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POVZETEK

Ucinkovina ubidekarenon je bolj poznana pod imenom koencim Q. Uporabnikom je na
voljo v hrani, prehranskih dopolnilih, zdravilih in kozmeti¢nih izdelkih. Med izdelki s
koencimom Q¢ je najpogostejSa formulacija oljna suspenzija koencima Q;o v mehkih
kapsulah, ki lahko imajo status zdravila ali prehranskega dopolnila. Zakonodajni predpisi
za zdravila ali prehranska dopolnila se med seboj moc¢no razlikujejo. Zaradi pogoste
uporabe izdelkov, ki vsebujejo koencim Q 9, je preverjanje kakovosti Se kako potrebno.

Za dolocanje vsebnosti proucevane spojine potrebujemo obcutljive in selektivne analizne
metode, ki so sposobne razlikovati med spojino in njej podobnimi molekulami (opisane v
monografiji ubidekarenon evropske farmakopeje). Zato je bil namen nasega dela izbrati
ustrezno analitsko metodo tekoCinske kromatografije visoke locljivosti in jo po potrebi
prilagoditi za ugotavljanje vsebnosti ubidekarenona v mehkih kapsulah. V okviru
diplomske naloge smo preverili katere metode dolocanja koencima Qo v mehkih kapsulah
so opisane v literaturi. Izbrali smo metodo, ki je opisana v monografiji za ubidekarenon
kapsule v USP (United States Pharmacopeia) farmakopeji. Nato smo izvedli vrednotenje
HPLC metode. Tako smo potrdili primernost kromatografskih pogojev za analizo
koencima Qo in ugotovili, da metoda daje zanesljive ter ponovljive rezultate.

Preverili smo tudi ucinkovitost ekstrakcije koencima Q¢ za pripravo vzor¢nih raztopin. V
ta namen smo na morebitno prisotnost zaostalega koencima Q;¢ analizirali usedlino, ki
ostane v bucki pri pripravi vzorcev, in ovojnice kapsul. Na osnovi rezultatov smo
zakljucili, da je ekstrakcija z izbrano zmesjo topil (n-heksan in brezvodni etanol v razmerju
5:2 (v/v)) ustrezna.

Z metodo HPLC smo analizirali razli¢ne vzorce kapsul z vsebnostjo 30 mg koencima Q i,
ki so dostopne na slovenskem trziS¢u. Rezultati kazejo, da je vsebnost celokupnega
koencima Q;¢ v vseh analiziranih vzorcih v intervalu od 27 do 33 mg. Po metodi, ki ne
vkljucuje pretvorbe reducirane oblike koencima Qo v oksidirano obliko smo v analiziranih

vzorcih ugotovili za ubidekarenon vrednosti, ki so nizje od vrednosti za celokupni koencim

QlO.

il
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SEZNAM OKRAJSAV

ATP

CTD
DNA
FDA

HPLC

JAZMP
LDL

OSL

PVD (RDA)
VLDL
HMG-CoA

ZIRS

adenozintrifosfat

skupni tehni¢ni dokument (common technical document)
deoksiribonukleinska kislina

Zvezna agencija za zdravila in hrano (Food and Drug administration)
tekocinska kromatografija visoke loc¢ljivosti

(High Performance Liquid Chromatography)

Javna agencija RS za zdravila in medicinske pripomocke
lipoproteini nizke gostote (low density lipoprotein)

opazen varni odmerek (observed safe level)

priporocen dnevni vnos (Recommended Daily Allowance)
lipoproteini zelo nizke gostote (very low-density lipoprotein)
3-hidroksi-3-metil-glutaril koencim A

Zdravstveni inSpektorat Republike Slovenije
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1 UVOD

Koencim Qo ali ubidekarenon je naravna snov, prisotna v vsaki zivi celici telesa. Je
izredno mocan antioksidant. Nujno je potreben za optimalno delovanje vseh vrst celic.
Sodeluje v Stevilnih procesih nastajanja energije znotraj celice - to energijo celice
potrebujejo za zivljenje, oziroma za vse funkcije, ki jih opravljajo.

Najvecja koncentracija koencima Q¢ je v sréni misici, jetrih, ledvicah in vranici.

Koencim Qo telo proizvaja samo, vendar z leti koli¢ina v telesu proizvedenega koencima
Q10 hitro upada. Nekatera zdravila Se dodatno zavirajo nastajanje koencima Qo v telesu.
Koencim Qo je v majhnih koli¢inah prisoten tudi v hrani, vecje koli¢ine pa vsebujejo
prehranska dopolnila in zdravila. Indikacijsko podrocje za klinicno rabo koencima Qi je
mocno razsirjeno. Dodajanje koencima Qo nima nobenih znanih nezelenih ucinkov.

Na trziS€u prisotni izdelki s koencimom Q;o v farmacevtskih oblikah imajo status
prehranskih dopolnil in zdravil. Posamezno zakonodajno podro¢je za zdravila in
prehranska dopolnila urejajo razli¢ni predpisi.

Zaradi pogoste uporabe tovrstnih izdelkov je preverjanje kakovosti Se kako potrebno. Za
dolocanje vsebnosti proucevane spojine potrebujemo obcutljive in selektivne analizne
metode, ki so sposobne razlikovati med spojino in njej podobnimi molekulami, ki lahko

nastanejo v procesu proizvodnje koencima Q.
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2 UBIDEKARENON

Ucinkovina z mednarodnim nelastniSkim imenom ubidekarenon je bolj poznana pod
imenom koencim Qo Uporabljajo se tudi drugi sinonimi, kot so ubikinon, koencim Q in
vitamin Q. Ime ubikinon je sestavljeno iz ubi (ubikvitaren - povsod prisotni) in kinon, ki se
nanasa na kemic¢no sestavo snovi (1).

Kemijsko gre za 2,3-dimetoksi-5-metil-6-poliizoprenil-1,4-benzokinon, s stransko verigo
desetih izoprenskih enot (2,3). Strukturna formula je predstavljena na sliki 1 (3). »All
trans« oblika ubidekarenona, ki je identi¢na naravno prisotnemu koencimu Qo v Zivih
bitjih, ima monografijo v Ph.Eur.

Ubidekarenon je rumena kristalini¢na snov s taliS¢em okrog 50 °C in relativno veliko
molekulsko maso (Mr = 863) (3). Zaradi dolge nepolarne stranske verige ima molekula

lipofilen znacaj in je topna v mascobah (2,4).

HicO

HiLO

Slika 1: Strukturna formula spojine koencim Qo (3)

Vse bioloske funkcije koencima Qo temeljijo na njegovem redoks ravnotezju, saj relativno
enostavno prehaja med kinonsko (oksidirano), semikinonsko in kinolno (reducirano)
obliko. Prehajanje med posameznimi oblikami je predstavljeno na sliki 2 (4). Polozaj
redoks ravnotezja koencima Q1o je v razli¢nih delih telesa razli¢en. V plazmi in ledvicah je
ravnotezje pomaknjeno v smeri reducirane oblike, v mozganih in plju¢ih pa se koencim

Q10 nahaja pretezno v oksidirani obliki (4).
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Slika 2: Redoks stanje koencima Q¢ (4)

Ubikinon, komercialno najbolj dostopna oblika koencima Qip, se v telesu pretvarja v
reducirano obliko ubikinol, ki ima enake uc¢inke na telo (4).

V cCloveskem telesu se koencim Qo veCinoma nahaja v membranah mitohondrijev,
medtem ko je v citosolu le okrog 10 % skupnega koencima Q. Koncentracije koencima
Q1o se v razli¢nih delih telesa zelo razlikujejo; najvec¢ ga je v najbolj aktivnih organih (4).
Tako je pri ¢loveku najvecja koncentracija v srcu (110 pg/g tkiva) in najmanjSa v pljucih

(8 ng/g tkiva). V serumu ga je povprecno le 0,7 pg/ml (2).

Koencim Qo je prvi leta 1957 odkril in izoliral dr. Fred Crane s sodelavci Univerze v
Wisconsinu iz mitohondrijev v govejem srcu. Njegovo kemijsko zgradbo je leta 1958
razkril dr. Karl Folkers s svojo skupino v Mercku. Bil je tudi prvi, ki je spojino pridobil v
procesu fermentacije. Leta 1972 sta Littarru in Folkers dokazala pomanjkanje koencima
Q1o pri bolnikih s srénimi boleznimi. Dr. Peter Mitchell pa je leta 1978 dobil Nobelovo
nagrado za proucitev delovanja koencima Qo in njegove vloge v telesu. Pomen koencima

Q10 kot antioksidanta je podrobno proucil Lars Ernster (5).

2.1 DELOVANJE KOENCIMA Qg

Ubikinon skrbi za nastanek 95 % celotne telesne energije in brez njega ni Zivljenja. Brez
ubikinona nobena celica ne more delovati. Mitohondriji so kot tovarne celic, ki proizvajajo

adenozin trifosfat (ATP) - gorivo za vsako celico. Ve¢ji del proizvodnje molekul ATP
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poteka v notranji membrani mitohondrijev, kjer se nahaja tudi koencim Q9. Koencim Qo
je kljuéna komponenta, prenaSalec elektronov in protonov v procesu oksidativne
fosforilacije, verigi reakcij kjer nastaja ATP (5). Poleg tega, da spodbuja sintezo molekul
ATP na notranji membrani mitohondrijev, koencim Q) stabilizira celiéne membrane ter na

ta nacin ohranja celovitost in delovanje celic (6).

Znano je dejstvo, da koencim Qjo v svoji reducirani obliki (ubikinol) deluje kot
antioksidant. Za antioksidante je znacilno, da radikalom oddajo lastne elektrone in jih tako
nevtralizirajo in s tem zmanjSajo celine poSkodbe. Ubikinol predstavlja ve¢ kot 90 %
celotne vsebnosti koencima Qjo v Cloveski plazmi in je pomemben antioksidant v
lipoproteinih v plazmi (5). Zavira oksidacijo proteinov in lipidov v celicni membrani in
preprecuje peroksidacijo lipidov, oksidacijske poskodbe deoksiribonukleinske kisline
(DNA) in drugih molekul (2, 7). Za svojo antioksidacijsko aktivnost ne potrebuje vitamina

E, lahko pa le tega regenerira iz njegove oksidirane oblike, tako kot vitamin C (7).

Koencim Q1 je pomemben tudi kot stabilizator celicnih membran, kar bistveno pripomore
k temu, da ostanejo celice nedotaknjene in so sposobne normalno delovati. Dodatno igra
pomembno vlogo pri prenosu protonov preko membrane lizosomov in tako ohranja
optimalno vrednost pH v celicah. Lizosomi imajo pomembno vlogo pri prebavi odpadnih

snovi in vsebujejo prebavne encime, ki lahko delujejo samo pri doloceni vrednosti pH (1).

2.2 VIRI KOENCIMA Qy

Koencim Qg je prisoten v tkivih Zivali, rastlin in cloveskem organizmu. Do dolocene mere
ga telo lahko samo sintetizira, vendar pa sinteza koencima Qg s starostjo upada. V telo ga
je mogoce vnasati s hrano, ki je bogata s koencimom Qo (npr. meso, ribe, olja, orescki).
Za vnos vecjih koli¢in pa so uporabnikom na voljo tudi prehranska dopolnila in zdravilo s

koencimom Q .

BIOSINTEZA

Pri zdravih posameznikih je do doloene mere mogoca biosinteza koencima Qi ki je
vecplastna. Iz tirozina ali fenilalanina poteka sinteza benzokinona. Hidrofobna izoprenska

stranska veriga pa nastaja po dolgi poti iz acetil-koencima A preko mevalonatne poti (1, 2).
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Encimi, ki sodelujejo v sintezi izoprenske stranske verige koencima Qjo so: HMG-CoA
reduktaza, farnezil sintaza in trans-prenil transferaza (7). Izoprenskih enot v stranski verigi
humanega koencima je deset. Njihovo Stevilo je odvisno od Zivalske vrste in je od Sest do
deset (Clovek 10, podgana 9, glive 7, kvasovke 6). V zadnji stopnji sinteze pride do
zdruzenja benzokinona in izoprenske stranske verige. Slika 3 predstavlja prikaz biosinteze

koencima Qo (8).

Acetil Co A

l

HMG CoA

HMG Co A
e
reduktaza

Mevalonat
)

Famnezil pirofosfat s

l

Skvalen
¥
Dolihol Holesterol
¥
0
ey H,CO CH,
9”3 Koencim Q1o
o) H,CO (CH, - CH=C - CH,)H

fi
LY
Metionin e HOOC@OHQ— Tirozin

Slika 3: Prikaz biosinteze koencima Q¢ (8)

VNOS S HRANO

S starostjo endogena sinteza upada in postaja pomembnejsi eksogeni vnos. S hrano
zauzijemo v povpre¢ju 3 do 5 mg koencima Q o, ki je prisoten v Stevilnih vrstah hrane (1).
Vsebnosti koencima Qo v nekaterih zivilih so predstavljene v tabeli I. Veliko koencima
Q1o vsebuje meso (sardine do 64 mg/kg in rdece meso do 40 mg/kg), precej pa ga
vsebujejo tudi orescki (araSidi do 27 mg/kg). Mnogo manj ga je v mleku in mle¢nih
izdelkih, Se zlasti v tistih, ki so pripravljeni s posnetim mlekom. Vsebnost koencima Qo v
sadju in zelenjavi je pod 5 mg/kg. S predelavo zivil se vsebnost manjsa Se zlasti z

odstranjevanjem mascob, v katerih se koencim Qo raztaplja (4,9).
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Potrebam po koencimu Q;o ni mogoce zadostiti z obi¢ajnim na¢inom prehranjevanja, Se
zlasti ne s hrano, ki vsebuje malo mas¢ob. Tudi na slovenskem trziS¢u so Ze prisotna zivila
obogatena s koencimom Q;¢ (mleko, jogurt, kefir). Na ta nacin lahko v telo dodatno

vnasamo koencim Q.

Tabela I: Vsebnost koencima Q¢ v nekaterih zivilih (9)

Hrana Koncentracija
koencima Q1o
[mg/kg]

Meso

- Govedina 16-40

- svinjina 13-45

- perutnina 8-25
Ribe

- sardine 5-64

- skusa (rdece meso) 43-67

- skusa (belo meso) 11-16
Olja

- koruzno (Italija) 106-139

- olivno (Italija) 109-160

- son¢nic¢no (Italija) 10-15
Orescki

- arasidi 27

- orehi 19

- mandlji 5-14
Zelenjava

- petersilj 8-26

- brokoli 6-9

- cvetaca 2-7
Sadje

- avokado 10

- ¢rni ribez

- jagode 1

VNOS S PREHRANSKIMI DOPOLNILI ALI ZDRAVILI

Pri ljudeh, ki sintetizirajo manjSe koli¢ine koencima Q9. dodaten vnos s hrano ne
zadostuje za doseganje pozitivnih ucinkov koencima Q g, ki so opisani v nadaljevanju. V
teh primerih je potreben dodaten vnos vecjih koli¢in koencima Q. S prehranskimi
dopolnili ali zdravili, v razli¢nih farmacevtskih oblikah, lahko v telo vnesemo precej velike

koli¢ine koencima Q.
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Najpogostejsa farmacevtska oblika so mehke kapsule z ubidekarenonom v oljni suspenziji.
V obliki tablet, Sumecih tablet in sirupa so na voljo tudi izdelki s kristalinicnim
koencimom Qo in proizvodi s solubilizirano obliko koencima Q;o v kompleksu s
ciklodekstrinom. Dodatno so v obliki mehkih kapsul dostopni Se izdelki z oljno suspenzijo

ubikinola. Izdelki vsebujejo od 3 do 50 mg koencima Qo v eni kapsuli, tableti ali enem

vvvvv

Vv v

koencimom Q) status prehranskega dopolnila. Na slovenskem trZiScu je trenutno prisotno
le eno zdravilo s koencimom Q 9, ki je brez recepta uporabnikom na voljo v lekarnah in

specializiranih prodajalnah.

Koencim Qjo, ki se uporablja v proizvodnji obogatenih Zzivil, prehranskih dopolnil in

zdravil je lahko pridobljen na dva nacina: proces vrenje s kvasovkami ali kemi¢na sinteza.

Pri postopku vrenja s kvasovkami je nastali koencim Qo v obliki trans izomera in je
popolnoma enak tistemu, ki je naravno prisoten v mesu, ribah ter drugih izdelkih. Varnost
koencima Q o, pridobljenega z vrenjem s kvasovkami, potrjujejo razli¢ne raziskave. Kljub
temu, da so nekateri postopki pridobivanja patentirani, niso vsi opisi dostopni. Nekateri

koraki pridobivanja spojine imajo status poslovna skrivnost.

Pri postopku kemicne sinteze pa nastane tudi cis-izomer, molekularna oblika, ki ni enaka

naravno prisotnemu koencimu Q.

V postopku pridobivanja koencima Q¢ lahko nastanejo tudi druge spojine: 2,3-dimetoksi-
5-metilbenzen-1,4-diol, ubikinon-9, ubikinon-8, ubikinon-7, ubikromenol ter cis-izomer

ubidekarenona in so navedene v poglavju necistote v monografiji ubidekarenona (3).

2.3  VZROKI ZA POMANJKANJE

V cloveskem telesu je skupaj 2 g koencima Q. Telo ga dnevno nadomesti okrog 0,5 g
predvsem z endogeno sintezo, deloma pa s hrano. Pomanjkanje koencima Qo v telesu je
lahko posledica motnje v biosintezi, pomanjkljivega vnosa s hrano ali prevelike porabe (4).
Clovek ima najve¢ koencima Qjo pri 20. letu, nato pa Gedalje manj, ker uéinkovitost
sinteze s staranjem pada (2,4). Koncentracija v srcu se od 20. do 80. leta zniza za skoraj
60-odstotkov na 47 pg/g tkiva. Tudi v vranici se v enakem obdobju koncentracija zmanjsa
za 60 %, medtem ko je zmanjSanje v ledvicah in jetrih manjSe (35 oziroma 17 %). Na

sliki 4 je prikazano spreminjanje koncentracije koencima Qo v srcu, ledvicah, jetrih,
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vranici in pljucih v odvisnosti od starosti. Endogena sinteza je lahko zmanjSana tudi pri
rednih uzivalcih inhibitorjev HMG-CoA reduktaze — statinov (zdravil, ki se uporabljajo v
terapiji bolnikov s hiperlipidemijo). Statini kompetitivno inhibirajo tvorbo mevalonata, ki
je prekurzor pri biosintezi holesterola in koencima Qo (8). Pomanjkanje so opazili tudi pri

razli¢nih bolezenskih stanjih, pri ljudeh z neuravnotezeno prehrano in kadilcih (4).

srce ledvica jetra ——vranica ——pljuca
120
=T}
B 100 /§
= 80 A~ RQ
= 060
E / S====
= 40
< 20 | ——
= e ———
2 o F
D 0 10 20 30 40 50 60 70 80
g starost [let]

Slika 4: Starostno povezane spremembe koncentracije koencima Q

v nekaterih ¢loveskih organih (7)

2.4 ABSORPCIJA IN PRESNOVA

Koencim Qg se slabo absorbira iz prebavnega trakta, ker je zaradi svoje kemijske zgradbe
netopen v vodi. Ucinkovitost absorpcije je odvisna od vec¢ dejavnikov, tudi od nacina
zauzitja in odmerka koencima Q. Absorpcijo lahko povecamo s hkratnim uzivanjem
hrane in z delitvijo enega vecjega na ve¢ manjSih odmerkov koencima Q;o tekom dneva
(4). Z veCanjem odmerka zauzitega koencima Qo se postopoma zniZzuje ucinkovitost
njegove absorpcije iz ¢revesja. Nekatere Studije nakazujejo, da imajo vodotopne oblike
koencima Qj¢ (npr. v kompleksu s ciklodekstrinom) boljSo biolosko uporabnost, kar
pomeni, da je njihova absorpcija iz ¢revesja vecja in posledi¢no raven koencima Qo v

plazmi vi§ja. (1,4).
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Mehanizem absorpcije iz tankega Crevesja in prenosa koencima Q¢ v krvni obtok je slabo
raziskan vendar sklepajo, da je zelo podoben kot pri vitaminu E. Sama absorpcija temelji
predvsem na emulgiranju s pomocjo Zol¢nih kislin v tankem crevesju. Zauziti ubikinon se
po absorpciji v telesu spontano reducira. Zato se koencim Q¢ v plazmi pojavi pretezno v

reducirani obliki (4).

Absorpcija iz ¢revesja doseze prvi vrh v priblizno 6 urah, drugi vrh pa po 24 urah, verjetno
zaradi enterohepati¢ne cirkulacije. Razpolovni ¢as v plazmi je priblizno 34 ur. 1z ¢revesja
se eksogeni koencim Q;o absorbira v jetra, kjer se ga okoli 30 % veZe na lipoproteine
majhne in zelo majhne gostote (LDL in VLDL). Z njimi potuje v tkiva — koncentrira se
predvsem v srcu, ledvicah in jetrih. Razpolovni ¢as v tkivih je med 50 in 125 urami.
IzloCanje iz jeter se konCa v okoli 8 urah. Okrog 60-odstotkov peroralnega odmerka
koencima Qo se nespremenjenega preko Zolca izloci v fecesu, le majhen del (8 %) se ga v

48 urah izlo¢i z urinom (10).

Dnevne koncentracije koencima Qjo v plazmi se gibljejo med 0,30 in 3,84 pg/ml,
najpogosteje so med 0,7 in 1 pg/ml. Pri zdravih osebah je plazemska koncentracija
koencima Qo odvisna od spola (pri moskih je vecja kakor pri zenskah), koncentracije
holesterola in trigliceridov v plazmi (plazemski lipoproteini so prenasalci koencima Qo v

krvi) ter starosti (10).

2.5 VPLIV KOENCIMA Q,, PRI RAZLICNIH BOLEZNIH

Koencim Qg je ucinkovit, ko doseZe trikratno normalno plazemsko koncentracijo. Visja
koncentracija koencima Q¢ v plazmi je potrebna zato, ker le na tak nac¢in lahko dosezemo
vi$jo koncentracijo koencima Q;o v moZganih in perifernih tkivih (1). Iz tega vzroka je
potrebno odmerjati zadostne koli¢ine koencima Qo (11). Koencim Qo je bil preizkusen v
razli¢nih raziskavah na Zivalih in ljudeh in se je v nekaterih primerih izkazal kot u€inkovito
sredstvo za preprecevanje in/ali zdravljenje ve¢ bolezni, ki so predstavljene v nadaljevanju.
Priporo¢eni odmerek koencima Qio, ki naj bi ga zauzila odrasla oseba kot dodatek k
prehrani, se glede na razli¢ne raziskave giblje od 30 do 100 mg/dan. Terapevtski odmerki
koencima Qo se gibljejo od 100 do 300 mg/dan; pri zdravljenju Parkinsonove bolezni pa
so uporabili tudi zelo visoke odmerke do 3000 mg/dan pod zdravniskim nadzorom

(1,11,12).
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Najbolj raziskan je vpliv dodanega koencima Q;o na sréno-zilne bolezni. Vse vec
raziskujejo tudi njegov vpliv na nevrodegenerativne bolezni. Studije uporabe koencima
Q1o posegajo tudi na $tevilna druga podro&ja. Se posebno obolenja pri katerih so zaznali
znizane plazemske koncentracije koencima Qo kot so mitohondrijske bolezni, migrena,
HIV/AIDS in neplodnost.

Avtorji navajajo, da bo v prihodnosti potrebno opraviti Se ve¢ dobro nacrtovanih raziskav,
na ve¢jem Stevilu bolnikov preden bo z gotovostjo mozno trditi, da koencim Qo

preprecuje in/ali zdravi dolocene bolezni.

BOLEZNI SRCA

Vecja koncentracija koencima Qo v srcu v primerjavi z ostalimi organi je pokazatelj
njegove velike aktivnosti v tem organu. Od leta 1970 je znano, da imajo bolniki s sréno
boleznijo zmanjSane koncentracije koencima Qo v serumu in sréni misici. Japonci so leta
1974 prvi na svetu bolnikom z boleznimi srca zaceli dodajati koencim Q9. Ker se je
izkazal za uspes$nega se sedaj redno uporablja v razli¢ne klini¢ne namene (2,11).

Dodajanje koencima Qo v ¢asu pred in po operaciji srca izboljSa pooperacijsko delovanje
srca in tako skrajSa ¢as okrevanja ter zmanjsa Stevilo zapletov (1,11).

Meta analiza uporabe koencima Qo (60-200 mg/dan) v randomiziranih klini¢nih
preizkusih pri posameznikih, ki trpijo za srénim popuscanjem, je pokazala precejSnje in
klinicno pomembno izboljSanje pri Stevilnih parametrih delovanja srca (13). SploSen
pregled uporabe koencima Qjo pri posameznikih s kroni¢nim srénim popuscanjem
(odmerki 50 do 200 mg/dan v obdobju 1-12 mesecev) je pokazal, da bi morali tovrstnim
pacientom priporocati dodaten vnos koencima Q1 (14).

Baggio s sodelavci je leta 1993 napravil veliko raziskavo ucinkovitosti koencima Qo kot
dodatnega zdravila, pri odpovedovanju srca. Sodelovalo je 2500 bolnikov, ki so tri mesece
prejemali povpreéno 100 mg koencima Qo na dan. Razli¢ni klini¢ni simptomi so se
izbolj8ali za 50 do 80 %, neZelene ucinke pa so zabelezili le pri petih bolnikih (15).
Raziskave so pokazale, da je koencim Qo u€inkovit tudi kot podporno zdravljenje angine
pectoris saj izboljSa toleranco za napor. V nekaterih primerih je priSlo do statisticno
pomembnega znizanja pogostosti simptomov angine pectoris ter posledi¢no do zniZane
porabe nitroglicerina (1).

Krvni tlak je dobro poznan bioloski kazalec zdravja srca. Meta-analiza 12 klini¢nih

raziskav o vplivu dodanega koencima Qo na povisan krvni pritisk je pokazala, da je
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koencim Q¢ ucinkovit pri zniZanju sistolicnega krvnega pritiska do 17 mm Hg in
diastolicnega krvnega pritiska do 10 mm Zivega srebra (16). Na ta nain bi lahko pri
nekaterih bolnikih zmanjSali odmerke antihipertenzivov ali celo prekinili uporabo le-teh

(1,6,12).

ATEROSKLEROZA

Ateroskleroza je Se vedno ne povsem pojasnjen kroni¢ni proces, ki se odvija v steni zil
odvodnic oziroma arterij. Tesno je povezan z boleznimi srca in ozilja. Ugotovili so, da
reducirana oblika koencima Q¢ preko redukcije vitamina E zveca odpornost LDL in tako
zavira njegovo oksidacijo. Na ta nacin je zavrt vstop oksidiranega holesterola LDL v Zilno
steno (1,2). Pri zaviranju nastanka ateroskleroze je bilo ucinkovitejSe hkratno dodajanje

koencima Qo in vitamina E kot pa dodajanje le ene ali druge snovi (1,2,17).

MIGRENA

Uzivanje koencima Qo pomaga pri preprecevanju migrenskih glavobolov. Pri odraslih
zmanjSuje pogostost glavobolov in povpre¢no Stevilo dni z glavobolom ter povezane
slabosti. Prav tako zmanjSa pogostost migrenskih glavobolov pri otrocih z nizko plazemsko

koncentracijo koencima Qo (1,11,12).

PARKINSONOVA BOLEZEN

Parkinsonova bolezen je napredujoCa bolezen zivCevja, ki prizadene predvsem telesno
gibanje (motoriko). Osnovni razlog za razvoj bolezni je degeneracija Zivénih celic v
bazalnih ganglijih in s tem zmanjSana koncentracija dopamina. Domnevajo, da igra pri
nastanku te bolezni pomembno vlogo motnja v delovanju mitohondrijev v bazalnih
ganglijih (v substantii nigri). Shults je s sodelavci opravil 16 mese¢no randomizirano,
dvojno slepo, s placebom kontrolirano Studijo na 80 bolnikih z zafetno Parkinsonovo
boleznijo. Raziskovali so ucinkovitost dodajanja koencima Q;o v odmerkih 300 do
1200 mg na dan. V skupini, ki je jemala koencim Qo v najvisjem odmerku, so zabelezili
statisticno pomembno upocasnitev napredovanja bolezni (18). Avtorji navajajo, da so za

potrditev omenjenega ucinka potrebne nadaljnje raziskave (1,11).

HUNTINGTONOVA BOLEZEN
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Huntingtonova bolezen je napredujoca, dedna bolezen, katere vzrok je mutacija na enem
od alelov gena za protein huntingin. Pri bolnikih z zacetno obliko Huntingtonove bolezni,
ki so jim 30 mesecev v dvojno slepi, s placebom kontrolirani Studiji dodajali koencim Q
v odmerku 600 mg na dan, so po letu dni zdravljenja opazili pozitiven uinek na
kognitivne sposobnosti in nekoliko upocCasnjen potek bolezni (19). Leta 2004 je FDA
ubikinol, reducirano obliko koencima Qo, uvrstila v seznam zdravil sirot za zdravljenje
Huntingtonove bolezni (12). Za zmanjSanje bolezenskih znakov in upocasnitev bolezni je

potrebno zauziti ve¢ kot 600 mg koencima Q19 na dan (1,11,12,19).

HIV/AIDS

Pri bolnikih, okuzenih z virusom HIV, je raven koencima Qo v telesu znizana.
Predpostavljajo, da koencim Qjo izboljsa delovanje imunskega sistema pri pacientih
okuzenih z virusom HIV in obolelih z AIDS-om. Ker iz dosedanjih raziskav ni jasno
razvidno, da bi dodatno zdravljenje s koencimom Qo imelo pomembnejse koristne ucinke,

avtorji navajajo, da so za potrditev ugodnega vpliva potrebne dodatne raziskave (1,11).

PRIMARNE MITOHONDRIJSKE BOLEZNI

V to skupino uvrS¢amo bolezni, pri katerih gre za prirojeno okvaro oksidativne
fosforilacije v mitohondrijih. Mitohondrijske bolezni Se najbolj prizadenejo miSice in
zivéevje, saj so celice omenjenih tkiv najbolj odvisne od nemotene oskrbe z energijo.
Primer take bolezni je mitohondrijska miSi¢na slabost (mitohondrijska miopatija). Pri
zdravljenju s koencimom Q;yp pomembno poraste sinteza ATP v limfocitih bolnikov z
motnjo oksidativne fosforilacije in zato domnevajo, da koencim Qo pozitivno ucinkuje pri
zdravljenju bolnikov s tovrstno motnjo. FDA je farmacevtsko obliko s koencimom Qi
(UbiQGel) uvrstila v seznam zdravil sirot za zdravljenje mitohondrijskih encefalopatij

(1, 11,12).

SLADKORNA BOLEZEN

Pri bolnikih s sladkorno boleznijo so nasli nizje vrednosti reduciranega koencima Qo v
plazmi v primerjavi z zdravimi ljudmi. Dodatek koencima Qg je priporocljiv pri bolnikih,

ki uzivajo peroralne hipoglikemike, saj nekateri od njih zmanjSujejo endogeno vsebnost
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koencima Qj9. Dodatek izboljSa glikemi¢no stanje pri diabetikih in zato je potrebno
prilagoditi odmerek hipoglikemika. Avtorji ugotavljajo, da so v prihodnosti potrebne

dodatne dobro nacrtovane raziskave (1,11,12).

VNETJE OBZOBNIH TKIV - PERIODONTITIS

Manjse raziskave so pokazale, da zauZitje in celo lokalno dajanje koencima Qo lahko
koristno vplivata na zdravljenje periodontitisa. Obstajajo poroc¢ila o zmanj$anju bolecCine,
krvavitev in otekanja dlesni. Kot navajajo avtorji so potrebna nadaljnja preucevanja, saj so

bile raziskave majhne in slabo zasnovane (1, 11, 12).

RAK IN KEMOTERAPIJA Z ANTRACIKLINI

Glavni neZeleni ucinek antraciklina doksorubicina, ki se uporablja za zdravljenje dolo¢enih
oblik raka, je kardiomiopatija. Nastane nepovratna okvara miokardnih mitohondrijev.
Menijo, da koencim Qo zavaruje srce, ne da bi zmanjSal ucinek kemoterapevtika.
Raziskave kazejo, da so zas¢itni u¢inki koencima Qo na srcu v povezavi z antraciklinskim
zdravljenjem onkoloSkih bolnikov ugodni, vendar pa so potrebne dodatne obseznejSe
raziskave (1,11).

Visje odmerke koencima Q1o nekateri priporoc¢ajo bolnikom, ki bodo zaceli z zdravljenjem
rakavega obolenja, predvsem zaradi domnevno izboljSane tolerance na kemoterapijo,

vendar pa so tudi v tem primeru za potrditev potrebne dodatne raziskave (1).

NEPLODNOST MOSKIH

Pri neplodnih moskih so ugotovili zmanjSane koncentracije koencima Q;p v seminalni
plazmi in semencicah. Sest mese¢na $tudija je pokazale, da dodajanje 200 mg koencima
Qo na dan zveca njegovo koncentracijo v seminalni plazmi in spermijih ter tudi okrepi

gibljivost semencic (10,11,20).

STATINSKA MIOPATIJA

Inhibitorji HMG-CoA reduktaze oziroma statini so zdravila, ki zavirajo delovanje encima
HMG-CoA reduktaze in jih uporabljajo v terapiji bolnikov s hiperlipidemijo. Omenjeni

encim je pomemben pri sintezi holesterola, hkrati pa tudi bistveni encim pri sintezi
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koencima Q. Inhibitorji HMG-CoA reduktaze blokirajo sintezo obeh, holesterola in
endogenega koencima Qo. Pri terapiji s statini pogosto prihaja do miopatij. Pomembno
vlogo pri nastanku le teh utegne igrati pomanjkanje koencima Qo zaradi zaviranja obeh
sinteznih poti. To bi lahko preprecili z dodajanjem eksogenega koencima Qio, ki se v
terapevtski ucinek statinov ne vplete (21). Znizanje plazemske koncentracije koencima Qo
predvsem pri srénih bolnikih bi bilo lahko klini¢no zelo pomembno. Zato avtorji navajajo,
da je smiselno razmisliti o dodajanju 30 do 250 mg koencima Q¢ na dan srénim bolnikom,
ki se zdravijo s satini (1,11,12).

Nekateri ameriski proizvajalci prehranskih dopolnil s koencimom Qo na zunanji ovojnini
Ze navajajo priporocilo za so¢asno uporabo koencima Qo s statini, saj bi s tem lahko
preprecili s statini povzroceno miopatijo. FDA tovrstne navedbe ni potrdila ampak so

dodane na pobudo proizvajalca.

2.6 VARNOST UPORABE KOENCIMA Qq

Po vec kot 30-letni uporabi koencima Qo pri ljudeh in po Stevilnih klini¢nih raziskavah

niso bili zabeleZeni resnej$i nezeleni ucinki. Zelo redko se pri uzivanju koencima Qo

pojavijo simptomi v prebavilih kot so slabost, driska, zmanjsanje teka, bruhanje in

obcutki nelagodja v trebuhu. Omenjene ucinke se da omiliti tako, da se odmerki, visji od

100 mg, razdelijo na dva ali tri manjSe dnevne odmerke. V nobeni izmed Stevilnih Studij

varnosti koencima Q o, tako pri poskusih na zivalih kot tudi na ljudeh ni bilo poro¢il o

pomembnih neZelenih ucinkih ali toksi¢nosti koencima Qg (1,6,22).

odmerek, pri katerem niso opazili nezelenih uc¢inkov pri 5000 mg/kg. Pri 4 in 52-tedenskih
testih subakutne in kroni¢ne toksicnosti so ga lahko dolo¢ili pri 1200 mg/kg telesne mase.
Pri tem niso opazali sprememb v vedenju ali prehranjevanju Zivali niti sprememb v
zgradbi ali delovanju organov. Koencim Q;¢ ni pokazal genotoksi¢nega potenciala, prav
tako ne lokalne toksi¢nosti ali teratogenih u¢inkov. Vse Studije na zivalih so bile dobro
nacrtovane in kontrolirane, izvedene na obeh spolih ve¢ zivalskih vrst (6,22).

Ugotovljeno je bilo, da je odmerek koencima Q9 do 1200 mg/dan varen odmerek, pri

katerem niso opazili pomembnih neZelenih uéinkov. Tako je 1200 mg koencima Qo na

dan doloc¢en kot varni odmerek (OSL) (1,6,22).
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V nekaterih manjSih raziskavah so pacienti uzivali 2400 do 3000 mg koencima Qo na
dan. Raziskave so bile slabSe nacrtovane in zato so za potrditev odsotnosti nezelenih

ucinkov ob tako visokih odmerkih potrebne dodatne raziskave (22).

INTERAKCIJE Z ZDRAVILI

Ker je koencim Qo strukturno soroden vitaminu K, so mozne interakcije koencima Qo in
varfarina (antikoagulanta, ki preprecuje od vitamina K odvisno sintezo faktorjev strjevanja
krvi). O tem obstajajo dokazi in vitro. Vpliva koencima Q;o na spremembo
protrombinskega casa pri poskusih na zivalih niso zanesljivo dokazali. O mozni interakciji
z varfarinom obstaja le nekaj porocil, ki se nanasajo na posamezne primere bolnikov.
Randomizirana, dvojno slepa, s placebom kontrolirana Studija ni potrdila vpliva koencima
Q1o na mednarodno umerjeno razmerje Casov strjevanja krvi (INR) bolnikov (23).
Znanstveniki navajajo, da bo potrebno v prihodnosti izvesti dodatne raziskave, ki bodo
interakcijo koencima Q) in varfarina potrdile ali ovrgle. Pacientom na antikoagulantni
terapiji z varfarinom svetujejo naj se izogibajo tej kombinaciji zdravil, v primeru socasne
terapije s koencimom Q¢ pa morajo redno nadzorovati INR (1,10). V literaturi ni opisanih

drugih interakcij koencima Qg z zdravili.

3 ZAKONODAJA PREHRANSKIH DOPOLNIL IN
ZDRAVIL

Izdelki s koencimom Qo prisotni na Slovenskem trziS¢u imajo vefinoma status
prehranskega dopolnila. Eden izmed izdelkov je pri JAZMP pridobil dovoljenje za promet
z zdravilom in je brez recepta na voljo v lekarnah in specializiranih prodajalnah. Povprec¢en
uporabnik le s tezavo lo¢i med prehranskimi dopolnili in zdravili. Prehranska dopolnila so

prav tako kot zdravila na voljo v lekarnah in to v ovojnini, ki jih niti ne locijo od zdravil.

Kot navajata Zakon o zdravilih (24) in Pravilnik o prehranskih dopolnilih (25) so pripravki
v obliki tablet, kapsul, sirupov, praskov itd. lahko na trgu kot zdravila ali prehranska
dopolnila. Za razvrstitev teh izdelkov je poleg sestave odlo¢ilna namembnost izdelka ter

pripisovanje zdravilnih u¢inkov.
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Mnogim podjetnikom so zahtevna farmacevtska tehnologija, preverjanje in dokazovanje
kakovosti farmacevtskih izdelkov v skladu z dobrimi proizvodnimi praksami ter
nadzorovano in omejeno trZzenjem zdravil ovira, ki se ji skuSajo izogniti prav z

razvr$¢anjem svojih proizvodov med prehranska dopolnila.

Kljub navidezni podobnosti je razlika med zdravili in prehranskimi dopolnili velika.
Zdravila pred prihodom na trg pridobijo dovoljenje za promet in imajo preverjeno
kakovost, dokazano varnost ter ucinkovitost. Namenjena so zdravljenju, preprecevanju in
diagnosticiranju bolezni. Izdelana so v skladu s strogimi predpisi dobre proizvodne prakse
(GMP), ki je pod ustreznim inSpekcijskim nadzorom. Vse informacije o ucinkovitosti,
opozorilih, previdnostnih ukrepih, kontraindikacijah, nezelenih ucinkih zdravil so
verodostojne. Namen prehranskih dopolnil pa je le dopolnjevati obicajno prehrano. So
koncentrirani vir prehransko in fizioloSko pomembnih sestavin. Njihova kakovost in
ucinkovitost nista preverjeni. Uporabnik mora v tem primeru zaupati proizvajalcu. Njihova
proizvodnja naj bi potekala po postopku, ki temelji na nacelih analize tveganj in kriti¢nih
nadzornih tock (HACCP). Informacije o prehranskih dopolnilih niso preverjene in v

mnogih primerih zavajajo uporabnike.

V Evropski skupnosti se je na trziS¢u pojavljalo vse ve¢ prehranskih dopolnil.
Zakonodajno podrocje je bilo v vsaki drzavi ¢lanici Evropske unije urejeno z razli¢nimi
nacionalnimi predpisi. Zaradi razli¢nih predpisov je prihajalo do tezav pri prostem pretoku
prehranskih dopolnil med drzavami, ustvarjali so neenake konkurenéne pogoje ter tako
neposredno vplivali na delovanje notranjega trga. Zato je Evropski parlament in svet junija
2002 sprejel direktivo 2002/46/ES o priblizevanju zakonodaj drZav c¢lanic o prehranskih
dopolnilih (26) . Drzave Evropske unije so morale direktivo prenesti v svojo zakonodajo in
tako je Republika Slovenija v Uradnem listu leta 2003 objavila Pravilnik o prehranskih
dopolnilih, ki dolo¢a pogoje, katere morajo izpolnjevati prehranska dopolnila (25) in je
glavna zakonska osnova na podro¢ju prehranskih dopolnil. Ker prehranska dopolnila
spadajo v skupino predpakiranih Zivil je za pripravo njihovih oznacb potrebno upoStevati
tudi zahteve Pravilnika o sploSnem oznacevanju predpakiranih zivil (27). Navedbe
prehranskih in zdravstvenih trditev na prehranskih dopolnilih morajo ustrezati zahtevam
uredbe ES §t. 1924/2006 evropskega parlamenta in Sveta o prehranskih in zdravstvenih
trditvah na zivilih (28). Prehranska dopolnila, ki vsebujejo rastline in rastlinske izvlecke

morajo biti v skladu s Pravilnikom o zdravilnih rastlinah (29).
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Zakonska osnova za zdravila je Zakon o zdravilih (24). Ta je usklajen z evropskimi
uredbami in direktivami, ki se nanaSajo na zdravila ali pa so v njihovi tesni povezavi.
Zakon opisuje samo glavne zahteve za naslednja podroc¢ja: dovoljenje za promet,
preskusanje zdravil, dovoljenje za izdelavo, oznacevanje in navodilo za uporabo, promet z
zdravili, farmakovigilanca, oglasevanje, uradna kontrola kakovosti in pristojbine. Za vsako

izmed navedenih podrocij je na voljo podrejeni predpis — pravilnik.

3.1 PREHRANSKA DOPOLNILA

V pravilniku so prehranska dopolnila definirana kot izdelki, ki vsebujejo prehransko in
fizioloSko pomembne sestavine zivil v koncentrirani obliki. Pripravljena so lahko v
razliénih farmacevtskih oblikah tako, da jih je mogocCe uZzivati v odmerjenih majhnih

koli¢inskih enotah (25).

SUROVINE ZA PROIZVODNJO PREHRANSKIH DOPOLNIL

Skladno s pravilnikom se kot “hranila® v prehranskih dopolnilih uporabljajo vitamini in
minerali. [zdelki lahko vsebujejo tudi aminokisline, mascobne kisline, vlaknine, rastline in
rastlinske izvlecke, mikroorganizme ter druge snovi s hranilnim ali fizioloSkim uc¢inkom.
Vse seveda samo pod pogojem, da je njihova varnost v prehrani ljudi znanstveno
utemeljena. Na nivoju Evropske unije so doloCeni vitamini in minerali ter njthove kemijske
oblike, ki jih je dovoljeno uporabljati za proizvodnjo prehranskih dopolnil (25).

Pravilnik navaja, da morajo vitaminske in mineralne snovi izpolnjevati predpisane pogoje
Cistosti, v skladu s predpisi o Cistosti aditivov, oziroma Cistote v skladu z Evropsko
farmakopejo in drugimi predpisi, ki urejajo Cistost oziroma ¢istote snovi (25).

V' prehranskih dopolnilih je praviloma dovoljeno uporabljati tudi zdravilne rastline
razvrScene v kategorijo H. Uporaba je dovoljena pod pogojem, da se izdelkom ne pripisuje
zdravilnih u€inkov v smislu preprecevanja, zdravljenja ali ozdravljenja bolezni pri ljudeh

(29). V proizvodnji prehranskih dopolnil je dovoljeno uporabljati tudi koencim Q1 (30).

OZNACEVANJE PREHRANSKIH DOPOLNIL

Nekaj zahtev glede oznacCevanja prehranskih dopolnil navaja pravilnik o prehranskih

dopolnilih (25). Oznacba mora vsebovati naslednje podatke:
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- navedba »prehransko dopolnilo« ob imenu izdelka;

- imena vrste hranil ali snovi, ki so znacilne za prehransko dopolnilo ali podatek o naravi
hranil ali snovi;

- priporo¢eno dnevno koli¢ino oziroma odmerek prehranskega dopolnila;

- opozorilo: “Priporocene dnevne koli¢ine oziroma odmerka se ne sme prekoraciti.*;

- navedbo: “Prehransko dopolnilo ni nadomestilo za uravnotezeno in raznovrstno
prehrano®;

- opozorilo: “Shranjevati nedosegljivo otrokom!*.

Potrebno je oznaciti koli¢ino posameznega hranila ali snovi s hranilnim ali fizioloSkim
ucinkom. Koli¢ino posameznih vitaminov in mineralov je potrebno izraziti kot odstotek
priporocenega dnevnega vnosa (PDV/ RDA), ki se lahko prikaze tudi v grafi¢ni obliki
(25).

Prehranska dopolnila morajo biti oznaCena tudi skladno s Pravilnikom o sploSnem
oznacevanju predpakiranih Zivil (27). Oznacbe morajo biti v slovenskem jeziku, na
opaznem mestu embalaze tako, da so zlahka vidne, razumljive, nedvoumne, jasne, Citljive
in neizbrisne. Oznacbe ne smejo zavajati kon¢nega potrosnika zlasti glede lastnosti, izvora,
sestave in koli¢ine. Prepovedano je pripisovati zdravilne lastnosti v smislu preprecevanja,
zdravljenja ali ozdravljenja bolezni ljudi (27).

Na trgu je vedno vecje Stevilo zivil, ki so bila oznaCena in oglasevana s prehranskimi in
zdravstvenimi trditvami. Da bi preprecili zavajanje potrosnikov in zagotovili visoko raven
varstva potrosnikov, je EU na tem podro¢ju sprejela enotno zakonodajo. Uporabo
prehranskih in zdravstvenih trditev na Zivilih ureja Uredba (ES) $t. 1924/2006 Evropskega
Parlamenta in Sveta evropske unije o prehranskih in zdravstvenih trditvah na zivilih (28).
Uporablja se za prehranske in zdravstvene trditve pri oznacevanju, predstavljanju ali
oglasevanju zivil. »Trditev« pomeni vsako sporocCilo ali predstavitev, ki ni obvezna v
okviru zakonodaje, vklju¢no s slikovno, grafi¢no predstavitvijo ali predstavitvijo s simboli,
s katero se navaja ali namiguje, da ima Zivilo posebne lastnosti. »Prehranska trditev«
pomeni vsako trditev, ki navaja, domneva ali namiguje, da ima zivilo posebno ugodne
prehranske lastnosti zaradi energije (kaloricne vrednosti) in/ali hranil ali drugih
snovi. »Zdravstvena trditev« pa pomeni vsako trditev, ki navaja, domneva ali namiguje, da
obstaja povezava med kategorijo Zivil, Zivilom ali eno od njegovih sestavin na eni strani in

zdravjem na drugi strani (npr. pomaga pri prebavi) (28).
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Na pristojne nacionalne organe, ki so bili doloCeni za sprejemanje predlogov zdravstvenih
trditev, je bilo vlozenih skupno 44000 vlog . Od tega tudi enajst zdravstvenih trditev za
koencim Qo. Predlogi zdravstvenih trditev o koencimu Q;o so navedeni v tabeli II.
Evropska agencija za varnost hrane (EFSA) je ze pregledala vloge in vse predlagane

zdravstvene trditve o koencimu Qo zavrnila (31).

Tabela II: Predlogi zdravstvenih trditev o koencimu Q¢ in razlogi za njihovo zavrnitev(30)

Predlog zdravstvene trditve o koencimu Q1 Razlog za negativno mnenje

) . predloZene neustrezne raziskave
»prispeva k normalnemu energetskemu metabolizmu« o
(na pacientih)

_ ‘ predloZene neustrezne raziskave
»vzdrzuje normalen krvni tlak« o
(na pacientih)

»pred oksidativnimi poskodbami $¢iti DNA, predlozene neustrezne raziskave

proteine in masScobe« (na zivalih)

‘ ‘ o ‘ predloZene raziskave niso
»pripomore k normalnim miselnim sposobnostim« . .
potrdile trditve

. . predlozene raziskave niso
»vzdrzuje normalne koncentracije holesterola« _ '
potrdile trditve

. . predlozene raziskave niso
»poveca zmogljivost, vzdrzljivost« ) .
potrdile trditve

NAJVISJE DOVOLJENE KOLICINE HRANIL/SESTAVIN

Pravilnik o prehranskih dopolnilih (25) podaja najnizje in najvisje dovoljene koliCine ter
priporogen dnevni vnos vitaminov in mineralov. Cezmeren vnos vitaminov in mineralov je
lahko zdravju S$kodljiv, zato pravilnik dolo¢a varne mejne koli¢ine za te snovi v
prehranskih dopolnilih. Predpisane vrednosti potroSniku zagotavljajo varno uporabo
proizvodov po navodilih za uporabo, ki jih poda proizvajalec (25,26).

Pravilnik o prehranskih dopolnilih ne dolo¢a najnizje in najvisje dovoljene koli¢ine
koencima Qo in priporo¢enega dnevnega vnosa. Ministrstvo za zdravje je leta 2008

objavilo napotke za lazje in boljSe razumevanje zakonodaje o prehranskih dopolnilih, kjer
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ey

dopolnilih 50 mg na dan (30). Najvi§je dovoljene koli¢ine koencima Q;o v prehranskih
dopolnilih se med posameznimi drzavami zelo razlikujejo. Na Japonskem je najvi§ja
dovoljena koli¢ina 300 mg koencima Qo na dan, nekoliko nizji odmerek, 200 mg na dan,
je dovoljen v Belgiji in Italiji (6). Najvisje dovoljene koli¢ine koencima Qo v posameznih

drzavah so predstavljene v tabeli III.

Tabela III: Najvi§je dovoljene koli¢ine koencima Qo v prehranskih dopolnilih

NajviSja dovoljena koli¢ina
Drzava

koencima Q1 [mg/dan]
Slovenija 50
Avstralija 150
Italija 200
Belgija 200
Japonska 300

V primeru, da koli¢ina posameznega vitamina, minerala ali druge snovi presega najvisjo
dovoljeno koli¢ino, izdelka ni mogoce trziti kot prehransko dopolnilo, ampak se razvrsti

med zdravila in je zanj potrebno pridobiti dovoljenje za promet (30).

PRVA PRIJAVA

Postopek prve prijave je opisan v Pravilniku o prehranskih dopolnilih (25). Uvoznik ali
proizvajalec, ki prvi¢ daje v promet prehransko dopolnilo na obmoc¢ju Republike Slovenije,

mora o tem obvestiti Ministrstvo za zdravje.
Vloga mora vsebovati:

e spremni dopis;

e izvirno oznacbo, Ce izdelek ni proizveden v Republiki Sloveniji ali proizvodno
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specifikacijo, Ce je izdelek proizveden v Republiki Sloveniji;

e predlog oznacbe v slovenskem jeziku, pripravljen v skladu s pravilnikom o
prehranskih dopolnilih, vklju¢no z informacijami o prehranskem dopolnilu, ki so na
voljo kon¢nemu potrosniku;

e potrdilo (drugega pristojnega organa), da gre za prehransko dopolnilo, ¢e ni
proizvedeno v Republiki Sloveniji;

e dokazilo o placilu upravne takse.

Ministrstvo lahko zahteva dodatno strokovno dokumentacijo (znanstveno Studijo), da gre
za prehransko dopolnilo. Na podlagi prve prijave Ministrstvo za zdravje izda sklep in na
svoji spletni strani dopolni seznam prehranskih dopolnil (25). Sklep ne pomeni potrditve
skladnosti prehranskega dopolnila, glede sestave in nacina oznacevanja z zivilsko
zakonodajo in se ne sme enaliti z dovoljenjem za prodajo ali kakrSno drugo vrsto
dovoljenja (30). To je zgolj seznanitev ministrstva, da je prehransko dopolnilo dano v
promet na obmoc¢ju Republike Slovenije. Na podlagi prve prijave Zdravstveni inSpektorat
RS laZje preverja skladnost prehranskih dopolnil z zakonodajo (30). Minister, pristojen za
zdravje, lahko zacasno prepove ali omeji promet s prehranskimi dopolnili kadar obstaja

utemeljen sum, da dolocen izdelek predstavlja nevarnost za zdravje ljudi (25,26).

KAKOVOST

Pravilnik o prehranskih dopolnilih ne posega na podrocje kontrole kakovosti. Pravega
nadzora nad prehranskimi dopolnili ni. Vso odgovornost nad izdelkom nosi nosilec
zivilske dejavnosti. ZIRS preko rednih vzorcenj preverja odsotnost nevarnih primesi (npr.
tezke kovine: svinec, kadmij, zivo srebro, arzen; policiklicni aromatski ogljikovodiki) in
poda oceno oznacbe.

Zasebno podjetje InStitut za Nutricionistiko navaja, da so izvedli analize vsebnosti
nekaterih prehranskih dopolnilih v razliénih farmacevtskih oblikah. Kljub Sirokemu
intervalu ustreznosti — vsebnost v razponu od 80 do 150 %, je bilo Se vedno precej
izdelkov neustrezne kakovosti (manjSa vsebnost ali celo odsotnost substance). Rezultati so
pokazali, da je velik problem tudi nehomogenost polnilne oziroma tabletirne mase in zato

so velike razlike med posameznimi vzorci v enem pakiranju (32).
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3.2 ZDRAVILA

Zakon o zdravilih (24) navaja, da je zdravilo vsaka snov ali kombinacija snovi, ki so
predstavljene z lastnostmi za zdravljenje, preprecevanje ali ugotavljanje bolezni pri ljudeh
ali zivalih. Za zdravilo velja tudi vsaka snov ali kombinacija snovi, ki se lahko uporablja
pri ljudeh ali zivalih z namenom, da bi se ponovno vzpostavile, izboljSale ali spremenile
fizioloske funkcije prek farmakoloskega, imunoloSkega ali presnovnega delovanja ali da bi
se dolocila diagnoza. Za razvrstitev izdelka med zdravila je poleg sestave bistvena njegova
predstavitev in namembnost. Ce je izdelek predstavljen z lastnostmi zdravljenja ali
preprecevanja bolezni in bolezenskih stanj tako, da povprecni potro$nik dobi vtis zdravila,
se ta razvrS€a med zdravila. V tem primeru ne sme biti v prometu, dokler zanj ni
pridobljeno dovoljenje za promet z zdravilom. Izjemoma dovoljenje za promet ni potrebno
za zdravila, ki se klinicno preskuSajo; so namenjena zdravljenju kot nadaljevanje
zdravljenja v tujini; so namenjene nadaljnji predelavi; ki so namenjena za raziskave in
razvoj; ki imajo dovoljenje za promet s paralelno uvozenim zdravilom. Glede na nacin
izdaje se zdravila razvrScajo v dve skupini. Lo¢imo zdravila, za katera je potreben
zdravniski recept in zdravila, za katera zdravniSki recept ni potreben. Pri zdravilih brez
recepta razlikujemo tista, ki so na voljo samo v lekarnah in zdravila, ki so dostopna tudi v

posebnih, specializiranih prodajalnah (v Sloveniji oznacene z zelenim listom) (24).

DOVOLJENJA ZA PROMET Z ZDRAVILOM

Drugo poglavje Zakona o zdravilih (24) se nanasa na dovoljenja za promet z zdravilom.
Postopek registracije zdravila se zacne s pisno vlogo, ki jo predlagatelj predlozi
pristojnemu organu za zdravila. V Sloveniji je to Javna agencija Republike Slovenije za
zdravila in medicinske pripomocke. Pridobitev dovoljenja za promet z zdravilom lahko

poteka po:

- nacionalnem postopku (dovoljenje za promet z zdravilom v Republiki Sloveniji);

- postopek z medsebojnim priznavanjem (dovoljenje za promet z zdravilom se na
osnovi izdanega dovoljenja v eni izmed drzav ¢lanic Evropske unije razsiri Se na
druge drzave);

- decentraliziranem postopku (dovoljenje za promet z zdravilom v ve¢ drzavah

¢lanicah Evropske unije hkrati);
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- centralizirani postopek (dovoljenje za promet z zdravilom na podro¢ju celotne

Evropske unije).

Predlozeni podatki in dokumenti morajo biti v obliki skupnega tehni¢nega dokumenta
(CTD), ki obsega pet modulov. Modul 1 vsebuje administrativne podatke (celotno kazalo,
obrazec vloge, povzetek glavnih znacilnosti zdravila, besedilo zunanje in primarne
ovojnine, navodilo za uporabo, predlog/i oziroma osnutek/ki primarne in zunanje ovojnine,
podatke o izvedencih, oceno tveganja za okolje). Modul 2 vsebuje povzetke o kakovosti ter
pregled in povzetke neklinicne in kliniéne dokumentacije. Modul 3 vsebuje kemicne,
farmacevtske in bioloSke podatke o zdravilni/ih ucinkovini/ah ter zdravilu oziroma
kon¢nemu izdelku. Modul 4 vsebuje neklinicna porocila skupaj z literaturnimi podatki.
Modul 5 pa vsebuje tabelariCen prikaz in porocila vseh klini¢nih $tudij ter literaturnih
podatkov. Predlagatelj mora spremni dopis in izpolnjene obrazce predloziti v slovenskem
jeziku. Ostala dokumentacija je lahko v slovenskem ali angleSkem jeziku. Agencija oceni,
ali so podatki v vlogi ustrezni in preuci, ¢e so izpolnjeni pogoji za izdajo dovoljenja za
promet. Med potekom postopka lahko zahteva dodatno dokumentacijo ali ustrezno pisno
ali ustno obrazlozitev. Zahteva lahko tudi kontrolo kakovosti zdravila, vhodnih snovi za
njegovo izdelavo in Ce je potrebno tudi kontrolo kakovosti vmesnih spojin ali drugih
sestavin v uradnem kontrolnem laboratoriju. Na ta nacin preveri ustreznost in skladnost
kontrolnih metod, ki jih je izdelovalec uporabil in so opisane v dokumentaciji. Najpozneje
v 210 dneh od dneva prejema popolne vloge agencija z odlocbo izda ali zavrne izdajo
dovoljenja za promet. Vmesni ¢as dopolnjevanja vloge ni vkljucen v ¢asovni okvir 210
dni. V primeru, da tri zaporedna leta po izdaji dovoljenja za promet zdravilo dejansko ni
bilo v prometu, se dovoljenje za promet odvzame. Dovoljenje za promet praviloma velja
pet let. Najmanj Sest mesecev pred iztekom veljavnosti dovoljenja mora imetnik dovoljenja
za promet na agencijo predloziti vlogo za podaljSanje. Dovoljenje se podaljSa za nedolocen
Cas, razen Ce agencija zahteva ponovno podaljSanje zaradi interesa varovanja javnega

zdravja (24).

Z namenom zagotavljanja kakovosti, varnosti in u¢inkovitosti zdravila ter usklajenosti z
veljavnimi predpisi mora predlagatelj v obdobju veljavnosti dovoljenja za promet
spremljati tehni¢ni in znanstveni napredek, rezultate spremljanja neZelenih Skodljivih
ucinkov ter ostale spremembe v zvezi z zdravilom. Agenciji mora pred uvedbo kakrsne

koli spremembe sporocCiti vse nove informacije, ki lahko vplivajo na spremembo
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dovoljenja za promet z zdravilom ali na spremembo dokumentacije o zdravilu. V ¢asovno

predpisanih rokih agencija sprejme ali zavrne predlagano spremembo (24).

Seznam zdravil, za katera je bilo izdano dovoljenje za promet z zdravili, in seznam zdravil,
za katera je dovoljenje prenehalo veljati oziroma jim je bilo dovoljenje spremenjeno,
podaljSano, zacasno odvzeto ali odvzeto, agencija objavi v Uradnem listu Republike

Slovenije (24).

Natancnejse zahteve glede dovoljenja za promet za zdravila v humani uporabi so navedene
v Pravilniku o dovoljenju za promet z zdravilom za uporabo v humani medicini (Ur.l. RS,

§t. 109/2010).

PRESKUSANJE ZDRAVIL

Tretje poglavje Zakona o zdravilih (24) opisuje preskusanje zdravil. Preden je zdravilo
dano v promet, mora biti skladno z naceli dobrih praks analizno, neklini¢no farmakolosko-
toksikolosko in klini¢no preskuSeno, da se lahko pridobi ocena njegove kakovosti, varnosti
in ucinkovitosti. Analizno preskusanje zdravila pomeni farmacevtsko, kemi¢no in biolosko
preskusanje kakovosti zdravila. Neklini¢no farmakolosko-toksikolosko preskusanje je
postopek  ugotavljanja  varnosti  zdravila. Opredeliti mora farmakodinamske,
farmakokinetiéne in toksikoloske lastnosti zdravila, ki so bile ugotovljene na
laboratorijskih Zivalih, in predvideti mozne ucinke na ljudeh oziroma ciljnih Zivalskih
vrstah. Klini¢no preskuSanje zdravil je raziskava na zdravih in bolnih ljudeh. Njen namen
je odkriti ali potrditi klinicne, farmakoloSke ali druge farmakodinamske in
farmakokineti¢ne ucinke zdravila v preskusanju ali odkriti nezelene ucinke zdravila v
preskusanju ali preuditi absorpcijo, porazdelitev, presnovo in izlo¢anje zdravila v
preskusanju, s ciljem dokazati njegovo varnost ali u¢inkovitost. Rezultati preskusanj so del
registracijske dokumentacije. Opisi testiranj morajo biti dovolj podrobni, da je preskus

mogoce ponoviti in primerjati rezultate (24).

Natanc¢nejSe zahteve preskuSanja zdravil so navedene v Pravilniku o nacinu in postopku
analiznega, farmakolosko-toksikoloskega in klinicnega preskuSanja zdravil za uporabo v
humani medicini (Ur.l. RS, §t. 86/2008, 37/2010) in Pravilniku o klini¢nih preskuSanjih
zdravil (Ur.l. RS, §t.54/20006).

DOVOLJENJE ZA I1ZDELAVO ZDRAVIL
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Zakon o zdravilih (24) v Cetrtem poglavju navaja zahteve o dovoljenju za izdelavo zdravil.
Zdravila lahko izdelujejo le pravne ali fizi¢ne osebe, ki so pridobile dovoljenje za izdelavo
zdravil in dejavnost izvajajo v skladu s smernicami in naceli dobre proizvodne prakse. Vsi
izdelovalci zdravil so pod ustreznim inSpekcijskim nadzorom, kjer se preverja skladnost
proizvodnje z naceli dobre proizvodne prakse (24). Pravilnik o natancnejSih pogojih za
opravljanje dejavnosti izdelave zdravil in ugotavljanju izpolnjevanja teh pogojev ter o
postopku izdajanja ali odvzema potrdila o izvajanju dobre proizvodne prakse (Ur.l. RS, §t.

91/2008) navaja natan¢nejSe zahteve dovoljenja za izdelavo zdravil.

OZNACEVANIJE IN NAVODILO ZA UPORABO

Peto poglavje Zakona o zdravilih (24) se nanaSa na oznacevanje zdravil in navodilo za
uporabo. Vsako zdravilo, ki se daje v promet, mora biti oznaceno na zunanji ali na sti¢ni
ovojnini s podatki o zdravilu in mora imeti prilozeno navodilo za uporabo, ki je v skladu s
povzetkom glavnih znacilnosti. Vse informacije o podro¢ju uporabe, ucinkovitosti,
opozorilih, previdnostnih ukrepih, kontraindikacijah, interakcijah in nezelenih ucinkih so
verodostojne. Oznaevanje in navodilo za uporabo morajo biti v slovenskem jeziku in
¢itljivi. Ime zdravila mora biti na ovojnini izpisano tudi v Braillovi pisavi (24).
Podrobnejse zahteve nacina oznacevanja zdravil, obliko ter vsebino navodila za uporabo
natancno predpisuje Pravilnik o oznafevanju in navodilu za uporabo (Ur.l. RS, st.

54/2006).

FARMAKOVIGILANCA

Farmakovigilanca je predstavljena v sedmem poglavju Zakona o zdravilih (24). Gre za
neprekinjen proces v katerem se ugotavlja in reagira na nova spoznanja glede varnosti
zdravila med trzenjem ali klini¢nim preskuSanjem. Sistem farmakovigilance, ki zagotavlja
zbiranje, vrednotenje ter izmenjavo podatkov, je potreben za varovanje javnega zdravja.
Zdravniki, drugi zdravstveni delavci in uporabniki, ki ugotovijo kakrSne koli nezelene
ucinke zdravila ali sume nanje, so dolzni najpozneje v petnajstih dneh o tem porocati
centru za farmakovigilanco na JAZMP. V sistem farmakovigilance je vkljucen tudi center
za zastrupitve (UKC Ljubljana), ki vodi register nezelenih Skodljivih u€inkov zdravil.
Imetnik dovoljenja za promet z zdravilom mora centru za farmakovigilanco glede na
predpisane ¢asovne termine za vsako zdravilo predloziti periodi¢no poroc¢ilo o varnosti

(PSUR). PSUR vsebuje kumulativne podatke o nezelenih skodljivih ucinkih in dogodkih
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ter znanstvene ocene razmerja med koristjo in tveganjem glede na nova spoznanja o
zdravilu v Casu trzenja in predlog za spremembe v dovoljenju za promet. Na podlagi
podatkov lahko JAZMP odvzame ali zacasno odvzame dovoljenje za promet z zdravilom,
uvede spremembe dovoljenja ali prepove prodajo zdravila (24). PodrobnejSe zahteve za
farmakovigilanco so navedene v Pravilniku o farmakovigilanci zdravil za uporabo v

humani medicini (Ur.l. RS, §t. 53/2006).

KONTROLA KAKOVOSTI

V devetem poglavju Zakona o zdravilih (24) so predstavljene zahteve kontrole kakovosti.
Z izdelavo zdravil je tesno povezana kontrola kakovosti, ki se izvaja skozi celoten proces
proizvodnje. Zacne se ze pri surovinah, ki so pred zacetkom proizvodnje testirane in na
osnovi ustreznih rezultatov spros€ene v proizvodnjo. Med postopkom proizvodnje se
odvzame vzorce za testiranje kon¢nih izdelkov. Za obstojnost in primerno shranjevanje
zdravila do konca roka je pomembna tudi ovojnina, ki je prav tako preverjena. Pred
sprostitvijo na trg morajo zdravila dobiti dokon¢no potrditev o ustreznosti. Po prihodu
zdravila na trg se izvaja uradna kontrola kakovosti. V tem procesu uradni kontrolni
laboratorij ugotavlja kakovost zdravila z analiznim preskuSanjem, preverjanjem analiznih
certifikatov, ovojnine, navodila za uporabo zdravila ali drugih dokumentov. Lo¢imo med
redno kontrolo kakovosti vseh zdravil, ki se izvaja vsaj enkrat na pet let za vsako
farmacevtsko obliko in jakost zdravila, in izredno kontrolo kakovosti zdravil na zahtevo
agencije (24).Vec¢ o kontroli kakovosti je navedeno v Pravilniku o analiznem preskusanju

zdravil z namenom kontrole kakovosti (Ur.l. RS, §t. 91/2008).

4 NAMEN DELA

U¢inkovina ubidekarenon je bolj poznana pod imenom koencim Q. Evropska agencija za

varnost hrane ga je opredelila kot varno hranilo in zato ga je dovoljeno uporabljati tudi v
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zivilski industriji. Uporabnikom je koencim Qj¢ na voljo v hrani, prehranskih dopolnilih,
zdravilih in kozmeti¢nih izdelkih. Zaradi pogoste uporabe tovrstnih izdelkov je preverjanje
kakovosti Se kako potrebno. Za doloCanje vsebnosti proucevane spojine potrebujemo
obcutljive in selektivne analizne metode, ki so sposobne razlikovati med spojino in njej

podobnimi molekulami.

Med izdelki s koencimom Q¢ je najpogostejsa formulacija oljna suspenzija koencima Qg
v mehkih kapsulah. Zato bo namen naSega dela uporabiti ustrezno analitsko metodo
tekocCinske kromatografije visoke locljivosti za ugotavljanje vsebnosti ubidekarenona v
mehkih kapsulah. Najprej bomo izbrali analizno metodo jo ustrezno prilagodili in izvedli
vrednotenje, da potrdimo primernost kromatografskih pogojev za analizo koencima Qo na
tem sistemu in ugotovimo, ¢e daje zanesljive in ponovljive rezultate. Preverili bomo tudi

ucinkovitost ekstrakcije koencima Q¢ iz izdelka za pripravo vzorénih raztopin.

Z metodo HPLC bomo analizirali izdelek s koencimom Q¢ razli¢nih proizvajalcev. Na

osnovi analiz bomo izracunali vsebnost koencima Q;p v posameznem analiziranem

izdelku.

Iz literaturnih podatkov vemo, da se koencim Qo v farmacevtskih oblikah lahko isto¢asno
nahaja v oksidirani in reducirani obliki. Vzorce bomo analizirali z in brez dodatka
zelezovega (III) klorida. 1z razmerja odzivov razli¢no pripravljenih vzorcev bomo dolocili
delez reducirane oblike koencima Qio. Proucili bomo tudi vpliv starosti posameznega
vzorca na razmerje oblik koencima Q. Nekaj vzorcev bomo umetno starali v stabilnostni
komori pri 40 °C in 75 % vlagi in proucili vpliv staranja na razmerje reducirane in

oksidirane oblike.

S MATERIALI IN METODE
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5.1
5.1.1

MATERIALI

SUBSTANCE, REAGENTI, RAZTOPINE

izdelki A

Fidi koencim 10 mehke kapsule; Fidimed

Deklarirane sestavine: 30 mg koencima Qo in 24 mg vitamina E

Druge sestavine: 40 mg askorbinske kisline, 12 mg betakarotena, 15 pg selena v
medicinskem kvasu, 200 mg medicinskega kvasa, rafinirano in delno hidrogenirano
sojino olje, mascobe iz surovega masla, zelatina, 85-odstotni glicerol, sorbitol,
rdeci zelezov oksid.

- prva serija (serija: 1338980001; rok uporabe: 05. 2009)

- druga serija (serija: 1341850001; rok uporabe: 08. 2009)

- tretja serija (serija: 1353830001; rok uporabe: 12. 2009)

- Cetrta serija (serija: 1366180001; rok uporabe: 04. 2010)

izdelek B

Koencim Q;o; Walmark, Bitax; serija: C6A2432; rok uporabe: 01.2009

Deklarirane sestavine: 30 mg koencima Qg

Druge sestavine: sojino olje, Zelatina, glicerol, lecitin, Zelezov oksid.

izdelek C

Super Bio-Qinon Qio; Pharma Nord, Mic Menges; serija: 0704315; rok uporabe:
06. 2012

Deklarirane sestavine: 30 mg koencima Qg

Druge sestavine: sojino olje, Zelatina, glicerol, redestilirana voda, d-a-tokoferol,
zelezov oksid.

izdelek D

Koencim Qo; Natural Wealth, Difar; serija: 365984/10; rok uporabe: 10.2011
Deklarirane sestavine: 30 mg koencima Qg

Druge sestavine: olje rizevih otrobov, Zelatina, lecitin, glicerol, ¢ebelji vosek,
sojino olje, titanov dioksid.

ubidecarenone — CsoHg9oO4; Mr=863.37 g/mol; pure material (USP reference
standard for test & assay)

ubidecarenone Related Compund A (Coenzyme Qo) — CssHg,O4; pure material

(USP reference standard for test & assay)
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5.1.2

acetonitril - C,H3;N; Chromasolv, for HPLC, gradient grade; Mr=41,05 g/mol;
(Sigma-Aldrich)

n-heksan; puriss p.a., Reag. Ph Eur (Riedel-de Haén)

brezvodni etanol — ethanol absolute - C,Hs0H; puriss p.a., Reag. Ph Eur (Sigma-
Aldrich)

bidestilirana voda — H,0 (Fakulteta za farmacijo)

tetrahidrofuran - C4Hg0; Chromasolv, for HPLC Mr=72,1g/mol (Sigma-Aldrich)
zelezov klorid — Iron (IIT) chloride anhydrous (Riedel-de Haen)

topilo: n-hexan/brezvodni etanol = 5/2; v/v

NAPRAVE IN PRIBOR

Digitalni tehtnici AG245 in H5S4AR (Mettler Toledo)

UZ kadicka Sonis 4 (Iskra)

Stresalnik Vibromix 403 EVT (Tehtnica)

Centrifugirka Centric 322A (Tehtnica)

Klimatska komora VC 4034 (Vo6tsch Industrie technik)

Hladilnik LTH

Avtomatska pipeta 200-1000 pl (Eppendorf)

Stekleni inventar: ¢aSe, merilne bucke, kapalke, tehti¢i, merilni valji, viale
Ostalo: spatula, skalpel, alu-folija, Parafilm® M

HPLC sistem 1100 series (Agilent Technologies):
- kvarterna ¢rpalka
- avtomatski vzorcevalnik
- termostat za kolono
- UV-VIS detektor
- programska oprema ChemStation

- kolona: Kromasil 100 C18, 5 um, 250 x 4,0 mm
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5.2 METODE

5.2.1 VPELJAVA HPLC METODE

5.2.1.1 POGOJI HPLC METODE

kolona: Kromasil 100 C18, 5 um, 250 x 4,0 mm

temperatura kolone: 25 °C

mobilna faza: acetonitril/tetrahidrofuran/voda (55/40/5; v/v/v)
pretok mobilne faze: 1,5 ml/min

volumen injiciranja: 15 pl

valovna dolzina detekcije: 280 nm

¢as analize: 10 min

retencijski ¢as (tr): cca 8,6 min (Qo)

5.2.1.2 PRIPRAVA MOBILNE FAZE IN STANDARDNIH
RAZTOPIN

Priprava mobilne faze

Mobilno fazo smo pripravili iz acetonitrila, tetrahidrofurana in vode v razmerju 55:40:5
(v/v/v). Pred uporabo smo mobilno fazo za deset minut postavili v ultrazvo¢no kadicko in

jo razplinili.

Priprava raztopine FeCl;

V 100 ml buc¢ko smo natan¢no natehtali 79 mg Zelezovega (III) klorida in ga raztopili v

brezvodnem etanolu.

Priprava standardne raztopine koencima Qo_(ubidekarenona)
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Natan¢no smo natehtali priblizno 10,0 mg referencnega standarda ubidekarenona in ga
raztopili v 10 ml bucki s topilom. Tako smo pripravili raztopino z znano koncentracijo
1,0 mg/ml. 0,5 ml te raztopine smo red¢ili z brezvodnim etanolom tako, da je bila

koncentracija nove raztopine priblizno 50 pg/ml.

Za izdelavo umeritvene premice smo pripravili sedem raztopin razlicnih koncentracij
koencima Qo. Prva raztopina s koncentracijo 50 pg/ml, ki smo jo pripravili v zacetku, je
osnovna raztopina. Vzeli smo alikvote po 600, 700, 750, 800, 850 in 900 pul osnovne
raztopine ter jih v 1 ml buckah z brezvodnim etanolom red¢ili do oznake. Na ta nacin smo
pripravili raztopine standarda s koncentracijo 30, 35, 37,5, 40, 42,5 in 45 pg/ml. Po 1 ml
tako pripravljenih raztopin smo odpipetirali v viale in analizirali. Vsak vzorec smo
analizirali tri zaporedne dni s trikratnim injiciranjem na dan, da bi dokazali ponovljivost

rezultatov med dnevi.

Med dnevi smo raztopine standardov shranjevali pri temperaturi 2 do 8 °C v dobro zaprtih

vsebnikih.

Po konc¢anem vrednotenju HPLC metode smo standardne raztopine v vialah shranjevali pri
sobni temperaturi. Po Sestih dneh smo ponovno izvedli meritve. Vsak vzorec smo

analizirali s trikratnim zaporednim injiciranjem.

Priprava standardne raztopine koencima Qo

V topilu smo raztopili natan¢no natehtano koli¢ino koencima Qg tako, da je bila
koncentracija raztopine 1,0 mg/ml. Del te raztopine smo redcili z brezvodnim etanolom do
koncentracije nove raztopine, priblizno 40 pg/ml. Odmerili smo enaka volumna standardne
raztopine koencima Qg in standardne raztopine koencima Qjo. 1 ml nove raztopine smo

odpipetirali v vialo in analizirali s trikratnim zaporednim injiciranjem.

5.2.1.3 PRIPRAVA VZORCEV

Za pripravo vzorca smo §tiri kapsule, kar je ekvivalentno 120 mg koencima Q ¢, prerezali s
skalpelom. Vsebino kapsul smo skupaj z ovojnicami kvantitativno prenesli v 100 ml
bucko. Bucko smo s topilom dopolnili do oznake in 30 minut stresali. Del vzorca smo nato

10 minut centrifugirali pri 3200 obratov/minuto. 1 ml supernatanta smo prenesli v 25 ml
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bucko, dodali 2,5 ml 0,1 % (m/m) raztopine Zelezovega klorida ter z brezvodnim etanolom
dopolnili do oznake. 1 ml tako pripravljene raztopine smo odpipetirali v vialo in analizirali
s HPLC z dvakratnim zaporednim injiciranjem. Dodatek Zelezovega (III) klorida pretvori
reducirano obliko koencima Qo (ubikinol) v oksidirano obliko koencima Qg

(ubidekarenon).

Vzorce smo pripravili tudi brez dodatka 0,1 % raztopine zelezovega (III) klorida in
rezultate uporabili za doloCitev deleza reducirane oblike koencima Qo v izdelku A. Tako
smo 1 ml supernatanta, katerega priprava je opisana v prejSnjem odstavku, prenesli v 25 ml
bucko in z brezvodnim etanolom dopolnili do oznake. 1 ml tako pripravljene raztopine smo

odpipetirali v vialo in analizirali z dvakratnim zaporednim injiciranjem.

Za preverbo ucinkovitosti ekstrakcije smo na morebitno prisotnost zaostalega koencima
Q1o testirali tudi usedlino, ki je bila v 100 ml bucki v kateri smo pripravili vzorec iz Stirih
kapsul. Raztopino smo odlili in nato s spatulo ¢im ve¢jo koli¢ino usedline (priblizno 90 %)
prenesli v 10 ml buc¢ko. Dodali smo 5 ml topila in 30 minut stresali. Del vzorca smo nato
10 minut centrifugirali pri 3200 obratov/minuto. 1 ml supernatanta smo prenesli v 10 ml
bucko, dodali smo 1 ml 0,1 % raztopine Zelezovega (III) klorida. Z brezvodnim etanolom
smo dopolnili do oznake. 1 ml tako pripravljene raztopine smo odpipetirali v vialo in

analizirali z dvakratnim zaporednim injiciranjem.

V ta namen smo testirali tudi ovojnice kapsul. Prenesli smo jih v 10 ml bucko, dodali
topilo do oznake in 30 minut stresali. 1 ml tako pripravljene raztopine smo odpipetirali v

vialo in analizirali z dvakratnim zaporednim injiciranjem.

Topilo je mesanica n-heksana in brezvodnega etanola 5:2 (v/v).

5.2.14 VREDNOTENJE HPLC METODE

Vrednotenje metode je zakljuCek razvoja analizne metode, s katero potrdimo primernost in
zanesljivost metode za predvideno analitsko rabo. Vsako novo analitsko metodo je
potrebno ovrednotiti, ne glede na to ali smo jo razvili sami ali pa jo uvajamo po navodilih
neke druge institucije. Z vrednotenjem metode prikazemo, da je le ta ustrezna za analizo
dolocene substance v danem vzorcu in da daje zanesljive rezultate.

Obseg vrednotenja je podan v farmakopejah ter smernicah Mednarodne konference o
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harmonizaciji (International Conference on Harmonisation ICH) za validacijo analiznih
metod (33). Vrednotenje je potrebno izvesti delno ali v celoti ob vsaki spremembi analizne
metode. ICH smernice dolocajo naslednje parametre validacije:

- selektivnost /specifi¢nost (specificity)

- linearnost (linearity)

- obmocje (range)

- tocnost (accuracy)

- natancnost (precision)

- meja zaznavnosti (detection limit)

- meja dolocitve (quantification limit)

- robustnost (robustness)

- preizkus ustreznosti sistema

Preizkus ustreznosti sistema

Preizkus ustreznosti sistema je sestavni del vecine analiticnih procesov in ga moramo
opraviti pred vrednotenjem validacijskih parametrov. Testiramo resolucijo, ki prikazuje
sposobnost sistema za zadovoljivo lo¢bo dveh analitov in asimetrijo vrhov, ki izraza
popacenje kromatografskega vrha (tailing). Resolucijo izraCunamo po enacbi 1, asimetrijo

pa po enacbi 2.
Resolucija (enacba 1)

t2, 1: retencijski ¢asi posamezne komponente

W, Sirina kromatografskega vrha posamezne komponente

Wo,0;
T =——
Asimetrija Ef (enacba 2)
Wo,0s: Sirina kromatografskega vrha na 5 % viSine vrha
f: Sirina kromatografskega vrha na bazni liniji od zac¢etka do maksimuma vrha

V ta namen smo analizirali raztopino, ki je vsebovala enaka volumna standardne raztopine

Q1o in Qq, obe v koncentraciji 40 ug/ml, katere priprava je opisana v poglavju 5.2.1.2
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Priprava mobilne faze in standardnih raztopin. Iz kromatograme smo izracunali resolucijo.
Skladno s postopkom priprave standardne raztopine koencima Qo, ki je opisan v poglavju
5.2.1.2 Priprava mobilne faze in standardnih raztopin, smo pripravili standardno raztopino
koencima Qjo s koncentracijo 40 pg/ml in jo analizirali s petkratnim zaporednim
injiciranjem. Iz kromatograma smo izracunali faktor asimetrije. Na osnovi vseh odzivov pa
smo izracunali RSD.

USP farmakopeja v monografiji za ubidekarenon kapsule (34) navaja naslednje kriterije:

R > 25

T<1)5

RSD <2 %

Linearnost

Linearnost je sposobnost metode, da znotraj dolo¢enega intervala zagotavlja rezultate, ki
so premosorazmerni s koncentracijo analizirane substance v vzorcu. Navadno dolo¢imo
regresijsko premico najmanjSih kvadratov odvisnosti testnih rezultatov od koncentracije
preiskovane substance. Rezultate regresijske analize eksperimentalnih podatkov je
umeritvena premica z enacbo: odziv = k « koncentracija + n. Korelacijo med odzivom in
koncentracijo podajamo s Pearsonovim koeficientom (r) oziroma determinacijskim
koeficientom (1), ki ima pri polni linearni povezavi vrednost 1, v realnih sitemih pa mora
biti vec¢ji od naprej doloCene vrednosti.

Z metodo najmanjsih kvadratov odklonov povpre¢nih odzivov smo izdelali umeritveno
premico iz sedmih tock v obmoc¢ju med 30 in 50 pg/ml v odvisnosti od koncentracije
pripravljenih vzorcev. Umeritveni premici smo dolo€ili pripadajoo enacbo premice in
determinacijski koeficient (rz).

Kot spodnjo mejo sprejemljivosti smo dologili r* > 0,9900.

Obmocje

Obmocje analizne metode je interval med spodnjim in zgornjim nivojem koncentracije
preiskovane substance, ki je smiseln, in v katerem predpisana analizna metoda daje
ustrezno natancnost, pravilnost in linearnost.

Predpisano obmoc¢je po ICH smernicah za validacijo metode s katere se doloca vsebnost

ucinkovine je med 80 in 120 % koncentracije vzorca.
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Izbrano delovno obmocje je bilo od 30 do 50 pg/ml.

Tocénost

Pravilnost rezultatov je merilo za ujemanje rezultatov z deklarirano vrednostjo. Pri tem
ugotavljamo odstopanje povprecja dobljenih rezultatov od dejanske vrednosti. Izrazamo jo
kot odstotek ujemanja med izraCunanimi in dejanskimi vrednostmi.

Iz enacbe umeritvene premice smo izracunali koncentracije koencima Qio, ki ustrezajo
izmerjenim odzivom. Pravilnost rezultatov znotraj dneva in med dnevi smo podali kot

odstotek ujemanja med izraCunanimi in dejanskimi koncentracijami koencima Qo .

Natancnost

V primeru, da je analiza opravljena na ve¢ paralelkah istega vzorca, je natan¢nost oziroma
ponovljivost stopnja skladanja med posameznimi testnimi rezultati. Ponovljivost je
natan¢nost znotraj analize. Merilo za natan¢nost je standardna deviacija (SD) in relativna
standardna deviacija (RSD).

Za posamezno koncentracijo standardne raztopine smo primerjali stopnjo skladanja treh
odzivov po treh zaporednih injiciranjih znotraj dneva in med dnevi. Kon¢ni rezultat smo
podali kot RSD.

Kot mejo sprejemljivosti smo dolo€ili RSD <2 %.

Ugotavljali smo tudi ponovljivost vzorcev. V enem dnevu smo pripravili Sest vzorcev iste
serije izdelka A in primerjali stopnjo skladanja odzivov. Vsak vzorec smo analizirali
trikrat. Kon¢ni rezultat smo podali kot RSD.

Kot mejo sprejemljivosti smo dolo€ili RSD <5 %.

Meja zaznavnosti (detekcije)

Meja zaznavnosti je najmanjSa koncentracija analizirane substance v vzorcu, ki se z
doloc¢eno metodo Se zazna (detektira), vendar ne nujno tudi doloci (kvantificira).

ICH smernice dovoljujejo ve¢ nadinov izracuna meje zaznavnosti. Eden od nacinov temelji
na standardnem odklonu vrednosti odsekov na ordinati (o) in na povprecni vrednosti (S)

naklonov umeritvenih premic analizirane spojine (enacba 3).
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33X T

LOD =
§ ( enacba 3)

Meja doloéitve (kvantifikacije)

Meja dolocitve predstavlja najmanjSo koncentracijo analizirane snovi, ki jo pod
predpisanimi pogoji metode lahko kvantitativno dolo¢imo s sprejemljivo natan¢nostjo in

tocnostjo. IzraCunamo jo kot je navedeno v enacbi 4.

10x o

S (enacba 4)

Iz rezultatov umeritvene premice smo s pomocjo linearne regresije dolocCili enacbe
umeritvenih premic za vsako posamezno injiciranje v obravnavanem koncentracijskem
obmocju. Iz teh treh enacb smo dolocili povpre¢no vrednost odklonov umeritvenih premic
(S); iz odsekov na ordinati pa smo izracunali njihov standardni odklon (o). Dobljene

podatke smo uporabili za izraCun meje zaznavnosti in meje dolocitve po enacbah 3 in 4.

5.2.1.5 DOLOCEVANJE VSEBNOSTI KOENCIMA Qy

Najprej smo injicirali 15 pl standardne raztopine koencima Qo s koncentracijo 40 pg/ml.
Injiciranje smo ponovili trikrat. Sledilo je injiciranje 15 pl vzoréne raztopine za vsak
vzorec pripravljen iz mehkih kapsul izbranih izdelkov. Injiciranje smo ponovili dvakrat za
vsak vzorec. Na osnovi ugotovljenih povrsin kromatografskih vrhov pri retencijskem casu
priblizno 8,6 min standardnih in vzor¢nih raztopin po enacbi 5 izra¢unamo vsebnost

celokupnega koencima Qo (ubidekarenona) izraZzenega v mg na kapsulo.

R,
n = :.5[}& t{ﬁ}*(

R § (enacbab)

2500: faktor, izracunan iz red¢enja
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m: vsebnost celokupnega ubidekarenona izrazena v mg na kapsulo

C: koncentracija standardne raztopine koencima Q¢ izrazena v mg/ml (0,040 mg/ml)
N: stevilo kapsul za pripravo vzorca

Ry: odziv vzoréne raztopine

R,: odziv standardne raztopine koencima Qg

5.2.1.6 DOLOCANJE DELEZA REDUCIRANE OBLIKE
KOENCIMA Qq

Najprej smo injicirali 15 pl standardne raztopine koencima Q;y s koncentracijo 40 pg/ml.
Injiciranje smo ponovili trikrat. Sledilo je injiciranje 15 pl vzoréne raztopine pripravljene
brez dodatka raztopine Zelezovega (III) klorida. Injiciranje smo ponovili dvakrat za vsak
vzorec. Na osnovi ugotovljenih povrSin kromatografskih vrhov pri retencijskem casu
priblizno 8,6 min standardnih in vzor¢nih raztopin smo po enacbi 6 izracunali vsebnost
ubidekarenona (oksidirane oblike koencima Q) izrazeno v mg na kapsulo (mg). Delez

reducirane oblike koencima Q ;¢ smo dolocali samo pri izdelku A.

mg= 2500- (%)* (‘%:) .

2500: faktor, izraCunan iz red¢enja

mo: vsebnost ubidekarenona (oksidirane oblike koencima Qo) izrazena v mg na kapsulo
C: koncentracija standardne raztopine koencima Qg izrazena v mg/ml (0,040 mg/ml)

N: stevilo kapsul za pripravo vzorca

Ryo: 0dziv vzor¢ne raztopine, pripravljene brez dodatka raztopine zelezovega (I11) klorida

Rs: odziv standardne raztopine koencima Qg

Delez reducirane oblike koencima Qo (ubikinola) izraunamo po enacbi 7 in je izrazen v

%.

37



SIMONA RAZPOTNIK DIPLOMSKA NALOGA

w - (9% 00

T (enacba 7)
W: delez ubikinola (reducirane oblike koencima Q) v vzorcu izrazen v %
m: vsebnost celokupnega koencima Q¢ izrazena v mg na kapsulo

mo: vsebnost ubidekarenona (oksidirane oblike) izrazene v mg na kapsulo

5.3 IZRACUN IN STATISTIKA

Za izraun vseh rezultatov smo uporabili program Excel 2007, del programskega paketa
Microsoft Office 2007, ki teCe na Microsoftovi platformi Windows XP. Povprecne
vrednost rezultatov smo izracunali s pomocjo funkcije AVERAGE, standardno deviacijo

pa s pomocjo funkcije STDEV. S pomocjo program Excel 2007 smo pripravili tudi grafe.
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6 REZULTATI

6.1 VPELJAVA HPLC METODE

Ker se izdelki s koencimom Qjo Siroko uporabljajo, je smiselno preverjanje njihove
kakovosti. V ta namen potrebujemo obcutljive in selektivne analizne metode.

V okviru diplomske naloge smo preverili katere metode dolo¢anja koencima Q1o v mehkih
kapsulah so opisane v literaturi. USP v monografiji ubidekarenon kapsule navaja metodo
za doloCanje ubidekarenona v trdih in mehkih kapsulah. Metoda temelji na tekocinski
kromatografiji visoke locljivosti z UV detektorjem. Za dolocitev skupne koli¢ine koencima
Q1o (oksidiranega in reduciranega) se med postopkom priprave vzorca doda raztopina
zelezovega (I11) klorida (34).

Leta 1992 je Andersson na Svedskem izvedel $tudijo doloanja koencima Qo z reverzno
fazno tekocinsko kromatografijo v brezvodnem mediju (metanol in heksan). Studija je
pokazala, da reverzno fazni sistem zagotavlja boljSo selektivnost za loc¢itev analogov
koencima Qo in razgradnih produktov. Mobilna faza je pokazala zelo dobro topnost
lipofilne formulacije, kar omogoca vec¢jo raznolikost dela v primerjavi z vodnimi
mobilnimi fazami (35).

Leta 2006 je Tang s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti z elektrokemic¢nim
detektorjem dolocal koencim Q1o v prehranskih dopolnilih. Opisna metoda je bila hitra in
obcutljiva. Koencima Qg in Qo so spremljali na dveh kulometri¢nih celicah. Koencim se
je najprej reduciral in kasneje oksidiral in ob tem proizvajal tok (36).

Opisana je Se ena raziskava, katero je leta 2007 izvedla Orozco s sodelavci. Gre za
dolocanje vsebnosti koencima Qo v substancah in prehranskih dopolnilih s tekocinsko
kromatografijo visoke lo€ljivosti z UV detektorjem. Tudi v tej metodi so za doloCitev

skupnega koencima Q¢ v vzorcih uporabili zelezov (III) klorid (37).

Nasa metoda temelji na USP monografije za ubidekarenon kapsule. Iz nabora analiznih
metod smo izbrali najenostavnejSo in najbolj preverjeno metodo. Uvedli smo manjSe
modifikacije. Ker nismo imeli na voljo kolone opisane v USP monografiji, smo uporabili
kolono druga¢ne dimenzije z enako stacionarno fazo. Zaradi poviSanega tlaka na koloni
smo se odlocili, da zmanjSamo pretok mobilne faze. Zadovoljive rezultate smo dobili pri

retencijskem Casu 8,6 minute. Da bi za pripravo posamezne vzoréne raztopine uporabili
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manjSe Stevilo kapsul s koencimom Q;9, smo modificirali predpis priprave vzorcev. Za
pripravo vzorcev smo uporabili Stevilo kapsul, ki je ekvivalentno vsebnosti 120 mg
ubidekarenona namesto predpisanih 200 mg.

Kromatografski pogoji pri katerih smo izvedli analize so navedeni v poglavju 5.2.1.1
Pogoji HPLC metode. Izbrano analizno metodo smo ovrednotili in uporabili za analizo

izdelkov A, B, C ter D, ki so opisani v poglavju 5.1.1 Substance, reagenti, raztopine.

6.2 VREDNOTENJE HPLC METODE

Preizkus ustreznosti sistema

Preizkus ustreznosti sistema smo izvedli skladno s postopkom vrednotenja preizkus

ustreznosti sistema, ki je opisana v poglavju 5.2.1.4 Vrednotenje HPLC metode.

Kromatograma sta predstavljena na sliki 5 in 6. IzraCunana vrednost resolucije po enacbi 1

in izra¢unana vrednost asimetrije po enacbi 2 ter RSD so navedene v tabeli I'V.

Tabela I'V: Izracunana resolucija in asimetrija sistema pred vrednotenjem metode ter RSD

R 3,14
T 0,90
RSD % | 0,13
mAU 5 2 @
: : ® &
e | :
15%. |
104 e \ ‘
54 il
0_} s i I\ . Y AT S L R % e NEYY werr i
53 |
4 |
EE /
.15iﬁvw_ == b d e W
SoaBy . B 4 6 8 10__min

Slika 5: Kromatogram raztopine koencima Qg in Q¢ pri izbranih kromatografskih pogojih
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Slika 6: Kromatogram standardne raztopine ubidekarenona (t,=8,6 min)

pri izbranih kromatografskih pogojih

Linearnost in obmocje

Iz rezultatov, pridobljenih v skladu s postopkom vrednotenja linearnosti v poglavju 5.2.1.4
Vrednotenje HPLC metode, smo s pomocjo linearne regresije za standardne raztopine
ubidekarenona dolocili enacbe umeritvenih premic za vsak dan validacije s pripadajo¢imi
determinacijskimi koeficienti (tabela V). Skupna umeritvena premica za ubidekarenon je

na sliki 7.

Tabela V: Enacbe umeritvenih premic za ubidekarenon s pripadajoc¢imi
determinacijskimi koeficienti

Dan enacba premice r

1 y=7,2216x + 23,390 0,9980
2 y =7,0808x + 23,838 0,9978
3 y=73627x + 16,812 0,9979
Skupno y=7.2217x + 21,347 0,9982
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m povprecje meritev pri posamezni koncentraciji standardne raztopine

400

380 \f=?.%21?x+31_347 e
= 360 R2=0,9982
X340 -
= 320 »
E 300 - P
Z 280 -
= 260 -
S 240 P

220

200
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koncentracija ubidekarenona [ pg/mlj

Slika 7: Skupna umeritvena premica za ubidekarenon

Tocénost in natanc¢nost

Rezultati so bili pridobljeni skladno s postopkoma vrednotenja to¢nosti in natan¢nosti, ki
sta opisana v poglavju 5.2.1.4 Vrednotenje HPLC metode. Rezultati vrednotenja tocnosti

in natan¢nosti znotraj dneva ter med dnevi so navedeni v tabeli VI in VII.

Tabela VI: Podatki za izrac¢un to¢nosti in natan¢nosti analizne metode

za dolocCanje ubidekarenona znotraj dneva ter rezultati

dejanska povprecje | izracunana | to¢nost [%] | RSD %
¢ [pg/ml] odzivov ¢ [pg/ml]

30 239,5 30,46 101,52 0,09

35 267,7 34,44 98,40 0,17
37,5 289,2 37,48 99,94 0,17

40 306,4 39,91 99,76 0,13
42,5 325,5 42,60 100,24 0,09

45 342,0 44,93 99,85 0,36

50 379,2 50,19 100,37 0,02
povprecne vrednosti 100,01 0,15
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Tabela VI1I: Podatki za izrac¢un to¢nosti in natan¢nosti analizne metode

za dolo¢anje ubidekarenona med dnevi in rezultati

dejanska povprecje | izracunana | tocnost [%] | RSD %
¢ [ng/ml] odzivov ¢ [ng/ml]

30 241,0 30,41 101,36 0,73

35 271,0 34,57 98,76 0,93
37,5 291,7 37,43 99,83 0,74

40 309,3 39,88 99,69 0,71
42,5 3294 42,66 100,37 0,99

45 345,1 44,84 99,63 0,73

50 384,0 50,22 100,44 0,95
povprecne vrednosti 100,01 0,82

Rezultati ponovljivosti vzorca so bili pridobljeni skladno s postopkom vrednotenja
natancnost, ki je opisan v poglavju 5.2.1.4 Vrednotenje HPLC metode in so navedeni v

tabeli VIII.

Tabela VIII: Rezultati spremljanja ponovljivosti vzorca

vzZorec 1 2 3 4 5 6 Povprecje | RSD %
POVPreCIe | 5097 1371,1 |363,0 |363.1 |368,1 |387.6 |370.4 2.40
odzivov

Meja zaznavnosti in meja dolocitve

Za izracun meje zaznavnosti in meje dolocitve po enacbah 3 in 4 smo uporabili enacbe
umeritvenih premic v koncentracijskem obmocju 30 do 50 pg/ml. Izracunali smo

povprecno vrednost naklonov (S) in SD odsekov na ordinati ().

S=17,2217 c=3,9335
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Meja zaznavnosti ubidekarenona pri izbranih pogojih HPLC metode je 1,80 pg/ml. Meja
dolocitve ubidekarenona pri izbranih pogojih HPLC metode je 5,45 pg/ml.

Preverjanje uc¢inkovitosti ekstrakcije

Rezultate o vzorcih usedline in vzorcih ovojnic kapsul smo pridobili v skladu s postopkom
preverjanje ucinkovitosti ekstrakcije, ki je opisan v poglavju 3.2.1.3 Priprava vzorca. V
tabeli IX so prikazani rezultati testiranja vzorcev usedline. Reprezentativni kromatogram

vzoréne raztopine ovojnic izdelka A je na sliki 8.

Tabela IX: Odzivi vzorcev usedline

povprecje odzivov
17,92 18,01 18,23
RSD % 0,88
mQ;o [mg] 0,65

Slika 8: Reprezentativni kromatogram vzoréne raztopine ovojnic izdelka A

(z dodatkom raztopine FeCls)

6.3 DOLOCANJE VSEBNOSTI KOENCIMA Qy

V ta namen smo analizirali Stiri vzorce, ki so oznaceni kot izdelek A, B, C, D in so opisani
v poglavju 5.1.1 Substance, reagenti, raztopine. V vseh primerih gre za oljno suspenzijo
koencima Qo v mehkih kapsulah. Vsi izdelki imajo deklarirano vsebnost koencima Qo
30 mg in so pripravljeni skladno z opisom priprava vzorca v poglavju 5.2.1.3 Priprava

vzorcev. Vsebnost koencima Qo v posameznem vzorcu smo izra¢unali po enacbi 5 kot je
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opisano v poglavju 5.2.1.5 Dolocanje vsebnosti koencima Qo. Proizvajalec A nam je dal

na voljo $tiri razlicne serije izdelka (skupno 220 kapsul izdelka A).

Izdelke B, C in D smo kupili v lekarni. Za pripravo vzorcev skladno s postopkom priprava

vzorca, ki je naveden v poglavju 5.2.1.3 Priprava vzorcev smo imeli na voljo eno kon¢no

pakiranje vsakega od izdelkov.

Vsi rezultati analiz posameznih serij izdelka A so zbrani v tabeli X. Reprezentativni

kromatogram vzorc¢ne raztopine izdelka A je na sliki 9. Vsi rezultati analiz izdelka B so

zbrani v tabeli XI. Reprezentativni kromatogram vzorcne raztopine izdelka B je na sliki 10.

Vsi rezultati analiz izdelka C so zbrani v tabeli XII. Reprezentativni kromatogram vzoréne

raztopine izdelka C je na sliki 11. Vsi rezultati analiz izdelka D so zbrani v tabeli XIII.

Reprezentativni kromatogram vzorcne raztopine izdelka D je na sliki 12.

Tabela X: Rezultati dolo¢anja vsebnosti celokupnega koencima Qg

v §tirih serijah izdelka A

IZDELEK A — prva serija povprecje
povprecni odziv 355,23 379 370,1 377,1
doloéena vsebnost 29,85
koencima Q¢ v kapsuli 28,63 30,54 29,83 30,39
[mg]

IZDELEK A — druga serija povprecje
povprecni odziv 385,9 398,43 364,7 362,9
dolo¢ena vsebnost 30,46
koencima Q, v kapsuli 31,10 32,11 29,39 29,25
[mg]

IZDELEK A - tretja serija povpredje

povprecni odziv 369,7 371,1 389.,4 363 363,1 368,1 387,6
dolo¢ena vsebnost
koencima Q, v kapsuli 29,80 29,91 31,38 29,26 29,26 29,67 31,24 30,07

[mg]
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IZDELEK A — Cetrta serija povprecje
povprecni odziv 396,5 379,2 381 400,6 384,4 372,6
dolocena vsebnost
koencima Q. v kapsuli 31,96 30,56 30,71 32,29 30,98 30,03
[mg]
povprecni odziv 382,1 371,1 375,3 375 408,4 383,5
dolo¢ena vsebnost
koencima Q. v kapsuli 30,79 2991 30,25 30,22 32,91 30,91
[mg]
povpreéni odziv 386,3 384,1 380,6 383,2 380,5
dolocena vsebnost
koencima Q1 v kapsuli 31,13 30,96 30,67 30,88 30,67 30,93
[mg]

Slika 9: Reprezentativni kromatogram vzorcne raztopine izdelka A

Tabela XI: Rezultati dolocanja vsebnosti celokupnega koencima Qo v izdelku B

IZDELEK B povprecje
povpre¢ni odziv 384,9 398,6 390,5 393

dolo¢ena vsebnost koencima 31.02 3212 31.47 3167 3157
Qyo v kapsuli [mg] ) > ) , ,

1zz0
1373
1338

Slika 10: Reprezentativni kromatogram vzor¢ne raztopine izdelka B
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Tabela XII: Rezultati doloCanja vsebnosti celokupnega koencima Q¢ v izdelku C

IZDELEK C povprecje
povpreéni odziv 360,6 368,2 379,27 371,6
dolo¢ena vsebnost
koencima Qo v kapsuli |29,06 29,67 30,57 29,95 29,81
[mg]

&
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Slika 11: Reprezentativni kromatogram vzorcne raztopine izdelka C

Tabela XIII: Rezultati dolocanja vsebnosti celokupnega koencima Q¢ v izdelku D

IZDELEK D povpredje
povpretni odziv 371,7 378.8 374 4 376,1

dolo¢ena vsebnost

koencima Qo v kapsuli 29.96 30,53 30,17 30,31 30,24
[mg]

mAU |

Slika 12: Reprezentativni kromatogram vzor¢ne raztopine izdelka D
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Rezultati vsebnosti koencima Qo izraZzeni v mg na kapsulo za vse analizirane vzorce so
predstavljeni v tabeli XIV.

Tabela XIV: Rezultati vsebnosti koencima Q¢ izrazeni v mg na kapsulo za analizirane
vzorce. Vrednosti so podane kot povprecna vsebnost + standardni odklon.

Izdelek IR L el g Stevilo analiz
[mg]

A 30,55+ 2,36 32

B 31,57+ 0,55 4

C 29,81 +0,76 4

D 30,24 + 0,29 4

6.4 DOLOCANJE DELEZA REDUCIRANE OBLIKE
KOENCIMA Qy,

Za dolocanje deleza reducirane oblike koencima Qo smo analizirali izdelke A. Vsi vzorci
so bili pripravljeni skladno z opisom priprava vzorca v poglavju 5.2.1.3 Priprava vzorcev.
Vsebnost koencima Q1o v posameznem vzorcu smo izracunali po enacbi 5 kot je opisano v
poglavju 5.2.1.5 Doloc¢anje vsebnosti koencima Q1o. Vsebnost oksidirane oblike koencima
Q1o (ubidekarenona) v posameznem vzorcu smo izracunali po enacbi 6 kot je opisano v
poglavju 5.2.1.6 Dolocanje deleza reducirane oblike koencima Q;o. Delez reducirane
oblike koencima Qo v posameznem vzorcu smo izra¢unali po enacbi 7 kot je opisano v
poglavju 5.2.1.6 Doloc¢anje deleza reducirane oblike koencima Q9. Vzorci izdelka A so
bili iz Stirih razliénih proizvodnih serij in so bili razli¢ne starosti. Shranjevani so bili pri
temperaturi do 25 °C. Rezultati so podani v tabeli XV. Reprezentativni kromatogram
vzoréne raztopine izdelka A, pripravljene brez dodatka raztopine zelezovega (III) klorida,
je na sliki 13. Reprezentativni kromatogram vzorcne raztopine izdelka A, pripravljene z

dodatkom raztopine Zelezovega (III) klorida, pa je na sliki 14.
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Tabela XV: Delez reducirane oblike koencima Qo v posamezni seriji izdelka A

Datum .Starost HonprEs DelezZ reducirane
.. . izdelka v vsebnost . .
Serija izteka roka | . . oblike koencima
uporabnosti Ccasu analize | koencima Qg Q10 [%]
P [mesec] [mg] L
1366180001 04.2010 2 30,93 13,0
1353830001 12. 2009 6 30,07 20,8
1341850001 08. 2009 10 30,46 42.0
1338980001 05.2009 13 29,85 79,4

Slika 13: Reprezentativni kromatogram vzor¢ne raztopine izdelka A

(brez dodatka raztopine FeCls)

Slika 14: Reprezentativni kromatogram vzorc¢ne raztopine izdelka A

(z dodatkom raztopine FeCls)

49




SIMONA RAZPOTNIK DIPLOMSKA NALOGA

Del vzorcev druge in tretje serije izdelka A smo umetno starali v stabilnostni komori dva
oziroma sedem tednov pri 40 °C in 75 % vlagi. Vzorci so bili pripravljeni skladno z
opisom priprava vzorca v poglavju 5.2.1.3 Priprava vzorcev. Vsebnost koencima Qo v
posameznem vzorcu smo izracunali po enacbi 5 kot je opisano v poglavju 5.2.1.5
Dolocanje vsebnosti koencima Q;o. Vsebnost oksidirane oblike koencima Qg
(ubidekarenona) v posameznem vzorcu smo izracunali po enacbi 6 kot je opisano v
poglavju 5.2.1.6 Dolocanje deleza reducirane oblike koencima Q. Delez reducirane
oblike koencima Qjp v posameznem vzorcu smo izracunali po enacbi 7 kot je opisano v
poglavju 5.2.1.6 Dolocanje deleza reducirane oblike koencima Q;¢. Vzorce posamezne
serije smo analizirali pred zaCetkom umetnega staranja, po dveh tednih in po sedmih tednih
shranjevanja v stabilnostni komori. Rezultati dolocanja deleza reducirane oblike koencima

Q10 v umetno staranih izdelkih A so prikazani v tabeli XVI.

Tabela XVI: Delez reducirane oblike koencima Q¢ v umetno staranih izdelkih A

Datum izteka Cas urfnetnegao Povprecna DeleZ reducirane
. staranja (40 °C, | vsebnost . .
Serija roka o . oblike koencima
uporabnosti 75 % vlaga) koencima Quo [%]
- [teden] Q1o [mg] wire
0 30,07 20,8
1353830001 | 12. 2009 2 29,80 87,2
7 30,52 100,0
0 30,46 42,0
1341850001 | 08. 2009 2 31,05 89,4
7 29,90 100,0
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7 RAZPRAVA

Ustrezna in raznolika prehrana naj bi praviloma vsebovala vsa potrebna hranila v zadostnih
koli¢inah za normalen razvoj in ohranjanje zdravja. Raziskave so pokazale, da idealno
stanje pri vnosu koencima Qo ni dosezeno. Ljudje pogosto posegajo po izdelkih s
koencimom Qjo, njegova uporaba je tako v svetu kot tudi pri nas zelo razSirjena.
Ucinkovitost koencima Qjo na razli¢nih podrocjih potrjujejo Stevilne raziskave. V
dolocenih primerih avtorji navajajo, da so potrebne nadaljnje dobro nac¢rtovane raziskave,

ki bodo indikacije potrdile ali ovrgle.

Izdelki s koencimom Qo v razlicnih farmacevtskih oblikah imajo lahko status prehranskih
dopolnil ali zdravil. Velikokrat je v ekonomskem interesu proizvajalca, da izdelek
predstavlja kot »ve¢ kot Zivila« in mu posredno z navajanjem indikacij pripisuje zdravilne
lastnosti ali pa zavaja uporabnike z navajanjem nedokazanih ucinkov. V teh primerih
uporabniki Se tezje lo¢ijo med prehranskimi dopolnili in zdravili, ki so si po izgledu sicer
zelo podobna. Z uvedbo enotne evropske zakonodaje na podroc¢ju zdravstvenih trditev naj
bi se stanje na trgu po preteku prehodnega obdobja spremenilo, saj bodo glede na odlocitev

EFSA-e indikacije za koencim Qo dovoljene le na zdravilih.

Na prvi pogled bi lahko rekli, da sta zakonodaji zdravil in prehranskih dopolnil podobni.
Ob natan¢nem pregledu pa ugotovimo ravno nasprotno. Prva prijava prehranskih dopolnil
sluzi samo uradni evidenci, medtem ko je registracija zdravil proces dokazovanja varnosti
in ucinkovitosti. Kontrola kakovosti je predpisana in zahtevana samo za zdravila. V
primeru prehranskih dopolnil mora uporabnik zaupati proizvajalcu in njegovim navedbam
na izdelku. Vsa zdravila so pod skrbnim nadzorom tudi po prihodu na trg, saj je zanje
natancno predpisan sistem farmakovigilance, ki zagotavlja zbiranje, spremljanje,
vrednotenje in izmenjavo vseh podatkov o zdravilih. Za prehranska dopolnila ni
predvidenega sistema, ki bi zagotavljal tovrstno izmenjavo podatkov o prehranskih
dopolnilih.

V Sloveniji je bilo od leta 2003 pri ministrstvu za zdravje prijavljenih priblizno 2700
prehranskih dopolnil. To lahko smatramo kot dokaz, da se proizvajalci rajsi odlocajo za
razvrstitev izdelkov med prehranska dopolnila in se tako izognejo strogim zahtevam, ki so
predpisana za zdravila. Pravilno bi bilo, da bi farmacevti ob izdaji izdelkov s koencimom
Q1o in tudi v drugih podobnih situacijah vedno posegli po zdravilih, saj so ta ustrezno

preverjena in imajo dokazano varnost in u¢inkovitost.
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Trenutno Se ni zakonske osnove za redno kontrolo vsebnosti posameznega deklariranega
hranila v prehranskih dopolnilih. Predvidevamo, da se bo to s ¢asom spremenilo. Takrat
bomo nujno potrebovali ustrezne analizne metode za doloc¢anje vsebnosti koencima Q.
Na trzis¢u je najvecji delez izdelkov s koencimom Q;o v obliki mehkih kapsul, ki
vsebujejo oljno suspenzijo koencima Qjo. Zato smo se odlocili, da izberemo ustrezno

analizno metodo za dolocanje koencima Qo v mehkih kapsulah.

Najprej smo preverili katere metode doloanja koencima Q;o v mehkih kapsulah so
opisane v literaturi in jih predstavili v poglavja 6.1 Vpeljava HPLC metode. Izbrali smo
najbolj preverjeno metodo, ki je opisana v monografiji za ubidekarenon kapsule v USP
farmakopeji (34). Metodo smo nekoliko modificirali. Ker nismo imeli na voljo kolone, ki
je predpisana v USP (8 x 100 mm) smo uporabili nekoliko ozjo in daljSo kolono
(4 x 250 mm). Stacionarna faza je ostala nespremenjena. Zaradi poviSanega tlaka na koloni
smo se odlocili, da zmanjSamo pretok mobilne faze iz predpisanih 2,5 ml/minuto na
1,5 ml/minuto. Posledi¢no se je zmanjSal tlak na koloni in podaljSal retencijski ¢as. Z
namenom manjSe porabe razpoloZzljivih izdelkov smo modificirali predpis priprave
vzorénih raztopin. Namesto predpisanega ekvivalenta 200 mg po USP metodi smo
uporabili ekvivalent 120 mg ubidekarenona Vse vzorce smo pripravili po postopku

priprava vzorca, ki je opisan v poglavju 5.2.1.3.

Vsako novo analizno metodo je potrebno ovrednotiti, da potrdimo njeno ustreznost za
analizo substance. Zato smo HPLC metode vrednotili znotraj treh dni, kot navajamo v
poglavju 5.2.1.4 Vrednotenje analizne metode. Kot je navedeno v poglavju 5.2.1.1 Pogoji
HPLC metode je stacionarno fazo predstavljala kolona Kromasil 100 C18, katero smo
vzdrzevali na konstantni temperaturi 25 °C. Kot mobilno fazo smo uporabili acetonitril,
tetrahidrofuran in vodo v razmerju 55:40:5 (v/v/v), katere pretok je znaSal 1,5 ml/min.
Kromatograme smo posneli pri valovni dolzini 280 nm.

Preizkus ustreznosti kromatografskega sistema smo opravili pred pri¢etkom vrednotenja
HPLC metode. Posneli smo kromatograme in izracunali parametre za ovrednotenje
ustreznosti sistema. Izracunana resolucija je 3,14, izraun faktor asimetrije 0,9 ter RSD
0,13 % (tabela IV). Iz rezultatov je razvidno, da je sistem ustrezen, resolucija je vecja od

2,5, faktor asimetrije je manjsi od 1,5 ter RSD manjsi od 2 %.
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Linearnost metode smo potrdili z izdelavo umeritvene premice rezultatov analiz sedmih
standardnih raztopin koencima Q;¢ razli¢nih koncentracij. Enacbo umeritvene premice
smo dolo¢ili z metodo najmanjsih kvadratov, upostevali smo povpre¢no vrednost odzivov
po treh injiciranjih in izratunali determinacijski koeficient korelacije (r*). Enacba
umeritvenih premic po posameznih dneh in enacba skupne umeritvene premice so
predstavljeni v tabeli V poglavja 6.2 Vrednotenje HPLC metode. Graf skupne umeritvene
premice pa je predstavljen na sliki 7. Metoda je linearna v koncentracijskem obmocju 30
do 50 pg/ml. Delovno obmocje analize je skladno z obmocjem linearnosti. IzraCunani
koeficient korelacije je 0,9982 in je kot zahtevano veéji od doloCene spodnje meje
sprejemljivosti 0,9900.

Tocnost meritev standardnih raztopin koencima Qo smo dolocili s primerjavo dejanskih
koncentracij pripravljenih raztopin in tistih, ki smo jih na podlagi od¢itanih odzivov analiz
izracunali iz umeritvene premice. Podatki za izratun toCnosti so skupaj z rezultati za
testiranje znotraj dne predstavljeni v tabeli VI, za testiranje med dnevi pa v tabeli VII
poglavja 6.2 Vrednotenje analizne metode. Izracunana tocnost meritev standardnih
raztopin koencima Qo znotraj dneva in med dnevi je bila 100,01 %.

Natan¢nost meritev standardnih raztopin koencima Qo smo dolo¢ili s trikratno ponovitvijo
analiz sedmih razli¢nih koncentracij znotraj posameznega dne in med dnevi. Preverjali smo
ponovljivost injiciranja. Primerjali smo stopnjo skladanja treh odzivov po treh zaporednih
injiciranjih. Konéni rezultat smo podali kot RSD. Rezultati natan¢nosti analiz koncentracij
ubidekarenona v znotraj dneva so podani v tabeli VI, med dnevi pa v tabeli VII poglavja
6.2 Vrednotenje HPLC metode. Izracunana povprecna RSD znotraj dne je bila 0,15 % in
med dnevi 0,82 %. Oba rezultat ustrezata zahtevam, saj je RSD < 2 %. Spremljali smo tudi
ponovljivost vzorcev. V ta namen smo po postopku priprave vzorca, ki je opisan v
poglavju 5.2.1.3 pripravili Sest vzorcev iste serije izdelka A. Rezultat stopnje skladanja
smo podali kot RSD in je 2,4 % ter ne presega meje sprejemljivosti (RSD < 5 %). Ta
ponovljivost predstavlja tako ponovljivost priprave vzorca kakor tudi variabilnost
koencima Qo v kapsulah znotraj testirane serije. Zato lahko na osnovi rezultatov potrdimo
ustreznost priprave vzorca oziroma metode za doloCanje koencima Q .

Po enacbi 3 in enacbi 4, ki sta navedeni v poglavju 5.2.1.4 Vrednotenje HPLC metode
smo izracunali mejo zaznavnosti in mejo detekcije. IzraCunana meja zaznavnosti je
1,80 pg/ml, mejo dolocitve pa 5,45 ug/ml. Ker meje zaznavnosti in meje detekcije nismo

dolo¢ili v skladu z ICH smernicami so vrednosti informativne. Za izratun smo uporabili
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podatke pridobljene na osnovi ekstrapolacije umeritvene premice v obmocju 30 do 50
pg/ml in ne na osnovi umeritvene premice v nizjem koncentracijskem obmocju.

Rezultati vrednotenja standardnih raztopin koencima Qjo so zelo dobri. Vsi so znotraj
meja, ki smo si jih zastavili pred zacetkom dela in zato lahko trdimo, da je HPLC metoda
ustrezna za kvantitativno doloCanje vsebnosti celokupnega koencima Q;o v mehkih

kapsulah.

Izvedli smo tudi dodatna testiranja. Zeleli smo preveriti, kako shranjevanje standardnih
raztopin koencima Qjo pri sobni temperaturi vpliva na rezultate analiz. Standardne
raztopine koencima Q¢ smo pripravljali z uporabo hlapih topil, kot je navedeno v poglavju
5.2.1.2 Priprava mobilne faze in standardnih raztopin. Nekaj standardnih raztopin, katere
smo predhodno uporabili za vrednotenje HPLC metode smo v vialah shranjevali pri sobni
temperaturi Sest dni in jih nato ponovno analizirali. Povprec¢ni odzivi vzorcev standardnih
raztopin koencima Qo so bili vi§ji za najve€ 2 %. Rezultat je potrdil naSe predvidevanje,
da topila hlapijo in koncentracija standardne raztopine koencima Q)¢ naraste. Zato

svetujemo, da se vzorci shranjujejo v hladilniku in v dobro zaprtih vsebnikih.

Za preverbo ucinkovitosti ekstrakcije smo na morebitno prisotnost zaostalega koencima
Qo testirali usedlino. Vzorce smo pripravili in analizirali skladno z opisom v poglavju
5.2.1.3 Priprava vzorca. Rezultati analiz vzorcev usedlin so podani v tabeli VIII poglavja
6.2 Vrednotenje analizne metode. Glede na izraun po enacbi 5 ta odziv ustreza vrednosti
0,65 mg koencima Qo v eni kapsuli. Faktor red€enja je bil pri pripravi vzorcev usedlin
dosti manjsi kot pri pripravi vzorcev izdelkov. Predpostavljamo, da smo ob prenosu
usedline zajeli tudi nekaj topila, ki je vsebovalo raztopljen koencim Qo To je razlog za
detekcijo manjSega odziva za ubidekarenon pri retencijskem casu 8,6 min. Zaklju¢imo
lahko, da usedlina ne vsebuje znatnih koli¢in koencima Qo in da je ekstrakcija z izbrano
mesanico topil ustrezna. Koencim Qg bi se lahko adsorbiral na povrsini ovojnic kapsul in
zato smo posebej testirali Se ovojnice. Skladno z opisom v poglavju 5.2.1.3 Priprava
vzorca smo pripravili in analizirali vzorce ovojnic. Na sliki 10 je predstavljen
reprezentativni kromatogram vzorcne raztopine ovojnic A. Pri analiziranih vzorcih ovojnic
nismo zaznali odziva za ubidekarenon pri retencijskem casu 8,6 minute. To je potrditev, da

ovojnice ne vsebujejo koencima Q¢ in da je ekstrakcija uspesna.
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Ker je pri pripravi vsakega vzorca potrebno 30 minutno stresanje smo izvedli dva nacina
meSanja in primerjali dobljene rezultate. Nekaj vzorcev smo pripravili z ro¢nim
stresanjem, druge pa s stresanjem na stresalniku. Rezultati dobljeni pri vzorcih, ki smo jih
stresali na stresalniku se ne razlikujejo od tistih, ki smo jih pripravili z ro¢nim stresanjem.
Na osnovi dobljenih rezultatov lahko zaklju€imo, da nacin stresanjem nima vpliva na
kon¢ni rezultat. Zaradi lazje in hitrejSe priprave vzorcev smo vecino izmed teh pripravili na
stresalniku.

Tekom analiz je bil nekajkrat opaZen rahel trend skrajSevanja retencijskih ¢asov (najvec
9,3 %). Vzrok temu je najverjetneje porast temperature v laboratoriju tekom izvajanja
analiz. Opazena sprememba retencijskih ¢asov pa ni vplivala na odzive inStrumenta in s
tem na to¢nost dobljenih rezultatov. To smo kasneje potrdili s ponovitvijo analiz izbranih
vzorcev, saj so bili dobljeni rezultati povsem primerljivi s prvotnimi ugotovitvami. Vpliv

zunanjih dejavnikov bi lahko zmanjsali z izvedbo analize v klimatiziranih prostorih.

Po koncani vrednotenju HPLC metode smo analizirali realne vzorce izdelkov s koencimom
Qio. V skladu z namenom diplomskega dela so predstavljeni rezultati analiz
eksperimentalni rezultati in tudi glede na Stevilo vzorcev ne predstavljajo nekih
uradnih karakteristik obravnavanih izdelkov. V analiziranih vzorcih smo dolocali
vsebnost celokupnega koencima Qo. Rezultati vseh analiz izdelka A so predstavljeni v
tabeli X, izdelka B v tabeli XI, izdelka C v tabeli XII in izdelka D v tabeli XIII poglavja
6.3 Dolo¢anje vsebnosti koencima Q;o. Na slikah 9, 10, 11 in 12 so prikazani
reprezentativni kromatogrami vzorcnih raztopin izdelka A, B, C in D. Vsi analizirani
izdelki vsebujejo koencim Qo v intervalu od 27 do 33 mg. Najmanjsa dolocena koli¢ina
koencima Qo v eni kapsuli je bila 28,63 mg. Najvi§ja ugotovljena vsebnost koencima Qo
v eni kapsuli pa je bila 32,91 mg. Rezultati vsebnosti koencima Qo izraZzeni v mg na
kapsulo so skupaj s povprec¢no vsebnostjo navedeni v tabeli XIV. Pricakovali smo, da
bomo opazili razliko v vsebnosti koencima Q9 med vzorci, ki so razvrs€eni v skupino
prehranskih dopolnil in zdravilom. Na podlagi izracunanih vrednosti koencima Qo v
kapsuli lahko zaklju¢imo, da ni bistvene razlike med vsebnostjo koencima Qo Vv
prehranskih dopolnilih in zdravilu.

Ker smo od proizvajalca pridobili $tiri serije izdelka A, smo imeli moznost spremljati
spreminjanje vsebnost koencima Q1o v posameznih serijah z razlicnim rokom uporabnosti.

Vsi rezultati so zbrani v tabeli XV v poglavju 6.3 Dolocanje vsebnosti koencima Q.
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Dobljeni rezultati celokupnega koencima Qj¢ so v intervalu od 29,85 do 30,93 mg. Na
osnovi tega lahko sklepamo, da se vsebnost celokupnega koencima Qo ohranja skozi

dalj$e ¢asovno obdobje.

Skladno z zahtevami monografija za ubidekarenon kapsule (34) smo v postopku priprave
vzorcev dodajali raztopino zelezovega (II) klorida. Ta predpis smo modificirali in vzorce
pripravili brez dodatka Zzelezovega (III) klorida. V ta namen smo vzorce izdelka A
pripravljali v dveh paralelkah z in brez dodatka zelezovega (III) klorida, kot je opisano
poglavju 5.2.1.3 Priprava vzorcev in jih analizirali. Na sliki 13 je reprezentativni
kromatogram vzor¢ne raztopine izdelka A brez dodatka raztopine Zelezovega (III) klorida.
V kromatogramu sta dva dodatna vrha z retencijskim ¢asom 5,9 in 7,7 minute. Na sliki 14
je predstavljen reprezentativni kromatogram vzor¢ne raztopine izdelka A z dodatkom
raztopine Zelezovega (III) klorida. V tem primeru ni ve¢ dodatnih vrhov ampak samo vrh
ubidekarenona pri retencijskem ¢asu 8,6 minute. Predpostavljamo, da eden izmed dodatnih
vrhov pripada reducirani obliki koencima Q¢ (ubikinolu). Nase predpostavke nismo mogli
potrditi, ker standard ubikinola ni na voljo. Na osnovi rezultatov smo izracunali deleze

reducirane oblike koencima Q o, ki so predstavljeni v tabeli XV.

Nekaj izdelkov A smo shranjevali v stabilnostni komori pri 40 °C in 75 % vlagi in jih na ta
nacin umetno starali. Vzorce izdelkov smo testirali pred zacetkom umetnega staranja ter po
dveh in sedmih tednih umetnega staranja. Vzorce smo pripravili v dveh paralelkah z in
brez dodatka Zelezovega (III) klorida, kot je opisano poglavju 5.2.1.3 Priprava vzorcev in
jih analizirali. Na osnovi rezultatov smo izracunali deleze reducirane oblike koencima Q,
ki so predstavljeni v tabeli XVI. Pri vzorcih, katere smo pripravili z dodatkom Zelezovega
(IIT) klorida, smo v drugi seriji izdelka A dolo¢ili od 29,90 do 31,05 mg koencima Q;, v
tretji seriji pa od 29,8 do 30,52 mg koencima Q;, v eni kapsuli. Ugotovili smo, da se delez

reducirane oblike s ¢asom povecuje.
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8 ZAKLJUCEK

Na osnovi analiz mehkih kapsul s koencimom Q¢ smo prisli do naslednjih zakljuckov.

Uporabljena metoda je deloma modificirana farmakopejska metoda, ki je linearna v
obmocju 30 do 50 pg/ml, kjer pricakujemo odzive ubidekarenona v izbranih izdelkih. Tako
znotraj dneva kot tudi med dnevi daje ponovljive (RSD je 0,09 - 0,36 %; 0,71- 0,99 %) in
tocne rezultate (toCnost je 98,40 — 101,52 %; 98,76 — 101,36 %) za doloc¢anje vsebnosti
koencima Q;¢ v standardnih raztopinah preko izbranega koncentracijskega obmocja. 1z
rezultatov preizkusa ustreznosti kromatografskega sistema (R je 3,14; T je 0,90; RSD je
0,13 %) je razvidno, da je sistem ustrezen saj vsi parametri ustrezajo zahtevam

farmakopeje (34).

Pri pripravi vzorca je ekstrakcija lipofilne molekule ubidekarenona ustrezna. To smo
potrdili s testiranjem usedline in ovojnic kapsul. V usedlini smo detektirali le minimalne
koli¢ine koencima Qo in jim ne predpisujemo vpliva na rezultate analiz. Ovojnice ne
vsebujejo koli¢in koencima Q o, ki bi jih lahko z izbrano analitsko metodo pod izbranimi
kromatografskimi pogoji detektirali. S spremljanjem ponovljivosti vzorca, ki predstavlja
tako ponovljivost priprave vzorca kakor tudi variabilnost koencima Qo v kapsulah znotraj
testirane serije smo potrdili ustrezno pripravo vzorca. RSD vrednost ni presegla meje
sprejemljivosti 5 %. Metoda daje ponovljive rezultate za doloCanje celokupne vsebnosti

koencima Q.

Vsi testirani vzorci vsebujejo koencim Qo v intervalu 27 do 33 mg. Najmanjsa doloc¢ena
koli¢ina koencima Q1o v vseh analiziranih izdelkih razli¢nih proizvajalcev v eni kapsuli je
28,63 mg. Najvisja doloCena koli¢ina koencima Qo v eni kapsuli izdelka pa je 32,91 mg. S
spremenjeno metodo, ki ne vkljucuje dodatka Zelezovega (III) klorida smo ugotovili, da je
v analiziranih vzorcih Ze prisotna reducirana oblika koencima Qjo, ki se s Casom
shranjevanja povecCuje. Pri Cemer ostaja celokupna vsebnost koencima Q;¢ znotraj
intervala 29,80 - 31,05 mg. V skladu z namenom diplomskega dela so predstavljeni
rezultati analiz eksperimentalni rezultati in tudi glede na Stevilo vzorcev ne predstavljajo

nekih uradnih karakteristik obravnavanih izdelkov.
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