SHRNUTI

Predlozena disertacni prace se zabyva tématikou moznosti vyuziti vysokoucinné
kapalinové chromatografie pro sledovani obsahu Uc¢innych latek, necistot a rozkladnych
produkta ve farmaceutickych ptipravcich.

V teoretické Casti je rozebrana problematika stability 1éCivych latek a farmaceutickych
ptipravkti. Pomém¢ velky prostor je vénovan hodnoceni necistot v 1écivych latkach a
ptipraveich. V dalSich kapitolach je ve zkratce popsana metoda HPLC, charakteristiky
chromatografického procesu a postup pii optimalizaci chromatografické metody. Dale jsou
uvedeny jednotlivé parametry validace a SST a postup pfi izolaci sledovanych analyti.
Stru¢né je popsana metoda spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci a Cast
teoretického tivodu je vénovana UPLC.

Prakticka cast je zamétena z velké ¢asti na vyvoj a validaci chromatografickych metod
pro stanoveni ucinnych latek, necistot a piipadné konzervaénich ptisad v topickych
farmaceutickych ptipravcich. Bylo vyvinuto a validovano Sest origindlnich metodik, které
jsou pouzivané v kontrole kvality v akreditovanych laboratotich hodnoticich stabilitu 1é¢ivych
pripravkd.
sledujici hlavni uc¢innou latku indomethacin a rozkladné produkty 5-methoxy-2-
methylindolyloctovou kyselinu a 4-chlorbenzoovou kyselinu (pfiloha Chyba! Nenalezen
zdroj odkazi.). U topického pfipravku s antimykotickou aktivitou, Terbinafin krém, byla
vypracovana metoda pro sledovani hladiny G¢inné latky terbinafin hydrochloridu a sledovani
vyskytu rozkladnych produktt — B-terbinafin, Z-terbinafin a 4-methylterbinafin a necistoty 1-
methylaminomethylnaftalen (pfiloha Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.).V pfipravku
Calcium Pantotenat mast byla hodnocena G¢inna latka pantotenan vapenaty a dvé konzervacni
ptisady methylparaben a propylparaben (pfiloha Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). V
hormonalnim 1é¢ivém ptipravku Estrogel gel byla hodnocena hlavni u¢inna latka estradiol a
dale spektrum sedmi necistot: estron, A% _ estron, A" _ estradiol, hemidydrat 17o.-
estradiolu, 17a-ethinylestradiol, 3-methoxy-173-estradiol a 17(3-estradiol-17-acetat (pfiloha
Chyba! Nenalezen zdroj odkaziu.). V pripravku Amastol neo ureném pro veterinarni
pouziti byla sledovana hlavni ¢inna latka chlorhexidin diglukonat a jeji degradaéni produkt

p-chloranilin (pfiloha Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). Uinnou latkou v piipravku



Heparin gel je sodna stl heparinu, jeji obsah je sledovan pomoci jiné metody a v ptipravku
jsou stanovovany metodou HPLC konzervacni prisady methyl- a propylparaben.

Pro zlepSeni separacni Gi¢innosti byly pouzity moderni staciondrni faze. Pouziti kolony s
navazanou kyano- skupinou pomohlo pifi separaci rozkladnych produkti terbinafinu a
estradiolu. Staciondrni fadze s navazanou fenylovou fazi byla nejvhodnéjsi u ptipravkl
Indomethacin gel a Amastol neo. Pro pfipravky Heparin gel a Calcium Pantotenat mast byly
pouzity konven¢ni ODS stacionarni faze.

Vsechny uvedené metody jsou vyvinuty a optimalizovany tak, aby mohly byt pouzity
V kontrolné-analytickych laboratofich. Ve vSech metodach je pro kvantitativni hodnoceni
pouzit vnitini standard. U piipravkil Indomethacin gel, Estrogel gel a Heparin gel nebyla
izolace sledovanych analytd z mastového zakladu problematickd. Komplikovanéjsi byla
izolace analytl u piipravkil Calcium Pantotendt mast, Terbinafin krém a Amastol neo. Pro
ucinnou kvantitativni extrakci musely byt pouzity bindrni smési rozpoustédel (Calcium
Pantotenat, Amastol neo), byla upravena hodnota pH (Terbinafin krém) nebo pouzita zvySena
teplota (Calcium Pantotenat, Amastol neo). VSechny uvedené metody jsou kompletné
validovany a sledované parametry odpovidaji pozadavkiim autorit.

Dale byla vypracovana UPLC metoda pro soufasné stanoveni vitamini A a E
Vv biologickém materidlu. UPLC umoznuje zkraceni analyzy se soucasnym zachovanim
vysoké separacni Uc¢innosti. Pfi porovnani UPLC metody pro stanoveni vitamini A a E s
klasickou HPLC piindsi UPLC uSetfeni ¢asu (zkraceni ¢asu analyzy z Sesti na dv€ minuty) a i
chemikalii pro provedeni jednotlivych analyz (pro toto porovnani byla vyuzita spoluprace s
pracovniky Kliniky gerontologické a metabolické Fakultni nemocnice v Hradci Kralové a
jejich publikované prace - L.Urbanek, D.Solichov4, B.Melichar, J.Dvotdk, [.Svobodova,
P.Solich, Anal. Chim. Acta, 573 (2006), 267). Zajimavé bylo také porovnani vysledku
analyzy UPLC s vysledky préace provedené na HPLC s vyuZitim monolitické kolony. UPLC je
metoda pracujici za vysokého tlaku (az 15.000 psi) a nizkymi prutoky mobilni faze, zatimco
pro monolitické kolony je typicky nizky pracovni tlak a vysoké pritoky mobilni faze. Obé¢
metody piinaseji analyzu trvajici méné nez dvé minuty a hodnoty validacnich parametri a
parametrt SST jsou téméf shodné. UPLC piindsi pouze moznost sniZzeni spotfeby mobilni
faze (UPLC pratok 0,48 ml min™ oproti HPLC s pritokem 2,5 ml min™). Pfi porovnani nebyl
prokazan statisticky vyznamny rozdil.

Posledni usek experimentalni Casti je vénovan stanoveni estert erythromycinu v 1é¢ivych

ptipravcich metodou HPLC a HPLC/MS. Tato tématika byla vypracovdvana ve spolupraci s



univerzitou ve Wirzburgu, Némecko. Velkou vyhodou HPLC/MS je moznost identifikace

analyzovanych necistot a vznikajicich rozkladnych produkta.



