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1. Uvob

Hlavnim cilem farmaceutickych véd je zabezpecit kvalitni,
bezpecné a ucinné 1€Civé piipravky. S témito charakteristikami tizce
souvisi stabilita 1éCiva, protoZe pouze stabilni pfipravek miize splnit
vSechny tyto poZadavky. Stabilita 1é¢iv je velmi aktudlni oblast
zkoumani, protoze degradacni procesy mohou ve vysledku zptsobit
ztratu Cinnosti 1é¢iv a také nezadouci ucinky.

Stabilita neboli stalost 1€Civa a 1é€ivého piipravku se vztahuje na
jeho odolnost viici riznym chemickym, fyzikalnim a mikrobiologickym
vlivlim, které mohou ménit pivodni vlastnosti v ¢ase vyroby, transportu,
skladovani a pouzivani.

Testuje se stabilitnimi studiemi, coz je soubor testt, které maji
obsahnout viechny zmény v kvalité testovaného produktu. Uéelem je
stanovit podminky skladovani a uchovavani, vhodny obalovy material a
dobu pouzitelnosti ptipravku.’

Studiemi stability se zabyvaji jak farmaceuticka technologie tak
farmaceuticka kontrola, které vyuzivaji jesté dalsi obory napf.
chemickou kinetiku (ta se zaobira rychlosti rozkladnych reakeci,
vysvétluje jejich mechanismus a studuje faktory ovliviiujici jejich
rychlost jako je teplota, pH prostiedi, intenzita zafeni, ptitomnost kysliku

a vlhkost), statistiku... >



2. CILPRACE

Cilem této diplomové prace je shrnout problematiku stability 1éciv
a 1é¢ivych pripravki, jak z historického hlediska, tak i ze sou¢asného
pohledu. Prace shrnuje nejnovéjsi postupy a doporuceni z oblasti
stabilitnich studii, které vychazi predevSim ze smérnic ICH
(International Conference on Harmonisation) a jsou doplnény dal$imi
zahrani¢nimi i domacimi publikacemi. Budou probrany jednotlivé typy
stabilitnich testl v€etné nejcastéji uzivanych analyticky metody a jejich

validace.



3. STABILITA LECIV A LECIVYCH PRIPRAVKU

Pojem stability ve farmacii se vztahuje jednak na Iéciva a jednak
na lécivy ptipravek. V obou piipadech se provadéji testy stability a
zjist'uji se zmény v kvalité 1é¢iva v disledku raznych vlivl, v ptipadée
1é¢ivého pripravku se sleduje predevsim kvalita 1€kové formy.
Pozadavek na stalost se vztahuje i na vSechny ¢asti obalu a na signaturu.

V magistraliter ptipravé se pocitd se spotiebou 1écivého pripravku
v kratké dobé a problémem je tady hlavné stabilita surovin a pomocnych
latek a inkompatibility.>

Lécivy ptipravek jako disperzni systém ma v disledku fyzikalnich
a chemickych vlastnosti jeho jednotlivych sloZzek omezenou stalost. Na
dosaZeni pozadovane u€innosti je potfebné miru stalosti optimalizovat.
Dale 1éCivy pripravek ptichazi do pfimého kontaktu s biologickym
prostfedim organismu, a proto je dileZzite zajistit jeho bezpecnost.
Atributy stability 1é¢ivého piipravku jsou dané nejenom fyzikalni,
chemickou, ale 1 biologickou stalosti lé¢ivého piipravku a zachovanou
mikrobiologickou ¢istotou na poZadované trovni. VSechny tyto formy
stalosti 1é&ivého pripravku se musi potvrdit v testech stability.

Studie stability jsou soucasti vyvoje nového léku ( s novou
ucinnou latkou). Za nové 1éCivo se povazuje i 1éCivy pripravek, u néhoz
doslo ke zméné¢ ve slozeni 1é€ivych 1 pomocnych latek nebo ke zméné
Vv obalu, ktery pfichazi do styku s lé¢ivem.

Ugelem stabilitnich zkousek je prokazat, jak se méni kvalita latky
nebo pripravku s ¢asem vlivem riznych faktort jako je teplota, vihkost a
svétlo, doporucit podminky uchovavani a stanovit dobu pouzitelnosti pro

1é¢ivou latku, kterd je vyjadiena udajem o reatestaci (,,re-test period®,



,re-test date®), a dobu pouzitelnosti pro koneény ptipravek (,,shelf-life®),
ktera je vyznacend na obalu 1é¢iva jako datum pouzitelnosti
(,.expiry/expiration date)"

Faktory ovliviiujici stabilitu 1é¢iv a Ié¢ivych piipravki mizeme
rozd¢lit na vnitini a vn&j$i. Vnitini faktory souvisi s fyzikéalnimi a
chemickymi vlastnostmi 1é¢ivych a pomocnych latek, necistot
(degradacni produkty, rezidua rozpoustédel apod.) a primarniho obalu.
Dilezity je 1 obsah vlhkosti v 1€kové formé&. Mezi vnéjsi faktory
pocitame vliv teploty, svétla, kysliku, oxidu uhli¢itého, vlhkosti
prostiedi, mikroorganismil, které mohou vyrazné ovlivnit stabilitu 1éku.
Roli mtize hrat 1 zpisob technologického zpracovani kone¢né 1¢koveé
formy.?

Diisledkem nedostatecné stability 1é€iveého piipravku miize byt
napf.: ztrata aktivity, zvySeni koncentrace 1é¢ivé latky (dochazi k tomu
pri ztraté nosice 1é¢ivé l1atky, napt. gel s lidokainem — dochazi k odpateni
nosic¢e lidokainu, tim se zvysi koncentrace volného 1é¢iva), zména
biologické dostupnosti, ztrata mikrobiologické nezdvadnosti, zvySeni
obsahu toxickych rozkladnych produkti nebo zména vzhledu 1ékové

formy, ztrata integrity systému.’

Testy stability se v systému vyvoje léCivého piipravku uplatiiuji
V téchto oblastech : (Vv nasich podminkdch se tyka se predevsim vyvoje
generik)
1.  Faze vyvoje lécivého pripravku . vyuzivaji se
zrychlené¢ testy stability pro porovnavani alternativniho slozeni,
obalu a zplisobu vyroby. Po vybéru kone¢ného slozeni ptipravku a
zpusobu vyroby mizou zrychlené stabilitni testy slouzit

k ptedpovédi ¢asu pouzitelnosti a podminek uchovavani. Soucasné



se zakladaji dlouhodobé testy stability za realnych podminek pro
ovéieni skute¢ného Casu pouzitelnosti.

2.  Registracni dokumentace (upravuje Vyhlaska MZ a
M zem. ¢ 288/2004 Sb.)® : kompetentni autority vyzaduji
ptedlozeni kompletni dokumentace z testl stability kone¢ného
slozeni 1ékové formy, s konkrétni davkou 1é¢iva, v kone¢ném
obalu a celkovém baleni. Jsou pouzity vysledky zrychlenych a
dlouhodobych testil stability doplnéné o znamé informace o
stabilité 1é¢iva a podobnych 1é¢ivych pripravkd.

3. Post-registracni faze (postmarketingové hodnoceni):
vyrobce je povinen pfedbéznymi zkouskami stability v Case bézné
vyroby (on-going real-time stability studies) ovéfit datum
exspirace a podminky uchovavani Ieku. V registraéni dokumentaci
se navrzeny ¢as pouzitelnosti t€émito studiemi stability musi
potvrdit.

4, Soustavna kontrola kvality : zrychlenymi nebo
dlouhodobymi testy stability je potiebné ovérit kazdou zménu, ke
které dojde v priab&hu vyroby I€ku a které ovliviuje jeho stabilitu
(zména sloZeni, technologického postupu, baleni apod.). Priibézné
testy stability mohou slouzit k monitorovani trvalé stability a

kvality vyrab&ného 1éku po jeho uvedeni na trh.



4, DEFINICE STABILITY

Pti studiu literatury byly nalezeny nasledujici definice stability
1€¢iv. Jsou srovnany chronologicky a je na nich vidét, jak se obsah

pojmu vyvijel.

Ceskoslovenska farmacie, M. Melichar (1963) :°

Ptipravek se povazuje za staly, pokud vytvafii jako celek jednotu

vSech jakostnich ukazatelu, které ptichazeji do uvahy.

Technolbgia galenik a liekov, M. Melichar ( 1973):°

Zmény v léku, predevsim rychlost a mira, kterymi se tyto zmény
odehravaji, charakterizujeme pojmem stabilita. Pod stabilitou 1€¢ivych
piipravki a 1€ka se rozumi asovy usek od zhotoveni ptipravku do doby,
kdy jesté 1éCivy pripravek a 1ék spliuji pozadavky stanovené 1ékopisem,
piipadné jinou normou, anebo dokud se u¢innost nesnizi o urcitou

ptipustnou hodnotu (obvykle 5-10%).

Farmaceuticky obzor, Knapp, Ch.(1983) °:

Stalost je konstantni obsah 1é¢ivé latky a nezménény stav 1ékové
formy v obale uréeném pro skladovani anebo pouziti za urcitych
podminek skladovani na urcité obdobi.

Kvantitativné se stabilita vyjadiuje jako ¢as pouzitelnosti, tj. ¢as
relativni neménnosti, v kterém nenastavaji zjistitelné zmény chemickych,

fyzikalnich, fyzikdlné-chemickych a farmakodynamickych vlastnosti.



U této definice miizeme pozorovat viditelny posun v pojmech,

predevsim definovani casu pouZitelnosti.

Liekové formy, Chalabala (1985):*

Stabilita je stav relativni neménnosti 1é€ivého piipravku nebo 1¢ku
Vv ur¢itém delsim ¢asovém useku. Opakem stability je nestabilita
(instabilita, nestalost), coz je zména slozek LP nebo 1€ku, kterd nastava
v prub¢hu jeho skladovani, za jisty ¢as po piiprave.

Vymezeni pojmu stalost a faktory, které ji ovliviiuji:

Stabilni (stalé) je, co se starnutim (skladovanim) neméni.
Jakakoliv zména je projevem nestalosti. ProtoZe nic neni absolutné stalé,

nejsou absolutné stalé ani LP.

Definice dle CsL 4 (1987):?

Stabilita je vlastnost 1é¢iva zachovavat si v ptislusnych mezich po
urcitou dobu a za urcitych podminek uchovavani stejné jakostni znaky,
které 1é¢ivo mélo v dob¢ vyroby.

Tato definice byla pfevzata i do vyhlasky ¢ 411/2004 Sb. MZ CR

4 r 4 4 s 13
,»O spravné vyrobni praxi*

Podle CSN 86 2002 Stabilita 16¢iv (u¢innost od 1.4.1995) **:

Vlastnost 1¢Civa splnit na urcité Casoveé obdobi kvalitativni
pozadavky kladené na né&j technickou normou nebo 1ékopisem, pokud je
v tomto obdobi vystavena plisobeni soustavy vlivii. Stabilita 1€¢ivé,
pfipadné pomocné latky zavisi na jejich nevratnych chemickych,

fyzikalnich a mikrobiologickych zménéch.



Definice je tady rozsifena na vSechny 1é¢iva a predpoklada se
vymezeni podminek, pro které nalez o stabilité plati. Jednotlivé zmény

jsou zde podrobné&ji rozebrané.

Podle Vyhlasky MZ CR 284/1990 o ..Spravné vyrobni praxi:®

Stabilitou se rozumi vlastnost vychozi latky, meziproduktu nebo
hotového vyrobku zachovat si v ptipustnych mezich po urcitou dobu a za
urcenych podminek uchovavani stejnych jakostnich znakt, které¢ méla
vychozi latka, meziprodukt nebo hotovy vyrobek v dobé vyroby.

Tato vyhlaska byla zrusena vyhlaskou 317/2000 Sb.

Podle WHO Guideline (1997):

Stabilita je schopnost 1€Civého ptipravku zachovavat si chemicke,
fyzikalni, mikrobiologické a biofarmaceutické vlastnosti ve stanovenych

rozmezich po celou dobu pouzitelnosti.

Technologie 1ékii, Chalabala M. (2001):"

Stabilita 1é¢iva a 1éku je vlastnost zachovat si ve stanovenych
mezich po urcitou dobu a za stanovenych podminek uchovavani urcité

jakostni znaky. Mirou stability je doba pouzitelnosti.

Podle ICH Guideline (2003) *':

Zamérem stabilitnich zkousek je poskytnout udaje o tom, jak se
kvalita 1é€ivé latky nebo 1éku méni s Casem pod vlivem riznych Ciniteld

prosttedi jako je teplota, vlhkost a svétlo. UmozZiiuji stanovit interval



oveétovaci zkousky 1é¢iva, dobu pouzitelnosti a doporucit vhodné

skladovaci podminky.

Podle REG-83 — Pozadavky na stabilitni studie v registra¢ni
dokumentaci (2005):

Léciva latka je povazovana za stabilni, jestlize vyhovuje specifikaci za
podminek uchovavani 25 °C/60 % RV po dobu 2 let a za podminek
uchovévani 40 °C/75 % RV po dobu 6 mésicti.

10



5. HISTORICKY VYVOJ STABILITNICH STUDII

Stabilitni studie byly vyvinuty k monitorovani stability
farmaceutické 1¢kové formy jak béhem vyzkumné faze vyvoje 1écivého
pripravku, tak i k jejimu sledovéani po uvedeni p¥ipravku na trh.*®

Studie stability byly po dlouha 1éta zna¢n¢é nejednotné a zalozené
pouze na empirii, protoze piiprava léCiv byla pfevazné soustfedéna
Vv 1ékarnach s omezenymi moznostmi. ProtoZe znalosti z oblasti déji
probihajicich pii skladovani 1é¢iv a 1éCivych ptipravkl byly velmi
omezengé, jednalo se pouze o sledovani organolepticky zjistitelnych
zmén, které byly zplisobeny rozmnoZenim mikroorganismil nebo
fyzikalnimi zménami a od nich se potom odvozovaly doby pouZitelnosti
jednotlivych 1éCivych ptipravki.. Piesto 1ze pozorovat snahu zachovavat
plvodni stalost 1é€iva a 1é¢ivého pripravku, vyhnout se moZznym
inkompatibilitim a nevhodnému skladovani. *°

Znacnym pokrokem ve studiich stability byla az aplikace
Arrheniova vztahu, ktery pouzili v roce 1950 Higuchi a Busse pro
vypocet teploty a Casu sterilizace u roztoku citlivych na teplotu. Vyuzili
tedy jako jedni z prvnich poznatky z chemické kinetiky ke sledovani
stupn¢ hydrolyzy prokainu v roztoku béhem sterilizace. Zde bylo
hlavnim problémem nalézt takovou teplotu, ktera by byla optimalni
k ireversibilni denaturaci zivotné dilezitych enzymt a proteinti v
mikroorganismech a zaroven aby nenarusila stabilitu pfipravku.
Vysledky udavaji naptiklad, Ze pro roztoky obsahujici prokain je
vhodngéjsi sterilizace v autoklavu pii 120°C nez delsi sterilizace pii
100°C a Ze tato metoda je pouZitelnd pro témét vSechny termicky labilni

pripravky.?
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Az do padesatych let dvacatého stoleti se udaje o stalosti novych
1€¢iv a lécivych pripravka ziskéavaly prakticky jen na zéklad¢
dlouhodobych skladovacich testu.

Od poloviny 20.stoleti se stale ¢astéji za¢inaji objevovat studie
snazici se o kvantitativni predpovéd’ stalosti 1é¢iv. V roce 1948
Vv Casopise Drug and Cosmetic Industry vySel ¢lanek, ktery se zabyval
rozkladem vitaminu A pii rdznych teplotach. Vysledkem bylo, ze
rozklad vitaminu A pfi teploté 42°C po obdobi péti tydnli odpovida
rozkladu stejného mnozZstvi vitaminu A po obdobi 2 rokt pii teploté
mistnosti.”*

V roce 1954 popsal R.H.Blythe vyuziti zrychlenych testl pii
zvysenych teplotach.”

Dalsi studie vyuzivaly Arrheniliv vztah pro pfedpovéd’ rychlosti
rozkladu 1é¢iv pti skladovaci teploté, byla to napt. prace S.M.Freea
publikovéna v ¢asopise Pharm. Mfg. Assoc.?® v roce 1955 a studie E. R.
Garretta a R. F. Carpera z let 1955-1962%* %> % %' které jsou zalozené na
principech reakéni kinetiky. Jejich metoda zrychleného stabilitniho testu
byla zalozena na stanoveni rychlostnich konstant rozkladu pii zvySenych
teplotach a predpoveéd’ stalosti na extrapolaci rychlostni konstanty na
skladovaci teplotu. Prvni z téchto praci byla zamétena na hodnoceni
barevné stability barven¢ho materialu pti skladovaci teploté. Ve studii
byl pouzit piipravek Citrasulfas®, coz byl tekuty multikomponentni
ptipravek derivati sulfanilamidu. Diky této studii byla barevna intenzita
ptipravku skladovaného po nékolik let ur€ena béhem meésice.

Postupné piibyvaly dalsi prace vénované studiu zrychlenych testli
stability a studie kinetiky chemické degradace 1éCiv. Zakladni udaje a
literarni odkazy ke stabilité 1€¢iv jsou uvedeny ve vicesvazkovém dile
Analytical Profiles of Drug Substance, vydavaném od zacatku

sedmdesatych let K. Floreyem.”
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Vétsina farmaceutickych praci byla ze zacatku zamétend na
studium stability 1éCiv v roztocich nebo v tekutych 1ékovych formach.
Protoze se obecné predpokladala mnohem vyssi stabilita 1€Civ v tuhych
I¢kovych formach, byla jen mala ¢ast praci vénovana tomuto tématu.
Ptekazkou mohla byt i sloZitost kinetiky degradace 1é¢iva v tuhé fazi.
Problematiky stability 1é€iv v tuhé fazi se dotkl napt. E. R. Garrett
v &lanku publikovaném v roce 1962.%° Az s rozvojem poznatki v oblasti
biologie, genetiky, imunologie a biotechnologii v sedmdesatych letech se
zaina objevovat mnohem v¢Etsi pocet praci zamétrenych na stabilitu 1&€iv

Vv tuhé fazi a to 1 biotechnologickych ptipravka.
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6. REGULACNI PREDPISY

V Ceskoslovensku jako prvni reguloval oblast farmacie Zakon ¢&.
271/1949 Sb. o vyrobe¢ a distribuci 1é¢iv. Zrusil do té doby platny zakon
z218.12 1906 ¢.5 1. z 1. 1907, kterym se upravovalo Iékarenstvi, a
ustanoveni X V1. kapitoly zak.¢l. XIV/1976, o uspotadani veiejného
zdravotnictvi. Ugelem Z. 271/1949 bylo zajistit pravo lidu na ochranu
zdravi a tspéSnou léCebnou pé¢i hodnotnymi 1éCivy, fidila se jim vyroba,
dovoz, vyvoz a distribuce 1éCiv planem, ktery tvoril sou¢ast celostatniho
hospodaiského planu.® Byl zrugen a nahrazen Zakonem &. 20/1966 Sb.
o pé¢i o zdravi lidu. Stanovuje povinnost vyrobct, odbérateli vyrobkd,
zasobovacich organti a Iekaren zajistit soustavnou kontrolu jakosti,
oznaceni, sloZeni, davkovani a ipravu 1€€iv a zdravotnickych prostredkil
podle zvlastnich predpist.®* Tyto predpisy obsahoval Ceskoslovensky
1ékopis a jeho Doplitky, Oborové normy (ON) a Ceskoslovenské statni
normy (CSN).

V roce 1969 vysla vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi CSR &.
81/1969 Sb., o registraci hromadné vyrabénych 1é¢ivych ptipravki,
regulujici postup registrace 16¢ivych piipravki. *

Od roku 1976 byl podle Véstniku MZ CSR (Smérnice o klinickém
zkouseni 1é¢iv) pozadovan Farmaceuticky posudek vyddvany Statnim
ustavem pro kontrolu 1é¢iv, jehoz soucasti byly 1 vysledky zkousek
stability. Tento doklad bylo nutné ptilozit k Zadosti o povoleni
klinického zkousSeni.

V roce 1972 byla vydana norma CSN 86 2002 Stability 1é¢iv,
obsahujici zakladni ustanoveni pro zkouSeni a hodnoceni stability a 2.

vydani ON 86 2000 Hromadné vyrabéné 1éCivé pripravky.
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V roce 1987 vysla novelizovana Vyhlaska ¢. 43/1987 Sb. Zak.
ast MZ. CSR, o registraci hromadné vyrabénych 1é&ivych piipravki a
uhrad¢é ndkladu s tim spojenych, ktera kromé jiného jako soucast
registracni dokumentace pozadovala i stanoveni doby pouZitelnosti
(exspirace) ptipravku dolozenou studii o jeho stabilit¢. Mimo to jsou
vysledky stabilitnich studii soucasti predepsané dokumentace k povoleni
k vyrobg. &

Po roce 1989 probihala restrukturalizace zdravotnictvi a bylo
nutno piijmout takové zasady, které by byly kompatibilni s pfedpisy EU.

Vyhlaskou 284/1990 MZ CR *se piijimaji do &s. pravniho fadu
zasady spravné vyrobni praxe ve vyrobé¢ a fizeni jakosti 1é¢iv. Zasady
spravné vyrobni praxe zpracovala v roce 1974 SPOFA a vyhlaska je
uvedla v piepracovaném znéni. Pfinasi definici stability a pozaduje test
stability dle CSN 86 2002 popsany ve vyrobni dokumentaci. Jsou zde
zahrnuty zakladni pozadavky WHO® a Konvence o vzajemném
uznavani inspekce ve farmaceutické vyrobé (PIC) %, ale neni jests zcela
kompatibilni s evropskymi predpisy.

Pozdé&ji byla tato vyhlaska nahrazena Vyhlaskou 296/2000 Sb. a
novelizovanou Vyhlaskou 411/2004 Sb., kterou se stanovi spravna
vyrobni praxe, spravna distribucni praxe a blizsi podminky povolovani
vyroby a distribuce 1éCiv, v€etné¢ medikovanych krmiv a veterinarnich
autogennich vakcin, zmén vydanych povoleni, jakoz 1 bliz8i podminky
vydavani povoleni k €innosti kontrolnich laboratofi. Tato vyhlaska je jiz
zcela v souladu s Evropskymi piedpisy.

V roce 1992 bylo vydano tiplné znéni zakona 20/1966 o péci o
zdravi lidu se v§emi zménami a dopliiky (210/1990; 425/1990;
548/1991) — Gplné znéni zakon 86/1992 Sh.

Zakon 142/1991 (novela 632/1992) Sb. o ¢eskoslovenskych

technickych normach zrusil platnost Oborovych norem a zavaznost CSN.
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V roce 1993 se pristoupilo k novelizaci CSN 86 2002 Stabilita
1é¢iv v souladu s pozadavky pokynit ICH, WHO¥, pravidly EU ( The
rules Governing Medicinal Products in the European Community,
Volume 111)* a navrhem ,,Guideline on Stability Tests of Established
Active Ingredient and Finished Products®. Tato norma se stala zakladnim
pozadavkem Statniho Gstavu pro kontrolu 1é€iv na stabilitni studie pro
1€¢ivé pripravky. Je zde vymezen zplisob jak obecné provadét stabilitni
zkousky, jsou dany zplisoby hodnoceni, teplotni reZimy a intervaly pro
hodnoceni. Rovnéz je pfedepsan zplisob prezentovani vysledki a
vymezeny pozadavky na zkracené stabilitni zkousky, provadéné za
ucelem predbézného ureni doby pouzitelnosti. Podle této normy 1é¢ivo
vyhovuje stabilitni zkousSce, jestlize splituje poZzadavky uvedené
v tabulce 1. V mezinarodnich pokynech nejsou uvadény zkousky na

svétle, v CSN je tato moznost naznadena.*®

Tabulka 1%
Znaky jakosti PoZzadavky na stabilitu
_ Puvodni fyz. vlastnosti véetn¢ vzhledu ztstavaji zachovany
Fyzikalni
ve stn. mezich.
_ Mnozstvi LL, PL a ptipadnych rozkladnych produkti ve
Chemické
stanovenych mezich.
Biologicka G¢innost se neméni, nebo jeji mira ziistava ve
Biologické stanovenych mezich, nedochazi ke zvyseni toxicity a jinych
negativnich biologickych jevi.
Mikrobiologické | Zachovéana pozadovand mikrobiologicka Cistota.

V roce 1991 zpracoval SUKL Standardni pozadavky na
registra¢ni dokumentaci platné od roku 1992, které vychazely

z pozadavku na registraéni dokumentaci EU. Byly nahrazeny v roce
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1995 novymi pozadavky na registraéni dokumentaci (Véstnik SUKL
4/1995). V prubehu registraéniho fizeni se na zaklad¢ ptislusnych
podkladii provéiuje kvalita, bezpecnost a u¢innost 1é¢ivého piipravku.
Soucasti registracni dokumentace musi byt zprava o vysledcich
stabilitnich studii a ¢as pouzitelnosti, navrzeny na jejich zéklade¢.
SUKL spolupracuje s Evropskou lékovou agenturou (EMEA),
ktera poskytuje nové nebo aktualizované dokumenty k problematice
regulace 1éku v EU. Od 1.5.2004 je vyrobce povinen dodrzovat pifimo
pokyny vydavané Evropskou komisi, tedy bez jejich ptevadéni do

pokynit SUKL.*

Vypracovani podrobnych piedpist testi stability pro vSechny
1ékové formy se stalo problémem, protoZe kazdd ma svoje specifika
(parametry kvality, skladovaci podminky apod.). Pfesto mtizeme nalézt
spole¢né prvky pro testovani 1é¢iv a 1ékovych forem. V roce 1984 byl
vydan Koncept stabilitnich testli sdruzenim farmaceutickych vyrobct
v USA (Pharmaceutical Manufactures Association — PMA, dnes
PhRMA), ktery zahrnoval testovani stability od nové u¢inné latky pres
vyvoj Iékové formy az po testovani stability vyrobnich Sarzi a sledovani
vlivu obalu a nejriizngjsich zmén na stabilitu 1é&ivého piipravku.*!

Prvni statni autoritou, ktera kontrolovala kvalitu a i¢innost 1€kt a
schvalovala jejich registraci, byl Utad pro potraviny a léky USA (Food
and Drug Administration - FDA) schvaleny v roce 1930. Nutnost
povinné registrace 1€kl vysla z industrializace farmaceutické vyroby po
prvni svétove valce. Registraci 1€ku potvrzuji kompetentni statni arady
vlastnosti pfipravku deklarované jeho vyrobcem.

V Sedesatych letech dochézi k podstatnému zptisnéni piedpist pro
vyrobu a zkouSeni 1é¢iv a 1€kl podle zdsady Spravné vyrobni praxe

(SVP). FDA (Food and Drug Administration) a WHO (Svétova
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zdravotnicka organizace) zpracovali a publikovali prvni ucelené definice
SVP : soubor smérnic WHO — Good Practices in the Manufacturing and
Quality Control of Drugs (GMP)*. Jsou zde uvedeny definice a
doporuceni na zabezpeceni kvality vyroby, zplisob zabezpeceni kontroly
farmaceutické vyroby, pravidla vyrobni ¢innosti. Kromé jiného smérnice
v bod¢ 10 systému kontroly jakosti 1é€iv nafizuje vyrobci zabezpecit
stalost piipravku a v ptipad¢ potieby i vychozich latek (surovin a
meziproduktll). Farmaceutické vyrobky musi mit uvedenou exspiraci
vztahujici se na konkrétni Sarzi a podminky uchovavani, ktera je uvedena
na obalu. Tento udaj musi byt doloZen ptislusnymi vysledky stabilitnich
studii, které jsou soucasti registracni dokumentace. Jde tedy o detailné
zpracovany systém sledujici lé¢ivo ve vSech etapach, t.j. ve vyvoji,
vyrobé a skladovani.*”

V roce 1975 vydala WHO smérnice tykajici se certifikace 1éCiv,
které jsou dosud platné.*® U nas zasady spravné vyrobni praxe
zpracovala v roce 1974 SPOFA.

V ramci evropskych integracnich procesi jsou patrny snahy o
zjednodusSeni procesu registrace 1€Civych ptipravkil s cilem vzajemného
uznavani registrace v jednotlivych zemich. Evropské hospodarské
spoleCenstvi (EHS) pfijalo v roce 1965 prvni zékladni pfedpis regulujici
oblast 1é¢iv a 1éCivych pripravka — smérnice 65/65/EEC. Komise
Evropského spolecenstvi a poté Evropska 1€kova agentura (EMEA -
European Agency for the Evaluation of Medicinal Products) postupné
behem let vydaly n€kolik piepracovanych pravidel, kterym podléhaji
1é¢ivé ptipravky v Evropské Unii. Soucasné predpisy jsou dostupné na

internetovych strankach http://pharmacos.eudra.org. EMEA mimo

registracnich aktivit také zabezpec€uje zpracovani dokumenti ICH do

elektronické podoby.
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Pozadavky na stabilitu 1é€ivych ptipravkil jsou obsahem mnohych
mezinarodnich smérnic (dokumentil), zavaznych pro vice statl soucasné.
Pro Evropu je to série piedpisu (Directive and Regulation requirements)
s doplitkovymi pokyny, které zpracovala a vydala Mezinarodni
harmoniza¢ni konference ( International Conference of Harmonisation -
ICH) nebo vybor pro chranéné 1é¢ivé piipravky ( Committee on
Proprietary Medicinal Products — CPMP). Tyto dokumenty plati i pro
oblast Japonska a USA. Pokyny prevzal jiz USP 23.* Cilem ICH je
zjednodusit pozadavky na registraéni dokumentaci v uvedenych zemich
tak, aby uc¢inné a bezpecné 1éCivé pripravky byly dostupné bez
zbyte¢ného zdrZeni a bez potieby vykondvat duplicitni testy pti vyvoji
1é¢ivych pripravki a pii jejich registraci, coz vyrazné redukuje
naklady.® Dokumenty ICH jsou rozd&lené do étyt kategorii : Q - Quality
Topics -kvalita; S - Safety Topics - bezpecnost; E - Efficacy Topics -
ucinnost; M - Multidisciplinary Topics - multidisciplinarni témata, které
se dale déli do ¢ty skupin (M1, M2, M3, M4). Dokumenty tykajici se
stability 1é¢iv a 1éCivych piipravkl najdeme v kategorii Q - Quality

Topics.
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6.1. Seznam pokyniu ICH tykajicich se kvality 1é¢ivych
latek a lécCivvch pripravkii:
ICH - _
OIA Stability Testing of New Drug Substances | Step | February
and Products 4 2003
(R2)
ICH Stability testing: Photostability Testing of | Step | November
Q1B New Drug Substance and Products 4 1996
ICH . ; Step | November
Stability testing for New Dosage Forms
Q1C 5 1996
Bracketing and Matrixing Designs for
ICH - _ Step | February
Stability Testing of New Drug Substances
Q1D 5 2002
and Products.
ICH _ - Step | February
Evaluation of Stability Data
Q1E 5 2003
ICH Stability Data Package for Registration | Step | February
Q1F | Applications in Climatic Zones Illand IV | 5 2003
ICH | Validation of Analytical Procedures: Text | Step | October
Q2(R1) and Methodology 5 1994
ICH L
03A Impurities in New Drug Substances Step | February
(Revised Guideline) 5 2002
(R1)
ICH L :
03B Impurities in New Drug Products (Revised | Step | February
Guideline) 5 2003
(R1)
ICH . . :
Impurities : Guideline for Residual Step
Q3C July 1997
Solvents 5
(R3)
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ICH Q4 Pharmacopoeias
ICH _ o
Pharmacopoeial Harmonisation
Q4A
ICH | Regulatory Acceptance of Pharmacopoeial
Q4B Interchangeability
ICH Viral Safety Evaluation of Biotechnology
_ ] Step March
Q5A Products derived from Cell Lines of
_ o 5 1997
(R1) Human or Animal Origin
Quality of Biotechnological Products :
ICH Analysis of the Expression Construct in | Step | November
Q5B Cells Used for Production of r-DNA 5 1995
Derived Protein Products
Quality of Biotechnological Products :
ICH . _ Step | November
Stability Testing of
Q5C _ _ _ _ 5 1995
Biotechnological/Biological Products
Derivation and Characterisation of Cell
ICH : Step
05D Substrates Used for Production of . July 1997
Biotechnological/Biological Products
Comparability of
ICH Biotechnological/Biological Products Step | November
Q5E Subject to Changes in Their 5 2004
Manufacturing Process
Specifications for New Drug Substances
ICH Q6
and Products
Specifications : Test Procedures and
ICH Acceptance Criteria for new Drug Step | October
Q6A Substances and New Drug Products : 5 1999

Chemical Substances
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Specifications : Test Procedures and

ICH - Step | March
Acceptance Criteria for
Q6B _ _ _ _ 5 1999
Biotechnological/Biological Products
ICH Q7 Good Manufacturing Practice Guide for | Step | November
Active Pharmaceutical Ingredients 5 2000
_ Step | November
ICH Q8 Pharmaceutical Development
5 2005
ICH Q9 Quality Risk M : Step | November
uality Risk Managemen
Y : 5 2005
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7. L EKOPISY

Vydani dlouho pfipravovaného Ceskoslovenského lékopisu,
prvni vydani (CsL 1), zabranil vznik Protektoratu Cechy a Morava, v
némz platil némecky lékopis (DAB 6 - Deutsches Arzneinbuch). Po
druhé svétové valce v roce 1947 byla znova ustavena Lékopisna komise
a byl vydan Ceskoslovensky 1ékopis, vydani prvni, ktery byl jiz pfi svém
vydani zastaraly, nebot” jeho zakladem byl rukopis z roku 1937. Doplnék
k CsL 1 vysel v roce 1952.

1. vydani Ceskoslovenského 1ékopisu (1947) bylo zaméfeno
piedevsim na lékarny, coz se tykalo i pouzivanych kontrolnich metod. U
vetsSiny drog s organisovanou strukturou a u nékterych amorfnich je
pfedepsano jejich podrobné drobnohledné vySetteni, drobnohledné
zkoumani praSku vsak toliko u vyznamnéjSich drog hojné poruSovanych
nebo fyziologicky zvlasté ti¢innych. Jako dopln€k drobnohledného
vySetfeni jsou pfedepsany pro nékteré drogy zvlasté charakteristické
mikrochemické reakce. U drog zndmych svou Spatnou jakosti nebo
CastéjSim porusovanim nebo zdménami piedepisuje lékopis zvlastni

) , v - 4
éelné zkousky na &istotu.*®

2. vydani Ceskoslovenského 1ékopisu (1954) reaguje na vyvoj
néhoz Iékopisem piredepsané zkousky musely byt proveditelné
Vv 1ékarnach. Ke zkousSeni 1é€iv, 1€Civych ptipravkll byly pfedepsany
nové, dokonalejs$i metody podle zkuSenosti vyzkumnych,

vysokoskolskych a kontrolnich tstavl a laboratoti. Zafazené metody

o A4
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polarografickd metoda J. Heyrovského, elektrometrické titraéni metody,
stanoveni soli organickych zasad chromatografickou metodou vymeény
iontl. Definovana je podstata elektroforetického stanoveni a rozsifen text
stanoveni optické aktivity a stanoveni svételné absorpce.*” CsL 2 uvadi
ve Vseobecné Casti pozadavek oznaCovani 1é¢ivého piipravku datumem
pripravy, datumem exspirace (u piipravkl podléhajicich v prabéhu
skladovaci doby zménam), pokyny o uchovavani a ptipadné i dobou
pouzitelnosti. CsL 2 byl prvnim 1ékopisem na svété, ktery pouzil pojem
,mikrobiologicka nezavadnost* 1éCiva. Tehdejsi limity uz dnes ovSem

neplati.

V Doplitku CSL 2 (1959) byla uvedena metoda papirové

chromatografie.

V souvislosti s vyvojem analytické chemie byly do 3.vydani
Ceskoslovenského lékopisu (1970) zafazeny nékteré nové analytické
metody, které umoziiuji jednak dokonalejsi a ptesnéjsi kontrolu 1&€iv,
jednak zavadéji nové zptisoby hodnoceni. Jsou to titrace v nevodnych
prostiedich, které nahradily zdlouhavéjsi zplisob stanoveni metodou
chromatografické vymény iontil u soli organickych zasad,
spektrofotometre v IC, mikrotitrace kyselinou tosylovou v prostiedi
chloroformu pro stanoveni nékterych rozkladnych produktti nebo malych
koncentraci velmi silng G&innych latek v 1ékovych formach.*® V CsL 3
byly uvedeny tolerance necistot zjistovanych v 1é¢ivych piipravcich
podle CSN. V CSN bylo uvedeno, Ze latka pouzivana k farmaceutickym

uceliim musi vyhovovat Iékopisnym pozadavkiim.

V Dopliiku CsL 3 (1978) byla uvedena chromatografie na tenké

VIStve.
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Ceskoslovensky l1ékopis 4 (1987) uvadi definici pojmu stabilita:
., Stabilita je viastnost léciva zachovadvat si v prislusnych mezich po
urcitou dobu a za urcitych podminek uchovavani stejné jakostni znaky,
které léecivo mélo v dobé vyroby. “ Samostatnou kapitolu vénovanou
stabilit¢ ovSem neobsahuje. O stalosti 1éCiv a 1éCivych pripravki se
zminuje ustanoveni o jejich piipravé a uchovavani. Na stalost piipravku
také pamatuje mnohymi konkrétnimi pokyny a pozadavky na jinych
mistech lékopisu. Specifikuje napt. jakost sklenénych oball pro infuzni,
injekéni a jiné piipravky. Do CsL 4 byly zatazené Zasady spravné
vyrobni praxe jako zakladni Iekopisné poZadavky pti vyrobé a ptipravé
1é¢ivych pripravki, které vypracovala v roce 1974 VHJ Spofa.

Lékopis dale definuje ,,individudlni pfipravu* a ,,hromadnou
vyrobu 1€¢iv. Jako ,,individudalni ptipravu® oznacuje mnozstvi leku
piipraveného nardz nejvyse pro 6 pacientli. Od této hranice je potom
nutny odbér vzorkil z vyrobenych Sarzi a jejich uchovani po celou dobu
pouzitelnosti 1éCivého piipravku. Do zasoby mohou byt vyrabény nebo
piipravovany jen ty 1éCivé ptipravky, které jsou po uréenou dobu
stabilni.

Déle uvadi: ,,Pozadované stability 1éCiv se dosdhne jejich
vhodnym technologickym zpracovanim nebo Upravou, pti niZ 1ze pouzit
vhodnych stabiliza¢nich piisad. Na stabilitu maji vliv vnitini faktory,
napt. fyzikdln¢- chemické vlastnosti latky nebo slozeni ptipravku, a
vnéjsi faktory, napt. teplota, svétlo, vlhkost, pouzité obaly; proto musi
byt stanoveny a dodrzovany vhodné podminky pro uchovavani 1éCiv a
podle potfeby vymezena doba jejich pouZitelnosti, popi.exspirace.
Informace o stabilité¢ daného 1é¢iva se ziskavaji vhodnymi metodami,
testy a zkouskami, kterymi se zjiStuje, zda se neodchyluji fyzikalni,
chemicke, biologické a mikrobiologické parametry nezadouci mérou od

puvodnich hodnot. V pribéhu zkousky jsou 1é€iva vystavena po urcitou
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dobu normalnim nebo mimotfadnym klimatickym podminkam (zpravidla
teploty nebo vlhkosti) a v ur¢itych ¢asovych intervalech se zjist'uji
pripadné zmény od plivodnich jakostnich znakt. Na zaklad¢ zjisténych
hodnot se urci doba pouzitelnosti popt. exspirace.

Definuje dobu pouzitelnosti jako ¢asovy interval, po ktery je
1é¢ivo stabilni a ma pozadovanou jakost a u¢innost. Neni-li uvedeno
jinak, doba pouzitelnosti 1éCiva je 5 let. Pro 1éCivé ptipravky, jejichz
ucinnost po piiprave trvale klesa, se stanovi doba exspirace, to je doba
po kterou ma 1€¢ivy pripravek jesté poZadovanou uc¢innost. Po uplynuti
doby pouzitelnosti, resp. exspirace nelze 1é€ivo pouzit k terapeutickym
ucellim bez ovéfeni jakosti, popf.ucinnosti.

Lékopisnou jakost ma latka, ktera spliiuje vSechny pozadavky
uvedené v pfisluSném ¢lanku, tj. v odstavcich Popis, Zkousky na
totoznost, Zkousky na Cistotu a Stanoveni obsahu. Pouziva se k tomu
piedepsanych metod organoleptickych, fyzikalnich, chemickych a
biologickych. Jiné nez Iékopisné metody Ize pouZit jen v tom piipade,
jsou-li obé metody co do spravnosti a presnosti vysledkii rovnocenné;
rozhodujici je vysledek ziskany metodou lékopisnou. *°

4.vydani Ceskoslovenského 1ékopisu uz vyuziva TLC jako rutinni
metodu pii zkouskach na totoZznost a Cistotu a zavedlo do kontroly 1é¢iv
HPLC.*

Vzhledem k delsim ¢asovym intervalim, ve kterych 1ékopisy
vychazeji, analyticka kontrola stability by se neméla omezovat pouze na

1€kopisné metody.

Cesky lékopis 1997 vychazi jiz z Evropského 1ékopisu, 3. vydani
(Ph. Eur. 3). U ¢lankt chemickych latek je davana ptrednost zajisténi
kontroly necistot dobfe navrzenou ¢asti Zkousky na Cistotu pied

stanovenim obsahu uc¢inné latky. V ¢lanku je navrhovan cely soubor
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pozadavk zajist'ujicich, ze dany vyrobek je vhodné jakosti. Na konci
velkého poctu ¢lanki je uveden seznam znamych nebo moznych
necistot, které 1ze prokazatelné kontrolovat zkouskami na ¢istotu. Znamé
necistoty jsou necistoty nalezené v fadé Sarzi urcité latky. Mozné
necistoty jsou pak takové necistoty, u nichZ by se mohlo na zaklad¢
vyrobniho procesu oc¢ekavat, ze budou nalezeny, avsak jejich pritomnost
Vv Sarzich nebyla béhem vypracovani 1ékopisného ¢lanku prokazatelné
zjiSténa. Tento seznam necistot je urcen k tomu, aby usnadnil pouziti
¢lanku zejména béhem fizeni, na jehoz zéklad€ se vystavuje povoleni

k uvedeni dané¢ho 1é¢iva na trh. Blizsi podrobnosti jsou uvedeny

v publikaci ICH : Impurities in new drug substances. *° Rada
moznych necistot n¢jake latky ziskané danym vyrobnim postupem mize
byt porovnana se seznamem necistot ke zjisténi, zda 1¢kopisny ¢lanek
umoziuje dostate¢nou kontrolu. LéCivy piipravek musi vyhovovat
pozadavkium lékopisu po celou dobu své pouzitelnosti. Dobu
pouzitelnosti a datum, od kterého se tato doba pocita, schvaluje

opravnéna autorita na zakladé vysledk stabilitnich studii. >

Cesky lékopis 2002, Doplnék 2003 a 2004

CL 2002 vychazi z Evropského 1ékopisu, 4. vydani. Lékopisné
texty uvedené v Evropské &asti CL 2002 jsou pieklady EL 4 a jeho 1. a
2. doplnku do ¢estiny. Evropsky 1ékopis se ticastni procesu harmonizace
s Japonskym I€kopisem a Lékopisem Spojenych statli americkych
v ramci neformalni struktury nazyvané Lékopisna diskusni skupina
(PDG - Pharmacopoeial Discussion Group). Jeji ¢innost se rozviji
v koordinaci s ¢innosti mezinarodni konference o harmonizaci (ICH).

CL 2002 ptinasi dalsi seznamy negistot, které jsou uvadény na

konci jednotlivych monografii.
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Nov¢ jsou uvedeny pozadavky na zbytkova rozpoustédla (Corpora
ad usum pharmaceuticum), Totoznost a kontrola zbytkovych
rozpoustedel a Zbytkova rozpoustédla. VSechny 1€Civé a pomocné latky
jsou podrobeny zkousce na zbytkova rozpoustédla, 1 kdyz v jednotlivém
¢lanku neni uvedena zadna specifickd zkouska. Zatazeni téchto
pozadavki vychazi ze smérnic ICH.

Pozadavky na Cistotu nejsou koncipovany tak, aby braly v tvahu
vSechny mozné necistoty. Neni mozné pfedpokladat, Ze I1ze tolerovat
n¢jakou necistotu, kterd neni zjistitelna pomoci predepsanych zkousek,
jestlize zkuSenost a spravnd farmaceuticka praxe pozaduji, aby byla
neptitomna. Pfedepsané limity jsou zaloZeny na udajich ziskanych
V bézné analytické praxi; pocitaji s béZznymi analytickymi chybami,

S piijatelnymi zménami ve vyrob¢ a ve sloZeni a se znehodnocenim
Vv rozsahu povazovaném za ptijatelny. Nejsou dovoleny zadné odchylky
od predepsanych limitd.

Informace a doporuceni uvedend v ¢asti Skladovani nejsou zcela
zavazna. Opravnéna autorita miize predepsat zvlaStni podminky

skladovani, které se musi dodrzovat.

Pro ilustraci problému bych chtéla uvest nékolik piipada

hodnoceni necistot u nékolika 1éCivych latek v riznych 1ékopisech.

Acidum salicylicum

1. Deutches Arzneibuch, 6. vydani 1926 (pireklad 1941) s 1. a 2.
doplitkem v textu:

Hodnoti se pfitomnost fenolu jako rozkladného produktu kyseliny
salicylove pii rychlém zahtivani. Projevuje se charakteristickym

zapachem. Dale se zjist'uje ptitomnost cizich organickych latek
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(necistoty nebo rozkladné produkty blize nespecifikované), kyseliny

chlorovodikové(chloridy) a soli Zeleza (mohou pusobit jako katalyzatory

rozkladnych reakci). Mimo to jesté uvadi zkousku na vazitelny zbytek po

spaleni ke stanoveni mnozstvi anorganickych latek. K hodnoceni

vyuziva jednoduché analytické reakce, které jsou pouzitelné v 1ékarnée.
2.CsL1aCsL?2

Zkousky na cCistotu jsou analogické ke zkouskam provadénym
v némeckém Iékopise.

3.CsL3

Uvadi navic zkousku na sirany a siranovy popel.

4.CsL 4

Jako soucast zkousek na Cistotu je nove uvedeno hodnoceni cirosti
a barvy roztoku. Objeveni zakalu nebo srazeniny mtize indikovat reakci
roztoku se sklenénym obalem ptip. uzdvérem nebo vznika v disledku
jinych chemickych zmén v 1ékové formée napt. zmény pH.

Zkouska na ptitomnost Zeleza je nahrazena zkouskou na tézke
kovy, které mohou katalyzovat rozkladné reakce. Chloridy a sirany se
stanovuji barevnymi nebo srdzecimi analytickymi reakcemi. Je
stanoveno limitni mnozstvi téchto necistot. Stanoveni fenolu se provadi
metodou TLC ( Thin Layer Chromatography).

Ostatni zkousky jsou stejné jako v piedchozich 1ékopisech.

5. CL 1997 a CL 2002

Ke stanoveni obsahu ptibuznych latek v analyzovaném vzorku
1ékopis predepisuje metodu kapalinové chromatografie. Jako ptibuzné
latky (necistoty) lékopis uvadi fenol, kyselinu 4-hydroxyisoftalovou a
kyselinu 4-hydroxybenzoovou. Navic je uvedena zkouska vzhled roztoku,
ztrata susenim, pro stanoveni obsahu vody Vv substanci (mohlo by dojit
k hydrolyze 1é¢ivé latky), a siranovy popel. Stejné jako v pfedchozim

1€kopise se stanovuje pritomnost chloridu, siranii a tezkych kowvil.
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Adrenalinum

1. CsL 1
Adrenalinum chloratum solutum

Hodnoti se cirost roztoku, coz je jeden z nespecifickych ukazatelt
stability. Dale se provadi titra¢ni stanoveni obsahu chlorovodiku
(adrenalin se pouziva jako stl kyseliny chlorovodikové). Volny
chlorovodik by mohl ovliviiovat hodnotu pH.

2. CsL 2

V ramci zkouSek na Cistotu se zkousi ptitomnost alkaloidii
Mayerovym ¢inidlem, ztrata susenim (obsah vody)a zbytek po spaleni
(anorganicke latky).

3.CsL3

Adrenalinium hydrogentartaricum

Hodnoti se Cirost a barva roztoku ( porovnava se s barevnymi
roztoky), aktualni acidita (zména pH muze indikovat ptitomnost kysele
nebo zasadité reagujici necistoty, piip. rozkladn¢ho produktu), ztrata
suSenim a siranovy popel. Je hodnocena pfitomnost adrenalonu a
noradrenalinu. Adrenalon vykazuje absorbanci pii 310 nm, u vzorku by
neméla byt vétsi nez 2. Pritomnost noradrenalinu dokazujeme jeho
vytfepadvanim do toluenu. Pozorujeme intenzitu zbarveni toluenové
vrstvy vzorku a porovnédvaciho roztoku (obsahuje znamé mnozstvi
hydrogenvinanu noradrenalinia a hydrogenvinanu adrenalinia prostého
noradrenalinu).

4.CsL 4

Adrenalinium hydrogentartaricum

Zkousky jsou obdobné jako v pfedchozich Iékopisech. Absorbance
adrenalonu piti 310 nm nesmi byt vétsi nez 0,16. Noradrenalin se

stanovuje stejné jako v CsL 3.
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5. CL 1997

Epinephrini hydrogenotartas

Srovnava se vzhled roztoku s porovnavacim barevnym roztokem
HZ5. Jako stanovované neéistoty jsou uvedeny adrenalon a
noradrenalin. Adrenalon vykazuje absorbanci pti 310 nm, u vzorku by
neméla byt vétsi nez 0,10 (oproti pfedchozim 1€kopistim je zde nizsi
limit). Ke stanoveni norepinephrinu se pouziva metoda TLC. Porovnava
se intenzita zbarveni skvrn standardu
(norepinephriniumhydrogentartarat) a norepinefrinu, jako ptipadné
necistoty pritomné v analyzovaném vzorku. Skvrny se pozoruji
Vv ultrafialovém svétle pii 254 nm a 365 nm. DalSimi zkouskami je ztrata
suSenim a siranovy popel.

6. CL 2002

Epinephrini tartras

Zkousky na ¢istotu jsou stejné jako v CL 1997. Jen u TLC je

pouzit jako standart norepinefrin-tartarat CRL.

Coffeinum

1. CGsL 1
Coffeinum-natrium benzoicum

Hodnoti se bezbarvost roztoku, aktualni acidita (neutralni) a
vazitelny zbytek. Provadéji se specifické barevné diikazy cizich
alkaloidii, specifické reakce pro dikaz siranii (SO%), chloridii (CIV),
cizich organickych latek, morfin, brucin, theobromin, theofyllin,
parafenetidin.

2. CsL 2

Zkousky na ¢istotu jsou stejné jako CsL 1. Navic je uvedena ztrdta

susenim.
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3.CsL3

Coffeinum cum natrio benzoico

Provadéné zkousky jsou analogické jako v predchozich
1ékopisech. Intenzita zbarveni vzorku u barevnych analytickych reakci je
srovndvana S porovnavacim roztokem, ktery je ptfipraven z barevného
roztoku.

4.CsL 4

Posuzujeme piitomnost latek nerozpustnych ve vode, cizich
snadno zuhelnitelnych organickych latek, barvu a reakci roztoku, ztrdatu
susenim a siranovy popel. Stanovujeme tezkée kovy, chloridy a sirany
specifickymi analytickymi reakcemi. Metodou TLC detekujeme
pritomnost jinych alkaloidii. Na chromatogramu nesmi zadna jina skvrna
prevysit velikosti a intenzitou zhaseni fluorescence hlavni skvrnu
kofeinu.

5. CL 1997

Hodnoti se cirost a bezbarvost roztoku, ztrata susenim a siranovy
popel. Je vyuzivana acidobazicka titrace ke stanoveni kysele reagujicich
latek, které by mohly nastartovat hydrolyticky rozklad 1é€iva. Ke
stanoveni pribuznych latek (nejsou presné definovany) se pouziva
metoda TLC. Opét se provadéji limitni zkouSky na sirany (specifické
srazeci reakce), tezké kovy ( porovnava se zbarveni mezi zkousenym,
porovnavacim a kontrolnim roztokem).

6. CL 2002

Provadéné zkousky jsou stejné jako v CL 97. Na konci ¢lanku jsou
uvedeny specifické necistoty - theofylin a jiné detegovatelné necistoty -

napf. isokofein.
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8. ZAKLADNI POSTUPY PRI ZKOUSENI STABILITY

LECIVYCH PRIPRAVKU

Pro kazdé nové 1€€ivo je tieba vypracovat jeho fyzikalné-
chemicky profil (rozpustnost, pK,, pH, rozd¢lovaci koeficient),
analyticky profil, profil stability a profil ¢istoty.

Chemicka a fyzikalni degradace 1éCiva miize vyustit
V pozménénou terapeutickou ti¢innost nebo v toXicitu 1é¢ivého
piipravku. Proto je dllezité porozumét faktoriim, které mohou tyto
zmény vyvolat.”

Pro testovani stability 1é¢ivych ptipravki se vyuziva
organoleptické hodnoceni, fyzikalni, chemické, biologické a
mikrobiologické zkousky.>

Mezi organoleptické metody se fadi zkouska na priizracnost,
barevnost pfip. bezbarvost, zapach, chut’. Ur¢uje se druh a stupen chuti,
napt. stupen kyselosti, slanosti. Zmény vzhledu je nutné pozorovat
detailné. Lék musi vzbuzovat diivéru u pacienta, vzhled by ho nem¢l
odrazovat od uZiti.

Pouzité fyzikalni metody jsou zavislé na typu lékové formy. U

parenteralnich roztokti hodnotime Cirost a barvu (mize se fadit i

k organoleptickym metodam). Mtize vznikat vifiva srazenina nebo zakal
vznikly reakci roztoku se sklenénym obalem ptip. uzavérem nebo

Vv diisledku jinych chemickych zmén v roztoku napt. zmény pH. U
suspenzi Se hodnoti rychlost sedimentace, objem sedimentu, disolu¢ni
profil 1éCiva a rozttepatelnost sedimentu po skladovani za uréenych

podminek. Pro stabilitu emulznich 1ékovych forem je dillezité sledovani

vlivu skladovani na velikost ¢astic a reologické vlastnosti emulze. U
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polotuhych suspenzich 1ékovych forem se klade dliraz na konzistenci,

viskozitu a polymorfismus. U tablet stanovujeme obsah vihkosti,
provadime zkouSky mechanické odolnosti (pevnost, odér) a zkousku
rozpadu, piip. disoluce. Skladovani miize mit vliv na rychlost

uvolilovani 1€¢ivé latky z transdermadlnich ptipravka. U aerodisperzi

muzZe byt stabilita naruSena obsahem vlhkosti, coZ souvisi s tésnosti
obalu.

Do chemickych metod se fadi: stanoveni obsahu 1é¢ivé latky,
ptip. pomocnych latek (stabilizatory, antimikrobidlni pfisady) a zkouSka
na Cistotu. ZkouSky na €istotu jsou zaméfeny piedevsim na necistoty tj.
nezadouci latky nebo rozkladné produkty, které ve zkousSené latce
mohou byt ptitomny v disledky vyrobni technologie, uchovavani apod.

Biologické hodnoceni se uziva u ptipravka obsahujici hormony,
antibiotika. Patii sem 1 test na pfitomnost resp. neptitomnost
pyrogennich latek (LAL test).

Dale latka musi splnovat pozadavky na mikrobiologickou Cistotu,
jejiz rozmezi je predepsano pro jednotlivé 1ékoveé formy. Toto hodnoceni

se provadi pii dlouhodobych stabilitnich testech.'”>* *°
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Q. TYPY STABILITNICH TESTU

Tato kapitola byla vypracovana podle pozadavku v pokynech ICH
(Mezinarodni konference o harmonizaci technickych pozadavka pro
registraci 1é¢iv k humannimu pouziti) °°, pozadavki Svétové
zdravotnické organizace pro zkousSeni stability [é¢ivych piipravki
obsahujicich dobfe znamé 16¢ivé latky v b&znych 1ékovych formach® a
pozadavku Statniho ustavu pro kontrolu 1€¢iv na stabilitni studie
v registraéni dokumentaci. >® Pozadavky na stabilitni zkousky pro 1&ivé
latky 1 1€¢ivé piipravky se v podstaté shoduji.

Stabilitni testy miizeme rozd¢lit podle podminek zatéze na

stresove, zrychlené a dlouhodobé.

9.2. Stresové testy (zatézové testy: stress testing)

Pouzivaji se v pfedformulacnich studiich pro ovéfeni stability
1é¢ivé latky a jeji odolnosti vici rozkladnému ptisobeni faktord
prostiedi. Tyto stresové zkousky nam pomohou identifikovat jeji
pravdépodobné degradacni produkty, mechanismus degradace, vnitini
stabilitu molekuly a dale ovéfit vhodnost metod pro analyzu rozkladnych
produktli. Povaha a doba trvani stresovych testl je variabilni a zavisla na
vlastnostech 1é¢iva. VétSinou nepiesahuje 3 mésice (12 tydnt).

Pti téchto testech se sleduje :

— vliv zvySené¢ teploty (ptirtstky po 10 °C - napt. 50 °C,
60 °C atd. - oproti teploté, pfi niZ je provadéna zrychlend

stabilitni studie),
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— vliv vlhkosti (napt. 75 % RV nebo vice), pokud je tato
zkouska vhodna,
— vliv vzdusného kysliku (oxidace),

— vliv svétla (fotostabilita), viz. ICH Q1B

— vnimavost k hydrolyze v ramci Sirokého rozmezi hodnot

pH (stabilita 1é¢ivé latky u roztokd a suspenzi).

U léCivého pripravku maji byt provedeny zkousky fotostability s
nejméné jednou primarni Sarzi konecného pfipravku, je-li to vhodné.
Studie I¢kové formy provedené mimo jeho vnitini obal nebo v jinych
typech obalu mohou byt uZzite€nou soucasti zatéZzovych zkousek nebo

mohou byt povaZzovany za podptrné informace.

Ke kontrole se pouzivaji specifické analytické metody (napf-.
TLC).

Neni nutné uvadét ve specifikaci ty rozkladné produkty, pro néz
bylo prokazano, Ze nevznikaji za podminek dlouhodobé ani zrychlené¢

studie.

Na zéklad¢ téchto testi se nasledné zpracuje stabilitni profil
1éCiva.

Vykonavani zatézovych testti se nepozaduje, pokud je 1éciva latka
popsana v monografii Evropském 1ékopisu nebo v nékterém z narodnich
I¢kopist ¢lenskych statt EU a zcela spliuje jeji pozadavky. Nejsou
pozadovany Zadné udaje o rozkladnych produktech, pokud jsou tyto
uvedeny v odstavci ,,Zkousky na Cistotu* a/nebo v odstavci ,,Necistoty*
piislugné monografie. Zadatel deklaruje, e 1é¢iva latka vyhovuje
piislusné lekopisné monografii pti zkouSeni bezprostredné pred vyrobou
koneéného ptipravku.
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V piipadé, ze 1éCiva latka neni popsana v Iékopisné monografii,
pifedpokladany mechanismus degradace mitize byt dolozen tudaji
publikovanymi ve védeckeé literatuie

Pokud tyto udaje nejsou k dispozici, je tieba provést zatézové
zkousky.
V soucasnych dokumentech ICH jsou pouze ramcové pokyny pro

vykonavani téchto zkousek.

9.3. Zrychlené testy (accelerated stability tests)

Zrychleng stabilitni zkouSky jsou provadény za extrémnich
skladovacich podminek, u¢elem je urychleni chemického rozkladu nebo
fyzikalni zmény 1€Civa ¢i lé€ivého pripravku. Vyuzivaji se pii
kinetickych studiich rozkladu 1éciva a Iékové formy. Porovnéavaci
(komparativni) zrychlené testy lze uzit pro vybér vhodného sloZeni,
obalu pii formulaénich studiich, ptip. ovéfeni vhodnosti technologického
postupu. Umoziuji urcit predbézny ¢as pouzitelnosti jesté pied
ukoncéenim dlouhodobych testu stability.

FDA definuje zrychleny test stability jako ,,studie o urychleni
chemické nebo fyzikalni degradace 1€¢iva (t¢inné latky) nebo 1éku
(1ékové formy) pii nadsazenych skladovacich podminkach.« ® Podobnou
definici uvadi i WHO v ,,Quality assurance of pharmaceuticals.“ Data
ziskana pti zrychlenych testech a doplnéné o poznatky ziskané pii
dlouhodobych testech stability jsou pouzity ke zhodnoceni
dlouhodobého plisobeni chemickych vlivii pti skladovani za
doporucenych podminek a dopadu kratkodobého pobytu mimo
doporu¢ené podminky, napf. pii distribuci. Na zaklad¢ téchto studii

muze byt stanovena pouze prozatimni skladovaci doba. Ziskané
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vysledky musi byt jesté doplnény o data ziskana pi1 dlouhodobych
testech.

Délka studie by méla pokryt celou dobu pouzitelnosti 1é¢ivého piipravku
a simulovat podminky skladovani. Provadi se na tfech $arzich u novych
1é¢ivych latek. Novou 1é¢ivou latkou se rozumi takova 1éciva latka, ktera
neni obsaZzena v zadném I1éCivém pfipravku, registrovaném v ramci
Evropského spolecenstvi. Za novou lé¢ivou latku se povazuje 1 nova sil
znamé 1€¢ive latky, jeji ester nebo derivat s jinou nez kovalentni vazbou.

U generik je dostate¢né znama stabilita uc¢inné latky, a proto se
prokazuje pouze stabilita 1ékova formy, a to u dvou Sarzi ptipravki
obsahujicich dostate¢né stalé ucinné latky a u tfech Sarzich v ptipadé
obsahu snadno se rozkladajicich u¢innych latek.

Vybér teploty je tifeba prizplsobit 1ékove formé. Naptiklad u Cipka
je nejvyssi pripustna teplota 30°C, u masti a aerosolil 35°C. Zrychlené
testy stability se uskuteciuji pii teploté nejméné o 15°C vyssi, nez je
horni hranice doporucené skladovaci teploty pro dané 1é¢ivo. Obvykle
tedy pti 40°C a relativni vlhkosti 75%. Minimalni doba trvani tohoto
testu by méla byt 6 mésicli. Pokud 1é¢ivo vydrzi tyto podminky po
stanovenou dobu, mizeme odhadnout dobu pouzitelnosti na 2 roky
(extrapolace doby pouZitelnosti). V ptipadé, Ze béhem studie dojde u
1é¢ivého pripravku k ,,vyznamnym zméndm®, za které je povaZzovana
napt. 5% ztrata G€innosti, rozkladné produkty ptevysujici povoleny limit,
hodnoty pH, disoluce a zmény fyzikalnich vlastnosti nevyhovuji
specifikaci, provadi se zrychleny test za ptechodnych (,,intermediate®)
podminek, tj. se skladovanim vzorkl v rezimu 30°C/60% RV po dobu
jednoho roku. Tento typ testli nazyvame zkou$ky vihkym teplem.

Volba podminek by méla brat v tivahu i vlastnosti obalu. Napt. u
parenteralnich ptipravkll ve sklenénych ampulich neméd smysl testovat

vliv zvySené vlhkosti prostiedi. V tomto ptipadé staci zkouSka suchym
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teplem pii teplot¢ 30°C, 35°C nebo 45°C a nejvyse 60% relativni
vlhkosti okolniho prostfedi. U kone¢ného piipravku uchovavaného
V nepropustném obalu mohou byt zkousky provadény za podminek bez
kontroly vlhkosti prostiedi.

Pro ptipravky skladované za chladu je test provadén pti teploté
25°C +- 2°C a 60% RV +- 5%.

U zrychlené stabilitni studie je tieba provést stanoveni v
minimalné tfech ¢asovych bodech, (tzn. 0, 3 a 6 mésicii).

Metody pouzité ke zkouSeni musi podchytit pfedpokladané zmény
béhem skladovani, které¢ mohou ovlivnit kvalitu, bezpecnost a G€¢innost
1é¢iva. ZkouSeni ma hodnotit chemickou a biologickou stabilitu, ale 1
organoleptické a fyzikalni vlastnosti. Mé¢lo by zahrnovat stanoveni
obsahu uc¢inné latky, rozkladnych produktii event. antimikrobialnich
piisad a fyzikalné-chemické zkousky jako je tvrdost, rozpadavost,
disoluce apod. Limity ve zkusebnim piedpise pro stabilitni zkousky by
mély odpovidat specifikaci pro propusténi ptipravku s event. doplnénim
zkousek a zmén pozorovanych béhem uchovavani.

Systém, ktery se ukazal jako nestabilni ve zrychleném teste,
nemusi byt nevyhnutelné nestabilni 1 v podminkach dlouhodobého testu.

Vysledky zrychlené stabilitni studie a, je-li to vhodné, vysledky
stabilitni studie za ptechodnych (,,intermediate*) podminek uchovavani,
mohou byt vyuzity k vyhodnoceni vlivu kratkodobé odchylky od
podminek uchovavani vyznacenych na obalu, ke které¢ mize dojit napf.

b&hem piepravy.
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9.4. Dlouhodobé testy (long-term stability studies)

Ugelem téchto testll je potvrzeni vysledki ze zrychlenych testd,
ovéfeni stability Sarzi pfipravenych na klinické zkouSeni, stanoveni Casu
pouzitelnosti a ur¢eni zptisobu uchovavani.

Tyto testy poskytuji nejvérnéjsi a nejobjektivnéjsi udaje o stabilité
1&¢iv a lécivych piipravka a o zménach kvality, ke kterym muze dojit pii
jejich dlouhodobém uchovavani. Testované vzorky (Sarze) se uchovavaji
vV podminkach, které odpovidaji podminkam zemé¢ (spadajici do
piislusného klimatického pasma), ve které bude ptislusny lécivy
ptipravek registrovan a distribuovan. V nasem podnebnim pasmu je to
pro vétsinu 1€kil skladovani za teploty 10-25°C a za relativni vlhkosti do
60%. Vzorky se uchovavaji na horni hranici téchto podminek, tedy pti
25°C a 60% RV. Ostatni klimaticka pasma a podminky uchovavani jsou
uvedeny v tabulce. Léciva citliva k teploté se skladuji za alternativnich
podminek niZs$i teploty, stabilitni zkousky se tedy provadéji pti teploté
+15°C (za snizené teploty) nebo pii +5°C (za chladu).

Ptipravky se testuji v originalnim uzavieném primarnim obalu.
Doporucuje se provadét odbéry co ti1 mésice béhem prvniho roku,

V druhém roce dlouhodobého testu kazdych 6 mésict a dale pak v o€nich
intervalech.

Pt1 podani Zadosti o registraci musi vyrobce predlozit 12ti mési¢ni
stabilitni test za skute¢nych podminek skladovani, ktery bude dale
pokracovat a jeho vysledky, pokryvajici celou dobu pouZitelnosti, budou
dodany regula¢ni autorité do skonceni registracniho fizeni.

Na zaklad¢ téchto testil se potom potvrdi skutecny ¢as
pouZzitelnosti Ieku. Stabilitni zkouSce nevyhovi 1€k, ktery se ukazal jako

nevyhovujici v jediném bod¢ predepsanych hodnoceni.
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Jako doklad o provedenych stabilitnich zkouskach slouzi protokol o
stabilité, ktery je soucasti registraéni dokumentace. Ten musi obsahovat
navrh zkouSek suvedenim nazvu piipravku, sily a 1ékové formy,
vyrobce, poctu zkouSenych Sarzi, jejich velikost a Cisla, sloZeni
ptipravku, data vyroby, vyrobce u¢inné latky a popisu obalu ptipravku.
V protokolu se dale uvadéji zkusebni metody véetné jejich validace nebo
odkaz na pfisluSny validovany ptedpis a vysledky zkousek. Pro kazdou
Sarzi musi byt uvedeny pocate¢ni hodnoty, vysledky ziskané béhem
zkousky v predepsanych intervalech a pozadované limity. V zavéru jsou
vysledky vyhodnoceny, komentovany a na jejich zdklad¢ jsou urceny
podminky pro uchovavani, druh obalu a doba pouzitelnosti. Podrobné
informace tykajici se vyhodnocovani vysledkl stabilitnich studii a
extrapolace Ize najit v pokynu ICH “Guidance on Evaluation of Stability

Data“GZ
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Tabulka 2: Doporucené skladovaci podminky :

Minimalni délka

Minimalni
pii podani
Typ testu Podminky doba trvani '
zadosti o
testu -
registracl
25°C +-2°C/
60% RV +- 6 mésicu
Dlouhodoby™ 5%); (postup a)
12 mésict
30°C+£2 12 mésici
°C/65 % RV (postu b)
+5% RV
40°C +-2°C/
75% RV +-
Zrychleny 6 mésicl 6 mésicl
5%
Zrychleny test za
i Y 30°C +-2°C/
piechodnych
_ _ 65% RV +- 12 mésici 6 mésicu
(,,intermediate)
5%

podminek

* Je na uvazeni zadatele, zda bude provadét dlouhodobé stabilitni studie

pi1 25 °C £ 2 °C/60 % RV £ 5 % nebo pi1 30 °C +2 °C/65 % RV £5 %

RV. V druhém ptipadé nejsou jiz zapotiebi zadné dalsi vysledky zkousek

provadénych za piechodnych (Vintermediate”) podminek uchovavani.®
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Tabulka 3: Podminky dlouhodobych testii pro jednotliva klimaticka

pasma:
- Relativni Interval
Klimatické pasmo Teplota
vlhkost analyzy
|. — mirné pasmo 3,6,9, 12,
(severni Evropa, Kanada, 25°C 60% 18, 24
vétSina Ruska) (36, 48, 60)
3,6,9,12,
I1. — subtropické pasmo
30°C 65% 18, 24
(USA, Japonsko, jizni Evropa)
(36, 48, 60)
3,6,9,12,
I11. — horké, suché 35%
, 30°C 18, 24
(Irédn, Studan) 70%
(36, 48, 60)
3,6,9,12,
V. — horké, vlhké
) 30°C 75% 18, 24
(Brazilie, Ghana, Indonésie)
(36, 48, 60)

9.5. Nasledné stabilitni zkousky ( on-going stability

studies)

Tyto testy vykonava vyrobce, pokud pii podavani zadosti o
registraci jest¢ nema k dispozici vysledy dlouhodobych testii v plném
rozsahu. Predklada pouze minimalni pozadované vysledky studii
stability. Vyrobce je provadi pribézné u vybranych Sarzi svého bézného
vyrobniho sortimentu. Ptipravek se hodnoti na poc¢atku, po 6, 12 a 24
mésicich, dale event. v roc¢nich intervalech. Vysledky téchto stabilitnich

studii bude vyrobce ptikladat k zddostem o prodlouzeni registrace.
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Mize byt pouzit redukovany plan stabilitnich zkouSek, tzv.
,matrixing*“ nebo ,bracketing®, kdy rozsah a cCetnost zkouSeni jsou
uritym zpiisobem omezeny. Podminky pouziti tohoto postupu jsou
popsany v pokynu ICH ,,Guidance on Bracketing and Matrixing Designs

for Stability Testing of Drug Substances and Drug Products* ®
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10. ANALYTICKE METODY VYUZIiVANE PRI TESTECH

STABILITY

Jeden z hlavnich tkold farmaceutt je zpracovani 1éCiva tak, aby se
neporusila jeho plivodni stabilita a vylouc€ily se nevhodné kombinace
1€¢iv s pomocnymi latkami nebo nevhodny zpiisob uchovavani. Z toho
vyplyva naro¢nost a slozitost posuzovani kvality, ktera se projevi
V kone¢ném diisledku v Gi€innosti a bezpe€nosti 1¢ku. Kvalita idaji 0
stabilité testovaného 1é€iva a 1éCivého pripravku je zavisla na pouZzitych
analytickych kontrolnich metodéach. Pti studiu stability se voli takové
analytické metody, které umoznuji postihnout uz malé¢ zmény. Pfi studiu
stability se kromé& stanoveni obsahu u¢inn¢ latky klade diiraz i na Cistotu,
a proto je tfeba vyuzit Sirokou $kalu analytickych metod.**

AZ do padesatych let 20. stoleti nebyly analytické metody ke
kvantitativnimu stanoveni u¢inné latky, rozkladnych produkti a jinych
necistot dostatecné citlivé a hlavné bézné dostupné. Proto ani vypocty
dob pouZzitelnosti zaloZené na chemicke kinetice nebyly optimalni.
Velkym pokrokem v té dob¢ bylo zavedeni spektrofotometrického a
volumetrického stanoveni do farmaceutické praxe. OvSem ani tyto
metody nebyly dostatecné specifické. Obsah uéinné latky se hodnotil
pouze v urcitych intervalech a ke konci skladovaci doby. Reakéni
potadek rozkladné reakce se tak mohl urcit jen aproximativné a
vypocitané hodnoty tak mély pouze informativni charakter.

V padesatych a Sedesatych letech byla postupné zavadéna metoda
tenkovrstvé chromatografie (TLC) a dale metoda vysokoucinné

kapalinové chromatografie (HPLC).
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Padesaté 1éta 20. stoleti se nesly ve znameni objevu celé fady
novych, pfedevsim syntetickych 1é¢iv, coz znamenalo obrovsky rozmach
farmaceutického primyslu a hromadné vyrabénych 1é¢iv na ukor
individualni pfipravy v 1ékarnach. Tento trend mizeme sledovat i ve
vyvoji nasich 1ékopist a v pouzivanych metodach.

Vzhledem k delsim ¢asovym intervalim, ve kterych 1ékopisy
vychdzeji, analytickd kontrola stability by se neméla omezovat pouze na
1ékopisné metody.

Studium stability kromé stanoveni obsahu uc¢inné latky klade
dtraz hlavné na zkouSky Cistoty. Proto je vyuZivana celd Skala
analytickych metod od nespecifickych pro indikaci rozkladu az po
vysoce kvantitativni metody. Volba a aplikace analytickych metod je

zavisla na povaze léCiva a druhu Iékové formy.

Elektrochemické metody patii mezi nespecifické metody, jejichz
hlavni vyuziti spoc¢iva v hodnoceni pH profilu Ié¢iva a stanoveni aktudlni
acidity.

Cesky 1ékopis 2002 a 2005 uvadi potenciometrické stanoveni pH a
potenciometrické stanoveni koncentrace iontii pomoci iontove

selektivnich elektrod.

Titrace jsou jednou z nejstarSich metod uzivanych ke stanoveni

1é¢ivych substanci. Nevodné acidobazické titrace se uplatiiuji pfi

stanoveni obsahu slabych kyselin a bazi, napt. amind, alkaloidd,
sulfonamidii, antihistaminik v lé¢ivych piipravcich. Konkrétné potom u

albendazolu, dopaminu nebo sotalolu. Oxida¢né-reduk¢ni titrace mohou

byt pouzity ke stanoveni mnozstvi Zeleza (Fe**) v 1&&ivych piipravcich
uzivanych v 1é€bé anémii, nebo ke stanoveni mnozstvi redukujicich

cukrt jako necistot v manitolu. Chelatometrickymi titracemi mizeme
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stanovit dvou a vicemocné prvky. Cesky 1ékopis 2002 a 2005 tyto titrace

ptedepisuje pro stanoveni obsahu vapniku, bismutu, hliniku, hot¢iku,

olova a zinku. Dal$im typem titraci jsou srazeci titrace uzivané napi. ke
stanoveni obsahu chlorida v 1é€ivych ptipravcich.

Cesky l1ékopis 2002 a 2005 uvadi amperometrickou a
potenciometrickou titraci jako zakladni zkuSebni fyzikalné-chemické
metody.

Nevyhodou titra¢nich metod je jejich nespecifita a nedostate¢na
citlivost pii stanovani mikrogramovych mnozstvi necistot.

V soucasnosti jsou uzivany piedevsim ke stanoveni obsahu U¢inné
latky v 1é¢ivych piipravcich, ¢asto v kombinaci s jinymi metodami, a ke
stanoveni konvenc¢nich parametra (¢islo kyselosti, peroxidové ¢islo,
hydroxidové €islo aj.) u polotuhych 1¢kovych forem. Titra¢ni stanoveni
obsahu bylo u nékterych 1é¢iv postupné nahrazeno vice citlivymi
separa¢nimi metodami (HPLC, GC). Dtive byla bézn¢ uzivanou
metodou u stabilitnich stanoveni beta-laktamovych antibiotik (ampicilin,
penicilin G) merkurimetricka titrace. Dnes je jiz nahrazena kapalinovou

chromatografii. ®>

Spektrofotometrické metody (UV —VIS spektrofotometrie)

Ptimé stanoveni G¢inn¢ latky a rozkladnych produktd je mozné,
jen pokud maji odlisné maxima a minima ve spektru. V tomto piipadé je
vhodné pouzit derivaéni spektrofotometrii. Udaje o absorpci
charakterizuji urc¢itou latku a urcuji stupen jeji Cistoty. Vyuziva se ke
stanoveni obsahu 1écive latky v substancich a v Iékovych forméach,
zkouskam totoznosti (shodnost spekter), uréeni spektralni Cistoty
(zaloZeno na porovnavani absorbanci pii dvou riiznych vinovych
delkach), hodnoceni barevnosti kolorimetricky a k hodnoceni obsahu

uvolnéni 1é¢iva pii disolu¢nich testech.
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Na jejich zédkladé mizeme identifikovat jednotlivé skvrny na
chromatogramu TLC nebo je mizeme pouzit jako detektory u HPLC.
CL 2002 a 2005 uvadi absorpéni spektrofotometrii v ultrafialové a

viditelné oblasti, derivaéni spektrofotometrii,

Spektrometrické metody jako infratervena spektroskopie (IC),
nuklearni magneticka rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie
(MS) slouzi k identifikaci 1é¢iva. Jsou uzivané hlavné u zkousek
totoznosti, ale l1ze je vyuzit i pi1 hodnoceni tzv. diastereoisomerni Cistoty
(NMR). Infrac¢ervena spektrofotometrie se pouziva pro analyzu necistot
v plynech. Nuklearni magneticka rezonance a hmotnostni spektrometrie
se kombinuji se separacn¢ chromatografickymi metodami (GC — MS; LC
— MS), coz nam umoznuje identifikovat jednotlivé latky ve smésich a
urcit jejich strukturu.

CL 2002 a 2005 uvadi absorpéni spektrofotometrii v infradervené
oblasti, nuklearni magnetickou rezonan¢ni spektrometrii, spektrometrii
Vv blizké infracervené oblasti pro identifikaci organickych latek a

hmotnostni spektrometrii.

V literatuie z roku 1987 se 1ze docist, ze tenkovrstevna
chromatografie (TLC) byla ve své dob¢ velmi Siroce uzivanou metodou
predeviim v kvalitativni analyze stabilitnich studii.’’ Je to velmi rychly
postup k odhaleni stop degradaénich produktii. Casto je spojena
s identifikaci UV spektra separovanych skvrn z TLC. Dnes ptedstavuje
prakticky prvni stupenl analytického urceni rozkladu v zatéZovych nebo
zrychlenych testech nebo pfi sledovani interakci 1é¢iva s pomocnymi
latkami. Pokud chceme pouzit TLC ke kvantitativni analyze ve
stabilitnich studiich, musime peclivé vybrat pouzivanou mobilni fazi. Ta

musi dostatecné separovat malé mnozstvi degrada¢nich produktti od
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hlavni substance. Detek¢ni limit u TLC je vys$i nez u HPLC, z ¢ehoz
vyplyva omezené pouziti této metody.

Pouziva se k hodnoceni Cistoty, zkouskam totoznosti obsahovych
latek, k ur€eni totoznosti a stanoveni obsahu pomocnych latek

(konzervantt).

Velmi casto uzivanou metodou ke kvantitativni analyze béhem
stabilitnich studii chemicky definovanych sloucenin je vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC). Je to vysoce citliva specificka
metoda indikujici stabilitu. UmozZiuje stanovit obsah U¢inn¢ latky,
rozkladnych produktii a necistot vedle sebe. Mlizeme diky ni ziskat
informace o prubéhu rozkladného procesu v 1é¢ivém piipravku. Hlavni
vyhodou této metody je jeji Casova nenarocnost, kterd je ptinosna
piedevsim pfi rutinnich analyzach mnoha vzorki. U HPLC lze vyuzit
fady detektorti, které se lisi citlivosti a selektivitou. Nejéastéji vyuzivané
jsou spektrometrické a elektrochemické detektory. Detektory laserem
indukované fluorescence jsou schopny detekovat znacné nizké
koncentrace analyti a dosahuji velmi nizkych detekcnich limiti. HPLC
ve spojeni s MS (hmotnostni spektrometr) nebo NMR (nuklearni
magneticka resonance) detekci mize byt vyuzito i k identifikaci
neznamych necistot a rozkladnych produkti. MnoZstvi
chromatografované latky se zjiStuje podle velikosti ploch pod elu¢nimi
kiivkami (plochy pikli) nebo podle vysky pikii. Ke kvantitativni analyze
Vv kapalinové chromatografii 1ze pouZzit metodu standardniho ptidavku,

vn&jsiho standardu, vnitiniho standardu a kalibraéni k¥ivky.®, ®

Plynova chromatografie je vysoce citlivé a selektivni metoda.

Pouziva se ke stanoveni a identifikaci latek méné€ polarnich, prchavych a
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termicky stalych. Polarni latky ¢asto vyZaduji derivaci, coz mize
piedstavovat limitujici faktor pouziti.

Vyuziva se ke stanoveni zbytkovych rozpoustédel v 1éCivech,
hodnoceni obsahu etanolu pfip. methanolu v extraktech, stanoveni
obsahovych latek ze skupiny silic a éterickych olejt.

CL 2002 a 2005 uvadi papirovou chromatografii, tenkovrstvou
chromatografii, plynovou chromatografii, kapalinovou chromatografii,

vylucCovaci chromatografii a superkritickou fluidni chromatografii.

Jinymi pouzivanymi metodami mohou byt gravimetrické metody,
termogravimetrie, termické metody, fluorimetrie aj.
Méné se ve stabilitnich studiich pouZivaly n€které dalsi metody

jako polarografie &i oscilopolarografie.”® ™
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11. VALIDACE ANALYTICKYCH METOD

Vsechny pouzité kontrolni metody museji odpovidat soucasnym
védeckym poznatkim. Museji byt validovany a popsany dostatecné
pfesn¢ a podrobné, aby odbornik byl schopen je zreprodukovat.. Je to
proces, kterym se prostiednictvim specifickych test potvrzuje, ZzZe
vybrany analyticky postup je spolehlivy a vysledky jim ziskané jsou
reprodukovatelné. Pokud vyrobce zvoli pro nékterou zkousku metodu,
ktera neni shodné s Iékopisnou monografii, musi byt validaci prokdzano,
ze poskytne stejné informace o kvalité latky (napf. Ze stanovi stejné
nedistoty). VSe musi byt nalezit® dokumentovano.’> Podle toho,
k jakému tucelu ma analyticka metoda slouzit, ovéfuji se nasledujici
parametry (tabulka 4). Dalsi podrobnosti k validaci analytickych metod

- 73,74, 75
napr.
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Tabulka 4: Piehled testovanych valida¢nich parametri podle ui¢elu

pouiiti.76
Test.
. Test. necistot
Identifikace necistot Obsah
Kvantitativni
Limitni
Spravnost - + - +
Ptesnost —
- + - +
Opakovatelnost
Mezilehla . .
- + - +
presnost
Selektivita + + + +
Detekéni limit - - + -
Kvantitativni
- + - -
limit
Linearita - + - +
Rozsah - + - +
Robustnost - + - +

1 — neprovadi se, je-li provedena reprodukovatelnost.
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12. ZAVER

V ramci této diplomové prace byla zpracovana reSerse na téma
stability 1é¢iv a 1€Civych pripravki, ktera se tyka obdobi od poc¢atku 20.
stoleti az po souc€asnost. Pozornost byla vénovéna historickym i
soucasnym definicim stability, regula¢nim pfedpisim vcéetné
1ékopisnych ustanoveni, byly rozebrany jednotlivé typy stabilitnich testt,
pouzivané analytické metody az po validaci pouzitych metodik.

Stabilitni studie nabyvaji stale vétsiho vyznamu v hodnoceni
kvality, bezpe€nosti a G¢innosti 1é¢iv a 1éCivych pripravkl. Zasahuji do
kontroly 1é€iv jako nesmirné diileZita problematika tohoto oboru a jeji
vyznam se neustale zvySuje a prudce vyviji.

Soucasnym trendem je snaha o sjednoceni poZadavkil na registraci
ptipravkil v souvislosti s vyrobou piipravki nadnarodnimi spole¢nostmi.
S registracemi logicky velice izce souvisi stabilita 1€¢iv, a proto se

vV mezinarodnim métitku sjednocuji 1 pozadavky na stabilitni testy.
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