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Wstep

Odtworcze produkty lecznicze, zgodnie z przy-
jeta definicja, powinny posiada¢ te sama co lek
oryginalny jakos$¢, skutecznos¢ i bezpieczenstwo
stosowania, czyli powinny by¢ terapeutycznie ekwi-
walentne, co pozwala na wymiennos$¢ stosowania.
Produkt odtworczy powinien zawiera¢ tg samg sub-
stancje czynna, cho¢ moze ona pochodzi¢ od in-
nego wytworcy i moze zawiera¢ inne substancje
pomocnicze niz uzyte w leku oryginalnym. W wielu
dyskusjach podnoszony jest problem jakosci lekow
odtwoérczych iich skutecznosci, w poréwnaniu z le-
kami oryginalnymi. W celu wykazania bioréwnowaz-
nosci leku odtwodrczego z lekiem odniesienia (lek
oryginalny) wykonywane jest badanie dostepnosci
biologicznej in vivo. Panuje obiegowe przekonanie,
ze lek odtworczy jest gorszy od leku oryginalnego,
mimo ze wymagania rejestracyjne narzucaja tym
produktom wymaég tozsamosci z lekiem odniesienia
i nie gorszej od niego jakosci. Jednym z zasadniczych
czynnikéw decydujacych o jakosci produktu leczni-
czego jestilos¢ zanieczyszczen organicznych. W pro-
duktach leczniczych zawsze obecne sg w Sladowych
ilosciach zanieczyszczenia, definiowane jako sub-
stancje zawarte w produkcie, ktére nie stanowia
substancji czynnej (APl — Active Pharmaceutical In-
gredient) ani nie sg substancja pomocnicza uzyta
do produkcji danego farmaceutyku. W monogra-
fiach farmakopei (Ph. Eur., USP, JP, BP) uwzglednione
jest oznaczanie zanieczyszczen organicznych w sub-
stancjach farmaceutycznych, dla ktérych zostaty
ustalone dopuszczalne limity i opisane metody ana-
lityczne. Obecnie Farmakopea Europejska jest naj-
bardziej zaawansowang farmakopea na swiecie pod
wzgledem oceny zanieczyszczen farmaceutycznych

Quality of generic diabetological medical product. Comparison
of analytical methods uses to evaluation related substances
of glimepiride The contents of organic impurities are one
of the essential parameters decisive about quality of medical
products. The aim of the work was comparison of analytical
methods for detected impurities in generic medical products
available for therapy in type 2 diabetes. Two different generic anti-
diabetic products were investigated. In this study were used four
methods HPLC to identify and quantitatively determine impurities
glimepiride. There was compared efficiency chromatographic
conditions to separate each impurity and estimate content of
impurity in medical products. Comparable quality of research
products was proved.

Keywords: Glimepiride, related impurities, quality generic product.
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i zawiera wykaz zanieczyszczen w wielu monogra-
fiach substancji aktywnych, w tym glimepirydu. Nie
oznacza to jednak, ze Ph. Eur. zawiera informacje do-
tyczace wszystkich zanieczyszczen obecnych w da-
nej substancji aktywnej, poniewaz ich ilos¢ i rodzaj
w duzej mierze sg uzaleznione od zastosowanej
metody wytwarzania i uzytych substancji wyjscio-
wych. W Monografii Ogélnej 5.10 Farmakopei Eu-
ropejskiej znajduje sie zapis, ze ,Jesli w substancji
aktywnej wystepujg zanieczyszczenia inne niz wy-
szczegdlnione, producent substancji odpowiedzialny
jest za przeprowadzenie badan ich zawartosci i wta-
Sciwosci”. Wymagania zawarte w monografii ogélnej
»Substancje do uzytku farmaceutycznego (2034)”
S3 powigzane z wymaganiami zawartymi w Wy-
tycznych ICH Q3A (R1). Ponadto zostaty opracowane
Wytyczne dla przemystu farmaceutycznego — ANDA
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Tabela 1. Charakterystyka metod analitycznych stosowanych do oznaczania

zanieczyszczen glimepirydu w produktach leczniczych

S Metoda I134 Metoda Il Metoda llI?  Metoda IVP!
chromatograficzne
Faza stata C18 (&), 4um, Zorbax SB C18, C8(2), 5um LiChrosfer
4,0 x 250 mm 5um, 4,6 x 250 mm 4,0 x 250 mm 100 DIOL, 5um
4,0 x 250 mm
Faza ruchoma ACN: NaH,PO, THF: woda: kwas ~ KH,PO,roztwor, 2-propanol:
roztwor, pH 2,5, trifluorooctowy pH7,0:ACN:THF heptan: kwas
(1:1) (350: 650: 0,8) (73:18:9) octowy bezwodny
(100:899:1)
Przeptyw fazy 1,0 ml/min 1,5 ml/min 1,0 ml/min 1,0 ml/min
ruchomej
Temp. kolumny 25°C 35°C 35°C 25°C
Objetos¢ nastrzyku 20 pl 25 ul 25 pl 10 pl
Detekcja, dtugos¢ UV, 228 nm uv, 228 nm UV, 228 nm uv, 228 nm
fali
Czas analizy 30 min 45 min 90 min 30 min

Odtworcze produkty
lecznicze, zgodnie z przyjeta
definicja, powinny posiadaé
te sama, co lek oryginalny
jakosé, skutecznosé

i bezpieczehstwo
stosowania, czyli powinny
by¢ terapeutycznie
ekwiwalentne, co pozwala
na wymiennos¢ stosowania.
Produkt odtwérczy

powinien zawierac te samg
substancje czynna, choé
moze ona pochodzi¢ od
innego wytwércy i moze
zawiera¢ inne substancje
pomocnicze niz uzyte w leku
oryginalnym.

(ang. Abbreviated New Drug Applications — skrocone
procedury zgtaszania produktéw leczniczych) odno-
szace sie do zanieczyszczeh w odtworczych produk-
tach leczniczych.

W Farmakopei Europejskiej rozréznione sg roz-
ne typy zanieczyszczen. Wsrod zanieczyszczen wy-
rézniono ,wyszczegblnione” i tak zwane ,inne”,
rozumiane jako ,kazde inne, niz znane zanieczysz-
czenie” lub przyjmuje sie bardziej ogélne wymaga-
nie okreslane jako ,jakiekolwiek zanieczyszczenia”.
W produkcie leczniczym moga by¢ obecne zanie-
czyszczenia pochodzace z substancji czynnej i do-
datkowo produkty degradacji, powstajace w trakcie
przechowywania produktu, a takze zanieczysz-
czenia pochodzgce od substancji pomocniczych.
Badania zmierzajace do potwierdzenia ich obecno-
sci lub nieobecnosci, badZ oznacze-
nie ich zawartosci sg bardzo wazne
z powodu potencjalnego ryzyka, ja-
kie stwarzaja. Zanieczyszczenia moga
by¢ farmakologicznie lub chemicznie
aktywne, moga réwniez wzmacniac
lub ostabia¢ skutecznosé¢ farmakolo-
giczng API. Konieczne jest przepro-
wadzenie badania w celu ustalenia,
czy zawartos¢ zanieczyszczen w pro-
dukcie leczniczym (zanieczyszcze-
nia procesowe i produkty degradacji)
nie przekracza wartosci granicznych,
ustalonych dla przyjetego okre-
su przechowywania produktu. Kaz-
dy produkt leczniczy posiada wtasna
dokumentacje rejestracyjna, w kto-
rej zawarte sg wymagania jakoscio-
we (specyfikacja) oraz kryteria oceny
powigzane ze wskazanymi metoda-

mi analitycznymi. W konsekwencji do
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oceny okreslonych parametréw jakosci np. zawarto-
$ci zanieczyszczeh, moga by¢ stosowane rézne me-
tody analityczne.

Celem niniejszej pracy byto poréwnanie metod
analitycznych wskazanych do oznaczania zawartosci
zanieczyszczen produktéw leczniczych stosowanych
w terapii cukrzycy typu Il. Produkty diabetologicz-
ne, w tym zawierajace glimepiryd, s przeznaczone
do przewlektego stosowania, z tego wzgledu bar-
dzo pozadane jest dazenie do coraz wyzszej ich ja-
kosci.

W pracy przeprowadzono oznaczanie zawartosci
zanieczyszczen glimepirydu, technikg wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej (HPLC), w wybranych
warunkach chromatograficznych, opisanych w lite-
raturze, farmakopei i specyfikacji wybranych pro-
duktéw leczniczych [1-4]. Poréwnywano sprawnos¢
zastosowanych uktadéw chromatograficznych do
rozdziatu poszczegélnych zanieczyszczen, opisanych
w monografii glimepirydu (Ph. Eur.: 2223) i ocenia-
no ich zawarto$¢ w dwoch réznych produktach lecz-
niczych.

Czesc eksperymentalna

Aparatura

Chromatograf cieczowy firmy Shimadzu, wypo-
sazony w dwie pompy LC-10AT vp, kontroler SCL-
10A vp potaczony z komputerem (program Class-VP
5.03), automatyczny podajnik probek SIL-10AD vp,
detektor UV-VIS SPD-10A vp i piec dla kolumny
CTO-10AC vp.

Materiaty i odczynniki

W badaniach stosowano acetonitryl, tetrahydro-
furan, heptan, 2-propanol (Lab-Scan), kwas trifluoro-
octowy, diwodorofosforan sodu, diwodorofosforan
potasu (AppliChem) i wode. Wszystkie odczynniki po-
siadaty czystos¢ wymagana w metodzie HPLC.

Jako wzorce uzywano: wzorzec Glimepiride CRS,
farmakopealne wzorce zanieczyszczen glimepirydu
(A, B,C, D).

Metody

Do oznaczania zanieczyszczen glimepirydu w ba-
danych preparatach wykorzystano cztery metody
analityczne, rézniace sie warunkami chromatogra-
ficznymi [1-4]. Oznaczenia jakosciowe i ilosciowe
prowadzono w warunkach chromatograficznych
szczegdtowo opisanych w tabeli 1.

Wyniki i oméwienie wynikow

W ostatnim czasie na rynku pojawito sie wiele
odtwoérczych doustnych produktéw leczniczych sto-
sowanych w terapii cukrzycy, w tym produkty zawie-
rajace glimepiryd. Produkty tego typu przeznaczone
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Rycina 1. Przyktadowe chromatogramy uzyskane trzema metodami (tabela 1), dla préby modelowej zawierajacej glimepiryd, wzbogaconej

dodatkiem faramkopealnych zanieczyszczen: cis-izomeru (A), sulfonamidu (B), karbaminianu (C) i meta-izomeru (D)

sg do terapii przewlektej, stad obok skutecznosci
bardzo istotne zagadnienie stanowi bezpieczenstwo
ich stosowania, na ktére sktada sie miedzy innymi
obecnos¢ zanieczyszczen. Aspekt ten powinien byé
szeroko uwzgledniany w badaniach rozwojowych
prowadzonych dla poszczegélnych produktow lecz-
niczych. W niniejszej pracy odniesiono sie do tego
istotnego zagadnienia i podjeto prébe poréwnania
jakosci produktéow odtwérczych w odniesieniu do
zawartosci zanieczyszczen, z uwzglednieniem przy-
datnosciispecyficznosci r6znych metod wskazanych
do oceny ich zawartosci i wczesniej opisanych w pi-
Smiennictwie [1-4].

Do oznaczania tozsamosci i zawartosci zanie-
czyszczen glimepirydu w dwéch odtwéreczych pro-
duktach diabetologicznych wykorzystano cztery
metody HPLC, réznigce sie warunkami rozdziatu,

szczegbtowo opisanymi w tabeli 1. Sprawnos¢ po-
szczegblnych uktadéw chromatograficznych do roz-
dziatu czterech farmakopealnych
zanieczyszczen glimepirydu ocenia-
no dla préby modelowej zawierajacej
glimepiryd, wzbogaconej dodatkiem
cis-izomeru (zanieczyszczenie A),
sulfonamidu (zanieczyszczenie B),
karbaminianu (zanieczyszczenie Q)
i meta-izomeru (zanieczyszczenie D),
w ilosci odpowiadajacej dopuszczal-
nemu limitowi dla kazdego z nich,
przyjetemu w specyfikacji badanych
produktow. Przyktadowe chromato-
gramy otrzymane trzema metodami
dla préby modelowej przedstawio-
no na rycinie 1. Z analizy uzyskanych
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Kazdy produkt

leczniczy posiada

wtasnag dokumentacje
rejestracyjng, w ktorej
zawarte s wymagania
jakosciowe (specyfikacja)
oraz kryteria oceny

powigzane ze wskazanymi
metodami analitycznymi.
W konsekwencji do oceny
okreslonych parametrow
jakosci, np. zawartosci
zanieczyszczen, moga by¢
stosowane rézne metody
analityczne.

chromatograméw wynika, ze zasto-
sowane metody chromatograficzne
umozliwiaja w réznym zakresie roz-
dziat glimepirydu od jego zanieczysz-
czen. Zastosowane w metodzie |,
a opisane w farmakopei i literaturze
warunki rozdziatu chromatograficz-
nego, umozliwiaja identyfikacje trzech
z czterech badanych zanieczyszczen:
sulfonamidu, karbaminianu i meta-
izomeru [1, 3, 4]. Zdolnos$¢ rozdziel-
cza (Rs) wyliczona pomiedzy pikiem
uzyskanym dla sulfonamidu i karba-
minianu wynosita 4,19, a pomiedzy
pikiem gtownym i zanieczyszczeniem
D (meta-izomer) Rs=2,18. Oznaczanie
czwartego zanieczyszczenia cis-glime-
pirydu wymaga zastosowania innych

warunkéw chromatograficznych, przedstawionych
w metodzie IV. Metoda Il pozwala na oznaczanie tyl-
ko zanieczyszczenia B (sulfonamid) i A (cis-izomer),
w oznaczaniu karbaminianu (zanieczyszczenie C)
zaobserwowano interferencje fazy ruchomej, a za-
nieczyszczenie D nie jest odpowiednio rozdzielone
od piku gtéwnego, tj. glimepirydu (Rs=0,77). Naj-
lepsze rozdziaty uzyskano w warunkach przyjetych
w metodzie Ill, ktére umozliwiajg réwnoczesne ozna-
czanie wszystkich czterech faramakopealnych zanie-
czyszczen w jednym przebiegu. Uzyskano poprawne

Tabela 2. Wymagania jakosciowe, okreslajace dopuszczalne limity
zanieczyszczen glimepirydu w badanych produktach leczniczych

Dopuszczalny limit

Oznaczane zanieczyszczenia

Produkt 1 Produkt 2

rozdziaty, wynoszace Rs=1,22 i Rs=2,2, odpowiednio
pomiedzy zanieczyszczeniem A a pikiem gtéwnym
i pikiem gtownym a zanieczyszczeniem D. W opar-
ciu o uzyskane rozdziaty dla préby modelowej (ryci-
na 1) oceniono przydatnos¢ poszczegdlnych metod
do oznaczania czterech farmakopealnych zanieczysz-
czeh glimepirydu. Najszersze spektrum oznaczania
znanych zanieczyszczeh umozliwiaja metoda Il oraz
metoda | uzupetniona metoda IV. Natomiast metoda
I jest nieodpowiednia do oznaczania karbaminianu
i meta-izomeru. Dopuszczalne limity zanieczyszczen
dla wybranych do badan produktéw leczniczych za-
mieszczono w tabeli 2. Poréwnano, zatwierdzone
w procesie rejestracji badanych produktéw, wymaga-
nia dotyczace identyfikacji i przyjetych ilosciowych
limitéw dla poszczegélnych znanych i nieznanych
zanieczyszczeh. Z zamieszczonego w tabeli 2 ze-
stawienia wynika, ze przyjete wymagania jakoscio-
we dla badanych produktéw sa zréznicowane, co do
ilodci i zawartosci oznaczanych zanieczyszczen i s3
powigzane z opisanymi dla danego produktu wa-
runkami chromatograficznymi. W kolejnym etapie
pracy, w dwéch wybranych produktach z glimepiry-
dem wykonano, opisanymi powyzej metodami, ozna-
czanie zanieczyszczen. Przedstawione w tabeli 3
wyniki dla zawartosci znanych, nieznanych i sumy
zanieczyszczen oznaczonych w badanych produk-
tach leczniczych, mieszcza sie w przedstawionych
w tabeli 2 dopuszczalnych limitach, przyjetych dla
tych produktéw.

Podsumowanie

1. Chromatograficzne metody analityczne stosowa-
ne do oznaczania zanieczyszczen w produktach

Zanieczyszczenie A (cis-izomer) <0,8% <0,4% . . . . . .

z glimepirydem nie sa réwnorzedne, poniewaz
Zanieczyszczenie B (sulfonamid) <0,6% <0,4% réznig sie liczbg oznaczanych zanieczyszczen. Naj-
Zanieczyszczenie C (karbaminian) <0,1% nie okreslono bardziej przydatna do oznaczania zanieczyszczef
Zanieczyszczenie D (meta-izomer) <0,1% nie okreslono okazata sig metoda trzecia, umozliwiajaca w jed-
Najwieksze nieznane zanieczyszczenie <0,1% <0,1% nym prZEblegu pI’aWId.l‘OWE Oznacrzan.le CZt.ereCh

farmakopealnych zanieczyszczen glimepirydu.
Suma zanieczyszczen (z wytgczeniem znanych) <0,5% <1,0%

Dodatkowo, metoda ta jest mniej czasochtonna

Tabela 3. Zawartos¢ zanieczyszczef w badanych prébach, oznaczona w warunkach chromatograficznych opisanych w tabeli 1. Wynik LOD - limit detekcji,
n. o.—metoda uniemozliwia oznaczanie danego zanieczyszczenia,
*wynik uzyskany metodg IV

Oznaczona zawartos¢ poszczegélnych zanieczyszczeni w%

Metoda Produkt A B C D Najwieksze nieznane Suma zanieczyszczef

cis- izomer sulfonamid  karba-minian) meta- izomer zanieczyszczenie (z wytaczeniem znanych)
1 0,05%* 0,11% 0,03% 0,04% 0,03% 0,16%
I+1v 2 0,04%* 0,17% <LOD 0,02% 0,01% 0,08%
0,02% 0,11% n.o. n.o. 0,03% 0,03%
I 2 0,03% 0,14% n.o. n.o. 0,03% 0,10%
0,04% 0,22% 0,07% 0,06% 0,05% 0,31%
n 2 0,04% 0,27% <LOD 0,04% 0,07% 0,20%
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i przez to tafnsza od metody |, uzupetnionej me-
toda IV.

. W oparciu o uzyskane wyniki oznaczania zawarto-
Sci zanieczyszczeh w wybranych produktach od-
twérczych zawierajacych glimepiryd, wykazano
poréwnywalng jakos¢ badanych produktéw.
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