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1.Uvod

Stabilitou |éCiv se v dnesni dobé zabyva hodné instituci, jelikoz degradacni
procesy ovliviiuji uéinnost Ié¢iva a jeho nezadouci ucinky. Jednd se o souhrn
testl, které provéfi dané Iécivo. Stanovi se podminky skladovani a uchovavani,
doba pouZitelnosti a vhodné obalové materialy.

Stdlost léciva nebo lé¢ivého pripravku se tyka jeho odolnosti vici fyzikalnim,
chemickym a mikrobiologickym vliviim, které ovliviuji jak vlastnosti vyroby, tak

transport a jeho skladovani.



2.Cil prace
Cilem této bakalarské prace je shrnout stabilitu vybranych |écCiv v roztocich.
Prace se zabyva nejnové;jsi postupy a doporucéenimi z oblasti stabilitnich studii.



3.Stabilita 1éciv
Léciva latka je povaZovana za stabilni, jestlize vyhovuje poZadavkim za
podminek uchovavani 25 °C/60 % RV (Relativni vlhkost) po dobu 2 let a za

podminek uchovavani 40 °C/75 % RV po dobu 6 mésicd .

Ve stabilitni studii se sleduji vSechny parametry lécCivé latky, které se
mohou béhem skladovdni meénit, a které by mohly mit vliv na jakost,
bezpeé&nost a ucinnost .

Stabilitni studie mda hodnotit fyzikalni, chemické, biologické
a mikrobiologické vlastnosti [éCivé latky. Zkousky musi byt provedeny za pouziti
validovanych a stabilitu indikujicich kontrolnich metod. U zkousek se uvedou
Ciselné limity, rozmezi, prip. dalsi kritéria popsanych zkousek, véetné hornich
limitd pro obsah jednotlivych necistot a rozkladnych produktl i pro jejich
celkovy obsah. ZdUvodnéni téchto limith ma byt zaloZzeno na poZadavcich
bezpecnosti a ucinnosti. Pro |écivé latky popsané v monografii uzndvaného
lékopisu (Evropsky |ékopis nebo Iékopisy ¢lenskych statd EU) maji byt zkousky
provedeny v souladu stouto monografii nebo za pouziti metody, ktera byla
validovana oproti metodé l|ékopisné. RovnéZ je tfeba doloZit, Ze vSechny
potencidlni necistoty (rozkladné produkty i necistoty prochazejici ze syntézy
nebo vyrobniho procesu) jsou dostatecné kontrolovany. Pro rostlinné latky
a pfipravky z nich plati: ,Note for Guidance Specifications: Test Procedures and
Acceptance Criteria for Herbal Drugs, Herbal Drug Preparations and Herbal
Medicinal Products” (CPMP/QWP/2820/00) 1.

Stabilita 1éCiva nebo léCivého pripravku zavisi na zachovéani vlastnosti
jakostnich znaku po urcitou dobu a za urcitych podminek. Testuje se stabilitnimi
testy, které dokumentuji zmény v kvalité pfi plsobeni vnéjsich vlivl. Stabilitni
testy se vyuzivaji ke stanoveni podminek skladovani, uchovavani, urcuji obalovy

materidl a dobu exspirace f21,

Stabilitu [é¢ivého pripravku ovliviuji vnéjsi a vnitini faktory. Vnitini faktory
jsou vétSinou fyzikalni a chemické vlastnosti, necistoty a obal [é¢iva. Vnéjsi
faktory jsou teplota, svétlo, kyslik, vihkost, oxid uhlicity a mikroorganizmym.

Zakladnim postupem pro testovani stability lécivych pripravkd je
organoleptické hodnoceni a fyzikdlni, chemické, biologické a mikrobiologické
zkousky. Lécivo je stabilni, pokud béhem testovani nedojde ke ztraté vice jak
5% produktu ve srovnani splvodnimi hodnotami, nedochazi k ndlezu
rozkladného produktu, a ke zvySeni pH nad stanovenou hodnotu a jestlize spini



pozadavky na fyzikalni vlastnosti a vzhled !, Ve studiich je uvadéno, ze Ié¢ivo je
stabilni pfi degradaci maximalné 10 %.

Cilem stabilitni studie je stanovit léCivé latky, vyhodnotit vysledky stabilitni
studie a stanovit dobu reatestace pro vSechny S3arie |éCiva vyrobené za
podobnych podminek. Jestlize vysledky ukazuji malou degradaci, a malou
variabilitu, doba reatestace je garantovana, neni nutné provadét statistické
vyhodnoceni, ale pouze zdlGvodnit, pro¢ nebylo provedeno. Analyza vysledk(
kvantitativnich parametr(, u nichZ je o¢ekdvano, Ze se budou ménit s ¢asem, je
pojata jako stanoveni doby, za kterou 95 % protind limit specifikace. Jestlize
statisticka analyza ukazuje, Ze variabilita Sarzi je mal3, je vyhodné kombinovat
vysledky do jednoho celkového odhadu. Tomu by mélo predchdzet pouZiti
vhodnych statistickych testll, kterymi se testuji sklony a zachyceni regresnich
pfimek jednotlivych SarZi s hladinou vyznamnosti p=0,25. Jestlize neni mozné
vysledky jednotlivych Sarzi kombinovat, doba reatestace by méla odpovidat
nejkratsi dobé, po kterou je ocekdvano, Ze Sarze budou vyhovovat specifikaci.
Zavislost maze byt obvykle vyjadiena pomoci linearni, kvadratické nebo kubické
funkce za pouziti aritmetického nebo logaritmického méfitka. Pro ovéreni toho,
zda predpokladana degradacni kfivka je pouZzitelna pro vSechny Sarze, event.
kombinované Sarze, by se mély pouzit statistické metody. Zdlivodnéni by mélo
byt zaloZzeno na tom, co je zndmo o mechanismu degradace, na vysledcich
zrychlené stabilitni studie, jak vysledky odpovidaji navrzenému matematickému
modelu, na velikosti Sarzi, existenci podplrnych stabilitnich vysledk( apod.
Vyhodnoceni by se nemélo tykat jen stanoveni obsahu |éc¢ivé latky, ale také

rozkladnych produkti a dal3ich pfiméfenych parametrd ™4,



Protokol o stabilité
Protokol o stabilité je soucasti registracni dokumentace a slouzi jako doklad
o provedenych stabilitnich zkouskach. Protokol obsahuje:
e nazev pripravku
e vyrobce pfipravku
e silu alékovou formu
e (Cisla a velikosti zkouSenych Sarzi
e datum a misto vyroby
e sloZeni zkouSenych Sarzi
e vyrobce lécivé latky
e popis vnitfniho obalu

Vysledky zkousek jsou shrnuty do tabulek pro kazidou S$arzZi. V tabulce jsou
uvedeny pocateéni hodnoty, vysledky ziskané béhem stabilitnich zkousek
v pfedepsanych intervalech a limity jednotlivych zkousSek. V zdvéru protokolu
jsou shrnuty vysledky, které jsou Fadné okomentovany .

Cile pokynu Mezinarodni rady pro harmonizaci technickych pozadavkd na
|éCivé pripravky pro humanni pouziti (ICH):
Cilem tohoto pokynu je dolozit zakladni soubor udajii o stabilité pro novou
[é¢ivou latku, ponechava dostateénou flexibilitu, aby zahrnovala rozmanitost
raznych praktickych situaci, které se mohou vyskytnout v disledku konkrétnich
védeckych tGvah a charakteristik /.



4.Typy stabilitnich testt

4.1.

4.2.

Stresové testy

Stresové testy se provadéji pred registraci léciva jako
predbézné stabilitni studie, vétSinou na jedné Sarzi vyrobku.
Lécivy ptipravek se podrobi extrémni fyzikalni a chemické zatézi,
aby se urychlil chemicky rozklad Iéciva, konzervantl i
antioxidantl. Ucelem testu je stanovit primarni vlastnosti
v modelovych zatézovych situacich, kde se testuji radikdlni
podminky vyroby, skladovani, transportu a plsobeni vnéjsich
vlivd, identifikace degradacnich produktl a ovéreni vhodnosti
metody pro analyzu rozkladnych produkt(. Pti stresovych testech
se stanovuje vliv zvySené teploty (urcuje se teplota, pfi které je
latka nestabilni, zvySenim teploty o 10 °C, maximalni teplota je
180 °C), ucinek svétla, pH (vliv pH na 1 % roztok |éciva pfi 60 °C),
oxidace avlhkost (75 % RV), také se zde zjistuje vzajemna
interakce s pomocnymi latkami a obalem. Doba trvani
stresového testu je nejvyie 3 mésice pfi 5 °C, 50 °C nebo 75 °C 2.

Zrychlené testy

Zrychlené testy jsou soucdsti stabilitni studie provadéné za
extrémnich  skladovacich podminek, proto aby doslo
k chemickému rozkladu nebo fyzikdlni zméné I|éciva. VSechna
data se mohou pouZivat k vybéru vhodné technologie vyroby,
konecného sloZeni pfipravku a pro stanoveni skladovacich
podminek. Pfi zrychleném testu za obecnych podminek se na
[éCivo nebo lécivy pripravek plsobi 40 °C a 75 % RV po dobu
6 mésicl, v pfechodnych podminkach je to 30 °C a 65 % RV.
Pokud se jednd o rostlinné ptipravky, mohou byt testy vynechany
pfi uvedeni dostatecnych dlivodd Zadatelem a na obalu musi byt
vyznaceny podminky uchovavani. Lécivé latky, které jsou urcené
k uchovavani v chladu se pfi zrychleném testu podrobuji 25 °C
+2°C a60% RV po dobu 6 mésicl. Testovani se provadi na
3 Sarzich a délka studie musi byt dostacujici, aby pokryla vSechna
kritéria. Teplota se musi udrzovat v rozmezi +2 °C a RV vzduchu v
rozmezi 5 %. Jako vyrazna zména se povazuje 5% ztrata oproti
pavodnim hodnotdm. Pokud dojde k vyznamnym zménam pfi



uchovavani vchladu mezi 3 az 6 mésici doba reatestace se
navrhne dle vysledkll dlouhodobé studie. Jestlize dojde za
podminek zrychlené stabilitni studie k vyznamné zméné béhem
prvnich 3 mésicl, predloZzi se komentaf, hodnotici vliv
kratkodobé odchylky od podminek uchovavani vyznacenych na
obalu, ke které mulze dojit napf. béhem prepravy nebo
manipulace. Hodnoceni mlze byt dolozeno, je-li to vhodné,
dalSimi zkouSkami s jednou Sarzi |écivé latky provddénymi po
dobu kratsSi nez 3 meésice, ale svétsi cetnosti zkousSek neZ
obvykle. Dojde-li k vyznamné zméné béhem prvnich 3 mésicu,
neni nutné pokracovat ve zkouseni IéCivé latky po celou dobu
6 mésic. Jiné skladovaci podminky mohou byt povoleny, pouze

v opodstatnénych ptipadech 2.

4.3. Dlouhodobé testy

Dlouhodobé testy se provadéji za vyrobcem doporucenych
podminek skladovani, podle kterych se ur€uje vysledna doba
pouzitelnosti. Lécéiva se testuji vorigindlnim obalu. Podle
klimatického pasma, ve kterém se dany stat nachazi, se uréuji
podminky skladovani. Ceska republika patii do I. klimatického
pasma (Tab. 1.), testuje se pti 25 °C a 60 % vlhkosti az po dobu
5 let. Proto se vétiina léciv v CR skladuje p¥i 25°C. Pokud se
testuje termolabilni latka pfipravek je skladovan pfi 5 °C (£3 °C)
nebo -20 °C (25 °C) po dobu 24 az 60 mésicu 31,



Tabulka 1: Podminky dlouhodobych testl pro klimaticka pasma

l.-mirné pasmo

[6]

3,6,9,12,18,24

(Severni  Evropa, 25°C 60 %
(36, 48, 60)
Kanada, Rusko)
Il.-subtropické
pasmo 3,6,9,12,18,24
30°C 65 %
(USA, Japonsko, (36, 48, 60)
jizni Evropa)
ll.-Klimatické
3,6,9,12,18,24
pasmo 30°C 35-75%
P (36, 48, 60)
(Iran, Sudan)
IV.-Klimatické
pasmo 3,6,9,12,18,24
30°C 75 %

(Brazilie, Ghana,

Indonésie)

(36, 48, 60)




4.4.

Ndsledné zkousky stability

Jedna se o dlouhodobé testovani, které si zajistuje vyrobce
|éCivych pripravkd pribéiné u vybranych Sarzi celého vyrobniho
sortimentu za uUcelem neustalého sledovani a monitorovani
technologie vyroby, sledovani kvality surovin, obalového
materidlu a jejich vlivu na kvalitu a stabilitu lé¢iv a lécCivych
pfipravkd. Testy se provadi nejméné na jedné vyrobni Sarzi ro¢né
za skute¢nych skladovacich podminek. Zkousi se obvykle na
zaCatku a pak po 6, 12 a 24 mésicich a nasledné v rocnich
intervalech. Posledni zkouska je vétSinou rok po uplynuti doby
exspirace daného p¥ipravku 1.



5. Zakladni postupy pri zkouseni stability
lécivych pripravku 2]

Prvnim krok je vypracovani planu stabilitni studie, ktery definuje cil, ucel,
rozsah a podminky zkousek. ZkuSebni metody zahrnuji fyzikdlni, chemické,
biologické a mikrobiologické vlastnosti |éCiva a organoleptickda hodnoceni.
Metody musi byt vhodné pro cely pribéh testovani a musi byt validované.

Pro dany |éCivy pfipravek jsou provadény zkousky v zavislosti na jejich povaze.
Hodnoti se:

e Vzhled (zmény barvy, homogenita, Cirost atd.)

e Fyzikalni zkousky (rozpadavost, pevnost, disoluce, hustota, pH, viskozita)

e Obsah Ucinnych latek (minimalné 90 %)

e Obsah pomocnych latek (minimalné 80 %)

e Rozkladné produkty (nesmi presahovat dané limity, prokazana

neskodnost)

e Mikrobialni nezadvadnost (Iékopisné specifikace)

Je tfeba se vyjadrit ke kazdému kritériu stabilitni studie. Na zavér je vypracovan
protokol o stabilité lé¢ivého pripravku s komentarem, podle kterého se urci
exspirace.

5.1. Organoleptické hodnoceni

Mezi organoleptickd hodnoceni pfi testovani stability 1éCivych
pripravkd patti sledovani vzhledu, zapachu, barvy, chuti nebo
prGhlednosti roztoku. Hodnoceni se provadi vizudlnim
porovnanim s barevnymi standardy a spektrofotometricky.

5.2.  FyzikdIni zkousky

U parenteralnich roztok( se provadi zkouska prlzracnosti.
Suspenze se hodnoti pomoci rychlosti sedimentace, objemem
sedimentu, rozkladu lééiva a roztfepatelnosti sedimentu po
skladovani. U polotuhych I|écivych pripravkd se stanovuje
konzistence, viskozita a rdznorodost. Vliv skladovani na
uvoliiovani  |éCivé latky z pfipravku se stanovuje u
transdermalnich lékovych forem. Vyraznéjsi zmény vypovidaji
o nestabilité.

10



5.3.  Chemické zkousky

Sleduje se vznik rozkladnych produktld (oxidace, hydrolyza
a fotodegradace), stanovuje se obsah ucinné latky a konzervacni
latky. Stanoveni se provadi nejcastéji pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) a spektrofotometrickych
metod.

5.4.  Fotostabilita

Tento test demonstruje, Ze vystaveni produktu svétlu
nezplsobi zmény ve vlastnostech. Po skonéeni analyzy se vzorky
testuji na fyzikalni a organoleptické zmény.

5.5. Biologické a mikrobiologické zkousky

Tyto zkousky zahrnuji testovani na sterilitu, biologickou
nezavadnost, nepfitomnost pyrogenl, bakteridlni endotoxiny,
biologickou ucinnost heparinu atd. Vzorek musi byt patfi¢cné
popsan a testy musi pokryvat kritéria, kterd se mohou lisit béhem
skladovani. Opakovani testd musi byt dostatecné, aby byly
podchyceny pfipadné zmény ve vlastnostech Iéciva.

11



6.Léciva a jejich stabilita

6.1.

Fenylefrin hydrochlorid

Fenylefrin se jako ucinna latka pouzivda v peroralnich
pfipravcich, nosnich sprejich nebo ocnich kapkach. Pouzivd se
k udrZeni krevniho tlaku. Je to adrenergni latka, kterd stimuluje
alfa receptory, jedna se o sympatomimetikumm.

OH
HO N.

Obrazek 1-Fenylefrin hyd rochlorid™

Byla zkoumana stabilita, ktera byla sepsana Tyree H. Kiser
etal.”) injekci s fenylefrin hydrochloridem uloZenych v
injekénich stfikackach. Naredéni fenylefrinu na koncentraci
100 pg/ml bylo provedeno za aseptickych podminek. Ke 100 mg
fenylefrinu bylo pfidano 1000 ml 0,9 % chloridu sodného pro
parenteralni pouziti. Vysledny roztok byl ulozen v 10ml
polypropylenovych injekénich stfikackach. Injekéni stfikacky byly
uloZzeny v mrazaku (-20 °C), v lednici (3—-5 °C) nebo uchovavany
pfi pokojové teploté. Ctyfi vzorky kazdého pfipravku byly
analyzovany ve dnech 0, 7, 15, 21 a 30. FyzikdIni stabilita byla
hodnocena vizualné. Hodnota pH kazdé stfikacky byla méfena v
kazdém casovém bodé. Chemickd stabilita hydrochloridu
fenylefrinu byla hodnocena pomoci HPLC. Pro analyzu byla

= Byla

vyuzZita chromatografickd metoda popsana J. Jansen
provedena nucend degradace fenylefrinu. Vzorky byly
povazovany za stabilni, pokud doslo k degradaci mensi nez 10 %
pocatecni koncentrace a nebyly pozorovany zadné srazeniny.
Béhem trvani studie (30dnd), byla pozorovdana minimalni
degradace. Fenylefrin hydrochlorid ziedény na koncentraci
100 pg/ml v injekénim roztoku chloridu sodného 0,9 % byl pfi
skladovani v polypropylenovych stfikackach stabilni po dobu

nejméné 30 dn(.

12



Rezk, Mamdouh R. et al.'® sepsali studii, ve které byly
vyvinuty dvé metody, kterymi byla uréena stabilita
farmaceutickych sloZzek. Metoda A byla zaloZena na stanoveni
fenylefrinu pomoci HPLC. Pro separaci byla pouzZita analytickd
kolona Waters Spherisorb ODS2 C18 a mobilni faze sloZzena
z0,1% sodné soli heptan-1-sulfonové kyseliny v methanolu
avodé. Metodou B bylo TLC (chromatografie na tenké vrstvé)
zalozené na  denzitometrickém  hodnoceni s vyuZitim
silikagelovych desek a mobilni faze ve sloZeni
ethylacetat-methanol-amoniak. U obou metod byla vyuzita UV
detekce pfi 210 nm. VSechny degradacni produkty byly oddéleny
a identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Metody byly
validovany podle pokyni Mezindrodni konference o

harmonizaci®.

U¢elem studie, kterou sepsali Josiah J. Jansen et al. = bylo
zjistit fyzikdlni a chemickou stabilitu fenylefrinu zfedéného na
200 a 400 pug/ml v 0,9 % roztoku chloridu sodného v PVC
(polyvinylchlorid) vaku, pfi pokojové teploté a vystaveni
normalnimu osvétleni. Stabilita zfedénych roztokd fenylefrinu
byla hodnocena po dobu 60 dn(l. Bylo pfidavdano 50 a 100 mg
fenylefrinu do 250 ml 0,9 % chloridu sodného v PVC saccich za
aseptickych podminek. Vaky byly uchovavany pfi pokojové
teploté (23-25 °C). Pro hodnoceni fyzikdIni a chemické stability
byly vybrany tfi vaky zkazdé koncentrace. Stabilita byla
hodnocena ve dnech 0, 7, 14, 21, 30, 45 a 60. Fyzikalni stabilita
fenylefrinu byla hodnocena vizualné. Roztoky byly pozorovany na
¢erném (viditelné castice) a bilém (zmény barvy) pozadi. Hodnota
pH vzorkG nebyla posouzena. Koncentrace fenylefrinu byly
stanoveny pomoci HPLC sUV detekci s vinovou délkou
nastavenou na 273 nm. Mobilni faze byla slozena z 0,02 M
octanu amonného, 4 % acetonitrilu, upraveného pomoci 1 M
hydroxidu sodného na pH 7,2. Prlitok mobilni faze byl 1 ml/min
a do systému se nastfikovalo 20 pl. Pro validaci metody byla
pouzita substance fenylefrinu. Kalibrace vyuzivala 8 zndmych
koncentraci od 100 do 450 pg/ml fenylefrinu a byla provadéna
dvakrat denné v kazdém ze studovanych dnu. Presnost testu
splnovala podminky pro validaci analytické metody. VSechny
vzorky, pro vSechny skladovaci podminky byly testovany
duplicitné. Bylo stanoveno procento fenylefrinu v kazdém
Casovém bodé. Produkt byl povazovan za stabilni, pokud
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degradovalo méné nez 10 % pavodniho produktu. Méné nez 5 %
degradace fenylefrinu bylo pozorovdno béhem 60denniho
obdobi studie. Roztoky zlstaly ciré a béhem studie nebyly
pozorovany zadné fyzikalni zmény.
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6.2.

refluxu

Obrazek 2- Famotidin

Famotidin

Famotidin je antagonista receptoru histaminu H2, ktery

inhibuje produkci Zaludecni kyseliny. Obvykle se pouZiva pfi
|éCeni peptického viedového onemocnéni a gastroezofagedlniho

[12]

NH, S )
HQNANAQ\/S\/YN\S’NHZ
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HN OO

[13]

Byla studovana stabilita, kterou popsali Bullock LS et al.l¥

intravendzniho roztoku famotidinu v 5 % dextroze,
0,9 % roztoku chloridu sodného a sterilni vodé pro injekce,
uchovavané pfi 4 °C po dobu 14 dn(. Koncentrace famotidinu
ve vzorcich byla stanovovana v ¢asech 0, 7 a 14 dn(i pomoci
HPLC svyuZitim reverznich fazi. Ve wvzorcich byly také
kontrolovany vizudlni zmény azmény pH. Vysledky HPLC
analyzy ukdzaly, Ze famotidin zUstal stabilni po celou dobu
testovani a degradace byla mensi nez 10 %.

Studie, kterou popsali Quercia RA et al.l? se zabyvala
stabilitou famotidinu v suspenzich pfi teploté 4 °C a 25°C po
dobu 30 dn0. Pfiprava vzorku famotidinu probihala
homogenizovanim vtfence a poté suspendovdnim
v destilované vodé, smés poté byla naredéna tfeSnovym
sirupem na celkovy objem 60ml, vyslednda koncentrace
famotidinu byla 8 mg/ml. Smés byla rozdélena do dvou 30 ml
tmavych lahvicek a skladovana pfi 4 °C a pfi pokojové teploté.
Vzorky z obou lahvicek byly analyzovany na obsah famotidinu
pomoci HPLC. Kazdy vzorek byl testovan duplicitné v ¢ase 0, 2,
5, 10, 15, 20, 25, a 30 dnU. Degradace famotidinu byla mensi
nez 10 % po dobu 20 dnl pfi 4 °C a po dobu 15 dnU pfi
pokojové teploté. Po 30 dnech byla koncentrace famotidinu
snizena o 24 %.
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Utelem studie autord Bullock LS. et al.*® bylo stanovit
stabilitu famotidinu v parenteralni vyzivé (TPN) s rlznou
koncentraci aminokyselin. Dvé koncentrace famotidinu
(20 mg/ml a40mg/ml) a dvé koncentrace aminokyselin
(20 g/l a 42,5 g/l) byly skladovany za nasledujicich podminek.
Prvni testovani probihalo 24 hodin za snizené teploty. Druhd
analyza probihala 24 hodin pfi pokojové teploté. Treti pak
48 hodin pti pokojové teploté a 7 dni vlednici. Kontrolni
roztoky TPN byly sledovdny za stejnych podminek skladovani.
TPN obsahovala 25 % dextrézu, elektrolyty, stopové prvky
a vitaminy. Koncentrace famotidinu byla stanovena po 0, 24,
48 hodindch a po 7 dnech pomoci HPLC. Po 24 hodindch si
vSechny roztoky uchovaly 95 % pocatecni koncentrace
famotidinu. Sedm z osmi roztok( famotidinu si uchovalo vice
nez 95 % pocdatecni koncentrace i po 48 hodinach. Vsechny
vzorky skladované v chladnicce obsahovaly vice nei 95 %
pocatecni koncentrace famotidinu. Koncentrace AMK nebyla
ovlivnéna.
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6.3.

Propofol

Propofol je kratkodobé pulsobici hypnotikum podavané
nitrozilné. PouZivd se kvyvolani a udrZeni celkové anestezie

a k navozeni sedace. Vyuziva se i pro veterinarni tcely 7).

OH

Obrazek 3- Propofol[lsl

Byla studovdna stabilita propofolu, kterou popsali Bhatt-
Mehta V. et al.[lg], ve trech TPN. Devét kombinaci tfi
parenteralnich roztokl (s koncentracemi aminokyselin 1,5, 2,5
a 5,0 %) a tfemi koncentracemi propofolu (0,5, 2,0 a 3,0 mg/ml)
bylo pripraveno ve trech sériich a uloZzeno pfi 22 °C. U vzorku
bylo stanoveno pH a byly zkontrolovany pro zménu barvy, vznik
srazenin, tvorbu plynu. Obsah propofolu byl hodnocen pomoci
HPLC po 0, 1, 3 a 5 hodinach. Koncentrace propofolu ve vSech
vzorcich zUstala nad 90% pocatecni koncentrace. Pouze u
kombinace propofolu 0,5 mg/ml a 1,5 % roztoku aminokyselin
v parenteralni vyZivé (PN) byla koncentrace snizena na 72 %
pocatecni koncentrace po 5 hodindch. Organolepticka analyza
neodhalila Zadné zmény barvy, srazeni a tvorbu plynu v Zadné
kombinaci propofolu aaminokyselin. Béhem studie nebyly
zaznamendny zadné zmény pH. Propofol vkoncentracich 2
a3 mg/ml byl stabilni 5hodin pfi pouZiti roztokl PN,
obsahujicich 1,5, 2,5 a 5 % aminokyselin. Propofol 0,5 mg/ml byl
stabilni se stejnymi roztoky PN po dobu 5 hodin, s vyjimkou
roztoku obsahujiciho 1,5 % aminokyseliny.

HPLC metoda pro uréeni stability byla sepsana Zhang H.
et al.l?% pro soucasné stanoveni cis-atracurium besylatu
a propofolu ve smésich. Na rozliSeni a retenci latek byl zkouman
vliv organického modifikatoru, iontové sily a pH mobilni faze.
Zakladni separace byla provedena na analytické koloné
s izokratickou eluci. Mobilni faze obsahovala acetonitril
a mravencan amonny (pH 5,2, 0,3 M; 50:50 v/v). Cis-atracurium
a propofol byly potvrzeny retenénim <&asem, a pomérem
hmotnosti k ndboji pomoci LC—MS. Kvantifikace téchto dvou IéCiv

byla provedena pomoci UV detekce pfi 280 nm. Tato metoda
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ukdzala linearitu pro cis-atracurium besylat a propofol v rozmezi
8-128 pg/ml a 37-592 pg/ml. Pfesnost byla v rozmezi 0,4 aZ 1,4
a0,4 az 2,9 % u obou analytl. Nebyly pozorovany produkty
degradace propofolu.

Studie sepsana Levadoux E. et al.*!! se zabyvala pfisluinou
kompatibilitou propofolu a alfentanilu s Iékafskymi plasty béhem
infuze o rGizné pratokové rychlosti. Stanoveni bylo provedeno ve
smési propofol/alfentanil 30/20 (V/V) a byla hodnocena stabilita.
Hodnoceni stability propofolu a alfentanilu bylo stanoveno
pomoci HPLC. Koncentrace pti pomalé infuzi (1 ml/h) po dobu
6 hodin se snizila. Pfi obvyklém pratoku nebyly zaznamenany
vykyvy koncentrace. Pokud by béhem podavani infuze
pacientovi, bylo potieba prerusit pratok, neprokdazalo se, Ze by
byla snizena koncentrace a stabilita propofolu a alfentanilu.
Stalost byla u smési propofolu/alfentanilu vidy nizsi nez u obou
|éCiv samostatné.
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6.4.

Obrazek 4- Oxytocin

Oxytocin

Oxytocin je peptidovy lék pouzZivany k vyvolani porodu
a prevenci krvaceni po porodu. Je to hormon, ktery se vytvari
v hypotalamickych jadrech. Nestabilita |éCiva se prokazala pfi
transportu a skladovani v tropickych podminkach 22,

HoN., J)‘\

ProCYs

'-914 O\I HN" 0
T h\(
HZNJ\’H\H/\N bf

23]

OH
Tyr

Ve studii, ktera byla sepsana Christinou Avanti et al.?¥ se zjistilo,
Ze stabilita oxytocinu v aspartdtovém pufrovaném pfipravku se
zlepsila pfidanim iontd dvojmocnych kovl. Stabiliza¢ni ucinek

** byl mnohem lepsi nez u Mg?*. LC-MS/MS méfeni ukdzala, 7e
kombinace aspartatového pufru a Zn** potlatila intermolekuldrni
degradaéni reakce v blizkosti disulfidového mastku. Zn** méni v
aspartatovém pufru konformaci oxytocinu, disulfidovy mustek
dimeru N-citryl tri/tetrasulfid je chranén pred jeho prostfedim
a potlacuje intermolekularni reakce. Pro ovéreni této hypotézy
byla zkoumdna konformace oxytocinu v aspartatovém pufru v
pfitomnosti Mg”" nebo Zn®* za pouziti 2D NOESY (nukledrni
Overhauserova spektroskopie), TOCSY (Celkova korelacni
spektroskopie), H-'3C HSQC (Heteronukledrni jednobarevna
koherentni spektroskopie) a *H->N HSQC NMR spektroskopie
(poskytuje zavislost mezi atomem dusiku a amidovym protonem,
ktery poskytuje vrchol ve spektrech HSQC). TéméF viechny 'H,
B3C a °N rezonance oxytocinu mohou byt pfifazeny pomoci
HSQC spektroskopie, aniz by bylo zapotrebi 3¢ nebo N
obohaceni. *H- *C a *H- >N HSQC spektra ukazaly, Ze samotny
aspartatovy pufr indukuje drobné zmény v oxytocinu v D,0O s
nejvétSimi zménami chemického posunu pozorovanymi pro
aspartat. Zn** zpusobuje rozsahlejsi zmény oxytocinu ve vodném
roztoku nez Mg2+. Toto naznacuje, Ze karboxylatova skupina
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aspartatu neutralizuje pozitivni ndboj N-konce. Tyto interakce
mohou  vysvétlit ochranu disulfidového mulstku pred
intermolekularnimi reakcemi.

Byla zkoumana stabilita, kterd byla sepsdna Gard W. J. et

al.?!

, Ringerové laktatovém roztoku a v 5 % Ringerové
dextrézovém roztoku po dobu 24 hodin pfi25 °C a po dobu
7dnd pfi 5°C. Do 1000 ml Ringerova laktatového roztoku
a 1000 ml Ringerova dextrézového roztoku bylo pfidano 20 U/ml
oxytocinu. Vzorky pro analyzu byly odebrany ve stanovenych
Casech a skladovany pfi 5 °C a 25°C. Vzorky byly uchovavany
pfi -70 °C pro pozdéjsi analyzu. Bylo zjisténo, Ze dvacet jednotek
oxytocinu v Ringerové laktatovém roztoku a v Ringerové
dextrézovém roztoku je stabilni po dobu 7 dni pfi 5 °C a 24 hodin

pfi 25 °C.

Kaushal G. et al.”® zkoumal stabilitu roztoki oxytocinu v PVC
vacich. Roztoky byly skladovany ve tfech rlznych teplotnich
podminkach -20 °C, 2-6 °C a 22-25 °C. Byly odebrany tfi roztoky z
kazdé teploty a byla hodnocena stabilita ve dnech 0, 7, 15, 21
a 30 podle pokynt Amerického Iékopisum]. Stabilita oxytocinu
byla stanovena metodou HPLC v kazdém casovém bodé. Béhem
studie nebyly pozorovany Zadné sraZeniny, zakaly nebo zmény
barev. Stanoveni ukazala, Ze si oxytocin zachova vice nez 90 %
pocatecni koncentrace po dobu 21 dna. Pfi vSech podminkach
skladovani nedoslo k vyznamnym zménam hodnot pH po dobu
21 dnu. Oxytocinové parenteralni roztoky v konecné koncentraci
0,02 U/ml a zfedéné ve fyziologickém roztoku jsou stabilni po
dobu nejméné 30 dnl pfi -20 °C a 2-6°C. Pti pokojové teploté
byly roztoky oxytocinu stabilni po dobu nejméné 21 dna.

I.[ZS], se zabyvala fyzikalni

Studie, kterou sepsali Triseel La et a
a chemickou stabilitou oxytocinu 0,08 U/ml s5 % dextrézovym
roztokem uréenému k infuznimu podani, s 0,9 % roztoku chloridu
sodného a s Ringerovym roztokem. Roztoky byly pfipraveny
pridanim pozadovaného mnozstvi oxytocinu do sacka tri
infuznich roztokd. Vzorky byly skladovany pfi pokojové teploté
achranény pred svétlem. Byly hodnoceny ve vhodnych
intervalech po dobu az 90 dn(. Fyzikalni stabilita byla stanovena

pomoci turbidimetrického méreni a vizudlni kontroly. Chemicka
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stabilita byla hodnocena HPLC metodou. V roztoku 5 % dextrézy
a 0,9 % chloridu sodném, nedochazelo k viditelnym zménam po
dobu 90 dn(. Ringerlv roztok zustal Ciry a bezbarvy po dobu
28 dnu. Po 35 dnech se objevilo v roztoku malé mnoZstvi bilého
mikroprecipitatu. HPLC analyza ukazala, Ze oxytocin je stabilni v
Ringerové roztoku po dobu 28 dn(i. Degradace vétsi nez 10 % se
ukazala po 35 dnech a vétsi nez 21% po 60 dnech.
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6.5.

Obrazek 5- Epinefrin

Epinefrin

Epinefrin je endogenni katecholamin, hormon
a neuromediator produkovany dfeni nadledvin. Ma pozitivni
ucinek na srdce, pusobi na bronchodilataci, mydridzu,
vazodilataci, vazokonstrikci, snizuje sekreci inzulinu a zvySuje
tonus svéracu. PouZiva se pfi epidurdlni analgezii pti velkych
operacich 1%,

OH

ZT
/

R

HO
OH

[30]

V této studii, kterou sepsali P.J. Dawson et al.By byla
testovdna stabilita fentanylu a bupivakainu pfi zfedéni 0,9 %
chloridem sodnym na 4 pug/ml a 0,1 % ve 100 ml v PVC vacich,
samostatné a v kombinaci s epinefrinem. Zmény koncentrace
l[éCiva a pH byly zkoumdny po dobu 56 dnU. Kombinace
fentanylu, bupivakainu a epinefrinu byla testovana za rlznych
podminek pfi 35 °C, 25°C, 4 °C, -18 °C, ve tmé a po autokldvovani.
Koncentrace epinefrinu se snizila 0 37,3 % pfi 35 °C po 56 dnech.
Roztoky obsahujici epinefrin se po 56 dnech staly kyselejSimi.
Fentanyl a bupivakain byly stabilni.

V ¢lanku od 1. Kjonniksen et al.3?! bylo prokdzano slozeni
a chemicka stabilita kombinovaného roztoku epinefrinu 2 pg/ml,
fentanylu 2 pg/ml a bupivakainu 1 mg/ml. Byly ptipraveny infuzni
roztoky. Osm roztok( bylo analyzovano metodou HPLC s reverzni
fazi a stanoveni byla provedena po 1,45, 90 a 180 dnech
skladovani pfri teploté 2 az 8 °C. Po 180 dnech byly roztoky
uchovavany pfi 22 °C po dobu 4 dn(, nez byly znovu analyzovany.
Koncentrace epinefrinu a fentanylu poklesla pfiblizné o 3,5 % za
4 dny pfi 22 °C a po 180 dnech pfi 4 °C. U bupivakainu byl ziejmy
narust koncentrace o 2,4 %. Nebyla zjisténa Zadna absorpce PVC
sackll fentanylu abupivakainu. U 28 vzork(l byla degradace
epinefrinu mensi nez 10 %. Trislozkovy epidurdlni analgeticky
roztok zUstal stabilni béhem Sesti mésich skladovani v chladu
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a nasledné Ctyri dny pfi pokojové teploté. U infuznich roztok
vracenych z oddéleni nebyla pozorovana Zzadna vyznamna
degradace epinefrinu.

Stepensky D. et al.®¥

popsali kinetickou degradaci
L-epinefrinu. Stanovoval se rozsah inaktivace Iéku r{znymi
cestami béhem a po stanoveni degradacniho c¢asu produktu ve
42  davkadch epinefrinovych  ampuli  skladovanych za
kontrolovanych podminek. Obsah L-epinefrinu a produkty
degradace byly stanoveny pomoci chirdlni HPLC a produkty
degradace jako D-epinefrin a L- a D-epinefrin sulfaty, byly
identifikovany hmotnostni detekci. Kinetika zmény obsahu pfi
skladovani byla mérena soucasné s L-epinefrinem
a degradacnimi produkty za pouziti kinetického modelovani. Nizsi
pfijatelnd hladina obsahu epinefrinu (90 % jako soucet
L- a D-izomerl) byla dosazena po 2 letech skladovani, kdy obsah
terapeuticky ucinného L-isomeru Cinil az 85 %.

Cilem této studie od Shibaty Y. et al.?* bylo zhodnotit stabilitu
epinefrinu u klinicky pouZivanych roztokll s rdznym pH.
Intraokuldrni zavodriovaci roztok obsahujici 1 pg/ml epinefrinu je
Siroce pouzivdan béhem operace katarakty k udrzeni dilatace.
Pfipravené roztoky se doporucuji pouzivat po dobu 6 hodin. Po
6 hodinach byl zbyvajici obsah epinefrinu 90,6 % + 3,7 (pH 7,2),
91,1 % + 2,2 (pH7,5) a 652% + 2,8 (pH 8,0) pocatecni
koncentrace. Jednu hodinu po smiseni byl zbyvajici obsah
epinefrinu 97,6 %+2,0 (pH7,2), 974 % + 2,7 (pH 7,5)
a 95,6 % + 3,3 (pH 8,0). Degradace epinefrinu byla ¢asové zavisla
pri pH 8,0. Tyto vysledky ukazuji, Ze koncentrace epinefrinu se po
sodného na stabilitu epinefrinu v zavlazovacim roztoku. Obsah
epinefrinu v zavlaZzovacim roztoku byla, po 6 hodinach od smiseni
0,5 ug/ml nebo 500 pg/ml, 57,5-97,3 %. Nizka koncentrace
hydrogen-sifi¢itanu sodného v roztoku muize byt pfic¢inou
degradace epinefrinu. Proto se doporucuje intraokularni
zavlaZovaci roztok s epinefrinem pfipravovat v ¢as potreby.

Carr RR. et al.*"
vodném roztoku dextrézy za standardnich koncentraci v

vyhodnocoval stabilitu epinefrinu v 5 %

infuznich vacich pfi teplotach 4 °C a 25 °C po dobu aZ 30 dnd.
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Celkem bylo pfipraveno 6 infuznich sackd s 200 ml roztoku
epinefrinu, 2 sacky pro kazdou standardni koncentraci (25, 50
a 100 pg/ml). Tri sacky (jeden pro kazdou koncentraci) byly
skladovany v chladnicce (4 °C) a zbyvajici 3 sacky byly skladovany
pfi pokojové teploté (25 °C). Fyzikalni charakteristiky (véetné pH,
barvy a pfitomnosti srazeniny) byly denné vyhodnocovany po
dobu prvnich 14 dn( a poté 1-5 dn( po dobu 30 dnd. Tfi 1,5 ml
vzorky byly odebrany z kazdého vaku ihned po pfipravé (¢as 0)
poté po kaidych 24 hodindach (po 24 hodinach, 48 hodinach,
72 hodinach, 96 hodinach atd.) po dobu prvnich 14 dnd a poté
vintervalu 1-5 dnd aZ do dne tficatého. Kazidy vzorek byl
analyzovan pomoci HPLC. Roztok byl povaZovan za stabilni,
pokud obsahoval alespon 90 % koncentrace. V Zzadném z roztokd
nebyly pozorovany vyznamné zmény pH, barvy nebo sraZzeniny.
Vsechny roztoky mély vice nez 95 % pocatecni koncentrace
epinefrinu po dobu 30 dn.

Clanek sepsany Weeks PA. et al.*® popisuje infuzni roztok
epinefrinu v kombinaci s chloridem vapenatym, ktery byl pouZit
jako intravendzni inotropni roztok. Byla zde vyhodnocena
chemickd a fyzikalni kompatibilita epinefrinu (0,032 mg/ml)
s chloridem véapenatym (4 mg/ml) vroztoku pro intravendzni
podani az 26 hodin pfi pokojové teploté. Chemickd stabilita
epinefrinu byla sledovana mérenim koncentraci epinefrinu za
pouziti HPLC. Fyzikalni kompatibilita smési byla stanovena
mérenim absorbance mezi 400 az 700 nm. Absorbance vyssi nez
0,010 AU byla povazovdna za indikator pritomnosti sraZzenin.
Vysledky ukazaly, Ze epinefrin spole¢né s chloridem vapenatym
byl stabilni ve fyziologickém roztoku po dobu 26 hodin pfi
pokojové teploté. Absorbance epinefrinu v pribéhu studie byla
nizsi nez 0,010 AU.
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6.6.

Obrazek 6- Norepinefrin

Norepinefrin

Norepinefrin  (NE) je katecholamin produkovan dreni
nadledvin. ZpUsobuje vazokonstrikci a zvySuje krevni tlak. Infuze
NE se béiné pouZivaji na jednotce intenzivni péce a na
operaénich salech &7,

OH
HO NH>

HO

[38]

Tato studie popisujici stabilitu NE, byla sepsdna Maryse

1.3 v roztoku 5 % dextrézy ve vodé (D5W)

Tremblay et a
a normalnich solnych roztocich (NS) podobu az 7 dn(. NE roztoky
byly pfipraveny Ctyfikrat, aseptickym fedénim 1 mg NE ve 250 ml
D5W nebo NS a 4 mg NE ve 250 ml D5W nebo NS (konecné
koncentrace 4 ug/ml a 16 ug/ml). Roztoky byly skladovany pfi
pokojové teploté. Vzorky byly odebirany v duplikatu, v ¢asech 0O,
24, 48, 72, 120 a 168 hodin uchovavany pfi -80 °C pro pozdéjsi
stanoveni. Koncentrace NE byly méfeny HPLC metodou s
elektrochemickou detekci (koeficient variace 4,6%). Statisticka
analyza byla provedena pomoci opakovanych méreni ANOVA
(Friedman(v test). Nebyl zaznamendan Zadny pokles koncentrace
pro NE. Koncentrace NE po uplynuti 168 hodin byl 95,7-96,4 %.
Pro NE 4 pg/ml a 16 ug/ml vD5W a NS byl 104,5-96,4 %. NE
roztoky v koncentracich béziné uzivanych v klinickém prostredi
jsou chemicky stabilni po dobu sedmi dn(, pfi pokojové teploté,
béZném svétle a pfi zfedéni bud v D5W nebo NS.

Cilem studie autord Scott E. Walker et al.!*”! bylo vyhodnotit
stabilitu  jedné koncentrace NE (64 mg/l) zfedéného
fyziologickym roztokem (NS, 0,9 % chloridu sodného) nebo 5 %
dextrézou ve vodé (D5W) a skladovano po dobu 2 mésicu pfi 4 °C
a pokojové teploté s ochranou pred svétlem, nebo bez ochrany.
Mobilni  fazi tvofila smés acetonitrilu a 0,05 M kyseliny
fosforeCné s heptan-sulfonovou kyselinou o koncentraci
1 mg/ml. Separace analyt( byla provedena na koloné s C18 fazi
(15cm x 4,6 mm, 3 um) pri pratoku 1,0 ml/min. Konstantni
pomér acetonitrilu a kyseliny fosfore¢né (5:95) byl zachovan po
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celou dobu analyzy. Vzniklé chromatogramy byly zkontrolovany
pro pfitomnost dalSich piku a vySka piku NE byla porovnavana se
vzorky. Hodnotila se zména koncentrace, retencni cas, tvar piku
a spektralni Cistota (200-320 nm). Oblast pod vrcholem NE pfi
280 nm byla podrobena linearni regresi a aktualni koncentrace
NE v kazdém vzorku byla stanovena z kalibra¢ni kFivky.

10 ml vzorku norepinephrinu se upravi na pH 8,264 0,5M
hydroxidem sodnym. Druhy 10 ml vzorek 40 mg/| bitartratové
injekce roztoku stejné davky norepinephrinu se upravi na
hodnotu pH 1,977 0,5 M kyselinou chlorovodikovou.

Roztoky byly umistény ve sklenénych lahvi¢ckach do vodni
l[azné o teploté 80°C. Vzorky byly odebrany z lahvicky o pH 8,264
bezprostfedné pred tim, nez byly umistény do vodni lazné
a dalSich 7 vzork( bylo odebirano v intervalu (2, 5, 10, 18, 26, 31
a 37 minut). Vzorky byly odebrdny z ampule s roztokem o
pH 1,977 bezprostiedné pred tim, nez byly umistény do vodni
lazné a dalsich 10 vzork( odebrano v intervalu (7, 15, 30, 63, 121,
180, 248, 2763, 4553 a 8513 min) pfiblizné 142 dnd.

Zasobni roztok 0,75 ml NE standardu v 5 ml destilované vodé
(150 mg/I) byl déle zfedén, tak aby byly pfipraveny standardy s
konecénou koncentraci 100, 50, 37,5, 18,75 a 12,5 mg/I. Kontrolni
vzorky NE (koncentrace 25 a 75 mg/ml) byly analyzovany dvakrat
denné a jejich koncentrace byly stanoveny a porovnany se
znamymi koncentracemi.

Chyby byly vyhodnoceny variaénim koeficientem. V den 0
studie byly z ampule odebrany 4 ml roztoku NE a dany do 50 ml
sacku (PVC) s D5W. Bylo pripraveno 16 vakl s koncentraci
64,5 mg/l. Tento postup byl opakovan s 0,9% NS. Pro kazdy
fedici roztok (D5W a NS) bylo 8 vaku skladovano pfi 4 °C a 8 vakl
bylo skladovano pfi teploté mistnosti. Ztoho byla polovina
chranéna pred svétlem a dalsi ctyfi byly vystaveny okolnimu
svétlu. Ve studovanych dnech 0, 1, 2, 3, 4, 8, 9, 10, 11, 14, 18, 21,
23, 25, 28, 30, 36, 42 a 61 byla koncentrace NE stanovena
dvojmo. Kazdy den analyzy byly odebrany vzorky o objemu 1 ml z
kazdého sacku adavkovano pfimo do chromatografického
systému bez dalSiho redéni.

Degradace NE teplem a bazi (pH 8,264) se objevila relativné
rychle, po 37 minutach zUstalo méné nez 1 % pocatecni
koncentrace norepinephrinu. Degradace NE teplem a kyselinou
(pH 1,977) probihala pomaleji, pfiblizné 80 % pocatecni
koncentrace NE zGstalo po 142 hodinach. V dGsledku
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chromatografické separace téchto degradacnich produktd z NE
a podobnosti UV spektra byla analytickd metoda ukazatelem
stability. Zrychlena degradace NE - roztok NE 40 mg/l
bitartratové injekce ve vodé pfi pH 8,264 (¢as 0) po 10 minutach
pfi 80 °C zlstalo 26 % pUvodni koncentrace.

Roztoky chranéné pred svétlem mély pomalejsi rychlost
degradace neZ roztoky skladované bez ochrany. Kontrola
koncentrace v 61. dnu ukazala, Ze roztoky chranéné pred svétlem
ztraceji mezi 3,6-12,3 % své pocatecni koncentrace. Bez ohledu
na teplotu skladovani. Naproti tomu roztoky vystavené svétlu
ztraceji mezi 10,5-22,6 % své pocatecni koncentrace. V roztocich
NE zfedénych v NS nebo D5W na koncentraci 64,5 mg/l
a skladovanych po dobu 60 dnl chranénych pred svétlem, pfi
teploté 4 °C a poté pfi pokojové teploté po dobu dalSich 24 hodin
zUstalo zachovano vice nez 95 % pocatecni koncentrace. Roztoky,
které nebyly chranény pred svétlem, si uchovavaly pouze 90 %
pocatecni koncentrace pfi skladovani po dobu 39 dnu pfi teploté
4°C.
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6.7. Ropivakain

Ropivakain se béiné pouzivda jako lokdlni anestetikum
amidového typu odvozené od bupivakainu vhodné pro infiltraéni

a epiduralni anestezii a periferni blokady nervi Y.

Obrazek 7- Ropivakainm]

V této studii, kterd byla sepsdna Sanchez del Aguila MJ.
et al.”®! byl ptidan heroin ke 200 ml 0,2 % roztoku ropivakainu,
aby se dosahlo koncentrace 25 pg/ml a k50 ml 1 % roztoku
ropivakainu, aby se dosahlo koncentrace 45 ug/ml. Vak
a strikacky byly uchovavany pfi teploté 40 °C, 21 °C a 4 °C po
dobu 120 dnl. Zjistilo se, Ze teplota skladovani a pocatecni
koncentrace ovliviiuji rychlost degradace heroinu jak v PVC
saccich, tak i v injekénich stfikackdch. Degradace ropivakainu
mensi nez 10 % v injek¢nich stfikackach byla pfi 40 °C 6 dnQ, pfi
21 °C 16 dnu a pri 4 °C 30 dna. Ve vaku byla degradace mensi nez
10 % 6 dni pfi 40 °C, 28 dni pfi 21 °C a 70 dni pfi 4 °C.
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6.8.

Obrazek 8- Heparin sodn\'/[45

Heparin sodny

Heparin je mukopolysacharid, ktery zasahuje do koagulaéni

kaskady v téle. Heparin umi tlumit nékteré z faktor( (trombin,

faktor X atd.) a tak naruiuje proces srazeni krve!*.

HO\F\/O
A
00 |OH
~O OJ"Q
0 0]
Qg HN\S4O
HO [0
O p MO
O_J
HO

1

Uc¢elem studie, kterou sepsali Kenneth A. Jandik et al.lel bylo
stanoveni heparinu ze sliznice stfev prasete. Heparin byl nejprve
inkubovan v 0,1 M kyseliné chlorovodikové a 0,1 M hydroxidu
sodném pfti teploté 30 °C a 60 °C a vzorky byly odebrany v
intervalu od 0 do 1000 hodin. Vzorky heparinu byly ddle
pfipraveny v 10 mM pufru fosforecnanu sodného o pH 7,0 v
uzavienych ampulich, které byly probublany dusikem
a inkubovany pfi 100°C. Vzorky odebrané v ¢asovém intervalu od
0 do 4000 hodin byly analyzovany. BEéhem prvnich 500 hodin byl
heparin pomérné stabilni a poté rychle degradoval. Heparin,
testovany pomoci amidolytickych metod protilatek proti faktoru
Xa a anti-faktoru lla, si zachoval 80-90 % své aktivity béhem
prvnich 500 hodin, ale tato aktivita se snizila na cca 6 %
pocatecni aktivity po 1000-2000 h. Tento rychly rozklad zacal az
poté, co byla pufrovaci kapacita roztoku zahlcena kyselou
degradaci, coz zpUsobilo pokles pH.

Ve studii od J. Jacobs et al.l’” byla zkoumana chemicka
stabilita a antikoagulacni aktivita heparinu (20 U/ml) byla
studovana v péti intravendznich roztocich pfi pokojové teploté.
Heparin zGstal stabilni po dobu 24 hodin ve fyziologickém
roztoku, k rychlé inaktivaci ovSéem doslo (40-55 %) v roztoku
obsahujicich dextrézu nebo laktat. Pro urceni zmén byly pouzity
chemické a Dbiologické metody. Vysoké koncentrace
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benzylpenicilinu, ampicilinu nebo meticilinu nemély zadny Gcinek
na heparinovou aktivitu ve fyziologickém roztoku nebo v5 %
dextréze ani stabilita penicilinl v téchto tekutindch nebyla
vyrazné ovlivnéna pritomnosti heparinu. Heparin muizZe byt
podavan intravendézné v normalnim fyziologickém roztoku s
benzylpenicilinem, ampicilinem nebo meticilinem. Bylo zjiSténo,
Ze nékolik dalSich antibiotik neni vhodnych pro soubéznou infuzi
heparinu.

Ortega R. et al.l*®

sepsali studii, kde popisovali stabilitu
daptomycinu 5 mg/ml a heparinu sodného 100 U/ml v kombinaci
s Ringerovym laktatovym roztokem. Stfikacky byly uchovany pfi
teploté 4 °C a -20 °C. Byly pfipraveny dva vzorky smési
daptomycinu 5 mg/ml a heparinu sodného 100 U/ml zfedéného
v Ringerové laktatovém roztoku a rozdéleny po 5ml pro
skladovani po dobu 14 dna. Procento vychozi koncentrace
|éCivych pfFipravkd zbyvajicich v injekcénich stfikackdch bylo
hodnoceno metodou HPLC, potvrzujici stabilitu pro obé léciva.
Studie s degradaci byly provadény nezavisle s kazdym [éCivem
zfedénym v Ringerové laktatovém roztoku. Jeden vzorek z kazdé
uloZené strikacky byl analyzovan ve tfech vyhotovenich ve dnech
0,1, 2, 3, 4 7 a 14. V prlbéhu analyzy byly pouzity vzorky
kontroly kvality kazdé testované koncentrace. Vzorky smési byly
vizualné zkontrolovany z hlediska barvy, Cirosti a tvorby castic.
HPLC analyza neprokdzala vyznamnou ztrdtu v koncentraci
daptomycinu a heparinu zfedéného v Ringerové laktatovém
roztoku. Zadny z chromatografickych pikG degradaénich
produktl ve vzorcich po degradaci nebyl zjistén v Zadném vzorku
béhem <¢trndcti denni studie. VSechny vzorky uchovavané v
injekéni sttikacce zlstaly po dobu trvani studie ciré a bezbarvé
pfi organoleptické analyze.
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Vasopresin

Vasopresin je neurosekrecni hormon. ZvySuje resorpci vody
v ledvinach a zvysuje krevni tlak *),

Gly o Arg NH, NH;

Obrazek 9- Vasopresinlso]

Studie, kterou publikovali Bi M. et al.P!

, popisuje stabilitu
vasopresinu jako pufru. Vasopresin byl analyzovdn HPLC
s vyuZitim reverzni faze. Vysledky ukdzaly, Ze pH pufru ovlivnilo
rychlost degradace vasopresinu. Koncentrace tlumivych iontd
(H,PO4 a HPO42') a soli nemély Zzadny vliv na degradaci
vasopresinu. Maximalni stabilita byla dosaZzena pfi pH 3,35 mezi
testovanymi hodnotami pH. Rychlost degradace vasopresinu v

kazi (plocha: 9 cm?, tlouétka: 0,5 mm) byla 0,22h™.
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7.Zaver
Tato bakaldrska prace byla zpracovana jako reSerSe na téma stabilita
vybranych lécivych pfipravkd.

Stabilita lé¢ivého pfripravku zdvisi na zachovani jakostnich znakd po
urcitou dobu za urcitych podminek. Testovani se provadi pomoci stabilitnich
testl, kterymi se urc¢i podminky skladovani, uchovavani, urci se obalovy
material a doba expirace[3'4].

Typy stabilitnich testd jsou stresové (provadi se pred registraci Iéciva),
zrychlené (provadi se za extrémnich skladovacich podminek), dlouhodobé
(provadi se za podminek uréenych vyrobcem) a nasledné zkousky stability
(dlouhodobé testovani V\’/robcem)[z'3].

Mezi zakladni postupy pfi provadéni testll patfi organoleptické
hodnoceni, fyzikalni zkousky, chemické zkousky, fotostabilita, biologické
a mikrobiologické zkousky™.

Prvnim krokem pfi zkouseni stability je vypracovani planu stabilitni studie,
ktery definuje cil, ucel, rozsah a podminky zkouSek. Metody musi byt
vhodné pro dané testovani a musi byt validované'®.

Lécivo se pokladd za stabilni, pokud nedojde ke ztraté vice jak 5 %
produktu. Studie uvadéji degradaci méné nez 10 %. Vydava se protokol o
stabilité, kde je vSe shrnuto a tento protokol slouzi jako doklad o
provedenych stabilitnich zkouskach®.

Mezi vybrané |écivé pfipravky, které jsou popsany vtéto praci patfi
Fenylefrin, Famotidin, Propofol, Oxytocin, Epinefrin, Norepinefrin,
Ropivakain, Heparin a Vasopresin. Ke kazdému léc¢ivému ptipravku byly
vyhledany odborné ¢lanky, ve kterych se urcovala stabilita daného |éciva
v infuznim nebo injekénim roztoku.

V tabulce 2 jsou nalezené stability |éCiv a jejich fedéni. U kazdého lécCiva
jsou roztoky, v kterych je dané lécivo testovano a cas, pfi kterém zlstane
stabilni. Chromatografické podminky analyzy danych léCiv jsou shrnuty

v tabulce 3 a ostatni metody pouzivané pro analyzu podminky v tabulce 4.
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Tabulka 2: Vysledky stability 1éCiv

. . . Stabilita
Lécivo Redéni
(teplota)
Fenylefrin 100 pg/ml v 0,9 % NaCl 30 dnQ
hydrochlorid 200 pg/ml a 400 pg/mlv 0,9 % NaCl | 60 dnd
Famotidin 2 mg/mlv 5 % dextréze a 0,9 % NaCl | 14 dnQ (4 °C)
8 mg/ml v destilované vodé 20 dnt (4 °C)
15 dn( (25 °C)
20 mg/ml a 40 mg/ml v parenteralni | 48 hodin (25 °C)
vyZivé 7 dnd (4 °C)
Propofol 2 mg/mla 3 mg/mlvPN 5 hodin (25 °C)
Oxytocin 20 jednotek v Ringerové roztoku nebo | 7 dnli (4 °C)
Ringerové dextrézovém roztoku 24 hodin (25 °C)
0,02 U/ml ve fyziologickém roztoku 30 dna (-20 °C)
30 dndi (2-6 °C)
21 dnd (25 °C)
0,08 U/ml v5 % dextrdze, 0,9 % NaCl | 90 dn( (25 °C)
a 28 dn(i (25 °C)
0,08 U/ml v Ringrové roztoku
Epinefrin 2 pg/ml v infuznim roztoku 6 mésicl (2-6 °C)
1 ug/ml v roztoku 6 hodin
25, 50 a 100 pg/ml v 5 % dextroze 30 dn0
0,032 mg/ml s4 mg/ml NaCl ve | 26 hodin
fyziologickém roztoku (25 °C)
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Norepinefrin

Roztoky v riznych koncentracich
64,5 mg/ml v NS nebo D5W

7 dnl (25 °C)
60 dnl (4 °C,
chranéno pred
svétlem)
39.dnl (4 °C)

Ropivakain 200 ml 0,2 % ropivakainu s heroinem, | 6 dn( (40 °C)
vysledna koncentrace 25 pg/mi 16 dnl (25 °C)
30 dnu (4 °C)
50 ml 1 % ropivakainu s heroinem, | 6 dnti (40 °C)
vysledna koncentrace 45 pg/mi 28 dnu (25 °C)
70 dnl (4 °C)
Heparin 20 U/ml ve fyziologickém roztoku 500 hodin
Sodny 24 hodin

100 jednotek/ml v Ringerové roztoku

14 dnu (-20° a 4 °C,
v injekénich
strikackach)
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Tabulka 3: Chromatografické podminky pfi analyze Iécivych ptipravkd

Lécivo

Chromatografické podminky

Fenylefrin hydrochlorid

HpLC!™!
— analyticka kolona (C18)
— mobilni faze (roztok 0,1 % sodné soli
a heptan-1-sulfonové kyseliny
v methanolu a vodé)
— UV detekce pfi 210 nm

— denzitometrické  stanoveni  pomoci
silikonovych desek

— mobilni faze (ethylacetat-methanol-
amoniak)

— UV detekce pfi 210 nm

HpLCM

— mobilni faze (0,02 M octanu amonného,
4 % acetonitril)

—> analyticka kolona (C18)

— UV detekce pfi 273 nm

Famotidin

HpLC™

—> s vyuzitim reverznich fazi

Propofol

HpLC!
—> analyticka kolona (C18)s izokratickou
eluci
— mobilni faze (acetonitril a mravencan
amonny)
— UV detekci pfi 280 nm

Epinefrin

HpLCP?
—> s vyuzitim reverzni faze

HPLCP?!
— analyticka kolona (C18)
— identifikace pomoci hmotnostni detekce
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HPLC?
Norepinefrin — elektrochemickou detekci
(koeficient variace 4,6 %)
HPLC]
— analyticka kolona (C18)
— mobilni faze (smés acetonitrilu a
0,05 M kys. fosforecné)
— izokraticka eluce
— UV detekce pfi 280nm
Heparin sodny HpLCH®!
— detektor s diodovym polem
Vasopresin HpLCPY

— s vyuzitim reverzni faze
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Tabulka 4: Podminky pfi analyze |éCivych pfipravk(

E Fyzikalni stabilita|36|

pinefrin
— spektrofotometrickd  absorbance

mezi 400-700nm
[24]

Oxitocin Méfeni kompatibility
— LC-MS/MS
Fyzikalni stabilital®®

— turbidimetrické méreni
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8.Seznam zkratek

AMK-aminokyselina

ANOVA-analyza rozptylu

CR-Ceska republika

D,0-tézka voda

D5W-5 % roztok dextrdzy ve vodé

EU-Evropska unie

HPLC-vysokoucinna kapalinova chromatografie

'H-"N HSQC NMR- heteronuclear single quantum coherence
spectroscopy

HSQC-heteronuclear single quantum coherence spectroscopy
ICH-mezinarodni rada pro harmonizaci technickych
pozadavku na lécivé ptipravky pro humoralni pouZiti

LC-MS-kapalinova chromatografie s hmotnostnim
spektometrem
LC-MS/MS-kapalinova chromatografie s tandemovou

hmotnostni spektrometrii
NE-norepinefrin

NS-normalni solny roztok
NOESY-nuklearni Overhauserova spektroskopie
NMR-nuklearni magneticka rezonance
RV-relativni vihkost

PN-parenteralni roztok
PVC-polyvinylchlorid

UV-Ultrafialové zareni
TLC-Chromatografie na tenké vrstvé
TOSCY-celkova korelacni spektroskopie
TPN-celkova parenteralni vyziva
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