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POVZETEK

Paroksetinijev klorid je zdravilna ucinkovina, ki jo uvrS¢amo v skupino selektivnih
zaviralcev ponovnega privzema serotonina. Uporablja se za zdravljenje depresije,
generalizirane anksiozne motnje, obsesivno-kompulzivne motnje, pani¢ne motnje in
socialno anksiozne motnje. Od vseh trenutno dostopnih antidepresivov je paroksetinijev

klorid najmoc¢nejsi inhibitor ponovnega privzema serotonina.

Namen magistrskega dela je bila optimizacija in validacija farmakopejske metode za
dolocanje necistote C paroksetinijevega klorida. Omenjena metoda se je v praksi predhodno
ze izkazala kot nezadostno selektivna. Uporabili smo analizno tehniko tekocinske
kromatografije visoke loc¢ljivosti, ki je ena izmed najpogosteje uporabljenih tehnik za lo¢bo
in analizo zmesi. Paroksetinijev klorid je kiralna spojina, zato smo uporabili normalno fazno

kromatografijo ter kolono s kiralno stacionarno fazo.

V prvem koraku smo preverili ustreznost metode po postopku, ki je naveden v ameriski
farmakopeji za doloCitev neCistote C paroksetinijevega klorida. Ugotovili smo, da se
kromatografska vrhova necistot C in F ob prisotnosti paroksetinijevega Klorida v visoki
koncentraciji ne lo¢ita. Prav tako smo ugotovili, da retencijski casi necistot C in F ter vzorca
niso ponovljivi. Na zafetku smo raziskali razlicne parametre, ki bi lahko vplivali na
ustreznost analitske metode. Preverili smo vpliv spremembe topila, sestave mobilne faze,
temperature kolone, dodatka kisline ter dodatka baze topilu. Pri raziskavi smo ugotovili, da
dodatek kalijevega hidroksida v topilo pripomore k izboljsani lo¢bi kromatografskih vrhov

ter ponovljivosti retencijskih casov.

Uspesnost optimizirane metode smo nato potrdili z njeno validacijo. Pri tem smo ovrednotili
kljucne validacijske parametre, kot so meja vrednotenja, meja zaznavnosti, linearnost,

toénost, natan¢nost ter selektivnost.

Kljucne besede: paroksetinijev klorid, tekoCinska kromatografija, validacija, optimizacija,

necistota C, necistota F

Vil



ABSTRACT

Paroxetine hydrochloride is an active substance, classified as a selective serotonin reuptake
inhibitor. It is used to treat depression, generalized anxiety disorder, obsessive-compulsive
disorder, panic disorder and social anxiety disorder. Of all currently available
antidepressants, paroxetine hydrochloride is the strongest serotonin reuptake inhibitor.

The purpose of the thesis was an optimization and validation of the pharmacopoeial method
for determination of impurity C of paroxetine hydrochloride. In practice, this method has
previously proved to be insufficiently selective. A high performance liquid chromatography
technique was used, which is one of the most commonly used techniques for separating and
analyzing the mixtures. Paroxetine hydrochloride is a chiral compound, therefore a column
with a chiral stationary phase was used.

In the first step, we checked the adequacy of the method according to the procedure given in
the United State Pharmacopoeia for determination of impurity C of paroxetine
hydrochloride. We found that the chromatographic peaks of the impurities C and F are not
separated in the presence of highly concentrated paroxetine hydrochloride. We also found
that the retention times of the impurities C, F and the sample are not repeatable. In the
beginning, we investigated various parameters that could influence the adequacy of the
analytical method, such as changing the solvent, the composition of the mobile phase, the
temperature of the column, the addition of the acid and the addition of the base to the solvent.
In our studies, it was found that the addition of potassium hydroxide to the solvent
contributes to an improved separation of chromatographic peaks and retention time
repeatability.

The effectiveness of the optimized method was then confirmed by performing validation of
the method. We have evaluated the key validation parameters, such as determination of
detection and quantitation limit, linearity, accuracy, precision and selectivity of the method.

Key words: paroxetine hydrochloride, liquid chromatography, validation, optimization,

impurity C, impurity F
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1 UVvOD

1.1 Paroksetinijev klorid

Paroksetinijev Klorid je zdravilna ucinkovina, ki jo uvrS¢amo v skupino selektivnih
zaviralcev ponovnega privzema serotonina (slika 1). Pod zas¢itenimi imeni jo poznamo kot
Paxil ali Seroxat (1,2). Uporabljamo jo za zdravljenje depresije, generalizirane anksiozne
motnje, obsesivno-kompulzivne motnje, pani¢ne motnje in socialno anksiozne motnje. Od
vseh trenutno dostopnih antidepresivov je paroksetinijev klorid najmoc¢nejsi inhibitor

ponovnega privzema serotonina (1).
H\ /H C|e

N

®

®) (S)

oo

Slika 1: Strukturna formula paroksetinijevega klorida ((3S,4R)-3-((benzo[d][1,3]dioksol-5-
iloksi)metil)-4-(4-fluorofenil)piperidin-1-ijev klorid)).

Sinteza paroksetinijevega klorida poteka v ve¢ korakih. Najpogostejsi postopek priprave
paroksetinijevega klorida je preko uporabe N-zascitenega trans-4-(4-fluorofenil)-3-

hidroksimetilpiperidinskega intermediata (1).

Paroksetinijev klorid obstaja v dveh trdnih oblikah in sicer obliki hemihidrata in izopropil
alkoholnega solvata. Oblika hemihidrata je termodinamsko bolj stabilna. Do pretvorbe
termodinamsko manj stabilne oblike solvata v hemihidrat lahko pride, kadar je solvat
izpostavljen vlaznim razmeram. Znano je tudi, da ima zdravilna u¢inkovina v obliki solvata
ve¢jo topnost kot hemihidrat pri vseh temperaturah, zato je omenjena oblika s stalis¢a

topnosti farmacevtsko bolj zazeljena (3).

V Sloveniji je paroksetinijev klorid na voljo v oblikah za peroralno uporabo in sicer v
tabletah in kapsulah s takoj$njim sproS¢anjem (4). V Zdruzenih drzavah Amerike je bil
paroksetinijev klorid leta 2002 prvi uradno odobreni antidepresiv za zdravljenje socialne

anksiozne motnje (5).



1.1.1 Lastnosti paroksetinijevega klorida

Paroksetinijev klorid je bel ali skoraj bel kristalini¢en prah. Brezvodna oblika je
higroskopna. V vodi je rahlo topen, zmerno topen je v metilen kloridu in etanolu ter dobro
topen v metanolu (1, 2). Za molekulo paroksetinijevega klorida sta znacilna polimorfizem
in psevdopolimorfizem. To ima za posledico razli¢na talilna obmocja razli¢nih trdnih oblik

paroksetinijevega klorida.

Paroksetinijev klorid v prahu je zelo stabilen, kar so dokazali s testi pri razli¢nih stresnih
pogojih (toplotni, svetlobni, vlaznostni stres). V raztopini je zdravilna u¢inkovina stabilna v
razredéeni kislini in bazi¢nih raztopinah (1).

1.1.2 Necistote paroksetinijevega klorida

Poznamo vec¢ razli¢nih necistot paroksetinijevega klorida. V ameriski monografiji (USP) za
zdravilno uc¢inkovino so navedene necistote od A do G. V evropski farmakopeji (EP) 9.0
obstajata dve monografiji. Monografija EP za brezvodni paroksetinijev klorid navaja
necistote A, od C do D ter B in E kot druge specificirane ne¢istote, medtem ko monografija
EP za paroksetinijev klorid hemihidrat kot specificirane necistote navaja B, C in E ter F kot

druge specificirane necistote. Vse navedene necistote nastanejo med sintezo spojine (1).

1.1.3 Paroksetinijev klorid kot kiralna spojina

Paroksetinijev klorid je kiralna spojina, zato je potreben nadzor nad njegovo enantiomerno
in diastereomerno cistostjo (6). V primeru kiralnih uc¢inkovin je znano, da lahko pride do
razlik pri porazdelitvi, presnovi in izlocanju dolo¢enih enantiomerov ali diastereomerov.
Zato moramo spremljati vsebnost drugega enantiomera ali diastereomera. Ta se v najboljsem
primeru pojavi kot neaktivna necistota, lahko pa je odgovoren tudi za pojav neZelenih
ucinkov. Najbolj ucinkoviti tehniki za doloc¢itev enantiomerne in diastereomerne cistosti

zdravil sta tekocinska kromatografija visoke locljivosti in kapilarna elektroforeza.

Paroksetinijev klorid vsebuje dva kiralna centra in tvori §tiri opti¢ne izomere, in sicer dve za
cis- in dve za trans-paroksetinijev klorid. V farmacevtskih formulacijah se uporablja (-)-
trans-paroksetinijev klorid. Najveckrat je prisoten tudi (+)-trans-paroksetinijev klorid, ki pa

je neaktiven enantiomer (7).

1.1.4 Farmakokinetika in metabolizem

Paroksetinijev klorid se dobro absorbira iz gastrointestinalnega trakta ter doseze najvecje

plazemske koncentracije 5 - 8 ur po peroralni uporabi. Zaradi lipofilno aminskega znacaja



je porazdelitev zdravilne u¢inkovine v telesu obsezna. V sistemskem krvnem obtoku ostane
le 1 % zdravilne uc¢inkovine. V terapevtskih koncentracijah je vezava paroksetinijevega
Klorida priblizno 95 % (1).

Najvecji del metabolizma preko oksidacije poteka v jetrih. Pri presnovi paroksetinijevega
klorida sodelujejo encimi citokromskega sistema P450. Z urinom se izlo¢i samo 2 % spojine.
Povpreéna razpolovna doba izlo¢anja zdravilne u¢inkovine je 24 ur. V nespremenjeni obliki

se izlo¢i manj kot 5 % spojine. Neaktivni polarni metaboliti se izlo¢ajo z urinom in z blatom
(1).

CYP2D6 je izoencim iz druzine citokromov P450 (CYP) in je pomemben pri metabolizmu
paroksetinijevega klorida (4). Ker je paroksetinijev klorid zaviralec CYP2D6, obstaja velika
verjetnost, da pride do farmakokineti¢ne interakcije z drugimi u¢inkovinami, Ki jih prav tako
metabolizira omenjen encim. Plazemska koncentracija paroksetinijevega klorida se lahko ob
socasni aplikaciji encimskega inhibitorja (npr. cimetidinad) poveca ali pa zmanjsa ob socasni
aplikaciji induktorja encima (npr. fenobarbitala) (1).

1.2 Tekodinska kromatografija visoke lo¢ljivosti

1.2.1 Osnove HPLC

Tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti je ena izmed najpogosteje uporabljenih tehnik
za lo¢bo in analizo zmesi (8). Pri kromatografiji sta prisotni dve fazi, in sicer mobilna in
stacionarna faza. Mobilna faza omogoca transport analita, medtem ko stacionarna faza
predstavlja porozni medij skozi katerega mobilna faza potuje. Analiti so na molekularni
ravni razporejeni v mobilni fazi. Zaradi razli¢nih molekularnih lastnosti analitov prihaja do

razli¢nih interakcij s stacionarno fazo (9).

Poznamo normalno fazno in reverzno fazno kromatografijo. Pri normalno fazni
kromatografiji je stacionarna faza polarna ter mobilna faza nepolarna (heksan, kloroform).
Reverzno fazna kromatografija pa vkljucuje nepolarno stacionarno fazo ter polarno mobilno
fazo (voda, metanol, acetonitril). Reverzno fazno kromatografijo uporabljamo pogosteje.
Namenjena je locCevanju, identifikaciji ali kvantifikaciji spojin glede na njihovo
hidrofobnost. Spojine z vecjo hidrofobnostjo se izloCijo kasneje, medtem ko se manj
hidrofobne spojine izlo¢ijo prej. Ceprav se normalno fazna kromatografija ne uporablja
pogosto, je v nekaterih primerih zazeljena. Uporabljamo jo pri spojinah, ki so prevec

hidrofilne ali hidrofobne za reverzno fazno kromatografijo, za lo¢evanje izomerov ali kadar



je topilo za injiciranje vzorca nepolarno. Pri normalno fazni kromatografiji se bolj polarne

spojine izlo¢ijo kasneje, medtem ko se manj polarne izlo¢ijo prej (10).

Do lo¢be zmesi analitov pride v tako imenovanih kromatografskih kolonah. Kolone so v
veéini primerov cevi iz nerjavecega jekla, ki vsebujejo 1 - 5 um velike delce rigidnega
poroznega materiala. Gre za delce iz silicijevega dioksida. Pore poroznih delcev so velike
0,2 - 0,5 um. To omogoca prehod mobilne faze skozi pore (9). Pri daljsih kromatografskih
kolonah pride do boljse lo¢be zaradi vecjega Stevila teoretskih podov, s katerimi opiSemo
ucinkovitost kolone. Stevilo teoretskih podov nam pove, kolikokrat se topljenec porazdeli
med mobilno in stacionarno fazo pri potovanju skozi kolono (11). Pogosta je uporaba
stacionarnih faz, pri katerih so povrsine silikatnih delcev prekrite s silanolnimi skupinami.
Se bolj pogosto pa uporabljamo reverzno fazno kromatografijo, kjer so silanolne skupine

modificirane z razli¢nimi substituenti (npr. C8 ali C18 verige) (12, 13).

1.2.2 Sistem HPLC

Obicajno HPLC sistem vsebuje naslednje sestavne dele:

- Rezervoar topil je namenjen shranjevanju topil za neprekinjeno delovanje HPLC
sistema. Lahko je opremljen z razplinjevalnim sistemom in filtri, ki $€itijo topila pred vplivi

okolja.

- Crpalka omogo¢a enakomeren in neprekinjen pretok mobilne faze skozi sistem. Veéina

¢rpalk omogoc¢a nadzorovano mesanje razlicnih topil iz razli¢nih rezervoarjev.

- Injektor omogoca vstop mesanice analitov v tok mobilne faze, preden vstopi v kolono.

Injektorji so avtomatizirani in omogoc¢ajo injiciranja razli¢nih volumnov vzorcev iz vial.

- Kolona omogoca lo¢bo analitov v zmesi. V koloni pride do stika med mobilno in

stacionarno fazo ter nastanka interakcij med komponentami vzorca in stacionarno fazo.

- Detektor je naprava za neprekinjeno zaznavanje razli¢nih fizikalnih ali kemijskih
lastnosti iztokov iz kolone. Najpogosteje uporabljamo UV detektor, ki omogoca spremljanje
in zaznavanje UV absorbance pri izbrani ali po celotni valovni dolZini. Prisotnost analita v
preto¢ni celici povzroci spremembo v absorbanci. Kadar analit absorbira boljSe od mobilne

faze pridobimo pozitiven signal.



-> Sistem za pridobivanje in nadzor podatkov je racunalnisko podprt sistem za nadzor

nad vsemi parametri HPLC inStrumenta (9).

: pridobitev podatkov
- B

odpad

Slika 2:Shematski prikaz HPLC sistema, povzeto iz reference 14.

1.2.3 Osnovni kromatografski parametri

Poznamo vec razli¢nih parametrov za vrednotenje kromatografske kolone, sistema in lo¢be

analitov.

- Retencijski faktor (k) je merilo za zadrzevanje doloCene spojine na doloCenem
kromatografskem sistemu pri doloCenih pogojih. Neodvisen je od dimenzije kolone in
pretoka mobilne faze, medtem ko imajo vsi ostali pogoji (npr. tlak, temperatura) nanj znaten
vpliv (9, 15).

Ve =V,  tr_to

k= Vo to ©) Vo - mrtvi volumen tr - retencijski ¢as

Vr - retencijski volumen to - mrtvi Cas

-> Uc¢inkovitost (N) izrazamo s $tevilom teoretskih podov N, ki nam pove kolikokrat se

topljenec porazdeli med stacionarno in mobilno fazo pri potovanju skozi kolono.

N=16 (%R)2 (9)  w - sirina kromatografskega vrha



- Selektivnost (o) je zmoznost kromatografskega sistema, da razlikuje med dvema

razliénima analitoma. Dolo¢imo jo kot razmerje med dvema retencijskima faktorjema.

_ky  tra—t

= (16)

a=—=
ky  trs — 1t

- Lodljivost (R) je zmoznost kolone, da lo¢i dva analita v dva lo¢ena pika.

t, — 1t
R=2—— a7
Wy + wy

-> Retencijski ¢as spojine (tr) je Cas, ki je potreben za prepotovanje spojine skozi kolono

od injektorja do detektorja.
tg = (k*ty) + tg @an k - retencijski faktor

-> Mrtvi ¢as (to) je ¢as potovanja mobilne faze od injektorja do detektorja.

to = T (18) F - pretok

—> Visina kromatografskega vrha (h): Visino dolo¢imo z meritvijo razdalje od bazne linije
do vrha signala.

vbrizg

i W
i ali Vi

sgnal

1

i 1 [l } 1 1 1 | i
2 4 B 3 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Cas ali volumen

Slika 3: Shematski prikaz osnovnih kromatografskih parametrov (19).

-> Sirina kromatografskega vrha (w): Sirino merimo na dvajsetini visine vrha od bazne

linije navzgor.



- Faktor simetrije (T) (ang. tailing) je merilo za simetri¢nost vrha. Faktor simetrije za

popolnoma simetri¢en vrh ima vrednost 1.

W0,05
=5, 7 (16) Wo 05 - Sirina kromatografskega vrha na 5 % visine

f - ¢as od vrha kromatografskega vrha do 5 % viSine

- Povrsina kromatografskega vrha (A) je sorazmerna s koncentracijo in omogoca

kvantifikacijo posamezne komponente v vzorcu (9,20).

1.2.4 Locba in dolo¢anje nivojev necistot s tehniko HPLC

Poznane necistote dolo¢imo kvalitativno ali kvantitativno s pomocjo referen¢nega standarda
necistote. Nepoznane neéistote pa kvantitativno opredelimo tako, da primerjamo pridobljeno
povrSino signala necistote z referenénim standardom glavne komponente. Referenc¢ni
standardi so dragi, zato jih, kjer je to mogoce, nadomestimo z delovnimi standardi. Na ta
na¢in pridobimo nadzor nad loCljivostjo pri preverjanju ustreznosti sistema. Preden
dolo¢imo koncentracijo necistote, moramo dolo¢iti umeritveno krivuljo, ki jo pridobimo z
delovnim standardom. Nato nivo necistote dolo¢imo s prera¢unom koncentracije necistote

glede na umeritveno premico (13, 21).

1.2.5 Kiralna kromatografija

Kiralnost se pojavi kot posledica prisotnosti Kiralnega oziroma stereogenega centra v
molekuli, ki ima §tiri razlicne substituente (22). Za kiralnost je znacilna tridimenzionalna
struktura molekul. Kiralne spojine so opti¢no aktivne. To pomeni, da pod vplivom
polarizirane svetlobe sucejo svetlobo levo ali desno, odvisno od njihove konfiguracije.

Enantiomeri iste spojine imajo enake fizikalne in kemijske lastnosti .

Za zaznavanje kiralnih spojin uporabljamo specificne HPLC detektorje. Pri kiralni
kromatografiji lahko poleg obicajnih detektorjev uporabljamo tudi dve wvrsti kiralnih

detektorjev, in sicer polarimetre ter spektrometre za merjenje kroznega dikroizma (23).

Kiralno lo¢bo enantiomerov, vklju¢no z zdravilnimi u¢inkovinami, lahko s pomo¢jo HPLC

dosezemo s tremi osnovnimi pristopi:

1) Vcasih je bila pogosta uporaba enantiomerno Cistih kiralnih derivatizacijskih sredstev,

ki pretvorijo enantiomere v diastereomere. V nadaljevanju je njihova lo¢ba mogoca z



akiralno HPLC. Danes je zaradi moznega pojava racemizacije in zaradi ¢asovno

zamudnega procesa derivatizacije to manj zazeljen pristop (24).

2) Eden od pristopov uporablja kiralno mobilno fazo z dodatki, v¢asih ob prisotnosti tretje
komponente (kovinski ion). Pri tem pride do tvorbe prehodnega diastereomernega
kompeksa. Nezazeljeno pri omenjenem pristopu so stroskovno dragi dodatki, slaba lo¢ba

signalov ter nizka u¢inkovitost kolone (25, 26).

3) Najpogosteje uporabljen pristop pri farmacevtskih analizah vkljucuje kemi¢no vezano
kiralno stacionarno fazo. Pri interakciji enantiomerov analita ter kiralno stacionarno fazo
pride do prehodne tvorbe diastereomerov ali kompleksacije. Intermolekularne
interakcije med kiralno stacionarno fazo in analitom vkljucujejo vodikove interakcije,
ionske interakcije, n-wt interakcije, steri¢ne interakcije, ipd. Za dosego kiralne lo¢be je
potrebna trito¢kovna interakcija. Pri tem mora biti vsaj ena od treh tock stereospecificna

Q7).

Kiralna locba je lahko reverzno fazna ali normalno fazna (22, 28). Pri reverzno fazni lo¢bi
uporabljamo vodno mobilno fazo z organskim modifikatorjem. Normalno fazna locba
vkljucuje nepolarna organska topila (npr. heksan, heptan) ter polaren organski modifikator
(27).

Obicajno je za uspesno kiralno lo€bo potrebnih veliko Stevilo dragih in ¢asovno potratnih
laboratorijskih poskusov. Temu se lahko izognemo z uporabo kiralne baze podatkov, v kateri
so ze zbrani podatki o strukturah molekul. ChirBase je baza podatkov, ki sta jo leta 1989
ustanovila Roussel in Piras. Njen namen je celovito zdruzevanje vseh strukturnih,
eksperimentalnih in literaturnih informacij, ki so bile pridobljene na kiralnih stacionarnih
fazah (29).

1.2.6 Kiralna stacionarna faza

Prvi patent za kiralno stacionarno fazo je bil podeljen leta 1968. Danes je dostopnih nekaj
sto patentov (27, 30).

Danes se najveC uporabljajo kiralne stacionarne faze, ki temeljijo na polisaharidih ali
makrocikliénih glikopeptidih (27). Med razli¢nimi polisaharidi, ki so na voljo se najved
uporabljata amiloza in derivati celuloze (31). Komercialno dostopne stacionarne faze, ki
temeljijo na polisaharidih so Chiracel OD in OD-H, Chiralpak AD in AD-H, Chiracel OJ in



OJ-H in Chiralpak AS, AS-H. Proizvedene so s strani Daicel kemicne industrije na
Japonskem (27). Sinteti¢ne opticno aktivne polimere, ki se uporabljajo v Kkiralni
kromatografiji, lahko razdelimo v tri skupine: preprosti polimeri, kondenzacijski polimeri in

premrezeni polimeri. Velik poudarek je na polimetakrilatih s spiralno konformacijo (32).

Kiralna kolona

Slika 4: Locitev enantiomerov z uporabo kiralne stacionarne faze, povzeto iz reference 33.

1.3 Validacija

Validacijo analitskih metod v farmacevtski industriji uporabljamo za dokazovanje
ustreznosti metode. Z validacijo in vsemi analiziranimi parametri potrdimo, ustreznost vseh
nadaljnih rezultatov, s katerimi potem dolo¢imo kakovost izdelkov, ki jih bolnik zauZije.
Najpomembnejsi koncept pri dobri proizvodni praksi je kakovost. Ta mora biti vgrajena v

celoten proces proizvodnje izdelka.

Leta 1990 so Evropska unija, Zdruzene drzave Amerike ter Japonska poenotile zahteve za
nove farmacevtske izdelke. Tako se je zacel forum za konstruktivni dialog med regulativnimi
organi in industrijo, imenovan Mednarodna konferenca o harmonizaciji (ICH). Ena prvih
tem poenotenja v sklopu kakovosti je bila ravno validacija analitskih metod. ICH je bila v

veliko pomo¢ pri poenotenju izrazov in opredelitvi ter dolo€itvi osnovnih zahtev.

Validacija analitskih metod je usmerjena v S§tiri najpogostejSe tipe metod, in sicer

identifikacijske teste, kvantitativne teste za doloCitev vsebnosti necistot, limitne teste za



nadzor nad necistotami ter kvantitativne teste za doloc¢itev vsebnosti zdravilne u¢inkovine v

vzorcih.

Validacija specificnega postopka mora biti dokazana preko mnogih analiz v laboratoriju.

Priprava in izvedba analize morata slediti validacijskemu protokolu (34).
Za uspesno validacijo so pomembni naslednji koraki:

e priprava validacijskega protokola,

e opredelitev obsega Studije,

e opredelitev parametrov delovanja in meril sprejemljivosti,

e opredelitev validacijskih poskusov,

e ustreznost opreme,

e predhodni razvoj standardnih postopkov za izvajanje metode,
e opredelitev vrste in pogostnost preskusov ustreznosti sistema,

e ustrezno dokumentiranje validacijskih analiz in rezultatov v validacijskem poro¢ilu (34).
Poznamo tri najbolj pogosto uporabljene tipe analitskih postopkov:

a) ldentifikacijski testi so namenjeni zagotavljanju identitete analita v vzorcu. To obi¢ajno

dosezemo s primerjavo lastnosti vzorca in referencnega standarda.

b) Kvantitativni in limitni testi za vrednotenje vsebnosti necistot so namenjeni dokazovanju

Cistosti vzorca.

¢) Kvantitativni testi za vrednotenje aktivnega dela v vzorcih zdravilne u¢inkovine (35).
1.3.1 Dokumentacija

1.3.1.1 Validacijski protokol

Pred zaCetkom eksperimentalnega dela je potrebno pripraviti ali pridobiti validacijski

protokol. Napise ga kvalificirana oseba in odobri oddelek za zagotavljanje kakovosti.
V validacijskem protokolu mora biti navedeno:

o analitska metoda za posamezen izdelek, zdravilno u¢inkovino ali drugo substanco,
e testni parametri za vsako analizo (tip in Stevilo raztopin, Stevilo analiz),

o Kkriteriji sprejemljivosti za vsak parameter,

e kakovost pomoznih snovi,

e informacije o inStrumentih in aparaturah, tipi materialov.
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1.3.1.2 Validacijsko porocilo

Validacijska porocila so obi¢ajno zelo eksplicitna in vsebujejo kljuéne podatke glede same
Studije, kot npr. natancno pripravo vzorcev in standardov. Prav tako so navedeni tudi
referen¢ni materiali s certifikati ter kalibrirani in§trumenti, ki se nato uporabljajo pri Studiji.
Za zdravilno ucinkovino je potrebno navesti tudi serijo. Testni parametri in Kriteriji
sprejemljivosti ter zakljucki morajo biti navedeni skupaj z rezultati. Poro¢ilo mora vsebovati
tudi potrditev ustreznosti analitske metode ter morebitne spremembe, ki bi jih bilo Se

potrebno vkljuc¢iti v sam analitski postopek.

1.3.1.3 Revalidacija

Revalidacija metode je potrebna, kadar pride do spremembe analitske metode in novi
parametri leZijo izven obmocja delovanja metode. Prav tako je revalidacija potrebna, e se
spremeni podro¢je uporabe (npr. delovni pogoji, Sestava vzorca, spremenjen proces za
pripravo vzorca), se uporabijo nove kemikalije ali referen¢ni standardi ali kadar se uporabi
instrumente z novimi znacCilnostmi. Revalidacija je lahko delna ali popolna. Vsaka

sprememba mora biti definirana in dokumentirana (34).
1.3.2 Parametri validacije

1.3.2.1 Toénost

To¢nost analitske metode pomeni ujemanje meritve s pravo vrednostjo. Pri zdravilnih
uc¢inkovinah jo dolo¢amo z uporabo referen¢nih standardov. Pri izdelku jo doloc¢amo tako,
da placebu dodamo znano koli¢ino substance, ki jo analizirano. Pri sorodnih snoveh pa
toénost dolo¢amo tako, da vzorcu dodamo znane koli¢ine necistot. Pri tem rezultate
primerjamo na identifikacijski / referen¢ni standard necistot. To¢nost mora biti zagotovljena

¢ez celo koncentracijsko obmocje analitske metode (35).

1.3.2.2 Natanénost

Natanc¢nost analitske metode izraza stopnjo ujemanja posameznih rezultatov (stopnjo
razprSenosti) med paralelkami, pod predpisanimi pogoji. Za doloc€itev natan¢nosti moramo
uporabiti homogen vzorec. Kadar to ni mozno, pripravimo sestavljen vzorec ali vzorec z

dodatkom preiskovanega analita.
Natanc¢nost lahko obravnavamo na treh nivojih:

a) Natan¢nost znotraj enega dneva predstavlja natan¢nost pod enakimi operacijskimi pogoji

v kratkem ¢asovnem intervalu. Preverjamo jo s 6-kratnim injiciranjem istega vzorca pri 100
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% preiskovani koncentraciji. Pridobljene rezultate vrednotimo s pomocjo standardne
deviacije ter relativne standardne deviacije povrSin dobljenih kromatografskih vrhov (34,
35).

b) Vmesna natan¢nost pomeni variacije znotraj istega laboratorija (razli¢ni dnevi, razli¢no

osebje, razlicna oprema).

c) Obnovljivost predstavlja natancnost med laboratoriji (kolaborativne Studije za

standardizacijo metodologije) (35).

1.3.2.3 Rigidnost

Rigidnost analitske metode pomeni stopnjo obnovljivosti rezultatov, ki jih dobimo z analizo
istih vzorcev pri razli¢nih pogojih (npr. razliéni laboratoriji, izvajalci analize, instrumenti,
razli¢ni dnevi). Izraza se kot neob¢utljivost metode na spremembe okolja ali instrumentalnih
pogojev (34).

1.3.2.4 Robustnost

Robustnost je lastnost, ki kaze neobcutljivost na spremembe znanih kromatografskih
parametrov (37). Bolj kot je metoda robustna, manj vplivajo spremembe na rezultat (35). S

testi robustnosti preuc¢ujemo vpliv razli¢nih parametrov na rezultate analiz:
- notranji parametri: temperatura, pH, deleZ organskega topila,
- zunanji parametri: razliéni analitiki, instrumenti, laboratoriji,

- osnovni parametri: stabilnost testne / referencne raztopine, topila, mobilne faze (34).

1.3.2.5 Selektivnost / Specifi¢nost

Selektivnost je parameter, s katerim ocenimo istovetnost analita v prisotnosti komponent
(necistote, razgradni produkti), za katere se pricakuje, da bodo prisotne (35). Selektivnost se
izvede med validacijo identifikacijskih testov, dolo¢anju necistot ter vsebnosti. Vsebnost se
dolo¢a v primerjavi z zunanjimi referen¢nimi standardi. S tak$nimi identifikacijskimi testi
potrdimo prisotnost zdravilne ucinkovine. Selektivnost je potrjena, kadar je vrh zdravilne
uc¢inkovine ¢ist in ni interakcije s placebom oz. drugimi komponentami v retencijskem ¢asu

signala zdravilne u¢inkovine (34).

1.3.2.6 Linearnost

O linearnosti analitskega postopka govorimo, kadar pridobimo rezultate (odzive), ki so

proporcionalni koncentraciji analita v vzorcu (34). Obicajno dolo¢amo linearnost z
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redCenjem osnovne standardne raztopine (36). Uporabljajo se sami analiti ali vzorci z
dodanimi necistotami v vsaj petih koncentracijah v celotnem obmocju analitske metode.
Najpogosteje se linearnost vrednoti grafi¢no, in sicer kot alternativa matemati¢nemu
vrednotenju (26). Linearnost najlazje ocenimo vizualno, in sicer s pregledom povrSine
signala kot funkcije koncentracije analita (35). Odstopanja od linearnosti véasih tezko
zaznamo. Za linearen razpon je znacilno, da so odstopanja enakomerno razdeljena med
pozitivnimi in negativnimi vrednostmi. Pri vi§jih koncentracijah analita pogosto opazimo

negativno odstopanje od linearnosti (34).

1.3.2.7 Obmocje

Obmocje analitske metode je interval med zgornjimi in spodnjimi vrednostmi, katere
dolo¢imo z natancnostjo, to¢nostjo in linearnostjo. Pogosto je izrazen v istih enotah kot
rezultati. Pri doloCanju vsebnosti je zahtevano obmocje med 80 in 120 procenti testne

koncentracije, medtem ko se pri dolo¢anju necistot obmocje razsiri (34).
1.3.2.8 Meja zaznavnosti
Meja zaznavnosti (DL) je najnizja koncentracija analita v vzorcu, ki jo lahko zaznamo,

vendar je ne moremo kvantitativno ovrednotiti. Pri kromatografiji meja zaznavnosti pomeni

injicirano koli¢ino vzorca, ki se kaze kot visina signala, ki je dvakrat do trikrat vi$ja od bazne

linije (34).

Meja zaznavnostl Meja doloéljivesti

signalZum =2-3 signal/fum =10-20 Signal

A TN T T

Slika 5: Meja vrednotenja in meja vrednotenja z upostevanjem razmerja signal/Sum,

povzeto iz reference 34.

1.3.2.9 Meja vrednotenja

Meja vrednotenja (QL) je najnizja koncentracija analita v vzorcu, ki ga Se lahko
kvantitativno dolo€imo z zadovoljivo stopnjo to¢nosti in natanc¢nosti. Kaze se kot visina

signala, ki je desetkrat do dvajsetkrat visja od bazne linije (34, 35).
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1.4 Farmakopeja

Farmakopeja je pravno zavezujo¢ dokument, ki vsebuje predpise za razvoj, izdelavo in
preskusanje kakovosti zdravil in njihovih sestavin ter druge podatke o zdravilih in njihovi
uporabi. Vloga sodobne farmakopeje je predloziti specifikacije kakovosti za izdelke,
zdravilne uc¢inkovine, pomozne snovi in splo$ne zahteve. Obstoj taksnih specifikacij in
zahtev je potreben za pravilno delovanje in nadzor nad farmacevtskimi oblikami.

Pomembnejse svetovne farmakopeje so evropska, ameriSka, britanska in japonska (38, 39).

1.4.1 Monografija

Farmakopeja je sestavljena iz monografij. V farmakopeji najdemo monografije, ki se
navezujejo na zdravilne ucinkovine, pomozne snovi, monografije za posamezne
farmacevtske oblike, monografije prehranskih dopolnil. Vsaka monografija vkljucuje
naslednje informacije o naslovu, relativni atomski masi, molekulski masi, CAS Stevilki
(Chemical abstracts service), definiciji, izdelavi, lastnostih, identifikaciji, preskusanju,

shranjevanju, ozna¢evanju, opozorilih, neéistotah, referenénih standardih (40).

14



2 NAMEN DELA

Magistrsko nalogo bomo izvedli v sodelovanju s farmacevtskim podjetjem Lek d.d. V okviru
magistrske naloge bomo preverili farmakopejsko USP metodo za dolo¢evanje necistote C
paroksetinijevega klorida. Analitska tehnika, ki jo bomo wuporabili bo tekoCinska
kromatografija visoke locljivosti. Omenjena analitska metoda se je v praksi ze izkazala kot
nezadostno selektivna. Glede na to, da se je analitska metoda Ze izkazala kot neustrezna je
na$ cilj njena optimizacija. Najve¢ji poudarek pri optimizaciji analitske metode bo
izboljSanje locbe in ponovljivosti retencijskih ¢asov. Ustreznost optimizirane metode bomo

nato potrdili z njeno validacijo, pri cemer bomo ovrednotili klju¢ne validacijske parametre.

15



3 MATERIALI IN METODE
3.1 Materiali
3.1.1 Uporabljeni reagenti

. absolutni etanol (Merck, Nemcija),

. trifluoroocetna kislina (Merck, Nemcija),

. n-heksan (Merck, Nemcija),

. 37 % klorovodikova kislina (Merck, Nemcija),

. kalijev hidroksid (Merck, Nemcija),
. trietilamin (Merck, Nemcija),

. dodatno preciscena voda (proizvedena v podjetju Lek d.d., Ljubljana).

3.1.2 Uporabljeni standardi in necistote
Paroksetinijev klorid hemihidrat (delovni standard):
C1oH20FNO; « HCI x 5 H0

Molekulska masa = 374,83 g/mol
Vsebnost: 97,5 %
Dobavitelj: U. S. Pharmacopoeial Convention (ZDA)

H
N+ HCI -1/2 H,0

(s

e

M IIl-:;U —_

Slika 6: Strukturna formula paroksetinijevega klorida hemihidrata (41).

Necistota C paroksetinijevega klorida:

C19H20FNO3 x HCI

Molekulska masa = 365,83 g/mol

Vsebnost: 97 %

Dobavitelj: U. S. Pharmacopoeial Convention (ZDA)
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Slika 7: Strukturna formula necistote C paroksetinijevega klorida (42).

Necistota F paroksetinijevega klorida:

C20H22FNO3

Molekulska masa = 343,39 g/mol

Vsebnost: 100 %

Dobavitelj: U. S. Pharmacopoeial Convention (ZDA)

Slika 8: Strukturna formula necistote F paroksetinijevega klorida (43).
3.1.3 Uporabljen vzorec

e paroksetinijev klorid hemihidrat

3.1.4 Oprema in instrumenti

e HPLC instrument Waters 2695,

e PDA detektor Waters 2996,

e programska oprema: Empower,

o elektronske pipete: HandyStep (BRAND), pipeta BIOHIT (e€5000),

Vv W

e aparatura za dodatno precisceno vodo: ELGA Chorus,
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e ultrazvocna kopel: Branson,
o laboratorijska steklovina,
e HPLC viale,
e kolone:
- Chiralpak AD-H, 5 um, 250 mm x 4,6 mm; SN: ADHOCE-RL121
- Chiralpak AD-H, 5 um, 250 mm x 4,6 mm; SN: ADHOCE-SG107
filtri: Millipore Millex-GV — Hydrophillic PVDF 0,22 pm.

3.2 Metode
3.2.1 Farmakopejski kromatografski pogoji

e mobilna faza: n-heksan : EtOH : TFA : DPV =900:100: 2 : 2 (VIVIVIV)
e topilo: n-heksan : EtOH =1:1 (V/V)

e temperatura kolone: 30 °C

e temperatura vzorca: 22 °C

e pretok: 1,0 mL/min

e valovna dolzina: 295 nm

e volumen injiciranja: 5 pL

3.2.2 Optimizacija farmakopejske metode

3.2.2.1 Priprava topila in mobilne faze

e Topilo: n-heksan : EtOH =1 :1 (V/V)

-V 1000 mL reagencno steklenico smo z merilnim valjem dodali 500 mL n-
heksana in 500 mL absolutnega etanola. Na magnetnem mesSalu smo raztopino
nekaj ¢asa mesSali ter nato Se za nekaj Casa postavili na ultrazvoc¢no kopel.

e Mobilna faza: n-heksan : etanol (EtOH) : trifluorocetna kislina (TFA) : dodatno
preciséena voda (DPV) =900 :100: 2 : 2 (VIVIVIV)

-V 1000 mL reagencno steklenico smo z merilnim valjem dodali 900 mL n-

heksana, 100 mL absolutnega etanola, 2 mL trifluorocetne kisline in 2 mL

Vv W

dodatno precis¢ene vode.

3.2.2.2 Priprava osnovnih raztopin

e Raztopina za dolocitev ustreznosti kromatografskega sistema
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V 20 mL merilno bucko smo zatehtali to¢no okrog 2 mg delovnega standarda
paroksetinijevega klorida in 2 mg necistote C. Dopolnili smo s topilom do oznake in raztopili

S stresanjem v ultrazvo¢ni kopeli.
e Dodatna raztopina za dolocitev ustreznosti kromatografskega sistema

V 10 mL merilno bu¢ko smo zatehtali tocno okrog 50 mg delovnega standarda
paroksetinijevega klorida in 1 mg necistote C. Dopolnili smo s topilom do oznake in raztopili

s stresanjem v ultrazvocni kopeli.
e Standardna raztopina necistote C (2 %)

V 20 mL merilno bucko smo zatehtali to¢no okrog 2 mg necistote C. Dopolnili smo s topilom

do oznake in raztopili s stresanjem v ultrazvoc¢ni kopeli.
e Raztopina necistote F (2 %)

V 20 mL merilno bucko smo zatehtali tocno okrog 2 mg necistote F paroksetinijevega

klorida. Dopolnili smo s topilom do oznake in raztopili s stresanjem v ultrazvocni kopeli.
e Raztopina necistote C (20 %)

V 5 mL merilno bucko smo zatehtali 5 mg necistote C. Dopolnili smo s topilom do oznake

in raztopili s stresanjem v ultrazvoc¢ni kopeli.
e Raztopina necistote F (20 %)

V 5 mL merilno bucko smo zatehtali 5 mg necistote F. Dopolnili smo s topilom do oznake

in raztopili s stresanjem v ultrazvo¢ni kopeli.

Vse pripravljene raztopine smo hranili v hladilniku.
3.2.2.3 Priprava raztopine vzorca

e Raztopina vzorca (paroksetinijev klorid)

V 10 mL merilno buc¢ko smo zatehtali tocno okrog 50 mg vzorca. Dopolnili smo s topilom

do oznake in raztopili s stresanjem v ultrazvocni kopeli.

3.2.2.4 Priprava vzorceVv z dodatkom necistot C in F

e Priprava 2 % raztopine necistote C z vzorcem
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V 10 mL merilno bucko smo zatehtali to¢no okrog 50 mg vzorca. Dodali smo priblizno 4
mL topila in 1,0 mL 20 % raztopine necistote C. Dopolnili smo s topilom do oznake in

raztopili s stresanjem v ultrazvocni kopeli.
e Priprava 2 % raztopine necistote F z vzorcem

V 10 mL merilno bucko smo zatehtali to¢no okrog 50 mg vzorca. Dodali smo priblizno 4
mL topila in 1,0 mL 20 % raztopine necistote F. Dopolnili smo s topilom do oznake in

raztopili s stresanjem v ultrazvocni kopeli.
e Priprava 2 % raztopine necistot C in F z vzorcem

V 10 mL merilno bucko smo zatehtali to¢no okrog 50 mg vzorca. Dodali smo priblizno 4
mL topila, 1,0 mL 20 % raztopine necistote C in 1,0 mL 20 % raztopine neéistote F.

Dopolnili smo s topilom do oznake in raztopili s stresanjem v ultrazvocni kopeli.
e Priprava 0,2 % raztopine necistote C z vzorcem

V 10 mL merilno bucko smo zatehtali to¢no okrog 50 mg vzorca. Dodali smo priblizno 4
mL topila in 1,0 mL 2 % raztopine necistote C. Dopolnili smo s topilom do oznake in

raztopili s stresanjem v ultrazvoc¢ni kopeli.
e Priprava 0,2 % raztopine necistote F z vzorcem

V 10 mL merilno bu¢ko smo zatehtali to¢no okrog 50 mg vzorca. Dodali smo priblizno 4
mL topila in 1,0 mL 2 % raztopine neéistote F. Dopolnili smo s topilom do oznake in

raztopili s stresanjem v ultrazvoc¢ni kopeli.
e Priprava 0,2 % raztopine necistot C in F z vzorcem

V 10 mL merilno bu¢ko smo zatehtali tocno okrog 50 mg vzorca. Dodali smo priblizno 4
mL topila, 1,0 mL 2 % raztopine necistote C in 1,0 mL 2 % raztopine necistote F. Dopolnili

smo s topilom do oznake in raztopili s stresanjem v ultrazvo¢ni kopeli.
e Priprava 1% raztopine necistote C in necistote F

V HPLC vialo smo odpipetirali 0,6 mL 2 % raztopine necistote C in 0,6 mL 2 % raztopine

necistote C.

Vse raztopine smo hranili v hladilniku.

20



3.2.2.5 Preverjanje ustreznosti farmakopejske metode

Vpliv spremembe deleza n-heksana in topila

e V vialo smo dodali 0,3 mL 0,2 % raztopine vzorca z ne€istotama C in F ter 0,9 mL n-

heksana.

e V vialo smo dodali 0,6 mL 0,2 % raztopine vzorca z ne€istotama C in F ter 0,6 mL n-

heksana.

e Vvialo smo dodali 0,3 mL 0,2 % raztopine vzorca z ne€istotama C in F ter 0,9 mL topila.
Vpliv spremembe mobilne faze
Spremenili smo deleZ etanola in trifluoroocetne kisline v mobilni fazi.

e Sprememba EtOH - n-heksan : EtOH : TFA : DPV =900:70:2: 2 (VIVIVIV)

e Sprememba TFA - n-heksan : EtOH : TFA : DPV =900: 100: 1,4 : 2 (VIVIVIV).

e Sprememba EtOH in TFA - n-heksan : EtOH : TFA : DPV =900 : 70 : 1,4 : 2
(VIVIVIV).

Vpliv spremembe temperature kolone
Sprememba temperature kolone: 30 °C = 40 °C

Vpliv spremembe temperature kolone smo preverili pri 0,2 % in 2 % raztopinah necistot C

in F ter 0,2 % in 2 % raztopinah necistot C in F z vzorcem (priprava raztopin na strani 19 in

20).

Vpliv dodatka klorovodikove Kisline na ponovljivost retencijskih ¢asov

Pripravili smo razli¢ne koncentracije topil:

Osnovna raztopina klorovodikove kisline v etanolu = 2 mL 37 % HCI in 98,3 mL EtOH

1) 10 uL/ L HCI: 5 mL n-heksana + 4,995 mL EtOH + 0,005 mL osnovne raztopine HCI
2) 100 pL/ L HCI: 5 mL n-heksana + 4,95 mL EtOH + 0,05 mL osnovne raztopine HCI
3) 1 mL/L HCI: 5 mL n-heksana + 4,5 mL EtOH + 0,5 mL osnovne raztopine HCI

4) 10 mL/ L HCI: 5 mL n-heksana + 5 mL osnovne raztopine HCI.

Priprava raztopin vzorca z razli¢nimi topili:
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e V5 mL bucko smo prenesli 25 mg vzorca. Dodali smo 0,5 mL 2 % raztopine necistote
C in 0,5 mL 2 % raztopine necistote F ter dopolnili s topilom, ki je predpisan po
farmakopeji do oznake.

e V5 mL bucko smo prenesli 25 mg vzorca. Dodali smo 0,5 mL 2 % raztopine necistote
C in 0,5 mL 2 % raztopine necistote F ter dopolnili s topilom 4 (¢ = 10 mL/L HCI) do

oznake.

Priprava raztopin brez vzorca z razli¢nimi topili:

100 puL 2 % raztopine necistote C + 100 uL 2% raztopine necistote F + 800 uL topila, ki
je predpisan v farmakopeji.

e 100 uL 2 % raztopine necistote C + 100 uL 2 % raztopine necistote F + 800 uL topila 1.
e 100 uL 2 % raztopine necistote C + 100 uL 2 % raztopine necistote F + 800 uL topila 2.
e 100 pL 2 % raztopine necistote C + 100 pL 2 % raztopine necistote F + 800 pL topila 3.
e 100 pL 2 % raztopine necistote C + 100 pL 2 % raztopine necistote F + 800 pL topila 4.

Pripravljene raztopine smo posneli dvakrat, saj smo hkrati zeleli preveriti §e vpliv mobilne

faze:

» Nespremenjena mobilna faza - mobilna faza predpisana v farmakopeyji.
» Sprememba mobilne faze: zmanjsali smo delez EtOH za 30 % - n-heksan : EtOH
: TFA:DPV =450:35:1:1(VIVIVIV).

Vpliv dodatka kalijevega hidroksida v topilo na ponovljivost retencijskih ¢asov
Pripravili smo raztopino kalijevega hidroksida v etanolu (¢ = 4 mg/mL).

e Topilo: etanolni kalijev hidroksid : n-heksan =1 : 1 (V/V)

Raztopina vzorca:

e V5 mL bucko smo prenesli 25 mg vzorca. Dodali smo 0,5 mL 2 % raztopine necistote
C in 0,5 mL 2 % raztopine necistote F, dopolnili s pripravljenim topilom do oznake ter

raztapljali v ultrazvoéni kopeli. Vzorec se ni raztopil, zato smo raztopino filtrirali.
Vpliv trifluoroocetne kisline in trietilamina

Pripravili smo dve razliéni mobilni fazi:
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» Mobilna faza brez trifluoroocetne kisline = n-heksan : EtOH : DPV =450 :50: 1
(VIVIV).

» Mobilna faza z trietilaminom namesto trifluoroocetne kisline - n-heksan : EtOH :
TEA :DPV =450:50:1:1(VIVIVIV).

Injicirali smo raztopino vzorca, ki je bil pripravljen s topilom, ki je vsebovalo etanolni
kalijev hidroksid.

3.2.3 Validacija optimizirane metode

» Topilo: etanolni kalijev hidroksid : n-heksan=1: 1 (V/V)

Priprava raztopine etanolnega kalijevega hidroksida: 2 g kalijevega hidroksida smo raztopili
v 1000 mL absolutnega etanola.

e Raztopina za dolocitev ustreznosti kromatografskega sistema

V 20 mL merilno bucko smo =zatehtali to¢no okrog 2 mg delovnega standarda
paroksetinijevega klorida in 2 mg necistote C. Dopolnili smo s topilom do oznake in raztopili

s stresanjem v ultrazvocni kopeli. Raztopino smo filtrirali.
e Dodatna raztopina za dolocitev ustreznosti kromatografskega sistema

V 10 mL merilno bucko smo zatehtali to€no okrog 50 mg delovnega standarda
paroksetinijevega klorida in 1 mg necistote C. Dopolnili smo s topilom do oznake in raztopili

s stresanjem Vv ultrazvoéni kopeli. Raztopino smo filtrirali.
e Standardna raztopina necistote C (2 %)

V 20 mL merilno bu¢ko smo zatehtali tocno okrog 2 mg necistote C. Dopolnili smo s topilom

do oznake in raztopili s stresanjem v ultrazvoc¢ni kopeli. Raztopino smo filtrirali.
Vse pripravljene raztopine smo hranili v hladilniku in jih uporabili za nadaljne analize.

3.2.3.1 Natan¢nost znotraj enega dneva

Pripravili smo Sest paralelk vzorca.
e Raztopina vzorca

V 10 mL merilno bucko smo zatehtali to¢no okrog 50 mg vorca. Dopolnili smo s topilom do

oznake in raztopili s stresanjem v ultrazvocni kopeli. Raztopino smo filtrirali.

23



3.2.3.2 Meja vrednotenja in meja zaznavnosti

DL/QL 4: V 100 mL bucko smo odipetirali 2,5 mL standardne raztopine necistote C (2
%) in dopolnili s topilom do oznake.

DL/QL 1: V 10 mL bucko smo odipetirali 2,0 mL raztopine DL/QL 4 in dopolnili s
topilom do oznake.

DL/QL 2: V 10 mL bucko smo odipetirali 4,0 mL raztopine DL/QL 4 in dopolnili s
topilom do oznake.

DL/QL 3: V 10 mL bu¢ko smo odipetirali 8,0 mL raztopine DL/QL 4 in dopolnili s
topilom do oznake.

3.2.3.3 Linearnost

Pripravili smo tri paralelke osnovne raztopine (OSR Lin 1).

Osnovna raztopina (OSR Lin 1):

» V 10 ml bucko smo zatehtali 2 mg necistote C. Dopolnili smo s topilom do oznake in

raztopili s stresanjem v ultrazvoc¢ni kopeli.

Preglednica I: Priprava raztopin za dolo¢anje linearnosti.

Raztopina Volumen Volumen raztopine Koncentracija Koncentracija
bucke [mL] necistote C necistote C
[mL] [%] [ng/mL]
Lin1l 10 4 mL Lin4 0,04 2,0
Lin 2 5 3mL Lin4 0,06 3,0
Lin3 5 4 mL Lin4 0,08 4,0
Lin4 50 2,5 mL Lin7 0,10 5,0
Lin5 10 0,6 mL Lin7 0,12 6,0
Lin6 10 0,42 mL OSR Lin 1 0,17 8,4
Lin7 10 5mL OSR Lin1 2,0 100
Lin8 5 3 mL OSR Lin1 2,4 120
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3.2.3.4 Tocnost
Pripravili smo tri paralelke raztopin za dolocanje to¢nosti (preglednica I).
» Priprava raztopine vzorca

Zatehtali smo 25 mg vzorca v 5 ml bucko. Dopolnili smo do oznake z raztopino iz linearnosti

(preglednica 1) in raztopili s stresanjem v ultrazvo¢ni kopeli. Raztopino smo filtrirali.
Priprava raztopin za to¢nost:

Preglednica Il: Priprava raztopin za dolocanje to¢nosti.

Raztopina Dopolni do znake z Koncentracija Koncentracija
raztopino: necistote C necistote C
[%0] [ng/mL]
QL Lin1 0,04 2,0
100 Lin4 0,10 5,0
120 Lin5 0,12 6,0
170 Lin 6 0,17 8,4

3.2.3.5 Natan¢nost znotraj enega dneva (dodatek necistote C)

Pripravili smo Sest paralelk vzorca.
» Priprava raztopine vzorca

Zatehtali smo 25 mg vzorca v 5 mL bucko. Dopolnili smo do oznake z raztopino iz
linearnosti — Lin 4 (preglednica I) in raztopili s stresanjem v ultrazvo¢ni kopeli. Raztopino

smo filtrirali.

3.2.3.6 Selektivnost

Priprava raztopin:
» 5 % raztopina necistote F

V 10 mL buc¢ko smo zatehtali 2,5 mg necistote F. Dopolnili smo s topilom do oznake in

raztopili s stresanjem v ultrazvoc¢ni kopeli.

» 0,2 % raztopina necistote F
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2,0 mL 5 % raztopine necistote F smo prenesli v 50 mL bucko. Dopolnili smo s topilom do

oznake in raztopili s stresanjem v ultrazvo¢ni kopeli.
» 0,1 % raztopina necistote C

V 20 mL bucko smo prenesli 1,0 mL 2 % raztopine necistote C. Dopolnili smo s topilom do

oznake in raztopili s stresanjem v ultrazvo¢ni kopeli.
» Raztopina vzorca z dodanima necistotama C in F

V 10 mL buc¢ko smo zatehtali 50 mg vzorca. Dodali smo 3 mL topila, 1,0 mL 0,1 % raztopine
necistote C in 400 pL 0,2 % raztopine necistote F. Dopolnili smo s topilom do oznake in

raztopili s stresanjem v ultrazvoéni kopeli. Raztopino smo filtrirali.
» Raztopina vzorca

V 10 mL bucko smo zatehtali 50 mg vzorca. Dopolnili smo s topilom do oznake in raztopili

s stresanjem v ultrazvocni kopeli. Raztopino smo filtrirali.

Pripravljene raztopine smo shranili in selektivnost ponovili $e na drugi koloni.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Optimizacija farmakopejske metode

Farmakopejska metoda se je v praksi v laboratorijih Lek d.d. Ze izkazala kot nezadostno
selektivna. Pred zacetkom Studije smo zato tudi sami preverili ustreznost / neustreznost
metode. Pripravili smo raztopine necistot C in F, raztopini necistot C in F z vzorcem ter
raztopino vzorca. Pripravili smo raztopine neéistot C in F v razli¢nih koncentracijah, in sicer
0,2 % raztopino, 2 % raztopino ter 1 % raztopino. Ugotovili smo, da se pri dodatku obeh
necistot (C in F) raztopini vzorca, obe necistoti izloCita z enakim retencijskim ¢asom (Slika
9). V tem primeru smo na kromatogramu opazili le en kromatografski vrh. Pri raztopini
necistot C in F brez vzorca je prislo do ustrezne locbe kromatografskih vrhov (Slika 10).
Ugotovili smo, da njuni retencijski ¢asi niso ponovljivi in se spreminjajo v obmo¢ju + 3 min.
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Slika 9: Kromatogram 0,2 % raztopine necistot C in F ob prisotnosti paroksetinijevega
klorida.
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Slika 10: Kromatogram 1 % raztopine necistot C in F brez prisotnosti paroksetinijevega

klorida.

V okviru raziskave smo poskusali s spreminjanjem razli¢nih kromatografskih parametrov
lociti necistoti C in F v raztopini vzorca, v raztopini brez vzorca pa sta bili necistoti ze
ustrezno lo¢eni. Cilj je bil obdrzati enake retencijske Case necistot v samostojni raztopini in
Vv raztopini vzorca, kar je sicer obi¢ajno pri vseh kromatografskih metodah. Pri raziskavi

smo tako preverili naslednje parametre:
» Vpliv deleza n-heksana in topila

Preverili smo tudi kako s spreminjanjem deleza raztopine vzorca z ne€istotama C in F, n-
heksana ter topila vplivamo na lo¢bo kromatografskih vrhov. Pri injiciranju 0,9 mL n-
heksana in 0,3 mL raztopine vzorca z necistotama je prislo do boljSe locbe kromatografskih
vrhov kot pri injiciranju enakega deleza obeh raztopin. Ugotovili smo, da ve¢ji delez n-
heksana vpliva na bolj$o locbo kromatografskih vrhov. Pripravili smo tudi raztopino, kjer
smo namesto n-heksana uporabili topilo. Injicirali smo 0,9 mL topila in 0,3 mL raztopine
vzorca z neistotama. V tem primeru je priSlo do enake locbe kromatografskih vrhov, kot
pri dodatku n-heksana. Kljub temu, da je pri omenjenih poskusih prislo do nakazane loc¢be

kromatografskih vrhov necistot, Se vedno nismo dosegli ponovljivih retencijskih ¢asov.
» Vpliv sestave mobilne faze

Preverili smo Se, kako sestava mobilne faze vpliva na premikanje kromatografskih vrhov.
Pripravili smo mobilno fazo z zmanjsanim delezem etanola (s 100 % na 70 %). Pri 0,2 %

raztopini necistot z vzorcem je prislo do locbe kromatografskih vrhov obeh necistot (slika
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11). Pri 2 % raztopini necistot z vzorcem pa je priSlo le do nakazane locbe locbe
kromatografskih vrhov necistot C in F (slika 12). Ugotavljali smo tudi vpliv spremembe
deleza trifluoroocetne kisline ter obeh komponent (etanola in tifluorocetne kisline) hkrati.
Pri zmanj$anju deleza trifluorocetne kisline (s 100 % na 70 %) smo opazili nakazano lo¢bo
kromatografskih vrhov pri 2 % raztopini necistot z vzorcem, medtem ko pri 0,2 % raztopini
necistot z vzorcem do locbe ni prislo (sliki 13 in 14). Pri zmanj$anem delezu etanola in
trifluorocetne kisline je prislo do nakazane loc¢be kromatografskih vrhov pri 0,2 % raztopini
necistot z vzorcem, medtem ko pri 2 % raztopini necistot z vzorcem do lo¢be ni prislo (slika
15). Pripravili smo tudi mobilno fazo brez dodatka trifluorocetne kisline (n-heksan : EtOH :
DPV =450 : 50 : 1 (V/V/V)). Pri tem smo opazili premik kromatografskih vrhov v desno,
kar pomeni, da so bili retencijski asi daljsi. Zeleli smo preveriti tudi, kak$en je vpliv dodatka
baze v mobilno fazo. Trifluorocetno kislino v mobilni fazi smo zato zamenjali s
trietilaminom (n-heksan : EtOH : TEA : DPV =450:50:1: 1 (V/V/V/V)). V tem primeru

je prislo do premika kromatografskih vrhov v levo, kar pomeni, da so se retencijski ¢asi

skrajsali.
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Slika 11: Kromatogram 0,2 % raztopine necistot C in F ter paroksetinijevega klorida pri

zmanjSanem deleZu etanola v mobilni fazi.
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Slika 12: Kromatogram 2 % raztopine necistot C in F ter paroksetinijevega klorida pri

zmanj$anem delezu etanola v mobilni fazi.
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Slika 13: Kromatogram 2 % raztopine necistot C in F ter paroksetinijevega klorida pri

zmanjSanem delezu trifluorocetne kisline v mobilni fazi.
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Slika 14: Kromatogram 0,2 % raztopine necistot C in F ter paroksetinijevega klorida pri

zmanj$anem delezu trifluoroocetne kisline v mobilni fazi.
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Slika 15: Kromatogram 0,2 % raztopine necistot C in F ter paroksetinijevega klorida pri
zmanjSanem trifluoroocetne kisline in etanola v mobilni fazi.
» Vpliv temperature kolone

Preverili smo tudi, kako temperatura kolone vpliva na ponovljivost retencijskih Casov.
Temperaturo kolone smo povisali za 10 °C. Ugotovili smo, da sprememba temperature
kolone iz 30 °C na 40 °C ne pripomore k izboljSanju ponovljivosti retencijskih ¢asov. Prav

tako ni priSlo do boljSe lo¢be kromatografskih vrhov.
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» Vpliv dodatka kisline

Ker smo zeleli preveriti vpliv dodatka Kisline na premikanje kromatografskih vrhov, smo
pripravili osnovne raztopine klorovodikove kisline razli¢nih koncentracij. Pripravili smo
raztopino vzorca in necistot s topilom, ki je predpisan po farmakopejskem postopku ter
raztopino vzorca in necistot s topilom, ki je vsebovalo dodatek razli¢nih koncentracij
klorovodikove kisline. Prav tako smo pripravili tudi same raztopine necistot s topilom, ki je
predpisan po farmakopejskem postopku, ter s topilom, Ki je vseboval razli¢ne koncentracije
klorovodikove kisline. Pripravljene raztopine smo posneli dvakrat, in sicer z mobilno fazo,
ki je predpisana v farmakopeji ter s spremenjeno mobilno fazo z zmanjSanim delezem
etanola (s 100 % na 70 %). Ugotovili smo, da razlicne koncentracije klorovodikove kisline
v topilu ne pripomorejo k izboljSanju ponovljivosti retencijskih ¢asov. V primeru mobilne
faze z zmanj$anim delezem etanola smo opazili daljse retencijske Case (Slika 16). Prav tako
je bila opazna nekoliko boljsa lo¢ba kromatografskih vrhov. Pri uporabi mobilne faze, ki je
predpisana v farmakopeji, do lo¢be kromatografskih vrhov necistot ni prislo (slika 17).
Slednje smo opazili le pri raztopini vzorca z neéistotama, pri samih raztopinah necistot pa je

do lo¢be prislo.
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Slika 16: Kromatogram 2 % raztopine necistot C in F ter paroksetinijevega klorida pri

uporabi mobilne faze z zmanjSanim delezem etanola.
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Slika 17: Kromatogram 2 % raztopine necistot C in F ter paroksetinijevega klorida pri

uporabi mobilne faze, Ki je predpisana v farmakopeji.

» Vpliv dodatka baze v topilo

Ugotovili smo, kakSen vpliv ima dodatek kisline k topilu, zato smo zeleli preveriti tudi vpliv
dodatka anorganske baze. Kot topilo smo pripravili etanolno raztopino kalijevega hidroksida
v n-heksanu. Pripravljena raztopina vzorca z neéistotama, je bila motna. Ugotovili smo, da
je pojav motnosti posledica reakcije med HCI paroksetinijevega klorida ter KOH prisotnim
v topilu. Pri reakciji nevtralizacije med kislino (HCI) in bazo (KOH) je namre¢ prislo do
nastanka KCI:

HCI (aq) + KOH (aq) — KCI (aq) + H20 (1)

Glede na predhodne ugotovitve smo prisli do hipoteze, da sta necistoti C in F v neionizirani
obliki. Pri dodatku necistot k vzorcu v visoki koncentraciji pride do prenosa ionov HCI iz
paroksetinijevega klorida na necistoto. Molekule necistote postanejo s tem tudi bolj polarne.
Bolj polarne molekule potrebujejo dalj ¢asa, da prepotujejo skozi kromatografsko kolono.
To ima za posledico daljse retencijske Case. Ugotovitev, da imajo necistote drugacen
retencijski ¢as, ¢e so injicirane same kot, ¢e so dodane vzorcu kaZze na neustreznost
kromatografske metode. Retencijski Cas je v kromatografiji eden glavnih pokazateljev
identifikacije. Dodaten problem, poleg premika retencijskega ¢asa je bil v naSem primeru $e

dejstvo, da sta necistoti eluirali pri enakem retencijskem casu. Pri dodatku KOH topilu pa
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pride do nevtralizacije kislih ionov v raztopini vzorca. Necistoti C in F ostancta v

neionizirani obliki, kar pomeni, da retencijski ¢asi obeh necistot ostanejo nespremenjeni.

Opisano hipotezo smo preverili z injiciranjem raztopine vzorca z ne¢istotama ter posameznih
raztopin necistot C in F. Ugotovili smo, da je pri uporabi spremenjenega topila (dodatek
KOH) prislo do ustrezne lo¢be kromatografskih vrhov obeh necistot (slika 18). Prav tako
smo opazili, da smo s spremembo topila dosegli ustrezno ponovljivost retencijskih ¢asov.
Kromatografska vrhova necistot sta bila namre¢ pri raztopini vzorca z dodanima necistotama
C in F na istem mestu, kot ¢e bi injicirali le posamezni necistoti. Z dobljenimi rezultati smo
potrdili naso hipotezo o vplivu baze (KOH) na lo¢bo kromatografskih vrhov in ponovljivost

retencijskih Casov.
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Slika 18: Kromatogram 2 % raztopine necistot C in F ter paroksetinijevega klorida pri

spremembi topila - dodatek kalijevega hidroksida.

4.2 Validacija optimizirane metode

Po optimizaciji analitske metode smo ustreznost optimizirane metode preverili z validacijo.

Rezultate, ki smo jih pridobili pri validaciji smo primerjali na kriterije ustreznosti podane v

preglednici 11I.
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Preglednica I1l: Validacijski parametri in Kriteriji ustreznosti.

VREDNOTENI KRITERIJI
PARAMETRI
Natan¢nost znotraj enega  RSD (n > 6):
dneva < 2,5 % za nivo necistot > 5 %

<5 % za nivo necistot od 0,6 — 5 %
<10 % za nivo necistot od 0,3 — 0,5 %
<20 % za nivo necistot od 500 ppm — 0,2 %
<30 % za nivo necistot < 500 ppm
Natan¢nost znotraj enega  RSD (n > 6):
dneva (dodatek ne€istote v <2.5 % za nivo necistot > 5 %
VZOrec) <5 % za nivo necistot od 0,6 — 5 %
<10 % za nivo necistot od 0,3 — 0,5 %
<20 % za nivo necistot od 500 ppm — 0,2 %
<30 % za nivo necistot < 500 ppm
Povprecni izkoristki:
95105 % (> 5 %)
90 -110 % (0.6 — 5 %)
80 —120 % (0.3—0.5 %)
70 — 130 % (500 ppm — 0.2 %)
60 — 140 % (< 500 ppm)

Meja zaznavnosti in meja  Povprecni izkoristki:
vrednotenja 95-105% (> 5 %)
90 — 110 % (0.6 — 5 %)
80 — 120 % (0.3 — 0.5 %)
70 — 130 % (500 ppm — 0.2 %)
60 — 140 % (< 500 ppm)
Meja zaznavnosti (DL):

Razmerje signal —sum>3:1ali2: 1
Meja vrednotenja (QL):

Razmerje signal —sum>10:1
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Linearnost

Tocnost

Selektivnost

Izracuni:

Dobljena koncentracija:

r>0.98

% odseka na osi y glede na 100 % konc, standarda:

+ 25 % glede na konc. standardne raztopine < 0.5 %
+ 10 % glede na konc. standardne raztopine 0.5 - 1 %
+ 5 % glede na konc. standardne raztopine > 1 %

Povprecéni izkoristek za vsak nivo:

za nivo necistot < 500 ppm: 60 — 140 %

za nivo necistot od 500 ppm — 0,2 %: 70 — 130 %

za nivo necistot od 0,3 — 0,5 %: 80 — 120 %

za nivo necistot od 0,6 — 5 %: 90 — 110 %

za nivo necistot >5 %: 95 — 105 %

RSD (n = 3):

< 2,5 % za nivo necistot > 5 %

<5 % za nivo necistot od 0,6 — 5 %

<10 % za nivo necistot od 0,3 — 0,5 %

<15 % za nivo necistot od 500 ppm — 0,2 %

<20 % za nivo necistot < 500 ppm

Na mestu odzivov necistot ne sme biti nobenega odziva
topila, mobilne faze; necistote morajo biti lo¢ene med

seboj in odziva zdravilne u¢inkovine.

(Avz/Ast) * Cst (ng/mL) = (Av/Ast) * mgt * (P/100)/Rst #1000 * 1/F

o Az = povrsina vzorca

o Ast= povrsina standarda

o Cst = koncentracija standarda

o Mst = masa standarda

o P = vsebnost standarda (97 %)
. Rst = redCenje standarda (20)
o Fo = faktor odzivnosti (1)

Dodana koncentracija:
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Mvz * (P/100) / R * 1000

. Myz = Masa vzorca
. P = vsebnost standarda
. Rvz= redcenje vzorca
Izkoristek:

Dobljena konc. / Dodana konc. * 100

Pred zacetkom validacije smo pripravili sistem ter preverili ustreznost kromatografskega

sistema. Rezultati so ustrezali SST parametrom, zato smo lahko zaceli z validacijo analitske

metode.
Raztopina standarda: SST raztopina:
RSD (n=6) < 10,0 % T<2,5
SN > 400 R (necistota C/paroksetinijev klorid) > 2,0

4.2.1 Natan¢nost znotraj enega dneva (realen vzorec)

Pripravili smo raztopino vzorca v Sestih paralelkah in izracunali RSD Sestih injiciranj
raztopine vzorca (preglednica IV). Ugotovili smo, da v realnem vzorcu neéistota C ni

prisotna.

Preglednica IV: Izrac¢un RSD S$estih injiciranj vzorca.
St. injiciranj Povrsina
vzorca
pod QL
pod QL
pod QL
pod QL
pod QL
pod QL

o OB W N

Povprecdje n.p.
SD n.p.
RSD n.p.
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4.2.2 Natan¢nost znotraj enega dneva (dodatek necistote C v realen vzorec)

Natanc¢nost znotraj enega dneva smo dolocali tako, da smo pripravili raztopine vzorcev z
dodano necistoto C pri 100 % specifikacijski koncentraciji necistote C, ki je 0,1 %.
Natanc¢nost Smo dolocali v Sestih paralelkah (preglednica V). Dokazali smo, da vsi dobljeni
rezultati ustrezajo, saj so vsi znotraj kriterija 100 % + 30 %. Izracunali smo tudi RSD S$estih
injiciranj pripravljene raztopine (preglednica VI). Ugotovili smo, da rezultati ustrezajo

zahtevam (RSD < 20), torej je metoda ustrezno ponovljiva znotraj enega dneva.

Preglednica V: Izrac¢un dodane koncentracije, dobljene koncentracije ter izkoristka pri 100

% specifikacijski koncentraciji necistote C.

. 2 c O —_ —_ X
58855 Eg&-—' .%'j' E go'g gdd %,_,
9 > 29 g83&2 £ 2 EcE =ck& =¥
0O  §5£= zE 2 2¢® 88y g=
S < ;g > X 5 2 o A - = o = N
0,0977% 2,015 400 15074 4,8864 4,1159 84,23
0,0977% 2,015 400 14305 4,8864 3,9060 79,94
0,0977% 2,015 400 13701 4,8864 3,7410 76,56
0,0977% 2,015 400 13352 4,8864 3,6457 74,61
0,0977% 2,015 400 14017 4,8864 3,8273 78,33
0,0977% 2,015 400 12449 4,8864 3,3992 69,56

* Na zacetku smo pripravili raztopino standarda, ki smo jo hranili v hladilniku in uporabljali
skozi celotno validacijo analitske metode. Rezultati so pridobljeni z upoStevanjem zatehte

omenjenega standarda.
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Preglednica VI: Izratun RSD Sestih injiciranj raztopine vzorca z dodano necistoto C pri

100 % specifikacijski koncentraciji necistote C.

St. injiciranj Povrsina
vzorca

1 15074

2 14305

3 13701

4 13352

5 14017

6 12449
Povprecje 13816,33

SD 889,86

RSD 6,44

4.2.3 Dolocanje meje zaznavnosti in meje vrednotenja

Validacijska parametra, ki smo ju dolocali sta bila meja zaznavnosti (DL) in meja
vrednotenja (QL). Meja zaznavnosti je najnizja koncentracija analita v vzorcu, katerega z
doloc¢eno analitsko metodo e zaznamo, ni pa nujno, da jo lahko tudi kvantitativno dolo¢imo.
Meja vrednotenja pa je najnizja koncentracija analita v vzorcu, ki jo lahko kvantitativno
dolo¢imo. Za dolocitev DL in QL smo pripravili raztopine necistote C v koncentracijah od
0,01 % do 0,05 % (preglednica VII). Za DL smo dolo¢ili koncentracijo 0,01 %, saj Smo pri
omenjeni koncentraciji neéistote C ze zaznali kromatografski vrh (slika 19). Dobljeni
rezultat S/N tudi ustreza kriteriju (razmerje signal —Sum >3 : 1). ICH smernice predpisujejo,
da mora biti QL vsaj 0,05 % ali nizji. Za QL smo tako dolo¢ili 0,04 % koncentracijo necistote
C, kar $e vedno ustreza kriteriju (razmerje signal — Sum > 10 : 1) (slika 20) (44). Pridobljeni
izkoristki so bili prav tako ustrezni. Specifikacijska meja necistote C je 0,1%. Glede na

specifikacijsko mejo necistote C so vsi izbrani parametri ustrezni.

39



Preglednica VII: Izracun RSD, dodane koncentracije, dobljene koncentracije, izkoristka ter

razmerja signal/Sum pri dolocanju meje zaznavnosti in meje vrednotenja.

% C glede na
konc
glavne uc.

0,05%
0,04%
0,02%
0,01%

V vzorcu
*Zatehta

standarda
necistote C

2,015
2,015
2,015
2,015

= o

T 5T =

E BE &
L - >

1~ 9]

800,00 6

1000,00 6

2000,00 6

4000,00 6

injiciranj

<

g2 °
8046 3,95
6379 4,12
3350 5,59
1848 7,17

Dodana
konc
[ng/mL]

2,4432
1,9546
0,9773
0,4886

Dobljena
konc.
[ng/mL]

2,3247
1,8431
0,9679
0,5339

Izkoristek
[%0]

95,15
94,30
99,04
109,27

SIN

89,5
72,6
35,4
17,6

* Na zacetku smo pripravili raztopino standarda, ki smo jo hranili v hladilniku in uporabljali

skozi celotno validacijo analitske metode. Rezultati so pridobljeni z upostevanjem zatehte

omenjenega standarda.
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Slika 19: Kromatogram 0,01 % raztopine necistote C — DL.

T
20,00 25,00

Cas (min)

40

30,00

45,00



0030

002
0,020
o5 E
o
2 P
i .
L&)
L&)
[+
005 e
(a8
o
0.000 S gt
'n E:F T T T T T T T T
0,00 5,00 10,00 15, 00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 4500

Cas (min)
Slika 20: Kromatogram 0,04 % raztopine necistote C — QL.

4.2.4 Linearnost

Eden od parametrov validacije je tudi linearnost, pri ¢emer dolo¢amo linearnost odziva glede
na koncentracijo. Pripravili smo 3 osnovne raztopine necistote C, in sicer tako, da smo
zatehtali necistoto C v treh paralelkah. Linearnost odziva smo dolocali tako, da smo
pripravili raztopino necistote C v osmih razli¢nih koncentracijah (preglednica V111, IX in X).
Za najnizjo koncentracijo smo pripravili raztopino v koncentraciji, ki smo jo dolo¢ili za QL.
Nato smo pripravili dodatno red¢ene raztopine v obmoc¢ju med QL in 0,12 % necistote C
glede na koncentracijo glavne uéinkovine v vzorcu. Ker je bila koncentracija standardne
raztopine 2 %, smo dodatno pripravili Se raztopine v obmocju med 0,17 % in 2,40 %
necistote C glede na koncentracijo glavne u¢inkovine v vzorcu. S tem smo pokrili tudi 120
% standardne koncentracije in ugotovili linearnost skozi celotno koncentracijsko obmocje

analitske metode.
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Preglednica VIII: Izratun dodane koncentracije in dobljene koncentracije pri dolo¢anju

linearnosti odziva za prvo paralelko.

LINEARNOST 1
% C glede na

konc. glavne Reddenje - 2eil[jEie Dodana konc.
- . Povrsina konc.
ucinkovine v [mL] [ng/mL] [ng/mL]
vzorcu s

0,04 1000,00 6429 1,9516 2,0399
0,06 666,67 8492 2,9275 2,6945
0,08 500,00 11273 3,9033 3,5769
0,10 400,00 14044 4,8791 4,4561
0,12 333,33 18035 5,8549 5,7225
0,17 238,10 24654 8,1969 7,8226
2,00 20,00 279241 97,5820 88,6024
2,40 16,67 336467 117,0984 106,7600

Preglednica IX: Izraéun dodane koncentracije in dobljene koncentracije pri dolo¢anju

linearnosti odziva za drugo paralelko.

LINEARNOST 2

% C glede na Redcenje Povr§ina  Dodana konc. = Dobljena konc.
konc. glavne [mL] [ng/mL] [mg/mL]
ucéinkovine v
vzorcu
0,04 1000,00 5939 1,9449 1,8844
0,06 666,67 8118 2,9173 2,5758
0,08 500,00 11789 3,8897 3,7406
0,10 400,00 14190 4,8621 4,5024
0,12 333,33 18648 5,8346 5,9170
0,17 238,10 23429 8,1684 7,4340
2,00 20,00 273464 97,2425 86,7693
2,40 16,67 345610 116,6910 109,6610
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Preglednica X: Izra¢un dodane koncentracije in dobljene koncentracije pri dolocanju

linearnosti odziva za tretjo paralelko.

LINEARNOST 3

% C glede na Redcenje PovrSina Dobljena Dodana konc.
konc. glavne [mL] konc. [ng/mL]
uéinkovine v [ug/mL]
vzorcu
0,04 1000,00 5464 1,9400 1,7337
0,06 666,67 8591 2,9100 2,7259
0,08 500,00 11213 3,8800 3,5579
0,10 400,00 14046 4,8500 4,4568
0,12 333,33 17403 5,8200 5,5219
0,17 238,10 22741 8,1480 7,2157
2,00 20,00 279756 97,0000 88,7658
2,40 16,67 329275 116,4000 104,4780

Preglednica XI: Izracun standardnega odklona in relativnega standardnega odklona za tri

paralelke.
% C glede na konc. Povpredje SD (n=3) RSD (n=3)
glavne ucinkovine v povrsin (n=3)
VZOrcu
0,04 5944 482,52 8,12
0,06 8400 249,47 2,97
0,08 11425 316,66 2,77
0,10 14093 83,72 0,59
0,12 18029 622,52 3,45
0,17 23608 968,98 4,10
2,00 277487 3493,52 1,26
2,40 337117 8186,90 2,43

Ustreznost linearnega odziva smo dolo¢ili na podlagi enacbe umeritvene premice (slika 24).
Parametra s katerima opisujemo odmik posameznih to¢k od regresijske premice sta
korelacijski koeficient in odsek na osi y. Pri linearni regresiji, korelacijski koeficient r izraza
delez variance odvisne spremenljivke, ki je pojasnjena z neodvisno spremenljivko (45). Pri

tem odvisno spremenljivko predstavlja plos¢ina kromatografskega vrha ter neodvisno
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spremenljivko koncentracija. Glede na vrednosti r podane v preglednici XII lahko
zaklju¢imo, da je metoda linearna, saj vse vrednosti ustrezajo kriteriju r > 0,98. S tem smo
dokazali, da je metoda linearna v obmo¢ju med 0,04 % in 2,40 % necistote C glede na
koncentracijo glavne ucinkovine v vzorcu. Ustrezni so tudi vsi odseki na y-osi, saj le ti ne
smejo presegati 5 % odziva pri 100 % koncentraciji specifikacijske meje. Preglednica XI
prikazuje izra¢un standardnega odklona in relativnega standardnega odklona za vse tri
paralelke. Na sliki 21, 22 in 23 so prikazani reziduali v odvisnosti od koncentracijo za vsako
paralelko. Ustrezni so vsi parametri (izkoristek, RSD), saj so vse vrednosti znotraj kriterijev
(100 % + 30 %).

Preglednica XII: Izra¢un naklona umeritvene premice, odseka na osi y in

determinacijskega koeficienta r za vse tri paralelke.

LINEARNOST 1 LINEARNOST 2 LINEARNOST 3
Naklon 2863,4694 Naklon 2899,9755 Naklon 2848,9392
Odsek na 568,5108 Odsek na osi 87,1051 Odsek na 255,3485
osiy y 0si y
r 1,0000 r 0,9995 r 0,9999
r 1,0000 r 0,9990 r? 0,9999
Reziduali 272,0277 Reziduali 211,8775 Reziduali - 318,2906

- 459,2030 -429,1312 45,2383
- 472,4337 421,8601 - 96,2328
- 495,6645 2,8514 - 26,7038
701,1048 1640,8427 566,8251
613,9510 - 346,1781 - 727,5054
- 750,5839 -8623,9740 3153,5453
590,8015 7121,8518 - 2596,8760
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Slika 21: Prikaz rezidualov v odvisnosti od koncentracije za prvo paralelko.
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Slika 22: Prikaz rezidualov v odvisnosti od koncentracije za drugo paralelko.
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Slika 23: Prikaz rezidualov v odvisnosti od koncentracije za tretjo paralelko.
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Slika 24: Graf potrditve linearnosti odziva v obmocju od 0,04 % do 2,4 % za necistoto C.

42,5 Toclnost

Toc¢nost metode smo dokazovali tako, da smo pripravili raztopino vzorca v §tirih razli¢nih
koncentracijah (preglednica XIII). Za najnizjo koncentracijo smo pripravili raztopino v
koncentraciji, ki smo jo dolo¢ili za QL. Nato smo pripravili raztopine v obmo¢ju med QL in
0,17 % necistote C glede na koncentracijo glavne u¢inkovine v vzorcu. To¢nost smo dolocali
v treh paralelkah. Ustrezni so vsi parametri (izkoristek, RSD), saj so vse vrednosti znotraj
kriterijev (100 % + 30 %). Preglednica XIV prikazuje izratune povpreénih izkoristkov od

QL do 170 % specifikacijske meje necistote C za posamezno paralelko.
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Preglednica XIII: Izra¢un dodane koncentracije, dobljene koncentracije ter izkoristka za

vrednosti od QL do 170 % specifikacijske meje necistote C.

© $)
c =) &) c X
£33 S 2 < S— © ~
§o82E 5835 57 & (T 2¢% g
>S8ZY EZE ZBE 3 S SSa S5
o~ oS> Nog o I~ 82 /872
S = = a -
QL: 1. paral. 0,04% 2,012 100000 6741  1,9516 1,8406 94,31
QL: 2. paral. 0,04% 2,005 100000 6339 19449 1,7309 89,00
QL: 3. paral. 0,04% 2,000 100000 5684 19400 1,5520 80,00
100%: 1. paral. 0,10% 2,012 40000 15074 48791 4,1159 84,36
100%: 2. paral. 0,10% 2,005 40000 14305 4,8621 3,9060 80,34
100%: 3. paral. 0,10% 2,000 40000 13701 48500 3,7410 77,13
120 %: 1. paral. 0,12% 2012 33333 17117 58549 4,6738 79,83
120 %: 2. paral. 0,12% 2,005 33333 15393 58346 4,2030 72,04
120 %: 3. paral. 0,12% 2,000 33333 17225 58200 4,7033 80,81
170 %: 1. paral. 0,17% 2012 23810 23242 81969 6,3462 77,42
170 %: 2. paral. 0,17% 2,005 238,10 24142 81684 65919 80,70
170 %: 3. paral. 0,17% 2,000 238,10 22664 81480 6,1884 7595

* Pr1 doloCanju linearnosti smo pripravili tri osnovne raztopine necistote C za vsako
paralelko. Omenjene raztopine smo nato uporabili pri pripravi posamezne raztopine vzorca

za doloc¢anje to¢nosti.
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Preglednica XIV: Izracun povprecnih izkoristkov od QL do 170 % specifikacijske meje

necistote C za posamezno paralelko.

Povpreéni izkoristki C za QL, 100 %,
120 % in 170 %

X (%) 87,77
QL SD 7,23
RSD (%) 8,24
X (%) 80,61
100% SD 3,62
RSD (%) 4,49
X (%) 77,56
120%  SD 4,81
RSD (%) 6,20
X (%) 78,02
170% SD 2,43
RSD (%) 3,11

4,2.6 Selektivnost

Pripravili smo raztopine necistote C, necistote F, raztopino vzorca z obema necistotama ter
raztopino vzorca. Ugotovili smo, da tudi sama zdravilna ué¢inkovina paroksetinijev klorid ze
vsebuje necistoto F (slika 25). Ta se je namre¢ pojavljala skozi celotno analizo Prav tako
smo ugotovili, da s spremenjenim topilom (dodatek KOH) dosezemo zahtevano selektivnost,
saj sta kromatografska vrha necistot C in F ustrezno lo¢ena (slika 28). Nas cilj je bil tudi
doseci ponovljivost retencijskih ¢asov. Injicirali smo posamezni raztopini ne€istot C in F ter
raztopino obeh necistot skupaj z vzorcem. Dokazali Smo ponovljivost retencijskih ¢asov, saj
sta se kromatografska vrha posameznih necistot C in F pojavila ob istem retencijskem casu
kot v primeru necistot C in F s paroksetinijevim kloridom (slika 26 in 27). Ustrezno
selektivnost smo preverili tudi na koloni z drugo serijsko stevilko. Pri tem je priSlo do

primerljive lo¢be in ponovljivosti retencijskih ¢asov.
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Slika 25: Kromatogram vzorca paroksetinijevega klorida.
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Slika 26: Kromatogram necistote F paroksetinijevega klorida.
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Slika 27: Kromatogram necistote C paroksetinijevega klorida.
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Slika 28: Kromatogram lo¢be neéistot C in F ob prisotnosti paroksetinijevega klorida.
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5 SKLEP

Cilj magistrskega dela je bila optimizacija farmakopejske metode za dolocitev necistote C
paroksetinijevega klorida, ki se je v praksi izkazala kot neselektivna. V prvem koraku smo
preverili analitsko metodo in tudi sami ugotovili, da ni ustrezna. Kromatografska vrhova
necistot C in F sta se namre¢ eluirala z istim retencijskim c¢asom. Prav tako smo ugotovili,
da retencijski Casi necistot ter vzorca niso ponovljivi. Raziskali smo vpliv razlicnih
parametrov, ki bi lahko vplivali na neustreznost analitske metode. Prisli smo do zakljucka,

da dodatek KOH topilu pripomore k izboljsani lo¢bi in ponovljivosti retencijskih ¢asov.

Ustreznost optimizirane metode smo preverili z validacijo. Pri tem smo ovrednotili nekaj

klju¢nih validacijskih parametrov ter prisli do naslednjih zakljuckov:

» Metoda je natan¢na.

» Za mejo zaznavnosti smo dolo¢ili koncentracijo 0,01 % ter za mejo vrednotenja 0,04
% koncentracijo necistote C.

» Metoda je linearna v obmocju med 0,04 % in 2,40 % necistote C glede na koncentracijo
glavne ucinkovine v vzorcu.

» Metoda je to¢na v obmoc¢ju med 0,04 % in 0,17 % necistote C glede na koncentracijo
glavne ucinkovine v vzorcu..

» Metoda je selektivna, saj na mestu odzivov necistote C ni bilo nobenega drugega
odziva. Necistoti C in F sta bili med seboj zadovoljivo loceni. Prav tako pa je prislo

tudi do ustrezne lo¢be med necistotama ter zdravilno ué¢inkovino.

Glede na ustreznost validacijskih parametrov lahko zaklju¢imo, da je bila metoda ustrezno
optimizirana. Najvec¢ji problem je predstavljala locba necistot C in F, ki pa smo ga
zadovoljivo resili. Prav tako smo odpravili tudi tezavo glede ponovljivosti retencijskih
Casov. Za zagotovo potrditev uspesne validacije bi bilo v prihodnje smiselno izvesti tudi

ostale validacijske parametre (npr. rigidnost).

Taksno metodo bi lahko v prihodnosti uporabili za dolocitev necistote C paroksetinijevega
klorida ter s tem nadomestili obstojeco farmakopejsko metodo. Kot taka, bi se lahko
analitska metoda uporabljala v farmacevtski industriji za izvajanje rutinskih analiz z

zadovoljivo kakovostjo dobljenih rezultatov.
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