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Streszczenie

Zwigzki azotoorganiczne (NOCs) to szeroka grupa zwiazkow obejmujgca
m.in. aminy, zwigzki nitrowe, N-nitrozoaminy (NAs) oraz heterocykliczne zwigzki
azolowe. Z uwagi na potwierdzong wysoka toksyczno$¢ oraz potencjal
genotoksyczny niektérych zwiazkdw azotoorganicznych, w szczego6lnosci
N-nitrozoamin, ich obecnoé¢ w $rodowisku cziowieka powinna byé scisle
monitorowana i regulowana. W 2018 roku wykrycie N-nitrozodimetyloaminy
(NDMA) w partii lekdw zawierajgcych walsartan stalo si¢ impulsem
do rozpoczecia globalnych badaf i wdrozenia nowych regulacji dotyczacych
nitrozoaminowych zanieczyszczen. Od tego czasu rozwdj i walidacja
nowoczesnych metod analitycznych do oznaczania N-nitrozoamin zaczgly petnic
kluczowg rolg w systemach zapewniania jakosci w produkcji farmaceutycznej,
stanowigc jednoczesnie podstawe oceny bezpieczenstwa produktéw leczniczych.
Wykrywanie N-nitrozoamin w roznorodnych matrycach, przy koniecznosci
oznaczania ich na niskich poziomach steze (ppb), stanowi wyzwanie dla
analitykow z calego $wiata. Analiza ryzyka w zakresie procesow wytwarzania
substancji czynnych (API) oraz produktow leczniczych wskazuje dodatkowo
na mozliwo$é¢ powstawania nowych N-nitrozoamin, dotychczas nieopisanych
w pi$miennictwie. Mechanizmy ich powstawania w trakcie syntezy, wytwarzania
postaci lekow oraz przechowywania substancji czynnych i produktow leczniczych
pozostaja nadal niewystarczajaco poznane, co podkresla znaczenie dalszych badan
w tym obszarze.

Celem ninigjszej pracy bylo: przeprowadzenie analizy ryzyka powstawania
N-nitrozoamin, opracowanie sposobu przygotowania probek oraz innowacyjnych
metod chromatograficznych oznaczania N-nitrozoamin i/lub  zwigzkow
azotoorganicznych, walidacja opracowanych metod chromatograficznych,
zbadanie mechanizméw powstawania wybranych N-nitrozoamin oraz synteza
nowych zwigzkéw azotoorganicznych.

Prace rozpoczeto od wykonania analizy ryzyka powstawania N-nitrozoamin
w wybranych APl, majacej na celu okredlenie charakteru zagrozen zwigzanych
z tymi zanieczyszczeniami oraz podjgcie dzialan ukierunkowanych na kontrolg
profilu zanieczyszczen w produktach leczniczych. Kluczowe znaczenie mialo

zbadanie mechanizméw tworzenia N-nitrozoamin w wybranych AP],

11



umozliwiajgce przewidywanie i zapobieganie ich powstawaniu poprzez kontrole
prekursorow (NOCs), a nie wylgcznie badanie zawartosci powstalych
niskoczasteczkowych nitrozoamin (NIs) lub nitrozo-pochodnych substancji
czynnych (NDSRIs).

Badania eksperymentalne pozwolily na opracowanie dwéch metod
analitycznych umozliwiajgcych oznaczanie i kontrol¢ obecnosci wybranych
N-nitrozoamin w substancjach czynnych oraz produktach leczniczych.
Opracowano i poddano walidacji metodg¢ chromatografii gazowej sprzezonej
ze spektrometrig mas do jednoczesnego oznaczania dziewigciu genotoksycznych
nitrozoamin w trzech substancjach czynnych: cilostazolu, sunitynibie oraz
olmesartanie medoksomilu, bgdacych przedmiotem dziatalnodci produkcyjnej
w Lukasiewicz - Instytucie Chemii Przemyslowej. Nastepnie w ramach kontroli
rynku, poddano walidacji i wdrozono metodg chromatografii cieczowej sprzezonej
z tandemows spektrometria mas umozliwiajaca wykrywanie I1-metylo-4-
nitrozopiperyzyny (MNP) w wieloskiadnikowych preparatach zawierajgcych
ryfampicyng, przy jednoczesnym rozwigzaniu problematyki efektéw matrycowych.
Dodatkowo przeprowadzono badania stabilnosci i degradacji produktow
leczniczych z ryfampicyna, co pozwolilo lepiej pozna¢ procesy prowadzace
do powstawania tego niepozadanego zanieczyszczenia.

Kolejnym etapem prac bylo elektrochemiczne generowanie zanieczyszczen
w substancjach czynnych zawierajgcych grupe hydrazonowa: dantrolenie,
nitrofurantoinie, furazydynie oraz nitrofuralu. Zastosowanie systemu ROXY™ EC
umozliwito zbadanie proceséw utleniania i redukeji wybranych APIs, a nastepnie
identyfikacje az 17 nowych zanieczyszczen, ktéra zostala wsparta obliczeniami
kwantowo-chemicznymi (DFT) i analizami in silico.

Podsumowujac, realizacja pracy pozwolila na opracowanie i wdrozenie
nowoczesnych, czutych i specyficznych metod chromatograficznych sprzezonych
ze spektrometria mas do wykrywania i oznaczania N-nitrozoamin i innych
zwigzkow azotoorganicznych w produktach leczniczych i substancjach czynnych.
Opracowane metody pozwolity ponadto na zbadanic mechanizméw tworzenia
profilu zanieczyszczen wybranych APIs i produktéw leczniczych. Wdrozone
metody analityczne nie tylko odpowiadajg na potrzeby regulacyjne, lecz takze

stanowig istotny wkiad w rozwdj wiedzy dotyczacej mechanizméw powstawania
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tych zwigzkéw. Co najwazniejsze, podnosza poziom bezpieczenstwa i jakos¢
produktow leczniczych na polskim i europejskim rynku.

Slowa kluczowe: zwigzki azoloorganiczne, N-nitrozoaminy (NAs), metody
chromatograficzne, spektrometria mas, kontrola jakosci, mechanizmy powstawania

NAs, bezpieczenstwo lekowe.
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