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Souhrn

Tato prace zpracovava téma Monitorovani necistot v lécivych pripravcich a blize se
zabyva necistotami ve tfech pfipravcich. Ptipravek Clotrimazol roztok se pouziva jako
antimykotikum a stanovuji se v ném necistoty Imidazol a (2-Chlorfenyl)difenylmethanol.
Ptipravek Indometacin gel se pouziva jako antirevmatikum, antiflogistikum a analgetikum
a stanovuji se v ném necistoty 4-Chlorbenzoova kyselina a 5-Methoxy-2-methylindol-3-
octova kyselina. Piipravek Hydrocortison krém se pouziva jako antiflogistikum
a antialergikum a stanovuji se v ném necistoty Hydrocortison a Cortison-acetat. Prace je
rozdélena do osmi kapitol, hlavni ¢ast tvori kapitoly 3-7. Treti kapitola popisuje stanoveni
necistot z pohledu Lékopisu. Ve ctvrté kapitole jsou uvedeny pfijaté principy pro
registratni dokumentace revidované smérnicemi International Conference on Harmoni-
sation. Patd kapitola se zabyva stabilitnimi zkouskami. V dalSich dvou kapitolach je
popsano stanoveni vysSe uvedenych necistot riznymi analytickymi metodami, které jsou
zhodnoceny a porovnany. Vyznam prace spociva ve vytvoreném piehledu uzivanych

metod pii stanoveni necistot.

Abstract

This thesis works up the topic The Impurities Monitoring in the Pharmaceutical
Formulations and it deals with impurities in three formulations more closely. Clotrimazol
solution is used as antifungal agent and the Imidazole and (2-Chlorophenyl)diphenyl-
methanol are determined in it. Indometacin gel is used as antirheumatic agent, anti-
inflammatory agent and analgetic and the 4-Chlorobenzoic acid and 5-Methoxy-2-
methylindol-3-acetic acid are determined in it. Hydrocortison cream is used as an anti-
inflammatory agent and antiallergic agent and the Hydrocortisone and Cortisone acetate
are determined in it. The thesis is divided into eight chapters; its main part consists of
chapters 3-7. The third chapter describes the determination of impurities from the
pharmacopoeia point of view. In the fourth chapter, there are specified the accepted
principles for registration applications audited by the guideline International Conference
on Harmonisation. The fifth chapter deals with the tests of stability. In the next two
chapters, there is described the determination of the impurities by various analytical
methods, which are evaluated and compared. The significance of this thesis lies in the

summary of used methods in the determination of impurities.
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1 Uvod

V poslednich letech je kladen stile vétsSi diraz na kontrolu necistot v 1écivych
pripravcich. Evropsky Iékopis vydava spolecné normy, které zajistuji bezpecné uzivani
1é¢iv nemocnymi a spotiebiteli, a které usnadiiuji volny pohyb lécivych piipravki
v Evropé.

Pii monitorovani necistot je tieba dodrzovat pfijaté principy revidované smérnicemi
International Conference on Harmonisation v novych, ale i v jiz existujicich ¢lancich
Evropského lékopisu. ICH zavedly obecné harmonizované metody, jejichz specifikace
musi vyhovovat jak v pfipadé vyrobkl uz na trh uvedenych, tak v ptipad€ novych vyrobki
ptedlozenych k registracnimu procesu.

Lécivy pripravek musi spliiovat pozadavky Iékopisu po celou dobu své pouzi-
telnosti, kterd je stanovena na zaklad¢ vysledka stabilitnich studii. Soucasti stabilitnich
zkousek jsou zatézové zkousky, které mohou pomoci identifikovat pravdépodobné
rozkladné produkty, coz miize nasledn¢ pomoci stanovit mechanismus degradace a vnitini
stabilitu molekuly. Sledovani rozkladnych produktii je také uzitecné pro vyvoj a validaci
vhodnych analytickych metod.

Stanoveni necistot v 1éCivych piipravcich se Casto provadi chromatografickymi

metodami.



2 Cil prace

Cilem této bakalafské prace bylo monitorovani necistot Imidazolu a (2-Chlor-
fenyl)difenylmethanolu v 1écivém ptipravku Clotrimazol roztok; necistot Kyseliny 4-
chlorbenzoové a 5-methoxy-2-methylindol-3-octové v piipravku Indometacin gel

a necistot Hydrocortisonu a Cortison-acetatu v piipravku Hydrocortison krém.



3 Lékopis’
3.1 Evropsky lékopis

Cilem Evropského Iékopisu je podpora vetejného zdravi tim, ze zabezpeci vznik
uznavanych spole¢nych norem, které budou pouzivat zdravotnicti odbornici a jini pracov-
nici zabyvajici se jakosti 1éCiv. Takové normy maji mit vhodnou kvalitu jako zaklad
bezpecného uzivani 1éiv nemocnymi a spotiebiteli. Existence téchto norem usnadiiuje
volny pohyb IéCivych piipravkil v Evropé a zajiStuje jakost 1éCivych ptipravki
dovazenych z Evropy.

Evropské 1ékopisné Clanky vypracovavaji skupiny expertl a pracovni skupiny, které
spolupracuji s ndrodnimi lékopisnymi autoritami, opravnénymi autoritami pro registraci
1é¢iv, narodnimi kontrolnimi laboratofemi a laboratoti Evropského 1ékopisu; spolupracuji
s nimi rovnéz vyrobci téchto latek a/nebo farmaceuticti vyrobci, kteti tyto latky pouzivaji.

Lékopis tedy zajistuje ptipravu kvalitnich 1éCivych ptipravkl, jehoz nezbytnou
soucasti je dostate¢na kontrola necistot. Zakladni pokyny pro sledovani profilu necistot
v 16¢ivych piipraveich v Ceské republice jsou uvedeny v Ceském lékopise 2005 (CL

2005).

3.2 Cesky lékopis 2005

Na zaklad¢ piehodnoceni postupu kontroly necistot byla, za vyznamné pomoci
predsedi chemickych skupin a po konzultaci s odborniky ztéchto skupin, do patého
vydani zahrnuta nova stat’ Kontrola necistot v latkach pro farmaceutické pouZiti.
Pozadavky tykajici se necistot se uvadéji v konkrétnich ¢lancich a v obecném clanku
Corpora ad usum pharmaceuticum (Latky pro farmaceutické pouziti), které se navzajem
dopliiuji. Konkrétni Clanky piedepisuji pfijata kritéria pro necistoty, zatimco obecny
¢lanek rozebirad potiebu kvalifikace, identifikace a uvadéni organickych necistot, které se
vyskytuji v l1é¢ivych latkach. Kontrola necistot se provadi chromatografickymi separac-
nimi metodami. V soucasné dob¢ je zkouska na Cistotu limitni zkouSkou (porovnani ploch
pikl). V ¢lanku, ve kterém se uvadi individualni limit pro necistotu, je ¢asto potfeba urcit
zpusob identifikace, napt. za pouziti referencni latky, typického chromatogramu nebo
relativni retence. Uzivatel latky mize povazovat za potiebné identifikovat jiné necistoty

nez ty, pro které ¢lanek uvadi zplsob identifikace, napt. ovefi vhodnost specifikace pro

'V kapitole 3 byl pouzit zdroj [1]



dany profil necistot porovnanim s profilem v odstavci Necistoty. Uzivatel pro tuto
identifikaci musi pouzit vhodné védecké metody.

Seznam vSech znamych a moznych necistot, které¢ maji byt kontrolovany zkouskami
uvedenymi v uréitém ¢lanku, vychazi z informaci dostupnych v dobé vypracovani nebo
revize Clanku a tyto informace nemusi byt vyCerpavajici. Seznam muze byt rozdélen na
dvé casti:

« Specifikované necistoty jsou necistoty, které se v ¢lanku uvadi jednotlivé a jsou
limitovany specifickym pfijatym kritériem. Specifikovand necistota mize byt
identifikované nebo neidentifikovana.

. Jiné detegovatelné necistoty jsou potencidlni necistoty s definovanou strukturou,
které jsou detegovatelné zkouskami uvedenymi v ¢lanku, ale neni znamo, ze by
byly normalné ptitomny v mnozstvi nad mezni hodnotou pro identifikaci v latkach
pouzitych v léCivych pripraveich registrovanych kompetentnimi autoritami
&lenskych statd Umluvy o vypracovini Evropského lékopisu. Jsou to nespecifi-
kované necistoty limitované podle obecné ptijatého kritéria.

Jestlize latka obsahuje jiné necistoty nez ty, které jsou uvedeny v odstavci Necistoty,
musi se ovefit, Ze jsou tyto necistoty detegovatelné metodou popsanou v ¢lanku, jinak se
musi vyvinout nova metoda a pozadat o revizi ¢lanku. V zavislosti na zjisténém obsahu a
navrhovanych limitech se musi zvazit identifikace a/nebo kvalifikace téchto necistot.

Organické necistoty pfitomné v léc¢ivych latkach v mnozstvi nad 0,1% se musi
kvalifikovat a kdekoliv je to mozné identifikovat; pokud denni davka Ié¢ivé latky je vyssi
nez 2g, je spodni hranice pro hodnoceni necistoty snizena na 0,05%. Toxické nebo
farmakologicky aktivni necistoty pfitomné v mnoZstvi pod 0,1% se kontroluji zvlaStni
zkouskou. Necistoty, které nejsou kvalifikované, nesmi byt pfitomny v mnoZzstvi nad
0,1%.

Zkouska na pifibuzné latky: Vedlejsi skvrna (skvrny) na chromatogramu zkouSené¢ho
roztoku se vizualn¢ porovnava (porovnavaji) s odpovidajici(mi) skvrnou (skvrnami) na
chromatogramu porovnavajiciho roztoku obsahujicitho necistotu (necistoty) nebo se
skvrnou na chromatogramu porovnavaciho roztoku pfipraveného fedénim zkouseného
roztoku. Jestlize je ve zkouSce predepsano secitani necistot nebo stanoveni obsahu nékteré
necistoty, je dulezité zvolit vhodné nastaveni prahové hodnoty a vhodné podminky pro
integraci ploch piki. U takovychto zkouSek je limit pro zanedbatelnost pikd obecné

0,05%. Nastaveni prahové hodnoty systému pro sbér dat odpovidd nejméné poloviné



tohoto limitu. Plochy pikl necistot, které¢ nejsou Uplné oddéleny od hlavniho piku, jsou
pfednostné integrovany za pouzité extrapolace sedlo-sedlo (tangencialni oddéleni
minoritniho piku). Piky rozpoustédla nebo rozpoustédel pouzitych pro rozpusténi vzorku
se rovnéz zanedbavaji.

Pozadavky na zbytkova rozpoustédla jsou uvedeny v ¢lanku Corpora ad usum
pharmaceuticum spolu s obecnymi statémi Totoznost a kontrola zbytkovych rozpoustédel a
Zbytkova rozpoustedla. Vsechny 1éCivé a pomocné latky jsou predmétem dilezité zkousky
na zbytkova rozpoustédla, dokonce i kdyZz v jednotlivém ¢lanku neni uvedena Zadna
specificka zkouSka. Tyto pozadavky jsou uvedeny v ICH smérnici Impurities: Guideline
for Residual Solvents Q3C(R3).

Lécivy ptipravek musi vyhovovat pozadavkiim Iékopisu po celou dobu své
pouzitelnosti, kterou schvaluje opravnéna autorita na zaklad¢ vysledku stabilitnich studii.
Cilem stabilitnich zkouSek je prokazat, jak se méni kvalita latky nebo pfipravku s ¢asem
vlivem riznych faktorii prostiedi a doporucit podminky skladovani. Opravnéna autorita
muze predepsat zvlastni podminky, které se musi dodrzovat, aby se zabranilo zneciSténi
ptipravki a pokud mozno i jejich znehodnoceni.

Na konci velkého poctu ¢lankt je seznam znamych nebo moznych necistot, které Ize
prokazatelné kontrolovat zkouskami na Cistotu. Znamé necistoty, véetné téz ,,dosavadnich
necistot”, jsou necistoty nalezené v fad¢ Sarzi urcité latky. Mozné necistoty jsou takové
necistoty, u nichz by se mohlo na zéklad€ znalosti vyrobniho procesu ocekavat, ze budou
nalezeny, avsSak jejich pfitomnost v Sarzich nebyla pfi vypracovani Iékopisného clanku
prokazatelng zjisténa. Tento seznam necistot je uren k tomu, aby usnadnil pouziti ¢lanku
zejména béhem fizeni, na jehoz zéklad¢ se ud€luje povoleni k tomu, aby dané 1é¢ivo
mohlo byt uvedeno na trh s 1éCivy, viz publikace ICH, Impurities in new drug substances.
Rada moznych necistot n&jaké latky ziskané danym vyrobnim postupem miZe byt
porovnana se seznamem necistot ke zjisténi, zda Iékopisny ¢lanek umoziuje dostatecnou
kontrolu. Zamérem Lékopisné komise je zahrnout takové seznamy do novych ¢lanki a

pfipojit je k jiz existujicim ¢lanktim pfi jejich revizi.



4 ICH?

Evropska lékopisna komise rozhodla na zasedani v bieznu 2002 o pouzivani piijatych

principit a termini revidovanych smérnicemi ICH v novych, ale i vjiz existujicich

¢lancich Evropského lékopisu tam, kde je to mozné. Zavedly se tak obecné harmoni-

zované metody, jejichz specifikace musi vyhovovat, jak v ptfipadé vyrobkd uz na trh

uvedenych, tak v ptipadé novych vyrobku ptedlozenych k registraénimu procesu.

ICH definuje nasledujici pojmy:

necistota  — jakakoliv slozka nové lécivé latky, ktera neni chemicky ucelend
jednotka (entita) definovand jako nova 1é¢iva latka
— jakakoliv slozka nového 1éc¢ivého pripravku, ktera neni léCiva latka
nebo pomocna latka v 1é¢ivém piipravku
profil necistot — popis identifikovanych a neidentifikovanych necistot pfitomnych
v nové l1é¢ivé latce/v novém lé€ivém piipravku
potencialni necistoty — necistoty, které teoreticky mohou vznikat béhem vyroby nebo
uchovavani
identifikované necistoty — necistoty, ve kterych byly dokazany strukturalni vlastnosti
neidentifikované necistoty — necistoty, ve kterych nebyly dokazany strukturalni
vlastnosti, a které jsou definovany pouze kvalitativnimi analytickymi vlastnostmi (pf.
chromatograficky retencni as)
specifikované necistoty — necistoty, které jsou jednotlivé vyjmenovany a limitovany
specifickym akceptacnim kritériem
nespecifikované necistoty — necistoty, které jsou limitovany obecnym akceptacnim
kritériem
degradacni (rozkladné) produkty — necistoty pochézejici z chemické zmény v 1écivé
latce béhem vyroby a/nebo vznikajici béhem uchovavani nového lécivého produktu
vlivem napt. svétla, teploty, pH, vlhkosti nebo reakci s pomocnou latkou a/nebo
s obalovym materidlem
identifika¢ni prah — limit, nad kterym by necistoty mély byt identifikovany
kvalifikaéni prah — limit, nad kterym by necistoty mély byt kvalifikovany
kvalifikace — proces ziskavani a hodnoceni dat, ktery urcuje biologickou bezpecnost

jednotlivych necistot nebo dava profil necistot na specifikovanych hladinach

*V kapitole 4 byly pouzity zdroje [2], [3], [4], [5]



zbytkova rozpoustédla — organické tékavé latky, které se pouzivaji nebo vznikaji pfi
vyrobé 1écivych latek, pomocnych latek nebo 1é¢ivych piipravka
PDE - povolena denni davka — nejvysSi pfijatelny denni pfijem zbytkovych

rozpoustédel v 1éCivych ptipraveich

4.1 Necistoty v novych IéCivych latkach

Tato smérnice je wurCena k poskytnuti vychozich podkladli pro registracni

dokumentace na obsah a kvalifikaci necistot v novych lécivych latkach, které nebyly

predtim registrované v regionu nebo Clenském statu. V tomto pokynu nejsou obsazeny

biologické/biotechnologické 1é¢ivé substance, peptidy, oligonukleotidy, radiofarmaka,

kvasné produkty a polosyntetické produkty z nich odvozené, rostlinné produkty a surové

produkty zviteciho nebo rostlinného ptvodu.

4.1.1 Posuzovani necistot

Necistoty v novych 1é¢ivych latkach jsou urceny ze dvou pohledu:

chemické aspekty zahrnuji klasifikaci a identifikaci necistot, zdznam vyroby, seznam
necistot ve specifikacich a stru¢nou diskusi z analytickych postupti
bezpec¢nostni aspekty zahrnuji specificky dohled na kvalifikaci téch necistot, které

nebyly pfitomny nebo byly pfitomny v podstatné niz$ich hladinach

4.1.2 Klasifikace necistot

Necistoty mohou byt klasifikovany do nasledujicich kategorii:

Organické necistoty mohou vznikat béhem vyrobnich procesii a/nebo uchovavani
nové lécivé latky. Mohou byt identifikované nebo neidentifikované, tékavé nebo
netékavé a zahrnuji: vychozi materidly, vedlejsi produkty, meziprodukty, degradacni
(rozkladné) produkty, Cinidla, ligandy a katalyzatory.

Anorganické necistoty vznikaji béhem vyrobnich procest. Jsou pfevdzné znamé
a identifikované a zahrnuji: ¢inidla, ligandy, katalyzatory, tézké kovy, anorganické soli
a ostatni materialy (napf. filtry nebo aktivni uhli).

Zbytkova rozpoustédla jsou definovdna jako organické tcékavé latky, které se
pouzivaji nebo vznikaji pfi vyrob¢ léCivych latek, pomocnych latek nebo 1éCivych

ptipravki.



4.1.3 Zaklad pro uvadéni a kontrolu necistot

Organické netistoty: Zadatel by mél shrnout vSechny aktudlni a potencialni
necistoty pravdépodobné vzniklé béhem syntéz, Cisténi a skladovani nové 1éCivé latky,
amozné degradacni produkty. Déle by mél shrnout laboratorni studie, které vedly
k detekci necistot, jak u komercné vyrobené Sarze, tak béhem zatézovych stabilitnich
zkousek, které se vétSinou pouzivaji k identifikaci potencialnich necistot vznikajicich pii
uchovavani latky. Tyto studie vedou k charakterizaci struktury aktudlnich necistot
pfitomnych v nové 1écivé latce v hladiné vétsi nez je identifikacni prah a dale také
degradacni produkty a necistoty vyrobené komercnimi postupy v hladiné¢ vétsi nez je
identifikaéni prah. V této studii by mély byt uvedeny i pokusy, které nevedou
k identifikaci (necistoty nejsou v hladin€ vétsi nez identifikacni prah).

Anorganické necistoty jsou prevazné znamé a kvantifikované pomoci Iékopisnych
nebo jinych vhodnych postupti. Piestup katalyzatoru do nové 1€Civé latky by mél byt
hodnocen béhem vyvoje. Akceptacni kritéria by méla byt zalozena na Iékopisnych
standardech nebo znamych bezpecnostnich datech.

Zbytkova rozpoustédla popisuje ICH s cilem doporucit pro pacientovu bezpecnost
pfipustné mnozstvi zbytkovych rozpoustédel v 1éCivech. Tato smérnice zaroven
doporucuje uzivani méné toxickych rozpoustédel. Rozpoustédla nejsou béznymi
vyrobnimi pochody zcela odstranitelnd. Vhodny vybér rozpoustédla pro syntézu léciveé
latky mize zvysit vytéZzek nebo ovlivnit vlastnosti, jako je krystalick4 forma latky, Cistota
a rozpustnost. Protoze zbytkova rozpoustédla nejsou uziteCna z terapeutického hlediska,
méla by byt vSechna odstranéna v mozném rozsahu tak, aby se vyhovélo specifikaci
pripravku, GMP nebo ostatnim pozadavkim na jakost. LécCivé piipravky by nemély
obsahovat vétsi koncentrace zbytkovych rozpoustédel, nez jaké mohou byt dolozeny tidaji
o bezpecnosti.

Tato smérnice klasifikovala zbytkova rozpoustédla do tfech tiid:

« rozpoustédla tridy 1: Rozpoustédla, kterych je 1épe se vyvarovat, tj. znamé lidské
karcinogeny, silné¢ podeziel¢ lidské karcinogeny a latky nebezpecné pro zivotni
prostiedi.

. rozpoustédla tfidy 2: Rozpoustédla s omezenym pouzitim, tj. negenotoxické zvireci
karcinogeny nebo mozna pfi¢innd agens jiné ireverzibilni toxicity, jako je
neurotoxicita nebo teratogenicita; rozpoustédla podeziela z jinych vyznamnych, ale

reverzibilnich toxicit.



« rozpoustédla tridy 3: Rozpoustédla s nizkym toxickym potencidlem (neni tfeba zadny
expozi¢ni limit s ohledem na zdravi). Tato tfida nezahrnuje rozpoustédla znama jako
ohrozujici lidské zdravi v koncentracich bézné piijatych v I€kopisech. AvSak pro
mnohd tato rozpousStédla nejsou k dispozici dlouhodobé studie toxicity nebo
karcinogenity. Dostupné tdaje naznacuji, ze jsou méné¢ toxicka v akutnich nebo
kratkodobych studiich a nemaji genotoxické ucinky. UvaZzuje se, Ze mnozstvi téchto
zbytkovych rozpoustédel 50mg/den nebo méné¢ by mohlo byt pfijatelné bez
upiesnovani. Vys§i mnozstvi mohou byt také pfijatelnd, odpovidaji-li moznostem

vyroby a pozadavkiim GMP.

4.1.4 Analytické postupy

Registracni zadosti by mély zahrnovat dokumentaci o tom, Ze analytické postupy
byly validovany a ze jsou vhodné pro detekci a kvantifikaci necistot.

Zbytkova rozpoustédla se obvykle stanovi za pouziti chromatografickych metod,
jako je plynova chromatografie. Je-li to mozné, mély by se pouzit jakékoliv
harmonizované postupy pro stanoveni hladin zbytkovych rozpoustédel, jak jsou popsany
v lékopisech. Jinak si vyrobci mohou pro jednotlivd stanoveni vybrat nejvhodnéjsi
validované analytické postupy. Jsou-li pfitomna pouze rozpoustédla tfidy 3, mohou se

pouzit nespecifické metody, jako je ztrata suSenim.

4.1.5 Specifikace

Specifikace je definovana jako seznam testll s odkazy na analytické metody a také
suvedenymi akceptacnimi  kritérii pro jednotlivé zkousky, pifipadné rozmezimi
pfijatelnosti nebo dal§imi kritérii pro popsané zkouSky. Jde tedy o ustanoveni souboru
kritérii, které nova 1éCiva latka nebo novy 1é¢ivy ptipravek musi spliiovat, aby mohly byt
povazovany za piijatelné pro zamyslené uziti. Specifikace je rozhodujici standard kvality,
ktery je navrhovan a posuzovan vyrobcem a nasledné schvélen piislusSnymi autoritami
ICH.

Specifikace pro nové 1éCivé latky by méla zahrnovat seznam necistot. Pro piedpoklad
necistot pravdépodobné se vyskytujicich v komerénim produktu se pouzivaji data ze
stabilitni studie, chemickych vyvojovych studii a z rutinni analyzy ptredeslych Sarzi. M¢lo
by byt uvedeno i zdivodnéni pro¢ byly nebo nebyly uvedené necistoty zarazeny do
specifikace latky. Pro neclistoty, které vykazuji toxicky nebo necekany farmakologicky

efekt, by mél byt stanoven limit kvantifikace a detekce aZz na minimalni hladiny latky,



které¢ je tfeba kontrolovat. M¢la by byt uvedena akceptacni kritéria pro neidentifikované
necistoty a pro celkovou sumu necistot.

Specifikace nové 1é€ivé latky by mély zahrnovat:

« organické necistoty
0 kazdou specifikovanou zndmou necistotu
0 kazdou specifikovanou nezndmou necistotu
0 jakoukoli nespecifikovanou necistotu s akceptacnim kritériem ne vétSim nez
identifikacni prah
0 celkovou sumu necistot
« anorganické necistoty

« zbytkova rozpoustédla

4.2 Necistoty v novych IécCivych pfipravcich
Tato smérnice poskytuje vychozi podklady pro registratni dokumentace na obsah
a kvalifikaci necistot v novych lécivych ptipravcich, vyrobenych chemickou syntézou

z novych, dosud neregistrovanych 1é¢ivych latek.

4.2.1 Rozsah smérnice
Tento pokyn je urcen pouze pro ty necistoty v novych 1é€ivych ptipraveich, které
jsou klasifikovany jako degrada¢ni produkty 1éCivé latky nebo reakénimi produkty 1é¢ivé
latky s pomocnou latkou a/nebo s obalovym materidlem. Obecné plati, Ze necistoty
pritomné v nové 1éCivé latce nemusi byt monitorovany nebo specifikovany v novém

1é¢ivém pripravku, jestlize nejsou také degradanimi produkty.

4.2.2 Zaklad pro uvadéni a kontrolu degradac¢nich produktu

Zadatel by mél shrnout degradaéni produkty pozorované bhem vyroby a/nebo
stabilitni studie nového 1é¢ivého piipravku. Dale by mél shrnout laboratorni studie, které
vedly k detekci degradacnich produkt v novém lécivém pripravku. Degradacni produkty
pozorované pii stabilitnich studiich provadénych za doporucenych skladovacich podminek
by mély byt identifikovany, jestlize jsou pfitomny v hladiné vétsi nez identifika¢ni prah.
Do registracni zadosti by mély byt zahrnuty i laboratorni studie, které nejsou Uspésné
pfi identifikaci degradacnich produkti. Degradaéni produkty pfitomné v hladiné nizsi nez

je identifikacni prahova hodnota nemusi byt identifikovany.
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4.2.3 Analytické postupy

Registra¢ni zadost by méla obsahovat dokument o tom, Ze analytické postupy byly
validovany a ze jsou vhodné pro detekci a kvantifikaci degradacnich produkt. Hladiny
degradacnich produkti by mély byt méfeny rliznymi metodami, vcetné téch, které
porovnavaji analytické odpovédi degradacnich produkti k vhodnym referenénim
standardim nebo odpovédi vlastni 1é¢ivé latky. Referen¢ni standardy pouzité pro kontrolu
degrada¢nich produktdi by mély byt ohodnoceny a charakterizovany podle jejich
zamysleného uziti.

Analytické vysledky by mély byt dostupné v registracni zadosti pro vSechny
vyznamné Sarze nového l1éCivého piipravku uzivaného pro klinické, bezpecnostni
a stabilitni testy a zaroven pro zamySlené komercni procesy. Obvykle jsou uvedeny
hodnoty pro jednotlivé necistoty a zaroven i celkova suma necistot.

Pro kazdou Sarzi nového 1é¢ivého ptipravku by mélo byt v registracni dokumentaci
uvedeno: popis, sila a velikost Sarze, datum a misto vyroby, obalovy materidl, vyrobni
postupy, obsah jednotlivych degradacnich produkti i celkové sumy, pouziti Sarze,
referencni analytické postupy, Cislo Sarze léCivé latky pouzité v léCivém piipravku

a skladovaci podminky pro stabilitni studie.

4.2.4 Specifikace

Specifikace pro nové 1é€ivé pripravky by méla zahrnovat seznam degradacnich
produktti, jejichz vznik je ocekavan b&hem vyroby komercnich piipravki a za
doporucenych skladovacich podminek. Zahrnuti nebo vylouceni degradac¢nich produktti ze
specifikace by mélo byt v dokumentaci odiivodnéno.

Akceptacni kritérium pro dany degradacni produkt by mélo byt stanoveno s ohledem
na akceptacni kritéria, kterd plati pro 1é¢ivou latku, na hladinu kvalifikace degradacniho
produktu a na narist jeho koncentraci béhem stabilitnich studii a také na navrhovanou
pouzitelnost a skladovaci podminky nového 1é€ivého pripravku. Akceptacni kritérium by
nemélo byt nastaveno vyse, nez je kvalifikovana hladina degradacniho produktu.

Specifikace nového 1é¢ivého piipravku by mély zahrnovat:

« kazdy specifikovany znamy degradacni produkt

« kazdy specifikovany neznamy degradacni produkt

« jakykoliv nespecifikovany degradacni produkt s akceptacnim kritériem ne vEétSim nez
identifikacni prah

« celkovou sumu degradacnich produktti
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V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny limity pro degradacéni produkty v novém

1éCivém pripravku

maximalni denni davka limit
<lg 0,1%
>1g 0,05%

tabulka 1 — Limity uvadéni

maximalni denni davka

limit

< Img 1,0% nebo Sug TDI, ten ktery je nizsi
Img — 10mg 0,5% nebo 20ug TDI, ten ktery je nizsi
> 10mg — 2¢g 0,2% nebo 2mg TDI, ten ktery je nizsi
>2g 0,10%

tabulka 2 — Limity identifikace

maximalni denni davka

limit

< 10mg 1,0% nebo 50pg TDI, ten ktery je nizsi
10mg — 100mg 0,5% nebo 200ug TDI, ten ktery je nizsi
> 100mg - 2g 0,2% nebo 3mg TDI, ten ktery je niZsi
>2g 0,15%

tabulka 3 — Limity kvalifikace

. maximalni denni ddvka — mnozstvi latky ptijaté za den

« Limity jsou vyjadieny bud’ jako procentudlni obsah v IéCivé latce nebo jako TDI —

celkovy denni piijem degradacnich produktt. Niz§i limity mohou byt vhodné, jestlize

degradacni produkt je neobycejné toxicky.
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5 Stabilita lécivé latky a koneéného pripravku®

Nezbytnou soucasti kontroly necistot jsou stabilitni zkousky, jejichz cilem je
prokazat, jak se méni kvalita latky nebo pfipravku s c¢asem vlivem riznych faktori
prostiedi jako je teplota, vlhkost a svétlo, doporucit podminky uchovéavani a stanovit dobu
reatestace pro léCivou latku (,,re-test period) a dobu pouzitelnosti pro konecny ptipravek
(,,shelf-life*).

Pozadavky na informace o stabilit¢ znamé 1éCivé latky a konecného piipravku, které
jsou soucasti registraéni dokumentace, jsou uvedeny v pokynu REG-83. Zndmou 1écivou
latkou se rozumi takova 1éciva latka, ktera je obsazena v nékterém léCivém piipravku
registrovaném v rdmci Evropského spolecenstvi. Pozadavky tykajici se novych 1é¢ivych
latek uvadi pokyn Note for Guidance on Stability Testing of New Drug Substances and
Products. Novou 1éCivou latkou se rozumi takova léCiva latka, ktera neni obsazena
v zadném léCivém piipravku, registrovaném v ramci Evropského spolecenstvi. Za novou
1é¢ivou latku se pro ucely tohoto pokynu povazuje i nova stl znamé 1é¢ivé latky, jeji ester
nebo derivat s jinou nez kovalentni vazbou.

Léciva latka je povaZovana za stabilni, jestlize vyhovuje specifikaci za podminek
uchovavani 25°C/60%RYV po dobu 2 let a za podminek uchovéavani 40°C/75%RYV po dobu

6 mésicu.

5.1 Léciva latka
Informace o stabilité¢ 1é¢ivé latky jsou nedilnou soucasti systematického prfistupu
k hodnoceni stability.
Pro 1é¢ivé latky nepopsané v monografii uznavaného Iékopisu (Evropsky l1ékopis nebo
1ékopisy ¢lenskych statti EU) jsou pozadovany stabilitni zkousky.
Pro 1écivé latky popsané v monografii uzndvaného 1ékopisu, ktera obsahuje vhodné
limity pro zkousku na rozkladné produkty, ale v nizZ neni definovdna doba reatestace,
mohou byt pouzity dva postupy:
1. Zadatel deklaruje, ze 1é¢iva latka vyhovuje piislusné lékopisné monografii pfi
zkouSeni bezprostiedné pied vyrobou konecného piipravku. V tom piipadé se
nepozaduji zadné stabilitni zkousky s podminkou, Ze byla prokadzéna vhodnost

1ékopisné monografie pro léCivou latku konkrétniho vyrobce.

3V kapitole 5 byl pouzit zdroj [6]
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2. Zadatel stanovi dobu reatestace na zakladé vysledkt dlouhodobé stabilitni studie.

5.1.1 Specifikace

Ve stabilitni studii se sleduji vSechny parametry 1é¢ivé latky, které se mohou béhem
skladovani ménit, a které by mohly mit vliv na jakost, bezpe€nost a/nebo Uc€innost.
Stabilitni studie ma hodnotit fyzikdlni, chemické, biologické a mikrobiologické vlastnosti
1écivé latky. ZkouSky musi byt provedeny za pouziti validovanych a stabilitu indukujicich
kontrolnich metod. U zkousSek se uvedou cCiselné limity, rozmezi, piip. dalsi kritéria
popsanych zkousek, v€etné hornich limitli pro obsah jednotlivych necistot a rozkladnych
produktd i pro jejich celkovy obsah. Zdivodnéni téchto limith mé byt zaloZeno na
pozadavcich bezpe€nosti a/nebo uc€innosti. Pro 1é¢ivé latky popsané v monografii
uznavaného 1ékopisu maji byt zkousky provedeny v souladu s touto monografii nebo za
pouziti metody, kterd byla validovdna oproti metod¢ Iékopisné (,,cross-validation®).
Rovnéz je tteba dolozit, Ze vSechny potencidlni necistoty (rozkladné produkty i necistoty

pochazejici ze syntézy nebo vyrobniho postupu) jsou dostate¢né kontrolovany.

5.1.2 Zatézové (stresové) zkousky

Tyto zkousky mohou pomoci identifikovat pravdépodobné rozkladné produkty, coz
muze nasledné pomoci stanovit mechanismus degradace a vnitini stabilitu molekuly, a
maji ovetit, Ze pouzité analytické metody jsou stabilitu indikujici. Sledovéani rozkladnych
produkti béhem zatéZzovych zkousek je také uzitecné pro vyvoj a validaci vhodnych
analytickych metod. Nemusi vSak byt nutné uvadét ve specifikaci ty rozkladné produkty,
pro né€z bylo prokazano, ze nevznikaji za podminek dlouhodobé ani zrychlené studie.

Zkousky je mozné provadét s jednou Sarzi 1éCivé latky a maji zahrnovat vliv teploty
(ptirtstky po 10°C), vliv vlhkosti, vliv vzdu$ného kysliku (oxidace), vliv svétla (fotolyza)
na lécivou latku. ZkouSky také maji hodnotit stabilitu 1é¢ivé latky v roztoku nebo
v suspenzi (hydrolyza) vramci Sirokého rozmezi hodnot pH. Nedilnou soucasti
zatézovych zkousek maji byt i zkousky fotostability.

Pro 1écivé latky popsané v monografii uznavaného 1€kopisu, které zcela spliuji jeji

pozadavky, nejsou pozadovany zadné udaje o rozkladnych produktech, pokud jsou

uvedeny v odstavci Zkousky na Ccistotu a/mebo v odstavci Necistoty piislusné

monografie.
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Pro 1é¢ivou latku nepopsanou v monografii uzndvaného lékopisu mohou byt pouzity

dva postupy:

1. Predpokladany mechanismus degradace miize byt dolozen udaji publikovanymi ve
veédecké literatute.

2. Jestlize ve védecké literatuie, véetné oficidlnich Iékopist, nejsou dostupné zadné
udaje, je tfeba provést zatézové zkousky. Vysledky téchto zkousek budou tvorit

nedilnou soucast informaci, poskytnutych Statnimu ustavu pro kontrolu léciv.

Déle jsou v pokynu uvedeny postupy pro vybér Sarzi, volba obalu a uzavéru, cetnost
zkouSeni (dlouhodobé stabilitni zkousky: na pocatku studie, kazdé 3 meésice béhem
prvniho roku, kazdych 6 mésici béhem druhého roku a dale jednou ro¢né az do
navrhované doby reatestace; zrychlené stabilitni studie: v miniméln¢ tfech casovych
bodech — 0, 3 a 6 mésict), podminky uchovavani (1é¢iva latka ma byt hodnocena za
takovych podminek uchovavani, které ovéii jeji tepelnou stabilitu, a je-li to vhodné jeji
citlivost na vlhkost), zavazek ke sledovani stability pro poregistracni obdobi

a vyhodnoceni stabilitni studie.

5.2 Konecny pripravek
Stabilitni studie kone¢ného piipravku maji vychazet ze znalosti chovani a vlastnosti

1écivé latky a 1ékové formy.

5.2.1 Specifikace

Specifikace, které mé ptipravek vyhovovat po celou navrhovanou dobu pouzitelnosti
(,,shelf-life* specifikace) ma brat v ivahu jiz dostupné informace o stabilité. Pripadné
odchylky ,,shelf-life* specifikace od specifikace platné pii propousténi z vyroby (,,release*
specifikace) maji byt zdivodnény vyhodnocenim stability a zmén pozorovanych béhem
skladovani. Jakykoli rozdil v limitech pro obsah konzerva¢nich latek mezi ,release*
a ,,shelf-life*“ specifikaci mé byt podlozen validovanou korelaci mezi chemickym
stanovenim obsahu této latky a zkouskou na protimikrobni Gi¢innost. Tuto zkousku je tedy
nutno provést s pripravkem, v némz bude obsah konzervacni latky odpovidat dolnimu
limitu shelf-life specifikace. Zkouska ma byt provedena béhem farmaceutického vyvoje
pripravku s jeho konecnym slozenim (kromé koncentrace konzervacni latky). U jedné

primarni stabilitni SarZe kone¢ného pfipravku ma byt pro kontrolu provedena na konci
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doby pouzitelnosti zkouska na protimikrobni uc€innost konzervacéni latky (kromé stanoveni
obsahu této latky), a to i vpfipad¢, kdy neni zadny rozdil v limitech pro obsah

konzervacni latky mezi ,,release* a ,,shelf-life* specifikaci.

5.3 Protokol o stabilité
Jako doklad o provedenych stabilitnich zkouskdch je soucasti registracni
dokumentace protokol o stabilité, ktery obsahuje:
nazev piipravku, vyrobce
silu a Iékovou formu
¢isla a velikosti zkousenych Sarzi, datum a misto vyroby
slozeni zkouSenych Sarzi
vyrobce 1é¢ivé latky
popis vnitiniho obalu
Uvedou se limity pro jednotlivé zkousky platné béhem doby pouzitelnosti a metody,
jakymi byly zkousky provadény. Vysledky zkousek maji byt shrnuty pfehledné do tabulek
pro kazdou SarZi a maji v nich byt uvedeny pocate¢ni hodnoty, vysledky ziskané béhem
stabilitnich zkousek v pfedepsanych intervalech a limity jednotlivych zkousek. V zavéru
maji byt vysledky vyhodnoceny, komentovany a na jejich zédklad€¢ ureny podminky pro

uchovavani, druh vnitiniho obalu a doba pouzitelnosti.
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6 Stanoveni nedistot v Ié€ivych pripravcich
6.1 Clotrimazolum*

6.1.1 Uéinna latka

0  Nizev'"
« Latinsky nazev CL 2005: Clotrimazolum
« Anglicky ndzev Ph.Eur.4: Clotrimazole
« Cesky nazev CL 2005: Klotrimazol

o] Vzorec a molekulovd hmotnost"

e  Sumarni vzorec: C»H7CIN,

o  Strukturni vzorec: O
Cl
W
N

« Molekulova hmotnost: M, = 344,84

o] Charakteristika'

Je to 1-[(2-Chlorfenyl)difenylmethyl]-1H-imidazol. Pocitano na vysusenou latku,
obsahuje 98,5% az 100,5% slouceniny C,,H;7CIN,.

0  Viastnostit"
Bily nebo slabé zluty krystalicky prasek. Je prakticky nerozpustny ve vodé, dobie

rozpustny v ethanolu 96% a v dichlormethanu.

0  Farmakodynamické vlastnosti'”

Klotrimazol je imidazolovy derivat se smrticim U¢inkem na nizs$i houby urceny
k mistnimu pouZiti. Zpiisobuje inhibici syntézy ergosterolu, ktera vede ke strukturdlnimu a
funkénimu poskozeni cytoplazmatické membrany. Piisobi na patogenni a podminéné
patogenni houby rodu Candida, Torulopsis, Trichophyton, Epidermophyton,

Microsporum, Aspergillus, Nocardia a nékteré dal$i mikromycety.

4V kapitole 6.1 byly pouzity zdroje [1], [7], [8], [9], [10]
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0 Farmakokinetické vlastnostit

Po aplikaci na kizi se vstiebava méné nez 2% podané davky. Vrchol plazmatické
koncentrace je mensSi nez 10 ng/ml a nevyvolava Zadné systémové ani jiné zmény.
Biologicky polocas Klotrimazolu v 1% koncentraci je ve vSech vrstvach kiize 25 — 27

hodin.

0  Lékopisné zkousky na Cistotu!"!

Dle CL 2005 se stanoveni neéistot Imidazol a (2-Chlorfenyl)difenylmethanol provadi
tenkovrstvou chromatografii za pouziti vrstvy silikagelu. Pro stanoveni Imidazolu se

pouziva silikagel G R a pro stanoveni (2-Chlorfenyl)difenylmethanolu silikagel GF,s4R.

6.1.2 Stanoveni necistot v pripravku CANESTEN roztok

O  Lékopisna definice roztoku'"

Jsou to tekuté pripravky razné viskozity urCené k mistnimu ucinku nebo

transdermalnimu pfenosu lécivych latek.

0  Stanoveni pomoci HPL ok

Pro stanoveni Klotrimazolu ve farmaceutickém piipravku byla vyvinuta HPLC
metoda. Klotrimazol je stabilni v alkalickém prostfedi, v kyselém prostiedi hydrolyzuje na
degradacni produkty Imidazol a (2-Chlorfenyl)difenylmethanol. Tato metoda byla Gispésné
pouzita jako stabilitu indukujici metoda pro stanoveni Klotrimazolu v pfitomnosti
kyselych degradacnich produkti. Byla pouZzita chromatografie na obracenych fazich a
mobilni faze o slozeni acetonitril + 25mM trishydroxymethylaminomethan ve fosfatovém
pufru (pH = 7) v poméru 55:45 (v/v) s UV detekci pii 260 nm. Jako vnitini standard byl
pouzit Ketoconazol. Chromatograficky systém umoznuje dokonalou separaci; retencni Cas
pro Klotrimazol je 9,2 min., pro (2-Chlorfenyl)difenylmethanol 3,4 min. a pro Imidazol 2
min. Navrhovand metoda je vhodna stabilitni metoda, ktera poskytuje u¢innost 100,08 +
0,20%.

0  Stanoveni pomoci TLC — denzitometrie””

Vedle HPLC byla studovana metoda TLC s denzitometrickym vyhodnocenim skvrn.
Tato metoda byla rovnéZ pouzita jako stabilitu indukujici metoda k separaci a kvantifikaci
Klotrimazolu v pfitomnosti kyselych degradacnich produkti. TLC separace byla

provedena na vrstvé silikagelu Fyss, systém rozpoustédel byl slozen z chloroformu +
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acetonu + 25% amoniaku vpoméru 7:1:0,1 (v/v/v). K vyhodnoceni se pouzilo
denzitometrické snimani pii 260 nm. Imidazol neabsorbuje zafeni o 260 nm, musi byt

vizualizovéan parami jodu. Uéinnost této metody byla 100,09 = 0,55%.

6.1.3 Stanoveni necistot v pripravku CLOTRIMAZOL krém

O  Lékopisna definice krém!"

Krémy jsou vicefazové piipravky obsahujici lipofilni a vodnou fazi. Podle typu

kontinuélni (vnéjsi) faze se déli na hydrofobni a hydrofilni.

0  Stanoveni pomoci MEKC!"

Byla studovdna moznost vyuziti prost¢ a rychlé MEKC metody pro separaci a
stanoveni Klotrimazolu a jeho degradacnich produktli ve farmaceutickém ptipravku.
Stanoveni touto metodou trvalo 15 min. a byl pouzit SDS. Pro MEKC separaci byly
pouzity elektroforetické substraty slozené z SDS-fosfatového pufru a rGzné
koncentrovanych alkoholti nebo acetonitrilli. Optimalni podminky pro stanoveni byly
uréeny 50mM SDS + 15% acetonitril + 5% butanol (v/v/v) o pH 7,2. Vysledky byly
porovnany s metodou HPLC. Studii bylo dokazéno, ze metoda MEKC poskytuje
selektivitu a piesnost a je validni pro stanoveni Klotrimazolu a jeho degrada¢nich

produktti.
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6.2 Indometacinum®

6.2.1 Uéinna latka

0  Nizev!"
« Latinsky nazev CL 2005: Indometacinum
« Anglicky nazev Ph.Eur.4: Indometacin
« Cesky nazev CL 2005: Indometacin

0 Vzorec a molekulova hmotnost'"

o Sumarni vzorec: Ci9H16CINOy4
« Strukturni vzorec: H,C
O
R COCH
N
. OCH,
« Molekulova hmotnost: M, = 357,79

0  Charakteristika'"
Je to Kyselina [1-(4-chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methylindol-3-ylJoctova. Pocitano
na vysusenou latku, obsahuje 98,5% az 100,5% slouceniny C;oH;sCINO4.

0  Viastnosti'"
Bily nebo zluty krystalicky praSek. Je prakticky nerozpustny ve vodé¢, mirné
rozpustny v lihu 96%.

0  Farmakodynamické viastnosti™

Indometacin je nesteroidni antirevmatikum, antiflogistikum s analgetickym a
antipyretickym uc¢inkem. Je vhodny pro dlouhodobé uzivani u revmatoidni artritidy,
ankylosujici spondylitidy a osteoartritidy. Indometacin je inhibitor syntézy prostaglandind,
jeho ucinek je podminén snizenim prostaglandinti v tkdnich postizenych zanétem,

potlacuje projevy zanétu.

5V kapitole 6.2 byly pouzity zdroje [1], [8], [11], [15]
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0 Farmakokinetické vlastnostit

Po perkutanni aplikaci je Indometacin prokazatelny v synovialni blané i v kloubnim
mazu a ve svalu. Vylucuje se jako nezménéna ucinna latka i jako metabolity O-demetyl-

indometacin a N-dechlorbenzoyl-indometacin.

0  Lékopisné zkousSky na Cistotu"

Dle CL 2005 se provadi zkousky na piibuzné latky tenkovrstvou chromatografii za

pouziti vrstvy silikagelu HF,s4R.

6.2.2 Stanoveni necistot v pripravku INDOMETACIN gel

O  Lékopisna definice gelu[l]
Gely jsou tvoieny tekutinami, které¢ gelovati za pfitomnosti vhodnych gelotvornych

latek. Podle slozeni se déli na hydrofobni a hydrofilni gely.

0  Stanoveni pomoci HPLC!'
Pro urceni sloZeni pfipravku Indometacin gel byla validovdna metoda HPLC na

obracenych fazich (RP-HPLC) s UV spektrofotometrickou detekci. V analyzach 1écivych

-----

0  Stanoveni pomoci UPLC™!

UPLC je pomérné¢ nova technika, kterda dadva nové moZnosti v kapalinové
chromatografii. Vyznacuje se snizenim Casu analyzy a mensi spotiebou rozpoustédel.
UPLC chromatograficky systém byl navrzen specidlnim zpiisobem, aby odolal vysokému
protitlaku. V koloné byly pouzity ¢astedky o priméru 1,7 pm. Cas analyzy byl touto
metodou snizen 9x ve srovnani se systémem uzivajici 5 pum castice. Oproti koloné
s prumérem castic 3 um bylo zkraceni 3x. Separace se provadi za velmi vysokého tlaku
(nad 100 MPa), ale nebyl zjiStén negativni vliv na analytickou kolonu ani jiné ¢asti
chromatografického systému.

Tato metoda byla pouzita pro stanoveni latek a pro kontrolni stabilitni studie
v ptipravku Indometacin gel, ktery obsahuje uinnou latku Indometacin a degradac¢ni
produkty Kyselinu 4-Chlorbenzoovou a Kyselinu 5-Methoxy-2-methylindoloctovou. Byly
vyvinuty a testovany nové druhy stacionarnich fazi. Pro zkraceni Casu analyzy a zvySeni
ucinnosti byla pouzita staciondrni fdze o mensim prameéru ¢asti a kratsi kolona. Mobilni

faze byla sloZena z acetonitrilu + 0,2% kyseliny fosforecné v poméru 50:50 (v/v). Oproti
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HPLC bylo potieba snizit injekéni objem a snizit priitokovou rychlost mobilni faze. Casy
analyzy se zkratily 4,7x a spotieba rozpoustédla byla snizena 5x oproti HPLC. UPLC
metoda ma niz§i Gcinnost pro prvni a posledni elucni pik (je to zpiisobeno nizkym
injekénim objemem). Citlivost UPLC systému s injekénim objem 2ul byla stejnd jako u

HPLC s injekénim objem 5Spl.
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6.3 Hydrocortisoni acetas’®
6.3.1 Ug&inn4 latka

1

0  Nizev!
« Latinsky nazev CL 2005: Hydrocortisoni acetas
« Anglicky nazev Ph.Eur.4: Hydrocortisone acetate
«  Cesky nazev CL 2005: Hydrokortison-acetat

0 Vzorec a molekulova hmotnost'"

« Sumarni vzorec: C23H3,06

o  Strukturni vzorec:

« Molekulova hmotnost: M, = 404,50

0  Charakteristika'"
Je to 11PB,17-dihydroxy-3,20-dioxopregn-4-en-21-yl-acetat. Pocitano na vysusenou
latku, obsahuje 97,0% az 103,0% slouceniny C,3H3,0.

0  Viastnosti'"
Bily nebo témét bily krystalicky prasek. Je prakticky nerozpustny ve vod¢, tézce
rozpustny v ethanolu a v dichlormethanu.
0  Farmakodynamické viastnosti''>
pouzity zpusobuje Ustup zanctu kiize, tlumi alergické projevy, svédéni a zarudnuti kiize.

0 Farmakokinetické viastnosti"!

Kortikoidy se vstiebavaji pfes stratum corneum. Mistni biologickou dostupnost
zvySuje mikronizace a druh mastového zakladu, ze strany organizmu poskozeny kozni

povrch, at’ uz zanétem ¢i urazem, dale pfi horecce.

6V kapitole 6.3 byly pouzity zdroje [1], [12], [13], [14], [15]
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0  Lékopisné zkousSky na Cistotu"

Dle CL 2005 se provadi zkouska na piibuznou latku Kortison-acetat R kapalinovou

chromatografii se spektrofotometrickou detekei pii 254 nm.

6.3.2 Stanoveni necistot v pripravku HYDROKORTISON krém

O  Lékopisna definice krému'"

Krémy jsou vicefazové piipravky obsahujici lipofilni a vodnou fazi. Podle typu

kontinuélni (vnéjsi) faze se déli na hydrofobni a hydrofilni.

0  Stanoveni pomoci HPLC'

Pro stanoveni slozeni v krému pro lokalni pouziti byla validovana metoda HPLC na
obracenych fazich (RP-HPLC) s UV spektrofotometrickou detekci. Metoda popisuje
stanoveni u¢inné slozky Hydrokortison-acetatu, jeho degradacnich produktd
Hydrokortisonu a Kortison-acetatu (vyskytujici se po dlouhodobych stabilitnich testech) a
dvou konzervacénich latek pfitomnych v krému Methylparabenu a Propylparabenu. Jako
vnitini standard byl uzit Dexamethason. Optimalni slozeni mobilni faze je methanol +
acetonitril + voda v poméru 15:27:58 (v/v/v). Cas analyzy je méné nez 13 min. Na zakladé
pozadavku zadavatele byla nakonec validovana metoda, pro stanoveni pouze necistoty

hydrokortisonu.

0  Stanoveni pomoci UPLC™!

Tato metoda byla pouzita pro stanoveni latek a pro kontrolni stabilitni studie
v ptipravku Hydrocortison krém, ktery obsahuje Uc¢innou latku Hydrokortison-acetat,
degradacni produkt Hydrokortison a konzervacni latky Methylparaben a Propylparaben.
Pouzitd mobilni faze byla smés methanol + acetonitril + voda v poméru 15:27:58 (v/v/v).
Separace probihala za laboratorni teploty. Detekce byla pfi 238 nm. Pfi stanoveni
Hydrokortison krému dava UPLC metoda mnohem vétsi Gcinnost pro vSechny slouceniny.
Nejvétsi rozdily oproti HPLC byly u degrada¢niho produktu Hydrokortisonu, a to 7,28x
vetsi ucinnost. Nejmensi rozdil dava a¢inna latka Hydrokortison-acetat, a to 2,5x veétsi
ucinnost. Rozliseni piki bylo vy$si v UPLC analyze kromé paru pikd Propylparaben —

Dexamethazon (IS).

24



7 Validace analytickych metod pro hodnoceni necistot
v lé€ivych pfipravcich

Na katedfe analytick¢é chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové byla

vypracovana a validovana metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) pro

stanoveni ucinnych latek a necistot v ptipravcich Clotrimazol HBF spray 1%, Indometacin

HBF gel 1% a Hydrokortison HBF krém 1%.

7.1 Pripravek CLOTRIMAZOL HBF spray 1%’

o UCinna latka: Klotrimazol

. necistoty: Imidazol
(2-Chlorfenyl)difenylmethanol

. metoda: HPLC

« vnitini standard:  Ibuprofen

. validaci provedla: PharmDr. Hana Sklenatova, Ph.D.
Kontrolni laboratot 526
Katedra analytické chemie
Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

7.1.1 Analyticky postup
Byl stanoven obsah necistoty Imidazolu a obsah necistoty (2-Chlor-
fenyl)difenylmethanolu. Dale byl stanoven obsah nedefinovanych necistot (plocha piku
nesmi byt vétsi nez 0,2 nasobek hlavni plochy dané¢ho porovnéavaciho roztoku standardii) a

celkovy obsah necistot ptitomnych ve spreji.

7.1.2 Test vhodnosti chromatografického systému
Byl proveden test vhodnosti chromatografického systému, ktery se sklada:
. z méfeni ucinnosti chromatografické kolony (poctu teoretickych pater = N), musi
splitovat pozadavek N > 900
0 vysledky: Imidazol N=1535
(2-Chlorfenyl)difenylmethanol N =5641

7'V kapitole 7.1 byl pouzit zdroj [16]
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. ze stanoveni asymetrie chromatografickych piki (T), musi spliovat pozadavek
T<2
0 vysledky: Imidazol T=1,03
(2-Chlorfenyl)difenylmethanol T=1,05

- zrozliSeni chromatografickych piki (R;j), musi spliovat pozadavek R;;> 1,5

0 vysledky:
mrtvy objem — Imidazol R;j=2,14
Imidazol — Ibuprofen (IS) R;; = 6,09

Clotrimazol — (2-Chlorfenyl)difenylmethanol R;; = 3,68

. z m¢feni opakovatelnosti analyzy (s;), musi spliiovat pozadavek s; < 1%

0 vysledky: Imidazol

- spocitano z reten¢niho Casu sr=0,47%

- spocitano z plochy piku sy = 0,20%
(2-Chlorfenyl)difenylmethanol

- spocitano z retenc¢niho ¢asu sr=0,33%

- spocitano z plochy piku sr=0,29%

7.1.3 Validace analytické metody
Byla provedena validace metody HPLC zahrnujici:

« presnost: Byly analyzovany roztoky vzorku Clotrimazol HBF spray 1% (navazka +
roztok standardli necistot) a nasledn¢ byly porovnany plochy piki necistot
namétenych v jednotlivych navazkach vzorku; musi spliiovat pozadavek s, < 5%.

0 vysledky: Imidazol sr=0,47%
(2-Chlorfenyl)difenylmethanol sr=0,28%

 linearitu: Byla pouzita metoda vnitiniho standardu (jako IS byl pouzit Ibuprofen).
Zavislost Ay,orek/Ars kalibracnich roztokii na jejich koncentraci byla vyhodnocena
metodou linearni regrese.
0 vysledky: Imidazol:
- koeficient korelace R = 0,999945
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(2-Chorfenyl)difenylmethanol:
- koeficient korelaceR = 0,99968

spravnost: Byl zméten roztok standardd, dale byly analyzovany modelové vzorky
(placebo + pridavek necistot), které¢ byly paralelné ptipravené s ptidavkem roztoku
standard(; musi spliiovat pozadavek R = 100 + 5% a také sg < 5%.
0 vysledky: R vyhovuje pro v§echny vzorky
Imidazol sr = 0,48%
(2-Chorfenyl)difenylmethanol sr = 0,28%

selektivitu: Na chromatogramu roztoku standardu latek, analyzovanych v ptipravku
Clotrimazol HBF spray 1% je patrna dokonald separace sledovanych slozek i

vnitiniho standardu.

Retention Time
Name

4,94 (2-chlorophenyl)diphenylmethanol

139
1,79 Imidazole
> 2,89 Ibuprofen (IS)

3,68 Clotrimazole

p

obrazek 1 —Chromatogram pripravku Clotrimazol HBF spray 1%

0 vysledky: Pfedlozend HPLC metoda umoziuje selektivné zméfit plochu pika

odpovidajici uc¢inné latce Klotrimazolu i necistot.

robustnost (mira vlivu proménnych experimentalnich podminek):
a) vliv slozeni mobilni faze bylo testovdno pifi poméru acetonitril — voda:
posuzovani dle vlivu na plochu chromatografického piku a dle vlivu na

retencni ¢as
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0 vysledky: Studii bylo doporu¢eno pouziti mobilni faze v poméru 65 : 35
(acetonitril — voda).
b) stabilita roztoku standardnich latek Imidazolu a (2-Chlorfenyl)difenyl-
methanolu byla testovana pfi uchovavani:
- zasniZené teploty (5°C), chranéné pied svétlem
- za laboratorni teploty, za pfistupu svétla
0 vysledky: Studii bylo zjiSténo, Ze roztoky necistot Imidazolu a
(2-Chlorfenyl)difenylmethanolu v acetonitrilu je mozné pouzivat pfi
uchovavani za snizené teploty nebo za laboratorni teploty po dobu 72 hod. od

jeho piipravy.

o detek¢éni limit (LOD) a kvantitativni limit (LOQ): Bylo zméfeno placebo a
zrozpéti Sumu v okoli retencniho Casu stanovovanych necistot byla odhadnuta
smérodatnd odchylka. Dale bylo zméteno placebo s jednotlivymi pfidavky necistot.

0 vysledky: LOD (Imidazol) = 0,00119 mg/l
LOQ (Imidazol) = 0,00397 mg/1
LOD ((2-Chlorfenyl)difenylmethanol) = 0,00086 mg/1
LOQ ((2-Chlorfenyl)difenylmethanol) = 0,00286 mg/I.

7.1.4 Zavér

Na zaklad¢ provedené validace metody Ize konstatovat, ze vypracovand HPLC
metoda poskytuje presné a spravné vysledky a je vhodna pro stanoveni necistot Imidazolu

a (2-Chlorfenyl)difenylmethanolu v ptipravku Clotrimazol HBF spray 1%.
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7.2 Pripravek INDOMETACIN HBF gel 1%°®
« ucinna latka: Indometacin
« necistoty: Kyselina 5-methoxy-2-methylindol-3-octova
Kyselina 4-chlorbenzoova
. metoda: HPLC
« vnitini standard: ~ Ketoprofen

« validaci provedla: Mgr. Lucie Novakova,
Kontrolni laboratot 526
Katedra analytické chemie
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

7.2.1 Analyticky postup
Byl stanoven obsah necistoty Kyseliny 5-methoxy-2-methylindol-3-octové a obsah
necistoty Kyseliny 4-chlorbenzoové. Dale byl stanoven obsah nedefinovanych necistot a

celkovy obsah necistot ptitomnych v gelu.

7.2.2 Test vhodnosti chromatografického systému
Byl proveden test vhodnosti chromatografického systému, ktery se sklada:
. z méfeni ucinnosti chromatografické kolony (poctu teoretickych pater = N), musi
splitovat pozadavek N > 1500
0 vysledky: Kyselina 5-methoxy-2-methylindol-3-octova N =3103
Kyselina 4-chlorbenzoova N =4000

. ze stanoveni asymetrie chromatografickych pika (T), musi spliovat pozadavek
T<2
0 vysledky: Kyselina 5-methoxy-2-methylindol-3-octova T=1,23
Kyselina 4-chlorbenzoova T=1,14

« zrozliSeni chromatografickych pikii (R;), musi splilovat pozadavek R;;> 1,5
0 vysledky:
Kys. 5-methoxy-2-methylindol-3-octova — Kys. 4-chlorbenzoova  R;; = 2,70
Kys. 4-chlorbenzoova — Ketoprofen (IS) R;j=5,33

¥V kapitole 7.2 byl pouzit zdroj [17]
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. z méfeni opakovatelnosti analyzy (s;), musi spliiovat pozadavek s; < 1%

0 vysledky: Kys. 5-methoxy-2-methylindol-3-octova

- spocitano z reten¢niho Casu sr=0,18%

- spocitano z plochy piku sy = 0,45%
Kyselina 4-chlorbenzoova

- spocitano z reten¢niho ¢asu sr=0,23%

- spocitano z plochy piku sr=0,66%

7.2.3 Validace analytické metody
Byla provedena validace metody HPLC zahrnujici:

« presnost: Byly analyzovany roztoky vzorku Indometacin HBF gel 1% (navazka +
roztok standardli necistot) a nasledn¢ byly porovnany plochy piki necistot
namétenych v jednotlivych navazkach vzorku; musi spliiovat pozadavek s, < 5%.

0 vysledky: Kyselina 5-methoxy-2-methylindol-3-octova sy =3,10%

Kyselina 4-chlorbenzoova sr=3,25%

« linearitu: Byla pouzita metoda vnitiniho standardu (jako IS byl pouzit Ketoprofen).
Zavislost Ay,orek/Ars kalibracnich roztokii na jejich koncentraci byla vyhodnocena
metodou linearni regrese

0 vysledky: Kyselina 5-methoxy-2-methylindol-3-octova:
- koeficient korelace R = 0,999981
Kyselina 4-chlorbenzoova:

- koeficient korelace R = 0,999991

« spravnost: Byl zméfen roztok standardii, dale byly analyzovany modelové vzorky
(placebo + pridavek necistot), které¢ byly paraleln¢ ptipravené s ptidavkem roztoku
standard(i; musi spliiovat pozadavek R = 100 + 5% a také sg < 5%.

0 vysledky: R vyhovuje pro v§echny vzorky
Kyselina 5-methoxy-2-methylindol-3-octova sg = 1,13%

Kyselina 4-chlorbenzoova sr = 0,62%
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selektivitu: Na chromatogramu roztoku standardu latek, analyzovanych v ptipravku

Indometacin HBF gel 1% je patrna dokonala separace sledovanych slozek i vnitiniho

standardu.

Name

.| Retention Time

> 3,89 Kyselina 4-chlorbenzoova
P 7,81 Ketoprofen (IS)

>> 2,54 Kyselina 5-methoxy-2-methylindol-3-octova

-1 989 Indometacin

MMMMMMM

obrazek 2 — Chromatogram pripravku Indometacin HBF gel 1%

0 vysledky: Pfedlozena HPLC metoda umoziuje selektivné zméfit plochu piki

odpovidajici ucinné latce Indometacin i necistot.

robustnost (mira vlivu proménnych experimentalnich podminek):

a)

b)

vliv slozeni mobilni faze bylo testovano pii poméru acetonitril — kyselina
fosforecnd: posuzovani dle vlivu na plochu chromatografického piku a dle
vlivu na reten¢ni Cas
vysledky: Studii bylo doporuceno pouziti mobilni faze v poméru 50 : 50
(acetonitril — kyselina fosfore¢na).
stabilita roztoku standardnich latek Kyseliny 5-methoxy-2-methylindol-3-
octové a Kyseliny 4-chlorbenzoové byla testovana pii uchovavani:

- zasnizené teploty (4°C), chranéné pied svétlem

-  zalaboratorni teploty, za ptistupu svétla
vysledky: Studii bylo zjiSténo, Ze roztok nelistoty Kyseliny 5-methoxy-2-
methylindol-3-octové v methanolu je mozné pouzivat pii uchovavani za
snizené teploty do 72 hod. od jeho pfipravy a za laboratorni teploty nelze

roztok uchovavat. Roztok necistoty Kyseliny 4-chlorbenzoové je mozné
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pouzivat pii uchovavani za snizené teploty nebo laboratorni teploty do 72

hod. od jeho ptipravy.

o detekéni limit (LOD) a kvantitativni limit (LOQ): Bylo zméfeno placebo a
zrozpéti Sumu v okoli retencniho Casu stanovovanych necistot byla odhadnuta
smérodatnd odchylka. Dale bylo zméteno placebo s jednotlivymi pfidavky necistot.

0 vysledky:
LOD (kys. 5-methoxy-2-methylindol-3-octova) = 2,25 * 10™* mg/l
LOQ (kys. 5-methoxy-2-methylindol-3-octovéd) = 7,5 * 10™ mg/I
LOD (kys. 4-chlorbenzoové) = 5,69 * 10° mg/I
LOQ (kys. 4-chlorbenzoova) = 1,90 * 10™* mg/1.

7.2.4 Zavér
Na zékladé¢ provedené validace metody lze konstatovat, ze vypracovand HPLC
metoda poskytuje presné a spravné vysledky a je vhodné pro stanoveni necistot Kyseliny
5-methoxy-2-methylindol-3-octové a Kyseliny 4-chlorbenzoové v ptipravku Indometacin

HBF gel 1%.
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7.3 Pripravek HYDROKORTISON HBF krém 1%’

7.3.1

ucinnd latka: Hydrokortison-acetat
necistota: Hydrokortison
metoda: HPLC

vnitini standard:  Dexamethazon

validaci provedla: Ing. Renata Hajkova,
Kontrolni laboratof 526
Katedra analytické chemie
Farmaceuticka fakulta v HK

Analyticky postup

Byl stanoven obsah necistoty Hydrokortisonu v krému. Déle byl stanoven obsah

nedefinovanych necistot (plocha piku nesmi byt vétsi nez 0,2 nésobek hlavni plochy

daného porovnévaciho roztoku standardl) a celkovy obsah necistot ptfitomnych v krému.

7.3.2

Test vhodnosti chromatografického systému
Byl proveden test vhodnosti chromatografického systému, ktery se sklada:
z méfeni u€innosti chromatografické metody (poctu teoretickych pater = N), musi
splnovat pozadavek N > 1500
0 vysledek: Hydrokortison N=1561+0,20

ze stanoveni asymetrie chromatografického piku (T), musi spliiovat pozadavek
T<1,2
0 vysledek: Hydrokortison T=1,04

z rozliSeni chromatografickych piki (R;j), musi spliiovat pozadavek Rj;> 1,5
0 vysledky: Analyzovana latka a latka pted:
Hydrokortison — methylparaben ~ R;j = 2,688
Analyzovana latka a latka za:

Hydrokortison — propylparaben R;j=9,398

? V kapitole 7.3 byl pouzit zdroj [18]
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7.3.3

z méfeni opakovatelnosti analyzy (s;), musi spliiovat pozadavek s, < 1%
0 vysledky: Hydrokortison
- spocitano z reten¢niho ¢asu s, =0,11%

- spocitano z plochy piku sr=0,58%

Validace analytické metody

Byla provedena validace metody HPLC zahrnujici:

presnost: Byly analyzovany roztoky vzorku Hydrokortison krém 1%; musi spliiovat
pozadavek s; < 5%

0 vysledek: Hydrokortison sr=2,56%

linearitu: Byla pouZzita metoda vnitintho standardu (jako IS byl pouzit
Dexamethazon). Zavislost Ay,orek/Ass kalibracnich roztokl na jejich koncentraci byla
vyhodnocena metodou linearni regrese
0 vysledek: Hydrokortison:
- koeficient korelace R = 0,999993

spravnost: Byl zméfen roztok standardu Hydrokortisonu, déale byly analyzovéany
modelové vzorky (placebo + ptidavek necistoty), které byly pfipravené paralelng;
musi spliiovat pozadavek R = 100 + 5% a také sg < 5%.
0 vysledky: R vyhovuje pro v§echny vzorky
Hydrokortison sr = 2,76%

robustnost (mira vlivu proménnych experimentalnich podminek):

a) vliv slozeni mobilni faze bylo testovano pii poméru acetonitril — methanol -
voda: posuzovani dle vlivu na plochu chromatografického piku a dle vlivu na
retencni Cas

0 vysledky: Studii bylo doporuceno pouziti mobilni faze v poméru 27 : 15 :
58 (acetonitril — methanol - voda)

b) stabilita roztoku Hydrokortisonu byla testovana pii uchovavani:

- zasniZené teploty (4°C), bez ptistupu svétla

-  zalaboratorni teploty, za pfistupu svétla
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o0 vysledky: Pozadavek St < 1% je splnén u roztoku Hydrokortisonu, ktery byl
uchovéavany nejdéle 48 hod. od jeho pfipravy, a to pfi uchovavani za snizené
teploty 1 za laboratorni teploty. Pii uchovavani delSim nez je uvedeny casovy

limit, byla zjiSténa hodnota St > 1.

« selektivitu: Na chromatogramu roztoku standardu latek, analyzovanych v ptipravku

Hydrokortison HBF krém 1% je znazornéna uplnd separace slozek 1 IS.
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obrazek 3: Chromatogram pfipravku Hydrokortison HBF krém 1%
0 vysledky: Pfedlozena HPLC metoda umoziuje selektivné zméfit plochu piki
odpovidajici ucinné latce Hydrokortison-acetdtu, konzervaénim latkdm i

necistot¢ Hydrokortisonu.

o detek¢ni limit (LOD) a kvantitativni limit (LOQ): Bylo zméfeno placebo a
zrozpéti Sumu v okoli retencniho casu stanovované necistoty byla odhadnuta
smérodatna odchylka. Déle bylo zméfeno placebo s pfidavkem necistoty.

0 vysledky: LOD (Hydrokortison) = 0,009 mg/1
LOQ (Hydrokortison) = 0,031 mg/1

7.3.4 Zavér

Na zaklad¢ provedené validace metody Ize konstatovat, ze vypracovand HPLC
metoda poskytuje pfesné a spravné vysledky a je vhodnd pro stanoveni necistoty

Hydrokortisonu v piipravku Hydrokortison HBF krém 1%.
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8 Zaveér

Ve své praci jsem se zabyvala reSersi na stanoveni necistot v 1é¢ivych piipravcich
riznymi analytickymi metodami.
spravnost, linearitu, citlivost a robustnost vyhovujici pozadavkim ICH. Vedle HPLC se
pouziva také metoda TLC s denzitometrickym vyhodnocenim skvrn, ktera je rovnéz
stabilitu indukujici metoda, a kterd je vhodna k separaci U¢inné latky a degradacnich
produkti napt. v lécivém piipravku Canesten roztok. Za vhodnou byla také uznana
metoda MEKC, ktera poskytuje selektivitu a pfesnost srovnatelnou s metodou HPLC.
Pouziva se ke stanoveni necistot v ptipravku Clotrimazol krém. Mezi nejnovéjsi techniky,
které¢ se uplatiiuji pti kontrole necistot patii metoda UPLC, kterd dava nové moznosti
v kapalinové chromatografii. Touto metodou se vyrazné snizily ¢asy analyzy a spotieba
rozpoustédel. Metoda UPLC je vhodna k monitorovani necistot v 1écivych piipravcich

Indometacin gel a Hydrokortison krém.
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Good Manufacturing Practice (Spravna vyrobni praxe)
High Performance Liquid Chromatography

(vysokoucinna kapalinova chromatografie)
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Internal Standard (vnitini standard)

Micellar Electrokinetic Chromatography

(micelarni elektrokinetickd chromatografie)

Permitted Daily Exposure (povolena denni davka)
zkoumadla

Reversed-Phase High Performance Liquid Chromatography
(vysokoucinna kapalinova chromatografie na obracenych fazich)
relativni vlhkost

Sodium Dodecyl Sulfate (dodecylsulfat sodny)

Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv

Total Daily Intake (celkovy denni piijem)

Thin Layer Chromatography (tenkovrstva chromatografie)

Ultra Performance Liquid Chromatography
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