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Wprowadzenie

Melatonina (N-acetylo-5-meto-ksytryptamina) jest hormonem (zwigzkiem indolowym,
pochodng tryptofanu) produkowanym gtownie przez komorki gruczotowe szyszynki —
pinealocyty. Ponadto, niewielkie ilo$ci tego hormonu sg takze wytwarzane przez siatkdwke i
soczewke oka, nabtonek przewodu pokarmowego i komorki krwi. U ssakow synteza
melatoniny zachodzi poprzez jej prekursor — tryptofan a gldwnym enzymem biorgcym udziat

w tym procesie jest N-acetylotransferaza (Rys. 1) [1-3].
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Rys.1. Synteza i metabolizm melatoniny [4]
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Melatonina jest zwigzkiem dobrze rozpuszczalnym w wodzie i1 w thuszczach, ale nie jest ona
magazynowana w organizmie. Stezenie melatoniny jest zmienne zardéwno w cyklu dobowym,
jak rowniez w poszczegodlnych porach roku. Podstawowym regulatorem wydzielania melatoniny
jest cykl $§wiatto-ciemnos$é. W ciaggu dnia stezenie tego hormonu w surowicy jest mate (10-20
pg/ml), natomiast w nocy wyraznie zwigksza si¢, a najwyzsze wartosci oznaczane sg (80—150—
200 pg/ml) migedzy godzing 24.00 a 3.00. Ponadto, wykazano, ze dobowy rytm wydzielania
melatoniny u cztowieka zaczyna si¢ pojawia¢ miedzy 6 a 9 tygodniem zycia, nastgpnie
obserwowany jest wyrazny wzrost iloSci nocnego wydzielania tego hormonu, ktérego
maksimum obserwowane jest miedzy 4 a 7 rokiem zycia. W okresie dojrzewania plciowego
zaczyna si¢ powolny spadek poziomu wydzielania melatoniny, ktory postepuje powoli i po
osiggnigciu 65-70 roku zycia rytm dobowy wydzielania melatoniny prawie catkowicie zanika
[5,6].

Melatonina uczestniczy w regulacji procesow fizjologicznych u ludzi i zwierzat. Zwigzek ten
wykazuje silne dziatanie antyoksydacyjne. Nalezy podkresli¢, ze melatonina charakteryzuje si¢
wicksza skuteczno$cig w zmiataniu rodnika hydroksylowego (OH®) niz glutation czy tez
mannitol. Ponadto stwierdzono, ze melatonina jest skuteczniejszym wymiataczem wolnych
rodnikéw niz powszechnie stosowane w tym celu — witaminy E 1 C. Wykazano réwniez inne
mozliwosci zastosowania melatoniny, w tym jej pomocnicza rol¢ w zahamowaniu postgpu
choroby Alzheimera, korzystne dziatanie w chorobach ukladu krazenia (obnizanie ci$nienia
krwi), mozliwosci jej stosowania w roéznych typach sezonowych depresji. Wykazano réwniez
cytostatyczne dziatanie melatoniny w niektorych postaciach nowotwordéw pluc i raka piersi, a
liczba publikacji o przeciwnowotworowym dziataniu tego zwiazku stale wzrasta [7.8].

Do oznaczania zawarto$ci melatoniny w lekach, produktach ro$linnych czy tez materiale
biologicznym wykorzystuje si¢: chromatografic gazowa ze spektrometria mas (GC—MS),
wysokosprawng chromatografi¢ cieczowg (HPLC), elektroforeze kapilarng (CE) oraz metody

spektrofotometryczne.

Kontrola jakosci lekow
Pacjenci, ktorzy sa gtownymi uzytkownikami lekéw 1 produktéw leczniczych, nie sg praktycznie
w stanie oceni¢ ich jako$ci. Dlatego tez, calkowita odpowiedzialno$¢ za ich jako$¢ oraz

zgodno$¢ ze specyfikacjami przedstawionymi w dokumentach rejestracyjnych ponosza
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producenci oraz instytucje rzagdowe, nadzorujgce wprowadzanie ich do lecznictwa i kreujace

kryteria tej jakosci (Rys. 2).
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Rys. 2. Podstawowe elementy jakosci lekow [9]

W panstwach Unii Europejskiej rejestracja i dopuszczanie do obrotu produktéw leczni-
czych 1 wyrobow medycznych zwigzane sg bezposrednio z ich jakoS$cia, bezpieczenstwem i sku-
tecznoscig terapeutyczng. Gtownymi dokumentami opisujacymi te wymagania sg: Dyrektywa
2001/83/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z 6 listopada 2001 r. (Wersja potaczona:
21/03/2008) w sprawie wspolnotowego kodeksu odnoszacego si¢ do produktow leczniczych
stosowanych u ludzi; Rozporzadzenie (WE) nr 726/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z 31
marca 2004 r., ustanawiajace wspolnotowe procedury wydawania pozwolen dla produktow lecz-
niczych stosowanych u ludzi i do celéw weterynaryjnych i nadzoru nad nimi. Na poziomie euro-
pejskim jakos$¢ produktow leczniczych kontrolowana jest przez Sie¢ Panstwowych Laboratoriow
Kontroli Produktéw Leczniczych (OMCL), koordynowang przez Europejski Dyrektoriat Jakosci
Lekow (EDQM), agend¢ Rady Europy. W Polsce role takiego laboratorium peini Narodowy
Instytut Lekow, w ktorym decyzja ministra zdrowia z grudnia 2005 roku powotano Narodowe
Laboratorium Kontroli Produktéw Leczniczych, Wyrobéw Medycznych 1 Produktow Bioboj-
czych (NLKPLWMIiPB). Kontrola wybranych produktow, jest tez wykonywana przez Narodowy

Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny, Instytut Hematologii, Panstwowy
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Instytut Weterynarii oraz Instytut Zywnosci i Zywienia. Instytuty w systemie ochrony zdrowia
realizujg w ten sposob okreslone zadania polityki zdrowotnej panstwa. Badania laboratoryjne
produktéow leczniczych wykonywane sa przed i po wprowadzeniu ich do obrotu, w tym spraw-
dzana jest ich zgodnos¢ ze specyfikacjami przedstawionymi w dokumentach rejestracyjnych, we
whniosku o dopuszczenie do obrotu lub w oficjalnych dokumentach, takich jak Farmakopea Eu-
ropejska. Analiza wytycznych dotyczacych jakosci lekéw pozwala wnioskowac, ze obecnie naj-
wiecej uwagi przywiazuje si¢ do stabilnosci i zanieczyszczenia substancji aktywnych, zrodta ich
pochodzenia oraz analize ryzyka w calym procesie wytwarzania farmaceutycznego. W przemy-
Sle farmaceutycznym takim ryzykiem moze by¢ wytworzenie wadliwego produktu leczniczego,
ktéry moze spowodowac istotne problemy zdrowotne u pacjentow. Z kolei w laboratorium kon-
trolnym jako ryzyko wskazuje si¢ nieprawidtowy wynik analizy, na ktérego podstawie podej-

mowane sg istotne decyzje np. o wycofaniu produktu z obrotu [9].
Wyrdznia si¢ dwie grupy czynnikow ryzyka:

1. znane czynniki ryzyka, czesto tez okreslane jako znane nieznane — czyli czynniki ryzyka, kto-
re zostaty zidentyfikowane i1 przeanalizowane co pozwala na przygotowanie planu dzialan zapo-

biegawczych 1 minimalizujacych wptyw ryzyka na przedsiewzigcie juz po jego wystapieniu.

2. nieznane czynniki ryzyka, okreslane tez czgsto jako nieznane nieznane — czyli ryzyko, ktorego
identyfikacja, a tym samym, takze zarzadzanie nim nie jest mozliwe. Nieprzewidywalno$¢

czynnikow ryzyka tego rodzaju utrudnia opracowywanie planéw awaryjnych.

Analiza ryzyka jest systematyczng procedura, na ktora sktadaja si¢ okreslenie zagrozenia i praw-
dopodobienstwo przeksztatcenia si¢ go w okreslonych okoliczno$ciach w stan krytyczny (osza-
cowanie ryzyka), ocena zastosowania wszelkich mozliwych sposoboéw do osiaggniecia nalezytego
poziomu zabezpieczenia (zarzadzanie ryzykiem), wymiana informacji miedzy wszystkimi zain-
teresowanymi stronami: decydentami, kontrolujacymi, konsumentami i producentami w celu
wyjasnienia powodow 1 uzasadnienia proponowanych metod zarzadzania (komunikacja ryzyka).
Oprdécz oceny stabilnosci istotnym zagrozeniem dla jakosci lekow sg zanieczyszczenia, w tym
glownie zanieczyszczenia technologiczne, rozktadowe, pozostatosci rozpuszczalnikow, kataliza-
torow 1 metali cigezkich, ktorych dopuszczalne pozostatosci sa dokladnie regulowane przez wy-
tyczne i monografie farmakopealne (Control of Impurities of Pharmacopoeial Substances,
CPMP/QWP/ 1529/04, 2004; Impurities: Residual Solvents (ICH Q3C), CPMP/ICH/ 283/95-
ICH Q3C (R3) 1998; Guideline on the specification limits residues of metal catalysts or metal
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reagent, EMEA/CHMP/ SWP/4446/2000, 2008; http://www.emea.europa.eu/
pdfs/human/swp/444600.pdf). Ponadto, w ostatnich latach zarowno leki objete ochrong patento-
wa jak i leki odtworcze (generyczne) staja si¢ w coraz wigkszym stopniu celem falszerzy. Niele-
galna produkcja i nielegalna podaz sfalszowanych produktow leczniczych, wyrobéw medycz-
nych i1 suplementéw diety, szczegdlnie w obrocie pozaaptecznym stale wzrasta. Dostepne sa
rowniez udokumentowane informacje o hospitalizacjach 1 zgonach 0sob, ktére stosowaty prepa-

raty niewiadomego pochodzenia, z nielegalnych zrédet [9].

2. Cel ¢éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest analiza jakosciowa i ilo§ciowa melatoniny w produktach leczniczych me-

todg krzywej kalibracyjnej z wykorzystaniem techniki HPLC.

2.1. Wykonanie ¢wiczenia

. Z wodnego roztworu podstawowego kofeiny o stgzeniu 1 mg/ml przygotowac 6 roztwo-

réw roboczych o stezeniach 5, 10, 25, 50, 75, 100 ug/ml.

. Wykona¢ analiz¢ roztworu roboczego melatoniny o st¢zeniu 50 pg/ml przy ré6znych diu-

gosciach fali, dokona¢ wyboru analitycznej dlugosci fali.
. Trzykrotnie wykona¢ analizy HPLC-UV 6-cCiu roztworéw roboczych melatoniny.
. Wykreslié¢ krzywa kalibracyjng, w tym réwnanie krzywej i wspotczynnik R2,

. Wykona¢ ekstrakcje melatoniny z trzech produktow leczniczych, w tym celu zwazy¢ 1
tabletke kazdego z trzech produktow leczniczych i wykona¢ ekstrakcje 10 ml metanolu w taz-
ni ultradzwigkowej przez 10 min. Otrzymany ekstrakt przefiltrowac¢ przez filtr strzykawkowy.
Biorac pod uwage, ze przewidywana zawarto$¢ melatoniny w badanych produktach leczni-
czych (tabletka) miesci si¢ w zakresie od 0 do 1 mg dokona¢ odpowiedniego rozcienczenia
ekstraktow tak aby oznaczona zawarto$¢ w ekstrakcie miescita si¢ w zakresie krzywej kali-

bracyjnej.

. Wyznaczy¢ zawarto$¢ melatoniny w produktach leczniczych korzystajac z rownania
krzywej kalibracyjnej. Uzyskang wartosci poda¢ w mg/tabletke i pordwna¢ z zawartoscia

udostepniong przez producenta leku.
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Warunki analizy HPLC-UV

. Kolumna Hypersil Gold C18;q, 150x4 mm, 3 pum;
. Faza ruchoma: (B)Acetonitryl/(A)Woda;

. Warunki izokratyczne: 30B:70A, v/v

. Przeptyw fazy ruchome;j: 0,8 ml/min

2.2.  Opracowanie wynikéw

) Wykreslié krzywa kalibracyjng, w tym rownanie krzywej i wspotezynnik R?, precyzje i doktad-
no$¢. Wyznaczy¢ instrumentalng granice oznaczalnosci (LOQ, pg/ml) i wykrywalnos$ci metody (LOD,
pg/ml),

. Wyznaczy¢ zawarto$¢ melatoninyproduktach leczniczych korzystajac z rdwnania krzywej kali-
bracyjnej. Uzyskang wartosci poda¢ w mg/tabletke i porownac z zawarto$cig udostepniong przez pro-

ducenta.

3. Odczynniki i sprzet laboratoryjny

. Roztwor podstawowy melatoniny w metanolu o stezeniu 1 mg/ml
) metanol o czystosci do HPLC

. metanol do mycia strzykawki,

. cylinder miarowy poj. 10 mL - 2 szt.,

. cylinder miarowy poj. 250 mL - 2 szt.,

. pipety 0 poj. 5 mL 4 szt.,

. pipety o poj. 2 mL 2 szt.,

. zlewka o pojemnosci 25 mL 3 szt.,

. strzykawki o poj. 501 100 pL

. buteleczki z ciemnego szkta o poj. 2 mL 15 szt.,
o buteleczki z ciemnego szkta o poj. 4 mL 2 szt.,
. kolba miarowa o poj. 25 mL 3 szt.,
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