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Jelolések, roviditések:

EMA: Europai Gyogyszeriigynokség (European Medicines Agency)
EUR: Eur6

EU: Eur6pai Unié (European Union)

GMP: Helyes gyartasi gyakorlat (Good Manufacturing Practice)

H20.: Hidrogén-peroxid

HCI: Sosav

IC: Tonkromatografia (Ion Chromatography)

KSH: K6zponti Statisztikai Hivatal

LAV-MEL: Lavet Gyogyszergyarto Kft. szabvanymiiveleti eldiras

LC: Folyadékkromatografia (Liquid Chromatography)

LOD/LD: Detektalasi hatar (Limit of Detection/Detection Limit)
LOQ/QL: Meghatarozasi hatar (Limit of Quantitation/Quantitation Limit)
M: mol/dm?3

NaOH: Natrium-hidroxid

NP: Normal fazis (Normal Phase)

NSAID: Nem-szteroid gyulladasgatlok (Non-steroidal anti-inflammatory drugs)
Ph.Eur.: Eurdpai gyogyszerkonyv (European Pharmacopoeia)

QC: Mindség-ellendrzés (Quality Control)

RP: Forditott fazis (Reverse Phase)

RSD: Relativ szoras, relativ standard deviacio (Relative Standard Deviation)
SEC: Méretkizarasos kromatografia (Size Exclusion Chromatography)
SST: Teljes eltérés-négyzetdsszeg (Sum of Squared Total)

(U)HPLC: (Ultra)nagy-hatékonysagu folyadékkromatografia [(Ultra) High Performance
Liquid Chromatography]



USA: Amerikai Egyesiilt Allamok
USD: Amerikai dollar (United States Dollar)

USFDA: Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (United States Food and
Drug Administration)

UV-Vis: Ultraibolya-lathato spektrofotometria (Ultraviolet—Visible spectroscopy)

(V)ICH: Harmonizaciés nemzetkozi (allategészségiigyi) bizottsag [(Veterinary) International
Committee on Harmonization]



2. BEVEZETES

A Lavet Gyodgyszeripari Kft.-t 1991-ben magyar befektetok alapitottdk, jelenleg csaladi
vallalkozasként miikodik. A véllalat allatgyogyaszati termékeket gyart a hazai és a nemzetkozi
piacra. Koriilbeliil 50 kiilonb6zd terméket gyartottak az elmult 30 évben, de folyamatos a
fejlesztés €és az innovacio. Az egyik f6 termék egy kutydknak gyartott kardiovaszkularis
gyogyszer, de emellett egyéb hazi-, illetve haszonallatoknak is késziil allatgydgyaszati termék,
példaul gyulladascsokkentd, antibiotikum, féreghajto. A cég Kistarcsan helyezkedik el, egyre
boviild teriileten ¢és koriilbeliil 250 {6t foglalkoztat. A vallalat mas cégeknek is gyart
gyogyszerkészitményeket, de van sajat markas gyogyszere, illetve vitaminjai is. 2021 6ta a cég
alkalmazésaban dolgozom, mindségellendrzési analitikusként. Munkam soréan lehetéségem van
a mindennapi rutin mérések mellett, a modszervalidalas folyamatdban is részt venni. Jelenleg a
cég még csak Eurdpaban forgalmazza a termékeit, de cél a 2024-es évre, hogy Kkijusson az

amerikai piacra.

1. abra: Lavet Gyogyszeripari Kft. f6épiilet (balra) és Mindségellendrzési HPLC labor (jobbra)



3. CELKITUZES

Ahogy az emberek szdmara gyartott gydgyszerek hatéanyagtartalmat és tisztasagat meg kell
hatdrozni a forgalomba hozatal el6tt, gy az allatok szdmara gyartott készitményeket is
analizalni kell kiilonb6z6 szempontok alapjan. A gyartds kozben alkalmazott rutinmérések
modszerét a modszer validalasa elézi meg. Munkam soran célom az UXYZ kodua
hatéanyagtartalmu  allatgydgyaszati  koztitermék  hatéanyagtartalmanak UHPLC-UV
késziiléken vald6 meghatarozasa, illetve a mérési modszer validalasanak kidolgozésa.
Kutatasomat az analitikai mddszer validaldsara vonatkoz6 gyogyszerkonyvi és nemzetkozi
harmonizécios irdnyelvekkel Osszhangban végeztem. A mérések soran figyelembe vettem a

validalashoz sziikséges teljesitményjelzoket (szelektivitas, pontossag, robusztussag).



4. IRODALMI ATTEKINTES
4.1. Allategészségiigy

Az allategészségligy az emberek altal megalkotott dsszetett szabalyozo rendszer, amely tobb
szempontbol fontos szerepet tolt be az emberek életében, igy példaul célkitiizéseként szerepel
tobbek kozott az emberek és allatok egészségének védelme, jarvanymegeldzés, gazdasagi

szempontok. A dolgozat kovetkezo részében ezen pontokat fejtem Ki [Internet 1],[1].

A 2005. évi CLXXVI. torvény egyik legfontosabb célkitlizése az emberi (és allati) egészség
védelme, mivel az allatok altal terjesztett betegségek veszélyt jelenthetnek az emberek (és
allatok) egészségére is. Az elmult években tobb nagyobb jarvany volt jelen (pl.
madarinfluenza[2], kergemarhakor[3], afrikai sertéspestis[4]). A szabalyozas nemzetkdzi
szinten is fontos tényez6, mivel a jarvanyok orszagok kozott is atterjedhetnek. Az intézkedések
segitenek megakadalyozni a jarvanyok tovabbterjedését emberre, igy garantdlja az emberek
biztonsagat ¢és egészségét. Emellett azonban az allati jolét megdrzése is fontos, mivel ez
hozzajarul az allatok szenvedésének csokkentés¢hez, egészséglik fenntartasahoz. Tovabba
jelentds szerepe van gazdasigi szempontbol is, mivel a rendelkezéseknek kdszonhetden
jelentdés mezdgazdasagi és élelmiszeripari veszteségek keriilhetdek el, illetve nagyobb hozam

érhetd el ezekben az agazatokban [Internet 1].

Az allategészségiigyhdz kapcsolodik az allatgyogyszerek eldallitdsa, mindségbiztositas,
mindség-ellendrzés, forgalomba hozatali engedélyek szabalyozéasa is. Ezekre a dolgozatom

késdbbi részében térek ki.

Az allatgyogyaszati készitmény (gyogyszer) definicidja a kovetkez6: ,,.Barmely anyag vagy
anyagok keveréke, amelyet dllatok betegségeinek kezelésére vagy megelozésére készitenek,
tovabba barmely anyag vagy anyagok keveréke, amely farmakologiai, immunologiai vagy
metabolikus hatasok kivaltasa révén az allatok valamely élettani funkciojanak helyreallitasa,
javitasa vagy modositasa, illetve orvosi diagnozis felallitasa érdekében alkalmazhato”.
Tovébba allatgyogyaszati terméknek nevezziik a kovetkezoket: ,,Allatgyégydszati készitmény,
dllatgyogyaszati készitmény hatoanyaga, allat-egészségiigyi biocid termék, allatgyogyaszatban

hasznalatos gyogyhatdsu készitmény, dpoldszer, segédanyag” [Internet 1].



Az allatgydgyaszati készitmények hatdsdgi engedélyeztetése szigora ¢és hosszadalmas
folyamat, amely teriiletenként eltérd lehet, igy példaul az USA-ban és Eurdpaban kiilonb6zo
jovahagyasi eljaras szerint zajlik. Az eljaras egyes elemeinek kiilonbségét/egyezOségét a
kovetkez6 1.tablazat foglalja ossze. Az engedélyeztetési eljaras biztositja az uj gyogyszerek
mindségét €s biztonsagossagat az emberek, illetve allatok szamara is, amelyek fontos szerepet
jatszanak az élelmiszerlancban. Ahogy lathat6, a két teriileten kiillonbdzd hatdsag felel az 1j
gyogyszer engedélyeztetéséért, az engedélyeztetési ido is eltérd, az USA-ban 180, mig
Eurdopdban 120 nap a kérelem benyujtasatol a jovahagyésig szamitott id6. A forgalomba
hozatali engedély koltsége Eurdpaban min. 143.700 EUR, az USA-ban 449.348 USD. A
stabilitasi és bioekvivalencia-vizsgalatokat a VICH (Veterinary International Committee on
Harmonization) alapjan kell elvégezni [Internet 2]. A VICH-t 1996-ban hoztak 1étre és feladata
a részt vevd hatosagok altal igényelt informaciok harmonizalasa, tagjai: Eurdpai Unio, USA,

Japan[5].

1. tablazat: Gyogyszerengedélyeztetés dsszehasonlitasa USA és Eurdpa kozott [5]

Amerikai Egyesiilt Allamok

Kritérium Europa
(USA)
Az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Eurdpai
Szabalyozo hatdsag Gyogyszerligyi Hivatala Gyogyszerligynokség
(USFDA) (EMA)
Benyujtasi forma elektronikus elektronikus
1d6 180 nap 120 nap
Koltség 449.348 USD-t6l 143.700 EUR-to6l
Stabilitasi és
bioekvivalencia VICH alapjan VICH alapjan
vizsgélatok
Szabvany GMP GMP




A 2.tablazatban néhany allatgyogyaszati készitményeknél alkalmazott hatéanyagok lathatoak, amely tartalmazza az adott hatéanyag alkalmazasi

tertiletét, készitmény lehetséges formajat, példakat markanevekre, illetve, hogy az Eurdpai Unidban milyen allatokra van engedélyezve. Tovabba

a tablazat utols6 oszlopaban irodalmi hivatkozéasok talalhatok, amelyek az adott hatdanyag mindsitéséhez készitett modszervalidalast tartalmazza.

Ezekben a hivatkozasokban szerepel a hatdanyag, illetve a hatdéanyag gyartdsanal képzddd szennyezOk elvalasztasdhoz sziikséges mérési

paraméterek, amellyel meghatarozhat6 a hatéanyag tartalma.

2. tablazat: Allatgyogyaszatban alkalmazott hatdanyagok és jellemz6i [sajat munka]

Engedélyezve (EU-ban)
Hatoanyag neve | Készitmény markaneve Hatés/Alkalmazas Készitmény forma

LC-moddszervalidalas

[Internet 3] példa
Heartgard®, Ivomec®, antiparazitikum (kiils6 és bels) ) pl. tabletta, oldatos
) ] szarvasmarha, juh, sertés,
Ivermectin Ivermectin Sheep bolha, kullancs, férek, atka, szivféreg injekco, belsdleg [6]-[8]
kecske, 16, kutya, macska,
Drench® ellen por/paszta,
) ) kutya, macska, szarvasmarha, | pl. tabletta, por (ivovizhez
L Amoxi-Tabs®, Amoxi- antibiotikum, bakterialis fert6zések .

Amoxicillin . sertés, baromfi, nyul, egyéb keverve), szuszpenzios [9]-[11]

Drop®, Novamoxin® kezelésére alkalmazzak . o
kistestii allatok injekciod
. nem szteroid gyulladasgatlok _
. Metacam® Loxicom®, . ) kutya, macska, 16, sertés, pl. belsdleg szuszpenzio,

Meloxicam (NSAID), fajdalomcsillapitoként és ) o [12][14]

OroCAM® szarvasmarha, tengerimalac oldatos injekcid, tabletta
gyulladascsokkentoként alkalmazzak
Azium®, Dexasone®, o . . kutya, macska, 16(féle), kecske, pl. tabletta, injekcio
szintetikus kortikoszteroid,
Dexametazon Dexameth-a-Vet®, Dex- ) madarfélék, sertés, (oldat, szuszpenzio), [15]-[18]
allergiaellenes és gyulladascsokkentd

a-vet®, szarvasmarha fiilcsepp,




4.2. Allattartasi adatok Magyarorszagon

A KSH (Ko6zponti Statisztikai Hivatal) 2020. évi adatai alapjan a magyarorszagi allatallomany
2010-2020-as év kozott nem valtozott jelentdés mértékben (2.abra), ezzel szemben az allattartd
gazdasagok szama csaknem a felére csokkent (3.abra) a fent jelzett idépontban hazankban. Ez
a tendencia (az EU-val megegyezden) folytatodott, a szarvasmarha-, a sertés-, illetve a
baromfidllomanyban is kismértékili csokkenés figyelhetd meg az utdbbi par évben. Az
allatalloméany alakuldséra negativ hatassal volt a nagymértékben megnovekedett energia-¢s

takarmanyarak és a csokkend gabonatermelés [Internet 4,5].
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2. abra: Magyarorszagi allattartomany alakulasa 2010-2020 kozott [Internet 5]

Ezer darab
300

250
200
150
100

50

0
2010 2013 2016 2020

3. abra: Magyarorszagi allattartd gazdasagok alakulasa 2010-2020 kozott [Internet 5]

4.3. Analitikai modszervalidalasrol altalanosan

A wvalidéalas célja, hogy az alkalmazott eljards a kitlizott céloknak megfeleljen, ehhez
teljesitményjellemzOk altali kritériumoknak kell megfelelni. A teljesitményjellemzok az
analitikai eljarastol és technologiatol, illetve a tervezett céltol fliggden valtozhatnak, ezeket a
3. tablazat foglalja 6ssze. A tablazat tartalmazza a mért minéségi jellemzoket és a kapcsolodo

validalasi vizsgalatokat [19].



A tartalom meghatarozdsa soran a gyogyszer hatdanyagtartalmat vizsgaljuk. Hatéanyagnak
szamit minden olyan Osszetevd, amely az adott betegség kezeléséhez vagy megeldzéséhez
sziikséges. Egy gyogyszerkészitmény tobb hatdanyagot is tartalmazhat [20]. A szennyez6k a
gyogyszerekben kritikus mindségi jellemzok, mivel potencidlisan befolyasoljak a termék
biztonsagat és hatékonysagat. A gyogyszerkészitményekben azonositott, illetve azonositatlan
szennyezOk is lehetnek, ezeknek pontos meghatarozasa mindség-ellendrzés soran

elengedhetetlen [Internet 6].

3. tablazat: A mért mindségi jellemzok tipikus teljesitményjellemz6i és a kapcsolodo validacios

vizsgalatok [19]
Meért mindségi
. y Szennyezd vizsgalat
jellemzoék
egyéb kvantitativ mérések Tartalom
Azonossag
) (A) meghatarozas
vizsgalat ‘
Analitikai egy¢€b kvantitativ
eljarashoz Kvantitativ o mérések (A)
kapcsolodo o Limit-tesz
teljesitmény- meghatarozas
jellemzok (B)
Specifikussag (C)
Specifikussagi vizsgalat + + + +
Tartomany
Eredmény
- + - +
(Kalibracios modell)
Also hatar - QL* DL -
Torzitatlansag (D)
Torzitatlansag vizsgalat - + - +
Pontossag (D)
Ismételhetdség vizsgalat - + (E) - + (E)
Ko6zbensd pontossag
- + - +
vizsgalat

- azt jelenti, hogy ezt a vizsgalatot altalaban nem végzik el
+ azt jelenti, hogy ezt a vizsgalatot altalaban elvégzik

* egyes esetekben a DL is értékelhetd, QL: mennyiségi hatarérték, DL: kimutatasi hatarérték
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A ha a tartoméanyhatar kozel van a DL/QL-hez, akkor a szennyez6k meghatirozasara egyéb mennyiségi mérések sziikségesek

lehetnek, hatbanyagtartalom meghatarozasara egyéb mennyiségi vizsgalatok sziikségesek lehetnek, ha a tartomany hatar nincs
kozel DL/QL-hez

B: egyes teljesitményjellemz6k helyettesithetdk a technologiaban a fizikai-kémiai tulajdonsagokra vonatkozo6 analitikai
eljarasok esetében

C: specifikussag vizsgalatanak hianyat egy vagy tobb mas tdmogatd analitikai eljarassal kell kompenzalni, kivéve, ha ez
megfeleléen indokolt

D: alternativaként kombinalt megkozelités is alkalmazhato torzitatlansag és pontossag értékelésére

E: amennyiben a reprodukalhatosagot elvégezték és a reprodukalhatosagi adatsorbol levezethetd a kozbensd pontossag, nem

sziikséges fliggetlen vizsgalatot végezni a kzbensd pontossagra vonatkozdan

A validalasi vizsgalatot dokumentalni kell, a vizsgalatot megel6zéen egy validalasi protokollt
kell késziteni, amely tartalmazza az analitikai eljaras tervezett céljat, a validalaskor alkalmazott
teljesitményjellemzoket és az ezekhez kapcsolodo kritériumokat. Az eredményeket a validalasi
riportban kell dokumentéalni, amely tartalmazza a készitmény nevét, a vizsgalati modszer
tipusat, a teljesitményjellemzdok kdvetelményét. Ezen feliil tartalmaznia kell a vizsgélatok soran
kapott nyers adatokat és az ezekbdl szadmolt eredményeket, amelyek szemléltetésére készitett
abrakat €s tablazatokat is be kell mutatni. Célszerii a kovetelmények alapjan az eredményeket
értékelni. A validalas dokumentalt igazolasa annak, hogy a meghatdrozott paraméterek szerint

miik6dé modszer torzitatlan és ismételhetd eredményeket szolgaltat [19],[21].

4.4. Validalas soran alkalmazott teljesitményjellemzok

Specifikusnak nevezzikk azt a modszert, amely a meghatarozandd komponens vagy
komponensek egy csoportjara tokéletesen szelektiv. A zavard anyagok lehetnek egyéb
hatéanyagok, segédanyagok vagy bomlastermékek. Szelektivitasnal igazolni kell, hogy a
anyagok jelenlétében. Validalas soran vizsgaljuk a modszer linearitasat, amelyben a vizsgalt
anyag koncentracidja egyenesen aranyos a mért jellel. A linearitas tartomanya: 70-130%. A
meghatdrozott pontokra a legkisebb négyzetek elve alapjan illesztjik az egyenest. A
modszerpontossaggal valamely anyag fliggetlen bemérésekbol kapott eredményeinek
kozelségét fejezzikk ki. A modszerpontossdg a mérési eredmények relativ tapasztalati
szorasaval és az atlagérték megbizhatdsagi intervallumaval jellemezhet6. A modszer

pontossagat harom szorés jellegli paraméterrel jellemezhetjiik:

Modszer ismételhetosége: Valamely mddszer ismételhetdségén értjiik azt a tulajdonsagat,

hogy ugyanazon homogén mintét rovid iddintervallumon beliil azonos koriilmények kozott
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(azonos labor, azonos analitikus, azonos muszer stb.) megfeleld szdmu ismétléssel vizsgalva

— beleértve a mintaeldkészitést is — az eredmények mennyire térnek el egymastol.

Kozbensé pontossag: Valamely mddszer kdzbensd pontossagan értjiik azt a tulajdonsagat,
hogy ugyanazon mintat mas koriilmények (pl. mas analitikus, mas miszer, eltéré eredeti
vegyszer) kozott, de ugyanazon laboratoriumban vizsgalva az eredmények mennyire

szornak.

Reprodukalhatosag: Valamely modszer reprodukalhatosdgan értjiikk azt a tulajdonsdgat,
hogy ugyanazon homogén mintat mas-mas laboratériumban analizalva, az eredmények

mennyire szornak [22].

A torzitatlansag megmutatja, hogy a mért vagy szamitott érték mennyire kozeliti meg a valodi
vagy legaldbbis elvileg lehetséges értéket. Felvilagositast ad a modszer, illetve a rendszer
szisztematikus hibairol. A detektdaldsi hatar (Limit of Detection, LOD/LD) a mintaban 1évé
analizalandé anyag azon legkisebb koncentracidja, ami még értékelhetd jelet ad az adott
vizsgalati koriilmények kozott. A jel/zaj viszonynak legalabb haromnak kell lennie, ennek

kiszamitasa az 1. egyenlettel lehetséges.
% = % =3 1l.egyenlet

Ahol:

S: a jel értéke (detektor mértékegységében kifejezve)

N: a zaj értéke (detektor mértékegységében kifejezve)

H: a komponens csucsmagassaga (detektor mértékegységében kifejezve)

h: a hattérzaj savszélessége (detektor mértékegységében kifejezve)

A mérési hatdr, a mennyiségi meghatarozas hatara (Limit of Quantitation LOQ), amely a
mintdban a mérendd anyag legkisebb koncentracidja, ami megfeleld pontossaggal ¢&s
torzitatlansaggal hatarozhatd meg. A jel/zaj viszonynak legalabb tiznek kell lennie. A
matrixhatas felvilagositast ad arr6l, hogy a készitményben 1év0 segédanyagok ¢és
adalékanyagok mennyire befolyasoljdk, zavarjdk a hatdanyag vagy szennyezdinek

meghatarozasat. Kiilon méréseket nem igényel, a pontossag, a linearitas, a torzitatlansag, a
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specifikussag vizsgalatok eredményeibdl kdvetkeztetni lehet a matrixhatdsra. A moddszerben
hasznalt oldatok (mintak, standardek, olddoszerek, eluensek) felhasznalhatosagi idejének
vizsgalatat oldatstabilitasi vizsgalatnak nevezziik. A robusztussdg vizsgalata soran a
kromatografids rendszer paraméterinek megbizhatosagi tartoméanyat vizsgaljuk a mérési
azon két szintje kozotti intervallum, melyeken beliil az adott anyag a validalas eredményei altal
dokumentalt pontossaggal, torzitatlansaggal és linearitassal keriil megallapitasra. A modszer

tartomanyat a linearitas, pontossag ¢és torzitatlansag adatok ismeretében kell megadni [22]-[24].

45. HPLC-UV technika

A nagy-hatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) az analitikai kémidban alkalmazott
technika, amelyet a komponensek elvalasztasara, azonositasara és mennyiségi meghatarozasra
hasznalnak. A meghatarozni kivant komponenseket tartalmazé minta szdrmazhat
¢lelmiszeriparbol  (szinezékek, vegyszermaradvanyok vizsgalata), mezdgazdasagbol
(novényvéddszer-maradvanyok) vagy gyogyszeriparbol (bomlastermékek nyomon kovetése)

[25].

Eppen ezért, mert sokféle analitikai minta komponenseinek elvalasztasara alkalmazhat6
technika, napjainkban a legaltalanosabban alkalmazott modszer mind a kutatasban, mind a rutin
vizsgalatokban. Az elvalasztas alapja, hogy a komponensekre két kiilonboz6 erd hat. Egyrészt
a mozgo6tazis (eluens) hajtoereje, masrészt az allofazis visszatarto ereje. Ennek a két erének az
ereddje hat a komponensekre. Azok a komponensek, amelyek kevésbé kotddnek az
allofazishoz, kisebb az affinitdsuk, gyorsabban, mig a nagyobb affinitdsi komponensek
lassabban haladnak. Az eltelt id6 alatt megtett Ut tavolsaga alapjan, vagyis a retencids ido

alapjan tudjuk elvalasztani a komponenseket [20],[26].

A HPLC-s technika hasznalata szamos el6nnyel jar, mint példaul az egyidejii elemzés, nagy

felbontas, nagy érzékenység, j6 ismételhetdség, kis mintaméret [27].
Az allofazis és mozgdfazis mindsége szerint csoportosithatjuk a HPLC modszereket, példaul:

1. forditott fazisti kromatografia (RP-Reverse Phase), ezt alkalmazzak a leggyakrabban.
Ez esetben az allofazis apolérisabb, mint a mozgo6fazis.
2. normal fazisu kromatografia esetén (NP-Normal Phase), az allofazis polaris és a

mozgofazis apolaris.
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Nem csak adszorpcion alapuld elvalasztas lehetséges. Az elvalasztas alapulhat példaul a

molekulak kozotti egyéb fizikai-kémiai kiilonbségeken, mint példaul a méret.

3. Méretkizarasos kromatografia (SEC-Size Exclusion Chromatography), ennél a
modszernél az allofazis nagy porusatmérével rendelkez6 toltet, a mozgdfazis viz vagy

szerves olddszer is lehet.

Beszélhetiink még ionkromatografiarol (IC-lon Chromatography), ezen beliill ionpar

kromatografiat, ioncserés kromatografiat és ionkizarasos kromatografiat kiilonboztetiink meg

[Internet 7],[27].

R Eluenstarto HPLC

V—e— pumpa

" HPLC
Kolonna : injektor
/4 minta
tarto
L’{ ] kolonna H

Mintatarto talca
és injektor

detektor

hulladék

adatgyijté

| oommmm 00 |

4. abra: HPLC késziilék fobb részei és milkddésének sematikus abrazolasa [sajat munka]

A modern HPLC késziilek nagy nyomast alkalmaz (max. 400 bar; UHPLC esetén akar 1500
bar), hogy az analitot a mozgo fazissal egyiitt egy zart, mikroszemcsékkel toltott oszlopon
keresztiil 4ramoltassa (allofazis). A berendezés a kovetkezd fobb egységekbdl all:
oldészeradagold rendszer (pumpa), injektor, amely a mintat az oszlopra juttatja, valamint a

rendszert 0sszekotd csovek és szerelvények. Az oszlopon torténd elvalasztas/tisztitds utan a
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detektor és az adatgyljtés kovetkezik. A 4. abra egy altaldinos nagy-teljesitményii
kromatografias rendszer sematikus abrajat mutatja [28]. Az eluensek tobbnyire a késziilék
tetején helyezkednek el. A gdzmentesitd segitségével a mozgd fazisban 1évo oldott levegd
buborékok eltdvoznak a rendszerbdl, igy megy tovabb az eluens a nagynyomasu szivattyukba.
Fontos, hogy az aramlas folytonos és pulzalas-mentes legyen. A mintatartd tér altalaban
termosztalhato, ez foleg a bomlastermékek kialakuldsa €s az oldatstabilitds miatt fontos. A
mintdk a mintatartd talcaban megjelolt, szdmozott helyen helyezkednek el, amelyet a mérés
inditasa eldtt a szekvencidban beirunk, igy biztositva, hogy a megfeleld helyrdl és a megfeleld
mintabol torténjen az injektaldas. HPLC késziilék esetén 5-200 pl, UHPLC késziiléknél pedig
0.1-5 pl a jellemzden injektalt térfogat. Injektalas utdn a minta a kolonnara keriil. A kolonna
egyenletes termosztalasa a magas nyomas miatt fontos, illetve bizonyos mértékig a hémérséklet
emelésével csokkenthetd az analizis ideje. A kolonndn a minta komponensei szétvalnak és igy
kiilonb6z6 idoben érkeznek a detektorba, amely egy szamitogépes szoftver segitségével jellé

alakitva kiértékelhet6 [29].

4.6. Kolonna tipusok

A HPLC mérések soran leggyakrabban forditott fazisi kromatografiat alkalmaznak, ezekben
az esetekben a szilikagél alapu allofazisok a jellemzéek. A RP-HPLC technikaknal az allofazis
apolarosabb, mint a mozgo6tazis, ezért a szilikagél feliiletét modositjak, amivel mechanikailag
stabilabb, jo porusszerkezetli, energetikailag homogén és kis szemcsedtmérd-eloszlast
kolonnékat készitenek. A modositas soran altalaban alkil-csoportokat visznek fel a szilikagél

feliiletére, amelyek koziil a leggyakoribbak a Cig-as kolonnak (5.abra) [29],[30].
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5. abra: Cyg-as kolonna felépitése és az elvalasztas soran fellép6 kolcsonhatasok [sajat munka]

A szilikagél elénye, hogy széles nyomas- és hémérséklettartomanyban hasznalhato, viszont
érzékeny a pH-ra, altalaban pH=2-7 kozotti tartomanyban hasznalhatdé megfelelden. Erdsen

savas, illetve lagos kozeg az allofazis hidrolizisét okozza [31],[32].

A héjszerkezetii toltetek az utobbi években terjedtek el, ezzel a szerkezettel csokkenthetd a
zbOnaszélesedés, amelyet tobbek kozott az drvény-és hossziranyu diffiizié okoz. Ha a kolonna
toltése inhomogén, illetve a szemcseatmérd nem teljesen egyforma, akkor eltérd dramlasi
hosszak alakulhatnak ki, igy a mintdban 1év6 molekulak tartozkodasi ideje eltérd lehet a mozgo
fazisban, ami Orvénydiffuziot (eddy) okoz. A mintamolekuldk sajat diffaziojuk révén oda-
vissza iranyu mozgasra képesek az elvalasztas soran, amely hossziranyu (longitudinal) diffaziot
okoz. Ez a tényezd altaldban nem jelent problémat, mivel csak akkor jelentkezik, ha a

kromatografias elvalasztas tul lassu [33],[34].

A héjszerkezetli toltetek jo Orvény- és hosszdiffuzids tulajdonsagokkal rendelkeznek a fent
emlitett jellemzék  miatt. Emellett jobb a szemcseméret eloszlasa ezeknek a tipusu

kolonnaknak, mint a teljesen porozus kolonnaknak. Ahogy az a 6.abran is lathato, egy
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héjszerkezetl toltet egyesiti a porozus, illetve a nem-pordzus toltet kedvezd tulajdonsagait,

mivel a belsé mag koriil pordzus réteg helyezkedik el [29].

belsé mag

&———— porozus réteg

6. abra: Héjszerkezetii kolonna (Ri: bels6 mag sugara, Re: szemcse sugara) [29]

A Lambert-Beer torvény (2. egyenlet) alapjan az elnyelt fény intenzitasabol, kalibracios

egyenes segitségével szamolhatdé a mért minta koncentracidja. A kalibracidos egyenes a

crer

tartalmazza. A koncentraciot az elualodd csucs alatti teriiletbdl kapjuk. A Lambert-Beer

torvénnyel a detektalas alapjan mennyiségi meghatarozas lehetséges [29].
A=l0917°=s*l*c 2.egyenlet
Ahol:
A: abszorbancia
lo: bemend fény intenzitdsa
I: a vizsgalt kozegen athaladt fény intenzitasa
€: az elnyeld kozeg molaris abszorpcids egyiitthatdja
I: fényut hossza [cm]
¢: koncentracio [mol/dm?]

Az UV-Vis (Ultraviolet—Visible Spectroscopy) detektorokra nagy érzékenység, széles linearis
tartomany ¢és kis cellatérfogat jellemzd. Egyszeriien kezelhetdek, gradiens modszerrel is
hasznélhatoak és megbizhatoak. Kedvezd tulajdonsaguk, hogy a hullimhosszuk valtoztathato

(190-800 nm), illetve bizonyos tipusaik egyszerre tobb hullamhosszon mért adatokat is tudnak
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rogziteni. A rogzitett hullamhosszisaghi detektorok manapsidg mar nem jellemzbek, a

tobbcsatornas és a diddasoros detektorok (7.abra) keriiltek el6térbe [29],[35].

racs

akromatikus Hskeietor

/—\ lencse
VST |
| ) ] [[H_@. .............
\ =

holmium

vis-lampa sziird

UV-lampa

diodasor

7. abra: Diddasoros detektor sematikus abraja [35]

A tobbcsatornas detektorok egy idében, tobb hullamhosszon, tobb kromatogramot tudnak
rogziteni. Egy résziik csucstisztasag vizsgalatra is alkalmas. Maximum nyolc hullamhosszon
lehet egy iddben mérni. A diddasoros detektor alatt azokat a tobbcsatornas detektorokat értjiik,
amelyek az adott beallitasi paraméterek mellett idd, intenzitds, hulldimhossz adategyiitteseket
gyljtenek. Az adatfeldolgozast a szoftver végzi. Itt akar mérés utan is ki lehet valasztani, hogy
milyen hulldamhosszasagon értékeljiik ki az adott mintdkat, mivel teljes spektrumot régzit a
detektor [29],[35].

4.7. Minéség a gyogyszeriparban

A gyogyszeriparban a mindség jelentdségének tudatositasa egyre novekszik. Ezt a tudatossagot
az is bizonyitja, hogy szdmos definicié hatdrozza meg, milyennek kell lennie a termék
mindségének. Ahogy az élelmiszeriparban, ugy a gyogyszeriparban is a mindség célja a
fogyasztok védelmének és biztonsaganak biztositasa. Ezt az is mutatja, hogy a gyogyszerek
gyartdsa vagy behozatala engedélyekhez kotott. Gyartds soran kotelezd betartani a helyes
gyartasi gyakorlat (GMP) elveit, illetve iranymutatasait. Ennek célja, hogy segitse a kiilonb6z6
agazatokban 1év0 vallalkozasoknak a biztonsagos termék eldallitdsdhoz sziikséges eldirasok

megfelelését [32]. A GMP eldirasrendszere tartalmazza a sziikséges eljarasokat,
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berendezéseket, ezek {ilizemi elhelyezését €s meghatirozza a sziikséges laboratoriumi
vizsgalatokat. Ezekkel biztositva a megfeleld termékmindséget, az iranyelvek tartalmazzék az
ezekhez sziikséges szakmai, technologiai, miiszaki és szervezési, gyakorlati kovetelményeket
[36]. Az allatgyogyszerek esetében a vonatkozo jogi kovetelményeket a 91/412/EGK iranyelve
dokumentumban foglaljak 6ssze, amely kitér a GMP gyartas sordn alkalmazott altaldnos

rendelkezésekre, a mindségiranyitasra, a dokumentaciora stb. [37],[38].
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Felhasznalt anyagok és eszkozok

A méréseim soran a munkahelyemen 1évé késziilékeket, eszkozoket és vegyszereket
hasznaltam. A mintdk és vegyi anyagok pontos kiméréséhez Mettler Toledo analitikai
mérlegeket hasznaltam, attol fliggden, hogy mekkora mérési tartomanyban kellett bemérnem.
A mérlegeket, minden reggel be kell kalibralni, igy biztositjuk, hogy az egész napos mérésiink
megfeleld legyen. Minden mérleg egy LabX nevii szoftverrel van dsszekapcsolva, tehat a
bemérések nem csak a kinyomtatott riporton, hanem online moédon is elérhetéek. A pontos
elokészitéshez sziikségem volt még ,,A” pontossagu lombikokra és pipettdkra. A puffer esetén
fontos a pH beallitasa, ezt egy Mettler Toledo markaju pH méré késziilék segitségével végeztem
el. A standard és mintaoldatok el6készitéséhez sziikségem volt még ultrahang generatoros
fiirdére, (Brandson markaju), Vortexre, magneses keverére, Hamilton fecskendére, 0,2 um
nylon membran és 0,2 um nylon fecskenddsziirére. Az elkésziilt mintdkat HPLC késziilékhez
hasznalhato mintatarto tivegesékbe sziirtem. A minta hatéanyag tartalmanak meghatarozasahoz
Agilent 1290 Infinity és Agilent 1290 Infinity Il UHPLC késziiléket hasznaltam didédasoros UV
detektorral, a mérésem soran a legfontosabb kiilonbség, hogy az egyik biner, mig a masik
kvaterner pumpaval felszerelt késziilék. Az elvalasztashoz Waters és Kinetex gyartasu
kromatografids oszlopot hasznaltam, melyek Cig-as, 50 mm x 3,0 mm és 1,7 um paraméterti

kolonnak.

Munkam soran felhasznaltam még acetonitrilt és metanolt, mindketté HPLC gradiens tisztasdgu
¢és Merck tipustiak. Emellett sziikségem volt még MilliQ vizre, ezt a laborban allitjuk elé egy
Merck markaja késziilék segitségével. Tovabbi felhasznalt vegyszerek még a vizmentes
kalium-dihidrogén-foszfat ¢és foszforsav, mindkettd analitikai mindségii (Molar). A
modszervalidalas soran sziikségem volt az UXYZ kodi munkastandardre, ezt az UXYZ koda
alapanyagbol allitjuk be gyartoi standard segitségével és ezt egy évig hasznalhatjuk fel. A
validalas soran hasznalt munkastandard tisztasaga 100%-0s, belsé azonositoja L06929. A
rendszeralkalmassag ellenérzésére még gyartoi UXYZ kodi hatéanyagra is sziikségem volt, ez
az ugynevezett referencia standard. Kiilonb6z6 validalasi mindségi paramétereknél a placebot
is kellett vizsgadlnom, ez a hatéanyagon kiviil minden segédanyagot (példaul: Macrogol 6000,

Sztearoil-makrogliceridek és majaroma) tartalmaz, ami a kész tablettdban is van. Ennek az
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Osszetétel aranya ismert, viszont a kutatas-fejlesztés adta at nekem a validalas soran a megfeleld

Osszetételben.

Felhasznalt anyagom a mar sokszor megemlitett UXYZ koda hatéanyag, melynek
Osszegképlete: C19H18N4O2. A molekula tobb részbdl all, tartalmaz benzimidazol-, benzil-,
tovabba egy dihidro-piridazin-gytriit, ezért is alkalmas UV detektalasra. Titkositasi okokbol a
pontos szerkezetet a dolgozatomban nem ismertethetem. Ezt a hatdanyagot szivbetegség esetén
alkalmazzak kutyaknal és tabletta formaban van forgalomban. Validalds soran ennek a

tablettanak a kozti termékét vizsgaltam, amely amorf szilard diszperzid.

5.2. Eluensek, standard- és mintaoldatok elokészitése

Meérésem soran kiilonbozo oldatokat hasznaltam fel. 0,022 M-os foszfat puffert készitettem, a
késobbiekben ezt nevezem Eluens-A-nak. Az Eluens-A elkészitéséhez 3,0 g vizmentes kalium-
dihidrogén-foszfatot kimértem analitikai mérlegen ¢és feloldottam kb. 950 ml MilliQ vizben. A
puffer pH-jat 85%-o0s foszforsavval 2,5 + 0,05 értékre allitottam, majd 1000 ml-es
mér6lombikba dtmostam. MilliQ vizzel jelre allitottam €s homogenizaltam. A puffert lesziirtem
0,2 um nylon membransziirdn. Eluens-B-ként gaztalanitott acetonitrilt hasznaltam. A standard-
¢s mintaoldatok elékészitéséhez is metanolt hasznaltam, mint oldoszer. A standard oldat
elkészitéséhez 10 mg UXYZ kodu munkastandardet bemértem egy 100 ml-es mérélombikba.
A bemért mennyiség jele: Wsa1. A mérélombikot kb. félig toltottem olddszerrel, majd 10
percig ultrahang generatoros fiirdd segitségével oldottam. Visszahlitdttem szobahomérsékletre
és oldoszerrel jelre allitottam. Ennek a 0,1 mg/ml koncentracioju oldatnak a jele SA-1. Mivel a
rendszeralkalmassag ellendrzéséhez sziikség van egy ellen6rzd standard oldatra is, ezért a
folyamatot a bemérést6l, melynek jele Wsa-2, elolrél kezdtem, ennek az oldatnak a neve mar
SA-2. A placebo oldatot ugyantugy készitettem el, mint a standard oldatot, csak a placebo
porkeverékbdl készitettem a bemérést, melynek jele Woiaceho, 8z oldat neve pedig placebo. A
mintaoldat elkészitéséhez egy 100 ml-es mérélombikba 100 mg UXYZ kodu hatéanyagi por
mintat mértem be analitikai pontosdggal. A bemért mennyiség: Wr-1. A mérélombikot kb. %
részig toltdttem oldoszerrel, a mintat 15 percig oldottam ultrahang generatoros fiirdd
segitségével, majd visszahiitottem szobahdmérsekletre. Oldoészerrel jelre allitottam ¢és
homogenizaltam. Az oldat egy részét 10 ml-es fecskenddsziirdbe toltdttem, amelynek a végére
elézbleg 0,2 um nylon fecskenddsziirdt helyeztem. Az oldatbol az elsé 4-5 ml-t eldobtam, majd

atlatsz6 mintatartd tivegesébe sziirtem, amit csavaros, vagott kupakkal zartam. A minta oldat

21



jele A-sarzsszam-1. Mivel a hatdéanyagtartalmat két parhuzamos mintaoldat atlagabol
szamolom ki, ezért a beméréstdl kezdve, mely mennyisége jele Wr.2, megismételtem a

folyamatot, az igy elkészitett mintam jele A-sarzsszam-2.

5.3. Miiszeres analitikai méréstechnika leirasa

Az elkésziilt mintakat a mar emlitett UHPLC késziiléken mértem le a mar emlitett kolonnan. A
hatéanyagtartalom méréséhez hasznalt médszer minden validalasi mindségjellemz6 mérésekor
ugyanaz volt. Az UHPLC mérés soran izokratikus eluciot alkalmaztam, a futasi id6 alatt
ugyanolyan aranyban hasznaltam az Eluens-A ¢és Eluens-B oldatokat. A kolonnatér
hémérséklete 45°C-ra, a mintatér homérsékletét 20°C-ra és az aramlasi sebességet 0,4 ml/perc-
re allitottam be. Az injektalt térfogat 1,0 ul, a futasi id6 6 perc. Két egymast kovetd minta
injektaldsa kozben a modszerbe egy tlimosast is beletettem, ez azért fontos, hogy a
hatdéanyagtartalom vagy barmilyen szennyezddés ne mosddjon at egyik mintabol a masikba.
Ehhez metanol:MilliQ viz elegyét hasznaltam, fele-fele aranyban. A detektalasi hullamhosszt
290 nm-re allitottam. Ezeknek az adatoknak az alapja a Ph.Eur. UXYZ koda hatéanyagra
vonatkozo leiratabol szarmazik, a leirattol valo eltérést a kutatas-fejlesztés csoport munkatarsai

végezték. A kromatografias rendszer adatait a 4. tablazatban foglaltam 6ssze.
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4. tablazat: Kromatografias modszer adatai UXYZ kodu hatéanyag meghatarozasahoz

Késziilék UHPLC-UV detektor
izokratikus elucid
Eluens
75 VIV% Eluens-A, 25 V/V% Eluens-B
Waters Acquity UPLC® BEH C1g 50 mm X
3,0 mm, 1,7 pm (Part No.: 186004660)
Kolonna
Phenomenex Kinetex 1,7 um, C1g, 100A, 50
mm x 3,0 mm (Part No.: 00B-4475-Y0)
Kolonnatér hdmérséklete 45°C
Detektalas UV, 290 nm
Detektalasi tartomany 220-350 nm
Aramlasi sebesség 0,4 ml/perc
Injektalt térfogat 1,0 ul
Futési id6 6,0 perc
80% metanol: 20% MilliQ viz
Timoso
50 masodperc
Minta bemosasi faktor 10-szeres injektalasi térfogat
Mintatér hdmérséklete 20°C

Mivel GMP koriilmények kozott végeztem a méréseimet, ezért nekem mindig elére meg kellett
irnom a szekvenciat. A szekvencia elnevezése altaldnosan: QC-késziilék azonositészama-
EEHHNN®-mérés sorszama.inditas szama (pl: QC-109-240422-1.001). Ezeket kijelolt
mappaba mentettem és a mérés inditasa el6tt egy analitikus kollegammal ellenériztettem.
Munkdm soran az Agilent OpenLab szoftvert hasznaltam, amelynek a sematikus szekvencia

felépitését a 5. tablazatban foglaltam 6ssze.

L EEHHNN: évszam utolsé két betiije, honap, nap
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5. tablazat: Szekvencia sematikus felépitése

Szorzofaktorok Osztofaktorok
Mintatarto
) Injektalasok | Minta tomege
iivegcese Minta neve ) Higitasi Standard
] szama [mo] Szazalék™
szama faktor tisztasag
1. Oldodszer 1 1 1 1
2. Eluens-B 1 1 1 1
3. Eluens-A 1 1 1 1
42 SA-1 5 Wsa-1 100 1 P/100
5. SA-2 1 Wsa-2 100 100 P/100
6. A-sarzsszam-1 1 W1 100 100
7. A-sarzsszam-2 1 W2 100 100

2 A tovabbiakban maximum minden 20. analitikai minta, illetve minden 8 ora utan, valamint a
szekvencia végén kalibral6-ellendrzo oldatot mértem
P — standard hatéanyagtartalom értéke

* Erre a szorzofaktorra azért van sziikség, hogy a végeredményt szazalékos értékben kapjam meg

Az 5. tablazatbol lathatd, hogy fontos megadni a minta nevét, ezeket a mintatarto tivegesére is
talalhato meg. Az elsd standard oldatbol 6tszor injektaltam, a szoftvernek meg kell adni, hogy
erre az Ot parhuzamosra kalibraljon, ehhez a koncentraciot kiilon beirtam, és erre néztem a
rendszeralkalmassagot. Be kellett még irnom a standard és mintaoldatok tomegét, higitasi
faktorat és mivel szdzalékos formaban szerettem volna megkapni a végsé eredményt ezért
beirtam egy 100-as szorzofaktort is. Az osztofaktorokhoz azokat az értékeket irtam be, amivel
a szoftvernek szdmolas soran osztania kellett az értéket, ilyen példaul a standard tisztasaga vagy
az elméleti tabletta tomege. A szekvencia irdsakor még fontos, hogy a megfeleld modszert

hivatkozzuk be.
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A szekvencia szerint a mérés soran injektaltam az olddszert és azonositottam az olddszer
csucsait. Injektaltam az Eluens-B-t és azonositottam az acetonitril cstcsait. Vizsgaltam még az
Eluens-A-t is és azonositottam a puffer csticsait. Fontos, hogy a vizsgalandé komponens helyén
ne legyen sem az oldészerbdl, sem az acetonitrilbél, sem a pufferbdl szarmazo zavard csucs.
Ezutan injektaltam az SA-1 oldatot és ellendriztem a rendszeralkalmassagi kovetelményeket,
ezeket az értékeket szintén a Ph.Eur. alapjan a 6. tablazatban foglaltam 6ssze. Az SA-1 oldatot
egymas utan Otszor mértem, kiszamoltam a cstcsteriiletek relativ szorasat és ellendriztem a
rendszerpontossagot, RSDsa-1. Injektaltam az SA-2 oldatot egyszer és ellendriztem a kalibracid

pontossagat. Majd vizsgaltam a mintaoldatokat is.

6. tablazat: Rendszeralkalmassagi kovetelmény UXYZ kodu hatéanyagra nézve

Retencios id6 SA-1 0,8-2,0 perc
Tanyérszam SA-1 >800
Tailing faktor SA-1 08-18

RSDsa-1 <1,0%
Delta <5,0%
Korrelacidé SA-1 és SA-2 <2,0%

Ezeket a kovetelményeket (6.tablazat) a szoftverbe eldre beirtam, igy a riporton kaptam
visszajelzést, hogy a rendszeralkalmassag megfelelt vagy nem felelt meg. A kdvetelmények
kozé tartozik a retencids id6, ami szerint 0,8 és 2,0 perc kozé kell esnie az UXYZ koda
hatdanyagu csucsnak, a csucs tailing faktora (aszimmetridja) 0,8 és 1,8 kozott kell lennie, az
elméleti tanyérszamnak pedig nagyobbnak vagy egyenlonek kell lennie 800-zal. A relativ
szorasnak 1,0%-nal, mig a korrelacionak 2,0%-nal kell kisebb értéket adnia. A delta értéke

pedig nem lehet nagyobb mint 5,0%. Ezeket az értékeket a kovetkezoképpen kell kiszamolni.

A relativ szorast Excel segitségével szamoltam ki, ahol az SA-1 6t parhuzamos injektalas
cstcsteriileteinek szorasat osztottam az SA-1 6t parhuzamos csucsteriiletének atlagaval, majd

szoroztam szazzal, 1asd 3. egyenlet.

Sz67as (Asa-1,1,454-1,2A54-1,3A54-1,4A54-1,5)
RSD [%] = - - - : =~ % 100

Atlag (Asa—1,1.Asa-1,2:As4-1,3.Asa-1,0A54-1,5)

3.egyenlet
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Ahol:
Asa-1x: az SA-1 oldat parhuzamosainak cstcsteriilete

A relativ szoras kiszamolasaval ellendriztem a rendszerpontossadgot, mivel itt ugyanabbdl a

mintatart6 tivegesébdl injektal a késziilék 6tszor, igy a géphibat ezzel tudtam kisziirni.

Az SA-1 és SA-2 oldatok cstcsteriiletének Osszehasonlitdsaval ellendriztem a kalibracid
pontossagat, hiszen egy masik bemérésii, de ugyanolyan higitasu standard oldatnak az SA-1
oldat mérési pontjaira kellett esnie, maximum 2,0%-os eltéréssel, az SA-2 oldatnak is. Ehhez

elészor a normalizalt teriileteket kellett kiszamolnom (4. egyenlet).

Normalizalt teriilet = :/ﬁ 4.egyenlet
SA

Ahol:
Asa: referencia oldat csticstertilete [MAU]
Wsa: bemért standard tomege [mg]

Majd a kapott értékekb6l tudtam kiszamolni a korrelaciot az 5. egyenlet segitségével.

Korrelacié [%] = (W) * 100 5.egyenlet
SA-1

Ahol:
NTsa-1: SA-1 oldatra szamolt normalizalt tertilet
NTsa-2: SA-2 oldatra szamolt normalizalt tertiilet

A delta értéket (6.egyenlet) egy sarzs mintajabol késziilt két parhuzamos oldatara szamoltam.

Ezzel fleg a mintaeldkészitési hibat tudtam kisziirni.
Delta [%] = abs(Asarzsszaml — Asarzsszam2) * 100 6.egyenlet
Ahol:
A sarzsszaml: %-ban kifejtett hatdéanyagtartalom az 1. parhuzamos mérésnek

A sarzsszam?2: %-ban kifejtett hatdoanyagtartalom az 2. pairhuzamos mérésnek
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A delta kiszamolasahoz sziikség volt még a hatéanyagtartalom kiszamolasahoz is, amelyet a
7. egyenlet segitségével tudtam meghatarozni, hogy az adott mintaban hany szazalék az UXYZ

koda hatéanyag.

P
AT*DT*WS*_mo

Tartalom [%] = ooy 100 7.egyenlet
* * T

Ahol:

AT: Minta oldatban a hatéanyag csucsteriilete [MAU]

As: Referencia oldat (SA-1) cstcsteriileteinek atlaga [mAU]
Wr: Bemért minta tdmege [mg]

Ws: Bemért standard tomege [mg]

Dr: Minta oldat higitasi faktor

Ds: Referencia oldat higitasi faktor

P: Standard tisztasaga [%]

Ezen értékek kiszdmolasat a szoftver maga is elvégzi, de ellendrzésképpen egy Excelbe tablaba

1s beirtam.

5.4. A médszer validalasa

Mivel a rendszeralkalmassagi kovetelmények teljesiiltek, elkezdtem a validalashoz sziikséges
mindségi jellemzoket meghatarozni. Ebben segitségemre volt a LAV-MEL-062, ami a cégen
beliil egy jovahagyott, a HPLC-s analitikai vizsgalatok validalasarol szold szabvanymiiveleti
el6iras, amiben 0ssze vannak foglalva, hogy mely paraméterek segitségével kell egy modszert

validalni.

A szelektivitas és specifikussag vizsgalat célja annak bizonyitdsa, hogy az UXYZ kodu
hatéanyag elvalaszthat6 az ismert szennyezoktol. A szelektivitas bizonyitasahoz sziikséges volt
vizsgalni az oldoszert és az ismert szennyezoket tartalmazd mintaoldatokat. A modszer
specifikussagat kiilonb6z6 bontasi kisérleteken keresztiil bizonyitottam. Az UXYZ kodu
hatéanyagot a kovetkez0 stressz koriilményeknek vetettem ala: hé, fény, savas hidrolizis, lagos

hidrolizis és oxidacio (hidrogén-peroxid). A specifikussagot olyan bomlasokon keresztiil
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igazoltam, ahol a bomlas legfeljebb 20%. A vizsgalat soran keletkezett oldatokat UV detektoros
UHPLC késziiléken vizsgaltam a hatanyagtartalom meghatarozasanak modszerével és
bizonyitottam az UXYZ koéda hatéanyag cstcstisztasagat. A specifikussag vizsgalatot
standarden, placebon és UXYZ kodu hatéanyagot tartalmazé mintan vizsgaltam. Miel6tt a
stressz kezeléseket elkezdtem volna az eredeti mintabol is szlirtem mintatarté tivegesébe, hogy
a kezelt mintdkat 6ssze tudjam majd hasonlitani az eredetivel. Elkészitettem a 2%-0s NaOH
oldatot, 2 g NaOH-t analitikai mérlegen kimértem és MilliQ vizzel 1000 ml-re kiegészitettem.
A 2%-0s HCI oldathoz 6 ml cc. HCI-t 100 ml-re higitottam MilliQ vizzel. Majd elkészitettem
a 2%-0s H.0O: oldatot, amely soran 3 ml cc. H202-t 100 ml-re higitottam MilliQ vizzel. Ezekbdl
a 2%-os oldatokbdl a standardre, a placebora és a mintara is 2-2 ml-t pipettaztam. Hovel valo
kezeléshez a vizsgalni kivant oldatokat 70°C-os vizfiirddbe helyeztem, a fénnyel vald
stresszeléshez a mintaoldatokat eldl hagytam a munkaasztalon. Igy 6sszesen az eredeti harom
mintabol 15 kezelés alatt all6 minta lett. Stresszkoriilmények kozott harom orat hagytam allni

a standard-, placebo- és mintaoldataimat.

A mérés soran kovetelményeknek kellett megfelelni, miszerint a szennyez6 csticsok valjanak
el az UXYZ kodua hatdéanyag csucsatol, a bomlasvizsgalatok soran az UXYZ koda hatdéanyag
csucs tiszta maradjon. Tovabba a csucstisztasagnak nagyobb vagy egyenlonek kellett lennie,
mint 0,95 és a stressz koriilményeknek alavetett mintaknak 95% vagy annal nagyobb mértékben
kellett, hogy azonosak legyenek az UXYZ koda hatdéanyag nem stresszkezelt mintajanak
spektrumaval. A csucstisztasagot az Agilent OpenlLab szoftver segitségével vizsgaltam. A
szoftver a hatéanyagcstcs €s az esetleges szennyezok teriiletének aranyabol szamolja azt. Az

eredményt nullatol egyig adja meg a szoftver, ahol egy a tiszta csucsot jelzi.

A kovetkezd mindségjellemzd, amit vizsgaltam az a linearitas volt. A vizsgalat célja, hogy
bizonyitsam, a mintaoldat koncentraci6 70-130%-o0s tartomanyban az UYXZ hatéanyag
koncentracié linedrisan valtozik a mért csucsteriilettel. A mérési koncentracid 70-130%-0s
tartomanyaban 6t kiilonbdzd dsszehasonlithato oldatot készitettem két kiilonbozd térzsoldatbol
valo higitassal. Az oldatokat a hatéanyagtartalom moddszer leirdsban megadott koriilmények
kozott mértem, minden oldatbol egy-egy injektalast végeztem. Abrazoltam a mért csucsteriilet
értékeket a koncentracid fiiggvényében, kiszamoltam az egyenes egyenletét, a korrelacios

koefficiens négyzetes értékét (R?), a tengelymetszetet és megadtam a tengelymetszet és a
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100%-os koncentracidhoz tartozd csucsteriilet-értékek hanyadosanak szézszoros értékét (Z

érték), lasd 8. egyenlet.

__100+*a
T b

Z

8.egyenlet

Ahol:
a: y tengelymetszet
b: csucsteriilet a 100%-0s koncentraciohoz

A linearitashoz sziikséges 1. torzsoldat minta el6készitéséhez egy 100 ml-es mérélombikba
kimértem 20 mg UXYZ kodi munkastandardet, olddszerben oldottam, jelre toltottem és
homogenizaltam. Kovetkez6 1épésben elkészitettem a 2. torzsoldatot, amihez egy 100 ml-es
mér6lombikba 40 mg UXYZ kodu munkastandardot bemértem, oldoszerben oldottam, jelre

toltdttem és homogenizaltam.

A két oldatbdl higitasi sorozatot készitettem, ahol a higitast olddszerrel végeztem. Az ottagu
linearitasi soromat LLA1-t61 LAS5S-nek neveztem el. Az 1. torzsoldatbol 3,5 ml oldatot
pipettaztam ki egy 10 ml-es mérdlombikba, majd jelig toltottem. gy kaptam LA1 mintaoldatra
0,07 mg/ml-es koncentraciot. Ugyanebbdl a torzsoldatbol készitettem az LA3 és LAS oldatokat,
mig a 2. torzsoldatbol készitettem az LA2 és L A4 oldatokat. A 7. tablazatban foglaltam 6ssze
a linearitdshoz készitett higitadsi sor elkészitését, ahol lathato, hogy melyik torzsoldatbol

készitettem el a higitasokat. A tablazatban lathat6, hogy minden esetben 10 ml-es mérélombikot

crer

7. tablazat: Linearitas vizsgalathoz készitett higitasi sor

) Torzsoldat | Torzsoldat Végso
Minta | Célkoncentraci6 Végtérfogat
koncentracio | térfogata koncentracio
neve [9%0] [ml]
[mg/ml] [ml] [mg/ml]

LAl 70 0,20 3,5 10 0,07

LA2 80 0,40 2,0 10 0,08

LA3 100 0,20 50 10 0,10

LA4 120 0,40 3,0 10 0,12

LAS 130 0,20 6,5 10 0,13
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A linearitds teljesiiléséhez kovetelmény, hogy a pontokra illesztett egyenes korrelacios
egyiitthatojanak négyzete (R%) nem lehet kisebb, mint 0,998. A Z értéke (cstcsteriilet-értékek
hanyadosanak szazszoros értéke) legfeljebb 3,0% legyen. A normalizalt teriiletek szazalékban

kifejezett relativ szorasa legfeljebb 2,0% legyen.

A pontossag is a validalashoz sziikséges mindségjellemz6. Ennek a vizsgalatnak a célja, hogy
bebizonyitsa, a mddszer ismételhetdsége ugyanabbdl a mintabdl, ugyanabban a laborban,
ugyanazon a késziiléken megfeleld. Ehhez a méréshez hat parhuzamos mintaeldkészitést
végeztem a moddszerben megadottak szerint (l4sd mintaoldat el6készitése). Minden oldatot
egyszer mértem, majd vizsgaltam a mért hatdanyag tartalménak relativ szorasat. Kovetelmény,

hogy a mért hatéanyag tartalmak relativ szorasa nem lehet nagyobb, mint 2,0%.

A pontossaghoz szorosan kapcsolodik a kozbensd pontossdg, mely vizsgalat célja annak
bizonyitasa, hogy a mddszer ismételhetésége ugyanabbol a mintabol, egy masik késziiléken,
masik analitikus altal és masik napon vizsgalva is megfeleld. A mddszer ismételhetdségénél
leirt mintat vizsgaljuk, de a kozbensd pontossdgnal masik analitikus, masik késziiléken, masik
napon végzi a modszer ismételhetdségénél leirt méréseket az eluens a standard és a mintaoldat
elokészitésével egyiitt. A két méréssorozat atlagértékeinek relativ eltérését vizsgaltam, melyet

az 9. egyenlettel szamoltam ki:

T-T

2

Relativ eltérés [%] =

* 100 9.egyenlet

Ahol:
To: hatéanyag tartalom atlaga a vizsgalt idépontban [mg/100mg]
T1: hatéanyag tartalom a kezdeti idépontban [mg/100mg]

Kovetelmény ennél a mindségi paraméternél, hogy a mért hatdanyag tartalmak atlaganak relativ

eltérése nem lehet nagyobb, mint 3,0%.

Atorzitatlansag a kovetkezd vizsgélat, amit elvégeztem a modszer validalasa soran. A vizsgalat
célja annak bizonyitasa, hogy a tartalom meghatarozas a mintaoldat koncentraci6é 70-130%-0s
tartomanyban torzitatlan, az UXYZ kodu hatéanyag tartalom meghatarozasara nincs hatdsa a
segédanyagoknak. A mintaoldat koncentraciohoz viszonyitva 70%, 100%, 130%-0s szinten

mértem ra a hatéoanyagot a placebora. Minden szinten 3-3 mintael6készitést végeztem az
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alabbiak szerint. Minden oldatnak egyszer mértem a hatéanyag tartalmat (%) és a hatéanyag
tartalom relativ szorasat. Minden koncentracional, minden pontban visszanyerést kell szdmolni
a 10. egyenlet segitségével.

Visszanyerés|[%]| = _Tmert 100 10. egyenlet

szamitott

Ahol:

Tmerr: @z UXYZ koda hatéanyag tartalom meghatarozasra hasznalt kromatografias

modszerrel mért tartalom eredménye [mg/ml]
Tszamitort: @ bemért alapanyag mennyiségébdl szamitott érték [mg/ml]

Az oldatok elkészitéséhez a kutatds-fejlesztéstdl kaptam 7%, 10% és 13%-0s UXYZ kodu
hatdéanyagot. A harom kiilonb6z0 hataserdsségbdl harom mintaoldatot készitettem. Mindhérom
esetben egy 10 ml-es mér6lombikba mértem be 100 mg megfeleld hataserdsségiit UXYZ kodu
hatéanyagot, majd olddszerrel jelre allitottam és homogenizaltam. Az igy kapott oldatok

jelolése: ACC-70%, ACC-100% és ACC 130%.

A mérés soran a kovetelmény, hogy az egyes koncentracioszinten szamitott visszanyerések
relativ szorasa legfeljebb 2,0%, mig atlaga 98,0%-102,0% kozott legyen. A visszanyerés €s

relativ szoras egyenletét a kordbbiakban mar bemutattam.

A validalas soran fontos meghatarozni az oldatstabilitast, ezzel a vizsgalattal bizonyitottam,
hogy a felhasznalt oldatok (standard és mintaoldat, oldoszer, eluens) milyen koriilmények
kozott meddig tarolhatok. A stabilitas vizsgalat a valaszjelek (csucsteriiletek) 6sszehasonlitasan
keresztiil tortént, a frissen készitett standard és mintaoldathoz hasonlitottam a tarolt oldatok
vélaszjelét. Mivel a mérés nem folyamatos, ezért mindig friss standard oldatra kalibralva
mértem a tarolt standard és mintaoldat tartalmat, és az egyes idopontokban mért tartalmakra

szamoltam ki a relativ eltérést (11. egyenlet).

T,-Ty

Relativ eltérés = *100  11.egyenlet

2
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Ahol:
T>: hatéanyag tartalom a vizsgalt idépontban [%0]
T1: hatéanyag tartalom a kezdeti idépontban [%]

Az eluens eltarthatdsagat kiilonb6z6 idépontokban a rendszer alkalmassagat ellenérzo oldat

futtatasan keresztiil vizsgaltam, mikdzben ugyanazt az eluenst hasznaltam.

A mérés sikeres, ha a standard és mintaoldatok esetén a 0. napon készitett oldathoz viszonyitott
relativ eltérés nem nagyobb mint 2,0%, illetve az eluens addig az id6épontig tekinthetd stabilnak,
amig az oldatbol fizikai szennyezddés kivaldsa nem tapasztalhato, és a rendszeralkalmassagi
feltételek teljesiilnek. Az adatok alapjan megéllapitottam az oldatok tarolasi koriilményeit és a

felhasznalhatosagi idejét.

Az utolsoé validalasi mindségi jellemz6, amit vizsgaltam az a robusztussag volt, célja a modszer
érzékenységének vizsgalata kiilonb6zé kromatografias koriilményekre. Ehhez az aramlasi
sebességet, a puffer pH-jat és a szerves oldoszer aranyat valtoztattam. A valtozas mértéke

minden esetben, az eredeti paraméterekhez viszonyitva, maximum 20%.

8. tablazat: Robusztussag vizsgalatanal a modszerekben 1évo valtoztatasok

Modszer neve Aramlasi sebesség Eluens-A pH-ja Szerves oldoszer aranya
[ml/perc] Eluens-A [%] | Eluens-B [%0]
UXYZ-ROB-0 0,40 2,50 75 25
UXYZ-ROB-1 0,35 2,50 75 25
UXYZ-ROB-2 0,45 2,50 75 25
UXYZ-ROB-3 0,40 2,40 75 25
UXYZ-ROB-4 0,40 2,60 75 25
UXYZ-ROB-5 0,40 2,50 73 27
UXYZ-ROB-6 0,40 2,50 77 23

Mindhiarom paramétert az eredetihez képest kétféleképpen véltoztattam meg €s minden
valtoztatott metodban csak egy paramétert valtoztattam. A 8. tablazatban lathato, hogy az
UXYZ-ROB-0 a modszer leirat szerinti kromatografias koriilményeknek megfeleld. Tovabba

tartalmazza, hogy az UXYZ-ROB-1 és UXYZ-ROB-2 clnevezési modositott modszerben az
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aramlasi sebességet, a UXYZ-ROB-3 ¢s UXYZ-ROB-4 eset¢ében az FEluens-A pH-jat
valtoztattam meg, mig a UXYZ-ROB-5 ¢s UXYZ-ROB-6 esetében szoftveresen allitottam at
az eluensek keverési aranyat. Minden esetben robusztusnak tekinthetd a modszer, ha a
rendszeralkalmassagi kovetelmények teljesiilnek, amit a 6. tablazatban 6sszefoglaltam. Mivel
robusztussag vizsgalatanal csak oldoszert és SA-1-et injektaltam, ezért a rendszeralkalmassag

vizsgalatakor, csak a retencids id6t, a tanyérszamot ¢és tailing faktort vettem figyelembe.
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6. EREDMENYEK

6.1. Validalasi minéségjellemzok vizsgalata

Az elsé validalasi minéségjellemz0, amit vizsgaltam az a Szelektivitds és specifikussag volt. A
vizsgalat soran az volt a célom, hogy bizonyitsam az UXYZ kodu hatéanyag elvalaszthatd az
ismert szennyezOkt6l. A szelektivitas vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy az UXYZ
hatdanyag cstcs retencids idejénél nem voltak sem az eluensbdl, sem az oldoszerbdl, sem a
pufferbdl, sem az SST-bol, sem a placebobdl szarmazd zavaro csticsok. Szelektivitas teljesiilt,
hiszen az UXYZ ko6da hatdéanyag csiicsnak a bomlasi folyamatok soran tiszta maradt
(csucstisztasag > 0,95), tovabba azonossag (spektrum hasonlosag, > 0,95) is megfelelt a mérés
soran. A fécsucsnal az interferalé cstics nem haladta meg a standard oldat cstucsanak 0,5%-at.
Az eredmények Osszefoglalasa a 9. tablazatban lathato, amelyben feltiintettem a standard,
minta és a placebo oldat el6készitésekor bemért tomeget, az UHPLC mérés soran kapott
teriiletet, emellett a zavaro jelet és a retencids idejét az UXYZ koda hatdéanyagnak, amely a
6. tablazatban leirt rendszeralkalmassagi kovetelménynek megfelelt. A mérés soran kapott
kromatogramok az 1. mellékletben megtalalhatoak. A specifikussag eredményeit a
10. tablazatban foglaltam Ossze, ahol feltiintettem az eredeti és a stressz koriilményeknek

alavetett mintak eredményeit.

Tehat a modszer specifikussaga és szelektivitasa is megfeleld, mert a spektrum hasonld az
eredetihez, a vizsgalat soran nem észleltem bomlast, tovabba mert az UXYZ koda hatdéanyag

retencids idejénél nincs interferencia az oldoszer, az eluens €s a placebo barmelyik csticsaval.

9. tablazat: Szelektivitas eredményei

UXYZ kodua
Bemérés .. hatéanya Zavaro jel
[mg] Tertlet retenciés);dgej e < 0.5J
[perc]

SA 10,336 80083222 1,11 -

Minta 100,4 77214639 1,11 -
Blank - MeOH 0 ND N/A N/A
Blank - Eluens-B 0 ND N/A N/A
Blank - Eluens-A 0 ND N/A N/A
SST 0 ND N/A N/A
Placebo 500,3 ND N/A N/A
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10. tablazat: Specifikussag eredményei

Bemérés Teriilet Csticstisztasig | Azonossig UXYZ kédu hatéanyag
[mg] [mAU] [%0]
Placebo 500,30 ND ND ND N/A
Placebo - 2% HCI 500,30 ND ND ND N/A
Placebo — 2% Hz0; | 500,30 ND ND ND N/A
Placebo — 2%

- 500,30 ND ND ND N/A
Placebo - 70°C 500,30 ND ND ND N/A
Placebo - fény 500,30 ND ND ND N/A

Standard 50,52 391831128 1,00 0,995 99,436
Standard - 2% HCI 50,52 299986010 1,00 0,999 76,128
Standard - 2% H20; | 50,52 352124482 1,00 0,098 89,360

Standard - 2% 50,52 311222289 1,00 0,999 78.980
NaOH

Standard - 70°C 50,52 220956204 1,00 1,000 56,073

Standard - fény 50,52 399137958 1,00 0,995 101,290

A-minta 50030 | 381286227 1,00 0,996 9,771
A-minta- 2% HCl | 50030 | 290789642 1,00 1,000 7,452
A-minta 2% - Ho0> | 50030 | 341141859 1,00 0,098 8,742

A-minta 2% - 50030 | 314556906 1,00 0,099 8,061

NaOH
A-minta - 70°C 50030 | 361888755 1,00 0,097 9,274
A-minta- fény 50030 | 435514197 1,00 0,994 11,160

A tablazatokban szerepld ND a nem detektalhatdsag roviditése.

A linearitdas vizsgalatanak célja annak bizonyitasa, hogy a mintaoldat koncentracidja 70-130%-

os tartomanyban az UXYZ hatdanyag koncentracio linedrisan valtozott a mért csucsteriilettel.

A vizsgélat soran bebizonyosodott, hogy a koncentraci6 és a csucsteriilet kozott lineéris
korrelacié van a vizsgalt tartomanyban. Ot oldatot vizsgaltam a koncentracié 70-130%-0s
tartomanyaban két térzsoldat higitasaval. Minden oldatot egyszer injektaltam. A csucsteriiletet
a koncentraci6 fiiggvényében dbrazoltam (8. abra), és az eredmények linearis regressziod
elemzéssel értékeltem ki, ehhez kiszamoltam az egyenes egyenletét, az egyenes korrelacios
egylitthatojat, 100%-os koncentracidohoz tartozo csucsteriilet-értékek hanyadosanak szazszoros

értékeét és a normalizalt teruleteket relativ szorasat.

A 11. tablazatban foglaltam Ossze a mintakészitést, tehat, hogy mennyi UXYZ kodua

hatéanyagi mintat mértem be a két torzsoldathoz (1. torzsoldat bemérése: 20,16mg, a 2.

35



torzsoldat bemérése: 40,08mg). A linearitas vizsgalatahoz felhasznalt higitasi sor elkészitését

az anyagok ¢és modszerek részben részleteztem. Emellett a 11. tablazat tartalmazza mérési

eredményeimet, hogy az adott higitasbol (LA1-LAS5) milyen csucsteriileteket kaptam, mennyi

lett a mért koncentracio és a normalizalt terileteket is.

11. tablazat: Linearitas eredményei

Elméleti Mért
) Bemérés | Célkoncentracio Teriilet Normalizalt
Minta neve koncentracio | Koncentracio
[mg] [9%6] [mAU] teriilet
[mg/ml] [mg/ml]
LAl 20,16 70 0.071 0,0723 56611168 802312472
LA2 40,08 90 0.080 0,0809 63349877 790292877
LA3 20,16 100 0.101 0,1033 80892048 802500476
LA4 40,08 110 0.120 0,1231 96419596 801892848
LA5 20,16 130 0.131 0,1345 105339020 803869200

Excel segitségével meghatidroztam az egyenes egyenletét:
y =811765100,034 x — 1108756,69

a korrelacios egyiitthatot:
R? = 10,9996
a Z értéket:
Z=14%
¢s a relativ szorést:

RSD% = 0,6%
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A kovetelmények a linearitds vizsgalatnal teljesiiltek, miszerint a korrelacios egyiitthato

legalabb 0,998, a Z érték maximum 3% ¢és a normalizalt cstcsteriiletek relativ szorasa kisebb,

mint 2,0%.

Ebbdl azt a kdvetkeztetést vontam le, hogy az UXYZ kodl hatdoanyag meghatarozasi modszere

linearis a megadott tartoméanyban.

A pontossag vizsgalat célja annak bizonyitdsa, hogy a modszer ismételhetdsége ugyanabbol a

mintabol, ugyanabban a laborban, ugyanazon a késziiléken megfeleld. A vizsgalat soran

bebizonyosodott, hogy a modszer ismételhet6. Hat mintaoldatot készitettem, az anyagok és

modszerek résznél leirt mintaoldat készités szerint, €s mindegyiket egyszer injektaltam. A mért

hatéanyagtartalom relativ szorasat a 12. tablazatban foglaltam Gssze. A tablazatban lathato,

hogy melyik sarzsot vizsgaltam (K020023), és a hat parhuzamos mérés hatdéanyagtartalma, a

hat mintanak az atlagat és relativ szordsat is feltlintettem.

12. tablazat: Pontossag eredményei

Mért UXYZ kodu hatéanyag tartalma

Vizsgalt .
) [mg/100mg] Atlag | RSD%
Sarzs szama
1. 2. 3. 4. 5. 6.
K020023 9,88 | 9,87 | 9,96 | 9,85 | 9,83 |9,79| 9.85 0,80
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A hat parhuzamos minta kozott a relativ szords nem lett nagyobb ketténél. Ezaltal teljesiilt a

pontossagnal elvart kovetelmény, igy a modszeriink pontosnak tekinthetd.

A kovetkezé mindségi paraméter, amit a modszer validalas soran vizsgaltam az a kozbenso
pontossag. Ezzel a vizsgalattal a célom annak bizonyitasa, hogy a modszer ismételhetdsége
ugyanabbol a mintabol, egy masik késziiléken, masik analitikus altal €s masik napon vizsgélva
is megfeleld. Az altalam mért eredményeket, amiket a pontossag mérés soran is felhaszndltam,
hasonlitottam 6ssze T2 analitikus altal mért eredményeivel. A 13. tablazatban lathato, hogy a
két kiilonb6z6 mérési sorozat relativ kiilonbsége megfelel a kovetelménynek, mivel RSD%

kisebb mint 3,0%.

13. tablazat: Kozbens6 pontossag eredményei

Vizsgalt Mért UXYZ kodu hatéanyag tartalma , Relativ
Atlag RSD%
sarzs [mg/100mg] kiilonbség
[mg/100mg] | [%0]
szama 1. | 2 3. 4. 5. 6. [%0]
K020023
1 9,88 987 | 99 |985]| 983 | 9,79 9.85 0,80
1,79
K020023
T 9,95 9,95 | 10,16 | 9,99 | 10,10 | 10,01 10,03 0,08

A torzitatlansag vizsgélat célja annak bizonyitdsa, hogy a tartalom meghatirozdsa a
mintaoldatkoncentracié  70-130%-o0s  tartomanyban torzitatlan, az UXYZ kodua
hatéanyagtartalom meghatarozasara nincs hatdsa a segédanyagoknak. A torzitatlansagot
bizonyitd oldatokat egyszer injektaltam az oszlopra és az eredményeket az azonos
koncentraciohoz tartozo egyes oldatok visszanyerési %-a, az azonos koncentracidhoz tartozo

visszanyerések atlaga és RSD% kiszdmitasaval értékeltem.

A vizsgalathoz a harom kiillonb6zo erdsségli hatdoanyagbol 3-3 bemérést végeztem €s ezekbol
készitettem el a mintaoldatokat. A torzitatlansdgot bizonyitd oldatokat egyszer injektaltam és
az eredményeket az azonos koncentracidhoz tartozo6 egyes oldatok visszanyerési %-a, az azonos
koncentraciohoz tartozd visszanyerések atlaga és RSD% kiszamitdsaval értékeltem. Az
eredményeket a 14. tablazatban foglaltam Ossze. A tablazatban feltiintettem mindegyik
mintdhoz a hozzatartozd koncentraciot, a folyadékkromatografids mérésbdl szadrmazd

csucstertiiletet ¢s a hatdanyagtartalmat. A szamitott koncentraci6 és az elméleti koncentracid
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hanyadosabdl szamitott visszanyerés és kiilonbozé koncentracioszintekhez tartozé harom

mintaoldat visszanyerés atlagat ¢és relativ szorasat.

Az eredményekbdl arra kovetkeztettem, hogy a modszer a vizsgalt tartomanyban pontos és
nincs matrixhatés, illetve szisztematikus hiba. Az egyes koncentracioszinteken a szamitott
visszanyerés 98,0% ¢és 102,0% kozé esik €s a szamitott visszanyerések relativ szordsa nem

nagyobb 2,0%-nal.

14. tablazat: Torzitatlansag eredményei

L Elméleti Mérési eredmény ) , Atlag ) ,
Kon_c entracio Konc. | Konc. Hatoanyagtart. Visszanyerts visszanyerés Vlssza_nyeres
szint [%0] [mg/mi] | [%] Teriilet [96] [%0] [%] RSD-je [%0]
0,0701 | 70,07 | 54094529 69,07 98,58
ACC-70 0,0704 | 70,35 | 54987975 70,21 99,81 99,1 0,6
0,0703 | 70,28 | 54442804 69,52 98,92
0,1002 | 100,2 | 77772783 99,31 99,11
ACC-100 0,1012 | 101,2 | 78681854 100,47 99,28 100,0 1,4
0,1011 | 101,1 | 80519626 102,82 101,70
0,1304 | 130,39 | 102184967 130,48 100,07
ACC-130 0,1305 | 130,52 | 101772188 129,95 99,57 99,9 0,3
0,1303 | 130,26 | 101931583 130,16 99,92

Az oldatstabilitas vizsgalat soran azt vizsgaltam, hogy mennyi az elkészitett oldatok
eltarthatosagi ideje, tovabba adott tarolasi koriilmények k6zott hogyan valtozik. Ugyanazokat
a standard ¢€s mintaoldatokat tobbszor elemeztem tobb id6pontban (168 6ran keresztiil). Normal
laboratoriumi tarolasi koriilmények kozott, UHPLC mintatartdé hémérsékelten (20°C) és
hiitészekrényben (5+£3°C) tarolt oldatokkal szemben, frissen készitett standard oldatokat
hasonlitottam Ossze. Az eluens tarolasi idOtartamat a rendszeralkalmassagi eredményekkel és
szemmel lathato elvaltozassal ellendriztem, mikdzben a vizsgélat sordn végig ugyanazt az

eluenst hasznaltam.

A standardre vonatkozé eredményeket a 15. tablazatban, mig a mintdkra vonatkozo
eredményeket a 16. tablazatban foglaltam 6ssze. Mindkét tablazatban lathatd, hogy a nulladik
napon a rendszeralkalmassag teljesiilése utan SA-1 és SA-2, valamint minta-1 és minta-2
oldatokat injektaltam, a kdvetkezd napokban ezekhez az értékekhez viszonyitottam a kapott
eredményeket. Az UHPLC-ben tarolt mintak mintatart6 iivegcsében voltak a késziilékben, a

hiitében, illetve szobahomérsékleten 1évé mintdknal a torzsoldatot lombikban taroltam és az
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adott napon sziirtem mintatarto tivegcsébe. A tablazatokban feltiintettem a napokat, amikor a

vizsgalatot végeztem ¢és a kiilonbozo tarolasi koriilményeknél kapott eredményeket,

amelyekbdl relativ kiilonbségeket szamoltam ki.

15. tablazat: Standard oldatstabilitas eredményei

Mért UXYZ kodu hatéanyagtartalom [%]

Vizsgalatok relativ kiillonbsége [%]

Tarolasi koriilmények

Tarolasi koriilmények

Nap | UHPLC- | UHPLC- | Hiitdben | Szobahm-en | UHPLC- UHPLC- Htitében | Szobahm-en
ben tarolt | ben tarolt tarolt tarolt ben tarolt ben tarolt tarolt tarolt
standard-1 | standard-2 | standard-1 | standard-2. | standard-1 | standard-2 | standard-1 | standard-2.

0. nap 100,15 100,31 - - - - - -
2. nap 100,57 99,97 98,82 97,94 0,42 -0,35 -1,33 -2,37
3. nap 101,32 101,51 99,89 100,40 1,17 1,20 -0,26 0,08
6. nap 102,04 101,96 98,96 99,64 1,89 1,64 -1,19 -0,67
7. nap 103,16 102,02 100,60 101,78 3,00 1,70 0,45 1,46
16. tablazat. Minta oldatstabilitas eredményei
Mért UXYZ kodu hatéanyagtartalom [%] Vizsgalatok relativ kiilonbsége [%o]
Tarolasi koriilmények Tarolasi korillmények
Nap | UHPLC- | UHPLC- | Hitében | Szobahm-en | UHPLC- UHPLC- Htitében | Szobahm-en
ben tarolt | ben tarolt tarolt tarolt minta- | ben tarolt ben tarolt tarolt tarolt minta-
minta-1 minta-2 minta-1 2. minta-1 minta-2 minta-1 2.
0. nap 9,86 9,91 - - - - - -
2. nap 9,89 9,75 9,84 9,68 0,27 -1,66 -0,18 -2,35
3. nap 10,09 10,02 9,88 9,93 2,34 1,10 0,19 0,19
6. nap 9,87 9,93 9,83 9,82 0,13 0,18 -0,30 -0,90
7. nap 10,34 10,08 10,11 10,05 4,89 1,65 2,51 141

A standard oldatok vizsgéalatdnal a hiit6ben és szobahdmérsékleten tarolt mintak a 7. napon

mért eredményei is megfeleltek a kovetelménynek, miszerint a relativ eltérés nem lehet

nagyobb, mint 2,0% a 0.napon készitett oldatokhoz képest. Ez a kovetelmény az UHPLC-ben

tarolt mintdk esetében csak a 6. napig teljesiiltek. A mintaoldatok vizsgélata legalabb 6 napig

véltozatlanok maradtak a fent emlitett tarolasi kortiilmények kozott. Az eluensben a vizsgalat

ideje alatt nem tapasztaltam csapadékképzddést vagy egyéb vizudlis elvaltozast az oldat

megjelenésében.

Az utols6é mindségjellemzd, amit a validalashoz vizsgaltam, az a robusztussag volt, melynek

célja a modszer érzékenységének meghatarozasa. A kiilonb6zo paraméterekkel megvaltoztatott
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mérési modszerek eredményeit a 17. tablazatban foglaltam Gssze, ahol kvaterner pumpas

UHPLC késziiléken mértem, illetve a biner pumpas UHPLC késziiléken torténd mérések

eredményei a 18. tablazatban lathatok. Az UXYZ-ROB-0 a kiindulasi, kromatografias

feltételeknek megfeleld modszer és ehhez képest valtoztattam vagy az aramlasi sebességen,

vagy az Eluens-A pH értékén vagy az Eluens-B aranyan.

17. tablazat: Kvaterner pumpas késziilékkel mért robusztussag eredményei

Az dramlasi sebesség valtoztatasanak hatdsa:

Aramlasi sebesség

Retencios id6

Modszer kodja Elméleti tanyérszam | Aszimmetria
[ml/perc] [perc]
UXYZ-ROB-1 0,35 1,08 4682 1,53
UXYZ-ROB-0 0,40 0,94 4229 1,59
UXYZ-ROB-2 0,45 0,84 4137 1,58
Eluens-A pH érték valtoztatisinak hatdasa:
Modszer kodja Eluens-A pH-ja Rete[gzlr(;; 1d6 Elméleti tanyérszam | Aszimmetria
UXYZ-ROB-3 2,40 0,91 4177 1,55
UXYZ-ROB-0 2,50 0,94 4229 1,59
UXYZ-ROB-4 2,60 0,99 4814 1,47
Eluens-B ardanydnak megvaltoztatasanak hatdsa
Moddszer kodja Eluens-B arany [%] Rete[gzlr(():; 1d6 Elméleti tanyérszam | Aszimmetria
UXYZ-ROB-5 73 0,83 4047 1,56
UXYZ-ROB-0 75 0,94 4229 1,59
UXYZ-ROB-6 77 1,12 4824 1,57
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18. tablazat: Biner pumpas késziilékkel mért robusztussag eredményei

Az aramlasi sebesség valtoztatasanak hatasa:

Aramlasi sebesség

Retencids 1d6

Moédszer kodja Elméleti tanyérszam | Aszimmetria
[ml/perc] [perc]
UXYZ-ROB-1 0,35 1,26 4618 1,17
UXYZ-ROB-0 0,40 1,10 4644 1,17
UXYZ-ROB-2 0,45 0,99 4517 1,17
Eluens-A pH érték valtoztatisinak hatdasa:
Modszer kodja Eluens-A pH-ja Rete[gzlr(;; 1d6 Elméleti tanyérszam | Aszimmetria
UXYZ-ROB-3 2,40 1,06 4437 1,18
UXYZ-ROB-0 2,50 1,10 4644 1,17
UXYZ-ROB-4 2,60 1,13 4804 1,16
Eluens-B ardnydnak megvaltoztatasanak hatdasa
Modszer kodja Eluens-B arany [%] ete[rgzlrc()j 1d6 Elméleti tanyérszam | Aszimmetria
UXYZ-ROB-5 73 0,98 4271 1,17
UXYZ-ROB-0 75 1,10 4644 1,17
UXYZ-ROB-6 77 1,29 4958 1,13

A modszer robusztus az aramlasi sebesség, a puffer pH értékének és a szerves Osszetevok

mennyiségének valtoztatasara. Emellett az is megallapithato, hogy nincsen kiilonbség biner,

illetve kvaterner pumpaval felszerelt késziilék mérési eredményei kozott, hiszen a

rendszeralkalmassaghoz sziikséges paramétereket vizsgalva (retencids id6, elméleti tanyérszam

¢és aszimmetria) a feltételek teljesiiltek mindegyik mérés soran.
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7. OSSZEFOGLALAS

A HPLC-UV moddszer validdlasa UXYZ kodu allatgyogyaszati hatéanyag esetén sikeres volt,
hiszen a validilasi mindségjellemz6k mérése soran az eredmények megfelelnek a
kovetelményeknek. A validalds sordan nem akadtam elére nem lathaté problémakba, sokat
segitett, hogy elére atgondoltam, hogyan szeretném megvalositani a méréseket és milyen
eredményeket varok. Az UXYZ kodu hatdanyagtartalom az altalam hasznalt termékbdl minden

esetben a vart kihozatalt hozta és a rendszeralkalmassagi kovetelményeknek is megfelelt.

Validalas soran vizsgaltam a szelektivitast, amely vizsgéalat sordn a szennyezdk elvaltak az
UXYZ kéda hatéanyagtol €s vizsgaltam a specifikussagot is, amely soran kiillonb6zé
kortilmények kozott kezeltem a standard, minta és placebo oldatokat. A vizsgalat soran a
hatdéanyagtartalom mennyiségében lathatd véltozds, de a csucstisztasdg ¢€s azonossag
mindegyik esetben a kdvetelménynek megfelel. Linearitds soran a 70-130%-os koncentraciod
tartomanyban mért cstcsteriiletek linedrisan valtoznak a koncentracioval, az egyenes
egyenletébdl szamitott R?, a Z értéke és az RSD% is megfelel a kdvetelményeknek. A pontossag
mérésekor ugyanabbol a sarzsbol készitett hat parhuzamos mintdnak az RSD%-at, mig a
kézbensd pontossagnal a pontossaghoz hasonlitottam masik analitikus altal elkészitett hat
parhuzamos mérést. A pontossagnal az RSD%-ot vizsgaltam, amely megfelel a
kovetelménynek, a kozbensd pontossagnal a 12 parhuzamos minta hatdéanyag atlag relativ
eltérését vizsgaltam, amely szintén megfelelt a kovetelménynek. A torzitatlansag vizsgélatanal
a hatdanyagot 70%-0s, 100%-os és 130%-0s szinten vizsgaltunk és a vizsgalat soran kapott
RSD% és visszanyer¢s érétke is megfelel a kovetelményeknek. Validacid soran néztem még az
oldatstabilitast, vizsgaltam a standard ¢és mintaoldatokat is kiilonb6z6 homérsékleten. A relativ
eltérés a standard esetén hét napig felel meg a kdvetelményeknek szoba-, illetve hiit (2-8°C)
hémeérsékleten, az UHPLC késziilékben hat napig felel meg az elvart RSD%. A mintaoldat hat
napig felel meg a kovetelményeknek mindharom koriilményen. Emellett vizsgaltam meég az
eluensek stabilitdsat, mivel minden mérés soran teljesiilt a rendszeralkalmassagi kovetelmény
és a vizualis vizsgalat soran sem tapasztaltam eltérést az eluenseket tartalmazo tivegekben, ezért
ezeknek a stabilitdsa a vizsgélat soran végig megfeleld volt, vagyis hét napig. Végiil vizsgaltam
a modszer robusztussagat, ahol kiilonb6z6 paramétereket maximum 20%-ban valtoztattam meg
az eredetihez képest. A rendszeralkalmassagi kovetelmények itt is minden esetben teljesiiltek.

Ezeket az eredményeket a 2. mellékletben szdmszertien is 6sszefoglaltam.
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Ugy gondolom, hogy a validalasommal segitettem a késSbbi rutinméréseket, egyszerii és gyors
modszert validaltam, amelyet tobb UHPLC késziiléken is lehet mérni megfeleld pontossaggal.
A mintael6készités nem bonyolult, ahogy maga a hatdanyagtartalom mérése sem. Tovabba ami
nagyon fontos a mindennapi munkém soran, hogy az eredményeket dokumentalni kell, tehat az

UHPLC méréseket ki is kell értékelni, azonban ez is egyszeriien és gyorsan megvaldsithato.
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8. MELLEKLETEK

LAVET
Sample ID: Blank-MeOH
Sample Amt: 0 mg
Volume: 1ml
Dilution: 1mltolml
Retention Time
5+ Name: f rs
Area ( m
| !
§ ety — AP SN i o £
1
5 L 4 Ls
0.00 025 050 075 1.00 125 150 175 200 225 250 275 3.00
Minutes
DAD: Signal
A, 290.0
nm/Bw:4.0
nm Results
Name Time Area Theoretical Asymmetry Similarity Assay (%)
plates (EMG)
UXYZ hatéanyag 0.000 BDL
| Totals | ‘ |

1/A melléklet: Szelektivitas mérés — Oldoszer (metanol) kromatogramja

LAVET
Sample ID: Blank-ACN
Sample Amt: 0 mg
Volume: 1ml
Dilution: 1mltolml
Retention Time
4+ Name r4
Area
24 2
3 3
0-prrrmrie r—r —— ~— 0
f
|
2 ‘j 2
0.00 025 050 075 1.00 125 150 175 200 225 250 275 3.00
Minutes
DAD: Signal
A, 290.0
nm/Bw:4.0
nm Results
Name Time Area Theoretical Asymmetry Similarity Assay (%)
plates (EMG)
UXYZ hatéanyag 0.000 BDL

Totals |

1/B melléklet: Szelektivitas mérés — Eluens-B (acetonitril) kromatogramja
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LAVET

Sample ID: Blank-Buffer
Sample Amt: 0mg
Volume: 1ml
Dilution: 1 mitolml
4 4
| Retention Time
oy |
2{ Area ‘ 2
i} :.
PR e S S . VSR S e = co o 3
2 [| -2
I
0.00 025 050 07s 100 125 15 175 200 225 250 275 300
Minutes
DAD: Signal
A, 290.0
nm/Bw:4.0
nm Results
Name Time Area Theoretical Asymmetry Similarity Assay (%)
plates (EMG)
UXYZ hatoanyag 0.000 BDL
Totals I

1/C melléklet: Szelektivitas mérés — Eluens-A (puffer) kromatogramja

LAVET
Sample ID: SST
Sample Amt: 0mg
Volume: 1 ml
Dilution: 1mltolml
Retention Time A
104 Name' i F10
Area T e— 2 |
A |
| -
5 { r { ] ‘ -5
® I{ 7] @
§ ‘\ 8 ./gk §
| \ i g: § / 8 \l
[ s - ——t - T - o
< [+:]
! PR
s V4 8 é 5
) ~§
0.00 025 050 075 1.00 125 150 175 200 225 250 275 3.00
Minutes
DAD: Signal
A, 290.0
nm/Bw:4.0
nm Results
Name Time Area Theoretical Asymmetry Similarity Assay (%)
plates (EMG)
UXYZ 0.000 BDL
hatoéanyag
Imp A 1.79 3344658 7328 1.01 0.000 0.000
Imp B 2.08 5662165 6966 1.01 0.000 0.000
Totals
9006823 0.000

1/D melléklet: Szelektivitas mérés — rendszeralkalmassagi teszt (SST) kromatogramja
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LAVET

Sample ID: SA-1
Sample Amt: 10.336 mg
Volume: 100 ml
Dilution: Imitolml
b | | B 37 7 T = T A i i i e r— 300
Retention Time 1
Name |
Area ‘
200 1 i - 200
1001 é - 100
| K
0+ < dge 0
0.0 025 050 075 190 125 150 175 200 225 250 275 300
Mnes
DAD: Signal
A, 290.0
nm/Bw:4.0
nm Results
Name Time Area Theoretical Asymmetry Similarity Assay (%)
plates (EMG)
UXYZ hatoanyag 1.1 80083222 4741 1.19 1.000 0.103 CAL
Totals
80083222 0.103 CAL
1/E melléklet: Szelektivitas mérés — Standard (SA-1) kromatogramja
LAVET
Sample ID: A-Placebo
Sample Amt: 500.3 mg
Volume: 100 ml
Dilution: 1 mitolml
sl Retention Time |" Ls
| Name ||
| |
1 ]{ |‘
; o 5 S — o ;
S+ - -5
000 05 0 ors 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Minutes
DAD:
Signal A,
290.0
nm/Bw4.0
nm Results
Name Time Area Theoretical Asymmetry Similarity Assay (%) Peak punty
plates
(EMG)
UXYZ hateanyag 0.000 BDL

| Totals I

1/F melléklet: Szelektivitas mérés — Placebo kromatogramja
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LAVET

Sample ID: A-K020023-1 0 nap
Sample Amt: 100.4 mg
Volume: 100 ml
Dilution: 1mltolml
| Retention Time
Name!
Area
200 - 200
g g
100 - 100
¢!
D'V
0 & § = 0
0.00 025 050 075 1.00 125 150 175 200 225 250 275 3.00
Minutes
DAD: Signal
A, 290.0
nm/Bw:4.0
nm Results
Name Time Area Theoretical Asymmetry Similarity Assay (%)
plates (EMG)
UXYZ hatéanyag 1.1 77214639 4744 1.19 1.000 9.860
Totals
77214639 9.860

1/G melléklet: Szelektivitas mérés —minta kromatogramja
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Eredmény

Teljesitményjellemz6 Kovetelmény
Szelektivitas L A szennyezdcsucsok elvalaszthatdak
= Szennyezdcsucsok .
elvalaszthatoak az UXYZ (zavarojel <0.5)
Specifikussdg kc:)dﬁ .hat()aflyagt()l
= (Csucstisztasag > 0,95 o i
- Azonossig > 0,095 Csucstisztasag > 0,95
Azonossag > 0,095
= R*>0,998 R?=0,9996
Linearitas = 7<3,0% Z=14%
= RSD% <2,0% RSD% = 0,6%
Pontossag = RSD% <2,0% RSD% = 0,8%
Kozbensé pontossag ) Hat(;all;}gia;lzfgozzlatlv Hatoanyag-atlag relativ eltérése = 1,79%
RSDacc7o= 0,6%
= RSD%<2,0% RSDaccuoo= 1,4%
i1 g RSDacc130= 0,3%
Torzitatlansag ) Koncentrac,logglosojarln(;‘;(;;t Visszanyerés:
Vlsszanyligezsé es,ik 0- 0 ACC70 = 99.1%
ACC100 = 100,0%
ACC130 = 99,9%
Standard relativ eltérése a 7. napon
Szoba homérsékleten = 1,5%
Hut6 homérsékelten = 0,45%
Standard relativ eltérése a 6. napon
UHPLC késziilékben
s minta-1 = 1,9%
Oldatstabilitds " Relativelterés 0. naphoz minta-2 =1,6%
viszonyitva < 2,0% . , o
Minta relativ eltérése a 6. napon
Szoba hémérsékleten = 0,9%
Hiuté homérsékelten = 0,3%
UHPLC késziilékben
minta-1 = 0,13%
minta-2 = 0,18%
) Elue,,ns,ﬂz,,l kal Vizualis vizsgalattal 7. napon is megfelel
szennyezddéstdl mentes
UXYZ kodu hatoanyag esetén
= Retencios 1d6=1,0-2,5
Robusztussag perc Eredmények megfelelnek
= Aszimmetria=0,8-1,8
=  Elméleti tanyérszam > 800

2. melléklet. Validalas soran kapott eredmények Osszefoglalasa
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Tudomasul wveszem, hogy az dltalam  készitett dolgozatra, mint  szellemi  alkotas
felhaszndlasara, hasznositisara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori
szellemitulajdon-kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek,

Tudomiasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltéltésre kerll a Magyar Agrar-
és Elettudomadnyi Egyetem kényvtdri repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a
megvedett és

- nem titkositott dolgozat a vadast kivetden

- titkositdsra engedélyezett dolgozat a benyijtasdtdl szdmitott 5 év eltelte utan
nyilvdnosan elérhetd és kereshetd lesz az Egyetem kényvari repozitori rendszerében,

Kelt: Budapest, 2024, év 04, hd 19. nap
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Hallgatd aldirdsa
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Sipkai Elza (IP8QGO) konzulenseként nyilatkozom arrdl, hogy a diplomadolgozatot
attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrasok korrekt kezelésének kévetelményeirdl, jogi és
etikai szabalyairdl tajékoztattam.

A diplomadolgozatot a zarévizsgén térténd védésre javaslom / nem javaslom®.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*?

Mutewd, Au

belsé konzulens

Kelt: Budapest, 2024. év 04. h6 19. nap

A megfelel6 aldhtzandé.
2 A megfelel§ alahdzandé.
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