkl krve pro
farmakokinetické studie dabigatranu. Vzorky byly analyzovany HPLC s hmotnostni
spektrometrii s ionizaci elektrosprejem. Analyza byla provedena na koloné¢ Agilent Zorbax
SB-CN (4,6 x 150 mm, 5 um). Separace bylo dosazeno pomoci 0,1% roztoku kyseliny
mraven¢i ve vodé (MFA) a acetonitrilu (MFB). Pomér byl 80/20 (MFA/MFB).

Nagadeep et al. (2019) vyvinuli metodu na stanoveni dabigatran etexilatu v kapslich.
Analyza byla provedena na koloné Inertsil ODS-3V (4,6 x 250 mm, 5 um), v gradientovém
rezimu separace. Jako mobilni faze byl pouzit 20mM roztok mraven¢anu amonného s 0,1 %
triethylaminu (pH=5,0, upraveno kyselinou mravenci) a acetonitril. UV detekéni vinova

délka byla 255 nm. Metoda byla dopIlnéna hmotnostni spektrometrii.

Gouveia et al. (2020) vyvinuli metodu pro soucasnou analyzu apixabanu,
dabigatranu, edoxabanu, rivaroxabanu v lidské plazmé. Separace probihala v gradientovém
rezimu na kolon& LiChroCART® Purospher® Star C18 (4 x 55 mm, 3 um). Jako MF byl
pouzit 0,1% roztok kyseliny mravenci ve vodé a acetonitril. UV detekéni vinova délka byla
300 nm.
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Tab. II. Pfehled moznosti HPLC separace dabigatranu.

(2/1, viv)

Kolona Rozméry kolony MF Citace
Zorbax C18 4,6 x 250 mm Acetonitril/0,1% Bernardi et al.,
triethylamin (pH=6,0) (2013)
(65/35, vIv)
Neosphere C8 4,6 x 150 mm Methanolu/0,01M fosfatovy | Damle & Bagwe,
pufr (pH = 3) (2014)
(60/40, viv)
Waters C-18 4,6 x 250 mm, 10 um Methanol/voda Schwertnera et

al., (2016)

Nucleosil® C18

Nautilus

4,6 x 250 mm, 5 um

Methanol/voda
(60/40, viv)

Yassine et al.,
(2017)

Agilent Zorbax
SB-CN

4.6 x 150 mm, 5 um

0,1% kyselina
mravenci/acetonitril
(80720, viv)

Kozlov et al.,
(2019)

Inertsil ODS-3V

4,6 x 250 mm, 5 um

20mM mraven¢an amonny s

Nagadeep et al.,

0,1 % triethylaminu (2019)
(pH=5,0)/acetonitril.
LiChroCART" 4 x 55 mm, 3 pm 0,1% kyselina Gouveia et al.
Purospher® Star mravenci/acetonitril. (2020)
C18

1.6 Zakladni veli¢iny pro popis chromatografické separace

Pti spravné separaci by mél byt chromatograficky pik symetricky, dokonale oddéleny

a m¢l by mit ostfe ohrani¢ené zony. Zakladnim kritériem pii hodnoceni piku analytu je jeho

symetrie. Tvar a symetrii piku Ize popsat faktorem chvostovani T a faktor asymetrie A.

Faktor chvostovani — Tf je vyjadfen jako Sitka piku v5 % vysky (Wpos)

ku

dvojnasobku Sitky piku vzestupné ¢asti (f). Faktor chvostovani se vypocte dle rovnice 1:

Te

__ Wo,05
2f
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1)




Faktor asymetrie A je vyjadien jako pomér Sitky sestupné ¢asti piku K vzestupné casti
piku, nejcastéji je popsan v 5 nebo 10 % vysky piku. Faktor asymetrie se vypocte podle

rovnice 2:
t
A= : 2)

kde t je sitka sestupné ¢asti piku a f je Sitka piku vzestupné ¢asti (Novakova et al., 2021).
Faktor asymetrie by mél nabyvat hodnot 0,8 — 1,50. Kvantitativni charakteristikou piku je

plocha pod pikem, kvalitativni charakteristikou je retencni Cas tg.

Reten¢ni faktor K udava miru retence latek. Je to pomér rozdilu reten¢niho Casu

a mrtvého retenéniho ¢asu k mrtvému retenénimu ¢asu. Lze vypocitat podle rovnice 3:

k= &)
0

kde tr je retencni Cas a tp je mrtvy retencni Cas (Cas slozky, ktera neni na kolon¢ zadrzovana).
Rychlost pohybu této slozky odpovida rychlosti  pohybu MF v koloné
(Novakova et al., 2021).
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1.7 Koncentrace antikoagulanti v prirodnich vodach

Antikoagulanty se dostavaji do odpadnich vod vylu¢ovanim moci nebo rozpousténim
navnad, ty pak putuji do &isti¢ek odpadnich vod, COV (Gomez et al., 2014). V COV muize
dochazet k jejich biodegradaci mikroorganismy v aktivovaném kalu (Gomez et al., 2014 A).

Neodstranéné zbytky se mohou dostat do fek a rybnikii.

Gomez et al. (2014 A) ve své praci zkoumali koncentraci jedenacti antikoagulanti
véetné warfarinu v deviti COV v Katalansku ve Spanélsku. Odbér vzorki byl provadén
od zati az do fijna roku 2012. V kazdé COV byl odebirdn vzorek z pfitoku, z &isténi
aktivovaného kalu a z odpadni vody. Celkové mnozstvi antikoagulanti se pohybovalo
v rozmezi od 6,80 do 180 ng/l v pfitoku. Warfarin byl ve vséch piipadech nejvice zastoupena
sloucenina. Mnozstvi jednotlivych latek se liSilo podle okolni charakteristiky pramyslu.
Ve vytoku se mnozstvi antikoagulanti pohybovalo v rozmezi od 0,89 do 72,0 ng/l. Warfarin
byl mezi nejvice zastoupenymi latkami. Gémez et al. (2014 B) odebrali vzorky z riznych
odpadnich vod kolem Katalanska ve Spanélsku v roce 2012. Warfarin se vyskytoval ve

vSech vzorcich v koncentraci mezi 8 a 156 ng/l.

Regnery et al. (2019) se ve své praci zaméfili na na analyzu antikoagulantii v jatrech
kaprovité ryby Cyprinus carpio. Vzorky pochazely z 25 rybnikd v Bavorsku v Némecku.
Tyto rybniky byly napdjeny terciarné ciSt€énymi odpadnimi vodami. Sprava bavorského
zivotniho prostiedi rovnéz poskytla vzorky tkani ryb ze sedmi tokii a dvou jezer, do kterych
nebyla vypousténa odpadni voda. Ve vzorcich z 12 rybniku nebyla zjiSténa zadna zasadni
bioakumulace antikoagulantii. Nebyla pozorovana zadna ztetelna korelace mezi koncentraci
v rybach a kapacitou ¢&isténi COV. Koncentrace antikoagulantli ve vypousténych odpadnich
vodach bylo v rozmezi 2-10 mg/l. Ve vzorcich z ek byla rezidua detekovana u 83,3 %
vzorkll. Ve vzorcich z jezer nebyla nalezena Zz4dna rezidua. Nejvyssi koncentrace rezidui
Vv rybnicich byla stanovena na 4,6 ug/kg jater v fece 9,1 ug/kg jater. Warfarin se vyskytoval

Vv jatrech C. carpio pouze ve stopovém mnozstvi 0,05 pg/kg jater.

Prace Top et al. (2020) byla vénovéana odstraiiovani mikro a makro znic¢iStujicich
latek v nemocniéni odpadni vodé. Vzorky byly odebrany z odpadni vody z nemocnice Sisli
Hamidiye Etfal Training and Research Hospital (Istanbul, Turecko) s kapacitou 780 luzek.
Koncentrace warfarinu v odpadni vodé se nachazela v rozmezi 0,03 — 3,45 pg/l. Voda byla
Cisténa pomoci oxidace superkritickou vodou pii 450 °C po dobu 60 s s ptidavkem H,0..
Superkritickou vodou je voda, ktera piekracuje teplotu 374 °C a tlak 22,1 MPa a pouziva
k rozkladu toxickych organickych sloucenin a k vyrobé jemnych castic
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(Zychova et al., 2013). Warfarin byl nejméné odstratiovan, 72 % bylo odstranéno. Cisténi

vody timto zptisobem bylo hodnoceno jako dostatecné.

Prace Santos et al. (2013) se vénovala analyze 78 1é¢iv v nemocni¢nich odpadnich
vodach. Odbér vzorkii byl provadén znékolika COV v oblasti Coimbra v Portugalsku.
Koncentrace warfarinu byla v rozmezi 1,42 a 6,17 ng/l. Bylo zjisténo celkové hmotnostni
zatizeni zpusoben¢ 1éCivy v rozmezi mezi 5 a 14 g/den/1000 obyvatel v odpadnich vodach
vytékajicich z COV. Neéktera 1éGiva piedstavuji vysoka rizika pro Zivotni prostiedi

(antibiotika sulfonamidy).

Hernandéz et al. (2013) se ve své praci vénovali analytické metod¢ pro stanoveni
deviti antikoagulac¢nich rodenticidi (chlorofacinon, bromadiolon, pindon, diphacinon,
warfarin, coumatetralyl, brodifacoum, floucomafen a difenacoum) rezidua ve vzorcich vody
a pudy. Vzorky byly odebrany v provinciich Valladolid a Palencia ve Spanélsku, v téchto
oblastech probihalo hubeni Microtus arvalis pomoci chlorofacinonu a bromadiolonu.

Ve stopovém mnozstvi byly nalezeny chlorofacinon a bromadiolon.

Lacorte et al. (2018) se ve své praci vénovali koncentraci 1é¢iv v odpadnich vodach
a fekach. Studie probihala v péti zdravotnickych zatizeni v Portugalsku, Spanélsku a Francii.
Dabigatran etexilat byl pfedepisovan v jednom zdravotnickém =zafizeni s 81 luzky.
Jeho denni spotfeba ¢inila 463 mg/den. Jeho koncentrace ve vytoku ze zafizeni byla
vypoctena na 16,7 ng/l. Vypoctena predpokladand koncentrace v kanalizacnim systému byla

0,167 pg/l a predpokladana koncentrace v fece byla mensi nez 0,001 pg/l.

Pracovisté firmy Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc. ve své zpraveé Center
for drug evaluation and research (2010) na zakladé vysledktu ekotoxikologickych testt na
ttech organismech (fase Scenedesmus subspicatus, vodnim korysi Daphnia magna a rybé
Brachydanio rerio) vyhodnotilo, ze se neocekava, ze by zbytky dabigatranu v zivotnim

prostiedi pfedstavovaly environmentalni riziko.
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1.8 MoZnost fotochemické degradace

Fotochemicka degradace warfarinu v ptitomnosti polovodi¢ovych katalyzatora byla
studovana v praci autori VVadaei a Faghihian (2018). Warfarin byl ozafovan stiedotlakou Hg
lampou (60W, Philips) emitujici zafeni v rozmezi vinovych délek 254 nm az 436 nm
Vv piitomnosti syntetizovanych fotokatalyzatora (SnTe a SnTe@SBA-15 (5 %)) po dobu
90 minut. Po ozafeni doslo k vyznamnému ubytku warfarinu, rozlozeno bylo 49.89 %
warfarinu v ptitomnosti SnTe katalyzatoru. V pfitomnosti SnTe@SBA-15 (5 %) bylo

rozloZeno 89,99 % warfarinu.

Dalsi praci zaméfenou na fotodegradaci warfarinu je studie autord Murgolo et al.
(2017), kde se wvénovali vyvoji nového katalyzatoru pro fotodegradaci warfarinu.
Byl ptipraven katalyzator skladajici se z nanostrukturovaného filmu TiO, naneseného
na nerezové oceli (NanoTiO,-SS). Ozafovani probihalo v priutokovém reaktoru o objemu
0,51 vybaveném nizkotlakou rtutovou lampou emitujici zafeni o vinové délce 254 nm
s vykonem 40 W. Byla ziskana kineticka konstanta prvniho fadu pro fotolyzu warfarinu,
ktera &inila 0,03 min™. Fotokatalyza byla &tyfikrat uGinng&j§i nez fotolyza. P pouziti
nanoTiO,-SS a UV zafeni byl objeven jeden degradaéni produkt warfarinu

S kratSim retené¢im ¢asem.

Fotochemicka degradace warfarinu byla studovana Vv praci autorit Guerra-Rodriguez
et al. (2021), kde se vénovali odstrafiovani mikropolutantii pomoci ozafovani UV-A svétlem
za pfitomnosti peroxymonosulfatu. Reaktivnimi c¢éasticemi jsou hydroxylové radikaly,
vznikajici spolu se sulfatovym radikalem. Ozafovani probihalo pomoci ¢tyi LED lamp
emitujici zafeni v oblasti UV-A (Amax = 385 nm). Ozatovano bylo po dobu 60 minut. VVzorky
mély koncentraci 100 pug/l. Pouze ozafovanim UV-A doslo k degradaci 5% warfarinu,
pfidanim 0,1 mM peroxymonosulfatu vedlo Kk vyznamnému narGstu degradace (90 %

puvodniho mnozstvi bylo odbourano).

Dalsi praci vénovanou fotodegradaci warfarinu je prace Patterson et al. (2020), kde se
vénovali odstranovani 1éCiv pomoci fotodegradace na TiO,. TiO, bylo modifikovano
rostlinnymi barvivy, aby byl zlepSen svételny rozsah systému. Ozatfovani probihalo pomoci
slune¢niho zareni (od 11-14:00) ve stat¢ Florida (USA). Nejucinnéjsi modifikaci
pro fotodegradaci warfarinu bylo vyuziti barviva zrostliny Begonia burkillii. Bez
pfitomnosti barviva doslo k degradaci 14,4 % warfarinu, s pfitomnosti barviva vzrostla

fotodegradace az na 31,6 %.
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Fotochemicka degradace dabigatranu v zavislosti na mnozstvi dusi¢nanovych
a hydrogenuhli¢itanovych iontl byla studovana v praci Yassine et al. (2012). Fotochemické
odbouravani dabigatranu bylo studovano v ultragisté MilliQ® vodg, v mineralizované vodé
s obsahem 7,2 mg/l dusi¢nanti a 74 mg/I uhli¢itand a v fi¢ni vod¢, ktera obsahovala 7,7 mg/I
dusicnanti a 140 — 200 mg/1 uhli¢itanti. Nebyla pozorovéana zavislost na obsahu uhlic¢itant,
obsah dusi¢nanti mél mirné pozitivni vliv na odbouravani, poloCas reakce byl v ultracisté
vodé 19,9 hod, v mineralizované vod¢ 7,4 hod a v fi¢ni vodé 24,1 hod, coz je pfipisovano
odstraniovani vzniklych radikald jejich interakci s rozpusténymi organickymi latkami

pfitomnymi v fi¢ni vode.
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2. Materialy a metody

V praci byly pouzity nasledujici chemikalie: warfarin-sodna stl, farmaceuticky
sekundarni standard (Sigma Aldrich), dabigatran etexilat mesylat (Selleckchem), chlorid
zelezity hexahydrat ¢isty (Penta), methanol pro HPLC (Merck), acetonitril pro HPLC
(Merck), mraven¢an amonny > 99,0% (Fluka), kyselina mraven¢i 98-100% (Emsure),

1,10-fenantrolin (Lach-ner), milli-Q® voda.

UV-VIS spektra byla méfena pomoci pfistroje Shimadzu UV-1601 s pouzitim
softwaru UV Probe.

Pro HPLC byl pouzit chromatograf Dionex UltiMate 3000 Thermo Scientific.
Detekce byla provadéna pomoci spektrofotometrického detektoru s diodovym polem
DAD-3000 RS a fluorescenéniho detektoru FLD-3400RS. Data byla zpracovana pomoci

programu Chromeleon.

V ptipadé¢ warfarinu byla pouzita kolona Chromservis Arion plus C18 HPLC
srozméry 150 mm x 3 mm a velikosti €astic naplné¢ kolony 5 um. Chromatograficka
soustava byla termostaticky udrzovana na teploté 30 °C. Jako mobilni faze A byl pouzit
5mM roztok mravenéanu amonného ve vode¢ o Cistoté pro HPLC. Mobilni fazi B byl SmM
roztok mravencanu amonného v methanolu (Goémez et al., 2014 B). Analyza probihala
v gradientovém rezimu. Nastfik 20 pl byl proveden do 20 % MFB. Béhem 5,5 minuty rostl
podil MFB na 75 %. Nasledn¢ doSlo béhem 1 minuty k poklesu zpét na 20 % MFB
a 5,5 minut probihala stabilizace kolony pied dal$i analyzou. UV detek¢ni vinové délky byly
nastaveny na 197, 286, 308 nm. Pro fluorescen¢ni detekci bylo s vyuzitim absorpéniho
maxima 308 nm zméfeno emisni spektrum v rozsahu emisnich vlnovych délek 330-650 nm.
Ziskana emisni vinova délka 393 nm byla vyuzita pfi méfeni excita¢niho spektra, které bylo
meéfeno v rozsahu vinovych délek 200-370 nm. Byla naméfena excitaéni maxima 231 nm,
243 nm, 297 nm, pro dalsi méfeni byla zvolena hodnota 297 nm a vinova délka emisniho
filtru 370 nm.

Dabigatran byl nejprve stanovovan na koloné Phenomenex Luna C18 s rozméry
250 mm x 4,6 mm a s velikosti ¢astic napln¢€ kolony 5 pm. Na této koloné nebyly ziskany
uspokojivé hodnoty, proto byla pouzita kolona Chromservis Arion plus C18 HPLC
srozméry 150 mm x 3 mm a velikosti ¢astic napIn¢ kolony 5 um. Kolonovy prostor byl

udrzovan na hodnoté teploty 30 °C. Jako mobilni faze A byl pouzit 0,1% roztok kyseliny
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mravenci. Mobilni fazi B byl acetonitril (Gouveira et al., 2020). Analyza probihala
v gradientovém rezimu. Nastiik 20 ul byl proveden do 5 % MFB. B¢hem 6 minut doslo ke
zmeéné slozeni smési MF z 5% MFB na 60 % MFB. V case 6-6,5 minuty od zacatku
separace opét klesl pomér na 5 % MFB. Tento stav byl udrzovan dalsich 6,5 minuty, kdy
dochazelo ke stabilizaci kolony. Celkova doba analyzy byla 13 minut. Byla pouzita
UV detekce, detekéni vinové délky byly nastaveny dle absorp¢niho spektra na 197, 286,
308 nm.

Ozatovani probihalo v reaktoru Rayonet RPR 100, ktery obsahoval 14 lamp
RPR 3000 A, s rozsahem ziieni o vlnovych délkach 250-350 nm, vinové délky kratsi nez
300 nm byly odfiltrovany pouzitim optického skla (vzorky byly pii ozafovani ve sklenénych
kyvetach s vickem).
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Vyvoj a optimalizace metody pro preparat warfarin

Na zaklad¢ literarni reSerSe byla pro zavedeni metody stanoveni warfarinu ve
vodném roztoku zvolena kolona Chromservis Arion plus C18 HPLC. Separace probihala pfi
teploté 30 °C. Jako MFA byl pouzit 5 mM roztok mravencanu amonného ve vodé. MFB byl
5mM roztok mraven¢anu amonného v methanolu (Gémez et al., 2014 B). ZkuSebni analyza
s nastfikem analytu 20 pl probihala v gradientovém reZzimu separace pii pratoku 1 ml/min.
UV detekéni vinové délky byly nastaveny na 197 nm, 280 nm (Lombardi et al., 2003),
310 nm (Medvedovici et al., 1996). Reten¢ni ¢as piku analytu byl 9,1 minut, faktor
asymetrie piku byl 0,72.

Dalsi snahou bylo upravit metodu do izokratické podoby z divodu uspory MF
azkraceni cCasu analyzy. Analyza pifi izokratickych podminkdch vyzadovala
40 az 50 % MFB, vysoky podil organické mobilni faze vedl k Sirokému a nesymetrickému
piku analytu v chromatogramu. Tyto podminky by bylo mozné vyuzit pro vzorky
Vv rozpoustédle se srovnatelnym podilem methanolu jako v MFB. Zadanim této prace bylo
vSak zavést metodu pro analyzu warfarinu a jeho fotodegradacnich produkti ve vodném

roztoku.

Optimalizace metody spocivala v tpravé gradientu MF. Finalni metoda gradientové
separace probihala pii prutoku 1 ml/min a teploté 30 °C. Nasttik 20 pl byl proveden do
20 % MFB. Béhem 5,5 minuty rostl podil MFB na 75 %. Nasledn¢ probéhla stabilizace
kolony pied dalsi analyzou pii 20 % MFB. UV detekéni vinové délky byly na zakladé
zmé&feného absorpcniho spektra analytu upraveny na 197, 286, 308 nm. Hodnoty se shoduji
s hodnotami nalezenymi v literatufe 280 nm (Lombardi et al., 2003), 310 nm (Medvedovici
et al., 1996). Retenéni Cas analytu byl 6,4 min, faktor asymetrie 1,00. O takovém piku se da

fici, ze je dokonale symetricky (Novakova, 2021).

Po optimalizaci chromatografické separace bylo zméfeno absorpéni spektrum
a vyhodnocena vlnova délka absorpéniho maxima. Byly ziskdny hodnoty 197, 286, 308 nm.
Hodnoty se shoduji s hodnotami nalezenymi v literatufe 280 nm (Lombardi et al., 2003),
310 nm (Medvedovici et al., 1996).

Nasledn¢ byla provedena optimalizace fluorescenéni detekce. S vyuzitim
absorp¢niho maxima 308 nm bylo zméfeno emisni spektrum v rozsahu emisnich vinovych

délek 330-650 nm. Ziskand emisni vlnova délka 393 nm byla vyuzita pfi méteni excitacniho
19



spektra, které bylo métfeno v rozsahu vinovych délek 200-370 nm. Byla naméfena excitacni
maxima 231, 243, 297 nm, pro dal$i méfeni byla zvolena hodnota 297 nm a vlnova délka
emisniho filtru 370 nm. Zvolené hodnoty excitacni a emisni vinové délky jsou srovnatelné
S hodnotami excitacni vlnové délky 313 nm a emisni vinové délky 400 nm nalezenymi
vV literatuie (Boppana et al., 2002). Reten¢ni Cas analytu byl 6,4 minuty a faktor asymetrie

0,99. Optimalizace metody je piehledné znazornéna v Tab. Il1.

Tab. 1ll: Podminky zavedené metody pro preparat warfarin.

Gradient MF | 20 %—75 % MFB (5,5 min) —20 % MFB (1 min) —20 % MFB (5,5 min)

Kolona Arion plus C18 (3 x 150 mm, 5 pm)

MF 5mM mravencan amonny ve vodé (MFA)

5mM mravenc¢an amonny vV methanolu (MFB)

Nastiik 20 ul
Teplota na 30°C
koloné
Parametry Excita¢ni vinova délka 297 nm
FLD Emisni vinova délka 393 nm

Vinova délka emisniho filtru 370 nm

Délka 12 minut
analyzy
Retencni ¢as 6,4 minuty

3.2 Vyvoj a optimalizace metody pro preparat dabigatran

Prvni zkuSebni analyza na zakladé literarni reSerSe byla provedena na koloné
Phennomenex Luna C18 s rozméry 4,6 mm x 250 mm a s velikosti ¢astic naplné kolony
5 um (Schwertner et al. 2016). Byl pouzit methanol jako mobilni faze A (MFA) jako mobilni
faze B voda (MFB). Pomér obou mobilnich fazi byl nastaven na 70 %/30 % (MFA/MFB)
(Schwertner et al., 2016). ViInové délky UV detekce byly nastaveny na 225 nm a 300 nm
(Gouveira et al., 2020). Teplota v kolonovém prostoru byla nastavena na 35 °C
(Kozlov etal., 2019). Analyza probihala v izokratickém rezimu po dobu 30 minut
s pritokem 1 ml/min a nastfikem 20 pl. Analyt byl pfili§ silné zadrZzovan na koloné,

methanol nemél dostate¢né velkou eluéni silu, aby byl dabigatran eluovan z kolony.
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Za Uc¢elem ovéfeni, ze nedochazi k eluci analytu v mrtvém retenénim c¢ase, byla
provedena analyza s pomérem 10 %/90 % (MFA/MFB). Dabigatran nebyl vymyvan

Vv mrtvém retencnim Case a byla potvrzena nedostatecna elucni sila metanolu.

Pro dalsi postup byla zvolena krat$i kolona Chromservis Arion plus C18 HPLC. Jako
MFA byl pouzit 0,1% roztok kyseliny mravenci ve vodé. MFB byl acetonitril (Gouveira et
al., 2020). UV detekéni vinové délky byly nastaveny na 225 nm a 300 nm (Gouveira et al.,
2020). Teplota v kolonovém prostoru byla nastavena na 30 °C (Gouveira et al., 2020).
Analyza probihala v izokratickém reZzimu po dobu 30 minut s nastiikem 20 pl. Pomér
MFA/ MFB byl nastaven na 86 %/14 % (Gouveira et al., 2020). Analyt opét nebyl eluovan
z kolony. Dabigatran ma pfili§ vysokou afinitu ke staciondrni fazi a zvolend metoda nema
dostate¢nou elu¢ni silu, aby byl dabigatran eluovan z kolony ve vhodném rete¢nim case,

proto doslo k dal$im upravam sloZzeni mobilnich fazi.

V nésledujicim kroku byla provedena analyza pfi gradientové eluci za Gicelem zjisténi
vhodného poméru mobilnich fazi. Nastiik roztoku analytu byl proveden do 5 % MFB.
Gradient byl nastaven z5 % MFB na 95 % MFB béhem 30 minut. Bylo dosazeno eluce
analytu v retenénim ¢ase 5,3 minuty. Ze zmé&feného absorp¢niho spektra byla odectena

maxima vilnovych délek 196, 222, 291 nm.

Dalsi kroky vedly kupravé poméru mobilnich fazi. Cilem bylo zavést metodu
vhodnou pro analyzu vodnych vzorkd. ZkuSebni analyzy potvrdily, Ze neni mozné
nastfikovat vodné vzorky do MF s vét§im obsahem ACN. Nastiik 20 pl byl tedy proveden
do 5 % MFB. Béhem 4,5 minut se zménilo slozeni mobilnich fazi z 5 % MFB na 45 %
MEFB. V c¢ase 4,5—5 minut od zacatku separace se pomé&r vratil na po€atecni stav, tedy 5 %
MFB. Od 5. az do 11. minuty probihala stabilizace kolony. Pti tomto nastaveni gradientu
neprobihala analyza opakovateln€, dochazelo k posunu retencnich ¢ast analytu, proto byl
gradient dale optimalizovan. Doslo k narastu obsahu MFB, byl také prodlouzen cas

stabilizace kolony.

Finadlni metoda probihala v gradientovém rezimu separace. Kolonovy prostor byl
udrZovan na hodnoté 30 °C. Nastiik 20 pl byl proveden do 5 % MFB. Bé&hem 6 minut doslo
ke zméné slozeni smési MF z 5 % MFB na 60 % MFB. V ¢ase 6—6,5 minuty od zacatku
separace opé&t klesl obsah na 5 % MFB. Tento stav byl udrzovan dalich 6,5 minuty, kdy
dochazelo ke stabilizaci kolony. Celkova doba analyzy byla 13 minut. Na zakladé
zméfeného absorp¢niho spektra analytu v rozsahu 190—800 nm byly vybrany vinové délky

maxim absorpéni kiivky. VInové délky pro UV detekci byly nastaveny na 196 a 222 nm.
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Zjisténa hodnota UV detekce dabigatranu se shodovala s hodnotami z literatury 224 nm
(Patel et al., 2014) 220 nm (Yassine et al., 2018) 225 nm (Damle & Bagwe, 2014). Faktor

asymetrie piku byl stanoven na 1,2 s retenénim ¢asem 5,2 minuty.

V Tab. IV. je ptehledné znazornén vysledek vyvoje a optimalizace metody HPLC
separace dabigatranu.

Tab. IV: Podminky zavedené metody pro preparat dabigatran.

Gradient MF | 5 %—60 % MFB (6 min) —5 % MFB (0,5 min) —5 % MFB (6,5 min)
Kolona Arion plus C18 (3 x 150 mm, 5 um)
MF 0,1% kyselina mravenci ve vodé (MFA)
Acetonitril (MFB)
Nastiik 20 pl
Teplota na 30°C
kolon¢
UV detekce 196 nm, 222 nm.
Délka 13 minut
analyzy
Reten¢ni cas 5,2 minut
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3.3 Fotochemicka degradace warfarinu

Absorpéni spektrum warfarinu a warfarinu s pfidavkem zelezitych ionti je

znazornéno na Obr. 3.
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Obr. 3: Absorpéni spektrum vodného roztoku warfarinu o koncentraci 25 mg/l a absorp¢ni

spektrum téhoZ roztoku s ptidavkem Zelezitych iontd (5 mg/1).

Jak je vidét z Obr. 3, absorbuje warfarin vyznamné v oblasti o vinovych délkach
vétsich nez 300 nm. Pridavek zelezitych ionti vede k mirnému posunuti absorp¢niho

maxima ke krat§im vlnovym délkam.

Pti ozatfovani warfarinu mél jeho Ubytek stejny pribéh bez ptidavku Zelezitych iontl

i s pfidavkem zelezitych iontd, jak ukazuje Obr. 4.

Z Obr. 4 je vidét, ze po 90 minutach ozafovani bylo odbourano cca 69 % warfarinu
piitomného ve vzorku. Pidanim Fe** do rakéni smési nedojde ke zméné kinetiky. Warfarin
se odboura stejnou rychlosti jako v piipadé samotného vodného roztoku warfarinu. Ubytek
warfarinu v prvnich 30 minutdch je pomalejsi nez mezi 30.a 45. minutou, nicméné
I V prvnich 30 minutach je vidét postupné mirné urychlovani reakce. Od 45. minuty dochazi
op¢t ke zpomaleni. Dlivod pro postupné zrychlovani v prvnich fazich ozatfovani by mohl byt
v efektu autokatalyzy ¢i autosensitizace, tedy tvorby latky (meziproduktu, produktu)
urychlujici odbourdvani pti vlastni degradaci warfarinu, coz bylo pozorovano téz

napf. pfi degradaci antiarytmika verapamilu (Klementova et al., 2017).
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Obr. 4: Priibsh fotochemické degradace roztoku Warfarinu (50 mg/l) bez piidavku Fe** ionti

a s pridavkem Fe®" jontd.

Pii fotochemické degradaci warfarinu vznikal jeden hlavni degradacni produkt

s reten¢nim Casem 2,31 minuty, jak je vidét na Obr. 5.

Chromatogram odbouravani warfarinu je znazornén na Obr. 5.
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Obr. 5: Chromatogram prub&hu odbouravani warfarinu a prirustku degrada¢niho produktu.
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Narast mnozstvi degrada¢niho produktu je zobrazen na Obr. 6.

250000

200000

150000

100000

Odezva detektoruFLD

50000

O T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Cas [min]

Obr. 6: Nartst mnozstvi majoritniho produktu v zavisloti na dobé ozafovani.

Z Obr. 6 je vidét, Ze po pocate¢ni prodlev€é v prvnich 10 minutach mnozstvi
detekovan¢ho degradacniho produktu roste s rostoucim Casem ozafovani a to prakticky

linearné po celou dobu ozafovani.

Ptestoze odbouravani probihalo stejné v pfitomnosti 1 v nepfitomnosti Zelezitych
iontll, bylo otestovdno, zda v reak¢éni smési dochazi k fotochemické redukci Zelezitych iont

na zeleznaté. Vysledek je shrnut v Tab. V.

Tab. V. Rychlost fotoredukce zelezitych iontil v roztoku warfarinu.

Doba ozatovani [min] Mnozstvi Fe* iontii (% z

celkového pfidaného Fe)

1 3,6 %
3 4,9 %
25 5,8 %
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Pti méfeni fotoredukce zelezitych ionta v reakéni smési warfarinu bylo zjisténo, ze
po jedné minuté ozafovani je fotochemicky redukovano 3,6 % ptidanych Zelezitych ionti.
Delsim ozafovanim se mnozstvi redukované formy nijak dramaticky nezvysi, po 25
minutich ozafovani tvoii Zeleznaté ionty 5,8 % z celkového mnozstvi ptidanych Zelezitych

iontu.
3.4 Fotochemicka degradace dabigatranu

Absorpcni spektrum dabigatranu je zobrazeno na Obr. 7.

Pomoci spektrofotometru bylo proméieno absorp¢ni spektrum, které je zobrazeno na Obr. 7.
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Obr. 7: Absorpéni spektrum vodného roztoku dabigatranu o koncentraci 50 mg/1 a absorp¢ni

spektrum téhoz roztoku s pfidavkem Zelezitych iontl (5 mg/l).

Z absorp¢niho spektra je vidét, ze dabigatran ma intenzivni absorpci v UV oblasti,
jedno jeho absorpénni maximum lezi u vinové délky 330 nm, tedy vyznémné delSi nez
300 nm. Pfidanim Zelezitych iontl nedochézi k vyznamnému posunu absorpcéniho spektra

ani ke zméné¢ intenzity absorpce zafeni.

Vzorek dabigatranu a dabigatranu s pridavkem zelezitych ionti byl pfi testovacim
pokusu ozafovan po dobu 60 minut. Za tento casovy usek doSlo v obou piipadech
k degradaci veskerého mnozstvi dabigatranu. Bylo proto zvoleno ozafovani v kratSich
Casech, ale pik dabigatranu nebyl totozny s pikem z vyvoje metody. Spektrofotometricky pak
bylo prokazano, ze v zasobnim roztoku dabigatranu doslo k jeho ubytku zhruba na polovinu
po Sesti tydnech od piipravy zasobniho roztoku. Byl proto pfipraven novy roztok

dabigatranu, ktery byl uchovan ve tm¢ (zabalen v Al folii).
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U vzorku z tohoto nové pripraveného roztoku (ze stejné Sarze komeréné dodané
latky) bylo zjisténo, ze dochédzi k vyznamnému ubytku intenzity v prubéhu nékolika po sobé

jdoucich HPLC méfeni, jak ukazuje Obr. 8.
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Obr. 8: Ubytek vodného roztoku dabigatranu ve vialce.

Duvod pro ubytek dabigatranu etexilatu ve vodném roztoku je nejasny. Z literatury je
znamo, ze dabigatran etexilat podléha snadno kyselé hydrolyze (Damle & Bagwe; 2014).
Autofi Damle a Bagwe (2014) testovali téz neutralni hydrolyzu, ktera ale byla vyznamné
mensi. Roztok pfipraveny rozpusténim dabigatranu v ultracisté vodé v koncentraci 50 mg/I
ma pH=4,93, takze hydrolyzu nelze vyloucit. Navic pfi vyvoji metody byl roztok
dabigatranu pouzivan po dobu ¢tyfech dntl, aniz by u néj byla nestabilita pozorovana. Oba
roztoky (roztok pro vyvoj metody a prvni testovani fotochemického odbouravani i roztok pro
opakovani fotochemické degradace) byly pfipravovany stejnym zplsobem (rozpusténim
Vv ultracisté vodég), roztok pro opakovéani degradace byl navic chranén dokonaleji pted

pfipadnym vlivem svétla, piesto byl vyznamny ubytek pozorovan v fadu hodin.

Vzhledem K této pozorované nestabilité roztoku dabigatranu a nemoznosti dosahnout
stejné odezvy pii chromatografii, jaka byla pozorovana pii vyvoji metody, nebyla

u dabigatranu dale fotochemicka degradace studovana.
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4, Zavér
V teoretické Casti prace byl podan piehled uCinku dvou zastupct antikoagulanta,

warfarinu a dabigatranu, ptrehled praci o jejich vyskytu v pfirodnich vodach

a o fotochemickych degrada¢nich procesech.
Byly zavedeny HPLC metody na stanoveni warfarinu a dabigatranu.

Bylo zjisténo, ze se warfarin fotochemicky odbourava i jen ve vodném roztoku,
ptidavek katalyzatoru (zelezitych iontl) nem¢l na odbouravani vliv. Odbouravani warfarinu
je pomalejsi v prvnich 30 minutach, pak nasleduje cca 15 minutova faze rychlejsiho
odbouravani, poté se odbouravani opét zpomali. Za 90 minut doslo k odbourani

cca 2/3 puvodniho mnozZstvi.

Byl detekovan jeden degradaéni produkt warfarinu s retenénim casem krat$im

nez byl reten¢ni ¢as warfarinu.

Fotochemickd degradace dabigatranu nebyla proméifena, protoze byla zjisténa

nestabilita roztoku dabigatranu, ktera ov§em nebyla reprodukovatelna.
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