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IVADAS

Arteriné hipertenzija (AH) arba padidéjes kraujo spaudimas (arterinis kraujo spaudimas
daugiau kaip 140/90 mm Hg) — daZniausia liga tiek Lietuvoje, tiek ir visame pasaulyje. AH
yra susijusi su padidé¢jusia Sirdies ir kraujagysliy, smegeny kraujagysliy ir inksty ligy rizika.
Nepakankama padidéjusio spaudimo kontrolé — pagrindiné mirtingumo priezastis.
Moksliniais tyrimais jrodyta, kad didziausia arterinés hipertenzijos gydymo nauda susijusi su
paties gydymo efektyvumu, t. y. kaip pavyksta sumazinti arterinj kraujospudj iki tikslinio ir jj
tokj iSlaikyti [1]. Esant nedidelio laipsnio hipertenzijai galima kurj laikg gydyti be vaisty.
Taciau jeigu nemedikamentinés priemonés nepadeda ir po 3 ménesiy kraujospiidis iSlieka
didesnis nei 140/90, paskiriamas medikamentinis gydymas. Vienas i$ placiausiai naudojamy
vaisty AH gydyti — angiotenzing konvertuojan¢io fermento slopintojas (AKF inhibitorius)
perindoprilis. Pvz., 2018 m. duomenimis Lietuvoje perindoprilis uzima 4-tg vietg dazniausiai
vartojamy vaisty sgraSe [2]. Pastaraisiais metais vis labiau populiaréja AH gydymas
panaudojant dviejy ar trijy vaisty derinius vienoje tabletéje. Naudojant vaisty derinius
iSvengiama dideliy doziy skyrimo bei sumazinami Salutiniai poveikiai. Perindoprilis jprastai
derinamas su diuretiku indapamidu ir/arba su kalcio kanaly blokatoriumi amlodipinu.

Naujy vaisty deriniy jvedimas taip pat inicijuoja efektyviy metody poreikj veikliosioms
medziagoms Siuose deriniuose nustatyti.

Magistro baigiamojo darbo tikslas — optimizuoti ir validuoti skys¢iy chromatografijos
metoda antihipertenziniy vaisty perindoprilio pagrindu analizei.

Darbo uzdaviniai:
1. Optimizuoti perindoprilio, amlodipino ir indapamido chromatografinio atskyrimo ir UV
detektavimo salygas.
2. Istirti perindoprilio, amlodipino ir indapamido atsparuma iSorés veiksniams (51 uzduotis del
karantino nebuvo atlikta).
3. Atlikti metodo validavima ir skirtingy gamintojy anitihipertenziniy vaisty analize.



|. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Antihipertenziniai vaistai perindoprilio pagrindu

Arteriné hipertenzija yra viena i§ labiausiai paplitusiy Sirdies ir kraujagysliy sistemos
patologijy, kuriai biudingas nuolatinis kraujo spaudimo padidéjimas iki 140/90 mm

gyvsidabrio stulpelio ar aukstesnis.

Daugumai pacienty hipertenzija ilga laika nesukelia jokiy nusiskundimy. Nepaisant to,

padidéjus] kraujospiid] biitina pastoviai gydyti. Vaistai ir jy dozés parenkamos labai
individualiai. Gydant kraujospudis turi buti tolygus, kadangi jo nepastovumas ypa¢ blogai
veikia kraujagysles. Negalima staiga liautis gérus vaistus, nes kraujospiidis gali staiga labai
padidéti. Turi biiti parenkami veiksmingiausi ir maziausiai Salutiniy reiskiniy sukeliantys
vaistai [3]. Pagal savo poveikj kraujosptidi mazinantys vaistai skirstomi ] atitinkamas grupes,

kurios susistemintos 1.1 lenteléje.

1.1 lentelé. Kraujosptdj maZzinanciy vaisty grupés [3]

Grupés pavadinimas

Veikliyju medziagy pavyzdziai

AKEF inhibitoriai (angiotenzing
konvertuojancio fermento
slopintojai)

Kaptoprilis — seniausias $ios grupés preparatas, trumpo
veikimo.

llgalaikiam gydymui tinka zofenoprilis, perindoprilis,
ramiprilis, trandolaprilis, kvinaprilis, fozinoprilis,
spiraprilis, lizinoprilis, enalaprilis. Kuo ilgiau vartojami
ilgalaikio veikimo preparatai, tuo jie geriau uztikrina
paros kraujosptidzio kontroleg.

Angiotenzino II receptoriy
blokatoriai

Losartanas, telmisartanas, olmesartanas, irbesartanas,
valsartanas, kandesartanas, eprosartanas. Sie vaistai
naudingi, kai kartu su arterine hipertenzija yra inksty
disfunkcija, sustor¢jes Sirdies raumuo (kairiojo skilvelio
hipertrofija), diagnozuotas cukrinis diabetas ar
metabolinis sindromas.

Kalcio kanaly blokatoriai
(skirstomi | tris grupes:
dihidropiridinali,
benzotiazepinai ir
fenilalkilaminai)

Dihidropiridinai:

pirmosios kartos - ilgai veikiantis nifedipinas;

antrosios kartos - nitrendipinas, felodipinas, nikardipinas;
treciosios kartos - lacidipinas, amlodipinas,
lerkanidipinas.

Benzotiazepinai: trumpo ir ilgo veikimo diltiazemas.
Fenilalkilaminai: trumpo ir ilgo veikimo verapamilis.

Betaadrenoreceptoriy
blokatoriai.

Pirmos kartos betaadrenoblokatoriai - propranololis (Siuo
metu hipertenzijos gydymui neskiriamas, nes blokuoja ir
Sirdies, ir kraujagysliy receptorius).

Antros kartos - metoprololis, betaksololis, bisoprololis,
acebutololis, atenololis (jie yra kardioselektyvis).
Trecios kartos - nebivololis, karvedilolis (pasizymi




kraujagysles plecianCiomis savybémis).

Diuretikai Tiazidiniai - hydrochlorotiazidas.

(skirstomi j grupes: tiazidiniai, | Kilpiniai — furozemidas, torazemidas.

kilpiniai, kalj sulaikantys ir Kalj sulaikantys - spironolaktonas, eplerenonas.

indolino dariniai) Indolino dariniai - indapamidas (specialiai hipertenzijos
gydymui sukurtas diuretikas, kuris veikia Svelniai ir
ilgai).

Centrinio poveikio vaistai Arterinés hipertenzijos gydymui placiai naudojami
rilmenidinas ir moksonidinas (imidazolino receptoriy
agonistai).

Metildopa (alfa-2 receptoriy agonistu) ir labetololiu iki
Siol gydoma nésc¢iyjy hipertenzija, kadangi kiti vaistai
gali sukelti pavojy vaisiui.

Klonidinas (klofelinas - alfa-2 ir imidazolino receptoriy
agonistas) tinkamas tik greitam kraujosptidzio
sumazinimui, taciau visai netinka pastoviam hipertenzijos
gydymui dél Salutiniy reiskiniy: sausumo burnoje,
mieguistumo, galvos skausmy, depresijos, o nutraukus
vaista - staigaus kraujospiidzio padidé¢jimo sindromo.
Alfaadrenoblokatoriai Seniausias i$ jy - prazosinas, vartojamas retai, nes
kraujospiidj numusa per greitai, sukelia Sirdies plakima,
galvos svaigima, skausma, be to, veikia neilgai.
Naujesnieji — ilgo veikimo doksazosinas, terazosinas -
pradeda veikti 1éCiau ir yra efektyviis vartojant viengkart

per para.

Kadangi magistro darbas skirtas antihipertenziniy vaisty perindoprilio pagrindu tyrimui,
toliau bus aptarti tik Sio tipo preparatai.

Perindoprilis — ilgalaikio gydymo AKEF inhibitorius, geriamas 1-2 kartus per para.
Efektyviai mazina kraujospidj, iSplésdamas arterijas. Jis stabdo kraujagysles siaurinancio
hormono angiotenzino Il susidarymg slopindamas angiotenzing konvertuojant] ferments.
Sumazeja kraujagysliy tonusas, spazmai, padidéja kraujagysliy spindis, pageréja organy ir
audiniy kraujotaka. Pasizymi daugeliu papildomy poveikiy: mazina kairiojo skilvelio
hipertrofija ir remodeliavima, gerina endotelio funkcija, Sirdies raumens sistoling ir diastoline
funkcijas, turi nefroprotekciniy savybiy, mazina atsparumg insulinui, netrikdo medziagy
apykaitos, stabdo ateroskleroze. Organoprotekcinis poveikis priklauso nuo lipofilisSkumo ir
afiniSkumo audiniams [3]. Perindoprilis — dazniausiai Lietuvoje naudojamas antihipertenzinis
vaistas [2]. Jprastai j antihipertenzinius preparatus jis yra pridedamas erbumino arba arginino
drusky pavidalu (1.1 pav.).
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1.1 pav. Perindoprilio ir jo drusky struktiiros.

Ilga laika buvo manoma, kad hipertenzija reikéty pradéti gydyti vienu vaistu, ir tik po
monoterapijos ciklo, esant reikalui, pridéti antrg ar treCig vaistg. Pastaraisiais metais $is
pozitris pasikeité: laikoma, kad beveik visais atvejais hipertenzijos gydyma galima ar netgi
reikéty pradéti nuo vaisty derinio. Tereikia parinkti tinkamus konkre¢iam pacientui derinio
komponentus ir jy dozes [4].

Fiksuoti deriniai — tai dviejy ar trijy vaisty deriniai vienoje tabletéje. Dazniausiai tai
diuretiko hydrochlortiazido ar indapamido deriniai su vienu i§ AKF inhibitoriy ar
angiotenzino receptoriy blokatoriaus, kalcio kanaly blokatoriaus derinys su AKF
inhibitoriumi (pvz., amlodipinas su perindopriliu). Privalumas tas, kad vaistai derinyje
sustiprina  vienas kito veikimg, sumaZina Salutinius poveikius, patogu pacientui.
Perindoprilis/indapamidas yra dazniausiai Lietuvoje vartojamas sudétinis vaistas [3].

Indapamidas (1.2 pav.) — diuretiky grupés antihipertenzinis vaistas. Tai Slapimag
varantis preparatas. Skatina vandens, natrio ir chloridy pasisalinimg per inkstus. Sumazina
cirkuliuojancio kraujo tiirj, o tuo paciu ir kraujosptdj [3].

Indapamidas

1.2 pav. Indapamido struktira.



Galimi ir kiti fiksuoti vaisty deriniai. Pvz., trijy preparaty - perindoprilio, amlodipino ir
indapamido — derinys, skirtas pacientams su labai dideliu kraujosptidziu gydyti [5].

Amlodipinas — kalcio kanaly blokatoriy grupés antihipertenzinis vaistas. Blokuoja
arterioliy raumeny lasteliy lygiyjy raumeny kalcio kanalus, stabdo kalcio jony patekimg j
lasteles. Kalcis reikalingas kraujagysliy lygiyjy raumeny susitraukimams. SumaZzindami
kalcio kiekj Iastelése Sie vaistai arterioles iSplecia, taip sumazindami kraujospiidj. Pasizymi
papildomais poveikiais: nefroprotekciniu, ateroskleroze stabdanciu, endotelio funkcija
gerinanciu. Netrikdo medziagy apykaitos [3]. Vaistuose naudojamas kaip amlodipino besilato

druska (1.3 pav.).
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1.3 pav. Amlodipino besilato struktiira.

Tokiame trijy vaisty derinyje perindoprilis ir amlodipinas atpalaiduoja kraujagysles, kad
kraujas galéty lengviau jomis pratekéti. Tuo tarpu indapamidas didina inksty iSskiriamag
Slapimo kiekj, sumaZindamas cirkuliuojancio kraujo tiirj. Kiekviena i§ veikliyjy medziagy
mazina kraujospidj ir veikdamos kartu jos padeda Zymiai efektyviau jj kontroliuoti.

1.2 Vaisty perindoprilio pagrindu analizés metody apZvalga

Literaturoje (apzvelgta 1990-2019 m. moksliné literatira) aprasyta visa eile¢ skirtingy
metody, skirty vaisty perindoprilio pagrindu analizei. Tai dujy chromatografija,
spektrofotometrija, fluorescenciné analize¢, efektyvioji skysciy chromatografija.

1.2.1 Dujy chromatografija

Perindoprilis, amlodipinas ir indapamidas yra ganétinai poliniai ir todél nepasizymintys
lakumu junginiai, tad jy tiesioginis nustatymas dujy chromatografijos metodu yra
komplikuotas. Siekiant padidinti tokiy junginiy lakumg bitina juos derivatizuoti, kas
apsunkina dujy chromatografine analize. Todél per apzvelgtus paskutinius 30 mety Sia tema
publikuotas tik vienas straipsnis, kuriame apraSomas kapiliarinés dujy chromatografijos
metodas perindopriliui nustatyti antihipertenziniuose vaistuose. Metodas pagrjstas
perindoprilio derivatizavimu pentafluorbenzilbromidu acetone, naudojant bazinj kalio
karbonato katalizatoriy. Esant S§velnioms derivatizacijos salygoms labai polinis ir nestabilus
perindoprilis pervedamas j lakesnj ir maziau polinj junginj, tinkantj dujy chromatografinei
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analizei. Gautas derivatas buvo atskiriamas SE-54 kapiliarinéje kolonéléje ir detektuojamas
liepsnos jonizacijos detektoriumi. IStirti parametrai, turintys jtakos perindoprilio
derivatizacijai. Perindoprilio nustatymo tiesinis diapazonas buvo didesnis nei 20-300 nmol, o
analizuojant 0,2 mL tario méginius acetono tirpale perindoprilio aptikimo riba (signalo ir
triukSmy santykis 5) buvo apie 3 nmol. Buvo parodyta, kad metodas tinka perindoprilio
nustatymui tabletése [6].

1.2.2 Fluorescenciné analizé

Pagrindinis fluorescencinés analizés privalumas — didelis nustatymo jautris. Taciau
veikliyjy medziagy nustymui vaistiniuose preparatuose dazniausiai nereikia ypatingo
jautrumo. Be to, Siame darbe aptariami junginiai nepasizymi fluorescencija, tad jy nustatymui
Siuo metodu biitina juos derivatizuoti. Paminétos prieZastys riboja fluorescencinés analizés
taikyma.

Buvo sukurtas ir patvirtintas naujas, paprastas, selektyvus ir jautrus
spektrofluorimetrinis  metodas  perindoprilio  erbuminui  nustatyti  naudojant  7-
hidroksikumaring. Nustatyta, kad perindoprilio erbuminas reaguoja su 7-hidroksikumarinu
acetonitrile, susidarant naujam fluorescuojan¢iam produktui. Komplekso fluorescencija buvo
matuojama acetonitrilo tirpale esant 440 nm bangos ilgiui po suzadinimo 350 nm bangos ilgio
spinduliuote. Optimaliomis sglygomis fluorescencijos intensyvumas buvo tiesinis
perindoprilio koncentracijy intervale 2,0-16,0 mg/L, o aptikimo riba buvo 0,054 mg/L [7].

Tie patys autoriai pasitilé dar vieng nauja, paprastg ir specifinj spektrofluorimetrinj
metoda perindoprilio erbumino nustatymui, pagrjsta rodamino B fluorescencijos slopinimu
pridedant perindoprilio erbumino. Fluorescencijos slopinimas buvo registruojamas esant
578 nm bangos ilgiui po suzadinimo 500 nm bangos ilgio spinduliuote. Buvo optimizuotos
reakcijos salygos, tokios Kaip tirpiklio prigimtis, reagento koncentracija ir reakcijos trukmé.
Optimaliomis sglygomis fluorescencijos slopinimas buvo tiesinis perindoprilio koncentracijy
intervale 1,0-6,0 mg/L. Sitlomas metodas, kaip ir prie§ tai aptartas buvo validuoti ir
sékmingai pritaikyti grynos formos ir tabletuoto perindoprilio erbumino nustatymui.
Statistinis rezultaty, gauty naudojant sukurtus metodus, palyginimas parode, kad metodai yra
labai specifiniai. Perindoprilis gali bati nustatytas ir esant indapamidui, diuretikui, kuris
jprastai derinamas su perindoprilio erbuminu [8].

1.2.3 Spektrofotometrija

Zymiai populiaresni yra spektrofotometrinés analizés metodai. Kadangi tiriami junginiai
neabsorbuoja matomoje bangos ilgiy srityje, dazniausiai cheminiy reakcijy pagalba jie yra
pervedami  absorbuojancius darinius.

Darbe [9] buvo istirtos perindoprilio, kaip elektrony donoro, spalvinés reakcijos su 2,3-
dichlor-5,6-diciano-p-benzochinono  (DDQ), 7,7,8,8-tetracianokvinodimetano (TCNQ),
tetracianietileno (TCNE), chloranilo (CL) ir p-chloranilo ragsties (p-CA) elektrony
akceptoriais. Su $iais reagentais perindoprilis sudaro junginius, stipriai absorbuojancius esant
588 nm (DDQ), 843 nm (TCNQ), 419 nm (TCNE), 550 nm (CL) ir 520 nm (p-CA) bangos
ilgiui. Siy reakcijy pagrindu buvo optimizuoti spektrofotometriniai metodai perindopriliui
nustatyti. Visoms reakcijoms Bero désnis galioja 20-200 mg/L perindoprilio koncentracijy
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intervale. Reakcijos buvo atliekamos nevandeninéje terpéje, 0 spalvoti junginiai isliko stabiltis
maziausiai 1 valandg. Darbe apraSytas sitilomy metody taikymas perindopriliui tabletése
nustatyti.

Kitas paprastas ir jautrus kinetinis spektrofotometrinis metodas perindopriliui nustatyti
farmaciniuose preparatuose pagrjstas vaisto sgveika su 1-chlor-2,4-dinitrobenzenu (CDNB)
dimetilsulfokside (DMSQO) esant 40 °C temperatirai. Reakcija buvo stebima
spektrofotometriskai, matuojant absorbcijos pokycio greitj esant 420 nm bangos ilgiui.
Optimizuotomis eksperimentinémis salygomis kalibravimo kreivé buvo tiesiné 20-140 mg/L
perindoprilio koncentracijy srityje. Sis metodas buvo sékmingai pritaikytas perindoprilj
nustatyti komerciniuose farmaciniuose preparatuose [10].

Kitame darbe [11] perindoprilio nustatymui farmacinése kompozicijose siiilomas
spektrofotometrinis metodas, pagrjstas perindoprilio amino grupés reakcija su 2,4-
dinitrofluorbenzenu dimetilsulfokside. Reakcijos metu susidaro geltonos spalvos produktas,
maksimaliai sugeriantis esant 410 nm. Bero désnis galioja koncentracijy intervale nuo 2,5 iki
25 mg/L, o moliné sugertis buvo 6,71-10° L/mol/cm. Siiilomo metodo aptikimo ir nustatymo
ribos buvo atitinkamai 1,7 ir 5,2 mg/L.

Pasitilyti du spektrofotometriniai-matematiniai metodai (absorbcijos faktoriaus ir
absorbcijos korekcijos) perindopriliui ir amlodipinui nustatyti esant jiems kartu méginyje
[12]. Abiejuose metoduose amlodipinas buvo tiesiogiai nustatomas 8-28 mg/L koncentracijy
intervale esant 360 nm bangos ilgiui. Tuo tarpu perindoprilis buvo nustatomas koncentracijy
intervale 10-70 mg/L absorbcijos faktoriaus metodu esant 222 nm, o absorbcijos korekcijos
metodu esant 208 nm bangos ilgiui. Sitlomi metodai buvo panaudoti 19-oje sintetiniy
méginiy, kuriuose buvo 60-100 mg/L perindoprilio ir 20-40 mg/L amlodipino koncentracijos,
analizei. Taip pat sukurtais metodais buvo sékmingai iSanalizuotos komercinéje prekyboje
esancios tableCiy kompozicijos.

Kaip matyti 1§ apzvelgty literatiros Saltiniy, spektrofotometriniai metodai nepasizymi
dideliu jautriu — nustatymo ribos skirtinguose straipsniuose yra 5-20 mg/L koncentracijy
srityje. Taciau pagrindinis spektrofotometrijos metody trikumas - jie néra atrankds, todél
sunkiai pritaikomi vaisty, kuriy sudétyje yra kelios veikliosios medziagos, analizei.

1.2.4 Efektyvioji skys¢iy chromatografija (HPLC)

Tai neabejotinai pats populiariausias farmaciniy preparaty analizés metodas.

Lenky mokslininkai [13] perindoprilio l-arginino cis/trans izomery atskyrimui ir
nustatymui farmaciniuose preparatuose optimizavo HPLC metoda su diody matricos
detektoriumi. Atskyrimas buvo atliekamas ,,Poroshell 120 Hilic* (4,6x150 mm, 2,7 pm)
kolon¢léje, naudojant judrig fazg susidedancia i§ acetonitrilo ir 0,1% skruzdziy rugsties
vandeninio tirpalo (tiiriy santykis 20:80). Injekcijos tiiris buvo 5,0 uL, o detektavimo bangos -
230 nm. Metodo atrankumas buvo patvirtintas nustatant perindoprilio l-argining esant
méginyje jo degradacijos produktams, susidariusiems veikiant junginio tirpalg ragStimi,
Sarmu, oksidatoriumi bei skaidant kietg junginj padidintame santykiniame oro drégnume.
Metodas pasizyméjo tiesiSkumu 0,40-1,40 mg/L perindoprilio [l-arginino koncentracijy
intervale l-am izomerui ir 0,40-2,40 mg/L koncentracijy intervale ll-am izomerui. HPLC
metodas atitiko tikslumo kriterijus perindoprilio l-arginino izomery nustatymui. Aptikimo ir



nustatymo ribos buvo atitinkamai 0,15 ir 0,46 mg/L | izomerui, ir 0,04 ir 0,11 mg/L 1l
izomerui.

Perindoprilio erbumino ir jo priemaisy (L-norvalino, L-norvalino etilo esterio ir (S) -
indolin-2-karboksirtigsties) nustatymui buvo sukurtas paprastas ir labai jautrus HPLC-masiy
spektrometrijos metodas. Chromatografinis atskyrimas buvo atliekamas Symmetry C-18
kolonéléje (75 mm x 4,6 mm, 3,5 pum) gradientinés eliucijos rezimu naudojant
vandens/acetonitrilo/metanolio judriag faz¢ su 5 mmol/L amonio formiato priedu, ir
0,6 mL/min judrios fazés srauto greitj. Sitllomas metodas buvo patvirtintas pagal ICH gaires ir
gali biiti naudojamas perindoprilio kokybés tyrimams ir jo priemaiSy nustatymui farmacijoje
[14].

Biitina pazyméti, kad buvo publikuota ir daugiau straipsniy, skirty perindopriliui
nustatyti HPLC metodu. Taciau, kadangi daugelio jy turinys yra labai panaSus, jie nebus
aptariami Sioje apzvalgoje. Pilnai bus komentuojami tik straipsniai, skirti dviejy arba visy trijy
Siame darbe aptariamy junginiy atskyrimui ir nustatymui skys¢iy chromatografijos metodais.

Trijose publikacijose HPLC metodas buvo taikytas perindopriliui ir indapamidui
nustatyti. Darbe [15] pasitilytas naujas paprastas, greitas ir tikslus atvirkséiy faziy HPLC
metodas perindoprilio ir indapamido atskyrimui ir nustatymui farmaciniuose preparatuose.
Metodas pagrjstas HPLC atskyrimu atvirkséiy faziy C18 kolonéléje, naudojant judria faze
fosfatinj buferj (pH 2,4) vandens/acetonitrilo (tiriy santykiu 70:30) miSinyje. Perindoprilio ir
indapamido kalibracinés kreivés buvo tiesinés atitinkamai 5,0-70,0 mg/L ir 8,0-35,0 mg/L
koncentracijy intervaluose. Sitilomas metodas pasizyméjo geru tikslumu ir atkuriamumu.
Metodas buvo sékmingai pritaikytas farmaciniams preparatams, turintiems minétg vaisty
derinj.

Kitame straipsnyje [16] atvirk$¢iy faziy HPLC metodas pritaikytas perindopriliui ir
indapamidui nustatyti esant méginyje ir jy skilimo produktams. Metodas parodé¢ patenkinama
perindoprilio ir indapamido atskyrima nuo pagrindiniy priemai$y ir skilimo produkty.
Atskyrimai buvo atliekami XTerra RP18 (5 um, 150 x 4,6 mm) kolonéléje 55 °C
temperatiiroje, naudojant judria faze vandeninj NaH2PO4 buferj (pH 2,0; 0,005 mol/L) ir
acetonitrilg (tiriy santykiu 75:25) ir UV detektavimg esant 215 nm bangos ilgiui. I§samus
perindoprilio ir indapamido testavimas streso salygomis buvo atliktas pagal Tarptautinés
derinimo konferencijos (ICH) gaires Q1A. Metodo specifiSkumas buvo nustatytas jvertinant
placebo poveikj ir atliekant vaisto testavimag nepalankiausiomis salygomis (priverstinis
skilimas): veikiant rtgstine hidrolize, bazine hidrolize, oksidacija, sausa $iluma ir fotolize.
Veikiant stresui jokiy priemai$y ar skilimo produkty ribojanéiy ar trukdanéiy anali¢iy
nustatymg nebuvo nustatyta, o metodas buvo specifiskas perindoprilio ir indapamido
nustatymui esant skilimo produktams. Metodas buvo validuotas jvertinus jo tiesiSkuma,
tiksluma, specifiSkuma, atsparuma ir tirpaly stabilumg. Siiilomo metodo tiesiSkumas buvo
24-56 mg/L (r?=0,9993) koncentracijy intervale perindopriliui ir 7,5-17,5 mg/L (r?=0,9992)
koncentracijy intervale indapamidui. Metodas pripazintas tinkamu tiek stabilumo testams
atlikti, tiek ir perindopriliui bei indapamidui farmaciniuose preparatuose nustatyti.

Treciajame darbe [17] perindoprilis ir indapamidas buvo atskirti atvirkséiy faziy HPLC-
UV metodu BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 50 mm) kolonéléje su judria faze, sudarytg i§ 0,01
turio% skruzdziy rugsties vandenyje (pH=4) ir acetonitrilo (tiriy santykiu 40:60). Abu
junginiai atskiriami greic¢iau nei per 4,5 minutés. Coversyl Plus (R) farmaciniame preparate
turin¢iame 5000 pg perindoprilio arginino ir 1250 pg indapamido, buvo nustatyta atitinkamai
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4991 pg ir 1247 pg Siy junginiy. Santykiniai standartiniai nuokrypiai - 0,63% perindopriliui ir
0,84% indapamidui. Be to, panaudojus masiy spektrometrinj detektavimg buvo identifikuoti
perindoprilio ir indapamido skilimo produktai, susidarantys paveikus rtigstimi, Sarmu bei
Siluma.

Perindoprilio arginino ir amlodipino besilato nustatymui jy miSiniuose ir esant jy
skilimo produktams, buvo optimizuoti, validuoti ir palyginti du specifiniai skysciy
chromatografijos metodai [18]. Pirmasis metodas — plonasluoksné skys¢iy chromatografija su
densitometriniu detektavimu. Tinkamas abiejy junginiy atskyrimas buvo pasiektas ant kvarco
silikagelio 60 F254 TLC plokstelés su etilo acetato, metanolio, tolueno ir 33% amoniako
misinio (tiriy santykiu 65:20:10:5) judria faze. Antrasis metodas — atvirksciy faziy HPLC su
UV detektavimu esant 218 nm bangos ilgiui. Abu komponentai buvo atskirti C18 kolonéléje,
naudojant judrig fazg, sudarytg i§ vandeninio fosfato buferio (pH=2,5; 0,01 mol/L) ir
acetonitrilo (tariy santykiu 60:40) su 0,1% tetrahidrofurano priedu. Siilomi metodai buvo
jteisinti laikantis ICH gairiy ir buvo sékmingai pritaikyti perindoprilio ir amlodipino
kiekybiniam nustatymui komercinése tabletése. Abiem metodais gauti rezultatai buvo
statistiSkai palyginti, taciau reikSmingy rezultaty skirtumy nebuvo nustatyta [18].

Kitame darbe [19] perindopriliui ir amlodipinui nustatyti misiniuose esant jy skilimo
produktams pasitilytas panaSus atvirk$¢iy faziy HPLC metodas. Veikliyjy medziagy ir jy
skilimo produkty atskyrimas buvo atliktas RP Waters Spherisorb ODS1 kolon¢léje (250 x 4,6
mm, 5 pum) su acetonitrilo ir vandens (thiriy santykiu 30:70) judria faze, | kurig pridéta
15 mmol/L fosforo rugsties. Judrios fazés pH - 5,0, judrios fazés srauto greitis - 1,2 mL/min,
UV detektavimo bangos ilgis - 215 nm. Chromatografinis atskyrimas atliekamas 45 °C
kolonélés temperatiiroje. Vidiniu standartu pasirinktas atenololis. Amlodipinas ir perindoprilis
buvo veikiami roigstimi, Sarmu, $iluma, UV spinduliuote bei oksidatoriumi. Tyrimai parodg,
kad paveikus i$vardintomis stresinéms sglygoms abu junginiai suskyla. Straipsnio autoriy
teigimu metodas gali biti naudojamas amlodipino ir perindoprilio nustatymui
antihipertenziniy vaisty deriniy tabletése.

Pastaruoju metu literatiiroje paskelbti keli straipsniai [20-22], skirti visy trijy aptariamy
junginiy atskyrimui ir nustatymui skys¢iy chromatografijos metodais.

Darbe [20] perindoprilio, indapamido ir amlodipino atskyrimas atvirk$¢iy faziy HPLC
metodu buvo atliekamas BDS Hypersil C-18 kolonéléje (100 x 3 mm, 5 um) su 0,05 mol/L
vandeninio kalio dihidrofosfato buferio (pH=2,6) ir metanolio (tariy santykiu 50:50) judria
faze 50 °C kolon¢lés temperatiiroje. Naudota izokratiné eliucija 0,6 mL/min srauto greiéiu ir
UV detektavimas esant 215 nm bangos ilgiui. Nustatytas kalibraciniy teisiSkumas
koncentracijy intervaluose 5-80 mg/L perindopriliui, 2,5-80 mg/L amlodipinui ir 0,5-20 mg/L
indapamidui. Sialomu HPLC metodu gauti rezultatai buvo palyginti su standartiniais
metodais gautais rezultatais naudojant statisting analiz¢. Rezultatai parodé, kad reikSmingo
skirtumo tarp skirtingais metodais gauty rezultaty nebuvo. Sukurtas metodas yra tinkamas
farmaciniuose preparatuose esanciy veikliyjy medziagy kokybés kontrolei uztikrinti.

Kitame darbe [21] chromatografiniam atskyrimui buvo iSbandytos jvairios judriy faziy
kompozicijos siekiant efektyvaus trijy junginiy atskyrimo ant naujos kartos pavirSiuje poréto
atvirksciy faziy sorbento Kinetex C18. Optimalus atskyrimas buvo pasiektas kolonéléje (150
x 4,6 mm I. D. 5 um) su 0,025% fosforo riigsties turin¢ia vandens/acetonitrilo (tiiriy santykiu
60:40) judria faze. Naudota izokratiné eliucija 1,5 mL/min greiciu 30 °C kolonélés
temperattroje, UV detektavimas esant 215 nm bangos ilgiui. Kalibraciniy teisiSkumo
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intervalai: 1,8-10° - 2,8.10* mol/L perindopriliui, 1,8-10° - 2,1-10* mol/L amlodipinui ir
2,7-10° - 2,7-10* mol/L indapamidui. Nustatymo ribos: 1,0-10° mol/L perindopriliui,
5,1-107" mol/L amlodipinui ir 5,5-:10” mol/L indapamidui. Sitilomas metodas buvo sékmingai
pritaikytas komerciniy vaisty deriniy table¢iy analizei.

Visai neseniai publikuotas darbas [22], skirtas prindoprilio, indapamido ir amlodipino
atskyrimui ir nustatymui efektyviosios plonasluoksnés chromatografijos metodu. Nejudria
faze buvo naudota silikagelio sorbentu padengta aliuminio plokstele 60 F-254, o
dichlormetano, metanolio, tolueno ir ledinés acto rugsSties tirpalas (tdriy santykiu
70:10:20:0,1) buvo naudojamas judria faze. Detektuojama fotometriskai esant 215 nm bangos
ilgiui. Metodas buvo validuotas pagal ICH normatyvus. Atlikus modelinio méginio analize
nustatytos tokios iSgavos: 99,4-101,8 % perindopriliui, 100,6-102,7 % indapamidui ir
99,8-102,0 % amlodipinui.

1.3. Farmaciniy preparaty analizés metodo validavimas

Cheminés analizés metodo validavimas - tai dokumentais pagrjstos eksperimentinés
procediiros, patikimai jrodancios, kad konkreciu metodu kartu su jtrauktomis i metoda
pagalbinémis priemonémis bus gauti rezultatai, tiksliai atspindintys isbandyto produkto
kokybés savybes [23].

Visos privalomos analizés metody validavimo procediiros bei validavimo kriterijai yra
detaliai suraSyti Tarptautinés Harmonizavimo Tarybos (International Council for
Harmonisation, ICH), JAV Maisto ir Vaisty Administracijos (US Food and Drug
Administration, FDA) bei Europos Farmakopéjos (European Pharmacopeia) dokumentuose
[24]. Validavimas turi biiti atliekamas visiS$kai naujam analizés metodui bei jau pripaZintam
analizés metodui, taikomam naujai analitei ir/arba naujam objektui tirti.

Analizés metodo validavimo charakteristikos gali skirtis priklausomai nuo analizés
tiksly. Pagal §; kriterijy farmacinéje analizéje taikomi analizés metodai skiriami j 4 kategorijas
[25]:

| kategorija — analizés metodai pagrindiniy komponenciy vaistuose nustatymui;

Il kategorija — analizés metodai priemaiSy vaistuose bei vaisty veikliyjy medziagy
degradacijos produkty nustatymui;

Il Kkategorija — analizés metodai vaisty eksploataciniy savybiy (pvz. tirpinimo)
nustatymui;

IV kategorija — identifikavimo testai.

Kadangi S§is magistro baigiamasis darbas skirtas pagrindiniy komponenciy vaistuose
nustatymui (I kategorija), trumpai paminésime tik §iai analizés metody kategorijai privalomas
pagrindines validavimo charakteristikas [26-27].

Tikslumas (Accuracy) — iSmatuoto dydzio artimumas tikrajai jo vertei. Metodo
tikslumas jprastai vertinamas atliekant etaloniniy pavyzdziy analiz¢, analizuojant méginius
savo ir alternatyviu metodais arba standartiniy priedy metodu.

Glaudumas (Precision) — to paties éminio méginiy serijos matavimy rezultaty, gauty
nurodytomis sglygomis, artimumas vienas kitam. Metodo glaudumas vertinamas
pakartojamumu ir atkuriamumu.

Pakartojamumas (Repeatability) - rezultatai yra gaunami toje pacioje laboratorijoje,
tuo paciu metodu, to paties operatoriaus, matuojant ta pacia jranga per trumpa laikotarpj.
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Atkuriamumas (Reproducibility) - rezultatai yra gaunami tuo paciu metodu tiriant tg
pati éminj skirtingose laboratorijose, dirbant skirtingiems operatoriams, naudojantiems
skirtingg jranga.

SpecifiSkumas (Specifity) — metodo sugebéjimas patikimai nustatyti tiksling analite
esant pasalinéms tiriamo objekto komponentéms (priemaiSoms, skilimo produktams ir kt.).
Farmacinéje analiz¢je specifiSkumas jprastai vertinamas atliekant tikslinés analités atsparumo
stresui tyrimus, t.y. jvertinama analités nustatymo galimybé prie$ tai paveikus jg ragstimi,
Sarmu, oksidatoriumi, temperattira, UV spinduliuote.

Aptikimo riba (Limit of detection) — maziausia analités koncentracija, kuri leidzia
duotu metodu patikimai identifikuoti $ig analit¢. Chromatografijoje aptikimo riba dazniausiai
laikoma tokia analités koncentracija, kuriai signalo ir fono triuk§my santykis lygus 3.

Nustatymo riba (Limit of quantification) - maziausia analités koncentracija, kurig
duotu metodu galima kiekybiskai nustatyti reikiamu tikslumu ir glaudumu. Chromatografijoje
nustatymo riba dazniausiai laikoma tokia analités koncentracija, kuriai signalo ir fono
triukSmy santykis lygus 10.

TiesiSkumas (Linearity) — analités koncentracijy intervalas, kuriame su reikiama
koreliacija galioja tiesin¢ priklausomybé tarp signalo intensyvumo ir koncentracijos.

Diapazonas (Range) — analités koncentracijy méginyje intervalas, kuriame duotu
metodu analité gali biiti nustatyta reikiamu tikslumu ir glaudumu.

Atsparumas (Robutness) — analizés metodo atsparumas nedideliems metodo salygy
pokyc¢iams. Pvz. chromatografijoje tai gali buti nedideli judrios fazes greicio, judrios fazes
sudéties ir pH, kolonélés temperatiiros ar kt. svyravimai.

Apibendrinant galima pasakyti, atliekant metodo validavimg biitina atsizvelgti j daugelj
dalyky. Turi buti parengtas i§samus metodo validavimo protokolas, visa validavimo veikla ir
rezultatai turéty buti dokumentuojami metodo validavimo suvestinéje ataskaitoje ir patvirtinti
kokybés kontrolés ir vadybos atstovy [28].
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Il. EKSPERIMENTO METODIKA
2.1 Aparatiira

Tyrimai buvo atliekami ultraefektyviosios skysCiy chromatografijos sistema Waters
Acquity UPLC, sukomplektuota i§ auks$to slégio 2 kanaly gradientinio siurblio su judrios
fazés nudujinimu, automatinés méginiy jleidimo sistemos ir skenuojancio (200-500 nm)
fotodiodinés matricos (PDA) detektoriaus.

Atskyrimai buvo atliekami Acquity UPLC BEH C8 (2,1x100 mm, 1,7 um) kolonéléje
(Waters). Judria faze buvo naudojamas acetonitrilo ir vandens tirpalas (tiiriy santykiu 55:45)
su 10 mmol/L fosforo rugsties priedu. Judrios fazés srauto greitis - 0,25 mL/min. Kolonélés
temperatira - 25 °C, méginio tiris - 5 pL, detektuojama 215 nm bangos ilgyje.

2.2 Reagentai ir tirpalai

Darbe naudoti Sie reagentai:
Perindoprilio erbuminas (standartas vaisty analizei, LaboChema);
Amlodipino besilatas (standartas vaisty analizei, LaboChema);
Indapamidas (standartas vaisty analizei, LaboChema);
H3PO4 (85%, Sigma-Aldrich);
Metanolis (MeOH) (gradientinés HPLC grynumo, ROTH, Vokietija);
Acetonitrilas (ACN) (LC-MS grynumo, ThermoFisher)
Du kartus distiliuotas ir per 0,2 pm membraninj filtrg filtruotas vanduo.
Darbiniai standartiniai tiriamy junginiy tirpalai buvo ruoSiami kiekvieng dieng
skiedziant pirminj standartinj tirpalg judria faze iki reikiamos koncentracijos.

2.3 Procediiros

Skirtingy gamintojy antihipertenziniai vaistai buvo jsigyti Eurovaistin¢je. Méginiy
paruo$imo analizei procediira apraSyta skyriuje ,,Rezultatai ir jy aptarimas®.

Tyrimy eigoje analittms buvo matuojami Sie parametrai: sulaikymo trukmé tr,
sulaikymo faktorius k, skiriamoji geba Rs, kolonélés efektyvumas (teoriniy 1éksteliy skaicius
N) bei smailés simetriskumo faktorius T. Duomenys buvo apskaiCiuoti naudojant
kompiutering chromatografijos duomeny apdorojimo programa HyStar (Bruker).

Sulaikymo faktoriui k iSmatuoti nesulaikomu junginiu buvo naudotas nitrato anijonas (j
méginj pridedama NaNO3). Sulaikymo faktorius apskai¢iuojamas naudojantis formule (1):

k=R 1)

to

tr — tiriamo junginio sulaikymo trukmé, min;
to — nesulaikomo junginio (nitrato anijono) sulaikymo trukme, min.
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Teoriniy Iéksteliy skai¢ius N buvo apskai¢iuojamas naudojantis formule (2):

w

N=16- (t—R)2 @)

N — kolon¢lés teoriniy 1éksteliy skaicius (bedimensinis);

tr — analités sulaikymo trukmé (min);

w — smailés pagrindo plotis (min).

Smailés simetriSkumo faktorius T buvo skaiiuojamas naudojantis 2.1 pav. pateikta
formule:

Rkl }5% Smailés
aukscéio

2.1 pav. Smailés simetriSkumo jvertinimas.
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III. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Chromatografinio atskyrimo ir UV detektavimo salygu parinkimas

Detektavimo salygy parinkimui PDA detektoriumi buvo iSmatuoti analiciy absorbcijos
spektrai (3.1 pav.). Perindoprilis turi tik vieng absorbcijos maksimumg 205 nm bangos ilgyje.
Tuo tarpu kitoms dviem analitéms registruojami keli absorbcijos maksimumai: amlodipinui —
210, 237 ir 360 nm; indapamidui — 204, 240 ir 285 nm. Nors skenuojantis PDA detektorius
leidzia analizés eigoje registruoti skirtingame bangos ilgyje absorbuojancius junginius,
paprastumo délei visy trijy anali¢iy detektavimui pasirinkome vieng 215 nm bangos ilgj.

50] Perindoprilis

Absorbcija, mAV
S

. \\\._\__///_/ \\"'\\\

2] Indapamidas

200 250 300 350 400 450

Bangos ilgis, nm

3.1 pav. Tiriamy junginiy (koncentracija 10 mg/L) absorbcijos spektrai, iSmatuoti PDA
detektoriumi.

Tiriamy vaisty pasiskirstymo tarp oktanolio ir vandens koeficienty logaritminés (log P)
vertés [30]: perindoprilis — 0,9; indapamidas — 2,9; amlodipinas — 3,0. Taigi, Sie vaistai
priskirtini vidutinio poliskumo junginiams, todél jy atskyrimui tinkamiausias atvirksciy faziy
skys¢iy chromatografijos metodas.

Pirmiausiai identiskose salygose palyginome anali¢iy atskyrima kolonélése su trimis
atvirks¢iy faziy sorbentais. Tai hibridiniai (dalyje siloksaniniy =Si-O-Si= grupiy deguonis
pakeistas etileno tilteliais) sorbentai silikagelio pagrindu su pavir$iuje imobilizuotais
oktadecilo (C18), oktilo (C8) ir fenilo (Fenil) ligandais. Preliminaria judria faze pasirinkome
15 mmol/L H3POs partgstinta HoO:ACN tirpalg. 3.2 pav. pavaizduotos tiriamy junginiy
miSiniy chromatogramos. Kaip ir buvo galima tikétis, visose kolonélése analités yra
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atskiriamos, taciau Fenil kolonéléje perindopriliui ir amlodipinui registruojamos smailés su
labai iSplitusiu frontu. Kadangi kitose kolonélése anali¢iy smailés buvo simetriskos, smailiy
iSplitimo priezas¢iy Fenil kolonéléje nesiaiskinome. Chromatogramose registruojama ketvirta
smailé¢ (sulaikymo trukmé ~ 1 min.) priskirtina amlodipino priesjoniui benzensulfonatui
(farmacijoje vadinamam besilatu), kuris duotose salygose yra nesulaikomas. Tolimesniems
tyrimams pasirinkome didesniu efektyvumu analitéms pasizyminc¢ig C8 kolonéle.

C1 8 Indapamidas

0,10 1

0,08

0,06 Amlodipinas

0,04 Perindoprilis

0,02 1 J\

0
3 rm—
B ndapamidas

c o] Fenil y
2 |
—
o 0,15 ’
S’
L)
‘S 04107 ’
5 |
O 0,051 Perindoprilis Amlodn;r\ws |
/2]
2 ) \ )
< 04 =) \ Nt L

020 C8 |Indapamidas

0,15

0,10 o

Amlodipinas
0,05 J{ Perindoprilis ‘ﬂll
AR
0 k JlL Ry, L
0 1 2 3 . 4 5 6
min

3.2 pav. Tiriamy junginiy miSinio (10 mg/L kiekvieno junginio) chromatogramos su
skirtingomis kolonélémis. Judri fazé: H,O:ACN (turiy santykiu 65:35) + 15 mmol/L H3POg;
judrios fazés greitis — 0,25 mL/min; UV detektavimas 215 nm.

3.3 pav. palygintas tiriamy junginiy atskyrimas organiniu judrios fazés tirpikliu
naudojant acetonitrilg ir metanolj. AtvirkS¢iy faziy chromatografijoje metanolis pasizymi
truput] silpnesne eliucine geba uz acetonitrilg. Todél jprastai pakeitus judrioje fazéje
acetonitrila metanoliu, anali¢iy sulaikymo trukmés tik Siek tiek padidéja, taciau drastiski
sulaikymo/efektyvumo ar kt. poky¢iai, kaip taisyklé, neregistruojami. Nagrinéjamu atveju
acetonitrilo pakeitimas metanoliu sukélé Zymius pokyc€ius: perindoprilio smail¢ apskritai
iSnyko, o amlodipino sulaikymo trukmé metanolyje padidéjo beveik 6 kartus. Ir tik
indapamido elgsena atitiko jprasting tokiais atvejais elgseng.
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3.3 pav. Judrios fazés organinio tirpiklio prigimties jtaka atskyrimui. Kolonélé¢ — UPLC BEH
C8. Judri fazé: H20O:org. tirpiklis (tiriy santykiu 55:45) + 15 mmol/L H3POs; judrios fazés
greitis — 0,25 mL/min; UV detektavimas 215 nm.

Metanolio judrioje fazéje drastiSkai sustipré¢jancio amlodipino sulaikymo priezastis
neaisSki. Detalesné¢ gautos chromatogramos analiz¢ (3.4 pav. virSutiné chromatograma)
parodé, kad perindoprilio smailé metanolio turin¢ioje judrioje fazéje neiSnyko, o tiesiog labai
18sipléte ir transformavosi | tris mazo intensyvumo stipriai i§plaukusias smailes. Tai patvirtina
ir identiSkose salygose iSmatuota vien tik perindoprilio standarto chromatograma (3.4 pav.
apatiné chromatograma). Tos analités zonos profilis jprastai reiskia, kad judrioje fazéje su
analite vyksta kazkokie pakankamai léti cheminiai pokyciai. PaZzvelgus ] tirlamy junginiy
struktiiras matyti, kad tik perindoprilis turi karboksi funkcing grupg. Todeél tikimiausia
perindoprilio degradacijos priezastis — 1éta jo karboksi grupés esterifikacija riigscioje terpeje
vykdant atskyrimg metanolyje.

Visi tolimesni tyrimai buvo atliekami naudojant organiniu judrios fazés tirpikliu
acetonitrilg.
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3.4 pav. I8didinto vaizdo miSinio chromatograma iSmatuota su MeOH judria faze (virSuje) ir
identiskose salygose iSmatuota perindoprilio standarto chromatograma (apacioje).

3.5 pav. demonstruoja ACN koncentracijos judrioje fazéje jtaka anali¢iy sulaikymo
trukmeéms. Didinat ACN koncentracija, judrios fazés poliSkumas mazéja (t.y. jos eliuciné geba
stipréja), todé¢l analiciy sulaikymo trukmés mazéja. ACN koncentracijos jtaka amlodipino
sulaikymui yra stipresné nei perindoprilio ir indapamido sulaikymui, todél tirpiklio
koncentracija reik§mingai jtakoja ir atskyrimo atrankuma. Optimali ACN koncentracija - 45%
(ttriy santykiu).

—o-Perindoprilis -#-Amlodipinas —4Indapamidas

Sulaikymo trukme, min
w

30 35 40 45 50

ACN koncentracija, % (v/v)

3.5 pav. Acetonitrilo koncentracijos judrioje faz¢je jtaka tiriamy junginiy sulaikymui.
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Tiriami junginiai pasizymi silpnomis riig§tinémis/bazinémis savybémis. Tokio tipo
junginiy chromatografing elgseng jprastai stipriai jtakoja judrios fazés pH. 3.6 pav.
pavaizduotos anali¢iy miSinio chromatogramos, iSmatuotos su trijy skirtingy pH verciy
judriomis fazémis. Kaip matyti i§ pateikty chromatogramy, pH jtaka anali¢iy sulaikymui yra
nevienoda: did¢jant judrios fazés pH, indapamido sulaikymo trukmé beveik nekinta,
perindoprilio sulaikymas silpnéja, o amlodipino, prieSingai, - stipré¢ja. Atvirksciy faziy
chromatografijoje pH jtakoja tik keician¢iy savo kriivj (tuo paciu ir poliSkumg) junginiy
sulaikymg: didéjant kriviui sulaikymas silpnéja ir atvirkséiai. Todél norint patikimai
interpretuoti tyrimy rezultatus, bitina Zinoti junginiy ragstiniy/baziniy grupiy pKa vertes.
Deja, literatiiroje nepavyko rasti pKa ver¢iy visoms anali¢iy amino grupéms [29].

o ] pH 7,0 Indapamidas
03 {
021 |
ot Perindoprilis Amlodipinas ‘)
N / X |
0 J N N}
E 3
£ ol pH 5,0 Indap‘am|das
w0 f
= |
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s 1 Amlodipinas ‘
2 ip) |
0 013 f Perindoprilis \ \
@ f\ o \ \
Ke) o I\ / AL X 8
< B N ~— J N J
Indapamidas
.| pH3,0
|
n
03 |
0,2 Amlodipinas ‘ l
" |
. - i
0,1 X Penm/i‘oprllls } \ { \‘\
J A “\‘ \ o \
o] \. 1% @
0 05 10 15 20 25 30

min

3.6 pav. Judrios fazés pH jtaka atskyrimui. Judri fazé - H2O:ACN (tiriy santykiu 55:45) su 10
mmol/L H3PO4/KH2PO4 arba KH2PO4/K2HPO4 buferio priedu.

Gauti rezultatai rodo, kad tirtame pH intervale indapamidas nekeicia savo kriivio. Nors
jis turi tris amino grupes, literatiiroje pateikiama tik viena pKa=8,9 verté. Tokia pKa verté
rodo, kad visoje tirtoje pH srityje $i amino grupé yra pilnai protonizuota. Kadangi indapamido
sulatkymo pH nejtakoja, tai turéty reik$ti, kad kity dviejy amino grupiy
protonizacijos/deprotonizacijos poky¢iai nagrinéjamoje pH srityje nevyksta.

Amlodipinas turi dvi amino grupes, taciau literatliroje pateikiama viena pKa=8,6 verte,
rodanti, kad pH<6,6 srityje Si amino grupé yra 100% protonizuota. Taciau gautose
chromatogramose matyti, jog amlodipino sulaikymo trukmé tolygiai maz¢ja mazéejant pH
visame tirtame intervale. Tikétina, kad mazinant pH pradeda protonizuotis ir antroji amino
grupe.

Perindoprilio elgsenai greiCiausiai lemiamg jtakg turi jo ragstiné karboksi grupé
(pKa=3,8). Neutralioje terpéje (pH=7,0) §i grupé pilnai disocijavusi, kas lemia silpniausig
analités sulaikyma. Mazinant judrios fazés pH, dél karboksi grupés protonizacijos neigiamas
perindoprilio kriivis mazéja, todél sulaikymas stipréja.
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Judrios fazés pH ijtakoja ir anali¢iy smailiy efektyvumg. Didziausias efektyvumas
visiems junginiams registruojamas rugscioje terpéje (pH=3,0). pH jtaka indapamido
efektyvumui palyginti nezymi, tuo tarpu amlodipinui ir perindopriliui rugstinant efektyvumas
1Sauga iki ~1,5-2 karty.

Galiausiai buvo jvertinta H3POs koncentracijos judrioje fazéje jtaka tiriamy junginiy
chromatografinei elgsenai. IS 3.7 pav. pateikty rezultaty matyti, kad ragsties jtaka tiek
anali¢iy sulaikymui, tiek ir jy smailiy efektyvumui yra palyginti nezymi. Tik esant maziausiai
rugsSties koncentracijai (1 mmol/L) nustatytas truputj rySkesnis smailiy efektyvumo
sumazéjimas, kuris greiCiausiai yra sukeliamas dél nepakankamos judrios fazés buferinés
talpos.

05

04] 1 mmol/L HsPOx iopamitas

0,37

0‘2_ Amlodipinas

0,1 Perindoprilis

5 A N\

041 2,5 mmol/L HsPQs

0,37 ﬁl

0,23 /\

0,13 ."\
—_ 0 /\ /\ S /J \&
E 0.4
£ % 5 mmoliL HsPO4 A
o 03 ‘H
E 0,2 }\
£ 013 ‘ | |
E ° ;‘r\\ ‘/\\ )\(\ ] \_
K]
< 044 7,5mmol/L HsPOs

0,3

o /\

0,1

0 A I

04 10 mmol/L H3POQ4

0,3

0,2

0,1

N AN
/]
1I,0 1:5 2,'0 s 2I,5
min

3.7 pav. Fosforo riigsties koncentracijos judrioje fazéje jtaka. Judri fazé - H2O:ACN (tiiriy
santykiu 55:45) su atitinkamos koncentracijos HsPO4 priedu.

3.2. Metodo validavimas

Optimizavus chromatografinio atskyrimo sglygas buvo atliktas metodo validavimas.
Pirmiausiai buvo iSmatuoti chromatografinés sistemos tinkamumo parametrai (3.1 lentelé).
Kaip matyti, nei vienas i§ tinkamumo parametry nevirSija standartuose numatyty
rekomenduojamy ribiniy verciy.
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3.1. lentelé. Sistemos tinkamumo parametrai.

ISmatuota verté Rekomenduojama
Parametras i __ _ i verte
Perindoprilis | Amlodipinas | Indapamidas
Sulaikymo trukmé, 1,34 1,75 2,29 -
min
Sulaikymo faktorius, 0,68 1,19 1,86 -
k
Smailés pagrindo 0,08 0,09 0,11 -
plotis w, min
Skiriamoji geba, Rs - 4.8 54 >2
Smailés 14 1,3 11 <2
simetriSkumas, T
Efektyvumas, N 4480 6050 6900 >2000
Sulaikymo trukmiy 0,18 0,28 0,25 <1%
RSD?, % (n=5)

2 RSD - santykinis standartinis nuokrypis.

TiesiSkumo intervalai. Tiesiskumo intervalams nustatyti buvo ruosiami 9-11 skirtingy
koncentracijy anali¢iy standarty tirpalai. Ruosiama po 3 kiekvienos koncentracijos tirpalus,
tirpalai analizuojami ir gautose chromatogramose iSmatuojami anali¢iy smailiy plotai. 3.8
pav. pavaizduotos iSmatuotos kalibravimo kreivés, o 3.2 lenteléje surasyti gauti kalibravimo
duomenys (trijy matavimy vidurkiai).

9000

8000

7000

5000

4000

3000

Smailés plotas (sutart. vnt.)

2000

® Perindoprilis

® Amlodipinas

A Indapamidas

/A

1000 A

0 20

60 80

¢, mg/L

100

3.8 pav. Tiriamy junginiy kalibracinés kreivés (n=3).
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3.2 lentelé. Tiriamy junginiy kalibravimo standarty rezultatai (n=3)

Koncentracija, Smailés plotas
mg/L Perindoprilis | Amlodipinas | Indapamidas
0,05 - - 5,1
0,10 10,0
0,20 3,5 7,7 -
0,25 - - 24,1
0,50 8,2 17,6 55,1
1,00 19 41 100
2,00 36 74 -
2,50 - - 238
5,00 85 173 473
10,0 169 344 981
20,0 346 715 -
25,0 - - 2195
50,0 788 1610 4125
100 1500 3042 8490

Nustatyta, kad didesniy koncentracijy srityje (=20 mg/L) perindoprilio ir amlodipino
smailés pradeda pléstis, o jy simetriSkumas blogéja. Tai iliustruoja 3.9 pav. palygintos
skirtingy koncentracijy standarty chromatogramos. Tokj smailiy iSsiplétimg sukelia masés
perkrova, jprastai stipriau pasireiSkianti silpniau sulaikomoms analitéms. Taciau net ir esant
perkrovoms yra iSlaikomas kalibravimo kreiveés tiesiSkumas.

3.3 lenteléje suraSytos kalibravimo charakteristikos: koncentracijy tiesiSkumo
intervalai, tiesés lygtys ir koreliacijos koeficientai. Visoms analitéms tiesiSkumas galioja
maziausiai iki 100 mg/L koncentracijos. Didesnés koncentracijos nebuvo tiriamos, kadangi
vaisty méginiy tirpaluose tokiy koncentracijy negali biiti.
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3.9 pav. Vidutinés (1,0 mg/L) ir didziausios (100 mg/L) koncentracijy tiriamy junginiy
misSinio chromatogramy palyginimas.

3.3 lentelé. Kalibravimo charakteristikos (n=3)

Analité in t::/zr :Sl'lﬁ(; " Tiesés lygtis R?
Perindoprilis 0,40 - 100 y = 15,052x + 12,708 0,9989
Amlodipinas 0,20 - 100 y = 30,549x + 28,863 0,9985
Indapamidas 0,10 - 100 y = 83,063x + 36,506 0,9982

Aptikimo ir nustatymo ribos. Aptikimo riba buvo laikoma analités koncentracija, kuriai
signalo (smailés auksc¢io) ir fono triukSmy santykis lygus 3. Tuo tarpu nustatymo riba atitinka
koncentracijg, kuriai $is santykis lygus 10. Tiriamy junginiy aptikimo ir nustatymo ribos
suraSytos 3.4 lenteléje, 0 3.10 pav. pavaizduota standartinio tirpalo, kuriame tiriamy junginiy
koncentracijos atitinka nustatymo ribas, chromatograma. Nustatymo ir aptikimo ribos gerai
koreliuoja su tiriamy junginiy UV absorbcija (215 nm) detektavimo bangos ilgyje.

3.4 lentelé. Tiriamy junginiy aptikimo ir nustatymo ribos (n=3)

Analité Aptikimo Nustatymo riba,
riba, mg/L mg/L
Perindoprilis 0,12 0,40
Amlodipinas 0,06 0,20
Indapamidas 0,03 0,10
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3.10 pav. Standarto, kuriame tiriamy junginiy koncentracijos atitinka nustatymo ribas,
chromatograma.

Glaudumas ir tikslumas. Metodo glaudumui jvertinti buvo ruoSiami ir analizuojami Sesi
trijy skirtingy koncentracijy anali¢iy tirpalai, iSmatuojami jy smailiy plotai ir apskai¢iuojamas
smailiy ploty RSD. Rezultatai surasyti 3.5 lenteléje.

3.5 lentelé. Metodo glaudumo jvertinimo rezultatai (n=6).

Koncrigt/rl_adja' Analité Smailés plotas RSD, %
Perindoprilis 20,2; 19,6; 20,0; 19,8; 19,7; 20,5 1,7
1 Amlodipinas 40,4; 39,1; 41,0; 39,6; 39,6; 41,3 2,2
Indapamidas 101; 103; 98; 101; 102; 99 1,8
Perindoprilis 165; 170; 172;168; 175; 174 2,2
10 Amlodipinas 351; 340; 358; 356; 344; 345 2,1
Indapamidas 977; 994; 998; 980; 979; 975 1,0
Perindoprilis 782; 794; 781; 772; 796; 790 1,2
50 Amlodipinas 1601; 1629; 1574; 1582; 1608; 1623 1,4
Indapamidas 4100; 4142; 4093; 4155; 4120; 4056 0,9

Metodo tikslumas jprastai vertinamas atliekant etaloniniy pavyzdziy analizg, analizuojant
méginius savo ir alternatyviu metodais arba standartiniy priedy metodu [28]. Siame darbe
naudojome standartiniy priedy metodg. Standartiniy priedy metode imamos kelios realaus
méginio tirpalo porcijos: be priedo ir su skirtingy koncentracijy anali¢iy priedais. Méginiai
analizuojami ir juose nustatomos anali¢iy priedy koncentracijos bei apskaiciuojamos jy
iSgavos. Tikslumo jvertinimui méginiu buvo pasirinktos tabletés Co-Amlessa (gamintojas —
KRKA), kuriy sudétyje yra visos trys analités. Buvo pridedamos trys skirtingos anali¢iy
koncentracijos - 5, 20 ir 50 mg/L. Tikslumo jvertinimo rezultatai pateikti 3.6 lenteléje, 0 3.11
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pav. pavaizduota Co-Amlessa preparato méginio be priedo ir to paties méginio su 5 mg/L
koncentracijos tiriamy junginiy standarto priedu chromatogramos. I$ pateikty rezultaty matyti,
kad metodas pasizymi puikiu tikslumu — su viena iSimtimi (20 mg/L indapamido priedas)
priedy iSgavos yra 98,8 iki 102,8 % intervale.

3.6 lentelé. Metodo tikslumo vertinimo rezultatai (n=3).

Analiteé

Pridéta,
mg/L

Nustatyta,
mg/L

Vidurkis,
mg/L

ISgava, %

RSD, %

Perindoprilis

5,00

5,10
5,04
4,91

5,02

100,4

1,9

20,0

20,6
20,4
18,6

19,9

99,3

5,5

50,0

50,6
49,3
48,2

49,4

98,8

2,4

Amlodipinas

5,00

5,23
5,08
4,95

5,09

101,8

2,8

20,0

21,2
20,5
20,0

20,6

102,8

2,9

50,0

50,8
50,7
49,4

50,3

100,6

1,6

Indapamidas

5,00

5,20
5,12
5,06

513

102,5

1,4

20,0

18,8
18,7
18,9

18,8

94,0

0,5

50,0

50,3
50,6
49,4

50,1

100,2

1,3

26



=] Be priedo
Amlodipinas
|
100 |
|
|
Indapamidas
= "
E 50 Perindoprilis [ ('\
0 / f\ R ‘Il \
— / 4 A \
N \ /A =
= A . / N
=
(4]
=
5 Amlodipinas
5 +5 mg/L m —
£ 150 \ |
< | \‘
|
| |
100 | ‘ |
Perindoprilis [‘ |‘
50 f ‘\"' I‘ \
/\ I\ ‘
V) f
\ b4 \ !
o » / \ X, _ \ . / \
T ! ' ;
0 05 1,0 16 2,0 25

3.11 pav. Co-Amlessa (KRKA) preparato méginio be priedo ir to paties méginio su 5 mg/L
koncentracijos tiriamy junginiy standarto priedu chromatogramos.

3.3 Farmaciniy preparaty analizé

Analizei buvo pasirinkti keturi dviejy skirtingy gamintojy (KRKA ir Les Laboratories
Servier) antihipertenziniai vaistai komerciniais pavadinimais Co-Amlessa, Triplixam ir
Prestarium.

Méginio paruos$imo analizei procediira. Pasveriamos 5-ios atitinkamo vaisto tabletés
ir apskaiCiuojama vidutiné vienos tabletés masé (3.7 lentelé). Atsvertos tabletés kruopsciai
susmulkinamos porceliano gristuvéje. Analizei sveriamos 3 porcijos po 0,200 g susmulkinty
tableciy, tirpinama ~ 60 - 70 mL H2O:ACN (tariy santykiu 30:70) miSinio 10 min veikiant
ultragarsu ir skiedziama acetonitrilu iki 100 mL. Porcija (~ 1 mL) tirpalo filtruojama 0,2 pm
SvirkStiniu membraniniu filtru, 5 kartus praskiedziama judria faze ir analizuojama.

Analizés rezultatai susisteminti 3.8 lenteléje. | vaistus perindoprilis gali biiti pridedamas
arba perindoprilio erbumino, arba perindoprilio arginino druskos pavidalu, o amlodipinas
Jprastai pridedamas amlodipino besilato druskos pavidalu. Gamintojai skirtingai deklaruoja
veikliosios medZiagos mas¢ tabletése ir tai jneSa sumaisties skai¢iuojant analizés rezultatus.
Pvz., Triplixam vaisto aprase teigiama: ,,Vienoje plévele dengtoje Triplixam tabletéje yra
3,395 mg perindoprilio, atitinkancio 5 mg perindoprilio arginino, 1,25 mg indapamido ir
6,935 mg amlodipino besilato, atitinkancio 5 mg amlodipino®. Taigi, perindopriliui ant
Triplixam pakuotés pateikiama jo pridedamos druskos masé (5 mg), tuo tarpu amlodipinui,
nors jis taip pat pridedamas kaip besilato druska, pateikiama tik paties amlodipino be
prie§jonio mase (5 mg). Tokiu pat biidu 3.8 lenteléje yra pateikiami analizés rezultatai.
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3.7 lentelé. Vaisty tableciy svérimo rezultatai (n=3).

Vaistas

Tabletés masé, g

Vidutiné tabletés
masé, g

Co-Amlessa

0,2785
0,2839
0,2780
0,2775
0,2863

0,2808

Triplixam

0,1845
0,1822
0,1868
0,1807
0,1832

0,1835

Prestarium (10 mg)

0,1601
0,1596
0,1607
0,1606
0,1638

0,1610

Prestarium (5 mg)

0,0799
0,0806
0,0791
0,0789
0,0810

0,0799

3.8 lentelé. Antihipertenziniy vaisty analizés rezultatai (n=3)

Komercinis vaisto Veiklioji medziaga Deklaruojamas | Nustatyta | RSD,
pavadinimas kiekis tabletéje, | tabletéje, %
(gamintojas) mg mg

Perindoprilio erbuminas 8 7.86 2.2

Co-Amlessa (KRKA) Amlodipinas 10 9,59 1,9

Indapamidas 2,5 2,4 1,5

Triplixam Perindoprilio erbuminas 5 5,09 1,6

(Les Laboratories Amlodipinas 5 5,05 1,3

Servier) Indapamidas 1,25 1,31 1,8

Prestarl_um (Le§ Perlnquprlllo 5 5,06 20
Laboratories Servier) argininas

Prestarl_um (Le§ Perlnfjo_prlllo 10 9.92 12
Laboratories Servier) argininas

Atlikty tyrimy rezultatai rodo, kad nustatyti veikliyjy medziagy kiekiai pakankamai gerai
atitinka gamintojy deklaruotus kiekius.
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ISVADOS

1. Palyginus perindoprilio, amlodipino ir indapamido atskyrimag BEH C18, BEH C8 ir
BEH Phenyl kolonélése nustatyta, kad efektyviausiai Sie junginiai yra atskiriami C8
kolon¢l¢je.

2. Naudojant judrios fazés organiniu komponentu metanolj atskyrimo metu vyksta
perindoprilio degradacija, todél metanolis néra tinkamas tirpiklis perindoprilio nustatymui
skys¢iy chromatografijos metodu.

3. Didziausias efektyvumas visiems junginiams registruojamas riigscioje terpéje
(pH=3,0). Judrios fazés pH jtaka indapamido efektyvumui palyginti nezymi, tuo tarpu
amlodipinui ir perindopriliui pariig§tinus judrig faz¢ nuo 7 iki 3 pH, efektyvumas padidéja iki
~1,5 -2 karty.

4. ISmatuotos metodo charakteristikos nevirsija reglamentuose numatyty ribiniy verciy.
Dviejy skirtingy gamintojy antihipertenziniuose preparatuose nustatyti veikliyjy medziagy
kiekiai gerai atitinka gamintojy deklaruotus kiekius.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

JOANA MILOS
ANTIHIPERTENZINIU PREPARATU PERINDOPRILIO PAGRINDU TYRIMAS
SKYSCIU CHROMATOGRAFIJOS METODU

Darbo vadovas: prof. habil. dr. Audrius Padarauskas

Buvo sukurtas paprastas, greitas ir tikslus atvirk$¢iy faziy skyséiy chromatografijos
metodas, skirtas perindopriliui, amlodipinui ir indapamidui nustatyti antihipertenziniuose
farmaciniuose preparatuose. Atskyrimas buvo atliktas naudojant Acquity BEH C8 kolonéle,
judrigja faze, susidedancia i$ acetonitrilo/vandens (tiriy santykiu 45:55) ir turin¢ig 10 mmol/L
H3POg, ir UV detektavimag esant 215 nm.

Siekiant jvertinti metodo kiekybinj potencialg, buvo iSmatuoti bendrieji patvirtinimo
parametrai, jskaitant: tiesiSkuma, tiksluma, pakartojamuma, aptikimo ir kiekybinio nustatymo
ribas. Sitlomas metodas buvo tiesinis atitinkamai perindoprilio, amlodipino ir indapamido
koncentracijy intervale 0,4 — 100 mg/L, 0,2 — 100 mg/L ir 0,1 — 100 mg/L. Pagal ICH gaires
visi patvirtinimo parametrai atitiko tinkamumo ribas.

Galiausiai buvo atlikta keturiy antihipertenziniy farmaciniy preparaty analizé ir nustatyti
prindoprilio, amlodipino ir indapamido kiekiai atitiko gamintojy deklaruojamus kiekius.
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

JOANA MILOS
INVESTIGATION OF PERINDOPRIL BASED ANTIHYPERTENSIVE DRUGS BY
LIQUID CHROMATOGRAPHY

MASTER THESIS CARRIED OUT IN DEPARTMENT OF ANALYTICAL AND
ENVIRONMENTAL CHEMISTRY OF VILNIUS UNIVERSITY

Research adviser: prof. A. Padarauskas

A simple, rapid, accurate and precise reversed phase liquid chromatographic method
was developed for the determination of perindopril, amlodipine and indapamide in
antihypertensive pharmaceutical formulations. The separation was accomplished using an
Acquity BEH C8 column, mobile phase consisting of acetonitrile/water (45:55 v/v) containing
10 mmol/L H3PO4 and UV detection at 215 nm.

Common validation parameters were evaluated to assess the method‘s quantitative
potential including: linearity, accuracy, repeatability, detection and quantification limits.
Proposed method was linear in the concentrations range of 0.4 - 100 mg/L, 0.2 - 100 mg/L
and 0.1 - 100 mg/L for perindopril, amlodipine and indapamide, respectively. All validation
parameters were lies within the acceptance limit according to ICH guidelines.

Finally, four antihypertensive pharmaceutical formulations were analysed and obtained
amounts were in good agrement with declared ones.
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