Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je v oblasti analyzy lé¢iv jednou z
nejéastéji uzivanych analytickych technik. Metody HPLC jsou bézné vyuzivany ve vSech
oblastech moderni farmaceutické analyzy - ve vyzkumu a vyvoji novych 1é¢iv a 1éCivych
ptipravki, v oblasti kontroly a jisténi jakosti 1éCiv, v oblastech zahrnujicich analyzu 1éCiv a
metaboliti v biologickém materidld (napf. terapeutické monitorovani 1éCiv, studie
bioekvivalence). Teoreticka ¢ast diserta¢ni prace se zabyva hlavnimi aspekty a specifiky HPLC
analyzy 1éciv. Experimentdlni Cast prace je zpracovana jako soubor komentovanych praci
rozdélanych do dvou tematickych celki (Analyza potencidlnich 1éCiv ze skupiny
aroylhydrazonovych chelatort zeleza, Hodnoceni stability vybranych 1é¢iv).

Prvni tematicky celek se zabyval vyvojem, validaci a naslednou aplikaci
chromatografickych metod (pfedevsim HPLC) v analyze potencidlnich 1é¢iv ze skupiny
aroylhydrazonovych chelatorti zeleza — pyridoxal isonikotinoyl hydrazonu (PIH) a jeho dalSich
dvou analogt, salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazonu (SIH) a pyridoxal 2-chlorbenzoyl
hydrazonu (0-108).

Aroylhydrazonové chelatory Zeleza (PIH, SIH, 0-108) jsou v dne$ni dobé jako potencialni
1é¢iva predmétem pomeérne intenzivniho vyzkumu. Ackoliv maji tyto latky zajimavé
farmakologické ucinky, nebyly dosud dostatecné¢ definovany analyticky. Absence vhodnych
analytickych metod dosud neumoziovala piesné definovat Cistotu, stabilitu ani zakladni
farmakokinetické parametry téchto potencialnich 1é¢iv. V této disertacni praci byly nejprve
vyvinuty a validovany chromatografické metody umoziujici hodnoceni Cistoty a stability
téchto chelatoru. Za pouziti vyvinutych metod pak byly pomémé detailné studovany vybrané
aspekty stability ve vod¢ rozpustné soli ,,mateiské* latky - PIH-2HCI - (stabilita ve vodnych
prostiedich o rizném pH a farmaceutickych pomocnych latkach, fotostabilita a termalni
stabilita). Tyto experimenty ukazaly, ze PIH je ve vodnych roztocich pomérné citlivy
k hydrolytickému S$tépeni hydrazonové vazby, avSak v pevném stavu je tato latka pomérné
stabilni (studie fotostability a termdlni stability). Vysledky téchto experimentli ptinasi praktické
informace, které mohou byt v budoucnu vyuzity pii volbé zptsobu skladovani, vybéru vhodného
aplika¢niho média nebo pomocnych latek.

Dalsi cast tohoto tematického celku byla vénovana vyvoji a validaci HPLC metodik
vhodnych pro stanoveni SIH a 0-108 v krali¢i plasmé. Pro izolaci SIH z plasmy se jako

optimalni jevila metoda precipitace vzorku acetonitrilem (s malym piidavkem kyseliny).



V piipadé o-108 byla pouzita extrakce na pevnych fazich za pouziti C8 extrak¢nich kolonek.
HPLC analyzy probihaly na kolonéach s reverzni fazi C18 za pouziti dvou mobilnich fazi o
rizném slozeni. Vyvinuté metody byly nasledné pouzity pro stanoveni plasmatického profilu a
zakladnich farmakokinetickych parametri dosazenych po i.v. aplikaci téchto chelatort
laboratornim zvifatim. I kdyz byl u téchto latek pozorovan pomérné rychly pokles
plasmatickych koncentraci, ¢emuz odpovida i relativné kratky biologicky polocas, vysledky této
studie mohou mit vyznamny vliv na pribéh dal§iho vyzkumu zaméteného na aroylhydrazonové
chelatory zeleza jako potencialni 1é¢iva.

Druhy tematicky celek byl zaméfen na vyvej a nasledné vyuziti HPLC metod ke studiu
vybranych aspektd stability dvou 1é¢iv za podminek stresovych zkou$ek. Studium stability
lé¢iv je jednim ze specifickych odvétvi farmaceutické analyzy. Cilem zatézovych testd
je definovat vnitini stabilitu molekuly 1éCiva, zjistit cesty degradace a ziskat informace o
rozkladnych produktech potifebné pro vyvoj a validaci stabilitu hodnoticich analytickych metod.
Prvnim 1é¢ivem jehoZ stabilita byla testovana bylo moderni antidiabetikum - glimepirid.
Stabilita glimepiridu byla hodnocena v riznych vodnych roztocich (0,1 MHCI; 0,1 M NaOH,
ve vodé a Hy07) za podminek stresovych zkousek. Stabilita tohoto 1é¢iva byly vyjadfena jako
ubytek koncentrace ve vzorcich v ¢ase. Bylo zjiSténo Ze rychlost rozkladu glimepiridu klesa
v potadi roztok peroxidu vodiku > kyselé prostiedi > alkalické prostfedi > voda. V zatizenych
vzorcich bylo detekovano 5 riaznych rozkladnych produkti.
nimesulidu Kk rozkladu vlivem UV zafenim. Chromatografické metody (HPLC aTLC)
umoznujici separaci nimesulidu a dvou potencidlnich rozkladnych produkti (2-fenoxy-4-
nitroanilinu a kyseliny methansulfonové) byly vyvinuty anasledné pouzity ke studiu
fotostability tohoto lé¢iva. Vysledky téchto experimenti ukazuji, Ze nimesulid je pomérné
odolny vici pisobeni UV zéfeni. Testovany vzorek musel byt vystaven plisobeni tohoto zafeni
pomérné dlouhou dobu, aby bylo mozné detekovat uvedené rozkladné produkty

Tento tematicky celek piindsi nové chromatografické metody vhodné pro monitorovani
stability glimepiridu a nimesulidu. Dale pak pfinasi informace o vlastni stabilité téchto
chemickych 1é¢iv, které mohou byt dale vyuzity v procesech jisténi kvality 1éCivych latek a

lé¢ivych pripravkl nebo pii vyvoji novych Iékovych forem obsahujicich uvedené 1éciva.



