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1. UVOD



Kontrola I&€iv je profilovou farmaceutickou disciplinou, ktefj@ zangtena
na zajiséni jakosti, bezpgosti a @innosti I&iv. K tomuto &elu vyuzivd ézné
analytické metody. Z metod instrumentabmalytickych ma Siroké uplaini zejména
vysokolinna kapalinova chromatografie.

Vysoko&innd kapalinova chromatografie (HPLC - High Perfante Liquid
Chromatography) séadi mezi nejastji pouzivané sepatai metody. Vynika vysokou
acinnosti, dobrou opakovatelnosti a robustnosti. Tatetoda je vhodna proékni
netkavych a polarnich latek, jejichz analyzéljpiznou plynovou chromatografii bygasto
obtizna.HPLC je Siroce vyuzivana ve vSech modernich Iékojmis monografiich, a to
pro identifikaci a hodnoceni obsahuiiéa pro kontrolu jejicktistoty. HPLC se row¥
vyuziva i hodnoceni stability Eva, @i monitorovani Iékovych hladin a metabadlit
v téInich tekutinach a v toxikologii [1, 2].

Tato prace navazuje na moji Diplomovou praci obm@je véervnu 2009. Je
zametena na vyvoj HPLC metody pro hodnoceidtoty lamotriginu. Lamotrigin je
antiepileptikum teti generace, ovlituje sodikové kanaly a sniZzuje produkci exgiiah
neurotransmitér. Je Iékem prvni volby ip cast€énych zachvatech, ¢etre zachvai
se sekundarni generalizaci, a lze jej pouZit &bvao primarg generalizovanych
tonicko-klonickych keci. Lamotrigin ma monografii od 3. Dafu 6. Evropského
lékopisu 2008, W eském lékopise 2009 monografii nema [3].



2.CIL PRACE



Cilem této prace je vyvoj HPLC metody pro hodnocéisioty a stability
lamotriginu. Aby byl ziskaniehled o jeho rozkladnych produktech, a tedy i mohny
necistotach, bude lamotrigin vystaven takovym podmink&a kterych dojde k jeho
casténému rozlozeni. Bude sledovana mjcasova zavislost rozkladu ciga. Dale
budou hledany takové chromatografické podminkyi kterych bude separace
lamotriginu a jeho n@stot co nejlepSi. Nalezené chromatografické podgnioudou
zakladem analytické metody pro kvantitativni hodsmadamotriginu a jehoifbuznych
latek. Vypracovana HPLC metoda bude po otestovdlidainich parametr aplikovana

na kvantitativni hodnoceni lamotriginu a jehidbpznych latek v tabletach.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1. PRINCIP CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je sepatai metoda, tedy metodati fkteré se odéluji - separuji
slozky obsazené ve vzorku. Svymc¢emim je to pedevSim metoda kvalitativni a
kvantitativni analyzy vzorku. Jejif@dnosti vyniknou fedevSim § analyzach sisi
latek, kdy ostatni analytické metody, jako hagpektrofotometrické, nelze principiéin
pouzit [4,5].

V chromatografii se vzorek vnasi mezikdxzajemié nemisitelné faze. Faze, ktera
je pohybliva, se nazyva mobilni (plyn nebo kap3alifdze nepohybliva se nazyva
stacionarni. Stacionarni fazeige nabyvat nejiznéjSich forem - Bkdy to jsoucaste&ky
tuhé latky o velikosti jednotek az stovek mikronietfindy je to tenka vrstéka
kapaliny nanesena na tuhycfsticich, nebo tenky film kapaliny na wmi strar
kapilary. Pohybem mobilni fazegs stacionarni fazi je vzorek touto soustavou unase
SlozZky vzorku mohou byt stacionarni fazi zachycgyanproto se i pohybu zdrZuiji.
Vice se zdrzi slozky, které jsou stacionarni faritgny silgji. Tim se postuphislozky
od sebe separuji a na konec stacionarni faze stvdfs dive slozky mén
zadrzované [5, 6].

Chromatografickych metod je v stasnosti velké mnoZstvi, proto jéainé jejich
rozcleni do ugitych skupin. Xli se podle skolika hledisek:

o Podle skupenstvi mobilni faze:

" kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography}l-Cmobilni faze je

kapalina

" plynova chromatografie (Gas Chromatography-GC) bimbfaze je plyn
o Podle usptadani stacionarni faze:

. kolonova chromatografie — stacionarni faze je umést/ trubici (kolo®)

" ploSné techniky: - papirova chromatografie (Papero@atography-PC) —

stacionarni faze je soasti chromatografického papiru

- tenkovrstvd chromatografie (Thin Layer Chromaapynty — TLC) —
stacionarni faze je uméta na pevném podkladu (skéexd desce nebo
hlinikové folii)

12



o Podle povahy ¢e, ktery gevlada pi separaci:

Obvykle se p separaci upldiuje rekolik fyzikalné-chemickych dju sowtasr, ale

jeden z nich fevlada.

roz&klovaci chromatografie — o separaci rozhoduje odli$nzpustnost
slozek vzorku ve stacionarni fazi (kapalina) a rmmbiazi (kapalina nebo
plyn)

adsorgni chromatografie — o separaci rozhodujgna schopnost slozek
poutat se (adsorbovat se) na povrch stacionarai(taha latka)
iontowe-vyménna chromatografie — o separaci rozhodujzné velké
elektrostatické fitazlivé sily mezi funknimi skupinami stacionarni faze
(iontomenic¢) a ionty vzorku

gelova chromatografie — slozky se separuji podlekasti na porovité
stacionarni fazi (gelu); mensi molekuly se v péregiu zadrzuji déle
(molekulow sitovy efekt)

afinitni chromatografie — stacionarni faze je seteopazat ve vzorku prav

urcité slozky, ke kterym ma uzce selektivni vztahr(idi) [5].
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3.2. VYSOKOU CINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapainKolonova kapalinova
chromatografie (CC, column chromatography) je mat@ddlouho znama, v klasickém
provedeni se pouzivala az do poloviny SedesatychiRLC (High Performance Liquid
Chromatography) se vyvinula z plynové chromatografip@atcich 70. let minulého
stoleti. HPLC je zaloZzena na separaci atialgt zaklad jejich distribuce mezi
stacionarni a mobilni fazi.dem separace dochazi k mnohaitggnterakci. Uplatuji
se interakce analyts mobilni fazi, interakce mobilni faze se stacioh&zi a sorpce
analyti na stacionarni fazi. Vysokyckianosti se dosahuje vyuzitim stacionarnich fazi,
které obsahuji maléastice pravidelného tvaru a jednotné velikostiyéktieomogen#
vypliuji kolonu. Pétok mobilni faze je zajigh vysokym tlakem (proto je¢kdy tato
metoda nazyvana vysokotlaka kapalinova chromategradavkuji se mald mnozstvi
vzorku fadow mikrolitry), k detekci jsou ifeba citlivé detektory, které umadi
kontinualni monitorovani latek na vystupu z koloi$ignal detektoru se zpracovava
pocitatem, ktery v sotasnosti také&idi cely kapalinovy chromatograf. Mezi vyhody
HPLC pati zejména Siroka oblast pouZitelnosti: 1ze analgtaenty, latky polarni i
nepolarni, nizkomolekularni i polymery (dapje tak vhoda plynovou chromatografii,
kterd umo#uje analyzovat zejména plyny &aveé latky). DalSi vyhodou je moznost
ovlivihovat separaci sloZzenim mobilni faze, kterd& na fozod GC (Gas
Chromatography - plynova chromatografie) neni mertale vyznam& se podili
mechanismus separace [2, 5, 7].

Zakladni charakteristikou v HPLC je reten (elwni) ¢as, coz jetas od nasiku
vzorku na kolonu k maximu chromatografického piKejcastjSim dikazem totoZnosti
je shoda retemich ¢asi chromatografického piku d&a v analyzovaném vzorku
s retenim ¢asem piku standardu. Pro kvantitativni hodnocein |é zakladem plocha
(event. vyska) chromatografického piku. Vyuzivatse metoda v§Siho standardu,
kdy se nastkne roztok analyzovaného vzorku a v dalSim krokunastikne roztok
vngjSiho standardu. Koncentrace stanovovanych sloggdak vypdita z pongru ploch
pikia jednotlivych stanovovanych latek a plochy pikwjgino standardu. U metody
vnitiniho standardu se ke znamému objemu roztoku vzpiikia definovany objem
roztoku vhodného vnihiho standardu a po promichani se fikage na kolonu.

Koncentrace stanovovanych latek setopypacita z pondru ploch piki jednotlivych
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separovanych slozek a plochy piku tmibo standardu. Tato metoda je Ré&asow
nara:na a hlava presrgjsi, protoze neni zatizena chybou dvojihoilas{1, 8].

3.2.1.CHROMATOGRAF

Zakladni technické vybaveni kapalinového chromafgrsestava gerpadla,
zaizeni na davkovani vzorku, kolony, detektoru a \diuxovaciho zZézeni. Kvalita
jednotlivych prvki mize vyrazg ovlivnit Gcinnost celého chromatografického
systému [6].

Jednoduché  schéma  kapalinového chromatografu  je zommao
na obrazku (ob&.1).

CHFECOMA TOGES W
Eu
-
pumpa E“‘ piky
. 'EQ.‘
mobﬂni[m B R
faze [ wEnén Eap [rrin]
i_e=],
dévlovact pocitac
lzohout se

=
smyclkaou separacni
kolona detektor (I

[9]

obr.¢.1: Schéma chromatografu

Chromatograf se sklada ze zasobniku mobilni f&padla (pumpy), davkovaciho
zaizeni, rozdlovaci kolony, detektoru a vyhodnocovacihoizeni.

3.2.2ZASOBNIKY MOBILNi FAZE

Zasobniky mobilni faze jsou vyr&y nefasgji ze skla, plastu (polyethylen,
polytetrafluorethylen, polypropylen) nebo nerezowéeli. Ri isokratické eluci je
mobilni faze vedena ze zasobniku mobilni faze dsokgtlakéhocerpadla (slozeni
mobilni faze je tedy v @béhu celé analyzy konstantni),iipgradientové eluci
se frivadéné proudy ze dvou nebo vice zasolinikisi podle programu ve g8ovdi,
ktery je z@iazeny ped nebo za vysokotlakywerpadlem (sloZeni mobilni faze je tedy

béhem analyzy programéwmenéno) [1, 10, 11].
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3.2.30DPLYNENi MOBILNI FAZE

Odvzdusgni ¢i odplyréné mobilni faze je velmi tdezity krok g pripraw
mobilni faze, protoZe fize odstranit Sinu probléni vznikajici @i chromatografické
analyze. Odvzdu$ni mobilni faze pinasi fadu vyhod - reprodukovatelné reten
casy, reprodukovatelnost objemu rfikst, stabilni péitok mobilni faze, nizky Sum
zakladni linie a vysokou citlivost u mnoha typhromatografickych detektir

K odvzdusgni mobilni faze se pouZivajtyii metody, které se mohou vzajetnn
kombinovat: vakuova filtrace; sonikace, probubldvémbilni faze heliem (sparging),
ohfev mobilni faze (u velmi¢kavych rozpougtlel je vSak tento Zisob nepouzitelny)
nebo vakuovy degaser. Modernfgsenim jsou fitokové membranové odplynaiea
Pfi vakuovém pittokovém odplynovani je vyuzivana schopnost membgopou&it
molekuly plyri. Prakticky je z#zeni realizovano jako jedna nebo vice Kkapilar

umisgnych ve vakuovych komorach [12, 13].

3.2.4MOBILNIi FAZE

Mobilni faze v kapalinové chromatografii neni imértale vyznamé se podili
na separnim procesu. MozZnosti zmy sloZeni mobilni faze jsou prakticky
neomezené. SloZzeni mobilni faze okliyjeme znénami sloZeni rozpousdel, pH,
iontové sily, ionto¥ parovymi ¢inidly atd. Ve dvouslozkovych systémech dochazi
k poklesu retence s rostouci objemovou frakci ao@ho rozpoustla a s klesajici
polaritou organického rozpowgia v mobilni fazi. Sil& polarni a iontové latky
na nepolarnich fazich se zadrzuji velmi malo nebbeu ne a eluuji se v mrtvém
objemu kolony nebo idve. Pro latky iontové povahy proto deme jejich
chromatografické chovani ovlivnit volbou pH mobilfdize, kdy zminou pH mobilni
faze dochazi k disociaci slabych kyselin (pH<V)slabych bazi (pH>7). Potlanim
disociace doch&zi ke zvySeni retence a zamezeniostwwani piku dané
chromatografické latky. Hodnoty pH Izeénit ovSem pouze v rozsahu, ktery nam

dovoli pouzity sorbent kolony [7, 12].

3.2.5CERPADLA

Cerpadla mobilni f4ze musi byt vysokotlaka (kolonyekostigastic okolo 10pum
a mensi kladou velky odpor a k dosazeni optimalpfatoki jsou nutné vysoké vstupni
tlaky, az desitky MPa), musi zajoat konstantni fitok mobilni faze (tento ftok
pro klasickou HPLC ma byt regulovatelny vrozsaht @7 10 ml miff), pratok
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mobilni fAze musi byt reprodukovatelny a bezpulbtdterial cerpadla (nerezova ocel,
keramika, plast) nesmi byt naruSovan mobilni famésmi do ni uvdbvat Zadné latky.
Pouzivaji s&erpadla pistova, kdytpkazdém pohybu pistu #d dochazi k vytkeni
malého objemu mobilni faze do chromatografickéhsté&syu a fi pohybu zgt se
komora naplni. Vyhodowthto ¢erpadel je nefetrzitd dodavka mobilni faze a snadna
zména mobilni faze. Pulsaci Ize Zm& omezit pouzitim dvou nebo vicgerpadel
sowasre, zaazenim tlumie pulzi a programovanym pohybem gisDéale se pouzivaji
membranovacerpadla, kde je prostor s pistem n&pkn hydraulickou pracovni
kapalinou, ktery je odden od pracovniho prostoru pro mobilni fazi
membranou [5, 6, 7].

3.2.6 DAVKOVACI ZA RiZENi VZORKU

V7 vt s

tésnosti, udrzeni tlaku a zejména vnaseni stop radhienjelcni skikacky, proto jsou

v sowasné dob injekéni systémy nahrazeny davkovacimi vysokotlakymi went
Nejcastji se pouziva Sesticestny kohout s davkovacicmy. Ri davkovani se nejprve
naplni smyka vzorkem a potom se kohoutpne do druhé polohy, kdy eluent protéka
smytkou a unaSi vzorek do kolony. Seéky se napiuji z mikrostikacky presre
odmeienymi objemy, a tak umdaji nastik libovolného mnozstvi az do plného objemu
smyky. Déavkovani je reprodukovatelné a Ize jej snadndomatizovat. Dnes se
vyuZivaji automatické davkowe (autosamplery), které jsou spojené se zasobnikem
vzorka , ve kterém jsou umisty mikronadobky (vialky) uzaené pryZzovym septem
nebo perforovanou zéatkou z polypropylenu nebo ailik s teflonovou folii. Prostor
pro vzorky je vsotasné dob wvétSinou temperovan (0-50°C) a ch&an
pied s¥tlem [5, 6, 7, 12].

3.2.7CHROMATOGRAFICKE KOLONY

Chromatografické kolony pro analytickédly jsou &tSinou rovné trubice, jejichz
délka se pohybuje vrozmezi 10-25 cm a tmitpamér 3-5 mm. NejBznejSim
materialem pro tlakové kolony je nerezova ocelradné sklo. U vysokaiinnych kolon
je dilezité, aby jejich vnini pimér byl piesré stejny po celé délce a jejich vimt
povrch zcela hladky, pdp leS€ny. V piipact naphovych kolon je sorbent ulozen
na frit¢, kterd niize byt ze sintrovaného skla, nerezové oceli nebézndho teflonu.

Kolony se pini ¥tSinou kulovymic¢ésticemi sorbentu o foméru 3, 5 nebo 10 pum.
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KompaktrgjSi zaplreni prostoru v kolo& nabizeji monolitické kolony. Kolona je zcela
vypInéna polymerem o definované porovitosti,dborganického nebo anorganického
puvodu, ktery se uvnitkolony vytvai vhodnou polymerai reakci v roztoku. Kvalita
kolon se tak zlepSi ve srovnani s kolonami naépymi. Monolitické kolony se
vyznaiuji velkou mechanickou stabilitou a velkodinnosti i i velkych pifitocich
mobilni faze. Se zvySenymigokem nenarstd tlak tak silt jako u napiovych kolon,
takZe umo#uji pouziti paitokového gradientu.

Jako ochrana hlavni kolonygudl neistotami jsou hoj& vyuzivany pedkolony
umiseéné mezicerpadlo a davkovaci #iaeni, nebo ochranné kolony undisgd mezi
davkovaci z&zeni a analytickou kolonu.

V souwasnosti je jednim z hlavnich trend HPLC miniaturizace. Mezi vyhody
miniaturizace pdt sniZzeni spdeby a odpadu rozpoustel, snizeni speéeby vzorku,

vySSi hmotnostni citlivost a lepSi kompatibilitt$-detekcei [1, 5, 7].

3.2.8NAPLNE KOLON (STACIONARNI FAZE V HPLC)

V HPLC se negjastji pouzivaji tzv. chemicky vdzané stacionarni fézejména
nepolarni reverzni faze), nebanaji mnoho vyhod. Dovoluji aplikace pro analyty
s Sirokym rozsahem polarity (latky nepolarni, i@viatelné i polarni), reverzni
chromatografie je experimentéljednodussi, rychlejsi a reprodukovadgihnez ostatni
metody, v kombinaci s vhodnymi mobilnimi fazemi aifiuji pfimou aplikaci
na biologické systémy (krevni plazma apod.). Newdyghoje, Ze chemicky vazané faze
na bazi silikagelu jsou stabilni jen v omezenénsabz pH (2,5 az 8).resto je silikagel
stéle nejbzrejSim nostéem pro chemicky vazané faze. Silikagel obsahujenéol
silanolové skupiny -SI-OH s aktivnim vodikovym atem, ktery niZze byt nahrazen
raznymi funkénimi skupinami R a tak fjpraveny fizné stacionarni faze
tzv. reverzni faze - jde o nepolarni chemicky véztiize) Casté jsou kratsi alkyly, jako
je butyl ¢i oktyl. Mezi stedre polarni faze pat fenylové, polarni jsou pak
kyanoethylové faze. Navazanim aminopropylové skupinikne slaby rni¢ anionf,
faze se sulfobutylovymi skupinami maji charaktémysih menic¢a kationti a podoba.
Vazbou chiralniho selektoru lzefipravit chiralni faze. Ve snaze vyhnout se vyse
uvedenym nevyhodam silikagelu jako rieschemicky vazané faze, se pouzivaji stale
vice jiné materialy, ndp oxid zirkontity a titaniity, které jsou stélé v Sir§im rozsahu

pH. Uplatréni nachazeji teZizn¢ modifikované organické polymery.
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Jako sorbenty se ro¥h pouZivaji silikagel a oxid hlinity, i kdyZz se pouaji
daleko mén nez chemicky vazané stacionarni faze. Silikagebgstupny sizné
velkymi casticemi, sasticemi kulovymi nebo nepravidelnymi. Je polarngba
na povrchu obsahuje skupiny silanolové (-SiOH)lexanové (Si-O-Si). Dosazitelnost
silanolovych skupin je idezit4 pro separaci (specifické interakce pomodikavych
vazeb), siloxanové skupiny jsou naopak nezadouevyhbdou silikagelu je jeho mala
stabilita gi pH menSim nez 2 &t8im nez 8, vyhodou je snadna dostupnosijatgina
cena. Alumina (oxid hlinity) je vyrama ve fornd poréznich kuliek, steji jako
silikagel. Mize byt neutralni, bazicka i kysela, jeji vyznamndastnosti je stabilita
v rozsahu pH 2-12 [1, 7].

Kolona Waters Spherisorb Phenyl

Je to fenylova stacionarni faze. Zakladem je parétéricky silikagel s vynikajici
chemickou stabilitou, na hydroxylové skupiny na mbw silikagelovych zrnek je
vhodnou chemickou reakci navazan fenylriPaiezi chemicky vazanéistre polarni
stacionarni faze. Fenylové stacionarni faze intgfage slodeninami obsahujicimi

aromatické skupiny nebo nenasycené vazby f@dsictvimn-m interakci [7, 12, 14].

Kolona Discovery HS F5

Je to pentafluorofenylova stacionarni faze. Tane fgati mezi chemicky vazané
polarni stacionarni faze. Silikagel kolon Discoveey stabilni, inertni, s nizkym
obsahem pimési. Zkratka HS vychazi z anglického ,high surfage“to tedy kolona
s velkym specifickym povrchem. Jecana pro specialni analyty jako rapatky

bazické a halogenované derivaty [12, 15].

3.2.9DETEKTORY

V souwasné dob jsou v podstdt vSechny detektory koncentrd a lze je rozdlit
do dvou skupin, a to na detektory selektivni (Jejgignél je urdrny pouze koncentraci
detekované komponenty v eludtu) a detektory unélefz(jejich signél je amrny
celkové vlastnosti eluatu jako celku, tj. mobilazifa detekované komponenty).

Na detektory v HPLC jsou kladeny mitidané pozadavky:
- vysoka citlivost (detekce latek v roztoku v koneanich ng az pg/ml) a nizka
arover Sumu

- reprodukovatelnost a linearita odezvy
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— univerzalnost (detekce vSech ¢timhych slozek vzorku)
— nezavislost odezvy na 2me sloZzeni mobilni fazefpgradientové eluci

- robustnost ¢i zméném tlaku, pitoku mobilni faze a teploty [4, 12]

Spektrofotometrické detektory

Tyto detektory pa&t k nejpouzivagiSim v HPLC, nebtH jsou pondrné
jednoduché, provozn spolehlivé, Ize jimi detekovat velky et latek a jsou
kompatibilni s gradientovou eluci. Jsou selektivai maji velkou citlivost
(10° az 10" g/ml). Pronstuji absorbanci elektromagnetickéhoierd ukité vinové
délky slozkami eluatu protékajici celou detektokudetekci se vyuziva ipdevsim
UV oblast spektra, mnohem m€oblast viditelna. Nejuzivasi jsou UV detektory
s fixni vinovou délkou nebo s pr@mou vinovou délkou. Slo&8i systém pedstavuji
rychlé skenovaci spektrofotometrické detektory. deioarray detektor (detektor
s diodovym polem) umaitije opakovaé zaznamenavat celd spektrghbm piichodu
latky kyvetou. Ziskavaji se tak trojroZmé chromatogramy (reté&mi cas
vs. absorbance vs. vinova délka), ze kterych |ohleyidentifikovat eluované latky a

posoudit jejicktistotu [1, 4, 7 ].

Fluorimetrické detektory

Tyto detektory jsou velmi selektivni pro latky, kkemaji girozenou fluorescenci
nebo je lze na fluoreskujici derivaty fepést. Jsou rowi velmi citlivé
(10° az 10" g/ml). Princip detekce je zaloZen na tom, Ze drjalypz&ovan zéenim
0 urité vinové délce (excitujici ¥éni ze zdroje, tj. rtiové vybojky, deuteriové,
wolframoveé ¢i xenonové lampyi laseru) a produkuje ¥éni o tSi vinové délce
(emitované-fluoresceéni z&eni). Intenzita emitovaného iehi je gimo unErna

koncentraci latky ve vzorku [1, 7].

Refraktometrické detektory

Pati mezi nespecifické (univerzalni) detektoryeiMse rozdil inde& lomu solutu
v mobilni fazi proti mobilni fazi. Protoze tyto mbity jsou malé, je refraktometricky
detektor malo citlivy (18 g/ml). Nevyhodou je i zrima zavislost indexu lomu
na teplo¥ a nemoznost pouzit gradientovou eluci. V kontri@&v maji minimalni
pouziti [1, 7].
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Elektrochemické detektory

Pati mezi selektivni detektory, jsou velmi citlivé (10az 10" g/ml). Tyto
detektory maji uplatmi tam, kde jsou v roztocich obsazeny ionty redpzky
oxidovatelné nebo redukovatelné na polarizovatediékirod&. Meéti se proud
prochazejici mezi polarizovatelnou pracovni elaktto a pomocnou elektrodou
v zavislosti na viozeném né&p Negasgji pouzivané jsou polarografické detektory
(pracuiji s rttiovou kapkovou elektrodou) a ampérometrické detgloouzivaji tuhych
meérnych elektrod, zhotovenych ®agtji ze skelného uhliku, grafitovych viaken, zlata,
platiny, medi ¢i jiného kovu). Coulometrické detektoryéin naboj potebny k oxidacti
k redukci celkového mnozstvi latkyigejim pritoku mérnou celou detektoru a tak

dosahuiji vyssi citlivost detekce [5, 12].

Vodivostni detektory

Tyto detektory pd&t mezi univerzalni detektory. 8 elektrickou vodivost eluatu
mezi d¥ma elektrodami §tSinou platinovymi), na &t je vkladano stdavé napti, aby
se zabranilo polarizaciéthto elektrod. Pouziva se pro detekci iorgi iontové

chromatografii [6, 12].

Hmotnostni detektory

Spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (MS) je -dng pongrné casté,
hmotnostni detektory jsou vysoce selektivni aw@tliNevyhodou je finafmi nar@nost
a nar@nost na obsluhu. Po vystupu HPLC kolony je nutnelzentu odstranit kapalnou
mobilni fazi a pevést Iéivo do plynné faze. V plynné fazi jsou pak molekidyiva
ionizovany narazy elektrdn termoionizaci ¢i elektroionizaci. Nabité ¢astice
(molekularni a fragmentarni ionty) jsou v magnegitknebo vysokofrekveénim poli
separovany podle hmotnosti anaboje a je zaznamert@notnostni spektrum
(ti. cetnost iont ve vztahu kpomru - hmotnost/péet naboj). Hmotnostni
spektrometrie poskytuje cenné strukturni informaaenoziuje identifikovat jednotlivé
slozky sngsi [1].
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3.2.10VYHODNOCOVACI ZA RiZENi

Dnes pouZzivané ifstroje pro vysokofinnou kapalinovou chromatografii jsou
vybavené vyhodnocovacim izzenim, které automaticky vyhodnocuje odezvu
detektoru (elektronicky integrator) a poskytuje takutomatické (p&tacove)
vyhodnoceni vysledk analyz. Pouzivaji se pitace vybavené specialnim softwarem.
Ty mimoto fidi chod celého chromatografu (slozeni @t@k mobilni faze, teplota
na kolorg, nastaveni detektoru, objem a sekvence vrzorkldvkovanych
na kolonu apod.) [1, 10, 16].
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3.3. VALIDACE A VALIDA CNi PARAMETRY

s

Validace analytické metody je proces, kterym sestaji nejdilezitéjSi
charakteristiky metody, cilem je &eni platnosti zvoleného analytického postupu
metody. Smyslem validace je demonstrovat, Zze vyjwata metoda je pro danyal
vhodna a ufit podminky, za kterych je zkuSebni postup poudijteVlastnost, ktera je
pirednétem validace, se nazyva validovana vlastnost (kaomnaee hlavni latky,
koncentrace nastoty, fyzikalre chemicky parametr). Validace se pouziva vzdy
pii vyvoji nové metody, ma-li byt ignesena do jiné laboragn nebo {i prikazu
rovnocennosti dvou metod [8, 12].

3.3.1SPRAVNOST (ACCURACY)

Vyjadiuje shodu mezi ziskanym vysledkem a spravnou hodnoBpravnou
hodnotu Ize zjistit bdi jinou nezavislou metodou s&enou spravnosti, nebo se
piipravi modelovy vzorek ze vSech sloZekppavku a pesré piidaného standardu.
Nejsou-li k dispozici vSechny slozZkytripravku, analyzuje setipravek se znamym
piidavkem standardu. Spravnost se obvykle zjistiyaoal nejmén Sesti vzork a

vyjadii se jako rozdil spravné a ziskané hodnoty nebmygkznost (recovery):

nalezendodnota* 100
spravnéodnota

recovery(%) =

[8]
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3.3.2PRESNOST (PRECISSION)

Presnost je mira shody mezi jednotlivymi vysledky odgt opakova# ziskanymi
s jednim homogennim vzorkem. Obvykle se tento woezavisle Sestkrat analyzuje
kompletnim postupem ¢etné pripravy vzorku. Resnost se vyjad jako relativni

smerodatna odchylkasthto Sesti stanoveni:

—\2
RSD, = 100 Z(ny_—ly)

y — jednotlivé hodnoty vyj&ené jako plochy pik vySka piku nebo po¥n ploch u metody vniniho
standardu
Y/- pramér jednotlivych hodnot

n — pa&et jednotlivych hodnot

Podle podminek opakovani se rozlistijirovre presnosti:

Opakovatelnost (repeatability) — metoda se opaksiginym zfisobem jednim
pracovnikem se stejnyriinidly na tomtéz fistroji

Mezilehld gesnost (intermediate precision) — metoda se prosabinymi ¢inidly,
analytiky i @istroji, v tizny den, ale v jedné laboréta se stejnym homogenizovanym
vzorkem

Reprodukovatelnost (reproducibility) — provedenisfejné jako u mezilehléigsnosti

s tim rozdilem, Ze probiha wtznych laborattich [8, 17, 18].

3.3.3SELEKTIVITA (SELECTIVITY)

Selektivita analytické metody je definovana jakb@most pesného a spravného
uréeni analytu i v itomnosti jinych latek, jez Izecekavat. To mohou byt dalSéiané
latky u slozenych ifjpravki, pomocné latky, nastoty z vyroby, rozkladné produkty,
zbytkova rozpougtlla. Tento parametr se doloZi vysledky analyzy ddeadi, a dale
nag. vzorki bez analyzované latky obsahujicich vSechny sigikyravku, rozkladné
produkty, neéistoty [8, 12].
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3.3.4DETEK CNI LIMIT (LIMIT OF DETECTION, LOD)

Tento parametr vyjadje citlivost metody. Je to nejnizSi detekovatelna
koncentrace latky, nestanovované kvantitativh instrumentalnich metod seube
urcit jako koncentrace analyzované latky s goem signalu k Sumu s hodnotou 3.
Nalezeny detadni limit se o¥ti analyzou pislusné koncentrace vzorku. [8]

Poner signalu k Sumu se vypita podle vzorce:

S/N :2_H
h

H — vySku piku odpovidajiciho dané slozce na chrogratou pedepsaného porovnavaciho roztoku
meéfenou od vrcholu piku k extrapolované zékladni Isignélu, ktery se sleduje ve vzdalenosti rovné
dvacetindsobku 8dy piku v polovirg jeho vySky

h —rozpti Sumu pozadi chromatogramu ziskanéliclepé zkouSce a zaznamenavaného na vzdalenosti
rovné dvacetinasobku &y piku v polovig vySky na chromatogramuigdepsaného porovnavaciho
roztoku, a to pokud moZno rovnémé na ok strany od mista, kde by seélmachéazet sledovany
pik [17, 18].

3.3.5KVANTITATIVNI LIMIT (LIMIT OF QUANTIFICATION, LOQ)

NN s

Je téZ parametrem citlivosti metody. Je to nejridsicentrace latky, stanovitelni
S prijatelnou esnosti a spravnosti. Za limitujici relativni sadatnou odchylku se
povazuje 10%, proto je mozné kvantitativni limitjdgtit jako koncentraci,  jejiz
analyze se doséhne této relativni¢esdatné odchylky. Obvykle to byva trojnasobek
detekéniho limitu. Casto se vyjatlije jako koncentrace s pérem signalu k Sumu
s hodnotou 10 [8].

3.3.6LINEARITA (LINEARITY)

Linearita je chapana jako fimkova zavislost mezi @wma nahodnymi
promennymi, tj. odezvou instrumentace (analytickym signd a koncentraci analytu.
Tésnost vzajemné zavislosti dvou ndhodnych prumgch charakterizuje korelai
koeficient ¢). F¥i linearni zavislosti nabyva hodnoty +Xian vice se blizi jedné, tim je
zavislost obou progmnych &srgjSi. Obvykle se stanovuje minim&lmpét raznych
koncentraci v rozmezi 50-150% deklarovaného obgatwustanoveniibuznych latek
se pouzivd obvykle rozmezi LOQ az 120 % povolenkniu. MuZze se pracovat
s roztoky standafd neba rusSivé vlivy u reélnych vzoik jsou hodnoceny jinymi

parametry validace [8, 12].
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3.3.7ROZSAH (RANGE)

Tento parametr se obvykle odvozuje z linearity rdgtca rozumi se jim
koncentréni hranice, v kterych fiZe byt metoda pouzivana. Dolnim limiteniize byt
nagiklad detekni limit a horni niZze byt uten maximalni odezvou, fip jejimz

piekrateni uz pistroj nepracuje ii@gsre [8].

3.3.8ROBUSTNOST (ROBUSTNESS)

Robustnost metody je definovana jako mira vlivuiddmi Grove jednotlivych
parametii na vysledek analytického stanoveni. Sbiraji sengiby z vyvoje metody a
cilem je upozornit na podminky, které mohou ovliwysledky. U metody vyuzivajici
HPLC se sleduji vlivy: sloZzeni mobilni faze, pH wédslozky mobilni faze, teplota
na kolorg, rychlost pfitoku, stabilita analyzovanych vzdrk rozdil mezi kolonami
raznych Sarzi papact i vyrobai atd [8, 12].

3.3.9TEST ZPUSOBILOSTI (SYSTEM SUITABILITY TEST)

Test zpisobilosti analytického systému je nedilnou &mti validace analytické
metody. U instrumentalnich fyzikalrchemickych metod gedevSim sepagaich) neni
v podstat mozné definovat vSechny podminky, za kterych mtanfstoda pouzita, aby
poskytovala spolehlivé vysledkyiiFkazdém novém pouZiti metody se neopakuje cela
validace, ale jsou definovanaciia kriteria, kterd musi byt spina a kterd se obe&n
nazyvaji test zfsobilosti analytického systému. Pomoci porovnavacioztoki se
negasgji zjiStuji nasledujici parametry: ¢innost, kapacitni faktor (hmotnostni
distribwni pon®r Dy), rozliSeni, relativni retence a faktor symetrigeré musi

odpovidat pedepsanym, néaplékopisnym hodnotam [8].
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3.4. LAMOTRIGIN A JEHO VLASTNOSTI

Strukturni vzorec:

Cl
[19]

Sumarni vzorec: §&4;CIoNs

Chemicky nazev: 3,5-diamino-6-(2,3-dichlorpheny-4-triazin (IUPAC)

Mg: 256,1 [20]

3.4.1EPILEPSIE

Epileptické onemoami je definovano spontadn se opakujicimi,
nevyprovokovanymi epileptickymi zachvaty. Ty jsouodmirény patologickou
epileptickou aktivitou, ktera postihuje mozektzmém rozsahu, lokalizovanfokalns
(z&chvaty fokalni, parcialnii generalizova#é (zachvaty generalizované). Epilepticky
z&chvat je vyvolavan spontanni synchronizovanouivnasxcitaci ¥tSi populace
neurorii, kterd vede k lokalizované nebo generalizované&atit motorickych (kece),
senzorickych (smyslové vjemy), vegetativnich (naglinéni) nebo komplexnich
(kognitivnich, emocionalnich) funkci. Klinicky sdas projevuje: poruchou édomi
(ztrata ¥domi, absence - ,petit mal“), abnormalni motorickaaktivitou
(generalizované nebo lokalizovanéede tonické, klonické nebo tonicko-klonické —
.grand mal“ nebo myoklonieii atonie), somatosenzorickymitipnaky (parestesie,
audiovizualni halucinace), psychickymiiznaky. Epilepsie mohou byt idiopatické
(primarni), bez poznanéftipiny, nebo sekundarni, vyvijejici se jako nasledek
loZiskovych nebo difuznich postizeni mozku z negtmiich (nap trauma, zat, nador,
cerebrovaskularni okluze) nebo extrakranialniéitip (nag. vlivy metabolické nebo

toxické, uvadné rekdy jako giciny reversibilni) [3, 21, 22].
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3.4.2FARMAKOLOGICKE VLASTNOSTI LAMOTRIGINU

Lamotrigin je novodobé antiepileptikum se Sirokymtikkonvulzivnim &inkem.
Svym mechanismem ¢inku se liSi od pedchozich latek. Zahtaje nadmdrnému
uvoliovani excitanich aminokyselin (zejména glutamatu) stabilizacésgnaptické
neuronalni membrany (blokada sodikovych karzdvislych na drovni depolarizaiho
napsti). Oswdcil se zejména u epilepsie rezistentni na teragatoémi latkami. Tak
jako je tomu u ostatnich antiepileptik, nahlé wem aplikace lamotriginu e znovu
vyprovokovat (rebound) epileptické zachvaty. Pokugjsou urgentni bez{eostni
davody k nahlému vysazeni tohotocida, ma se lamotrigin vysazovat postupnym
snizovanim davky v fibéhu dvou tydi [23, 24].

3.4.3INDIKACE A KONTRAINDIKACE LAMOTRIGINU

Lamotrigin je indikovdn ke kombinované farmakotérapebo k monoterapii
epilepsie s parciadlnimi a generalizovanymi zachvat§etné tonicko-klonickych
zachvab. Je také indikovan jako monoterapie u zachwgpu absenci. Glezitym jeho
acinkem se zd4 byt jehotignivé ovlivreni psychiky pacienta. Pouziva se k prevenci
epizod poruchy nalady (deprese, manie, hypomamdsené epizody) u paciént
s bipolarni poruchou. Zvazuje se téz jeho pouazittkierych forem parkinsonismu.

Je kontraindikovan ip precitlivélosti na slozky pipravku, nedoportuje se
podavani gtem mladSim 2 let (pro nedostatek zkuSenosti).nRbné zkizené reakce
se méa lamotrigin podavat se zvlastni opatrnostib@&so se zndmouiecitlivélosti

na karbamazepin a fenytoin [23, 24, 25].

3.4.4INTERAKCE A NEZADOUCI U CINKY LAMOTRIGINU

Bylo prokazano, Ze na metabolizmu lamotriginu séilp@nzym UDP-glukuronyl
transferdza. Valproat, jenz inhibuje glukuronidaonotriginu, zpomaluje metabolismus
lamotriginu a piblizn¢ na dvojnasobek prodluZuje gonérny polaias lamotriginu.
Léciva, které signifikant& indukuji glukuronidaci lamotriginu (karbamazepienytoin,
primidon, fenobarbital, rifampicin), metabolizacanhotriginu urychluji. Peroralni
kontraceptiva mohou zvySovat clearance lamotriginsniZzovat tak jeho plazmatické
hladiny, miZe byt nutna Uprava davkovani lamotriginu v udrbdové&bé. U pacient
uzivajicich karbamazepin byly pd@igavném zavedeni lamotriginové terapie hlaSeny

nezadouci fiznaky ze strany centralniho nervového systémunzgilei zavrd, ataxii,
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diplopii, rozmazané vithi a nauzeu. Takovétoripody obvykle ustoupi po snizZeni
davky karbamazepinu [24, 26].

Pti uzivani lamotriginu se fize vyskytnout exantém, (az u 10% paadignvzacre
zavazné kozni reakce jako Stevens-Johinsosyndrom a toxickd epidermalni
nekrolyza. U dti je riziko zavaznych koZnich reakci vy3Si nezoggdlych. DalSi velmi
¢asté nezadouci¢inky jsou bolest hlavy, zavrat diplopie, neostré vithi; casté
podraza@nost, Unava, ospalost nebo nespaveéss, nystagmus, ataxie, nauzea, zvraceni,
praijem. Velmi vzach se miZze vyskytnout syndromipcitlivélosti, wetné symptoni
jako hore&ka, lymfadenopatie, otok obije, abnormalni hematologické a jaterni nélezy,
diseminovana intravaskularni koagulace (DIC), noudfainoveé selhani [26].

3.4.5TEHOTENSTVIi A KOJENI

Lamotrigin je preferovan u divek a Zen ve fertilninku. V reproduknich
studiich u pokusnych z&bt podavani lamotriginu fertilitu nenarusilo, s velim
lamotriginu na lidskou fertilitu nejsou zkusendgtl, 24].

Riziko vyskytu vrozenych malformaci se zvySuje Baasob# u potomki matek
uzivajicich v &hotenstvi antiepileptickou d6u ve srovnani s rizikem vyskytu
malformaci u normalni populace, kde je totbizné 3%. Mezi nejastjSi malformace
pati rozSEpy patra, kardiovaskuldrni malformace a defekty réki trubice.
Kombinovana antiepilepticka dba je spojovana s vyssim rizikem vyskytu vrozenych
malformaci, nez je tomu u monoterapie, a proto gtarionoterapie pouzita, kdykoliv
je to mozné. Epidemiologické studie zahrnujidibiZné 2000 Zen uZivajicich
lamotrigin v monoterapii &hem £hotenstvi nemohou vyl@it zvySené riziko vyskytu
vrozenych malformaci. Jeden registéhdtnych prokazal zvySeni incidence
rozSe€povych vad oblieje. Jiné databaze tyto Udaje nepotvrdily. Studiezwiratech
prokazaly reprodulni toxicitu. Je-li I€ba lamotriginem v obdobi ¢hotenstvi
povazovana za nezbytnou, dopiuje se podat nejnizsi moznou terapeutickou davku.

Lamotrigin je slabym inhibitorem dihydrofolatredéky, a proto teoreticky e
vést ke zvySeni rizika poskozeni plodu cestou sizdadiny kyseliny listove.
Pti planovani &hotenstvi a vcasném obdobiéhotenstvi by rdla byt podavana

kyselina listova [24].
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3.5. LAMOTRIGIN A JEHO NE CISTOTY

Jednou z moznych fistot lamotriginu je 3-amino-6-(2,3-dichlorphenytl)2,4-
triazine-5-(4H)-on, ktery rize vznikat pi hydrolyze. Druhou mozZnou #istotou je
N-[5-amino-6-(2,3-dichlorphenyl)-1,2,4-triazin-3p2,3-dichlorbenzamid, ktery se
muze vyskytnout jako kontaminant pochazejici Zriioh reakci, které mohou probihat
pii syntéze lamotriginu [27].

DalSimi neistotami lamotriginu mohou byt zejména jehimmé isomery, jako
napg. otewend forma lamotriginu, 2,4-dichlorolamotrigin, 2jEhlorolamotrigine,
3,4-dichlorolamotrigin, 3-chlorolamotrigin, 4-chtdamotrigin, 2-chlorolamotrigin,
2,5-dichlorolamotrigin,  2,3,4-trichlorolamotrigin. Odborny ¢lanek v Journal
of Chromatography [28] se zabyva separaghto mozZnych ng&stot lamotriginu
za pouziti specialniho softwaru. Bykigraven vzorek obsahujici lamotrigin a jeho
neznamé isomery. Pracovalo se na chromatograficktonk Inertsii ODS 3
(100 mm x 4,6 mm; 5um), fwok 1,5 ml/min, UV detekce ip 250 nm, teplota
na kolorg 40°C. Byla pouzita gradientova eluce: 0. minute triethylamin pH 2 a
acetonitril v pondru 90:10, 39. minuta - 1% triethylamin pH 2 a acétd v ponmeru
75:25, 50. minuta - 1% triethylamin pH 2 a acetdnit porméru 25:75, za pouZziti
softwaru ChromSword®-Auto. VSechny vySe uvedené maaie€istoty lamotriginu se
za €chto podminek dale separovaly [28].

Odborny ¢lanek v Journal of Pharmaceutical and Biomedicalalpsis [29]
se zabyva vyvojem a validaci metody pro kvantifidamotriginu a jeho fibuznych
latek. Pracovalo se slamotriginem a standardyistte A a B. Negistota A je
3-amino-6-(2,3-dichlorphenyl)-3,6-dihydro-1,2,4azin-5-(4H)-on a n#@stota B je
N-[5-amino-6-(2,3-dichlorphenyl)-1,2,4-triazine-§-2,3-dichlorbenzamid.

Byla pouzita kolona ¢ p-Bondapack (250 mm x 4,6 mm)jipok 1,5 ml/min, teplota
na kolor¢ 40°C, UV detekce ip 210 nm. Jako mobilni faze byla zvolena ésm
acetonitrilu a roztoku KEPO, (1,4 g na 1000ml) v po#nu 35:65, pH mobilni faze se
upravilo kyselinou fosfor@ou na hodnotu 3,5. Separace lamotriginu a jelitstoe
byla velmi dobré& [29].
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Obr¢.2: 1-lamotrigin, 2-né&stota A, 3-néistota B [29]

AL

0.28 -

.24

3.6. STANOVENI LAMOTRIGINU V KREVNI PLAZM E

Existuje ftada praci zabyvajicich se stanovenim lamotrigimlazne pomoci
HPLC. Analyza byla provedena rfaga pouZiti kolony C8 RP, mobilni faze methanol a
0,45 mM fosfatovy pufr o pH 3,5 obsahujici 0,17%ettrylaminu (24:76) [30].
Casto se pouziva reverzni faze C18,ingpBondapack C18, za pouZiti mobilni faze
30mM pufr fosforénanu draselného (pH 3,7 - upraveno 5% kyselinofofesnou) a
acetonitril v pondru 65:35 [31]; nebo kolona Symmetry C18, za pouaitibilni faze
pufr fosfor&nanu draselného, acetonitril, methanol v pam70:20:10, pH 6,7 [32].
Diplomova prace [33] se zabyva stanovenim lamatugispolu s ostatnimi
antiepileptiky (a to s primidonem, fenobarbitalekarbamazepinem a fenytoinem).
Byla pouzita kolona Separon SGX C18 1x150 mm, 5ppmitok 0,1 ml/min,
UV detekce p 220 nm. Cilem bylo optimalizovat chromatografickédminky, a to
zejména sloZeni mobilni faze. Jako nejvyhgginse ukazala mobilni faze obsahujici
vodu, acetonitril, methanol v pam 72:23:5, 300 pl triethylaminu/100 ml,

pH upraveno kyselinou fosfaneou o koncentraci 1 mol/l na hodnotu 4,0 [33].
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3.7. LEKOPISNE HODNOCENIi LAMOTRIGINU A JEHO
PRIBUZNYCH LATEK

Lamotrigin ma monografii od 3. Daghtu 6. Evropského Iékopisu 2008 (Ph. Eur.
Suppl. 6.3). \Kasti Pribuzné latkyje p‘redepsana reverzni faze C18 a gradientova eluce
za pouziti mobilni faze slozené z acetonitrilu drgpuobsahujiciho triethylamin a
dihydrogenfosforénan draselny, pH pufru se nastavi kyselinou fosfoa
na hodnotu 2,0 [34]. D6L 2009 je3t nebyl z&azen.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. MATERIAL A POM UCKY

4.1.1 CHEMIKALIE

- Lamotrigin §.A1336030 pracovni standard

— Tablety s obsahem 100 mg lamotriginu

— Tabletovina neobsahuijici lamotrigin (placebo)

— Acetonitril Lichrosolv, Merk, Damstadt, dhecko

- Kyselina fosforéna 85%, Lachema n.p. Brno, zavod Neratouizeska republika

— Hydrogenfosforgnan didraselny p.a., RNDr.J.Kulich, Hradec Kral®igany,
Ceska republika

— Vodacistena reverzni osmozou

4.1.2SESTAVA PRO HPLC S UV-VIS DETEKTOREM
- Kontrolni jednotka: CTO-20AC VP Shimadzu
— Cerpadlo: LC-20AD VP Shimadzu
— Termostat kolony: CTO-20AS VP Shimadzu
— PC Program: Shimadzu-CLASS-VP 5
— UV-VIS detektor: SPD-20A VP Shimadzu
— Autosampler: SIL-20AC VP Shimadzu

4.1.3PRISTROJE

- Digitélni vahy, A&D HR 120, Helago s.r.o
— pH-metr SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH

- Ultrazvukova laze K10, Kraintek, Slovensko

4.1.4POMUCKY

- kadinky, odmdrné baiky, odmérné valce, mikropipeta,&kné pipety, nedené pipety,
balonek k pipet, membranovy nylonovy filtr 0,45 um — Agilent — 40,45 pm,
membranovy filtr Chromafil AO-45/25 0,45um gonér 25mm, nalevky, sicka,

laboratorni Izika, alobal, zatky se zabrusem, svorky, drzakykyidatenka s&rkou
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4.2. UPRAVA VZORKU

Lamotrigin byl vystaven takovym podminkam, aby do&l jeho rozloZzeni a

rozkladné produkty se nasledmohly hodnotit.

Vzorek¢.l: Asi 10 mg lamotriginu (m=0,0115) pracovniho staddase v kadince
rozpustilo asi v 50 ml vody a nechalo seéitva40 minut. V ptibéhu vaeni bylo nutno
dophovat odp#&nou vodu. Poté se roztokepl do 50ml odnérné baiky a doplnil

vodou po rysku.

4.3. OPTIMALIZACE CHROMATOGRAFICKYCH PODMINEK

Byly hledany takové chromatografické podminky, z@rkch bude separace
lamotriginu a jeho nastot co nejlepSi. Byly vyzkouSenyizné chromatografické

kolony a optimalizovalo se zejména sloZeni molfdme. Pracovalo se se vzorkeér.

Kolona¢.1: Waters Spherisorb 5 pm Phenyl, 4,6 x 250mm
Pratok: 1,0 ml/min, nasik 20 pl, UV detekce ifp 309 nm, teplota kolony 40 °C

Mobilni fazec.1: Acetonitril, pufr hydrogenfosfosmanu didraselného v panu 35:65;
pH mobilni fze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 7,0

Mobilni fazec.2: Acetonitril, pufr hydrogenfosfotmanu didraselného v pamu 40:60;

pH mobilni fze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 7,0

Mobilni fazec.3: Acetonitril, pufr hydrogenfosfotmanu didraselného v panu 35:65;

pH mobilni faze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 6,0

Mobilni fazec.4: Acetonitril, pufr hydrogenfosfosmanu didraselného v panmu 30:70;
pH mobilni faze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 7,0

Mobilni fazec.5: Acetonitril, pufr hydrogenfosfotmanu didraselného v pamu 35:65;

pH mobilni faze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 5,0
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Kolona¢.2: Discovery HS F5 5 um, 15¢cm x 4,6 mm, SLO70613BQP
Piredkolona:Discovery HS C18, 2cm x 2,1 mm, 5 um KIT
Pratok: 1,0 ml/min, nasik 20 pl, detekce 309 nm, teplota kolony 40 °C

Mobilni fazec.1: Acetonitril, pufr hydrogenfosfosmanu didraselného v panu 35:65;

pH mobilni faze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 7,0

Mobilni fazec.2: Acetonitril, pufr hydrogenfosfotmanu didraselného v panmu 35:65;

pH mobilni fze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 4,0

Mobilni fazec¢.3: Acetonitril, pufr hydrogenfosfotmanu didraselného v pamu 35:65;

pH mobilni faze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 3,0

Mobilni fazec.4: Acetonitril, pufr hydrogenfosfosmanu didraselného v panu 35:65;

pH mobilni faze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 6,0

Mobilni fazec.5: Acetonitril, pufr hydrogenfosfosmanu didraselného v panu 35:65;
pH mobilni faze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 5,0

Mobilni fazec¢.6: Acetonitril, pufr hydrogenfosfotmanu didraselného v pamu 40:60;

pH mobilni fze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 5,0

Mobilni fazec.7: Acetonitril, pufr hydrogenfosfotmanu didraselného v pamu 40:60;

pH mobilni faze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 4,9

Mobilni fazec.8: Acetonitril, pufr hydrogenfosfotmanu didraselného v panu 40:60;
pH mobilni f4ze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 5,1

Mobilni fazec.9: Acetonitril, pufr hydrogenfosfotmanu didraselného v pamu 30:70;

pH mobilni faze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 5,0

Mobilni  faze ¢.10: Acetonitril, pufr hydrogenfosfotmanu didraselného

v poneru 40:60; pH mobilni faze se nastavi kyselinoudoginou na hodnotu 5,2
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Priprava mobilni faze: 0,35 g.KPO, se rozpustilo ve 250ml odimé baice
ve vo&& a doplnilo vodou po rysku. Do kadinky se agtnym valcem odrilo
piislusné mnozstvi pufru hydrogenfosfémanu didraselného a acetonitrilu. Do kadinky
umisténé na magnetické micte se vlozilo michadlo a elektrody pH metru.
Za soustavného michani byla pomoci pipetikgpavana kyselina fosfamea 85%,
az pH roztoku dosahlo poZzadované hodnoty. Na&rzae mobilni faze igfiltrovala

pies membranovy filtr za podtlaku pomoci gyy.
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4.4. VALIDACE

Pro validaci byly vybrany podminky s nejlepsi separ
kolona Waters Spherisorb 5 um Phenyl, 4,6 x 250mmnadilni faze o slozeni
acetonitril, pufr hydrogenfosfoteanu didraselného (1,4 g/l) vpeém 35:65;
pH mobilni faze se nastavi kyselinou fostoreu na hodnotu 6,0; fiok 1,0 ml/min,
nastik 20 ul, UV detekce 309 nm, teplota kolony 25 ¥acovalo se s tabletami
s obsahem 100 mg lamotriginu v jedné tabhlptimérna hmotnost tablety byla 340 mg.
Vzorek pro analyzu bylifpraven tak, Ze uvedené tablety byly réeay na homogenni
prasek vitence sdrkou.

4.4.1ROBUSTNOST

Pfi hodnoceni robustnosti byly sledovany tyto paragnetzména teploty

na kolor¢, zmena pH mobilni faze a zéna pongru pufru a acetonitrilu v mobilni fazi.

4.4.2LIMIT KVANTIFIKACE PRO P RIBUZNE LATKY

Stanoveni LOQ vychazelo z lékopisu [17, 35]. Na ladk predchozich
experimeni byla odhadnuta koncentrace Ilamotriginu pro LOQ 1rg/ml.
Do 100ml baky bylo navazeno 0,0158 g lamotriginu a d@plm mobilni fazi po rysku
(standard |I., c=158ug/ml). Nasledn bylo treba tento roztok iedit 100 00Ox.
25 pl standardu I. bylo odffeno do 25ml hiéky a dopl@no mobilni fazi po rysku
(roztok¢.2, =158 ng/ml); z tohoto roztoku bylo odieno 250 pl do 25ml liky a téz
doplrino mobilni fazi po rysku (c= 1,58 ng/ml). Z chroogramu roztoku
o ¢ 1,58 ng/ml jsem vygitala pondr S/N 5,3; na zakladtoho jsem vypégitala
koncentraci pro LOQ 3,16 ng/ml.
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4.4.3LINEARITA-P RIBUZNE LATKY

Koncentraci lamotriginu odpovidajici LOQ (3,16 né/nisem pouZzila jako
nejnizsi hodnotu kalibtai piimky. NejvysSi hodnotu kalibéai primky jsem zvolila
tak, aby odpovidala minim&inl20% povoleného limitu ®estot ve specifikaci l&vé
latky nebo I€ivého gipravku.

Priprava standardu ldo 100ml baky bylo navazeno 0,0158 g lamotriginu a déplo
mobilni fazi po rysku (c=158ug/ml).
Priprava pracovnich roztek piresré odnmereny objemstandardu 1byl v piislusné

odmerné baice doplkn mobilni fazi po rysku (Talg. 1).

Tabulka¢.1 — Riprava pracovnich roztdkpro hodnoceni linearitytfouzné latky)

nazev koncentrace (ng/ml) |p Fiprava
Roztok ¢.1 3,16 100 pl roztoku ¢.3 do 10 ml odmérné barnky
Roztok ¢.2 158 25 pl standardu I. do 25ml odmérné bariky
Roztok ¢€.3 316 50 ul standardu I. do 25ml odmérné bariky
Roztok ¢.4 474 75 pl standardu I. do 25ml odmérné barky
Roztok é.5 632 100 pl standardu I. do 25ml odmérné barky

4.4.41 INEARITA-STANOVENI OBSAHU

Pro hodnoceni linearity bylofipraveno 5 pracovnich roztoks odstupovanou

koncentraci lamotriginu.

Priprava standardu ll:asi 50mg pracovniho standardu lamotriginu (m=0403dylo
navazeno do 25ml odimé baiky a doplno mobilni fazi po rysku .
Priprava pracovnich roztek presré odmeieny objemstandardu llbyl v 50ml odngrné

baice doplgn mobilni fazi po rysku (Tak. 2).

Tabulka¢.2 — Riprava pracovnich roztdkoro hodnoceni linearity (stanoveni obsahu)

nazev koncentrace (mg/50 ml) mnoZstvi standardu Il . v ml
Roztok L1 8,224 4
Roztok L2 9,252 4.5
Roztok L3 10,28 5
Roztok L4 11,308 55
Roztok L5 12,336 6
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4.4 5SPRAVNOST

Pro hodnoceni spravnosti metody bylk@ppaveno 6 roztok s glesnym obsahem
lamotriginu a pesnym obsahem placeba (samotné tabletoviny).

Priprava porovnavaciho roztokar do 50ml odnirné baiky bylo navazeno asi 10 mg
lamotriginu gesrg, poté bylo pidano asi 10 ml mobilni faze aida byla na 10 min
vloZzena do ultrazvukové la&n Poté byl roztok dopbm mobilni fazi po rysku
(m=0,01021 g, c=0,0002042 g/ml =0,2042 mg/ml).

Priprava pracovnich roztekS1-S6:do 50ml odmirné baiky bylo navazeno asi 10mg
lamotriginu fesré a asi 24 mg placeba, poté byltiddno asi 10 ml mobilni faze a
baika byla na 10 min vloZzena do ultrazvukové EzRoté byl roztok dopkn mobilni

fazi po rysku. Roztok bylipplnén do vialky ges filtr. Navazky viz Take.3.

Tabulka¢.3 — Riprava pracovnich roztdkpro hodnoceni spravnosti

nazev navazka lamotriginu (g) navazka placeba (g)
Roztok S1 0,01063 0,02645
Roztok S2 0,01050 0,02482
Roztok S3 0,01023 0,02402
Roztok S4 0,01068 0,02403
Roztok S5 0,01030 0,02394
Roztok S6 0,01015 0,02461
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4.4.6 PRESNOST (OPAKOVATELNOST)

Pro hodnoceni iesnosti metody bylo ffpraveno 6 pracovnich roztdk

z rozetenych tablet.

Priprava porovnavaciho roztokar do 50ml odndrné baiky bylo navazeno asi 10 mg
lamotriginu, poté bylo fidano asi 10 ml mobilni faze aida byla na 10 min vloZena
do ultrazvukové lazn Poté byl roztok dopbm mobilni fazi po rysku
(m=0,01021, ¢=0,2042 mg/ml).

Priprava porovnavaciho roztokib ( 0,1%): 1 ml porovnavaciho roztokua
(viz ptedchozi) byl odréfen do 50 ml bigky a doplren mobilni f&zi po rysku, z tohoto
roztoku bylo odrsieno 2,5 ml do 50ml kigy a ot doplreno mobilni fazi po rysku.
Priprava pracovnich roztekP1-P6:do 50ml odnirné baky bylo navazeno asi 34 mg
rozdrcenych tablet, coz odpovida 10 mg lamotrigipaté bylo pidano asi 10 ml
mobilni faze a higka byla na 10 min vloZzena do ultrazvukové EzRoté byl roztok
doplren mobilni fazi po rysku. Roztok byligplnin do vialky ges filtr. Navazky
viz Tab¢. 4.

Tabulka¢.4 — Riprava pracovnich roztdkpro hodnoceniigsnosti

nazev navazka tabletoviny s obsahem lamotriginu (g)
Roztok P1 0,0341
Roztok P2 0,0348
Roztok P3 0,0340
Roztok P4 0,0352
Roztok P5 0,0356
Roztok P6 0,0346
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4.4.7 SELEKTIVITA-STANOVENI OBSAHU

Pro hodnoceni selektivity metodyi gtanoveni obsahutiinné latky byly pouZzity
roztoky: standard realny vzorekmodelovy vzore&blank

Priprava vzork:

Standard:do 50ml odmdrné baiky bylo navadZzeno asi 10 mg lamotriginu, poté bylo
piidano asi 10 ml mobilni faze ailda byla na 10 min vioZena do ultrazvukové kzn
Poté byl roztok dopkn mobilni fazi po rysku.

Realny vzorekdo 50ml odmirné baiky bylo navazeno asi 34 mg rozdrcenych tablet
s obsahem lamotriginu, poté byltigano asi 10 ml mobilni faze aida byla na 10 min
vloZena do ultrazvukové lagnPoté byl roztok dopbm mobilni fazi po rysku. Roztok
byl preplren do vialky gFes filtr.

Modelovy vzorekdo 50ml odnirné baiky bylo navazeno asi 10 mg lamotriginu a asi
24 mg placeba, poté bylaigano asi 10 ml mobilni faze aida byla na 10 min
vloZena do ultrazvukové lagnPoté byl roztok dopbm mobilni fazi po rysku. Roztok
byl preplren do vialky gFes filtr.

Blank: do 50ml odndrné baiky bylo navazeno asi 24 mg placeba, poté byldgmo asi
10 ml mobilni faze a bika byla na 10 min vloZena do ultrazvukové tzRoté byl
roztok dopl@n mobilni fazi po rysku. Roztok bykgplnén do vialky res filtr.

4.4.8SELEKTIVITA-P RIBUZNE LATKY

Pro hodnoceni selektivity metody gtanoveni fibuznych latek byl pouzity

stejné roztoky jako pro hodnoceni selektivity instgeni obsahu lamotriginu.

Priprava vzork: viz predchozi
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4.4.9TEST ZPUSOBILOSTI SYSTEMU

Stanoveni obsahu:hodnotily se parametry: pet teoretickych pater (t.plate),
faktor symetrie piku (tailing faktor) a relativmh&rodatné odchylka z 5 ndta pro pik
lamotriginu v porovnavacim roztoku pro stanoveni sadtu  lamotriginu

(porovnavaci roztoh).

Pribuzné latky: hodnotily se parametry pet: teoretickych pater (t.plate),
faktor symetrie piku (tailing faktor) a relativmh&rodatna odchylka z 3 ndita pro pik
lamotriginu v porovnavacim roztoku pro hodnocenéistoty lamotriginu

(porovnavaci roztok).

Priprava porovnavacich roztékviz kapitola 4.4.6. RESNOST
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4.5. ZAVISLOST OBSAHU PRIBUZNYCH LATEK NA DOB E
VARENI LAMOTRIGINU

Asi 10mg lamotriginu bylo navazeno do varndélba(m=0,0120) a nasledrbylo
piidano 60ml vody. Bigka byla umistna na vodni lazepod zgtny chladE a roztok se
varil po stanovenyas (0-8 hodin). V hodinovych intervalech byly odébly vzorky,
které byly nasledhanalyzovany. Zjigovala se zavislost mezi dobouigai lamotriginu
a obsahem jeha‘buznych latek.
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5.VYSLEDKY A DISKUSE
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5.1. OPTIMALIZACE CHROMATOGRAFICKYCH PODMINEK

Kolona¢.1: Waters Spherisorb 5 um Phenyl, 4,6 x 250mm

U mobilni faze¢. 1 se na chromatogramu objevidyyii malé piky, nasledn
lamotrigin a za nim dalSi maly pik (separovalysgi necistoty, nasled& lamotrigin a
dalSi negistota). Piky ovSem nebyly rodény az na zakladni linii a pik lamotriginu
vyrazre chvostoval(obr.¢.2). P zméné poneru acetonitrilu a pufru byla separace
piiblizné stejna jako u mobilni faz&l. Fi snizeni pH na hodnotu 6 (mobilni f&z8)
byla separace jednotlivych giklepSi a pik lamotriginu ménchvostoval (obr.¢.3).
Pti dalSim sniZeni pH na hodnotu 5 (mobilni f&éZ8 byly separovanytyii negistoty a

nasledg lamotrigin. Za lamotriginem se uz vSak zadny pakistoty nevymyl.

Obr¢.2 (kolona¢.1, mobilni fazes.1)
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Obr¢.3 (kolonag.1, mobilni faze.3)
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Kolona¢.2: Discovery HS F5 5 um, 15¢cm x 4,6 mm, SLO70613BQP
Piredkolona:Discovery HS C18, 2cm x 2,1 mm, 5 um KIT

U mobilni faze¢.1 se na chromatogramu vyskytl pouze jeden pikstay a
lamotrigin. Ri snizeni pH na hodnotu 4 a 3 se separovaly dwa makistot a nasledn
lamotrigin. Ri zvySeni pH na hodnotu 6 se nigyg separovaly dva piky distot,
lamotrigin a hned za nim maly piketi ne&istoty a nasledh jeSt ctvrtd neistota.
Pti pH 5 se maly pik néstoty €sre za lamotriginem fesunul &sre pred rgj. Toto pH
se jevilo tedy jako nejvyhodjsi. ZvySenim mnozstvi acetonitrilu ve &n vedlo
k tomu, Ze se na chromatogramieg pikem lamotriginu vyskytly jeStdalSi, ovSem
velmi malé piky(obr.c.4). Pt pH 4,9 a 5,1 byly chromatogramy témshodné jako
pii pouziti mobilni faze o pH 5.tPptidani pufru se prodlouZil reténi ¢cas a také
rozliSeni pik prvnich dvou né&stot bylo nejlepsi, tést ale vymizely malé pikyésre
pied lamotriginem(obr.¢.5). Fi zvySeni pH na hodnotu 5,2 se separace malyci pik

pied lamotriginem mir&zlepSila(obr.c.6).

Obr¢.4 (kolona¢.2. mf¢.6)
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Obr&.5 (kolonac¢.2, mf¢.9)
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Obr¢.6 (kolonac.2, mf¢.10)

mv MPa

0.15-DetectorAB0INM L

] 1-10.00
0.13] r
0.104 L

1 ~9.75
0.071 [
0.054 [

] —9.50
0.039 [
0.004 r

] 19.25
-003 [
-0.054 [

] 19.00
-0.07]

0104 [8.75
-0.13

25 3.0 35 4.0 45 50 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0 min

Separace rgstot u obou kolon byla fiblizné stejna, phenylovou kolonu jsme

k validaci vybrali proto, Ze pik lamotriginu byliBkejSi a symettitéjSi, také poet
teoretickych pater byl vyssi.



5.2. VALIDACE

Pro validaci byla vybrana kolona Waters Spherigoghm Phenyl, 4,6 x 250mm a
mobilni faze o sloZzeni acetonitril, pufr hydrogesftoenanu didraselného
v ponmeru 35:65; pH mobilni fadze se nastavi kyselinou dogfnou na hodnotu 6,0.
Za tchto podminek byla separace lamotriginu a jeho lastich produkt
nejlepsi ¢br.c.3).

5.2.1ROBUSTNOST

Snizeni teploty z 40°C na 25°C n&dona separaci vyznamny vliv, stéjmak
zmeéna pH o 0,1. B zvySeni mnozstvi pufru se prodlouzi reteintasy a separace dvou
pika netistot pred pikem lamotriginu je lepsi, ovSem vymizi mallg pa lamotriginem.
P zvySeni mnoZstvi acetonitrilu se snizZi rém@drtasy, separace prvnich dvowistot
se zhorSi a vymizi maly pik za lamotriginem.

Lze tedy konstatovat, Ze jéeba zvl&8 dbat na dodrZzovani spravného gom

acetonitril pufr v mobilni fazi.
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5.2.2LIMIT KVANTIFIKACE PRO P RIBUZNE LATKY

Na zaklad predchozich experimeintbyla odhadnuta koncentrace lamotriginu
pro LOQ 1,6 ng/ml. Byl fipraven roztok o koncentraci 1,58 ng/ml a nasietgla
Z jeho chromatogramu vypitana hodnota S/N (S/N = 2H/h = 2*69/26 = 5,3). Hoic
S/N pro LOQ se udava 10, proto je tedyipbt pouZzit dvojnasobnou koncentraci
roztoku. Byl tedy ppraven roztok o koncentraci 3,16 ng/ml, jehoz lemicace
odpovida LOQ.

Obr¢.7: chromatogram pro vyget LOQ (c lamotriginu=1,58 ng/ml, S/N=5,3)
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5.2.3LINEARITA-P RIBUZNE LATKY

Pro zjiS€ni linearni zavislosti bylo pro#heno 5 pracovnich roztékpro kalibraci
s odstupovanou koncentraci lamotriginu od 3,16 ng/ml do 682nl. Spodni hodnota
kalibratni primky odpovida LOQ. Linearni zavislost byla proké&arNangieny
korelani koeficient linearity (0,9977) vyhovuje pozZadaykdery udava, Zze hodnota

nesmi klesnout pod 0,99.

Tabulka¢.5 — Linearita (fibuzné latky)

¢ lamotriginu (ng/ml) plocha piku
3,16 839,3
158 4143
316 8917,7
474 13912,7
632 18812,7

Graf¢.1 — Linearita (pibuzné latky)
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5.2.4LINEARITA-STANOVENI OBSAHU

Pro zjiS€ni linearni zavislosti bylo pro#heno 5 pracovnich roztékpro kalibraci
s odstupovanou koncentraci lamotriginu od 8,224 mg/50 ml 1336 mg/50 ml.
Linearni zavislost byla prokazana. N&emy korelgni faktor linearity (0,9992)
vyhovuje pozadavku, ktery udava, Zze hodnota nesgshkut pod 0,999.

Tabulkac¢.6 — Linearita (stanoveni obsahu)

¢ lamo pramér ploch
(mg/50ml) | ret.éas plocha piku tailing.f. t.plate piktd

L101 8,224 7.415 4577910 1.793 4351.988 4579215
L102 7.414 4580652 1.807 4257.456

L103 7.413 4579083 1.826 5167.095

L201 9,252 7.407 5120251 1.850 4040.500 5123208
L202 7.388 5125564 1.850 5035.284

L203 7.280 5123809 1.840 5241.443

L301 10,280 7.247 5779978 1.867 4998.015 | 5780059,3
L302 7.248 5780150 1.869 5014.489

L303 7.247 5780050 1.872 5085.937

L401 11,308 7.242 6384217 1.877 3805.735 | 6383658,7
L402 7.243 6383180 1.884 4902.075

L403 7.246 6383579 1.890 4952.728

L501 12,336 7.242 6894520 1.905 4805.297 6894062
L502 7.243 6894035 1.909 4867.923

L503 7.243 6893631 1.917 4932.522
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Graf¢.2 — Linearita (stanoveni obsahu)
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Obr¢.8 — Linearita (stanoveni obsahu)
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5.2.5SPRAVNOST

Pro hodnoceni spravnosti metody bylo péemo 6 vzork s gresnym obsahem
lamotriginu a pesnym obsahem placeba (samotné tabletoviny).

Vypaity:

Skuténd (spravnd) koncentrace lamotriginu (mg/ml):

(navazka lamotriginu / 50) * 1000

Stanovena koncentrace lamotriginu (mg/ml):

(plocha piku roztoku S1 az S6 / plocha piku poartakua)* konc. porov.roztokua
(0,2042 mg/ml)

Recovery(stanovena koncentrace / skinté koncentrace) * 100

Tabulkac¢.7 - Spravnost

navazka navazka skute éna plocha stanovena

lamo placeba | konc.(mg/ml) piku konc.(mg/ml) | recovery
porovnavaci
roztok a 0,01021 5559439
roztok S1 0,01063 0,02645 0,2126 5734249 0,2106 99,07
roztok S2 0,01050 0,02482 0,2100 5701385 0,2094 99,72
roztok S3 0,01023 0,02402 0,2046 5601225 0,2057 100,54
roztok S4 0,01068 0,02403 0,2136 5879087 0,2159 101,08
roztok S5 0,01030 0,02394 0,2060 5655161 0,2078 100,89
roztok S6 0,01015 0,02461 0,2030 5582672 0,2052 101,07

pramér 100,39

Recovery (vyznost) je 100,4 %, RSD je 0,82 %. Uvedené hodngtyovuji
norme, kterd udava recovery v rozmezi 98-102 %, RSD éa 2
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5.2.6 PRESNOST (OPAKOVATELNOST)

Pro hodnoceni fesnosti

pro p‘esnost a porovnavaci roztok.

Vypaity:

metody bylo proffeno 6 pracovnich

roztdk

% obsah= plocha piku vz.*nav. por.roztokarst.purity (99,9)*pfim.hmotnost tbl (340 mg)

plocha piku por.roztokirnavazka tabletoviny*deklar.obsah lamotriginu (106)

Tabulkac¢.8 — Resnost

navazka plocha piku % obsah lamotriginu
porovnavaci roztok a 0,01021 5556123

roztok P1 0,0341 5443754 99,64
roztok P2 0,0348 5472184 98,15
roztok P3 0,0340 5384475 98,87
roztok P4 0,0352 5590152 99,15
roztok P5 0,0356 5657035 99,05
roztok P6 0,0346 5451923 98,22

pramér 98,85

Praimérny obsah lamotriginu v tabkeje 98,85 % uvedeného obsahtininé latky.
Relativni snérodatna odchylka (RSD) je 0,58 %, coz vyhovuje w@ved normd

(RSD do 2 %).
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5.2.7 SELEKTIVITA-STANOVENI OBSAHU

Pfi hodnoceni selektivity metody pro stanoveni obsabyy hodnoceny
chromatogramy standardu, realného vzorku a modetow&orku. Z nize uvedenych

chromatogram je patrné, Ze s pikem lamotriginu neinterferujenéjina latka, metoda

pro stanoveni obsahu lamotriginu je tedy selektivni

Obrazek:.9 — Selektivita (stanoveni obsahu)
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5.2.8 SELEKTIVITA-P RIBUZNE LATKY

Pfi hodnoceni selektivity metody pro stanovetibpznych latek byly hodnoceny
chromatogramy standardu, realného vzorku a modetow&orku. Z nize uvedenych
chromatogram je patrné, Ze s piky tistot neinterferuje zadna jina latka, metoda
pro stanoveniifbuznych latek je tedy selektivni. Pik lamotrigmblanku se objevoval
i pti opakovanych pokusech &pr¢ bylo placebo kontaminovano stopami lamotriginu.
Jina snds placeba k dispozici nebyla.

Obrazeké. 10— Selektivita (fibuzné latky)
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5.2.9TEST ZPUSOBILOSTI SYSTEMU

Stanoveni obsahunastikne se 5 »porovnavaci roztol. Primérna hodnota piet
teoretickych pater (t.plate) je 5660, pro tuto mdettedy navrhuji hodnotu 4500. Faktor
symetrie piku (tailing faktor) je 1,37, lékopis wdahodnoty 0,8-1,5. Relativni

smerodatna odchylka je 0,05% (udavéa se hodnota do 2%).

Pribuzné latky:nastikne se 3 xporovnavaci roztolb. Primérna hodnota piet
teoretickych pater (t.plate) je 6198, pro tuto mdettedy navrhuji hodnotu 5000. Faktor
symetrie piku (tailing faktor) je 1,37, lékopis wdahodnoty 0,8-1,5. Relativni

smerodatna odchylka je 0,92% (udavéa se hodnota do 4%).
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5.3. VYPRACOVANA METODA PRO HODNOCENI
LAMOTRIGINU A JEHO P RIBUZNYCH LATEK V
TABLETACH

Priprava zkouSeného roztoka:rozetenych tablet se do 50ml odmé baiky
navazi tolik tabletového prasku, kolik odpovida rh@ lamotriginu, fida se 10 ml
mobilni faze a vlozi se na 10 min do ultrazvukc#. Po ochlazeni se roztok doplni
mobilni fazi po rysku, promicha se a Zfiltruj@e membranovy filtr do vialky.

Priprava porovnavaciho roztolka k presré asi 10 mg pracovniho standardu se
v 50ml odnérné baice gida 10 ml mobilni faze a vlozi se na 10 min doa#ttukové
lazre. Poté se roztok doplni mobilni faze po rysku.

Priprava porovnavaciho roztoku 1,0 mlporovnavaciho roztoka se v odnirné
baice na 50 ml doplni po ztlku mobilni fazi a promicha se. 2,5 tohoto roztoku s

v odmeérné baice na 50 ml doplni po z&leu mobilni fazi a ot promicha (0,1%).

Kolona:

- roznery: délka 250 mm, vnihi pramér 4,6 mm

- stacionarni faze: silikagel pro chromatografii nyksilylovany 5 pm),
nag. Waters Spherisorb 5 um Phenyl, 4,6 x 250mm

Mobilni faze: smes objemovych dil acetonitrilu, pufru hydrogenfosfaneanu
didraselného (1,4 g/l) vparu 35:65; pH mobilni faze se nastavi kyselinou
fosfore&Enou na hodnotu 6,0

Prutokova rychlost1,0 ml/min

Detekcespektrofotometricky detektor, 309nm

Nastik: 20 ul; zkouSeny roztolorovnavaci roztol aporovnavaci roztok

Teplota kolony25°C

Doba zaznamueluuje se nejmértrojnasobek reteémiho¢asu lamotriginu

Rete@ni cas: lamotrigin asi 7,5 min.

Test zgsobilosti

Pro stanoveni obsahu:

- paet teoretickych pater pgworovnavaci roztok >4500

- faktor symetrie piku 0,8-1,5

- relativni smérodatné odchylka z&bi nastikt porovnavaciho roztoka <2,0%
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Pro hodnoceniffbuznych latek:
- paet teoretickych pater pgworovnavaci roztok >5000
- faktor symetrie piku 0,8-1,5

- relativni sndrodatna odchylka zéitnastikt porovnavaciho roztokin <4,0%

Limity: limity pro jednotlivé né&istoty a pro sumu rstot je u pgipravku nutno
teprve definovat. Na této drovni Ize jen konstatpvze limit zanedbatelnosti je
0,02 néasobek plochy hlavniho piku na chromatogrgmowwvnavaciho roztokib
(0,002 %).

Vypadty:

% obsah= plocha piku zk. roztoku*nav. por.roztokurst.purity (%)*prim.hmotnost tbl (mg)
plocha piku por. roztoltnav. tabletoviny (mg) *deklar.obsah lamotriginudiftbl)
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5.4. ZAVISLOST OBSAHU PRIBUZNYCH LATEK NA DOB E
VARENI LAMOTRIGINU

Nedistota Imp.3 a necistota lImp.4 byly pritomny i ve vzorku nevaném (0 hod).
Mnozstvi necistoty Imp.3 i necistoty Imp.4 bylo po celou dobu varu vzorku tém
konstantni, Ize tedy konstatovat, Ze tyto Zistety pravépodobré nejsou rozkladné
produkty.

Po jedné hodivaru se na chromatogramu vyskytl pik a@reyimp.1. MnoZstvi
necistotylmp.1 se vzfistajici délkou varu vzorku vyznamrostlo.

Po dvou hodinach varu se na chromatogramu vyslaffi goik ozn&eny Imp.2.

MnoZstvinecistoty Imp.2 se vzfistajici délkou varu vzorku migmostlo.

Obrazeké.11- vzorky s obsahem lamotriginu vystavené varu
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Tabulka¢.9 — Zavislost obsahuripuznych latek na débvareni lamotriginu

délka varu plocha piku % obsah
0 hodin Imp.3 739,5 0,0130
lamotrigin 5706808
Imp.4 289,5 0,0051
1 hodina Imp.1 490,5 0,0086
Imp.3 762 0,0133
lamotrigin 5719371
Imp.4 485 0,0085
2 hodiny Imp.1 1120 0,0191
Imp.2 272 0,0047
Imp.3 785,5 0,0134
lamotrigin 5849333
Imp.4 554,5 0,0095
3 hodiny Imp.1 1655 0,0283
Imp.2 450,5 0,0077
Imp.3 759 0,0130
lamotrigin 5844440,5
Imp.4 516,5 0,0088
4 hodiny Imp.1 1885,5 0,0319
Imp.2 471 0,0080
Imp.3 756,5 0,0128
lamotrigin 5903903,5
Imp.4 501,5 0,0085
5 hodin Imp.1 2356,5 0,0401
Imp.2 527 0,0090
Imp.3 773 0,0132
lamotrigin 5873087
Imp.4 496 0,0084
6 hodin Imp.1 2865,5 0,0524
Imp.2 736,5 0,0135
Imp.3 747,5 0,0137
lamotrigin 5468948
Imp.4 508,5 0,0093
7 hodin Imp.1 3271 0,0556
Imp.2 731 0,0124
Imp.3 808,5 0,0137
lamotrigin 5885965
Imp.4 431 0,0073
8 hodin Imp.1 3809 0,0650
Imp.2 850,5 0,0145
Imp.3 775,5 0,0132
lamotrigin 5858938
Imp.4 526,5 0,0090
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Graf ¢.3 - Zavislost obsahuifbuznych latek na d@bvareni lamotriginu

Zavislost obsahu p fibuznych latek na dob & vareni
lamotriginu
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Podle vysledik ztepelné z#&Fe lamotriginu ve vodném roztoku lze tedy

konstatovat, Ze @estoty Imp.1 almp.2 jsou rozkladné produkty lamotriginu.
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6.ZAVER
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1. Byly zpracovany literarni zdroje tykajici se gkelinné kapalinové chromatografie,
problematiky validace, lamotriginu a jeho hodnocehiedisk&istoty.

2. Byly optimalizovany chromatografické podminkygrodnoceni lamotriginu a jeho
piibuznych latek vifipravku typu tablet. Byla vybrana chromatografickdlona
Waters Spherisorb 5 um Phenyl, 4,6 x 250mm a mofalre o slozeni acetonitril,
pufr hydrogenfosfor@anu didraselného v pamu 35:65; pH mobilni faze se nastavi

kyselinou fosforénou na hodnotu 6,0.

3. Metoda byla validovana:
Byla prozkousSena linearita metodyti Btanoveni fibuznych latek byla prokazana
linearni zavislost v koncentracich lamotriginu odl& ng/ml do 632 ng/ml,
R = 0,9977. B stanoveni obsahu byla prokazana linearni zavisid®ncentracich
lamotriginu od 8,224 mg/50 ml do 12,336 mg/50 mk B,9992.
Byla zkouSena spravnost metodyaférna recovery je 100,4 %, RSD je 0,82 %.
Byla owiena pesnost metody. RSD je 0,58 %, uvedena hodnota wlavorng
(RSD< 2).
Byla owtena selektivita metody.
Byla stanovena hodnota LOQ -asi 3 ng/ml.
Metoda je robustni ke zinam pH mobilni faze = 0,1 jednotky pH a k teplot
na kolor¢ (od 25°C do 40°C), je vSakeba dodrzovat poén acetonitril - pufr
v mobilni fazi.

Byl definovan test zjsobilosti chromatografického systému.

4. Byla prokazana zavislost mezi doboterd lamotriginu a obsahem jehiiuznych
latek.
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SOUHRN

HPLC metoda pro hodnoceni lamotriginu a jehidyznych latek
v tabletach

Rigor6zni prace

Mgr. Blanka Foltinska

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakultdradci Kralové,

Katedra farmaceutické chemie a kontrokivée

Byla optimalizovana metoda pro stanovetistoty a stability lamotriginu.
Lamotrigin byl vystaven takovym podminkam, aby dd§lieho rozloZeni na rozkladné
produkty a tedy i mozné #istoty lamotriginu. Bylo pouzito vice chromatogifych
kolon a optimalizovalo se sloZzeni mobilni faze.8ylybrana chromatograficka kolona
Waters Spherisorb 5 um Phenyl, 4,6 x 250mm a miotdilre o sloZeni acetonitril, pufr
hydrogenfosforénanu didraselného (1,4 g/l) v péra 35:65; pH mobilni faze se
nastavi kyselinou fosfoteaou na hodnotu 6,0. &okova rychlost byla 1,0 ml/min,
nastik 20 pul, teplota na kolan25 °C, UV detekce ip 309 nm. Tato metoda byla
vypracovana tak, aby se dala pouitgtanoveni obsahu lamotriginu &ljpuznych latek

v tabletach s obsahem lamotrigimyly prozkouSeny validai parametry této metody.
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ABSTRACT

HPLC method for determination of lamotrigine anthted
substances in tablets

Rigorous thesis

Mgr. Blanka Foltinska

Charles University in Prague, Faculty of Pharmackiiadec Kralové,

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drugt@bn

The method for determination of purity and stapibf lamotrigine was optimized.
Lamotrigine was exposed to such conditions to reeckdegradation into degradation
products which are also possible impurities of laigme. Several chromatography
columns were tested and the composition of mobileasp was optimized.
Chromatography column Waters Spherisorb 5 pum Phéré/x 250mm was chosen and
mobile phase containing acetonitril : phosphatddouf 1,4 g KkHPO, /1) 35:65, final
pH of the mobile phase was adjusted to 6.0 by pttbephoric acid. Flow rate was
1 ml/min, injected volume 20 ul, column temperatl28°C and UV detection
at 309 nm. Linearity of this method was tested urldese conditions. This method was
worked up to enable its using in determination oftent of lamotrigine and related
substances in tablets containing lamotrigine. \&iah parameters of this method were

tested.
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