Predkladana disertacni prace se zabyvd vyvojem a validaci chromatografickych
metod vhodnych pro hodnoceni vybranych biologicky aktivnich latek. Vzhledem
k dominantnimu postaveni metody HPLC ve farmaceutické analyze, byla pro hodnoceni

analytii zvolena pravé tato metoda ve spojeni s UV a MS detekci.

Teoreticka c¢ast je zaméfena na pouzité chromatografické metody
a problematiku feSenou v ramci experimentilni prace. Nejprve je uveden strucny
ptehled vSech chromatografickych metod a nésledné je detailnéji popsana nejbéznéjsi
analytickd metoda HPLC. Poté je vénovana pozornost hmotnostni spektrometrii, ktera
se v poslednich letech stala nepostradatelnou metodou nejen ve farmaceutické analyze.
To predevsim diky jeji vysoké citlivosti a moznosti ziskat strukturni informace o analytech.
Kromé teoretického uvodu a popisu MS instrumentace je pozornost vénovana také jejim
aplikacim i novym trendm. Dalsi kapitoly se vénuji problematice transdermalniho podani

1é¢iv, specifiklim antiretroviralni terapie a predev§im hodnocenym analytiim.

Experimentalni ¢ast je zpracovana jako komentovany soubor publikovanych
praci a je rozdélena do dvou tematickych celkii. Prvni celek tvofi tii prace zaméfené
na analytické hodnoceni nového akcelerantu transdermalni penetrace - transkarbamu 12.
Druhy celek je tvofen praci zabyvajici se analytickym hodnocenim antiretrovirotika

efavirenz v biologickém materialu.

Prvni tematicky celek se zabyva vyvojem a validaci vhodnych
chromatografickych metod pro analytické hodnoceni T 12. Tento novy akcelerant
transdermalni penetrace se zacal na FaF UK vyvijet v 90. letech, a v roce 2001 byl
patentovan. Hlavnim podnétem, jenz tento vyzkum inicioval, bylo omezené mnozstvi
Vv klinické praxi uzivanych transdermalnich akcelerantli. V podstat¢ jedinym, Siroce
pouzivanym a u¢innym akcelerantem, je od roku 1976 Azon®. Zavedeni nového, vysoce
ucinného, akcelerantu tak predstavuje moznost rozsifeni aplikaci pro transdermalni podani
1é¢iv, které je vyhodnou alternativou oproti ostatnim, bézné uzivanym, formam podani

1é¢iv.

Vzhledem k absenci jakékoli analytické metody pro hodnoceni T 12, bylo pro jeho
zavedeni do farmaceutické praxe nezbytné vyvinout a zvalidovat chromatografické metody,
které by umozZnily hodnoceni Cistoty a stability této latky. V pilotni studii byla jako prvni
vyvinuta rychla, jednoducha a finan¢né nenarocna metoda TLC, kterd umoznila separovat
T 12 od jeho dvou hydrolytickych rozkladnych produkti 6-aminohexanové kyseliny (AH)
a dodekanolu (D). Vzhledem k absenci chromoforu ve struktuie T 12, i jeho degradac¢nich

produkti AH a D, musela byt pied vlastni analyzou vzdy provedena derivatizace pomoci
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benzoyl chloridu. V ramci pilotni studie byla vyvinuta také metoda HPLC/UV, ktera
umoznila separaci T 12 od derivatiza¢niho Cinidla resp. vedlejsich produkt derivatizace.
Dalsi experimentdlni prace byla zaméfena na vyvoj nové HPLC/UV metody, ktera
umoznila hodnoceni T 12 i rozkladnych produktii AH a D. Protoze diive vyvinuty postup
derivatizace neumoznil dosdhnout dostatecné citlivosti analyzy, bylo vybrano nové
derivatiza¢ni ¢inidlo (3,5-dinitrobenzoyl chlorid). Cely postup derivatizace byl proto
nasledné optimalizovan. Nicmén¢ bylo zfejmé, ze pro rutinni vyuziti metody v primyslové
vyrobé neni Casové naroc¢na derivatizace vhodnd. Proto byla hleddna alternativa, ktera
by umoznila tento krok eliminovat. Takovou alternativu piedstavuje detekce za vyuziti
hmotnostni spektrometrie, ktera umoziiuje hodnoceni latek na zakladé jejich poméru m/z
a nevyzaduje tedy piitomnost chromoforu v molekule analytu. Byla vyvinuta a validovana
metoda HPLC/MS, ktera umoZnila hodnoceni Cistoty a stability substance T 12.
Hodnocenymi necistotami byly: AH - hydrolyticky rozkladny produkt, CA - vstupni
surovina pro syntézu T 12 a nelistota DAH - vedlejsi produkt syntézy. DAH byla
objevena a identifikoviana pravé diky vyuziti MS detekce pri analyze vzorki.
Vyvinuta metoda HPLC/MS je v soucasnosti vyuZivana pro hodnoceni cistoty
a stability substance T 12 v primyslové vyrobé.

Vzhledem k nutnosti rychlého zavedeni této metody do praxe, byl jeji vyvoj ¢asoveé
omezeny, a proto nemohlo dojit ke zcela idedlnimu zoptimalizovani vSech parametrt
analyzy. Urcitou slabinu tak pfedstavuje ¢asovd ndro¢nost a gradientovy profil analyzy.
Dalsi vyvoj byl proto zaméfen pravé timto smérem a v soucasné dobé je pfipravovana
publikace, ktera se zabyva vyvojem a validaci nové, isokratické metody HPLC/MS
s celkovou dobou analyzy 12 minut.

Druhy tematicky celek se vénuje analytickému hodnoceni EFV v biologickém
materialu. Prace byla vypracovana na Ruprecht-Karls-Universitdt Heidelberg v Némecku,
kde byla tato problematika feSena v ramci rozsahlé klinické studie. EFV byl doporucen
WHO k 1écbé HIV infekce v africkych zemich. Stejné jako vétSina ostatnich
antiretrovirotik, je 1 EFV charakteristicky velkou inter-individualni variabilitou
plasmatickych koncentraci. Z tohoto diivodu patii antiretrovirotika do skupiny 1éc¢iv, ktera
by méla byt u pacientii monitorovana a podavané davky individualné upraveny. Hlavni ¢ast
biotransformace EFV probiha pomoci CYP-450. V ptipadé¢ koinfekce HIV a TBC je
1é¢ivem volby pro TBC rifampicin, induktor CYP-450, ktery miize vyraznym zpiisobem
snizovat plasmatické koncentrace EFV. Prvni ¢ast projektu byla zaméfena na vyvoj
a validaci vhodnych chromatografickych metod, které by umoznily analytick¢ hodnoceni

EFV v plasmé, jeho volné frakce v ultrafiltratu a intracelularni koncentrace v PBMC. Byla
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vyvinuta citlivd a selektivhi metoda HPLC/MS/MS, ktera umoziiuje kvantifikovat
efavirenz ve vSech tifech biologickych materialech. Také byly vyvinuty jednoduché
postupy izolace EFV z jednotlivych biologickych materiiali. Vyvinuta metoda byla

nakonec vyuzita pri hodnoceni vzorki 14 zdravych dobrovolniki.
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