UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA ANALYTICKE CHEMIE

STABILITA LECIVYCH LATEK Z POHLEDU
ANALYTICKE CHEMIE

HABILITACNI PRACE

(Soubor publikovanych védeckych praci doplnény komentarem)

2018 PharmDr. Lucie Chocholousova Havlikova, Ph.D.



Podékovani

V prvni fad¢€ bych rada podékovala za to, Ze mém to Stésti pracovat na Katedre
analytické chemie. D&kuji prof. RNDr. Petrovi Solichovi, CSc. za umoZznéni profesniho
rustu, pomoc a motivaci béhem prace na katedre.

Diky patii Petrovi Chocholousovi, Pavlovi Jacovi, Han¢ Kocové VICkove,
Ludmile Matysové, Lucii Novakové, Hané Sklenafové a Daliborovi Satinskému za to, Ze
mé vzali do svych pracovnich skupin a pomohli mi nakouknout do taji analytické chemie,
zejména do kapalinové chromatografie, s trochou hmotnostni spektrometrie, do metod
piipravy vzorka, do uskali sepisovani odbornych praci a hledani novych védeckych témat
a také do prace se studenty. VSem vySe jmenovanym bych rdda pod€kovala za jejich
ochotu mi pomoci a bez odkladu zodpovédét moje dotazy. Mt dik patii také prof. RNDr.
Rolfovi Karlickovi, DrSc., doc. RNDr. Marii Pospisilové, CSc., doc. RNDr. Miroslavu
Polaskovi, CSc. a ostatnim ¢leniim katedry za vytvofeni pfijemného pracovniho prostiedi
a pomoc pii feSeni akademickych a védecko-vyzkumnych otdzek.

Diky patii Martin¢ Hadkové za jeji pracovni eldn a nadSeni fesit nanovldkenné problémy
a za nadé&jnou vizi i do mé védecko-vyzkumné budoucnosti.

Diky bych rada tekla také doc. Hannelore Kopelent, kterd mi pomohla s prvni praci na
HPLC pfistroji a ptivedla mé ke zjisténi, Ze mé prace v laboratofi bavi.

Muj nejvetsi dik patii moji roding, hlavné mamce, tatkovi a Iv¢e za to, ze vzdycky
stali pfi mné a podporovali mé, 1 kdyz to se mnou nebylo vzdy jednoduché. Petrovi a
Adamkovi dékuji za to, Ze tu pro me jsou a Ze mi umoznili sepsat tuto préaci. Za podporu,
napady, odborné i neodborné denni konzultace a také za pomoc pii sepisovani této prace
bych chtéla pod€kovat pravé mému manzelovi Petrovi. Dik patii také Martinovi, MiSovi
a Filipkovi.

Réda bych pod¢kovala také Jan€ Malenovské, Marcele Seifrtové a Hané Kocové
VIckové za pratelstvi, podporu a pomoc pfi feSeni kazdodennich pracovnich a Zivotnich
situaci béhem doktorského studia a v prib¢hu zameéstnani.

Dékuji grantovym agenturam FRVS, GAUK, Vyzkumnym zamérim MSMT,
Univerzitnimu vyzkumnému centru (UNCE 204026/2012) a GACR za finanéni podporu
mé prace a za moznost prezentovat ziskané vysledky na zahrani¢nich konferencich. Dale
dékuji programu Erasmus, stipendijni agentufe Landesstiftung Baden-Wiirttemberg,
Fondu mobility Univerzity Karlovy a projektu FAFIS za finan¢ni podporu mych
zahrani¢nich pobyta.


https://is.cuni.cz/webapps/id/1493508741554150/

Prohlaseni

Prohlasuji, ze tato prace je mym pivodnim autorskych dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a
v praci jsou tadné citovany. Habilitacni prace nebyla pouzita k ziskani jiného nebo

stejného titulu.

V Hradci Kralové

Lucie Chocholousova Havlikova



Seznam pouzitych zkratek

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

CAD Detektor nabitého aerosolu

CE Kapilarni elektroforéza

CRL Referencni latka

C18 Oktadecylsilikagel

CTD Format Registratni dokumentace - Common technical document

CL Cesky lékopis

DNA Deoxyribonukleové kyselina

ELSD Odparovaci detektor rozptylu svétla

GC Plynova chromatografie

EMA Evropska 1ékova agentura

ESI Ionizace elektrosprejem

EU Evropské unie

FDA Americky ustav pro kontrolu potravin a lé¢iv

HILIC Hydrofilni interakéni chromatografie

HPLC Vysokou¢inna kapalinova chromatografie

HPTLC Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie

ICH Mezinarodni rada pro harmonizaci technickych pozadavkd na huménni
léciva

IR Infracervend spektrometrie

LLE Extrakce z kapaliny do kapaliny

MS Hmotnostni spektrometrie, hmotnostni spektrometr

MS/MS Tandemova hmotnostni spektrometrie

NMR Nukledrni magneticka rezonance

PDA Detektor diodového pole

QuEChERS Akronym ze slov Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe —
rychly, jednoduchy, levny, efektivni, robustni a bezpecny

RV Relativni vlhkost
SFC Superkritické fluidni chromatografie

SEM Rastrovaci elektronovy mikroskop
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TTC
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Standardni opera¢ni postup

Extrakce na tuhou fézi
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1.Uvod

Na sledovani stability 1écivych latek a 1éCivych piipravki je celosveétove kladen stale
vetsi daraz. LéCivé pripravky nejsou neomezené neménné systémy. Probihaji v nich
rozkladné déje a Casem muze klesat UCinnost pfipravku. Lécivy ptipravek, ktery se
dostane k pacientovi, musi vyhovovat vSem jakostnim pozadavkiim, byt bezpecny,
kvalitni a G¢inny. Proto je sledovana také jeho stabilita nejen po stanovenou dobu
pouzitelnosti.

Testovani stability ucinnych latek a léCivych ptipravki vyzaduje pouziti vhodné
zvolené analytické metody, kterd je schopna sledovat obsah latky bez interferenci
s rozkladnymi produkty a ostatnimi necistotami. Jakykoliv pfistup pro jejich hodnoceni
by mél byt komplexni, jednoduchy a snadno proveditelny.

Lécivé latky (a¢inné latky, aktivni substance, substance) ptedstavuji skupinu
rozli¢nych molekul od malych po velké, navic v soucasnosti zahrnuji i biolé¢iva a latky
ptirodniho ptvodu.

Stabilita latek se v analytické laboratofi sleduje na nckolika urovnich od jejich
vyroby, pies dobu pouzitelnosti az po jejich likvidaci. Latka se zamémé podrobi
stresovym podminkam a sleduje se jeji stabilita a vznik rozkladnych produktii. Vysledek
je dilezitym vstupem pro vyvoj a validaci stabilitu indikujicich metod 1é¢ivych ptipravki.
Dutlezité je si hned na zacatku dat cile analytického hodnoceni a tim si i stanovit
pozadavky na analytickou metodu. Casto je potieba identifikovat a stanovit pouze jeden
analyt, nebo naopak celou skupinu analytti, které se mohou lisit pouze nepatrné€ ve svych
vlastnostech a molarni hmotnosti anebo naopak skupinu analytii, které maji vyrazné
rozdilné fyzikaln¢ chemické vlastnosti, a jeSté¢ jsou obsazeny ve vyrazné odliSnych
koncentracnich hladinach (1é¢ivé latky a necistoty). Analytické hodnoceni zahrnuje
monitorovani kvalitativni 1 kvantitativni charakteristiky necistot, sledovani kinetiky
rozkladnych reakci probihajicich v latkach a lé€ivych piipravcich.

Podanim do organizmu nebo dobou pouzitelnosti ale ,,zivotni“ stabilita latek nekonci.
Pomoci analytickych metod se hodnoti osud 1é€ivé latky v organizmu a sleduji se
farmakokinetické parametry. Sleduji se mechanizmy absorpce latky z mista podani,
distribuce té€lnim obéhem, eliminace latky, jeji biotransformace a exkrece. Analyticky se
hodnoti Casové zavislosti zmén koncentrace latky v jednotlivych télnich kompartmentech
a popisuji se vznikajici metabolity.

Léciva latka mize byt v nezménéné podob¢ vyloucena z organizmu moci nebo stolici
a dostat se 1 pres Cisticky odpadnich vod do Zivotniho prostiedi, naptiklad do pidy,
podzemnich a povrchovych vod. Do zivotniho prostiedi se dostane i1 nespravnou
manipulaci s latkou béhem vyroby, nebo nespravnou likvidaci ptipravku po vyprSeni
exspiracni doby. V sou€asné dob¢ roste pozornost a zptisiiuje se legislativa vénovana
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problematice zneéisténi Zivotniho prostfedi l1é¢ivymi latkami. Ulohou analytické
laboratofe je sledovat hladinu latek ve vSech matricich zivotniho prostfedi a podilet se na
hodnoceni efektivity metod vyvijenych pro odbourani rezidui téchto latek.



2.Cil

Cilem ptedlozené habilitacni prace je na zéklad¢ prezentovanych odbornych praci
ukazat vyznam analytické chemie v problematice stability 1éCivych latek a léCivych
pripravki od jejich vyroby, pfes dobu pouzitelnosti az po jejich likvidaci.

Habilita¢ni prace voln€ navazuje svym tématem na Dizerta¢ni praci uchazecky.
Pozornost teoretické Casti je vénovana zejména stresovym testiim, stabilitu indikujicim
metodam a tvofeni profilu necistot.

Malé kapitola teoretické Casti habilitani prace je vénovana i1 problematice stability
latek po ukonceni jejich doby pouzitelnosti, jejich perzistence v zivotnim prostiedi a
modernim metodam pouzitych k jejich odbourani.

Hodnoceni parametrt farmakokinetiky neni pfedmétem predlozené habilitacni prace.

Tématem odbornych praci zatfazenych do habilita¢ni prace byla také problematika
ptipravy vzorkl pted analyzou latek ptirodniho pivodu, kratsi kapitola je vénovéna i on-
line spojeni extrakce na tuhou fazi s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.
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3. Teoreticka Cast

3.1. Stabilita

Stabilita u¢inné latky nebo 1écivého piipravku je vlastnost, zachovat si ve stanovenych
mezich, po urcitou dobu a za stanovenych podminek skladovani deklarované jakostni
znaky, a tim i bezpec¢nost, ucinnost a aplikovatelnost. Sledovani stability je dilezité pro
zajisténi kvalitniho, bezpecného a ucinného lécivého piipravku po celu dobu jeho
pouzitelnosti (1) (2).

Ve stabilitni studii se sleduji vSechny parametry 1é¢ivé latky a kone¢ného piipravku,
které se mohou s casem meénit a které¢ by mohly mit vliv na jakost, bezpe¢nost a u¢innost.
Stabilitni studie mé hodnotit fyzikalni, chemické, biologické a mikrobiologické vlastnosti
1écivée latky. Na zacatku se vypracuje plan studie, ktery definuje cil, ucel a rozsah zkouSek
a podminky zkouSeni. Plan stabilitnich studii 1é¢ivého ptipravku by mél vychdzet ze
znalosti chovani a vlastnosti u¢inné latky a Iékové formy.

Léciva latka je povazovana za stabilni, jestlize vyhovuje specifikaci za podminek
uchovévani 25 °C/60% RV po dobu 2 let a za podminek uchovavani 40 °C/75% RV po
dobu 6 mésicti (3). Latka a 1écivy ptipravek vyhovuji pozadavkiim na stabilitu, pokud
spliiuji naroky uvedené v tabulce 1. VSechny zkousky musi byt provedeny za pouziti
validovanych a stabilitu indikujicich kontrolnich metod (3).

Tabulka 1: PoZzadavky na znaky jakosti pfi stabilitni zkouSce (2)

Znaky jakosti Pozadavky na stabilitu

Fyzikalni Piivodni fyzikalni vlastnosti véetné vzhledu ziistavaji zachovany ve
stanovenych mezich

Chemické Obsah 1é¢ivych latek, pomocnych latek a rozkladnych produkti je
ve stanovenych mezich (minimdlné 90% ucinné latky, 80%
konzervacnich piisad)

Biologické Biologicka tucinnost se neméni nebo jeji mira zdstdva ve
stanovenych mezich, nedochazi ke zvySeni toxicity a jinych
negativnich biologickych jevil

Mikrobiologické | Zustava zachovana pozadovana mikrobiologicka Cistota

Hlavnim cilem hodnocent stability a vysledkem stabilitnich studii je popis zmény kvality
latky nebo piipravku s casem vlivem raznych faktori prostiedi, doporuc¢eni podminek
uchovavani a stanoveni doby reatestace pro léCivou latku a doby pouzitelnosti pro
konec¢ny lé€ivy ptipravek. Hlavnimi disledky nevyhovujici stability 1é¢ivého piipravku
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muze byt snizeni nebo zvyseni koncentrace ucinné latky, zména biologické dostupnosti,
ztrata mikrobiologické nezavadnosti a zvyseni obsahu toxickych rozkladnych produktt

(D).

Stabilita je aktudlni otazkou po celou dobu ,,zivotnosti* u¢inné latky a 1é¢ivého ptipravku.
Ve fazi vyvoje latek se provadéji stresové testy a zakladaji se zrychlené stabilitni zkousky
pro porovnani piipravkd i jeSté nefindlniho slozeni. Déle se zakladaji dlouhodobé
stabilitni studie s jiz konecnym slozenim lé¢ivého pifipravku a konecnou technologii
vyroby. Pii podéani zadosti o registraci je soucasti registracni dokumentace i kompletni
dokumentace stabilitnich studii kone¢ného slozeni 1é¢ivého piipravku. Vysledky jsou
dolozeny zrychlenymi a dlouhodobymi stabilitnimi studiemi (alespon trvajici po dobu
Sesti mésictt) (3). Zavedeni nové 1éCivé latky nebo 1é¢ivého ptipravku do vyroby nebo
zména technologie vyroby ¢i vnitiniho obalu jsou hlavnimi divody pro opétovné
provedeni stabilitnich studii (1).

Problematikou sledovani stability latek a 1éCivych pripravkl se autority zacaly zabyvat
koncem sedmdesatych let minulého stoleti. V roce 1975 se v Americkém 1ékopisu
objevila zminka o dobé pouzitelnosti 1écivych piipravkl. Kromé toho v roce 1984 FDA
(U.S. Food and Drug Administration, FDA) zavedla prvni dokument zahrnujici testovani
stability. V roce 1993 ICH vydala smérnici tykajici se testovani stability novych substanci
a piipravki (Q1A) (4).

Autority vydavaji smérnice a pokyny, které pomahaji zadatelim o registraci 1éCivych
latek a 1é&ivych piipravka. Zadatelé o registraci by mély postupovat podle smérnic svych
narodnich regulacnich organt, které odrazeji pozadavky zemi Evropské unie vytvorené
mezinarodnimi autoritami. Mezi tyto autority patfi Mezindrodni rada pro harmonizaci
technickych poZzadavkl na humanni 1é¢iva (International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, ICH) a Evropské l1ékova
agentura (European medicines agency, EMA).

ICH sjednotila pozadavky pro registraci a zajiSténi kvality, bezpe€nosti a ucinnosti
ptipravkt pro oblast Evropy, USA a Japonska. ICH vydala smérnice, rozdélené do 4
kategorii — kvalita, bezpecnost, t€innost a multidisciplinarni kategorie.

EMA zajistuje védecké hodnoceni, dohled a kontrolu bezpe¢nosti humannich i
veterinarnich 1é€ivych ptipravkl v Evropské unii.

Obdobnym organem v USA je Americky fad pro kontrolu potravin a 1é€iv (U.S. Food
and Drug Administration, FDA).

Pokyny s tématikou zajiSténi kvality, bezpe€nosti a U€innosti 1éCivych pfipravkl se
zabyva i Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization, WHO). Smérnice
WHO jsou urceny pro €initele zdravotnické politiky. Maji byt nezavislym a vyzkumem
podlozenym voditkem pii pifipravé néarodnich strategii kvality a bezpecnosti,
vyhovujicich mistnim podminkam.

Hlavnim cilem je ochrana a podpora lidského zdravi i zdravi zvirat.

12



V Ceské republice je autoritou pro oblast 1é¢ivych latek a piipravki Statni Gistav pro
kontrolu 1&&iv (SUKL). SUKL fesi pozadavky na informace o stabilitd 1¢¢ivé latky a
kone¢ného pripravku, které¢ jsou soucasti registratni dokumentace, ve svém pokynu
,»REG-83-Pozadavky na stabilitni studie v registra¢ni dokumentaci* (3). Problematika
registraci je také feSena v tak zvané ,registracni vyhlasce*: Vyhlaska 255/2013, kterou
se meni vyhlaska €. 228/2008 Sb. o registraci 1éCivych ptipravkl, ve znéni pozdéjsich
ptredpist (Vyhlaska 228/2008 Sb., Vyhlaska, kterou se stanovi podrobnosti o registraci
l1é¢ivych ptipravki, jejich zménach, prodlouzeni, klasifikaci 1éCivych ptipravka pro
vydej, pfevodu registrace, vydavani povoleni pro soubézny dovoz, predklddani a
navrhovani specifickych 1écebnych programi s vyuzitim neregistrovanych humannich
lé¢ivych piipravkii, o zplsobu oznamovéani a vyhodnocovani nezadoucich ucinka
1é¢ivého pripravku, véetné nélezitosti periodicky aktualizovanych zprav o bezpecnosti, a
zpusob a rozsah oznameni o pouziti neregistrovaného 1é¢ivého pripravku) (5).

REG-83 shrnuje zakladni pozadavky o dolozeni stability 1é¢ivé latky a kone¢ného
pripravku, pricemz je mozna urcita flexibilita pro specifické praktické situace, kdy je
mozné zvolit alternativni postup, ktery je védecky zdivodnény (3). Tento pokyn se ve
svém zaveru odkazuje na pokyny ICH (6) (7) a EMA (8). Texty jsou rozdéleny zvlast pro
1é¢ivou latku a pro koneény ptipravek. Jsou zde shrnuty pozadavky na vybér Sarzi, na
specifikace, Cetnost zkouseni, podminky uchovavani a obaly. Jsou zde uvedeny obecné
pripady hodnoceni stabilitnich studii, podminky uchovavani i pro latky a ptipravky
skladované v rozdilnych podminkach, pokyny pro vyhodnoceni vysledki a informace o
sledovani stability v poregistraénim obdobi.

V nasledujicich odstavcich je stru¢ny popis vybranych bodl z jednotlivych pokynd,
zejména pokynu REG-83. Detailni informace jsou uvedeny v jednotlivych pokynech (6)
(7) (8) a také v dizertacni praci ,,Studium problematiky stability 1é¢ivych ptipravka
metodou HPLC* (9).

Informace o stabilité latky a kone¢ného ptipravku jsou soucasti hodnoceni stability. Pro
latky, které nejsou popsané v monografii uznavaného I€kopisu, jsou poZadovany
stabilitni zkousky (stabilitni studie).

Stabilitni studie jsou dlouhodobé, zrychlené a prechodné. Soucasti hodnoceni 1é¢ivé
latky a pfipravku by mély byt i stresové testy (zat€Zové zkousky), které se provadéji
zejména za ucelem ziskéani informaci o moZnych rozkladnych produktech.

Dlouhodobé stabilitni zkousky se provadéji za doporucenych podminek skladovani pro
ureni doby pouzitelnosti (1). Dlouhodobé stabilitni zkousky maji byt provadény s
dostatecnou Cetnosti, aby byl zjistén stabilitni profil 1é¢ivé latky a ptipravku. Zkousky
uvedené ve specifikaci se obvykle provadeji na pocatku studie, kazdé 3 mésice béhem
prvniho roku, kazdych 6 mésich béhem druhého roku a déle jednou ro¢né az do
navrhované doby reatestace a doby pouzitelnosti (3) (6).

Zrychlena studie se provadi za extrémnich skladovacich podminek za uc¢elem urychleni
chemického rozkladu nebo fyzikalni zmény latky nebo piipravku (1). U zrychlené
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stabilitni studie je tfeba provést stanoveni v minimalné tfech ¢asovych bodech (0, 3 a 6
mésict). Je-li na zdkladé zkuSenosti z vyvoje piedpoklad, ze vysledky zrychlené studie
povedou k vyznamné zméné (zména, kdy latka nebo piipravek nevyhovuji specifikaci),
mélo by byt zkouSeni posileno bud’ ptidanim dalSich vzorkl v poslednim ¢asovém bod¢
nebo zarazenim Ctvrtého Casového bodu (3). Pokud je po provedeni zrychlené studie
ptipravek stabilni, 1ze extrapolovat dobu pouzitelnosti na dva roky.

Zkousky se provadé¢ji za predepsanych podminek platnych pro dané klimatické pasmo.

U zkousek se uvedou kritéria popsanych zkousek (Ciselné limity, rozmezi), véetné
hornich limitd pro obsah jednotlivych necistot a rozkladnych produkti i pro jejich
celkovy obsah. Zdivodnéni téchto limith mé byt zalozeno na pozadavcich bezpe¢nosti
nebo ucinnosti. Pro 1é¢ivé latky popsané v monografii uznavaného lékopisu (Evropsky
1€kopis nebo I€kopisy clenskych statti EU) maji byt zkousky provedeny v souladu s touto
monografii nebo za pouziti metody, kterd byla validovana oproti metod¢ Iékopisné
(,,cross-validation®). Rovnéz je tieba dolozit, Zze vS§echny potencialni necistoty (rozkladné
produkty i necistoty pochazejici ze syntézy nebo vyrobniho postupu) jsou dostateéné
kontrolovany (3).

Specifikace, kter¢ ma pripravek vyhovovat po celou navrhovanou dobu pouzitelnosti
(,,shelf-life* specifikace), ma brat v tivahu jiz dostupné informace o stabilité. Pfipadné
odchylky ,,shelf-life” specifikace od specifikace platné pii propousténi z vyroby
(,,release™ specifikace) maji byt zdivodnény vyhodnocenim stability a zmén
pozorovanych béhem skladovani (3) (6) (7) (8).

Soucasti registratni dokumentace je protokol o stabilité. Tento protokol obsahuje
informace o slozeni 1é¢ivého ptipravku, nazev ptipravku, vyrobce ptipravku, silu a
lékovou formu, cisla a velikosti zkouSenych Sarzi, datum a misto vyroby, sloZeni
zkousenych Sarzi, vyrobce 1écive latky, popis vnitiniho obalu.

Soucésti protokolu jsou limity pro jednotlivé zkouSky platné béhem doby pouzitelnosti a
podrobné se popiSou metody, jakymi byly zkousky provedeny. Soucasti je 1 valida¢ni
protokol. Vysledky zkouSek maji byt shrnuty piehledné do tabulek pro kazdou Sarzi. V
tabulce maji byt uvedeny pocatecni hodnoty, vysledky ziskané beéhem stabilitnich studii
v pfedepsanych intervalech a limity jednotlivych zkouSek. V zavéru protokolu o stabilité
maji byt vysledky vyhodnoceny, komentovany a na jejich zaklad€ ur€eny podminky pro
uchovavani, druh vnitiniho obalu a doba pouzitelnosti 1é¢ivého piipravku (3).

Vyhodnoceni by se nemélo tykat jen stanoveni obsahu latky, ale také rozkladnych
produkti a dalSich parametr. Informace o profilu necistot, zejména o rozkladnych
produktech, jejich struktufe, vzniku, vyskytu se ziskd prostfednictvim provedeni
stresovych testi. Hodnoceni studii se provadi pomoci validovanych stabilitu
indikujicich metod.

Kromé stability se pfi vyvoji 1é¢ivych piipravkii hodnoti také kompatibilita (2).
Kompatibilita vyjadfuje vzajemnou snasenlivost jednotlivych slozek 1é¢ivého piipravku.

14



Jak jiz z definice vyplyva, kompatibilita souvisi se stabilitou. Na rozdil od stability je
sledovani kompatibility kratkodoba zkouska (hodiny az tydny). Rozdil mezi
kompatibilitou a stabilitou je v rychlosti zmén jakostnich znakti a v tom, Ze kompatibilita
se hodnoti pouze u lécivych piipravki, zatimco stabilita se hodnoti i u substanci.
K inkompatibilit¢ mize dojit mezi substancemi, mezi substanci a pomocnou latkou nebo
mezi pomocnymi latkami. Inkompatibilita mize byt fyzikalni nebo chemicka, skrytad nebo
zjevna. Skrytou je nutné odhalit vhodnymi analytickymi metodami (2).

Vétsina smérnic, které jsou zahrnuty do habilitaéni prace, se nevénuji problematice
stability oligonukleotidl, radiofarmak, semisyntetickym produktiim, ani se nevztahuji na
latky rostlinného nebo zivocisného pivodu, nebo na rostlinné produkty. Tyto skupiny
latek ptipravka se hodnoti podle vlastnich stati a kapitol.

Biologicka a biotechnologicka 1é¢iva (diky své vyrazné odlisnosti od klasickych 1é¢iv)
maji zpravidla také vlastni smérnice, z nichz nékteré jsou v habilitacni praci zahrnuty
(10). Diivodem je skutecnost, ze biotechnologicka 1éCiva prestavuji rychle se rozvijejici
skupinu 1é¢iv, tvofici jiz kolem 20% objemu dostupnych piipravki. Definice
biologickych a biotechnologickych 1¢é¢iv (biofarmaceutik) zatim neni zcela vyfeSena.
Evropska legislativni autorita EMA definuje biologickd 1éCiva (Biological medicinal
products, Biopharmaceutics) jako substance ptipravené rekombinantni DNA technologii
krevni a plazmatické derivaty a imunologika. Mezi tyto 1éCiva patii naptiklad latky typu
proteini (somatotropin), enzymy (insulin), peptidy (interferony), vakciny, alergeny a
krevni a plasmatické derivaty a jejich rekombinantni alternativy.
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3.1.1. Definice pojmii

V nésledujici kapitole jsou uvedeny definice pojmi, které¢ se vztahuji k problematice
stability. S uvedenymi pojmy a s jejich detailngj$im vysvétlenim se v habilitac¢ni praci
dale pracuje.

Stabilita je vlastnost, zachovat si ve stanovenych mezich, po urcitou dobu a za

stanovenych podminek skladovéani deklarované jakostni znaky (1).

Stabilitni studie — soubor zkousSek, které maji obsdhnout vSechny zmény v kvalité

testovaného vzorku (1).

Stabilitu indikujici metoda je validovana analytickd metoda, kterd je schopna pfesné a

spravné hodnotit pokles obsahu ucinné latky v ase a kterd je dale schopna odlisit
necistoty od uc¢inné latky (4).

Stresové testy - jsou zkousky, béhem kterych jsou 1é¢ivé latky nebo 1éCivy pripravek
zamérn¢ vystaveny stresovym podminkam za ucelem rozkladu 1écivé latky s cilem

ziskani informaci o stabilité.

S 4

charakteristiky metody. Potvrdi se, ze dava reprodukovatelné a spolehlivé vysledky a je
vhodné pro zamyslené pouziti (11).

Nedistota je definovana jako jakakoliv slozka nové 1éCivé latky, ktera neni chemickou
entitou definovanou jako nova lé¢iva latka (12) (13).

Definované (specifikované) necistoty jsou individudlné vyjmenovany a limitovany

kritériem pfijatelnosti ve specifikaci a jsou bud’ identifikované (byla provedena
identifikace jejich struktury) nebo neidentifikované (necistota bez urcené strukturni

charakteristiky). Necistoty nezndmé struktury jsou definované pouze kvalitativni
analytickou vlastnosti (naptiklad relativni retence) (12) (13).

Nedefinované (nespecifikované) necistoty jsou limitovany obecnym akceptacnim

kritériem a nemaji vlastni specifické rozmezi tolerance jejich pfitomnosti (12).

Potencialni necistota - necistota, kterd se teoreticky miize objevit béhem vyroby nebo

skladovani. Muze, ale nemusi byt skutecné v latce pritomna. Pokud je potencidlni
necistota detekovatelna zkouSkami uvedenymi v Iékopisném c¢lanku, ale neni znamo, ze
by byla normélné pfitomna v latkach pouzitych v léCivych piipravcich, zatadi se pro
informaci do odstavce Necistoty pod oznacenim Jiné detekovatelné necistoty (13).

Jiné detekovatelné necistoty jsou potencialni necistoty s definovanou strukturou, které

jsou detekovatelné zkouskami uvedenymi v ¢lanku, ale neni znamo, Ze by byly normélné
pfitomny v mnozstvi nad mezi identifikace (mezni hodnotou pro identifikaci) v latkach
pouzitych v 1é¢ivych ptipravcich. Jsou to nespecifikované necistoty limitované obecnym
kritériem pfijatelnosti. Kritéria pfijatelnosti pro zkousku Piibuzné latky se uvadéji

v lékopisnych c¢lancich bud’ porovndnim ploch pikd (porovnavaci zkousky), nebo
¢iselnymi hodnotami (13).
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Rozkladny (degradaéni) produkt je definovan jako nelistota pochdzejici z chemické

zmény v substanci béhem vyrobniho procesu anebo vznikajici béhem skladovani 1é¢ivého
ptipravku vlivem svétla, teploty, pH, vlhkosti nebo reakci s pomocnou latkou nebo
obalovym materidlem. Rozkladné produkty jsou bud’ definované, nebo nedefinované (pro
rozd¢leni plati stejna pravidla, jako bylo uvedeno u necistot) (14).

Identifikaéni prah (mez identifikace) - horni hranice, nad kterou by necistota méla byt
identifikovana (12) (13).

Kvalifikaéni prédh (mez kvalifikace) - limit, nad kterym by méla byt necistota
kvalifikovana, coz znamena stanoveni biologické bezpecnosti necistoty (12) (13).

Mez uvadéni (hladina uvddéni nedistoty) je limit, nad kterym se necistota uvadi (13).

Profil necistot — popis definovanych a nedefinovanych necistot v substanci (12).

Limit zanedbatelnosti - jmenovity obsah pii chromatografickych zkouskach, pti kterém

nebo pod kterym se piky pfi vypoctu souctu necistot neberou v tvahu (13).

Specifikace latky nebo pfipravku stanovuje soubor kritérii, kterd musi dana latka/
ptipravek spliiovat, aby mohly byt povazovany za piijatelné pro zamyslené pouziti. Jde
v podstaté o seznam zkousek s odkazy na analytické metody a také s uvedenymi kritérii
prijatelnosti pro jednotlivé zkousky, ptfipadné rozmezimi piijatelnosti nebo dalSimi
kritérii pro popsané zkousky (9) (15).

Latky pro farmaceutické pouziti jsou jakékoliv organické nebo anorganické latky, které

se pouzivaji jako 1écivé latky nebo pomocné latky pro vyrobu lé¢ivych piipravkl pro
huménni nebo veterinarni pouziti (13).

Léciva latka je jakakoliv latka nebo smés latek urena k pouziti pfi vyrobé nebo piipraveé
1éCivého piipravku, kterd se po pouziti pii této vyrob& nebo piipraveé stane ucinnou
sloZkou lé€ivého pripravku urcenou k vyvinuti farmakologického, imunologického nebo
metabolického Gcinku za Gicelem obnovy, Upravy nebo ovlivnéni fyziologickych funkci
anebo ke stanoveni I1€katské diagnozy (16). Lécive latky 1ze také nazvat i¢innymi latkami
anebo aktivni farmaceutickou substanci, zkracen€ aktivni substanci nebo substanci.

Lécivym piipravkem se rozumi

a) latka nebo kombinace latek prezentovana s tim, Ze mé 1éCebné nebo preventivni
vlastnosti v pfipadé¢ onemocnéni lidi nebo zvifat

b) latka nebo kombinace latek, kterou lze pouzit u lidi nebo podat lidem, nebo pouzit u
zvitat ¢i podat zvifatiim, a to bud’ za ucelem obnovy, Gpravy ¢i ovlivnéni fyziologickych
funkci prostfednictvim farmakologického, imunologického nebo metabolického tcinku,
nebo za Gcelem stanoveni lékaiské diagnozy (16). V Ceském lékopisu je definice
obdobné - farmaceutické ptipravky jsou léCivé piipravky obvykle tvorené 1écivymi

latkami, které mohou byt kombinovany s pomocnymi latkami a jsou zpracovany do
1ékové formy vhodné pro zamyslené podani (13).
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3.2. Stresové testy (zatézové zkousky)

Stresové testy (zatézové zkousky, zatézova studie) jsou zkousky, béhem kterych jsou
aktivni substance nebo 1éCivy piipravek zdmérné vystaveny stresovym podminkdm za
ucelem rozkladu aktivni substance s cilem ziskéni informaci o stabilité. Pod pojmem
stresové podminky se rozumi vystaveni vlivu série nadmérnych fyzikalnich a chemickych
zatézi (teplota, svétlo, pH), jejichz ptisobenim se mohou v kratké dobé tvofit dosud
neznamé rozkladné produkty, které se mohou vyskytnout ve findlnim 1é¢ivém ptipravku
béhem skladovani. Stresové testy se provadéji za podminek o vyssi zatézi nez ve
zrychlenych stabilitnich testech. V porovnéni s dlouhodobou stabilitni studii, jsou
vysledky stresovych testli ziskany rychleji, a to béhem nékolika tydnd. Vysledek je
dalezity vstup pro vyvoj a validaci stabilitu indikujicich metod. Stresové testy jsou
soucasti validace vétSiny metod pro stanoveni obsahu necistot. Podminky pro provedeni
stresovych testli by mély byt redlné a ne nepfimétené (17). Dikladna znalost stability
aktivni substance je dilezitd pii vybéru vhodné 1ékové formy, baleni, definovani
podminek skladovani a ureni doby pouzitelnosti 1é¢ivého ptipravku (18).

Stresové testy se provadéji s cilem (18):

e porozumét vlastnostem molekuly

e popsat vnitini stabilitu substance

e odhalit rozkladné mechanismy — oxidace, hydrolyza, rozklad za zvysené teploty,
rozklad pisobenim svétla

e popsat rozkladné produkty (RP)

e vytvorit profil ne€istot substance, predchazi ,,prekvapenim* v prabé&hu stabilitni
studie

e vytvofit voditko pro vyvoj stabilitu indikujicich metod

e odlisit rozkladné produkty substance od rozkladnych produktd, které v 1€€ivém
ptipravku se substanci nesouvisi

e fesit stabilitni problémy 1éCivého piipravku, nastinit podminky skladovani, obaly.

Stresovym testiim se ve svych pokynech vénuji 1ékové autority. Prvni smérnice, kterd se
zminovala o stresovych testech byla ICH smérnice Q1A z roku 1993 (Stability Testing of
New Drug Substances and Products). Smérnice zpravidla uvadéji, u kterych substanci a
ptipravkll maji byt stresové testy provedeny. Postup provedeni stresovych testl je uveden
ve smérnici jen velmi obecné a neuvadi praktické detaily jednotlivych zkousek. Tento
fakt je pochopitelny i z vlastni podstaty a cilti stresovych testii. Kazda aktivni substance
bude v zatéZovych podminkéch reagovat jinak a bude rozdilné stabilni, proto neni mozné
uvést detailni univerzalni protokol pro postup jejich provedeni.

Nejednotnost je v nazvu, ktery se pro stresové testy pouziva. SUKL pouziva vyraz
»zatezové zkousky* (3). ICH pouziva vétSinou vyraz ,,stress testing™. Ve smérnici Q1B a
v dokumentu tykajiciho se CTD (M4Q(R1) je vSak uvedeno ,,forced degradation* (19)
(20). WHO pouziva ,stress testing“, Cinsky 1ékopis pouziva ,affecting factors testing"
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(21). Evropska 1ékova agentura (EMA) v textu dokumentu EMA/454576/2016 pouziva
vyraz ,,forced degradation study* (22), zatimco v dokumentu CPMP/QWO/122/02, rev
1, ktery navazuje na smérnici ICH, pouziva vyraz ,stress testing® (23). FDA pouziva
termin ,,stress studies® (24).

Nicméné¢ vSechny vyse uvedené terminy znamenaji ve své podstaté totéz. Pro ucely
habilitacni prace byl zvolen termin ,,stresové testy*.

3.2.1. Stresové testy ve smérnicich autorit

Nasledujici kapitola je vénovana stresovym testiim z pohledu 1ékovych autorit. V textu
jsouuvedeny vynatky z jednotlivych smérnic a dokumentti, ve kterych jsou stresové testy
uvedeny. Cilem tohoto shrnuti je nastinit pohled na to, jakym zptisobem k provedeni testi
jednotlivé autority pristupuji. Nejvétsi pozornost je vénovana dokumentim ICH a EMA,
na které se odkazuje i SUKL v Reg-83 (3). Aby byl obrazek pohledu autorit kompletng;jsi,
je dale v praci vénovana kapitola i FDA a WHO.

The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH)

ICH smérnice Q1A(R2) definuje stresové testy pro aktivni substanci a 1é¢ivy piipravek
(6). U substanci se provadgji s cilem ziskani informaci o vnitini stabilité latky. Stresové
testy pomahaji charakterizovat rozkladné produkty, odhalit rozkladné mechanismy a také
pomahaji optimalizovat a validovat stabilitu indikujici metodu. Povaha a rozsah
stresovych testll zavisi na testované substanci a 1é¢ivém ptipravku. Testy se provadéji
s jednou Sarzi substance. Testovani by mélo zahrnovat sledovani vlivu teploty (rostouci
teplota v deseti stupiiovych intervalech, naptiklad 50 °C a 60 °C a teploté vySsi nez ve
zrychlené stabilitni studii), vlivu vlhkosti (75% RV a vyssi), vlivu svétla (fotostabilita) a
oxidaci. Dale by mél byt zahrnut popis nachylnosti k hydrolyze v Sirokém rozmezi pH,
pokud se jedna o roztok nebo suspenzi. Toto testovani je soucasti vyvojovych fazi a mélo
by byt provedeno za podminek zatéze vyssi nez zrychlend stabilitni studie. U léCivych
pripravkll se hodnoti vliv riznych podminek, zejména testovani vlivu svétla (podle
smérnice ICH Q1B) a specifické testovani v souvislosti s konkrétni 1€kovou formou
(emulze, krém) (6).

ICH dale doporucuje porovnat vysledky stresovych testli a vysledky dlouhodobé a
zrychlené stabilitni studie Rozkladné produkty neni nutné zahrnout ve stabilitni studii,
pokud nebyly prokazany v pribéhu zrychlené nebo dlouhodobé stabilitni studie.
Vysledky stresovych testli jsou soucasti registracni dokumentace (6).

Ve smérnici Q2(R1), kterd se vénuje validaci, se o stresovych testech mluvi v kapitole
selektivita. Pokud nejsou k dispozici standardy rozkladného produktu, je vhodné
skladovat vzorky za stresovych podminek a hodnotit vliv parametrt svétlo, teplo, vlhkost,
oxidace, kyseld a bazicka hydrolyza (25).
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Ve smérnici Q3A(R2), vénované necistotdm v novych substancich, je uvedeno, Ze by
mély byt provedeny studie, které najdou nové, tedy dosud nepopsané, necistoty. Mély by
byt uvedeny vysledky stresovych testti, které se provadéji k identifikaci necistot
vzniklych béhem uchovavani. Profil necistot by m¢l byt porovnan s vysledky studii
provedenych pfi vyvoji latky a v ptipadné rozdily by mély byt vysvétleny (12).

Smérnice Q3B(R2), vénované necistotdm v novych 1écivych ptipravcich, zminuje
stresové testy v kapitole analytické metody. Ve smérnici je uvedeno, ze validované
analytické metody by meély zahrnovat vysledky rozboru vzorkli skladovanych za
stresovych podminek (sledovani vlivu svétla, tepla, vlhkosti, kyselé a zasadité hydrolyzy
a oxidace). Pokud analyticka metoda odhali pfitomnost jinych necistot, nez jsou znamé
(popsané) rozkladné produkty, maji byt tyto necistoty oznaceny a jejich ptivod ma byt ve
valida¢ni dokumentaci diskutovan (14).

Smérnice Q5C, vénovana stabilité biotechnologickych 1é¢iv a bioléciv, uvadi, Ze stresové
testy jsou uzitecné pii hodnoceni vlivu netimyslného vystaveni neocekavanym
podminkdam (naptiklad béhem pfevozu) na stabilitu 1é¢ivého ptipravku. Stresové testy
pomahaji odhalit schéma rozkladnych mechanismti. Podminky pro provedeni testii u
bioléciv musi byt peclivé vybrany podle charakteru hodnoceného produktu individualné,
tedy ,,ptipad od ptipadu (10).

Smérnice Q5E, ktera se také tyka bioléciv a zmén v jejich vyrob¢, uvadi, ze stresové testy
by mély byt soucasti informaci o stabilit¢ a o rozkladnych mechanismech. Testy jsou
vhodnym nastrojem k porovnani naptiklad profilu necistot produktd pied a po zméné
technologického postupu.

CTD (Common technical document — format Registratni dokumentace) v Casti
M4Q(R1), v kapitole vénované stabilité (3.2.S.7), uvadi, ze soucasti CTD ma byt shrnuti
vysledkd provedenych stabilitnich studii. Sou¢asti shrnuti maji byt vysledky provedenych
stresovych testl a pouzité stresové podminky, stejné tak jako zavéry vSech studii
s ohledem na podminky uchovavani a doporoucenou dobu pouZitelnosti. Vysledky
stresovych testli maji byt prezentovany formou tabulek, grafii anebo popsany v textu (20).
V dokumentu je odkaz na smérnice ICH Q1A(R2), Q1B, Q2(R1) a Q5C.

Evropska lékova agentura (European medicine Agency, EMA)

EMA se na svych strankach vénovanych stabilit¢ odkazuje na smérnice ICH. Uvadi 1
vlastni smérnice, které mohou byt roz§itenim ICH smérnic vénovanych stabilité.

Ve smérnici CPMP/QWP/122/02, ktera se tyka stability latek a ptipravkd, je kapitola
vénovana stresovym testim, ve které je strucné popsan tcel stresovych testii. U aktivnich
substanci popisuje variantu, kdy aktivni substance splituje pozadavky uznavané Iékopisné
monografie, zejména ¢lanku o rozkladnych produktech s vhodnymi limity (zkousky na
Cistotu nebo necistoty). Pokud Zadatel o registraci potvrdi, Ze substance spliiuje tuto
specifikaci, stabilitni studie nemusi byt provedena. Zadatel ma stanovit periodu
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opétovného testu. Pro substance, které nejsou zahrnuty v lékopisnych ¢lancich, rozlisuje
smérnice dvé mnoznosti. Lze se odkazat na vysledky relevantnich védeckych studii.
Pokud informace nejsou dostupné, je nutné provést stresové testy (23). U substanci a
ptipravkl rostlinného plivodu neni obvykle nutné provadét stresové testy. Stresové
podminky jsou popsané v rozsahu stejném jako je ve smérnici ICH Q1A(R2) (6).

V dokumentu EMA/454576/2016, tykajici se substanci, EMA uvadi, Ze protokol
vénovany stabilit¢ by mél uvadét detailni vysledky stabilitnich studii véetné stresovych
testll a popisu stresovych podminek. Stabilita ma byt sledovana pomoci validované
metody. Hlavni rozkladné mechanismy testované substance by mély byt diskutovany.
Opét je uvedeno, ze pokud l€kopisna monografie obsahuje ¢lanek o substanci, ktery
zahrnuje i rozkladné produkty s vhodnymi limity a substance vyhovuje specifikaci, neni
nutné provadeét stabilitni studie (22).

V dalsich dokumentech se EMA zminuje o stresovych testech ve smyslu, Ze stresové testy
jsou doporucené, protoze pomahaji porozumét stabilit€ a rozkladnym mechanismiim
substance a stanovit dobu pouzitelnosti (26) (27). O stabilit¢ a stresovy testech se kratce
zminuje 1 ve smeérnicich, které jsou vénované konkrétnim Iékovym formam a
radiofarmakim.

Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv (SUKL)

SUKL ve svém pokynu REG-83 (3) uvadi, e za zaklad svého textu povazuje pokyn
Evropské 1ékové agentury CPMP/QWP/122/02, rev.1 ,,Guideline on Stability Testing:
Stability Testing of Existing Active Substances and Related Finished Products* (23).
Pokyn se shoduje s vySe uvedenym pokynem EMA a1 smérnici ICH Q1A(R2) (6). Presto
je text tohoto pokynu v habilita¢ni praci zahrnut ve svém nezkraceném znéni.

V kapitole ,,Zatézové zkouSky* je uvedeno, ze zkouSky lécivé latky mohou pomoci
identifikovat pravdépodobné rozkladné produkty, coz muze néasledné pomoci stanovit
mechanismus degradace a vnitini stabilitu molekuly. Zkousky maji ovéfit, Ze pouzité
analytické metody jsou stabilitu indikujici.

Pro 1é¢ivou latku mohou byt pouzity tyto postupy: 1) pokud je 1éciva latka popsana
v monografii uzndvaného lékopisu (Evropsky lékopis nebo lékopisy ¢lenskych stati EU)
a zcela splituje jeji pozadavky, nejsou pozadovany Zadné udaje o rozkladnych produktech
(odstavec ,,Zkousky na cistotu® a/nebo ,,Pfibuzné latky*) a 2) pro 1éc¢ivou latku
nepopsanou v monografii uzndvaného Iékopisu mohou byt pouzity dva postupy:
a) predpokladany mechanismus rozkladu muze byt dolozen tudaji publikovanymi
ve védecké literatute, b) jestlize ve védecké literatute, véetné oficidlnich 1€kopisti, nejsou
dostupné zadné udaje, je tieba provést zatézové zkousky.

Zatézové zkousky je mozné provadét s jednou Sarzi l1é¢ivé latky. Maji zahrnovat vliv
teploty (ptiristky po 10 °C - naptiklad 50 °C, 60 °C - oproti teploté, pfi niz je provadéna
zrychlend stabilitni studie), vliv vlhkosti (naptiklad 75% RV nebo vice), je-li to vhodné,
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vliv vzdusného kysliku (oxidace), vliv svétla (fotolyza) na 1écivou latku. Zkousky také
maji hodnotit stabilitu 1éCivé latky v roztoku nebo v suspenzi (hydrolyza) v ramci
Sirokého rozmezi hodnot pH. Nedilnou soucasti zatézovych zkousek maji byt zkousky
fotostability.

Sledovani rozkladnych produktii béhem zatézovych zkousek je uzite¢né pro stanoveni
mechanismu rozkladu a pro vyvoj a validaci vhodnych analytickych metod. Nemusi vSak
byt nutné uvadet ve specifikaci ty rozkladné produkty, pro néz bylo prokazano, ze
nevznikaji za podminek dlouhodobé ani zrychlené studie (3).

Uiad pro Kontrolu potravin a lé¢iv (U.S. Food and Drug Administration, FDA)

U FDA je rozsah informaci o stresovych testech obdobny jako u ostatnich autorit,
s odkazy na smérnice ICH (24). Smérnice ,,Analytické postupy a validace metody*,
napiiklad uvadi, Ze informace z provedenych stresovych testi (kyseld, zasadita
hydrolyza, vliv zvySené teploty, svétla, oxidace) o rozkladu aktivni substance jsou
dalezité k prokazani selektivity analytické metody pro hodnoceni necistot. Stresové testy
maji prokdzat, ze necistoty a rozkladné produkty neinterferuji se stanovenim aktivni
substance. Vysledky stresovych testd maji byt soucasti informaci o stabilité. Vysledky
maji byt dokladany chromatogramy, tabulkami apod. (28).

Ve své dalsi smérnici se FDA zabyva otazkou, ve které fazi piipravy k registraci by se
mély stresové testy provést. FDA je pomérné benevolentni, uvadi, ze informace o stabilité
aktivni substance by mély byt provedeny co nejdiive, protoze vysledky stresovych testl
jsou klicové pro vyvoj stabilitu indikujici metody. Informace o stabilit¢ by mély byt
doloZeny v druhé fazi klinického hodnoceni. Dale vSak uvadi, ze pokud nejsou stabilitni
studie provedeny dfive, tak maji byt dolozeny az ve tfeti fazi klinického zkouseni (29).

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization, WHO)

WHO se ve svém technickém dokumentu TRS 970 (,,Specifications for Pharmaceutical
Formulations, Forty-sixth report®), v kapitole o stabilité, také vénuje stresovym testim.
V textu se odkazuje na smérnice ICH. V dokumentu je mimo jiné uvedeno, Ze rozumny
je rozklad substance z 10-30%. Dale je uvedeno, Ze pokud nedochédzi za uvedenych
podminek k rozkladu v prib¢hu 10 dni, je aktivni substance povaZovéana za stabilni.
Zaroven jde zde uvedeno, Ze informace o stabilité¢ substance a pfipadnych rozkladnych
produktech a mechanismech muiize byt také doloZena relevantnimi daty publikovanymi
ve védecké literatufe. Pokud nejsou informace v literatufe dostupné, mély by byt
provedeny stresové testy (30). Dokument navazuje na TRS 953 (Ptiloha 2) (31) a TRS
929 (Dodatek 3, Tabulka 1) (32), kde je uvedeny i ptiklad podminek pro provedeni testi.
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3.2.2. Postup provedeni stresovych testi

Jak je z vySe uvedenych pokynii patrné, jednotlivé 1ékové autority hovoti o ucelech
stresovych testll a také diskutuji pripady, kdy je nutné stresové testy provést a které
nejsou. Zajimavy je ptistup farmaceutickych firem k provedeni stresovych testi (21) (33)
(34). Nekteré firmy pouzivaji vytvofené Standardni operacni postupy (SOP), jiné
pfistupuji k provedeni stresovych testli individualné¢ podle charakteru studovanych
substanci a 1ékové formé ptipravku, vsechny postupy musi byt v souladu s pozadavky
autorit. Druhy pfistup je racionalnéjsi. Zatimco stejné podminky provedeni stresovych
test mohou u jedné latky vyvolat rozklad v rozmezi 5-15%, u druhé latky mohou vést
k rozkladu z vice nez 50%. Aplikace pfilis ,,drsnych® podminek po kratky casovy usek
muze vést k rozkladu rozdilnou rozkladnou reakci, nez ke které dojde v prub&hu
zrychlené nebo dlouhodobé stabilni studie, coz neni zddouci. Shrnuti podminek provedeni
stresovych testll od n€kolika farmaceutickych firem uvedli ve své praci Singh a Bakshi
(33).

V literatute je dostupna tfada védeckych experimentalnich i reSerSnich praci, které se
tématikou stresovych testll také zabyvaji. Autofi popisuji provedeni stresovych testl u
konkrétnich latek, Casto uvadéji postupy testovani, a vysledky, které zahrnuji popis a
charakterizaci rozkladnych produkti a zpravidla jsou testované substance kompletné
rozlozeny a jsou diskutovana reak¢ni schémata.

V nasledujici ¢asti habilitacni prace je vypracovan piehled zakladnich otazek a nastin
postupt, které I1ze pii provadéni stresovych testll pouzit.

Zékladni otazky jsou:

e jaké zvolit podminky pro provedeni stresovych testt

e pouziti ¢inidel

e kdy ukoncit stresové testy, pokud se latka nerozklada

e kdy ukoncit stresové testy, pokud se latka rozklada, tedy stanovit limity rozkladu.

3.2.3. Strategie volby a vybéru podminek provedeni stresovych testi

Jak jiz bylo uvedeno vyse, v dostupné literatuie neni jednotné uvedeno, jak stresové testy
provést. Na jedné strané je jasné, Ze neni mozné uvést jeden univerzalni protokol pro
provedeni stresovych testli platny pro vSechny substance, na druhou stranu univerzalni
navod by usnadnil provedeni testll a zamezil by nespravnému testovani a naptiklad vniku
sekundarnich rozkladnych produkt a podobné.

Je nutné peclivé uvazit charakter latky, zamyslenou lékovou formu a zamyslet se také nad
ocekavanymi vysledky a podle toho zvolit podminky testovani (18) (34). Je jasné, ze latky
se lisi nachylnosti k rozkladu, rozkladnymi mechanismy 1 kinetikou rozkladnych reakci
(33).
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Vybér podminek pro provedeni stresovych testii musi byt v souladu s rozkladem latky za
béznych podminek. Tedy neni vhodné zvolit pfili§ agresivni podminky. Pod pojmem
agresivni podminky se rozumi naptiklad delsi doba vystaveni nebo vyssi teplota, nez je
uvedeno ve vétsin€ doporuceni. V prubéhu stresovych testll se sleduji vysledky vlivu
svétla, oxidace, hydrolyzy a zvysSené teploty. Neni nutné provadét vSechny testy u vSech
typti latek a l1éCivych pripravkid. Obecny diagram a doporuceni, které testy je vhodné
provadét u latek a 1éCivych pripravkl je uveden na obrazku 1 (18).

Stresové testy

Léciva latka Lécivy pFipravek (LP)
Pevna latka Roztok/suspense Pevni LP Polotuhy LP Kapalny LP
Vliv svétla Oxidace Viiv svétla Vliv svétla Vliv svétla
Viiv tepla Hydrolyza Viiv tepla Vliv tepla Viiv tepla
Hydrolyza Hydrolyza Hydrolyza Oxidace
Oxidace

Obrazek 1: Obecny diagram pro vybér zkouSek v ramci stresovych testi (18)

V zadném pokynu autorit nebo smérnici neni bliZe specifikovano jaké rozmezi hodnot
pH je vhodné testovat, jaké rozmezi teploty, a jaké oxidac¢ni €inidla je vhodné pouzit.
Vyjimkou je testovani fotostability, na které je pfimo smérnice ICH (19).

Prvotni pokus by mél zahrnovat podminky, pii kterych dochazi k rozkladu latky z 10%.
N¢ékdy je doporuceno zacdit s extrémnégjSimi podminkami (naptiklad 80 °C) a testovat po
kratS$i dobu. Tim se ziské4 informace o mife rozkladu. Primérni a sekundarni rozkladné
produkty, tedy rozkladné produkty pochazejici z testované latky a rozkladné produkty
pochazejici jiz z rozkladnych produktd testované latky mohou byt odliSeny pouzitim
postupné mirnéjSich podminek rozkladu. Tim Ize Iépe porozumét celému rozkladnému
mechanismu (18). Nebo Ize naopak zacit mirnymi podminkami a podle vysledka lze
podminky upravit, aby mohl byt sledovan ¢asovy profil rozkladu. Druhy pfistup je
vyhodnéjsi z praktického pohledu, kdy pfili§ kyselé nebo zasadité vzorky mohou byt
obtizné& neutralizovany, pokud je to nutné pfed vlastnim analytickym hodnocenim (35).
Druhym diivodem je, Ze vice extrémni podminky mohou zplisobit zménu mechanismu
rozkladu (34) (35). V nasledujicich odstavcich je vypracovan piehled provedeni
jednotlivych testa.

Jeden z ptikladl pouzivanych podminek rozkladu je uveden v tabulce 2 (18). Jiné postupy
jsou uvedeny na obrazcich 2-5.
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Tabulka 2: Podminky pro provedeni stresovych testi (18)

flt:;eusg)l:’: Experimentalni podminky Teplota gil:g,,;zs?;o(fﬁi’))
Kontrolni vzorek 40 °C, 60 °C 1,3,5
0,1M HCI + substance 40 °C, 60 °C 1,3,5
0,1M NaOH + substance 40 °C, 60 °C 1,3,5
Hydrolyza
0,1M HCI kontrola 40 °C, 60 °C 1,3,5
0,1M NaOH kontrola 40 °C, 60 °C 1,3,5
pH: 2,4,6,8 40 °C, 60 °C 1,3,5
3% H>0O; + substance 25 °C, 60 °C 1,3,5
3% H,0> kontrola 25 °C, 60 °C 1,3,5
Oxidace
Azodiisobutyronitril + substance 40 °C, 60 °C 1,3,5
Azodiisobutyronitril kontrola 40 °C, 60 °C 1,3,5
Svétlo 1x ICH (19) - 1,3,5
Vliv svétla Svétlo 3x ICH (19) - 1,3,5
Svétlo kontrola - 1,3,5
60 °C 1,3,5
60 °C/75% RV 1,3,5
Vliv teploty 80 °C 1,3,5
80 °C/75% RV 1,3,5
Laboratorni teplota 1,3,5
Hydrolyza

Hydrolyza v $ir§im rozmezi pH je jednou z nejbézné&jSich reakci, ke které muize dojit.
Kyseléd a zasadita hydrolyza zahrnuje reakci ionizovatelnych skupin v molekule. Vybér
typu a koncentrace pouzité kyseliny a zdsady zavisi na povaze testované latky. Kyselina
chlorovodikova nebo kyselina sirova a hydroxid sodny nebo draselny jsou vhodnymi
¢inidly pro provedeni hydrolyzy. Vhodna koncentrace ¢inidel se uvadi v rozmezi 0,1-1M.
Kyselina sirova jako oxidacni ¢inidlo mize kromé hydrolytické reakce zpisobit i oxidaci
nékterych latek. Tedy pokud je cilem testovani zjistit rozkladné produkty vzniklé
v kyselém prostiedi je vhodné pouzit spiSe kyselinu chlorovodikovou. Pokus se provadi
za laboratorni teploty, pokud k rozkladu nedochazi, pouZzije se teplota vyssi. Testovani by
nemélo presahnout 7 dni. Kysely nebo zasadity vzorek je poté neutralizovan, aby se
zamezilo dal$imu rozkladu. Na obrazcich 2 a 3 je nastinén jeden z moZznych postupti

provedeni hydrolyzy.
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Kyselé/zasadité prostiedi

0,1M HCl/NaCH
S‘w 8 hod zpétny chladic wﬂy rozklad

| 1M HCI/NaOH, 12 hod zpétny chladi¢ | 0,01M HCI/NaOH, 8 hod 40°C |

stabilni l \
./ l uplny rozklad

| 2M HCI/NaOH, 24 hod zpétny chladi¢ | —

0,01M HCI/NaOH, 2 hod 25°C ‘

s /
stabilnf [ Rozklad ltky
5-15% l Uplny rozklad

Nutnost mirnéjdich
podminek FDS
Stabilni latka

| 5M HCI/NaOH, 24 hod zpétny chladic \/

Obrazek 2: Provedeni testu kyselé/zasadité hydrolyzy (33).

Hydrolyza

Voda, 12 hod zpétny

w chladic wny rozklad

| Voda, 1 den zpétny chladi | | Voda, 8 hod 40°C |
stabilni l \

| | / l uplny rozklad

Voda, 2 dny zpétny chladic¢
T~ N\ .—| _ Vodazhodasc |
stabilni [ Rozklad Iatky
5-15% l Uplny rozklad
\ Voda, 5 dnf zpétny chladi \/

l

Nutnost mirnéjsich
podminek FDS
Stabilni latka

Obrazek 3: Provedeni testu kyselé/zasadité hydrolyzy (33).

Oxidace

Pro ucely oxidace se nejcastéji voli jako ¢inidlo peroxid vodiku. Lze pouzit 1 jind oxidacni

¢inidla, kovy nebo termické iniciatory, mezi které patii naptiklad azodiisobutyronitril.

Oxidace se zpravidla provadi s peroxidem vodiku 0,1-3%, pfi neutralnim pH a pokojové

teploté po dobu 7 dni. Funkéni skupiny podléhajici oxidaci jsou naptiklad aminy, sulfidy

a fenoly za vzniku N-oxidl, hydroxylaminu, sulfont a sulfoxidd. Oxidacni reakce jsou

citlivé na reak¢éni podminky (teplota, koncentrace, katalyzatory), konecnym produktem

téchto reakci mize byt az oxid uhli¢ity. Na obrazku 4 je nastinén jeden z moZnych

postupi provedeni oxidace.
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Oxidace

| 3% H,0, 6 hod 25°C |
s‘% wny rozklad

| 3% H,0, 24 hod 25°C | 1% H,0,3hod 25°C |

stabilni l \
./ I uplny rozklad

| 10% H,0, 24 hod 25°C

1% H,0,, 30 min 25°C |

— |

stabilnf [ Rozklad latky
l Gplny rozklad

Nutnost mirnéjsich
podminek FDS

‘ 30% H,0, 24 hod 25°C

|

Stabilni latka

Obrazek 4: Postup provedeni testu oxidace (33).

Vliv tepla

Testovani vlivu zvysené teploty (suché teplo anebo vlhké teplo, kde se poc€itd i s vlivem
hydrolyzy) by mélo byt provedeno za vyssi teploty nez u zrychlené stabilitni studie.
Doporucuje se rozmezi 40-80 °C. Vzorky 1é¢ivé substance a 1é¢ivého piipravku pevné
Iékové formy by mély byt vystaveny suchému, a i vlhkému teplu. Vzorky lé€ivého
pripravku kapalné 1ékové formy by mély byt vystaveny suchému teplu.

Vliv svétla (fotostabilita)

Cely proces fotostability je podrobné popsan ve smérnice ICH QIB (19). Vysledkem
testovani fotostability je zhodnoceni, zda svétlo zptisobi zmény v molekule 1é¢ivé latky a
také ve slozeni 1é¢ivého ptipravku (34). Na obrazku 5 je nastinén jeden z moznych
postupt provedeni testu, také vychazejici ze smérnice ICH Q1B.

Fotostabilita

‘ 1,2 x 105 Lux h \

g‘w l wnv rozklad
| 6x10°Lxh |

. odminek FDS
stabilni ~~ | Rozklad latky S
Stabilni latka

Obrazek 5: Provedeni testu sledovani vlivu svétla (33).

5-15%

27



Jak uz bylo uvedeno vyse, smérnice ICH Q1B se zabyva tematikou testovani vlivu svétla
na stabilitu substanci a 1éCivych ptipravki (fotostabilita). Hodnoceni fotostability by mélo
byt soucasti stresovych testi. Testovani by mélo potvrdit, ze svétlo neplisobi zadné zmény
ve vnitini stabilité¢ substance nebo ve stabilité 1écivého ptipravku. Testovani se provadi
s jednou Sarzi substance nebo 1écivého ptipravku. Test je doporuceno provadet pii bézné
teploté, aby se vyloucil vliv tepla na rozklad, a zaroven je doporuceno provést soucasne
pokus za stejnych teplotnich podminek, ale za nepfistupu svétla. Vzorky by mély byt
testuji pfimo bez obalu, v primarnim obalu a obalu pro distribuci. Po ukonceni testu se
sleduji zmény ve fyzikalnich vlastnostech (vzhled, barva) a také se hodnoti obsah
rozkladnych produktli validovanymi analytickymi metodami. K provedeni testu lze
pouzit jakykoliv zdroj svétla, ktery produkuje vystup totozny s mezinarodn€ uznavanym
standardem D65/ID65. D65 je simulované denni svétlo, ID65 je simulované nepiimé
vnitini osvétleni. Lze pouzit napiiklad umélé denni svétlo fluorescencni lampy, ktera
kombinuje viditelné a UV zafeni, nebo xenonovou ¢i halogenovou lampu. UV lampa by
m¢éla vyzarovat paprsky o vinové délce od 320 do 400 nm a maximalni energii pti vinové
délce v rozmezi 350 az 370 nm. Celkovy osvit by mél byt minimalné 1,200000 Ix.h.
Davka ozafeni by neméla byt v piipadé UV svétla niz§i nez 200 W.h.m?(19).

Farmaceutické firmy doporucuji provést test vlivu svétla za podminek 1-3 krat nebo 2-5
krat siln€jsi nez je doporuceni ICH (21).

3.2.4. Limity rozkladu, délka provedeni testovani

Predmétem diskuzi zGstava, jak moc by méla byt substance v pribéhu stresovych testl
rozlozena. N¢ktefi autofi a autority povazuji za vhodny rozklad 5-15%, poté by mélo byt
testovani ukonceno (34) (36) (37). Jini popisuji, ze 10% je dostaCujicich vzhledem
k tomu, Ze obsah lécivé latky 90% se povazuje za vyhovujici (17) (18). Rozklad
maximalné 20% substance je povazovan za standardni (38). Rozmezi rozkladu do 20%
vychézi z mySlenky, Ze vyssi rozklad by uz mohl vést k rozkladu vlastnich vzniklych
rozkladnych produktd, coz neni zadouci (4) (34). Vysledky stresovych testi musi
poskytnout reprezentativni vysledky. Na druhou stranu kompletnim rozkladem substance
1ze ziskat komplexni pohled na stabilitu substance.

Délka a intenzita provedeni stresovych testll jsou dalsi diskutabilni oblasti, ktera neni
nikde pfesné definovana. Pfi provadéni testl je nutné si uvédomit, Ze kazda latka je
individualita, na kterou budou podminky ptsobit rozdilng, a je nutné pfizpisobit stresové
podminky charakteru individuélni latky. Pokud k rozkladu latky nedochdzi, 1ze zvolit
podminky agresivnéjsi. Dal§im bodem pro zvéZzeni je, jak dlouho je potieba pokracovat
v provedeni stresovych testil, pokud k rozkladu nedochézi. Obecné se doporucuje 14 dni
pro substance a 1é€ivé piipravky v roztoku a 3 mésice pro tuhé substance a 1¢kové formy.
Vyjimkou je oxidace, kterou je vhodné ukoncit po 24 hodinach (34). Fotostabilita se
provadi podle smérnice ICH (19). Je vhodné porovnat vysledky stresovych testi a
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vysledky dlouhodobych a zrychlenych stabilitnich studii po jejich ukonceni k ovéteni
relevantnosti provedeni a vysledkt stresovych testt.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, samostatnou kapitolou by mohlo byt provedeni stresovych
test pro védecké ucely a ziskdni komplexni informace o testované latce. V téchto
ptipadech se rozklad neukoncuje a reakcni kinetika se sleduje az do uplného rozkladu
latky (34).

3.2.5. Koncentrace substance

Stresové testy nejsou pozadovany, u jiz zndmych substanci, pokud je substance popsana
v 1ékopisné monografii véetn¢ kapitoly o rozkladnych produktech (piibuzné latky,
necistoty) anebo pokud je informace o stabilité¢ substance podlozena dostate¢nym
mnozstvim informaci v odborné literatuie (3) (21) (23).

Koncentrace testované substance je dal$im bodem, ktery neni blize specifikovan
v doporucenich. Diilezité je si uvédomit, ze rozkladné produkty vznikaji jen ve velmi
malych koncentracich. Z toho vyplyva, ze koncentrace testované latky by méla byt
dostateéné vysoka, aby zvolena detekéni technika umoznila hodnoceni i rozkladnych
produktii. Pti pfili§ vysoké vychozi koncentraci testované substance vSak muze byt
problematicka jeji rozpustnost (34). Jedno z doporuceni radi pouzit koncentraci 1 mg/ml
(21) (33). Nekteti autofi doporucuji provést testovani s koncentraci, kterd bude
v zamysleném lé¢ivém piipravku (35).

3.2.6. Stresové testy ve fazich vyroby substance

Farmaceutické firmy provadéji stresové testy béhem optimalizace sloZeni 1é¢ivého
ptipravku. Vysledky testli jsou voditkem k volbé pomocnych latek a obalu. Stresové testy
jsou zopakovany i s findlnim piipravkem a substanci po dokonc¢eni vyvojovych praci (34)
(39). Zatimco ICH hovoti o uvedeni vysledkl stresovych testll v celkovém shrnuti
informaci o stabilit¢ (6), které je soucasti registracni dokumentace, FDA zdtiraziuje
provedeni stresovych testi ve druhé nebo treti fazi klinickych testa (29).

Cilem testti v prvni fazi vyvoje je ziskani informace o tom, zda je nebo neni substance
stabilni. Teprve pfi zopakovani testl s findlni substanci a pfipravkem se provede blizsi
charakterizace rozkladnych produktii, véetné stanoveni hladin vyskytu a popisu moznych
rozkladnych mechanismi (39).

Vysledky test by mély byt soucésti registratni dokumentace ptisluSného 1écivého
ptipravku.
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3.2.7. Priprava vzorku

Jednim krokem je vytvotfeni vzorkli za podminek stresovych testli a tim druhym je
vyhodnoceni rozkladnych produktii, které béhem testovani vznikly. Lze analyzovat
jednotlivé vzorky samostatné¢ a druhym zplisobem je analyzovani smési vzorkll (smés
informace o rozkladnych produktech vznikajicich béhem jednotlivych testi. U druhého
zpusobu hrozi vznik pseudo rozkladnych produktii vlivem smési stresovych faktorti po
smichani vzorka (21). Pfed vlastni analyzou je zpravidla potieba upravit naptiklad pH
vzorku (neutralizace u kyselych nebo zasaditych vzorki nebo natfedéni mobilni fazi) (21).

3.2.8. Rozkladné reakce a mechanismy

Ze struktury, zejména z charakteristickych funkénich skupin, lze navrhnout
predpokladané reakéni mechanismy. Velké mnozstvi novych substanci je strukturni
obménou latek stavajicich, a proto ze znalosti stability téchto latek lze navrhnout i
rozkladnou cestu novych derivata (35).

Nejcastéji probihajici reakce jsou reakce hydrolytické a oxida¢ni. K hydrolytickému
rozkladu jsou nachylné latky typu esterti, amidy, anilidy a karbamaty, ale i laktony,
thiostery a thioamidy a dalsi. Na oxidaci jsou citlivé predevsim slou¢eniny obsahujici ve
své molekule nasobné vazby (nenasycené mastné kyseliny, terpeny), oxidaci podléhaji
aldehydy, ketony, fenoly, terciarni aminy a dalsi skupiny latek. Oxidace je casto spojena
redoxni potencial, a tak se bude jeji oxidace pii vys$Sim pH zrychlovat (redoxni potencial
se zmenSuje zvySenim pH). Oxidaci vzdusnym kyslikem ovliviiuje kromé pH 1 svétlo,
teplo, katalyticky pisobi té¢zké kovy. Ke zméné optické aktivity dochdzi u chiralnich
latek. Pfi racemizaci se opticky aktivni slou¢enina méni na smés enantiomerid. Pfitom
jeden z enantiomerti mize mit odliSny farmakodynamicky efekt, coz se projevi ztratou
ucinnosti (33). V tabulce 3 jsou uvedeny n€které mozné reakce rozkladu u nékterych
funkénich skupin. Rozkladné mechanismy v roztoku se mohou liSit od mechanismu
probihajicich pii testovani v pevné formé, proto je vhodné provadét testovani u obou
forem substance, je-1i to mozné (21).
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Tabulka 3: Rozkladné reakce u vybranych funkénich skupin (33)

Funkéni skupina Rozkladna reakce | Produkt reakce

ester hydrolyza karboxylova kyselina a alkohol
amid hydrolyza karboxylova kyselina a amin
lakton hydrolyza otevieni kruhu, karboxylova kyselina
imid hydrolyza otevieni kruhu

alkylchlorid hydrolyza alkohol

thiol oxidace tvorba S-oxidi nebo disulfidu
thioether oxidace S-oxid

Bi- a tricyklické fenolické slouceniny | oxidace dimerizace
polyhydroxybenzen oxidace chinon

thiazin oxidace S-oxid

3.2.9. Stresové testy biologickych a biotechnologickych léciv

Bioléciva jsou slozitéjsi struktury nez chemicka 1é¢iva a jsou zde i1 nékteré specifika
k pristupu provedeni stresovych testi a jejich hodnoceni (40).

Stabilita bioléciv je jednim z limitujicich faktord jejich pouziti v praxi a jejich registrace.
Stabilitu 1ze rozdé¢lit na chemickou a fyzikalni. Fyzikalni stabilita souvisi s prostorovym
usporddanim molekuly. Naptiklad vlivem teploty miize dojit k rozbaleni proteind,
disociaci, denaturaci, agregaci, nebo precipitaci v molekule bioléc¢iva. Chemicka stabilita
souvisi se zménami v chemickych kovalentnich vazbach molekuly, které jsou vyvolané
riznymi rozkladnymi reakcemi, jako jsou naptiklad oxidace, redukce, deaminace a
hydrolyza (33) (41).

U kazdé provedené zkousky je vhodné se predem zamyslet nad tim, kterd , mista“
v molekule bioléciva jsou nachylnd k né€kterym reakcim. Hlavni rozkladné reakce, ke
kterym muize béhem testovani dojit, jsou shrnuty v nasledujicich odstavcich.
LHZranitelnym* mistem proteinti a peptidii jsou aminokyseliny a také jejich poradi
v fetézci, tedy primarni struktura. Deaminace je jednou z hlavnich rozkladnych reakcich
probihajicich u peptidl a proteinii. Deaminaci mize vyvolat zména hodnoty pH a zvySena
teplota. Nejvice nachylné aminokyseliny k deaminaci jsou glutamin a asparagin.

Sklon k oxidaci je vysoky u aminokyselin methionin a cystein, vzhledem k pfitomnosti
molekuly siry. Oxidace methioninu a cysteinu vede ke vzniku sulfoxidu a sulfonu.
K oxidaci jsou nachylné 1 histidin, tyrosin a tryptamin. Jako oxidaéni Cinidla se pouziva
peroxid vodiku a tert-butylhydroperoxid (t-BHP). Oxida¢ni reakce nékterych
aminokyselin muze byt katalyzovéana ionty kovt.

Castou reakei je i hydrolyza. Reakéni misto nachylné k hydrolyze je dvojice asparagova
kyselina-glycin nebo prolin. Asparagova kyselina a serin maji sklon k tvorbé imidu, coz
muze vést az k preruseni fetézce aminokyselin.
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DalSim reakénim mechanismem je i izomerizace. Asparagin a asparagova kyselina
podléhaji izomerizaci za tvorby cyklického sukcinimidu a nésledné aspartylu a
isoaspartylu.

U monoklondlnich protilatek je dalezitym faktorem rozkladu teplota a oxidace, kdy
dochazi k fragmentaci molekuly, v bazickém prostfedi dochazi k agregaci nebo
deaminaci.

Terciarni struktura bilkovin hraje dtlezitou roli nejenom v jejich biologické aktivite, ale
také ovliviluje jejich rozpustnost, sklon k agregaci a povrchové aktivité. Tato struktura je
termodynamicky stabilni v ur¢itém rozmezi fyzikéalnich podminek. Zahiatim vzorku,
zménou pH, pfidanim nékterych chaotropnich ¢inidel (mocovina), konzervacnich latek a
soli mize dojit ke zméndm nativni prostorové struktury bilkovin, tedy k denaturaci.
Proteiny jsou z podstaty nestabilni a snadno podléhaji tvorbé inaktivnich agregatl
shromazdénim nativnich nebo strukturné naruSenych proteinti, které pak tvoii neaktivni
struktury. Nékteré chemické rozkladné reakce mohou pokracovat ve fyzikalni nestabilitu
bilkovin. Pfikladem muze byt oxidace histidinu a tyrosinu, ktera mize vést k agregaci a
precipitaci (41).

Stejné jako u malych molekul, je pfi provedeni stresovych testti kladen diiraz zejména na
rozsah rozkladnych reakci, zjisténi rozkladného mechanismu a zabranéni vzniku
sekundarnich rozkladnych produktt, které jsou rozdilné od redlnych podminek
dlouhodobych a zrychlenych stabilitnich studii.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, provedeni stresovych testi u bioléciv se vénuje smeérnice ICH
Q5C (10). V kapitole vénované zrychlenym a stresovym testim je ve smérnici uvedeno,
ze vybéru podminek pro provedeni stresovych testi by méla byt vénovana pozornost
»pripad od pfipadu®, tedy individudlné u kaZdého bioléCiva (10). U bioléCiv je
doporu¢eno sledovat vliv hydrolyzy, vliv teploty, prib&éh oxidace, deaminace,
fotostabilitu, hodnotit mechanicky stres a pribéh cyklu opakovaného tani a mraZeni.
Bioléciva podléhaji v ramci testd riznym rozkladnym mechanismim v zavislosti na
podilu reaktivnich skupin v molekule (4) (18) (41).

32



3.3. Stabilitu indikujici metoda

Stabilitu indikujici metoda (,,stability indicating method®, ,,stability-indicating assay*,
SIM) je validovana analytickd metoda, ktera je schopna ptesné a spravn¢ hodnotit pokles
obsahu uc¢inné latky v Case, a kterd je dale schopna odlisit necistoty od ucinné latky (4)
(18) (38). Stabilitu indikujici metoda presné mefi obsah ucinné latky bez interferenci
rozkladnych produktl, necistot z vyroby, pomocnych latek a ostatnich potencialnich
necistot (28). Stabilitu indikujici metoda napoméha vytvoreni vhodné 1ékové formy a
stanoveni podminek skladovani léCivého piipravku. Dulezitym voditkem pro vyvoj
téchto metod jsou vysledky stresovych testi (kapitola Stresové testy) (36).

V prubéhu vyvoje stabilitu indikujici metody je dulezité zvolit, které rozkladné produkty
jsou relevantni pro dalsi hodnoceni, to znamena, které by vznikly i béhem zrychlenych a
dlouhodobych stabilitni studii. Dilezitou soucésti je i identifikace pravdépodobnych
rozkladnych produktdi, které vznikly béhem stresovych testli, metodami s vysokym
rozliSenim a stanoveni jejich obsahu v pribéhu stabilitnich studii (42).

ICH smérnice se také vénuji tématice stabilitu indikujicich metod. V dokumentech je
uvedeno, ze analytické metody pro stanoveni obsahu aktivnich substanci a necistot maji
byt selektivni validované stabilitu indikujici (6) (15) (43). Blizsi definice v dokumentech
chybi. EMA se odkazuje na ICH smérnice.

Nekteti autofi rozlisuji selektivni a specifickou stabilitu indikujici metodu. Specificka je
schopna jednoznacné hodnotit obsah ucinné substance v pfitomnosti rozkladnych
produktii, necistot a pomocnych latek. Selektivni metoda je schopna jednoznacné stanovit
obsah ucinné substance a jejich rozkladnych produktd v ptfitomnosti vSech ostatnich
necistot, pomocnych latek a podobné (35).

At uz je do metody zahrnuto hodnoceni pouze u¢inné substance nebo jsou zahrnuty i
rozkladné produkty, vZdy musi byt selektivni pro sledovanou substanci.

Tématika stresovych testd a vyvoje stabilitu indikujicich metod je Siroce diskutovana
v odborné literatufe. Pouze maléd Cast praci je opravdu stabilitu indikujici, postihujici
provedeni stresovych testil v celém rozsahu a vénujici pozornost vznikajicim rozkladnym
produktiim (35).

3.3.1. Strategie vyvoje stabilitu indikujici metody
Zakladni kroky pfi vyvoji stabilitu indikujici metody jsou (4) (38):

e Piiprava vhodnych vzorki pro testovani selektivity metody
e Volba vhodné techniky

e Optimalizace metody

e Validace metody.
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Na zacatku vyvoje metody je diilezité stanovit si cile metody. Potieba je zhodnotit, jaké
citlivosti je potfeba dosahnout a kolik necistot bude nebo by mélo byt do studie zahrnuto
a podobné.

Nemén¢ dilezitym krokem je studium fyzikalné chemickych vlastnosti cilové substance
(polarita, molekulovda hmotnost, acidobazické vlastnosti), studium struktury substance
vzhledem k moznym rozkladnym cestam jesté pied zapocetim vyvoje metody, provedeni
stresovych testl, identifikace a charakterizace rozkladnych produkti a také vytvoreni
podrobné literarni reserSe o dané substanci.

3.3.2. Priprava vzorku

Ptiprava vhodného vzorku pro vyvoj selektivitu indikujici metody je klicova pro
hodnoceni selektivity metody. Je potfeba hodnotit vzorky substance a 1é¢ivého ptipravku,
které obsahuji také rozkladné produkty substance. Zpravidla je vhodné vzorek substance
a l1éCivého pripravku podrobit stresovym testim a zrychlené stabilitni studii (4) (18).
Vzorek pro vyvoj metody tedy neni jeden, ale je to celd série vzorkl substance a 1é¢ivého
pripravku, které byly podrobeny stresovym podminkam (38).

Nedilnou soucasti hodnoceni 1éCivych ptipravkl je také jejich uprava pred vlastnim
analytickym stanovenim. Pfiprava vzorku musi byt dostate¢n¢ selektivni a nedestruktivni
na cilové analyty, méla by zahrnovat co nejméné krokti. Mezi konven¢ni zptisoby upravy
vzorku patii pfima extrakce rozpoustédlem, extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) a
extrakce na tuhou fazi (SPE). Moderni trendy v pfipraveé vzorku si kladou za cil zkratit
Cas pottebny pro piipravu vzorku, snizit objem pouZivanych organickych rozpoustédel,
snizit spotfebu vzorku, zvysit selektivitu procesu a umoznit automatizaci celého postupu.
Jednim z moznych postupli automatizace je pouziti on-line SPE HPLC.

3.3.3. Volba techniky

Hlavnim cilem je vybér techniky a optimalizace metody, zeyména smérem k selektivité a
citlivosti, aby bylo zajisténo, Ze vSechny sledované analyty budou oddéleny a nalezité
detekovany. Pti volbé techniky je nutné si uvédomit, ze obsah rozkladnych produkti a
ostatnich necistot je mnohonasobné nizs§i nez obsah cilové substance. Vybér metody se
odviji od charakteru substance, a i 1é¢ivého ptipravku.

Metodami volby jsou metody separacni, v prvni fadé HPLC/UHPLC, a to na reverzni
fazi. HPLC techniku lze pouzit pro hodnoceni velkého mnoZstvi substanci. HPLC
v zavislosti na zvolené detekéni technice umoznuje dosazeni potiebné citlivosti metody.
UHPLC vynika zejména v rychlosti separace, rozliSeni, citlivosti a v kombinaci s PDA
detektorem nebo ve spojeni s hmotnostni spektrometrii se stava silnou technikou pro
stabilitu indikujici metody (4).
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K vyhoddam HPLC patii kompatibilita s vodnymi i organickymi rozpoustédly, vysoka
pfesnost a spravnost, moznost analyzovat i termolabilni a polarni slouceniny, variabilni
citlivost v souvislosti se zvolenou detekéni technikou. Dalsi vyhodou HPLC je, ze lze
ziskat nejenom predstavu o klesajici koncentraci sledovaného analytu, ale i o rostoucim
obsahu rozkladnych produkti v pribéhu Casu (4) (44).

V mens$i mife se vyuzivaji i jiné médy kapalinové chromatografie, napiiklad na
normdlnich fazich, iontové vyménna chromatografie a hydrofilni interakéni
chromatografie (HILIC) (44).

Své misto mezi technikami pouzivanymi pro vyvoj tohoto typu metod zac¢ind zaujimat i
superkriticka fluidni chromatografie (SFC). SFC je separa¢ni metoda, kde mobilni fazi je
kapalina v superkritickém stavu (oxid uhli¢ity). Diky unikatnim vlastnostem mobilni faze
umoznuje SFC velmi rychlou analyzu vzorkd fadoveé v nékolika minutach (4).

Pro ucely vyvoje stabilitu indikujici metody nebyvd vhodné zvolit plynovou
chromatografii (GC). GC neni univerzalni metoda, je vhodna pro tékavé analyty nebo
latky, které lze vhodn¢ derivatizovat. Tyto faktory omezuji jeji pouziti pii hodnoceni
stability latek (4) (35).

Vyuziti tenkovrstvé chromatografie (TLC) jako stabilitu indikujici metody ustupuje do
pozadi, zejména z divodu problematického kvantitativniho hodnoceni (35).
Vysokoucinné tenkovrstvd chromatografie (HPLTC) by mohla vyiesit problematickou
oblast TLC, zejména v pripadech, kdy neni potieba separovat vice analytl. Je to metoda
finan¢né nenérocnd, spolehliva, nendro¢nd na spotiebu organickych rozpoustédel,
nicméné ani HPTLC vedouci pozici HPLC ur€ité neohrozi.

Kapilarni elektroforéza ma sice fadu vyhod, mezi které patii pomérn¢ dobra citlivost a
vysokd separa¢ni U€innost, ale na druhé stran¢ Casto niz8i presnost a robustnost.
Spektroskopické metody, jako je UV spektrofotometrie a fluorimetrie, nejsou pro vyvoj
stabilitu indikujici metody vhodné, vzhledem k jejich nizké selektivité. Nékteti autofi
pouzili i NMR (4) (36).

Vyznamnou roli hraji 1 tandemové techniky. PfedevSim nizké koncentrace rozkladnych
produktl, které se vyskytuji ve vzorcich, a snaha zvysit spolehlivost identifikace
separovanych slozek a zvySeni separacni ucinnosti vedlo analytické chemiky ke kroku
kombinovat rtizné vysokoucinné separacni techniky a citlivé detekéni techniky. Prvni
skupinu tandemovych technik tvoii metody zaloZené na kombinaci dvou separacnich
mechanismt s cilem zvysit separacni ucinnost celého systému (dvourozmérna 2D HPLC
nebo GC). Druhd skupina vyuziva spektrometrické techniky jako detekéni metody
v chromatografii (LC-MS, GC-MS, LC-MS/MS, LC-NMR) (4) (35) (45).

V dalsi casti (optimalizace metody, validace) se bude prace vénovat shrnuti jednotlivych
krok, které zahrnuji optimalizaci HPLC metody pro vyvoj spolehlivé stability indikujici
metody.
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3.3.4. Optimalizace metody

Optimalizace metody se provadi s cilem dosdhnout co nejlepsi separace vSech analytii
v co nejkrat$im Case, s pouzitim robustni metody a vhodné detekéni techniky. Jak jiz bylo
uvedeno vyse, oCekavana hladina vyskytu rozkladného produktu je v oblasti 0,05%
sledované latky. Pti optimalizaci metody je potieba dosahnout separace sledované latky
a ostatnich necistot alesponl na zékladni linii (parametr rozliSeni vyssi nez 1,5).

Kroky, které je potfeba optimalizovat jsou:

e vybér vhodné staciondrni faze
e vybér mobilni faze a separa¢niho modu
e vybér vhodné detekeni techniky.

Optimalizaci metody je mozné provést experimentalné krok za krokem anebo s vyuzitim
nékterych z optimalizacnich chromatografickych programi (Chromsword, Drylab).
Zpravidla je vhodné postupovat tak, ze se nejprve provede prvotni screening podminek
na nekolika vzorcich (ze stresovych testl) a slepém vzorku. Vhodné je vychazet z literarni
reSerSe a vlastnich zkuSenosti. Volba staciondrni a mobilni faze spolu uizce souvisi a casto
se prolinaji. Vhodné je pouzit naptiklad tfi rizné stacionarni faze (napiiklad C8, C18 a
kyano) a kombinovat je s riznym sloZzenim mobilni faze (dva organické modifikatory —
methanol a acetonitril a dva pufry — kyselé a bazické pH) pomoci automatického vyvoje
metody. Na zakladé¢ vysledkt se provede doladéni podminek. Pfi této findlni optimalizaci
metody je vzdy vhodné ménit postupné pouze jeden parametr metody, ne najednou vice
podminek, nez se dosdhne pozadované separace. Optimalizovanou metodou by se mélo
dosdhnout vyhovujici separace vSech sledovanych analytt, pii vysoké ucinnosti,
dostatecné selektivité a za co nejkratsi doby analyzy (4) (44).

Podle charakteru analyzované substance, zejména fyzikaln¢ chemickym vlastnostem, se
zvoli vhodny chromatograficky systém — normalni faze, reverzni faze, iontové vyménna
chromatografie nebo HILIC.

Vybér stacionarni faze

Pti vybéru stacionarni faze je potieba zvazit vhodnost sorbentu pro zamyslené uziti
s ohledem na pH mobilni faze, teplotu separace, pozadovanou uUcCinnost a rychlost
separace a tlakovych moznosti pouzité instrumentace (HPLC/UHPLC) (46).

Nejveétsi skupinu analytl tvofi nizkomolekularni substance. Podle polarity substance se
pro separaci zvoli normalni nebo reverzni faze (logP > 1). Pro malé polarni molekuly by
byl vhodnym systémem HILIC (46).

Stale nejvice pouzivanym systémem je chromatografie na reverznich fazich a staciondrni
faze na bazi modifikovaného silikagelu (chemicky vazana stacionarni faze) (4). Vhodnost
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sorbentu je ur€ena selektivitou sorbentu a jejich porovnani 1ze provést experimentalné.
Nejcastéji pouzivanou fazi je C18 nebo C8. S ostatnimi modifikacemi (fenylova faze,
pentafluorofenyl, diolova faze, propylaminova faze) se v pripad¢ stabilitu indikujicich
metod pfili§ nesetkdvame.

Vhodny rozmér kolony souvisi s narocnosti separace a pozadovanou rychlosti analyzy.
Délka kolony a jeji vnitini primér ovlivituji rozliSeni, Sitku piku, mez stanovitelnosti a
tlakovy spad na kolong (46). Casto pouzivanou délkou kolony je kolona o délce 25 cm
nebo 15 cm. Kratsi kolony se pouzivaji méné, s délkou kolony se snizuje t¢innost kolony
a rozliSeni. Autofi praci se pfiklanéji k pouziti kolon o velikosti ¢astic 5 um, ziidka
dokonce i k 7 pm a 10 pm, nez ke kolondm s ¢asticemi 3 um, povrchové poréznim
¢asticim nebo monolitickym kolondm, ptestoze se snizujici se velikosti ¢astic dochazi
k nardstu ucinnosti systému. Kolony se sorbenty s ¢asticemi o velikosti méné nez 2 um
se pouzivaji pro UHPLC systém.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze autofi stabilitu indikujicich metod se pfili§ nepoustéji do
experimentovani se stacionarnimi fazemi a Casto vychdzeji z I€kopisnych metod. Tato
skute¢nost miize byt vysvétlena také tim, ze celd fada téchto metod je vyvijena pro béznou
analytickou praxi farmaceutickych firem (u kterych mize byt omezen vybér stacionarnich
fazi) a dlouhodobé pouziti pro kontrolu kvality. Z dlouhodobého pohledu jsou klasické
C18 stacionarni faze vyzkousené, robustni a dlouhodobé stabilni. I to mize byt diivod pro
jejich stale Siroké vyuziti (4) (18) (36).

Vybér mobilni faze

Volba vhodného sloZeni mobilni faze zavisi na typu analyzované latky a jejich fyzikalne-
chemickych vlastnostech, zvoleném typu detekce, chromatografickém moédu a zvolené
stacionarni fazi (46).

Pt1 vyvoji a optimalizaci stabilitu indikujici metody se diky své univerzalnosti pouziva
separace na reverznich fazich. Pti reverzni eluci je mobilni faze polarni a stacionarni faze
ma nepolarni charakter. Pfi reverzni eluci se jako mobilni faze pouzivaji organicka
rozpoustédla ve smési s vodou nebo pufrem o vhodném pH. Pfi spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii je zpravidla nutné pfidat do mobilni faze vhodné aditivum
(kyselina mravenci, octan amonny) z ditvodu podpory ionizace v iontovém zdroji.

Teplota termostati se zpravidla voli v rozmezi 25-35 °C. Pouzitim teploty lze upravit
selektivitu metody.

Pro pocatecni optimalizaci metody je vhodny delsi gradient. Na zakladé vysledkt se ziska
pohled na retencni vlastnosti substance a rozkladnych produktii a na selektivitu metody.
Postupné se pak méni sloZzeni mobilni faze, pH, pritok mobilni faze, teplota a profil
gradientu, nebo se zvoli izokratickd eluce. U latek iontové povahy se retence zvysi
potlacenim disociace. U organickych kyselin dojde k potlaceni disociace sniZenim
hodnoty pH na hodnotu 2-5 a u organickych bazi zvySenim na hodnotu pH 8-10 (46).
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Pro pocatecni fazi vyvoje se obvykle se doporucuje pouzit gradient s celkovou dobou
analyzy ne delsi, nez je 2,5nésobek retencniho Casu cilového analytu (35), Casto se
doporucuje doba analyzy ne del$i nez 15-20 minut (36). U gradientové eluce se upravuje
pocatecni koncentrace organické slozky mobilni faze, strmost gradientu a prubéh
gradientu. Izokraticka eluce je vyhodnéjsi z pohledu, Ze neni potieba ¢as pro reekvilibraci
kolony, na druhou stranu komplexni analyza substanci a jejich rozkladnych produktt
obvykle vyzaduje pravé gradientovou eluci umoziujici ,,nastavit* selektivitu podle
potieby. Casto se vyskytuje situace, kdy molekula substance ma nepolarni charakter a
predpokladané rozkladné produkty budou malé polarni molekuly, i z tohoto divodu je
vyhodnéjsi pouzit gradientovy zpusob eluce (4) (18) (37) (38) (46) (47).

Detekéni technika

Detektorem volby pro stabilitu indikujici metody jsou detektory UV, zejména detektor
diodového pole (PDA). Nicméné v dnesni dobé uz ani tento detektor neodpovida
nejvyssim pozadavkim a charakteru metod, které casto vyzaduji kombinaci kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci. Je dilezité, aby detekéni technika byla schopna
odhalit mozné koeluce latky s necCistotou, a aby odezva detekovanych latek byla
v linedrnim rozsahu detektoru (4) (18).

U analyz hodnocenych HPLC s UV detekci je nutnosti, aby molekula obsahovala ve své
struktufe chromofor. Pro ziskani potiebnych vysledkl je dalezitym bodem nastaveni
vhodné vinové délky pro hodnoceni. Pfi nizkych koncentracich necistot je vhodné
posunout vinovou délku detekce smérem k absorpénimu maximu necistot (46).

Pouziti univerzalnich detektori (CAD, ELSD, MS) je vhodné v ptipadech, Ze latka nebo
jeji necistoty neobsahuji chromofor. V ptipad¢ univerzalnich detektor na bazi aerosolu
(CAD, ELSD), je nutné pouzit t€kavou mobilni fazi. Nevyhodou je, Ze pifi pouZiti
gradientové eluce je potteba zapojit za kolonu dal$i pumpu z divodu kompenzace
mobilni faze, aby nedochazelo k falesn¢ vys§im odezvam detektoru v pribéhu eluce latek
(vyssi citlivost detekce je pii pouziti organickych rozpoustédel v mobilni fazi) (46). Pii
detekci hmotnostni spektrometrii je nutné pouzit t€kavou mobilni fazi upravenou pomoci
vhodné zvoleného aditiva (kyselina mravenci, octovd, amoniak, octan amonny).
Koncentrace aditiva byva nizsi nez pii UV detekci, aby se zabranilo neZddoucimu sniZeni
ionizace latky a citlivosti detekce soutéZenim o ziskany naboj mezi latkou a pouzitym
aditivem (46). Hmotnostni spektrometr je dilezitou volbou pii snaze o identifikaci
vzniklych rozkladnych produktti. U MS vSak mize nastat situace, kdy koelujici latka (at’
uz substance nebo vyznamna necistota, latka z matrice vzorku) potla¢i nebo naopak zesili
signdl odezvy (matricové efekty). U MS déle hrozi koeluce u diastereoizomerti. Pti
kvantifikaci pomoci MS je nejvhodnéjsi pouZit izotopicky znacené vnitini standardy. LC-
NMR neni piili§ pouzivanym spojenim, zejména z divodu vysS$i ndroCnosti na
koncentraci analyzovanych latek (necistot) (4) (18) (38).

38



3.3.5. Validace stabilitu indikujici metody

Tématikou validace analytickych metod se ve svych doporucenich zabyva ICH, EMA i
FDA (8) (25) (48). V Ceské republice je také platny pokyn SUKLu (11). Testu
zpusobilosti, ktery slouzi k ovéteni pfiméfené ucinnosti chromatografického systému je
vénovana kapitola v 1ékopisnych monografiich (13) (49).

Cilem validace je prokéazat pomoci experimentalnich dat a jejich hodnoceni, Ze analyticka
metoda je vhodna pro své zamyslené pouZiti.

Kompletni validaci stabilitu indikujici metody je vhodné provést slatkou nebo
ptipravkem definitivniho sloZeni a vyrobenych jiz neménnym technologickym postupem
a po dokonceni optimalizace stabilitu indikujici metody. Pokud byla validace provedena
na pripravku, u kterého byla provedena jest¢ zména at uz ve slozeni nebo
v technologickém postupu, je nutné provést revalidaci metody.

Jednotlivé autority se 1isi nejenom ve svych pozadavcich na parametry, které musi byt
soucasti validace, ale také i v hodnotich pozadovanych limiti a pojmenovani
jednotlivych parametrii. Jednotliva pracovisté si pfedem vypracuji vlastni plan validace
s definovanim jednotlivych parametri a s uvedenim vsech limitti pro hodnoceni. Tento
plan musi byt v souladu s pozadavky autorit.

Provedeni kompletni validace se musi dolozit u kazdé nové vyvinuté analytické metody.
Pti kazdé zméné vyrobniho postupu musi byt provedena revalidace analytické metody,
stejné tak pii zmeéné slozeni pripravku nebo pti zménénych pozadavcich na sledované
degradacni produkty. Rozsah revalidace je dan povahou zmén.

Zaznam o validaci (validaéni zprava) dokumentuje jednotlivé kroky provedeni a jejich
vysledky. Soucasti validacni zpravy je uvedeni analytického postupu, vcetné postupu
pripravy vzorkll a standardl, charakterizace analytické metody (u HPLC specifikace
analytické kolony, sloZeni mobilni faze, podminky detekce apod.) a uvedeni pouZitych
matematickych vzorct pro vypocet obsahu uc¢innych latek a hodnoceni necistot. Dalsi
kapitolou je test vhodnosti chromatografického systému. Posledni kapitolou je vlastni
validace, kterd zahrnuje parametry: piesnost (opakovatelnost, intermediarni ptesnost,
reprodukovatelnost), linearita, spravnost, selektivita, limit detekce a kvantifikace a
robustnost (11). U kazdého parametru je komentéi o tom, zda odpovida nebo neodpovida
stanovenym kritériim.

Definice jednotlivych parametrii a postupy jejich provedeni nejsou v habilitacni praci
uvedeny.
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ICH ve své smérnici Q2(R1) rozliSuje ¢tyfi typy analytickych postupti (25):

e test totoznosti

e kvantitativni hodnoceni obsahu necistot

e limitni testy pro kontrolu necistot

e kvantitativni hodnoceni obsahu ucinnych latek ve vzorcich 1éCivych latek a
ptipravkl nebo obsah jinych vybranych pfitomnych latek v 1é¢ivych ptipravcich.

ICH smérnice dale obsahuje ptehled, ve kterém uvadi, které parametry doporucuje
otestovat u jednotlivych postupti (Tabulka 4). Pro test totoznosti pozaduje pouze
prokézani selektivity metody a pro limitni test neCistot test prokazani selektivity a uvedeni
limitu detekce. Pro zbyvajici dva postupy pozaduje provedeni vétSiny validacnich
parametra (Tabulka 4).

Tabulka 4: Typy analytickych postupii a k nim doporucené dolozeni valida¢nich
parametr (25)

metoda . v zkouSKy  pro | ¢otoznosti
latky necistot netistoty

Parametr validace

Spravnost + + - -

Presnost

-Opakovatelnost | + + - -

—Ivntermedlérni . 4 i i

presnost

Selektivita + + + +

Limit detekce - - + -

Limit

kvantifikace ) ) )

Linearita + + - -

Rozsah + + - -

Z definice stabilitu indikujicich metod a z cilii hodnoceni necistot vyplyva, Ze klicovym
parametrem je selektivita. ICH definuje selektivitu jako schopnost metody jednoznacné
stanovit sledovany analyt v pfitomnosti ostatnich slozek, které mohou byt ve vzorku
pfitomny (napiiklad necistoty, pomocné latky). V ptipad¢ testl totoznosti se selektivita
vztahuje k ovéfeni identity analytu. Pfi hodnoceni necistot se tyka prokazani, Ze metoda
poskytuje ptesné vysledky obsahu necistot. U kvantitativnich metod zajistuje hodnoceni
parametru selektivita spravné vyjadieni obsahu analytu ve vzorku (25).

V ptipad¢ kvantitativniho stanoveni a hodnoceni necistot se selektivita doklada
predloZenim reprezentativnich chromatogrami (v pfipad€ chromatografie). U dvou velmi
blizko eluujicich latek, mize byt selektivita ukdzana pomoci faktoru rozliSeni. Pokud je
standard necistoty nebo pomocné latky k dispozici, 1ze selektivitu hodnotit pomoci

40



zamérného obohaceni (,,spikovani) vzorku Cisté substance nebo ptipravku na vhodné
zvolené koncentracni urovni tak, aby bylo mozné prokazat, ze stanoveni latky neni
pfitomnosti necistoty nebo pomocné latky ve vzorku ovlivnéno. Pokud neni k dispozici
standard necistoty, provadi se hodnoceni selektivity porovnanim vysledkll s jinou
metodou (naptiklad Iékopisnou).

Vhodnym parametrem pro prokazani selektivity metody je také testovani spektralni
Cistoty piku (,,peak purity”) (4). Spektralni Cistota piku je matematické vektorové
porovnéni rozdilti ve spektrech v jednotlivych ¢astech piku. Cistota piku se vyhodnocuje
porovnanim parametrd limit spektralni Cistoty (,,purity threshold) a spektralni Cistota
piku (,,purity angle). Pro pik spektralné Cisty musi byt hodnota purity angle < purity
threshold (50).

Dalsi moznosti hodnoceni je pomoci zdmérné zmény jednoho nebo nékolika parametrti
metody (slozeni mobilni faze, teplota, pH), které zméni selektivitu metody. Vysledek je
porovnan s ptuvodni metodou. Hodnoti se pocet necistot na zaznamech a procentudlni
plocha aktivni substance (37) (38).
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3.4. Analytické hodnoceni profilu necistot

Monitorovani profilu necistot je nezbytnou soucasti farmaceutického pramyslu a
technologie vyroby. I mal4d zména ve vyrobé, v dodavateli vychozich surovin, ve zptisobu
skladovani a podobné&, mlize ovlivnit profil necistot substance. Farmaceuticky technolog
musi znat chovani substance a dobfe védet, které necistoty pochézeji z vyroby a které
procesu sledovani a vytvofeni profilu necistot je zajiSténi bezpecnych, ucinnych a
kvalitnich 1é¢ivych ptipravki. Necistoty obsazené v 1éCivém piipravku mohou mit
negativni vliv na zdravi pacienta, nékteré mohou byt i toxické. V posledni dobé je
vénovana zvysena pozornost také genotoxickym necistotam.

Necdistota je definovana jako jakakoliv slozka nové 1éCivé substance, kterd neni
chemickou entitou definovana jako nova léciva substance (12). Rozkladné produkty
mohou byt povazovany za podskupinu necistot (kapitola Definice pojmu).

Necistoty mohou vznikat v riznych fazich vyroby a mohou byt rizného pivodu.
Kontrolu vyskytu necistot je potieba provadét po celou dobu vyvoje a vyroby. Necistoty
pochazejici z vyrobniho procesu (meziprodukty reakci nebo vedlejsi produkty reakci), se
mohou stat zdrojem dalSich necistot v kone¢ném piipravku a substanci. DalSimi zdroji
necistot mohou byt latky ucastnici se syntézy (zbytkova rozpoustédla), pomocné latky
1é¢ivého pripravku a obaly (51).

Ve fazich vyvoje nelze ani opomenout existenci substanci ve vice nez jedné pevné forme
(napfiklad polymorfni a amorfni krystaly). Jednotlivé pevné formy léciv mohou
vykazovat vyrazné odliSné fyzikdlni a chemické vlastnosti, vcetné barvy, stability,
rozpustnosti, sypkosti, a biologické dostupnosti (52). Charakterizace téchto forem se
provadi spektralnimi metodami (IR, NMR, Ramanova spektroskopie, opticka
mikroskopie) (52).

V minulosti byla vétSina syntetickych chiralnich latek vyrdbéna ve formé racemati.
Obvykle vsak pouze jeden izomer vykazuje terapeutické ucinky a druhy muze vést ke
vzniku rozdilnych metabolitli a neZadoucich vedlejSich G€inki. V soucasné dobé roste
pocet substanci syntetizovanych ve formé cistych enantiomert. U téchto latek se
nezadouci enantiomery fadi mezi necistoty a jejich vyskyt by mél byt monitorovan (44)
(53).

Ve vyctu nelze opomenout necistoty pochdzejici z vlastni substance, vznikajici v prubehu
jejiho skladovani, tedy rozkladné produkty.

Vzdy je potieba diskutovat piivod necistoty — zda pochdzi ze syntézy nebo zda se jedna o
rozkladny produkt, necistotu pochazejici z pomocnych latek a obalu v 1é¢ivém piipravku,
1 kdyz hranice neni vzdy upln¢ ostrd. Znat ptivod necistoty je dulezité k tomu, abychom
mohli jeji vyskyt v substanci nebo piipravku minimalizovat. V kone¢ném piipravku je
nutné hodnotit rozkladné produkty nebo dolozit, ze k rozkladu nedochazi (stresové testy).
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Vytvoteni profilu necistot je komplexni problematika zahrnujici celou fadu krokt a
otazek, které musi byt v pribéhu tvoteni profilu zodpovézeny. Vytvoreni profilu necistot
zahrnuje detekci, vyhodnoceni struktury a kvantitativni hodnoceni organickych a
anorganickych necistot, véetné¢ rozkladnych produkti a zbytkovych rozpoustédel
v substanci a ptipravku (44).

V nésledujicim textu je pozornost vénovana zejména organickym necistotam s dirazem
na rozkladné produkty.

ICH, EMA a FDA podavaji ve svych smérnicich zakladni pokyny pro sledovani profilu
necistot v analyzovanych latkach a pfipravcich. Hodnocenim necistot v léCivych
ptipravcich se podrobné zabyvaji ICH smérnice: Impurities in New Drug Substances
Q3A(R2) (12), Impurities in New Drug Products Q3B(R2) (14), Impurities: Guideline for
Residual Solvents Q3C(R6) (54) a Guideline for Elemental Impurities Q3D (55). ICH
smérnice tedy slouzi jako vychozi podklady pfi ptipravé registraéni dokumentace v ¢asti
tykajici se pfitomnosti necistot v nové 1éCivé latce nebo 1éCivém piipravku, jejich
kvalifikace a kvantitativniho hodnoceni. CL 2017 (13), Ph. Eur. 9 (49) a USP 41 (56) se
také zabyvaji tématikou hodnoceni necistot.

Smérnice ICH diskutuji pfitomnost necistot z chemického hlediska a z hlediska
bezpecnosti. U 1é¢ivé latky zahrnuji rozdé€leni necistot a jejich charakterizaci, pravidla
uvadéni necistot ve specifikacich a také podminky pro pouzité analytické metodiky (12).
Smérnice ICH Q3B(R2) se zabyva pouze necistotami v nové 1écivé latce, které jsou
klasifikovany jako rozkladné produkty uc¢inné latky nebo reakéni produkty ucinné latky
s pomocnymi latkami nebo s obalovym materidlem. Obecné plati, Ze necistoty pritomné
v nové 1éCivé latce nemusi byt monitorovany v 1é¢ivém piipravku, pokud nejsou takeé
rozkladnymi produkty (14).

ICH smérnice Q3B(R2) uvadi, Ze analytick¢ metody pro hodnoceni necistot maji byt
validované a vhodné pro detekci a kvantitativni hodnoceni rozkladnych produkta.
Metody by mély byt selektivni zejména smérem k specifikovanym a nespecifikovanym
necistotam. Pokud jsou na zdznamech jiné piky neZ piky rozkladnych produkti (naptiklad
latky ze syntézy substance), maji byt tyto piky oznaceny a jejich pivod ma byt diskutovan
ve valida¢ni dokumentaci (12).

Smérnice také predepisuji limity a opatfeni pro uvadéni necistot, pro jejich identifikaci a
kvalifikaci. Hodnoty jednotlivych prahli pro necistoty v 1éCivé latce jsou uvedeny v
tabulce 5.

Hodnoty jednotlivych prahii pro rozkladné produkty pozadovanych smérnici jsou
uvedeny v tabulce 6. Pro neobvykle toxické latky je vhodné stanovit nizsi prah.
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Tabulka 5: Meze uvadéni, identifikace a kvalifikace organickych necistot v 1éCivych

latkach (12) (13)
Pouziti Maximalni Mez uvadéni Mez Mez kvalifikace
denni davka identifikace
Pro humanni a <2gzaden >0,05% > 0,10% nebo > 0,15% nebo
veterinarni denni piijem > denni piijem >
pouziti 1,0 mg (podle 1,0 mg (podle
toho, co je niz§i) | toho, co je nizsi)
> 2g za den > 0,03% > 0,05% > 0,05%
Pro veterinarni neuvedeno >0,10% >0,20% >0,50%

pouZziti

Tabulka 6: Hodnoty jednotlivych praht pro rozkladné produkty pozadované smérnici

Q3B(R2) (14)
Maximalni Mez uvadéni Mez identifikace Mez kvalifikace
denni davka
<lg 0,1%
>l g 0,05%
<1 mg 1,0% nebo 5 pg TDI
1 mg— 10 mg 0,5% nebo 20 ug TDI
<10 mg 1,0% nebo 50 ug TDI
0,5% nebo 200 pg
10 mg — 100 mg TDI
>10mg—-2g 0,2% nebo 2 mg TDI
>2g 0,10% 0,15%
Meze rozkladnych produktt jsou vyjadieny bud’ jako % lécivé latky nebo jako TDI
(total daily intake = celkovy denni piijem) rozkladného produktu.

Pokud lékopisna monografie obsahuje ¢lanek o substanci, ktery zahrnuje 1 rozkladné

produkty s vhodnymi limity, provede se hodnoceni podle odpovidajiciho c¢lanku.

Nicméné otazkou zlstava, zda lékopisné clanky vzdy pouzivaji stabilitu indikujici

metodu, zda obsahnou vSechny relevantni necistoty a zda jsou dostatecné selektivni pro

potencialni rozkladné produkty. Smérnice ICH Q7A uvadi, Ze 1 piestoze je o latce

1ékopisny clanek, musi byt vhodnost metody ovétrena (43).
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Jisté je, Ze vSechny substance a pfipravky, at’ uz originalni nebo generické, musi byt
kontrolovany z divodu vyskytu necistot po celou dobu jejich ,.existence™. Tedy od
vyroby, ptes prepravu, distribuci, skladovani az k podani pacientovi. V celém prabéhu je
cilem ziskani co nejvice informaci o moznych necistotach s dirazem na vyskyt
rozkladnych produktd. Tyto informace zahrnuji (21):

e popis jak necistoty vznikaji

e za jakych katalytickych podminek

e v jakém rozsahu necistota za danych podminek vznika

e informace o bezpecnosti necistot

e které znecistot a vjakém rozsahu jsou tvofeny béhem zrychlenych a
dlouhodobych stabilitnich studii

e které necistoty jsou kliCové, vyzadujici zvySenou pozornost

e specifikace kontrolnich limit ve finalnim produktu

e upfesnéni vhodné 1€kové formy, baleni a informace o oznaceni.

Dulezitym aspektem je ziskani co nejvice informaci nejenom o fyzikdlné chemickych
vlastnostech latky, zahrnujici naptiklad pKa, log P, rozpustnost v nékterych
rozpoustédlech, ale také informace o metodach stanoveni a hodnoceni latky. Podrobna
reSerSe odborné literatury usnadni pocatky experimentil. Na zdklad¢ chemické struktury
a zejména na zaklad¢ ptritomnosti nékterych funkénich skupin je mozné predpoveédét
mozné rozkladné mechanismy a mozné rozkladné produkty (21). Funkéni skupiny
podléhajici hydrolyze jsou naptiklad amidy, estery, laktony. Thioly a thioetery podléhaji
oxidaci (35).

Pokud bylo zjisténo, Ze mize vzniknout vice rozkladnych produktl, je nutné zvazit, zda
je potebné zahrnovat do hodnoceni vSechny produkty. ICH uvadi, Ze neni nutné hodnotit
produkty, které nevznikaji béhem zrychlenych a dlouhodobych stabilitnich studii (6).

3.4.1. Kinetika rozkladnych reakci

Faktori, které mohou ovlivnit kinetiku rozkladnych reakci, je celd fada (druh
rozpoustédla, koncentrace substance, teplota, pH, pfitomnost katalyzator(). VétSina
rozkladnych reakci probih4 podle kinetiky nultého, prvniho nebo pseudoprvniho fadu
(51). Sreakcemi pseudoprvniho fadu se setkdvame pii rozkladnych reakcich casto.
Naptiklad pfi hydrolyze je voda ve velkém nadbytku a rychlost reakce tak zavisi pouze
na koncentraci sledované substance.
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3.4.2. Kontrola necistot v latkach pro farmaceutické pouziti

Cesky lékopis CL 2017 a Evropsky lékopis Ph. Eur. 9.0 vénuji neistotdm kapitolu s
nazvem ,,Kontrola necistot v latkach pro farmaceutické pouziti“ (13) (49) s cilem
zajistit dostateCnou kontrolu necistot. Pozadavky tykajici se hodnoceni necistot jsou
uvedeny piimo ve specialnich ¢lancich (monografiich latek) a také v obecném c¢lanku
Latky pro farmaceutické pouziti (,,Corpora ad usum pharmaceuticum, Substances for
Pharmaceutical use®) (13) (49).

Obecny ¢lanek definuje latky pro farmaceutické pouziti jako jakékoliv organické nebo
anorganické latky, které se pouzivaji jako 1é¢ivé latky nebo pomocné latky pro vyroby
1é¢ivych ptipravki pro humanni nebo veterinarni pouziti. Mohou se ziskavat z pfirodnich
zdroji nebo mohou byt vyrdbény extrakci z vychozich materialti, fermentaci nebo
syntézou. Vyroba latek musi probihat za podminek spravné vyrobni praxe. Obecny ¢lanek
dale rozebira potiebu kvalifikace, identifikace a uvadéni organickych necistot, které se
vyskytuji v 1é¢ivych latkach.

Organické necistoty v 1é¢ivych latkach se musi uvadét, identifikovat, kdykoliv je to
mozné a pti prekroceni limith i kvalifikovat (Tabulka 5). Pokud se pro latku vyvine novy
vyrobni postup nebo se provede zména v zavedeném vyrobnim postupu a tyto zmény
vedou k vyskytu nové necistoty, musi se vyvinout zkouska, ktera se zahrne do specifikace
latky.

Jednotlivé ¢lanky vyjmenovavaji necistoty a soubor zkousek pro jejich hodnoceni v ramci
odstavce ,,PFibuzné latky“ (soucasti Zkousek na Ccistotu) a ,,Nelistoty*. Odstavec
Ptibuzné latky uvadi analyticky postup a piedepisuje kritéria ptijatelnosti pro hodnoceni
necistot véetné uvedenych limitil. V ¢asti neCistoty jsou jmenovité vypsané specifikované
necistoty a uvedena pravidla pro hodnoceni jinych detekovatelnych necistot, zpravidla
s odkazem na obecny ¢lanek Latky pro farmaceutické pouziti. Tyto zkousky jsou urené
ke stanoveni organickych a anorganickych necistot, které jsou zavazné z pohledu ptivodu
1é¢ivych latek v registrovanych lécivych piripraveich. Kontrola zbytkovych rozpoustédel
se provadi podle obecného ¢lanku Corpora ad usum pharmaceuticum a obecné stati
,»Zbytkova rozpoustédla®.

Necistoty, které se vyskytuji nad mezi identifikace, maji byt identifikovany (kdekoliv je
to mozné) a necistoty, které se vyskytuji nad mezi kvalifikace (mezni hodnotou pro
kvalifikaci), maji byt kvalifikovany, neni-li zdiivodnéno jinak.

Clanek se zkouskou na p¥ibuzné latky zaloZenou na kvantitativnim postupu (naptiklad
kapalinové chromatografii, plynové chromatografii a kapilarni elektroforéze) poskytuje
odpovidajici kontrolu necistot v latce, jestliZze ne€istoty pfitomné v mnozstvi nad platnou
mezi identifikace (mezni hodnotou pro identifikaci) jsou uvedeny v odstavci Necistoty
jako Specifikované necistoty. Nej€astéji pouzivanou technikou pro hodnoceni pfibuznych
latek je HPLC. Necistoty jsou hodnoceny metodou vnéjSiho standardu nebo metodou
normalizace. Pii metod¢ vnéjSiho standardu se koncentrace stanovované slozky urc¢i
porovnanim odezvy namétené pro zkouseny roztok a odpovidajici odezvy porovnavaciho
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roztoku (zfedény roztok zkouSené latky). Pii metodé normalizace se obsah necistot
v procentech vypocita stanovenim plochy dané necistoty jako procenta celkové plochy
vSech pikt, s vyjimkou pikt rozpoustédel, zkoumadel nebo matrice vzorki a pikd, jejichz
plocha je rovna nebo nizsi limitu zanedbatelnosti. Pokud je u metod pouzivan pro
porovnani ziedény roztok zkousené latky, jsou odezvy piibuznych latek podobné odezve
ucinné latky (odezvovy faktor 0,8 az 1,2.), jinak jsou uvedeny v textu korekéni faktory
(ptevracend hodnota odezvového faktoru). Odezvovy faktor je pomérna hodnota, ktera je
rovna odezvé jedné latky vztazené k odezvé stejného mnozstvi jiné latky za podminek
popsanych ve zkousce.

Identifikace necistot se provadi za pouziti referencni latky, typického chromatogramu
nebo relativni retence.

Odstavec ,,Necistoty* v ¢lanku analyzované latky, obsahuje necistoty specifikované nebo
1jiné detekovatelné necistoty, které jsou obvykle organické a o kterych je znamo, Ze jsou
detekovatelné zkousSkami predepsanymi v ¢lanku. Sam I€kopis uvadi, ze informace o
necistotach vychazeji z informaci dostupnych v dobé vypracovani nebo revize ¢lanku a
zZe tyto informace nemusi byt vyCerpavajici. Jestlize latka obsahuje jiné necistoty nez ty,
které jsou uvedeny v odstavci Necistoty, musi se ovéfit, ze tyto necistoty jsou
detekovatelné metodou popsanou v ¢lanku, jinak se musi vyvinout nova metoda a pozadat
o revizi ¢lanku. V zévislosti na zjist€éném obsahu a navrhovanych limitech se musi zvazit
identifikace a/nebo kvalifikace téchto necistot.

V obecném clanku Latky pro farmaceutické pouziti se hovoti o limitu zanedbatelnosti
obecné 0,05%. Pro stanoveni obsahu necistoty 1ze zvolit také pfisluSnou referen¢ni latku
dané necistoty (CRL) (13).

Rozhodnuti o provedeni nebo neprovedeni stabilitnich studii pro latky s lékopisnou
monografii s obsahem necistot, je potieba dobie zvazit. Necistoty v 1ékopisnych Clancich
mohou byt nevyhovujici sou¢asnym pozadavkiim na kvalitu 1é¢ivych ptipravki. Nékteré
necistoty jsou zde uvedeny spise jen z historického hlediska a v substancich se jiz témét
nevyskytuji anebo naopak ¢asto v seznamu chybi nékteré nové informace.

Americky 1ékopis USP 41 se také ve svych statich vénuje necistotdm (Impurities in Drug
Substances and Drug Products, Organic Impurities in Drug Substances and Drug
Products), pozadavklim na jejich hodnoceni, rozdéleni, limitim a lékopis obsahuje 1
kapitolu s tématikou stability (56).
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3.4.3. Specifikace

Ve Specifikaci nové 1éCivé latky by mél byt uveden seznam nalezenych necistot. Pro
predpoklad vyskytu téchto necistot se pouzivaji data ze stabilitni studie, chemickych
vyvojovych studii a z rutinni analyzy ptedeslych Sarzi. Méla by byt uvedena kritéria
ptijatelnosti pro nedefinované necistoty a také pro celkovou sumu necistot (9) (12).

Specifikace nové ucinné latky by tedy méla zahrnovat (12):

e organické necistoty

e kazdou definovanou znamou necistotu

e kazdou definovanou neznamou necistotu
e jakoukoliv nedefinovanou necistotu

e celkovou sumu necistot

e anorganické necistoty a zbytkova rozpoustédla.

Specifikace nového 1é¢ivého piipravku by méla zahrnovat seznam rozkladnych produkti,
u kterych se ocekdva, Ze se objevi béhem vyrobniho procesu a za doporucenych
skladovacich podminek. Kritérium pfijatelnosti pro dany rozkladny produkt by mélo byt
stanoveno s ohledem na kritéria pfijatelnosti, ktera plati pro 1é¢ivou latku, na hladinu
kvalifikace rozkladného produktu a na nartst jeho koncentraci béhem stabilitnich studii
a také na navrhovanou pouzitelnost a skladovaci podminky nového 1é¢ivého ptipravku

9) (14).
Specifikace nového piipravku by mély zahrnovat (14):

e kazdy definovany znamy rozkladny produkt

e kazdy definovany neznamy rozkladny produkt

e jakykoliv nedefinovany rozkladny produkt s akcepta¢nim kritériem
e celkovou sumu ptitomnych rozkladnych produktu.

Necistoty mohou byt jiz se zndmou strukturou (definované), pak je stanoveni jejich
obsahu jednodussi, anebo nedefinované, kdy proces zjisténi jejich struktury a nasledna
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3.4.4. Stanoveni definovanych necistot

Stanoveni definovanych necistot je jednodussi proto, Ze zpravidla jsou k dispozici i
standardy necistot. Cilem je vyvinout analytickou metodu s vyhovujici selektivitou,
spravnosti a presnosti (44). Nasledujici kapitola bude vénovana kratkému shrnuti
nejcasteji pouzivanych instrumentalnich technik pro stanoveni definovanych necistot.

Stale nejpouzivangjsi technikou je HPLC a kolony se sorbentem C18. V poslednich letech
byly konven¢ni kolony s naplni Sum postupné nahrazovany kolonami s mensi velikosti
¢asti (sub-2 um kolony) a technikou UHPLC, s cilem zvysit citlivost stanoveni a zaroven
zkratit ¢as analyzy. DalSim trendem poslednich let je vyuziti kolon s povrchoveé
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poréznimi ¢asticemi. UV detekce neni detekci univerzalni a neni vhodna pro stanoveni
nékterych latek. Pro stanoveni necistot 1ze zvolit univerzalni detektory typu ELSD a
CAD. Nejvice zastoupenou metodou je spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii,
zejména z diivodu vysoké citlivosti a selektivity.

Nekteti autofi vyuzivaji metodu HILIC (pro stanoveni latek vice polarnich a malych
molekul). Nelze opomenout ani SFC, jejiz podil po zavedeni modernich piistroji nartista
zejména v analyze chirdlnich a nepolarnich necistot. Pfi pouziti nepolarniho oxidu
uhli¢itého a vhodnych modifikatori mé SFC blizko k chromatografii na normalnich
fazich a je tak komplementarni k HPLC na reverznich fazich. Propojeni tohoto typu
chromatografické separace s vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometrem
predstavuje velmi rychly a i¢inny nastroj pro analyzu vzorkt (57).

Vyuziti GC je omezeno (ve farmacii) na malé a t€kavé slouceniny. Zpravidla se vyuziva
spojeni GC-MS. Kapilarni elektroforéza mé zastoupeni naptiklad v analyze nékterych
biolé¢iv charakteru proteint (44).

3.4.5. Urceni struktury pravdépodobnych necistot

Urceni struktury doposud neznamych necistot je zdlouhavy proces vyzadujici pouziti
vhodnych, dostate¢né selektivnich separacnich a citlivych detekénich technik. Pro
identifikaci separovanych necistot 1ze zvolit konvencni zptsob jejich izolace a nasledné
identifikace spektralnimi metodami (MS, NMR, IR). Tento postup je vSak Casto ¢asove
naroény a je potfebné izolovat dostatecné mnozstvi rozkladnych produkti (35).
Infracervend spektrometrie se pouziva pro potvrzeni struktury po izolaci necistot a jejich
NMR analyze (44). Vyuziti NMR spektroskopie je zejména ve zjiSténi chemickeé
struktury necistot pfevdzné organického plivodu. Ve srovndni s jinymi analytickymi

vzorku. Méfeni je vSak nedestruktivni a vzorek je mozné po analyze dale pouZit.

Vyhodnéjsi je pouziti tandemovych technik (LC-MS, LC-NMR), kde probiha separace a
identifikace ,,v jednom kroku* (35).

Pfi pouziti tandemové hmotnostni spektrometrie je pro zacatek potteba pouZit ptistup
necilené analyzy, kdy jsou zaznamenéavand celkova spektra (TIC — total ion current) a
zaznamy jsou poté extrahovany pomoci vybranych iontovych chromatogrami. Pro
potvrzeni identity se nékdy pouziva zékladni sken v Gzkém rozmezi hodnot (46). Nejvice
pouzivané v analyze necistot jsou ionizacni techniky elektrosprej (ESI) nebo chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a priletovy analyzator (TOF) nebo Orbitrap
jako analyzatory. Pro pfesné urceni hmoty necistot je vhodné pouzit spektrometry
s vysokym rozliSenim. Dilezité je peclivé nastavit podminky pro méfeni hmotnostniho
spektrometru s ohledem na ionizaci substance a necistot, ziskani optimélniho signélu a
tim také citlivosti. Nutné je pocitat s tim, Ze se mohou vyskytnout problémy s nalezenim
molekularniho iontu, pfipadnych aduktd, produktovych iontl, mohou chybét
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charakteristické fragmentové ionty, naopak se mohou objevit necekané fragmenty. Pfi
interpretaci spekter se musi brat v uvahu vsechna zakladni pravidla interpetace spekter
(dusikové pravidlo, moznost tvorby aduktl v souvislosti s pouzitou mobilni fazi a
obsahem soli ve vzorku, ovéfit, zda pozorované ionty patii do spektra daného piku a zda
nepochézi naptiklad z Sumu, nebo pamétového efektu predchozich pikl, vzit v ivahu
kontaminaci zdroje, a podobn¢) (58). Nutnosti je vzit v tvahu strukturu latky a zamyslet
se nad moznymi rozkladnymi mechanismy a poté pienést tyto informace i na mozné
fragmentacéni chovani urcitych funkénich skupin v rdmei hmotnostnich spekter.

Identifikace necistot by méla byt podpofena rozkladnymi mechanismy s vysvétlenim,
jakou reakci ke vzniku rozkladného produktu doslo (21). Po navrzeni struktury necistoty
by mélo byt provedeno shrnuti vSech ziskanych informaci vcetné informaci o ptivodu
vzorku, dat ziskanych UV spekter zméfenych PDA detektorem a zdznamt dalSich
analytickych technik. Uréeni struktury (identifikace) jednotlivych necistot lze také
provést porovnanim s komer¢n¢ dostupnym nebo syntetizovanym standardem, kter¢ byly
zakoupeny nebo pripraveny na zakladé predikce struktury necistoty (21). To znamena, Ze
v optimalnim ptipadé by se porovnala hmotnostni spektra a reten¢niho chovani
pripraveného standardu pravdépodobné struktury se spektry nezndmé necistoty métené
za identickych podminek, a tim by se potvrdila identita sledované necistoty (58).

Stanoveni obsahu necistot se v idedlnim piipad¢ provadi porovnanim se standardem
necistoty, pokud je dostupny. Nebo 1ze vztahovat obsah necistoty k piku substance, pokud
maji podobné odezvové faktory. V opacném ptipadé€, lze tento piistup také zvolit, ale
soucasn¢ se zavedenim korekcnich faktori (12). Po vyCerpani vyse uvedenych mozZnosti
vSak zlstanou stale nékteré necistoty neidentifikované.

Neékteré rozkladné produkty mohou byt, na rozdil od vlastni latky, t€kavé nebo nemaji ve
své struktuie chromofory. I ztoho divodu tada farmaceutickych firem doporucuje
hodnoceni parametru hmotnostni bilance, 1 kdyZ tento parametr autority ¢asto opomijeji
(21). Nemén¢ dulezita je uvaha nad moznym vznikem izomert (17).

Podrobnéji jsou vyhody a nevyhody jednotlivych metod, moderni trendy jednotlivych
technik, moznosti a limity jejich vyuZiti popsané v fadé odbornych praci — napiiklad
v knize ,,Handbook of Isolation and Characterization of Impurities in Pharmaceuticals*
(51) nebo v piehledovych ¢lancich ,,Critical review of reports on impurity and
degradation product profiling in the last decade” (44) a ,,Analytical advances in
pharmaceutical impurity profiling* (59).

RozliSeni

Pfi hodnoceni necistot je hlavnim cilem vyhovujici separace (rozdé€leni) necistot od
sledované substance. Nejpouzivanéj§im parametrem pro vyjadieni kvality rozdéleni dvou
sousedicich elu¢nich kiivek je rozliSeni. Jestlize neni necistota zcela oddélena od
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analyzované latky, lze pouzit pomér vysky piku k sedlu jako kritérium pro zptsobilost
zvoleného systému k rozdéleni latek (13).

Hmotnostni bilance

Pti hodnoceni vzniklych necistot ze substance je vhodné sledovat také hmotnostni bilanci
(souvislost stanoveni rozkladnych produkti a stanoveni substance). Hmotnostni bilance
je ve své podstaté vyuziti zdkona zachovani hmotnosti. Spravnym hodnocenim
hmotnostni bilance lze také potvrdit selektivitu vyvinuté metody a prokdzat, ze mnozstvi
nalezenych rozkladnych produkti odpovida poklesu obsahu ucinné latky (60).

ICH popisuje hmotnostni bilanci (,,mass balance®) jako hodnoceni spojeni hodnot
stanoveni obsahu latky a hladin rozkladnych produktd (25). Tato definice je zdanlivé
jednoducha. V pokynu SUKLu Reg-83 je uvedeno, Ze vyhodnoceni stability by se mélo
tykat nejenom latky, ale také rozkladnych produktd. Kde je to vhodné, méla by byt
pozornost vénovana posouzeni hmotnostni bilance (5). Dulezité je hodnotit hmotnostni
bilanci spravné. Jak spravné stanovit hmotnostni bilanci je vSak diskutabilni (60). Pro
vypocet bilance Ize pouzit molekulovou hmotnost, hodnoty vyjadiené v jednotkach
hmotnosti (gramy) anebo plochu piku na chromatogramu.

Stanoveni hodnoty hmotnostni bilance mize byt problematické z né€kolika divodi:
rozkladné produkty mohou mit nizsi odezvu pti UV detekci z diivodu napiiklad ztraty
chromoforu, rozkladné produkty maji rozdilné odezvové faktory, mohou vznikat t€kavé
rozkladné produkty, mohou se vyskytnout problémy s eluci a retenci rozkladnych
produktii. Pokud jsou k dispozici standardy rozkladnych produkti, k podobnym
problémiim nedochdzi. Toto vSak Casto neni mozné (35) (42). Pii nizkém rozkladu
substance, kdy obsah rozkladnych produktd je 1-3%, je obtizné hodnotit hmotnostni
bilanci 1 proto, Ze se musi poc€itat s chybou méfeni danou vlastni analytickou metodou
a relativni smérodatnou odchylkou vysledki (42).

3.4.6. Necistoty biologickych a biotechnologickych 1é¢iv

U biologickych 1€€iv je problematika sledovani vyskytu necistot slozit&si. Na rozdil od
syntetickych malych molekul, jsou biotechnologicka 1é¢iva vyrabéna pomoci Zivych,
Casto geneticky modifikovanych bunénych a specidlnich tkanovych kultur.
Standardizace vyrobniho procesu je jen velmi obtizné zajistitelnd. Zdrojem znecisténi
mohou byt chemikalie, ale také antibiotika pouzita v pribéhu vyrobniho procesu.
Provedené testy musi potvrdit vyslednou neptitomnost jakychkoliv necistot (39) (61).

3.4.7. Genotoxické necistoty

Stale vétsi diraz je kladen na kontrolu obsahu potencidlné genotoxickych necistot
v léCivych latkach. Problematika genotoxicity zasahuje vSechna odvétvi vyzkumu a
primyslu, kterd naklddaji s novymi latkami, zvlast€¢ pak z oblasti nanomaterili.
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Genotoxicita je schopnost latky (at’ uz pfirozené se vyskytujici nebo syntetické)
zptisobovat poSkozeni genetické informace uvnitt buniky. Genotoxické latky jsou schopny
uvnitf buniky interagovat a poskozovat genom. Tento zasah do DNA mize vést k
mutacim, které nasledné podporuji karcinogenezi, pfipadné¢ mohou dat zaklad vyvoji
vrozenych vyvojovych vad (62).

Tématice genotoxickych necistot se vénuji i smérnice ICH: ICH M7(R1) (63) a ICH
S2(R1) (64) se zminkou i1 ve smérnicich Q3A(R2) (12) a Q3B(R2) (14). Smérnice ICH
M7(R1) se tyka doporuceni pro ptedpovédéni a nasledné zjisténi moznych genotoxickych
vlastnosti necistot v 1é¢ivych latkach a ptipraveich béhem celého procesu vyroby i po
uvedeni ptipravku na trh (63). Necistoty by mély byt testovany na toxicitu pii prekroceni
identifikacnich a kvalifika¢nich mezi (12). Testovani genotoxicity je ¢asoveé i financné
naroc¢né, pozornost védcl se orientuje k vytvoreni efektivniho nastroje pro sledovani
genotoxicity. V soucasné dobé je nejrozsifenéjsim experimentalnim testem pro vySetteni
genotoxicity Amesiv test. Jedna se o relativné znamou, rychlou a citlivou in vitro metodu
vyvinutou pro zjisténi, zda studovana latka mé potencial ptisobit poskozeni DNA.

U potencialnich ¢i jistych genotoxickych necistot se pak stanovuji prahové limitni
koncentrace TTC (toxikologicky prah, Treshold of Toxicological Concern). Podle denni
davky latky a také doby expozice latce se stanovuji limity na maximalni mnozstvi
genotoxinu, které mulze potencidlné zapfiCinit vznik rakoviny s pravdépodobnosti
1/100000. Tento limit je 1,5 pg/den (63). Existuji i programy, podle kterych Ize
genotoxickou latku odhadnout (DEREK, TOPKAT) (65). Funkéni skupiny, u kterych
hrozi nejvétsi riziko genotoxicity, jsou: aldehydy, aromatické aminy/hydroxylaminy,
epoxidy a polyaromatické uhlovodiky, a a,B-nenasycené karbonylové slouceniny (65).
Reakce, které nejcastéji vedou ke vzniku téchto necistot, jsou hydrolyza a oxidace.

Pti analyze genotoxickych necistot, je potfeba dosahovat detekénich limiti v hodnotach
ppm, metodou volby je kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(65).

3.4.8. Enantiomerni ¢istota substanci

Pro enantiomerni necistoty neplati pokyn ICH Q3A(R2) (12). Naopak ve smérnici ICH
Q6A (15) je uvedeno, Ze se k tomuto typu necistot ma pfistupovat stejné jako k ostatnim
organickym necistotdm, véetn¢ dodrzeni vSech limitd, pokud tomu nebrani technicka
omezeni. Pokud je latka pouzivana jako ¢isty enantiomer, pouzité metody by mély byt
schopny rozlisit oba enantiomery a také tyto latky hodnotit. Pro hodnoceni Ize pouZit i
achirdlni metodu, pokud bylo prokdzano, ze k tvorbé druhého enantiomeru nedochazi

(15).

Diive hojné zastoupené polarimetrické metody dnes jiz nevyhovuji pozadavkiim na
hodnoceni necistot. Pii pouziti enantioselektivnich metod HPLC a CE Ize kontrolovat
enantiomerni Cistotu substanci na pozadovanych hladinach. U metod se postupuje bud’
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tak, ze se pouzije chiralni stacionarni faze (u HPLC zejména v normalnim uspofadani),
anebo se pracuje v achirdlnim systému a pouzije se derivatizace chiralnim ¢inidlem (53).
Dalsi z modernich moznosti chirdlniho hodnoceni substanci je vyuziti SFC. Pouziti SFC
se stava dokonce metodou volby. Vyhodou je rychlost separace a vyssi ucinnost a také
moznost vyuziti SEC v preparativnim méfitku. Casto pouzivané stacionarni fize jsou na
bazi polysacharidi (derivaty celulozy a amyldzy) (57).

53



3.5. Pokrocilé oxidacni procesy

Léciva latka se miize v nezmeénéné podobé vyloucit moci a stolici z organizmu a dostat
se pres Cisticky odpadnich vod do povrchovych nebo podzemnich vod, nebo u
veterinarnich 1é¢iv do piidy (hnojenim) a do sedimentu. Latka se dostane do Zivotniho
prostiedi také nespravnou manipulaci s 1é¢ivym ptipravkem nebo latkou. Lécivé latky se
ve vodach vyskytuji na velmi nizkych koncentra¢nich hladinidch a hovoii se o tzv.
mikropolutantech. V soucasné dobé se neustdle zptisnuje legislativa a roste pozornost
vénovana problematice mikro znecisténi povrchovych vod, ale také pitné vody (66).

Ulohou analytické chemie je vyvijet a optimalizovat analytické metody pro stanoveni
obsahu rezidui 1é¢ivych latek ve vodach a dalSich slozkach zivotniho prostfedi. Tyto
metody musi byt dostatecné citlivé a také musi obsédhnout Siroké spektrum moznych
kontaminanti. Mezi metody volby patii opét kapalinova chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (67).

Metody efektivniho odstraiiovani 1é¢ivych latek z vod se teprve postupné rozvijeji, mezi
efektivni metody by mohla patfit membranova filtrace nebo oxidacni procesy. Praveé
pokrocilé oxidacni procesy (Advanced Oxidation Process, AOP) pfedstavuji vhodnou
alternativu k sanaci podzemnich a povrchovych vod.

Principem AOP je neselektivni oxidace hydroxylovymi radikaly. Hydroxylovy radikal
je castice s pomérné nizkou Zivotnosti, avSak s extrémné vysokou reaktivitou. Cilem
provedeni je v idealnim pfipadé¢ celkovd mineralizace organického polutantu na
anorganické slouceniny (oxid uhli¢ity, voda). Hydroxylové radikély reaguji s jakoukoliv
slouc¢eninou schopnou oxidace (66). Atak hydroxylového radikalu mize byt doprovazen
prenosem protonu, kdy se z napadené organické molekuly stava organicky radikal, ktery
dale reaguje s kyslikem za vzniku peroxoradikalu. Nasledu;ji fetézové reakce vedouci az
ke vzniku anorganickych sloucenin. V zavislosti na struktufe organické molekuly se
muze uplatnit i princip elektrofilni adice (dvojné vazby v molekule) anebo se kromé
atomu vodiku odtrhne také elektron. VétSina AOP potiebuje ,,dodat* energii, nejcastéji
formou UV zéfeni (68).

K vyhodam procest patii, ze atak hydroxylovymi radidly neni pfili§ selektivni, je rychly
a probihé za normalni teploty a tlaku. Nevyhodou je pomé&rné velka finan¢ni naro¢nost,
stale omezené praktické zkuSenosti pii pouziti v oblasti pitné vody a neuniverzalnost
(nekteré latky jsou pouze obtizné oxidovatelné¢). Mezi dalsi nevyhody patfi omezend
pfedpoveéd’ Gcinnosti procesu, kterd vyplyva z rozdilné kvality vody a také pfitomnost
zbytkového peroxidu vodiku, ozonu a praskového katalyzatoru (musi byt odstranény —
napiiklad s vyuzitim granulovaného aktivniho uhli nebo membranovymi procesy) (66).

Mezi AOP patii Fentonova oxidace, foto Fentonova oxidace, fotokatalytickd oxidace,
fotolyza peroxidem vodiki a procesy uzivajici ozon (66) (68).
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AOP jsou vhodné naptiklad pro latky typu chlorovanych uhlovodikl, pro pesticidy a
herbicidy, z 1é¢ivych latek jsou popsané rozklady naptiklad antibiotik a hormonalnich
latek. Vhodnost konkrétni metody AOP na konkrétni latku zavisi na mnoha faktorech,
mezi které patii kvalita vody (UV absorbance), moznost vzniku nezaddoucich vedlejsich
produkti reakce a pohlcovace radikala (66).

Habilitacni prace se bude blize vénovat stru¢né charakteristice fotokatalytické oxidaci
oxidem titanicitym.

3.5.1 Heterogenni fotokatalyza oxidem titani¢itym

V ptipadé tohoto procesu se jednd o fotokatalyzu zalozenou na systému TiO>/UV/Os.
Fotokatalytickd oxidace vyuziva oxid kovu, ktery vstupuje do reakce jako katalyzator a
zvySuje oxidaéni ucinek kysliku.

3.5.1.1. Oxid titanicity

V piirodé se oxid titaniCity vyskytuje ve tfech modifikacich — anatas, rutil a brookit.
Modifikace maji pro fotokatalytickou reakci riznou aktivitu, pficemz nejvyssi ma oxid
titanicity anatasového typu. Oxid titanicity (TiO2) anatasového typu vykazuje pii nizké
cen¢ zdravotni nezdvadnost, ma vhodné elektrické a optické vlastnosti, vysokou stabilitu
a ucinnost (68) (69). Dilezité je, ze TiO: je polovodic, u kterych je zivotnost reaktivnich
skupin del$i nez u vodi¢t (u vodi¢a nosice naboje podléhaji bezprostiedni rekombinaci)
(70). Je to jemny bily prasek, ktery se pouziva jako pigment (titanova béloba). Nové
syntetizované¢ materialy, zejména rozmanité nanostrukturni formy TiO», mohou mit
oproti bézné titanoveé bélob¢ unikatni vlastnosti (71).

3.5.1.2. Princip fotokatalyzy

Fotokatalytickd reakce zacina vystavenim TiO: svétlu a probihd vZdy za pfitomnosti
vzdusného kysliku. Ozafenim svétlem vhodné vinové délky (zpravidla 388 nm), dochézi
na povrchu TiO; k absorpci fotonu, dojde k prechodu elektronu z valen¢niho pasu do
vodivostniho. Tim vznikne ve valen¢nim pasmu dira a vytvofi se par elektron (e’) — dira
(h™) na povrchu katalyzatoru. Excitace elektronu z valenéniho pasu do pasu vodivostniho
nastane, pokud fotokatalyzator absorbuje zafeni o energii, kterd je rovna nebo vyssi, nez
je Sitka zakazaného pasu polovodice. Zakazany péas polovodice je oblast mezi nejvyssim
bodem zaplnéného valen¢niho pésu a nejniz§im bodem prazdného vodivostniho pésu.
Sika zakdzaného pasma (Eg) souvisi s vodivosti dané latky. Oxid titanigity anatasového
typu ma Eg 3,23 eV (72) (73). Jako zdroj svétla se pouziva rtutova vybojka emitujici
polychromatické zafeni v oblasti 254-400 nm, slune¢ni svétlo, Zarovky nebo LED diody
(68).
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Povrch aktivovaného TiOz s aktivovanymi elektronovymi dirami, které jsou kladné nabité
a maji vysoky oxidaéni potencial, adsorbuje vodu nebo hydroxylové ionty a vznika
hydroxylovy radikal. Elektrony, které maji reduk¢éni schopnost, redukuji ptitomny kyslik,
ktery se meéni na superoxidovy radikal (peroxoradikal). Hydroxylovy radikal a
superoxidovy radikdl se za pfitomnosti vzdusného kysliku podileji na rozkladnych
reakcich organickych molekul (70) (73).

Aby nedoslo k rekombinaci elektronti a dér je dilezité, aby se na povrchu oxidu
titani¢itého vyskytovaly naadsorbované OH skupiny a molekuly kysliku. Cely proces
probihéa za ptitomnosti vody, vzduchu, fotokatalyzatoru a cilové molekuly (69).

Hydroxylovy radikal vytrhne z organické molekuly vodikovy atom, a tak vznika
organicky radikal a voda. Organicky radikal dale reaguje s molekulou kysliku a vznika
opét organicky peroxoradikal, ten dale reaguje s hydroxyl radikdlem a cely proces se
opakuje. Reakéni mechanismy, proces tvorby radikald a nasledné reakce jsou komplexni
a velmi pestré.

Vyse uvedené reakce I1ze popsat nasledujicimi rovnicemi a schématem (69) (74):

. hv, katalyzator . .
organicka molekula + O, — > CO, + H,O + mineralni kyselina
TiO, + hv — e+ TiO, (h")
e + 02 — 02._
202._4' H20 I 2OH-+ OH_ + 02
TiO, (h™) + OH" — TiO, + OH
TiO, (h") + H,0 —» TiO, + OH +H"

3.5.1.3. Faktory ovliviiujici priibéh fotokatalytického procesu

Faktorti, které mohou ovlivnit pribéh fotokatalytického procesu, je cela fada. Je vhodné
experimentalné vybrat formu katalyzatoru, jeho koncentraci, hodnotu pH, teplotu, typ
zéfeni 1 v zéavislosti na charakteru odbouravané latky, aby cely proces odbourani byl co
nejrychlejsi a efektivni.

Velikost ¢astic

Velikost castic oxidu titani¢itého je jednim z faktord, ktery muze ovlivnit jeho
fotokatalytickou aktivitu. Oxid titani¢ity 1ze s vyhodou pouzit i ve form¢ nanocastic.
Zvysena aktivita TiO2 se zvysi zmenSenim cCastic a tim zvétSenim aktivniho povrchu
katalyzatoru, zejména z toho diivodu, ze chemické reakce probihaji na jeho povrchu (75).
Kromé¢ velikosti ¢astic hraje roli 1 prostorové uspotradani ¢astic oxidu titanicitého. Lze
vyuzit naptiklad sférické Castice, vlakna nebo nanovrstvy (75).
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Pouzita forma

Katalyzator 1ze pouzit v praskové formée nebo ve forme tenké vrstvy nanesené na vhodny
nosi¢. Oxid titaniCity ve formé prasku se pouziva jako jemna disperze Castic na
poérovitém materidlu nebo jako vodna suspenze Castic. Pii pouziti Castic katalyzatoru
v suspenzni formé, zavisi reakcni rychlost na intenzité svétla, na povrchu, na hloubce
pronikani UV =zafeni, na katalyzatoru a na adsorpcnich vlastnostech pfitomnych
reagujicich a nereagujicich slozek. Nevyhodou pouziti suspenze je nestabilita v ¢ase pii
rizném pH, sedimentace v pribéhu reakce a mutnost odstranéni katalyzatoru z ¢isténé
kapaliny po ukonceni reakci. Vzhledem k velikosti ¢astic katalyzatoru je pro jeho
odstranéni vhodné pouziti polopropustné membrany (76).

Metody naneseni tenké vrstvy na inertni nosi¢ zahrnuji naptiklad metodu rota¢niho liti,
vytahovani z roztoku, nanaseni litim, stfikanim anebo sol-gel proces (76).

Existuje nékolik typt suspenznich reaktorti a reaktort s imobilizovanym katalyzatorem.
Mezi suspenzni patii naptiklad kruhovy reaktor, ,upflow* reaktor, reaktor
s membranovou jednotkou nebo Taylortiv reaktor. Reaktory se sklddaji z reakcni
nadobky (transparentni na UV zéfeni — sklo Pyrex), ve které cirkuluje suspenze, zdroje
svétla a zdroje probubléavajiciho kysliku. Reaktory s imobilizovanym katalyzatorem jsou
obdobn¢ uspotadany, pouze s tim rozdilem, Ze katalyzator je umistén na nosici, ktery je
omyvan kapalinou (76).

Povaha a koncentrace polutantu

Na rychlost pribéhu celého procesu ma vliv charakter organické molekuly, naptiklad
aromatické latky s nitroskupinou se budou efektivnéji adsorbovat na povrch katalyzatoru
a snaze podléhat oxidaci nez naptiklad fenolické latky.

Pti ptilis vysoké koncentraci latky mtize dojit k nasyceni vSech mist katalyzatoru a tim i
k deaktivaci katalyzatoru pro dal$i molekuly polutantu (69). S pocatecni koncentraci
polutantu souvisi také rychlost reakce; pii vysoké koncentraci je rychlost reakce nezavisla
na koncentraci rozpusténé latky na rozdil od nizSich koncentraci, kdy reakce probiha
zavislosti prvniho fadu (69) (77).

Pouzité zareni

Vliv na cely proces ma také pouzité zareni. ZvySend intenzita zafeni miZe vést ke
zrychleni odbourani, dokud nedojde k omezeni ptenosu hmoty (kriticky je krok preneseni
elektronu z katalyzatoru na kyslik v systému). Typ a intenzita zafeni neovlivni charakter
rozkladnych reakci (69).

Vliv pH

Povrch TiO; ziskava pti pH > 6,3 zdporny naboj a pii pH niz$im naboj kladny. Vyssi
aktivitu vykazuje oxid titanicity pfi niz§im pH, ale pH niz8i nez 3 mliZe zpUsobit sniZzenou
efektivitu rozkladu (69). Vysvétlit vliv pH na proces fotokatalyzy je velmi obtizné, mezi
povrchem katalyzatoru a organickou molekulou miize dojit k elektrostatickému
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pfitahovani nebo odpuzovani v zavistlosti na pH a charakteru molekuly. Vyssi u¢innost
odbouravani v alkalickém prostfedi mitize byt vysvétlena diky vyssi koncentraci
hydroxylovych iontl a tim G¢inngjSimu vzniku hydroxylovych radikali (71).

Piitomnost kysliku

Provzdusnovani reakéni smési je velmi dulézitym faktorem, protoze kyslik ptisobi jako
zachytavac elektronu a tim snizuje rekombinaci paru elektron-dira (77).

Koncentrace katalyzatoru

Pti vys$si koncentraci katalyzatoru také roste jeho povrchova plocha, ktera je k dispozici
pro adsorpci a degradaci. Na druhou stranu pftili§ vysoké koncentrace katalyzatoru miize
zpusobit tzv. stinici efekt, nebo mize dojit k aglomeraci ¢astic a tim opét ke zpomaleni
procesu odbourani latky (69) (77).

Teplota

Obecné se doporucuje pracovat za laboratorni teploty. Pti teploté nad 80 °C dochazi ke
zpomaleni reakce, stejné tak pii teploté pod 20 °C (71).

3.5.1.4. Kinetika heterogenni fotokatalytické reakce

Fotokatalytickd reakce probihd na mezifazovém rozhrani, které tvoii povrch oxidu
titani¢iteho a kapalné reakcni prostredi. Behem reakce dojde k interakci nosict naboje na
povrchu TiO; s naadsorbovanou organickou molekulou a dojde k chemickym zménam.
Cely proces zahrnuje n€kolik krokti, které mohou ovlivnit vyslednou rychlost reakci —
pohyb latek k povrchu katalyzatoru a jejich difuze z vnéj$iho k vnitfnimu povrchu,
adsorpce latek na povrchu katalyzatoru, chemicka reakce a desorpce produkt zpét do
kapaliny (71).

Priitbéh celého fotokatalytického procesu lze popsat Langmuir — Hinshelwoodovym
modelem (69) (74):

dc_ kKc
dt 1+ Kc

T =

r je reakeni rychlost, ¢ je molarni koncentrace rozkladané latky, & je rychlostni konstanta
rozkladu, K je adsorp¢ni koeficient latky, ¢ je Cas ozareni.

U tohoto formatu je pfedpokladéano, Ze pii vysokych koncentracich organické latky (Kc
>1) je reak¢ni rychlost konstantni a reakce probihd podle kinetiky 0. fadu. Pribéh
odbouravani organickych latek ve vodé vSak probihd pii nizké pocatecni koncentraci
latek (Kc <<I) a reak¢ni rychlost je umérna koncentraci latky a reakce probiha podle
kinetiky 1. fadu. VétSina autort vSak popisuje déje pomoci kinetiky pseudo-prvniho tadu,
z totho dlivodu, Ze koncentrace odbouravané latky je velmi nizké a koncentrace ostatnich
¢inidel 1ze povazovat za konstantni. Rozklad 1ze popsat vztahem (69) (74):

In () = kKt = kot
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c0 je pocatecni koncentrace latky, ¢ je koncentrace v Case ¢, k0 je rychlostni konstanta
pseudo-prvniho fadu. Grafické znazornéni zavislosti In c0/c na ¢ase ma tvar piimky, a jeji
smérnice predstavuje formalni rychlostni konstantu prvniho fadu £0.

Popsané pristupy nelze pouzit obecné€, protoze cely proces je komplexni, zahrnujici
meziprodukty a dal$i pfitomné latky, které v tomto pfistupu nejsou uvazovany.

Uloha analytické chemie

V problematice odbourdvani organickych latek ze zivotniho prostfedi pomoci
pokrocilych oxida¢nich procest je ulohou analytické chemie monitorovani kinetiky
odbouravani, sledovani rozkladnych mechanismii a popis vznikajicich reakcénich
produktt. Dtlezitym bodem je i vhodné zvoleny typ vzorku, jeho odbér a uprava pred
analyzou (67). V pribéhu celého procesu se hodnoti kinetické parametry rozkladu
(rychlostni konstanta), sleduji se rozkladné produkty, hodnoti se celkovy obsah
organického uhliku a navrhuji se reakéni mechanismy rozkladnych reakci.

Zajimavym aspektem je 1 posouzeni, které reaktivni ¢astice se na odbourani vice podileji,
zda dochdzi k rozkladu zejména vlivem volnych dér anebo vlivem hydroxylovych
radikali. Do reakéni smési se zamérné piidavaji inhibitory volnych radikalt
(vychytavace, ,,scavengers®) a hodnoti se zména rychlostnich konstant. Jodid draselny se
pouziva jako vychytava¢ volnych dér i hydroxylovych radikalt. Isopropanol lze pouzit
jako inhibitor volnych radikalti. Jako inhibitor hydroxylovych radikald mtize pasobit i
acetonitril. Vychytavacem superoxidovych radikali je benzochinon (74).

V zavislosti na typu organické slouc¢eniny mize dojit v pribéhu celého procesu k tvorbé
fady reakcnich produktd, které opét podléhaji rozkladnym reakcim vedoucim az
k Gplnému odbourani 1é€ivé latky ze zivotnim prostiedi.
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4. Komentar k publikovanym pracim

Vysledky prezentované v této habilitani praci vznikaly v letech 2003-2018 a zahrnuji i
prace vytvorené béhem doktorského studia.

Experimentalni prace probihaly v laboratofi kapalinové chromatografie a laboratoii
hmotnostni spektrometrie na Katedie analytické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové, Univerzity Karlovy.

Cile a zaméteni prezentovanych publikaci 1ze rozdélit do nékolika kategorii. Rozdé€leni
neni jednoznacné, jednotliva témata se prolinaji, protoze v ramci vyvoje a validaci metod
je vzdy soucasti metody 1 ptiprava vzorku a optimalizace chromatografického systému.

Kategorie:

1. Vyvoj metod pro sledovani stability ucinnych latek, stanoveni obsahu vybranych
pomocnych latek v 1é¢ivych ptipravcich a sledovani vyskytu necistot.
Tato kategorie zahrnuje 1 prace, v ramci kterych byly provedeny stresové testy
sledovanych latek.

2. On-line SPE HPLC, vyuziti nanovlaken jako sorbentl pro extrakci na tuhou fazi,
moderni metody Upravy vzorku pro analyzu.

3. Vyuziti modernich typi stacionarnich fazi v HPLC v analyze latek ptirodniho
puvodu a doplncich stravy.

4. Analyticka chemie jako souc¢ast botanické a biochemické studie.
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1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

9)

4.1. Vyvoj metod pro sledovani stability ucinnych
latek, stanoveni obsahu vybranych pomocnych
latek v 1écivych pripravcich a sledovani vyskytu
necistot

NOVAKOVA Lucie, MATYSOVA Ludmila, HAVLIKOVA Lucie, SOLICH Petr,
Development and validation of HPLC method for determination of indomethacin and
its two degradation products in topical gel. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 2004, vol. 37, no. 5, p. 899-905.

MATYSOVA Ludmila, SOLICH Petr, MAREK Petr, HAVLIKOVA Lucie, NOVAKOVA
Lucie, SicHA Jan, Separation and determination of terbinafine and its four impurities
of similar structure using simple RP-HPLC method. Talanta, 2006, vol. 68, no. 3, p.
713-720.

HAVLIKOVA Lucie, MATYSOVA Ludmila, NOVAKOVA Lucie, SOLICH Petr, HPLC
determination of calcium pantothenate and two preservatives in topical cream.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2006, vol. 41, no. 2, p. 671-
675.

HAVLIKOVA Lucie, NOVAKOVA Lucie, MATYSOVA Ludmila, SiCHA Jan, SOLICH
Petr, Determination of estradiol and its degradation products by liquid
chromatography. Journal of Chromatography A, 2006, vol. 1119, no. 1-2, p. 216-
223.

HAVLIKOVA Lucie, MATYSOVA Ludmila, NOVAKOVA Lucie, HAJKOVA Renata,
SoLIcH Petr, HPLC determination of chlorhexidine gluconate and p-chloroaniline in
topical ointment. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2007, vol. 43,
no. 3, p. 1169-1173.

HAVLIKOVA Lucie, MATYSOVA Ludmila, HAJKOVA Renata, SATINSKY Dalibor,
SoLicH Petr, Advantages of pentafluorophenylpropyl stationary phase over
conventional C18 stationary phase—Application to analysis of triamcinolone
acetonide. Talanta, 2008, vol.76, p. 597-601.

Zakova Petra, Sklenafova Hana, HAVLIKOVA Lucie, MATYSOVA Ludmila,
SATINSKY Dalibor, Optimalizace HPLC stanoveni klotrimazolu. Chemické Listy,
2009, vol. 103, p. 251-255.

MATYSOVA Ludmila, HAVLIKOVA Lucie, HAJKOVA Renata, KRIVDA Anton, SOLICH
Petr, Application of HILIC stationary phase to determination of dimethindene
maleate in topical gel. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2009,
vol.50, no. 1, p. 23-26.

MATYSOVA Ludmila, KOBLOVA Petra, GALLA Lubomir, SKLENAROVA Hana,
HAVLIKOVA Lucie, SOLICH Petr, Chromatographic determination of active
compounds in topical formulations. Analytical Methods, 2012, vol. 4(6), p. 1525-
1529.

10) HAVLIKOVA Lucie, BRABCOVA Ivana, SATINSKY Dalibor, MATYSOVA Ludmila,

LUSKACOVA Alena, OSICKA Zden€k, SOLICH Petr, Optimisation of an HPLC method
for the simultaneous determination of pyrantel pamoate, praziquantel, fenbendazole,

oxfendazole and butylhydroxyanisole using a phenyl stationary phase. Analytical
Methods, 2012, vol. 4(6), p.1592—-1597.

11) HAVLIKOVA Lucie, PANNYOVA Anna, MATYSOVA Ludmila, SOLICH Petr,

Development of novel stability-indicating method for the determination of
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dimethindene maleate and its impurities. Chromatographia, 2013, vol. 76(21), p.
1545-1551.

12) HAVLIKOVA Lucie, MATYAS Robert, IHNAT Lukas, NOVAKOVA Lucie, SATINSKY
Dalibor, Degradation study of nitroaromatic explosives 2-diazo-4,6-dinitrophenol
and picramic acid using HPLC and UHPLC-ESI-MS/MS. Analytical Methods,
2014, vol 6, p. 4761-4768.

13) HAVLIKOVA Lucie, SATINSKY Dalibor, SOLICH Petr, Aspects of Decontamination of
Ivermectin and Praziquantel from Environmental Waters using Advanced Oxidation
Technology. Chemosphere, 2016, vol 144, p. 21-28.

Metody v publikacich ¢. 1-10 byly vyvijeny ve spolupraci s Kontrolni laboratoii
Farmaceutické fakulty a farmaceutickymi firmami. Tyto prace zahrnuji vyvoj,
optimalizaci a validaci HPLC metod pro stanoveni obsahu ucinné latky, v nékterych
ptikladech i vybranych pomocnych latek (konzervacnich nebo antioxida¢nich latek) a
vybranych necistot v 1é¢ivych piipraveich. VEtSinou se jednalo o topické 1é¢ivé ptipravky
pro huménni nebo veterinarni pouziti. Obvykle byly hodnoceny definované necistoty
podle zadavaci dokumentace firmy ve spolupraci se SUKLem.

Pted zavedenim piipravkl na trh je potfeba dolozit jejich stabilitu pomoci stabilitnich
studii. Analyza lé¢ivych ptipravki zahrnuje celou fadu dil¢ich krokli, vcetné ziskani
prvotnich informaci o sledovanych substancich. Nedilnou souc¢ésti praci je 1 optimalizace
chromatografickych podminek a izolacniho postupu. VétSina praci vyuZzivala izokratické
podminky separace a pro kvantitativni hodnoceni metodu vnitiniho standardu.
Optimalizace vybéru analytické kolony byla provadéna s cilem sledovat moderni trendy
v oblasti stacionarnich fazi. V praci byly pouzity stacionarni faze na bazi modifikované¢ho
silikagelu nebo také staciondrni faze na bazi oxidu zirkonicitého (7 a 9), metoda HILIC
(8) ¢i kolony s povrchové poréznimi Casticemi (12). Hlavnim typem detekce byla
spektrofotometrickd (UV) nebo fluorimetrickd (10) detekce.

Vyvinut¢ metody byly kompletné¢ validovany. VSechny validované parametry
vyhovovaly pozadavku autorit. Vyvinuté a validované metody praci 1-10 byly pouzity
v Kontrolni laboratofi pro rutinni analyzy lécivych ptipravkll a provedeni stabilitnich
studii 1é¢ivych ptipravki.

Soucasti praci 11-13 bylo provedeni stresovych test a popis stability cilovych substanci
a jejich rozkladnych produkt. Charakterizace rozkladnych produkti byla provedena
pomoci hmotnostni spektrometrie (11-13).

Cilem publikace 1), bylo vyvinout HPLC metodu pro soucasné stanoveni U¢inné latky
indometacinu a jeho dvou rozkladnych produkti - kyseliny 5-methoxy-2-
methylindolyloctové a kyseliny 4-chlorbenzoové v topickém 1é¢ivém ptipravku.
K HPLC separaci byl pouzit novy typ chromatografické kolony s fenylovou stacionarni
fazi.

V praci 2) byla vyvinuta HPLC metoda pro stanoveni uc¢inné latky terbinafinu. Kromé
terbinafinu se v pfipravku sledovala hladina i jeho rozkladnych produktt: B-terbinafinu,
Z-terbinafinu a 4-methylterbinafinu. Soucasné byla hodnocena 1 necistota pochazejici
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z vychozich surovin syntézy: 1-methylaminomethylnaftalen. K HPLC separaci byla
pouzita staciondrni faze s kyano skupinou.

Vpraci 3) byla vyvinuta kontrolni metoda pro sledovani obsahu pantothenanu
vapenatého a dvou konzervacnich ptisad (methyl- a propylparaben) v masti.

Cilem prace 4) bylo vyvinout stabilitu indikujici metodu pro sledovani obsahu u¢inné
latky beta-estradiolu v gelu. Kromé estradiolu byl hodnocen i vyskyt nékolika necistot,
které byly uvedeny v Drug Master File dokumentaci. Hodnocené rozkladné produkty
byly: estron, A’V — estron, A’D — estradiol, hemidydrat 17a-estradiolu,
17a-ethinylestradiol, 3-methoxy-173-estradiol a 17B-estradiol-17-acetat. Dale byla
sledovéna hladina A°1D — estronu jako vychozi latky syntézy a hladina A’V — estradiolu,
ktery je meziproduktem pii syntéze estradiolu. Nejlepsich vysledki separace bylo
dosazeno se stacionarni fazi s kyanovou skupinou.

Dalsi cilovou substanci byl chlorhexidin diglukonat. V praci 5) byla vyvinuta a
validovana HPLC metoda pro stanoveni jejiho obsahu a také pro stanoveni obsahu
rozkladného produktu p-chloranilinu v masti, ur€ené pro veterinarni pouziti. Pro HPLC
analyzu byla pouZita staciondrni faze s fenylovou skupinou.

V préci 6) bylo provedeno porovnani pouziti konvenéni oktadecylsilikagelové stacionarni
faze s novou fazi obsahujici silikagel modifikovany pentafluorofenylovou skupinou, pro
analyzu triamcinolon acetonidu, dvou konzervac¢nich ptisad a necistoty (triamcinolon)
v krému. PouZitim nové stacionéarni faze bylo dosazeno lepsiho rozdéleni latek, rychlejsi
analyzy a zdroven byl odhalen vyskyt nové nedefinované necistoty triamcinolon
acetonidu, ktera vznikala jeho rozkladem v pribéhu dlouhodobé stabilitni studie krému.

Cilem prace 7) bylo nastavit podminky HPLC pro soufasné stanoveni obsahu
klotrimazolu a jeho dvou rozkladnych produkti ((2-chlorfenyl)difenylmethanol a
imidazol) ve spreji. V praci byla pouzita stacionarni faze na bazi oxidu zirkonicitého.

Pro stanoveni obsahu neionogenniho tenzidu nonoxynol-9 a lokéalniho anestetika
trimekainu hydrochloridu v lubrika¢nim gelu byla vyvinuta HPLC metoda, a pro
stanoveni obsahu terpinen-4-olu byla pouZzita metoda GC (prace 9).

V ramci prace 10), byl proveden vyvoj, optimalizace a validace HPLC metody pro
soucasné stanoveni tfi ucinnych latek pyrantel pamoatu, prazikvantelu a fenbendazolu,
antioxidac¢ni ptisady butylhydroxyanisolu a rozkladné¢ho produktu oxfendazolu v ordlni
pasté a v tabletach (bez antioxidacni ptisady) pro veterinarni pouziti. V praci byla pouzita
kolona s fenyl-hexylovou stacionarni fazi a mobilni faze o pH 9. Z diivodu velkych
koncentracnich rozdili latek obsazenych v pasté, bylo nutné analyzovat antioxidacni
pfisadu pomoci fluorescencniho detektoru. Fluorescencéni detektor vykazoval za
uvedenych podminek vyssi citlivost a antioxidacni pfisada mohla byt stanovena s
pozadovanou piesnosti a spravnosti.
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Stanoveni obsahu dimetinden maleindtu v gelu bylo provedeno pomoci HPLC metody
s vyuzitim ZIC-HILIC analytické kolony v praci 8). Na tuto praci navéazala prace 11), ve
které byla vyvinuta a validovdna HPLC stabilitu indikujici metoda pro stanoveni
dimetindenu maleinatu a jeho tii necistot s vyuzitim stacionarni faze s kyano skupinou.
Definovanou necistotou byl 2-ethylpyridin. Byly provedeny stresové testy
s dimetindenem maleinatem a s kyselinou maleinovou. Bylo prokazéno, ze kyselina
maleinova byla stabilni za testovanych podminek. Dale bylo zjisténo, Ze zvySena teplota,
voda, a ani kyselé prostfedi nemaji vliv na stabilitu dimetindenu. Pfitomnost oxida¢niho
¢inidla vedla k rozkladu dimetindenu za vzniku dvou rozkladnych produktt, které byly
charakterizovany pomoci techniky UHPLC-ESI-MS/MS. V zasaditém prostiedi vznikl
jeden rozkladny produkt, tato necistota nebyla dale hodnocena (pfiloha 11).

Cilem prace 12) bylo zjiSténi stability diazodinitrofenolu (DDNP). DDNP je
diazosloucenina, ktera se pouzivd jako traskavina. Diazodinitrofenol a kyselina
pikramova (vychozi latka pro syntézu DDNP) byly podrobeny stresovym testtim.
Kyselina pikramova byla za testovanych podminek stabilni. DDNP byl stabilni v kyselém
a zasaditém prostiedi, zatimco v prib¢hu sledovani vlivu zvysené teploty, oxidace a
svétla vznikly tfi rozkladné produkty. Rozkladné produkty byly charakterizovany pomoci
techniky UHPLC-ESI-MS/MS. Vysledky prace byly dulezitymi vstupy pro optimalizaci
skladovacich podminek testované traskaviny.

Tématem prace 13) je fotokatalyticky rozklad pomoci oxidu titani¢it¢ho dvou vybranych

anthelmintik, ivermektinu a prazikvantelu. Aby byl pohled na rozkladné mechanismy
obou latek kompletni, byly provedeny také stresové testy. Ivermektin se v priabéhu
fotokatalyzy rozkladal na tfi rozkladné produkty, dal$i dva vznikly béhem kyselé a
zasadité hydrolyzy. Prazikvantel se rozloZil za vzniku Sesti rozkladnych produkti, ctyfi
znich vznikly béhem fotokatalytického rozkladu. Vysledek prace ukazuje, Ze
fotokatalyza pomoci TiO> (pokrocily oxida¢ni proces) je ucinny postup dekontaminace
ivermektinu a prazikvantelu ze Zivotniho prostiedi.
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4.2. On-line SPE HPLC, vyuziti nanovliken jako
sorbentii pro extrakci na tuhou fazi, moderni
metody upravy vzorku pro analyzu

14) SATINSKY Dalibor, HAVLIKOVA Lucie, SOLICH Petr, HPLC column switching
technique for sample preparation and fluorescence determination of propranolol in
urine using fused-core columns in both dimensions. Analytical and Bioanalytical
Chemistry, 2013, vol. 405(20), p.6583-6587.

15) LHOTSKA Ivona, SATINSKY Dalibor, HAVLIKOVA Lucie, SOLICH Petr, A fully
automated and fast method using direct sample injection combined with fused core
column on-line SPE-HPLC for determination of ochratoxin A and citrinin in lager
beers. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2016, vol. 408(12), pp 3319-3329.

16) HAKOVA Martina, CHOCHOLOUSOVA HAVLIKOVA Lucie, CHVOJKA Jifi, SOLICH
Petr, SATINSKY Dalibor, An on-line coupling of nanofibrous extraction with
column-switching high performance liquid chromatography - a case study on the
determination of bisphenol A in environmental water samples. Talanta, 2018, vol.
178, p. 141-146.

17) HAKOVA Martina, Raabova Hedvika, CHOCHOLOUSOVA HAVLIKOVA Lucie,
Chocholous Petr, CHVOJKA Jiii, SATINSKY Dalibor, Testing of nylon 6 nanofibers
with different surface densities as sorbents for solid phase extraction and their
selectivity comparison with commercial sorbent. Talanta, 2018, vol. 181, p. 326-
332.

18) HAKOVA Martina, CHOCHOLOUSOVA HAVLIKOVA Lucie, CHVOIKA Jifi, SVEC
Franti$ek, SOLICH Petr, SATINSKY Dalibor, Nanofiber polymers as novel sorbents
for on-line solid phase extraction in chromatographic system: A comparison with
monolithic reversed phase C18 sorbent. Analytica Chimica Acta, 2018, vol. 1018,
p. 26-34.

19) HAKOVA Martina, CHOCHOLOUSOVA HAVLIiKOVA Lucie, CHVOJKA Jifi, ERBEN
Jakub, SOLICH Petr, SVEC Frantisek, SATINSKY Dalibor, A comparison study of
nanofiber, microfiber, and new composite nano/microfiber polymers used as
sorbents for on-line solid phase extraction in chromatography system. Analytica
Chimica Acta, 2018 vol. 1023, p. 44-52.

20) HUERTAS-PEREZ José Fernando, ARROYO-MANZANARES Natalia, HAVLIKOVA
Lucie, GAMIZ-GRACIA Laura, SOLICH Petr, GARCIA-CAMPANA Ana M. Method
Optimization And Validation For The Determination Of Eight Sulfonamides In
Chicken Muscle And Eggs By Modified QUEChERS And Liquid Chromatography
With Fluorescence Detection. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
2016, vol.124, p. 261-266.

21) CHOCHOLOUSOVA HAVLIKOVA Lucie, URBANOVA Martina, CHOCHOLOUS Petr,
SoLicH Petr. Novel Dispersed Sorbent Sorptive Extraction Method for the
Chromatography Profiling of Active Substances in Ginger. Food Analytical
Methods, 2017, vol. 10, p. 1016-1023.

Ptiprava vzorku pied vlastni analyzou je nedilnou soucésti celého analytického postupu
a byva Casto jeho kritickym mistem. Vlastni pifiprava vzorku (extrakce) musi byt
dostatecné selektivni a nedestruktivni pro cilové analyty, méla by zahrnovat co nejméné
krokli (mozné vneseni chyby) a vysledkem by mél byt také dostatecné zakoncentrovany
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vzorek, aby naslednd separace a zejména detekce byly nenaroc¢né. V této kategorii jsou
prezentované prace, které jsou zamétreny na metody upravu vzorku.

Metody upravu vzorkl a izolace latek u experimentalnich praci z kategorii 1,2 a 4 jsou
detailngji popsany v jednotlivych pracich (odkazy jsou uvedeny v kapitole 9).

Jednou z nejvice pouzivanych metod upravy vzorku je extrakce na tuhou fazi (SPE).
Nové trendy v oblasti vyvoje metod pro upravu vzorku se zamétuji predevsim smérem
k nalezeni novych sorbentl, zvySeni rychlosti extrakce, sniZzeni spotieby vzorkll a
rozpoustédel, a zvySeni selektivity postupu Upravy vzorku. Dal§im smérem je moznost
on-line spojeni pfipravy vzorkidl s vhodnymi analytickymi technikami. Pfi on-line
zapojeni extrakce na pevné fazi do chromatografického systému se extrakéni kolonka
zapoji pomoci vicecestného ventilu pred analytickou kolonu. Po nastiiku neupraveného
vzorku tak béhem jednoho kroku ziskdme automatizovanou metodu schopnou extrakce i
z komplexnégj$i matrice, separace a nasledného vyhodnoceni.

V pracich 14) a 15) byly pro on-line SPE pouzity piedkolony s povrchové poréznimi
¢asticemi. V praci 14) byla vyvinuta on-line SPE HPLC metoda pro analyzu propranololu
zmoci s vyuzitim fluorimetrické detekce. Filtrovana mo¢ (1,5 ml) byla nastfikovdna
pfimo do chromatografického systému. V praci 15) byl on-line systém pouZit pro analyzu
mykotoxinil ochratoxinu A a citrininu v pivu, opét s fluorimetrickou detekci. V ramci
prace bylo analyzovano 48 vzork piva.

VyuZiti nanovldken jako sorbenti pro SPE bylo pfedmétem praci 16-19.
Nanovldkna jsou slibnym materidlem v problematice upravy vzorku, ktery vynika
predevsim velkym aktivnim povrchem, coZ muize pfinést zkraceni doby extrakce, snizeni
spotieby rozpoustédel a zefektivnéni extrakéniho procesu. Vyuziti novych typi
nanovlaken mliZe ptinést zvysSeni selektivity pii ptiprave vzorkil. PouZitd nanovlakna byla
pfipravena na Technické univerzité Liberec pomoci technologie elektrospinningu.

V praci 17) byla testovana polymerni nanovlakna typu polyamid 6 jako sorbent pro SPE.
Cilem prace bylo popsat schopnost nanovldken zachytiavat rizné latky, liSici se
molekulovou hmotnosti a hydrofilné-lipofilnimi vlastnostmi. Byly testovany latky ze
skupiny parabent, steroidi a flavonoidl, déale pak fenoxykarb, hydroxypyren a
permethrin, jako zastupci lipofilnich slou€enin. Testovana nanovlakna se ukazala jako
pomérné vhodny sorbent, zejména pro lipofilni slouCeniny a slouceniny s fenolickou
skupinou v molekule (estrogeny a flavonoidy).

V pracich 16), 18) a 19) byla predkolonka s vldkennymi polymery zapojena vicecestnym
selekénim ventilem piimo do systému vysokoucinné kapalinové chromatografie. On-line
spojeni umoziuje zvysit reprodukovatelnost, citlivost stanoveni, ddle minimalizovat vliv
vnéjSich podminek a sniZit naroky na obsluhu. Extrakce v systému piepinani kolon
(column switching) v on-line provedeni s nanovlakennymi polymery jsou v odborné
literatuie zatim velmi malo popsana. Velkou vyhodou vyuziti nanovlaken je moznost
opakovaného pouziti pfipravené kolonky. Nanovldkna/mikrovlakna byla po skonceni
meéfeni hodnocena pomoci SEM. Nanovldkna nevykazovala po skon€eni experimentu
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zadné vyrazné zmény uspotfddani. V experimentalni praci 16) byla polyamidova
nanovlakna pouzita jako sorbent pro on-line extrakci bisfenolu A z fi¢nich vod. V préci
18) byla na modelové skupiné latek insekticidii provedena srovnavaci studie ziskanych
polymernich nanovldkennych material (polyamid 6, polykaprolakton, polystyren)
s komer¢nim sorbentem. V této, v podstaté nasi pilotni praci, byly diskutovany uskali on-
line zapojeni kolonky, v€etné optimalizovani zpisobu upevnéni nanovldken do kolonky
nebo trubicky a také mnozstvi pouzitého nanovldkenného materidlu pro extrakci.
Publikace 19) se tykala vyuziti novych polykompozitnich materidlli pro analyzu
ochratoxinu A ve vzorcich piva. Jako sorbenty pro on-line SPE byla testovana nanovlakna
typu polyamid 6 a polyvinylidendifluorid a polyethylenovd mikrovlakna. Dale byly
zkouseny zcela nové kompozitni smési (kombinace dvou polymert, které jsou
zvldknovany ve stejny Cas a vysledkem je stabilni kompozitni smés dvou mikro- a
nanovldkennych  polymertl), s vyuzitim polymerd typt polykaprolakton a
polyvinylidendifluorid.

V praci 20) byla pouzita metoda upravy vzorku QUEChERS (akronym ze slov Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe — rychly, jednoduchy, levny, efektivni, robustni
a bezpecny). QUEChERS je metoda upravy vzorku, pfi které je v jednom kroku provedena
extrakce vzorku a nasledné i jeho predcisténi pomoci disperzni extrakce na tuhou fazi.
Tento vyzkum probihal béhem zahrani¢ni stdze v laboratofi katedry analytické chemie
Univerzity Granada ve Spanélsku.

Cilem prace 21) bylo popsat moznost vyuziti disperzni extrakce na tuhou fazi jako metody
pro zakoncentrovani a retenci analytd a ne jako metodu pro precisténi vzorkl. K vyhodam
této metody patii jednoduchost, pouziti menSich objeml vzorki a moznost velkého
faktoru zakoncentrovani. Sorbent je pfidan do vzorku, vzorek je protiepan, filtrovan a
analyty jsou eluovany pomoci organického rozpoustédla. Tato metoda byla v praci
pouzita pro analyzu vybranych obsahovych latek zazvorovniku lékaiského. Prace byla
Castecn¢ validovana a pouzita pro analyzu Cajii a sirupi s obsahem zazvorovniku
1ékatského.
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4.3. Vyuziti modernich typu stacionarnich fazi v HPLC
v analyze latek prirodniho pivodu a dopliicich
stravy

22) CITOVA Ivana, HAVLIKOVA Lucie, URBANEK Lubor, SOLICHOVA Dagmar,
NOVAKOVA Lucie, SOLICH Petr, Comparison of a novel ultra-performance liquid
chromatographic method for determination of retinol and a-tocopherol in human
serum with conventional HPLC using monolithic and particulate columns. Analytical
and Bioanalytical Chemistry, 2007, vol. 388, no. 3, p. 675-681.

23) BRABCOVA Ivana, KOVAROVA Lenka, SATINSKY Dalibor, HAVLIKOVA Lucie,
SoLICH Petr, A Fast HPLC Method for Determination of Vitamin E Acetate in Dietary
Supplements Using Monolithic Column. Food Analytical Methods, 2013, vol. 6, p.
380-385.

24) SATINSKY Dalibor, JAGEROVA Katefina, HAVLIKOVA Lucie, SOLICH Petr, A New and
Fast HPLC Method for Determination of Rutin, Troxerutin, Diosmin and Hesperidin
in Food Supplements Using Fused-Core Column Technology. Food Analytical

Methods, 2013, vol. 6(5), p. 1353-1360.

25) HAVLIKOVA Lucie, OPLETAL Lubomir, SATINSKY Dalibor, SOLICH Petr, A Fast
Determination of Chlorophylls in Barley Grass Juice Powder Using HPLC Fused-
Core Column Technology and HPTLC. Food Analytical Methods, 2014, vol 7 (3), p.
629-635.

26) HAVLIKOVA Lucie, MACAKOVA Katefina, OPLETAL Lubomir, SOLICH Petr, Rapid
determination of a-Hederin and Hederacoside C in Extracts of Hedera helix Leaves
Available in the Czech Republic and Poland. Natural Product Communications,
2015, vol 10, p. 1529-1531.

27) FIBIGR Jakub, SATINSKY Dalibor, HAVLIKOVA Lucie, SOLICH Petr, A new method for
rapid determination of indole-3-carbinol and its condensation products in
nutraceuticals using core-shell column chromatography method. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2016, vol 120, p. 383-390.

28) HAVLIKOVA Lucie, PARMOVA Martina, CHOCHOLOUS Petr, SOLICH Petr, Sensitive
monitoring of amygdalin and 5-hydroxytryptamine in food supplements using HILIC
OHS5 chromatography. Food Analytical Methods, 2016, vol. 9(6), p. 1849-1856.

29) HAVLIKOVA Lucie, VLCKOVA Hana, SOLICH Petr, NOVAKOVA Lucie, HILIC
UHPLC-MS/MS for fast and sensitive bioanalysis: accounting for matrix effects in
method development. Bioanalysis, 2013, vol. 5(19), p. 2345-2357.

30) NovAKOVA Lucie, HAVLIKOVA Lucie, VLCKOVA Hana, Hydrophilic Interaction
Chromatography of polar and ionizable compounds by UHPLC. Trac - Trends in
Analytical Chemistry, 2014, vol 63, p. 55-64.

Cilem prvni prace této kategorie (22) byla optimalizace a vyvoj UPLC metody pro
stanoveni vitaminQ retinolu a alfa-tokoferolu v krevnim séru a porovndni vysledkl
analyzy metodou UPLC s metodou HPLC, vyuzivajici k analyze monolitickou kolonu.
Celkova doba analyzy byla témét shodna, UPLC pfinesla vysledky analyzy s nizkym
priutokem mobilni faze, a tedy niz8i spotiebou mobilni faze coZz sniZilo cenu jedné
analyzy. Tato prace byla jednou z prvnich na naSem pracovisti vyuzivajici sub-2 um
kolony.
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Prace 23-28 se zabyvaji analyzou latek piirodniho plivodu. V praci 23) byla vyvinuta
HPLC metoda pro analyzu tokoferolu acetatu v dopliicich stravy s vyuzitim monolitické
kolony. Cilem prace 24) bylo vyvinout HPLC metodu pro stanoveni vybranych
flavonoidd (rutin, troxerutin, diosmin and hesperidin) v dopliicich stravy a v jednom
registrovaném 1é¢ivém piipravku. Separace byla provedena na koloné s povrchove
poréznimi ¢asticemi, tzv. fused-core analytické kolon€. Tyto staciondrni faze jsou tvoieny
Casticemi s pevnym jadrem a vrstvou porézniho silikagelu. Kolony s povrchové
poréznimi ¢asticemi byly pouzity i v pracich 25), 27) a 28).

Prace 25) byla zaméfena na HPLC stanoveni chlorofylu a a chlorofylu 4 v dopliicich
stravy. V ramci této prace byla provedena i potvrzovaci studie pomoci metody HPTLC.

Prace 27) se zabyvala stanovenim indol-3-karbinolu a jeho rozkladnych produkti
v dopliicich stravy.

Prace 26) byla zaméfena na HPLC stanoveni triterpenickych saponinti hederakosidu C a
alfa hederinu v sirupech s obsahem extraktu z listd Hedera helix L. V této studii byla
pouzita kolona se sorbentem typu X-Terra, umoziujici analyzu v Sirokém rozmezi pH (v
praci bylo pouzito pH 8,5).

V praci 28) byla vyvinuta a validovana metoda pro stanoveni obsahu amygdalinu a
serotoninu v doplitku stravy za pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie a kolony
Ascentis® Express OHS. Stacionarni faze pro HILIC byla pouzita v této praci zejména
pro potlaceni nezddouciho chovani serotoninu na kolon¢ (chvostovani na kolonach typu
C18).

Do této kategorie je zafazena i prace 29) a také ptrehledovy Clanek 30). Studie 29) se
zabyvala hodnocenim matricovych efekti po SPE a proteinové precipitaci na
obohacenych vzorcich séra a 34 modelovych analytech. V ramci studie byly porovnany
matricoveé efekty (metodou postextrakéniho ptidavku) pfi UHPLC-ESI-MS/MS analyze
v reverznim nebo HILIC uspotadani.

Ptehledovy ¢lanek 30) shrnoval pouziti HILIC v UHPLC. Pouze 10% vSech praci HILIC
bylo pouzito v technice UHPLC. Prace prezentovala hlavni uskali HILIC, shrnula
staciondrni faze pro HILIC-UHPLC, diskutovala aspekty ovliviiujici citlivost, selektivitu,
separacni uc¢innost a piedstavila hlavni oblasti aplikace HILIC v UHPLC analyze.
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4.4. Analyticka chemie jako soucast botanické a
biochemické studie

31) CAHLIKOVA Lucie, ALI Badreldin H., HAVLIKOVA Lucie, LOCAREK Mirek, SIATKA
Tomas, OPLETAL Lubomir, BLUNDEN Gerald, Anthocyanins of Hibiscus sabdiffera
Calyces from Sudan. Natural Product Communications, 2015, vol 10, p. 77-79.

32) CHLEBEK Jakub, DE SIMONE Angela, HOSTALKOVA Anna, OPLETAL Lubomir, PEREZ
Concepcion, HAVLIKOVA Lucie, CAHLIKOVA Lucie, ANDRISANO Vincenza,
Application of BACE1 immobilized enzyme reactor for the characterization of
multifunctional alkaloids from Corydalis cava (Fumariaceae) as Alzheimer’s disease
targets. Fitoterapia, 2016, vol. 109, p. 241-247.

33) OPLETAL Lubomir, CHOCHOLOUSOVA HAVLIKOVA Lucie, SIATKA Tomas,
CAHLIKOVA Lucie, LOCAREK Miroslav, ALI Badreldin H, MANOJ Priyadarsini,
RAMKUMAR A., AL SULEIMANI Yousuf M., AL ZA'ABI Mohammed, KARACA Turan,
NEMMAR Abderrahim, Preparation and validated analysis of anthocyanin concentrate
from the calyces of Hibiscus sabdariffa. Natural Product Communications, 2017, vol.
12, p. 43-45.

34) ALI Badreldin H., OPLETAL Lubomir, KARACA Turan, MANOJ Priyadarsini, AL
SULEIMANI  Yousuf M., AL ZA'ABI Mohammed, NEMMAR Abderrahim,
CHOCHOLOUSOVA HAVLIKOVA Lucie, LOCAREK Miroslav, SIATKA Tomas,
BLUNDEN Gerald, Effect of aqueous extract and anthocyanins of calyces of Hibiscus
sabdariffa (Malvaceae) in rats with adenine-induced chronic kidney disease. Journal
of Pharmacy and Pharmacology, 2017, vol. 69(9), p.1219-1229.

35) SKARYDOVA Lucie, TOMANOVA Radana, HAVLIKOVA Lucie, STAMBERGOVA Hana,
SoLICH Petr, WSOL Vladimir, Deeper insight into the reducing biotransformation of
bupropion in the human liver. Drug Metabolism and Pharmacokinetics, 2014, vol 29,
p. 177-184.

36) MALATKOVA Petra, HAVLIKOVA Lucie, WSOL Vladimir, The role of carbonyl
reducing enzymes in oxcarbazepine in vitro metabolism in man. Chemico-Biological
Interactions, 2014, vol 220, p. 241-247.

37) MALATKOVA Petra, SOKOLOVA Simona, CHOCHOLOUSOVA HAVLIKOVA Lucie,
WsOL Vladimir, Carbonyl reduction of warfarin: Identification and characterization
of human warfarin reductases. Biochemical Pharmacology, 2016, vol 109, p. 83-90.

V pracich, které jsou uvedeny v této kategorii, byla moje tlloha a iloha analytické chemie
pouze prostfedkem k vyhodnoceni n¢které ¢asti botanické nebo biochemické studie.

Ve studiich 31), 33) a 34) byly analyzovany extrakty z ibisku (Hibiscus sabdariffa). Mym
ukolem v praci 31) bylo identifikovat majoritné zastoupené antokyany v extraktu.
Charakterizace antokyanil byla provedena pomoci metody UHPLC-ESI-MS/MS. Nejvice
zastoupeny byly (podle ocekéavani) delfinidin-3-sambubiosid a cyanidin-3-sambubiosid.
V praci 33) a 34) bylo provedeno kvantitativni hodnoceni nejvice zastoupenych
antokyant (delfinidin-3-sambubiosid a cyanidin-3-sambubiosid), rutinu a kyseliny
chlorogenové validovanou metodou HPLC.

V praci 32) byla vyvinuta a ¢aste¢né validovana HPLC metoda pro analyzu patnécti
alkaloidti dymnivky duté (Corydalis cava). HPLC analyza byla provedena s vyuzitim
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gradientové eluce. Vysledkem analytick¢ casti byla informace o procentudlnim
zastoupeni patnacti alkaloidl v extraktu.

V pracich 35-37 byl studovan reduk¢éni metabolismus vybranych 1é¢ivych latek. Cilem
bylo identifikovat enzymy, které by se mohly podilet na redukci studovanych latek. Mym
ukolem bylo vyvinout a validovat metody pro stanoveni substanci a jejich metabolit a
analyticky zpracovat ptfipravené vzorky. Pomoci vysledkii metody HPLC byly stanoveny
specifické aktivity jednotlivych testovanych enzymt a frakei.

Cilem prace 35) bylo studovat metabolismus bupropionu a sledovat vznik jeho metabolit
(hydroxybupropion, erythrobupropion a threohydrobupropion).

V praci 36) byl studovan redukéni metabolismus oxkarbazepinu a vznik jeho 10-
monohydroxy metabolit (izomer (R) a (S)).

V préci 37) byl studovéan redukéni metabolismus warfarinu na warfarin-alkohol. Ukolem
bylo vyvinout a validovat HPLC metodu pro stanoveni obsahu warfarinu (izomer (R)-
warfarin a (S)-warfarin) a alkoholti warfarinu (izomery (S,R), (S,S), (R,R), (R,S)-warfarin-
alkoholu) a analyticky zpracovat pfipravené vzorky.

V préci 36) a 37) byly pro chromatografickou separaci pouzity chiralni stacionarni faze.

Podrobnéji lze vysledky praci vSech Kkategorii najit na odkazech uvedenych
v kapitole 8.
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5. Shrnuti

Ptedlozena habilitacni prace pfiblizuje ¢tenaii roli analytické chemie v problematice
stability 1écivych latek od jejich vyroby, pies sledovani stability v 1é¢ivych piipravcich
po celou dobu pouzitelnosti az k jejich vylouceni z organizmu a néasledného zamérného
odbourani ze zivotniho prostiedi a tim 1 ukonceni jejich ,,zivotniho cyklu®.

Teoreticka Cast je rozd€lena na nékolik kapitol. Prvni kapitola je vénovana stabilité
1éCivé latky a lécivého ptipravku. Jsou zde shrnuty principy a typy stabilitnich studii,
strucné¢ popsany dilezité definice a pozadavky autorit. Tato kapitola navazuje na
podrobnéjsi rozpracovani v Dizertacni praci autorky. V druhé kapitole stresové testy jsou
charakterizovany jednotlivé zkousky a podrobné&ji diskutovany zakladni otazky a principy
provedeni stresovych testil a uvedeny smérnice autorit zabyvajicich se danou tématikou.
Dalsi kapitola shrnuje kroky vyvoje stabilitu indikujicich metod se zaméfenim na HPLC.
Teoretickd cast se také vénuje problematice hodnoceni profilu necistot, jejich
kvalitativnimu a kvantitativnimu hodnoceni. Zavérecna kapitola teoretické c¢asti
ptiblizuje Ctenaii problematiku modernich zplsobil odstranéni rezidui 1écivych latek
ze zivotniho prostiedi, tato Cast je zaméfena na heterogenni fotokatalyzu oxidem
titanic¢itym.

V komentatich k jednotlivym odbornym pracim jsou tyto rozdéleny do Ctyft kategorii,
pfi¢emz prvni z nich se vé€nuje vyvoji a validaci HPLC metod pro sledovani stability
ucinnych latek, stanoveni obsahu vybranych pomocnych latek v 1é¢ivych ptipravcich a
sledovani vyskytu necistot, vcetné provedeni stresovych testl. Druhou kategorii je
pfiprava vzorkl, zaméfena pfedev§im na moderni trendy v této oblasti (on-line SPE
HPLC). Treti kategorie fesi pouziti modernich typt stacionarnich fazi v HPLC analyze.
Posledni kategorii tvoii prace, ve kterych byly analytické vysledky pouzity k feSeni
botanickych a biochemickych studii.
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6.Zaveér

Habilita¢ni prace se vénuje stale aktualni tématice sledovani stability latek a 1écivych
pripravka. Dolozeni vysledka testovani stability latek s diirazem na hodnoceni obsahu
necistot, je ¢im dal vice vyzadovano autoritami. Vznikajici rozkladné produkty 1é¢ivych
latek mohou byt toxické a mohou tak zptlisobit nezadouci ucinky 1écivych ptipravkai.

Latky podstupuji Stresové testy za extrémnich podminek, jejichz cilem je zaroven
odhadnout, jak se bude latka chovat v redlnych podminkach béhem doby pouzitelnosti.
Soucasti testovani je vyvoj a validace stabilitu indikujicich metod pro sledovani vyskytu
necistot a rozkladnych produktt v 1é¢ivych pfipravcich. Vyvinout stabilitu indikujici
metodu je na prvni pohled pomérné jednoduchy tikol. U¢inna substance se vyskytuje v
1é¢ivych pripravcich na vysoké koncentraéni irovni a detekovat ji vétSinou neni problém,
AvsSak podstatné naro¢néjsi je zahrnuti hodnoceni rozkladnych produkti do analytické
metody. VétSinou neni pfedem znamo, kolik substanci bude nutné separovat a hodnotit.
Mnohdy je vhodné soustiedit se na separaci a stanoveni vyznamnych necistot nez
dosahnout rozdéleni vSech moznych rozkladnych produktii a necistot.

Rada latek je stabilni i po ukonéeni doby pouzitelnosti a zavisi na manipulaci s nimi,
jestli se nestanou kontaminanty zivotniho prostfedi. Velice aktudlni je snaha najit
ucinngjsi a ekonomicky vyhodnéjsi procesy odstranovani 1é¢ivych latek z odpadnich i
povrchovych vod. Jednou ze zkoumanych metod je fotokatalyticka oxidace pomoci UV
zateni, kterd patii mezi pokrocilé oxidacni procesy, Casto vyuzivajici oxid titanicity jako
katalyzator. Vhodnym uspotfaddnim celého procesu lze dosahnout Uplného rozkladu
1é¢ivych latek az na oxid uhli€ity, vodu a dalsi jednoduché anorganické latky.

Analyza 1écivych ptipravkl tedy vyzaduje komplexni pfistup, ktery zahrnuje celou
fadu dil¢ich krokl, od ziskani prvotnich informaci o sledovanych substancich, ptes
optimalizaci podminek zvolené analytické techniky, izola¢niho postupu substanci ze
vzorku az k validaci celé vyvinuté metody. Pro hodnoceni rozkladnych produkti je stale
nejvice pouzivanou metodou HPLC s UV detekci. Nicméné soucasné trendy a nejvyssi
pozadavky na citlivost a selektivitu asto vyzaduji kombinaci kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci. Vyvoj a optimalizace analytickych metod, které jsou prezentovany
v habilitacni praci, byly provadény s cilem sledovat moderni trendy v oblasti HPLC se
zaméfenim na pouZité stacionarni faze, Upravu vzorku a moZnosti automatizace
jednotlivych krokti.

Role analytika je nezbytna ve vSech vySe uvedenych oblastech. Témét vzdy je potieba
najit vhodnou analytickou metodu, ktera bude schopnd selektivné, spravné a ptesné
hodnotit obsah u¢inné latky vedle jejich rozkladnych produktti a dalSich necistot v daném
vzorku.
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predloZzenych publika¢nich vystupech
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korespondujici autor.

*IF 2017, Q1-Q4 = JIF Quartile
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Podil autorky prace: Gicast na experimentalni praci, G¢ast na ptipravé clanku
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.talanta.2005.05.013

HAVLIKOVA Lucie, MATYSOVA Ludmila, NOVAKOVA Lucie, SOLICH Petr
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675. (IF: 2.831 — Q2/Q2)

Podil autorky prace: provedeni experimentalni prace, pfiprava ¢lanku, prvni
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Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.jpba.2006.01.012

HAVLIKOVA Lucie, NOVAKOVA Lucie, MATYSOVA Ludmila, SiCHA Jan, SOLICH
Petr

Determination of estradiol and its degradation products by liquid
chromatography.

Journal of Chromatography A, 2006, vol. 1119, no. 1-2, p. 216-223. (IF: 3.716 —
Q1/Q1)

Podil autorky prace: provedeni experimentalni prace, pfiprava ¢lanku, prvni
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Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.chroma.2006.01.085
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Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2007, vol. 43, no. 3, p. 1169-
1173. (IF: 2.831 — Q2/Q2)
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Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.jpba.2006.09.037

CITOVA Ivana, HAVLIKOVA Lucie, URBANEK Lubor, SOLICHOVA Dagmar,
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HPLC using monolithic and particulate columns.
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3.307 - Q2/Q1)
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Advantages of pentafluorophenylpropyl stationary phase over conventional C18
stationary phase—Application to analysis of triamcinolone acetonide.

Talanta, 2008, vol.76, p. 597-601. (IF: 4.244 — Q1)
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. MATYSOVA Ludmila, HAVLIKOVA Lucie, HAJKOVA Renata, KRIVDA Anton,
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Application of HILIC stationary phase to determination of dimethindene maleate
in topical gel.

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2009, vol.50, no. 1, p. 23-
26. (IF: 2.831 — Q2/Q2)

Podil autorky prace: ucast na experimentdlni praci a pfipravé clanku,
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14.

15.
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SOLICH Petr
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Food Analytical Methods, 2013, vol. 6, p. 380-385. (IF: 2.245 — Q2)
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Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2013, vol. 405(20), p.6583-6587. (IF:
3.307 - Q2/Q1)
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Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s00216-013-7098-4

SATINSKY Dalibor, JAGEROVA Katefina, HAVLIKOVA Lucie, SOLICH Petr
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Food Analytical Methods, 2013, vol. 6(5), p. 1353-1360. (IF: 2.245 - Q2)

Podil autorky prace: ucast na piipravé clanku

Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s12161-012-9551-y

HAVLIiKOVA Lucie, VLCKOVA Hana, SOLICH Petr, NOVAKOVA Lucie

HILIC UHPLC-MS/MS for fast and sensitive bioanalysis: accounting for matrix
effects in method development.

Bioanalysis, 2013, vol. 5(19), p. 2345-2357. (IF: 2.478 — Q2/Q2)

Podil autorky prace: provedeni experimentalni prace, ptiprava clanku, prvni
autorka

Dostupné z: https://doi.org/10.4155/bi0.13.217
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17.
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19.

20.

21.

HAVLIKOVA Lucie, PANNYOVA Anna, MATYSOVA Ludmila, SOLICH Petr
Development of novel stability-indicating method for the determination of
dimethindene maleate and its impurities.

Chromatographia, 2013, vol. 76(21), p. 1545-1551. (IF: 1.401 — Q4/Q3)

Podil autorky prace: vedeni studenta pii experimentalni praci, ptiprava ¢lanku,
prvni autorka

Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s10337-013-2449-z

HAVLIKOVA Lucie, MATYAS Robert, [HNAT Luka$, NOVAKOVA Lucie, SATINSKY
Dalibor

Degradation study of nitroaromatic explosives 2-diazo-4,6-dinitrophenol and
picramic acid using HPLC and UHPLC-ESI-MS/MS.

Analytical Methods, 2014, vol 6, p. 4761-4768. (IF: 2.073 — Q3/Q2/Q2)

Podil autorky prace: provedeni experimentalni prace, pfiprava ¢lanku, prvni
autorka

Dostupné z: https://doi.org/10.1039/C4AY00401A

. HAVLIKOVA Lucie, OPLETAL Lubomir, SATINSKY Dalibor, SOLICH Petr

A Fast Determination of Chlorophylls in Barley Grass Juice Powder Using HPLC
Fused-Core Column Technology and HPTLC.

Food Analytical Methods, 2014, vol 7 (3), p. 629-635. (IF: 2.245 — Q2)

Podil autorky prace: provedeni experimentalni prace, ptiprava Clanku, prvni
autorka

Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s12161-013-9665-x

SKARYDOVA Lucie, TOMANOVA Radana, HAVLIKOVA Lucie, STAMBERGOVA
Hana, SOLICH Petr, WSOL Vladimir

Deeper insight into the reducing biotransformation of bupropion in the human
liver.

Drug Metabolism and Pharmacokinetics, 2014, vol 29, p. 177-184. (IF: 2.087 —
Q3)

Podil autorky prace: ucast na provedeni experimentalni prace (HPLC) a ptipravé
¢lanku

Dostupné z: https://doi.org/10.2133/dmpk.DMPK-13-RG-051

MALATKOVA Petra, HAVLIKOVA Lucie, WSOL Vladimir

The role of carbonyl reducing enzymes in oxcarbazepine in vitro metabolism in
man.

Chemico-Biological Interactions, 2014, vol 220, p. 241-247. (IF: 3.296 —
Q2/Q2/Q2)

Podil autorky prace: ucast na provedeni experimentalni prace (HPLC) a ptiprave
¢lanku

Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.cbi.2014.07.005

NoOVAKOVA Lucie, HAVLIKOVA Lucie, VLCKOVA Hana

Hydrophilic Interaction Chromatography of polar and ionizable compounds by
UHPLC.

Trac - Trends in Analytical Chemistry, 2014, vol 63, p. 55-64. (IF: 7.034 — Q1)
Podil autorky prace: G¢ast na ptipravé prehledového ¢lanku

Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.trac.2014.08.004
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24.

25.

26.

27.

CAHLIKOVA Lucie, ALI Badreldin H., HAVLIKOVA Lucie, LOCAREK Mirek,
SIATKA Tomas, OPLETAL Lubomir, BLUNDEN Gerald

Anthocyanins of Hibiscus sabdiffera Calyces from Sudan.

Natural Product Communications, 2015, vol 10, p. 77-79. (IF: 0.809 — Q4/Q4)
Podil autorky prace: ucast na provedeni experimentalni prace (HPLC) a
piiprave clanku

HAVLIKOVA Lucie, MACAKOVA Katefina, OPLETAL Lubomir, SOLICH Petr

Rapid determination of a-Hederin and Hederacoside C in Extracts of Hedera helix
Leaves Available in the Czech Republic and Poland.

Natural Product Communications, 2015, vol 10, p. 1529-1531. (IF: 0.809 —
Q4/Q4)

Podil autorky prace: provedeni experimentalni prace, pfiprava ¢lanku, prvni
autorka

HAVLIKOVA Lucie, SATINSKY Dalibor, SOLICH Petr

Aspects of Decontamination of Ivermectin and Praziquantel from Environmental
Waters using Advanced Oxidation Technology.

Chemosphere, 2016, vol 144, p. 21-28. (IF: 4.427 — Q1)

Podil autorky prace: provedeni experimentalni préce, ptiprava Clanku, prvni
autorka

Dostupneé z: https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2015.08.039

FIBIGR Jakub, SATINSKY Dalibor, HAVLIKOVA Lucie, SOLICH Petr

A new method for rapid determination of indole-3-carbinol and its condensation
products in nutraceuticals using core-shell column chromatography method.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2016, vol 120, p. 383-390.
(IF: 2.831 — Q2/Q2)

Podil autorky prace: Gcast na provedeni experimentalni prace (necistoty)
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.jpba.2015.12.039

CHLEBEK Jakub, DE SIMONE Angela, HOSTALKOVA Anna, OPLETAL Lubomir,
PEREZ Concepcion, HAVLIKOVA Lucie, CAHLIKOVA Lucie, ANDRISANO Vincenza
Application of BACE1 immobilized enzyme reactor for the characterization of
multifunctional alkaloids from Corydalis cava (Fumariaceae) as Alzheimer’s
disease targets.

Fitoterapia, 2016, vol. 109, p. 241-247. (IF: 2.642 — Q2/Q2)

Podil autorky prace: Gcast na provedeni experimentalni prace (HPLC)
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/).fitote.2016.01.008

LHOTSKA Ivona, SATINSKY Dalibor, HAVLIKOVA Lucie, SOLICH Petr

A fully automated and fast method using direct sample injection combined with
fused core column on-line SPE-HPLC for determination of ochratoxin A and
citrinin in lager beers.

Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2016, vol. 408(12), pp 3319-3329. (IF:
3.307 - Q2/Q1)

Podil autorky prace: Ucast na provedeni experimentalni prace (hodnoceni
matrice)

Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s00216-016-9402-6
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30.
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32.

HUERTAS-PEREZ José Fernando, ARROYO-MANZANARES Natalia, HAVLIKOVA
Lucie, GAMIZ-GRACIA Laura, SOLICH Petr, GARCIA-CAMPANA Ana M.

Method Optimization And Validation For The Determination Of Eight
Sulfonamides In Chicken Muscle And Eggs By Modified QuUEChERS And Liquid
Chromatography With Fluorescence Detection.

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2016, vol.124, p. 261-266.
(IF: 2.831 - Q2/Q2)

Podil autorky prace: provedeni experimentalni prace (krom¢ validace metody)
a ucast na pripraveé ¢lanku

Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.jpba.2016.02.040

HAVLIKOVA Lucie, PARMOVA Martina, CHOCHOLOUS Petr, SOLICH Petr
Sensitive monitoring of amygdalin and 5-hydroxytryptamine in food supplements
using HILIC OHS5 chromatography.

Food Analytical Methods, 2016, vol. 9(6), p. 1849-1856. (IF: 2.245 — Q2)

Podil autorky prace: vedeni studenta pii experimentalni praci, pfiprava ¢lanku,
prvni autorka

Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s12161-015-0362-9

MALATKOVA Petra, SOKOLOVA Simona, CHOCHOLOUSOVA HAVLIKOVA Lucie,
WsOL Vladimir

Carbonyl reduction of warfarin: Identification and characterization of human
warfarin reductases.

Biochemical Pharmacology, 2016, vol 109, p. 83-90. (IF: 4.235 — Q1)

Podil autorky prace: ucast na provedeni experimentalni prace (HPLC) a priprave
¢lanku

Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.bcp.2016.03.025

OPLETAL Lubomir, CHOCHOLOUSOVA HAVLIKOVA Lucie, SIATKA Tomas,
CAHLIKOVA Lucie, LOCAREK Miroslav, ALI Badreldin H, MANOJ Priyadarsini,
RAMKUMAR A., AL SULEIMANI Yousuf M., AL ZA'ABI Mohammed, KARACA
Turan, NEMMAR Abderrahim

Preparation and validated analysis of anthocyanin concentrate from the calyces of
Hibiscus sabdariffa.
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