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1. Uvod

1.1. Validacija analiticke metode

Validacija analiticke metode je proces kojim se odreduje i dokumentira prikladnost
analiticke metode za odredenu primjenu. Ona osigurava da ¢e se u propisanim uvjetima
primjene analitickog postupka dobiti valjani rezultati. Prema zahtjevima dobre proizvodacke 1
laboratorijske prakse validacija je postala obaveza i profesionalna odgovornost analitiCara.
Validacija se provodi pri razvoju i uvodenju nove metode (ICH Q2(R1)). Kod promjene bilo
kojeg dijela ve¢ validirane metode, prenamjene, poboljsanja ili prilagodbe postojece metode
potrebna je revalidacija. Takoder, revalidacija je nuzna kod prenoSenja metode u drugi
laboratorij ili na drugi instrument, kod promjene u sintezi glavne komponente, promjene
sastava gotovog proizvoda ili promjene analitiCkog postupka. Sva nacela koja se odnose na

validaciju vrijede i kod revalidacije postupka (www.fda.gov).

1.2. Parametri validacije

Prije samog postupka validacije potrebno je definirati svrhu analiticke metode. Literatura
ne opisuje tocan postupak validacije ve¢ daje smjernice 1 regulatorne zahtjeve prema kojima

analiti¢ar oblikuje plan validacije (Tablica 1).

Medunarodna konferencija o harmonizaciji tehnickih zahtjeva za registraciju humanih
lijekova (ICH) okuplja regulatorna tijela za lijekove i farmaceutsku industriju Europe, Japana
i SAD-a s ciljem standardizacije parametara, zahtjeva i metodologije u validaciji analiti¢ke

metode. Osnovni parametri koji se uzimaju u obzir tijekom validacije su:

e Tocnost

e Preciznost

e Specificnost/selektivnost

e Granica dokazivanja

e (ranica odredivanja

e Linearnost i koncentracijsko podrucje

o Izdrzljivost



U tablici 1 prikazani su parametri koje je potrebno validirati obzirom na cilj analitickog

postupka.
Tablica 1. Parametri u validaciji pojedinih analiti¢kih postupaka prema ICH-u
Parametar S Ispitivanje Cistoce Odredivanje
lidacije [EnTi el ot ‘o sadrzaja
HELITEIS] Kvantitativno Grani¢no J
Tocnost - + - +
Preciznost - + - +
Specificnost + + + +
Granica i 3 + -
dokazivanja
Granica i + i i
odredivanja
Linearnost - + - +
Radno podrucje - + - +

Toénost analiticke metode pokazuje slaganje srednje vrijednosti dobivenih rezultata i stvarnih

ili prihvacenih referentnih vrijednosti. Za utvrdivanje tocnosti provode se najmanje tri
mjerenja uzorka za najmanje tri koncentracije u radnom podru¢ju metode. Odstupanje od

stvarne vrijednosti iskazuje se kao analiticki prinos (engl. recovery)

-100
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=4 | =|

gdje je X srednja izmjerena vrijednost, a X stvarna vrijednost analita u uzorku.
Preciznost pokazuje slaganje izmedu niza ponovljenih mjerenja dobivenih viSestrukim

uzorkovanjem istog homogenog uzorka pod propisanim uvjetima. MoZe se iskazati kao:

ponovljivost (engl. repeatability) — oznacava podudaranje rezultata dobivenih istom

[ ]
metodom pod istim uvjetima u kratkom vremenskom intervalu

e srednja preciznost (engl. intermediate precision) — iskazuje odstupanje rezultata
dobivenih pod razli¢itim uvjetima u istom laboratoriju (razli¢iti dani, analiticari,

instrumenti)
obnovljivost (engl. reproducibility) — izrazava odstupanje rezultata dobivenih u

[ ]
razli¢itim laboratorijima.



Preciznost se izrazava statistickim veli¢inama kao standardno odstupanje, relativno

standardno odstupanje (RSD, %) ili raspon pouzdanosti oko srednje vrijednosti.

Specifi¢nost analiticke metode je njezina sposobnost da nedvojbeno razlikuje samo jednu
komponentu od ostalih prisutnih u uzorku. Selektivnost je definirana kao moguénost metode

da to¢no odredi Zeljeni analit u prisutnosti ostalih komponenata uzorka.

Granica dokazivanja je najniza koncentracija analita koja se moze dokazati, ali ne i odrediti,
prema zadanim uvjetima metode. Granica odredivanja je najniza koncentracija analita u
uzorku koja se moze odrediti s prihvatljivom to¢noscu i precizno$¢u pri propisanim uvjetima

metode.

Linearnost analiticke metode predstavlja njezinu sposobnost da unutar odredenog intervala
daje rezultate koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku. Utvrduje se kroz
tri do Sest mjerenja primjenom najmanje pet razliCitth koncentracija analita. Grafickim
prikazom ovisnosti izmjerenog analitickog signala o koncentraciji analita dobiva se
kalibracijska krivulja. Linearnost metode se izrazava koeficijentom korelacije regresijskog

pravca (k > 0,999).

Radno podrucje mjerenja oznacava raspon izmedu gornje i donje koncentracije analita u

......

zadovoljavajucu to¢nost, preciznost i linearnost.

Izdrzljivost analiticke metode je mjera njezine sposobnosti da ostane nepromjenjena pod
utjecajem malih, ali namjernih, promjena parametara metode. Pokazatelj je pouzadnosti
metode tijekom njezine normalne primjene uz male promjene uvjeta u kojima se realno

provode analize (Nigovi¢ i sur., 2014).

1.3. Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza je separacijska tehnika u kojoj se sastavnice smjese odvajaju
primjenom visokih potencijala (do 30 kV) u uskoj kapilari ispunjenoj mobilnom fazom.
Uredaj za kapilarnu elektroforezu sastoji se od uske kapilare uronjene u dva spremnika za
pufere i preko elektroda spojene na visokonaponski izvor istosmjerne struje (Slika 1).

Najcesce se koriste kvarcne kapilare unutarnjeg promjera od 50 do 300 um 1 duljine od 10 do



100 cm. Kapilara mora biti termostatirana da se izbjegne zagrijavanje uslijed pojacanja jakosti
struje. Uzorak se u kapilaru unosi pod tlakom pomoc¢u automatiziranog sustava za unosenje
uzoraka. Kapilarna elektroforeza moze koristiti vise vrsta detektora, a najéescée se koriste UV-

Vis detektor, DAD detektor i maseni spektrometar.

Slika 1. Shema instrumenta za kapilarnu elektroforezu: termostatirana kapilara (1), dvije
elektrode (2), visokonaponski izvor istosmjerne struje (3), sustav za unoSenje uzoraka (4),

detektor (5), dva spremnika za pufere (6). (Serti¢ 2013)



Djelovanjem elektricnog polja, sastavnice Smjese, putuju kapilarom prema jednoj od
elektroda, razli¢itom brzinom, ovisno o0 njihovom naboju i ionskom radijusu.

Brzina putovanja Cestica opisana je izrazom:

q .
6rnr

V

V,) b— ‘,)E et —

ef ‘u it L
gdje je vep brzina putovanja iona, peof je elektroforetska pokretljivost Cestice, E je jakost

primjenjenog elektricnog polja, q je naboj Cestice, r je polumjer Cestice, n je viskoznost

otopine elektrolita, V je primjenjeni napon u voltima, a L je duljina kapilare u centimetrima.

Neutralni analiti se takoder mogu analizirati kapilarnom elektroforezom jer ¢e putovati kroz
kapilaru zbog elektroosmotskog toka. Elektroosmotski tok je tok samog pufera. Nastaje zbog
djelovanja elektricnog polja na elektricni dvosloj koji nastaje uz povrSinu unutrasnje stijenke
kapilare (Slika 2). Specifi¢nost elektroosmotskog toka u kapilari je ravan profil toka koji za
razliku od laminarnog ili parabolnog toka ne pridonosi disperziji zona analita. Takoder,
prednost elektroosmotskog toka je kretanje svih analita u istom smjeru, neovisno o naboju
(Dami¢ i Nigovi¢, 2010). Postoji vise vrsta kapilarno elektroforetskih tehnika koje se

razlikuju prema mehanizmu razdvajanja razli¢itih analita (Tablica 2) (Serti¢, 2013).

+

Slika 2. Elektroosmotski tok



Tablica 2. Vrste kapilarne elektroforeze

Vrsta kapilarne elektroforeze V/rsta analita

Kapilarna zonska elektroforeza (CZE) Nabijeni analiti

Kapilarna gel elektroforeza (CGE) DNA, RNA, proteini
Micelarna elektrokineticka kromatografija (MEKC) Neutralni i nabijeni analiti
Kapilarno izoelektri¢no fokusiranje (CIEF) Proteini i peptidi
Kapilarna izotahoforeza (CITP) loni

Kiralna kapilarna elektroforeza (CCE) Kiralne molekule
Kapilarna elektrokromatografija (CEC) Male molekule
Mikroemulzijska elektrokineti¢ka kromatografija (MEEKC) | Anliti slabo topljivi u vodi
Nevodena kapilarna elektroforeza (NACE) Analiti netopljivi u vodi

1.3.1. Micelarna elektrokineticka kromatografija (MEKC)

Micelarna elektrokineticka kromatografija je vrlo prikladna u analizi lijekova jer ima
sposobnost odvajanja neutralnih i nabijenih analita (www.link.springer.com). Uvjet za
odvajanje neutralnih analita je postojanje micela u radnom puferu. Micele nastaju kada se u
radni pufer doda povrSinski aktivna tvar pri koncentraciji vecoj od kriticne micelarne
koncentracije. Molekula povrsinski aktvine tvari sastoji se od dugolanc¢anog hidrofobnog repa
1 hidrofilne glave. Repovi se orijentiraju prema sredistu, a glave prema povrsini micele gdje
su u kontaktu s hidrofilnim puferom. Neutralni spojevi razli¢ito medudjeluju s micelama i
prema tome se razdvajaju. Brzina putovanja neutralnog analita ovisi o koeficijentu distribucije
izmedu micele 1 vodene otopine dok kretanje nabijenog analita ovisi 1 0 njegovoj
elektroforetskoj pokretljivosti bez micele. Zbog ovisnosti razdvajanja analita o koeficijentu
distribucije izmedu micela 1 vodene otopine ova tehnika se naziva kromatografija. Micele ¢ine
pseudostacionarnu fazu, a pufer mobilnu fazu. Analiti mogu medudjelovati s micelama putem
hidrofobnih i elektrostatskih interakcija. Sto su interakcije s micelom jace, to je duze

zadrZzavanje analita u kapilari (Slika 3) (Hancu i sur., 2013).

Surfaktanti koji se koriste u MEKC-u moraju biti topljivi u puferu kako bi mogli tvoriti
micele. Micelarna otopina mora biti homogena, transparenta i niske viskoznosti (Hancu i sur.,
2013). Najcesce koristena povrSinski aktivna tvar je natrijev dodecil sulfat (SDS). To je
anionski surfaktant ¢ije micele putuju prema anodi. Pri neutralnom ili bazi¢cnom pH
elektroosmotski tok je brzi od putovanja micela pa je ukupno kretanje prema katodi i
detektoru (Serti¢, 2016).



(O~ = anionski surfaktant l::> - EOF

mm - analit <4mm - clektroforetsko kretanje

Slika 3. Princip razdvajanja u micelarnoj elektrokineti¢koj kromatografiji.

Micelarna elektrokineticka kromatografija dobro prikazuje prilagodljivost i raznovrsnost
kapilarne elektroforeze, gdje se upotrebom istog instrumenta, uz modifikacije pufera

omogucuje razdvajanje vrlo razlicitih analita.

1.4. Febuksostat

Metabolizam purina kod ljudi se odvija putem kaskade hipoksantin - ksantin >
mokra¢na kiselina. Oba koraka navedena u kaskadi katalizira enzim ksantin oksidaza.
Febuksostat je novi lijek, nepurinski inhibitor ksantin oksidaze, koji se koristi u terapiji
kroni¢ne hiperuricemije. Slika 4 prikazuje njegovu strukturnu formulu. Febuksostat
nekompetitivno blokira aktivno mjesto enzima i onemogucuje vezanje supstrata. Snazno i
selektivno inhibira oksidirane i reducirane oblike ksantin oksidaze i posljedicno smanjuje
razinu mokra¢ne kiseline u serumu (Mukthinuthalapati i sur., 2013). U klinickim

ispitivanjima je pokazao vecu u€inkovitost u snizavanju mokracne kiseline u serumu u odnosu
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Slika 4. Strukturna formula febuksostata




2. Obrazlozenje teme

U istrazivanjima koja su prethodila ovom radu razvijena je brza, jednostavna i pouzdana
metoda za istovremeno odredivanje febuksostata i tri njegova oneciS¢enja micelarnom
elektrokinetickom kromatografijom. Cilj ovoga rada bio je ispitati validacijske parametre,
linearnost i preciznost, za novorazvijenu analiticku metodu i utvrditi njezinu prikladnost za
istovremeno odredivanje febuksostata i njegova tri oneciSCenja, febuksostat amida,
febuksostat DEE i etil-febuksostata, u gotovom ljekovitom obliku.



3. Materijali i metode

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Otopina natrijeva hidroksida 1 M (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)
Ultracista voda pripremljena WaterPro sustavom za procis¢avanje vode (Labconco,
Kansas City, Ml, SAD)

Natrijev dodecil sulfat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Natrijev tetraborat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Acetonitril, Cistoce za teku¢insku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)

Dimetilsulfoksid (Merck, Darmstadt, Njemacka)

3.1.2. Standardi

Febuksostat (Pliva Hrvatska d.0.0.)

Ketoprofen (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Etil febuksostat (etil 2-[3-cijano-4-izobutoksifenil]-4-metiltiazol-5-karboksilat)
(Pliva Hrvatska d.0.0.)

Febuksostat amid (2-[3-karbamaoil-4-izobutoksifenil]-4-metiltiamazol-5-
karboksilna kiselina) (Pliva Hrvatska d.0.0.)

Febuksostat DEE (2-[3-(etoksikarbonil)-4-izobutoksifenil]-4-metiltiazol-5-

karboksilna kiselina) (Pliva Hrvatska d.0.0.)

3.1.3. Radni instrumenti

Uredaj za kapilarnu elektroforezu (G1600A) s integriranim nizom dioda (Agilent

Technologies, Waldbronn, Njemacka)

3.1.4. Pribor

Analiti¢ka vaga, model AG245 (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)
Ultrazvuc¢na kupelj (Elma, Singen, Njemacka)

Sustav za procis¢avanje vode SG Water euRO (SG Wasseraufbereitung und
Regenerierstation GmbH, Germany)

Pipeta, model Pipet-Lite XLS (0,5-10uL) (Rainin Instrument LLC, Oakland, CA,
SAD)

10



e Kapilare od izvucenog kvarca razli¢itih duljina, unutraSnjeg promjera 50 um,
produljenog optickog puta 150 um (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

e Bocice za uzorkovanje sustavom za kapilarnu elektroforezu (Agilent Technologies,
Waldbronn, Njemacka)

e Celulozni nitratni injekcijski filteri za filtraciju veli¢ine pora 0.45 pm (Sartorius,

Goettingen, Njemacka)

3.1.5. Programski paketi

e 3D-CE/MSD ChemStation, verzija A 10.02 (Agilent Technologies, Waldbronn,
Njemacka)

e Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft, Seattle, WA, SAD)

3.2. Metode

3.2.1. Priprema radnog pufera

U odmjernu tikvicu od 50 mL odvaze se 1,9096 g natrijevog tretraborata i nadopuni do
oznake ultra¢istom vodom. Dobivena je otopina boratnog pufera koncentracije 100 mM.
Tocan pH (9,1) dobivenog pufera odreden je pH-metrom. Otopina SDS-a koncentracije 100
mM pripremi se vaganjem 1,4419 g u odmjernoj tikvici od 50 mL i nadopunjavanjem do
oznake ultracistom vodom. Obje otopine izloZene su ultrazvucnoj kupelji tijekom pet minuta
kako bi se poboljsala topljivost krutih tvari. Prije upotrebe u analizi otopine se filtriraju kroz
membranski filter veli¢ine pora 0,45 pum. MijeSanjem odgovaraju¢ih volumena otopine
boratnog pufera, otopine SDS-a i ultraciste vode dobiva se Zeljena koncentracija otopine

radnog pufera. Radne otopine pufera se pripremaju svjeze svakih 6 mjerenja.

3.2.2. Priprema standardnih otopina
Standardne otopine febuksostata, etil febuksostata i DEE-a pripremljene su otapanjem
supstanci u acetonitrilu do koncentracije 0,5 mg/mL. Standardna otopina febuksostat amida
pripremljena je otapanjem supstance u dimetilsulfoksidu (DMSO) da koncentracija bude 0,5
mg/mL. Unutarnji standard, ketoprofen, otopljen je u acetonitrilu. Koncentracija standardne

otopine ketoprofena takoder iznosi 0,5 mg/mL.

11



3.2.3. Priprema instrumenta

Prije prvog koristenja kapilara se kondicionira ispiranjem s metanolom 10 minuta, zatim s
1 M NaOH 10 minuta i vodom 10 minuta. Nakon toga kapilara se uravnotezi ispiranjem
otopinom radnog pufera u trajanju od 20 minuta. Na pocetku radnog dana, ve¢ koristena
kapilara kondicionira se ispiranjem s 0,1 M NaOH 10 minuta, vodom 10 minuta i otopinom
radnog pufera 10 min. Kako bi se osigurala ponovljivost rezultata prije svake analize kapilara
se ispere otopinom radnog pufera 3 min. Nakon analize kapilara se ispire s ACN:voda (50:50,
viv) i 0,1 M NaOH 1 minutu. Otopine radnog pufera se zamjene svjeze pripremljenim
otopinama svakih 6 mjerenja. Na kraju radnog dana kapilara se ispire vodom tijekom 20

minuta. Elektrode se prije iskljuc¢ivanja instrumenta urone u bocice s ultra¢istom vodom.

3.2.4. Analiza uzorka

Analiza se provodi na uredaju za kapilarnu elektroforezu. Koriste se kapilare od izvu¢enog
kvarca, unutarnjeg promjera 50 pum, razli¢ite duljine. Kako bi se povecala osjetljivost metode
koriste se takozvane bubble cell kapilare. Takve kapilare na mjestu detektora imaju prosirenje
koje povecava opticki put detektora (150 um) i omogucuje nize pragove detekcije. Otopine
radnih pufera pripreme se u 3 bocice. Jedna se koristi za ispiranje kapilare izmedu analiza, a u
druge dvije su uronjene elektrode tijekom analize. Koristen je radni pufer sastava 20 mM
boratni pufer i 50 mM natrijev dodecil sulfat. Uzorci se pripremaju razrjedivanjem do Zeljene
koncentracije smjesom otapala ACN:H20 = 50:50, v/v i injektiraju se hidrodinamski pri 50
mbar, 4 s. Primijenjeni napon iznosi 28 kV. Separacija se provodi pri stalnoj temperaturi

kapilare 25 °C. Analiza se provodi pri valnoj duljini 237 nm.
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4. Rezultati i rasprava

Kapilarna elektroforeza je tehnika koja se odlikuje brojnim prednostima, poput kratkog
vremena analize, potrebnih malih volumena otapala i uzoraka S§to ju ¢ini ekoloski
prihvatljivom, razliCitth mehanizama razdvajanja koji omogucuju analizu vrlo razli¢itih
analita, visoke ucinkovitosti, jednostavna je i potpuno automatizirana. No dva su glavna
nedostatka tehnike, a to su slabija osjetljivost u odnosu na najcesce koristenu tehniku
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i lo$ija ponovljivost uslijed promjena koje se
dogadaju na unutrasnjoj stjienci kapilare. To rezultira promjenama u vremenu migracije i
povrsini pika analita. U tu svrhu se u kapilarnoj elektroforezi u pravilu, kao i u plinskoj
kromatografiji, koristi unutrasnji standard. Unutrasnji standard mora biti molekula $to sli¢nije
kemijske strukture analitima i imati $to sli¢nije vrijeme migracije. U ovom diplomskom radu
odabran je ketoprofen, derivat propionske Kiseline, koji je pokazao i dobar odaziv DAD
detektora na Zeljenoj valnoj duljini, bio je dobro razdvojen od analita interesa i nije
produzavao dodatno trajanje analiticke metode, ve¢ je dapace eluirao prvi. Na slici 5 prikazan
je elektroferogram smjese standardnih otopina febuksostata, DEE-a, febuksostat amida, etil

febuksostata 1 unutra$njeg standarda ketoprofena.

Tijekom validacije kapilarnoelektroforetske metode unutraSnji standard se koristi za
korekciju i vremena migracije i povrSine pika analita, tako da su korigirane povrSine (A'=
Aanalita/Aun,stand,) i kOI‘igil‘ana vremena (tI:tanaIita/tun.stand,) koriStene u Odredivanju Validacijskih

parametara.
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Slika 5. Elektroferogram smjese standardnih otopina febuksostata (y=50 pg/mL), DEE-a
(y=50 pg/mL), febuksostat amida (y=50 pg/mL), etil febuksostata (y=50 pg/mL) uz dodatak
unutras$njeg standarda ketoprofena (y=50 pg/mL);

Uvjeti analize: 20 mM boratni pufer, 50 mM SDS, 28 kV, valna duljina detekcije: 237 nm,
hidrodinami¢ko injektiranje 50 mbar, 4 s; pikovi: febuksostat (F), ketoprofen (K), DEE (D),
febuksostat amid (A) i etil febuksostat (E)
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4.1. Ispitivanje linearnosti metode

4.1.1. lIspitivanje linearnosti metode za febuksostat amid
Otopine febuksostat amida priredene su u koncentracijskom rasponu od 0,1 do 20,0 pg/mL.
Ovisnost srednjih vrijednosti korigirane povrSine pika (omjer povrSine pika analita 1 pika
unutarnjeg standarda) o koncentraciji febuksostat amida prikazana je na Slici 6. Metoda se
pokazala linearnom za febuksostat amid u koncentracijskom rasponu od 0,1 do 10,0 pg/mL.
Iz grafickog prikaza dobiven je regresijski pravac ¢ija jednadzba glasi y = 0,0581x + 0,0052

sa koeficijentom korelacije R = 0.999.

o
N

y = 0,0581x + 0,0052

R=0,999 /

o
o)

o o
E (6,

Srednja vrijednost
korigirane povrsine pika

o o
N} w

o
o =

Koncentracija (ug/mL)

Slika 6. Ovisnost srednje vrijednosti korigirane povrsine pika o koncentraciji febuksostat

amida
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4.1.2. Ispitivanje linearnosti metode za febuksostat DEE
Otopine febuksostat DEE priredene su u koncentracijskom rasponu od 0,1 do 20,0 pg/mL.
Ovisnost srednjih vrijednosti korigirane povrsine pika (omjer povrSine pika analita i pika
unutarnjeg standarda) o koncentraciji febuksostat DEE prikazana je na Slici 7. Metoda se
pokazala linearnom za febuksostat DEE u koncentracijskom rasponu od 0,1 do 10,0 pg/mL. Iz
grafickog prikaza dobiven je regresijski pravac ¢ija jednadzba glasi y = 0,0978x + 0,0081 sa
koeficijentom korelacije R = 0.999.

1,2
y =0,0978x + 0,0081

R=0,999

\

Srednja vrijednost

korigirane povrsine pika
o o
S o

o
o N}

Koncentracija (ug/mL)

Slika 7. Ovisnost srednje vrijednosti korigirane povrsine pika o koncentraciji febuksostat DEE
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4.1.3. Ispitivanje linearnosti metode za etil febuksostat
Otopine etil febuksostata priredene su u koncentracijskom rasponu od 0,1 do 20,0 pg/mL.
Ovisnost srednjih vrijednosti korigirane povrSine pika (omjer povrSine pika analita i pika
unutarnjeg standarda) o koncentraciji febuksostat DEE prikazana je na Slici 8. Metoda se
pokazala linearnom za febuksostat DEE u koncentracijskom rasponu od 0,1 do 5,0 pg/mL. Iz
grafickog prikaza dobiven je regresijski pravac ¢ija jednadzba glasi y = 0,1866x + 0,009 sa
koeficijentom korelacije R = 0.999.

2
1,8
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Slika 8. Ovisnost srednje vrijednosti korigirane povrsine pika o koncentraciji etil febuksostata
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4.1.4. Ispitivanje linearnosti metode za febuksostat
Otopine febuksostata priredene su u koncentracijskom rasponu od 100,0 do 1200,0 pg/mL.
Ovisnost srednjih vrijednosti korigirane povrsine pika (omjer povrsSine pika analita i pika
unutarnjeg standarda) o koncentraciji febuksostata prikazana je na Slici 9. Metoda se pokazala
linearnom za febuksostat u spomenutom koncentracijskom rasponu. Iz grafickog prikaza
dobiven je regresijski pravac ¢ija jednadzba glasi y = 1,2458x — 28,786 sa koeficijentom
korelacije R = 0.997.

1600
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Slika 9. Ovisnost srednje vrijednosti korigirane povrsine pika o koncentraciji febuksostata
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4.2. Ispitivanje ponovljivosti metode

Ponovljivost analiticke metode se odreduje mjerenjem 6 uzastopnih analiza te
odredivanjem srednje vrijednosti dobivenih rezultata za korigirano vrijeme migracije i
korigiranu povrSinu pikova. Korigirano vrijeme migracije izraCuna se pomocu vremena
migracije unutraSnjeg standarda ketoprofena (t'=tanaita/tketoprofena). Korigirana vrijednost
povrsine pika izraCuna se pomocu povrSine pika unutra$njeg standarda ketoprofena (A'=
Analita/ Aketoprofena). 12 korigiranih vrijednosti rezultata izracunaju se srednje vrijednosti, SD i

RSD. Rezultati su prikazani u tablicama.

4.2.1. lIspitivanje ponovljivosti za febuksostat amid

RSD vrijednosti (0,84% i 1,00%) zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti za preciznost.

Tablica 3. Srednja vrijednost vremena zadrzavanja za ispitivanu otopinu febuksostata amida,

standardna devijacija i relativna standardna devijacija

trs: SD | RSD (%)

1,525 0,02 0,84

Tablica 4. Srednje vrijednosti povrSine pika za ispitivanu otopinu febuksostat amida,

standardna devijacija i relativna standardna devijacija

Asr SD | RSD (%)

76,30

0,13

1,00
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4.2.2. Ispitivanje ponovljivosti za febuksostat DEE
RSD vrijednosti dobivene u ispitivanju ponovljivosti za febuksostat DEE zadovoljavaju

kriterij prihvatljivosti za preciznost.

Tablica 5. Srednja vrijednost vremena zadrZavanja za ispitivanu otopinu febuksostat DEE,

standardna devijacija i relativna standardna devijacija

tRsr SD RSD (0/0)

1,943 0,06 1,31

Tablica 6. Srednje vrijednosti povrSine pika za ispitivanu otopinu febuksostat DEE,

standardna devijacija i relativna standardna devijacija

Ast SD | RSD (%)

63,7 0,25 1,58
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4.2.3. Ispitivanje ponovljivosti za etil febuksostat
Mjerenjem 6 uzastopnih analiza dobiveni su rezultati ponovljivosti za etil febuksostat.

RSD vrijednosti nesto su losije ali zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti za preciznost.

Tablica 7. Srednja vrijednost vremena zadrZavanja za ispitivanu otopinu etil febuksostata,

standardna devijacija i relativna standardna devijacija

tRsr SD RSD (0/0)

3,521 0,31 1,37

Tablica 8. Srednje vrijednosti povrSine pika za ispitivanu otopinu etil febuksostata, standardna

devijacija i relativna standardna devijacija

Ast SD | RSD (%)

65,90 0,88 2,85
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4.2.4. lIspitivanje ponovljivosti za febuksostat
Rezultati ispitivanja ponovljivosti za febuksostat prikazane su u tablicama. Dobivene RSD

vrijednosti zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti za preciznost.

Tablica 9. Srednja vrijednost vremena zadrZavanja za ispitivanu otopinu febuksostata,

standardna devijacija i relativna standardna devijacija

trs: SD | RSD (%)

1,74 0,19 0,89

Tablica 10. Srednje vrijednosti povrSine pika za ispitivanu otopinu febuksostata, standardna

devijacija i relativna standardna devijacija

Ast SD | RSD (%)

101,6 0,21 1,11

Preciznost metode je odredena kao ponovljivost. Izrazene su relativna standardna odstupanja
za korigirano vrijeme migracije i Korigiranu povrsinu pikova analita. Dobivene RSD
vrijednosti za vrijeme migracije iznosile su izmedu 0,84-1,37 %, a za povrsinu pika 1,00-2,85
%. Ocekivano, najveca odstupanja dobivena su za pik oneciS¢enja etil febuksostata koji je
nepolarno oneci$¢enje i najvise stupa u interakcije s micelama natrijevog dodecil sulfata, koji
migrira zadnji od svih analita i ujedno je pik s najlosijom simetrijom. Rezultati ukazuju na to
da je preciznost predlozene micelarne elektrokinetiCke kromatografske metode

zadovoljavajuca.
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5. Zakljucci

U ovom diplomskom radu za novorazvijenu kapilarnoelektroforetsku metodu za istovremenu
analizu febuksostata i njegova tri oneciS¢enja, febuksostat amid, febuksostata DEE 1 etil-
febuksostata u gotovom ljekovitom obliku, ispitani su validacijski parametri linearnost i
preciznost. KoriStena je micelarna elektrokineticka kromatografska metoda, primjenom
radnog pufera sastava 20 mM boratni pufer pH 9,3 i 50 mM natrijev dodecil sulfat. Uzorci su
injektirani hidrodinamski pri 50 mbar tijekom 4 s. Analiza je provodena pri separacijskom

naponu 28 kV, temperaturi 25 °C te valnoj duljini 237 nm.

Metoda je linearna za febuksostat amid 1 febuksostat DEE u podru¢ju koncentracija od 0,1 do
10 pg/mL, dok je za etil febuksostat linearna u rasponu koncentracija od 0,1 do 5 pg/mL. Za

febuksostat metoda je linearna u podrucju koncentracija od 100 do 1200 pg/mL.

Preciznost metode je odredena kao ponovljivost. Izrazene su relativna standardna odstupanja
za Kkorigirano vrijeme migracije i korigiranu povr$inu pikova analita. Dobivene RSD
vrijednosti za vrijeme migracije iznosile su izmedu 0,84-1,37 %, a za povrsinu pika 1,00-2,85
%. Ocekivano, najveca odstupanja dobivena su za pik oneciS€enja etil febuksostata koji je
nepolarno oneciséenje i najvise stupa u interakcije s micelama natrijevog dodecil sulfata, pa
migrira zadnji od svih analita i ujedno je pik s najlosijom simetrijom. Rezultati ukazuju na to
da je preciznost predlozene micelarne elektrokineticke kromatografske metode
zadovoljavajuca. Predlaze se ispitivanje dodatnih parametara kako bi metoda bila u potpunosti

validirana.
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7. Sazetak/Summary

7.1. Sazetak

Validacija analiticke metode je proces kojim se odreduje i dokumentira prikladnost
analiticke metode za odredenu primjenu. Osnovni parametri koji se uzimaju u obzir tijekom
validacije su: toCnost, preciznost, specifi¢nost/selektivnost, granica dokazivanja, granica

odredivanja, linearnost i koncentracijsko podrucje i izdrzljivost.

Cilj ovoga rada bio je ispitati validacijske parametre za novorazvijenu analiticku metodu i
utvrditi njezinu prikladnost za istovremeno odredivanje febuksostata i njegova tri onecis¢enja,
febuksostat amida, febuksostat DEE i etil-febuksostata, u gotovom ljekovitom obliku.
Febuksostat je inhibitor ksantin oksidaze, lijek koji se koristi u lijecenju kroni¢ne
hiperuricemije. Koristena je micelarna elektrokineticka kromatografija, separacijska tehnika
koja ima sposobnost odvajanja neutralnih i nabijenih analita. Kod validacije analiticke metode

ispitana je linearnost metode te preciznost metode izrazena kao ponovljivost.

Metoda je linearna za febuksostat amid i febuksostat DEE u podrucju koncentracija od 0,1
do 10 pg/mL, dok je za etil febuksostat linearna u rasponu koncentracija od 0,1 do 5 pg/mL.
Za febuksostat metoda je linearna u podruc¢ju koncentracija od 100 do 1200 pg/mL.

Preciznost metode je odredena kao ponovljivost. Izrazene su relativna standardna
odstupanja za korigirano vrijeme migracije 1 korigiranu povrSinu pikova analita. Dobivene
RSD vrijednosti za vrijeme migracije iznosile su izmedu 0,84-1,37 %, a za povrSinu pika

1,00-2,85 %.

Ocekivano, najveca odstupanja dobivena su za pik oneciS¢enja etil febuksostata koji je
nepolarno oneciS¢enje i najvise stupa u interkacije s micelama natrijevog dodecil sulfata, pa
migrira zadnji od svih analita i ujedno je pik s najlosijom simetrijom. Rezultati ukazuju na to
da Je preciznost predlozene micelarne elektrokineticke kromatografske metode
zadovoljavajuca. Predlaze se ispitivanje dodatnih parametara kako bi metoda bila u potpunosti

validirana.
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7.2. Summary

Validation of analytical method is a process used to confirm that the analytical procedure
employed for a specific test is suitable for its intended use. Typical validation characteristic
which should be considered are: accuracy, precision, specificity, limit of detection, limit of

quantitation, linearity, range and robustness.

The objective was method validation for simultaneous determination of febuxostat and its
impurities, febuxostat amide, febuxostat DEE and ethyl febuxostat in pharmaceutical
formulations. Febuxostat is a xanthine oxidase inhibitor, the new drug used in chronic
hyperuricemia treatment. In this paper the method for determination of febuxostat and its
impurities was validated. The technique used for determination was micellar electrokinetic

chromatography. Parameters tested for validation were linearity and intermediate precision.

Method is linear for febuxostat amid and febuxostat DEE in concentration range from 0.1 to
10.0 pg/mL, and for ethyl febuxostat in range from 0.1 to 5.0 pg/mL. For febuxostat linearity
is in range from 100.0 — 1200.0 pg/mL.

Method precision is demonstrated as repeatability. Relative standard deviation for migration
time and peak areas were presented. RSD values for migration time were from 0.84 to 1.37 %
and for peak areas were from 1.00 to 2.85 %. Greatest aberrations were for peak areas for
ethyl febuxostat. Ethyl febuxostat is a neutral impurity that interacts most with the inner
capillary wall so its peaks have bad symmetry. Results suggest that the precision of the

proposed method is satisfactory.
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SUMMARY

Validation of analytical method is a process used to confirm that the analytical procedure employed for a specific test
is suitable for its intended use. Typical validation characteristic which should be considered are: accuracy, precision,
specificity, limit of detection, limit of quantitation, linearity, range and robustness.

The objective was method validation for simultaneous determination of febuxostat and its impurities, febuxostat
amide, febuxostat DEE and ethyl febuxostat in pharmaceutical formulations. Febuxostat is a xanthine oxidase
inhibitor, the new drug used in chronic hyperuricemia treatment. In this paper the method for determination of
febuxostat and its impurities was validated. The technique used for determination was micellar electrokinetic
chromatography. Parameters tested for validation were linearity and intermediate precision.

Method is linear for febuxostat amid and febuxostat DEE in concentration range from 0.1 to 10.0 pg/mL, and for ethyl
febuxostat in range from 0.1 to 5.0 pg/mL. For febuxostat linearity is in range from 100.0 — 1200.0 pg/mL.

Method precision is demonstrated as repeatability. Relative standard deviation for migration time and peak areas were
presented. RSD values for migration time were from 0.84 to 1.37 % and for peak areas were from 1.00 to 2.85 %.
Greatest aberrations were for peak areas for ethyl febuxostat. Ethyl febuxostat is a neutral impurity that interacts most
with the inner capillary wall so its peaks have bad symmetry. Results suggest that the precision of the proposed
method is satisfactory.
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