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Steriilien laakkeiden valmistaminen on yksi sairaala-apteekin haasteellisimpia
tehtavia. Steriilit kipuladkeseokset valmistetaan aseptisesti sekoittamalla keskenaan
steriileja tehdasvalmisteisia kipulaakkeita, joiden vaikutusmekanismit ovat erilaisia.
Tavoitteena on pienentaa yksittaisten ladkkeiden maaraa ja vahentaa sivuvaikutuksia.
Sairaala-apteekissa valmistettavat steriilit kipuladkeseokset sisaltavat paljon erilaisia
riskeja seka parenteraalisen antotavan etta niiden sisaltamien laakeaineiden (opioidit
ja puudutteet) vuoksi. Sailyvyystutkimusten tarkoitus on varmistaa, ettd laakkeet
pysyvat tehokkaina, turvallisina ja laadukkaina koko niille suunnitellun kayttdajan.
Valmistettavien ladkevalmisteiden sailyvyyden tutkiminen on tarkea osa sairaala-
apteekin laadunvalvontaa.

Taman opinnaytetutkielman kirjallisuusosassa kasitellaan steriileille kipuladkeseoksille
tehtavia  kemiallisia, fysikaalisia ja  mikrobiologisia  sailyvyystutkimuksia.
Sailyvyystutkimuksissa tutkitaan valmisteen vaikuttavan aineen pitoisuutta ja
hajoamistuotteita, kriittisten tekijdiden, (kuten lammadn, valon ja kosteuden) vaikutusta
valmisteeseen seka valmisteen steriiliyttd. Sairaala-apteekkien mahdollisuuksia
steriilien kipuladkeseosten sailyvyystutkimuksiin tulisi lisata. Etenkin
pitoisuusmittauksiin tarvittavat kallit ja erityisosaamista vaativat laitteet seka
henkilokuntaresurssit rajoittavat sailyvyystutkimusten maaraa.

Kokeellisessa osassa tutkittin epiduraaliseen kivunlievitykseen kaytettavien
fentanyyli-levobupivakaiini -ruiskujen kemiallista, fysikaalista ja mikrobiologista
sailyvyytta. Kemiallista sailyvyytta tutkittiin Oulun kemian laitoksen kehittamalla UPLC-
MS -menetelmalla. Fysikaalista sailyvyytta tutkittin seuraamalla liuosten pH-arvoja,
massan vaihtelua ja ominaisuuksia aistinvaraisesti. Mikrobiologista sailyvyytta tutkittiin
Oulun NordLabin Stert2-steriiliystutkimuksella.

Fentanyyli-levobupivakaiini  -kipuldadkeseoksen todettiin sailyvan steriilind 28
vuorokautta huoneenlampoétilassa. UPLC-MS -menetelman luotettavuus ei kuitenkaan
riittnyt kipulddkeseoksen kemiallisen sailyvyyden osoittamiseen. Fysikaalisen
sailyvyyden osalta liuosten ulkonadssa ei havaittu muutosta ja ruiskujen massat
tayttivat niille asetetut hyvaksymiskriteerit. Liuosten pH-arvoja ei saatu mitattua
luotettavasti johtuen laboratoriovirheesta tutkimuksen alussa. Tutkimuksesta saatuja
tuloksia voidaan pitaa suuntaa antavina, mutta tutkimus tulee uusia kipulddkeseoksen
sailyvyyden osoittamiseksi. Uusintatutkimusta varten menetelma tulee validoida ja
osoittaa sen kyky erottaa ja maarittaa ladkeaineiden lisdksi niiden mahdollisia
hajoamistuotteita.
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Compounding of sterile preparations is one of the most challenging assignment in
hospital pharmacy. Sterile analgesic admixtures are prepared under aseptic conditions
by compounding commercial analgesic preparations. The aim for compounding
anlgesics (with different mechanisms of pain relief) is to decrease the dose of single
analgesic and minimize the possibility of adverse events. Due to the parenteral route
of administration and the potency of analgesics used (local anaesthetics and opioids)
there are many risks related to pharmacy-compounded sterile analgesic admixtures.
The purpose of stability testing is to provide evidence of quality, safety, and efficacy of
admixtures.

In the literary part of this thesis, chemical, physical and microbiological stability studies
are discussed. Stability studies include: determining the concentration of analgesics
and their degradants, following the impact of critical factors such as temperature, light
and humidity on a product and testing of sterility. Requirements of hospital pharmacies
for testing sterile analgesic admixtures should increase. The amount of stability studies
performed can be limited by factors such as expense, having access to analysis
equipment, having enough personnel available, as well as having personnel with the
specialized training necessary to operate the analysis equipment.

The experimental part of this thesis deals with the chemical, physical
and microbiological stability of epidural analgesic admixtures of levobupivacaine and
fentanyl stored in syringes. Chemical stability was analysed by UPLC-MS -method
developed by the Department of Chemistry at the University of Oulu. Physical stability
was tested by determining pH, mass and organoleptic properties of the admixtures.
Microbiological stability was studied using the Stert2-sterility test of NordLab Oulu.

Fentanyl-levobupivacaine admixtures remained sterile at room temperature over 28
days. Chemical stability could not be determined using the UPLC-MS -method due
insufficient validation. There were no changes in physical appearance of the solutions
and the mass of syringes were within the acceptable limits. The pH of the solutions
was determined not to be reliable due to an error in the laboratory process at the
beginnig of the study. This stability study should be repeated using a validated method
of analysis to investigate stability of the studied solutions. However, the results of this
research can still be considered indicative. In a new stability study, the method used
should be first validated, and the method should then be able to demonstrate the ability
to separate and determine analgesics and their degradants.
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| KIRJALLINEN OSA

1 JOHDANTO

Sairaala-apteekissa valmistetaan monenlaisia kipuladkeseoksia potilaille, jotka eivat
saa apua kaupallisista valmisteista tai tarvitsevat hoitoonsa yksilOllisia ratkaisuja
(Timko 2015). Sairaala-apteekin valmistamilla steriileilld kipuseoksilla hoidetaan
vaikeita akuutteja kiputiloja kuten leikkauksen jalkeista kipua, synnytyskipua,
iskeemista kipua tai traumaa (Salomaki ja Nuutinen 1998, Kokki 2015). Steriilit
kipuseokset sisaltavat vahvoja opioideja ja pitkaaikaisesti niita tulisi kayttaa vain
syopakivun ja tiettyjen neuropaattisten kiputilojen hoitoon, silla naytté opioidien tehosta
on muilta osin epaselva (Kipu: Kaypa hoito -suositus 2015). Steriilien kipulaakeseosten
lisaksi sairaala-apteekissa valmistetaan kipupotilaille muun muassa

kodeiinifosfaattikapseleita, morfiinioraaliliuoksia ja kapsaisiinivoiteita (Kontra 2005).

Steriilien l1adkkeiden valmistaminen on yksi sairaala-apteekin haasteellisimpia tehtavia
(Helin-Tanninen  2005). Steriilit  kipuladkeseokset valmistetaan aseptisesti
sekoittamalla keskenaan steriileja tehdasvalmisteisia tuotteita (eng. compounded
sterile preparations, CSPs) (USP Pharmacists’' Pharmacopeia 2nd Ed. <797>).
Valmisteen laatu rakennetaan tuotteeseen jo valmistuksen aikana hyvia tuotantotapoja
noudattamalla (GMP 2016). Laatu luodaan laadunvarmistuksella, johon kuuluvat muun
muassa koulutettu ja osaava henkilokunta, kayttotarkoistukseensa sopivat tilat ja
laitteet, dokumentaatio, laatuvaatimukset tayttavat raaka-aineet ja pakkausmateriaalit,
valmisteen suunnittelu- ja valmistusprosessi, riskinarvioinnin avulla suoritettavat
laadunvalvontatoimenpiteet, validointi ja eran kayttoon vapauttamiseen liittyvat
toimenpiteet (Fimean maarays 6/2012, Fimean maarays 6/2011, GMP 2016, PIC/S
2008).

Laakkeiden sailyvyystutkimusten tarkoitus on varmistaa, ettd laakkeet pysyvat
tehokkaina, turvallisina ja laadukkaina koko niille suunnitellun kayttéajan (ICH
Q1A(R2) 2003). Laakevalmisteiden sailyvyys koostuu useista toisistaan riippuvaisista

osakokonaisuuksista ja sen vuoksi sailyvyystutkimuksissa ei tutkita ainoastaan
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vaikuttavan aineen pitoisuutta vaan kaikkia sailyvyyteen vaikuttavia osatekijoita
(Yoshioka ja Stella 2002). Sailyvyystutkimuksissa huomioidaan kriittisten tekijoiden,
kuten lampdtilan, valon ja kosteuden vaikutukset valmisteeseen (ICH Q1A(R2) 2003).
MyoOs valmisteen mikrobiologinen sailyvyys on keskeinen sailyvyyden osa-alue,

erityisesti steriiliytta vaativien valmisteiden kohdalla (GMP 2016).

Tassa kirjallisuuskatsauksessa tarkastelen steriileille kipulaakeseoksille (ex tempore
ja omat laakevalmisteet) tehtavida kemiallisia, fysikaalisia ja mikrobiologisia
sailyvyystutkimuksia. Lisaksi kasittelen steriileinin kipuseoksiin liittyvia riskeja ja
sailyvyyteen vaikuttavia tekijoita.



2 SAIRAALA-APTEEKISSA VALMISTETTAVAT STERIILIT
KIPULAAKESEOKSET

Vaikean kivun hoidossa riittdva kivunlievitys saavutetaan kayttamalla erilaisten
ladkeaineiden yhdistelmaa (Kipu: Kaypa hoito -suositus 2015). Suurin osa
kipupotilaista saa avun kayttamalla yhta tai useampaa kaupallista tehdasvalmisteista
kipuldaakettd (Kontra ym. 2005). Joskus kivunhoitoon tarvitaan yksilollisia
potilaskohtaisia valmisteita, kuten infuusiona tai injektiona annosteltavia steriileja
kipuladkeseoksia, joilla ei ole myyntilupaa Suomessa (Duodecim l|adketietokanta
2015, Kontra ym. 2005). Kun tarvittavia valmisteita ei |0ydy kaupallisesta valikoimasta,
sairaala-apteekki taydentaa teollista valikoimaa ex tempore- ja omilla Iadkevalmisteilla
(Timko 2015). Steriilit kipuladkeseokset ovat paaasiassa ex tempore -valmisteita, jotka
ovat potilaskohtaisia, tilauksesta valmistettavia, ladkevalmisteita (Fimean maarays
6/2011). Omat laakevalmisteet valmistetaan apteekin varastoon. Sairaala-apteekissa
valmistettavien ex tempore- ja omien laakevalmisteiden tehtava on turvata potilaiden
ladkitystarpeet seka vastata hoidossa tarvittaviin potilaskohtaisiin erityistarpeisiin

(Committee of Ministers of the Council of Europe 2011).

Steriilien kipuseosten valmistamiseen kuuluu oleellisesti erilaisten infuusiopumppujen
taytté (kuva 1), joiden avulla kipulddkeseokset annostellaan potilaalle (Kontra 2005).
Infuusiopumppu voi olla paine-eroon tai painovoimaan perustuva kertakayttdinen
pumppu tai uudelleentaytettava sahkalla tai paristolla toimiva pumppu. Infuusiopumput
taytetaan laittamalla laakeaineseokset pumppuihin soveltuviin ruiskuihin, sailidihin,
infuusioliuospusseihin  tai  —pulloihin.  Infuusiopumpun avulla potilas saa
kipuldakeinfuusiota potilaskohtaisesti ohjelmoitujen asetusten mukaisesti (Momeni
2006). Osa infuusiopumpuista sisaltaa toiminnon, jonka avulla lapilyontikivusta el
akillisesti ajoittain pahenevasta kivusta karsiva potilas voi painaa ylimaaraisia
kipuldadkeannoksia pumppuun asetetun lukitusajan puitteissa (eng. patient controlled

analgesia, PCA).
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Kuva 1. Erilaisia infuusiopumppuja: a) Mukana (esim. vyotardlla) kuljetettava PCA

infuusiopumppu b) PCA ruiskupumppu (B.Braun 2016)

2.1 Kivun hoidon kaytannot ja suositukset

Kivun hoidossa tavoitteena on hyva kivunlievitys, potilaan hyvinvoinnin kohentaminen
ja sivuvaikutusten minimointi (Kipu: Kaypa hoito -suositus 2015). Kivun hoidon
edellytyksena on kivun saanndllinen arviointi, joka perustuu potilaan omaan arvioon
kivun  voimakkuudesta. Kivun voimakkuus arvioidaan kipujanan (VAS),
numeroasteikon 1-10 (NRS), sanallisen asteikon (lieva-kohtalainen-kova-sietamaton
kipu) (VRS) tai kasvokuvien avulla. Lisaksi potilas arvioi kivun sijaintia, esiintymisaikaa
seka vaikutusta toimintakykyyn, nukkumiseen ja mielialaan. Kipupotilaan hoidon
suunnittelu perustuu kokonaisvaltaiseen arvioon, joka sisaltaa liikkuvuuden ja
toiminallisuuden lisaksi arviot potilaan psyykesta, likuntakyvysta ja kayttaytymisesta.
Potilaille pyritdaan tarjoamaan monialaista ja moniammatillista hoitoa, johon laakityksen
lisdksi kuuluu psykologisia kivunhallintakeinoja, vyleistd eldmanhallintaa ja

fysioterapiaa.

Laakkeellinen kivunhoito perustuu Maailman terveysjarjeston WHO:n kivunhoitomalliin
(kuva 2), jossa laake valitaan kivun voimakkuuden mukaisesti (WHO 2015).
Kolmiportaisen mallin alimmalla tasolla on lievaan kipuun kaytettavat
tulehduskipulaakkeet (esim. ibuprofeeni, naprokseeni, diklofenaakki tai etorikoksibi) ja
adjuvantit (aine, joka vahvistaa toisen aineen vaikutusta, esim. klodiniini tai ketamiini).
Kivun lisdantyessa siirrytdan hoidossa toiselle tasolle, johon kuuluvat ensimmaisen
tason laakkeiden lisaksi miedot opioidit, kuten kodeiini ja tramadoli. Ylimman tason
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ladkkeilla hoidetaan vaikeaa kipua ja edella mainittujen laakkeiden lisaksi kayttoon
otetaan myoOs vahvat opioidit (morfiini, oksikodoni, fentanyyli, hydromorfoni ja
metadoni). Jos yhdella l1adkkeella ei saavuteta riittdvaa kivunlievitysta, hoitoa jatketaan
yhdistelemalla kipulaakkeita, joiden vaikutusmekanismit ja sivuvaikutukset ovat
erilaisia (Kipu: Kaypa hoito -suositus 2015). Tavoitteena on kunkin laékkeen sopiva

annostus kivunlievityksen lisddmiseksi ilman esiintyvia sivuvaikutuksia.

Kivuton olotila

Vahva opioidi

* Parasetamolj ja/tai 3
tulehduskipulzzke
* Adjuvantti

Kipu Jatkuu taj lisa'iziintyy
Mieto opioidij :

+ Parasetam o
L oli ja/taj
* Adjuvantr; Ja/tai tulehduskipulggke

Kipu jatky,

Kuva 2. WHO:n kolmiaskelmaiset kipuportaat (Muokattu lahteesta WHO 2015)

2.2 Kipulaidkkeiden annostelureitit

Oraalinen (suun kautta) antotapa on kivunlievityksessa suositeltavin, silla se on
luonnollinen, joustava, turvallinen ja usein taloudellisin (Moscou ja Snipe 2012). Kipua
hoidetaan myos  transdermaalisesti, intramuskulaarisesti, = subkutaanisesti,
intravenoosisesti, rektaalisesti ja sublinguaalisesti annosteltavilla kaupallisilla
kipulaakkeilla ja oheislaakkeilla. Oheislaakkeella tarkoitetaan laaketta, jolla ei sinansa
ole varsinaista kipua poistavaa vaikutusta, mutta edesauttaa kivun lievittymiseen
(Keinanen ja Jarvimaki 2004 ). Esimerkiksi loratsepaamia voidaan kayttaa levottoman
tai ahdistuneen kipupotilaan oheisladkkeena. Osalla potilaista kipu ei lievity riittavasti
tai potilas saa vaikeita sivuoireita, jolloin kipu hoidetaan sairaala-apteekissa

yksilollisesti valmistetulla kipuladkevalmisteella. Usein sairaala-apteekissa valmistettu



vaikeisiin kiputiloihin tarkoitettu steriili kipuladkeseos annostellaan potilaalle jatkuvana
infuusiona infuusiopumpun avulla, joka soveltuu subkutaaniseen, intravenoosiin ja
selkaydinalueelle tapahtuvaan annosteluun (Kontra 2005). Pitkaaikaisinfuusion etuja
ovat pienempi tarvittava l|adkeainemaara ja tasaiset I|aakeainepitoisuudet,
lisdannosten antomahdollisuus ja pistokertojen vaheneminen (Keinanen ja Jarvimaki
2012). Huonoja puolia ovat infuusiopumppujen kallis hinta, mahdollinen potilaan
likkuvuuden rajoittuminen ja ihon artyvyys. Lisdksi parenteraalisen ladkkeen
annosteluun liittyy suurempi yliherkkyysreaktioiden riski kuin suun kautta tapahtuvaan

annosteluun.

Intravenoosisella antotavalla |aakeaineen vaikutus saavutetaan nopeasti. Sita
kaytetaan, kun potilaan perifeerinen verenkierto on huono tai han saa iho-ongelmia
subkutaanisen kanyylin kohdalle (Keinanen ja Jarvimaki 2012). Infuusiopumpulla
laskimoon annosteltavat opioidit ovat yleisemmin kaytdossa lyhytaikaisessa
kivunhoidossa kuten leikkauksen aiheuttamassa kivussa. Kun tarvitaan pidempaa
kivunhoitoa tai intravenoosinen annostelu ei ole mahdollinen, annostellaan
ladkeaineseos subkutaanisesti. Fentanyylilaastari ja lapilyontikivun hoitoon tarkoitetut
fentanyylia sisaltavat valmisteet kuten resoribletti (Abstral®) ja bukkaalikalvo (BreakyI®)
ovat osittain vahentaneet ihonalaisen infuusion kayttda. Seka resoribletin etta
bukkaalikalvon kayttd on rajattu kiputilojen pahenemisen hoitoon sydpasairauksien

yhteydessa (Duodecim laaketietokanta 2016).

Selkaydinalueelle tapahtuvaan annosteluun siirrytaan, kun systeemisilla antotavoilla ei
saavuteta enaa riittavaa kivunlievitysta, annos kasvaa liian suureksi tai kun suuri annos
aiheuttaa vaikeita sivuvaikutuksia (Keinanen ja Jarvimaki 2012). Selkaydinalueelle
annosteltavalla kipuseoksella saavutetaan tehokas kivuntunnon haviaminen tai
heikkeneminen (segmentaalinen analgesia) (Salomaki ja Nuutinen 1998). Annostelu
selkaydinalueella voi tapahtua epiduraalitilaan (luukanavan ja kovakalvon valiseen
tilaan), intratekaalitilaan (selkaydinkanavaan) tai subaraknoidaalitilaan
(lukinkalvonalaiseen tilaan) (kuva 3). Epiduraalista annostelua suositellaan
lyhytaikaiseen (viikkoja) kestavaan kivunhoitoon (Heiskanen 2012). Intratekaalinen ja
subaraknoidaalinen antotapa soveltuvat paremmin kuukausia tai vuosia kestavaan

annosteluun, silla niihin liittyy pitkdaikaisessa kaytossa epiduraalista annostelua
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vahemman tekniikasta johtuvia ongelmia, kuten katetrin tukkeutumista (Keinanen ja
Jarvimaki 2012). Intratekaalisen tai subaraknoidaalisen reitin valintaa puoltaa myos
pienempi kipulddkeannos ja infuusiotilavuus epiduraaliseen annosteluun verrattuna,

jolloin infuusiopumpun laakeainesailion vaihtovali on pidempi.

Epiduraalitila

Kova kalvo
Subaraknoidaalitila

L12 e Lukinkalvo

Intratekaalitila

L1 Pehmyt kalvo

Katetri

Kuva 3. Selkaydinalueen rakenne (Muokattu Iahteesta Jose ym. 2014)

2.3 Steriileissa kipulaakeseoksissa kaytettavat laakeaineet

Sairaala-apteekissa valmistettavat steriilit kipuseokset ovat vahvoja opioideja
sisaltavia valmisteita (Kontra 2005, Salomaki ja Nuutinen 1998, Kokki 2015). Opioidit
estavat kivun valittymista aivoissa ja selkaytimessa (analgeettinen vaikutus) seka
lisdavat hyvanolon tunnetta (euforisoiva vaikutus) (Kalso 2001). Vahvoja opioideja ovat

morfiini, oksikodoni, fentanyyli, hydromorfoni ja metadoni.

Tehokkain tapa hoitaa akillista akuuttia kipua on yhdistaa opioidi
paikallispuudutteeseen, jolloin molempien ladkeaineiden pitoisuutta voidaan pienentaa
ja vahentaa haittavaikutuksia (Kontra 2005). Puudutteet aiheuttavat kivuttomuuden ja
tunnottomuuden salpaamalla hermopaatteiden solukalvojen ionikanavia (Pere 2001).
Kipuseoksissa kaytettdvia puuduteaineita ovat bupivakaiini, ropivakaiini ja

levobupivakaiini.



Tarvittaessa kivun hoitoa tehostetaan lisaamalla opioidin ja puuduteaineen seokseen
ns. adjuvantti-laakeainetta kuten klodiniinia, ketamiinia tai adrenaliinia, jotka
vahvistavat opioidin ja puuduteaineen vaikutusta (Salomaki ja Nuutinen 1998,
Jappinen 2005). Klodiniini ja adrenaliini ovat alfa-2-adrenenergisia agonisteja.
Klodiniini pidentaa opioidin ja puudutteen vaikutusaikaa ja vahentaa toleranssin
kehittymista opioideille. Adrenaliini vahentaa opioidin ja paikallispuudutteen tarvetta ja
lisda niiden voimakkuutta hidastamalla |aakeaineiden absorptiota verenkiertoon.
Ketamiini on N-metyyli-D-aspartaatti (NMDA) -reseptorin antagonisti, joka estaa
sentraalista herkistymista kivulle. Subkutaanisessa annostelussa voidaan opioidin
lisdksi antaa erilaisia oheislaakkeitda kun hoidetaan esimerkiksi syopapotilaan
pahoinvointia (syklitsiini) tai levottomuutta (loratsepaami). Suomalaisissa sairaala-
apteekissa valmistettavia steriileja kipulaakeseoksia ja niilla hoidettavia kiputiloja on

koottu taulukkoon 1.

Opioidien vaarallisin sivuvaikutus on hengityslama (Kalso 2001). Hengityslama
aiheutuu  opioidin  kulkeutumisesta aivorungon  hengityskeskukseen joko
selkaydinnesteen mukana tai imeydyttyaan verenkiertoon (Salomaki ja Nuutinen
1998). Epiduraalisesti annosteltavien opioidien haittavaikutuksia ovat myds
virtsaretentio ja kutina. Muut opioideille tyypilliset sivuvaikutukset kuten pahoinvointi,
uneliaisuus ja suoliston lama tulevat voimakkaammin esiin systeemista annostelua
kaytettdessa. Puudutusaineiden sivuvaikutukset johtuvat yleensa turvallisen
annostason ylittymisesta (Pere 2001). Sivuvaikutukset vaihtelevat eri puudutteiden
valilla, esimerkiksi bupivakaiini on sydantoksisempi kuin lidokaiini. Puuduteaineiden
sivuvaikutuksia ovat keskushermosto-oireet, verenkiertoelimiston toimintahairiot ja

vakavassa tilanteessa tajuttomuus seka hengityksen ja verenkierron lama.



Taulukko 1. Steriileja kipulaakeseoksia ja niiden indikaatioita

Steriili kipuladkeseos

Annostelutapa

Indikaatio

Edut

opioidi + puudute

opioidi + puudute +
klodiniini

opioidi + puudute +
ketamiini

opioidi + puudute +
adrenaliini

opioidi + loratsepaami
tai midatsolaami

tai levopromatsiini

tai syklitsiini

tai glykopyrrolaatti

epiduraalinen

epiduraalinen,
intratekaalinen

subkutaaninen,
epiduraalinen,
intratekaalinen

epiduraalinen

subkutaaninen

synnytyskipu,
leikkauksen jalkeinen
kipu, iskeeminen kipu ja
trauma

leikkauksen jalkeinen
kipu, sydpakipu,
neuropaattinen kipu

syopakipu,
neuropaattinen kipu

leikkauksen jalkeinen
kipu

syopakipu

voidaan pienentaa
yksittaisten
|&akeaineiden
pitoisuuksia ja
vahentaa
haittavaikutuksia

klodiniini pidentaa
opioidin ja
puudutteen
vaikutusaikaa ja
vahentavaa
toleranssin
kehittymista
opioideille

ketamiini estaa
sentraalista
herkistymista
kivulle

adrenaliini lisda
opioidin ja
paikallispuudutteen
tehoa ja véhentaa
opioidin tarvetta

hoidettaessa
levottomuutta,
ahdistuneisuutta,
masennusta,
pahoinvointia,
oksentelua,
limaneritysta,
vatsakoliikkeja tai
suolitukosta

Lahde: Kokki 2015, Keinanen ja Jarvimaki 2004, Kontra 2005, Salomaki ja Nuutinen

1998

2.4 Steriileihin kipuseoksiin liittyvat riskitekijat

Koska sairaala-apteekissa valmistetuilla kipulaakeseoksilla ei ole myyntilupaa, niiden

matka tuotekehittelysta kayttdvalmiiksi saatetuksi valmisteeksi sisaltda merkittavan



maaran erilaisia riskitekijoita. Kiriittisia tyovaiheita ja niihin liittyvia riskeja on koottu
taulukkoon 2.

Suurin vaaratekija aseptisesti valmistettaville steriileille tuotteille on niitd valmistava
tyontekija (Laakso 2001). Jos tyOntekija voitaisiin sulkea pois aseptisesta tyosta,
kontaminaatioriski pienenisi 90-95 %. TyOskentelyssa kaytettavat valineet voidaan
steriloida ja ilma suodattaa, mutta tydntekijaa ei voi saada mikrobittomaksi. Tydntekija
vaikuttaa valmisteen laatuun myos tietotaidollaan ja toimintatavoillaan. Tydntekijan on
tunnettava aseptiset tydomenetelmat, hallittava ruiskujen ja infuusiopumppujen kaytto
seka toimittava laakkeiden hyvien tuotantotapojen (GMP) mukaisesti (GMP 2016,
Kontra 2005). GMP-ohjeilla tarkoitetaan niitd |aakkeenvalmistuksen ja
laadunvarmistuksen jarjestelyja ja menettelytapoja, joilla varmistetaan, etta laakkeiden
valmistus tayttaa sille asetetut vaatimukset. Kontaminoitunut valmiste tai
ladkkeenvalmistuksessa tapahtunut laskuvirhe voivat aiheuttaa potilaalle vakavan
haitan, silla parenteraalisessa annostelussa ohitetaan monia elimistdn
puolustusmekanismeja ja monien potilaiden vastustuskyky on heikentynyt. Vuonna
2013 tehdyssa raportissa tarkastellaan yhdysvaltalaisissa sairaala-apteekeissa ja
sopimusvalmistusyksikoissa steriilien seosten valmistuksen aikana tapahtuneita
vakaviin haittoihin ja kuolemiin johtaneita virheitd (Myers 2013). Vuonna 2012 New
Englandilaisessa sopimusvalmistusyksikdssa valmistettiin ja vapautettiin myyntiin 3
eraa sailontaaineettomia metyyliprednisoloni-injektioita, jotka aiheuttivat 750 infektiota
ja johtivat 51 ihmisen menehtymiseen maaliskuun loppuun 2013 mennessa.
Kontaminoituneet injektiot aiheuttivat aivokalvontulehduksia, aivohalvauksia,
selkarangan ymparilld olevia ja periferiaan liittyvia infektioita. Yhdysvaltalaisissa
sairaala-apteekeissa valmistuksen aikana kontaminoituneet silmatipat aiheuttivat 33
sieniperaista silmainfektiota vuonna 2012, joista osa johti sokeutumiseen. Vuonna
2011 pakkaamisen aikana kontaminoituneet silmatipat aiheuttivat 16 silmainfektiota ja
samana vuonna 9 potilasta kuoli kontaminoituneen parenteraalisen ravintoliuoksen
seurauksena. Sairaala-apteekissa tapahtuneet laskuvirheet muun muassa injektioiden
valmistuksessa johtivat 5 ihmisen kuolemaan vuosina 2006-2007. Virheet olivat
tapahtuneet liuosten laimennuksissa ja desimaalipilkun kaytossa.
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Sairaala-apteekissa valmistettavat steriilit kipuladkeseokset kuuluvat korkean riskin
valmisteisiin seka parenteraalisen antotavan ettd niiden sisaltamien ladkeaineiden
(opioidien ja puudutteiden) vuoksi (Institute for Safe Medication Practices 2015,
Committee of Ministers of the Council of Europe 2011). Korkean riskin ladkeaineet ja -
valmisteet ovat laakkeita, jotka aiheuttavat merkittavaa haittaa kayttajalleen mikali
niiden kaytossa tai valmistuksessa tapahtuu virhe ja laadituista ohjeista poiketaan.
Steriilien kipuldaakeseosten tuotekehittelystd vastaavalta proviisorilta ja laakarilta
vaaditaan laakeaineiden ja pakkausmateriaalien yhteensopimattomuuksien
hallitsemista, mutta my0s laakeaineiden kemiallisen, fysikaalisen ja mikrobiologisen

sailyvyyden tuntemista.

Steriilin riskilddkkeen valmistaminen, varastointi, merkitseminen, kayttokuntoon
saattaminen ja anto potilaalle vaativat poikkeuksellista huolellisuutta (Fimean maarays
6/2011, Institute for Safe Medication Practices 2015). Myos kipuladkeseoksen
kaytdonaikaiset olosuhteet asettavat oman haasteensa, erityisesti silloin kun
sdilytysaineetonta l|aakeaineliuosta annostellaan usean vuorokauden ajan ja
ladkeliuos sailytetaan kehon lahella tavallista korkeammassa lampdtilassa (Kontra ym.
2005).
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Taulukko 2. Steriileihin kipulaakeseoksiin liittyvia riskitekijoita eri vaiheissa

Tuotekehittely Valmistus Varastointi ja Kaytto
kuljettaminen osastolla
osastolle

Steriilit [3htéaineet Tyodntekijan Sailytysolosuhteet Mahdollinen

henkildkohtainen hygienia kayttékuntoon

Korkean riskitason ja terveydentila Rikkoutuminen saattaminen

ladkeaineet

(farmakologinen Pukeutuminen steriiliin Kestoajat usein lyhyita Annostelu

vaikutus ja kapea puhdastila-asuun ja potilaalle

terapeuttinen ikkuna) kasineisiin
Sairaat potilaat

Lahtdaineiden ja Aseptinen tyoskentely (vastustuskyky
pakkausmateriaalien (GMP) heikentynyt)
yhteensopivuus
Valmisteen merkitseminen Infuusiopumpun
Sailyvyystutkimukset sailytys potilaan
Inhimilliset virheet (mittaus- laheisyydessa
Antoreitin valinta ja laskuvirheet) (ldmpétila)

Kontrolloidut aseptiset
olosuhteet

Lahde: Fimean maarays 6/2011, Institute for Safe Medication Practices 2015, Kontra
2005, Laakso 2001

2.5 Riskienhallinta

Laakevalmisteiden laatu perustuu kattavaan riskienhallintaan, jonka tavoitteena on
tunnistaa, arvioida ja hallita ne riskitekijat, jotka vaikuttavat 1agkevalmisteen laatuun
(kuva 4) (ICH Q9 2005). Riskienhallinta on koko valmisteen elinkaaren mittainen
prosessi, joka lahtee liikkeelle ennalta asetetuista tavoitteista ja paamaarista (eng.
Quality by Design, QbD) (ICH Q8(R2) 2009). QbD korostaa farmaseuttisen valmisteen,
valmistusprosessin ja prosessikontrollin ymmarrysta tieteeseen ja laaturiskien
hallintaan perustuen. Laadukas lopputuote saadaan aikaiseksi suunnittelemalla
ennalta laakkeen farmaseuttinen toteutus ja prosessit niin, etta kliinisiin hoitotuloksiin
vaikuttavat ladkevalmisteen laatuominaisuudet tayttyvat. Jo harkitessa mahdollista
uutta valmistetta, tehdaan riskiarvio, jossa arvioidaan kaikkia lopputuotteen laatuun
vaikuttavia osatekijoita kuten raaka-aineita ja pakkausmateriaaleja,
valmistusprosessia, laadunvalvontakokeita ja sailyvyytta. Lisaksi arvioidaan niita
riskitekijoita, joita valmiste saattaisi aiheuttaa sitd kayttavassa potilasryhmassa.
Riskiarviossa laakevalmiste luokitellaan korkean, kohtalaisen tai matalan riskitason
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valmisteeksi (ICH Q9 2005). Riskinarvioinnin  pohjalta  toteutettaviin
laadunvalvontakokeisiin vaikuttavat virheen tapahtumisen todennakdisyys, virheen
havaitsemisen todennakdisyys seka mahdollisen virheen aiheuttamat seuraukset
(PIC/S 2008). Laakkeenvalmistuksen aikaisella laadunvalvontakokeilla mitataan
tuotteelle asetettujen vaatimusten tayttymistd. Laadunvalvonnassa kaytettavien
menetelmien ja valmisteelle asetettujen laatuvaatimusten tulee perustua voimassa
olevaan farmakopeaan (Committee of ministers of the Council of Europe 2011). Kun
valmiste tayttaa sille asetetut vaatimukset, se voidaan hyvaksya kayttdon tai prosessin

seuraavaan vaiheeseen (ICH Q9 2005).

( Riskienhallintaprosessi )

Riskien arviointi

Riskien tunnistaminen

¥

wala Riskien analysointi

.

Riskien merkittavyyden

arviointi Ei taytd
vaatimuksia

Riskien valvonta

Riskien minimointi
<+ D T

Kommunikaatio

A

Riskien hyvaksyminen

IN[BIOAL UL [EYUBDSIY

A

1—( Riskienhallintaprosessin tulos )

Arviointi
< Prosessin onnistumisen
arviointi

Kuva 4. Riskienhallinnan vuokaavio (muokattu lahteesta ICH Q9 2005)
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3 STERIILIEN KIPUSEOSTEN SAILYVYYDEN TUTKIMINEN

Laakevalmisteiden sailyvyystutkimuksissa taytyy tutkia valmisteiden niita
ominaisuuksia, jotka herkimmin muuttuvat sailytyksen aikana ja todennakoisimmin
vaikuttavat valmisteen laatuun, turvallisuuteen ja/tai tehoon (ICH Q1A(R2) 2003).
Sailyvyystutkimusten tarkoitus on osoittaa, miten |adkeaineen tai ladkevalmisteen
laatu muuttuu ajan kuluessa erilaisten ymparistotekijoiden, kuten lampédtilan,
kosteuden ja valon vaikutuksesta. Sailyvyystutkimuksen avulla maaritetdan valmisteen
kestoaika ja suotuisat sailytysolosuhteet. Tutkimuksen tulee kattaa kemiallisen,
fysikaalisen seka mikrobiologisen sailyvyyden maarittaminen. Toistettavien
tutkimustulosten saamiseksi sailyvyystutkimuksissa on noudatettava tarkasti

sailyvyystutkimuksien toteuttamiseen laadittuja ohjeistuksia (Brossard ym. 2013).

Sailyvyystutkimuksissa analysoitavien naytteiden tulee edustaa hyvin tutkittavaa
valmistetta (Kontra ym. 2005). Naytteenotossa tapahtuvien tai laitteiston aiheuttamien
virhemittausten varalta pitoisuusmittaukset suoritetaan useamman kerran, jolloin
poikkeavat tulokset on helpompi havaita. ICH:n ohjeistuksessa uuden laakeaineen tai
valmisteen sailyvyystutkimuksista, ohjeistetaan ottamaan tutkittavasta valmisteesta
vahintaan 3 rinnakkaista naytetta (ICH Q1A(R2) 2003).

Laakevalmisteiden sailyvyystutkimuksissa kaytettavat analyysimenetelmat on valittava
tutkittavan yhdisteen fysikokemiallisten ominaisuuksien mukaan (Brossard ym. 2013).
Menetelmien tulee olla validoituja ja sailyvyystutkimuksiin kehitettyja (eng. stability-
indicating) (ICH Q2(R1) 2005, ICH Q1A(R2) 2003). Analyysimenetelman validoinnilla
osoitetaan, ettd menetelma sopii kayttdétarkoitukseensa (ICH Q2(R1) 2005).
Sailyvyystutkimukseen kehitetyllda menetelmalla laakeaine pystytdan erottamaan
sailytyksen aikana mahdollisesti muodostuneista hajoamistuotteista (USP
Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <1150>). Menetelma tunnistaa laakeaineen seka
hajoamistuotteet ja kvantitoi niiden pitoisuudessa tapahtuvia muutoksia ajan funktiona
(Brossard ym. 2013). Menetelman on oltava riittdvan herkka havaitsemaan pienetkin

maarat hajoamistuotteita ja erottamaan samankaltaisia rakenteita toisistaan.
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3.1 Sailyvyyteen vaikuttavat tekijat

Tietyssa laakevalmisteessa tapahtuvien muutosten nopeus riippuu olosuhteista, joissa
sita  sailytetddn (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <1150>).
Hajoamisprosessien keskeisina aiheuttajina ovat lampdtila, valo, suhteellinen kosteus
ja happi. My6s hyvin kylmat tai kuivat olosuhteet voivat olla haitallisia (Laakso 2012).
ICH:n suositukset sailyvyystutkimuksen aikaisista olosuhteista on koottu taulukkoon 3
(ICH Q1A(R2) 2003).

Taulukko 3. ICH:n suositukset sailyvyystutkimuksen aikaisista olosuhteista

Valmisteelle Tutkimuksen pituus  Valmisteen tutkimuksen aikaiset Minimi
suunniteltu olosuhteet ajanjakso, jolta
séilytysmuoto tutkimusnaytto
vaaditaan
Huonelédmpdtila Pitkakestoinen 25°C +2°C/60 % RH =5 % RH tai 12 kuukautta
30°C+2°C/65 % RH 5 % RH

Keskimittainen 30°C+2°C/65% RH =5 % RH 6 kuukautta

Kiihdytetty 40°C+2°C/75% RH 5 % RH 6 kuukautta

Jaakaappi Pitkakestoinen 5°Cx3°C 12 kuukautta

Kiihdytetty 25°C+2°C/60 % RH+5 % RH 6 kuukautta

Pakastin Pitkakestoinen -20°C+5°C 12 kuukautta

Lahde: ICH Q1A(R2) 2003

Seka liian korkeat etta liian matalat |ampdtilat voivat olla haitallisia |aakeaineen
sailyvyydelle (Yoshioka ja Stella 2002). Usein lampdétilan nousu kiihdyttaa kemiallisia
hajoamisreaktioita, mutta myos kylmyys voi aiheuttaa esimerkiksi kiteytymista ja
viskositeetin muutoksia nestemaisissa valmisteissa (Laakso 2012, Yoshioka ja Stella
2002). Lisaksi ladkevalmisteen fysikokemiallinen sailyvyys saattaa olla optimaalinen
vain hyvin pienella lampdtila-alueella, jonka ulkopuolella hajoaminen tapahtuu hyvin
nopeasti (Brossard ym. 2013). Jos tutkittavat |adkeaineet eivat hajoa herkasti lammon
vaikutuksesta, sailyvyystutkimukset suoritetaan 25 °C + 2 °C lampétilassa (taulukko 3)
(ICH Q1A(R2) 2003). Mikali l1adkeaine ei kestd 25 °C lampdtilaa voidaan tutkimus
tehda myos matalissa jaakaappi- tai pakastin [ampdtiloissa (6 °C+£3 °Ctai-20°C £ 5
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°C). Laakeaineiden sailyvyytta voidaan tutkia myoOs kiihdytetysti korotetuissa
lampotiloissa (30 °C + 2 °C tai 40 °C £ 2 °C) mikali laékeaine kestaa korkeita
lampdtiloja. Jos tutkimus tehdaan ohjeistuksesta poikkeavassa lampdtilassa
(esimerkiksi lampdtilassa, jossa valmistetta olisi jatkossa tarkoitus sailyttaa) lampdtilaa
seurataan saannodllisesti tutkimuksen aikana ja mitattu Iampdtila-alue raportoidaan
tulosten yhteydessa (Brossard ym. 2013). Lahelld potilaan ihoa sailytettdvan
valmisteen, kuten esimerkiksi vyoétardlla kuljetettavan infuusiopumpun sisaltaman
kipuladkeseoksen, sailyvyytta on tutkittava normaalisailytysolosuhteiden lisaksi 33

°C:n lampdtilassa.

Hajoaminen valon vaikutuksesta (fotolyysi) on seurausta valon tai sateilyenergian
absorboitumisesta ladkevalmisteeseen, jolloin molekyylit virittyvat korkeampaan
energiatilaan (Florence ja Attwood 2006). Virittynyt molekyyli voi luovuttaa energiansa
sateilyna tai lampona, esimerkiksi tormattyaan toiseen molekyyliin. Energian
vapautuminen voi johtaa hapettumisketjun kaynnistymiseen tai muutoin muutoksiin
|ladkeaineen rakenteessa. Laake voi hajota myods silloin, kun jokin muu
ladkevalmisteen komponentti ottaa vastaan valokvantin, jonka sisaltdman energian se
pystyy siirtamaan laakeaineelle. Paras tapa suojata laakevalmiste valon haitallisilta
vaikutuksilta on pakata laakevalmiste valolta suojaavaan pakkaukseen ja sailyttaa
valmiste pimeadssa. Sailyvyystutkimuksissa valonsietoa tutkitaan altistamalla osa
tutkittavista naytteista nakyvaa ja UV- valoa tuottavalle keinotekoiselle paivanvalolle ja
vertaamalla valmisteessa tapahtuneita fysikokemiallisia muutoksia pimeassa

sailytetyissa naytteissa tapahtuneisiin muutoksiin (ICH Q1B 1996).

Myds happi ja ilmankosteus ovat tarkeita laakeaineiden ja -valmisteiden sailyvyyteen
vaikuttavia tekijoita (Yoshioka ja Stella 2002). Happi voi johtaa laakeaineen tai -
valmisteen hajoamiseen hapettamalla jotain valmisteen komponenttia. Vesi on usein
osatekijana hapettumiseen johtavissa reaktioissa. IImankosteutta mitataan
ladkeaineiden ja -valmisteiden sailyvyystutkimuksissa suhteellisena ilmankosteutena,
joka ilmaisee paljonko Kkyseisen ilman kosteus on sen Kkyllastyskosteudesta.
Sailyvyystutkimuksessa laakeaineiden ja -valmisteiden suhteelliseksi kosteudeksi
peruslampotilassa 25 °C on valittu 60 % + 5 % (taulukko 3) (ICH Q1A(R2) 2003).
Sailyvyystutkimus voidaan tehda myds tutkimustilan huonekosteudessa, jolloin

suhteellista kosteutta seurataan saanndllisesti tutkimuksen aikana (Brossard ym.
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2013). Muovi pakkausmateriaalina on puolilapaiseva ja altistaa pakkauksen sisallon
pakkausta ymparoiville olosuhteille (Waterman 2009). Muovin tiheys ja paksuus
vaikuttavat hapen ja kosteuden kulkeutumiseen muovin lapi. Kosteuden siirtymiseen
vaikuttaa myos ilman suhteellisen kosteuden ero pakkauksen sisa- ja ulkopuolella.
Mitd pienempi pakkausta ymparoivan ilman suhteellinen kosteus on verrattuna
pakkauksen sisalla olevaan ilmankosteuteen, sita nopeammin kosteus haihtuu
pakkauksen lapi ja sitd nopeammin valmisteen koostumus muuttuu. Esimerkiksi
muovisiin pakkausmateriaaleihin pakatut infuusionesteet ovat alttiita hapelle ja ilman
kosteudelle. Hapettumista ja haihtumista voidaan pyrkia estamaan pakkaamalla
infuusionesteet tiiviseen sekundaaripakkaukseen esimerkiksi alumiinifolioon ja

sailyttamalla asianmukaisissa olosuhteissa.

3.2 Kelpoisuusajan maarittaminen

Myyntiluvallisten Iaakevalmisteiden kelpoisuusaika ja sailytysolosuhteet perustuvat
hyvaksyttyihin  sailyvyystutkimuksiin ~ (Fimean maarays 3/2013). Fimean
ladkevalmistusmaarayksen mukaan myds kaikkiin apteekissa valmistettaviin
valmisteisiin tulee olla merkittyna valmisteen viimeinen kayttopaivamaara (Fimean
maarays 6/2011). Valmistekohtaisilla tutkimuksilla maaritetddn aika ja olosuhteet,
joiden puitteissa laake on tehokas, turvallinen ja laadultaan moitteeton.
Kelpoisuusaikojen maaritys on tarked osa sairaala-apteekkien laadunvarmistusta
(Kontra ym. 2005). Omien l|aakevalmisteiden ja ex tempore -valmisteiden
kelpoisuusaikojen maarittaminen poikkeaa toisistaan, silla ex tempore -valmisteilta ei
voida edellyttdd yhta laajoja sailyvyystutkimuksia kuin omilta ladkevalmisteilta

(Palmgrén ym. 2012).

Varastoon valmistettavan oman ladkevalmisteen kelpoisuusaika perustellaan
ennakkoilmoituksessa, joka toimitetaan Fimealle vahintdan kaksi kuukautta ennen
valmisteen kayttéon ottamista (Fimean maarays 6/2011). Kelpoisuusajan tulee
perustua ensisijaisesti omalle ladkevalmisteelle tehtyihin sailyvyystutkimuksiin. Oman
ladkevalmisteen laake-erakohtainen laadunvalvonta tehdaan valmistuserasta
otettavasta naytteesta (Palmgrén ym. 2012). Hyvaksyttyjen laadunvalvontatulosten

varmistumisen jalkeen era voidaan vapauttaa kayttoon.
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Ex tempore -valmisteiden osalta kelpoisuusajan maarittaminen voi olla haastavaa
(Palmgrén ym. 2012). Ex tempore -valmistuksessa erakoot ovat usein pienia ja ladke
annostellaan potilaalle heti valmistamisen jalkeen, joten sailyvyystutkimuksen tulokset
eivat ehdi valmistua ajoissa. Kun kelpoisuusajan maarittaminen ei ole mahdollinen
sailyvyystutkimuksilla, perustellaan se ladkeaineen sailyvyydesta I0ytyvien ja yleisten
sailyvyytta koskevien tietojen seka kirjallisuuden perusteella (Ph. Eur. 8th Ed., USP
Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <795>). Perusteluissa tulee huomioida
ladkeaineen ominaisuudet, hajoamismekanismit, pakkausmateriaali, suunnitellut

sailytysolosuhteet ja arvioitu hoitoaika.

3.3 Kemiallisen sailyvyyden tutkimusmenetelmat

Laakeaineen kemiallisella sailyvyydella tarkoitetaan vaikuttavan aineen pitoisuudessa
tapahtuvia muutoksia (Yoshioka ja Stella 2002). Kemiallisen hajoamisen seurauksena
ladkeaineen rakenne muuttuu, jonka seurauksena valmisteeseen voi muodostua
hajoamistuotteita. Sairaala-apteekin omille l1aakevalmisteille vaatimuksena on, etta
vaikuttavan aineen pitoisuuden on pysyttava 90 — 100 % valilla tavoitearvosta laakkeen
kelpoisuusaikana (USSP  Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <795>).
Sailyvyystutkimuksissa tutkitaan vaikuttavan aineen pitoisuuden lisaksi myos
hajoamisen seurauksena mahdollisesti syntyvia hajoamistuotteita
sailyvyystutkimukseen kehitetyllda, validoidulla, analyysimenetelmalla (USP

Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <1151>).

Laakeaineen hajoamisreaktio riippuu ladkeaineen kemiallisesta rakenteesta (Yoshioka
ja Stella 2002). Tavallisin ladkeaineen hajoamisen reaktiotyyppi on hydrolyysi eli
hajoaminen veden vaikutuksesta. Useat laakeaineet sisaltavat hydrolyysille alttiita
esteri- ja amidisidoksia. Hydrolyysille herkkia esterisidoksia sisaltavat muun muassa
puudutusaineet bentsokaiini ja prokaiini (kuva 5). Hydrolyysissa vapautuu happamia
ja emaksisia rakenneosia, jotka voivat olla toksisia tai reaktiivisia aiheuttaen erilaisia
jatkoreaktioita (Lapinjoki 2001). Lisaksi ne lahes aina muuttavat valmisteen happo-

emastasapainoa, mika voi nopeuttaa laakeaineen hajoamista.
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Kuva 5. Esimerkki esterisidoksen sisaltavista laakeaineista: a) bentsokaiini ja b)

H,N

prokaiini

Hapettuminen ilmakehan hapen vaikutuksesta on toinen yleinen |a&keaineiden
hajoamista aiheuttava reaktiotyyppi (Yoshioka ja Stella 2002). Helposti hapettuvia
ladkeaineita ovat esimerkiksi morfiini ja adrenaliini (kuva 6). Happimolekyylilla on
uloimmalla elektronikuorellaan kahden elektronin vajaus, joten se pyrkii pelkistymaan
kahden arvoiseksi ioniksi. Suurin osa ladkeaineista on pelkistyneessa muodossa, joten

iimassa oleva happi pyrkii hapettamaan niita itse pelkistyen (Brossard ym. 2013).

H

HO—Q—(?—CH;NHCH;, <> 0
! 2 H

HO

Kuva 6. Adrenaliinin hapettuminen (muokattu lahteesta Yoshioka ja Stella 2002)

Myds liuottimena kaytetyn veden happipitoisuus on huomioitava, silla happi liukenee
veteen suhteellisen hyvin. Kirjallisuudessa on esimerkki, jossa ampullissa sailytettava
kaptopriililiuos (2 mg / 2 ml) hapettuu nesteeseen liuenneen ja nestepinnan paalle
jaaneen tyhjan tilan sisaltdman hapen vaikutuksesta (Connors ym. 1986). Esimerkissa
hapen kokonaismaara liuoksen pailla olevassa 1 ml:n tilassa on 8,6 x 103 mmol ja
kaptopriililiuoksessa 0,46 x 10~ mmol (hapen liukoisuus veteen 25 °C lampdtilassa on
0,23 x 10 mmol/ml). Ampullin sisaltama 2 mg kaptopriilia vastaa 9,2 x 10 mmol
kaptopriilia. Kun huomioidaan kaptopriilin hapettumisreaktion stoikiometria (kuva 7),

voidaan laskea, ettd ampullin sisédltdma happi voisi hapettaa 3,62 x 102 mmol
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kaptopriilia. Vaikka ampullin sisaltama ilma korvattaisiin inertilld kaasulla, riittaisi
veteen liuennut happi silti hapettamaan 20 % ampullin kaptopriilista.

2“s/\/ﬂ\w/ \ 2% Kaptopriilidisulfidi

Kuva 7. Kaptopriilin hajoamisreaktio (Muokattu lahteesta Connors ym. 1986)

Hydrolyysin ja hapettumisen lisdksi |adkeaineiden kemiallisen hajoamisen
mekanismeja ovat myOs dehydraatio (molekyylistd poistuu vettd), isomeroituminen
(isomeeri muuttuu toiseksi isomeerikseen), dekarboksylaatio (ladkeaineesta lohkeaa
hiilidioksidia), polymeroituminen (vahintdan kaksi identtista ladkeainemolekyylia
yhdistyy toisiinsa muodostaen suurikokoisen molekyylin) ja ladkeaineiden valiset
interaktiot (taulukko 4) (Yoshioka ja Stella 2002).
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Taulukko 4. Kemiallisia hajoamisreaktioita ja niille alttiita |aakeaineita

Hajoamisreaktio Hajoamiselle altis Ladkeaine
kemiallinen rakenne
Hydrolyysi Esterit Atropiini, Asetyylisalisyylihappo,
Bentsokaiini,

Pilokarpiini, Prokaiini, Varfariini

Amidit Sulfasetamidi, Indometasiini, B-laktaami
penisilliinit
(esim. bentsyylipenisilliini, ampisilliini,
amoksisilliini, karbenisilliini, metisilliini), B-
laktaami kefalosporiinit
(esim. kefaleksiimi, kefalotiini, kefadroksiili)

Schiff emakset Bentsodiatsepiinit (esim. diatsepiini,
oksatsepaami, nitratsepaami)
Hapettuminen Katekoliamiinit Metyylidopa, Adrenaliini
Tiolit 6-merkaptopuriini, Kaptopriili
Morfiini, Hydrokortisoni, Prednisoloni

Dehydraatio — Glukoosi, Laktoosi, Prostaglandiinit E1 ja E2,
Erytromysiini

Isomeroituminen Isomeerit Adrenaliini, Oksatsepaami, Pilokarpiini,
Retinoli

Dekarboksylaatio Karboksyylihapporyhma 4-aminosalisyylihappo, Foskarneetti,
Etodolaakki

Polymeroituminen  — Ampisilliini

Lahde: Yoshioka ja Stella 2002

3.3.1 Kromatografia ja elektroforeesi

Kromatografia on erotusmenetelma aineiden kvantitatiiviseen ja kvalitatiiviseen
maaritykseen (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <621>). Kromatografiassa
tutkittava yhdiste jakautuu kahden eri faasin valille, joista toinen on liikkkuva (eluentti)
ja toinen pysyy paikallaan (stationaarifaasi). Stationdarifaasi voi olla kiintea tai
kiintedan aineeseen ohueksi kerrokseksi imeytynyt neste tai geeli. Stationaarifaasi
voidaan pakata kolonniin tai levittda tasoon. Liikkuva faasi on kaasu tai liuos. Aineet
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erottuvat toisistaan, kun liikkuvaan faasiin liuotettu yhdiste ajetaan stationaarifaasin
lapi. Erottuminen perustuu aineiden adsorptioon, massajakaumaan, ioninvaihtoon tai
molekyylien erilaisiin fysikokemiallisiin ominaisuuksiin kuten kokoon, massaan tai
maaraan.

Laakeaineiden sailyvyystutkimuksissa korkean erotuskyvyn nestekromatografia
(HPLC) ja kapillaarielektroforeesi (CE) ovat ensisijaisesti suositeltavia menetelmia,
silla niilld voidaan tutkittavan aineen pitoisuuden lisaksi maarittda kvantitatiivisesti
myOs mahdollisia hajoamistuotteita (Brossard ym. 2013). CE ei ole varsinaisesti
kromatografinen menetelma, mutta muistuttaa sita laheisesti. HPLC-laitteet ovat
yleisemmin kaytdssa olevia laitteita kuin CE-laitteet ja sailyvyystutkimuksista valtaosa
on tehty HPLC:n avulla (taulukko 5) (Ahuja 2003). HPLC-menetelmista eniten
kaytetaan kaanteisfaasinestekromatografiaa, silla suurin osa tutkittavista yhdisteista
on hydrofobisia  (Bakshi ja  Singh  2002). Korkean  suorituskyvyn
ohutkerroskromatografia (HPTLC) ja kapillaarielektrokromatografia (CEC) voidaan
harkita kaytettavaksi silloin, kun HPLC ja CE eivat sovellu kayttétarkoitukseen
(Brossard ym. 2013).

3.3.1.1 Korkean erotuskyvyn nestekromatografia

HPLC:a kaytetaan yhdisteiden erottamiseen, tunnistamiseen ja kvantitatiiviseen
analysointiin (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <621>). HPLC on eniten
ladkeaineanalytiikassa kaytetty menetelma, jonka eri alalajeja soveltamalla voidaan
analysoida suurin osa yhdisteista (Bakshi ja Singh 2002). HPLC-laitteen etuja ovat
korkean erotuskyky, herkkyys ja spesifisyys (Ahuja 2003). Ainoa edellytys laitteen
kaytolle on, etta nayte liukenee johonkin liuottimeen, silla liukenemattomat hiukkaset
voivat tukkia HPLC-laitteiston.

HPLC-laite  koostuu pumpusta, injektorista, kolonnista, detektorista ja
tiedonkeruuyksikosta (kuva 8) (Ph. Eur. 8th Ed. 2.2.29.). Injektori injisoi naytteen
laitteistoon, jossa nayte on liuenneena ajoliuokseen (eluenttiin). Pumpun
aikaansaaman paineen avulla eluenttiin liuennut nayte pakotetaan kulkemaan
kolonnin lapi, johon hienojakoinen stationaarifaasi on pakattu. Kolonnissa erottuneet
yhdisteet havaitaan detektorilla.
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Kuva 8. HPLC-laitteiston kaavakuva

HPLC:ssa kaytetyin detektori on ultaviolettisateily/nakyvan valon (UV/Vis) detektori
(taulukko 5) (Brossard ym. 2013). Muita sailyvyystutkimuksiin suositeltuja detektoreja
ovat diodirividetektorit, fluoresenssidetektori ja massaspektrometri, silla niillakin
pystytadn maarittamaan l|aakeaineen pitoisuuden lisdksi myOs mahdollisia
hajoamistuotteita. Kromatogrammi kuvaa yhdisteiden antaman vasteen ajan funktiona.
Kuvassa 9 on esitetty vankomysiiniliuokselle (125 ug/ml) suoritetun hajoamiskokeen
kromatogrammit, jossa valmiste altistettin NaOH-liuoksen aiheuttamalle pH:n
muutokselle. Tunnin mittaisen kasittelyn jalkeen vankomysiinista oli hajonnut noin 20
% (vankomysiinin piikki pienenee) ja kromatogrammissa voidaan havaita
vankomysiinin ensimmaiset hajoamistuotteet. 24 tunnin NaOH-kasittely johti
vankomysiinin massiiviseen hajoamiseen ja kromatogrammissa havaitaan
vankomysiinin  ensimmaisten hajoamistuotteiden lisgksi myos vankomysiinin
sekundaarihajoamistuotteet. Hajoamiskoe osoittaa sen, etta lilan voimakkaita
tutkimusolosuhteita tulee valttaa, sillda vankomysiinin ensimmaiset hajoamistuotteet

eivat tule riittavasti esiin lilan voimakkaasti aiheutetussa hajoamisessa.
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Kuva 9. Kasittelemattoman vankomysiiniliuoksen (125 pg/ml) kromatogrammi (violetti
kayra) seka liuoksen kromatogrammit tunnin (vihrea kayra) ja 24 tunnin (sininen kayra)

NaOH-kasittelyn jalkeen (Muokattu lahteesta Brossard ym. 2013)

HPLC:n alalajeja ovat mm. kaanteisfaasi-, normaalifaasi, ekskluusio- ioninvaihto- ja
kiraalinen kromatografia (Ph. Eur. 8th Ed. 2.2.29.). Tarkein alalajeista on kaanteisfaasi
HPLC, jonka osuus kaytetyistda HPLC-menetelmista on jopa 90 % (Ahuja 2003).
Normaalifaasikromatografiassa stationaarifaasi on polaarinen (tyypillisesti silika), joka
kaanteisfaasikromatografiassa kaannetaan poolittomaksi pinnoittamalla silikan pinta
hiilivetyketjuilla (yleisimmin oktadekyyliketjuilla, C1s). Normaalifaasikromatografiassa
eluentti on pooliton, mutta kaanteisfaasikromatografiassa kaytetdan polaarisia
liuottimia, tavallisesti veden ja jonkin vahemman polaarisen orgaanisen liuottimen
kuten asetonitriilin tai metanolin seosta. Kaanteisfaasikromatografiassa naytteen
pidattyminen perustuu sen hydrofobisuuteen, jolloin ajoliuoksen polaarisuuden ja
naytteen alifaattisen ketjun pituuden kasvaessa sen retentioaika kasvaa.

Erittdin suuren erotuskyvyn nestekromatografia (UPLC) on suhteellisen uusi
nestekromatografinen menetelma (Reddy ym. 2012). Kirjallisuudessa ei ole kuvattu
UPLC:lla tehtyja sailyvyystutkimuksia. Menetelmaa on kaytetty ladkeaineiden ja niiden
hajoamistuotteiden kvantitatiivisiin maarityksiin (Kumar ym. 2015, Berg ym. 2013,
Vankatao ym. 2012, Liang ym. 2011). UPLC toimii samalla periaatteella kuin HPLC,
mutta se on suorituskyvyltdaan HPLC:a parempi. UPLC — laitteistossa kaytetaan
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pienemman partikkelikoon kolonneja, joten faasien valisesta pinta-alasta tulee
suurempi (enemman tasapainoreaktioita faasien valilla) ja erotuksessa paastaan
HPLC:ta parempaan resoluutioon seka tehokkuuteen (Novakova ym. 2006). Pienten
faasipartikkelien myo6ta virtausnopeutta voidaan kasvattaa, jolloin analyysiaika lyhenee
ja liuottimien kulutus vahenee. Virtausnopeuden kasvattaminen lisaa vastapainetta
kolonnissa, joten UPLC-laitteet on suunniteltu kestamaan hyvin suuria paineita. HPLC-
ja UPLC-laitteiden huonoja puolia ovat niiden kallis hankinta- ja yllapitohinta (Ahuja

2003). Myo6s analyysimenetelmien kehittdminen on vaativaa ja aikaa vievaa.

3.3.1.2 Kapillaarielektroforeesi

CE on HPLC:n lisaksi toinen hyvin sailyvyystutkimuksiin sopiva analyysimenetelma
(Brossard ym. 2013). CE:a voidaan kayttad yhdisteiden kvalitatiiviseen tai
kvantitatiiviseen maarittamiseen. Yhdisteiden erottuminen sahkokentassa perustuu
niiden erilaiseen liikkkuvuuteen elektrolyyttiliuoksessa, joka on suoraan riippuvainen
yhdisteiden massa/varaus -suhteesta (USP Pharmacists’ Pharmacopeia 2nd Ed.
<727>). CE:lla voidaan erotella pienia ja suuria molekyyleja (Perlatti ym. 2013). CE:n
etuja HPLC:an verrattuna ovat parempi erotuskyky, lyhempi analyysiaika, vahaisempi

naytteen ja liuottimien tarve seka pienemmat kustannukset.

CE - laitteisto koostuu jannitelahteesta, kahdesta puskuriastiasta, kahden elektrodin
yhdistelmasta (katodi ja anodi), kapillaarista, naytteensydéttomenetelmasta,
detektorista, termostointisysteemista, tallentimesta ja tietokoneesta (kuva 10) (Ph. Eur.
8th Ed. 2.2.47.). Nayte syotetaan puskuriliuoksella taytettyyn silikakapillaariin, jonka
paat on upotettu elektrodien kanssa samoihin puskuriastioihin. Kapillaarin pinnalla
olevat silanoliryhmat luovuttavat vetyioneja puskuriliuokseen muuttaen kapillaarin
pintavarauksen negatiiviseksi (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <727>).
Negatiivisesti varautunut pinta vetaa puoleensa kationeja tai liuoksessa olevia
positiivisesti varautuneita ioneja, jolloin muodostuu sahkoinen kaksoiskerros.
Sahkdinen kaksoiskerros koostuu kahdesta kationikerroksesta, joista lahempana
kapillaarin pintaa oleva on tiiviisti sitoutunut kerros ja ulompi I6yhemmin sitoutunut
likkuva kerros. Kun kapillaarin paiden valille kytketaan jannite, ulompi kationikerros
alkaa liikkua kohti detektoria kuljettaen mukanaan naytteen sisaltamaa puskuriliuosta.

Syntyy elektro-osmoottinen virtaus (eng. electro-osmotic flow, EOF). Normaalisti nayte
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syotetdan kapillaarin anodipaasta ja detektori sijaitsee kapillaarin katodipaassa.
Kationien liikkeeseen vaikuttaa seka elektro-osmoottinen virtaus etta katodin
vetovoima samansuuntaisesti, joten kationit kulkeutuvat ilmaisimelle ensimmaisena.
Virtauksen mukana tulevat neutraalit yhdisteet ja anionit saavuttavat detektorin

viimeisena, koska ne pyrkivat vastavirtaan anodia kohti.

m J&nniteldhde

Tietokone W
I/ :f\ Detektori
A
Kapillaarin huuhteluun Kapillaari
tarvittava puskuriliuos ) ———T T
™ e W
Bl "
2 G/Puskuriastia Puskuriastia D 4
8 . Nayteastia Tyhjd astia 5

Kuva 10. Kapillaarielektroforeesi-laitteisto (Muokattu lahteestda USP Pharmacists'
Pharmacopeia 2nd Ed. <727>)

Nayte injektoidaan kapillaariin joko paineen (hydrodynaaminen injektio) tai jannitteen
avulla (elektrokineettinen injektio) (Brossard ym. 2013). Injektiotilavuus on 1-10nl.
Injektion huonosta toistettavuudesta johtuen kvantitatiivisessa analyysissa sisaisen
standardin kayttdé on valttamatonta. Sailyvyystutkimuksiin kehitettdvan menetelman
kehityksessa on saavutettava riittdva erotuskyky sisaiselle standardille, tutkittavalle

yhdisteelle ja yhdisteen mahdollisille hajoamistuotteille.

Eniten CE:ssa kaytetty detektori on UV/VIS-detektori (Perlatti ym. 2013). Pieni
naytemaara ja kapillaarin pienesta sisahalkaisijasta johtuva valotien lyhyys saattavat
aiheuttaa ongelmia UV/VIS-detektoinnin  herkkyydessa. Ongelma korostuu
analysoitaessa laimeita liuoksia. Herkkyytta on onnistuttu parantamaan valitsemalla
erotukseen erikoiskapillaareja, joissa detektointi-ikkuna on tehty leveammaksi
(“bubble” detection cells tai “Z-cells) ja nain valotien pituus ja absorbanssi kasvavat.

Herkkyytta voidaan lisata myds valitsemalla jokin muu detektori, kuten laserindusoitu
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fluoresenssi-detektori (eng. laser-induced fluorescence, LIF), massaspektrometri tai
sahkokemiallinen detektori (eng. electrochemical detector, ED) (Perlatti ym. 2013).

Kapillaarielektroforeesin  eri  tekniikat lisddavat sen  kayttdomahdollisuuksia
analyysimenetelmana (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <727>). Eniten
kaytettyja tekniikoita ovat kapillaarivyohyke-elektroforeesi  (capillary zone
electrophoresis, CZE) ja misellaarinen elektrokineettinen kromatografia (micellar
electrokinetic capillary chromatography, MEKC) (Perlatti ym. 2013). CZE on
menetelma, jota usein tarkoitetaan kun puhutaan kapillaarielektroforeesista. CZE
soveltuu vain varauksellisten yhdisteiden, anionien ja kationien erottamiseen, koska
erottuminen perustuu yhdisteiden erilaiseen liikkuvuuteen elektrolyyttiliuoksessa.
MEKC:ssa puskuriliuokseen lisatdan pinta-aktiivisia aineita yli  kriittisen
misellikonsentraation, jolloin  muodostuu  miselleja. Erottuminen  perustuu
naytekomponenttien jakaantumiseen misellifaasin ja elektrolyyttiliuoksen valilla.
MEKC:a voidaan kayttdaa myos neutraalien yhdisteiden erottamiseen. Kaikkia CE-
menetelmia voidaan muunnella yhdistekohtaisesti elektrolyyttiliuoksen kemiallisten ja
fysikaalisten ominaisuuksien avulla tai muuttamalla laiteparametreja. Selektiivisyyteen
vaikuttavat muun muassa kapillaarin halkaisija ja pituus, kaytettava jannite, puskurin
ionivahvuus, ja pH. Lampdtilan tulee pysya muuttumattomana, sillda se vaikuttaa

puskurin viskositeettiin ja siten myds EOF:seen ja liuoksen liikkuvuuteen.

3.3.1.3 Korkean suorituskyvyn ohutkerroskromatografia

HPTLC on erotusmenetelma, jossa stationaarifaasina toimii ohut lasi-, muovi- tai
metallilevy (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <621>). Levy on paallystetty
hienojakoisilla, halkaisijaltaan noin 5 pm:n kokoisilla, hiukkasilla. Nayte aplikoidaan
tason alareunan ylapuolelle ja taso asetetaan ajokammioon, jonka pohjalla on ohut
kerros eluenttia (Ph. Eur. 8th Ed. 2.2.27.). Eluentti kulkee tasoa ylOspain
kapillaarivoimien ansiosta (Brossard ym. 2013). Tutkittavan naytteen sisaltamat aineet
kulkevat liuottimen avulla tasoa yldspain eri nopeudella, jolloin ne erottuvat toisistaan.
Erottuminen perustuu adsorptioon, ionin vaihtoon tai molempien menetelmien
kombinaatioon (Ph. Eur. 8th Ed. 2.2.27.).

27



HPTLC voidaan suorittaa myos kaanteisfaasikromatografiana riippuen tutkittavasta
naytteesta (Brossard ym. 2013). Kaanteisfaasi-HPTLC:n etuna normaali HPTLC:an
verrattuna on parempi selektiivisyys. Naytteen kvantitativinen maaritys tehdaan
densitometrilla eri aineiden paatepisteista. Farmaseuttisista maarityksista valtaosa on
tehty kayttamalla UV-valoa ja mittaamalla heijastuneen ja absorboituneen sateilyn
suhdetta (Sherma 2010). Densitogrammi kuvaa aineen antaman vasteen
retentiofaktorin  (naytteen kulkema matka / liuosrintaman kulkema matka
lahtopisteestd) funktiona. HPTLC:n hyvida puolia ovat helppo toteutettavuus,
monikayttoisyys ja edullisuus. Kayttoa rajoittavat menetelman alhainen sensitiivisyys
ja kvantitatiivinen kapasiteetti (Brossard ym. 2013). Kirjallisuudessa ei ole raportoitu

HPTLC:lla tehtyja sailyvyystutkimuksia.

3.3.1.4 Kapillaarielektrokromatografia

CEC pitaa sisallaan kaksi eri erotusmenetelmaa, kapillaarielektroforeesin ja
nestekromatografian (Bartle 2001). CEC:ssa kapillaarin sisapinta on pinnoitettu
kiintealla stationaarifaasilla ja yhdisteet kulkevat kapillaarin 1api elektro-osmoottisen
virran ja sahkokentan vaikutuksesta. Yhdisteiden erottuminen perustuu seka
elektroforeettisiin  ettd  naytekomponenttien ja  stationaarifaasin  valisiin
vuorovaikutuksiin. Stationaarifaasina voidaan kayttdd samoja materiaaleja kuin
nestekromatografiassa (esimerkiksi oktadekyyli C-18 partikkeleja) ja eluenttina
kaytetaan yleensa orgaanisia liuottimia. CEC:n etuja ovat muun muassa tehokkuus,
selektiivisyys ja orgaanisten liuottimien vahainen kaytté (Brossard ym. 2013). CEC:ta
voidaan kayttda myds neutraalien yhdisteiden erotukseen. CEC:n kayttdéa vahentaa
kapillaarien huono saatavuus ja kallis hinta. CEC:n huonoja puolia CE:n verrattuna
ovat myos stationaarifaasilla pinnoitetun kapillaarin vahvasta resistanssista johtuvat
gradienttiajon ja kapillaarin termostoinnin haastavuus. Lisaksi menetelman kehitys on
vaativaa johtuen useista erotteluun vaikuttavista tekijoistd kuten ionivahvuudesta,
jannitteesta seka ajoliuoksen koostumuksesta. Monimutkaisuudesta johtuen
kapillaarielektrokromatografiaa pitaisi harkita sailyvyystutkimusmenetelméana vain jos

nestekromatografiaa tai kapillaarielektroforeesia ei voida kayttaa.
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3.3.2 Spektrometria

3.3.2.1 Ultravioletti ja nakyvan valon -spektrofotometria

Ultravioletti- ja nakyvan valon -spektrofotometriassa (UV-Vis) mitataan kemiallisiin
yhdisteisiin absorboituvan UV- tai Vis-sateilyn maaraa spektrofotometrin avulla (USP
29 | NF 24 <851>). Detektori on suhteellisen herkka ja sopii liuosmuodossa olevien
yhdisteiden kvalitatiiviseen ja kvantitatiiviseen maaritykseen. UV-Vis -detektori on
yleisin HPLC:ssa ja CE:ssa kaytetty detektori, koska noin 80 % farmaseuttisista
aineista sisaltda kromoforisen rakenteen, joka absorboi UV-Vis -valoa (Brossard ym.
2013, USP 29 / NF 24 <851>).

Spektrofotometri koostuu valolahteesta, dispersiovalineesta (prisma tai hila),
monokromaattorista, naytetilasta, detektorista ja mittauslaitteesta (kuva 11) (USP 29/
NF 24 <851>). Nakyvalla aallonpituudella (380 nm - 780 nm) valonlahteena on
halogeenilamppu ja UV-alueella (380 to 780 nm) kaytetaan deuterium- tai vetylamppua
(Raty ym. 2004). Valonlahteen valo ohjataan peilien avulla prismaan tai hilaan, jossa
valo hajoaa eri aallonpituuksiin. Prisman tai hilan asentoa muuttamalla saadaan
alkuperaisen valon haluttu aallonpituusalue suunnatuksi monokromaattorin kapeaan
rakoon. Raon lavitse kulkeva valo on monokromaattista eli se sisaltaa vain yhta
aallonpituutta. Naytetilassa osa naytteeseen kohdistuneesta valosta absorboituu ja
osa menee naytteen lavitse. Detektorissa naytteen lapi kulkenut valo muutetaan

sahkovirraksi ja ohjataan mittauslaitteelle.
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Valonldhde Dispersiovaline Monokromaattori Naytetila Detektori

— ﬁ
[ \ =
{ | —
\
-
Valonlahde Naytetila Monokromaattori Dispersiovaline Detektori

Kuva 11. Yksinkertaistetut kaaviokuvat a) spektrofotometrin ja b) diodirividetektorin

rakenteista (Muokattu lahteestd Owen 1996)
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Spektrofotometrin toimintaperiaate perustuu Lambertin absorptioyhtaloon (1) ja
Lambertin-Beerin lakiin (Il), joiden avulla tutkittavan aineen konsentraatio
nayteliuoksessa pystytaan maarittamaan. (Ph. Eur. 8th Ed. 2.2.25.).

A= logy (7) = logso () 0
missa

A = absorbanssi
T= L

Io
lo = alkuperaisen valon intensiteetti
| = naytteen lapi kulkeneen valon intensiteetti

A=¢"b -c ()]
misséa

A = absorbanssi

¢ = molaarinen absorbtiokerroin

b = nestekerroksen paksuus (cm)

¢ = tutkittavan liuoksen konsentraatio (mol/l)

Absorbanssi on siis suoraan verrannollinen tutkittavan liuoksen konsentraatioon.

Absorptiospektrofotometria perustuu sahkomagneettisen sateilyn ja kemiallisessa
aineessa olevien molekyylien tai atomien valisten vuorovaikutusten mittaamiseen
(USP 29 / NF 24 <851>). Sateilyn absorptio perustuu molekyylin eksitaatioon, jossa
naytteen atomin elektroni absorboi energiakvantin ja siirtyy korkeammalle
energiatasolle (Raty ym. 2004). Naytteen konsentraation on oltava riittava, silla hyvin
laimeat liuokset eivat anna tarkkaa tulosta. UV-valon aallonpituusalueella absorboivat
parhaiten kaikki aromaattiset yhdisteet ja konjugoituneen kaksoissidoksen omaavat
yhdisteet. Nakyvan valon aallonpituudella absorboivat varilliset ja varireagensseilla
varilliseksi tehdyt yhdisteet.

UV/VIS -spektri kuvaa tutkittavaan aineeseen tulevan ja aineen lapi paastaman
sateilyn intensiteettien suhdetta aallonpituuden funktiona (Owen 1996). Detektorista
riippuen voidaan absorbanssia mitata joko yhdelld tai useammalla aallonpituudella.
Diodirividetektoria (Diode array detector, DAD) suositellaan kaytettavaksi

pitoisuusmittauksissa, silla se voidaan ohjelmoida mittaamaan absorbanssia koko
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kaytettavissa olevalta aallonpituusvaliltd (kuva 10). Mittaus perustuu fotodiodiriviin,
joista kukin diodi mittaa omaa aallonpituusaluettaan. Diodirividetektorin etuna
monokromaattoriin ndhden on myo0s se, ettd silla saadaan tietoa yhdisteiden
puhtaudesta mittauksen ja taustan valisen absorbanssisuhteen perusteella.
Diodirividetektori mahdollistaa my0s usean naytekomponentin samanaikaisen
analysoinnin. Detektorin kayttoa rajoittaa sen kallis hinta.

3.3.2.2 Massaspektrometria

Massaspektrometria (MS) perustuu kaasufaasissa olevien positiivisesti tai
negatiivisesti varautuneiden ionien massa-varaussuhteen (m/z) mittaamiseen (Ph.
Eur. 8th Ed. 2.2.43.). Massaspektrometri sopii seka kvalitatiiviseen etta
kvantitatiiviseen mittaukseen. Laitteisto koostuu ionisaattorista, analysaattorista,
detektorista, tietokoneesta ja vakuumipumpusta (kuva 12) (USP Pharmacists'
Pharmacopeia 2nd Ed. <736>). lonisaattorilla nayte ionisoidaan ja siirretaan
kaasufaasiin. lonisaattorilta ionit kiihdytetdan analysaattorille, jossa ne erotellaan
toisistaan massa/varaus -suhteensa (m/z) perusteella vakuumipumpun kehittdmassa
tyhjidssa (Ph. Eur. 8th Ed. 2.2.43.). Detektori havaitsee ionit ja mittaa tutkittavien
ionien suhteellisen runsauden. Tietokone esittdd saadut mittaustulokset
massaspektrind, jossa eri ionien suhteellinen runsaus on esitetty niiden massa-
varaussuhteen (m/z) funktiona (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <736>, Ph.
Eur. 8th Ed. 2.2.43.).

Naytteensyotto
esim. HPLC

lonisaattori

Analysaattori

________ Detektori

Tietokone

Kuva 12. Massaspektrometrin rakenne (muokattu lahteestd USP Pharmacists'
Pharmacopeia 2nd Ed. <736>)
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Liuosmuotoisten laakeaineiden sailyvyystutkimuksissa massaspektrometri on liitetty
yleensa HPLC:in, joka erottelee tutkittavat yhdisteet ja nadin yhdisteen eri aineet
voidaan analysoida massaspektrometrilla (Brossard ym. 2013, Ph. Eur. 8th Ed.
2.2.43.). Massaspektrometri voidaan yhdistad myos kapillaarielektroforeesiin, mutta

kayttoa rajoittaa naytteiden pieni maara ja haihtuvien puskurien kaytto.

Massaspektrometrian kayton edellytyksena on, etta mitattavat molekyylit ionisoidaan
ja muutetaan kaasufaasiin (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <736>).
Yleisimmat ionisaatiomenetelmat ovat sahkosumutusionisaatio (Electrospray
lonization, ESI) ja normaali-ilmanpaine kemiallinen ionisaatio (Atmospheric Pressure
Chemical lonization, APCI) (Xiaoying ym. 2012). APCI- ja ESl-ionisaatiot tapahtuvat
normaali-ilmanpaineessa (Ph. Eur. 8th Ed. 2.2.43.). Niitd kutsutaan pehmeiksi
ionisointitekniikoiksi, koska ne aiheuttavat vahemman fragmentaatiota kuin muut
ionisaatiotekniikat (Xiaoying ym. 2012). Vahempi pilkkoutuminen kasvattaa molekyyli-
ionien suhteellista lukumaaraa ja siten menetelman herkkyytta. Molemmilla
ionisaatiotekniikoilla voidaan luoda seka positiivisia ettd negatiivisia ioneja sen mukaan
ovatko molekyylit protonin luovuttajia vai vastaanottajia. APCI sopii erityisen hyvin
kaytettavaksi HPLC:n kanssa, mutta ESl-ionisaatiota kaytettaan seka HPLC:ssa etta
kapillaarielektroforeesissa (Ph. Eur. 8th Ed. 2.2.43.).

Massa-analysaattorin tehtava on erottaa eri m/z -suhteen omaavat ionit toisistaan
tutkittavalla massa-alueella (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <736>).
Massaspektrometriassa yleisesti kaytossa olevia analysaattoreita ovat magneettinen
sektorianalysaattori, kvadrupolianalysaattori, lentoaika-analysaattori ja fourier-
muunnos -analysaattori. Analysaattorin valintaan vaikuttavat analyytin koko ja maara
seka analysaattorin kyky erotella eri painoisia ioneja toisistaan (Ph. Eur. 8th Ed.
2.2.43.). lonien erottelu tapahtuu sahko- ja/tai magneettikentassa, josta eri m/z -arvon

omaavat ionit erottuvat paikan tai ajan funktiona.

Massa-analysoinnin jalkeen detektori muuntaa ionien energian sahkoiseksi signaaliksi
massaspektrin muodostamiseksi (Ph. Eur. 8th Ed. 2.2.43.). Detektorille tulevat
ionivirrat ovat niin pienia, ettd niitd joudutaan vahvistamaan ennen varsinaista
detektointia.  Yleisimmin  kaytetty = detektorityyppi  varattujen  partikkelien

havainnoinnissa ovat elektronimonistimet, joissa detektoriin iskeytyvia ioneja

32



tormaytetaan vasteen vahvistamiseksi (Hoffman ja Stroobant 2007). Lopuksi
mittaustulokset rekisteroidaan tietojenkasittelylaitteistolla. Massaspektri kuvaa ionien

intensiteetin niiden m/z -suhteen funktiona.

Tandemmassaspektrometriassa (MS/MS) tutkittaville ioneille suoritetaan kaksi tai
useampia perakkaisia massa-analyyseja (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed.
<736>). Yksinkertaisin menetelma sisaltaa kaksi massaspektrometria (kuva 13), joista
ensimmainen  massaspektrometri  erottelee  valitun  molekyyli-ionin,  joka
fragmentoidaan esimerkiksi tormayttamalla inerttiin kaasuun. Fragmentoidut tuoteionit
johdetaan toiselle massaspektrometrille, jossa ionit analysoidaan. Seka perakkaisten
massa-analyysien maaraa etta valittujen ionien maaraa voidaan lisata, jolloin
ensimmaisella massaspektrometrilla valittujen ja tuotettujen fragmentti-ionien joukosta
valitaan ionit toiselle massaspektrometrille, jotka edelleen siirretaan seuraavalle
massaspektrometrille kunnes viimeinen massaspektrometri analysoi valikoidut
tuoteionit (Hoffman ja Stroobant 2007). MS/MS lisda menetelman selektiivisyytta ja
herkkyytta ja sopii erityisesti suurten molekyylien ja erilaisten seosten tutkimiseen
(USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <736>). Laite kykenee mittaamaan
samanaikaisesti tarkat massat sekd molekyyli-ionille ettda MS/MS:n fragmentoimille
tuoteioneille. lonien erottelun lisdksi MS/MS:lla voidaan tuottaa tietoa tutkittavien

aineiden rakenteesta.

Naytteensyottd
esim. HPLC

lonisaattori MS1 o] Torméayskammio MS2

Tietokone Detektori

Kuva 13. Tandemmassaspekrometrin rakenne (muokattu lahteesta USP Pharmacists'
Pharmacopeia 2nd Ed. <736>)

Massaspektrometri sopii hyvin laakeaineiden ja -valmisteiden sailyvyystutkimuksiin,

koska silla saadaan tietoa tutkittavan yhdisteen lisaksi mahdollisista hajoamistuotteista
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(Brossard ym. 2013). MyOds massaspektrometrin herkkyys, tehokkuus ja nopeus

puoltavat sen kayttda sailyvyystutkimuksissa. Massaspektrometrin kayttda rajoittaa se,

etta tutkittavan yhdisteen on oltava kaasusfaasissa. Lisaksi naytteiden kasittely voi olla

tyolasta, silla naytteiden oltava puhtaita, jotta ne eivat aiheuta hairiota yhdisteen

massaspektriin.

Taulukko 5. Yhteenveto kipulagkeseosten kemiallisen sailyvyyden tutkimuksista

vuosilta 2005-2015

Ladkeaineseos Tutkimusmenetelma Detektori Liahde
Butorfanoli + tropisetroni HPLC DAD Chen ym. 2015
Butorfanoli + tramadoli, HPLC DAD Chen ym. 2014
butorfanoli + fentanyyli

Metoklopramidi + LC MS/MS Kintzel ym. 2014
difenhydramiini +

Deksametasoni

Fentanyyli + bupivakaiini HPLC DAD Brustugun 2013
+ adrenaliini

Morfiini + naloksoni HPLC uv Kistner ym. 2013
Fentanyyli + HPLC fluoresenssi + DAD Helin-Tanninen
levobupivakaiini + ym. 2013
epinefriini

Tramadoli + haloperidoli HPLC uv Negro ym. 2010
+ hyoskiinibutyylibromidi

Hydromorfoni + HPLC uv Ensom ym. 2009
ketamiini

Morfiini + bupivakaiini+  HPLC DAD Bianchi ym. 2008
klonidiini, hydromorfoni

+ bupivakaiini +

klonidiini

Tsikonotidi + klonidiini, HPLC uv Shields ja
tsikonotidi + klonidiini + Montenegro 2007
morfiini

Deksametasoni + HPLC UV (DAD) Watson ym. 2005

ketamiini
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3.4 Fysikaalisen sailyvyyden tutkimusmenetelmat

Fysikaalinen sailyvyys on luonteeltaan spesifista |ladkemuoto- ja valmistekohtaista
(Yoshioka ja Stella 2002). Fysikaalinen vanheneminen havaitaan valmisteen
farmaseuttis-teknisten ominaisuuksien muuttumisena (Lapinjoki 2001) Fysikaaliset
muutokset valmisteen ulkonddssa ja tasa-aineisuudessa vaikuttavat usein
merkittavasti valmisteen liukenemisominaisuuksiin, laakkeen siedettavyyteen ja

kayttdkelpoisuuteen (Yoshioka ja Stella 2002).

3.4.1 Aistinvarainen tutkimus

Aistinvaraisessa tutkimuksessa valmisteen ominaisuuksia arvioidaan yhden tai
useamman aistin avulla (The Pharmaceutical Codex 1994). Ladkevalmisteista voidaan
tutkia muun muassa varin, hajun ja koostumuksen muutoksia. Kirkkaissa liuoksissa
aistinvaraiset muutokset nakyvat sameutena, saostumina tai kaasun muodostuksena.
Liuoksissa tapahtuvat ulkoiset muutokset voivat olla merkki liuoksen mikrobiologisesta
kontaminoitumisesta. Kaikkia aistein havaittavia ominaisuuksia ja muutoksia tulee

tarkkailla koko sailyvyystutkimuksen ajan (Brossard ym. 2013).

Euroopan farmakopeasta I0ytyy monografia nakyvan hiukkaskontaminaation
analysoimiseen parenteraalisista liuoksista (Ph. Eur. 8th Ed. 2.9.20.). Monografiassa
on ohjeistus yksinkertaisen tutkimuslaitteiston rakentamiseen, jossa valmistetta
tutkitaan maaratyssa valossa mustaa ja valkoista taustaa vasten. Analyysin tarkoitus
on varmistaa, ettd nesteen komponentit ovat kokonaan liuenneessa muodossa eika
ala hitaasti saostua valmistuksen jalkeen. Aistinvarainen tutkimus ei yksin riita
maarittamaan valmisteissa tapahtuvaa hajoamista, vaan muutosten tutkimiseen

vaaditaan tarkempia analyysimenetelmia.

3.4.2 Nefelometri ja turbidimetri

Nefelometria ja turbidimetria kaytetaan liuvosten sameuden mittaamiseen (Ph. Eur. 8th
Ed. 2.2.1.). Sameus aiheutuu liuoksessa muodostuneista hiukkasista, jotka

heikentavat liuoksen valonlapaisevyytta. Liuoksessa olevien hiukkasten maara
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voidaan mitata liuoksen optisten ominaisuuksien avulla. Sameuden mittauksessa
yksisuuntainen valo ohjataan naytteeseen, jolloin osa liuoksen hiukkasiin
térmanneesta valosta absorboituu, osa heijastuu ja siroaa ja loppuosa lapaisee
liuoksen. Nefelometria perustuu hiukkasista sironneen sateilyn ja turbidimetria
liuoksen lapaisseen sateilyn mittaamiseen. Molemmissa menetelmissa mitattavan
sateilyn maara riippuu hiukkasten koosta ja maarasta. Nefelometriassa saadaan
luotettavemmat mittaustulokset matalilla sameusasteilla, missa sameusyksikoiden
(eng. nephelometric turbidity unit, NTU) ja detektorin antaman vasteen valille saadaan
lineaarinen riippuvuus. Turbidimetrinen menetelma sopii ainoastaan hyvin laimeille ja
pienia hiukkasia sisaltaville liuoksille, silla sameuden ja konsentraation valilla on
lineaarinen suhde ainoastaan silloin, kun hiukkasten koko on yhdenmukainen ja ne
ovat jakautuneet liuokseen tasaisesti. Sameus maaritetdan vertaamalla naytteen ja
standardin aiheuttaman vasteen voimakkuutta. Sameutta vastaava hiukkaspitoisuus
saadaan vertaamalla tuloksia tunnettujen nayteliuosta vastaavien liuosten sameuteen

kalibrointisuoran avulla.

3.4.3 Gravimetria

Gravimetrinen analyysi  perustuu tutkittavan valmisteen punnitsemiseen.
Puolilapaisevassa pakkauksessa (esim. ruiskut, kipukasetit, infuusiopussit ja -pullot)
ladkevalmisteet altistuvat ladkepakkausta ympardiville olosuhteille, mikad aiheuttaa
veden haihtumisen (Lapinjoki 2001). Veden haihtumista steriileista kipuseoksista
seurataan sailyvyystutkimuksen aikana, mikali tutkittava valmiste on pakattu
puolilapaiseviin pakkauksiin (ICH Q1A(R2) 2003). Muutos on merkittava, kun se on yli
5 % alkuperaisestda arvosta. llman I|ampdtila ja kosteus vaikuttavat veden
haihtumisnopeuteen.  Veden  haihtuessa  laakeliuos  konsentroituu.  Jos
ladkepakkauksen pinta-ala on suuri suhteessa valmisteen maaraan, rajoittaa myos
tama usein valmisteen kayttoikaa. Pakkausmateriaaleista ainoastaan lasiampullit ovat

niin tiiviita, ettei vesi paase haihtumaan niiden lapi.
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3.4.4 pH-maaritys

pH on vesiliuokselle ominainen arvo, joka kuvaa liuoksen happamuutta (Kaur 2010).
Happamuuteen vaikuttaa liuoksessa olevien vetyionien aktiivisuus. Teoreettisen
maaritelman mukaan pH on vetyionien aktiivisuuden negatiivinen logaritmi (Ill) (USP

Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <791>).
pH = —log a,+ (1)

pH:lla on tarked merkitys ionisoituvan ladkeaineen liukoisuuteen ja siten myos
stabiiliuteen (Brossard ym. 2013). Liian korkeat ja matalat pH-arvot johtavat
ladkeaineen hajoamiseen. Laakeaineen sailyvyyden kannalta optimaalinen pH on
usein sama kuin se pH, jossa ladkeaine liukenee kaikkein parhaiten. Yleensa pH:n
vaikutus laakeaineen hajoamiseen esitetdan kuvaajan avulla, jossa ladkeaineen
hajoamisreaktion reaktionopeusvakion logaritmi kuvataan pH:n funktiona (kuva 14).
Protonit- ja hydroksidi-ionit katalysoivat hajoamisreaktioita (Yoshioka ja Stella 2002).
Koska eri pH-alueilla on eri konsentraatio protoneita ja hydroksidi-ioneja, tapahtuu
hajoaminen eri pH-alueilla eri nopeudella. Lisaksi ladkeaineen ionisoituneen ja
ionisoitumattoman muodon valilla saattaa olla eroja niiden hajoamisnopeudessa.
Kuvassa 14 on kuvattu pH:n vaikutus prokaiinin hajoamiseen (Loftsson 2014).
Prokaiini hajoaa happokatalysoidulla  hydrolyysilla  pH-alueella 1-3 ja
emaskatalysoidulla hydrolyysilla pH-alueella 5-11. Happo- ja emaskatalysoidun osan
valilla (pH 3-5) protonien ja hydroksidi-ionien konsentraatiot ovat pienia, jolloin
prokaiinin ei-spesifinen reaktio liuotinmolekyylien kanssa vaikuttaa merkittavimmin sen

hajoamisnopeuteen.
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Kuva 14. Prokaiinin hydrolyysinopeus pH-arvon funktiona 37 °C lammdssa

(nopeusvakiot yksikdssa min-', kk = kulmakerroin) (Loftsson 2014)

Jos ladkeaineella ei ole happo/emas -luonnetta, vesiliukoisuus ei ole riippuvainen pH-
arvosta, mutta pH vaikuttaa silti merkittavasti ladkeaineen sailyvyyteen. Tama
nahdaan esimerkiksi esterin hydrolyysista (kuva 15), silla protoni- ja hydroksyyli-ionit

katalysoivat reaktiota riippumatta siitd onko molekyyli ionisoituneessa vai neutraalissa

muodossa.
a)
®
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Kuva 15. Esterisidoksen a) happokatalysoitu hydrolyysi ja b) emaskatalysoitu
hydrolyysi (Muokattu Iahteesta Dewick 2006)

Potentiometrisessa pH:n maarityksessa pH mitataan vesiliuoksen vetyioni
konsentraation avulla (IV) (Ph. Eur. 8th Ed. 2.2.3.). Siina tutkittavan liuoksen pH on
riippuvainen standardiliuoksena kaytettavan liuoksen pH:sta. Kun standardiliuos on
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riittdvan samanlainen tutkittavan liuoksen kanssa, teoreettinen pH on hyvin lahella

potentiometrisesti maaritettya pH:ta.

E- Es

pH = pHs — (V)

missa

E = tutkittavan liuoksen potentiaali voltteina
Es = vertailuliuoksen potentiaali voltteina
pHs = vertailuliuoksen pH

k = Nernstin kaavasta laskettu potentiaalin muutos voltteina kun pH muuttuu yhdella
yksikolla (Ph. Eur. 8th Ed. 2.2.3.).

Potentiometrinen pH:n maaritys perustuu kahden tutkimusliuokseen upotetun
elektrodin potentiaalieron mittaamiseen (Ph. Eur. 8th Ed. 2.2.3.). Toinen elektrodeista
on herkka vetyioneille (yleensa lasielektrodi) ja toinen toimii vertailuelektrodina
(esimerkiksi saturoitu kalomelielektrodi), jonka potentiaali on vakio. Elektrodien valinen
potentiaaliero mitataan jannitemittarilla. Eniten kaytetaan yhdistelmaelektrodia, jossa
lasielektrodi ja vertailuelektrodi on sisallytetty samaan elektrodirunkoon. Koska pH-

arvo on riippuvainen lampaétilasta, mittaus suoritetaan aina 20 — 25 °C:n lampdtilassa.

3.4.5 Yhteensopimattomuudet valmisteen ja pakkausmateriaalin valilla

Laakeaineet ja apuaineet voivat reagoida pakkausmateriaalien kanssa (Loyd ja
Howard 2014). Laakepakkauksen materiaalien ja ladkeaineiden yhteensopivuus tulee
aina selvittaa, silla tarkoitukseensa sopimaton pakkaus voi aiheuttaa ladkevalmisteen
pilaantumisen (Yoshioka ja Stella 2002). Ladkepakkauksissa yleisimmin kaytettavia
materiaaleja ovat lasi, polyvinyylikloridi (PVC), polypropeeni (PP), polyeteeni (PE),
etyylivinyyliasetaatti (EVA), elastomeeri ja polysiloksaani (Kontra ym. 2005).

Adsorptio on prosessi, jossa ladkeaine tarttuu pakkauksen pintaan (Kontra ym. 2005).
Adsorptiota voi tapahtua kaikilla pinnoilla mukaan lukien lasi, muovi ja kumi (Yoshioka
ja Stella 2002). Adsorptiota seuraa usein absorptio, jossa ladkeaine imeytyy

pakkausmateriaaliin. Erityisesti PVC-muovin on osoitettu reagoivan useiden
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ladkeaineiden kanssa. Ladkeaine voi imeytya myos pakkausmateriaalin 1api, jolloin
kyseessa on permeaatio. MyOs ladke voi uuttaa pakkausmateriaalista erilaisia aineita,
esimerkiksi muovista polymeerin lisdaineita kuten stabilisaatoreita, pehmittimia tai
hapettumisen estoaineita (Loyd ja Howard 2014). Ladkeaineen ja pakkausmateriaalin
valisilla reaktioilla voi olla merkittava vaikutus kun laaketta sailytetdaan pienissa
annosyksikoissa tai laakeseoksen konsentraatio on alhainen (Mehta 1993). Muita
reaktioiden laajuuteen vaikuttavia tekijoitd ovat muun muassa ladkkeen ja
pakkausmateriaalin valinen pinta-ala suhteessa ladkemaaraan, sailytysaika seka
ladkeaineen lampdotila ja ionisoitumisaste (Loyd ja Howard 2014, Yoshioka ja Stella

2002). lonisoitumaton laake sitoutuu muoviin herkemmin kuin ionisoitunut.

3.5 Mikrobiologisen sailyvyyden tutkimusmenetelmat

Mikrobiologinen sailyvyys tarkoittaa valmisteen kykya vastustaa mikrobien kasvua
valmisteelle asetettujen vaatimusten mukaisesti (Kiviranta 2001). Mikrobiologista
sailyvyytta pyritdan usein parantamaan antimikrobisilla apuaineilla (sailytysaineilla).
Laakevalmisteissa sailytysaineita kaytetaan riittavan tehokas, mutta mahdollisimman
vahainen maara, sillda ne aiheuttavat apuaineista yleisimmin haittavaikutuksia
(Makkonen 2012). Sailytysaineiden mikrobeja tuhoava vaikutus perustuu reaktiivisiin
kemiallisiin ryhmiin, joista my0s haittavaikutukset saattavat johtua. Sailytysainetta
voidaan kayttaa valmisteissa, joissa sailytysaineen pitoisuus pysyy riittdvan alhaisena
aiheuttamatta toksisia vaikutuksia.  Injektioissa ja infuusioissa sailytysaineita ei
juurikaan kayteta, silla tarvittavan sailytysaineen maara on usein riittdvan suuri
aiheuttamaan haitallisia vaikutuksia. Euroopan Farmakopean mukaan kaikkien
tilavuudeltaan yli 15 ml olevien infuusioiden ja injektioiden tulisi olla
sailontaaineettomia, ellei niiden kaytolle ole erityisia perusteluita (Ph. Eur. 8th Ed.
0520).

Tauteja aiheuttavia mikrobeja sanotaan patogeenisiksi mikrobeiksi (Hodges 2011).
Opportunistit mikrobit ovat patogeeneja, joiden taudinaiheuttamiskyky normaalioloissa
on heikko, mutta yksilon vastustuskyvyn heiketessa pystyvat aiheuttamaan infektion.
Kuumetta aiheuttavat pyrogeenit ovat mikrobien aineenvaihduntatuotteita.

Pyrogeeneja saattaa esiintya laakevalmisteissa vaikka elavida mikrobeja ei
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havaittaisikaan. Valmistamisen ja kayttokuntoon saattamisen yhteydessa valmiste voi
kontaminoitua myos bakteereilla, homeilla, sienilla ja hiivoilla.

Nestemaiset vetta sisaltavat valmisteet ovat helpoimmin kontaminoituvia ja otollisia
mikrobien kasvualustoja. Myos liuoksissa kaytettavat laakkeet ja fysiologinen
natriumkloridiliuos voivat toimia mikrobien kasvualustana (Ford ja Jones 2011).
Mikrobit tarvitsevat lisaantyakseen suotuisat kasvuolosuhteet; sopivan pH:n,
lampdtilan ja ravinteita kuten vetta, hiiltd, typpea, fosforia, kalsiumia, kaliumia,
natriumia, magnesiumia, rautaa, rikkia ja hivenaineita. Mikrobien kasvu
parenteraalisissa  liuoksissa  voidaan  havaita liuoksen  haalistumisena,
sameutumisena, kaasun muodostumisena tai saostumina. Kontaminoituneen
valmisteen aiheuttamat komplikaatiot ovat harvinaisia, mutta vakavia (Myers 2013).

Infektio selkaydinalueella voi olla hengenvaarallinen.

3.5.1 Steriiliystesti

Steriili 1adkevalmiste tarkoittaa elavistda organismeista vapaata valmistetta (Fimean
maarays 6/2011). Steriilit lAdkevalmisteet joko valmistetaan aseptisesti tai steriloidaan
lopullisessa pakkauksessa valmistuksen jalkeen (Ph. Eur. 8th Ed. 2.6.1., PIC/S 2008).
Ex tempore -valmisteet valmistetaan aseptista valmistusmenetelmaa kayttamalla, silla
seoksiin kaytettavat raaka-aineet, pakkausmateriaalit ja maarat eivat useinkaan
sovellu loppusterilointiin (Palmgrén ym. 2012). Aseptisen valmistuksen tarkoituksena
on mahdollisimman tehokkaasti estaa laakevalmisteen kontaminoituminen kaikkien
valmistusvaiheiden aikana (Fimean maarays 6/2011). Aseptinen valmistus tapahtuu

A-luokan laminaarivirtaustilassa GMP — ohjeita noudattaen (GMP 2016).

Euroopan Farmakopeassa on kuvattu steriiliyden tutkimiseen tarkoitettu
kalvosuodatusmenetelma (Ph. Eur. 8th Ed. 2.6.1.). Kalvosuodatusmenetelmassa
tutkittava nayte suodatetaan membraanin |api, jonka huokoskoko on korkeintaan
0,45um. Mikrobit eivat lapaise membraania vaan jaavat membraaniin, joka siirretaan
elatusaineeseen. Koska tutkittavassa naytteessd mahdollisesti olevan mikrobin
alkuperaa ei tiedeta, tulee steriiliystestissa kaytettavien elatusaineiden olla Euroopan

Farmakopean mukaisia, ravintorikkaita liuoksia, jotta mahdollisimman monet mikrobit
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saadaan kasvamaan niissa. Sairaala-apteekissa tehtavissa steriiliystutkimuksissa
kaytetaan tioglykolaatti- ja soijapapu-kaseiini-elatusaineita (Ph. Eur. 8th Ed. 2.6.1.,
PIC/S 2008). Anaerobisten mikrobien kasvua tutkitaan yhdellda membraanilla
tioglykolaattielatusaineessa ja lienta inkuboidaan 30-35 °C:ssa. Aerobisten mikrobien
kasvua tutkitaan kahdella membraanilla soijapapu-kaseiini-elatusaineessa ja lienta
inkuboidaan 20-25 °C:ssa. Anaerobi- ja aerobielatusaineita inkuboidaan 14
vuorokauden ajan. Hiivoja, homeita ja sienia tutkitaan yhdellda membraanilla soijapapu-
kaseiini-elatusaineessa ja elatusainetta inkuboidaan 30-35 °C:ssa korkeintaan viisi

vuorokautta.

3.5.2 Endotoksiinitesti

Suurin osa endotoksiineista on gram-negatiivisten bakteerien ulkoseinan sisaltamia
pyrogeeneja, jotka ovat kemialliselta rakenteeltaan lipopolysakkarideja (Baird 2011).
Kun bakteerisolu kuolee, membraani rikkoutuu ja endotoksiinit vapautuvat.
Verenkiertoon joutuessaan endotoksiinit aiheuttavat kuumereaktion, joka

heikkokuntoiselle voi olla vakavaa.

Endotoksiinit tutkitaan yleisimmin Euroopan Farmakopean mukaisella gel-clot -
menetelmalla (Ph. Eur. 8th Ed. 2.6.14.). Menetelma perustuu Limulus polyphemus -
ravusta (hevosenkenkaravusta) eristetyn amebosyyttilysaatin ja endotoksiinien
valiseen reaktioon, jonka seurauksena syntyy hyytyma tai samentuma. Nayte
pipetoidaan pieneen koeputkeen, lisataan lysaatti ja saadetaan pH tarvittaessa valille
6 — 8. Naytettd inkuboidaan 60 minuuttia 37 °C:ssa. Jos koeputkeen muodostuu
hyytyma, joka pysyy koeputken pohjalla kun koeputki kdannetaan yldésalaisin 180°,

tulos on positiivinen. Jos hyytymaa ei muodostu, tulos on negatiivinen.
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4 YHTEENVETO

Steriilien  kipulaakeseosten tuotekehittelyyn, valmistamiseen, varastoimiseen,
kayttdkuntoon saattamiseen ja kaytdnaikaisiin olosuhteisiin liittyy runsaasti erilaisia
sailyvyyteen liittyvia riskitekijoita. Sailyvyystutkimuksissa pitaisi tutkia valmisteen niita
ominaisuuksia, jotka herkimmin muuttuvat sailytyksen ja kayton aikana ja jotka
todennakoisimmin vaikuttavat valmisteen laatuun, tehoon ja turvallisuuteen (ICH
Q1A(R2) 2003). Sairaala-apteekissa valmistettavien ladkevalmisteiden sailyvyyden

tutkiminen on tarkea osa sairaala-apteekin laadunvalvontaa (Kontra 2005).

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia ja elektroforeesi sopivat steriilien
ladkeaineseosten sailyvyystutkimuksiin, koska niilld voidaan vaikuttavan aineen
pitoisuuden lisaksi maarittda kvantitatiivisesti mahdolliset hajoamistuotteet (Brossard
ym. 2013). Valtaosa raportoiduista sailyvyystutkimuksista on toteutettu HPLC-UV -
menetelmalla. Steriileissa ladkevalmisteissa kaytettavien |aakeaineiden ja
pakkausmateriaalien yhteensopivuus on aina varmistettava, silla ladkevalmisteiden eri
komponentit voivat reagoida eri pakkausmateriaalien kanssa ja johtaa ladkevalmisteen
pilaantumisen (Yoshioka ja Stella 2002). Veden haihtumista steriileista
|laakeaineseoksista tutkitaan, kun ne on pakattu muovisiin pakkausmateriaaleihin ICH
Q1A(R2) 2003. Laakevalmiste altistuu pakkausta ymparéiville olosuhteille ja
olosuhteet vaikuttavat veden haihtumisnopeuteen valmisteesta. Tama on huomioitava
erityisesti silloin kun infuusiopumppua sailytetdan potilaan kehon laheisyydessa
normaalia korkeammassa lampdtilassa (Kontra 2005).

Sairaala-apteekkien mahdollisuuksia steriilien kipulaakeseosten sailyvyystutkimuksiin
tulisi lisata (Jappinen 2006). HPLC-laitteiston kalleuden ja sen vaatiman
menetelmakehityksen osaamisen vuoksi pitoisuusmittaukset joudutaan ulkoistamaan
apteekkien sopimuslaboratorioille. Myds henkilokuntaresurssit rajoittavat laajempien
sailyvyystutkimusten maaraa. Steriilien kipuseosten valmistaminen sairaaloiden
osastoilla on valmisteille merkittava kontaminaatioriski, silla osastoilta puuttuvat
steriilien  kipuseosten valmistamiseen vaadittavat puhdastilat. Valmisteiden
laadunvarmistuksen ja potilasturvallisuuden kannalta kipuldaakeseokset tulisi valmistaa
sairaala-apteekeissa, joissa on tarvittavat tilat ja valineet steriilien kipuseosten

valmistamiseen.
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Il KOKEELLINEN OSA

5 JOHDANTO

OYS sairaala-apteekissa valmistettiin vuoden 2014 aikana yhteensa 2630 fentanyyli-
levobupivakaiini -epiduraaliruiskua (EPI-ruiskut). EPI-ruiskuja valmistettin myos
sairaalan osastoilla. Sairaala-apteekin tekeman kyselyn mukaan osastoilla
valmistettiin marraskuun 2014 aikana yhteensa 493 EPI-ruiskua. Kesakuussa 2015
sairaala-apteekki lisasi EPI-ruiskujen valmistusta ja tarkoitus oli valmistaa EPI-ruiskut
keskitetysti koko sairaalan tarpeisiin. Kesakuusta lahtien sairaala-apteekki on
paasaantoisesti toimittanut EPI-ruiskut osastoille ja valmistus osastoilla on
huomattavasti vahentynyt. Muutoksella haluttiin lisata potilasturvallisuutta, vastata
paremmin Fimean asettamiin maarayksiin ja helpottaa osastofarmaseutin tyota.
Valmisteen laadunvarmistuksen kannalta on tarkeaa, etta kipuladkeseokset

valmistetaan sairaala-apteekissa, jossa on edellytykset valmistaa steriili lopputuote.

EPI-ruiskujen varastoon valmistuksesta on tehty omien valmisteiden ennakkoilmoitus
Fimea:an kesakuussa 2013. EPI-ruiskut on valmistettu lisaamalla fentanyyli-
injektionestetta (Fentanyl B.Braun 50 pg/ml) levobupivakaiini- infuusionestepussiin
(Chirocaine 1,25 mg/ml; 200 ml) ja jakamalla kipuladkeseos 50 ml:n ruiskuihin.
Erakoko on ollut suurimmillaan 10 infuusiopussia, joista on jaettu enimmillaan 50

ruiskua.

Sairaala-apteekissa valmistettavien epiduraaliruiskujen valmistusmaaran lisdantyessa
on mietitty, voisiko valmistusmenetelmaa muuttaa tehokkaammaksi,
ergonomisemmaksi  ja enemman tarkoitukseensa sopivaksi. Valmiin
|ladkeaineseoksen jakaminen ruiskuihin tapahtuu koneellisesti pumpun (Baxa
Repeater) tai kasin laakkeenottokanyylin  (Mini-Spike®) avulla. Nykyisella
valmistusohjeella laakeaineseoksen jakelu ruiskuihin keskeytyy jatkuvasti, silla
yhdesta infuusiopussista voidaan jakaa vain viisi ruiskua. Koneellisesti tapahtuvassa

ruiskujen tayttamisessa keskeytysten riskina on, ettd jakeluletkuun paasee ilmaa,
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jonka seurauksena jakelupumpun kalibrointi karsii. Kasin, lihasvoimalla tayttaminen,

puolestaan kuormittaa kasia ja hartioita.

Valmistusohjetta on suunniteltu muutettavaksi niin, ettd fentanyyli-levobupivakaiini -
kipuseoksen valmistus tapahtuisi lisaamalla fentanyyli ja levobupivakaiini
tilavuudeltaan suurempaan natriumkloridiliuos (0,9 %) pulloon (1000 ml).
Infuusionestepulloon valmistetusta liuoksesta olisi mahdollista jakaa 25 ruiskua
koneellisesti iiman keskeytysta, joten kipuseoksen ruiskuihin jakelu nopeutuisi ja erien
valmistaminen helpottuisi. Ruiskuihin jakelun helpottuessa, jakelun voisivat tehda
myOs ladketyontekijat, jolloin farmaseuttien tydpanos voitaisiin suunnata enemman

farmaseuttista osaamista vaativiin tehtaviin.
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6 TYON TARKOITUS

Tassa erikoistydssa oli tarkoitus selvittda uudella valmistusmenetelmalla valmistetun
fentanyyli-levobupivakaiini -seoksen sailyvyys 50ml:n ruiskussa. Tutkimuksen oli
tarkoitus olla osa Fimealle tehtavaa ennakkoilmoitusta omasta laakevalmisteesta
(Fimea 6/2011).  Ennakkoilmoituksen tulee sisaltaa tiedot oman valmisteen
laatuvaatimuksista ja laadunvarmistamiseksi tehdyistd tutkimuksista. Fentanyyli-
levobupivakaiini -ruiskujen laatuvaatimukseksi asetettiin kemiallinen, fysikaalinen ja
mikrobiologinen sailyvyys 28 vuorokautta huoneenlampétilassa. Liuoksen kemiallista
sailyvyytta tutkittin  Oulun yliopiston kemian laitoksen kehittamalla korkean
erotuskyvyn nestekromatografi-massaspektrometri (UPLC-MS) menetelmalla.
Fysikaalista sailyvyytta tutkittin seuraamalla liuoksen pH:ta, massan vaihtelua ja
ominaisuuksia aistinvaraisesti (Ph. Eur. 8th Ed. 2.9.20 ja 2.2.3, ICH Q1A (R2) 2003 ja
USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <791>). Mikrobiologista sailyvyytta tutkittiin
Euroopan farmakopean steriiliystestia vastaavalla menetelmalla (Ph.Eur. 8th Ed.
2.6.1). Valmisteesta ei tutkittu paljain silmin nakymattomia partikkeleita eika
endotoksiineja ja pyrogeeneja, silla valmisteeseen kaytetdadn ainoastaan kaupallisia,
parenteraalisia laakevalmisteita ja valmistus tapahtuu kontrolloiduissa olosuhteissa
sairaala-apteekin puhdastilassa.
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7 TEOREETTINEN TAUSTA

7.1 Fentanyyli

Fentanyyli  (1-fenetyyli-4-N-propionyylianilinopiperidiini) on  anestesiassa ja
voimakkaan kivun lievityksessa kaytettava synteettinen opioidiagonisti (kuva 15)
(Anuradha ym. 2010). Fentanyyli on rasvaliukoinen ja 50—-100 kertaa voimakkaampaa

kuin morfiini (Mather 1983). Se syntetisoitiin vuonna 1960.

Suuren ensikierron metabolian vuoksi fentanyylia ei voi kayttda suun kautta.
Annostelu tapahtuu transdermaalisesti, transmukosaalisesti, intranasaalisesti,
subkutaanisesti, intravenoosisesti tai epiduraalisesti (Aaltonen 2015, Kokki 2015,
Keinanen ja Jarvimaki 2012, Heiskanen 2010, Sarvela ja Nuutila 2009, Kalso 1999).
Fentanyylia kaytetddn muun muassa syOpakivun, synnytyskivun ja leikkausten
jalkeisen kivun hoidossa. Kipu lievittyy kun fentanyyli kiinnittyy keskushermostossa
sijaitseviin p- opioidireseptoreihin. Vaikutus on nopea, mutta suhteellisen Iyhyt
verrattuna esimerkiksi vesiliukoiseen morfiiniin, jonka vaikutus kehittyy hitaasti, mutta
kestaa pidempaan (Salomaki ja Nuutinen 1998). Fentanyylin vaarallisin sivuvaikutus

on hengityslama.

Fentanyylid saa kaupallisesti parenteraaliseen, bukkaaliseen, sublinguaaliseen ja
nasaaliseen kayttdon sitraattimuodossa ja transdermaaliseen kayttoon seka emas-
ettda kloridimuodossa (Duodecim l|aaketietokanta 2016, McEvoy 2015).
Fentanyylisitraatti injektiot ovat herkkia valolle ja ne tulee sailyttaa valolta suojassa,
huonelampdtilassa 15-30 °C. Hetkellinen altistuminen korkeintaan 40 asteen
lampadtilalle ei vaikuta injektioihin haitallisesti. Kaupallisten fentanyyli-injektioiden pH
on 4,0-7,5. Mikali fentanyyli-injektioneste sekoitetaan NaCl- tai glukoosi-

infuusionesteisiin on liuos kaytettava valittomasti.
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Kuva 15. Fentanyylin rakenne (Ph. Eur. 8th Ed. 1103)

7.2 Levobupivakaiini

Levobupivakaiini on tehokas ja pitkavaikutteinen paikallispuudute (McClellan ja
Spencer 1998). Kemialliselta rakenteeltaan se on raseemisen bupivakaiinin S-
enantiomeeri. Levobupivakaiini koostuu aromaattisesta tertiaarisesta aminoryhmasta
(vesiliukoinen osa), substituoidusta aromaattisesta renkaasta (rasvaliukoinen osa) ja
niitd yhdistavasta karboksyyliamidista (kuva 16). Kaupallisten levopubivakaiiniliuosten
pH on 4,0-6,5 (Duodecim laaketietokanta 2016).

Levobupivakaiinia kaytetdan Kkirurgisessa anestesiassa ja kivunhoidossa, kuten
leikkauksen jalkeisessa kivussa ja synnytyskivussa (Foster ja Markham 2000).
Levobupivakaiini voidaan annostella selkaydintilaan tai silla voidaan puuduttaa tietty
ihoalue ennen kirurgista toimenpidetta. Lisaksi levobupivakaiini voidaan injektoida
hermoja ympardivaan kudokseen perifeeristen hermojen puudutuksissa. Puudutteiden
vaikutus perustuu jannitteen saatelemien Na*-kanavien toiminnan estamiseen
(McEvoy 2015, Pere 2001). Puudutteet sitoutuvat ionikanavan solunsisaiseen paahan
ja estavat ionikanavien toimintaa hermoissa. Hermojen lisdksi ne vaikuttavat myos
muihin elimiin, joissa on hermojen tapaan toimivia solukalvoja. Puudutteiden
haittavaikutukset ilmenevat niiden farmakologisina vaikutuksina muissa kuin
tarkoitetuissa kohde-elimissa. Liian suuret puudutepitoisuudet tai -maarat voivat johtaa
keskushermoston ja sydamen myrkytystilaan. Elainkokeiden ja vapaaehtoisilla
tehtyjen  kokeiden mukaan levobupivakaiini on vahemman sydan- ja
keskushermostotoksinen kuin D- ja S-enantiomeereja sisaltava bupivakaiini
(Kostamoinen 2001). Pienempi sydantoksisuus johtuu siita, etta S-enantiomeerit eivat

sitoudu yhta tiukasti sydamen Na*-kanaviin kuin D-enantiomeerit.
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Kuva 16. Levobupivakaiinin rakenne (McLeod ja Burke 2001)
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7.3 Fentanyylin ja levobupivakaiinin sailyvyys

UPLC sopii hyvin ladkeaineiden pitoisuusmittauksiin ja hajoamistuotteiden
maarityksiin (Kumar ym. 2015, Berg ym. 2013, Vankatao ym. 2012, Liang ym. 2011),
mutta Kirjallisuudessa ei ole kuvattu UPLC-menetelmalla tehtyja sailyvyystutkimuksia.
Kirjallisuudesta I6ytyy fentanyyli-levobupivakaiini -seokselle tehty sailyvyystutkimus,
jossa ladkeaineiden kemiallisen sailyvyyden maarittamisessa on kaytetty kaanteisfaasi
HPLC:a ja fluoresenssi- ja diodirividetektoria (Helin-Tanninen ym. 2013). Fentanyylia
ja bupivakaiinia sisaltavista kipulaakeseoksista 16ytyy useampia sailyvyystutkimuksia
(Priston ym. 2004, Kjonniksen ym. 2000, Sattler ym. 1998, Dawson ym. 1992). Myo6s
fentanyyli-midatsolaami -seoksen sailyvyytta on tutkittu (Wilson ym. 1998). Lisaksi on
raportoitu tutkimuksia levobupivakaiinin ja sufentaniiliseoksen sailyvyydesta. (Boitquin
ym. 2004, Jappinen ym. 2003). Naissakin tutkimuksissa laakeaineiden maarityksissa

on kaytetty HPLC:a ja detektoreina UV-, diodi- ja fluoresenssidetektoreita.

Ennen erikoistyoni aloittamista fentanyylin ja levobupivakaiinin hajoamistuotteita oli
etsitty kirjallisuudesta. Fentanyylille I16ydettiin kaksi raportoitua hajoamiskoetta (Qi ym.
2011, Garg ym. 2010). Garg:n tyoryhman tutkimuksessa tarkasteltiin fentanyylin
hajoamista valon, hapon, emaksen, lammodn ja hapetusreaktion vaikutuksesta.
Yhteensa  seitseman  hajoamistuotetta  raportoitin  happo-, lampo- ja
hapetuskasittelyiden seurauksena. Valoaltistus ja emaskasittely eivat vaikuttaneet
fentanyylin sailyvyyteen. Qi ym. tutkivat fentanyylin hapettumista peroksidi- ja
hypokloriittivesiliuoksissa seka hapettumisen seurauksena syntyneita
hajoamistuotteita. =~ Yhteensa 17 eri  hapetusolosuhteissa  muodostunutta
hajoamistuotetta oli kuvattu. Tutkimuksen mukaan fentanyylin rakenteessa
hapettumiselle alttiita rakenteita ovat erityisesti piperidiini-rengas ja amidisidos.

Levobupivakaiinin tai bupivakaiinin hajoamistuotteista ei |0ydetty tutkimustietoa.
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Kirjallisuudesta I6ytamassani  bupivakaiinille  kehitetyssa ja  validoidussa
HPLC-menetelmassa fosforihaposta, asetonitriilista ja Milli Q -vedesta 5:40:650 (v/v/v)
muodostettu ajoliuos puskuroitiin (pH 6,5) bupivakaiinin kemiallisessa rakenteessa
olevien ionisoituvien ryhmien vuoksi (Prathyusha ym. 2012). Kolonnina toimi Peerless
HT C18 (1,8 ym; 50 x 4,6 mm) lampdtilan ollessa 45 °C ja virtausnopeuden ollessa 1,0
ml/min. MyG6s Helin-Tannisen tyoryhman (2013) fentanyyli-levobupivakaiini -
ladkeaineseoksen sailyvyystutkimuksessa kaytettiin puskuroitua (pH 7) fosforihappo-
asetonitriili 1:1 (v/v) -ajoliuosta. Kromatografisessa erotuksessa kaytettiin pKb-100 (5
pm; 50 x 4 mm) -kolonnia Iampétilan ollessa 40 °C ja virtausnopeuden ollessa 2,0

ml/min. Molempien tutkimusten maaritykset tehtiin isokraattisissa olosuhteissa.
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8 MENETELMAN KUVAUS
8.1 Materiaalit

Tutkittavien kipuladkeaineseosten komponentteina kaytettiin fentanyylisitraattia
(Fentanyl Hameln 50 pl/ml — inj.neste 10 ml, eranro: 403054, Hameln Pharmaceuticals
GMPH, Hameln, Saksa), levobupivakaiinia (Chirocaine 7,5 mg/ml inj.neste 10 ml,
eranro: 1036535/282698, AbbVie Ltd, Maidehead, UK) ja natriumkloridia
(Natriumklorid 9mg/ml 1000ml, eranro: 140958151, B.Braun Ecoflac, B.Braun
Melsungen AG, Melsungen, Saksa). Fentanyylin ja levobupivakaiinin injektionesteita
kaytettin myos standardiliuosten valmistamiseen. Sisdisena standardina kaytettiin
lidokaiinia (Xylocain 10mg/ml inj.neste 10ml sailontaaineeton, era: DACG,
AstraZeneca, North Ryde, Australia). Ajoliuoksen komponentteina kaytetyt asetonitriili
ja muurahaishappo olivat Fisher Scientific Companyn Optima™ LC/MS -laatua.
Naytteiden, standardien ja ajoliuosten valmistukseen tarvittava vesi oli ultrapuhdasta
(Milli-Q). ESl-ionisaatiossa sumutuskaasuna kaytettiin typpi (N2) -kaasua Peak

Scientificilta. Lukkomassana kaytettiin Watersin leusiinienkefaliinia.

Sailytysastiana toimineet 50 ml:n polypropeeni ruiskut (Original Perfusor®+ Multi-Ad
Luer Lock Syringe Cap, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Saksa) taytettiin Baxa-
pumpulla (Baxa Repeater Pump™, Baxter International Inc, Deerfield, lllinois, USA).
Sekundaaripakkauksina valolta suojatuille ruiskuille toimivat Soluvit-suojapussit
(Fresenius Kabi, Helsinki, Suomi) ja valolle altistetuille ruiskuille Freegrip-pussit
(avattavat ja suljettavat pussit pakastukseen ja sailytykseen 2|, Suomen Kerta Oy,
Imatra, Suomi). Ruiskujen valoaltistus toteutettiin keinotekoisella paivanvalolla (Osram
Biolux® L18W/965, Osram Gmbh, Munich, Saksa). Punnitukset tehtiin
analyysivaa“alla (Sartorius Laboratory Balance, Model BP 310S, max 310g, ltem
Number: 427287, Sartorius, Goéttingen, Saksa) ja pH mitattiin kalibroidulla pH-mittarilla
(Mettler Toledo Seven Easy, Mettler-Toledo, LLC, Columbus, Ohio, USA + Mettler-
Toledo InLab® Expert pH elektrodi, NTC 30 kOhm, pH 0-14, 100 °C). Lampdtilaa ja
suhteellista ilmankosteutta seurattiin olosuhdemittarilla (Digitaalinen kosteus/I[ampd,
SLM (L2) 3060 mittari, Suomen lampomittari OY, Helsinki Suomi) ja lampdtilaa lisaksi
lampaotilaloggerilla (HOBO Temperature Data Logger, U10-001, Onset Computer
Corporation, Bourne, Massachusetts, USA). Veden suodatuksessa kaytettiin Milli-Q -
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laitteistoa, jossa suodatuskalvona oli Millipore 0,45 pm Millipak® Express 20

membraani.

8.2 Kipuladkeseosten valmistus

Tutkimusruiskut valmisti laakevalmistukseen perehtynyt farmaseutti OYS sairaala-
apteekissa A-luokan puhtaustilassa proviisorin hyvaksymien valmistusohjeiden
mukaisesti. Laakeaineseokset valmistettiin lisdamalla fentanyyli ja levobupivakaiini
natriumkloridiliuoksen infuusiopulloihin (taulukko 6). Sekoittamisen jalkeen liuokset
jaettiin ruiskuihin Baxa-pumpun avulla. Ennen laakeaineiden lisdysta natriumkloridin
infuusiopulloista poistettiin valmisteyhteenvedossa mainittu laskennallinen ylitaytto ja
lisattavien laakeaineliuosten tilavuus. Molempien ruiskukoostumusten valmistusera oli
25 ruiskua. EPI5-ruiskujen tayttotilavuus oli 45 ml ja EPI7-ruiskujen tayttotilavuus 47

ml.

Taulukko 6. Tutkittujen ladkeaineseosten koostumus

EPI5-ruiskut EPI7-ruiskut

Maara Pitoisuus Maara Pitoisuus
Fentanyylisitraatti 5,0 ml 5,6 ug/ml 7,0 ml 7,4 ul/ml
Levobupivakaiini 6,6 ml 1,1 mg/mi 6,64 ml 1,1 mg/mi
Natriumkloridi (0,9 %) 33,4 ml 6,7 mg/ml 33,36 ml 6,4 mg/ml

8.2.1 Ruiskujen maara ja sailytysolosuhteet

Ruiskuja (EPI5 ja EPI7) valmistettiin yhteensa 50 kappaletta, joista 42 ruiskua otettiin
tutkimusta varten, molempia ruiskukoostumuksia 21 kappaletta. 8 ylimaaraista ruiskua
pidettiin vararuiskuina ja sailytettiin tutkimusruiskujen kanssa samoissa olosuhteissa
(molempia ruiskukoostumuksia 2 kappaletta valossa ja 2 kappaletta pimeassa).
Molemmista ruiskukoostumuksista otettiin 6 ruiskua, joista 3 rinnakkaista ruiskua
sailytettiin valolta suojattuna valonsuojapussissa ja 3 rinnakkaista freegrip — pussiin
pakattua naytetta valolle altistettuna (taulukko 7). Lisaksi molemmista koostumuksista

otettin 12 ruiskua kontrolliruiskuiksi, jotka sailytettin eri mittausaikapisteissa
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analysoitavien ruiskujen kanssa samoissa olosuhteissa, 6 rinnakkaista ruiskua valolta
suojattuna ja 6 rinnakkaista ruiskua valolle altistettuna. Valosuojapussissa sailytetyt
kontrolliruiskut siirrettiin valoon 28. tutkimuspaivan kohdalla 24 tunnin ajaksi jaljitellen
ruiskujen sailytysolosuhteita sairaalassa. Vielda 3 rinnakkaista ruiskua molemmista
koostumuksista otettin mikrobiologisia tutkimuksia (kappale 8.5) varten.
Mikrobiologisen sailyvyyden tutkimiseen valmistetut ruiskut sailytettiin valolta

suojassa.

Valolle altistetut ruiskut sailytettiin l1apinakyvassa muovilaatikossa ja valolta suojatut
ruiskut lapinakymattomassa muovilaatikossa. Tutkimusruiskujen sailytysolosuhteita
seurattiin tutkimuksen aikana. Ruiskut sailytettiin huonelampétilassa ja lampdétilaa
seurattiin lampdtilamittarilla ja olosuhdemittarilla. Suhteellista kosteutta mitattiin

olosuhdemittarilla.

Taulukko 7. Naytteenottoajankohdat ja ruiskujen sailytysolosuhteet

EPI5 EPI7 EPI5 EPI7
Aika Valosuojattu Valosuojattu Valolle altistus Valolle altistus
3 ruiskua 3 ruiskua 3 ruiskua 3 ruiskua
(1 nayte/ruisku) (1 nayte/ruisku) (1 nayte/ruisku) (1 nayte/ruisku)
0 piste 1-4 mi 1-4 mi 1-4 ml 1-4 mi
4 h 1-4 ml 1-4 ml 1-4 ml 1-4 ml
24 h 1-4 ml 1-4 ml 1-4 ml 1-4 ml
3 vrk 1-4 ml 1-4 ml 1-4 ml 1-4 ml
7 vrk 1-4 ml 1-4 ml 1-4 mi 1-4 ml
14 vrk 1-4 ml 1-4 ml 1-4 mi 1-4 ml
21 vrk 1-4 ml 1-4 ml 1-4 ml 1-4 ml
28 vrk 1-4 ml 1-4 ml 1-4 mi 1-4 ml
42 vrk 1-4 ml 1-4ml 1-4 ml 1-4 ml
Kontrollit: 6 ruiskua 6 ruiskua 6 ruiskua 6 ruiskua
28 vrk 1-4 ml 1-4 ml 1-4 mi 1-4 ml
29 vrk 1-4 ml 1-4 ml - -

8.2.2 Mittausaikapisteet

Naytteet otettiin taulukon 7 mukaisesti. Ensimmaiset naytteet otettiin heti ruiskujen
valmistamisen jalkeen. Muut naytteidenotto ajankohdat olivat 4h, 24h, 3vrk, 7vrk,
14vrk, 21vrk ja 28vrk ruiskujen valmistumisesta. Naytteet tutkittiin aistinvaraisesti,

maaritettiin pH ja vaikuttavien aineiden pitoisuus. Mikrobiologiset naytteet otettiin
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tutkimuksen alussa ja paivana 28. Tutkimuksen alussa molempien pitoisuuksien 3
rinnakkaista naytetta otettiin suoraan ladkeaineseoksen kantaliuoksesta vastaten EPI-

ruiskujen steriiliystestia varten tehtavaa naytteenottoa sairaala-apteekissa.

Kontrolliruiskujen massa maaritettiin  gravimetrisesti ilman sekundaaripakkausta

jokaisessa mittausaikapisteessa. Kontrolliruiskuista otetut naytteet analysoitiin

aistinvaraisesti seka maaritettin pH ja vaikuttavien aineiden pitoisuus.

Valonsuojapussissa sailytetyt kontrolliruiskut pakattiin freegrip-pusseihin ja altistettiin
valolle 24h:n ajan jaljitellen ruiskujen kayttdolosuhteita sairaalassa. Vuorokauden
mittaisen valoaltistuksen jalkeen otettaville naytteille tehtiin aistinvarainen tutkimus

sekd maaritettin pH ja l|a8keaineiden pitoisuus (tutkimuspaiva 29). Viela

tutkimuspaivana 42 oli tarkoitus analysoida laakeaineiden pitoisuus eri

naytteenottopisteissa (4h, 24h, 3vrk, 7vrk, 14vrk, 21vrk ja 28vrk) analysoiduista

ruiskuista, jotta olisi saatu tarkempi kuva |aakeaineiden hajoamisreaktion

etenemisesta.

8.2.3 Laatuvaatimukset

EPI-ruiskujen sailyvyystutkimukset perustuivat fentanyyli-levobupivakaiini -seoksille

laadittuun spesifikaatioon (taulukko 8).

Taulukko 8. Fentanyyli-levobupivakaiini -seosten laatuvaatimukset

Maaritettava ominaisuus
tai komponentti

Menetelma

Hyvaksymiskriteerit

Liuoksen ulkonako

Liuoksen pH

Vaikuttavien aineiden pitoisuus

- Levobupivakaiini
EPI 5
EPI 7

- Fentanyylisitraatti
EPI 5

EPI 7

Ruiskujen massa

Mikrobiologinen puhtaus

Aistinvaraisesti

pH — mittari
UPLC-MS (Ultra Performance

Liquid Chromatography- Mass
spectrometry)

gravimetrisesti (punnitus)

Nordlabin Stert2-
steriiliystutkimus

Kirkas, variton neste, ei
saostumia eika kaasun
muodostumista
Alkuperdinen pH £ 0,5
Laakeaineen pitoisuutta
verrataan lahtopitoisuuteen
(t=0)

90 — 110% (1,1 mg/ml)*
90 — 110% (1,1 mg/ml)*

90 — 110% (5,6ug/ml)*
90 — 110% (7,4 pg/mi)*

Alkuperainen massa +/- 5 %

Steriili

*suluissa esitetty teoreettinen l&htdpitoisuus
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8.3 Kemiallisen sailyvyyden tutkiminen

8.3.1 Menetelman luotettavuus

Laakeaineseosten kemiallista sailyvyytta tutkittiin Oulun yliopiston kemian laitoksen
kehittamalla ulkoisen standardin menetelmalla. Ennen erikoistydni alkamista ulkoisen
standardin menetelman luotettavuutta oli tutkittu valmistamalla tutkittavia
ladkeaineseoksia vastaavat mallindytteet ja vertaamalla naytteista mitattua pitoisuutta
vastaaviin teoreettisiin pitoisuuksiin. Fentanyylin laimennoskerroin oli 100 ja
levobupivakaiinin 50000. Lisaksi menetelman lineaarisuutta oli tarkasteltu ajamalla
kolme rinnakkaista mittausta viidella eri pitoisuudella. Naytteina toimivat fentanyylin ja
levobupivakaiinin standardit (taulukot 9 ja 10), joiden mittaustuloksista sovitettiin

kalibrointisuorat pienimman nelidjadnnéssumman lineaarisen regression avulla.

8.3.2 Naytteiden valmistus

Molemmista fentanyyli-levobupivakaiini -kipuladkeseoksista valmistettiin erilliset
naytteet seka fentanyylin etta levobupivakaiinin UPLC-MS pitoisuusmittauksia varten.

Naytteiden valmistus tehtiin laimentamalla kipulaakeseoksia ultrapuhtaalla vedella.

Ulkoisen standardin menetelmassa naytteet fentanyylin pitoisuusmittauksiin tehtiin
laimentamalla kipulddkeseosta 1:100 (v/v). Fentanyylindytteesta valmistettiin
levobupivakaiininaytteet laimentamalla kahden valilaimennoksen kautta lopulliseen
laimennussuhteeseen  1:50000  (v/v). Laimennettujen fentanyylinaytteiden
teoreettiseksi fentanyylipitoisuudeksi tuli 56 ng/ml (EPI5) ja 74 ng/ml (EPI7).
Molempien kipulaakeseosten laimennettujen levobupivakaiininaytteiden teoreettiseksi

levobupivakaiinipitoisuudeksi tuli 22 ng/ml.

Sisaisen standardin menetelmassa fentanyylinaytteita laimennettiin kymmenen kertaa
enemman kuin ulkoisen standardin menetelmassa ja kaikkiin naytteisiin lisattiin
sisdisena standardina kaytetty lidokaiini. Laimennettujen fentanyylinaytteiden
teoreettiseksi fentanyylipitoisuudeksi tuli 5,6 ng/ml (EPIS) ja 7,4 ng/ml (EPI7).

Molempien kipulaakeseosten laimennettujen levobupivakaiininaytteiden teoreettiseksi
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levobupivakaiinipitoisuudeksi tuli 22 ng/ml. Sisdisen standardin teoreettinen pitoisuus

naytteissa oli 10 ng/ml.

8.3.3 Standardien valmistus

Ulkoisen standardin menetelmassa fentanyylin ja levobupivakaiinin
injektionestesteista valmistettiin kantaliuokset laimentamalla ultrapuhtaalla vedella.
Fentanyylid laimennettin  1:500 (v/v), jolloin kantaliuoksen teoreettinen
fentanyylipitoisuus oli 100 ng/ml. Levobupivakaiinin kantaliuos laimennettiin
valilaimennoksen kautta siten, etta kantaliuoksen teoreettiseksi

levobupivakaiinipitoisuudeksi saatiin 1 pg/ml.

Standardien kayttoliuokset valmistettiin pieniin koeputkiin viiteen eri pitoisuustasoon
(taulukot 9-11). Fentanyylistandardien koeputkiin lisattiin  fentanyylin  lisaksi
levobupivakaiinin ~ kantaliuosta (110  pg/ml)  niin, ettd  kayttdliuosten
levobupivakaiinipitoisuudeksi saatiin sama pitoisuus kuin tutkittavissa naytteissa (1,1
pl/ml). Sisaisen standardin menetelmassa fentanyylia laimennettiin kymmenen kertaa
enemman ja kaikkiin koeputkiin lisattiin laimennettu lidokaiini, jonka pitoisuus oli 1
Mi/ml.  Kahtena ensimmaisena analyysipaivana kaytettin samoja standardien

kantaliuoksia, mutta muina analyysipaivina valmistettiin uudet kantaliuokset.

Taulukko 9. Fentanyylin kalibrointistandardit ulkoisen standardin menetelmassa

Standardit Fentanyylin pitoisuus Levobupivakaiinin pitoisuus
(ng/ml) (pl/ml)
1 10 1,1
2 25 1,1
3 50 1,1
4 75 1,1
5 100 1,1
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Taulukko 10. Fentanyylin kalibrointistandardit sisaisen standardin menetelmassa

Standardit Fentanyylin pitoisuus Levobupivakaiinin pitoisuus Sisdisen standardin pitoisuus

(ng/ml) (pl/ml) (pl/ml)
1 2 1,1 100
2 4 1,1 100
3 7 1,1 100
4 10 1,1 100
5 15 1,1 100

Taulukko 11. Levobupivakaiinin kalibrointistandardit sisaisen ja ulkoisen standardin
menetelmassa

Standardit Levobupivakaiinin pitoisuus Sisaisen standardin
(ng/ml) pitoisuus (pl/ml) sisdisen

standardin menetelmassa

1 5 100
2 10 100
3 20 100
4 35 100
5 50 100

8.3.4 Mittauslaitteisto

Naytteiden kromatografinen erottaminen tapahtui erittdin korkean erotuskyvyn
nestekromatografilla (Acquity UPLC, Waters, Milford, MA, USA) ja pitoisuuden
maaritys kvadrupoli-lentoaika-massaspektrometrilla (Synapt G1 QTOF, UAA088-
21674451, Waters, Millford, MA, USA). UPLC-MS-laitteistoon kuuluivat binaaripumppu
(Acquity B11UPB640A-22775334 Binary Solvent Manager), naytteensyottoyksikko
(Acquity A11UPA525M-22775335 Autosampler) ja  kolonniuuni  (Acquity
K10UPH349G-22775336 column compartment). Massaspektrometria ohjattiin
MassLynx 4.1 -ohjelmalla, jonka aliohjelmaa QuanLynxia kaytettiin pitoisuuksien

laskemiseen ja kolonnina Water BEH C18 (1,7 ym, 2,1mm x 50mm).
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8.3.5 Ajo-olosuhteet

Ajoliuoksena kaytettiin muurahaishapon vesiliuoksen (0,1 %) ja asetonitriilin seosta.
Seka ulkoisen ettd sisdisen standardin menetelmissa kaytettiin gradienttiajoa
virtausnopeudella 0,4 ml/min kolonnin lampdtilan ollessa 30 °C. Ulkoisen standardin
menetelmassa asetonitriilin osuus nostettiin 16 prosentista 34 prosenttiin, pidettiin 34
prosentissa 0,5 minuuttia ja laskettiin takaisin alkupitoisuuteen 1 minuutissa. Sisaisen
standardin menetelma ajettiin samalla tavalla kuin ulkoisen standardin menetelma,
mutta asetonitriilin osuus nostettiin 10 prosentista ja 35 prosenttiin. Ajoaika oli 4,5

minuuttia. Injektiotilavuus oli 2 pl ja jokaisesta naytteesta otettiin kaksi injektiota.

lonisaatiomenetelmana kaytettiin sahkdsumutusionisaatiota (ESI). Kaikki ionit mitattiin
positiivisessa ionimuodossa. Lukkomassana toimi 2 ng/ml leusiinienkefaliiniliuos
(asetonitriili/vesi 1:1, 0,1 muurahaishappo), jonka tarkka m/z-arvo on 556,2771.
Sumutuskaasuna kaytettiin typpea virtausnopeudella 400 I/h ja sumutuskaasun
lampdtila oli 400 °C. Sumutuskapillaarin jannite oli 3 kV, kartiojannite 30 V ja
ionilahteen lampdtila 150 °C

8.3.6 Tulosten laskeminen

Sairaala-apteekin omien laakevalmisteiden laatuvaatimuksena on, etta vaikuttavan
aineen pitoisuuden on pysyttava 90 — 100 % valilla tavoitearvosta l|adkkeen
kelpoisuusaikana (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <795>). Tassa
sailyvyystutkimuksessa tavoitearvona pidettiin ladkeaineiden I[ahtopitoisuuksia
(taulukko 8). Tulokset laskettiin automatisoidulla QuanLynx-ohjelmalla. Tutkittavat
komponentit tunnistettiin tarkan massan avulla kayttamalla lukkomassakorjausta.
Tulosten laskemisen mahdollistamiseksi ohjelmaan syotettiin |adkeaineiden tarkat
massat ja retentioajat (fentanyyli: 337,228 (m/z), 2,77 min; levobupivakaiini 289,228
(m/z), 2,41 min; lidokaiini 235,181 (m/z), 1,38 min; massaikkuna 0,1 Da). Ohjelman
sisaltama Apex Track -algoritmi integroi kromatogrammien piikkien pinta-alat, jotka
maaraytyivat tarkasteltavan ionien maaristd eri aikapisteissa. Quan Lynx laski
naytteiden sisaltamien ladkeaineiden maaran piikkien pinta-aloista maaritetyn vasteen
ja standardeista muodostamansa kalibraatiosuoran avulla. Tutkimuspaivind 0-3

kalibrointi tehtiin ulkoisen standardin menetelmalla ja tutkimuspaivasta 7 lahtien
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kalibroinnissa kaytettiin sisaisen standardin menetelmaa. Naytteiden laimennokset
otettiin huomioon tuloksia laskettaessa. Kemiallisen sailyvyyden tulokset laskettiin

GraphPad Prism5 -ohjelmalla (versio 6,07) lineaarisen regression avulla.

8.4 Fysikaalisen sailyvyyden tutkiminen

8.4.1 Aistinvarainen tutkimus

Molempien kipulaakeseosten ulkonadén muutoksia seurattiin aistinvaraisesti kaikissa
mittausaikapisteissa. Spesifikaation mukaan kipuseokset ovat kirkkaita ja varittomia

liuoksia, joissa ei esiinny saostumia eika kaasun muodostumista (taulukko 8).

8.4.2 pH-maaritys

Laakeaineseosten pH  mitattin  jokaisessa  naytteenottoajankohdassa ja
hyvaksymisrajana oli korkeintaan 0,5 pH-yksikdbn muutos alkuperaiseen arvoon
verrattuna (taulukko 8). pH-mittari kalibroitiin standardiliuoksilla pH 4,0; 7,0 ja 10,0
ennen jokaista mittausaikapistetta ja kalibrointi tarkistettiin mittaamalla puskuriliuos pH
4,00 tai pH 7,00. Kalibroinnin ja standardiliuosmaaritysten hyvaksymisrajana pidettiin
+ 0,04 yksikon vaihtelua standardin sertifioidusta arvosta ja mittaukset tayttivat
vaatimuksen. Ensimmaisissa mittausaikapisteissa pH:n maaritykseen kaytetty
naytemaara oli 1,0 millilitraa, mutta naytetilavuutta lisattiin tutkimuksen aikana tulosten
luotettavuuden parantamiseksi. Viimeisissa mittausaikapisteissa pH:n maaritykseen

kaytetty naytetilavuus oli 3,0-3,5 millilitraa.

8.4.3 Gravimetrinen maaritys

Veden haihtumista ruiskuista seurattiin punnitsemalla kontrolliruiskut
naytteenottopisteissa 4h, 24h, 3vrk, 7vrk, 14vrk, 21vrk ja 28vrk. Ruiskut poistettiin
sekundaaripakkauksistaan punnitsemisen ajaksi. Gravimetrisen maarityksen
hyvaksymisrajana oli korkeintaan 5 prosentin muutos alkuperaiseen painoon

verrattuna (taulukko 8).
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8.5 Mikrobiologisen sailyvyyden tutkiminen

Euroopan farmakopean mukaan parenteraalisten ladkevalmisteiden ja
infuusionesteiden tulee tayttaa hiukkaskontaminaatio-, steriiliys- ja
bakteeriendotoksiini/pyrogeeni -testien vaatimukset (Ph. Eur. 8th Ed. 2.9.19., 2.6.1.,
2.6.14.). Valmisteiden on oltava kirkkaita ja partikkelittomia liuoksia, joissa ei esiinny
mikrobikasvua. Mikrobiologisten tutkimusnaytteiden steriiliystutkimukset tehtiin 28
vuorokautta kestavan rikastusviljelyn avulla Oulun NordLabin laboratoriossa (NordILab
Oulu 2016). Molemmista l1aakeaineseoksista otettiin kolme rinnakkaista naytetta heti
tutkimusruiskujen valmistuttua (t=0) ja viimeisena tutkimuspaivana (t=28). Naytteiden
steriiliydesta saatiin alustava vastaus kahden vuorokauden kasvatuksen jalkeen ja
lopullinen vastaus 28 vuorokauden jalkeen viljelyn paatyttya. Kipulaakeseoksista ei
tutkittu paljain silmin nakymattomia partikkeleita eikd endotoksiineja/pyrogeeneja, silla
valmisteeseen kaytettiin ainoastaan kaupallisia, parenteraalisia, ladkevalmisteita ja
valmistus tapahtui kontrolloiduissa olosuhteissa sairaala-apteekin A-luokan

puhdastilassa.

60



9 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

9.1 Menetelman kehitys

Tutkimusnaytteille pyrittiin -~ valitsemaan laimennossuhde, joka mahdollistaisi
molempien ladkeaineiden maarittdmisen samasta naytteestad. Laakeaineiden suuri
pitoisuusero aiheutti sen, ettei analyyteille I0ydetty yhtd molemmille sopivaa
laimennospitoisuutta vaan ne tuli maarittdd molemmat omista naytteistaan.
Fentanyylinaytteiden laimennossuhteeksi valittin 1:100 (56 ng/ml EPI5 ja 74 ng/ml
EPI7) ja levobupivakaiininaytteiden laimennossuhteeksi 1:50000 (22 ng/ml EPI5 ja 22
ng/ml EPI7).

Ajoliuokseksi oli valittu muurahaishapon vesiliuoksen (0,1 %) ja asetonitriilin seos.
Menetelmassa kaytettiin gradienttiajoa, koska isokraattisella ajolla levobupivakaiini oli
saatu retentoitumaan vain pienelld orgaanisen liuottimen pitoisuudella, mista johtuen
fentanyylin retentioaika oli kasvanut lilan suureksi. Gradienttiajo paadyttiin
toteuttamaan nostamalla asetonitriilin osuus 16 prosentista 34 prosenttin 3
minuutissa, pitamaan 34 % prosentissa 0,5 minuuttia ja laskemaan alkupitoisuuteen 1

minuutissa. Virtausnopeudeksi valittiin 0,4 ml/min ja kolonnin [ampétilaksi 30 °C.

lonisaatiomenetelmana kaytettiin sahkdsumutusionisaatiota (ESI). Kaikki ionit mitattiin
positiivisessa ionimuodossa. Lukkomassana toimi 2 ng/ml leusiinienkefaliiniliuos
(asetonitriili/vesi 1:1, 0,1 muurahaishappo), jonka tarkka m/z-arvo on 556,2771.
Sumutuskaasuna kaytettiin typpea virtausnopeudella 400 I/h ja sumutuskaasun
lampdtila oli 400 °C. Sumutuskapillaarin jannite oli 3 kV, kartiojannite 30 V ja

ionilahteen lampotila 150 °C.

Menetelman kehitysvaiheessa levobupivakaiinin oli havaittu vaikuttavan fentanyylin
antaman vasteen intensiteettiin, vaikka |aakeaineiden piikit  erottuivat
kromatogrammissa selvasti (levobupivakaiinin retentioaika 2,41 min ja fentanyylin 2,77
min) (kuva 17). Levobupivakaiinia sisaltavat keinotekoiset naytteet antoivat
fentanyylille suuremman vasteen kuin fentanyylin puhdasaine ilman levobupivakaiinia.
Levobupivakaiinin suuresta pitoisuudesta johtuen, levobupivakaiini piikin epailtiin
hantivan niin pitkalle, etta se hairitsi fentanyylin maaritysta. Ladkeaineiden erottumista

yritettiin parantaa gradienttiajoa muuttamalla, mutta siina ei onnistuttu.
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RT=2,77 min A
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RT=1,38 min y C

Kuva 17. Fentanyylin (7,4 ng/ml) (A), Levobupivakaiinin (22 ng/ml) (B) ja Lidokaiinin
(10ng/ml) (C) kromatogrammit ja rakennekaavat. Ulkoisen ja sisaisen standardin
menetelmassa kaytettiin  gradienttiajoa virtausnopeudella 0,4 ml/min kolonnin

lampdtilan ollessa 30 °C.

Erikoistydn puolivalissa menetelman luotettavuutta pyrittiin  lisddmaan ottamalla
mukaan sisainen standardi (taulukko 12). Sisaiseksi standardiksi valittiin lidokaiini, joka
sisaltda samankaltaisia kemiallisia rakenteita kuin fentanyyli ja levobupivakaiini.
Kaikkien laakeaineiden rakenteessa on aromaattinen rengas, aminoryhma ja niita
yhdistava amidiketju. Lisaksi lidokaiinin retentioaika on riittavan erilainen verrattuna
fentanyylin ja levobupivakaiinin retentioaikoihin, joten sen piikki on selkeasti

erotettavissa kromatogrammissa (kuva 17).
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Taulukko 12. Analyysimenetelman olosuhteet, laimennokset ja standardit
tutkimuksen alussa ja lopussa

Menetelma Gradienttiajon Nayte Ndytteiden Naytteiden
olosuhteet laimennokset pitoisuus
(v/v) (ng/ml)
Ulkoinen standardi Asetonitriili Fentanyyli (EPI5) 1:100 56
16 % -> 34 % (3 min)
34 % (0,5 min) Fentanyyli (EPI7) 1:100 74
34% - 16 % (1 min)
Levobupivakaiini 1:50000 22
Sisdinen standardi Asetonitriili Fentanyyli (EPI5) 1:1000 5,6
10 % = 35 % (3 min) Lidokaiini 1: 100000 10
35 % (0,5 min)
35% - 10 % (1 min) Fentanyyli (EP17) 1:1000 7,4
Lidokaiini 1:100000 10
Levobupivakaiini 1:50000 22
Lidokaiini 1:10000000 10

Taulukossa 13 on fentanyylin ja levobupivakaiinin kromatogrammeista kasin laskettuja
kromatografisia tekijoitd. Erottumistehokkuutta kuvaavasta resoluutio-arvosta (RS)
nahdaan, etta fentanyylin ja levobupivakaiinin piikit erottuivat toisistaan vain osittain,
jonka vuoksi levobupivakaiinin piikki hairitsi fentanyylin kvantitointia (taulukko 13). Kun
resoluutio on = 1,5, piikit erottuvat toisistaan pohjaviivan asti ja analyytit erottuvat
riittavasti toisistaan (Ornaf ja Dong 2005). Sisaisen standardin menetelmassa
fentanyylinaytteita paatettiin laimentaa viela 10 kertaa lisaa, jotta levobupivakaiinin
hairitseva vaikutus olisi havinnyt. Naytteet tutkittin ajallisesti samanlaisella
gradienttiajolla kuin ulkoisen standardin menetelmassa, mutta asetonitriilin osuus

nostettiin 10 prosentista ja 35 prosenttiin.

Taulukko 13. Fentanyylin, levobupivakaiinin ja lidokaiinin kromatografiset tekijat

sisaisen standardin menetelméassa

Kromatografinen tekija Fentanyyli Levobupivakaiini
Retentioaika (min) 2,77 2,41
Symmetrisyystekija (As) 1,13 1,20
Resoluutio (Rs) 1,06 1,06

63



9.2 Menetelman luotettavuuden mittaaminen

Laakeaineiden ja -valmisteiden sailyvyystutkimuksiin kaytettyjen menetelmien tulisi
olla validoituja ja sailyvyystutkimuksiin kehitettyja (ICH Q2(R1) 2005, ICH Q1A(R2)
2003). Menetelman validoinnilla  osoitetaan, ettd menetelma soveltuu
kayttdtarkoitukseensa. ICH:n ohjeistuksissa menetelman luottavuuden tutkimisessa
kaytettavia parametreja ovat toistettavuus, laboratorion sisainen toistettavuus,
laboratorion sisainen uusittavuus, spesifisyys, toteamisraja, maaritysraja, lineaarisuus,
haavoittuvuus  ja  alue. Jokaiselle tutkittavalle  parametrille asetetaan
hyvaksymiskriteerit, jotka menetelman tulee tayttaa. Onnistuneen validoinnin kannalta
olennaista on tuntea validointiparametrien sisaltd seka tunnistaa ja tutkia ne
parametrit, jotka ovat merkityksellisia menetelman toimivuudelle. Kirjallisuudesta
|0ytyvat fentanyylille ja levobupivakaiinille/bupivakaiinille tehdyt sailyvyystutkimukset
on validoitu ICH-ohjeistuksien mukaisesti. (Helin-Tanninen ym. 2013, Piekarski ym.
2012, Priston ym. 2004, Boitquin ym. 2004, Jappinen ym. 2003).

Tassa erikoistydossa ensimmaisista mittausaikapisteista (t=0-3vrk) saadut tulokset
osoittivat, ettei kaytetylld ulkoisen standandardin menetelmalld saada riittavan
luotettavia tuloksia. Neljannen mittausaikapisteen jalkeen (t=7vrk) menetelmaa
kehitettiin edelleen ja pyrittiin saamaan viimeisistd mittausaikapisteista oikeelliset
tulokset ilman odottamatonta hajontaa. Menetelman luotettavuutta pyrittiin
parantamaan ottamalla mukaan sisdinen standardi, valmistamalla mallinaytteet ja
tutkimalla menetelman toimivuutta mallinaytteiden avulla. Molempien ladkeaineiden
mallinaytteet valmistettiin kolmella eri pitoisuusalueella. Mitattavat pitoisuudet olivat
EPI5-koostumuksen tavoitepitoisuudet seka ladkeaineiden pitoisuudet menetelman
yla- ja alarajalla. Menetelman yla- ja alarajat olivat samat kuin kalibrointisuorien
ylimmat ja alimmat pisteet. Mallinaytteet kasiteltin samalla tavalla kuin varsinaiset
naytteet. Saatiin fentanyylinaytteet pitoisuuksilla 2,8 ng/ml, 5,6 ng/ml ja 15 ng/ml ja
levobupivakaiininaytteet pitoisuuksilla 11ng/ml, 22 ng/ml ja 50 ng/ml. Naytteita

valmistettiin kolme rinnakkaista kustakin pitoisuudesta.

Menetelman spesifisyyden avulla arvioidaan menetelman kykya mitata tutkittavaa
yhdistetta, kun naytteen muut komponentit ovat mukana mittauksessa. Spesifisyytta
voidaan mitata vertaamalla tutkittavaa yhdistetta sisaltavien keinotekoisten naytteiden

tuloksia sellaisiin  naytteisiin, joissa tutkittava yhdiste ei ole lasna.
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Sailyvyystutkimuksissa tulee olla mukana myods osoitus tutkittavan yhdisteen
erottumisesta mahdollisista hajoamistuotteista. Hajoamiskokeissa yhdiste altistetaan
erilaisille hajoamista aiheuttaville tekijoille kuten hapolle, emakselle, lammodlle ja
hapettimelle ja tutkitaan, ettd yhdisteen mahdolliset hajoamistuotteet eivat muodosta
|ladkeaineiden maaritystd hairitsevia piikkeja. Tassa erikoistydossa kaytetyn
menetelman spesifisyys ei ollut vaaditulla tasolla, silla fentanyyli ja levobupivakaiini
eivat erottuneet toisistaan riittdvasti ja levobupivakaiini vaikutti fentanyylipiikin
intensiteettiin. Toisaalta menetelma ei kyennyt mittaamaan fentanyylia oikeellisesti
ilman levobupivakaiinin lasnaoloa vaan fentanyylin puhdasaineen antama vaste jai
liian pieneksi. Kirjallisuudesta I0ydettyja fentanyylin hajoamistuotteita tai muitakaan

ylimaaraisia piikkeja ei havaittu kromatogrammeissa tutkimuksen aikana.

Menetelman lineaarisuudella tarkoitetaan menetelman kykya antaa tuloksia, jotka ovat
suoraan verrannollisia tutkittavan aineen konsentraatioon (ICH Q2(R1) 2005).
Lineaarisuuskokeiden avulla maaritetddn menetelman kayttéalue, jolla riittava
tarkkuus ja oikeellisuus voidaan saavuttaa. Kuvissa 18 ja 19 ovat fentanyylin ja
levobupivakaiinin kalibrointisuorat, jotka muodostettiin ajamalla kolme rinnakkaista
maaritysta viidella eri pitoisuusalueella. Tuloksista laskettiin lineaarinen
regressiosuora pienimman nelidjdanndéssumman menetelmalla, jolloin
kalibrointinaytteiden konsentraation ja mittauslaitteen antaman vasteen valille saatiin

ensimmaisen asteen yhtalo.

Residuaalit

y=8,9558x-2,621
R2=0,9944

Detektorin vaste

Pitoisuus (ng/ml)
x=Pinta-ala

Kuva 18. Lineaarisuus: Fentanyylin kalibrointisuora ja residuaalien kuvaaja viidella eri

pitoisuustasolla (2-15 ng/ml, n=3) sisaisen standardin menetelmassa.
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Residuaalit

y=8,9558x-2,621
R2=0,9944

Detektorin vaste

Pitoisuus (ng/ml)
X = Pinta-ala

Kuva 19. Lineaarisuus: Levobupivakaiinin kalibrointisuora ja residuaalien kuvaaja

viidella eri pitoisuustasolla (5—-50 ng/ml, n=3) sisaisen standardin menetelmassa.

Kalibrointisuoran yhteydessa ilmoitetaan suoran korrelaatiokerroin (R?), y-akselin
leikkauspiste, regressiosuoran kulmakerroin ja nelidjaddnnéssumma.
Korrelaatiokerrointa pidetaan yleisesti parhaana lineaarisuuden mittarina (Jimidar ym.
2007). Jimidar ym. suosittelevat korrelaatiokertoimen hyvaksymiskriteeriksi = 0,999
menetelman alueella 80—-120 % ja koko menetelman alueella (ylaraja 120 %) = 0,99.
Lineaarisuutta voidaan tutkia myos vastetekijan ja y-residuaalien avulla seka
tarkastelemalla detektorin antamaa vastetta visuaalisesti analyytin pitoisuuden
funktiona. Vastetekija kuvaa detektorin antaman vasteen ja konsentraation suhdetta.
Vastetekijan suhteellisen keskihajonnan hyvaksymiskriteeriksi on esitetty = 3 %
menetelman alueella 80-120 % ja =10,0 % koko menetelman alueella (ylaraja 120 %).
Y-residuaalit (mitattujen ja kalibraatiosuoralta laskettujen y-arvojen erotus) kuvataan
x-akselin funktiona (kuvat 18 ja 19). Jos Kkalibrointisuora on lineaarinen, eri
pitoisuustason residuaalit jakautuvat tasaisesti nollatason molemmin puolin.
Kalibraatiosuoran visuaalisen arvioinnin hyvaksymiskriteerind voidaan pitaa sita, etta
lineaarinen riippuvuus on selkeadsti havaittavissa. Fentanyylin kalibrointisuoran
korrelaatiokerroin oli 0,9969 ja levobupivakaiinin 0,9944 menetelman alueella 50-150
%. Y-residuaalikuvaajista nahdaan, etta rinnakkaiset residuaalit poikkesivat toisistaan
ja saattoivat asettua jopa molemmin puolin nollatasoa. Osa residuaaleista jai kaus
nollatasosta. Myds fentanyylin ja levobupivakaiinin kalibrointisuorista nahdaan, etta eri
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pitoisuustasolla maaritettyjen rinnakkaisten mittausten valillla oli hajontaa ja osa

tuloksista poikkeaa suoralta.

Toistettavuus ilmaisee perakkaisten mittaustulosten laheisyytta (ICH Q2(R1) 2005),
Jimidar ym. 2007). Laboratorion sisainen toistettavuus kuvaa toistettavuutta lyhyella
aika valilla samoissa mittausolosuhteissa ja laboratorion sisainen uusittavuus
tarkoittaa toistettavuutta laboratorion sisalla eri paivina. Jimidar ym. mukaan
laboratorion sisaisen toistettavuuden suhteellinen keskihajonta (RSD) pitaisi olla < 2,0
%, kun maaritetddn l|adkevalmisteessa olevan |aakeaineen pitoisuutta.
Kirjallisuudessa  kuvatussa fentanyylile ja levo/bupivakaiinille  tehdyissa
sailyvyystutkimuksissa fentanyylin paivan sisainen ja paivien valinen toistettavuus on
ollut alle 2 % ja levo/bupivakaiinin valilla 0,6 %-2,72 % ja 0,8 %—-1,36 % (Helin-
Tanninen ym. 2013, Piekarski ym. 2012, Boitquin ym. 2004, Jappinen ym. 2003) Tassa
erikoistydssa menetelman toistettavuutta tutkittiin sisaisen standardin kayttoon oton
yhteydessa rinnakkaisten keinotekoisten mallinaytteiden avulla. Vaikka tavoitteessa ei
pysytty (RSD 3 %-13 %), sisainen standardi lisasi menetelman toistettavuutta, silla
viimeisissa mittausaikapisteissa rinnakkaiset maaritykset olivat lahempana toisiaan

kuin ulkoisen standardin menetelmalla mitattaessa.

Oikeellisuus ilmoittaa mitatun arvon poikkeaman tunnetusta todellisesta arvosta (ICH
Q2(R1) 2005). Laakevalmistetta tutkittaessa menetelman oikeellisuus tulee osoittaa
kolmella rinnakkaisella maarityksella kolmella eri pitoisuustasolla. Oikeellisuutta
arvioidaan oikeellisuusprosentin avulla, joka saadaan jakamalla maaritetty pitoisuus
teoreettisella pitoisuudella  ja muuttamalla  saatu arvo prosenteiksi.
Oikeellisuusprosenttien keskiarvon tulee olla 98-102 % ja RSD:n < 2 % (Jimidar ym.
2007). Tassa erikoistydssa oikeellisuusnaytteina toimivat seitsemantena
tutkimuspaivana valmistetut keinotekoiset naytteet. Naytteiden pitoisuudet olivat
91-108 % valilld lukuun ottamatta maarityksia levobupivakaiinin alarajalla, jossa
fentanyylin pitoisuus jai vielakin pienemmaksi. Kun levobupivakaiinia oli huomattavasti
vahemman kuin naytteissa yleensa, fentanyylin pitoisuuteen aiheutui systemaattinen
virhe siten, ettd fentanyylid oli vain 83 % teoreettisesta pitoisuudesta. Vaikka
oikeellisuus ei ollut riittavalla tasolla, todettiin sen parantuneen sisaisen standardin
avulla, silla maaritykset olivat lahempana todellista arvoa kuin ulkoisen standardin

menetelmassa.
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Kaytetyn menetelman luotettavuuden mittaamisesta saadut tulokset osoittivat, ettei
menetelmaa voida pitaa riittavan luotettavana sailyvyystutkimukseen. Menetelman
spesifisyys, tarkkuus ja toistettavuus eivat ole riittavalla tasolla osoittamaan fentanyylin

ja levobupivakaiinin sailyvyytta.

9.3 Kemiallinen sailyvyys

Kemiallisen sailyvyyden hyvaksymiskriteerina oli, etta fentanyylin ja levobupivakaiinin
pitoisuus ei saa muuttua enempaa kuin 10 % alkuperaiseen arvoon verrattuna
(taulukko 8). Koska sailyvyystutkimuksissa kaikkien seuraavien mittausaikapisteiden
tuloksia verrataan alkuperaiseen pitoisuuteen, on lahtopitoisuuden oikeellisuus
olenaisen tarkeda (ICH Q1A(R2) 2003). Jos lahtopisteessad (t=0) rinnakkaisten
mittausten valilla on suurta hajontaa ja tulos ei ole oikeellinen, vaikuttaa se

virheellisesti myos kaikkien muiden mittausaikapisteiden tuloksiin.

Kuvassa 20 on esitetty fentanyylin ja levobupivakaiinin pitoisuusmittausten tulokset
lahtopitoisuuteen (100 %) verrattuna regressioanalyysin avulla (GraphPad Prism5,
versio 6,07). EPI5-ladkeaineseoksen rinnakkaisten fentanyylinaytteiden maaritetty
lahtopitoisuus oli 111-134 % ja EPI7:ssa 127-135 % teoreettisesta pitoisuudesta.
EPI5-1aakeaineseoksen rinnakkaisten levobupivakaiininaytteiden lahtopitoisuus ol
56-118 % ja EPI7:ssa 117-124 % teoreettisesta pitoisuudesta. Todennakadisesti suuri
hajonta ja pitoisuuksien vaihtelu johtuivat analyysimenetelman epaluotettavuudesta.
Tasta johtuen sailyvyystutkimuksesta saatuja tuloksia ei voitu hyodyntaa sellaisenaan,
vaan tutkimus paatettiin uusia luotettavien tulosten saamiseksi.
Tutkimussuunnitelmasta jouduttin  poikkeamaan, jotta erikoistyoselostuksen
kirjoittaminen olisi mahdollista. Tassa erikoistyoselostuksessa tulokset analysoitiin
vertaamalla eri mittausaikapisteissa saatuja tuloksia niiden teoreettiseen pitoisuuteen
(ei lahtopitoisuuteen). Teoreettiseen pitoisuuteen vertaamalla voitiin pohtia myo6s

menetelman kehityksen vaikutusta viimeisten mittausaikapisteiden tuloksiin.
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Kuva 20. EPI5- ja EPI7-ladkeaineseosten kemiallinen sailyvyys huoneenlammdssa
valossa ja pimeassa. A on fentanyylin pitoisuudet ja B on levobupivakaiinin pitoisuudet
alkuperaiseen pitoisuuteen verrattuna 28 vuorokauden aikana. Kuvassa katkoviivat

ovat 90 % ja 110 % sailyvyyden hyvaksymisrajat ja 95 % luottamuvali.

Kuvassa 21 on esitetty fentanyylin ja levobupivakaiinin pitoisuusmittausten tulokset
teoreettiseen lahtopitoisuuteen verrattuna. Sailyvyyden osoittamiseksi kunkin
mittausaikapisteen maaritysten ja luottamusvalin pitaisi olla hyvaksymisrajojen
(vaakasuorat katkoviivat) sisdpuolella. Kuvasta nahdaan, ettd l|ahes kaikki
ensimmaisena tutkimuspaivana (t=0 ja t=4h) maaritetyt fentanyylin ja levobupivakaiinin
pitoisuudet ovat 90 % ja 110 % sailyvyyden hyvaksymisrajojen ulkopuolella. Lisaksi

kaikissa ulkoista standardia kaytetyissa mittausaikapisteissa (t=0—-3 vrk) rinnakkaisten
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maaritysten ja mittauspaivien valisten maaritysten valilla oli suurta vaihtelua. Sisaisen
standardin kayttoonoton myo6ta rinnakkaisten maaritysten pitoisuudet Iahenivat
toisiaan ja myos mittausaikapisteiden valinen hajonta vaheni. Lisaksi pitoisuudet
pysyivat muutamaa mittausta lukuunottamatta 90 % ja 110 % sailyvyyden
hyvaksymisrajojen sisapuolella. Taman perusteella voidaan arvioida, etta
ladkeainepitoisuuksissa  havaittu  vaihtelu  oli  todennakoisesti peraisin
analyysimenetelman epaluotettavuudesta eika itse valmisteessa tapahtuneista

pitoisuusmuutoksista.
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Kuva 21. EPI5- ja EPI7-ladkeaineseosten kemiallinen sailyvyys huoneenlammadssa
valossa ja pimeassa. A on fentanyylin pitoisuudet ja B on levobupivakaiinin pitoisuudet
teoreettiseen pitoisuuteen verrattuna 28 vuorokauden aikana. Kuvassa katkoviivat

ovat 90 % ja 110 % sailyvyyden hyvaksymisrajat ja 95 % luottamuvali.
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Pitoisuusmittauksista saadut tulokset eivat tayttaneet l1ahtopitoisuuksiin verrattavaa +
10 % spesifikaatiorajaa (taulukko 8). Viimeisten mittausaikapisteiden tuloksia voidaan
pitda lahinna suuntaa antavina, mutta oikeellisen ja luotettavan lahtdéarvon puuttuessa
tutkimuksella ei voitu osoittaa EPI5- ja EPI7-ladkeaineseosten kemiallista sailyvyytta.
Koska hetkella t=0 maaritetyt lahtOpitoisuudet eivat olleet luotettavia, myoskaan
myoOhempia mittausaikapisteita itsenaisina mittaustuloksina ei voida pitaa perusteluna
tuotteen sailyvyydelle. Sailyvyyden osoittamiseksi valmisteen on sailyttava

muuttumattomana hetkesta t=0 hetkeen t=28vrk.

9.4 Fysikaalinen sailyvyys

9.4.1 Aistinvarainen tutkimus

Jokaisessa mittausaikapisteessa tutkimusliuokset olivat kirkkaita ja varittomia eika
niissa havaittu saostumia tai kaasun muodostumista. Valmisteissa ei tapahtunut

aistinvaraisesti havaittavia muutoksia.

9.4.2 pH-maaritys

Tutkimusnaytteiden pH (taulukko 14) ei tayttanyt spesifikaation (taulukko 8) mukaisia
rajoja johtuen laboratoriovirheesta. Vaikka ennen erikoistyon aloittamista
mittausmenetelman (pH-laitteen, mittausastian, naytemaaran) toimivuus oli osoitettu
mittaamalla vettd ja standardiliuvosta (pH 7), ensimmaisessa mittausaikapisteessa
maaritetyt EPI5- naytteiden pH-arvot poikkesivat toisistaan merkittavasti (pH 5,7-7,2)
(taulukko 12). pH-maarityksessa ilmennytta ongelmaa ei saatu ratkaistua toiseen
mittausaikapisteeseen (t=4h) mennessa. Rinnakkaiset EPI5- ja EPI7-naytteet
yhdistettiin suuremman naytetilavuuden saamiseksi. Yhdistetyille naytteille mitattiin
pH-arvot valilta 5,7-6,9. pH:n maarityksessa ilmenneen ongelman jaljittamisen ja
tutkimusruiskujen  sailytyspaikan  muuttamisen  seurauksena EPI7-ruiskujen
alkuperaiset pH-arvot (t=0) ja kaikkien ruiskujen toisen mittausaikapisteen (t=4h) arvot
jaivat mittaamatta pH-mittarilla. Lopulta yhdistettyjen rinnakkaisnaytteiden pH mitattiin

kahdella eri asteikon omaavalla indikaattoripaperilla (pH 0-14 ja 0-6) kahdessa
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ensimmaisessa mittausaikapisteessa (t=0 ja t=4h). Indikaattorien variasteikkoihin
vertaamalla naytteiden pH:n todettiin olevan valilla 4,5-5.

pH-maaritysta hankaloitti se, ettei pH-mittarin lukema useinkaan pysahtynyt ja mitattu
pH-arvo oli hankalasti tulkittavissa. pH-mittaria testatessa standardiliuoksen todellinen
pH oli tiedossa, mika helpotti tuloksen tulkintaa. Lisaksi mittari tasaantui paremmin
standardiliuosta mitattaessa. Neljannessa mittausaikapisteessa (t=3vrk) otettiin
kayttdéon mittarin toiminto, joka automaattisesti lukitsi mitatun arvon naytolle, kun
mittaus oli valmis. Automaattilukituksen kayttdonottamisen ja naytemaaran lisaamisen
avulla  mitatuttujen  pH-arvojen  hajonta  vaheni, mutta kolmessa eri
mittausaikapisteessa (3vrk, 7 vrk ja 14vrk) yksi naytteista antoi poikkeavan tuloksen.
Poikkeava arvo saatiin jokaisella kerralla eri ruiskusta otetusta naytteesta. Poikkeaman
syyksi epailtiin koeputkien kontaminaatiota, joten viimeisia tutkimuspaivia varten
koeputket pestiin niiden puhtauden varmistamiseksi. Tutkimuspaivasta 14 |ahtien
mitatut pH-arvot olivat linjassa keskenaan ja niitd voidaan pitaa oikeellisina. Myos
kontrolliruiskuista otettujen naytteiden pH:t vastasivat tutkimuspaivina 14, 21 ja 28
mitattuja pH-arvoja. Luotettavien alkuarvojen puuttuessa ei tuloksia voida verrata
pH:lle maaritetyn spesifikaation mukaisesti. Jos indikaattoripaperilla maaritettyjen
alkuarvojen oletettaisiin olevan lahempana arvoa 5, mittausaikapisteissa 14vrk—29vrk

maaritetyt pH-arvot tayttaisivat spesifikaation.

Taulukko 14. pH-mittarilla maaritetyt pH-arvot

Keskiarvo *+ keskihajonta

EPI5 valo EPI5 pimea EPI7 valo EP17 pimea

Oh 6,4+0,7 5810,1 - -

4h - - - -

24h 52+0,1 5,7+0,7 5310 530
3vrk 59+0,6 54+0,1 5310,2 541+0,2
7vrk 5704 53+0,1 5,5+0,06 54+1,09
14vrk 5310,1 53+0,1 5,3+0,06 541+0,2
21vrk 5210,1 52+0,1 5,3+0,06 5,2+0,06
28vrk 51+0,1 510 5,2 £0,06 5,2+0,06

Kontrollit:

28vrk 5,1+0,02 5,1+0,01 5,210,04 5,2+0,01
29vrk - 5,2+0,04 - 5,2+0,02
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9.4.3 Gravimetrinen maaritys

Kontrolliruiskujen massat pysyivat niille asetetuissa hyvaksymisrakoissa (taulukko 15).
Vain pienta massojen alenemaa 0,02-0,09 % havaittiin. Vahaiseen massan
muutokseen saattoi vaikuttaa se, etta sekundaaripakkaamisen lisaksi ruiskut
sailytettiin suurissa kannellisissa muovilaatikoissa. Myds potilaskayttéén myéhemmin

valmistettavat ruiskut tulee sailyttaa ja kuljettaa vastaavanlaisissa laatikoissa.

Pakkaamisella on tarkea merkitys laakeaineiden ja -valmisteiden sailyvyydelle (Loyd
ja Howard 2014, Yoshioka ja Stella 2002). Veden haihtumisen kannalta
sekundaaripakkaus suojaa valmistetta sitd ympardivilta kosteuseroilta. Helin-Tannisen
(2013) tyoryhman tekemassa sailyvyystutkimuksessa verrattiin sekundaaripusseihin
pakatuista ja ilman sekundaaripakkausta sailytettavista infuusiopusseista haihtuvan
veden maaraa 22 °C lampdtilassa. llman sekundaaripakkausta sailytettyjen
infuusiopussien massa laski 5 % (t=15vrk) ja lahes 20 % tutkimuksen loppuun
mennessa (t=60vrk). Sekundaaripakkauksisa sailytettyjen infuusiopussien massa laski
60 vuorokauden aikana vain 0,3-2,4 %.

Taulukko 15. EPI5- ja EPI7-ruiskuissa tapahtunut massan muutos

Ladkeaineseos Ruiskujen alkumassojen Menetetty massa (%)
keskiarvo £ muutos
lahtoarvosta (%) Valoaltistus  Valosuojattu
EPI5 83,5+ 0,1 0,09 % 0,07 %
EPI7 85,7+ 0,2 0,08 % 0,09 %

9.4.4 Ruiskujen sailytysolosuhteiden seuranta

Tutkimusruiskujen sailytysolosuhteita seurattiin tutkimuksen aikana (taulukko 16).
Suhteellinen ilman kosteus oli koko tutkimuksen ajan 20 %. Lampdétilaa mitattiin
lampaotilaloggerilla ja olosuhdemittarilla. Lampatilaloggerilla mitattiin koko tutkimuksen
ajan korkeammat lampdatilat kuin olosuhdemittarilla. Olosuhdemittarin lampdtila pysyi
alle 25 °C-asteen koko tutkimuksen ajan, mutta lampétilaloggerilla mitattiin 2 kertaa
hetkellisesti korkeampi lampdtila kuin 25 °C. Tutkimuksen alussa lampdtila kohosi
yllattden, kun ruiskut laitettiin sailytysolosuhteisiinsa, jonka seurauksena ruiskujen
sailytyspaikkaa jouduttin muuttamaan. Lisaksi tutkimuksen loppupuolella (t=28vrk)
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lampotilaloggerin - mittaama [ampotila kavi hetkellisesti yli 25 °C. Hetkellisella

lampdtilan ylityksella ei arvioitu olevan vaikutusta tutkimusnaytteiden lampdtilaan.

Taulukko 16. Olosuhdeseurannnan tulokset

Aika Lampétilaloggerilla Olosuhdemittarin Suhteellinen kosteus

mitattu lampétila (°C) mittaama lampétila (%)
()

Oh 22,7 22,4 20
2h 27,7 23,8 20
4h 23,7 21,9 20
1 vrk 24,0 21,9 20
2 vrk 24,7 21,8 20
3vrk 24,6 21,9 20
4 vrk 24,9 22,1 20
7 vrk 24,0 21,6 20
9 vrk 24,4 20,9 20
11 vrk 24,3 20,9 20
14 vrk 24,0 21,8 20
17 vrk 24,9 22,6 20
21 vrk 24,0 21,9 20
24 vrk 24,9 22,1 20
28 vrk 24,3 21,4 20
29 vrk 24,4 21,9 20

9.5 Mikrobiologinen sailyvyys

Steriiliystutkimusten alustavat ja lopulliset tulokset olivat negatiivisia eli 28
vuorokauden aikana kasvatusastioissa ei havaittu mikrobiologista kasvua. Tulokset
osoittivat, ettda EPI5- ja EPI7-liuokset sailyvat steriileina 28 vuorokautta

huoneenlammdssa valolta suojattuna.

Levobupivakaiinin ja muiden paikallispuudutteiden antibakteerista tehoa on tutkittu
useissa eri tutkimuksissa (Johnson ym. 2008, Eldor 2003, Pere ym. 1999, Zaidi and
Healy 1997). EPI 5- ja EPI7-tutkimuseoksia vastaavalla levobupivakaiinipitoisuudella
(1 mg/ml) ei todettu olevan antibakteerista aktiivisuutta sufentaniili-levobupivakaiini—
ladkeaineseoksessa (Jappinen ym. 2003). Raseemisella bupivakaiinilla on osoitettu
olevan parempi antibakteerinen teho kuin levobupivakaiini-isomeerilla (Hodson ym.
1999). Bupivakaiinin pienin antibakteerinen konsentraatio oli 2,5 mg/ml ja

levobupivakaiinilla 5 mg/ml.
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10 YHTEENVETO

Uudella valmistusmenetelmalla valmistetut fentanyyli-NaCl-levobupivakaiini-liuokset
tayttivat mikrobiologisen sailyvyyden vaatimukset ja sailyivat steriileina 28 vuorokautta
valolta suojattuna huoneenlampatilassa. Mikrobiologisen sailyvyyden lisaksi, steriiliys
osoittaa EPI-ruiskujen uuden valmistusmenetelman aseptiikan olevan kunnossa, eika

menetelman muuttamiseen ole tarvetta ennen suunniteltua uusintatutkimusta.

Kemiallisen sailyvyyden tutkimista varten kehitetylla UPLC-MS -menetelmalla ei voida
riittdvan luotettavasti osoittaa liuosten sailyvyytta ruiskuissa. Liian vahainen validointi
johti siihen, ettei menetelman epaluotettavuutta havaittu ajoissa, jonka vuoksi
menetelmalla ei saatu hyvaksymiskriteerit tayttavia tuloksia. Sisaisen standardin
kayttoonotolla pystyttiin vahentamaan erityisesti naytteenkasittelyssa mahdollisesti
tapahtuvaa virhetta, mutta myos muita menetelman satunnaisia ja systemaattisia
virheitd. Sisdinen standardi pienensi rinnakkaisten maaritysten keskihajontaa ja
tulokset olivat lahempana teoreettista lahtdpitoisuutta kuin ulkoisen standardin
menetelmassa. Kuitenkin luotettavien Iahtdpitoisuuksien puuttuessa mydskaan
myohempia, naennaisesti lahella teoreettista pitoisuutta olevia mittaustuloksia, ei
voida pitda perusteluna tuotteen sailyvyydelle. Tuloksia ei mydskaan voida pitaa
luotettavina, silla kaytetty menetelma ei ollut validoitu, joka olisi osoittanut menetelman

antavan oikeellisia ja toistettavia tuloksia.

Fysikaalisen sailyvyyden osalta liuosten ulkondkd pysyi muuttumattomana.
Tutkimusruiskujen massa laski vain hieman 29 tutkimusvuorokauden aikana, joten
kaytettyjen sekundaaripakkausten todettiin olevan sopivia estamaan veden
haihtuminen ruiskuista sailytyksen aikana. Liuosten pH-arvot eivat pysyneet niille
asetetuissa rajoissa. limeisimmin liilan pieni naytemaara johti siihen, etta liuoksille ei
saatu maaritettya oikeellisia pH-arvoja tutkimuksen ensimmaisissa
mittausaikapisteissa. Hyvaksymisraja perustui lahtdarvoon vertaamiseen, mista
johtuen myoskaan mydhempien mittapisteiden arvot eivat tayttaneet pH:lle asetettuja

hyvaksymikriteereja.

Tutkimuksesta saatuja tuloksia voidaan pitda suuntaa antavina, mutta sailyvyyden
osoittamiseen ne eivat riita. Menetelman kehityksen seurauksena saatujen tulosten

perusteella uusintatutkimuksessa tulisi kayttda sisaisen standardin menetelmaa.
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Uusintatutkimusta suunniteltaessa on huomioitava, etta lIaakeaineen lahtdarvon tulee
perustua luotettavaan mittaukseen tutkimusnaytteesta (ei teoreettiseen pitoisuuteen),
johon mydhemmissa mittausaikapisteissa saatuja tuloksia verrataan. Kaytettavan
menetelman on oltava validoitu seka kyettdva erottamaan ja maarittamaan
ladkeaineiden lisaksi myos niiden mahdollisia hajoamistuotteita. Menetelman alueen
maarittamiseen kaytetdan rinnakkaisia validointinaytteitd sopivin pitoisuusvalein.
Luotettavan menetelman alueella detektorin antaman vasteen ja naytteiden
pitoisuuden valilld on hyvaksyttava lineaarinen korrelaatio, jolla riittava tarkkuus ja

toistettavuus voidaan saavuttaa.
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11 POHDINTA

Vaikka ensimmaisten mittausaikapisteiden perusteella todettiin, ettei kaytetylla
menetelmalla pystyta osoittamaan ladkevalmisteiden sailyvyytta, paatettiin tutkimusta
jatkaa erikoistyoselostuksen kirjoittamisen mahdollistamiseksi. Samalla mietittiin
kirjoittamisprosessin ~ kannalta  sopivaa  tutkimuksen lopettamisajankohtaa.
Tutkimuspaivalle 29 suunnitellut pitoisuusmittaukset vuorokaudeksi valoon siirretyista
kontrolliruiskuista paatettin  tehda, jotta saatin useampi aikapiste ilman
naytepitoisuuksien odottamatonta hajontaa. Useampien mittausaikapisteiden avulla
pystyttiin pohtimaan menetelman kehitysta tutkimuksen edetessa ja sen vaikutusta
saatuihin tutkimustuloksiin. Lisaksi pystyttiin vertaamaan tutkimuspaivina 28 ja 29
mitattuja pitoisuuksia, mika antoi alustavaa viitetta siita, ettd 28 vuorokautta pimeassa
sailytetyt tutkimusruiskut sailyvat viela vuorokauden valossa, vastaten ruiskujen
olosuhteita sairaalassa. Tulos tulee kuitenkin osoittaa oikeaksi luotettavalla
menetelmalla uusintatutkimuksessa. Viela tutkimuspaivana 42 oli tarkoitus analysoida
ladkeaineiden pitoisuus eri naytteenottopisteissa (4h, 24h, 3vrk, 7vrk, 14vrk, 21vrk ja
28vrk) analysoiduista ruiskuista, jotta olisi saatu tarkempi kuva laakeaineiden
hajoamisreaktion etenemisesta. Tama kuitenkin paatettiin jattaa tekematta ja keskittya
sailyvyystutkimuksen onnistumisen ja menetelman luotettavuuden parantamisen

kannalta tarkeimpiin asioihin.

Pitoisuusmittausten kannalta suurimmaksi ongelmaksi muodostui menetelman heikko
spesifisyys. Tutkittavat laakeaineet eivat erottuneet toisistaan riittavasti, vaan
levobupivakaiini ja fentanyyli vapautuivat kolonnista osittain samanaikaisesti.
Kromatogrammissa fentanyylipiikki muodostui levobupivakiinin hantivan osan paalle.
Jotta ladkeaineen pitoisuus voidaan maarittaa luotettavasti, on detektorin vasteen
tultava  ainoastaan  kyseisella  hetkella  maaritettavasta  laakeaineesta.
Uusintatutkimusta varten spesifisyys on osoitettava vertaamalla fentanyylia sisaltavien
keinotekoisten naytteiden tuloksia sellaisiin naytteisiin, joissa fentanyylia ei ole lasna.
Sama on tehtava myods levobupivakaiinin kohdalla. Spesifisyyden tutkimisnaytteina
VOisi toimia UPLC-ajoliuos, NaCl-infuusioliuos, Fentanyyli-NaCl-liuos,
Levobupivakaiini-NaCl-liuos, fentanyylia ja levobupivakaiinia sisaltavat keinotekoiset
naytteet seka tutkimusnaytteiden pitoisuuksia vastaavat standardit. Myos
ladkeaineiden erottuminen niiden mahdollisista hajoamistuotteista on osoitettava.
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Tama voitaisiin osoittaa altistamalla tutkimusnaytteiden pitoisuuksia vastaavat
standardit stressiolosuhteille (valo, lamp0, kosteus, happo, emas, vesi ja hapetin) ja
vertaamalla tuloksia ilman altistusta mitattujen naytteiden tuloksiin. Lisaksi
spesifisyyttd voidaan arvioida laitteiston antamalla raportilla kromatografisista

tekijoista ja piikin puhtaudesta.

Menetelman validointi on valttamatonta laakeaineiden ja -valmisteiden
sailyvyystutkimuksen onnistumisen kannalta. Validoinnilla osoitetaan, etta menetelma
sopii kayttotarkoitukseensa ja maarittaa analyytit riittavan tarkasti ja toistettavasti.
Vaikka validoimattomalla menetelmallad pitoisuudet saataisiin mitattua naennaisesti
oikein, tulokset eivat kelpaa osoitukseksi |adkeaineen tai -valmisteen sailyvyydesta.
Vain validointitutkimusten avulla voidaan varmistua siita, ettd menetelmalla saadut

tulokset ovat oikeita tai totta.

Sailyvyystutkimuksen toteuttaminen vaatii sairaala-apteekilta paljon resursseja.
Tutkimuksen huolellinen suunnittelu ja toteutus sitovat tydntekijoita ja vaativat aikaa.
Erityisesti kalliita laitteita ja erityisosaamista vaativat pitoisuusmittaukset joudutaan
usein ulkoistamaan, mika edellyttdd yhteistyotd sopimuslaboratorioiden kanssa.
Pitoisuusmittausten ulkoistamisen lisaksi raaka-aineet, laitteiden yllapito ja
tutkimuksen muut kustannukset vaativat sairaala-apteekilta myods taloudellisia

resursseja.
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