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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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[Leu’]Cs
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CsD
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CsF
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CsT
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CsV
H.CsA
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RRT
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Cyklosporin Abub, necistota cyklosporinu

Cyklosporin Leu4, necistota cyklosporinu

Cyklosporin (aktivni slozka pfipravku)

Cyklosporin B, necistota cyklosporinu

Cyklosporin C, necistota cyklosporinu

Cyklosporin D, necistota cyklosporinu

Cyklosporin E, necistota cyklosporinu

Cyklosporin F, necistota cyklosporinu

Cyklosporin G, necistota cyklosporinu

Cyklosporin H, necistota a degradacni produkt cyklosporinu
Cyklosporin L, necistota cyklosporinu

Cyklosporin T, necistota cyklosporinu

Cyklosporin U, necistota cyklosporinu

Cyklosporin V, necistota cyklosporinu

Dihydrocyklosporin A, necistota cyklosporinu

Isocyklosporin A, degradacni produkt cyklosporinu

Nitrogen Specific Detector, Chemiluminiscen¢ni  detektor
specificky pro dusik

High Performance Liquid Chromatography, vysokoucinna
kapalinova chromatografie

Ultra Performance Liquid Chromatography, wultra ucinna
kapalinova chromatografie

Retention Time, reten¢ni Cas

Relative Retention Time, relativni retencni Cas

tert-butyl methyl ether

Trifluoroctova kyselina

Hladina vyznamnosti

Pocet stupfitl volnosti

Uginnost

Korelacni koeficient

Ethanol



MeOH
RF
MeBmt
RL

INF
TNF

Methanol

Response Factor, odezvovy faktor
Methyl-butenyl-methyl-threonine
Reporting Level

Interleukin

Interferon

Tumor nekrotizujici faktor



1 Uvobp

Tato prace se zabyva vyvojem analytické metody pro stanoveni doprovodnych latek
v lékovych formach cyklosporinu metodou HPLC s chemiluminiscencni detekci
specifickou pro dusik.

Teoreticka Cast pojednava o principu a historii HPLC, jeji instrumentaci a
vSeobecnych principech vyvoje chromatografické metody. Specialni kapitola je vénovana
chemiluminiscencnimu detektoru specifickému pro dusik. Dale jsou uvedeny obecné
informace o latce cykolosporin A, jeho necistotach a degradacnich produktech.

Vramci experimentalni casti byl optimalizovan predehfev mobilni faze, byl
proveden screening kolon a na vybrané koloné byla provedena optimalizace metody
vzhledem k necistotam a degradacnim produktim cyklosporinu, Byly ovéfeny i kliCové

parametry metody (validovatelnost metody).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
2.1.1 Historicky vyvoj chromatografickych metod

Samotna chromatografie byla objevena pred vice nez 110 lety ruskym chemikem M.
S. Cvétem, ktery jako prvni pouzil pro déleni slozek chlorofylu jeho petrolejovy roztok a
sklenénou kolonu naplnénou uhli¢itanem vapenatym. Zjistil, Ze roztok se na koloné zacal
délit na jednotliva barviva. Odtud prameni i pojmenovani metody chromatografie (z
feckého chroma- barva, graphein- psat). Pfesto Ze kapalinova chromatografie méla velky
potencial, dlouho nedoSlo k jejimu prosazeni a to hlavné z divodu chybégjicich
dostatecné citlivych detektord a vysokotlakych Cerpadel bez tlakovych razl. S rozvojem
techniky doSlo k pfeméné sloupcové kapalinové chromatografie na vysokotlakou
kapalinovou chromatografii. Tento pojem poprvé pouzil Prof. Csaba Horvath v roce 1970.
Tato metoda pracovala s tlaky okolo 35 bar. Pfi vylepSovani kolon, materiald a
vysokotlakych Cerpadel bylo mozno zmenSit velikost Castic sorbentu. Tim doSlo ke
zvySeni ucinnosti a metoda dostala novy nazev vysokoucinna kapalinova chromatografie.
V této diplomové praci byly pouzity kolony s velikosti ¢astic pod 2 ym. To je dalSi
zlomovy bod pro tuto techniku, protoZe implementace stacionarnich fazi s touto velikosti
Castic pfinesla zvySeni ucinnosti chromatografické separace a zaroven vyznamné
zvy8eni rychlosti chromatografickych analyz. Bylo ovSem tfeba tomu pfizpusobit i
chromatograficky hardware (minimalizace mimokolonovych objeml, cerpadla s
pracovnimi tlaky az 1000 baru atd.). HPLC na takto upravenych chromatografech
vyuzivajici stacionarni faze s velikostmi €astic pod 2 ym se oznacuji jako UHPLC
(ultrau€inna kapalinova chromatografie). V dnesSni dobé& probihaji experimenty se
systémy s velikosti ¢astic pod 1 ym a tlaku pres 6000 bar. Jak uz ale bylo zminéno,
v této diplomové praci bylo pouzito kolon s velikosti ¢astic pod 2 ym. Nejednalo se ale o
typickou UHPLC separaci, protoze byla provedena na standardnim HPLC systému s
tlakovym limitem 400 barl (skutecné tlaky dokonce nikdy nepfekonaly hranici 150 bart).
Je to proto, Ze pfi vysokoteplotnich HPLC separacich dochazi k vyznamnému snizeni
viskozity mobilni faze a zlepSeni separace diky vysSSi separacni ucinnosti avSak pfi
tlacich typickych pro HPLC [1] [14] [21]
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2.1.2 Princip kapalinové chromatografie

Jak jiz z nazvu vyplyva, jedna se o chromatograficky systém ve kterém, je jako
mobilni faze pouZita kapalina. Stacionarni faze je pevna €asto na povrchu modifikovana
latka, ktera pusobi jako sorbent vzorku. Sorbent je nejCastéji naplnén do nerezové
trubiCky a oznacuje se kolona. Do kolony vstupuje smés analytl, které interaguji se
sorbentem a jsou hnany vpred protékajici mobilni fazi. Dochazi k distribuce analytu mezi
stacionarni fazi a fazi mobilni. Pokud jsou tyto vhodné zvolené, mohou se analyty v
daném systému rozdeélit. Separované zény analytl rozpusténé v mobilni fazi se potom
detekuji. Casovym zaznamem signalu z detektoru je tzv. chromatogram, na kterém jsou
jednotlivé zony analytu zobrazeny jako tzv. piky. Reten¢ni ¢as piku potom charakterizuje
kvalitativni stranku chromatografické separace, zatimco velikost piku (vysSka, plocha)
stranku kvantitativni.

Volba spravné stacionarni i mobilni faze je pak pro separaci velice dulezita a nékdy

i nepatrna zména slozeni mize mit na separaci velky vliv. [1] [2] [3] [21]

2.1.3 Obecné schéma kapalinového chromatografu

Kapalinova chromatografie je rychle se wvyvijejici odvétvi. Nedochazi jen
k zlepSovani hardwarového vybaveni chromatografa, ale i softwaru pro vyhodnocovani
dat. Jeden z hlavnich smérd ve vyvoji analytickych metod je snaha o co nejvétsi
automatizaci. Takovy pfistroj mize po vhodném nastaveni pracovat i nékolik dni

nepretrzité, coz znacné Setfi Cas a umoznuje méfeni velkého poctu vzorkad. [1] [3] [17]

Obrazek 1. Schéma kapalinového chromatografu.

»—  Degaser »| Tysokotlake | Davkovaé
A cerpadlo vzorku
Kolona
il ——
Zasobnik Zpracovani dat

mobilni faze
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Mezi zakladni ¢asti kapalinového chromatografu patri:

Zasobniky mobilni faze

Zasobniky mobilni faze jsou vétSinou sklenéné nadoby uzaviratelné inertni zatkou,
které zajiStuji kontinualni dodavku mobilni faze. Ze zasobniku je mobilni faze Casto
vedena pomoci teflonovych hadi¢ek opatfenymi na vstupu filtrem, aby nedoslo k nasati
pevnych necistot do chromatografického systému a tim k jeho poskozeni. [1] [3] [4] [6]

Degasser

DalSim prvkem je takzvany degasser, v némz dochazi k odplynéni mobilni faze. To
pomaha udrzet systém bez bublin, které by zplsobovaly kolisani tlaku mobilni faze

popfipadé nereprodukovatelnost ziskanych vysledku. [1] [3] [4] [6]

Vysokotlaké cerpadlo

Vysokotlaké C&erpadlo zajiStuje kontinualni pritok mobilni faze pfes kolonu.
Cerpadlo je nejtastéji tvofeno soustavou pistd o stavitelné vySce a rychlosti zdvihu.
Témito parametry lze regulovat rychlost pratoku mobilni faze. Regulace probiha
elektronicky a pist Cerpadla pohani elektromotor. Podstatnou €asti Cerpadla jsou i zpétné
ventily. Ty zajiStuji spravnou funkci Cerpadla a jejich porucha zpusobuje kolisani tlaku.

[11[3] [4] [6]

Davkovac vzorku

Davkovani vzorku je pro jeho kvantifikaci a zajiSténi opakovatelnosti méfeni velmi
dalezité. Cim je proces davkovani pFesngjsi a spojitéjsi, tim se zvySuje mira
opakovatelnosti méfeni. V dnesSni dobé se pouzivaji téméf vyhradné automatické
davkovaCe (autosamplery) ruzné konstrukce. Ty maji velikou vyhodu vtom, Ze
davkovany objem je stavitelny a proces probiha automaticky, coZz umoZznuje zpracovat
velké pocCty vzorkl bez lidského zasahu. Soucasti automatického davkovace je i
zasobnik vzorkd. Vzorky jsou naplnény do mikro lahvicek (vialek), které jsou uzaviené
pryzovym septem nebo perforovanou zatkou z polypropylenu. Uzavér je bud Sroubovaci,

nebo je zalisovan hlinikovym krouzkem (tzv. krimpovaci vialka). [1] [3] [4] [6]

Kolona

Kolona je nepostradatelnou soucasti chromatografického systému. Jeji volba je

zasadni pro uspésnou separaci. Napln kolony je oznaCovana jako stacionarni faze. Jeji
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slozeni je variabilni a Castice jsou €asto na povrchu modifikovany. Pusobi pak jako
sorbent vzorku. NejCastéji je naplnéna do nerezové nebo méné Casto sklenéné trubicky o
jmenovité svétlosti fadové v milimetrech a délce nékolika centimetrd. Dullezita je i velikost
gastic stacionarni faze, nejéastéji nékolik mikrometri. Cim jsou &astice mensi, tim byva i
separace analytd ucinnéjSi. Zakladni déleni sorbentu je podle polarity. V zakladnim
polarnim provedeni se nejCastéji jedna o silikagel, na jehoz povrchu jsou vystaveny —OH
skupiny. Povrch mize byt modifikovany uhlikatymi fetézci nej¢astéji C8 a C18 (nepolarni
reverzni faze). Vzorek s povrchem stacionarni faze interaguje a ¢aste¢né se zadrzuje na
povrchu sorbentu. Mobilni faze hnana vysokotlakym Cerpadlem protéka kolonou a takto
zadrzené slozky vzorku postupné vyplavuje podle jejich afinity k sorbentu. Do kolony tedy
vstupuje smés analytu, které jsou interakcemi se sorbentem zadrzovany riznou mérou,

¢imz dochazi k tomu, Ze z kolony vychazi oddéleny. [1] [3] [4] [6]

Detektor

Detektor byva zafazen za kolonu a slouzi k rozpoznani zmén obsahu analytu
v mobilni fazi. Podle chovani kanalytu je muZeme rozdélit na destruktivni a
nedestruktivni. Nedestruktivni maji tu vyhodu, Ze je mozné eluent po prlchodu prvnim
detektorem pouzit i sou€asné pro jiny typ detekce, ¢imz Ize ziskat z jedné analyzy vice
informaci.

Idealni detektor by mél mit nékolik vlastnosti jako je specifita, linearita ve velkém
koncentracnim rozpéti, spolehlivost, snadné pouziti a jiné. Bohuzel zadny pouzivany
detektor nema vSechny tyto vlastnosti. Proto je volba detektoru pro vyvoj metody
zasadni.

Jednotlivé detektory méfi specifické vlastnosti vzorkd, je proto mozné je podle toho
rozdélit. Pro tuto praci budou zasadni dvé skupiny detekce a to chemiluminiscencni

detekce specificka pro dusik a detekce UV. BlizSi popis viz kapitola 2.1.4 [1] [3] [4] [6]

Sbér a zpracovani dat

Vystup z detektoru by bez pocitaCové techniky byl v dneSni dobé velmi obtizné
vyhodnotitelny. Programové vybaveni pocitaCe propojeného s detektorem umoziuje ne
jen ucinné zaznamenavat naméfena data, ale také je zpracovat a vyhodnotit. Takovéto
programy se stale zlepSuji a nabizeji nové lepSi a pfesnéjsi funkce.

PocitaCovy systém, také umoznuje témér absolutni dohled nad chromatografickym

systémem a jeho Cim dal vétSi automatizaci. Pomoci softwaru je mozZno sledovat a
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nastavovat teplotu kolonového prostoru, pritok, tlak, slozeni mobilni faze a

naprogramovani autosampleru. [1] [3] [4] [6]

2.2 Chemiluminiscenéni detektor specificky pro dusik (NSD)

Jak uz bylo zminéno vysSe, pro uspésnou chromatografickou separaci je nezbytna
volba vhodné stacionarni a mobilni faze. Aby bylo mozné tuto separaci vyhodnaotit, je ale
nezbytné zvolit i vhodny typ detektoru. V diplomové praci Slo o detekci dusikatych latek
(cyklosporinll) v komplexni, ale bezdusikaté matrici placeba, pro kterou byl zvolen
chemiluminiscen¢ni detektor specificky pro dusik.

Jeho princip je nasledujici: Mobilni faze se zmlzuje do pyrotrubice, ve které
dochazi za specifickych podminek (1050°C) kjejimu oxidacnimu spalovani.
Z jednotlivych atomd tak vznikaji jejich oxida¢ni produkty, v pfipadé atomu dusiku je to
oxid dusnaty. Spaliny jsou pomoci vakuové pumpy odsaty pfes susici kapilaru. Kapilara
je tvofena specialnim polymerem, ktery umozni vodni pare prostoupit skrz sténu. Tim
dojde k odstranéni vlhkosti ze spalin. V detekéni cele dochazi k vlastni
chemiluminiscencni reakci, béhem které reaguje oxid dusnaty ze spalin s ozonem za
vzniku, oxidu dusiCitého, ktery je v excitovaném stavu. Ten pak béhem pfechodu do
zakladniho stavu emituje foton, ktery je detekovan fotonasobi¢em. Jeho odezva je pfimo
umérné koncentraci dusiku v mobilni fazi. Schéma detektoru je uvedeno na
obrazku 2. [1] [21]

Obrazek 2. Schéma chemiluminiscenéniho detektoru specifického pro dusik.

Sprej  Argon (makeup)

NO + COz+ HzO

Pfivad z kolony RN+ Qp 100C .

r’od\fod kondenzatu

Kyslik +argon

Zbytky vod
Susici kapilara Wik vody

\J I Fotonasobic
Pfivod ozdnu —)lND + 03 — NOz —= NOg+ foln m—]

Detekéni cela I

ﬁ/—")

Zpracovani dat
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2.3 Vysokoteplotni HPLC separace

V minulosti bylo bézné provadét HPLC analyzy bez kolonového termostatu. |
v souCasné dobé je v lékopise Fada monografii, ve kterych se jako teplota separace
uvadi laboratorni teplota. Teplota chromatografické separace ale neovlivhuje pouze
viskozitu mobilni faze, ale v fadé pfipadu ovliviiuje ucinnost i selektivitu chromatografické
separace. V fadé separaci je vysoka teplota dokonce analytickou nutnosti, bez niz by
nebylo mozné uspésné HPLC separace dosahnout. Tyka se to pfedevSim analyz, u
kterych dochazi béhem chromatografické separace kinterkonverzi mezi nékolika
formami, ve kterych se slozka mize v roztoku vyskytovat. V takovém pfipadé je zvySena
teplota parametrem, ktery tuto interkonverzi urychli a misto Sirokého nebo
deformovaného piku se dvéma vrcholy je dosazeno dramatického zlepSeni
chromatografického zaznamu. Tyka se to napfiklad analyz cukrll na katexech ligandovou
vyménou, HPLC nékterych makrolidovych imunosupresiv (tacrolimus), pfipadné i v této
diplomové praci feSené separace cyklosporind.

Pojem vysokoteplotni separace neni zcela jasné vymezen. V nékterych pracich jsou
takto dokonce oznacCovany i separace pfi vysSi nez laboratorni teploté. V této diplomové
praci jsou za vysokoteplotni separace povazovany separace pfi teplotach nad 50 °C.
Teplotni oblast 50 — 60 °C totiz predstavuje urCitou hranicni oblast, ve které je nutné
aplikovat urcita opatfeni, ktera pfi nizSich teplotach nutna nejsou. Tim zakladnim
opatfenim je predehfev mobilni faze. Pokud by totiZz pfedehfev nebyl implementovan,
protékajici mobilni faze by zpusobovala teplotni gradienty na chromatografické koloné a
vysledkem by byla znehodnocena separace. Nékteré moderni UHPLC systémy poskytu;ji
zabudované predehfevy mobilnich fazi, v nékterych pfipadech dokonce tzv. aktivni
pfedehfevy, které jsou nezavislé na vykonu vlastniho kolonového termostatu. Pfedehfev
je ale mozné realizovat i jednoduchym a levnym zpusobem — napf. namotanim
dostatecné dlouhé ocelové kapilary na kovovy Sroub, ktery se vlozi do termostatu spolu
s kolonou. Mobilni faze je pak pfed vstupem na kolonu termostatem zahrata na teplotu
kolony kolona neni tokem mobilni faze ochlazovana. Kromé samotného pfedehfevu je
nutné zabezpecit i co nejdokonalejSi prestup tepla z topného média do kolony. Idealnim
feSenim jsou z tohoto pohledu kolonové termostaty plnéné kapalinou. Pouzitelné jsou ale
i termostaty s nucenym obéhem vzduchu a dokonce i termostaty pasivni. Je ale nutné

zabezpeCit co nejlepSi kontakt kolony sjeho topnou plochou. Jelikoz se ve
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vysokoteplotnich separacich pracuje za teplot nad bodem varu rozpoustédel za
normalniho tlaku, je tfeba v neposledni radé zajistit, aby na vystupu z kolony byla mobilni
faze pod bodem varu. To je zpravidla zajiSténo tim, Ze mobilni faze se z kolony pfivadi
do detektoru tenkymi kapilarami, takze dochazi k rychlému ochlazeni mobilni faze a
navic se mobilni faze z cely prato&ného detektoru odvadi do odpadu také kapilarou, ktera
v cele udrzuje vysSi tlak nez atmosféricky. V nékterych pfipadech je ale na misté vést
v patrnosti, ze prfedevSim u UV detekce muze mit existence rozpoustédel blizko bodu
varu negativni vliv na Sum a drift zakladni linie. [1] [21] [22] [23]

2.3.1 Teplotni stabilita HPLC kolon

Hlavni parametr, ktery musi kolona pro vysokoteplotni separace spliovat je teplotni
stabilita. U silikagelovych kolon je teplotni stabilita zpravidla garantovana do 60 °C.
Existuji ale i modifikace stacionarnich fazi na bazi silikagelu s maximalni deklarovanou
teplotou vyznamné vyssi. Popularni jsou napfiklad stacionarni faze Zorbax Stable Bond
(Agilent, USA), které maiji diky stérickému odstinéni alkylem (diisobutyl v pfipadé C18)
nejen vybornou pH stabilitu pro silné kyselé mobilni faze, ale i teplotni stabilitu
garantovanou do 90°C. Velmi rozSifené predevSim v UHPLC aplikacich jsou hybridni
kolony BEH (Bridge ethyl hybrid) vyrobce Waters s garantovanou teplotni stabilitou az
80 °C (BEH C18). Vynikajici teplotni stabilitu pak poskytuji kolony na polymernim
zakladu, grafitové, pfipadné zirkoniové kolony s teplotnimi stabilitami az 200°C. [1] [4]
[21] [23]

2.4 Cyklosporin A

Cyklosporin je cyklicky undekapeptid (obrazek 3) pfipravovany vyhradné
biosyntezou. Cyklosporin se podafilo pfipravit mnoha krokovou syntézou, ale ukazalo
se, ze tyto postupy jsou v primyslovém méfitku nepouzitelné. Cyklosporin je prvni
pfirodni latkou se selektivnim imunosupresivnim ucinkem. Pro farmaceutické pouziti je
potfeba surovy cyklosporin Cistit a pro pouZziti k tvorbé Iékové formy musi spliovat
Iékopisné pozadavky na Cistotu.

e 1972 Objev imunosupresivni aktivity cyklosporinu (Novartis)
e 1980 Prvni pouZiti na pacientovi

e 1983 Registrace pripravku Sandimune v USA (Novartis)
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e 1988 Prvni kilogram CsA vyrobeny v Galené

e 1990 Registrace pFipravu Consupren v CSFR

e 1995 Registrace pfFipravku Neoral v USA (Novartis)

e 2005 Registrace generické lIékove formy (vyvinuté v Opavé) v USA

Pro svou imunosupresivni aktivitu je cyklosporin velmi cenény. Pouziva se dnes

hlavné pfi transplantacni imunosupresi ale také pro lé¢bu autoimunitnich onemocnéni
jako je psoriaza nebo revmatoidni artritida. Své uplatnéni nachazi i ve veterinarnim
lékarstvi. Mechanismem ucinku je inhibice antigenem navozené aktivace T-lymfocytu.
Cyklosporin zpusobuje inhibici kalcineurinu, ¢imz zabranuje synteze cytokinu, jako jsou
IL-2, IL-3, INF-y a TNFa aktivujicich T-lymfocyty. Tim dochazi k poklesu imunitni

odpovédi zpusobené T-lymfocyty.

Obrazek 3. Struktura cyklosporinu A. [19]
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Jak vyplyva ze struktury a vSeobecné znamych vlastnosti cyklosporinu A je témér
nerozpustny ve vodé. Této vlastnosti je pfiCitan i vliv na pomérné malou biologickou
dostupnost. Na biologické dostupnosti se také podili rychlost gastrointestinalni motility a
sekrece zluCovych kyselin. Placebo lékovych forem s cyklosporinem musi tedy
zabezpecit, aby |ékova forma pfi styku s vodnym prostfedim vytvofila disperzni systém
zarucujici biodostupnost molekul cyklosporinu. SloZeni nékterych lékovych forem je

uvedeno v tabulce 1.
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Tabulka 1. Slozeni nékterych Iékovych forem s cyklosporinem

Nazev Vyrobce | Slozeni Reference

Neoral Novartis Bezvody ethanol [7]
cistény kukuficny olej
glyceromakrogol-hydroxystearat
hydrogenricinomakrogol 2000

Equoral TEVA bezvody ethanol, polyglycerol(3)-monooleat, [71
polyglycerol(10)-monooleat, glyceromakrogol-
hydroxystearat, alfa tokoferol

Cyclosporin Mylan | Mylan Bezvody etanol Tokoferol-acetat [7]
Diethylenglykol-monoethylether
Glyceromakrogol-oleat Glyceromakrogol-
hydroxystearat

Cyklosporin A ma proménlivou biologickou dostupnost a uzky terapeuticky index.
PFi jeho klinickém pouZziti je potfeba u pacientl sledovat jeho sérové koncentrace a tomu
prizplisobovat davkovani. Hlavni metabolickd draha ovliviujici metabolismus
cyklosporinu A je jaterni cytochrom P-450. Metabolismem cyklosporinu A vznika cela
fada produktl, které pulsobi toxicky. Mezi hlavni nezadouci uc€inky patfi napfiklad
nefrotoxicita, hepatotoxicita a hypertenze. U vétSiny pacientl jsou nezadouci ucinky
zavislé na velikosti davky, které pfi jejim snizeni vétSinou mizi. [5] [7] [8] [15] [16] [21]
[24] [25]

2.4.1 Necistoty cyklosporinu

Houba Tolypocladium inflatum produkujici cyklosporin bohuzel nesyntetizuje jen
cyklosporin A, ale ve vétSi nebo mensi mife i jiné cyklosporiny. Cyklosporiny jsou
v houbovych burikach produkovany komplexem enzymid mimo ribozomalné, tedy
netypickou cestou pro tvorbu peptidl. Enzymaticka syntéza je ale méné selektivni a to
vede k tvorbé celé fady pfibuznych cyklosporinu, které se lisi jednak zménou poradi,
nebo jinou atypickou aminokyselinou v fetézci. Pfesné struktury cyklosporint se podafilo
odhalit, az s nastupem hmotnostni spektrometrie. Vyvoj v technologii biosyntézy se stale
snazi izolovat kmeny produkujici CistéjsSi cyklosporin A. Jednotlivé necistoty cyklosporinu
se od cyklosporinu A [iSi tim, Ze v jeho cyklické struktufe je nahrazena jedna nebo i vice
aminokyselin za jiné. Napfiklad cyklosporin A s primarni strukturou cyklo(-MeBmt1-Abu2-
Sar®*-MeLeu*-Val®>-MeLeu®-Ala’-D-Ala®-MeLeu’-MeLeu'-MeVal''-) se li§i od negistoty
cyklosporin B s primarni strukturou cyklo(-MeBmt'-Ala?-Sar*-MeLeu*-Val®>-MeLeu®-Ala’-
D-Ala®-MeLeu’-MeLeu'’-MeVal''-) v aminokyselingé na pozici 2, kde cyklosporin A ma

vazanou aminomaselnou Kkyselinu, zatimco cyklosporin B alanin. Zkracené se tato
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skuteCnost da uvést jako [Ala2]Cs. Seznam znamych necistot cyklosporinu je uveden
v tabulce 2. [19] [21]

Tabulka 2. Necistoty cyklosporinu [19]

CsA CsN | [Nva2,Leu™|Cs
CsB | [Ala”]Cs CsO | [MeLeu' Nva“]Cs
CsC | [Thr|Cs CsP | [Bmt']Cs

CsD | [VaF]Cs CsQ |[val’lCs

CsE | [Val'ICs CsR [[Leu®™Cs
CsF | [3"-desoxy-MeBmt'|Cs CsS | [Thrval’]Cs
CsG | [Nva?Cs CsT |[Leu™CS

CsH | [D-MeVal'"|Cs CsU |[Leu®Cs

Csl |[VaF, Leu™Cs CsV [ [Abu’]Cs

CsJ | [MelLeu']Cs CsW | [Thr*Val''|Cs
CsK | [3"-desoxy-MeBmt1, ValF|Cs | CsX | [Nva?Leu’|Cs
CsL | [Bmt'|Cs CsY | [Nva®Leu®Cs
CsM | [Nva®°|Cs CsZ | [N-methyl-2-aminooktanova kys."]Cs

2.4.2 Degradacni produkty cyklosporinu

Cyklicka struktura této molekule poskytuje pomérné velkou stabilitu. Dlouho se
soudilo, Ze jsou cyklosporiny téméf inertni. Pokud je, vSak cyklosporin rozpustény
v organickych  rozpoustédlech  dochazi v pfitomnosti  kyselin nebo zasad
k intramolekularnim pfesmykam. Z pravidla ¢im jsou podminky drasti¢téjSi je i reakce
rychlejsi. K pfesmykim dochazi mezi 1. a 11. aminokyselinou. Tomuto pfesmyku v3ak
podléhaji pouze cyklosporiny obsahujici B—hydroxyskupinu. Peptidicka vazba se tak
méni na esterovou a vznikaji tak isocyklosporiny. Napfiklad cyklosporiny C a S majici ve
své struktufe aminokyselinu threonin, ktera obsahuje druhou B-hydroxyskupinu, tim
poskytuji tfi rizné isocyklosporiny. DalSi reakci poskytujici degradaéni produkty je ztrata
molekuly vody pfi vySSich teplotach a to z postranniho fetézce aminokyseliny MeBmit.
V alkalickém prostfedi a to i pfi laboratorni teploté, dochazi k racemizaci aminokyselin.

PFi metabolizaci cyklosporinu A nedochazi k naruseni cyklické struktury, ale pouze
k reakcim na postrannich fetézcich. Pro Iékovou formu pfichazeji ale v uvahu v podstaté
Ctyfi degradacni produkty cyklosporin H, ID 005-95 a isocyklosporiny A a H. [5] [9] [19]
[21]

19



Obrazek 4. Tvorba isocyklosporinu [19]
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2.4.3 HPLC stanoveni cyklosporint

VétSina publikovanych praci se zabyva HPLC stanovenim cyklosporinu
v biologickych matricich.

Tyto metody predstavuji pochopitelné zcela jiny separacni probléem, nez je
stanoveni doprovodnych latek v substanci nebo Iékové formé&. Divodem je to, Ze pro
klinické studie, pfipadné klinické praxe je zapotfebi stanovit pouze cyklosporin A,
pripadné jeho metabolity na nizkych koncentraCnich urovnich a specifita vzhledem
k neCistotam cyklosporinu A neni relevantnim parametrem. V pfipadé stanoveni
doprovodnych latek v aktivnich farmaceutickych substancich je ale pravé specifita
vzhledem k doprovodnym latkam a degradacnim produktim substance naprosto kliCova.
U lékovych forem s cyklosporinem je tfeba pocitat navic jeSté se specifitou vzhledem
k placebu, které je v pfipadé Iékovych forem cyklosporinu velmi komplexni.

Publikace zabyvajici se stanovenim doprovodnych latek v cyklosporinu nebo jeho
lékovych formach jsou prehledné uvedeny v tabulce 3.

V pripadé stanoveni doprovodnych latek Ize obecné konstatovat, Zze vzhledem ke
znacnému mnozstvi znamych cyklosporinl nelze vSechny postihnout v jedné univerzalni
HPLC metodé. Schidné je ale mit HPLC metodu postihujici necistoty, které pfichazeji
v uvahu pro konkrétni fermentacni proces a nasledné purifikaCni technologie sestavajici
zpravidla z kombinaci procesnich chromatografii a krystalizaci. V pfipadé HPLC metod

s UV detekci aplikovanych na Iékové formy je tfeba navic po itat s tim, ze nelze nikdy
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vyloucit koeluci necistoty cyklosporinu se slozkou placeba, pfipadné existenci neznamé
necistoty koeluujici napf. s majoritnim pikem placeba. [9] [10] [11] [12] [18] [21]
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Tabulka 3. HPLC metody pro stanoveni doprovodnych latek.

Citace Kolona Mobilni faze Teplota | Matrice | Nedcistoty poznamka
[9] LiChrospher 100 RP-18, tetrahydrofuran: 75 °C API ID-005-95, | pfedehfev 1m
4 mm x 250 5 ym kyselina fosfore€na (0,05 M) (44:56, v/ v) CsB, CsH, | kapilara
CsG, 0,25 mm
IsoA, IsoH | UV detekce
210 nm
[10] Nucleosil RP-2 A: 80 °C LF IsoA H,CsA | UV detekce
kyselina fosfore¢na: voda 0,8: 1000 210 nm
B:
kyselina fosfore¢na: acetonitril 0,8: 1000 linearni
gradient od 65:35 do 40:60
55 minut
[11] 10 rdznych kolon Acetonitrile: voda: 80 °C API [Leu”]Cs, pfedehfev 1m
definovanych C18 TBME (430: 520: 50) CsC, CsB, | kapilara
Kyselina fosfore¢na (0,02 mol/l) SDS (0,01 mol/l) CsL, CsU, 0,25 mm
pH 3,5-6,5 CsA, CsH, UV detekce
[H.CsA, 210 nm
CsG, CsD,
CsF, IsoA.
[18] 4,6x250 PrimeSphere C1 Acetonitril: voda: 70 °C API pfedehfev 1m
methanol: kyselina fosforeCna 605: 400: 50: 0,5 kapilara
0,25 mm
UV detekce
210 nm
[20] C18 4 mm x 250 mm Kyselina fosfore¢na: TBME: acetonitril: voda 80 °C API CsA, CsB, | pfedehfev 1m
3-5um 0,1:5:43:52 CsC, CsD, | kapilara
CsE, CsG, | 0,25 mm
CsH, CsL, | UV detekce
CsT, CsU, 210 nm
CsV
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3 CIiLPRACE

Cilem této prace je vyvinout HPLC metodu pro stanoveni doprovodnych latek
v lékovych formach na bazi cyklosporinu s chemiluminiscencni detekci specifickou pro
dusik. Metoda by méla postihnout necistoty pochazejici ze substance a degradacni
produkty CsH a ID 005-95. Stanoveni isocyklosporini neni potfebné, protoze jejich
obsah poskytuje metoda s UV detekci, kterou se stanovuje obsah cyklosporinu A jako
hlavni slozky. Metoda by méla v budoucnu nahradit stavajici HPLC metodu
s chemiluminiscen¢ni detekci, ktera pro dosazeni dostateCné ucinnosti vyuziva spojeni
dvou chromatografickych kolon o velikosti ¢astic 3 ym. Aplikaci kolon s velikosti ¢astic
pod 2 um je pfedpoklad, ze tato stavajici metoda by mohla byt vyznamné zkracena a
zjednodusena.

Kromé vlastniho vyvoje metody bude v praci kladen ddraz na detailni popis HPLC
metody, ktery by mél umoznit jeji bezproblémovou implementaci do laboratofe kontroly
kvality. Soucasti prace je i ovéfeni kliCovych parametri metody (validovatelnost metody).

Kompletni validace metody uz cilem prace neni.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity material, pomucky a technické vybaveni

4.1.1 Standardy a vzorky

Standardy jednotlivych cyklosporint

Obsahovy standard cyklosporinu €islo S741410H00AS-2, potence 0,997.
Tabulka 4. Standardy necistot.

Cyklosporin Zkratka | Sarze Cislo standardu
Cyklosporin Abu® [Abu’lCs | VV100504/01 RD0741-2
Cyklosporin B CsB 120893 RDO046|
Cyklosporin C CsC 251192 RD047I
Cyklosporin D CsD MB102/070198/21 RD082I
Cyklosporin E CsE HJ150496/1 RDO049I
Cyklosporin F CsF HJ151297/2 RD102I
Cyklosporin G CsG MB126/250697/2 RDO050I
Cyklosporin H CsH PH120525 RD051I-2
Dihydrocyklosporin A | H,CsA SC151096/5 RD044l
Isocyklosporin A IsoA PC021/310702/CS2 | RD045I
Cyklosporin Leu’ [Leu’]Cs HJ0411296/2 RD445I
Cyklosporin T CsT PR120607/01 RD028I-2
Cyklosporin U CsU 290994 RD052I
Cyklosporin V CsV PH100610 RDO33l

Modelové smési

e Modelova smés cyklosporini pro API, Sarze MB358/060202/1 (obsahuje
isoA, [Abu’]Cs, CsU, CsA, H.CsA, CsV, CsH, CsD)

e Modelova smés cyklosporinl pro surovy cyklosporin, Sarze: PH120619/TM,
Cislo standardu: RD272I-4 (obsahuje isoA, CsC, [Leu’]Cs, CsB, [Abu®ICs,
CsU, CsA, CsT, H2CsA, CsV, CsH, CsG, CsD, CsE, CsF)

e Modelova smés cyklosporini Sarze MB317/070700/1 (obsahuje isoA, CsC,
CsB, CsL, [Abu®Cs, CsU, CsA, RRT 1,06, CsT, H,CsA, CsH, CsG, CsD,
CsF)

Vzorky cyklosporint

Sarze: 84142000113, 84142000713, 84142002513
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Vzorky lékovych forem

Equoral tobolky, deklarovany obsah 25 mg cyklosporinu, Sarze 47101012
(exp. 01/2014)

Equoral tobolky, deklarovany obsah 100 mg cyklosporinu, Sarze 47303006
(exp. 03/2016), 4T101014 (exp. 01/2014), 4T002008 (exp. 02/2013)

Equoral oralni roztok, deklarovany obsah cyklosporinu 100 mg/ml,
Sarze 4R210001

Neoral tobolky, deklarovany obsah 100 mg cyklosporinu, Sarze SJ7200 (exp.
08/2006)

Placebo pro Equoral oralni roztok, Sarze: 4R210001

Placebo pro Equoral tobolky, Sarze: 417211020

4.1.2 Pouzité chemikalie

Aceton (PESTANAL, nebo ekvivalentni, Fluka, katalogové €. 34480)
tert.-butyl methyl ether (TBME, pro HPLC, Sigma - Aldrich,
katalogoveé C. 34875)

Voda (H20, produkovana zafizenim Millipore Gradient Q10)

Kyselina trifluoroctova (TFA, 99 %, Sigma — Aldrich, katalogové ¢. T6,220-0)
Ethanol (EtOH, absolutni, lihovar Kojetice)

Methanol (MeOH, pro gradientovou eluci, Scharlau, katalogové
¢. MEO3060309)

4.1.3 Pouzity software

Empover Pro, verze 3 (chromatograficky software, Waters, Milford, USA)
Microsoft Word 2010 (Microsoft, Redmont, USA)
Microsoft Excel 2010 (Microsoft, Redmont, USA)

Microcal Origin Professional, version 6 (Microcal Software, Northampton,
USA)
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4.1.4 Instrumentace na oddéleni RD TAPI

e Kapalinovy chromatograf- separacni modul 2695, kolonovy termostat TCM,
analogove digitalni pfevodnik SATIN (Waters, Milford, USA).
e Chemiluminiscenc¢ni detektor ANTEK 8060 (PAC, Houston, USA)

e Externi termostat Techlab T-1 (Erkerode, Némecko)

4.1.5 Instrumentace na oddéleni QC Pharma

e Kapalinovy chromatograf- separacni modul 2695, kolonovy termostat TCM,
analogové digitalni pfevodnik SATIN (Waters, Milford, USA).

e Chemiluminiscenc¢ni detektor ANTEK 8060 (PAC, Houston, USA)

e Filtr analogovych dat LINK (Antec Leyden, Zoeterwoude, Holandsko)

4.1.6 Chromatografické kolony

Pouzité chromatografické kolony jsou shrnuty v tabulce 5.

Tabulka 5. Chromatografické kolony pouzité béhem experiment.

Typ kolony Katalogové €islo | Vyrobce Sarze Sériové Cislo
Luna C-18 3um,150 x 2,0mm 00F-4251-BO Phenomenex | 5292-20 195093-16
ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um, 186002353 Waters 0205 02053209315777
150 x 2,1mm
Kinetex C18 1,7um,150 x 2,1mm 00F-4475-AN Phenomenex | 5574-55 625730-3
Kinetex XB C18 1,7um,150 x 2,1mm 00F-4498-AN Phenomenex | 5605-115 | 617475-14
ZORBAX SB-C18 1,8um,150 x 2,1mm | 820700-902 Agilent B11314 USHEE01650
B12144 USHEE01680
B12212 USHEEOQ01707
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Vyvoj metody
5.1.1 Optimalizace termostatovani kolony

Chromatografie cyklosporinu patfi do vysokoteplotnich separaci. S rostouci teplotou
roste ucinnost separace a méni se i jeji selektivita. Nutnost aplikace vysoké teploty je
patrna i z obrazku 5, na kterém jsou znazornény isokratické separace standardu
cyklosporinu pfi rozdilnych teplotach kolony. Stavajici metoda zalozena na
chemiluminiscencni detekci (AM\RD\LC156\V2) vyuziva pro termostatovani externi
termostat Techlab T1 pInény glycerinem. Tento zpUsob uloZeni kolony zaruCuje vysoce
efektivni prestup tepla z média do kolony. Ma ale fadu nevyhod, jako je slozita
manipulace s kolonou v termostatu, nemoznost softwarového ovladani termostatu,
umoziujici jeho v€asné vypnuti po ukonceni sekvence, jakozZ i nutnost Castych oprav

termostatu, ktery neni pro plnéni kapalinou od vyrobce urcen.

Obrazek 5. Vliv teploty na u¢innost separace cyklosporini kolona (Kolona: Zorbax
SB C8, 1,8 um, 100 x 3,0 mm, mobilni faze: 44,5 % ACN + 7 % TBME+ 48,5 % H,0 +

0,01 % TFA, pratok mobilni faze: 0,6 ml/min, davkovany objem: 4 pl (1 mg CsA/mi,

75 ng CsA), detekce: UV 210 nm.
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Zamérem bylo pro novou metodu aplikovat jednodussi postup termostatovani
kolony nejlépe pomoci termostatu, ktery je mozné ovladat chromatografickym softwarem
Empower (termostat TCM). Byla provedena sada experimentl, ve kterych se
porovnavala rGzna ulozeni kolony v termostatu, pfipadné aplikace pfedehfevu mobilni
faze. Jako predehrev slouzil pfiblizné 1 m ocelové kapilary s vnitinim primérem 0,005¢
navinuty na Sroub. Pro kazdé ulozeni kolony byla provedena analyza, pfi které byl na
kolonu nadavkovan etanolicky roztok cyklosporinu o koncentraci 1 mg/ml. Jako parametr
ucinnosti  termostatovani slouzila hodnota pocCtu teoretickych pater cyklosporinu
v konkrétni analyze. Podminky analyzy jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6. Chromatografické podminky pro optimalizaci termostatovani.

Napin kolony: Zorbax SB-C18 Velikost ¢astic [um]: |[1,8
Rozmér kolony 100x2,1 Prutok [ml/min ] : 0,15
[mm]:

Teplota kolony [°C]: |90 Teplota vzorku [°C] : 20
Detekce NSD Davkovany objem [ul] : |2
Mobilni faze: 40 % aceton, 5 % TBME, 55 % vody, 0,01 % TFA

Vysledky experimentd jsou pfehledné prezentovany v tabulce 7. Jako reference
slouzi experiment 1, pfi kterém je pouzit termostat splnény glycerinem a je aplikovan

pfedehfev mobilni faze.
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Tabulka 7. Vysledky experimenti pro optimalizaci termostatovani.

Exp. €. | Termostat | Predehiev Ulozeni kolony v termostatu N [teor.pater]
1 Techlab T1 Ano 10960
2 Techlab T1 Ne 10330

/"’TIE;- ] ;‘ﬂ
Termostat plnény
3 Waters Ne - 10405
TCM
[~
Kolona ulozena na dno termostatu do
hlinikovych blok.
4 Waters Ano = ey 10639
TCM
= @ - o N
Kolona ulozena na dno termostatu do
hlinikovych blokd s pfedehfevem
5 Waters Ano — — 10859
TCM

L . TS o e
Kolona s pfedehfevem zabalena tésné do
nékolika vrstev hlinikové folie.
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Diskuze:

| kdyz se ucinnosti separace v jednotlivych uspofadanich dramaticky nelisi,
muzeme konstatovat, Zze kolona s pfedehfevem mobilni faze obalena hlinikovou folii
ulozena do termostatu Waters TCM poskytuje srovnatelnou ucCinnost jako kolona
s pfedehfevem ponofena do termostatu plnéného glycerinem. Pro dalSi experimenty
proto bude pouzit tento systém (kolona a predehfev obalené nékolika vrstvami hlinikove
folie v termostatu TCM) doplnény jesté o nékolik vrstev hlinikové folie a draténky, které
v uzavieném termostatu tlaci kolonu k topné sténé termostatu. Termostatovani kolony je
klicovym parametrem, a proto je mu vénovana samostatna kapitola v podrobném popisu

metody.
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5.1.2 Screening HPLC kolon

Pro screening bylo vybrano nékolik kolon:

Luna C-18(2), 3 um, 150 x 2,0 mm

ACQUITY UPLC BEH C18, 1,7 um, 150 x 2,1 mm
ZORBAX SB-C18, 1,8 ym, 150 x 2,1 mm
Phenomenex Kinetex C18, 1,7 ym, 150 x 2,0 mm
Phenomenex Kinetex XB C18, 1,7 ym, 150 x 2,1 mm

Stacionarni faze kolon byly vybrany s pfihlédnutim k faktu, Ze analyzy bude nutno
provadét pfi teplotach az 100 °C. Prumér kolony 2 mm odpovidal pratokovym
pozadavkim chemiluminiscenéniho detektoru (150 pl/min), velikost €astic a délka kolony
150 mm pak komplikovanosti separa¢niho problému (dosazZeni separace jednotlivych
cyklosporint). BEhem této faze byly testovany gradientové separace modelovych smési
cyklosporin v mobilnich fazich obsahujicich aceton, vodu, TFA (0,01 %) a TBME
(vrozsahu 4 — 6 %). Byly testovany separace pfi teplotach 90 a 100 °C. Pro tuto
screeningovou fazi byl plné vyuZzit potencial kvarternarni nizkotlaké gradientové pumpy.
Konkrétni provedeni screeningové faze vyvoje je patrné ztabulky 8 - 10. Vysledky

screeningoveé faze jsou prezentovany na obrazcich 6 — 11.

Tabulka 8. Pohyblivé parametry screeningu.

Stacionarni faze
Teplota kolony 90 °C, 100 °C
Obsah TBME v mobilni fazi

Tabulka 9. Slozeni mobilnich fazi v jednotlivych kanalech.

Kanaly |Aceton| TBME | W | TFA
[%]

A 32 4 64 0,01

B 26 7 67 0,01

C 52 4 44 0,01

D 46 7 47 0,01
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Tabulka 10. Programovani gradientového ventilu v jednotlivych instrumentovych

metodach.
Gradient Smésovaci pomér Slozeni mobilni faze
A | B | ¢ | D |Aceton| TBME | voda

Minuty [%]

1 0 100,0 0,0 0,0 0,0 32,0 4,0 64,0
30 0,0 0,0/ 100,0 0,0 52,0 4,0 44,0
50 0,0 0,0 0,0 0,0 52,0 4,0 44,0
50,1 100,0 0,0 0,0 0,0 32,0 4,0 64,0
60 100,0 0,0 0,0 0,0 32,0 4,0 64,0

2 0 67,0 33,0 0,0 0,0 30,0 5,0 65,0
30 0,00,0 0,0 67,0 33,0 50,0 5,0 45,0
50 0,0 0,0 67,0 33,0 50,0 5,0 45,0
50,1 67,0 33,0 0,0 0,0 30,0 5,0 65,0
60 67,0 33,0 0,0 0,0 30,0 5,0 65,0

3 0 33,5 66,5 0,0 0,0 28,0 6,0 66,0
30 0,0 0,0 335 66,5 48,0 6,0 46,0
50 0,0 0,0 33,5 65,5 48,0 6,0 46,0
50,1 335 66,5 0,0 0,0 28,0 6,0 66,0
60 33,5 66,5 0,0 0,0 28,0 6,0 66,0

4 0 0,0 100,0 0,0 0,0 26,0 7,0 67,0
30 0,0 0,0 0,0/ 100,0 46,0 7,0 47,0
50 0,0 0,0 0,0/ 100,0 46,0 7,0 47,0
50,1 0,0 100,0 0,0 0,0 26,0 7,0 67,0
60 0,0 100,0 0,0 0,0 26,0 7,0 67,0
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Obrazek 6. Vysledky screeningové faze na koloné LUNA C18(2) pri 100 °C.
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Obrazek 7. Vysledky screeningové faze na koloné Kinetex C18 pfi 100 °C.
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Obrazek 8. Vysledky screeningové faze na koloné Acquity BEH C18 pfi 100 °C.
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Obrazek 9. Vysledky screeningové faze na koloné Zorbax SB C18 pfi 100 °C.
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Obrazek 10. Vysledky screeningové faze na koloné Kinetex XB C18 pfi 100 °C.
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Obrazek 11. Vysledky screeningové faze na koloné Zorbax SB C18 pfi 90 °C.
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Diskuze:

Z prezentovanych chromatogramu separaci pfi 100 °C je zfejmé, ze z plvodnich
péti kolon se pouze dvé (Zorbax SB C18, 1,8 ym a Kinetex C18 ukazaly jako
perspektivni pro dalSi optimalizaci. Z téchto dvou kolon byla nakonec pro finalni
optimalizace vybrana kolona Zorbax.

Duvod vybéru této kolony byla dlouhodoba dobra zkuSenost s jeji teplotni stabilitou,
ktera je vyrobcem deklarovana na 90°C. Kolona Kinetex SB C18 byla nakonec z dalSich
experimentd vylou€ena jednak proto, Ze chybéla zkuSenost s jejim dlouhodobym
pouzitim za vysoké teploty a jednak proto, Zze se dalo pfedpokladat, Ze davkované
mnozstvi cyklosporinu v fadu desitek mikrogramu bude pro kolonu Kinetex jakoZto
stacionarni fazi s pevnym jadrem hranicni.

Ukazalo se, ze teplota kolony 90 °C neposkytuje dostateCnou ucinnost separace.
Na vSech kolonach bylo pfi 90 °C dosazeno horSi separace, nez pfi 100 °C.
Prezentovany jsou tedy pouze separace na vybrané koloné Zorbax SB C18 viz. obrazek

11. Z obrazku je jasné vidét Ze rozliSeni je pfi 90 °C vyrazné horsi nez pfi 100 °C.
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5.1.3 Finalni optimalizace

Optimalizace obsahu TBME a gradientu

Na vybrané koloné Zorbax SB C18 byla provedena finalni optimalizace obsahu
TBME a smérnice gradientu. Také v této fazi vyvoje byl vyuzit potencial kvaternarni
gradientové pumpy, jak je prezentovano v tabulce 11 - 14 nizZe. Byly testovany linearni
gradienty, z po€atecniho na konecné slozeni za 30 (30 min. linearni gradient a 10 min.
setrvani na kone¢nych podminkach gradientu) a 50 minut (50 min. linearni gradient a 10
min. setrvani na konec¢nych podminkach gradientu), i doba ekvilibrace byla 10 minut. Ze
screeningové faze vyvoje metody vyplynul rozsah obsahu pro finalni optimalizaci TBME
5 — 6 %. Byl testovan i vliv po¢ate€nich podminek gradientu na separaci.

Tabulka 11. Pevné parametry finalni optimalizace.

Pratok 0,15 ml/min.

Davkovany objem: | 1 pul

Stacionarni faze: Zorbax SB C18, 1,8 um, 150 x 2,1 mm
Teplota kolony: 100 °C

Detekce: NSD

Tabulka 12. Pohyblivé parametry finalni optimalizace.

Obsah TBME v mobilni fazi
Gradient (pocatecni podminky a smérnice)

Tabulka 13. Slozeni mobilnich fazi v jednotlivych kanalech.

Kanaly | Aceton | TBME | W | TFA
[%]

A |27 5 68 | 0,01

B |25 6 69 | 0,01

C |50 5 45 | 0,01

D |48 6 46 | 0,01
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Tabulka 14. Programovani gradientového ventilu v jednotlivych metodach.

Gradient Smésovaci pomér Slozeni mobilni faze

A | B | ¢ | D |Aceton| TBME | voda
[%]

zacatek | 100,0 0,0 0,0 0,0 27,0 50| 68,0
konec 0,0 0,0/ 100,0 0,0 50,0 50| 45,0
zacatek 91,5 0,0 8,5 0,0 29,0 50| 66,0
konec 0,0 0,0/ 100,0 0,0 50,0 50| 45,0
zacatek 82,5 0,0/ 175 0,0 31,0 50| 64,0
konec 0,0 0,0/ 100,0 0,0 50,0 50| 45,0
zacatek 74,0 0,0/ 26,0 0,0 33,0 50| 62,0
konec 0,0 0,0/ 100,0 0,0 50,0 50| 45,0
zacatek 50,0 50,0 0,0 0,0 26,0 55| 68,5
konec 0,0 0,0/ 50,0 50,0 49,0 55| 455
zacatek 41,5| 50,0 8,5 0,0 28,0 55| 66,5
konec 0,0 0,0/ 50,0 50,0 49,0 55| 455
zacatek 32,5 50,0 17,5 0,0 30,0 55| 64,5
konec 0,0 0,0/ 50,0 50,0 49,0 55| 455
zacatek 240| 50,0/ 26,0 0,0 32,0 55| 62,5
konec 0,0 0,0/ 50,0 50,0 49,0 55| 455
zacatek 0,0/ 100,0 0,0 0,0 25,0 6,0/ 69,0
konec 0,0 0,0 0,0/ 100,0 48,0 6,0/ 46,0
zacatek 0,0/ 915 0,0 8,5 27,0 6,0/ 67,0
konec 0,0 0,0 0,0/ 100,0 48,0 6,0/ 46,0
zacatek 0,0/ 825 0,0 175 29,0 6,0/ 65,0
konec 0,0 0,0 0,0/ 100,0 48,0 6,0/ 46,0
zacatek 0,0/ 740 0,0 26,0 31,0 6,0/ 63,0
konec 0,0 0,0 0,0/ 100,0 48,0 6,0/ 46,0
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Obrazek 12. Optimalizace obsahu TBME (5,0

z pocatecnich na koncové podminky za 30 min.

o/o) a

linearniho gradientu

40,00

40,00

40,00

280,00/ = R
27 % aceton + 5,0 % TBME + 68 % vody RN
- ™
210,00/ - Q5
< » <
«© %) 3
Z 140,00 S E
< 2
o
70,00] 2
0,00]
000 400 800 1200 1600 20,00 24,00 28,00 3200 36,00
Minutes
280,00/ o o o
29 % aceton + 5,0 % TBME + 66 % vody g 2
210,00/ © £
(=] '
N »
Z 140,00 ] 2
3 2
70,00] 2
0,00]
0,00 4,00 8,00 12,00 16,00 20,00 24,00 28,00 32,00 36,00
Minutes
280,00/ o o o
31 % aceton + 5,0 % TBME + 64 % vody g | o
@ S o
210,00/ 5 5 2 s& e
© ' o ¢ ol
> < g < %S
£ 140,00 N [ O>'ait
. 3 2 N UL
< 2 » T i
H < © Bl
70,00] 2 o
O
0,00]
0,00 4,00 8,00 12,00 16,00 20,00 24,00 28,00 32,00 36,00
Minutes
280,00/ o o o
33 % aceton + 5,0 % TBME + 62 % vody 5 2
(=]
210,00/ . o LY.
N o
3 p . ae
3 oo
Z 140,00] e 8 E ™o
' 3 ~ >,,g:mo
< 2 "0
o < T on 8
70,00] S S
(8]
0,00]
0,00 4,00 8,00 12,00 16,00 20,00 24,00 28,00 32,00 36,00

Minutes

39

40,00



Obrazek 13. Optimalizace obsahu TBME (5,5 %) a linearniho gradientu
z pocate€nich na koncové podminky za 30 min.
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Obrazek 14. Optimalizace obsahu TBME (6,0

z pocatecnich na koncové podminky za 30 min.
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Obrazek 15. Optimalizace obsahu TBME (5,0 %) a linearniho gradientu
z pocatecnich na koncové podminky za 50 min.
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Obrazek 16. Optimalizace obsahu TBME (5,5 %) a linearniho gradientu

z pocate€nich na koncové podminky za 50 min.
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Obrazek 17. Optimalizace obsahu TBME (6,0 %) a linearniho gradientu

z pocatecnich na koncové podminky za 50 min.
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Diskuze:

Z testu optimalizace byly nasledné vybrany dvé metody. Prvni pracovné
pojmenovana jako QC metoda (optimalizovana na necistotni profil substance vyrabéne
divizi TAPI) a druha pojmenovana pracovné jako RD metoda poskytujici dostate¢nou
selektivitu pro podstatné SirSi okruh substanci (substance ruznych vyrobcu se lisi
kvalitativnim i kvantitativnim zastoupenim jednotlivych cyklosporint). Ob& metody jsou ve
zkratce prezentovany nize na obrazcich 18 a 19. Z optimalizace je také patrné, Ze vliv
poCateCnich podminek gradientu je vyznamné nizSi nez se ocCekavalo. V testovanych
rozsazich byl vliv zanedbatelny, takze vybrané metody odpovidaly podminkam s vySSim
obsahem acetonu na pocatku gradientu, coz mélo pozitivni dopad na rychlost analyzy.
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Obrazek 18. Podminky a specifita ,,QC“ metody vybrané z optimalizace.

Kolona

Zorbax SB C18, 1,8 um, 150x2,1 mm
Mobilni faze A: 33 % aceton + 5 % TBME + 62 % vody + 0,01 % TFA
B: 50 % aceton + 5 % TBME + 45 % vody + 0,01 % TFA

Pratok 0,15 ml/min.
Gradient Cas A B Teplota kolony 100 °C
[min.] [%] [%] Davkovany objem 1 pl
0 100 0| Detekce: NSD
Vzorek: 10 mg/ml v
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Obrazek 19. Podminky a specifita ,,RD*“ metody vybrané z optimalizace.

Kolona Zorbax SB C18, 1,8 um, 150x2,1 mm
Mobilni faze A: 30 % aceton + 5,5 % TBME + 64,5 % vody + 0,01 % TFA
B:49 % aceton + 5,5 % TBME + 45,5 % vody + 0,01 % TFA

Pratok 0,15 ml/min.
Gradient Cas A B Teplota kolony 100 °C
[min.] [%] [%] Davkovany objem 1 pl
0 100 0| Detekce: NSD
50 0 100| Vzorek: 10 mg/ml v EtOH
50,1 100 0
60 100 0
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Optimalizace obsahu TFA v mobilni fazi

V této kapitole byla sledovana zavislost retencniho €asu isocyklosporinu A na
koncentraci TFA v mobilni fazi a taky na mife opotfebeni (stafi) kolony. Testovany byly
koncentrace 0,005 %, 0,01 %, 0,05 % a 0,1 %. Pouzité kolony byly rizné opotfebeny,
SN: USHEEO01650 (asi tisic analyz), USHEEO1680 (asi sto analyz), USHEE01707 (nova
kolona). Cyklosporin a jeho necistoty naji jako cyklické undekapeptidy neutralni molekuly,
takze jejich retence neni zavisla na pH. Vyjimku tvofi isocyklosporiny (viz kapitola 2.4.1),
které maji misto jedné peptidické vazby, vazbu esterovou. V molekule se takto objevi
sekundarni amin, ktery obsahuje ionizovatelny dusik, nasledkem ¢ehoz je jeho retence
zavisla na pH mobilni faze. V pfipadé Equoralu je tfeba pocitat s degradacnim
produktem isocyklosporinem A. Ten ve stavajici necCistotni metodé s chemiluminiscencni
detekci neni kvantifikovan, protoze vznikda za podminek metody (mobilni faze
aceton — TBME - TFA, pH 2,8 a 100 °C). Vznik isocyklosporinu A z cyklosporinu A je na
chromatogramu patrny, jako zvySeni zakladni linie mezi piky isocyklosporinu A a
majoritnim pikem cyklosporinu. Jelikoz toto zvySeni zakladni linie vykazuje mirné zmény
podle miry opotfebeni stacionarni faze, je zfejmé Zze na mechanismu vzniku cyklosporinu
béhem chromatografické separace se néjakym zplUsobem podili i samotny povrch
stacionarni faze. Stejny fenomén byl pozorovan i v pfipadé nové vyvijené metody. Na
tomto misté je tfreba ale uvést, Ze tento jev nijak nenaruSuje probihajici
chromatografickou separaci, ani nasledné bezproblémové vyhodnoceni chromatogramu.
Retencni Cas isocyklosporinu A, jakozto ionizovatelné molekuly, je tedy zavisly na
koncentraci TFA v mobilni fazi (s rostouci koncentraci TFA se retence isocyklosporinu A
snizuje). Optimalizace obsahu TFA tedy méla za cil ovlivnit retenci cyklosporinu A tak,
aby nedoSlo kjeho koeluci s nelistotou substance nebo pfipadnym degradacnim
produktem lékove formy. BEhem vyvoje metody bylo zjisténo, Ze pfi stejném obsahu TFA
v mobilni fazi, mize dochazet ke zméné retence v zavislosti na stafi kolony. Bylo
pozorovano, ze €im je kolona starsSi (opotfebena vétSim pocCtem analyz) tim je retencni
Cas isocyklosporinu A vétSi. Této problematice bylo vénovano nékolik cilenych

experimenta.
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Tabulka 15. Chromatografické podminky.

HPLC podminky

Napln kolony:

ZORBAX SB-C18

Velikost ¢astic [um] : 1,8

Rozmeér kolony [mm]: | 150 x 2,1 Priatok [ml/min] : 0,15
Teplota kolony [°C]: 100 Teplota vzorku [°C] : 20
Detekce NSD Davkovany objem [ul] : |4
Mobilni faze: A: 32 Aceton : 5,5 TBME : 62,5 voda : 0,005 - 0,1 TFA
B: 49 Aceton : 5,5 TBME : 45,5 voda : 0,005 — 0,1 TFA
Gradient: Cas A B
[min.] [%] [%]
1 0,01 100,0 0,0
2 30,00 0,0 100,0
3 35,00 100,0 0,0
4 35,10 100,0 0,0
Doba ekvilibrace: 10 minut
Koncentrace vzorku: |10 mg/ml

Diluent:

Absolutni EtOH

Nastaveni dusikového detektoru

Prutok 02 [ml]: 200 | Pratok Make up: [ml]: | 50 Napéti na HVPS [V]: | -750
Prutok Ar [ml]: 100 | Teplota pece [°C]: 1050 | Sensitivity: High
Pritok O3 [ml]: 25 Chlazeni detektoru 5 Vakuum [Torr]: +15

[°CI:
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Obrazek 20. Zavislost retenéniho ¢éasu isocyklosporinu A na

v mobilni fazi.
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Obrazek 21. Zavislost retenéniho €asu isocyklosporinu A na opotiebeni kolony.
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Diskuze:

Uz zvyvoje metody bylo patrné, ze stafi kolony ma vliv na retenCni cas
isocyklosporinu A. starSi kolona (s vétSim pocCtem anylyz) poskytuje vySSi retenci
isocyklosporinu A, nez kolona s mensSim mnozstvim analyz. Pro rutinni pouzivani metody
bude nutné akceptovat variabilni obsah TFA v mobilni fazi a to v rozsahu jednoho fadu
od 0,005 % do 0,05 %.
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Tabulka 16. Navrh chromatografickych podminek.

HPLC podminky

Napin kolony: ZORBAX SB-C18 Velikost ¢astic [um] : 1,8
Rozmeér kolony [mm]: | 150 x 2,1 Priatok [ml/min] : 0,15
Teplota kolony [°C]: 100 Teplota vzorku [°C] : 20
Detekce NSD Davkovany objem [ul] : |4
Mobilni faze: A: 30 Aceton : 5,5 TBME : 64,5 voda : 0,005 — 0,05 TFA
B: 49 Aceton : 5,5 TBME : 45,5 voda : 0,005 — 0,05 TFA
Gradient: Cas A B
[min.] [%] [%]
1 0,0 100,0 0,0
2 44,0 22,0 78,0
3 47,0 0,0 100,0
4 50,0 0,0 100,0
5 50,1 100,0 0,0
60,0 00,0 0,0
Doba ekvilibrace: 10 minut
Koncentrace vzorku: |10 mg/ml

Diluent: Absolutni EtOH

Nastaveni dusikového detektoru

Prutok 02 [ml]: 200 | Pratok Make up: [ml]: | 50 Napéti na HVPS [V]: | -750

Prutok Ar [ml]: 100 | Teplota pece [°C]: 1050 | Sensitivity: High

Prutok O3 [ml]: 25 Chlazeni detektoru 5 Vakuum [Torr]: +15
[°C]:

Diskuze:

V druhé fazi vyvoje Slo o optimalizace smérnice gradientu, obsahu TBME a
koncentrace TFA v mobilni fazi. Jak uz bylo zminéno, puvodni zdmér byl vyvinout
metody dvé. Jednu s ostfejSi smérnici gradientu, ktera bude i s ekvilibraci trvat
maximalné 40 minut a druhou, trvajici maximalné hodinu. Prvni z uvedenych metod by
byla rutinni pro QC pouziti a poskytovala by separaci specifikovanych necistot,
degradacnich produkti (specifikovanych i potencialnich) a nespecifikované necistoty
CsG, ktera se vzdy v substanci (cyklosporin TEVA) vyskytuje. Druha z metod méla byt
smérovana spiSe pro RD ucely a méla poskytovat maximalni separacni potencial a tim
umoznit stanoveni necistot v podstaté v jakékoliv Iékové formé vCetné Iékovych forem
konkurencnich vyrobcl. Nakonec tato delSi metoda byla zvolena i pro QC Uucely.
Duvodem pro jeji volbu byl fakt, Ze tato metoda ma vyssi potencial postihnout i moznou
variabilitu substance z hlediska obsahu neznamych doprovodnych latek, které mohou byt
v substanci obsazeny jednotlivé az do 0,10 %. | tak je ale metoda vyznamné kratsi,
jednodussi a uzivatelsky pfiznivéjsSi, nez metoda stavajici (AM\RD\LC156, V2), kterou by
tato metoda méla nahradit. V pfipadé TFA jako modifikatoru retence isocyklosporinu A
bylo zjist€no, Ze obsah TFA v mobilni fazi nemldze byt konstantni, ale je tfeba ho
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prizpUsobit stavu HPLC kolony. Zatim co na nové koloné postaci obsah TFA 0,005%, na
kolonach starSich je potfeba obsah TFA zvysit. | kdyz tato metoda s NSD detekci neni
urCena ke stanoveni isocyklosporinu A bude potfeba obsah TFA vzdy uzpUsobit stafi
kolony a to tak, aby nedochazelo ke koeluci s ostatnimi stanovovanymi piky. V tabulce
16 je uveden zkraceny popis nové metody, ktera je vysledkem vySe uvedeného vyvoje

metody.

5.2 Podrobny popis metody
5.2.1 Pouziti

Metoda slouzi ke stanoveni necistot a degradacnich produkti cyklosporinu v jeho
Iékovych formach. Principem metody je HPLC separace s pyrochemiluminiscencni
detekci specifickou pro dusik (NSD). Podminky metody jsou optimalizovany pro
necistotni profil substance vyrabéné v zavodé TEVA Czech Industries s.r.o. Metoda by
méla byt dostate¢né specificka pro nedcistotni profily i jinych vyrobcl. Metoda
neumoziuje kvantifikovat specifikovany degradacni produkt isocyklosporin A, protoze ten
CasteCné vznika pfi samotné analyze vlivem vysoké teploty a velké koncentraci acetonu

v mobilni fazi jako hlavni degradacni produkt cyklosporinu A.

5.2.2 Referencni standardy

Modelova smés cyklosporint

Smésny standard cyklosporinti obsahuijici cyklosporiny isoCsA, [Abu]°Cs, CsU, CsA
(hlavni slozka), H2CsA, CsV, CsH a CsD. Smésny standard je pouzivan pro pfipravu

testu rozliSeni a pro identifikaci necistot cyklosporinu.

Obsahovy standard CsA

Lékopisny referencni standard nebo Teva sekundarni standard kvalifikovany na
standard lékopisny. Obsahovy standard se pouziva pro kvantifikaci obsahu necistot.

5.2.3 Chemikalie

e Aceton PESTANAL, nebo ekvivalentni
o ftert.-butyl methyl ether (TBME) pro HPLC nebo ekvivalentni
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5.24

Voda (H20) kvalita pro gradientovou eluci

Kyselina trifluoroctova (TFA) 99,0 % nebo lepSi

Ethanol (EtOH) absolutni

Methanol (MeOH) pro HPLC (pokud se zvoli jako solvent pro promyti kolony

Laboratorni sklo a vialky

Pro pfipravu mobilnich fazi je vhodné vycClenit odmérné nadoby tak, aby

nedochazelo k jejich kontaminaci acetonitrilem. To by zpusobilo zvySeni Sumu zakladni

linie a snizeni citlivosti stanoveni. Ostatni sklo pouzité pro pripravu diluentu a vzork

neni nutné dedikovat. DoporuCeny typ vialek: Pertlovaci vialky s vicky s gumo-

teflonovymi septy

5.2.5

Pristrojoveé vybaveni

Kapalinovy chromatograf v minimalni  konfiguraci gradientova pumpa,
autosampler, termostat kolon s pracovni teplotou do 100 °C vybaveny
pfedehfevem mobilni faze (viz kapitola Priprava kolony a termostatu).
Pyrochemiluminescencni detektor selektivni pro dusik, typ ANTEK 8060.
Analogové digitalni prevodnik Satin (pfi pouziti fidiciho a vyhodnocovaciho
software Empower)

Filtr analogovych dat (neni nutny, pokud systém sam o sobé& poskytuje
dostateCnou citlivost stanoveni, tj. vyhovujici test citlivosti)

Ultrazvukova lazen s Casovacem.

Analytické vahy (citlivost 0,01 mg).

Vodni lazen (temperovana na 20 °C).

Chromatograficky systém

Kolona: ZORBAX SB-C18, 1,8 ym, 150 x 2,1 mm
Mobilni faze: A: 30 Aceton : 5,5 TBME : 64,5 voda : 0,005 — 0,051 TFA
B: 49 Aceton : 5,5 TBME : 45,5 voda : 0,005 — 0,05' TFA

Pritok mobilni faze: 0,15 ml/min
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Tabulka 17. Program gradientu.?

Cas A B
[min] | [%] [%]

0,0 100,0 0,0

44,0 22,0 78,0

47,0 0,0 100,0

50,0 0,0 100,0

DA |WIN—

50,1 | 100,0 0,0

60,0 | 100,0 0,0

Teplota termostatovani: 100 °C (zpusob pfipravy termostatu viz
Priprava kolony a termostatu)
Davkovany objem: 4 pl
Diluent: EtOH
Teplota autosampleru: 20 °C
Kapalina oplachu jehly: EtOH
Nastaveni doby trvani oplachu: Extended
Nastaveni NSD detektoru:
Teplota pece: 1050 °C
Pratok kysliku: 200 £ 5 ml/min
Pratok argonu: 100 £ 5 ml/min
Pratok ozonu: 25 £ 1 ml/min
Make up: 50 £ 2 ml/min
Vacuum:15-20 Torr nad hodnotu uzavieného ventilu ,Flow restrictoru®
Napéti na fotonasobici -750+ 30 V
Teplota chlazeni fotonasobice: 5 °C
Frekvence sbéru dat A/D pfevodniku 1 -2 Hz
Nastaveni filtru analogovych dat®
Peak with: 40 s

Typ kapilar ocelové kapilary s vnitfnim primérem 0,005¢

v v

Priprava mobilnich fazi.

kapitola

2\/ ptipadé pouziti separaéniho modulu 2690 (2695) nastavit hodnotu ,Pre column

volume® na 650 l.

®Plati pro model Antec Leyden Link
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5.2.7 Priprava kolony a termostatu.

Separace cyklosporini je vysokoteplotni separaci. Teplota kolony vyznamné
ovliviuje ucinnost separace a selektivitu. Pfiprava kolony a termostatu ma tedy kliCovy

vyznam na vyslednou separaci cyklosporinu.

Predehrev mobilni faze

Mobilni fazi je tfeba na kolonu pfivadét pres pfiblizné 1 m ocelové kapilary I.D.
0,005", ktera je umisténa v termostatu spolu s kolonou. Ocelova kapilara je navinuta na
Sroubu o dostateéné tloustce (napf. M10/60mm, viz obrazek 22). Sroub s kapilarou je
tésné obalen nékolika vrstvami hlinikové folie, ktera kryje Sroub v€etné jeho hlavy.

Obrazek 22. Predehifev mobilni faze realizovany 1 m ocelové kapilary (vnitini

pramér 0,005“) navinutym na Sroubu.
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Ulozeni kolony v termostatu

Kolonu je tfeba tésné obalit nékolika vrstvami hlinikové félie. Kolona s pfedehifevem
musi byt pfitlaCovana k topné sténé termostatu. Toho se dosahne napf. jejich prekrytim
nékolika vrstvami hlinikové fdlie, ktera je ke koloné s pfedehfevem po uzavieni

pfitlatovana nékolika kovovymi draténkami (viz obrazek 23 a 24).
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Obrazek 23. Ulozeni predehifevu mobilni faze a kolony (oboji obalené hlinikovou

folii) v termostatu.

5.2.8 Priprava kolony pred prvnim pouzitim

Pokud by se nova kolona pouzila bez pfedchozi pfipravy, s vysokou
pravdépodobnosti by byl signal na dusikovém detektoru za podminek metody mimo jeho
rozsah. Kolonu je tedy nutné nejdfive dukladné promyt. Kolona se promyva methanolem
nebo acetonem pfi pratoku 0,15 ml/min. nejdfive nékolik hodin pfi laboratorni teploté a
nasledné pfiblizné 1 den pfi 100 °C. Je nezbytné, aby promyvani kolony probihalo na
HPLC dedikovaném pro chemiluminiscencéni detektor pomoci rozpoustédel stejné kvality
z jakych se pfipravuji pro tento detektor mobilni faze. Béhem faze promyvani kolony je

vyhodné vést efluent mimo chemiluminiscenéni detektor.
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5.2.9 Priprava mobilnich fazi

Pro pfipravu 250 ml mobilni faze A se smisi 75 ml acetonu, 13,8 ml TBME, 161,2
ml H20 a 0,0125-0,125 ml TFA.

Pro pfipravu 250 ml mobilni faze B se smisi 122,5 ml acetonu, 13,8 ml TBME,
113,7 ml H20 a 0,0125-0,125 ml TFA.

Pfesné odmérované slozky mobilni faze se michaji ve vySe uvedeném pofadi. Po
smichani vSech slozek se lahve s mobilnimi fazemi umisti na minimalné 10 minut do
ultrazvukové lazné. Béhem této doby je vhodné lahve nékolikrat promisit i rucné. Lahve
s mobilnimi fazemi museji byt dobfe uzavieny, aby nedochazelo k odpafovani TBME a
nesnizovala se tak jeho koncentrace v roztoku. Mnozstvi pfipravovanych mobilnich fazi
se pfizpusobi poctu analyz. Je vhodné, aby i po skon&eni sekvence zbylo v lahvich urcité
mnozstvi mobilnich fazi (minimalné 20 % objemu lahvi), protoze TBME v mobilni fazi se
odpafuje do prostoru nad hladinou mobilni faze v lahvi, coz se projevi prodluzovanim

retenci cyklosporinl a mirnou zménou separace necistot cyklosporinu.

5.2.10 Vliv slozeni mobilni faze na separaci

Slozeni mobilnich fazi spolu s termostatovanim ovliviiuji zasadnim zplsobem
kvalitu separace cyklosporind. Obsah TBME silné ovliviiuje selektivitu cyklosporint
eluujicich za cyklosporinem A a uz pomérné malé zmény v obsahu TBMA mohou mit
pomérné velky vliv na separaci. Obsah TFA ovliviiuje separaci isocyklosporinu A. Ten
neni metodou kvantifikovan, nicméné je nutné zajistit, aby jeho pik byl dostate¢né
oddélen od ostatnich kvantifikovanych necistot. Tohoto kritéria je dosazeno, pokud je
relativni reten¢ni €as isocyklosporinu A vzhledem k cyklosporinu A v rozsahu RRT 0,55 —
0,80.

5.2.11 Pfiprava standardniho roztoku

Priprava zasobniho standardniho roztoku

Do hlinikové vazenky se navazi 47,00 — 53,00 mg standardu cyklosporinu A
(vysuSen pii 60°C za vakua nejméné 0,67 kPa po dobu 3 hodin). Vazenka se poté vnese
do suché 50ml odmérné banky, banka se uzavie a navazka se lehkym protfepanim
vypudi do bariky. Poté se do banky pfida diluent (ethanol) asi 0,5 cm pod rysku a

navazka se rozpusti pusobenim ultrazvuku po dobu 5 minut. Poté se barika s roztokem
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umisti na vodni lazenn k temperaci (20°C/10 minut). Po temperaci se banka doplni
diluentem (temperovanym pfi shodné teploté) po rysku a roztok se dukladné promicha.
Pfipravi se dva zasobni standardni roztoky (dvé navazky). Expirace zasobnich
standardnich roztokl je nejméné 2 mésice, pokud jsou uchovavany v lednici pfi teploté
2 — 8°C. Pro tento typ skladovani se doporuCuje utésnit zatky odmérnych banék
parafiimem. Pfed pouzitim takto skladovanych z&sobnich standardnich roztokd je nutno

umistit odmérné bariky s roztoky na nékolik minut do ultrazvuku.

Priprava finalniho kalibra¢niho roztoku

Pro ucely kalibrace se pfipravi finalni kalibraCni roztoky Fedénim zasobnich
standardnich roztokd. Do 10ml odmérné bariky se odméfi 700 ul zasobniho standardniho
roztoku, pfida se diluent pfiblizné 2 — 3 mm pod znacku a banka se umisti na minimalné
10 minut do vodni lazné s teplotou 20 °C. Po této dobé je barika doplnéna po znacku
diluentem, temperovanym na tutéz teplotu a dikladné zamichana. Pfipravi se dva
kalibracni roztoky (C1 a C2) fedénim dvou zasobnich standardnich roztokd. Roztoky se
naplni do vialek a umisti se do autosampleru pfistroje. Vialky se plni roztoky vzorkl

mirné nad polovinu.

5.2.12 Priprava modelové smési cyklosporinu (test rozliseni)

Modelova smés reprezentuje substanci cyklosporin, ktera obsahuje pfiblizné po 1 %
vSech necistot a degradacnich produktl podle rostouciho retenéniho €asu isocyklosporin
A (isoA), cyklosporin Abu® ([Abu’]Cs), cyklosporin U (CsU), cyklosporin A (CsA),
dihydrocyklosporin A (H2CsA), cyklosporin V (CsV), cyklosporin H (CsH) a cyklosporin D
(CsD). Pro uc€ely metody se z této modelové smési pfipravuje smés s obsahem necistot a
degradacnich produktd na urovni pfiblizné 0,2 — 0,4 % nasledujicim zplusobem:
Do 4ml vialky se odvazi 34 — 38 mg standardu cyklosporinu a 4 — 6 mg modelové smési.
K navazce se pfidaji 4 ml ethanolu a smés se rozpusti v ultrazvukové lazni. Vialky se plni

roztoky vzorkd mirné nad polovinu.
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5.2.13 Priprava vzorku

Cyklosporin oralni roztok

Do 10ml odmérné bariky se pomoci injek¢ni stfikacky s jehlou (1,2 x 40 mm)
diferencné odvazi 900-1100 mg pfipravku. Vzorek se doplni diluentem (EtOH) nékolik
milimetrl pod znacku a necha se rozpoustét v ultrazvukové lazni po dobu nejméné
10 minut. Po této dobé se banka rucné promicha, aby doslo k rozptyleni zbytku navazky.
Po nejméné desetiminutové temperaci (vodni lazen 20 °C) se barika doplni po znacku
diluentem vytemperovanym na 20 °C a dikladné se promicha. Pfipravi se dva roztoky z

kazdé Sarze. Vialky se plni roztoky vzorkd mirné nad polovinu.

Cyklosporin tobolky s deklarovanym obsahem 25 mg cyklosporinu
Z blistru se vyjme 20 tobolek a po jejich opatrném propichnuti injekéni jehlou (1,2 x
40 mm) se obsah tobolek vymacka do vhodné nadoby. DalSi postup pfipravy se shoduje

s pfipravou vzorku oralniho roztoku.

Cyklosporin tobolky s deklarovanym obsahem 50 mg cyklosporinu
Z blistru se vyjme 10 tobolek a po jejich opatrném propichnuti injekéni jehlou (1,2 x
40 mm) se obsah tobolek vymacka do vhodné nadoby. DalSi postup pfipravy se shoduje

s pfipravou vzorku oralniho roztoku.

Cyklosporin tobolky s deklarovanym obsahem 100 mg cyklosporinu
Z blistru se vyjme 5 tobolek a po jejich opatrném propichnuti injek¢ni jehlou (1,2 x
40 mm) se obsah tobolek vymacka do vhodné nadoby. DalSi postup pfipravy se shoduje

s pfipravou vzorku oralniho roztoku.

5.2.14 Postup analyz

e 1x kondicionace kolony, slepy vzorek, nebo ekvilibrace 10 minut po
pfedchozim promyvani 100 % mobilni faze B

e 1x modelova smés

e 1x slepy vzorek (diluent)

e 3x prvni kalibrani roztok (pouZzit pro test opakovatelnosti, tfeti nadavkovani i
pro kalibraci)

e 1x kazdy roztok vzorku (maximalné 2 analyzy)
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e 1x druhy kalibra¢ni roztok

e 1x kazdy roztok vzorku (maximalné 2 analyzy)

e 1x prvni kalibraCni roztok

e atd.

e 1x modelova smés (po kazdém ctvrtém vzorku, tedy po 8 analyzach vzorku, je

vhodné vlozit jednu analyzu modelové smési)

Diskuze:
V kapitole podrobny popis metody, jsou shrnuty veSkeré informace potfebné pro jeji
reprodukovani. Jedna se zde o kompletni nastaveni pfistrojového vybaveni a pfipravu

vzorkU, pro zajisténi pfesnosti i spravnosti metody.
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5.3 Vyhodnoceni

5.3.1 Testy zpusobilosti

Test rozliseni (vyhodnoceni chromatogramu modelové smési)

Na chromatogramu modelové smési se integruji dominantni pik cyklosporinu A a

ostatnich cyklosporinl v eluénim pofadi viz tabulka 18.

Tabulka 18. Elu¢ni poradi cyklosporint.

RRT Identifikace latky
0,55-0,802 | isoCsA

0,91 Cs[Abul5

0,96 CsU

1,00 CsA

1,07 H,CsA

1,10 CsV

1,12 CsH

1,16 CsD

ZvySeni obsahu TFA vede ke snizeni RT piku isoCsA a naopak. Obsah TFA by mél
byt v obou mobilnich fazich shodny. Separace ostatnich cyklosporini neni na obsahu
TFA zavisla. Na chromatogramu testu rozliSeni se integruji pouze specifikované

necistoty. Zpusob integrace je patrny z obrazku 25.

Obrazek 25. Typicky chromatogram testu rozliSeni a zptisob jeho integrace.
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Kritéria pfijatelnosti pro test rozliSeni:

Retencni Cas cyklosporinu A musi byt v intervalu 32 — 43 minut. RRT
isocycklosporinu A by mélo byt v rozsahu 0,55 — 0,80. Jeho pik byva ¢asto deformovan a
ma zpravidla trojuhelnikovy tvar.

RozliSeni je kvantifikovano pomoci faktoru p/v (Peak-to-Valley Ratio, Iékopisny

parametr pro alternativni vypocet rozliSeni). Parametr se vypocita podle vztahu

p/v = Hy/H,

kde

H, je vyska piku
H, je vySka udoli

Test rozliSeni musi vyhovét nasledujicim kritériim
p/V(csuicsa) 2 2,0

p/Vcsvicshy) <1,5 — 10,0>

Pro vypocet faktoru p/v(csvicsh) je pouZzit pik s mensi vyskou.

Blank
Na chromatogramu nesmi byt patrny Zadny pik s vySkou prevySujici dvojnasobek
Sumu, ktery by koeluoval s pikem znamé necistoty nebo znamého degradacniho

produktu.

Test opakovatelnosti

Vyhodnoti se RSD souboru retenénich ¢ast (RSDrr) a ploch pikd (RSDarea) CsA u
tfech analyz testu opakovatelnosti. Musi platit, ze

RSDrr<3,0 %

RSDarea < 5,0 %

VSechny analyzy testu opakovatelnosti musi navic vyhovét nasledujicim kritériim:

ucinnost = 40000 TP

USP tailing< 1,5
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Obrazek 26. Typicky chromatogram testu opakovatelnosti (kalibraéni roztok).
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Test citlivosti

Vyhodnoti se odstup signalu od Sumu u vSech tfi analyz testu opakovatelnosti.
Vypocet se provede podle Iékopisné metodiky pomoci vztahu:
SIN=2H/h

Kde
H je vySka piku

hodnotou Sumu v oblasti 25tinasobku Sifky piku v poloviné jeho vysky
Kritérium pfijatelnosti pro test citlivosti: S/N = 140

5.3.2 Vyhodnoceni vzorku

Integruji se vSechny piky s S/IN > 3, které nebyly nalezeny na chromatogramu
analyzy diluentu. Jednotlivé piky se identifikuji srovnanim s analyzou modelové smési.
Typicky chromatogram analyzy vzorku je uveden na obrazku 27. Na obrazku 28 je
detailné prezentovan zpulsob integrace necistoty H,CsA.

Hmotnostni procenta nelistoty X (znama nebo neznama necistota, vyjadiena

symbolem CsX) vztazena na obsah CsA (%/CsA) se vypoctou podle vztahu

W e (%/ CsA) = 100x weye

Wesa
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kde

Wcsx Obsah necistoty v testované |ékove formé [%; w/w]

Wcsa Obsah cyklosporinu v testované [ékové formé [%; w/w] stanoven jinou
metodou.

Obsah nedistoty v testované Iékové formé se vypocita podle vztahu

Fewe XV 100
WCSX = RF
CsA xm
kde
lcsx plocha piku CsX v analyze vzorku
\% objem odmérné barky pouZité pro pfipravu vzorku [ml]
m navazka vzorku [mg]

RFcsa  0odezvovy faktor cyklosporinu A vypocteny podle vztahu

RF.., ZIOOXDXV(I"SI L T2 j

2x P mg, Mg,
kde
P potence pouzitého standardu cyklosporinu A [%]
rs1 sz plochy pikl cyklosporinu v analyzach roztok standardu pfi

kalibraCnich analyzach

Ms1 @ Ms2 navazky prvniho a druhého kalibra¢niho roztoku [mg]

Vv objem odmérné banky pouZité pro pfipravu zasobniho kalibracniho
roztoku (50 ml)
D fedici faktor pfipravy finalniho kalibracniho roztoku (D = 100/7)

Kalibrace se akceptuje, je-li hodnota kalibraéni odchylky (dcaL) mensi

nebo rovna 6 %:

100xC,.,, .
d.,, =100x/1——  “ciLi < g
PxC
kde
CecaL:1 odpovida koncentraci kalibracniho roztoku C4, vypoctené na zakladé
aktualni kalibrace [mg/mil]
Cq koncentrace kalibracniho roztoku C4 vypocteného podle vztahu
m
C =
V x D
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Parametr dca. odpovida parametru % Deviation v fidicim a vyhodnocovacim
softwaru Empower. Ostatni symboly jsou vysvétleny vySe (viz vztah pro vypocet
odezvoveého faktoru).

Vysledek stanoveni obsahu necistot je primérem ze dvou stanoveni. DilCi vysledky
(obsah necistoty vztazen na obsah aktivni latky) se mohou liSit maximalné o 0,05 %.
Reportuji se vSechny znamé a neznamé nedistoty a degradacni produkty s primérnym
obsahem vysSim, nez 0,05 %. Do souctu necistot se uvedou vSechny znamé a nezname

necistoty a degradacni produkty s pruimérnym obsahem 0,05 % a vy3Sim.

Obrazek 27. Typicky chromatogram vzorku a zptisob jeho integrace.
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Obrazek 28. Detail integrace necistoty H.CsA.
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5.4 Doporuéeni pro rutinni pouziti metody

Testy zpuUsobilosti, musi splfiovat vSechna kritéria. Pokud jsou testy zpUsobilosti
vyhovujici, je provedeni analyzy v poradku Z hlediska rutinniho pouzivani metody a pro
usnadnéni feSeni problému pfi jejim pouzivani se doporucuje

e Sbér dat tlakového kanalu.

e Testovani kvality rozpoustédel pouzitych pro pfipravu mobilnich fazi.

e Kontrola kvality spreje prfed kazdou sekvenci.

e Kontrola chromatogramu modelové smési (prvni analyza sekvence) umoziujici
v€asny zasah a napravu.

e Pouzivani pfedepsaného typu vialek a vicek (spolu s pfedepsanym solventem pro
oplach jehly a dobou oplachu je zaru€en carry-over pod limitem detekce.

e Promyti Sealpacku manualnim pohybem jehlou za pritoku mobilni faze (100 %
EtOH nebo aceton) pred kazdou sekvenci.

e Vyhodnotit retenci isocyklosporinu A v aktualné vyhodnocované sekvenci a

navrhnout (za pfedpokladu pouziti stejné kolony) obsah TFA pro pfisti sekvenci.

65



5.5 Ovéreni klicovych parametrii metody

Za ucCelem potvrzeni validovatelnosti metody bylo provedeno ovéfeni kliCovych
parametrd metody.

5.5.1 Specifita

Specifita metody byla ovéfena analyzami jednotlivych necistot cyklosporinu,
analyzou modelové smési a analyzou lékovych forem vcetné jejich placeb. Diraz byl
kladen i na specifitu vUc¢i nespecifikovanému degradacnimu produktu (v literatufe
nazyvan 005-95), ktery byva nachazen v tobolkach Equoralu po 3 letech skladovani na
urovni nad 0,05 % (obsah ale nikdy neprfevySi 0,1 %). Tato necistota je hlavnim
degradacnim produktem Iékovych forem s placebem Neoralu.

Priprava vzorku:

Necistoty cyklosporinu

Pfiprava vzorkua pro ovérfeni specifity proti neCistotdm a degradacnim produktim
substance spocivala v desetinasobném fedéni zasobnich roztoku jednotlivych nedistot o
koncentraci 1 mg/ml (diluent etanol). Ze zasobniho roztoku bylo odebrano 200 pl a
k roztoku bylo pfidano 1,8 ml etanolu. Po zamichani byl roztok pfeveden do vialky a
analyzovan. Koncentrace roztoku odpovida 1 % ne istoty vzhledem k cyklosporinu.

Vzorek Equoral tobolky, Equoral oralni roztok a jejich placeba

PFiprava vzorkd odpovidala pfipravé uvedené v metodé. V pfipadé placeb bylo do

10ml odmérné banky odvazeno pfiblizné o 10 % vzorku meéng, tedy pfiblizné 900 mg.

Modelové smési

Modelova smés byla pfipravena podle metody. Modelova smés 13 necistot
cyklosporinu byla pfipravena odvazenim 2 mg modelové smési a rozpusténim navazky
v 200 pl EtOH.

Vzorek s pridavkem nespecifikovaného degradac¢niho produktu (005-95)

Vzorek byl pfipraven z proexpirovaného vzorku Neoralu (obsahuje signifikantni
podil degradac¢niho produktu 005-95) a vzorku Equoralu tobolek. Z obou vzorkd byly
pripraveny vzorky k analyze podle metody. Z takto pfipravenych vzorki bylo potom

smichano 150 ul vzorku Neoralu a 1350 pl vzorku Equoralu.
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Provedeni a vyhodnoceni

Tabulka 19. Podminky analyzy.

Pouzita kolona

SN: USHEEO01680

Mobilni faze:

A: 30 % Aceton + 5,5 % TBME + 64,5 % voda + 0,01 % TFA
B: 49 % Aceton + 5,5 % TBME + 45,5 % voda + 0,01 % TFA

Nastaveni NSD

»Sensitivity“: ,high®
,Gain (Select)*: 10

Nastaveni filtru Sumu Link

N/A, pouzit pfistroj na R&D

Specifita je prezentovana formou chromatogrami na obrazcich 29 — 36.

Obrazek 29. Piekryv chromatogramii specifikovanych neéistot [Abu’]Cs, CsU,

H.CsA, CsV, CsD, nespecifikované ne€istoty CsG a cyklosporinu A.

Nespecifikovana necistota CsG je nejpravdépodobnéjsi nespecifikovanou

necistotou substance, kterou je mozné v lékové formé o€ekavat nad

RL (RL=0,05 %).
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Obrazek 30. Analyza modelové smési specifikovanych necistot.
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Obrazek 31. Analyza modelové smési 13 necistot surového cyklosporinu
(prezentuje schopnost metody postihnout a separovat i nespecifikované necistoty
substance). Nékteré nespecifikované necistoty se mohou vyskytovat i ve finalnim
cyklosporinu a tim i v Iékové formé. Obsah nespecifikované necistoty CsG muze
byt i mezi 0,05 % a 0,10 %). Modelova smés neobsahuje specifikovanou necistotu

CsV (je soucasti standardni modelové smési) a CsE (CsE eluuje za H.CsA).
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Obrazek 32. Specifita proti placebu. Chromatogram placeba oralniho roztoku.
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Obrazek 33. Equoral oralni roztok.
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Obrazek 34. Chromatogram placeba tobolek.
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Obrazek 35. Chromatogram produktu Equoral tobolky.
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Obrazek 36. Specifita proti nespecifikovanému degradaé¢nimu produktu 005-95
(RT 19,3 minuty).
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Diskuze:

Z hlediska specifity metoda vyhovuje vS8em pozadavkim. Poskytuje separaci jak
specifikovanych necistot a degradacnich produktul, tak nedistot nespecifikovanych, které
maji pavod v surovém cyklosporinu. Vzhledem k povaze placeba (neobsahuje dusik) je

specifita metody proti placebu vyhovuijici.
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5.5.2 Linearita

Linearita byla testovana pomoci standardnich roztokd cyklosporinu v rozsahu
0,025 % - 1,2 % (kalibrace je provadéna na urovni 0,7 % specifikované obsahy necistot

lezi v rozsahu 0,1 - 0,4 %) CsA. Test byl proveden ve stejné sekvenci jako specifita.

Priprava roztoku pro linearitu

Roztoky byly pfipraveny fedénim zasobnich standardnich roztokd na koncentraéni
arovni 1 mg/ml. Konkrétni pfiprava roztoku je patrna z tabulek 20 a 21.

Tabulka 20. Priprava zasobnich standardnich roztokul.

m Vv Potence c Ccor.
[mg] [mi] [%] [mg/ml] | [mg/mi]
CsA stock 1 50,76 50 99,2 1,0152| 1,0071
CsA stock 2 50,02 1,0004| 0,9924

Tabulka 21. Priprava roztoku pro linearitu.

uroven | CsA stock Vv Vbaiiky
[%] [ui] [ml]
CsA-1-0,025 0,025 1 25 10
CsA-2-0,025 2 25 10
CsA-1-0,05 0,05 1 50 10
CsA-2-0,05 2 50 10
CsA-1-0,10 0,1 1 100 10
CsA-2-0,10 2 100 10
CsA-1-0,25 0,25 1 250 10
CsA-2-0,25 2 250 10
CsA-1-0,5 0,5 1 500 10
CsA-2-0,5 2 500 10
CsA-1-0,7 0,7 1 700 10
CsA-2-0,7 2 700 10
CsA-1-1,0 1 1 1000 10
CsA-2-1,0 2 1000 10
CsA-1-1,2 1,2 1 1200 10
CsA-2-1,2 2 1200 10

Provedeni a vyhodnoceni

Jednotlivé roztoky byly analyzovany navrhovanou metodou. Vysledky jsou

sumarizovany v tabulce 22.
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Tabulka 22. Sumarizace koncentraci cyklosporinu a ploch piku.

c Area
[png/ml]

CsA-1-0,025 2,52 93438
CsA-2-0,025 248 91149
CsA-1-0,05 5,04| 201400
CsA-2-0,05 496| 205284
CsA-1-0,10 10,07 | 386281
CsA-2-0,10 9,92| 361911
CsA-1-0,25 25,18 | 977388
CsA-2-0,25 24,81 961206
CsA-1-0,5 50,35| 1945723
CsA-2-0,5 49,62 | 1893844
CsA-1-0,7 70,50 | 2756565
CsA-2-0,7 69,47 | 2677051
CsA-1-1,0 100,71 | 3948316
CsA-2-1,0 99,24 | 3844250
CsA-1-1,2 120,85 | 4715824
CsA-2-1,2 119,09 | 4357611

Naméfenymi body byla prolozena pfimka metodou nejmenSich ¢tvercu. Grafické
znazornéni linearity je prezentovano na obrazku 37. Parametry pfimky jsou prezentovany

v tabulce 23.

Tabulka 23. Sumarni tabulka parametri primky prolozené namérenymi body.

R? n B A *t-value to
Hodnota SD Hodnota SD (=0,05, v=n-2)
0,99925 | 16| 38299,9| 397,1 7819,5| 25329,1 0,3087 2,145
[4-0
*p =

SD
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Obrazek 37. Grafické znazornéni linearni odezvy detektoru na koncentraci

cyklosporinu.
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Diskuze:

Byla prokazana linearita metody v rozsahu obsahl nedistot 0,025 % — 1,2 %.
Reporting level (RL) metody je 0,05 %, kalibrace se provadi standardnim roztokem
cyklosporinu na uarovni 0,7 %. Naméfenymi body byla metodou nejmenSich &tverca
prolozena piimka. Usek na ose Y neni staticky vyznamné odlisny od 0. Korelagni
koeficient (R?) 0,99925.
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5.5.3 Citlivost metody

Metoda je vyvinuta tak, aby umoznovala reportovat vysledky od hodnoty 0,05 % RL.
Béhem testl zplsobilosti je RL ovéfovan testem citlivosti. Ten se provadi pomoci
kalibraCniho roztoku, ktery je pfipraven na urovni 0,7 %. Aby bylo dosazeno kritéria
pfijatelnosti pro citlivost, musi byt odstup signalu od Sumu na koncentracni urovni 0,05 %
minimalné 10. Na koncentraéni urovni odpovidajici kalibraénimu roztoku je tedy
pozadovan odstup signalu od Sumu minimalné 140. Kromé RL byla testovana i

koncentrace polovicni 0,025 %.

Priprava vzorku
VSechny vzorky byly pfipraveny a analyzovany v ramci linearity.
e Provedeni a vyhodnoceni
Chromatogramy roztoku o koncentraci standardu cyklosporinu na urovni 0,025 % a
0,05 % jsou prezentovany na obrazcich 38 a 39. Dosazené odstupy signalu od Sumu

jsou prezentovany v tabulce 24.

Obrazek 38. Chromatogram standardniho roztoku odpovidajici obsahu 0,025 %.
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Obrazek 39. Chromatogram standardniho roztoku odpovidajici obsahu 0,05 % (RL).
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Tabulka 24. Sumarni tabulka prezentujici odstupy signalu od Sumu pro vybrané

koncentrac¢ni urovné.

(o] Uroven Area Vyska | Sum | S/IN
[ug/ml] | [%/CsA]

CsA-1-0,025 2,52 0,025| #1 93438 | 7787 12
#2 84166 | 5611 15

#3 95505| 6367 15

CsA-2-0,025 2,48 0,025| #1 91149, 7011 13
CsA-1-0,05 5,04 0,05 #1 201400| 9155 22
#2 190219 | 6794 28

#3 187363 | 7495 25

CsA-2-0,05 4,96 0,05| #1 205284 | 7332 28

Diskuze:

Bylo prokazano, Ze metoda je dostateCné citliva pro stanoveni necistot a
degradac¢nich produktt cyklosporinu v Iékovych formach. Na pozadovaném RL metody
(0,05 %) bylo dosazeno S/N > 20. Pro ucel analytické metody je na hodnoté RL odstup

signalu od Sumu minimalné 10.
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5.5.4 Presnost metody

Pfesnost metody byla stanovena jako systémova presnost a jako opakovatelnost.
Tabulka 25. Podminky analyzy.

Pouzita kolona SN: USHEE01707
Mobilni faze: A: 30 % Aceton + 5,5 % TBME + 64,5 % voda + 0,005 % TFA
B: 49 % Aceton + 5,5 % TBME + 45,5 % voda + 0,005 % TFA
Nastaveni NSD ~Sensitivity“: ,high*
,Gain (Select)“: 10
Nastaveni filtru Sumu Link | N/A, pouzit pfistroj na R&D

Tabulka 26. Vyhodnoceni testu zpusobilosti (presnost metody)

Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa RTcsa 34 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTison 0,64 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni p/Vicsuicsay | 10,1 =220 Vyhovuje

p/V(CsV/CsH) 4,0 <1 ,5; 10,0> VyhOVUje
Test opakovatelnosti | RSDgr 0,2 <3,0 Vyhovuje

RSDarea 2,6 <5,0 Vyhovuje
Test citlivosti S/IN 338 =140 Vyhovuje
Uginnost N 69460 > 40000 Vyhovuje
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 0 <6 Vyhovuje

Systémova presnost

Tento parametr byl stanoven jako RSD Sesti opakovanych nadavkovani
kalibraCniho roztoku (roztok standardu cyklosporinu na udrovni odpovidajici 0,7 %
necistot). Vysledek systémové presnosti je prezentovan v tabulce 27.

Tabulka 27. Systémova presnost metody vyjadirena jako RSD Sesti opakovanych

analyz kalibra€niho roztoku cyklosporinu na urovni 0,7 % necistot.

RT Plocha piku
[min.]
1 36,42 2657944
2 36,44 2756270
3 36,47 2655583
4 36,50 2737608
5 36,54 2797884
6 36,57 2827285
Primér 36,5 2738762
RSD(%) 0,1 2,6
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Opakovatelnost

Opakovatelnost metody byla vyhodnocena ze Sesti nezavislych analyz jedné Sarze
vzorku (Equoral oralni roztok, Sarze 4R10001).

Priprava vzorku

Vzorky byly pfipraveny podle metody.

Provedeni a vyhodnoceni

Poradi analyz odpovidalo schématu z kapitoly Postup analyz. Vysledky jsou
prezentovany v tabulce 28.

Tabulka 28. Vysledky Sesti analyz vzorku Equoral oralni roztok Sarze 4R10002.
Obsahy jednotlivych neistot jsou vztazeny k teoretickému obsahu cyklosporinu
v této lIékové formé, coz je 10,0 %.

RRT0,9 | [Abu’lCs | CsU | H.CsA| €csv | CsH | RRT1,18 | CsD

[%]
0,0749]  0,0854| 0,0945| 0,1372| 0,1265| 0,1020] 0,0871| 0,1270
0,0809]  0,0854| 0,0962| 0,1313| 0,1234| 0,0981| 0,0903| 0,1405
0,0711]  0,0784| 0,0883| 0,1156| 0,1113| 0,0925| 0,0821| 0,1179
0,0704|  0,0728] 0,0933] 0,1177] 0,1196| 0,0963]  0,0833| 0,1217
0,0744]  0,0785| 0,0962| 0,1217| 0,1385| 0,1086]  0,0940| 0,1292
0,0797|  0,0882] 0,0943| 0,1219| 0,1270| 0,0953]| 0,0850| 0,1219

Pramér 0,0752 0,0815| 0,0938| 0,1242| 0,1244| 0,0988 0,0870| 0,1264
RSD
(%) 5,7 7,2 3.1 6,7 7,2 5,8 5,2 6,3

oA WN -

Diskuze:

Metoda z hlediska opakovatelnosti splfiuje naroky na metodu pro stanoveni
doprovodnych latek (vSechny RSD jsou nizsi, nez 10,0 %). VSechny specifikované
necistoty i nespecifikované necistoty RRT 0,89 a 1,18 (CsG) byly nalezeny pfiblizné na
dvojnasobku RL (0,05 %).
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5.5.5 Spravnost metody

Stanoveni spravnosti nebylo provedeno klasickou metodou pfidavkd necistot
k placebu a standardu cyklosporinu, ale alternativhim postupem, ktery je nicméné pro
stanoveni spravnosti zminén i Iékopisem. Bylo vybrano nékolik Sarzi substance
cyklosporinu, které se liSily obsahy jednotlivych necistot. Tyto Sarze byly analyzovany
referencni metodou validovanou metodou pro stanoveni doprovodnych latek s UV
detekci a navrzenou metodou s NSD detekci. Dosazené vysledky byly vztazeny
k referenCni metodé a vytéznost byla vypocCtena jako stonasobek podilu obsahu

nalezeného k obsahu stanovenému referenéni metodou.

Priprava vzorku

Pfiprava vzorku pro referenni metodu odpovidala pfesné popisu této metody. V
pfipadé metody pro NSD bylo do 10ml odmérné barky odvazeno 100 mg substance,

navazka byla rozpusténa v etanolu a barika byla doplnéna po znacku.

Provedeni a vyhodnoceni

Tabulka 29. Podminky analyzy.

Pouzita kolona SN: USHEE01680
Mobilni faze: A: 30 % Aceton + 5,5 % TBME + 64,5 % voda + 0,01 % TFA
B: 49 % Aceton + 5,5 % TBME + 45,5 % voda + 0,01 % TFA
Nastaveni NSD ~Sensitivity“: ,high*
,Gain (Select)“: 10
Nastaveni filtru Sumu Link | N/A, pouzit pfistroj na R&D

Vysledky stanoveni obsah( doprovodnych latek obéma metodami a vypoctené
hodnoty vytéZznosti jsou pfehledné prezentovany v tabulkach 31- 34. Uz z vyvoje metody
a také zrutinniho pouzivani vsouCasnosti platné metody je ziejmé, Ze
eluuje za hlavnim pikem cyklosporinu A, ktery se ve vzorku nachazi v témér
tisicinasobném prebytku. Z tohoto divodu byla pro porovnani provedena integrace piku
H2.CsA dvojim zpusobem. Prvni zpusob integrace je integrace tangentou z udoli mezi
piky CsA a H>CsA do udoli mezi piky H.CsA a CsV. Lze se domnivat, Ze tento zpusob
integrace bude vysledky mirné podhodnocovat, nicméné mira podhodnoceni bude vice
meéné konstantni. Druhy zpUsob integrace je kolmice z uz zminénych udoli na zakladni

linii, ktera ovSem ohraniCi i plochu, ktera evidentné odpovida hlavnimu piku a tim lze
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oCekavat, Ze nalezené vysledky H,CsA budou v tomto pfipadé nadhodnocené. V tomto

pfipadé Ize dokonce pfedpokladat, Ze mira nadhodnoceni konstantni nebude.

Tabulka 30. Vyhodnoceni testu zpusobilosti (spravnost metody)

Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa RTcsa 38 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTison 0,69 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni P/Vcsucsay | 9,0 220 Vyhovuje

p/V(CsV/CsH) 4,3 <1 ,5; 10,0>
Test opakovatelnosti | RSDgr 0,1 <3,0 Vyhovuje

RSDarea 0,3 <5,0 Vyhovuje
Test citlivosti S/IN 308 =140 Vyhovuje
Uginnost N 78208 > 40000 Vyhovuje
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 0 <6 Vyhovuje

Tabulka 31. Spravnost metody testovana proti validované referenéni metodé pro
substanci Sarze 8414200900113. Pik H.CsA integrovan tangentou.

NSD detekce Referen¢ni metoda
#1 ‘ #2 ‘prﬁmér #1 ‘ #2 ‘prﬁmér VytézZnost
[%]
[Abu®]Cs 0,156|0,154| 0,155|0,156/0,156| 0,156 99,4
CsU 0,198|0,202| 0,200/0,176/0,188| 0,182 109,9
H,CsA 0,127|0,156| 0,142/0,161/0,160| 0,161 88,2
CsV 0,160|0,155| 0,158|0,142|0,145| 0,144 109,8
CsG 0,076|0,079| 0,078]0,080/0,078| 0,079 98,1
CsD 0,118(0,121| 0,120]0,127/0,124| 0,126 95,2

Tabulka 32. Spravnost metody testovana proti validované referenéni metodé pro
substanci Sarze 8414200900713. Pik H.CsA integrovan tangentou.

NSD detekce Referenéni metoda
#1 ‘ #2 ‘prﬁmér #1 ‘ #2 ‘prﬁmér VytéZnost
[%]
[Abu’]Cs 0,043|0,035| 0,039|0,039/0,040| 0,040 98,7
CsU 0,040|0,043| 0,042|0,030/0,031| 0,031 136,1
H,CsA 0,123|0,126| 0,125]0,139/0,138| 0,139 89,9
CsV 0,067|0,065| 0,066|0,054|0,054| 0,054 122,2
CsG 0,082|0,079| 0,081]0,083]0,085| 0,084 95,8
CsD 0,134|0,133| 0,134|0,141/0,141| 0,141 94,7
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Tabulka 33. Spravnost metody testovana proti validované referenéni metodé pro
substanci Sarze 8414200902513. Pik H.CsA integrovan tangentou.

NSD detekce Referenéni metoda
#1 ‘ #2 ‘prﬁmér #1 ‘ #2 ‘prﬁmér VytéZnost
[%]
[Abu®]Cs 0,074|0,076| 0,075]0,070/0,069| 0,070 107,9
CsU 0,1709/0,110| 0,110]0,091|0,090| 0,091 121,0
H,CsA 0,136|0,136| 0,136]0,151|0,152| 0,152 89,8
CsV 0,205|0,198| 0,202|0,189|0,192| 0,191 105,8
CsG 0,071|0,064| 0,068|0,064|0,067| 0,066 103,1
CsD 0,081|0,080| 0,081|0,082|0,083| 0,083 97,6

Tabulka 34. Vysledky spravnosti pro necistotu H.CsA. Pik integrovan kolmici na

zakladni linii.
NSD detekce Referenéni metoda
#1 ‘ #2 ‘ pramér |  #1 ‘ #2 ‘ pramér | Vytéznost
[%]
8414200900113 0,229| 0,213 0,221 0,161 0,160 0,161 137,7
8414200900713| 0,181 0,170 0,1776| 0,139| 0,138 0,139 126,7
8414200902513| 0,193| 0,187 0,190| 0,151 0,152 0,152 125,4

Diskuze:

Spravnost metody byla otestovana porovnanim vysledkd naméfenych navrhovanou
metodou s vysledky ziskanymi referen¢ni metodou. Vysledky byly v dobré shodé. Pik
H.CsA umoznuje dvoji integraci. Pro rutinni metodu lze doporucit integraci tangentou,
ktera poskytuje vytéznost 90 %. Na zakladé validace se lze rozhodnout, zda tato
vytéznost bude tolerovana, ¢i zda budou vysledky obsahu H;CsA pfepocteny pomoci
vhodného korekéniho faktoru (pravdépodobné faktorem 10/9). Mirné nadhodnocené
vysledky jsou u CsU. Na urovni RL je vytéznost 136 %, na urovni 0,1 % 120 % a na
urovni 0,2 % pak 110 %. Jinymi slovy s rostoucim obsahem necistoty CsU se vytéznost
jeho stanoveni blizi teoretickym 100 %.
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5.5.6 Analyza na pristroji instalovaném na QC Pharma

Na QC Pharma jako pracovisti, kde by méla byt v budoucnu metoda rutinné pouzivana,

byly provedeny analyzy stejnych vzorku, jaké byly pouzity pro spravnost metody. Jedna

se tedy o vzorky substanci cyklosporinu,

které byly cilené vybrany tak, aby

reprezentovaly vzorky znacné se liSici v obsahu jednotlivych necistot.

Tabulka 35. Podminky analyzy.

Pouzita kolona

SN: USHEEO01680

Mobilni faze:

A: 30 % Aceton + 5,5 % TBME + 64,5 % voda + 0,01 % TFA
B: 49 % Aceton + 5,5 % TBME + 45,5 % voda + 0,01 % TFA

Nastaveni NSD

»Sensitivity“: ,high®
,Gain (Select)*: 50

Nastaveni filtru Sumu Link

Peak with: 40

Provedeni a vyhodnoceni

Vzorky byly analyzovany na QC Pharma. Vysledky analyz jsou porovnany

s vysledky dosazenymi na instrumentaci RD (viz tabulky 37— 39).

Tabulka 36. Vyhodnoceni testu zpusobilosti (QC Pharma)

Vysledek Limit Hodnoceni

RTcsa 39 min. 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTison 0,72 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni pP/Vcsucsa) | 5,6 220 Vyhovuje

p/V(CsV/CsH) 2,7 <1 ,5; 10,0>
Test opakovatelnosti | RSDgr 0,0 <3,0 Vyhovuje

RSDarea 0,8 % <5,0 Vyhovuje
Test citlivosti S/IN Min. 387 =140 Vyhovuje
Uginnost N Min. 60170 | > 40000 Vyhovuije
USPtailing max: 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 0 <6 Vyhovuje
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Tabulka 37. Vysledky analyz substance cyklosporinu Sarze 84142009001113

analyzované na pfistroji na oddéleni QC. Porovnani s vysledky dosazenymi na

pristroji na oddéleni RD. Pik H,CsA integrovan tangentou.

RRT 0,88 | [Abu®]Cs | CsU | H,CsA | CsV | CsH | RRT1,14 | CsD
[%]

RD;#1 0,080 0,156| 0,198 0,127] 0,160| <0,05 0,076] 0,118
RD;#2 0,079 0,154| 0,202] 0,156] 0,155 <0,05 0,079] 0,121
Pramér 0,080 0,155 0,200 0,142| 0,158| <0,05 0,078| 0,120
A (%) 0,00 0,00 000 003 001] NA 0,00/ 0,00
Qc;#1 0,082 0,159| 0,200 0,152| 0,142| <0,05 0,081] 0,123
Qc;#2 0,075 0,147| 0,189] 0,142| 0,138 <0,05 0,072] 0,113
Pramér 0,079 0,153| 0,195 0,147| 0,140| <0,05 0,077| 0,118
A (%) 0,01 001] 001] 001] 000 NA 0,01] 0,01
Rel.dif.(%) 1,3 13| 28 38 11,8] NA 1,3] 1,3

Tabulka 38. Vysledky analyz substance cyklosporinu Sarze 8414200900713

analyzované na pfistroji na oddéleni QC. Porovnani s vysledky dosazenymi na

pristroji na oddéleni RD. Pik H,CsA integrovan tangentou.

RRT 0,88 | [Abu®]Cs | CsU | H,CsA | CsV | CsH | RRT1,14 | CsD
[%]

RD;#1 0,051 0,043 0,040 0,123] 0,067 <0,05 0,082] 0,134
RD;#2 0,053 0,035 0,043 0,126] 0,065 <0,05 0,079] 0,133
Pramér 0,052 0,039| 0,042 0,125| 0,066| <0,05 0,081| 0,134
A (%) 0,00 001] 000 000 000 NA 0,00/ 0,00
Qc;#1 0,051 0,044| 0,038 0,127] 0,057 <0,05 0,080| 0,140
Qc;#2 0,052 0,041| 0,038 0,119] 0,055 <0,05 0,077] 0,129
Pramér 0,052 0,043| 0,038 0,123| 0,056 <0,05 0,079| 0,135
A (%) 0,00 0,00 000 001] 000 NA 0,00/ 0,01
Rel.dif.(%) 1,0 86 88 1,2| 164 NA 25 07
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Tabulka 39. Vysledky analyz substance cyklosporinu Sarze 8414200902513
analyzované na pfistroji na oddéleni QC. Porovnani s vysledky dosazenymi na

pristroji na oddéleni RD. Pik H,CsA integrovan tangentou.

RRT 0,88 | [Abu®]Cs | CsU | H,CsA | CsV | CsH | RRT1,14 | CsD
[%]

RD;#1 0,087 0,074 0,109 [0,136 [0,205 [<0,05 [0,071 0,081
RD;#2 0,09 0,076 0,110 0,136 [0,198 | <0,05 0,064 0,080
Pramér  |0,089 0,075 0,110 |0,136 |0,202 |<0,05 |0,068 0,081
A (%) 0,00 0,00 000 [000 [001 [NA [001 0,00
Qc;#1 0,088 0,071 0,105 0,133 [0,190 [<0,05 [0,064 0,081
Qc;#2 0,09 0,073 0,109 0,137 [0,182 | <0,05 |0,065 0,079
Pramér  |0,089 0,072 0,107 (0,135 [0,186 |<0,05 |0,065 0,080
A (%) 0,00 0,00 0,00 [0,00 [001 |NA [0,00 0,00
Rel.dif.(%) |0,6 4,1 23 |07 80 |NA |45 0,6
Diskuze:

Byly provedeny analyzy na instrumentaci QC Pharma. Detektor na tomto pracovisti
poskytuje mensi odstup signalu od Sumu, nez pfistroj na oddéleni RD. Z tohoto duvodu
je pFistroj vybaven filtraci Sumu. Vysledky obou pfistroju jsou proto na obou pracovistich
v dobré shodé.
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5.5.7 Robustnost metody

V ramci ovéfovani kliCovych parametrd metody byla ovéfena i jeji robustnost. Bylo

provedeno nékolik experimentl, ve kterych se provadély zamérné odchylky parametrt

metody. Za téchto podminek byly provedeny analyzy produktu Equoral oralni roztok

Sarze 4R210001 (v tabulkach oznaCovan jako produkt).

Dosazené vysledky byly

porovnany s referenénimi vysledky (vysledek dosazeny za standardnich podminek

metody). VSechny analyzy v ramci robustnosti byly provadény s kolonou USHEE01680
(Sarze stacionarni faze B12144). Obsah TFA v mobilnich fazich byl 0,01 %. Obsah

necCistot byl pfepocitan na teoreticky obsah cyklosporinu 10,0 %. Referen¢ni vysledky

analyz jsou uvedeny v tabulce 40.

Obrazek 40. Chromatogram modelové smési (vychozi stav).
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Tabulka 40. Referenéni obsahy necistot v produktu.
RRT 0,89 | [Abu®]Cs | CsU | H,CsA| csv | csH | RRT1,18 | CsD
[%; wiwCsA]
1 0,0867 0,0840 0,0976 {0,1315 [0,1259 |0,0923 |0,0898 0,1248
2 0,0808 0,0893 0,0966 | 0,1221 (0,1265 |0,0935 |0,0880 0,1262
Pramér |0,0838 0,0867 0,0971 |0,1268 |0,1262 |0,0929 |0,0889 0,1255
A (%) 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
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Odchylky od teploty kolony

Pfedepsana teplota kolony je 100 °C. Byly testovany odchylky + 3 °C. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce 43.

Provedeni a vyhodnoceni

Tabulka 41. Vyhodnoceni testl zpusobilosti (97°C, redukovany rozsah).

Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa 39 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTisoa 0,74 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni p/V(CsU/CsA) 4,3 2 2,0 Vyhovuje

p/V(CsV/CsH) 1 ,9 <1 ,5; 10,0> VyhOVUje
Test citlivosti | S/N 284 =140 Vyhovuje
Uginnost N 86151 > 40000 Vyhovuje
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 0 <6 Vyhovuje

Obrazek 41. Chromatogram modelové smési (97°C).
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Tabulka 42. Vyhodnoceni testl zpasobilosti (103°C, redukovany rozsah).

Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa 37 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTison 0,73 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni p/V(CsU/CsA) 10,1 2 2,0 Vyhovuje

p/V(CsV/CsH) 2,2 <1,5;10,0> VyhOVUje
Test citlivosti | S/N 305 =140 Vyhovuje
Uginnost N 79532 | =40000 Vyhovuije
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 3 <6 Vyhovuje
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Obrazek 42. Chromatogram modelové smési (103°C).
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Tabulka 43. Vysledky obsahil necistot pfi zménach teploty * 3 °C.

4500  50.00

RRT 0,89 | [Abu®]Cs| CsU | H,CsA| csv | csH | RRT1,18| csD
[%; wiwCsA]
-3°C
1 0,0735  |0,0798 |0,0962 |0,1089 |0,1336 |0,0971 |0,0972  |0,1340
2 0,0740 |0,0803 |0,1011 |0,1411 [0,1287 [0,0953 |0,0903 |0,1259
Pramér |0,0738  |0,0801 |0,0987 |0,1250 |0,1312 |0,0962 |0,0938  |0,1300
A (%) 0,00 0,00 0,00 [0,03 [0,00 |0,00 |0,01 0,01
Reference |0,0838  |0,0867 |0,0971 |0,1268 |0,1262 |0,0929 |0,0889  |0,1255
Rel.dif.(%) | 12,7 7,9 1,6 1,4 3,8 3,5 53 3,5
+3°C
1 0,0695 |0,0869 |0,0992 |0,1342 [0,1040 |0,0787 |0,0938  |0,1260
2 0,0722 |0,0837 |0,0914 |0,1356 |0,1097 |0,0844 |0,0883 |0,1247
Pramér  |0,0709  |0,0853 |0,0953 |0,1349 |0,1069 |0,0816 |0,0911  |0,1254
A (%) 0,00 0,00 0,01 |00 [001 |0,01 |0,01 0,00
Reference |0,0838  |0,0867 |0,0971 |0,1268 |0,1262 |0,0929 |0,0889  |0,1255
Rel.dif.(%) | 16,7 1,6 1,9 6,2 16,6 |130 |24 0,1
Diskuze:

Teplota kolony je jeden z kliCovych parametrd metody. Bylo ovéfeno, Zze zména

teploty kolony v rozsahu + 3 °C nema negativni vliv na separaci. Je patrné, ze snizeni

teploty vedlo ke zhorSeni separace mezi CsU a CsA, protoZe selektivita separace

CsU/CsA je teplotné zavisla. Separace splfiuje kritéria testu zpUsobilosti. Vzhledem

k faktu, ze povolena tolerance teploty kolonového termostatu je £+ 2 °C, Ize metodu

povazovat v parametru teploty za robustni.
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5.5.8 Odchylky od predepsaného obsahu TBME

Predepsany obsah modifikatoru selektivity TBME v mobilnich fazich je 5,5 %. Cilem

experimentu je prokazat, Ze odchylky v jeho obsahu v rozsahu = 0,5 % nemaji negativni

vliv na separaci nebo kvantitativni vysledky. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 47.

Provedeni a vyhodnoceni

Tabulka 44. Podminky analyzy.

Pouzita kolona

SN: USHEEO01680

Mobilni faze:

A: 31,0 % Aceton + 5,0 % TBME + 64,0 % voda + 0,01 % TFA
B: 50,0 % Aceton + 5,0 % TBME + 45,0 % voda + 0,01 % TFA
C: 29,0 % Aceton + 6,0 % TBME + 65,0 % voda + 0,01 % TFA
D: 48,0 % Aceton + 6,0 % TBME + 46,0 % voda + 0,01 % TFA

Nastaveni NSD

»Sensitivity“: ,high®
,Gain (Select)*: 10

Nastaveni filtru Sumu Link | N/A, pouzit pfistroj na R&D

Tabulka 45. Vyhodnoceni testli zpasobilosti (5,0 % TBME).

Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa 38 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTison 0,72 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni p/Vicsuicsay | 10,6 =220 Vyhovuje

p/V(CsV/CsH) 1 ,6 <1 ,5; 10,0> VyhOVUje
Test opakovatelnosti | RSDgr 0,1 <3,0 Vyhovuje

RSDarea 3,4 <5,0 Vyhovuje
Test citlivosti S/N 278 =140 Vyhovuje
Uginnost N 77816 > 40000 Vyhovuije
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 2 <6 Vyhovuje

Obrazek 43. Chromatogram modelové smési (5,0 % TBME).
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Tabulka 46. Vyhodnoceni testi zpusobilosti (6,0 % TBME, redukovany rozsah).

Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa 39 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTisoa 0,80 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni p/V(CsU/CsA) 10,6 2 2,0 Vyhovuje

p/V(CsV/CsH) 7,2 <1,5;10,0> VyhOVUje
Test citlivosti | S/N 262 =140 Vyhovuje
Uginnost N 71728 > 40000 Vyhovuije
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 1 <6 Vyhovuje

Obrazek 44, Chromatogram modelové smési (6,0 % TBME).
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Tabulka 47. Vysledky obsaht necistot pfi zménach obsahu TBME.

4500  50.00

RRT 0,89 | [Abu®]Cs | CsU | H.CsA| Ccsv | CsH |RRT1,18| CsD
[%; wiwCsA]
-0,5 % TBME
1 00769  |0,0859  [0,0993 |0,1421 |0,1066 |0,0841 [0,0899 [0,1366
2 0,0759  |0,0839  |0,0995 |0,1385 |0,1108 |0,0790 |0,0873  |0,1250
Pramér  |0,0764  |0,0849  |0,0994 |0,1403 |0,1087 |0,0816 |0,0886 |0,1308
A (%) 0,00 0,00 0,00 |0,00 [0,00 [0,01 [0,00 0,01
Reference |0,0752  |0,0815  |0,0938 |0,1242 |0,1244 |0,0988 |0,0870 |0,1264
Rel.dif.(%) | 1,5 4,1 538 121 [135 [191 |19 3,4
+0,5 % TBME
1 0,0666  |0,0839  [0,1038 |0,1452 [0,1205 |0,0966 |0,0852 [0,1369
2 0,0647 |0,0844  [0,1031 |0,1428 |0,1165 |0,0935 |0,0786 |0,1354
Pramér  |0,0657  |0,0842  |0,1035 |0,1440 |0,1185 |0,0951 |0,0819 |0,1362
A (%) 0,00 0,00 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 [0,01 0,00
Reference |0,0752  |0,0815  |0,0938 |0,1242 |0,1244 |0,0988 |0,0870 |0,1264
Rel.dif.(%) | 24,2 2,9 6,3 12,7 |63 2,3 8,2 8,1
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Diskuze:

TBME je silny modifikator selektivity. Bylo prokazano, ze zména jeho obsahu

v rozsahu £ 0,5 % sice ovlivni separaci (zvySeny obsah TBME poskytne lepSi rozliSeni

mezi CsV a CsH a horSi separaci mezi CsH a nespecifikovanym CsG, snizeny obsah

poskytne opacné trendy). Parametry separace jsou ale v mezich testl zpusobilosti u

obou zmén.

5.5.9 Robustnost vzhledem ke zméné smérnice gradientu

Smeérnice separacni Casti gradientu je 1,77 % mobilni faze B za minutu (78 %

mobilni faze B za 44 minut). Byly testovany separace se smérnicemi 1,73 % mobilni faze

B za minutu (76 % mobilni faze B za 44 minut) a 1,82 % mobilni faze B za minutu (80 %

mobilni faze B za 44 minut). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 50.

Tabulka 48. Vyhodnoceni testi zpusobilosti (-2 % mobilni faze B, redukovany

rozsah).
Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa 38 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTisoa 0,73 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni p/V(CsU/CsA) 8,1 2 2,0 Vyhovuje

p/V(CsV/CsH) 2,9 <1 ,5; 10,0> VyhOVUje
Test citlivosti | S/N 378 =140 Vyhovuje
Uginnost N 77448 > 40000 Vyhovuije
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 0 <6 Vyhovuje

Obrazek 45. Chromatogram modelové smeési (-2 % mobilni faze B).
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Tabulka 49. Vyhodnoceni testii zpusobilosti (+ 2

% mobilni faze B, redukovany

rozsah).
Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa 37 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTisoa 073 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni p/V(CsU/CsA) 7,5 2 2,0 Vyhovuje

p/V(CsV/CsH) 2,9 <1 ,5; 10,0> VyhOVUje
Test citlivosti | S/N 407 =140 Vyhovuje
Uginnost N 77807 > 40000 Vyhovuije
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 1 <6 Vyhovuje

Obrazek 46. Chromatogram modelové smési (+ 2 % mobilni faze B).
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Tabulka 50. Vysledky obsahl necistot pfi zménach smérnice separacni Casti

gradientu.
RRT 0,89 | [Abu®lCs | CsU | H,CsA| CsV | CsH |RRT1,18| CsD
[%; wiwCsA]
-2 % M.F.B
1 0,0699  |0,0821 0,0979 |0,1305 |0,1246 |0,0969 |0,0930 |0,1280
2 0,0682 |0,0847  [0,0942 |0,1277 [0,1269 |0,0975 |0,0963  |0,1306
Pramér 0,0691 [0,0834  [0,0961 [0,1291 |0,1258 |0,0972 [0,0947 |0,1293
A (%) 0,00 0,00 0,00 [000 [0,00 [0,00 [0,00 0,00
Reference |0,0838  |0,0867  |0,0971 |0,1268 |0,1262 |0,0929 |0,0889  |0,1255
Rel.dif.(%) [19,2 3,8 1,1 1,8 0,4 4,5 6,3 3,0
+2 % M.F.B
1 0,0737  |0,0863  |0,0976 |0,1278 [0,1273 |0,0896 |0,0942  |0,1254
2 0,0726  [0,0767  [0,0951 [0,1392 |0,1222 [0,0875 [0,0893  |0,1245
Pramér 0,0732 [0,0815  |0,0964 |0,1335 |0,1248 |0,0886 |0,0918 |0,1250
A (%) 0,00 0,01 0,00 [001 [001 [0,00 [0,00 0,00
Reference |0,0838  |0,0867  |0,0971 |0,1268 |0,1262 |0,0929 |0,0889  |0,1255
Rel.dif.(%) |13,5 6,1 0,8 5,1 1,2 4,8 3,2 0,4
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Diskuze:

Zména smérnice gradientu se projevila jen na retenCnich Casech. Separace byla

prakticky nezménéna.

5.5.10 Robustnost metody vzhledem ke zménam pritoku

Pratok mobilni faze je 0,15 mi/min. Byly testovany separace pfi priatocich 0,14 a

0,16 ml/min. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 53.

Provedeni a vyhodnoceni

Tabulka 51. Vyhodnoceni testl zpusobilosti (0,14 ml/min, redukovany rozsah).

Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa 39 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTison 0,74 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni | p/vicsucsa) | 7,2 22,0 Vyhovuje

p/V(CsV/CsH) 2,7 <1,5;10,0> VyhOVUje
Test citlivosti | S/N 248 =140 Vyhovuje
Uginnost N 78378 > 40000 Vyhovuije
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 1 <6 Vyhovuje

Obrazek 47. Chromatogram modelové smési (pritok 0,14 ml/min).
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Tabulka 52. Vyhodnoceni testi zpusobilosti (0,16 ml/min, redukovany rozsah).

Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa 37 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTisoa 0,73 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni p/V(CsU/CsA) 7,6 2 2,0 Vyhovuje

p/V(CsV/CsH) 2,1 <1,5;10,0> VyhOVUje
Test citlivosti | S/N 254 =140 Vyhovuje
Uginnost N 77897 > 40000 Vyhovuije
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 0 <6 Vyhovuje

Obrazek 48. Chromatogram modelové smési (pritok 0,16 ml/min).
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Tabulka 53. Vysledky obsahil necistot pfi zménach pritoku.
RRT 0,89 | [Abu®]Cs | CsU | H.CsA| Ccsv | CsH | RRT1,18 | CsD
[%; wiwCsA]
-0,01 mi/min
1 0,0725 0,0786 0,0915 10,1140 |0,1434 |0,0959 |0,1022 0,1290
2 0,0807 0,0839 0,0959 10,1182 |0,1281 |0,1002 |0,0931 0,1313
Primeér 0,0766 0,0813 0,0937 |0,1161 |0,1358 |0,0981 |0,0977 0,1302
A (%) 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,00 0,01 0,00
Reference |0,0838 0,0867 0,0971 10,1268 |0,1262 |0,0929 |0,0889 0,1255
Rel.dif.(%) |8,9 6,4 3,6 8,8 7,3 54 9,4 3,6
+0,01 ml/min
1 0,0798 0,0871 0,0962 10,1298 10,1314 10,0945 |0,0959 0,1287
2 0,0759 0,0847 0,0949 10,1347 |0,1322 |0,0945 |0,0956 0,1289
Primeér 0,0779 0,0859 0,0956 |0,1323 |0,1318 |0,0945 |0,0958 0,1288
A (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Reference |0,0838 0,0867 0,0971 10,1268 |0,1262 |0,0929 |0,0889 0,1255
Rel.dif.(%) |7,3 0,9 1,6 4,2 4,3 1,7 7,4 2,6
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Diskuze:

Zména pratoku se projevila jen na retencnich Casech. Separace byla prakticky

nezménéna.

5.5.11 Robustnost vzhledem ke zméné davkovaného objemu

Pfedepsany davkovany objem vzorku jsou 4 pl. Byly testovany separace se

zménénym davkovanym objemem (3 ul a 5 pl). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 56.

Provedeni a vyhodnoceni

Tabulka 54. Vyhodnoceni testll zplsobilosti (davkovany objem 3 pl, redukovany

rozsah).
Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa 38 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTison 0,74 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni p/V(CsU/CsA) 10,4 2 2,0 Vyhovuje

p/V(CsV/CsH) 3,7 <1 ,5; 10,0> VyhOVUje
Test citlivosti | S/N 315 =140 Vyhovuje
Uginnost N 78476 > 40000 Vyhovuije
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 2 <6 Vyhovuje

Obrazek 49. Chromatogram modelové smési (davkovany objem 3 pl).
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Tabulka 55. Vyhodnoceni testll zplsobilosti (davkovany objem 5 pl, redukovany

rozsah).
Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa 38 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTisoa 0,73 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni p/V(CsU/CsA) 5,9 2 2,0 Vyhovuje

p/V(CsV/CsH) 2,6 <1 ,5; 10,0> VyhOVUje
Test citlivosti | S/N 381 =140 Vyhovuje
Uginnost N 73147 > 40000 Vyhovuije
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 1 <6 Vyhovuje

Obrazek 50. Chromatogram modelové smési (davkovany objem 5 pl).

200.00

160.00-

120.004

mV

80.00

40.00

0.00

[Abu5]Cs - 34.653

CsA - 37.855

0.00

‘500

1000

1500

2000

Minutes

25.00

3000

3500

4000

4500  50.00

Tabulka 56. Vysledky obsahtl necistot pfi zménach davkovaného objemu.

RRT 0,89 | [Abu®lCs| CsU | H,CsA| csv | CsH |RRT1,18| CsD
[%; wiwCsA]
- 1 ul inj. Vol.
1 0,0746  |0,0798 |0,0926 |0,1301 [0,1173 |0,0864 |0,0904  |0,1258
2 0,0802  |0,0878 |0,0967 |0,1275 |0,1195 |0,0905 [0,0881  |0,1271
Pramér |0,0774 |0,0838 |0,0947 |0,1288 |0,1184 |0,0885 |0,0893 |0,1265
A (%) 0,01 0,01 0,00 (0,00 0,00 [0,00 [0,00 0,00
Reference [0,0838  |0,0867 |0,0971 |0,1268 |0,1262 |0,0929 |0,0889  |0,1255
Rel.dif.(%) | 7,9 3,3 2,6 1,6 6,4 4,9 0,4 0,8
+ 1 ul inj. Vol.
1 0,0709  |0,0841 |0,0964 |0,1327 [0,1269 |0,0934 |0,0897  |0,1314
2 0,0793  |0,0895 |0,0961 |0,1260 [0,1224 [0,0863 |0,0860  |0,1246
Pramér |0,0751 |0,0868 |0,0963 |0,1294 |0,1247 |0,0899 |0,0879  |0,1280
A (%) 0,01 0,01 0,00 [001 [000 [0,01 [0,00 0,01
Reference [0,0838  |0,0867 |0,0971 |0,1268 |0,1262 |0,0929 |0,0889  |0,1255
Rel.dif.(%) | 10,9 0,2 0,9 2,0 1,2 3,3 1,2 2,0
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Diskuze:

Zména davkovaného objemu neméla negativni vliv na separaci.

5.5.12 Robustnost vzhledem ke zméné kolony

V pribéhu vyvoje a ovéfeni metody byly pouzity celkem tfi kolony Zorbax SB C18
liSici se 8arzi stacionarni faze (viz kapitola 4.1.6). Zatimco ovéfeni kliCovych parametrt
metody probéhlo na koloné s SN USHEEO1680, ovéfeni robustnosti vzhledem ke
zménam kolony probéhlo s kolonou s SN USHEEO1650 (nejstarsi kolona pouzivana od
roku 2012, velky pocet nastfikll) a s kolonou s SN USHEE01707 (nejnovéjsi kolona,
nékolik desitek nastfikl). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 61.

Provedeni a vyhodnoceni

Kolona USHEE01650
Tabulka 57. Podminky analyzy.

Pouzita kolona SN: USHEE01650
Mobilni faze: A: 30 % Aceton + 5,5 % TBME + 64,5 % voda + 0,05 % TFA
B: 49 % Aceton + 5,5 % TBME + 45,5 % voda + 0,05 % TFA
Nastaveni NSD ~Sensitivity“: ,high*
,Gain (Select)“: 10
Nastaveni filtru Sumu Link | N/A, pouzit pfistroj na R&D

Tabulka 58. Vyhodnoceni testd zpusobilosti (kolona USHEE01650).

Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa 41 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTisoa 0,55 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni p/V(CsU/CsA) 7,8 2 2,0 Vyhovuje

P/VicsvicsHy | 3,0 <1,5;10,0> | Vyhovuje
Test citlivosti | S/N 250 =140 Vyhovuje
Uginnost N 76490 > 40000 Vyhovuije
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 1 <6 Vyhovuje
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Obrazek 51. Chromatogram modelové smési (kolona SN USHEE01650).
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Provedeni a vyhodnoceni

Kolona USHEEO01707
Tabulka 59. Podminky analyzy.

Pouzita kolona SN: USHEE01707
Mobilni faze: A: 30 % Aceton + 5,5 % TBME + 64,5 % voda + 0,005 % TFA
B: 49 % Aceton + 5,5 % TBME + 45,5 % voda + 0,005 % TFA
Nastaveni NSD ~Sensitivity“: ,high*
,Gain (Select)“: 10
Nastaveni filtru Sumu Link | N/A, pouzit pfistroj na R&D

Tabulka 60. Vyhodnoceni testl zpusobilosti (kolona USHEE01707).

Vysledek | Limit Hodnoceni

RTcsa 36,0 32 -43 min. | Vyhovuje
RRTisoa 0,61 0,55-0,80 | Vyhovuje
Test rozliSeni p/V(CsU/CsA) 9,6 2 2,0 Vyhovuje

pP/Vsvicsty | 8,3 <1,5; 10,0> | Vyhovuje
Test citlivosti | S/N 158 =140 Vyhovuje
Uginnost N 71539 > 40000 Vyhovuije
USPtailing 1,1 <15 Vyhovuje
Kalibrace dcaL 0 <6 Vyhovuje
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Obrazek 52. Chromatogram modelové smési (kolona SN USHEE01707).
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Tabulka 61. Vysledky obsaht necistot pfi zménach kolony.

4000

4500  50.00

RRT 0,89 | [Abu®lCs | CsU | H,CsA| CsV | CsH | RRT1,18| CsD
[%; wiwCsA]

Kolona SN USHEE1650 (Sarze stacionarni faze B11314)
1 0,0719 0,0812 0,1163 |0,1379 |0,1136 |0,0882 |0,0934 0,1378
2 0,0809 0,0841 0,1208 |0,1441 |0,1157 |0,0926 |0,0926 0,1356
Pramér | 0,0764 0,0827 0,1186 |0,1410 |0,1147 |0,0904 |0,0930 0,1367
A (%) 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
Reference | 0,0838 0,0867 0,0971 |0,1268 |0,1262 |0,0929 |0,0889 0,1255
Rel.dif.(%) | 9,2 4,7 19,9 10,6 9,6 2,7 4,5 8,5

Kolona SN USHEE1707 (Sarze stacionarni faze B12212)
1 0,0790 0,0887 0,0964 [0,1294 |0,1369 |0,0967 |0,0984 0,1333
2 0,0778 0,0900 0,1044 10,1265 |0,1428 |0,0990 |0,0923 0,1327
Pramér | 0,0784 0,0894 0,1004 |0,1280 |0,1399 |0,0979 |0,0954 0,1330
A (%) 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00
Reference | 0,0838 0,0867 0,0971 |0,1268 |0,1262 |0,0929 |0,0889 0,1255
Rel.dif.(%) | 6,6 3,1 3,3 0,9 10,3 5,2 7,0 5,8
Diskuze:

Bylo prokazano, ze metoda je robustni i ke zménam kolony. VSechny tfi kolony,

které byly béhem ovéfeni robustnosti metody pouZity, se liSi jak Sarzi stacionarni faze,

tak mirou opotfebeni. Obsah TFA v mobilni fazi musel byt pro kazdou kolonu rozdilny

aby vyhovél test zpulsobilosti RRT isocycklosporinu A. Tato problematika je blize

popsana v kapitole 5.2.10.
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6 ZAVER

Podafilo se splnit cile této diplomové prace. Byla vyvinuta metoda pro stanoveni
doprovodnych latek v Iékovych formach na bazi cyklosporinu vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii s chemiluminiscen¢ni detekci specifickou pro dusik. Vyvoj metody
zahrnuje  optimalizaci  termostatovani  chromatografické  kolony,  screening
chromatografickych kolon (do screeningu byly zahrnuty pfedevSim moderni typy kolon
s velikosti Castic pod 2 ym), optimalizaci gradientové eluce s modifikatorem selektivity
tert-butyl methyl etherem na vybrané koloné a optimalizaci obsahu kyseliny trifluoroctové
pro kontrolu eluce isocyklosporinu A (ten neni metodou stanovovan, jeho obsah ale
poskytuje metoda s UV detekci pouzivana pro stanoveni hlavni slozky — cyklosporinu A.
U vyvinuté metody byly ovéfeny jeji kliCové parametry- specificita, linearita, citlivost,
spravnost, pfesnost a robustnost. Rozsah ovéfeni metody prokazuje jeji validovatelnost.
Soucasti diplomové prace je i detailni popis vyvinuté analytické metody, ktery zahrnuje
veskeré potfebné informace pro bezproblémové rutinni pouZziti. Popis této metody lze bez
vétSich zmén preveést do rutinniho testovani lIékovych forem na bazi cyklosporinu, kde
muze nahradit stavajici metodu s chemiluminiscencni detekci, kterou pfedCi v nékolika

parametrech, jek je uvedeno v tabulce 62.

Tabulka 62. Porovnani metod s chemiluminiscenc¢ni detekci.

Parametr Nova metoda Plivodni metoda
Kolonovy termostat Softwarové ovladany Kolonovy termostat plnény
horkovzdusny termostat glycerinem, bez moznosti
softwarového ovladani
Chromatograficka kolona Pouzita jedna kolona Pouzity dvé kolony naplnény
s velikosti ¢astic 1,8 um stacionarni fazi s velikosti
Castic 3 ym
Krizova kontaminace pres Pouziti vybraného druhu Nutnost aplikovat specialni
jehlu autosampleru uzavéru vialek a ethanolu jako | promyvaci proceduru pfed
diluentu zabranilo kfizové kazdou kalibraci.
kontaminaci
Diluent Ethanol- kompatibilni se vdemi | Smés acetonu, TBME a vody-
lékovymi formami Vzorek Neoralu zpravidla po
jednom dni stani v
autosampleru gelovati
Casové naroky na analyzu | Analyza jedné Sarze véetné testu zpUsobilosti
8 hodin | 25 hodin
Analyza ¢tyr Sarzi véetné testu zpUsobilosti
14 hodin | 50 hodin
Analyza sedmi Sarzi véetné testu zplsobilosti
27 hodin | 73 hodin
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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv

Kandidat: Zbynék Mrizek

Vedouci diplomové prace: prof. RNDr. Jifi Klimes, CSc

Konzultant diplomové prace: Ing. Pavel Blatny, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Stanoveni doprovodnych latek v Iékovych formach na
bazi cyklosporinu metodou HPLC s chemiluminiscencni detekci specifickou pro
dusik.

Vtéto praci je popsan vyvoj HPLC metody s chemiluminiscencni detekci
specifickou pro dusik, stanovujici doprovodné latky v lékovych formach cyklosporinu.
Tato metoda je schopna stanovit necistoty cyklosporinu a rozkladné produkty kromé
isocyklosporinu.

Metoda vyuziva stacionarni fazi Zorbax SB-C18, velikost Castic 1,8 um, 150x2.1
mm a gradientovou eluci pfi pritoku 0,15 ml.min™" a teploté kolony 100 °C. Mobilni faze
jsou Aceton: TBME: voda: TFA (30: 5,5: 64,5: 0,01) a Aceton: TBME: voda: TFA (49: 5,5:
45,5: 0,01).

Prace zahrnuje ovéfeni validovatelnosti metody, z pohledu specifity, linearity, limitu
kvantifikace, prfesnosti, spravnosti a robustnosti tak, aby mohla slouZit k rutinnimu
stanoveni ve farmaceutickém prumyslu. Tato metoda muze byt pouzita pro stanoveni

necistot cyklosporinu ve finalnich Iékovych formach v laboratofich kontroly kvality.

KliCova slova: cyklosporin, cyklosporin A, doprovodné latky cyklosporinu,
degradacni produkty cyklosporinu, chemiluminiscencni detektor, dusikovy detektor
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Title of thesis: Determination of related substances in the dosage forms based on

cyclosporine by HPLC with nitrogen specific chemiluminescence detection.

Development of an HPLC method with chemiluminescent detection specific for
nitrogen for related substances determination in cyclosporine final dosage forms is
described in this work. The method is capable to determine cyclosporine impurities
originated from cyclosporine substance and relevant degradation products except
isocyclosporines.

The method utilizes the stationary phase Zorbax SB-C18, particle size 1.8 um,
150x2.1 mm and gradient elution at flow rate 0.15 ml.min™" at column temperature 100°C.
Mobile phases are Acetone: TBME: water: TFA (30: 5.5: 64.5: 0.01) and Acetone: TBME:
water: TFA (49: 5.5: 45.5: 0.01).

The work includes the verification of method validability in terms of specificity,
linearity, limit of quantittion, accuracy, precision and robustness. The method can be
used for determination of cyclosporine impurities in final dosage forms in pharmacetical

QC laboratories.

Keywords: cyclosporine. Cyclosporine A. cyclosporine related substances.

cyclosporine degradation compounds. chemiluminescent detector. nitrogen detector.
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