6. SHRNUTI

Tato disertatni prace je veénovana vyvoji HPLC metod, které spliiuji vSechny
pozadavky kladené na vhodnost, pfesnost a spravnost, pro analyzu farmaceutickych
pripravkl. Dolozeni téchto vlastnosti metody je proces, ktery se nazyva validace.

Predlozena prace nejprve pojednava o teoretickych zékladech chromatografie jako
takové, s diirazem na chromatografii kapalinovou, vcetn¢ HPLC. Popisuje instrumentaci
v HPLC, kde jsou zminény i nové trendy ve vyvoji staciondrnich fazi, at’ uz se jednd o
monolitické kolony, stacionarni faze na bazi oxidu zirkoni¢itého, HILIC stacionarni faze a
sub-2-mikronové kolony. Je zde i ¢ast vénovana UPLC, jednomu z dalSich trendd ve vyvoji
kapalinové chromatografie. V dal§i casti je probiran vyvoj HPLC metod pro analyzu
farmaceutik a také kapitola, vénujici se analyze 1é¢ivych piipravki, véetné ptipravy vzorkd
k analyze, sledovani stabilit 1é¢ivych ptipravku a Cast, ktera se vénuje analyze necistot.

Posledni pomérné rozsahla kapitola teoretické Casti této prace se vénuje validacim
analytickych metod. Pozadavky na validace se zabyva né€kolik autorit, které vydavaji zavazné
normy a/nebo doporuéeni, jimiz je tieba se béhem tohoto procesu Fidit. V Ceské republice je
to Statni ustav pro kontrolu 1é&iv (SUKL - Véstnik SUKL, CL 2005). V Evropské unii jsou
validace zminény v Evropském lékopisu (Ph. Eur. 5). V USA je validacim vénovana stat’ v
1ékopise (USP 29) a zabyva se jimi napiiklad Ufad pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA).
Instituci, ktera se snazi sjednotit validaéni piedpisy pro Evropskou unii, USA a Japonsko je
ICH (Internacional Conference on Harmonisation). Jak z uvedeného vyplyva, je problematika
validaci tfeSena nékolika institucemi a byla snaha tento proces lépe poznat a zpiehlednit.
V této casti disertace je validace probrdna pomérn¢ podrobné. Jsou zde popsdny jednotlivé
parametry valida¢niho procesu, jako je pfesnost, spravnost, linearita, selektivita, robustnost,
detekéni a kvantitativni limit. Cast je vénovéna i testu vhodnosti systému (System suitability
test), coz je velmi dulezitd soucast validacniho procesu zejména instrumentalnich metod pro
analyzu farmaceutickych ptipravkl. Kazdy parametr je zde popsan a komentovan z pohledu
dvou autorit, zabyvajicich se validacemi — v Ceské republice SUKLu a v zahraniéi ICH.

Prakticky bylo v ramci této prace vyvinuto sedm novych metodik pro topické 1éCivé
ptipravky (masti, gely, krémy), ze kterych byly vypracovany publikace, pfijaté do
vyznamnych zahrani¢nich odbornych Casopisti, jako jsou Journal of Chromatography A i B,
Talanta, Analytical and Bioanalytical Chemistry a Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis. V ramci prace byly jesté vyvinuty dalsi tfi popsané metody, které byly publikovany

kromé jinych pouze formou posterti na odbornych konferencich.



Pomoci téchto noveé vyvinutych metod Ize hodnotit dané 1éCivé pripravky v ramci
sledovani jejich stability a pifi vystupni kontrole a kontrole homogenity téchto
farmaceutickych preparati. Metody fesi analyzu G¢innych latek, ptipadnych konzervancii a
rozkladnych produktli v ramci jedné analyzy.

Metody byly aplikovany na lécivé piipravky, nejcastéji gely a krémy. V ptipravku
Triamcinolon krém se stanovuje obsah u¢inné latky triamcinolon acetonidu, methylparabenu a
propylparabenu jako konzervacénich latek a triamcinolonu, coz je degradac¢ni produkt G¢inné
latky. V Ketoprofen gelu se podobné stanovuje ketoprofen, parabeny a dva degradacni
produkty. Na ptipravek Estrogel gel byly vyvinuty dvé metodiky, protoze SUKL b&hem
stabilitni studie zvysil pozadavky na sledovani ne€istot a vyrobce zaroven zménil slozeni
pripravku tim, ze ho zacal vyrabét bez parabent. Novéjsi metodika proto umoziuje sledovat
vV gelu obsah u¢inné latky estradiolu a zarovenn hladiny Sesti neCistot. V ramci analyzy
ptipravku Indometacin gel se stanovuje obsah U¢inné latky indometacinu a jeho dvou
degrada¢nich  produktd — Kkyseliny 4-chlorbenzoové a kyseliny 5-metoxy-2-
methylindoloctové. Dal§im piipravkem, kde se stanovuje obsah vice necistot, je Terbinafin
krém. Zde se krom¢ ucinné latky terbinafinu sleduje obsah necistoty z vyroby
(methylaminomethylnaftalen) a tfi degradacnich produktd terbinafinu (Z-terbinafin, B-
terbinafin a 4-methylterbinafin. Zde byl vyvoj komplikovanéj$i vzhledem k velice podobné
struktufe rozkladnych produkti. Poslednim ptipravkem je Calcium pantothenat mast.
Metodika vyvinuta pro tento léCivy piipravek zahrnuje stanoveni obsahu pantothenanu
vapenatého jako ucinné latky a methylparabenu a propylparabenu jako konzervancii. Prti
analyze vSech piipravki je pro kvantifikaci pouzivana metoda vnitiniho standardu, coz jednak
zvysuje presnost stanoveni a je vhodné vzhledem k postupu pii izolaci stanovovanych latek
z mastovych (gelovych, krémovych) zékladl téchto topickych 1é€ivych piipravka.

VSechny vyvinuté metody byly kompletné validovany podle doporuceni vSech
zminénych autorit. Metody byly shledany dostate¢né vhodné, ptesné a spolehlivé pro analyzu
zminénych ptipravkli a mnohé z nich jsou jiz s ispéchem aplikovany na jejich rutinni analyzu
(naptiklad pfi sledovani stability a pii vystupnich kontrolach).

Nékteré z téchto metod byla aplikovany pfi analyze na novych typech staciondrnich
fazi. Témi byly nékteré monolitické kolony, na kterych byly analyzovany pfipravky
Ketoprofen gel a Estrogel gel. Tyto stacionarni faze jsou vyhodné zejména proto, Ze pii jejich
pouziti vznikéd jen velmi nizky zpétny tlak v systému, takze se daji pouzit relativné vysoké
pritoky mobilni fdze. To vede k n€kolikandsobnému zkraceni analyzy. Diskutabilni je ale

vzhledem k takto vysokym hodnotam prutoku vysoka spotieba rozpoustédel, coz je negativni



vzhledem k Zivotnimu prostiedi, nehledé na finan¢ni stranku. Detaily porovnani jsou uvedeny
Vv ptiloze VIIL.

V ptiloze IX. jsou provedena srovndni vyvinutych metod na béznych C18 kolonéach
s vysledky analyz na acquity kolondch v UPLC systému. Bylo testovdno pét piipravki
(Diclofenac emulgel, Triamcinolon krém, Estrogel gel, Indometacin gel a Hydrocortison
krém), u kterych byly opét sledovany obsahy u¢innych a konzervacnich latek a hladiny
degradacénich produkti. Metoda UPLC byla jednozna¢né lepsi z hlediska kvality separace,
rozliSeni, délky analyzy a spotfeby rozpoustédel. Diky menSimu rozmyvani
chromatografickych piki dochazi k presnéjSimu odecitani dat a tim k zpfesnéni analyzy.
Diskutabilni by vzhledem k extrémnimu zkraceni analyzy a piiblizeni se piki na
chromatogramech byla mozna analyza tzv. nedefinovanych necistot, kdy zkraceni
chromatografického zaznamu a pftiblizeni se pikll stanovovanych latek vzdjemné prakticky

neumoziuje sledovat piky téchto necistot.



