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ANOTACE

Uvod prace predstavuje seznameni s validacemi analytickych metod,
jakozto diilezitého procesu pii farmaceutickém vyvoji a kontrole kvality ve
farmaceutické vyrobé.

Validace metod méa zésadni vliv na farmakoekonomiku a vyznamné
zkracuje dobu uvolnéni 1é¢iva na trh. Princip IMS vyznamné krati dobu
analyzy a tim zajistuje farmaceutické firmam inovacni a ekonomicky rust.
Experimentalni ¢ast této prace byla provedena na pfistroji IONSCAN — LS
Smiths-Detection, USA v pobocce firmy TEVA v Opavé, ktera zavadi vyuziti
IMS Kk validaci analytickych postupti pro validaci ¢isténi ve farmaceutické
vyrob¢.

K méfeni byl pouzit standard Naphazolini nitras a metoda Teflon dry. Pfi
vyvoji samotné metody, na které jsem se podilela, byl nalezen rozsah
pouzitelnosti metody v intervalu hmotnostnich koncentraci od 0,06 — 0,80 mg /
ml. Byl stanoven detekéni limit na urovni 0.02 ppm, kvantifika¢ni limit na
urovni 0.08 ppm a byla ovéfena linearita. V druhé ¢asti jsem validovala
analytickou metodu pro validaci procesu ¢isténi. Vzorkovani bylo provedeno
pomoci stérti polyuretanovymi tampony Large Swab, a to z ocelové desticky o
velikosti plochy 5 x 5 cm% Z tohoto zafizeni bude po vyrob& produktu
proveden stér, ktery se podrobi Limitnimu testu IMS. Jeho vysledek ur¢i, zda je
vyrobni zafizeni pfipraveno k vyrobé nasledujiciho produktu, zda ¢isténi bylo
dostate¢né. Behem validace analytické metody se postupovalo dle izraelského
Validaéniho protokolu a byla ovéfena linearita, opakovatelnost a vytéZnost

stért, Ktera ¢inila 93.59 — 135.81 %.

Klicova slova: Validace, IMS, vyvoj metody, validace analytické metody, stéry,

vytéznost



ABSTRACT

The thesis preamble introduces validations of analytical methods, as an
important process during pharmaceutical development and quality control in
pharmaceutical manufacturing.

Method validation has essential influence on pharmacoeconomics and
greatly shortens the time of placing the medicament to the market. The IMS
principle greatly shortens analysis time, thus ensuring economic and innovation
growth for pharmaceutical companies. Experimental part of this thesis was
performed on the device IONSCAN — LS Smiths-Detection, USA in the branch
of the Teva company in Opava, which introduces IMS to analytical procedures
validation for cleaning validation in pharmaceutical manufacturing.

For measuring, the Naphazolini nitras standard was used and the Teflon
dry method was applied. During the method development itself, in which |
participated, the method usability range was found in the interval of mass
concentrations from 0,06 — 0,80 mg / ml. The detection limit at the level of
0.02 ppm and the quantification limit at the level of 0.08 ppm were determined
and linearity was verified. In the second part, | validated the analytical method
for cleaning process validation. Sampling was performed by means of
polyurethane swabs “Large Swab” from a metal plate of surface size 5 x 5 cm2.
From this equipment, a swab will be made after product manufacturing. The
swab will undergo the IMS Limit Test. Its result will determine whether the
manufacturing equipment is ready for production of the following product,
whether cleaning was sufficient. During the analytical method validation, an
Israeli Validation Protocol was followed and the linearity, repeatability and

swab recovery equaling to 93.59 — 135.81 % were verified.

Key words: validation, IMS, method development, analytical method

validation, swabs, recovery
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PREDMLUVA

Experimentalni ¢ast praci jsem po dobu 3 mésici realizovala v divizi QC
Pharma, ve vystupni laboratofi instrumentalnich metod farmaceutické firmy
TEVA v Opave. Proto zde o této firmé zminuji nékolik poznamek

Spole¢nost IVAX Pharmaceuticals s.r.o., diive zndma jako Galena, je
vyznamnym farmaceutickym vyrobcem s velmi dlouhou historii. Jeji sidlo se
nachdzi v Opavé-Komaroveé. Ve svém Sirokém portfoliu ma generické 1€¢ivé
piipravky — predevSim antiastmatika, cytostatika, imunosupresiva,
hypolipidemika, antihypertenziva aj. - v podobé tablet, tobolek a kapalnych
1ékovych forem, déle také volné prodejné l1€ky (OTC), ucinné farmaceutické
latky (API) a rostlinné extrakty. Produkty spliuji uznavané standardy kvality a
jsou exportovany do fady zemi. Na tspéchu spole¢nosti a plnéni naro¢nych
cili se podili piiblizné 800 zaméstnancti. V roce 2006 se spole¢nost stala
soucasti nadnarodni skupiny Teva. g
Tato spolec¢nost je rozdélena na divizi vyrabé&jici 1é¢ivé pripravky

(Pharma) a divizi pro vyrobu u¢innych substanci (TAPI Galena).

Utvary divizi :
Kvalita

Utvar kvality je zodpovédny za tyto dvé oblasti:
. kontrola jakosti (QC) — zahrnuje laboratorni testy vyrabénych substanci
provadéné pomoci nejmodernéjsich laboratornich technik a pfistrojii
renomovanych firem (kapalinové a plynova chromatografie, titrace, termicka
analyza a dalsi typy spektralnich technik)
. jisténi jakosti (QA) — je nastavovano a kontrolovano systémem Spravné

vyrobni praxe (SVP) pro celou spole¢nost



Registrace
Registrace (RA) — shromazd’'uje dokumentaci k postuptim vyroby a

kontrole substanci.

Vyzkum a vyvoj

Zameétuje se predevsim na:

. metody separace ucinnych latek,

. metody syntézy ucinnych latek,

. analytické metody a jejich validace,

. nalezeni novych polymorfi a jejich charakterizaci.

Zcela novou aktivitou je vyvoj vysoce ucinnych aktivnich
farmaceutickych latek (HAPI). Kli¢ové vysledky jsou patentovany a nové
postupy vyroby ovétovany v laboratornim a poloprovoznim métitku.
Pracovnici vyzkumu a vyvoje rovnéz spolupracuji s technology ve vyrob¢ pti
optimalizaci stavajicich vyrobnich procest a piipravuji podklady pro registraci

substanci.

Prodej a marketing

Utvar se zabyva nejen prodejem téinnych farmaceutickych latek
a rostlinnych extraktd, ale také prodejem prav na finalni l1ékové formy vyvinuté
na zéklad¢ substanci divize TAPI Galena (tzv. Out-Licensing). Obchodni
kontakty jsou rozvijeny po celém svéte, pii¢emz ve spolupraci s ostatnimi
utvary je neustale zlepSovana uroven sluzeb zdkaznikiim. Prodej a marketing se
rovnéZ podili na rozSifovani a dopliovani portfélia firmy a na planovitém

zvySovani kvality a konkurenceschopnosti stavajicich produktt.
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1. UVOD

Cisténi vyrobnich zatizeni se zaméfenim na vnitini povrchy je
standardnim krokem zahrnutym do procesu vyroby farmaceutickych produkti.
Cisténi je dileZité pro odstranéni rezidui a k zabranéni kiizové kontaminace.
Procesy jsou zalozeny na solubilizaci, chemickych reakcich a fyzikalnich
dé&jich. Pro jednotliva vyrobni zafizeni byly vyvinuty konkrétni Cistici
procedury, které jsou fizeny predpisy. Pokud jsou testy na Cistotu vyrobniho
zatizeni vyhovujici, provede se validace standardni procedury ¢isténi. Pokud
testy neodpovidaji normé, je tfeba zvolit jiny postup Cisténi. Pro validaci je
nutné stanovit kritické kroky a parametry tohoto procesu. Vyhodnoceni
Cisticich procest ndm potvrdi u¢innost a bezpe¢nost konkrétniho postupu a

v s 7 ’ . s v sy o [2
umozni ndm provést Uplnou validaci Cisticich procest. [

Validace jsou systémem jisténi jakosti, ktery souvisi se spravnou vyrobni
praxi. Specifikou farmaceutického primyslu je, Ze pravidla jiSténi jakosti ve
vyrobé 1€kl jsou pevné zakotvena v pravnim fadu moderniho statu.
Farmaceuticky prumysl je fazen ke staitem regulovanym odvétvim a podléha
legislativé.

V Ceské republice je legislativa v plném souladu s predpisy EU a USA.
Oblast 1éCiv je regulovana na zéklad€ zakona €.378/2007 Sb. O 1écivech a o
zménach a doplnéni ne€kterych souvisejicich zakonl. Pozadavky na SVP jsou v
CR definovany vyhlaskou MZ CR a MZe CR ¢&.411/2004, kterou se stanovi
spravna vyrobni praxe, spravna distribucni praxe a podminky povolovani
vyroby a distribuce 1é¢iv. Organem kompetentnim udélovat povoleni k vyrobé,
kontrolovat plnéni pravnich predpist a provadét registraci 1écivych ptipravk,
je Statni ustav pro kontrolu 1é€iv, spravni organ podiizeny Ministerstvu
zdravotnictvi.

Prvni a zdkladni ptfedpis regulujici oblast 1é¢iv a 1€k byl piijat EHS
(Evropské Hospodatské Spolecenstvi) v roce 1965. Smérnice Zasad a pravidel
Spravné vyrobni praxe pro léky k humannimu pouziti byla vydana v roce 1991.
Detailni rozpracovani pozadavkt SVP je obsazeno v dokumentu ,,Guide to

Good Manufacturing Practice for medicinal products.
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Tyto ptedpisy se tykaji prostor a zafizeni pro vyrobu, udrzby zafizeni, zabyvaji
se kontaminaci surovin. Tyto ptedpisy nejsou vsak detailni, vyzaduji pouze

piesny popis metod Cisténi a jejich validace.

K evropskym pozadavkiim patii jesté n¢které dopliky:
-Anex 15,EU Guide-Qualification and Validation
-Anex 15 PIC/S Guide to GPM
Oba tyto dopliiky se zabyvaji validaci ¢isténi a jsou prakticky shodné.

V USA je hlavni autoritou FDA (Food and drug administration), ktera
vydavé normy (regulations). Tyto normy jsou pak publikovany ve federalni
sbirce zakonti USA 21CFR (Code of Federation Regulation) 210 a 211
,»Current GMP in manufacturing, processing, packing or holding of drugs®.

V ¢asti ,,§211.67 Equipment clearing and maintenance® jsou definovany
zakladni pozadavky na ¢isténi, které se tykaji zafizeni pro vyrobu, procedur
¢isténi, udrzbou a zdznamy jednotlivych procest. Predpisy FDA jsou spole¢né
s japonskymi povazovany za nejobsahlejsi a nejptisnéjsi na sveété.

Pokyny pro validaci ¢isténi jsou uvedeny v téchto zakladnich
dokumentech:

o ,,Guide to inspection of validation of cleaning processes*- pokyny
FDA pro inspekce validaci €isticich procest, vyZaduje tyto informace:
e SOP pro Cistici postupy
e Procedury validaci
e Valida¢ni protokoly
e Vysledky validaci
e Limity pro znecisténi
o ,,Validation Master Plan, IQ, OQ, Non-sterile process
Validation,Cleaning Validation®, PIC/S,2000. (PIC-Pharmaceutical
inspection convention). Tento piedpis pozaduje, aby byl kazdy postup
dobte navrzen a ovéfen validaci. Zabyva se téZ kontaminaci aktivnich
substanci a findlnich 1éCivych ptipravkl. Vysledkem validace ¢isténi je
dokument, ktery potvrzuje, ze zvolena metoda ¢iSténi poskytuje jistotu
pro dané zafizeni a dany proces vyroby finalniho pfipravku nebo

aktivni substance.
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o Technical report PDA, 1998, Points to Consider for Cleaning
Validation - metodické pokyny pro €isténi a validaci Cisténi
Jde o prakticky navod na aplikaci ¢isticich metod a jejich validaci..
Tyka se vyvoje Cisténi, validace ¢isténi, odstraiiovani rezidui, ¢iSténim
vyrobnich zafizeni, vyvojem Cisticich cykld, techniky odbéru vzorkd,
analytickymi metodami, limity, atd. Jedna se o velice dobie

propracovany dokument vyuzitelny v celosvétovém méftitku. [2:3]
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2. TEORETICKA CAST

2.1. CISTENI

2.1.1. PROCEDURY CISTENI

Procedury cCisténi vnitinich povrchii zafizeni predstavuji standardni
¢innost provadénou po vyrobé farmaceutickych produkti z divodu

odstrafiovani rezidui a branéni kifzové kontaminaci. 4

Vyvaoj Cistici procedury zavisi na:
o Produktu
o Vyrobnim zatizeni
o Cisticich prostfedcich
o Postupech a parametrech
o Dokumentaci

o Skoleni

SloZeni produktu: Ci§téni zavisi na typu materialu, ktery ma byt
odstranén z povrchu. Je tfeba brat v ivahu chemické a fyzikalni vlastnosti
produktu. Mezi né patii rozpustnost, koncentrace, fyzikalni vlastnosti i¢inné
latky a pomocnych latek. Bereme na védomi i mozné interakce produktu s
povrchem. U kapalnych produkti mize dochazet k vétsimu pruniku latky
tésnénim a tim je zabranéno efektivnimu ¢isténi. Pevné produkty mohou
vytvaret agregaty smaceni povrchu Cisticimi prostfedky. Rozpustné latky se
¢iSt€nim snadno odstranuji, zatimco nerozpustné latky musi byt odstranény

fyzikalnimi prosttedky nebo vyssi koncentraci ¢isticich prostfedkﬁ.[z]

Vyrobni zarizeni: Pokud se zafizeni pouZiva k vyrob¢ jednoho
produktu, jsou vylouceny uvahy o kiizové kontaminaci. Vicetucelova zatizeni

jsou komplikovanym systémem z hlediska kontaminace, proto musi byt
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provedena urcita opatfeni. Kampanovita vyroba je vyhodna pro minimalizaci
rizik kontaminace mezi Sarzemi. Zde se ¢isténi provadi po ukonceni kampang.

V tivahu bereme i sloZitost zafizeni.[?

Cistici prostiedky: Cistici prostiedky musi byt vybirany podle
vhodnosti k odstranovani rezidui a podle jejich toxicity. Musi byt stanoveny
piipustné limity a uvedena jejich specifikace. U¢innost ¢isténi zavisi na jejich
koncentraci, expozi¢ni dob¢, tlaku, teploté a pH. K piiprave Cisticich
prostredkii se vyuziva voda pro injekce nebo voda &isténa. 4

Cistici postupy a parametry: Cistici postup se sklada z t&chto kroki:

e Prewashing-hrubé ¢isténi
e Washing-myti

e Rinsing-oplach

e Drying-vysuseni

Jednotlivy Cistici postup nemusi zahrnovat v§echny tyto kroky nebo
mize zahrnovat i kroky navic. Kritickou roli zde hraji parametry jako ¢as,
teplota, koncentrace Cisticiho prosttedku a Cistici d&j. Kazdy Eistici krok se
vyhodnocuje podle toho k jaké redukci kontaminace v daném kroku doslo. Po

vyhodnoceni se bud’ n¢jaky krok ptida nebo ubere. [2]

Dokumentace: Na konci vyvoje Cistici procedury musi byt vypracovan
standardni operacni postup (SOP). Tento dokument musi obsahovat v§echny
kroky a parametry Cisticich procedur. SOP pro ¢isténi by mél zahrnovat tyto

aspekty:

e Rozsah rozebrani zatizeni

e Kriticka mista a oblasti

e Podrobny popis metod,zatizeni,materialli pouzitych pro ¢isténi
e Vizudlni inspekce

e Odpovédnost za Cisténi zatizeni

e Rozvrhy Cisténi

e Odstranéni oznaceni predchozi Sarze

16



e Ochranu &istého zafizeni pfed kontaminaci ped pouzitim

e Inspekci zafizeni na Cistotu bezprostfedné pred pouzitim

e Metody ocisténi nebo manipulace a skladovani natradi pro ¢isténi

V pritbéhu vyvoje procedury se piipravi rovnéz prislusné formulaie

[2]

zaznamu pro rutinni ¢isténi. Tyto dokumenty slouZi po jejich vyplnéni jako

zaznam o Cisténi a prokazuji, ze Cistota zafizeni byla zkontrolovana nezavislym

supervizorem. %

Kromé téchto dokumentu je tfeba ptipravit validacni protokol pro

zvalidovani Cisticich procedur.

2.1.2. TYPY CISTICICH PROCEDUR

1. Ruéni

2. Poloautomatické

3. Automatické

Ruéni ¢isténi:

Jedna se o pfimé Cisténi vyrobniho zafizeni operatorem s pouzitim

Cisticich prostfedktl a ruénich zafizeni. Ke kritickym kroktim manualniho

CiSténi patii:

v
v

v

Objem Ccisticiho prostiedku

Teplota mycich a oplachovacich roztokt
Doba trvani mycich a oplachovacich cykli
Tlak roztoki

Koncentrace detergentu

Jednotlivymi kroky tohoto typu ¢isténi jsou :
Demontaz-rozlozeni zatizeni
Hrubé ¢isténi-odstranéni hrubych necistot s pouzitim vody nebo
rozpoustédla

Myti-kyselé nebo bazické s pouZitim detergentl

17



v" Oplach-slouzi k odstranéni detergentti
v Wsuseni-s vyuzitim suSiciho plynu
v Montaz-slozeni zatizeni
Vyhodou manuélniho ¢isténi je zkuSenost operatora a nevyhodou je
variabilita ¢iSténi zafizeni. Pro validaci ru¢niho ¢isténi je kritickym faktorem

schopnost dosdhnout reprodukovatelnosti. [2]

Semiautomatické ¢isténi:
Jedna se o kombinaci ru¢niho a automatického ¢isténi. Existuje n¢kolik
typii tohoto procesu :
e Automatickému ¢isténi predchazi ru¢ni ¢isténi demontovaného zatizeni
e Proces svyuzitim vysokotlakého sprejovaciho zatizeni
Vyhodou poloautomatického ¢isténi je nizkd nédkladovost a umoziuje
¢isténi slozitych soustav. Klady a zapory urcuje rozsah manuélniho a

UV
automatického ¢isténi.!?!

Automatické ¢iSténi:

Jde o cisténi pln€ automatizované s vyuzitim programovacich systémi,
které umozni naprogramovat rizné Cistici cykly. Je fizeno integrovanym
fidicim systémem, ktery umozni regulaci cykli. Jednotlivé kroky tohoto
procesu jsou stejné jako u ruéniho ¢isténi a to:

e Demontaz zatizeni

e Hrubé cisténi

e Myti-s pouzitim detergentt
e Oplach-pouziva se voda

e VysuSeni

v vr , [2
e Montaz zarizeni [21
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2.1.3. FREKVENCE CISTENI

Frekvence a rozsah ¢isténi byva vétsSinou uréovan povahou vyrobniho
procesu. Frekvence zavisi na tom, zda se vyrabi rozdilné produkty nebo Sarze
téhoz produktu. Proto se obvykle rozlisuje:

e Cisténi mezi $arzemi riiznych produktt, tim se zabrani kiizové
kontaminaci produktem

e (isténi mezi Sarzemi t¢hoz produktu (2

2.1.4. MONITOROVANI CISTENI

Béhem monitorovani ¢isténi musi byt sledovany kritické parametry. Mezi
kritické parametry patii teplota, prutok, tlak, hladina tekutiny, vodivost a pH.
Béhem validace a vyvoje procedury ¢isténi musi byt stanoveny rozmezi téchto
parametri. Kromé nich je tfeba monitorovat také Cistotu povrchu zafizeni po
kazdém ruc¢nim ¢isténi 1 automatickém cisténi.

Piistroje k monitorovani jsou bud’ zapojeny piimo do Eisticiho zafizeni,
jsou tedy ,,in-line“nebo mimo n¢ jako ,,off-line*. O ¢isténi musi byt uchovany
zadznamy, Ve kterych je uvadéno, kdo ¢isténi provedl, kdo provedl inspekei,

&isla zatizeni a datum &isténi. &
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2.2.VALIDACE

2.2.1. ORGANIZACE VALIDACI

Pro validace neexistuje zddny navod ani postup. Program validaci by mél

zahrnovat tyto klicové postupy:

1. KONCEPCE VALIDACI

Koncepce validaci by méla byt prosazena fidicim tymem schopnym
vytvoftit validaéni plan, posuzovat jednotlivé piipady, schvalovat valida¢ni
protokoly a zpravy. Validace by mély byt provadény dle standardniho
operacniho postupu, tzv. SOP. M4 vyznam pro planovani a vyhodnocovani

validaci.

2. ZDUVODNENI VALIDACI

Zdivodnéni validaci znamena nalezeni diivodi k provedeni validaci.
Mezi ditvody patii napft. zlepSeni vyroby, zvySeni jakosti vyrobku, snizeni

nakladu, atd.

3. PRIORITY
Je dllezité si vymezit priority. Validovat vSechny procesy je netcelng,

nakladné.

4. VYBER VALIDACNIHO TYMU

Ve validacnim tymu je nutnd pfitomnost osoby, ktera je schopna
koordinace jednotlivych procesi.
Pied kazdou validaci by mél pfipravit pro validacni tym zdlvodnéni

validace, valida¢ni protokoly a harmonogram provedeni validace.

5. PREDMET VALIDACE

Predmétem validace mtizou byt pozadavky na vyrobek, definice procesu

a urceni faktora ovliviiujicich jakost.
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6. PROVEDENI VALIDACE

Provedenti je zavislé na zplisobu validace. Prospektivni validace je
provadéna u 3 vyrobnich Sarzi, retrospektivni u 20 Sarzi nutnych k prokazani

reprodukovatelnosti procesu s dostate¢nou spolehlivosti.

7. VYHODNOCENI VYSLEDKU

Vyhodnocovani validaci se provadi metodou SPC (Statistical Process
Controll) nebo metodou ANOVA (Analysis of Variety), aj. Musi byt
vyhodnoceno zda bylo dosazeno cile studie, nebo zda byla splnéna kriteria

pfijatelnosti.

8. VALIDACNI ZPRAVA

Vsechny vysledky by mély byt zpracovany ve formé zavérecné validacni

Zpravy.

9. ZAVEDENI DO PRAXE

Jde o nejvyznamnéjsi krok celé validace. [4]

2.2.2. RIZENIi VALIDACI

Rizeni validaci se dé&je prostiednictvim Validation Master Plan. Tento
zakladni fidici dokument, ktery je vyZadovan statnimi autoritami, byl vydan

PIC (Pharmaceutical Inspection Convention) v roce 2001.
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Kazda valida¢ni dokumentace musi zahrnovat:
e VMP (Validation Master Plan)
e VP (Valida¢ni protokoly)
e VR (Validaéni zpravy)
e SVR (Souhrna validaéni zprava) [4]
VMP je vypracovan fidicim valida¢nim tymem, ktery je tvoien
odborniky riznych oborti (projektanti, technici, technologové, zastupci QA

(Quality assurance), QC, specialisti na validace, mikrobiologii, apod.) .[*
Obsahem VMP by podle doporuceni PIC mélo byt:

1. Uvod-firemni koncepce validaci:
- koncepce jakosti vyroby
- rozsah a cil validaci
- priority
- standardy
2. Organizace valida¢nich aktivit:
-VMP
-VP
- provedeni
- pfiprava
- schvalovani protokoll a zprav
- sledovani a vyhodnocovani
- trénink personalu
3. Popis procesu vyroby:
- schéma vyrob a procesti
- popis procesu
4. Specifické uvahy o procesech:
- kritické parametry produktil zatizeni systému
- kritickd mista procesu
5. Rozsah validaci:

- produkty (PQ)
- zafizeni a systémy (1Q,0Q,PQ)
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- procedury (OQ,PQ)
6. Klicova kritéria pfijatelnosti
7. Format valida¢ni dokumentace:
- valida¢ni zpravy a protokoly
- souhrnnd validacni zprava
8. Souvisejici dokumentace
9. Harmonogram validaci:
- procedury, vybaveni, personal, ¢as, ceny
10. Kontrola zmén:

- materialéi, zafizeni, procedur [
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2.3. VALIDACE CISTENI TEKUTYCH LEKOVYCH FOREM

2.3.1. VALIDACE CISTENIi PRI VYROBE TEKUTYCH
LEKOVYCH FOREM

Cistici procedury jsou souéasti vyrobnich &innosti a z ohledu jakosti
produktu jsou povazovany za kritické. Z tohoto ditvodu je dnes vétSinou autorit
vyzadovana jejich validace.

Validace ¢isticich procesu hrala dlouho kritickou roli ve farmaceutické
vyrob¢.

Stopova analyza je vysoce kriticka ve farmaceutické vyrobg€ zejména pti
¢isténi vybaveni béhem vyvoje 1é¢iva.V rannych fazich vyvoje 1éciva se
analyzuje mnoho vzorkt, zatimco se vyviji vyrobni proces. Kazdy vyrobni
proces vyzaduje Cisté zafizeni. V pozd¢jSich fazich vyrobniho procesu je Cas
velmi drahocenny. Jakmile se produkt pfenese do komeréniho vyrobniho
procesu, musi byt dopad na vyrobu co nejmensi. Proces je validovan, pokud je
robustnost preparatu a vyrobniho procesu zndma, musi se také optimalizovat a
identifikovat kritické faktory. ProdluZzovani validace vyrobniho procesu
zpozd’uje vyrobu produktu a jeho spusténi prodeje. Pacienti ptichazeji o
zivotné dulezita lé¢iva a dochazi ke ztratdm miliont dolart.

Validovani Cisticich procest se vykonava proto, aby se zjistilo zda API
(aktivni farmaceuticka ingredience) a ostatni latky, které ptichazeji do styku s
povrchy vyrobnich zatizeni, nebyly kontaminovany. Validace Cisticich
procedur nasleduje po validaci vyrobnich postupt. Béhem vsech fazi vyvoje
musi byt kazda ¢ast vyrobniho zatizeni ovétena, ze je Cista, nez se pouzije k
vyrobé. BEhem komercni vyroby lé¢iva se uz validace ¢iSténi nemusi provadét
pokazdé a pouziva se jen jako namatkova kontrola. FDA vyZaduje, aby firmy
psaly postupy popisujici Cistici postupy pouzité pro riizné zatizeni a popisy
validace té€chto postupii. Mira Gspésné a netispésné analyzy je urCovana dle
smérnic FDA a specifické politiky farmaceutické spolecnosti. Tyto analyzy
potiebuji ptistroj o vysoké senzitivité, spolehlivosti, snadné pouzitelnosti a

vysoké rychlosti.[4]
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Validace je fizena pfedpisem Cleaning Validation, vydanym PIC v roce

2001, ktery obsahuje tato doporuceni:

1. Princip validace-vysvétleni vyznamu ¢isténi

2. Obecné zasady

3. Dokumentace- valida¢ni zpravy, protokoly a SOP

4. Personal- kontroly ¢isténi, trénink operatord

5. Zatizeni- kritické ¢asti ¢isténi

6. Mikrobiologické aspekty

7. Vzorkovani- plan, stéry, vzorky oplachované tekutiny
8. Detergenty- ucinnost Cisténi, slozeni, limity

9. Analytické metody- validace, citlivost metod

10. Nastaveni limiti- kritéria pfijatelnosti, individulni .1

Pribéeh validace je zaznamenén do validaéniho protokolu. Tento

dokument musi obsahovat:

e Ugel a rozsah validace

e Valida¢ni tym

e Popis procesu(zatizeni, procedury)

e Metody testovani(vzorkovani, vizualni kontrola, analytické hodnoty)

e Kiritické kroky a parametry

e Metody hodnoceni

e Kiriteria pfijatelnosti

e Harmonogram

e Formulafe protokoli [4]

2.3.1.1.  Ucel a rozsah validace

Validace bude provedena pro vSechna zatizeni, ktera jsou urcena k
vyrobé TLF.

Ugelem prospektivni validace je priikaznost, Ze:

o Cisténi je pro vyrobu vhodné

o Cisténi probiha ve shodé s platnou dokumentaci

o Je dosahovano specifickych parametri
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o Dokumentace je spravna a uplna

o Vsechny odchylky jsou provéteny a zdivodnény [4]

Rozsahem prospektivni validace se rozumi:
o Ovéfend Cisticich procedur pro kazdé zafizeni na nejméné 3 po sobé
jdoucich operacich
o Provéfeni €innosti
o Posouzeni dosazenych kritickych parametrii

o Posouzeni viech zmén a odchylek [

2.3.1.2.  Valida¢ni tym

Pro validace musi byt ustaven valida¢ni tym. Jeho ukolem je jednak
ptiprava celé validace, ale také provedeni validace. Na konci validace musi

vypracovat validaéni zpravu a zhodnotit vysledky validace. [4]

2.3.1.3.  Popis procesu

Popis procesu se tyka popisu zatizeni a popisu Cisticich procedur. Jako
zafizeni pro vyrobu se pouziva formulacni kotel o objemu 10001, steriliza¢ni
filtr, plnicka s pistovou pumpou a kontejnery k davkovani pomocnych latek
nebo kadinky k davkovani 1é€ivych latek. Procedury ¢isténi jsou dvojiho typu:

e Procedura SOP-R (rucni)
e Procedura SOP-A (automatické)

Procedura ¢iSténi SOP-R se pouZziva pro pomicky ve vyrobé TLF.
Automatické ¢isténi se pouziva pro vSechna zatfizeni potfebnd pro vyrobu.
Cisténi je provadéno vzdy do jednoho dne od ukonéeni vyroby. Znovu musi

byt zatizeni pouZito opét do jednoho dne od ¢isténi a sterilizace. [4]
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2.3.1.4. Metody testovani

Do metod testovani patii vizualni kontrola, vzorkovani a analytické
metody. Vizualni kontrolou hodnotime viditelna znecisténi vnitinich povrcha
zatizeni. Slouzi také jako metoda k urceni mist stérii. Vzorkovani je pouzivano
k prokazani Cistoty zafizeni po automatickém cisténi. Existuje n¢kolik zptisobti
odbérii vzorkl :

l. Odbér z oplachovych tekutin

Il. Odbér z posledni oplachovaci tekutiny
1. Stéry produktu

IV.  Odbéry kondenzétu-endotoxiny

Ad )
Vzorek je vzdy odebirdn z vypustného ventilu na zacatku a na konci
prislusného kroku ¢isténi. Minimalni mnozstvi odebraného vzorku pomoci

vzorkovnic ¢ini 500ml.

Ad 1)

Vzorek je odebiran v posledni minuté oplachu po zastaveni pfivodu WFI.

Ad I111)

Pro stér kazdého produktu bude provedena studie k urceni vytéznosti,
tzv. recovery. Provede se tak, Ze se na desticku ze stejného matrialu jako
zafizeni, nanese zndmé mnozstvi produktu, ktery bude stiran stejnym

zpusobem jako zafizeni. Vytéznost individualniho stéru Ri se vypocita jako:

Ri = 100 x nalezené mnozstvi/nanesené mnozstvi (%)

Tato studie musi byt opakovana 6 x pro lé€ivou latku (API) 1 produkt.Vysledna
hodnota bude priimérem dil¢ich hodnot. Jednotlivd mista stéru jsou jasné

uréena. Provadi se z plochy 25cm? pomoci polyuretanovych tamponti, ktery se

vyextrahuje ve zkumavce.
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Ad IV)
Kondenzat bude odebiran pouze po automatickém ¢isténi pomoci
depyrogenizovanych vzorkovnic.Odebere se 100 ml kondenzatu po ¢astecném

odtoku.

Analytické metody se pouzivaji pro stanoveni rezidui. Délime je na
nespecifické metody, kam patii napt.méfeni UV spektra, vodivosti a stanoveni
TOC (Total Organic Carbon) a specifické metody, jako jsou stanoveni API

pomoci HPLC, IMS nebo stanoveni endotoxinti pomoci LAL testu.

Metody nespecifické:

1.méreni UV spektra

Porovnava roztok produktu proti oplachové tekutiné v UV spektru.

2. méreni vodivosti

Mg¢ii se vzorky oplachovych tekutin pred ¢isténim a po CiSténi.

3. méreni TOC

Opét se meti vzorky oplachovych tekutin jako u vodivosti. Vzorky stérii se

fedi.

Metody specifické:
1. HPLC

Vzorek se piipravi tak, Ze se k oplachové tekutiné pfida koncentrovany
amoniak, tak aby mél vzorek pH 8,0-9,5.

2. LAL test

Vzorek se pfipravi tak, ze se ke kondenzatu ptida 1 ml LAL ¢inidla. Nasleduje

inkubace a vyhodnoceni. Pozitivni reakce poukazuje na ptitomnost endotoxint.
[4]

Mezi specifické metody patii i IMS ( Ion Mobility Spektrometry)
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2.4.IMS- IONTOVA MOBILITNi SPEKTROMETRIE

IMS ( lon mobility Spectrometry) je jednou ze specifickych analytickych
metod, ktera se vyuziva pro validaci €iSténi vyrobnich zafizeni ve
farmaceutické vyrobé.

Jeji pouziti je velice vzacné oproti tradi¢né pouzivanych HPLC, TOC.
Tato metoda byla vyvinuta na konci 70. let v USA. Pracuje za atmosférického
tlaku, vyzaduje malé mnozstvi vzorku, méa subnanogramovou citlivost a velice
snadno se pouziva. IMS byla studovana jako alternativa k HPLC pro validaci
Cisticich postupil. Velkou vyhodou méfenim pomoci IMS je velka Gspora ¢asu
pro ovéfeni Cisténi a vyvoj Cistici metody, penéz, materialu a predevsim vysoka
citlivost metody. IMS je vhodna pro farmaceutické pouziti diky jejimu
softwaru, ktery dovoluje snadny ptistup k vyvoji metody a autosampleru k
maximalizaci rychlosti a stejnomérnosti. Dal$i vyhodou je snadné ovladéani
injektoru kontrolovaného uzivatelem a detek¢nimi proménnymi.

Validace ¢isticich postupt hrala dlouho kritickou roli ve farmaceutické
vyrobé v celosvétovém méftitku, jelikoz prodluzovala dobu uvedeni 1é¢iva na
trh a vedla k ekonomickym ztratam. VétSina farmaceutického primyslu
vyuziva k vyhodnoceni stérd z vyrobniho zafizeni HPLC. Detekéni limity pro
tuto hodnotu jsou v hodnotach 10 ppm. IMS metoda umoznuje jak redukci ¢asu
potiebného pro nastaveni parametrtl, tak pro vlastni méteni. K vyhodnoceni
vzorku dochézi pii této metodé béhem 15 az 20 s, zatimco u HPLC je to 15 az
20 min. Vysledka celé sekvence vzorkti u HPLC dosahneme az druhy den, u

IMS mame zanalyzované vzorky béhem jedné hodiny. 5,61
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2.4.1. SROVNANI HPLC a IMS

Tabulka 1: Srovnani HPLC a IMS [©

HPLC IMS limit.test
Cas analyzy 1 vzorku | Nad 600 5-20
(s)
Pocet vzorki za hod. 6 Nad 30
Doby pripravy vzorku | Stejna Stejna
Operaéni kvalifikace Vysoka Nizka
Cena vzorku Vysoka Nizka
Vyvoj metody Pomaly Rychly
Odpadni rozpoustédla | Ano-mobilni faze Nejsou
MozZnosti analyzy Ne Ano

Poskytnuté informace

Koncentrace

Vysledky o Cistoté nebo

znecisténi

2.4.2. IMS VERSUS TOC

TOC se vyuziva k méfeni organickych sloucenin (tj. slouceniny

obsahujici uhlik) ve vodnich systémech. Organickymi kontaminantami ve

farmaceutické vyrob&é mohou byt zbytky cukru, PVC, alkoholu. Jsou méteny

na zakladé vodivosti. Nevyhodou TOC je, Ze mtiZze poskytnout faleSné

pozitivni vysledky, jelikoZ vyhodnoti organicky uhlik, ale nerozpozna zda jde o

saponat nebo APIL

TOC tak mize prodluzovat dobu analyzy potiebnym piecistovanim a

reanalyzou. IMS na rozdil od TOC vykazuje vysoce selektivni vysledky,

zamezujici vzniku faleSnych negativnich a pozitivnich vysledkd. g
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2.5. PRINCIP IMS

IMS je instrumentélni analytickd metoda, kterd je podobna metodé Time-
of-flight MS. IMS vyuziva ionizované molekuly, které putuji trubici (drift tube)
rozdilnou rychlosti a tato rychlost se vztahuje k jejich hmotnosti a
geometrickému usporadani. Lze zvolit pozitivni nebo negativni ionizaci, ktera
napomuze zlepsit citlivost a identifikaci sloucenin. Chemické ionizace probiha
za atmosférického tlaku. Vzorek se zahteje pomoci desorbéni teploty na 290°C
a nasledn¢ odpati a podléha ionizaci pomoci p radia¢niho zafeni Ni®. Jedna se
o tzv. chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) . Ionty nebo iontové
shluky jsou pak separovany dle velikosti, hmotnosti a struktury. Po dopadu
kazdy ion vytvofti specificky signal, ktery je funkci iontové mobility. lontova
mobilita (K) je urena z proudové rychlosti (vg- drift velocity), kterd je ziskana

ionty v elektrickém poli (E) v drift tube.
Va=K.E (rovnice €.1)

Jednotlivé signaly tvofi spektrum, které koresponduje s pAsmem iontové
mobility. Zaznamy iontovych spekter zlistavaji uchovany v softwaru pfistroje a
jsou monitorovany. BEéhem analyzy ptistrojem IONSCAN se hledaji ionty,
jejichz piky maji maximum ve stejném ¢asovém intervalu. Pokud ionty
vyhovuji témto parametrim, dojde k zaznamendani substance jako ,,alarmu*.
Pokud ionty nevyhovuji témto parametrim zaznamena je, ale nespusti

alarm.

IMS vyuziva k analyze iontovou pohyblivost chemickych latek v plynné
fazi, uréenou métrenim zachytnych rychlosti pod vlivem elektrického pole.

Vystupni napéti ze sbérné elektrody je monitorovano pomoci ¢asu (drift
time), aby se detekovala pfitomnost substanci. Vysledné signaly jsou
zobrazeny na plasmagramu.

Rychlost jakou se ion pohybuje je charakterizovana otiskem palce

(fingerprint). !
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2.5.1. IONTOVA POHYBLIVOST

Iontova pohyblivost popisuje jak pohotovée ionty, které se pohybuji pod
vlivem elektrického pole, mohou migrovat plynem. Pohyblivost iontt je
charakteristicka pro danou slouceninu a zavisi na velikosti, tvaru iontu a
molekulach proudiciho plynu. Iontova mobilita odpovida piiblizné reciproké
hodnoté iontové hmotnosti. Kromé toho je zavisla na tlaku, teploté a

prevracené hodnoté sily elektrického pole. (8]

Obrazek 1: Pohyb iontu pod vlivem elektrického pole 8]

jL % o

P2 e %

Primérna rychlost (v) se vypocita dle rovnice ¢.2

v=K.E ( rovnice €.2)

V — primérna rychlost (cm/s)
K — iontova mobilita (cm?/V/s)
E — sila elektrického pole (cm/s)
Teplota a tlak mohou byt vylou€eny z rovnice pouzitim redukované
iontové pohyblivosti tzv. Ko, kterd je vztazena na teplotu 273 °K a tlak 760

torrd. ¥

Ko= K (273/T) (P/ 760) (rovnice &.4)

2.5.2. IONIZACE

vvvvv

atmosférického tlaku (APCI).
Molekuly soutézi o dostupny ndboj podle jejich nabojové afinity v plynné fazi.
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Chemické ionizace za atmosférického tlaku nejprve dava vzniknout primarnim
iontim pomoci elektrického narazu v pare. Pozitivni ionty vznikaji interakci s
dusikem(N,).Negativni ionty vyuzivaji kyslik (O5).

N, +e — N¥, + 2¢

O, +e — 0,
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Obrazek 2: Princip IMS [0l

Exhaust Flow

Drift Flow

Guard Grid

Focusing Rings
Gating Grid

Repeling Grid ~ assinite

3

 Descrber Heater

Sample Carrier Flow

Vysvétlivky:

Exhaust Flow — vyfukovy proud

Drift Flow — nosny proud

Collector — sbéraci zatizeni

Guard Grid — ochranna ¢ast

Focusing Rings — zaostfujici ¢ast
Gating Grid — vstupni miizka
Repelling Grid — odpuzujici ¢ast
Sample Carrier Flow — unase¢ vzorku
Desorber Heater — desorp¢ni ohfivac

Inlet — vstup
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2.6. PROVEDENIi ANALYZY

IMS zatizeni se sklada ze systému, do kterého se zavadi vzorek,
ioniza¢niho zdroje, analyzatoru (pouzivaného k separaci iontu dle jejich

pohyblivosti), detektoru a pocitace k ziskani dat. [10]

2.6.1. ZAVADENI VZORKU

Vzorek mize byt umistén na teflonovy substrat bud’ ruéné nebo pomoci
autosampleru. HPI vstiikovac ptijme stejné dobfie jak ruéni tak i automaticky
vstiik. Vzorek je premistén smérem k vstupni plose, kde je ohiivac, ktery
uzavie prostor a automaticky spusti analyzu vzorku. Nakonec se vzorek teplem

odpafi a nosny plyn nese pary do ioniza¢ni oblasti. 8]

2.6.2. TEPLOTNIi DESORPCE

Teplotni desorpce je proces, kdy je vzorek na teflonovém substratu
zahtan a vypary jsou odvedeny pomoci hnaciho plynu do ioniza¢ni komory.
Vycistény vzduch pronika pres membranu a pohéni desorbovanou paru k
ioniza¢ni &asti. P!

Typické teploty komponent jsou uvedeny v tabulce:
Tabulka 2: Piehled teplot soucasti IMS 6]

Negativni ionty

Pozitivni ionty

Desorber 233°C 285°C
Vstupni otvor 240°C 280°C
Proudova trubice 114°C 225°C
HPI vstupni otvor 300-400°C 300-400°C
HPI pienosova trubice | 280°C 280°C

Teplota vstupniho otvoru je nastavena vyse nez je teplota desorberu, aby

zajistila kompletni odpafeni vzorku a aby zbytky pary zistaly pred prepazkou.
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Teplota proudové trubice je nastavena tak, aby zabranila fragmentaci
diky vysokym teplotam a podporuje shlukovani a adici pfi nizsich teplotach u

negativnich iontd. 6]

2.6.3. HPI VSTRIKOVAC

Vzorek je zaveden pies clonu a uzivatel ma na vybér zda pouzit horky
nebo chladny vstiik pii pouziti vstiikovace.

Pti horkém vstiiku je oblast HPI udrzovana na vysokych teplotach a
vzorek je okamzité po vstiiku odpafen. U chladného vstiiku je pfistroj
udrzovan na niz8i teploté a vzorek je odpatfen nasledné zvysujici se teplotou.

HPI vstiikovac¢ nabizi n€kolik moznosti jak kontrolovat vstiik. Jedna se o
monitorovani a kontrolu teploty a faizovani proudu. Vstiik o velkém objemu

umoZiiuje vyvinout iroky rozsah metod k optimalizaci analyzy. &

2.6.4. KONDENZACNI TRUBICE

Kondenzaéni trubice zachycuje odpadni produkty z IMS detektoru a
zabranuje jim tak v nahromadéni. Je potteba ji pravidelné vypoustét a

kontrolovat.

2.6.5. KALIBRANT

Kalibrant je mezi analyzami neustale monitorovan a je pouZivan ke
kompenzaci malych zmén barometrického tlaku a teploty. Jeho zndma iontova
pohyblivost umoziuje plynulou kalibraci proudovych ¢ast. Systém monitoruje
presny proudovy Cas kalibrantu a pouziva jej k pfesnému vypoctu proudoveého
¢asu vzorku.

IMS detektor ma dva zasobniky kalibrantu, kazdy z nich ma Zivotnost pfiblizné

pét let. ¥
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Tabulka 3: Piehled kalibrantu pro jednotlivé mody 61

Kalibrant Stav Ko rozsah

Nikotinamid Pozitivni 1.8550-1.8650
Isobutyramid Pozitivni 1.5730-1.5830
4-Nitrobenzonitril Negativni 1.6470-1.6570

2.6.6. REAKTANT

Hexachlorethan je pouZzivén jako standard reaktanti v negativnim stavu.
V pozitivnim stavu slouZi jako reaktant nikotinamid. Kromé pouziti jako
kalibrantu u pozitivniho stavu se nikotinamid mtiZze pouzit jako reaktant.
Nekteré slouceniny v negativnim stavu ionizuji u¢innéji bez reaktantu. V téchto

piipadech miize byt reaktant vynechan. !

2.6.7. MODEL TOKU

Model toku kontroluje tti cesty toku vzduchu. Proud proudi ze zadni ¢asti
pristroje a nese kalibrant do systému. Proud taky umoziuje vyprazdiiovani

trubice z ditvodu nezadoucich iontt. !

2.6.8. KONTROLA HPI

HPI obsahuje elektronické ¢idlo, které kontroluje nosny plyn a tlak pii

vsttiku, &
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Obrizek 3: Schéma HPI 1Y
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Vysvétlivky:

Syringe - jehla

Septum - prepazka

Split outlet - vypust’

Optional frit — frita

Vaporization chamber — odpafovaci prostor
Transfer line — pfenosna trubice

Glass liner — sklenény obal

Heated metal block — zahfaty kovovy blok
Carrier gas inlet — vstup nosného plynu
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3. EXPERIMENTALNIi CAST

Mg¢éfeni jsem provadéla v laboratofi na odd€leni kontroly kvality, v
budové ¢islo 96 ve farmaceutické firmé Teva, Ostravska 29, 747 70 Opava-

Komérov, Ceska republika.

3.1. VYVOJ ANALYTICKE METODY

Pristroj: IONSCAN-LS, firmy Smiths Detection
Software: IM-station, verze ¢. 5389 1

Princip: lon mobility Spectrometry

Vzorek: Naphazolini nitras, lvaxPharmaceuticals,s.r.0, vyrobce Loba
Feinchemie AG,/Fischamed/Austria, Sarze ¢. 0360120001

3.1.1. PRODUKT VALIDACE

Farmaceutické substance Naphazolini nitras odpovida sumérnimu vzorci

Ci14H15N303, Vzhledové se jedna o bily nebo témét bily krystalicky prasek s

relativni molekulovou hmotnosti 273,29. [12]

CAS 5144-52-5

Jedna se o 2 — (naftalen-1- ylmetyl)-4,5-dihydro-1H-imidazol-nitrat

Rozpustnost :mirné rozpustny ve vod¢, dobte rozpustny v ethanolu 96%
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Obrazek 4: Strukturni vzorec Naphazolini nitras [12]

Teplota tani: 167°C — 170° C

Skladovani: chrénit pied svétlem 12

K vlastni validaci metody byl pouzit standard Naphazolini nitras §.
0360120001, Ivax-pharmaceutical Standard, vyrobeny v Loba Feinchemie AG/

Fishamend/Austria

3.1.2. PRISTROJOVE VYBAVENI

Ultrazvukova lazeii (PS1000A — SON 05) - Ultrasonic compact

cleaner 10L — ¢&. 200507; s.¢. 35209; vyrobce: Notus — Powersonic s.r.o.

Vrable, SR. Zatizeni pouzité pro rozklad vzorku.

Vodni lazeii (WBT 01) s teplomérem TER 21 (A 100) - & 35981; s.¢.
X03001; vyrobce: LAURA DR.R. WOBSER GMBH.

Pristroj IONSCAN-LS (4 VOB -LS ), serial number: 25326, HPI:
H0504338, AUTOSAMPLER: 11840806, vyrobce: Smiths Detection,

14 commerce Drive, Danbury.
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Analytické vahy — BALO7; ¢. 66828 - AX205DR; vyrobce: METTLER

TOLEDO Urc¢eno pro navazovani chemikalii.

3.1.2.1. CHEMIKALIE

Aceton: CH3COCHgs, sarze 4404301J, M, 58.08, vyrobce: Fluka

Ethanol: CH3CH,OH, sarze S903546 ,M, 46.07, vyrobce: Fluka

Laboratorni vybaveni. Odmérné banky, kadinky, zasobni nddoby na

odpad a oplachy, pipety, navazovaci nacini

3.1.3. POSTUP PRI ANALYZE

1. Substrat obsahujici zkoumany vzorek se umisti na desorber udrzovany
na teploté 290°C. Do IONSCAN-LS IMS zaiizeni je vzorek zavadén termélni
desorpci z teflonového substratu. Kromé této metody se da pouzit

vysokovykonnostni injektor (HPI-High Performance Injector).

2. Vzorek se nanasi manualné nebo pomoci autosampleru v mnozstvi 2-5
ul na teflonovy substrat. Do HPI je mozné nanést vétSi mnozstvi vzorku.

Obrazek 5: Zpiisob naneseni vzorku na teflonovy substrat
1\ 2

\
/

Vysvétlivky:
Sample spot — misto, kam se nanasi vzorek

Teflon substrate — teflonovy substrat
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3. Vzorek naneseny na substrat byl ptfenesen ke vstupnimu otvoru.

4, Jakmile se vzorek presunul ke vstupnimu otvoru, byl diky vysoké

teploté odparen a pfeménén na ionty o specifické iontové pohyblivosti.

5. Brana se oteviela a nechala ionty vstoupit z reak¢ni do ionizacni oblasti,
ionty zde byly zamétovany a urychlovany elektrickym polem podél hnaci
trubice, tak aby se dostaly ke sbérné elektrod¢. Velikost proudu na elektrod¢ je
propor¢ni k poctu ionti, které k ni doputuji. Detektor je vysoce selektivni,

protoze proudové Casy jsou vysoce specifické pro danou slouceninu.

6. Mikroprocesor v IONSCAN-LS monitoruje signal sbérné elektrody a

detekuje pritomnost cilovych iontd.

7. Vysledek analyzy je zachycen jako spektrum, které je nazyvano

plasmagramem. Plasmagram muze byt ve 2D nebo 3D zobrazeni. (6]
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3.1.4. ZASADY PROVEDENI SPRAVNE VALIDACE METODY

Krok 1. Zajisténi patfi¢né vykonnosti pfistroje pouzitim blanku a Instrument

Performance Check.
Krok 2. Ptiprava vzorku o dané koncentraci
Krok 3. Ur€eni pozitivniho a negativniho operacniho médu.
Krok 4. Méteni blanku a vzorku a sledovani piku
a) sbér dat ( kiivka, alarmy, parametry pro sbér dat)
b) nastaveni kritérii pro detekci piku

c) pouziti n¢kolika substanci

Krok 5. Opakované méfeni slouceniny a uréeni koncentrace potiebné pro

optimalizaci metody.

Krok 6. Analyza roztokd o vyssi a nizsi koncentraci k uréeni toho, zda se

odezva méni se zvySujici a snizujici se koncentraci.

Krok 7. Analyza blanku po kazdém nastiiku k uréeni, zda nedochazi k nasledné

kontaminaci, tzv. carry over.

Krok 8. Kontrola desorpcniho profilu. Optimalizace desorpcni a vstupni

teploty.

Krok 9. Optimalizace ¢asu potiebného k vypateni vzorku.

Krok 10. Odhad LOD a LOQ.

Krok 11. Pfipravit standardy LOD a LOQ a kontrola jejich odezev.

Krok 12. Dalsi strategie vyvoje metody.!%
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3.1.5. VYVOJ METODY

3.1.5.1. Zajisténi patii¢né vvkonnosti pfistroje pomoci blanku a
IP

IPC (Instrument Performance Check), je ovéfeni pomoci kontrolni latky.
K IPC se pouziva nejcastéji trinitrotoluen a diazepam, ,ten je vSak piilis
nakladny. Pro naSe ucely jsem pouzila amitryptilin. Deklaruje ptesné hodnoty
Ko, Drift time.

Blank oznacuje pouzité rozpoustédlo potiebné pro rozpusténi vzorku a
pro vlastni analyzu. Jako rozpoustédla se u IMS pouZivaji zejména methanol,
ethanol, isopropylalkohol, aceton. Kazdy blank vykazuje urcitou odezvu,

vlastni pik, kterym mizeme ovéfit jeho Cistotu.

Obrazek 6: Kalibracni kfivka amitryptylinu

UserlD: KONIKOY A Date: 03192009

Instrument: IONSCAN-LS - 25326 Mode: Positive Method: amitryptilin2-00001

Peak: Amitryp Ko: 1.1946 Ditimee: 14.566 ms Est.Mass: 283 AMU
Amitrvp

Mean maxh
=

0 il a2 03 0.4 05 0.4 07 &

ngml

(Sekvence: amitryptilin2-00006, viz. Ptiloha II)

3.1.5.2. Piiprava vzorku

Ptiprava vzorku o urcité koncentraci pro jednotlivé kroky validace

metody jsou shrnuty v nasledujici tabulkach:
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Tabulka 4: Pfiprava vzorku o urcité koncentraci:

25 mg standardu rozpustime ve 25 ml rozpoustédla

1 ml tohoto roztoku smisime s 9 ml rozpoustédla v 10 ml odmérné bartice

Koncentrace naphazolinu v ppm Objem (pl)
(ug/ml)
0.01 2.5
0.02 5
0.03 7.5
0.04 10
0.05 12.5
0.06 15
0.07 175
0.08 20
0.09 22.5
0.1 25
0.2 50
0.3 75
0.4 100
0.5 125
0.6 150
0.7 175
0.8 200
0.9 225
1.0 250

Navazila jsem 25 mg standardu naphazolinu, §. 0360120001 do odmérné

bariky o objemu 25 ml a rozpustila v asi 10 ml acetonu. Na 10 minut jsem

roztok vlozila do ultrazvukové lazné a poté umistila do vodni lazn€ na 20

minut vytemperovat na teplotu. 20 °C. Po 20 minutach jsem batiku z 14zng

vytahla a doplnila acetonem po rysku. 1 ml tohoto roztoku jsem odebrala do

10-ti ml odmérné bariky a pfidala jsem asi 7 ml acetonu a dala vytemperovat na

20 minut do vodni lazné na 20°C a poté doplnila acetonem po rysku. Z takto

ptipraveného roztoku jsem do 25 ml odmérnych ban¢k odpipetovala

predepsané mnozstvi dle tabulky a doplnila acetonem po rysku. Po protfepani

jsem naplnila vialky roztoky o ur¢ité koncentraci v mnozstvi asi 1,5 ml a vialky

uzaviela je.

45




3.1.5.3.  Urceni pozitivniho nebo negativniho mdédu

Ptipravila jsem urcitou sekvenci vzorkt o ur¢itych koncentracich a

sledovala jsem jejich odezvu na plasmagramu. Nékteré slou¢eniny se vice

projevi v pozitivnim a nékteré v negativnim médu. Nékteré se mohou projevit

v obou variantach, ale v téchto ptipadech se pro méfeni pouzije méd pozitivni.

Jednotlivé mody souvisi s chemickou strukturou slouceniny.

Obrazek 7: Priklady sloucenin projevujici se v pozitivnim a negativnim

médu 1%

Slouc¢eniny projevujici se v pozitivhim modu:

CH Cl

Slouc¢eniny projevujici se v negativnim moédu:
| (o,
@)

CH
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Obrazek 8: 3D Plasmagram negativniho a pozitivniho médu naphazolinu

Context:

1000
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Peak Height (du)

3D‘Plasr‘na ram

Mode: Negative lon

\\

\

:

65 7 75 & 85 9 95 10

105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155
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Context: test nafazolinu

3D Plasmagram
T T T

Drift Time (ms)

Mode: Positive lon
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75 8 85 9 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17

CAL —_
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Drift Time (ms)

Naphazolin standard, §. 0360120001 se projevil vice v pozitivnim méodu

jak je vidét na nasledujicim obrazku 8.V negativnim modu byla zaznamenana

nizka odezva a nejasné maximum.

Vysvétlivky
CAL — pik kalibrantu

Napl — pik naphazolinu

osay - vySka piku
osa X — drift time

0sa z — desorp¢ni ¢as
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3.1.5.4. Nastaveni alarmu k detekci piku

Alarm je nastaven a nadefinovan pomoci funkce Gaussian fit. Je to
soubor parametra, podle kterych se detekuji naméfené piky. Ze vSech

zalarmovanych pikii v segmentu se udéla primér.

Nastaveni kritérii pro detekci piku:

FWHM (full width at half maximum) - Sifka piku v poloviné vysky,
vyjadiena v ps, Sitka detekovaného piku musi byt maximalné 1,5

naprogramovan¢ho FWHM.

Variability — ¢asovy interval v ps, ve kterém je jesté pik akceptovan,

jeji hodnota je 50, pik musi lezet v tomto rozmezi, aby byl detekovan.

Amplitude Thresold —prahova hodnota amplitudy

Block Thresold — blokovy prah

Tabulka 5: Kritéria pro detekci piku

Ko Var. | B.Th | ATh | FWHM | Hits | Bar | Min.s | Max.s

Napl | 1.3917 | 50 1.0 20 360 1 ]1000 999

N

Nap2 | 1.3912 | 50 1.0 20 347 1 1000 2 999

Vysvétlivky:
Napl, Nap2 - nazvy alarma pro Naphazolini nitras
Ko - iontova mobilita

Var. — variabilita

B.Th. — blokovy prah

A.Th. — prahova hodnota amplitudy
FWHM — sitka piku

Hits — pocet zalarmovanych pika

Bar — hodnota urcujici procentudlni silu alarmu
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Min.s. — minimalni pocet segment

Max.s. — maximalni pocet segmentil

Obrazek 9: Plasmagram detekovaného piku naphazolinu

3D Plasmagram
T T T

2000 -
)
k=2
«— 1500
=
k=
©
T 1000
x N\
©
@
o
500 - \
ot I = I - L L 1 L L 1 L L 1 L 1 L 1 |_ — L 1
6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155

CAL —
Naph., —

Drift Time (ms)
(Plasmagram: Pos_Nap_lin2. viz. Ptiloha II)
Vysvétlivky:
Naph — ,,zalarmovany* pik Naphazolinu



Obrazek 10: Desorp¢ni kiivka vyjadrujici zavislost vySky piku na

desorpénim case

Plasmagram Amplitudes
T T T

1800 - AL 1

1400 - q
1200 |- B

1000 |

Peak Height (du)
3
(=)
T
L

600 |- B

/ Naph
400 / E
/ \

200 |- J —_— i
-
[ -—

Desorption Time (s)

Vysvétlivky
CAL - desorpcni kiivka kalibrantu
Naph — desorp¢ni kiivka Naphazolinu

r r b oA 4
Obrazek 11: Podminky méfeni
Time: 14:25:23 Date: 24/02/2009 Instrument: IONSCAN-LS - 25326 Des. Time: 15.00 s Segs: 50
Temps: (°C): Drift Tube: 236 Inlet: 296 Desorber: 290 Flows (cc/min): Drift: 300 Sample: 0
Path: CAIONSCAN_Data\Teva\DP\25326-(Pos_Nap_lin2)\$25326-[POS_NAP_LIN2]-00001-0001716-058-[PRECONDITION-0.00-SAMPLE].POS
Alarms: Naph_

Channel Summary:

Channel DTime Ko CFE Max Amp Cum Amp Delta # Hits
CAL 9.342 1.8600 1.00000 1483 +46
Naph. 12.485 1.3917 1.00000 817 10186 -35 45

Execution Details:

Pracedure:Teflon Qual 01
AS Method:Aceton
HP1 Method:No

KONIKOVA(KONIKOVA)

Vysvétlivky

Channel -oznacuje pik Naphazolinu a kalibrantu

DTime — drift time (ms) Naphazolinu a kalibrantu (viz. Plasmagram ¢.3, osa X)
Ko — lontova mobilita Naphazolinu a kalibrantu

Max Amp — maximalni vyska piku

Cum Amp — kumulativni vyska piku

Delta — pomér DTime alarmu a detekovaného piku

Des.Time- ¢as desorpce
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Segs — pocet segmenti

Desorber — teplota desorberu 290 °C

Inlet — vstupni teplota 296 °C

Drift Tube — teplota v hnaci trubici 236 °C

3.1.5.5. Opakované méfeni koncentrace pro optimalizaci metody

Provedla jsem opakované méifeni koncentrace, ktera davala odezvu okolo

200 d.u. Provedla se zména nastavenych parametrit metody a sledoval se vliv

parametr na vyvoj odezvy vzorku o urcité koncentraci.

Kontrolni parametry, které jsem ménila béhem analyz byly tyto, jsou

uvedeny v tabulce 6.

Kompletni pfehled kontrolnich parametra

(Sekvence: Pos_Nap_repeat2, Control Parametres, viz. Piiloha II).

Tabulka 6: Ménéné kontrolni parametry

Instrument Control Parametres

Inlet heater (°C)

Desorber heater (°C)

Scan period (ms)

Maximum analysis duration (s)

Maximum segments per analysis

Alarms

Numer of rinses with rinse

Rinse volume (ul)

Rinse fill rate

Sample volume (ul)

Sample fill rate

Pre-fill air volume (ul)

Post—fill air volume (ul)

Post dispense delay

3.1.5.6. Sledovani odezvy pii zméné koncentrace

Provedla jsem méfeni vzorkd o koncentracich ( 0,01 — 1 ppm).

Odezva se zvysovala s rostouci koncentraci viz. obrazek 12.
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Je vhodné méfit do koncentrace 1 ppm. U vyssich koncentraci by mohlo dojit k

presyceni substratu viz obrazek 13. Hodnota 0.01 ppm byla tak nizka, ze ji

pfistroj nezaznamenal.

Tabulka 7: Zména odezvy s rostouci koncentraci:

Actual maxA CUMA

pug/mL Mean RSD Mean RSD
0.020584 21 5.59% 21 5.59%
0.041168 32 13.82% 111 24.32%
0.061752 46 7.45% 257 10.19%
0.082336 91 7.52% 673 6.99%
0.10292 123 6.14% 881 5.10%
0.20584 261 5.08% 2560 2.47%
0.41168 420 3.02% 4852 2.23%
0.61752 547 1.67% 6417 2.36%
0.82336 682 1.26% 7832 1.85%

1.0292 681 1.31% 8112 1.93%

Vysvétlivky:

MaxA — maximalni vyska piku
CumA — kumulativni vyska piku

RSD — relativni smérodatné odchylka

Obrazek 12: Zavislost odezvy na koncentraci

Instrument: IONSCAN-LS - 25326 Mode: Positive Method: Pos Nap DP 1e-00007
Peak: napl Ko: 1.3917 Dtime: 12.298 ms Est.Mass: 209 AMU
napl
¥=T735.63x+35.178
900 R2=00518

800

700 / r
600
‘/
500 /
400 ’/
300

200 /
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Obrazek 13: Vybér vhodné koncentrace
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3.15.7. Urcéeni ndsledné kontaminace

Provedeni stfidavé analyzy blanku a vzorku K zjisténi zda nedochazi k
tzv carry-over (kontaminaci). Pokud dochazelo béhem analyzy ke kontaminaci,
byly nasttikovany blanky i mezi jednotlivé vzorky, u vyssich koncentraci bylo
tteba zvysit pocet nastiikl jednotlivych blankd.

Kontaminace mize byt zpiisobena teflonovym substratem, teflonovym
krouzkem, septem vialky, zne€isténou jehlou, kontaminovanym blankem,

ionizaéni oblasti.

Tabulka 8: Priklad carry over:

SmpType ug/mL | maxA(du) | cumA(du) Hits
Cal.Standard | 0.100756 235 1405 15
Cal.Standard | 0.100756 242 1403 15

Blank 0 30 57 2
Blank 0 0 0 0
Blank 0 0 0 0

Protoze pti méteni doslo ke carry-over, zavedla jsem nastiik blankti mezi
vzorky. Zvysovala jsem pocet nastfikl blankd a pouzivala jsme 99.9 % aceton
pro HPLC.
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Tabulka 9: Eliminace carry over

SmpType ug/mL | maxA(du) | cumA(du) Hits
Cal.Standard | 0.618744 685 5367 37
Cal.Standard | 0.618744 700 5151 32

Blank 0 0 0 0
Blank 0 0 0 0
Cal.Standard | 0.824992 734 6448 42
Cal.Standard | 0.824992 751 5683 30
Cal.Standard | 0.824992 762 6489 39
Blank 0 0 0 0
Blank 0 0 0 0

3.1.5.8. Kontrola desorp¢niho profilu

Optimalizace desorpéniho profilu se provadi zménou nastaveni

desorpéni teploty a teploty vstupni jako kontrolnich parametrii metody.

3.1.5.9. Optimalizace post dispense delay

Post dispense delay je ¢as potiebny k odpareni rozpoustédla. Kazdé
rozpoustédlo potiebuje riznou dobu k odpateni. Zkousela jsem ménit v
kontrolnich parametrech metody Post dispense delay v rozmezi od 2 do 7

sekund, jako optimalni ¢as jsem zvolila 5-6 sekund pro aceton a 20 sekund pro

ethanol.

3.1.5.10. Piedpokladané hodnoty LOQ a LOD

PREDPOKLADANE LOD a LOQ na zékladé maximalni odezvy o
hodnotach 16 du a 40 du dle rovnic:
LOD = mass of Sample x (16d.u. / R)
LOQ = mass of Sample x (40d.u./ R)

cv v

cv w7

spravnosti.
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Tabulka 10: Vypo¢itané hodnoty LOQ a LOD vzorku o koncentraci 0.01 —
1 ppm:

koncentrace odezva LOD LOQ
0.010225 0 0 0
0.02045 0 0 0
0.040899 29 0.023 0.056
0.061349 33 0.030 0.074
0.081798 46 0.028 0.071
0.102248 77 0.021 0.053
0.204496 153 0.021 0.053
0.408992 354 0.018 0.046
0.613488 449 0.022 0.055
0.817984 606 0.022 0.054
1.02248 710 0.023 0.462

(Sekvence: Pos_Nap_linearit-00003, viz. Ptiloha II)

cvwr

SO v p , oy . . . 13
analytu, ve kterém je dosazeno deklarované spravnosti, pfesnosti a linearity. [13]

Vypocétem LOD a LOQ byl dan rozsah kalibrace 0.06-0.8 ppm.
Vypoctem LOD a LOQ byl dan rozsah kalibrace 0.06-0.8 ppm. Tyto hodnoty
jsou pouze predpoklad, mohou se ménit v zavislosti na riznych podminkéch a

nastaveni.

V tabulce 10 jsou odezvy u koncentrace 0.01 a 0.02 tak nizké, Ze
nevykazuji Zadnou odezvu.. Hodnota kvantifika¢niho limitu je 0.06 ppm, ale na
zaklad¢ vysledkt predchozich méteni jsem zvolila hodnotu vyssi - 0.08 ppm,
ktera. zajiSt'uje opakovatelnost odezev. Jako limit detekce byla vypoctena

hodnota 0.02 ppm.

3.1.5.11. Linearita

Linearita je schopnost dané analytické metody poskytnout vysledky,
které jsou pfimo umérné koncentraci analytu v daném rozsahu. Minimalni
pocet koncentracnich Grovni musi byt Sest. Doklada se korelaénim

koeficientem R? a linearni pimkou. !
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1.Méfeni linearity u koncentraci 0.06 — 0.8 ppm p¥i dvou nastficich

Tabulka 11: Méfeni linearity u koncentraci 0.06-0.8ppm

Actual maxA CUMA

pug/mL Mean RSD Mean RSD
0.061349 34 2.11% 228 1.55%
0.081798 59 9.59% 639 8.08%
0.102248 77 4.62% 847 12.61%

0.204496 156 5.44% 2055 13.80%
0.408992 351 3.22% 4291 4.71%
0.613488 482 3.23% 5897 4.33%
0.817984 640 2.43% 7528 3.56%

(Sekvence: Pos_Nap_lin2-00001, viz.Ptiloha II)

Obrazek 14: Linearni piimka p¥i prvnim méfeni linearity ( koncentrace

0.06-0.08ppm)
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2. Méreni linearity pri koncentracich 0.06 — 0.7 ppm pri tfech nastricich

Tabulka 12: Méfeni linearity pii koncentracich 0.06-0.7 ppm

Actual maxA CUMA

pg/mL Mean RSD Mean RSD
0.06131 60 7.64% 205 19.57%
0.081747 112 5.09% 541 2.52%
0.090961 130 3.88% 699 5.87%
0.102184 131 8.35% 724 4.16%
0.306552 402 1.08% 3257 3.97%
0.50534 621 0.92% 6435 1.54%
0.707476 726 1.86% 7710 3.50%




Tabulka 13: Poradi vzorkii v sekvenci pFi druhém méreni linearity

SmpType ug/mL | maxA(du) | cumA(du) | Hits
Cal.Standard | 0.06131 65 173 4
Cal.Standard | 0.06131 59 250 7
Cal.Standard | 0.06131 56 192 5
Cal.Standard | 0.081747 107 557 12
Cal.Standard | 0.081747 110 535 10
Cal.Standard | 0.081747 118 532 9
Cal.Standard | 0.090961 125 658 12
Cal.Standard | 0.090961 135 698 14
Cal.Standard | 0.090961 129 740 15
Cal.Standard | 0.102184 119 692 13
Cal.Standard | 0.102184 140 752 15
Cal.Standard | 0.102184 135 727 13
Cal.Standard | 0.306552 400 3114 35
Cal.Standard | 0.306552 407 3291 35
Cal.Standard | 0.306552 399 3366 36
Cal.Standard | 0.50534 627 6332 46
Cal.Standard | 0.50534 619 6444 45
Cal.Standard | 0.50534 616 6530 46
Cal.Standard | 0.707476 740 7405 47
Cal.Standard | 0.707476 726 7807 47
Cal.Standard | 0.707476 713 7917 47

(Sekvence: Pos_Nap_kalibr2-00001, viz. Piiloha II)

Obrazek 15: Linearni pfimka pii druhém méreni linearity

UserID: KONIKOVA

Date: 03/12/2009

Instrument: [ONSCAN-LS - 25326 Mode: Positive Method: Pos_Nap_kalibr2-00001
Peak: Nap.2 Ko: 1.3997 Ditime: 12.414 ms Est.Mass: 207 AMU
Nap.2
y=1059.8x + 30.768
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Pocet nastikl jsem pii méteni linearity zvysovala, ale nepodatilo se mi

pii péti néstiicich ziskat stejné odezvy. Nicméné dva nastiiky pro kazdou

57



koncentra¢ni uroven pii méteni linearity postacuji i v ptipadé HPLC. Pii péti
nastficich byla vzdy jedna nebo dvé hodnoty mimo rozmezi. Také se lisily

odezvy pii pouziti staré¢ho a nového teflonového substratu.

Tabulka 14: Porovnani odezev na starém a novém teflonovém substratu

Vzorek koncentrace Odezva u Odezva u
nového teflonu | starého teflonu
Vzorek 1 0.08 96 25
Vzorek 1 0.08 110 34
Vzorek 1 0.08 114 34
Vzorek 2 0.09 144 42
Vzorek 2 0.09 146 41
Vzorek 2 0.09 154 41

Z tabulky vyplyva, ze odezvy pro jednotlivé koncentrace se vyznamné
lisily. Zatimco u starého teflonového substratu byly odezvy velice nizké, u
nového teflonového substratu dosahovaly vyssich hodnot. Pfi druhém méteni

linearity, byl pouzit novy teflonovy substrat.

Opakovatelnost

Opakovatelnost je mirou pfesnosti, je naméteni stejnych vysledkt v
dané laboratofi v kratkém casovém useku, stejnym analytikem, na stejném

zafizeni, se stejnymi chemikéliemi a roztoky. [13]

Ptistroj loscan-LS zajist'uje velmi velkou ptresnost vysledkl, nicméné
nebyla jsem schopna namétit pii dalSich métenich stejnych vzorka stejné
hodnoty, hlavné u velmi nizkych koncentraci. Opakovatelnost vysledku je
zfetelna az u vysSich hodnot koncentraci. Pfed kazdym méfenim bude tieba
nejdiive provést kalibraci pfistroje, aby podminky méfeni byly identickeé.
Nastavené parametry méefeni byly vzdy stejné u dvou po sobé jdoucich métenti,

ale podminky v laboratofi se mohly zménit.
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3.2. VALIDACE ANALYTICKE METODY PRO VALIDACI
CISTENI

3.2.1. CHEMIKALIE

Viz vyvoj metody.

3.2.2. PRISTROJOVE VYBAVENI

Viz vyvoj metody.
- ocelova desticka 5 x 5 cm?

- polyuretanovy tampdn- Large Swab TX 714A, Texwipe, NJ, USA

3.2.3. VZORKOVANI

Pro dtikaz necistot se pouzivaji nasledujici zpisoby vzorkovani necistot

Z vnitinich povrchll vyrobnich zatizeni:

- odbér z oplachovych tekutin

- odbér z posledni oplachové tekutiny

- stéry produktu 4

Provedla jsem validaci analytické metody pomoci stéri z ocelové

desticky o velikosti plochy stéru 5 x 5 cm? simulujici ¢ast vyrobniho zatizeni,
ze kterého se bude provadét stér po ukoneni vyroby jednoho 1écivého
piipravku, aby se zabranilo kontaminaci nasledujiciho 1é¢ivého ptipravku

uéinnou latkou.

Kritéria pfijatelnosti pro Cistotu zatizeni jsou ddna maximalnim
znecisténim nasledného produktu (MAR, maximum allowable residue).
Vypocet MARap je zaloZzen na minimalni terapeutické davce 1é¢ivé latky v
maximalni denni davce Vv Sarzi nésledného produktu.

MARap;=TD * SF * PDS / PDD
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TD — minim.terapeuticka davka
SF — bezpecnostni faktor (zavisi na povaze produktu i 1¢kové formy)
PDS — podet davek v Sarzi nasledného produktu

PDD — max. pocet denni davky nasledného produktu [4]

Jako kritérium pfijatelnosti pro Cistotu zafizeni pti vyrob€ Sanorinu-
emulze, byla stanovena hodnota MARap; = 3.27ug /10 ml. Proto jsem pii

validaci analytické metody vychazela z této hodnoty.

3.2.4. PRIPRAVA STERU

Navazila jsem 32,7 mg standardu Naphazolinu do 25 ml odmérné

banky a rozpustila v acetonu a nechala na ultrazvukové lazni 10 minut. Poté

jsem roztok temperovala po dobu 20 minut a doplnila acetonem po rysku. Z 50

ml baiiky jsem odebrala 1 ml tohoto roztoku do 10 ml odmérné bariky a

doplnila acetonem po rysku.

3.2.5. PROVEDENIi STERU

Z tohoto roztoku jsem odebrala pomoci Hamiltonovy mikropipety
ur¢ité mnozstvi v pl na ocelovou desticku o plose stéru 5 X 5 cm?.
Rozpoustédlo jsem nechala volné odpafit a poté jsem stirala pomoci
polyuretanovych tamponti Large Swab do 25 ml odmérnych ban¢k.
Nejdiive jsem stirala pétkrat vertikalné a poté pétkrat horizontaln€. Tampon
jsem opléchla v baiice ¢aste¢n€ naplnéné acetonem a vyzdimala tampon o
hrdlo banky. Banky s tamponem jsem vlozila do ultrazvukové 1azné a poté
tampony oplachla acetonem a nechala vytemperovat a doplnila acetonem po

rysku. Jednotlivymi roztoky jsem naplnila vialky.
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3.2.6. ODSTRANENI ZBYTKU REZIDUi ZE STEROVE
TYCINKY

Pted kazdym méienim je tfeba odstranit zbytky rezidui ze stérovych
tampont a to tak, ze stérovy tampodn jsem vlozila do 10 ml banky s acetonem a
umistila na ultrazvukovou lazen na 30 minut. Poté jsem tampdny oplachla
acetonem, nechala vytemperovat po dobu 20 minut a doplnila acetonem po

rysku. Roztok jsem ptevedla do vialek a provedla analyzu.

Obrazek €. 16: Odstranéni zbytku rezidui ze stérové ty¢inky

3D Plasmagram
T T

2500 - *
2000 - *
1500

1000 |

Peak Height (du)

o

=

=
T

(Plasmagram: Pos_Nap_EXTRAKCE, viz. Piiloha II)

Na plasmagramu vidime, ze zadny pik nelezel v blizkosti drift time

produktu a stérova ty¢inka neobsahovala tudiz Zadna rezidua.

Dale jsem postupovala dle valida¢niho protokolu - Cleaning Validation

Protocol, dle standardi Teva — Izrael QA FORM 944 (SOP LA-03-40).1

3.2.7. VLASTNI VALIDACE METODY

e Zakladni informace
e Ovéreni blanku

e Urceni limitu kvantifikace- QL
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e Ovéreni limitu kvantifikace
e Piesnost
e VytéZnost

o Test vytéZnosti stéru z ocelové desticky

3.2.7.1. Zikladni informace

Nazev produktu: Napahazolni nitras, sarze: 0360120001.

Rozpoustédlo: Aceton, sarze: 4404301J

Typ stéru. Polyuretanovy tampoén - Large Swab TX 714A.

Metoda: Swab injection indirect.

Podminky méfeni na IMS: lon mode Positive, Teflon dry.

3.2.7.2. Ovéreni blanku

Ovéreni blanku

Na teflonovy substrat jsem pomoci autosampleru nanesla rozpoustédlo a
ovéftila jsem, zda se na plasmagramu v misté ocekavaného piku Napahazolinu,
nevyskytuje v blanku né&jaka neéistota, ktera by mohla narusit analyzu. Zadny

pik nelezel v blizkosti drift time produktu. Pouzity blank vyhovoval analyze.
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Obrazek 17: Ovéreni blanku

3D F'Ias‘magram
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Na plasmagramu je jasné vidét, ze blank neobsahoval zadné necistoty.

(Plasmagram: Pos_Nap-QL,blank,viz. Ptiloha II)

Ovéreni Cistoty tampéni Large Swab analyzou blanku

Postup stejny jako v kroku 3.2.6 (Odstranéni zbytka rezidui ze stérové tyCinky)

Tabulka 15: Ovéieni ¢istoty tampont Large Swab analyzou blanku

maxA CUmMA
SamplelD| Mean RSD pg/mL Mean RSD
STYPE1 0 NA NA 0 NA
STYPE2 0 NA NA 0 NA
STYPE3 0 NA NA 0 NA
STYPE4 0 NA NA 0 NA
STYPES 0 NA NA 0 NA

(Sekvence: Pos_Nap_QL,blan3-00001, viz. Ptiloha II)
Oznaceni v reportu v piiloze

Unknownl - STYPE1

Unknown2 — STYPE2

Unknown3 — STYPE3

Unknown4 — STYPE4

Unknown5 — STYPES
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Ovéreni blanku ve stéru z ocelové desti¢ky

Ptipravila jsem si 3 odmérné banky o objemu 25 ml, do kterych jsem
nalila asi 5 ml acetonu a vlozila do nich polyuretanovy tampén Texwipe.
Smocenym tamponem jsem udélala 5 vertikélnich a 5 horizontalnich natért a
poté stejnym postupem stéry. Tampodn jsem oplachla acetonem do banky a
doplnila po rysku. Takto pfipravenymi roztoky jsem naplnila vialky a vlozila je

do pftistroje k analyze.

Tabulka 16: Ovéfeni blanku ve stéru z ocelové desti¢ky

maxA CUmMA
SamplelD Mean RSD pg/mL Mean RSD
SWABI1 0 NA NA 0 NA
SWAB?2 0 NA NA 0 NA
SWAB3 0 NA NA 0 NA

(Sekvence:Pos_Nap_QL,blan3-00001, viz. Ptiloha II)
Oznaceni v reportu v piiloze

Unknown6 — SWAB 1

Unknown7 — SWAB 2

Unknown8 — SWAB 3

3.2.7.3.  Urceni limitu kvantifikace

Limit kvantifikace se ur¢i tak, ze se najde nejnizsi koncentrace, pti které
produkt vykazuje odezvu. Provedla jsem méfeni od 0.02 po 0.7 ppm. Hodnoty
okolo 0.02 a 0.04 ppm vykazuji bud’ nizkou odezvu nebo zadnou.
Kvantifikacnim limitem by méla byt hodnota 0.06 ppm, ale pii vyvoji metody
se ukézalo, Ze pfi nékterych méfenich vykazoval také nizkou odezvu, proto

jsme jako kvantifika¢ni limit zvolili koncentraci 0.08 ppm.

64



Tabulka 17: Uréeni limitu kvantifikace

Actual maxA CUMA

pg/mL Mean RSD Mean RSD
0,020392 26 19,41% 36 27,50%
0,040784 46 4,66% 218 16,87%
0,061176 87 8,99% 502 0,28%
0,081568 91 5,47% 575 0,49%
0,15294 181 0,39% 1417 6,94%

0,2549 246 8,05% 2051 10,55%
0,40784 411 2,93% 4430 3,03%
0,56078 481 2,06% 5862 4,34%
0,71372 554 5,24% 6611 4,83%

(Sekvence: Pos_Nap_QL,blan3-00001, viz. Ptiloha II)

3.2.7.4.

Ovéfeni limitu kvantifikace

Ptipravila jsem si roztok o koncentraci kvantifikaéniho limitu 0.08 ppm a

zanalyzovala ho Sestkrat. Ovéfila jsem RSD vsech Sesti analyz. Jejich

pramérné RSD se nesmélo lisit o vice jak 15%.

Tabulka 18: Ovéreni kvantifikaéniho limitu 1

maxA CUMA
SamplelD | Mean RSD pg/mL Mean RSD pg/mL
samplel 46 17,57% 335 30,17%
sample2 64 5,81% 651 13,16%

1. Sekvence Pos_Nap_QL,veri2- zde jsem métila dva vzorky o koncentraci

QL, RSD prvniho vzorku byla 17.57 % , tato hodnota je vyssi nez 15 %, ale je

to zptisobeno opakovanou analyzou konkrétni vialky ve vice sekvencich.

Druhy vzorek byla vialka s roztokem ptipravenym v ¢ase méteni, RSD vzorku

bylo 5.81 %.

(Oznaceni v reportu unknown1,2)

65



Tabulka 19: Ovéreni kvantifikaéniho limitu 2

maxA CUmA
SamplelD| Mean RSD pg/mL Mean RSD pg/mL
Samplel 63 14,18% 543 12,57%

2. Sekvence Pos_Nap_QL,veri3 — zde jsem méfila pouze jeden vzorek, jednalo
se 0 opakované méfeni vzorku 2 z 1. sekvence. Hodnota RSD se zvysila na
hodnotu 14.18 %, diky opakovéani analyzy stejné¢ho vzorku.

(oznaceni v reportu unknownl)

3.2.7.5. Pfesnost

Piipravila jsem si dva zasobni roztoky A a B ze dvou navazek. Z kazdého
zasobniho roztoku jsem pfipravila roztoky o koncentracich 80, 100, 120 %
QL.. Pfesnost jsem testovala, tak, ze se provedly 3 nastiiky kazdé koncentrace
navazky A i B (tj. Sesti roztoki). Ovéfila jsem prumérné RSD ze tfi nastrika
vSech Sesti roztoktli a primérné RSD koncentra¢ni urovné navazek A a B.

Maximalni ptipustnd hodnota RSD je 15 %.

Zasobni roztok A — 25.770 mg / 25 ml
Zasobni roztok B — 25.520 mg / 25 ml

Tabulka 20: Koncentrace jednotlivych vzorki pri dvou navazkach

Standart / oznaceni Zasobni roztok A/ B koncentrace
Vv sekv.

1 (Unknown1) A 0.061848

2 (Unknown?2) A 0.082464

3 (Unknown3) A 0.10308

4 (Unknown4) B 0.061248

5 (Unknownb) B 0.081664

6 (Unknown6) B 0.10208
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Tabulka 21: Naméiené hodnoty odezev zasobnich roztoki A a B

maxA CUMA
SamplelD Mean RSD pg/mL Mean RSD pg/mL
sample 0.06A 29 5.97% 114 51.85%
sample 0.06B 24 14.43% 54 16.80%
sample 0.08A 47 3.27% 382 18.61%
sample 0.08B 53 6.58% 402 8.73%
sample 0.1A 85 9.17% 766 9.88%
sample 0.1B 80 11.77% 773 16.41%

Tabulka 22: Hodnoty RSD pii 80, 100, 120 % koncentrace QL

Standard RSD 80 % RSD 100 % RSD 120 %
A 5.97 3.27 9.17

B 14.43 6.58 11.77
pramér 10.2 4,925 10.47

3.2.7.6. Provedeni stéru a stanoveni vyt&Zznosti

Piiprava zasobniho roztoku:

Navazila jsem 25mg standardu Naphazolinu do odmérné banky o objemu
25 ml a rozpustila ho v 10 ml acetonu na ultrazvukové lazni po dobu 10 minut.
Roztok jsem dala vytemperovat na 20 minut pfi teploté 20 °C na vodni lazeni a
po 20 minutach jsem roztok z 1dzné vytahla a doplnila acetonem po rysku. Z
takto pripraveného roztoku jsem odebrala mnozstvi 1 ml do 10-ti ml odmérné
baiiky a doplnila asi 5 ml acetonu a dala opét vytemperovat za stejnych
podminek. Po temperaci jsem roztok doplnila do objemu 10 ml acetonem. Z
tohoto ptipraveného zasobniho roztoku jsem provedla stérovou metodu i

kalibraci.

Kalibrace

Piiprava standardu:

Ze zasobniho roztoku jsem odebrala poZadované mnozstvi dle tabulky 4
do odmérnych ban¢k o objemu 25 ml, tak abych dostala koncentrace: 0.08;
0.17; 0.26; 0.33; 0.4; 0.55; 0.7
V kalibraci musi byt zahrnuty koncentrace o hodnoté 80, 100 a 120 % kritéria

pfijatelnosti.
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Tabulka 23: Kalibra¢ni standardy

Actual maxA cumA

pg/mL Mean RSD Mean RSD
0,08 86 13,16% 599 7,68%
0,17 200 0,00% 1619 11,23%
0,26 303 2,80% 2744 5,62%
0,33 388 3,28% 3632 5,47%
0,4 409 1,38% 4001 5,16%
0,55 512 0,69% 5204 2,34%
0,7 583 0,36% 6143 3,59%

Obrazek 18: Kalibra¢ni kiivka

UserID: KONIKOVA
Instrument: IONSCAN-LS - 25326

Date: 04/30/2009
Mode: Positive

Peak: Nap

Ko: 1.3997

Dtime: 12.309 ms

Method: stery+kal-00001
Est.Mass: 207 AMU
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Piiprava stéru

Ze zasobniho roztoku jsem odebrala vypocitané mnoZzstvi roztoku a

nanesla ho na ocelovou desticku o plose 5 x 5 cm? a stirala pétkrat vertikalné a

pétkrat horizontaln€ tampodénem Large Swab do 25 ml odmérnych ban¢k. Tuto

banku jsem 1 s tamponem nechala 10 minut na ultrazvukové 14zni a 20 minut

nechala temperovat pfi teploté 20 °C. Tampdny jsem oplachla acetonem a

pofadné vyzdimala o hrdlo baiiky a opét nechala 20 minut temperovat a

doplnila acetonem po rysku.
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Vypodet nanaSeného mnozstvi na ocelovou desti¢ku:

Jako kritérium pftijatelnosti byl stanoven limit: 3.27 ug / 10 ml
Jelikoz jsem stirala do 25 ml odmérnych banék, které maji vétsi velikost hrdla,
z diivodu rozméru tamponu, hodnota limitu se 2,5 krat zvysila na hodnotu

8.175 ng /25 ml

Vypocet :

LOO g e 1000 pl
lT7S UEeueiiiiiieieieiiiieaeaeen X

x =81.75nl

8.175 pg /25 ml =0.327 pg / ml
0327 pg/ml...ooooii 100 %
Toto je stoprocentni nanaSend koncentrace, pro vytéznost je dilezité nanasSet 3

koncentrac¢ni trovné a to 80, 100 a 120 % .

0.327 ppm je limit, ¢ili 100 — 0.26 ppm - 80%
— 0.4 ppm — 120 %

0.26 ppm — 80 % - nanesné mnozstvi 66 pl

0.33 ppm —100% -nanesené mnozstvi 82 pl

0.4 ppm - 120% -nanesen¢ mnozstvi 98 ul
Stanoveni vytéZnosti - Recovery

Vyté€znost stéroveé metody byla hodnocena pomoci experimentu, kdy na
desticku se stejnym povrchem jako zatizeni bylo naneseno zndmé mnoZzstvi

Naphazolinu na tfech koncentrac¢nich urovnich, poté byl proveden stér a

vypocitalo se recovery, dle nasledujiciho vzorce:
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R;i =100 x nalezené mnoZstvi / nanesené mnoZzstvi [%%6]
Kalibrace
Pied métenim vytéznosti jsem provedla kalibraci pfistroje. Jako
kalibra¢ni standardy byly pouzity roztoky o koncentracich uvedenych v

Tabulce 24.

Tabulka 24: Kalibrace pri méfeni vytéZnosti

pg/mL maxA pg/mL CUMA
0,08 62 0,08 524
0,2 162 0,2 1774
0,26 212 0,26 2473
0,3 247 0,3 2972
0,33 274 0,33 3415
0,4 320 0,4 4184
0,5 420 0,5 5237
0,6 460 0,6 5724
0,7 535 0,7 6896

Obrazek 19: Kalibra¢ni krivka pri méreni vytéZnosti

UserID: KONIKOVA Date: 04/30/2009
Instrument: IONSCAN-LS - 25326 Mode: Positive Method: stery+kal-00001
Peak: Nap Ko: 1.3097 Dtime: 12.31 ms Est.Mass: 207 AMU
Nap
v="T63.6x+13.187
G600 =009
00 /‘

400 //
300 /
200

100
/

Mean maxA
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Tabulka 25: Vypo¢itané koncentrace stéru z kalibra¢ni krivky

maxA CUmA
SampleID| Mean RSD pg/mL Mean RSD pg/mL
ster 1 199 11,04% ]0,2433353| 2022 8,57% ]0,2114635
stér 2 218 3,24% |0,2682175| 2282 2,97% |0,2368869
stér 3 225 1,26% |0,2773846| 2329 0,43% |0,2414826
stér 4 321 4,41% |0,4031055| 3244 7,41% |0,3309533
stér 5 321 1,99% ]0,4031055| 3390 1,44% |0,3452294
Stér 6 350 3,44% |0,4410836| 3767 4,19% |0,3820933
stér 7 383 554% |0,4843002| 4123 6,04% |0,4169037
stér 8 424 0,33% |0,5379934 | 4623 0,60% |0,4657948
stér 9 428 0,17% |0,5432318| 4772 1,93% |0,4803643

(Sekvence:stery+kal-00001, viz.Ptiloha II)

Tabulka 26: Vypocitané hodnoty vytéZnosti stéru

Cislo stéru Nanesena Nalezena Recovery
Koncentrace koncentrace (%)
(ppm) (ppm)
Stér 1 0.26 0.2433353 93.59
Stér 2 0.26 0.2682175 103.16
Stér 3 0.26 0.2773846 106.69
Stér 4 0.33 0.4031055 122.15
Stér 5 0.33 0.4031055 122.15
Stér 6 0.33 0.4410836 133.66
Stér 7 04 0.4843002 121.07
Stér 8 04 0.5379934 134.50
Stér 9 0.4 0.5432318 135.81

Hodnoty vytéznosti by mély byt v rozmezi 80 — 120 %. Naméfené
hodnoty byly vyssi, a to mezi 93.59 — 135.81 %. Provedla jsem vice méfeni,
ale hodnoty vytéznosti dosahovaly opakované vyssich hodnot. Bylo to
zpusobeno patrné tim, ze jsem na ocelovou desti¢ku nanasela velmi nizké
koncentrace nebo Spatnou technikou stéru. Pfi validaci metody pro HPLC

dochazelo velice ¢asto k témto hodnotam.



Linearitu jsem ovéfovala pomoci zasobniho roztoku ptipraveného ( viz

3.2.7.7.

Linearita

vyvoj metody) z jedné navazky na sedmi koncentra¢nich arovnich. Pro kazdou

koncentra¢ni uroven byly provedeny dva nastriky.

Tabulka 27: Méieni linearity

Actual maxA CUMA

pug/mL Mean RSD Mean RSD
0,08041 45 9,43% 410 5,52%
0,17087 88 5,66% 1238 13,66%
0,261331 147 9,17% 2441 11,10%
0,33169 192 4,42% 3181 7,80%
0,402048 238 6,54% 3810 7,89%
0,552816 316 4,92% 4846 9,68%
0,703584 418 4,06% 6574 8,23%

(Sekvence: Pos_Nap_ster-sp6-00001, viz. Ptiloha II)

Obrazek 20: Linearni pfimka

Darte: 04/10/20090
Mode: Positive

UserID: KONIKOVA

Instrument: IONSCAN-LS - 25326 Method: Pos_Nap_ster-sp6-00001

Peak: Nap.2 Ko: 1.3997 Dtime: 12.419 ms Est.Mass: 207 AMU
Nap.2
¥=600.32x-8.3505
450 R?={ G984

400 i
350 /
300 /

25 /

200 /
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3.2.7.8. Opakovatelnost

Opakovatelnost jsem ovéfila tak, Zze jsem z jedné navazky ptipravila
zasobni roztok a z n¢j fedénim ( viz.tabulka ¢.4) standard o koncentraci 0.33
ppm, coz je 100 % koncentrace kritéria pfijatelnosti a stér o koncentraci 0.33
ppm a provedla jsem 6 nastfikli obou roztokd.

Tabulka 28: Méieni opakovatelnosti standardu

Actual maxA cCumA
pug/mL Mean RSD Mean RSD
0,33 194 6,92% 3397 7,71%

Tabulka 29: Méieni opakovatelnosti stéru

maxA CUmA
SamplelD Mean RSD pg/mL Mean RSD pg/mL
Unknownl 200 7,72% 2990 5,48%

(Sekvence: Pos_Nap_0.33 ver-00001, viz. Ptiloha II)

Z vysledku je vidéet jasnd shoda odezev standardu a stéru o koncentraci 0.33

ppm.



4. KOMENTAR K VYSLEDKUM A ZAVER

V provedeném a dokumentovaném vyvoji metody pro Naphazolini nitras
dle zasad spravné validace metody jsem provedla pfevaznou ¢ast pfedepsanych
krokd a ovéfila linearitu a presnost metody. Béhem vyvoje metody jsem se
zabyvala vybérem vhodného rozpoustédla, aby analyza probéhla co
nejsnadnéji. Na zaklad¢é rozpustnosti a vhodnych vlastnosti byl zvolen jako
optimalni rozpoustédlo aceton.

Bylo také potieba zajistit spravnou vykonnost pfistroje pomoci IPC. Jako
kontrolni latka byla zvolena substance tricyklického antidepresiva,
amitryptylin.

Dalsim krokem bylo stanoveni pozitivniho a negativniho moddu, na
zaklad¢ chemické struktury pozitivni mod vykazoval jednoznacnou odezvu.
Nasledujicim bodem vyvoje metody bylo nastaveni alarmu pomoci funkce
Gaussian fit. Nasledné jsem ovéfila, Ze s rostouci koncentraci roste odezva.

K optimalizaci metody byly tfeba ménit nastaveni jednotlivych
kontrolnich parametrti, béhem analyz jsem ménila hlavné sample volume, rinse
volume, post - dispense delay. Byla provedena stfidava analyza blanku a
vzorku k predchazeni kontaminace, u vySSich koncentraci se toto riziko
potvrdilo, proto byl zaveden vétsi pocet nastiikli blanku mezi vzorky. Byla
provedena linearita a z vyslednych odezev byly vypocitany hodnoty detekéniho
a kvantifikacniho limitu. Na zaklad¢ vypocitanych hodnot byl proveden i
rozsah kalibrace. Namétené signdly byly adekvatni vypocitanym hodnotam.
Poslednim krokem vyvoje metody je optimalizace metody, kterou se budou
zabyvat jini pracovnici kolegové.

V dalSi ¢asti experimentu jsem se podilela na validaci analytické metody
pro validaci CiSténi pii vyrobé tekutych lékovych forem. Vlastni validaci
musela pfedchazet extrakce tamponu v rozpoustédle, aby se vyloucila moZnost
kontaminace. Béhem validace jsem casteCné postupovala dle Valida¢niho
protokolu Tevy v lzraeli ,,Cleaning Validation Protocol, dle standardi Teva —
Izrael QA FORM 944 (SOP LA-03-40)“.

Nejprve jsem ovéfila blank, poté jsem urcila kavntifikacni limit a

nasledné jej ovétila Sesti nastfiky. Byla stanovena piesnost vzorkd ze dvou
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navazek o koncentracich 80, 100, 120 % kvantifika¢niho limitu. Bylo
provedeno vzorkovani standardem na ocelovou desticku, kterd simulovala
vyrobni zafizeni a nasledn¢ pomoci stérti polyuretanovym tamponem
vyhodnocena vytéznost. Jako kritérium piijatelnosti pro stéry byla stanovena
koncentrace 3,27mg/10 ml. V posledni ¢asti validace byla méfena linearita a
opakovatelnost hodnot kritérii pfijatelnosti ze stéru a standardu.

Z vysledkii méfeni vyplyva, ze se bude muset pfed kazdym meéfenim
provést kalibrace, aby vysledky kalibrace korespondovaly s vysledky méieni.
Kalibrace maze byt bud’ vicebodova (tzn. z vice koncentracnich urovni,
minimalné Sesti), jejiz vysledkem bude kalibra¢ni kiivka, nebo jednobodova
kalibrace provedena pomoci jednoho standardu jak je tomu u HPLC, s nimZ se
porovna vzorek o koncentracich 80, 100 a 120 % limitu piijatelnosti.

Dalsim feSenim je u vicebodové kalibrace provést pouze jeden nastiik,
aby hodnota RSD byla nulova, protoze pfistroj tuto hodnotou zapocitava do
rovnice kalibraéni pfimky a to se projevi 1 na vypoctené koncentraci
nezndmého vzorku. Tato zélezitost se bude fesit v nasledujicim obdobi.

V budoucnu se za¢ne validovat analytickd metoda pomoci HPI. Tato
metoda bude metodou piesné€jsi a bude schopna zajisti lepsi reprodukovatelnost

vysledkd.
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9. PRILOHY

9.1. PRILOHA |

Obrazek 21: HPI (High Performance Injector)
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Obrazek 22: IMS (lon Mobility Spectrometry)
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Obrazek 23: Piiprava stéru z ocelové desticky
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9.2. PRILOHA I

Pr-ehled spusténvch sekvenci v systému:

Amitryptilin2 — 00001
Pos_Nap_repeat2 Control Parametres
Pos_Nap_linearit — 00003
Pos_Nap_lin2-00001
Pos_Nap_kalibr2_00001
Pos_Nap_QL,blan3 - 00001
Pos_Nap_ QL,veri2 - 00001
Pos_Nap_ QL,veri3 — 00001
Pos_Nap_stery + kal - 00001
Pos_Nap_ster-sp6 - 00001
Pos_Nap-0.33 ver — 00001

Priehled Plasmagramu:

Pos_Nap_lin2 — 00001
Pos_Nap_extrakce
Pos_Nap_QL,blank



