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PREDGOVOR

Ovaj specijalisti¢ki rad izraden je u sklopu poslijediplomskog specijalistickog studija Razvoj
lijekova na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu u Zagrebu.

Stru¢no znanje i skustvo steCeni dosadasnjim radom u farmaceutskoj industriji u podrucju
proizvodnje i osiguranja kakvoce lijekova utjecali su na odabir teme ovog zavr$nog rada, kojim sam
zeljela pokazati kako je povezanost akademske zajednice, regulatornih tijela i stru¢njaka razlicitih
podru¢ja unutar farmaceutske industrije nuzna da bi se nove spoznaje o lijekovima uspjesno
implementirale u praksi i tako postigao konacni cilj svih sudionika u tom kompleksnom procesu -
dobrobit pacijenata.

Zahvaljujem se mentorici prof. dr. sc. Biljani Nigovi¢ na pozitivnom stavu, iskazanom zanimanju
za temu ovog zavr$nog rada i svim stru¢nim savjetima.

Zahvaljujem se suprugu i obitelji na podrsci i velikom strpljenju.



SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA

Objasnit ¢e se eticki, ekonomski i regulatorni razlozi vaznosti kontrole metalnih onecis¢enja u
osiguranju sigurnosti i u¢inkovitosti lijekova. Prikazat ¢e se postojece stanje regulative (Ph. Eur., USP,
ICH) i najavljene promjene u zahtjevima za kontrolu metalnih oneci$¢enja u lijekovima te objasniti
sli¢nosti i razlike zahtjeva/smjernica na tom podrucju. Provest ¢e se studija literature o primjeni ICP-
MS metoda u analizi metalnih onec¢is¢enja u lijekovima i obraditi opée karakteristike tehnike te
napraviti usporedba s metodama temeljenim na taloZenju metala u obliku sulfida koje se trenutno
primjenjuju. Napravit ¢e se prosudba znaCaja uskladivanja s ovim regulatornih promjenama za

farmaceutsku industriju.

MATERIJAL | METODE

Za izradu ovog rada obradeni su i usporedeni regulatorni zahtjevi koji se odnose na promjene u
ispitivanju metalnih one¢iS¢enja u lijekovima: poglavlja europske (Ph.Eur) i americke farmakopeje
(USP) i njihove izmjene, vodi¢ Europske agencije za lijekove (EMA), te dokumenti vezani uz
medunarodnu harmonizaciju smjernica za elementarna oneciS¢enja (ICH Q3D). KoriSteni su podaci
dostupni na mreznim stranicama EMA-e, ICH, USP, Medunarodnog vijeca za farmaceutske pomoc¢ne
tvari (IPEC) i drugi. Znanstveni i stru¢ni radovi u kojima je obradeno ispitivanje metalnih oneéi§éenja
u lijekovima primjenom ICP-MS tehnike pronadeni su pretraZivanjem dostupnih baza podataka i

elektronickih izvora kao §to su MEDLINE/PubMed, ScienceDirect, Elsevier i drugi.

REZULTATI

Oneciscenja u lijekovima mogu biti organskog ili anorganskog porijekla i potjecati od razlicitih

izvora. Potencijalno mogu ugroziti djelotvornost lijekova ili utjecati na sigurnost primjene. Vazece
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medunarodno harmonizirane smjernice (ICH) koje se ticu oneciS¢enja u lijekovima i aktivnim
farmaceutskim supstancama (Q3A, Q3B i Q3C) obraduju zahtjeve za organska oneciS¢enja i ostatna
otapala. Trenutna kontrola anorganskih onecis¢enja temelji se primarno na farmakopejskim zahtjevima
ispitivanjem granicnih vrijednosti za teSke metale s upitnom moguénosti detektiranja nekih
toksikoloski znaCajnih metala. S naglaskom na sigurnost pacijenata, pokrenut je proces medunarodne
harmonizacije smjernica (ICH Q3D), a revidiraju se i relevantna poglavlja u USP i Ph. Eur. Osim
definiranja metala koje treba pratiti i strozih granica prihvatljivosti, predlaze se upotreba
instrumentalnih tehnika u rutinskoj analizi. U radu je dan detaljan pregled predlozenih promjena i
nedostataka tradicionalnog pristupa, prednosti primjene ICP-MS tehnike u uskladivanju sa strozim
zahtjevima, kao i prosudba pristupa temeljenog na riziku u uspostavljanju ucinkovitog sustava

kontrole metalnih onecisc¢enja u lijekovima.

ZAKLJUCAK

Dokazani su brojni nedostaci trenutno vazecih farmakopejskih metoda kojima se ispituju granicne
vrijednosti teSkih metala, a najviSe zabrinjava upitna mogucnosti detektiranja nekih toksikoloski
znac¢ajnih metala. Razvoj modernih analitickih tehnika omogucio je dobivanje kvantitativnih i
specificnih informacija o sadrzaju metala u lijekovima i sirovinama, a pokretanjem medunarodne
harmonizacije smjernica (ICH Q3D) i revidiranjem relevantnih poglavlja u USP i Ph. Eur. najavilo se
razdoblje upotrebe instrumentalnih tehnika, posebno ICP-MS u rutinskoj analizi. Jasno je da
tradicionalni limit test nije viSe adekvatan da zadovolji potrebe niti industrije niti pacijenata, a 0Sim
utvrdivanja metala koje treba pratiti i definiranja granica prihvatljivosti, odabir odgovarajuce
analiticke metode biti ¢e vazan korak u uspostavljanju ucinkovitog sustava kontrole metalnih

oneciséenja u lijekovima.



SUMMARY

OBJECTIVES

Ethical, economic and regulatory reasons of the importance of controlling metal impurities in
ensuring the safety and efficacy of drugs will be explained. The research will present the current state
of legislation (Ph.Eur., USP, ICH) and the announced changes in the requirements for the control of
metal impurities in pharmaceuticals and explain the similarities and differences in the
requirements/guidelines in this area. A literature study on the application of ICP-MS methods in the
analysis of metal impurities in pharmaceuticals will be carried out, general characteristics of the
technique will be discussed and a comparison with currently used methods based on a sulfide
precipitation of the metals will be made. Critical assessment of the importance of compliance with

these regulatory changes for the pharmaceutical industry will be made.

MATERIAL AND METHODS

For the purpose of this research the regulatory requirements related to changes in metal impurities
analysis in pharmaceuticals were analyzed and compared: chapters of the European Pharmacopoeia
(EP) and the US Pharmacopoeia (USP) and amendments, European Medicines Agency Guideline
(EMA) and documents related to the international harmonization of guidelines for elemental
impurities (ICH Q3D). Data available on the websites of EMA, ICH, USP, International
Pharmaceutical Excipient Council (IPEC) and other were used. Scientific and technical papers which
deal with testing of metal impurities in pharmaceuticals using the ICP-MS technique were found by
searching available databases and electronic sources such as MEDLINE/PubMed, ScienceDirect,

Elsevier and other.
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RESULTS

Impurities in drugs may be organic or inorganic and originate from different sources. They have the
potential to affect safety and efficacy of drugs. The existing internationally harmonized guidelines
(ICH) concerning impurities in drugs and active pharmaceutical substances (Q3A, Q3B and Q3C)
address the requirements for organic impurities and residual solvents. Current control of inorganic
impurities is primarily based on pharmacopoeial requirements for heavy metals with questionable
capabilities of detecting some toxicologically significant metals. With a focus on patient safety, the
process of international harmonization of guidelines (ICH Q3D) has been initiated and the revision of
relevant chapters in the USP and EP. Besides defining the metals to be monitored and stringent limits,
the use of instrumental techniques in routine analysis is being proposed. This work gives a detailed
overview of the proposed changes and shortcomings of traditional approaches, the benefits of the use
of ICP-MS in complying with the more stringent requirements and the critical assessment of the risk-

based approach in establishing an effective control system for metal impurities in pharmaceuticals.

CONCLUSION

Many shortages of currently valid pharmacopoeial methods for detection of limit concentrations of
heavy metals have been proven and the most worrying is questionable capability of detecting some
toxicologically significant metals. Development of modern analytical techniques made it possible to
obtain quantitative and specific information regarding the content of metals in drugs and raw
materials, while initiation of international harmonization of guidelines (ICH) and review of the
relevant chapters in the USP and Ph.Eur. announced the period of use of instrumental techniques,
particularly ICP-MS, for routine analysis. It is clear that the traditional limit test is no longer adequate
to meet the needs of either the industry or patients. In addition to determining the metals to be
monitored and defining the acceptable limits, selection of appropriate analytical method will be an

important step in establishing an effective control system for metal impurities in pharmaceuticals.

Vil
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Najvazniji ¢imbenici u terapiji lijekovima svakako su ucinkovitost i sigurnost za pacijenta.
Pracenje i kontrola oneciS¢enja opcéenito osiguravaju kvalitetu i sigurnost lijeka, pa su i vezane
analiti¢ke aktivnosti medu najvaznijim pitanjima u modernoj farmaceutskoj kontroli kakvoce. ® Velik
je broj potencijalnih izvora i vrsta oneciS¢enja u lijekovima i sirovinama, ali posebnu paznju treba
posvetiti onim koja imaju utjecaj na stabilnost ili u¢inak lijeka ili pokazuju toksikoloske efekte. @3

Vazece medunarodno harmonizirane smjernice (ICH) koje se ti¢u oneciS¢enja u lijekovima i
aktivnim farmaceutskim supstancama (Q3A, Q3B i Q3C) obraduju zahtjeve za organska onecis¢enja i
ostatna otapala. Trenutna kontrola anorganskih oneciS¢enja temelji se jos od pocetka 20. stolje¢a na
farmakopejskim zahtjevima, primarno na ispitivanju grani¢nih vrijednosti za teSke metale koji se
koriste bez odgovarajuceg pristupa temeljenog na riziku, a upitna je moguénost detektiranja nekih
toksikoloski najznadajnijih metala.  Brojni su radovi koji govore o nedostacima tog tradicionalnog
pristupa, a ne postoji ni medunarodni dogovor oko definicije tj. popisa za teske metale. S naglaskom
na sigurnost pacijenata, predloZeno je stvaranje nove ICH Q3D smjernice koja bi razjasnila zahtjeve i
osigurala harmonizirani pristup za kontrolu metala koji su klasificirani kao anorganska onecis¢enja.

Razvoj modernih analitickih tehnika omogucéio je dobivanje kvantitativnih i specifi¢nih informacija
o sadrzaju metala u lijekovima i sirovinama ©, a revidiranjem relevantnih poglavlja u USP i Ph. Eur.
najavilo se razdoblje upotrebe instrumentalnih tehnika, posebno ICP-MS u rutinskoj analizi. Jasno je
da tradicionalni limit test nije viSe adekvatan da zadovolji potrebe niti industrije niti pacijenata, a 0sim
utvrdivanja metala koje treba pratiti i definiranja granica prihvatljivosti, odabir odgovarajuce
analiticke metode biti ¢e vazan korak u uspostavljanju ucinkovitog sustava kontrole metalnih
onecis¢enja u lijekovima.

Istrazivanje u okviru ovog rada ukljuCuje detaljan pregled dostupne literature iz podrucja
ispitivanja metalnih oneciS¢enja u lijekovima, s naglaskom na objaSnjenje porijekla metalnih
oneciséenja u lijekovima i farmaceutskim sirovinama, vaznost pracenja njihove prisutnosti i

kvantifikacije, regulatorne zahtjeve i prednosti analize tih onecis¢enja instrumentalnim tehnikama,



posebno ICP-MS, u usporedbi s metodama temeljenim na taloZenju metala u obliku sulfida i

utvrdivanjem grani¢nih vrijednosti. Napravit ¢e se sazetak informacija o:

izvorima metalnih oneci$¢enja u lijekovima i farmaceutskim sirovinama i njihovom utjecaju
na kakvocu i sigurnost lijekova,

karakteristikama analize metalnih oneciS¢enja u farmaceutskoj industriji od pocetaka primjene
metode limit testa za teSke metale do danaSnjih instrumentalnih analiza s naglaskom na ICP-
MS tehniku,

trenutno vazecoj regulativi i najavljenim promjenama na tom podrucju,

mogucim nacinima implementacije novih zahtjeva u standardne procese kontrole kakvoce u
farmaceutskoj industriji Sto ¢e sluziti kao pojasnjenje znacaja izmjene regulatornih zahtjeva u

kontroli kakvoce lijekova i prikaz slozenosti primjene tih izmjena u praksi.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Objasnit ¢e se eticki, ekonomski i regulatorni razlozi vaznosti kontrole metalnih onecis¢enja u
osiguranju sigurnosti i u¢inkovitosti lijekova. Prikazat ¢e se postojece stanje regulative (Ph. Eur., USP,
ICH) i najavljene promjene u zahtjevima za kontrolu metalnih onecis¢enja u lijekovima, te objasniti
sli¢nosti i razlike zahtjeva/smjernica na tom podrucju. Provest ¢e se studija literature o primjeni ICP-
MS metoda u analizi metalnih oneciS¢enja u lijekovima i obraditi opce karakteristike tehnike te
napraviti usporedba s metodama temeljenim na talozenju koje se trenutno primjenjuju. Napravit ¢e se

prosudba znacaja uskladivanja s ovim regulatornih promjenama za farmaceutsku industriju.



3. MATERIJAL | METODE

Za potrebe rada koriSteni su znanstveni radovi u kojima su obradene karakteristike analize metalnih
oneciséenja u farmaceutskoj industriji primjenom metode limit testa za teSke metale te primjenom
instrumentalne tehnike ICP-MS. Pregledom dostupnih stru¢nih ¢lanaka prikupljani su podaci o
utjecaju navedenih promjena na farmaceutsku industriju. U pretrazivanju su koriStene dostupne baze
podataka i elektronic¢ki izvori kao $to su MEDLINE/PubMed, ScienceDirect, Elsevier i drugi uz
primjenu kljuénih rije¢i poput: metal impurities, heavy metals, pharmaceuticals, ICP-MS, metal
analysis, atomic spectroscopy, limit test i sliéno. Napravljen je pregled postojeceg stanja regulatornih
normi, usporedba razli¢itih zahtjeva/smjernica i pregled najavljenih promjena u ispitivanju metalnih
onecis¢enja u lijekovima. To obuhvaca pregled vazec¢ih poglavlja u Europskoj farmakopeji (Ph.Eur) i
Americkoj farmakopeji (USP) koja se odnose na ispitivanje elementarnih oneci$¢enja utvrdivanjem
grani¢nih vrijednosti na teSke metale (limit test), kao i objavljenih novih poglavlja USP 232
“Elementarna oneciS¢enja — granice” i 233 “Elementarna oneciS¢enja — postupci”, pregled Vodica
Europske agencije za lijekove (EMA) za odredivanje granica ostataka metalnih katalizatora, te
dokumenata vezanih uz medunarodnu harmonizaciju smjernica za elementarna one¢i$¢enja (ICH
Q3D) u aktualnim fazama. Koristeni su i podaci dostupni na mreznim stranicama Europske agencije za
lijekove, tijela za medunarodnu harmonizaciju smjernica (ICH), IPEC federacije (globalna
organizacija koja promice kvalitetu farmaceutskih pomoénih tvari), Americke farmakopeje (USP) i

drugi.



4. RASPRAVA

4.1.Vrste i izvori onecis¢enja u lijekovima i farmaceutskim sirovinama

Rije¢ oneciS¢enje oznacava nesto Sto je necisto ili €ini drugu tvar necistom. Jedna od mogucih
definicija onecis¢enja u farmaceutskoj industriji bila bi da je to bilo koji materijal koji utjee na
&istoéu materijala od interesa (aktivne farmaceutske tvari (API) ili lijeka). ¥ Prema smjernici ICH
Q3A® Oneciséenja u novim ljekovitim supstancijama onegiséenje se definira kao bilo koji sastojak
nove ljekovite supstancije koji nije kemijski subjekt definiran kao nova ljekovita supstancija. Prema
smjernici ICH Q3B ") Oneciscenja u novim gotovim lijekovima one&is¢enje se definira kao bilo koji
sastojak novog gotovog lijeka koji nije ljekovita supstancija ili ekscipijens u gotovom lijeku.

Onecisc¢enja u lijekovima su pitanje kakvoce jer potencijalno mogu ugroziti djelotvornost lijeka ili
utjecati na sigurnost primjene. ® Mogu biti uzrok inkompatibilnosti, razgradivati djelatnu tvar i time
uzrokovati nestabilnost lijeka i smanjiti njegov udinak. Cesto imaju neZeljene farmakolosko-
toksikoloske uc¢inke koji mogu prevagnuti u odnosu na Korist od primljene terapije, a mogu se i
nakupljati u organizmu. Zbog svega navedenog, njihova je prisutnost u lijekovima nepozeljna. ¢ %

S kemijskog aspekta, farmaceutska oneciséenja su neizbjezna jer niti jedna kemijska reakcija nije
100% selektivna, kao $to niti jedan kemijski spoj nije potpuno tj. u svim uvjetima stabilan. © U praksi
je gotovo nemoguce proizvesti lijek bez onecis¢enja, a kada bi i bilo moguce postupak bi bio vrlo
skup. Zato se prisutnost oneciS¢enja u koncentracijama unutar odredenih granica smatra
prihvatljivom.®

S obzirom na njihov velik potencijalni utjecaj, sve necisto¢e prisutne u lijeku trebalo bi u
potpunosti razumjeti (kvalitativno odnosno kemijski i kvantitativno), te ako je potrebno kvalificirati
kroz toksikolosku procjenu. ® Sva potencijalna onecidéenja trebala bi biti identificirana kako bi se
saznalo njihovo porijeklo odnosno izvor, a onda i mogu¢i nac¢in minimizacije tih onecis¢enja u
lijekovima. @ Primjerice, identifikacija one¢is¢enja koja potjetu iz procesa (sinteze ili formulacije) i
razgradnih produkata moze omogucéiti razumijevanje nastanka tih onec¢iséenja i definirati mehanizme

razgradnje. © Identifikacija, kvantifikacija, kvalifikacija i kontrola onegis¢enja danas su kljucan dio



procesa razvoja lijeka jer je na taj nacin od samog pocetka, kroz optimizaciju procesa sinteze i
odgovaraju¢éa  preformulacijska/formulacijska ispitivanja, moguée  reducirati njihovu
prisutnost/koli¢ine u gotovom lijeku i u konaénici osigurati proizvodnju lijekova visoke kakvoée. @*%
Da bi se osigurala kakvoc¢a API-a i gotovih lijekova odnosno postigla sukladnost specifikacijama,
oneciS¢enja se moraju pazljivo pratiti i tijekom optimizacije i promjena procesa §to za proizvodace
moze predstavljati dodatni utro$ak vremena i novca. Stoga je strozi pristup u razvojnom stadiju kao i
S$to potpunije razumijevanje procesa vazno u odrzavanju prihvatljive razine onecis¢enja i odgovarajuce
kakvoce lijekova. 9
Ve¢ iz usporedbe samih izraza oneciséenje 1 aktivna farmaceutska tvar moze se zakljuciti da je
opéeniti stav kako su oneciS¢enja inferiorna API-u u smislu razine famakoloske aktivnosti, $to ne
mora uvijek biti to¢no. @ Prisutnost nekih one¢is¢enja ne mora nuzno $tetno utjecati na kvalitetu lijeka
ako ona imaju terapijski ucinak koji je slican ili vec¢i od same aktivne tvari. Medutim, smatra se da je
tim superiornim svojstvima oneciS¢enja (farmakoloskim ili toksikoloskim) naruSena Cistoca aktivne
tvari/lijeka sa stajaliSta njegove uporabe. To znac¢i da se bilo koji strani materijal koji ne pripada
formulaciji, a prisutan je u aktivnoj tvari ili gotovom lijeku treba razmatrati kao oneciscenje, bez
obzira da li je potpuno inertan ili farmakoloSki superioran, i potrebno je napraviti odgovarajuéu
procjenu njegovog sadrzaja u lijeku. @2
Za opisivanje onegiséenja u literaturi se koriste razligiti izrazi @, primjerice:
e nusprodukti
e razgradni produkti
e interakcijski produkti

e intermedijeri

e srodni spojevi

transformacijski produkti
Neki od tih izraza nagovjeStaju potencijalne izvore oneciséenja, npr. razgradni produkti ili

intermedijeri, dok neki naizgled umanjuju njihov negativan utjecaj, npr. srodni spojevi.



Onecis¢enja dakle mogu potjecati iz razlicitih izvora. Tijekom procesa sinteze APIl-a razli¢iti
intermedijeri ili nusprodukti reakcija mogu dospjeti u APl kao onecis¢enja ili iz njih mogu nastati
druga onecisc¢enja, a potencijalni izvor su i svi polazni materijali, reagensi, ligandi, katalizatori i
otapala koristeni tijekom sinteze API-a. Mogu nastati tijekom razli¢itih koraka proizvodnje lijeka i biti
prisutna u gotovom lijeku. To mogu biti onecis¢enja vezana uz API ili ekscipijense koriStene za
proizvodnju gotovog lijeka i ona nastala kao razgradni produkti lijeka zbog nestabilnosti API-a ili
inkopatibilnosti sa ekscipijensima. Oneci$¢enja mogu nastati i nakon zavrSetka proizvodnje, kao
razgradni produkti tijekom procesa starenja lijeka u uvjetima ¢uvanja ili stresnim uvjetima, a postoji i
utjecaj proizvodnog procesa lijeka (npr koristene opreme) ili kontakta sa primarnim pakiranjem. ¢
Od svih tih potencijalnih oneéis¢enja posebnu pozornost treba posvetiti onim koja imaju utjecaj na
stabilnost ili u¢inak lijeka pa bismo ih mogli nazvati stetnima. Zbog mobilnosti molekula, osobito u
¢vrstim ljekovitim oblicima, opéenito se Stetnijim smatraju male molekule kao $to su voda (moze
hidrolizirati neke lijekove ili utjecati na uéinak), mali elektrofili (primjerice aldehidi i derivati
karboksilnih kiselina), peroksidi (moguénost oksidacije nekih lijekova) i metali (mogu katalizirati
oksidaciju i druge razgradne puteve lijeka). Stetnim onecis¢enjima od velike vaznosti smatraju se
naravno i ona sa toksikologkim ugincima. ®
Opcenito se moZe rec¢i da postoje dva osnovna tipa onecis¢enja koja nalazimo u lijekovima:
1. Onecis¢enja povezana sa API-em

2. Onecis¢enja koja nastaju tijekom formulacije i/ili starenjem, odnosno ona povezana sa

gotovim oblicima. @

4.2. Vaznost kontrole metalnih oneciS¢enja u lijekovima

Toksi¢nost razli¢itih elemenata odavno je dobro poznata i dokumentirana. Postoje izvjesca da je
kineski car Ying Zhen umro od posljedica trovanja zivom jer je koristio lijek koji je sadrzavao zivu, a
trebao ga je uciniti besmrtnim. Jo§ u drugom stolje¢u prije Krista znalo se da izloZenost olovu moze

biti stetna. ® Prisutnost olova i kadmija u lijekovima predstavlja ozbiljan rizik za zdravlje ¢ak i u vrlo



malim dozama. Unos 0.06 mg Pb/dan kroz period od mjesec dana dovoljan je za kroni¢no trovanje, a
kroni¢na toksi¢nost uzrokuje disfunkciju bubrega, osteomalaciju i opstruktivnu pluénu bolest. Kadmij
je karcinogen i povezan sa nizom rizika za zdravlje ljudi. Akumulira se u tijelu i ima biolosko vrijeme
poluraspada 30 godina. ® Arsen je najpoznatiji po svojoj upotrebi kao otrov jo§ od rimskih vremena
pa do sredine 19. stolje¢a. Zbog nedostatka boje, mirisa i okusa bio je vrlo pogodan za koriStenje u
svrhu namjernog trovanja. Oralno unesen u vecim koli¢inama uzrokovao je ozbiljne abdominalne
gréeve, dijareju, povracanje i kona¢no smrt, a simptomi oralno uneSenih malih doza oponasali su
simptome nekih kroni¢nih bolesti §to je otezavalo otkrivanje uzroka smrti kod pocinjenih ubojstava.
Ovakva zloupotreba arsena pocela je polako opadati u 18. stolje¢u kada je engleski kemicar James
Marsh razvio kemijski test za identifikaciju arsena u tijelu. ?

Toksikolozi neprestano istrazuju utjecaj raznih elemenata na ljudsko zdravlje, pa se i dozvoljene
granice izloZenosti temeljene na podacima istrazivanja konstantno revidiraju. Time se povecava
potreba ispitivanja lijekova na njihovu prisutnost. ©® Neki metali potrebni su organizmu kao
mikronutrijenti, ali iznad odredenih granica postaju toksi¢ni. Iako je toksi¢nost razlicitih elemenata,
posebno spomenutih Hg, As i Pb dobro poznata, granice njihove dozvoljene prisutnosti u lijekovima
nisu jasno definirane u nacionalnim farmakopejama. Zato je potrebno traziti prikladne metode za
kontrolu takvih metala u vrlo niskim koncentracijama (ppm ili ppb) bilo za pojedini metalni ion ili za
smjesu metalnih iona. **

Anorganska one¢i$¢enja tj. metalna onecis¢enja mogu potjecati iz razlicitih izvora i faza kao npr. iz
sirovina (djelatne tvari ili ekscipijensi), reagensa, otapala, elektroda, katalizatora, reakcijskih posuda,
cijevi i druge opreme koriStene tijekom sinteze API-a i proizvodnje lijeka (Tablica 1). Mogu biti
posljedica izlaganja Cesticama dospjelim iz zraka, izvor moze biti primarni spremnik, itd. Zbog
poznate sposobnosti metala da kataliziraju razgradnju, ali i zbog njihove potencijalne toksi¢nosti
pracenje i kontrola sadrZaja metalnih onecis¢enja u intermedijerima, sirovinama i gotovim lijekovima
vrlo je vazna aktivnost u farmaceutskoj kontroli kakvoce. Zbog razli¢itih potencijalnih putova ulaska u
lijek u interesu farmaceutske industrije je pracenje tih oneciS¢enja u svim fazama razvoja procesa.
Sude¢i po razvoju novih smjernica jasno je da su regulatorna tijela i industrija prepoznale vaznost

ovog prOblema. (1,5,13,14)



Tablica 1. Klasifikacija potencijalnih izvora one&iiéenja prema ICH smjernicama Q3A, Q3B i Q3C ©

Organska onecisc¢enja Polazni materijali

Intermedijeri

Nusprodukti

Razgradni produkti

Reagensi, ligandi i katalizatori

Anorganska onecis¢enja Reagensi, ligandi i katalizatori

Teski metali i drugi ostatni metali

Anorganske soli

Drugi materijali npr. filteri, drveni ugljen

Ostatna otapala Anorganske i organske tekucine

4.3. Regulatorni zahtjevi za ispitivanje onecis¢enja u lijekovima

Ispitivanje onecis¢enja u farmaceutskim proizvodima jedno je od vaznijih podruc¢ja interesa te
postoje strogi propisi kojima se utvrduje prihvatljivost prisutnosti razli¢itih oneéiS¢enja i
koncentracijske granice prihvatljivosti. ® Metode za odredivanje prisutnosti/sadrzaja razlicitih
onegis¢enja u svrhu kontrole kakvoée lijekova opisane su u nacionalnim farmakopejama. ©

Vaze¢e medunarodno harmonizirane smjernice (ICH) koje se ti¢u oneciS¢enja u lijekovima i
aktivnim ljekovitim supstancama (Q3A, Q3B i Q3C) Klasificiraju ih u tri skupine: organska,
anorganska i ostatna otapala (Tablica 1). Q3A © i Q3B ™ jasno obraduju zahtjeve za organska
oneciéenja, a dodatno razvijena smjernica Q3C ™ bavi se zahtjevima za ostatna otapala.

ICH Q3A® se bavi kemijskim i sigurnosnim aspektima one&iS¢enja u novim aktivnim
supstancijama tj. djelatnim tvarima (API) i definira granice za izvjeStavanje, identifikaciju i
kvalifikaciju. Klasificira onecis¢enja kao organska, anorganska i ostatna otapala. Kontrola organskih
onecis¢enja u API-ima prema ICH Q3A temelji se na maksimalnoj dnevnoj dozi djelatne tvari (<
2g/dan ili > 2 g/dan ) i ukupnom dnevnom unosu onecis¢enja (TDI). Nize granice od propisanih mogu

biti prikladne ako je onecis¢enje neuobicajeno toksicno.



ICH Q3B nadopunjuje ICH Q3A i daje smjernice u vezi s oneéidéenjima u gotovim lijekovima
koji sadrze nove, kemijski sintetizirane djelatne tvari. Bavi se onim onecis¢enjima klasificiranim kao
razgradni produkti djelatne tvari ili produkti interakcija djelatne tvari sa ekscipijensima i/ili primarnim
spremnikom, te ih zajednic¢ki naziva razgradni produkti. Grani¢ne vrijednosti za izvjeStavanje i
kontrolu onecis¢enja se predlazu na temelju maksimalne dnevne doze djelatne tvari primjenjene u
gotovom lijeku i na ukupnom dnevnom unosu oneéi$¢enja. Na temelju maksimalne dnevne doze
granice izvjeStavanja podjeljene su u dvije grupe (< 1g i> 1 g). Identifikacijske granice su podjeljene
u Cetiri grupe (< 1 mg, 1 mg do 10 mg, > 10 mg do 2 g i > 2 g) i ukljucuju niskodozirne lijekove. Npr.
za lijekove kod kojih je maksimalna dnevna doza 10 mg do 2 g onecis¢enja u razini 0.2% ili vise
moraju biti identificirana. Granice za razgradne produkte izrazavaju se ili kao postotak djelatne tvari ili
kao TDI razgradnog produkta. Nize granice mogu biti prikladne ako je razgradni produkt
neuobicajeno toksi¢an. Vise granice trebaju biti znanstveno opravdane.

ICH Q3C™ propisuje zahtjeve za ostatna otapala u lijekovima. Preporucuje koristenje manje
toksi¢nih otapala u proizvodnji djelatnih tvari i gotovih dozirnih oblika lijekova i postavlja granice
(koli¢ine koje se smatraju toksikoloSki prihvatljivima) za ostatna otapala u gotovim lijekovima radi
sigurnosti pacijenata. Ostatna otapala definirana su kao organski hlapljivi spojevi koji su koristeni ili
proizvedeni u proizvodnji djelatne tvari ili ekscipijensa ili samog gotovog lijeka.

Trenutno ne postoje medunarodno harmonizirane smjernice koje bi osigurale adekvatnu kontrolu
metalnih oneéi$éenja, koja su Klasificirana kao anorganska, u gotovim lijekovima i sirovinama. Zato je
predlozeno stvaranje nove smjernice ICH Q3D koja bi na sli¢an nacin kao smjernice Q3A, Q3B i Q3C
razjasnila zahtjeve za metalna one&is¢enja. ® S naglaskom na sigurnost pacijenata, nova ICH
smjernica, koja bi ukljucivala listu metala s odgovaraju¢im dozvoljenim granicama postavljenim na
temelju toksikoloskih podataka i faktora rizika pojavljivanja, osigurala bi harmonizirani i prikladan
pristup kontroli metalnih oneci§éenja u gotovim lijekovima i sirovinama izmedu ICH regija i izbjegla
dupliciranje analiza u industriji uslijed razli¢itih zahtjeva u regijama. Trenutna kontrola anorganskih
oneci§¢enja temelji se jo§ od pocetka 20. stolje¢a na farmakopejskim zahtjevima, primarno na
ispitivanju grani¢nih vrijednosti za teSke metale koji se koristi bez adekvatnog pristupa temeljenog na

riziku kako bi se kontrolirali metali za koje postoji vjerojatnost prisutnosti. Ta metodologija bila je u
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pocetku namijenjena uglavnom kontroli metala koji stvaraju taloge sulfida, kao $to su olovo, bakar i
drugi metali koji su bili potencijalna one¢i§¢enja od cijevi za vodu, proizvodne opreme, procesa ili
drugih izvora. lako su se faktori rizika za onecis¢enje metalima dramati¢no promijenili tijekom
razvoja industrijske farmaceutske proizvodnje, standardi za njihovu kontrolu nisu slijedili taj razvoj i
vrlo su se malo mijenjali, a grani¢ne vrijednosti nemaju uporiste u aktualnim toksikoloskim podacima.
Broj metala koje zaista mozemo detektirati farmakopejskim testom na teske metale je ogranicen, a
upitna je mogucnost detekcije nekih toksikoloski najznacajnijih metala.

Zato se u zavrsnom konceptu ICH Q3D naglasava upravo pristup temeljen na procjeni rizika. Kako
bi se osigurala korist za javno zdravstvo predvideno je da se za kontrolu metalnih onecis¢enje utvrdi
sigurnosno temeljen pristup. Osobito je vazno uspostaviti odgovarajuce kontrole onih metala s jasno

utvrdenim toksikoloskim rizikom.

4.3.1. Farmakopejske metode odredivanja grani¢nih vrijednosti teSkih metala

1905. godine U.S. Pharmacopeial Convention, neprofitna organizacija koja postavlja standarde
poznata kao USP, uvela je metodu za provjeru prisutnosti teskih metala u lijekovima na ameri¢kom
trzistu. Vise od 100 godina kasnije farmaceutska industrija jo§ uvijek koristi metode temeljene na
istom nagelu. ™

Americka farmakopeja (USP), britanska farmakopeja (BP), europska farmakopeja (Ph. Eur.) i
japanska farmakopeja (JP) ve¢ vise od 100 godina koriste ispitivanje za grupno pracenje ukupnog
sadrzaja metala u farmaceutskim materijalima. Nacelo limit testa na teSke metale je reakcija izmedu
metala prisutnih u uzorku i tioacetamidnog reagensa koja rezultira nastajanjem obojenih sulfida
(talozenje metalnih sulfida iz vodene otopine) nakon ¢ega se boja nastalih sulfidnih taloga vizualno
usporeduje sa bojom taloga simultano i sli¢no tretirane standardne otopine olova koja sadrzi poznatu
koncentraciju Pb (obi¢no 10mg/L). Ukupni sadrzaj teskih metala izrazava se u odnosu na standard

olova kao limit test, odnosno grani¢na vrijednost, npr. <20 pg/g. “ ** *® Zbog sli¢nosti metoda u

navedenim farmakopejama u radu ¢e se pod farmakopejskom metodom za teske metale razmatrati
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metoda USP opisana u poglavlju <231> Heavy Metals *” uz neke usporedbe s metodom Ph. Eur.
2.4.8.09,

Zbog temeljenja na vizualnoj usporedbi boja taloga, ispitivanje je primjenjivo samo za neke
elemente i nije jednako osjetljivo za sve. Buduéi da boje razli¢itih metalnih sulfida variraju od bijele,
zute i naranCaste do smede i crne (Slika 1), test je zapravo pogodan za metalne ione koji reakcijom
daju tamno obojene sulfide kako bi usporedba sa tamno smedim talogom olovnog sulfida bila moguca.

USP test na teske metale trebao bi moéi detektirati Pb, Hg, Bi, As, Sb, Sn, Cd, Ag, Cu, i Mo, 1"

Slika 1. Boje nastalih taloga elemenata u USP testu na teske metale ¥

Priprema uzorka je kod mnogih analitickih metoda najvazniji, najizazovniji i vremenski
najzahtjevniji korak. Isto je i kod farmakopejskog limit testa na teSke metale. | USP i Ph. Eur daju
mogucnost koristenja nekoliko metoda pripreme uzorka ovisno o karakteristikama uzorka. Kod
USP®" su to tri metode (I, 11'i 111), a kod Ph. Eur.®® ¢ak sedam (A, B, C, D, E, F i G). Obiljezja svih
tih metoda pripreme uzorka, bez obzira na razlike, su previSe radnih koraka, kompliciranost i
zahtjevnost u smislu utroSenog vremena i rada analiticara. Dobiveni rezultat, neovisno o koristenoj

metodi, nije dovoljno osjetljiv i specifi¢an, a iskoristenja elemenata su nepouzdana. %

4.3.1.1. Metode ispitivanja i priprema uzorka prema USP

Metoda | se koristi za tvari koje u uvjetima testa daju bistre, bezbojne otopine. Osim podeSavanja

pH izmedu 3.0 1 4.0, priprema uzorka svodi se na prili¢no izravno otapanje.
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Ispitivana otopina je propisana otopina ispitivane tvari prema individualnoj monografiji ili je
pripremljena otapanjem u kiselini i razrjedivanjem s vodom koli€ine ispitivane tvari u g izracunato
prema formuli 2.0/(1000L), gdje je L granica teSkih metala kao postotak. Nakon toga se pH podeSava
izmedu 3.014.0.

Poredbena otopina (standard) priprema se razrjedivanjem standardne otopine olova (1 ml sadrzi 10
ug Pb) s vodom i podesavanjem pH izmedu 3.0 i 4.0. Kontrolna otopina priprema se iz ispitivane
otopine dodatkom standardne otopine olova i podeSavanjem pH izmedu 3.0 i 4.0. Pripremljena je na
bazi 100 ul (0,1 ml) standardne otopine olova po gramu ispitivane tvari, pa sadrzi 1 pg olova po g
ispitivane tvari odnosno 1 ppm Pb =1 dio olova u milijun dijelova ispitivane tvari.

Postupak: U svaku od 3 otopine (ispitivana otopina, poredbena otopina i kontrolna otopina) dodaje
se acetatni pufer pH 3.5 i onda 1,2 mL tioacetamid-glicerinske baze (TS), razrijedi s vodom, promijesa
i ostavi stajati 2 minute nakon ¢ega se boja promatra iznad bijele podloge. Boja otopine nastala od
ispitivanog uzorka nije tamnija od boje poredbene otopine (stadard), a boja kontrolne otopine je
jednaka ili tamnija od boje poredbene otopine. Ako je boja kontrolne otopine svjetlija od poredbene

otopine treba koristiti metodu pripreme uzorka Il umjesto metode I.

Metoda 1l se koristi za supstancije koje ne daju bistre, bezbojne otopine pod uvjetima testa
specificiranim za metodu | ili za supstancije koje zbog svoje kompleksne prirode interferiraju s
talozenjem metala pomoc¢u sulfidnog iona ili za nehlapljiva i hlapljiva ulja. USP posebno napominje
da se ovom metodom pripreme uzorka ne moze utvrditi prisutnost Zive.

Kod ove metode uzorci se moraju Zariti, ugljenizirati, razgraditi (digestirati) i ponovno Zariti prije
nego se mogu prevesti u tekuci oblik. Razlika u odnosu na metodu | je $to nema kontrolne otopine, a
za pripremu ispitivane otopine koristi se puno vise radnih koraka i tretiranja uzorka kiselinama i
visokom temperaturom.

Ispitivana tvar (uzorak) u koli¢ini u g izracunatoj prema formuli iz metode I se zagrijava na niskoj
temperaturi sa sulfathom kiselinom dok ne pougljeni. Karboniziranoj masi se dodaju nitratna i sulfatna
kiselina i pazljivo zagrijava do prestanka razvijanja bijelih para. Nakon toga se zari u zarnoj peci na

500 do 600°C do potpunog gubitka ugljika. Kada se ohladi, dodaje se klorovodi¢na kiselina, digestira
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na parnoj kupelji i onda uparava na parnoj kupelji do suha. Ostatak nakon uparavanja se navlazi s
kloridnom kiselinom, doda voda i ponovno digestira. Dodaje se amonijev hidroksid da bi se otopina
alkalizirala i razrijedi s vodom nakon ¢ega se sa octenom kiselinom podesava pH izmedu 3.0 1 4.0 i po
potrebi filtrira. Postupak dodavanja acetatnog pufera i tioacetamidnog reagensa te vizualne usporedbe

obojenja jednak je kao u metodi I. Boja ispitivane otopine nije tamnija od boje poredbene otopine.

Metoda 111, metoda mokre razgradnje (digestije) koristi se samo u sluc¢ajevima kada se ne mogu
koristiti metode | i Il. Ukljuéuje ispitivanu otopinu, poredbenu otopinu i kontrolnu otopinu koje se
pripremaju prema slicnom principu.

Priprema poredbene otopine ukljucuje niz koraka kao §to su zagrijavanje smjese sulfatne i nitratne
kiseline do pojave bijelih para, hladenje, dodavanje vode i vodikovog peroksida (ukoliko se njime
tretira i uzorak), te ponavljano zagrijavanje, hladenje i razrjedivanje s vodom prije dodavanja 2 ml
standardne otopine olova (20 ug Pb).

Priprema ispitivane otopine takoder je zahtjevna, a predloZena je i razliita priprema ovisno o tome
da li je uzorak u ¢vrstom ili tekuéem agregatnom stanju. Koli¢ina ispitivane tvari u g izraCunava se
prema formuli iz metode I. Ispitivani uzorak se zagrijava u tikvici za sagorjevanje uz dodavanje
smjese sulfatne i nitratne kiseline i vrenje do pojave tamnog obojenja. Zatim se opetovano dodaje
nitratna kiselina i grije dok se ne prestane pojavljivati tamno obojenje otopine. Nakon toga se jace
zagrijava do razvitka gustih bijelih para, hladi i dodaje voda te ponovno zagrijava do smanjenja
volumena otopine. Ako je otopina Zuta mora se obezbojiti dodavanjem otopine jakog vodikovog
peroksida.

Kontrolna otopina priprema se istim postupkom kao ispitivana otopina uz dodatak 2 ml standardne
otopine olova na kraju pripreme. pH svih otopina se nakon prenosenja u podesava izmedu 3.0 do 4.0.

Ispitivanje i usporedba obojenja se provodi na jednak na¢in kao u metodi |.
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4.3.1.2. Metode ispitivanja i priprema uzorka prema Ph. Eur.

Metoda A je sli¢na USP metodi I s manjim razlikama u pripremi otopina. Dok se prema USP
uzorak (ispitivana tvar) usporeduje sa ,,¢istim* standardom olova, metoda A u Ph. Eur. usporeduje
uzorak sa standardom olova pomjeSanim s otopinom ispitivane tvari.

Ispitivana otopina (vodena otopina ispitivane tvari), poredbena otopina (smjesa standardne otopine
olova koja sadrzi 1 ppm ili 2 ppm olova i vodene otopine ispitivane tvari) i slijepa proba (smjesa vode
i vodene otopine ispitivane tvari) se nakon podesavanja pH na 3.5 i dodatka 1,2 mL tioacetamidnog
reagensa, te 2 minute stajanja ispituju usporedivanjem nastalih obojenja. Poredbena otopina mora
pokazivati blago smede obojenje u usporedbi sa slijepom probom, a ispitivana tvar udovoljava
ispitivanju ako smede obojenje nije intenzivnije od poredbene otopine.

Ako je teSko procjeniti rezultate, otopine se filtriraju kroz membranski filtar veli¢ine pora 3 um bez

predfiltra, nakon ¢ega se usporeduju mrlje na filtarpapiru (vrijedi za metode A, B, C, D, F).

Metoda B je potpuno drugacija od USP metode II. Jednaka je metodi A osim §to se za pripremu
svih otopina umjesto vode upotrebljava organsko otapalo koje sadrzi minimalan postotak vode (npr.
dioksan ili aceton koji sadrze 15% vode).

Ispitivana otopina dobiva se otapanjem ispitivane tvari u organskom otapalu koje sadrzi minimalan
postotak vode. Poredbena otopina (smjesa standardne otopine olova koja sadrzi 1 ppm ili 2 ppm olova
i otopine ispitivane tvari u organskom otapalu). Slijepa proba (smjesa otapala upotrebljenog za

ispitivanu tvar i otopine ispitivane tvari u organskom otapalu)

Metode C i D djelomicno su slicne USP metodi II. Obje ukljucuju karboniziranje i Zarenje prije
nego se uzorak otopi.

Metoda C

Za dobivanje ispitivane otopine nema jednostavnog otapanja ispitivane tvari nego je potrebno
ispitivanu tvar u krutom obliku podvrgnuti raznim koracima pripreme koji ukljucuju: zagrijavanje (ili

uparavanje do suha na vodenoj kupelji), zarenje do sivkastog ili skoro bijelog ostatka pri temperaturi
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do najvise 800°C, hladenje i1 vlaZenje ostatka s razrjedenom sulfatnom kiselinom, te ponovno
uparavanje, zarenje i hladenje. Nakon toga jo$ slijede dodavanje razrijedene kloridne kiseline,
fenolftaleina i koncentriranog amonijaka do pojave ruziastog obojenja, hladenje, dodavanje ledene
acetatne kiseline do obezbojenja, filtriranje po potrebi i razrjedivanje s vodom.

Osim poredbene otopine (pripremljene tretiranjem standardne otopine olova (10 ppm Pb) prema
postupku za ispitivanu otopinu i mije$anjem s ispitivanom otopinom) i slijepe probe (voda i ispitivana
otopina) za metodu C priprema se jo§ i kontrolna otopina. Kontrolna otopina se priprema postupkom
za ispitivanu otopinu tako da se ispitivanoj tvari doda standardna otopina olova (10 ppm Pb) i na kraju
se dobivenoj otopini doda ispitivana otopina.

Postupak podesavanja pH, dodatka tioacetamidnog reagensa i usporedbe obojenja je jednak kao u
metodama A i B. Dodatan je zahtjev da se kontrolna otopina mora mo¢i usporediti s poredbenom

otopinom.

Metoda D vrlo je sli¢éna metodi C uz neke manje razlike. Takoder sadrzi niz koraka kao $to su
zarenje na 800°C, hladenje, dodavanje kiseline, fenolftaleina i koncentriranog amonijaka, pojavu
ruzicastog obojenja, dodavanje kiseline do obezbojenja, filtriranje po potrebi i razrjedivanje s vodom.
Pripreme svih otopina, podesavanje pH i dodavanje reagensa, kao i vizualna usporedba obojenja

slijede isti princip kao u metodi C.

Metoda E zahtjeva upotrebu aparature za filtraciju koja se pripremi postavljanjem cilindra $trcaljke
bez klipa na nosa¢ na plo¢i s membranskim filtrom veli¢ine pora 3 um i predfiltrom iznad njega. U
metodi se koriste samo ispitivana otopina (otopina ispitivane tvari u vodi) i poredbena otopina
(standardna otopina olova (1 ppm Pb) razrjedena do istog volumena kao ispitivana otopina). Obje
otopine tretiraju se na isti nacin tj nakon prvog filtriranja u predfiltrat se dodaje pufer pH 3.5 i
tioacetamidni reagens, a nakon 10 minuta stajanja ponovno se filtrira uz promjenjeni redosljed filtara
(prvo membranski, a zatim predfiltar). Boja mrlje dobivene ispitivanom otopinom nije intenzivnija od

boje mrlje poredbene otopine.
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Metoda F gotovo je jednaka USP metodi 111 i sadrzi puno koraka za pripremu ispitivane otopine iz
ispitivane tvari u ¢vrstom ili teku¢em stanju.

Prema postupku za pripremu ispitivane otopine pripremaju se i poredbena otopina (umjesto
ispitivane tvari uptrebljava se standardna otopina olova (10 ppm Pb)), kontrolna otopina (nakon
dodatka standardne otopine olova (10 ppm Pb) ispitivanoj tvari) i slijepa proba (bez ispitivane tvari).
Otopine se promatraju okomito prema bijeloj podlozi nakon 2 minute stajanja uz jednake zahtjeve za

nastala obojenja kao i kod metoda A, B, Ci D.

Metoda G koristi proces razgradnje (digestije) koji treba biti prikazan ovisno o vrsti uporabljene
mikrovalne pe¢i (npr. mikrovalne peénice s kontrolom energije, one s kontrolom temperature ili
mikrovalne peénice pod visokim tlakom).

Ispitivana otopina priprema se sukcesivnim dodavanjem sulfatne kiseline, nitratne kiseline i
otopine jakog vodikovog peroksida u ¢asu s ispitivanom tvari uz mjesanje, nakon ¢ega se dobivena
smjesa prenese u posudu za razgradnju. Kao i u metodi F, ostale otopine pripremaju se jednakim
postupkom osim §to poredbena otopina umjesto ispitivane tvari sadrzi standardnu otopinu olova (10
ppm Pb), kod kontrolne otopine ispitivanoj tvari se dodaje standardna otopina olova (10 ppm Pb), a
slijepa proba priprema se bez ispitivane tvari.

Razgradnja otopina vr$i se uporabom dva zasebna prikladna programa, a nakon prve razgradnje
dodaje otopina jakog vodikovog peroksida. Nakon hladenja i prenoSenja u tikvicu podeSava se pH
vrijednost i dodaje reagens kao u metodi F, nakon ¢ega se vrsi filtriranje kroz membranski filtar

veli¢ine pora 3 um bez predfiltra i usporeduju se mrlje na filtarpapiru dobivene razli¢itim otopinama.
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4.3.1.3. Prednosti i nedostaci vaze¢ih farmakopejskih metoda za ispitivanje te§kih metala

Razvoj analitiC¢ke metode je u sredistu ispitivanja onecis¢enja, buduci da se za njihovu detekciju i
kvantifikaciju mora koristiti odgovaraju¢a metoda. Osnovno pitanje koje se postavlja tijekom
ispitivanja onecis¢enja, a koje se aktualiziralo zadnjih 10-ak godina u analitickim, toksikoloSkim i
industrijskim krugovima je koja razina ispitivanja je dovoljna da bi se postigla sigurnost da su sva
oneciséenja od znacaja detektirana. PokuSaj odgovora na to pitanje pokrenuo je promjene u ispitivanju
metalnih oneci$¢enja u lijekovima, a u buduénosti ¢e odrediti i izbor analiti¢kih uvjeta i tehnika, kao i
opceniti pristup tom problemu u farmaceutskoj kontroli kakvoce.

Trenutno vazece farmakopejske metode razvijene su prije uvodenja modernih analitickih uredaja i
temelje se na tehnikama vlazne kemije. Kao §to je ranije obja$njeno, nakon pripreme uzorka slijedi
reakcija kojom se formiraju sulfidi od elemenata prisutnih u uzorku. Ukupan sadrzaj teskih metala se
nakon vizualne usporedbe rezultirajué¢ih otopina izraZzava u odnosu na odgovor standarda olova kao
graniéna vrijednost (limit) npr. <20 g g .

Mozda upravo zbog zastarjelosti, ove farmakopejske metode imaju odredene prednosti, npr.:

- ne zahtijevaju skupe laboratorijske instrumente,

- ne zahtijevaju visoku razinu educiranosti osoblja za izvedbu,

- jednostavno se mogu prenijeti iz jednog laboratorija u drugi. “®

Medutim, brojni su radovi koji navode poteskoce u postizanju pouzdanih i reproducibilnih rezultata
farmakopejskim limit testovima na teske metale. Tijekom Zivotnog vijeka ovih metoda bilo je
pokusaja modifikacija kako bi se umanjila neka ograni¢enja i nedostaci, ali nisu postignuta znacajna
poboljsanja.

Wang i suradnici * daju opéu i saZetu ocjenu farmakopejskih metoda navodeéi da su nespecificne,
neosjetljive, vremenski dugotrajne i radno zahtjevne, a rezultiraju slabim ili nikakvim iskoristenjima
elemenata. Ne daju informaciju o identitetu ili koncentraciji metalnih iona koji su uzrok rezultata. |
brojni drugi autori u svojim se tumagenjima slazu s takvim nedostacima. %32
Iste nedostatke sistemati¢no navode i N. Lewen i suradnici ™ uz tumadenje niza pretpostavki na

kojima se temelje farmakopejski limit testovi za teske metale:
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Relativno velika koli¢ina uzorka (oko 1 g) je potrebna za razinu detekcije u ppm (ug g )

buduéi da se metode temelje na subjektivnom vizualnom ispitivanju i usporedbi reakcijom
nastalih obojenja. Zato je primjena metode u ranim fazama razvoja lijeka ograni¢ena malom
(16, 20)

koli¢inom materijala raspolozivog za istraZivanja.

Priprema uzorka moze biti komplicirana i dugotrajna. S obzirom da neke metode pripreme

uklju¢uju korake Zarenja i ugljeniziranja, to moze dovesti do gubitka hlapljivih elemenata.®® ¥

Budu¢i da se rezultat izrazava kao limit test u usporedbi sa standardom samo jednog elementa

nema kvalitativnih informacija ili informacija o specifiénom elementu/elementima Kkoji su
uzrok moguceg viseg rezultata od ocekivanog. To oteZava istragu i otkrivanje potencijalnih
(16,14)

izvora oneciS¢enja.

Postoji niz problemati¢nih to¢aka oko stvaranja sulfida potencijalno prisutnih elemenata u

usporedbi sa standardom olova:

o Metoda se temelji na pretpostavci ¢e svaki od elemenata prisutnih u uzorku (odnosno svaki
od 14 elemenata koje USP metoda moZe detektirati) reagirati s tioacetamidnim reagensom
100% ili u jednakoj mjeri kao standard olova kako bi se formirali sulfidni spojevi.

o Slijedeca je pretpostavka da ¢e bilo koji sulfid nastao u uzorku stvoriti talog koji se moze
usporediti s talogom koji stvara standard olova.

o Metoda takoder pretpostavlja da su kinetike reakcija za Sstvaranje potencijalnih sulfida vrlo
sli¢ne kinetici reakcije za stvaranje olovnog sulfida u otopini standarda i da na kinetiku
reakcija ne utjeCe znacajno matriks uzorka.

o Vizualna ocjena tj. usporedba obojenja mora se napraviti u relativno kratkom vremenu od
stvaranja taloga (2-5 min.) buduc¢i da mnogi metalni sulfidi mogu formirati koloide, pa se
tako nastoje minimizirati potencijalni efekti Ostwaldovog mehanizma rasta. Ostwaldov
mehanizam rasta tj. Ostwaldov mehanizam zrenja (eng. Ostwald ripening) oznacava
otapanje malih kristala ili Cestica sola i ponovno taloZenje otopljenih tvari na povr§inama
vecih kristala ili ¢estica sola. Do zrenja dolazi jer manje Gestice imaju vecu povrsinsku
energiju i stoga vecu ukupnu Gibbsovu energiju nego vece Cestice, Sto vodi do prividno

veée topljivosti manjih estica. @V
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o Buduéi da se metoda temelji na vizualnoj usporedbi, ona pretpostavlja da su vizualne
karakteristike potencijalno nastalih sulfida dovoljno sli¢ne olovnom sulfidu i da na njih nije
utjecao matriks uzorka kako bi se mogle smatrati sustinski jednakim.

e Ogranienje metoda predstavlja i njihova utemeljenost na subjektivnoj ocjeni i iskustvu

analitiCara (tzv. ljudski faktor) potrebnom da bi se rezultat uvijek to¢no i konzistentno

ocitavao. Samo fine razlike u nac¢inu rada mogu uzrokovati razli¢itu interpretaciju rezultata jer
je potrebno razumijevanje faktora utjecaja kao $to su:

o Utjecaj vremena stajanja uzoraka prije o€itanja rezultata,

o minimalne vizualne razlike izmedu razli¢itih standarda olova,

o mjera u kojoj je uzorak prosao formiranje koloida,

o Utjecaj osvjetljenja u laboratoriju.

o Upitna je detekcija svih elemenata od interesa. Zbog temeljenja na subjektivnoj vizualnoj

usporedbi obojenja nastalih reakcijom i razli¢itih boja metalnih sulfida, farmakopejske metode
pogodne su za odredivanje samo nekih elemenata, uz izrazenu nejednaku osjetljivosti na
razli¢ite elemente. Janosova i suradnici © navode da su farmakopejski testovi na teske metale
pogodni za metalne ione koji reakcijom daju tamno smede ili crno obojene sulfide (Pb, Cu,
Hg, Bi, Ag) kako bi usporedba s tamno smedim obojenjem olovnog sulfida bila moguéa. IToni
kao §to su Cd, Sb, As ili Zn mogu se detektirati samo u ve¢im koncentracijama, a test uopée

nije primjenjiv za detekciju Pt, Pd, Fe ili Ni koji su uobicajeno koristeni katalizatori.

Janosova i suradnici © dokazuju utjecaj volumena tioacetamidnog reagensa i pH propisanih u Ph.
Eur. na ucinkovitost taloZzenja pojedinih sulfida i utvrduju optimalne uvjete. Kako bi postigli bolje
rezultate, kombinirali su prekoncentracijsku metodu iz farmakopeje tj. talozenje s tioacetamidom (Ph.
Eur. metoda A) sa kasnijom filtracijom i odredivanjem teSkih metala instrumentalnom metodom.
Budu¢i da sve metode testa na teSke metale u Ph. Eur. i USP propisuju podesavanje pH otopina na 3.5
(izmedu 3.0 1 4.0) i volumen tioacetamidnog reagensa 1,2 mL ovo ispitivanje opéenito je primjenjivo.
Utvrdeni su optimalni uvjeti reakcije taloZenja:

e pH85zaFe, Zn,HgiCd
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Fe stvara FeS u neutralnom do blago alkalnom mediju. Ph. Eur. koristi poseban test za
odredivanje Fe. Bijeli talog ZnS formira se pri pH 8.5 i nije ga moguce opaziti tijekom
izvodenja testa na teSke metale jer nije obojen. Hg stvara talog pri pH 3.5, ali potpuno
talozenje dogada se kod pH 8.5. Cd stvara zuti talog CdS pri pH 8.5-11.5. Limit test na teske
metale nije primjenjiv za odredivanje Cd budu¢i da je Zuta boja njegovog taloga tesko uocljiva
u prisutnosti tamno obojanih sulfida ostalih elemenata.

pH 11.5 za Mn, Co, Cu i Pb;

Odredivanje Cu moguce je pri pH 9.5-11.5. Optimalan pH za taloZenje Pb je 6.5 — 11.5. Pb i
Cu djelomi¢no se taloze pri pH 3.5 i u alkalnijem mediju. Ioni Mn, Co, Cu i Pb formiraju
tamno smede sulfide koji su pogodni za vizualnu usporedbu pri limit testu za teSke metale.
Medutim taloZenje tih elemenata nije potpuno pri pH 3.5-8.5 izuzev Pb koje se moZe odrediti
pri pH 3.5.

1,2 mL dodanoqg tioacetamida.

Ispitani su volumeni od 0,6 do 2,4 mL u usporedbi sa 1,2 mL proprisanih u Ph. Eur. Kod
malog volumena dodanog tioacetamida (0,6 mL) nisu se istalozili svi metalni ioni, a kod

vec¢eg volumena (2,4 mL) visak bi mogao dovesti do otapanja formiranih sulfida.

Ispitivanjem je potvrdeno da se unato¢ propisanom pH 3.5 veéa to¢nost, odnosno nizi limit

detekcije, postize talozenjem u alkalnom mediju. Modifikacijom pH u testu za teske metale moglo bi

se posti¢i taloZenje elemenata u skupinama i ubrzati analiza (npr Fe, Zn, Hg i Cd pri pH 8.5, a Mn, Co,

Cu i1 Pb pri pH 11.5). Optimizacijom pH i instrumentalnim odredivanjem sadrZaja postigla se

moguénost kvantifikacije Zn i Cd za koje farmakopejski test nije primjenjiv jer stvaraju sulfide bijele

odnosno Zute boje. Odredivanje sadrzaja elemenata u lijekovima zahtjeva optimalnije uvjete pH za

taloZzenje dok je farmakopejski propisan volumen tioacetamida od 1,2 mL optimalan za reakciju

taloZenja.

Vazna pretpostavka limit testa na teske metale da koraci pripreme uzorka ne uzrokuju gubitak bilo

kojeg elementa od interesa i da ne spreavaju formiranje taloga ili koloida za usporedbu nije
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znanstveno utemeljena za hlapljive elemente kao Sto su primjerice Hg ili Se. S obzirom na njihove
poznate toksikoloske uginke upravo se tu istiGe potreba za razvojem pouzdanije i to¢nije metode. ¢

USP komisija za harmonizaciju USP, Ph. Eur. i JP metoda za ispitivanje teSkih metala kroz svoja je
istrazivanja iznijela zakljutke o raznim nedostacima farmakopejskih metoda. Blake ®® donosi
zakljucke studije predstavljene na farmakopejskom forumu 1995:

Studija predstavljena u ovoj publikaciji provedena je u svrhu uskladivanja ispitivanja teSkih metala
za HPMC izmedu tri navedene farmakopeje. Rezultati su pokazali da oko 50 % metala moze biti
izgubljeno tijekom procesa zarenja. Gubitak metala vjerojatno je ovisan o matriksu, a buduéi da su
postupci vrlo radno zahtjevni iskoriStenja mogu znacajno varirati medu analitiCarima. U izvjeS¢u se
navodi da ziva, koja je jedan od toksi¢nih teskih metala, nije dala odgovor u reakciji u niti jednom setu
uzoraka. Zbog gubitka metala tijekom Zarenja upitna je valjanost rezultata dobivenih trenutnim USP,
JP i Ph. Eur. opéim postupcima testa.

Aktivnosti vezane uz istrazivanje ogranicenja farmakopejskih testova na teSke metale, pokuSaje
njihovih izmjena i harmonizacije i postavljanje novih standarda traju godinama. Razli¢ite organizacije,
znanstvenici i stru¢njaci na brojnim su stru¢nim skupovima i radionicama raspravljali o toj temi i
iznosili zakljucke istrazivanja i iskustva iz prakse. Samo jedan od brojnih primjera je radionica
odrzana 2008. godine u organizaciji Medicinskog instituta Nacionalne akademije znanosti sjedinjenih
ameri¢kih drzava ® (eng. Institute of Medicine of the National Academy of Sciences of the United
States), podrzana od strane USP na kojoj su iznijeti sljede¢i zakljucci o nedostacima USP testa za
metalna onecis¢enja opisanog u poglavlju <231>: To je subjektivni vizualni test koji se temelji na
taloZenju metalnih sulfida. Brojne procjene tijekom posljednjih 13 godina pokazale su da ova metoda
cesto ne moze otkriti prisutnost metala od velikog interesa, kao $to je Ziva, i ozbiljno podcjenjuje
koncentracije drugih metala. Za velik broj tih metala se zna da su toksi¢ni (olovo, arsen, kadmij, Ziva),
a potencijalno su prisutni u farmaceutskim sastojcima. Op¢i konsenzus govornika i struénjaka odbora
za planiranje na radionici je da je sadasnja metodologija za ispitivanje metala nedovoljna i treba biti
zamijenjena instrumentalnim metodama vece specifi¢nosti i osjetljivosti za Sirok spektar metala od
interesa. U isto vrijeme, potrvdeno je da se trenutnim state-of-the-art metodama metali mogu

detektirati u razinama znatno ispod one klinicke i toksikoloske vaznosti. Izazov je dakle spajanje
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moguénosti metoda, procjene rizika i vjerojatnosti prisutnosti metala od interesa na nacin koji najbolje
§titi zdravlje ljudi.
Dodatni problem trenutnog pristupa ispitivanju metalnih onecis¢enja u lijekovima predstavlja i

razli¢ita upotreba i razumjevanje izraza te$ki metali. lako USP i Ph. Eur. navode test na teske metale,

nije jasno definirano koje elemente metoda treba detektirati. Nema medunarodno dogovorene
definicije teSkih metala §to dodatno otezava upotrebu ovih metoda i postavljanje popisa elemenata za
rutinsku analizu. ©

U tehni¢kom izvjestaju za TUPAC Duffus “ navodi kako izraz teski metali nikada nije definiran
od strane niti jednog regulatornog tijela, popisi elemenata na koje se odnosi razlikuju se ili uopce nisu
navedeni u zahtjevima raznih regulativa. Osim toga, izraz teski metali Cesto se Koristi kao zajedni¢ko
ime za metale i polumetale (npr. arsen) koje se povezuje sa zagadivanjem i potencijalnom toksi¢nosti
za ljude ili okoliS. Postoji tendencija pretpostavljanja kako svi takozvani teski metali imaju toksi¢na
svojstva, iako to nije utemeljeno kemijskim i toksikoloskim podacima. Cak i izraz metal se &esto
nepravilno koristi u toksikoloskoj literaturi i legislativi i oznacava €isti metal 1 sve kemijske vrste u
kojima moze postojati ¢ime se netoéno moze zakljuciti kako Cisti metal i sve njegove vrste imaju ista
fizikalno-kemijska, bioloSka i toksikoloska svojstva. Klasifikacija temeljene na kemijskim svojstvima,

odnosno na periodnom sustavu elemenata, omogucila bi da se razumijevanje kemijskih temelja

.....

S obzirom na pocetnu postavku o vaznosti odredivanja svih potencijalno prisutnih, a posebno
toksikoloski znacajnih metalnih oneciS¢enja moze se zakljuéiti da trenutno koriStene metode ne
udovoljavaju tim zahtjevima. Prema tome, postoji velika potreba za razvojem osjetljivih i selektivnih
metoda za odredivanje metalnih onecis¢enja u lijekovima i farmaceutskim sastojcima, ne samo kako bi
se udovoljilo strozim specifikacijama u buduénosti, nego i u svrhu osiguranja uéinkovitosti i sigurnosti

primjene lijekova. @
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4.4.Regulatorne promjene i medunarodna harmonizacija smjernica za ispitivanje metalnih

oneciSéenja u lijekovima

U proteklih desetak godina znaCajno je porastao interes za temu analize metala u lijekovima.
Objava Vodica Europske Agencije za lijekove (EMA) za granice ostataka metalnih katalizatora ili

(25)

metalnih reagensa *“”, novih poglavlja USP <232> Elementarna onecis¢enja: granice i <233>

.27) i reprodukcija EMA vodi¢a u poglavlju Ph. Eur. 5.20 Ostaci

Elementarna oneciséenja: postupci
metalnih katalizatora ili metalnih reagensa “® primorali su industriju da po¢ne pazljivije pratiti
sadrzaj metalnih ostataka razli¢itih materijala koji se koriste u farmaceutskoj proizvodnji. U rjeSavanje
problematike zadnje se ukljucilo tijelo ICH. ICH spaja regulatorna tijela i farmaceutsku industriju
Europe, Japana i SAD-a da rasprave znastvene i tehnicke apsekte registracije lijekova. Misija ICH je
posti¢i vecu harmonizaciju kako bi se osiguralo da sigurni, u¢inkoviti i visoko kvalitetni lijekovi budu
razvijeni i registrirani na najuéinkovitiji nagin. ¥

Na zahtjev proizvodaca koji traze medunarodnu harmonizaciju, ICH je pristao formirati Stru¢nu
radnu skupinu (EWG) koja ¢e razmotriti elemente i granice elementarnih oneéis¢enja. EWG je
formirana u listopadu 2009. USP promatra dogovore EWG. Kako su dogovori napredovali, USP je
napravila manje prilagodbe svih granica opisanih u poglavlju <232> osim za zivu. @

Prema radnom planu EWG od 14. srpnja 2014. ©” dokument ICH Q3D Guideline for Elemental
Impurities (hrv. Vodi¢ za elementarna oneci§¢enja) prvi puta je objavljen u draftu tek krajem 2011.
Korak 2 zavren je u lipnju 2013., a verzija 2b ® objavljena je 26. srpnja 2013. Period za komentare u
sve tri ICH regije (SAD, EU, Japan) zavrSen je 31.12.2013. EWG je pregledala i slozila sve javne
komentare, a reviziju tehni¢kog dijela Q3D je zavrSila u lipnju 2014. tijekom sastanka u Minneapolisu.
Potpisivanje faze 4 dokumenta bilo je planirano do kraja rujna 2014. Ovaj rok nije ostvaren, ali
njegova kratkoca pokazuje nastojanje za §to brzim zavrSetkom harmonizacije. Korak 4 verzija ICH
Q3D dokumenta objavljena je 16.12.2014. ®? Dokument je dosegao korak 4 procesa §to znadi da se
konaéni nacrt preporucuje za usvajanje regulatornim tijelima Europske unije, Svicarske, Japana, SAD-

a 1 Kanade. Nakon toga slijedi utvrdivanje rokova za implementaciju i smjernica unutar regija, a cijeli

proces zavrSava kada smjernice budu implementirane u nacionalne i regionalne postupke.

24



U listopadu 2014. je odobrena Radna skupina za implementaciju (IWG). Tijekom razvoja Q3D
smjernice, iz primjedbi primljenih tijekom perioda javne rasprave, jasno se pokazalo da postoji
nedostatak jedinstvenog tumacenja smjernica. Zato je odluceno da IWG pod pokroviteljstvom ICH
treba razviti program obuke i prate¢cu dokumentaciju kako bi se osiguralo ispravno i uskladeno
tumacenje novih Q3D smjernica od strane industrije 1 regulatornih tijela i ujednacena implementacija u
ICH i ne - ICH regijama. Zavrietak materijala za obuku planiran je do kraja ozujka 2015. &

Dugotrajni proces harmonizacije i nesluzbeni status smjernice ICH Q3D doveo je do odgoda
najavljenih datuma implementacije ranije objavljenih dokumenata - EMA vodi¢a i novih poglavlja u
USP i Ph. Eur. Razdoblje nejasnih rokova zavrsetka ICH Q3D izazvalo je zbunjenost u industrijskim i
regulatornim krugovima zbog uocljivih razlika draft ICH Q3D dokumenta u odnosu na ostale
objavljene dokumenate, od ¢ega su najznacajnije razlike u popisu elemenata i propisanim granicama tj.
dozvoljenoj dnevnoj izloZenosti (PDE) za elemente. Sa stajaliSta proizvodaca lijekova, nesigurnost i
predstojece promjene uzrokuju odredene poteskoce i potrebne su razlicite uskladene aktivnosti kako bi
se postigla racionalizacija troskova i vremena ©*.

U srpnju 2013. CHMP je odlucila odgoditi primjenu EMA vodi¢a na postojece proizvode na trzistu
do zavrSetka ICH Q3D vodica, indiciraju¢i da ¢e se harmonizirati sa njim kada bude zavrSen. EMA
vodic¢ trenutno je vazeci za nove proizvode od 1. rujna 2008., a trebao je postati vazeci i za proizvode
na trziStu od 1. rujna 2013. EMA je u vrijeme objavljivanja ovog vodi¢a dala odgodu za
implementaciju od 5 godina za prilagodbu za proizvode na trzistu, ali se zbog kasnog ukljucivanja
ICH u problematiku odlucila za novu odgodu tog datuma. I komisija Europske farmakopeje je
revidirala svoju strategiju u vezi implementacije poglavlja 5.20 koje nije postalo zakonski obvezujuce
od 1. travnja 2014. $to je bio prvotno odreden rok. U travnju 2012. Komisija je odlucila da ce
reproducirati EMA vodi¢ u poglavlju 5.20 i u kasnijem stupnju uvesti referencu na to poglavlje u
op¢oj monografiji 2034. Medutim, zbog odluke CHMP o odgodi datuma primjene EMA vodica za
proizvode na trziStu i kako bi se osigurala uskladenost pristupa Ph. Eur. s regulatornim tijelima,
Komisija je u kolovozu 2013. odlucila odgoditi publikaciju revidirane op¢e monografije 2034 u

Dodatku 8.1. ¢ime je zapravo do zavrSetka ICH Q3D odgodena zakonski obvezujuéa primjena
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poglavlja 5.20. ®® Prema tome, smatra se da su i EMA i Ph. Eur. indirektno najavile da ¢e se
harmonizirati sa ICH Q3D smjernicama po njihovom zavrsetku.

U struénom osvrtu na trenutno stanje zahtjeva za metalna one¢igéenja u lijekovima Lewen ¥ daje
kratak pregled ovih izmjena. Navodi kako je status USP poglavlja <232> i <233> bio upitan i prije
objave draft dokumenta ICH Q3D 2b. Najprije su trebala postati sluzbena 01.12.2012., ali je to
odgodeno u studenom 2012. Sluzbena su postala u veljaci 2013. ali je planirani datum njihove
implementacije 01.05.2014. konstantno bio upitan iako je ve¢ predstavljao odgodu. Konac¢no je u
svibnju 2013. odluceno da ¢e se datum implementacije poglavlja <232> i <233> ponovno odgoditi,
ali isto tako i uklanjanje poglavlja <231> Heavy Metals iz opéeg dijela. USP je dodatno odlucila
napraviti neke promjene u poglavljima <232> i <233> ®% %) koje bi trebale biti sluzbene u kolovozu
2015., s datumom implementacije u prosincu 2015. Bududi da su ova poglavlja ve¢ sluzbena industrija
ih moze koristiti, medutim regulatorno nije nuzno dokazati slaganje s propisanim zahtjevima. Do
sluzbene implementacije moguce je koristiti poglavlje <231>.

Zbog odgadanja implementacije USP poglavlja <232> i <233> do zavrSetka ICH Q3D smjernice i
nastojanja Sto veceg uskladivanja, ali ipak i odredenih samostalnih stavova USP, postoji moguénost
potencijalnih promjena i u buducnosti. Izmjene i1 odluke vezane uz ovu tematiku USP aZurno

objavljuje na sluzbenim stranicama. ®

4.4.1. Sli¢nosti i razlike zahtjeva EMA-e, Ph. Eur., USP i ICH Q3D smjernica

Izmedu objavljenih dokumenata: EMA vodica @, poglavlja u Ph. Eur. @ Usp @ 2736 37 j
zavrinog ICH-Q3D ©®? najznacajnije su razlike u popisu elemenata (Slika 2) i propisanim granicama
za svaki element (Tablica 2). Budu¢i da je Ph. Eur. reproducirala EMA vodi¢ u poglavlju 5.20 u
daljnjem tekstu ¢e se obraditi zahtjevi objavljeni u EMA vodi¢u ®, koji se ujedno odnose i na Ph.
Eur.

Promatrajuci popise elemenata i njihove granice u USP i EMA/Ph.Eur koji su nastali prije draft

dokumenta ICH Q3D, korak 2b, vidljivo je da je USP napravila odmak uvrstivsi ¢etiri glavna (As, Cd,
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Pb 1 Hg) potencijalna nenamjerna oneciS¢enja. USP nije ukljucila neke elemente koje navodi EMA jer
su granice za te elemente vrlo visoke i nesukladnost s istima najprije bi znacila GxP nesukladnost
(odstupanje). To su Mn (prema EMA Klasificiran kao metal malog utjecaja na sigurnost), te Fe i Zn
(prema EMA Kilasificirani kao metali minimalnog utjecaja na sigurnost).

ICH Q3D popis elemenata sadrzi najviSe elemenata od interesa, cak 24, koje treba ukljuciti u
procjenu rizika za razvoj strategije kontrole elementarnih oneci$éenja u lijekovima i njihovim
sirovinama (Slika 3.). Najvise se podudara sa USP i ukljuc¢uje Co, Se, T1, Li, Sb i Sn koji su nekada
bili dio draft dokumenta USP 232, ali takoder ukljucuje i Ag, Au i Ba koji nikada nisu bili dio USP
popisa.

EMA/Ph.Eur. i ICH Q3D ukljucuju kategorije elemenata na temelju njihove toksi¢nosti dok ih
trenutna verzija USP ne navodi.

Trenutni popisi elemenata:

EMA: Pd, Pt, Ir, Rh, Ru, Os, Mo, Ni, Cr, V, Cu, Mn, Fe, Zn;
USP: Cd, Phb, As, Hg, Ir, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Cr, Mo, Ni, V, Cu;

ICH Q3D: Cd, Pb, As, Hg, Co, Ni, V, Ag, Au, Ir, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Se, Tl, Ba, Cr, Cu, Li, Mo, Sh,

Sn
Upravo zbog postojanja ovih razlika je jasno da se toksikoloSki stru¢njaci koji rade na

uspostavljanju propisa ne mogu potpuno sloziti oko elemenata od potencijalnog interesa niti njihovih

granica.
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Slika 2: Elementi koje treba kontrolirati prema ICH Q3D, USP i EMA/Ph.Eur.
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Slika 3: Broj elemenata koje treba kontrolirati prema ICH Q3D, USP i EMA/Ph.Eur.
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Tablica 2. Popis relevantnih elementa i postavljenih granica prema ICH Q3D ©*3*? y usporedbi sa USP ?*39 j EMA/Ph.Eur. @

Oralna primjena (PDE u pg/dan) Parenteralna primjena (PDE u pg/dan) Inhalacijska primjena (PDE) LVP (ug/g)
Element
ICH
ICH klasa 1 (4 glavna elementa)
As 15 NP 15 NP 19(2)
Pb 5.0 (5) NP 5.0 (5) NP 5.0 (5)
Cd 5.0 (5) NP 6.0 (2) NP 34 (2)
Hg 408 (30) NP 48 (3) NP 12 (1)
ICH klasa 2A
Co 50 NP NP 50 (5) NP NP 29(3) NP NP NP
Ni 600 (200)
Vv 120 (100)
ICH klasa 2B
Ag 170 (150) NP NP 35 (10) NP NP 69 (7) NP NP NP
Au 130 (100) NP NP 130 (100) NP NP 13(1) NP NP NP
Ir 1006(100)* 10 * 14 (1) * NP
Os 1006(100)* 10 * 14 (1) * NP
Pd 100 10 10 (1) NP
Pt 10006 (100) 10 14 (1)
Rh 1006(100)* 10 * 14 (1) * NP
Ru 1006(100)* 10 * 14 (1) * NP
Tl 8.0 (8) NP NP 8.9 (8) NP NP 69 (8) NP NP
Se 179 (150) NP NP 85 (80) NP NP 140 (130) NP NP NP
ICH klasa 3
Ba 13006(1400) NP NP 1306 (700) NP NP 340 (300) NP NP NP
Cr 11 000 NP ° 1100 NP ° 29 (3) NP °
Cu 1300 (3000) 130 (300) 13 (30) NP
Li 780 (550) NP NP 390 (250) NP NP 25 NP NP NP
Mo 180 (3000) 180 (1500) 6 (10) NP
Sb 1200 NP NP 600 (90) NP NP 22 (20) NP NP 22
Sn 6400 (6000) NP NP 640 (600) NP NP 64 (60) NP NP 64
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Tablica 2 prikazuje popis 24 elementa koje ICH Q3D navodi kao relevantne i usporedbi sa USP i EMA/Ph.Eur popisom elemenata, te navodi postavljene
granice izrazene kao PDE u ug/dan (ng/dan za inhalacijsku primjenu kod EMA/Ph.Eur). Vrijednosti u zagradama pokazuju promjene tj. uskladivanja. Kratica
LVP kod USP oznacava parenteralne pripravke velikog volumena tj. kada je dnevna doza lijeka primjenjenog parenteralno ve¢a od 100 ml.

Napomena: PDE se baziraju na tjelesnoj masi odrasle osobe bilo kojeg spola od 50 kg. NP oznaka zna¢i nije primjenjivo. Vrijednosti u zagradama kod
USP predstavljaju nove predlozene vrijednosti za USP poglavlje 232 ©® s predvidenim datumom implementacije 01.12.2015., dok su precrtane vrijednosti
ispred zagrade stare vrijednosti ukljudene u USP poglavlje 232 od 01.02.2013. ®® Vrijednosti u zagradama kod ICH predstavljaju nove vrijednosti prema
zadnje objavljenom dokumentu korak 4 ®?, a precrtane vrijednosti ispred zagrade su stare vrijednosti iz draft dokumenta korak 2b ©%.

* (ICH Q3D): Nema dovoljno podataka da bi se postavile PDE za Ir, Os, Rh i Ru za bilo koji put primjene tako da se PDE za ove elemente postavljene na
temelju njihove sli¢nosti sa Pt.

** (EMA): Granica podgrupe. Ukupna koli¢ina metala podgrupe 1B (Ir, Os, Rh, Ru) ne smije prije¢i navedenu granicu. Jedino EMA kategorizira Ir, Os,
Rh i Ru u podgrupu i ne navodi pojedinacne granice za ova 4 elementa. Ovaj konzervativni pristup je prihvacen zbog nedovoljnih toksikoloskih podataka.

*** (EMA): Pt kao heksakloroplatinska kiselina

a (USP): Granice za As su utemeljene na najtoksi¢nijem anorganskom obliku, a granice za Hg su utemeljene na anorganskom (2+) oksidacijskom stanju.
najkriti¢nije u vezi razlicite toksi¢nosti njihovih anorganskih i kompleksnih organskih oblika.

b (USP): PDE granice za Cr nisu postavljene za oralnu, parenteranu primjenu i za LVP zbog toga $to se ne smatraju vaznima za Sigurnost pacijenata. USP

postavlja samo PDE za inhalacijsku primjenu Cr.
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4.4.1.1. Zahtjevi EMA vodica

Cilj EMA vodi¢a ® je preporuciti maksimalno prihvatljive granice koncentracije za ostatke
metalnih katalizatora ili metalnih reagensa koji mogu biti prisutni u:

e farmaceutskim supstancama (definirane kao API ili ekscipijensi) ili
e U gotovim lijekovima.

Metali na koje se vodi¢ odnosi se normalno koriste kao katalizatori procesa ili reagensi tijekom
sinteze farmaceutskih supstanci (u sintezi API-a, sintezi bilo kojeg farm. ekscipijensa ili sintezi bilo
kojeg farm. ekscipijensa koji se koristi tijekom proizvodnje lijeka ali nije prisutan u gotovom lijeku).

Metalni ostaci u farmaceutskim supstancijama i lijekovima mogu potjecati iz nekoliko izvora kao
Sto su: metalni katalizatori i metalni reagensi koristeni tijekom sinteze API-a ili ekscipijensa,
proizvodna oprema i cijevi, bulk pakiranje, okolis, otapala za ¢iS¢enje itd.

Budué¢i da je upotreba metala kao katalizatora i reagensa ograniGena na definirane kemijske
reakcije, ogranic¢enje njihovih ostataka u samim farmaceutskim supstancijama je dovoljno i ne trebaju
ogranienja u gotovim lijekovima. Kako je porijeklo ostatka nevazno s obzirom na njegove
potencijalne toksi¢ne efekte, koncentracijske granice nacelno su primjenjive i na ostatke metala iz
drugih izvora. Medutim, prihvacanje koncentracijskih granica i validirana metoda u specifikaciji za
druge izvore su potrebni samo u vrlo iznimnim slu¢ajevima kada se zna da su nedovoljno ograni¢eni
GMP-om, GDP-om ili drugim relevantnim propisom. Farmaceutske tvrtke se mogu osloniti na
informacije od pouzdanih dobavljaca.

Vodi¢ se ne odnosi na:

e potencijalne nove ljekovite supstance ili ekscipijense koristene u klinickim ispitivanjima
e metale koji su namjerne komponente farmaceutskih supstanci (kao $to su anioni soli) ili
e metale koji se koriste kao farmaceutski ekscipijensi u lijeku (npr. zeljezov oksid kao pigment).
e vanjska metalna onecis¢enja kojima se vise bave GMP, GDP ili drugi relevantni propis.
Vodi¢ primjenjuje razlicite granice za oralne i parenteralne putove primjene, a specifi¢ne granice su

takoder postavljene za inhalacijsku izlozenost nekim metalima. Kada je izlozenost kratka, PDE se
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moze prilagoditi. Izraz PDE definira se kao farmaceutski maksimalna dozvoljena izloZzenost metalu na
kroni¢noj bazi za koju je malo vjerojatno da Ce izazvati bilo kakav zdravstveni Stetni u¢inak.

Metalni ostaci klasificirani su u tri kategorije na temelju razine njihovog utjecaja na sigurnost, a
koncentracijske granice postavljene na temelju maksimalne dnevne doze, duljine trajanja lijecenja i

puta primjene lijeka kao i na temelju PDE metalnog ostatka (Tablica 3).

Tablica 3. Klasifikacija s obzirom na potencijalni rizik za ljudsko zdravlje

Metali znacajnog utjecaja na sigurnost Klasa 1A Pt, Pd
Klasa 1B Ir, Rh, Ru, Os
Klasa 1C Mo, Ni, Cr, V
Metali niskog utjecaja na sigurnost Klasa 2 Cu, Mn
Metali minimalnog utjecaja na sigurnost Klasa 3 Fe, Zn

Klasa 1: metali znacajne toksi¢nosti. To su metali za koje se zna ili se sumnja da su humani
karcinogeni ili mogu¢i uzro¢ni agensi drugih znacajnih toksicnosti.
Klasa 2: metali nizeg toksi¢nog potencijala za ljude. Obi¢no se dobro podnose u razinama izlozenosti
koje se tipi¢no nalaze tijekom primjene ljekovitih proizvoda. Mogu biti metali u tragovima potrebni za
nutritivne svrhe ili su ¢esto prisutni u hranjivim tvarima ili gotovim dodacima prehrani.
Klasa 3: metali bez znacajne toksi¢nosti. Njihov sigurnosti profil je utvrden. Opcenito se dobro
podnose u dozama koje su znatno vecée od doza tipi¢nih kod primjene ljekovitih proizvoda. Prisutni su
u okolisu ili u biljnom i Zivotinjskom svijetu.

Kod utvrdivanja koncentracijskih granica kao relevantna vrijednost uzeta je tjelesna masa odrasle
osobe od 50 kg. Ova relativno mala tjelesna masa sluzi kao dodatni sigurnosni faktor u odnosu na
Cesto koriStene mase od 60 kg ili 70 kg za odrasle osobe. Pretpostavljen je udisajni volumen odrasle

osobe: 20 m® dnevno (24 h) i radna inhalacijska izloZenost: 8 h dnevno (u 24 h).
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Specijacija

Specijacijska analiza se ne zahjeva, ali navodi da treba paziti na ¢injenicu da metalni ostaci mogu
biti prisutni u drugacijem obliku nego $to je oblik elementa u originalnom katalizatoru ili reagnesu.

Ukoliko nema posebnog opravdanja test treba biti specifi¢an za svaki element.

Analiti¢ki postupci

Za odredivanje svakog metalnog ostatka treba se koristiti prikladna i validirana analiti¢ka metoda.
Ukoliko nije drugacije opravdano test treba biti specifican za svaki element. Ukoliko postoji
opravdanje, moze se koristiti opéenitija analiticka metoda koja ukljucuje jedan ili vise metalnih
ostataka sa opcenitim koncentracijskim limitom ako se moze dokazati da nece biti prijedena granica
izlozenosti za niti jedan specificirani metal. Treba se koristiti bilo koji harmonizirani postupak opisan
u farmakopejama, ako je to moguce. U protivnom, proizvodac¢i mogu izabrati najprikladniji validirani
analiticki postupak za odredenu primjenu. Ako su prisutni samo elementi skupine 2 ili 3 moze se
koristiti nespecific(na metoda. Koristenje polukvantitativnih limit testova na metale opisanih u

farmakopejama moze biti prikladno, ali samo ako su prilagodeni i odgovarajuce validirani.

4.4.1.2. Zahtjevi USP poglavlja <232> i <233>

USP ne navodi klasi¢nu klasifikaciju elemenata u kategorije s obzirom na njihovu toksi¢nost
(odnosno utjecaj na sigurnost pacijenata) i vjerojatnost pojavljivanja u lijekovima i sastojcima lijeka
ovisno o putu primjene, nego objavljuje jedinstveni popis u kojem ipak izdvaja ,,4 glavna“ elementa
(As, Cd, Pb i Hg) zbog toksi¢nosti i prirodne zastupljenosti 3", Zbog sveprisutnosti ovi elementi

(minimalno) moraju biti razmotreni u kontrolnoj strategiji temeljenoj na procjeni rizika.

Poglavlje USP <232> ©® gpecificira granice za elementarna onetiS¢enja u lijekovima.
Elementarna oneciS¢enja ukljuc¢uju katalizatore i one¢i§éenja iz okoline koja mogu biti prisutna u
aktivnim ljekovitim supstancama, ekscipijensima i gotovim lijekovima. Ova onecis¢enja mogu se

pojavljivati prirodno, biti namjerno dodana ili biti nenamjerno uvedena (npr interakcijama sa
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procesnom opremom ili sa primarnim pakiranjem). Kada se zna da su elementarna onecis¢enja
prisutna, da su bila dodana ili potencijalno mogu biti uvedena u lijek, osiguravanje sukladnosti sa
propisanim granicama je obavezno. Kontrolna strategija temeljena na procjeni rizika moze biti
prikladna kada analiticari odrede kako osigurati sukladnost sa ovim standardima.

Propisane granice nisu primjenjive za proizvode namijenjene iskljucivo za veterinarsku upotrebu i
konvencionalna cjepiva, za totalnu parenteralnu prehranu i dijalizate.

Propisane granice ne odnose se na eksipijense i aktivne supstance, osim tamo gdje je specificirano
u ovom poglavlju ili individualnim monografijama. Medutim, stupanj elementarnih oneciS¢enja
prisutan u API-ima i ekscipijensima mora biti poznat, dokumentiran i biti dostupan na zahtjev.
Proizvodaci moraju odrediti prihvatljive granice elementrarnih onecis¢enja u materijalima koristenim
u proizvodnji njihovih proizvoda, ovisno o kona¢noj namjeni materijala.

Poglavlje navodi granice oneciS¢enja (ug/g) za API-e i ekscipijense lijekova koji se doziraju u
maksimalnoj dnevnoj dozi <10 g/dan, odgovaraju PDE (ng/dan) propisanim za gotovi lijek
podjeljenim sa 10 (jednako opciji 1 u ICH Q3D). Neki sastojci ¢e morati imati drugacije granice
ovisno o individualnoj monografiji.

Toksi¢nost elementarnog oneci§¢enja povezana je sa njegovom bioraspolozivosti koja je odredena
za tri puta primjene: oralni, parenteralni i inhalacijski. Granice se baziraju na kroni¢noj izloZenosti i
odnose se na elementarna oneciS¢enja u gotovom lijeku. PDE za proizvode koji se primjenjuju
topikalno na ozljedenu ili oste¢enu kozu, te za proizvode koji se primjenjuju mukozalno iste su kao i
PDE za oralnu primjenu, osim ako je drugacije navedeno u individualnim monografijama.

Kao i u EMA vodi¢u, PDE se temelje na tjelesnoj masi odrasle osobe bilo kojeg spola od 50 kg.
Ukoliko je metalno onecisc¢enje prisutno u formulaciji namjenjenoj pedijatrijskoj upotrebi prikladno bi

bilo koristiti prilagodbu za manju tjelesnu masu.

Specijacija

lako svaki element moze biti prisutan u razli¢itim oksidacijskim ili kompleksacijskim stanjima
USP kao posebno kriti¢ne izdvaja As i Hg zbog razliCite toksi¢nosti njihovih anorganskih i

kompleksnih organskih oblika. Granice za As su utemeljene na najtoksi¢nijem anorganskom obliku.
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As se moZe mjeriti i kao ukupni arsen pod pretpostavkom da je sav As u uzorku u anorganskom
obliku. Ako se u tom slucaju prijedu postavljene granice moguce je postupkom specijacije tj
kvantificiranjem anorganskog oblika utvrditi da li je taj anorganski oblik unutar propisanih granica.
oblik metil-ziva rijetko prisutan u lijekovima, granica je postavljena za najacesé¢i anorganski oblik. Za
one proizvode kod kojih se potencijano moze pojaviti metil-ziva (npr. materijali ribljeg porijekla)

granice se trebaju propisati u individualnim monografijama.

Analiti¢ko ispitivanje — poglavlje <233> ¢

Ako pracenjem procesa i kontrolom lanca nabave proizvoda¢i mogu pokazati odsutnost
elementarnih necistoca, tada daljnje ispitivanje ne mora biti nuzno potrebno. Kada se ispitivanje
provodi da bi se dokazala sukladnost, analiticki postupci za odredivanje razina oneci$¢enja opisani su
u poglavlju <233> Elementarna onecisc¢enja — postupci. ©” Poglavlje opisuje dva analiticka postupka
(Postupak 1 i 2), a takoder i kriterije za prihvatljive alternativne postupke. Validacijskim ispitivanjem
analiti¢ari trebaju potvrditi da je opisani analiticki postupak pogodan za ispitivanje odredenog
materijala. Postupak 1 moze se koristiti za elementarna oneciS¢enja koja su opcenito pogodna za
detekciju pomocu tehnike ICP-AES (ICP-OES), a Postupak 2 za ona pogodna za detekciju pomoc¢u
ICP-MS.

Prije upotrebe bi analitiCari trebali potvrditi da je postupak prikladan za koriSteni instrument i
uzorak na nacin da zadovoljava opisane zahtjeve za validaciju alternativnih postupaka. U protivhom se
mogu koristiti alternativni postupci (u skladu sa General Notices and Requirements 6.30, Alternative
and Harmonized Methods and Procedures) koji moraju zadovoljavati opisane validacijske kriterije.
Bilo koji alternativni postupak koji je validiran i zadovoljava kriterije prihvatljivosti smatra se
prikladnim za upotrebu. Poglavlje je takoder svojevrstan vodi¢ za razliCite moguénosti pripreme
uzorka (izravno mjerenje tekucih uzoraka ili kod alternativnim postupaka koji dozvoljavaju ispitivanje
neotopljenih uzoraka, izravno otapanje u vodenim otopinama ili u organskim otapalima, digestija).

Izbor je ostavljen analitiCarima koji razvijaju metodu, a ovisi o materijalu.
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4.4.1.3. Zahtjevi ICH Q3D

Tri su glavna dijela ICH Q3D dokumenta®?:
- procjena toksikoloskih podataka za potencijalna elementarna onecis¢enja,
- utvrdivanje PDE za svaki element od toksikoloskog znacaja i
- primjena pristupa temeljenog na procjeni rizika za kontrolu elementarnih oneciS¢enja
u lijekovima.

ICH Q3D odnosi se na nove gotove lijekove (koji nisu prethodno registrirani) i nove lijekove koji

sadrze postojece djelatne tvari. Ne odnosi se na lijekove koriStene tijekom faza klinickih ispitivanja.
Primjena na postojece lijekove ne ocekuje se prije isteka 36 mjeseci od objave ICH vodica.

Utvrdene PDE smatraju se zastitom za zdravlje svih populacija pacijenata. Appendix 1 objasnjava
metodu za utvrdivanje PDE za svako elementarno oneci$¢enje, a sazetak sigurnosne procjene za svaki
pojedini element je u Appendixu 3. NiZze granice elementarnih one¢is¢enja mogu biti potrebne u
slucajevima kada razine ispod granica toksi¢nosti imaju utjecaj na druga svojstva kakvoce lijeka (npr.
element katalizira razgradnju aktivne supstance).

PDE su utvrdene samo za oralnu, parenteralnu i inhalacijsku primjenu. Faktori koji su razmatrani u
procjeni sigurnosti za utvrdivanje PDE su bili:

e Oksidacijsko stanje elementa u kojem ¢e se vjerojatno nalaziti u lijeku;

e Ljudska izloZenost i sigurnosni podaci kada su davali prikladne informacije;
o Najrelevantnija studija na zivotinjama;

e Put primjene;

e Relevantne zavrsne tocke.

Kada je bilo prikladno, postojeci standardi za dnevni unos nekih elementarnih oneciS¢enja za
hranu, vodu, zrak ili izloZenost na radu su koriSteni za utvrdivanje PDE za lijekove. Najdulja studija
na Zivotinjama je obi¢no smatrana kao relevantna, ali u nekim slucajevima i kraca studija Sto je

objasnjeno u individualnim PDE procjenama. Kod lijekova za inhalaciju studije s topljivim solima su
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relevantnije od onih sa ¢esticama. Ovisno o dostupnim podacima, inhalacijske PDE bazirane su ili na
lokalnoj toksicnosti (respiratorni sustav) ili na sistemskoj toksi¢nosti.

Za PDE utvrdene za inhalaciju (oralni ili parenteralni put kada je primjenjivo) doze su
normalizirane na 24h/7 dana izlozenosti. U nedostatku podataka i/ili gdje su dostupni podaci smatrani
nedovoljnima za sigurnosnu procjenu kod parenteralne ili inhalacijske primjene faktori preracuna su
koristeni kako bi se dobile PDE iz PDE za oralnu primjenu. Za druge putove primjene opisan je
koncept izvodenja PDE, ukoliko je to potrebno.

Za parenteralne lijekove s maksimalnim dnevnim volumenom do 2 litre, maksimalni dnevni unos
se moze koristiti za izracun dozvoljenih koncentracija iz PDE, a za one ¢iji dnevni volumen prelazi 2
litre za izra¢un se moze koristiti volumen od 2 litre.

Slicno kao EMA vodi¢ i ICH Q3D navodi da razine elementarnih onecis¢enja vise od utvrdenih
PDE mogu biti prihvatljive u nekim slucajevima kao npr:

e isprekidano doziranje,
e kratkoro¢no doziranje (tj. 30 dana ili krace),
e specifi¢ne indikacije (npr. ugrozen zivot, posebne medicinske potrebe, rijetke bolesti).

Opravdanje povecanih razina u ovakvim situacijama treba napraviti za svaki pojedinacni slucaj

koriste¢i pristup temeljen na riziku, a ICH Q3D navodi primjere izracuna.

Specijacija

Specijacija je definirana kao rasprostranjenost elemenata medu kemijskim vrstama ukljucujuci
izotopski sastav, elektronsko ili oksidacijsko stanje i/ili kompleksnu ili molekularnu strukturu. Kada je
poznata toksic¢nost razli¢itih vrsta istog elementa PDE su utvrdene na temelju informacija o toksi¢nosti
vrste koja se ocekuje u lijeku. Od proizvodaca se ne zahtjeva specijacija, ali se informacije mogu

koristiti za opravdanje nizih ili vi$ih razina onec¢is¢enja u pojedinim slu¢ajevima.
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Klasifikacija elemenata

Vodi¢ Klasificira elementarna onecis¢enja u tri grupe na temelju njihove toksi¢nosti (PDE) i
vjerojatnosti pojavljivanja u lijeku, a u svrhu usmjeravanja procjene rizika na one elemente koji su
najtoksiéniji, ali ujedno imaju i osnovanu vjerojatnost ukljucenosti u lijek (Tablica 4).

Grupa 1 (As, Cd, Hg i Pb) — znacajno su toksi¢ni kod bilo kojeg puta primjene. Obi¢no imaju

ograni¢enu primjenu ili se uopée ne primjenjuju u farmaceutskoj proizvodnji, ali mogu biti prisutni u
uobicajeno koriStenim materijalima (npr. sirovine prirodne rude). Zahtijevaju razmatranje tijekom
procjene rizika za sve potencijalne izvore i sve putove primjene. Rezultat procjene rizika ¢e odrediti
sastojke za koje mogu biti potrebne dodatne kontrole, u nekim sluéajevima testiranje na elemente
skupine 1 kako bi se osigurala sukladnost sa propisanim PDE.

Grupa 2 — toksicni u vec¢em ili manjem razmjeru ovisno o putu primjene. Neki od elemenata iz ove
grupe imaju malu vjerojatnost ulaska u lijek (osim ako nisu namjerno dodani) te zato ne predstavljaju
znacajan rizik. Da bi se utvrdilo kada trebaju biti razmotreni u procjeni rizika dodatno su podjeljeni.

e Grupa 2A (Co, Ni i V) - zahtijevaju procjenu kroz sve potencijalne izvore i sve putove

primjene zbog vece vjerojatnosti pojavljivanja u lijeku.

e Grupa?2 B (Ag, Au, Ir, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Se, TI) — zbog smanjene vjerojatnosti pojavljivanja

u lijeku zahtijevaju biti ukljuceni u procjenu rizika samo ako su namjerno dodani tijekom
proizvodnje aktivnih supstanci, ekscipijensa ili drugih sastojaka lijeka.

Grupa 3 (Ba, Cr, Cu, Li, Mo, Sb i Sn) — elementi relativno niske toksi¢nosti kod oralne primjene

(imaju visoke PDE, obi¢no >500 pg/dan), pa ako nisu namjerno dodani ne zahtijevaju razmatranje u
procjeni rizika. Zahtijevaju razmatranje u procjeni rizika kod inhalacijske i parenteralne primjene,
osim ako je PDE za taj put primjene iznad 500 pg/dan.

Ostali elementi (Al, B, Fe, Zn, K, Ca, Na, Mn, Mg i W) — zbog niske toksi¢nosti i /ili razli¢itih

regionalnih propisa PDE nisu utvrdene u ICH Q3D nego se, u slucaju njihove prisutnosti ili

ukljucenosti u lijek, primjenjuje praksa drugih smjernica i/ili regionalnih propisa.
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Tablica 4. Klasifikacija elementarnih onecis¢enja prema ICH Q3D i preporuke za ukljucivanje tijekom

procjene rizika

Ukljuciti u procjenu rizika?

Uvijek Ako su namjerno | Ako nisu namjerno dodani
dodani (svi putovi
primjene)
Grupa Elementi Oralno Parenter- Inhala-
alno cijski
Grupa 1 As, Pb, Cd, Hg Da
Grupa 2A Co, V, Ni Da
Grupa 2B Ag, Au, Ir, Os, Samo ako su Da Ne
Pd, Pt, Rh, Ru, namjerno dodani
Se, Tl
Grupa 3 Ba, Cr, Cu, Li, Kod oralne Da Ne Da (Cu, Li, Da
Mo, Sb, Sn primjene samo ako Sh)
su namjerno Ne (Ba, Cr,
dodani; Mo i Sn)
Da, kod
inhalacijske i
parenteralne
primjene

Procjena rizika i kontrola elementarnih onecis¢enja

U razvoju kontrolne strategije za elementarna onecis¢enja u lijekovima trebaju se slijediti nacela

upravljanja rizicima opisana u ICH Q9. Procjena rizika (fokusirana na procjenu razine elementarnih

onecis¢enja u proizvodu u povezanosti s PDE) treba biti temeljena na znanstvenim znanjima i

nacelima i treba povezati razmatranja o sigurnosti za pacijenta i razumijevanje proizvoda i proizvodnih

procesa. Proces procjene rizika sluzi proizvodac¢ima da se fokusiraju na one elemente koji zahtjevaju

dodatnu kontrolu. Procjena rizika i kontrolni pristup trebaju biti dokumentirani na odgovarajuéi nacin,

a stupanj uloZenog truda i stupanj formalnosti zapisa treba biti proporcionalan stupnju rizika.

Proces procjene rizika se opisuje u tri koraka koji se &esto provode simultano:

1.

Identifikacija poznatih i potencijalnih izvora elementarnih onecis¢enja koji mogu

naci put do gotovog lijeka;

Vrednovanje prisutnosti pojedinog elementarnog onecis¢enja u lijeku odredivanjem

opazenih ili predvidenih razina elementarnog onecis¢enja i usporedbom s utvrdenim

PDE;
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3. SazZetak i dokumentiranje procjene rizika — identificirati da li su kontrole ugradene
u proces dovoljne ili identificirati dodatne kontrole za ograni¢avanje elementarnih

oneciSc¢enja u lijeku.

1. Potencijalni izvori (identifikacija potencijalnih elementarnih oneci$¢enja i ukljuéivanje u

procjenu rizika)

ICH Q3D popisuje sve potencijalne izvore elementarnih oneéi$é¢enja, od kojih svaki moze

doprinijeti elementarnim oneciS¢enjima u lijeku zasebno ili u kombinaciji s drugim potencijalnim
izvorima. Preporucuje se upotreba metode procjene rizika za utvrdivanje utjecaja svakog od njih na
odredeni lijek kako bi se u konacnici utvrdio ukupni utjecaj tj. rizik elementarnih onecis¢enja u lijeku i
identificirala oneciS¢enja koja treba dokazati, mjeriti i kontrolirati u svrhu postizanja kvalitetnog i
stabilnog lijeka, sigurnog za pacijenta. Potencijalni izvori su:

o Ostatna elementarna oneCiS¢enja od elemenata namjerno dodanih u reakcijama ili
procesima koji su koriSteni u proizvodnji aktivnih supstancija, ekscipijensa ili drugih
sastojaka lijeka (npr. metalni katalizatori).

¢ Elementarna oneci$¢enja koja nisu namjerno dodana, a potencijalno su prisutna u aktivnim
supstancijama, vodi ili ekscipijensima kori$tenima u proizvodnji lijeka.

¢ Elementarna oneci$éenja koja su potencijalno uvedena u aktivnu supstanciju i/ili lijek preko
proizvodne opreme.

o Elementarna oneci§¢enja koja se potencijalno mogu otpustili u aktivnu supstanciju ili lijek iz

njegovog spremnika.

Rizik onecis¢enja od proizvodne opreme moze biti reduciran kroz poznavanje procesa, odabir i
kvalifikaciju opreme, GMP procese. Opcenito se smatra da je utjecaj proizvodne opreme i sustava
zanemariv 1 pod kontrolom odgovaraju¢ih GMP propisa i kontrola. Specificna elementarna
oneci§¢enja trebaju se procijeniti na temelju poznavanja sastava dijelova proizvodne opreme koji

dolaze u doticaj sa sastojcima lijeka. Opcenito Su procesi proizvodnje APIl-a agresivniji od procesa
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proizvodnje gotovog lijeka u smislu potencijala pojavnosti i uklanjanja elementarnih onecis¢enja iz
opreme.

Rizik oneciS¢enja od vode moze biti reduciran kroz sukladnost sa farmakopejskim zahtjevima za
kakvocu vode, ako se u procesima koristi pro¢is§¢ena voda ili voda za injekcije.

Identificiranje potencijalnih elementarnih oneciséenja koja potjecu iz primarnog pakiranja treba se
temeljiti na znanstvenom razumijevanju mogucéih interakcija izmedu odredenog tipa lijeka i njegovog
spremnika. Kada se pregledom sastojaka pokaze da spremnik ne sadrzi elementarna oneciscenja,
daljnja procjena rizika nije potrebna. Procjena utjecaja ovog izvora oneciS¢enja nije potrebna kod
tvrdih dozirnih oblika zbog male vjerojatnosti izlucivanja iz spremnika u tvrde oblike. Vjerojatnost
postoji kod tekucih i polutvrdih dozirnih oblika tijekom perioda roka valjanosti, pa se trebaju provesti
studije procjene. ICH navodi neke faktore koje treba ukljuciti u studiju: hidrofilnost/hidrofobnost,
ionski sadrzaj, pH, temperaturni uvjeti, kontaktna povrSina, sastav spremnika/sastojaka, zavr$na

sterilizacija, proces pakiranja, sterilizacija sastojaka, trajanje cuvanja.

2. Vrednovanje

Kada je zavrSen proces identifikacije moguca su dva ishoda:

e procjena rizika ne identificira potencijalna onecisc¢enja ili
¢ identificira jedan ili viSe potencijalnih elemenata.

U slucaju prisutnosti, svako elementarno onecis¢enje moze imati jedan ili viSe izvora. Mnoga ¢e
biti isklju¢ena iz razmatranja na temelju procjene vjerojatnosti njinovog pojavljivanja i potencijala da
prijedu PDE granice. Podaci za ovu procjenu mogu doc¢i iz razli€itih izvora kao npr: prethodna znanja,
objavljena literatura, podaci prikupljeni iz sli¢nih procesa, informacije ili podaci dobiveni od
dobavljaca, analiza sastojaka lijeka ili analiza gotovog lijeka. Tijekom procjene rizika treba ukljuciti i
dodatne faktore koji mogu utjecati na stupanj elementarnih onecis¢enja u lijekovima kao npr:

- Ucinkovitost njihovog uklanjanja tijekom daljnjeg procesa
- Prirodna zastupljenost elemenata (vazno za elemente koji nisu namjerno dodani)

- Prethodno znanje o koncentracijama elementarnih onecisc¢enja iz specifi¢nih izvora.
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Za proizvodace lijekova je vazno da ICH Q3D navodi kako se procjena rizika moze olaksati
informacijama o potencijalnim elementarnim onecis§¢enjima dobivenim od dobavljac¢a aktivnih

supstancija, ekscipijensa, spremnika ili proizvodne opreme.

3. Sazetak procesa procjene

Sazetak procjene rizika nastaje pregledom relevantnih podataka za proizvod ili sastojak i
kombiniranjem sa informacijama i znanjem steCenim kroz rad s razli¢itim proizvodima i procesima
kako bi se identificirala znacajna elementarna oneciS¢enja koja su predmet interesa u odredenom
proizvodu.

Treba razmotriti znacaj opazenih ili predvidenih razina elementarnih onecis$¢enja u odnosu na PDE
za pojedini element. Kao mjera znaCaja opaZzene razine oneciS¢enja definirana je kontrolna granica
(prag) = razina koja je 30% od utvrdene PDE u gotovom lijeku. Ova kontrolna granica se moze
koristiti da bi se odredilo da li su potrebne dodatne kontrole. Da bi se primjenila kontrolna granica
potrebno je razumjeti izvore varijabilnosti razine elementarnih onecis¢enja koji mogu ukljuéivati:

e Varijabilnost analiticke metode
e Varijabilnost razine elementarnog onecis¢enja u specifi¢nim izvorima
e Varijabilnost razine elementarnog onecis¢enja u gotovom lijeku.

Postoji mnogo prihvatljivih pristupa za sazetak i dokumentiranje procjene rizika kao npr. tablice ili

pisani saZeci razmatranja i zakljucaka. Sazetak bi trebao identificirati elementarna onecis¢enja, njihove

izvore i kontrole te kriterije prihvatljivosti po potrebi.

Kontrola

Kontrola elementarnih onecis¢enja je dio ukupne kontrolne strategije za lijek koja osigurava da
elementarna onecis¢enja ne prijedu PDE.

Ako je procjenom utvrdeno da se ocekuje da ¢e razina ukupnih elementarnih oneciS¢enja (iz svih
izvora u lijeku) stalno biti ispod kontrolne granice (30% PDE) nisu potrebne dodatne kontrole ako je
proizvodac prikladno procjenio podatke i dokazao adekvatne kontrole elementarnih oneciséenja. To je

nacin potvrde da su oc¢ekivane razine konzistentne i predvidive tj. nacin osiguranja da su pretpostavke
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procjene rizika valjanje. Kada procjena rizika pokaze da razina elementarnih oneci§éenja moze prijeci
kontrolnu granicu moraju se uspostaviti kontrole koje ¢e osigurati da razina ne prijede PDE u lijeku.

Neki od pristupa koje proizvoda¢ moze koristiti su:

modifikacija koraka u proizvodnom procesu koji rezultiraju smanjenjem elementarnih
oneciSc¢enja kroz specifi¢ne ili nespecifi¢ne korake procis¢avanja,
e implementacija posebno dizajniranih procesnih ili ulaznih kontrola,
o utvrdivanje specifikacijskih granica za ekscipijense ili materijale (npr. intermedijeri
sinteze) kako bi se ograni€ila razina utjecaja iz tih izvora,
e utvrdivanje specifikacijskih granica za aktivnu supstanciju i za lijek,
e odabir odgovarajuéeg pakiranja.

Za kontrolu elementarnih oneci$¢enja moZze se primijeniti periodi¢no testiranje u skladu sa
principima ICH Q6A. ¥ To je zapravo testiranje proizvoda po reduciranom programu —za pustanje
serije lijeka nije potrebno da se test provodi rutinski na svakoj seriji, nego se testira na unaprijed
odabranim serijama i/ili u odredenim vremenskim razmacima. Takvo testiranje mora biti opravdano i
odobreno od regulatornih tijela prije implementacije, a sva odstupanja koja se jave prilikom

periodi¢nog testiranja treba prijaviti nadleZznim regulatornim tijelima.

Analiti¢ki postupci

Za odredivanje elementarnih onecis¢enja treba koristiti odgovarajuce prikladne postupke. Ukoliko
nije drugacije opravdano, test treba biti specifican za svako elementarno oneciséenje identificirano za
kontrolu tijekom procjene rizika. Trebaju se koristiti farmakopejski postupci ili odgovarajudi validirani

postupci.
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4.4.1.4. Postavljanje koncentracijskih granica za metalna oneci§¢enja

Pri razvoju metode potrebno je odrediti da li je maksimalna dnevna doza razlicita od 10g/dan i ako
je, kakav to ima utjecaj na granice svakog pojedinog analita od interesa. Maksimalna dnevna doza

moze imati znadajan utjecaj na zavr$no postavljene granice sukladnosti. ¢

44.1.4.1. Pretvorbaizmedu PDE i koncentracijskih granica prema ICH Q3D

PDE izrazeno u pg/dan definirana je kao maksimalni dozvoljeni unos elementarnog onecis¢enja u
farmaceutskom proizvodu na dan tj. maksimalna dozvoljena koli¢ina svakog elementa koja moze biti
sadrzana u maksimalnom dnevnom unosu lijeka ©?,

Budu¢i da PDE odrazava samo ukupnu izloZenost putem lijeka, pretvorba PDE u koncentracije je
koristan alat u procjeni elementarnih onecis¢enja u lijekovima i njihovim sastojcima. Za pretvorbu
postoji nekoliko opcija koje omogucéuju da koncentracijske granice elementarnih oneci$¢enja u lijeku
ili njegovim sastojcima u konacnici osiguraju da gotovi lijek bude u skladu sa postavljenim PDE. Za
izbor opcije vazno je znati ili pretpostaviti koliki je dnevni unos lijeka.

Pri izboru bilo koje opcije mora se uzeti u obzir moguca prisutnost elementarnih onecis¢enja iz
spremnika i proizvodne opreme. Ako se na temelju procjene rizika utvrdi postojanje utjecaja iz ovih

izvora on se mora uvrstiti u kona¢nu procjenu. Procijenjeni dnevni unos iz ovih izvora treba se oduzeti

od PDE prije izracuna maksimalnih dozvoljenih koncentracija u ekscipijensima i API-u.

Opcija 1: Uobicajene dozvoljene koncentracijske granice elemenata u sastojcima lijeka za gotove
lijekove s dnevnim unosom od najvise 10 g (10 g ili manje)

Ova opcija pojednostavljenog izracuna, osim dnevnog unosa lijeka <10 g, pretpostavlja i da su
elementarna oneci§éenja identificirana tijekom procjene rizika (ciljni elementi) prisutna u svim
sastojcima lijeka. Upotrebom jednadzbe 1 i dnevnog unosa od 10 g izracunava se dozvoljena
koncentracija svakog ciljnog elementa za svaki sastojak lijeka:

koncentracija (ng/g)= PDE (pg/dan) / maksimalna dnevna doza lijeka (g/dan) Q)
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Ako svi sastojci u lijeku zadovoljavaju koncentracijsku granicu iz opcije 1 za sve potencijalno prisutne

elemente, onda svi sastojci mogu biti koristeni u bilo kojem udjelu u lijeku.

Primjer 1:
Lijek A (Cvrsti oralni oblik) sadrzi 9 sastojaka (1 API i 8 ekscipijensa), a maksimalni dnevni unos
iznosi 2.5 g (Tablica 5). Opcija 1 dozvoljava da svaki sastojak moze biti prisutan u bilo kojem udjelu.

Tablica 5. Maksimalni dnevni unos sastojaka lijeka A

Sastojak Dnevni unos u g

0.200

1.100

0.450

0.350

0.265

0.060

0.025

0.015

1
2
3
4
5
6 0.035
2
8
9
G

otovi lijek 2.500

Procjenom rizika utvrdena su elementarna oneciS¢enja od interesa. Opcija 1 navodi da
koncentracija svakog elementarnog onecis¢enja u svakom sastojku lijeka moZe maksimalno biti
PDE za element (ug/dan) /10 (g/dan). Na temelju poznatih PDE (Tablica 2) dobivamo maksimalno
dozvoljene koncentracije (Tablica 6). Maksimalni dnevni unos bilo kojeg promatranog elementarnog
onecis¢enja nije zbroj maksimalno dozvoljenih koncentracija tog onec¢is¢enja u svim sastojcima lijeka
(zbroj vrijednosti u koloni), nego umnozak maksimalno dozvoljene koncentracije elementarnog
oneciS¢enja sa stvarnom maksimalnom dnevnom dozom lijeka.

lako je npr. dozvoljena koncentracija Pb za svaki sastojak lijeka 0.5 ug/g, ukoliko znamo da je
maksimalni dnevni unos gotovog lijeka 2.5 g onda unos bilo kojeg sastojka ne moze biti ve¢i od 2.5 g.
1z toga proizlazi da je maksimalni dnevni unos Pb 0.5 pg/g x 2.5 g = 1.25 ug. Vidimo da maksimalni

dnevni unos ne prelazi propisanu granicu PDE za Pb (Tablica 6).
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Tablica 6. Dozvoljene koncentracije elementarnih onecis¢enja za sastojke lijeka A (dnevni unos 10 g)

Sastojak Maksimalna dozvoljena koncentracija (ug/g)

Pb As Cd Hg Pd Ni
1 0.5 1.5 0.5 3 10 20
2 0.5 1.5 0.5 3 10 20
3 0.5 1.5 0.5 3 10 20
4 0.5 1.5 0.5 3 10 20
5 0.5 1.5 0.5 3 10 20
6 0.5 1.5 0.5 3 10 20
7 0.5 1.5 0.5 3 10 20
8 0.5 1.5 0.5 3 10 20
9 0.5 1.5 0.5 3 10 20
Maksimalni 1.25 3.75 1.25 7.5 25 50
dnevni unos
oneciscenja
(ng)
PDE 5 15 5 30 100 200
(ng/dan) iz
tablice 2

Opcija 2a: Dozvoljene koncentracijske granice elemenata u sastojcima lijeka za gotove lijekove s
tocno odredenim dnevnim unosom

Ova opcija je slicna opciji 1 osim $to nema pretpostavke da je dnevni unos lijeka 10 g. Koristi se
jednadzba iz opcije 1 ali se u nazivnik uvrstava stvarni maksimalni dnevni unos.
Ako svi sastojci u lijeku zadovoljavaju koncentracijsku granicu iz opcije 2a za sve potencijalno

prisutne elemente (ciljne elemente), onda svi sastojci mogu biti koristeni u bilo kojem udjelu u lijeku.

Primjer 2a:
Razmatramo dva lijeka (Cvrsti oralni oblici). Maksimalni dnevni unos za lijek A iznosi 2.5 g, a za lijek

B 12 g (Tablica 7). Oba gotova lijeka sadrze 9 sastojaka (1 aktivna supstanca i 8 ekscipijensa).

Tablica 7. Maksimalni dnevni unos sastojaka za lijekove A i B

Sastojak Dnevni unos u g (za lijek A) Dnevni unos u g (za lijek B)
1 0.200 0.960
2 1.100 5.280
3 0.450 2.160
4 0.350 1.680
5 0.265 1.272
6 0.035 0.168
7 0.060 0.288
8 0.025 0.120
9 0.015 0.072
Gotovi lijek 2.500 12.000
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Kao i u primjeru 1 utvrdena su elementarna oneciS¢enja od interesa. Opcija 2a navodi da je
maksimalna koncentracija svakog elementarnog onecis¢enja u svakom sastojku lijeka PDE za
element (ng/dan) /maksimalna dnevna doza lijeka (g/dan). Na temelju poznatih PDE (Tablica 2)
dobivamo maksimalno dozvoljene koncentracije (Tablica 8). Kao i kod opcije 1, maksimalni dnevni
unos oneciS¢enja je umnoZak maksimalno dozvoljene koncentracije elementarnog onecis¢enja sa
stvarnom maksimalnom dnevnom dozom lijeka.

Iz toga proizlazi da je maksimalni dnevni unos As za lijek A 6 ug/g x 2.5 g=15 g, a za lijek B
1.25 pg/g x 12 g = 15 ng. Vidimo da maksimalni dnevni unos As ne prelazi propisanu granicu PDE

As (Tablica 8). Sto je maksimalna dnevna doza lijeka ve¢a koncentracija elementarnog one¢iéenja u

sastojku lijeka smije biti manja jer pacijent uzme vecu koli¢inu sastojka u kojem se nalazi onecisc¢enje.

Tablica 8. Dozvoljene koncentracije za sastojke lijeka A i B (to¢no odreden dnevni unos)

Sastojak Maksimalna dozvoljena koncentracija (ng/g) Maksimalna dozvoljena koncentracija (ng/g)
Lijek A Lijek B
Pb As Cd Hg | Pd Ni Pb As Cd Hg Pd Ni
1 2 6 2 12 |40 80 042 | 125 042 |25 8.33 | 16.67
2 2 6 2 12 |40 80 042 | 125 042 |25 8.33 | 16.67
3 2 6 2 12 |40 80 042 | 125 042 |25 8.33 | 16.67
4 2 6 2 12 |40 80 042 | 125 042 |25 8.33 | 16.67
5 2 6 2 12 |40 80 042 | 125 042 |25 8.33 | 16.67
6 2 6 2 12 |40 80 042 | 125 042 |25 8.33 | 16.67
7 2 6 2 12 |40 80 042 | 125 042 |25 8.33 | 16.67
8 2 6 2 12 |40 80 042 | 125 042 |25 8.33 | 16.67
9 2 6 2 12 |40 80 042 | 125 042 |25 8.33 | 16.67
Maksimalni | 5 15 5 30 | 100 200 5 15 5 30 100 200
dnevni unos
oneciscenja
(ng)
PDE 5 15 5 30 | 100 200 5 15 5 30 100 200
(ng/dan) iz
tablice 2

Opcija 2b: Dozvoljene koncentracijske granice elemenata u pojedinim sastojcima lijeka za gotove

lijekove s to¢no odredenim dnevnim unosom

Ova opcija zahtjeva dodatne informacije u vezi potencijala odredenih elementarnih onecis¢enja da

budu prisutna u odredenim sastojcima lijeka. Dozvoljene koncentracije mogu se postaviti na temelju

distribucije elemenata u sastojcima (npr. veée koncentracije u sastojcima u kojima su ciljni elementi
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prisutni). Ako je procjenom rizika utvrdeno da odredeni element nije potencijalno onecis¢enje nekog
sastojka lijeka onda ne treba odredivati kvantitativni rezultat za taj element u tom sastojku.

Pristup dozvoljava da maksimalna dozvoljena koncentracija nekog elementa u odredenom sastojku
moze biti veca nego u Opciji 1 ili Opciji 2a, ali to mora biti kompenzirano nizom dozvoljenom
koncentracijom u drugim sastojcima lijeka. Za svaki element identificiran kao potencijalno prisutan u
nekom sastojku lijeka maksimalna ocekivana masa elementarnog onecis¢enja u gotovom lijeku ne
smije prijeci utvrdene PDE, a moze se izraCunati mnozenjem mase svakog sastojka u maksimalnom
dnevnom unosu sa dozvoljenom koncentracijom utvrdenom (procjenjenom) od strane proizvodaca u
svakom materijalu, te zbrajanjem umnozaka za sve sastojke lijeka. Da bi se odredile specifi¢ne granice

oneciScenja za svaki element u svakom sastojku lijeka moze se koristiti jednadzba 2:

N
PDE(ug/day)=>"C, -M,
@

k= indeks za svaki od N sastojaka u lijeku
Cy= dozvoljena koncentracija elementarnog onecis¢enja u sastojku k (ug/g)

M= masa sastojka k u maksimalnom dnevnom unosu lijeka (g)

Primjer 2b:

Razmatramo lijek A iz primjera 1 - ¢vrsti oralni oblik s maksimalnim dnevnim unosom od 2.5 g.
Procjenom rizika utvrdena su elementarna onecis¢enja od interesa.

Da bi se mogla koristiti opcija 2b mora se koristiti sastav gotovog lijeka i imati dodatno znanje o
sadrZaju svakog elementarnog onecis¢enja u sastojcima promatranog lijeka. KoliCine sastojaka u
maksimalnoj dnevnoj dozi nalaze se u tablici 5. Podaci za procjenu mogu se dobiti iz razli¢itih izvora
kao npr: prethodna znanja, objavljena literatura, podaci prikupljeni iz sli¢nih procesa, informacije ili
podaci dobiveni od dobavljaca, analiza sastojaka lijeka ili analiza gotovog lijeka. Podaci u Tablici 9

preuzeti su iz ICH Q3D primjera ®?
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Tablica 9. Primjer moguéih koncentracija elementarnih onecis¢enja (ug/g) u sastojcima lijeka A

Sastojak Koncentracija (png/g)

Pb As Cd Hg Pd Ni
1 <LOQ 0.5 <LOQ <LOQ 20 50
2 0.1 0.1 0.1 0.1 * <LOQ
3 0.1 0.1 0.1 0.1 * <LOQ
4 1 1 1 1 * 5
5 0.1 0.1 0.1 0.1 * <LOQ
6 0.5 05 0.5 05 * 0.5
7 0.1 0.1 0.1 0.1 * <LOQ
8 20 1 1 1 * <LOQ
9 10 10 10 10 * 50

<LOQ = ispod granice kvantifikacije; *Procjenom rizika identificirano je da Pd ne predstavlja

potencijalno elementarno oneéiscenje - nije dobiven kvantitativan rezultat.

Na temelju tih vrijednosti (izmjerenih koncentracija tj dobivenih podataka o sadrzaju elemenata u

pojedinim sastojcima) postavljaju se potencijalne koncentracije svakog elementarnog oneéiséenja za

svaki sastojak. Primjer tako postavljenog seta koncentracija preuzet iz ICH Q3D je u Tablici 10.

Tablica 10. Primjer potencijalnih koncentracija elementarnih onec¢is¢enja u sastojcima lijeka A

Sastojak Potencijalna koncentracija (ug/g)

Pb As Cd Hg Pd Ni
1 <LOQ 5 <LOQ <LOQ 500 750
2 0.5 5 1 5 * <LOQ
3 0.5 5 1 5 * <LOQ
4 5 5 5 35 * 80
5 0.5 5 1 5 * <LOQ
6 5 10 5 125 * 100
7 2.5 5 1 5 * <LOQ
8 50 40 10 35 * <LOQ
9 50 100 50 200 * 1200

<LOQ = ispod granice kvantifikacije; *Procjenom rizika identificirano je da Pd ne predstavlja

potencijalno elementarno onecis¢enje - nije dobiven kvantitativan rezultat.

Maksimalni dnevni unos elementarnog oneciS¢enja za lijek dobiva se koriStenjem jednadzbe 2 tj.
zbrajanjem umnozaka tako postavljenih koncentracija elementarnog oneci§¢enja (ug/g) i stvarne mase
sastojka u maksimalnoj dnevnoj dozi lijeka (g). To znaci da se dozvoljene koncentracije elementarnog
oneci§¢enja u sastojcima lijeka moraju postaviti tako da maksimalni dnevni unos tog oneci$¢enja ne

prelazi PDE (Tablica 11).
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Tablica 11. Primjer izra¢una maksimalnog dnevnog unosa Pb za lijek A kori$tenjem jednadzbe 2

Sastojak Pb
A B Ocekivani dnevni unos
Potencijalna konc. Masa sastojka u elementarnog
(ng/g) (tablica 10) max. dnevnoj dozi oneci§¢enja za sastojak

lijeka (g) (tablica5) | (ug)=AxB

1 * 0.200 *

2 0.5 1.100 0.55

3 0.5 0.450 0.225

4 5 0.350 1.75

5 0.5 0.265 0.133

6 5 0.035 0.175

7 2.5 0.060 0.15

8 50 0.025 1.25

9 50 0.015 0.75

Maksimalni o¢ekivani dnevni unos 4.98

elementarnog oneciséenja za lijek

(ng) = zbroj (A x B) za svaki

sastojak

PDE (pg/dan) iz tablice 2 5

Opcija 3: Analiza gotovog lijeka
Koncentracija svakog elementa moze biti mjerena u gotovom lijeku. Jednadzba 1 se Kkoristi s
maksimalnom dnevnom dozom lijeka da bi se izracunala maksimalno dozvoljena koncentracija

elementarnog oneciscenja.

Primjer 3:
Razmatramo lijek A iz primjera 1 (Tablica 5). Maksimalni dnevni unos onecis¢enja u ovoj opciji
dobiva se umnoskom maksimalno dozvoljene koncentracije i maksimalnog dnevnog unosa lijeka $to u

kona¢nici odgovara propisanoj granici PDE (Tablica 12).

Tablica 12. Izracun dozvoljenih koncentracija onecis¢enja za gotovi lijek A (dnevna doza 2.5 g)

Maksimalna dozvoljena koncentracija oneé¢is¢enja (ug/g) = PDE (ug/dan)
/ maksimalni dnevni unos lijeka (g/dan)
Pb As Cd Hg Pd Ni
Gotovi lijek A 2 6 2 16 40 240
Maksimalni dnevni | 5.0 15 5.0 40 100 600
unos oneciscenja
(ng)
PDE (pg/dan) iz 5.0 15 5.0 40 100 600
tablice 2
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4.4.1.4.2. Pretvorbaizmedu PDE i koncentracijskih granica prema EMA vodi¢u

Ako je poznato ili se sumnja da proces sinteze farmaceutskih supstancija (API, ekcipijensi) dovodi
do prisutnosti metalnih ostataka zbog upotrebe specifi¢nih metalnih katalizatora ili metalnih reagensa,
treba postaviti koncentracijske granice i validirani test za ostatke svakog specifi¢nog metala. Dovoljne
su granice za metalne ostatke u farmaceutskim supstancijama, ali se ta granica u nekim
slu¢ajevima mozZe zamijeniti granicom za metalni ostatak u gotovom proizvodu (Opcija 2b).

EMA vodi¢ razvrstava lijekove u tri skupine @,

1. Lijekovi primijenjeni oralno, parenteralno ili inhalacijski — dvije opcije postavljanja

koncentracijskih granica metalnih ostataka

Opcija 1 (jednaka je opciji 1 u ICH Q3D): Za svaki metal moze se koristiti koncentracijska granica

u ppm (EMA vodi¢ navodi i granice u ppm), a izracunata je iz propisanih PDE (Tablica 2) uz
pretpostavku dnevne doze gotovog lijeka od 10 g na temelju jednadZzbe:

koncentracija (ppm)= PDE (ng/dan) / maksimalna dnevna doza lijeka (g/dan)

Ako sve farmaceutske supstancije u lijeku zadovoljavaju koncentracijsku granicu iz opcije 1 za sve

potencijalno prisutne metale, onda mogu biti koristene u bilo kojem udjelu u lijeku.

Opcija 2: Koristi se kada dnevna doza lijeka prelazi 10 g na dan

Opcija 2a (jednaka opciji 2a u ICH Q3D)

Da bi se izrac¢unala koncentracija metalnog ostatka dozvoljena u farmaceutskoj supstanciji koristi se
propisani PDE (pg/dan) (Tablica 2) zajedno sa stvarnom dnevnom dozom farmaceutske supstancije
(sastojka) u lijeku. U jednadzbu iz opcije 1 u nazivnik se uvrsti maksimalna dnevna doza gotovog

lijeka jer je to i teoretski maksimum dnevne doze farmaceutske supstancije.
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Primjer: Propisani PDE za Cu prema EMA vodicu iznosi 2500 pg/dan. Ako je dnevna doza lijeka 15 g
dozvoljena koncentracija Cu je 167 ppm (2500/15), a ako je dnevna doza lijeka 5g onda je dozvoljena

koncentracija Cu 500 ppm (2500/5).

Opcija 2b: Alternativno, nije potrebno da svaka farmaceutska supstancija zadovoljava granice iz
opcije 1 ili izraCunate granice iz opcije 2a.

Moze se koristiti propisani PDE (ug/dan) (Tablica 2) sa poznatom maksimalnom dnevnom dozom
gotovog lijeka da bi se odredila koncentracija metalnog ostatka koji moze potjecati od bilo koje
farmaceutske supstance u lijeku. Pristup je prihvatljiv ako se dokaze da su metalni ostaci u svim
supstancijama reducirani na minimum i implicira da maksimalna granica metala u odredenoj
supstanciji moze biti veca nego u opciji 1 ili opciji 2a, ali to mora biti kompenzirano nizom

maksimalnom granicom u drugim supstancijama.

2. Lijekovi primijenjeni drugim putovima primjene

Ukoliko nema drugog posebnog razloga i opravdanja, granice za parenteralnu primjenu trebaju se
primjenjivati za farmaceutske supstancije primjenjene drugim putovima, uklju¢ujuéi inhalacijski. PDE
za oralnu primjenu mogu se primijeniti ako apsorpcija nije veca od oralne apsorpcije, npr. kod kutane
primjene lijekova. Posebne granice postavljene su za inhalacijsku primjenu za neke elemente (Pt,

Cr(VI) i1 Ni) zbog specifi¢ne toksicnosti za ovaj put primjene (Tablica 2).

3. Lijekovi koji se koriste kratkotrajno i kod po Zivot opasnih indikacija

Budu¢i da se PDE i koncentracijske granice u EMA vodi¢u temelje na kroni¢noj upotrebi, vece
granice mogu biti prihvatljive u slucajevima kratkotrajne primjene (30 dana ili manje), ali samo ako
prve dvije opcije nisu moguce. Prihvatljivost veéih granica moguca je i u specifiénim situacijama
promatranjem omjera rizka i koristi npr. za spasavanje Zivota. Opravdanja moraju biti bazirana na

svakom pojedinom sluc¢aju.
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4.4.1.4.3. Pretvorba izmedu PDE i koncentracijskih granica prema USP

USP Koristi tri opcije za odredivanje sukladnosti sa specificiranim granicama ©°.

Opcija 1: Upotrebljava se jednadzba koja je zapravo jednaka jednadzbi 1 u ICH Q3D:

PDE (ng/dan) > izmjerena koncentracija elementa (pg/g) x maksimalna dnevna doza lijeka (g/dan)
Granice propisane u USP poglavlju <232> su dozvoljene dnevne doze, PDE (pg/dan) elementarnih
onecis¢enja za gotovi lijek koji pacijent uzima na jedan od tri nacina primjene. Rezultati dobiveni
analizom tipicne dozne jedinice se pomnoZe sa maksimalnom dnevnom dozom i onda se

usporede sa propisanim PDE (Tablica 2).

Opcija 2: Sumacijska opcija

Koristi se za parenteralne pripravke s maksimalnom namjenjenom dozom ve¢om od 10 mL, ali ne
ve¢om od 100 mL. Zbroj koli¢ina za svako oneciS¢enje (ng/g) prisutno u svim sastojcima lijeka ne
smije biti ve¢i od propisane PDE za to oneciscenje.

PDE > [Y™ (Cy X Wy)] X Dp

M = svaki sastojak koji se koristio u proizvodnji dozne jedinice

Cwm = koncentracija elementa u sastojku (API ili ekscipijens) (ng/g)

W = masa sastojka u doznoj jedinici (g/ doznoj jedinici)

Dp = broj jedinica u maksimalnoj dnevnoj dozi (jedinica/dan)
Prije koriStenja ove opcije proizvoda¢ mora osigurati da dodatna elementarna onecis¢enja ne mogu biti

nehotice dodana tijekom proizvodnog procesa ili putem pakirnog materijala tijekom roka valjanosti.

Opcija 3: Opcija pojedinac¢nih sastojaka

Koristi se samo za LVP kod kojih je dnevna doza lijeka primjenjenog parenteralno vec¢a od 100 mL.
To znaci da kolicine elementarnih oneciS¢enja prisutnih u svakom sastojku lijeka (LVP) moraju biti
manje od propisanih granica PDE za ta elementarna oneciS¢enja (ug/g). Ako svaki sastojak (API i

ekscipijensi) LVP zadovoljava propisane granice PDE, tada se u formulaciji moze koristiti u bilo
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kojem udjelu. O¢ekuje se da ¢e proizvodaci osigurati da proizvodni proces i spremnici kao moguci

izvori ne doprinose znacajno ukupnoj koli¢ini elementarnih onecis¢enja.

4.4.1.5. Sazeti pregled razlika izmedu smjernica ICH Q3D, USP i EMA

USP popis ukljucuje 15 elemenata od interesa, EMA vodi¢ 14, a ICH Q3D c¢ak 24. EMA/Ph.Eur. i
ICH Q3D stavljaju elemente u skupine na temelju njihove toksi¢nosti, dok USP ne navodi
klasifikaciju elemenata ali izdvaja 4 glavna elementa: As, Cd, Pb i Hg koji uvijek moraju biti
ukljuceni u procjenu rizika. Pregled najvaznijih razlika je u Tablici 13.

PDE su u svim dokumentima utvrdene za tri puta primjene: oralno, parenteralno i inhalacijski. PDE
se temelje na tjelesnoj masi odrasle osobe bilo kojeg spola od 50 kg. Ova niza tjelesna masa
predstavlja dodatan faktor sigurnosti u odnosu na uobic¢ajeno koristene mase od 60 kg ili 70 kg. Samo
USP Kkoristi posebne granice za LVP i posebne dvije opcije izra¢una sukladnosti s propisanim
granicama za parenteralno primjenjene lijekove u ovisnosti o volumenu dnevne doze.

EMA vodi¢ odnosi se na ostatke metalnih katalizatora ili metalnih reagensa dodanih tijekom
sinteze, a ograni¢enje njihovih ostataka u API-ima i ekscipijensima je dovoljno i ne trebaju
ogranicenja za te ostatke u gotovim lijekovima. ICH Q3D po uzoru na USP popisuje sve potencijalne
izvore elementarnih oneéis¢enja (namjerno dodana u sintezi ili proizvodnji, prirodno se pojavljuju,
nenamjerna zagadenja nastala interakcijama s proizvodnom opremom ili spremnicima). Za razliku od
ICH Q3D, PDE u USP nacelno se ne odnose na ekscipijense i aktivne supstancije osim tamo gdje je
specificirano u poglavlju <232> ili individualnim monografijama, iako stupanj tih one¢i§¢enja mora
biti poznat, dokumentiran i biti dostupan na zahtjev.

Dok EMA i ICH Q3D ne specificiraju tehnike/analiti¢ke postupke koje bi trebalo koristiti, USP u
poglavlju <233> opisuje dva analiticka postupka uz koriStenje tehnika ICP-AES i ICP-MS kao i
kriterije za prihvatljive alternativne postupke. Uvrstavanje konkretnih tehnika u poglavlje <233> USP
je napravila najve¢i odmak od ostalih smjernica. Moze se pretpostaviti da ¢e zato USP poglavlje

<233> biti prikladno za koriStenje 1 prilikom uskladivanja sa drugim zahtjevima.
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Tablica 13. Sazeti pregled razlika izmedu smjernica ICH Q3D, USP i EMA

Zahtjev

ICH Q3D

USP

EMA

Na koje elementarne
necistoce se odnosi
(izvori)

Elementarna onecis¢enja koja su
namjerno dodana u sintezi:

e ostatna elementarna onecis¢enja
od elemenata namjerno dodanih
u reakcijama ili procesima
koriStenim u pripremi aktivnih
supstancija, ekscipijensa (npr.
metalni katalizatori)

ili kao zagadenja:

e potencijalno prisutna u API-ima,
vodi ili ekscipijensima
koriStenima u proizvodnji lijeka

e potencijalno uvedeni u APl ili
lijek interakcijama s
proizvodnom opremom

e potencijalno mogu biti otpusteni
u APl ili lijek iz spremnika.

Elementarna oneci$¢enja ukljucuju
katalizatore i onedi8éenja iz okoline koja
mogu biti prisutna u aktivnim ljekovitim
supstancijama, ekscipijensima i gotovim
lijekovima. Ova onecis¢enja mogu:
e se pojavljivati prirodno,
e biti namjerno dodana ili
e biti nenamjerno uvedena (npr.
interakcijama s procesnom
opremom ili sa spremnicima

Ostaci metalnih katalizatora ili metalnih
reagensa.
Metali na koje se vodi¢ odnosi:
e normalno se koriste kao
katalizatori procesa ili
e reagensi tijekom sinteze
farmaceutskih supstancija (metali
koriSteni u sintezi API-a, sintezi
bilo kojeg farmaceutskog
ekscipijensa ili sintezi bilo kojeg
farmac. ekscipijensa koji se koristi
tijekom proizvodnje lijeka ali nije
prisutan u gotovom lijeku).
Koncentracijske granice takoder
primjenjive na ostatke metala iz drugih
izvora, medutim samo u vrlo iznimnim
slucajevima (nedovoljno ograniceni
pomoc¢u GMP-a, GDP-a ili drugim
relevantnim propisom).

Da li se elementarna
oneciscenja prate
analizom gotovog
lijeka ili analizom
sastojaka

Prihvatljiva oba nacina.

PDE u pg/dan u ICH Q3D definirano je
kao maksimalna dozvoljena koli¢ina
elementarnog onecis¢enja koja moze
biti sadrzana u maksimalnom dnevnom

Primarno u gotovim lijekovima, ali su
prihvatljiva oba nacina.

Poglavlje USP 232 specificira granice
(PDE) za elementarna oneci$¢enja U
gotovim lijekovima.

unosu gotovog lijeka.

Pretvorba PDE u koncentracije sluzi kao
alat u procjeni elementarnih onecis¢enja
u lijekovima i njihovim sastojcima.
Koncentracijske granice u opciji
izraCuna 1, 2a i 2b su postavljene za
sastojke lijeka, a opcija 3 sluzi za

Granice u ovom poglavlju se ne odnose
na eksipijense i aktivne supstancije,
osim tamo gdje je specificirano u ovom
poglavlju ili individualnim
monografijama. Stupanj elementarnih
onecis¢enja prisutan u aktivnim
supstancijama i ekscipijensima mora biti

Primarno u sastojcima lijekova, ali su
prihvatljiva oba nacina.

Termin PDE u vodic¢u koristi se kao i u
ICH Q3C smijernici i definira se kao
farmaceutski maksimalna dozvoljena
izlozenost metalu na kroniénoj bazi za koju
je malo vjerojatno da ¢e izazvati bilo kakav
zdravstveni Stetni ucinak.

Ogranicenje metalnih ostataka
(koncentracijska granica) u sastojcima
lijekova je dovoljno i ne trebaju
ograni¢enja u gotovim lijekovima, ali se
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Zahtjev ICH Q3D USP EMA
mjerenje koncentracija elemenata u poznat, dokumentiran i biti dostupan na | koncentracijska granica u nekim
gotovom lijeku. zahtjev. slucajevima moze zamijeniti granicom za
metalni ostatak u gotovom proizvodu
(Opcija 2b).
Klasifikacija Tri grupe: Nema klasi¢ne klasifikacije. Izdvojena 4 | Tri grupe:
elemenata prema 1, 2A, 2B, 3 glavna elementa: Pb, Hg, As i Cd. 1A, 1B, 1C, 2i 3.
toksi¢nosti tj stupnju Jedino EMA kategorizira Ir, Os, Rhi Ruu
rizika za pacijente podgrupu 1B i ne navodi pojedina¢ne
granice.
Broj relevantnih 24 15 14

elemenata

Putovi primjene za
koje su postavljene
granice za necistoce

PDE su utvrdene za tri puta primjene:
e oralno,
e parenteralno (neovisno o
volumenu doze)
e inhalacijski.

ICHQ3D navodi da se opisani koncept
moze upotrijebiti za odredivanje
odgovaraju¢ih PDE za druge putove
primjene.

PDE za tri puta primjene:

e oralno,

e parenteralno (ovisno o
volumenu doze tj posebne
granice za LVP)

e inhalacijski.

Granice se baziraju na kroni¢noj
izloZenosti.

PDE za proizvode koji se primjenjuju
topikalno, te za proizvode koji se
primjenjuju mukozalno iste su kao i
PDE za oralnu primjenu osim ako je
drugacije navedeno u individualnim
monografijama.

PDE granice za Cr su postavljene samo
za inhalacijsku primjenu (oralna,
parenterana primjena i LVP se ne
smatraju vaznima iz stajalista sigurnosti
za pacijenta).

EMA primjenjuje razlicite granice za 3
puta primjene:

e oralno
e parenteralno (neovisno o volumenu
doze)

e zainhalacijsku izloZenost nekim
metalima (Pt, Ni i Cr(V1)).

Ukoliko nema posebnog razloga i
opravdanja granice za parenteralnu
primjenu trebaju se primjenjivati za
farmaceutske supstancije primijenjene
drugim putovima, ukljucujuci inhalacijski.
PDE za oralnu primjenu mogu se
primijeniti ako apsorpcija drugim putovima
primjene vjerojatno nece biti ve¢a od
oralne apsorpcije npr. kod kutane primjene
lijekova.
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Zahtjev ICH Q3D USP EMA
Da li se predlaze DA DA DA
upotreba procjene Postoje preporuke za ukljucivanje Ako pracenjem procesa i kontrolom
rizika elemenata u procjenu rizika ovisno o lanca nabave proizvodaci mogu pokazati
grupi, da li su namjerno dodani ili ne i odsutnost elementarnih neéistoca, tada
0visno o putu primjene (tablica 4). U daljnje ispitivanje ne mora biti nuzno
razvoju kontrolne strategije za potrebno. Zbog sveprisutnosti As, Cd,
elementarna oneci$éenja u lijekovima Pb i Hg ovi elementi (minimalno)
trebaju se slijediti nacela upravljanja moraju biti razmotreni u kontrolnoj
rizicima. Procjena rizika proizvoda bi strategiji temeljenoj na procjeni rizika.
trebala biti fokusirana na procjenu razine
elementarnih oneciS¢enja u proizvodu u
povezanosti sa PDE.
Da li se predlaze DA DA DA

upotreba informacija
dobivenih od
dobavljaca ili drugih
izvora

Informacije za procjenu rizika izmedu
ostalih ukljucuju: podatke prikupljene
od samog proizvodaca lijeka,
informacije od proizvodaca djelatne
tvari, ekscipijensa ili podatke dostupne u
objavljenoj literaturi.

Ako pracenjem procesa i kontrolom
lanca nabave proizvodaci mogu pokazati
odsutnost elementarnih necistoca, tada
daljnje ispitivanje ne mora biti nuzno
potrebno.

Farmaceutske kompanije ne trebaju raditi
opsezne testove za pronalazenje metalnih
ostataka iz nepoznatih izvora kako bi bile u
skladu sa ovim vodi¢em. Mogu se osloniti
na opce informacije od pouzdanih
dobavljaca.

Opcije izra¢una
koncentracijskih
granica za elemente tj
ispitivanje sukladnosti
sa propisima

Opcija 1: Za gotove lijekove s dnevnim
unosom najvise 10 g.

Upotrebom jednadzbe (konc. elementa=
PDE / 10) izra¢unava se dozvoljena
koncentracija svakog ciljanog elementa
za svaki sastojak lijeka.

Opcija 2a: Za gotove lijekove s to¢no
odredenim dnevnim unosom.

Koristi se jednadzba iz opcije 1 ali se u
nazivnik uvrstava stvarni maksimalni
dnevni unos.

Opcija 2b: Za gotove lijekove s to¢no

Opcija 1: Uglavnom se koristi, a
formula je jednaka formuli u opciji 2a
ICH Q3D.

PDE (pg/dan) > izmjerena vrijednost
elementa (pg/g) x maksimalna dnevna
doza lijeka (g/dan)

Rezultati dobiveni analizom tipi¢ne
dozne jedinice se pomnoZe sa
maksimalnom dnevnom dozom i
usporede sa PDE.

2. Sumacijska opcija - Za parenteralne
pripravke sa maksimalnom
namijenjenom dozom ve¢om od 10 ml

Opcija 1: Za svaki metal moze se koristiti
koncentracijska granica u ppm (propisana u
tablici koju EMA navodi) a izracunate su
uz pretpostavku dnevne doze gotovog
lijeka od 10 g. Ova opcija jednaka je opciji
1uICH Q3D.

Opcija 2a:

Da bi se izraCunala koncentracija metalnog
ostatka dozvoljena u farmaceutskoj
supstanci koristi se PDE (pg/dan) zajedno
sa stvarnom dnevnom dozom sastojka u
lijeku.

Predlozeni izracun jednak izracunu u opciji
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Zahtjev

ICH Q3D

USP

EMA

odredenim dnevnim unosom

Dozvoljava da maksimalna dozvoljena
koncentracija nekog elementa u
odredenom sastojku moze biti veca nego
u Opciji 1 ili Opciji 2a, ali to mora biti
kompenzirano nizom dozvoljenom
koncentracijom u drugim sastojcima
lijeka. Zbroj umnozaka stvarnih koli¢ina
sastojaka u maksimalnoj dnevnoj dozi
lijeka i maksimalno dozvoljenih
koncentracija elementarnog onecis¢enja
za sastojak koje se postavljaju
procjenom ne smije u gotovom lijeku
biti ve¢i od PDE postavljenih u ICH.

Opcija 3: Mjerenje koncentracije
elementa u gotovom proizvodu (lijeku).

ali ne ve¢om od 100 ml.

Zbroj kolicina za svako onecis¢enje
(ug/g) prisutno u svim sastojcima lijeka
ne smije biti ve¢i od propisane PDE.

3. Opcija pojedinacnih sastojaka
Koristi se samo za LVP kod kojih je
dnevna doza lijeka primijenjenog
parenteralno veé¢a od 100 mL.

Koli¢ine elementarnih oneci$¢enja
prisutnih u svakom sastojku lijeka LVP
moraju biti manje od propisanih granice
za ta elementarna onecis¢enja iskazanih
u tablici (ng/g).

2a ICH Q3D.

Opcija 2b: Alternativno, nije potrebno da
svaka farmaceutska supstancija
zadovoljava granice iz Opcije 1 ili
izracunate granice iz Opcije 2a

Moze se koristiti PDE (pg/dan) iz tablice
sa poznatom maksimalnom dnevnom
dozom gotovog lijeka da bi se odredila
koncentracija metalnog ostatka koji moze
potjecati od bilo koje farmaceutske
supstancije u lijeku.

Specijacija elemenata

PDE u ICH Q3D utvrdene su
koristenjem toksikoloskih podataka o
oblicima tj. stanjima koji se o¢ekuju u
lijekovima. Od proizvodaca se ne
zahtjeva specijacija, ali takve
informacije mogu Koristiti npr. za
opravdanje nizih ili viSih razina
onecis¢enja u pojedinim slucajevima.

Specijacija moze biti potrebna ako se

Ne zahtijeva se nuzno od proizvodaca.

prijedu postavljene granice za As i Hg.
USP procjenjuje As i Hg kao
najkritinije u vezi razlicite toksi¢nosti
njihovih anorganskih i kompleksnih
organskih oblika.

PDE granice za As su utemeljene na
najtoksi¢nijem anorganskom obliku.
Moze se koristiti i metoda za ukupni As,
a ako se prijede granica radi se
specijacija (kvantifikacija razlicitih
oblika). Granice za Hg su utemeljene na
anorganskom (2+) oksidacijskom stanju

-----

.....

EMA navodi da treba paziti na ¢injenicu da
metalni ostaci mogu biti prisutni u
drugacijem obliku nego Sto je oblik
elementa u originalnom katalizatoru ili
reagensu. Ukoliko nema posebnog
opravdanja test treba biti specifican za
svaki element. Takoder se navodi da
postoje brojni problemati¢ni aspekti kod
davanja preporuka za granice sigurnosti za
metalne ostatke u lijekovima a kao jedna
od poteskoca navodi se specijacija i oblik.
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Zahtjev

ICH Q3D

USP

EMA

ziva (npr. materijali ribljeg porijekla)
granice se trebaju propisati u
individualnim monografijama.

PredloZeni analiticki
postupci za kontrolu

Ne specificiraju se tehnike/analiticki

postupci koje bi trebalo koristiti.

Analiticki postupci za odredivanje
razina onecis¢enja opisani su u poglavlju
<233> Elementarna oneciséenja —
postupci.

Poglavlje 233 opisuje 2 analiticka
postupka:

1. postupak za elemente pogodne za
detekciju pomoc¢u ICP-AES ili
ICP-OES

2. postupak za elemente pogodne za
detekciju pomocu ICP-MS.

Analiticari trebaju verificirati da je
postupak prikladan za koristeni
instrument i uzorak.

Poglavlje takoder opisuje i Kriterije za
prihvatljive alternativne postupke
(zahtjevi za validaciju alternativnih
postupaka).

Ne specificiraju se tehnike/analiti¢ki
postupci Koje bi trebalo koristiti.
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4.5.1CP-MS u ispitivanju metalnih oneciS¢enja u lijekovima

1z ranije navedenih razloga, kao $to su utjecaj metalnih oneciS$¢enja na sigurnost primjene lijekova
(nezeljeni farmakolosko-toksikoloski efekti) ili na njihovu stabilnost i ucinkovitost (uzroci
inkopatibilnosti i razgradnje), te s obzirom na rastu¢u koli¢inu toksikoloSkih podataka o raznim
elementima i najavljene promjene u regulatornim zahtjevima, zadnjih desetak godina intenzivirala se
potreba za razvojem visoko-osjetljivih i selektivnih tehnika i analitickih metoda za odredivanje
metalnih oneciS¢enja u lijekovima i farmaceutskim sirovinama. Krajnji cilj nije samo uskladivanje sa
strozim specifikacijama nego i osiguranje sigurne i u¢inkovite primjene lijekova.

Prikladne metode koje industrija nastoji razviti trebale bi odredivati metale u vrlo niskim
koncentracijama, imati moguénost detekcije i odredivanja samo jednog metalnog iona ali i smjese
metalnih iona, biti brze i specifi¢ne. Pozeljno je da koristena tehnika bude jednostavna za rutinski rad
prosjecno educiranog analitiCara, a razmatra se uvijek i financijski aspekt nabave i odrzavanja uredaja.
.13 Sudeéi po ukljucivanju ICP-AES i ICP-MS u USP poglavlje <233>, a unatoé tome §to ICH Q3D
ne specificira tehnike koje treba koristiti, ¢ini se da ¢e u bliskoj buducnosti upravo ove tehnike

zamijeniti metode temeljene na taloZenju u rutinskoj analizi metalnih one¢i$¢enja u farmaceutskim

sirovinama i gotovim lijekovima.

45.1. Naéela rada ICP-MS

Masena spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS) je od svoje komercijalizacije
1983. godine najbrze razvijajuca tehnika za elemente u tragovima. Mogucnost vrlo niskih granica
detekcije, brze multielementarne analize i sposobnost mjerenja izotopa ¢ine ICP-MS vrlo atraktivnom
tehnikom u usporedbi s drugim tehnikama za odredivanje metalnih oneciS¢enja kao $to su primjerice
FAA i ICP-OES koje se tradicionalno koriste za detekciju u veéim koncentracijama. S druge strane,
zbog jo$ uvijek manje komercijaliziranosti u odnosu na druge tehnike (Sto je djelomi¢no posljedica
vise cijene), postoji percepcija ICP-MS kao komplicirane tehnike namijenjene istrazivackim, a ne

rutinskim analizama. lako su danas dostupni ICP-MS uredaji razli¢itog dizajna osnovni dijelovi
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uredaja opcenito su rasprSiva¢, komora za sprejanje, plazma baklja, ,.konusi“ sucelja (medusklopa),

vakuum komora, ionske le¢e, maseni analizator i detektor (Slika 4). “©
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Slika 4. Shematski dijagram ICP-MS instrumenta ®. 1) tekuéi uzorak, 2) pumpa, 3) raspriivag, 4)
komora za sprejanje, 5) ulazi za plin argon u baklju, 6) baklja, 7) prvi konus (eng. sampler cone), 8)
drugi konus (eng. skimmer cone), 9) ionske lec¢e, 10) kvadrupolni maseni analizator, 11) detektor
multiplikator elektrona, 12) obrada podataka. Ovisno o modelu mogu postojati manje razlike u

dijelovima uredaja.

ICP-MS je tehnika u kojoj se induktivno spregnuta plazma (ICP) koristi kao ionizacijski izvor, a
detekcija nastalih iona se vr§i masenom spektrometrijom (MS). Uglavnom koristeni plin za plazmu je
argon uz temperaturu plazme od 6000 do 10 000 K Sto je pogodno za simultano pobudivanje
(ekscitaciju) 1 ionizaciju veéine elemenata periodnog sustava, zbog ¢ega je mogucéa multielementarna
analiza. @ Kvarcna baklja sastoji se od tri koncentri¢ne cijevi u koje se uvode razliciti protoci argona.
Uzorak koji je obi¢no u teku¢em obliku uvodi se najéeSée pomocu peristalticke pumpe u rasprsivac
gdje se formira aerosol uzorka koji prolazi kroz komoru za sprejanje i onda kroz centralnu cijev baklje.
Pod visokom temperaturom plazme uzorak prolazi faze desolvacije, isparavanja, atomizacije i
ionizacije (Slika 5). Nastali ioni se ekstrahiraju iz plazme u regiju masenog spektrometra kroz par
konusnih plo¢a s malim sredi$njim otvorima. Nakon toga se ioni fokusiraju pomocu niza ionskih leca
u maseni analizator koji razdvaja pozitivno nabijene ione na temelju njihovih omjera masa/naboj

(m/z). Ioni se mjere upotrebom multiplikatora elektrona i sabiru pomo¢u brojaca za svaki maseni broj.

(1,5, 20, 40)
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Slika 5. Shematski prikaz procesa u ICP-MS od uvodenja uzorka do analize masa

Rad ICP-MS instrumenta u osnovi se temelji na nekoliko dijelova “?:

* uvodenje uzorka

* stvaranje iona u ICP

* plazma/vakuum sucelje (medusklop)

* usmjeravanje iona

* razdvajanje iona i mjerenje (maseni analizator, detektor)

Uvodenje uzorka

Uzorak se obi¢no uvodi u induktivno spregnutu plazmu (ICP) u obliku aerosola koji nastaje
propustanjem uzorka kroz jednostavni pneumatski rasprSivac. Vece kapljice aerosola se uklanjaju iz
struje plina pomoc¢u komore za sprejanje, a preostale manje kapljice (predstavljaju 1-2 % uzorka) se
uvlace u sredi$nji kanal argon plazme. Glavna svrha je pretvaranje tekuceg uzorka u aerosol i

ucinkoviti prijenos manjih kapljica u srediste plazme, a odbacivanje veéih kapljica koje se ne bi u

potpunosti razgradile u plazmi.
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Stvaranje iona u ICP

Uzorak aerosola prolazi u plazmu koja se stvara u struji argona (Ar) u kvarcnoj cijevi ili baklji.
Plin argon se uvodi kroz niz koncentri¢nih kvarcnih cijevi koje formiraju ICP. Baklja je smjeStena u
srediStu ohladene bakrene zavojnice, kroz koju prolazi elektricna struja velike snage, visoke
frekvencije. Intenzivno magnetsko polje koje stvara struja uzrokuje sudare izmedu slobodnih elektrona
i atoma Ar, stvarajuci ione i jo§ elektrona sve dok se ne formira stabilna plazma visoke temperature.
Struju visoke frekvencije proizvodi RF generator snage do 1600 W. Pod visokom temperaturom
plazme uzorak prolazi faze desolvacije, isparavanja, atomizacije i ionizacije (aerosol uzorka se
trenutacno razgraduje u plazmi i nastaju atomi analita koji se simultano ioniziraju uklanjanjem jednog
elektrona iz svakog atoma). Plazma baklje u ICP-MS instrumentima najées¢e se temelje na Fassel

dizajnu (Slika 6) , a razlikuju se u unutarnjem promjeru sredi$nje (injektorske) plinske cijevi.

Magnetsko polje koje stvara struja
visoke frekvendje uzrokuje sudare
izmedu slobodnih elektrona i atoma
Ar

Kvarcna _baklja™ RF zavojnica
od koncentri¢nih cijevi

Plin nosioc ili
injektorski plin —> — o |}

Aerosol uzorka prolazi
kroz sredidte plazme i
plin prolazi faze desolvadije,
isparavanja, atomizacije i
ionizacije

Plazma | —»

Slika 6. ICP-MS baklja prema Fassel dizajnu

Svrha plazme je da formira pozitivno nabijene ione iz uzorka aerosola, a osnovni koraci su:
e Kapljice uzorka ulaze u plazmu i suse se.
e Plazma razgraduje osusene Cestice uzorka kako bi se stvorili atomi (atomizacija).
e Formiranje iona iz atoma uzorka postize se uklanjanjem jednog elektrona. Kod razli¢itih
elemenata razli¢ita je jednostavnost i ucinkovitost ovog koraka $to se najceSce navodi kao

ionizacijska ucinkovitosti za svaki element.
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U fazi atomizacije proces je optimiziran i za ICP-OES. Kod tehnike ICP-OES emitirana svjetlost se
mjeri od pobudenih atoma koji emitiraju razlicite frekvencije svjetlosti karakteristicne za energetski
prijelaz odredenog analita. Na visokim temperaturama svi elementi ¢e emitirati zraCenje jer su
ekscitirani i onda vraceni u pocetno stanje. Intenzitet svjetlosti proporcionalan je koncentraciji analita.
ICP-MS mjerenje zahtijeva dodatni korak. Atomi moraju biti ionizirani budu¢i da maseni analizator
moze razdvajati samo ione tako da je ICP ionski izvor §to zahtijeva viSe energije. Upravo stvaranje i

detekcija velikih koli¢ina iona daje ICP-MS karakteristiku niskih granica detekcije.

Suéelje (medusklop)

Pozitivno nabijeni ioni koji su proizvedeni u plazmi se izdvajaju u vakuum sustav preko para
takozvanih konusa koji su u osnovi metalne ploc¢e sa sredi$njim otvorima kroz koje ioni prolaze.
Koriste se mali otvori, obi¢no promjera 1 mm ili manje, kako bi se u podru¢ju masenog spektrometra
(MS) odrzavao visoki vakuum. Uloga ICP-MS sudelja (konusi i prostor izmedu njih) je izdvojiti
reprezentativni uzorak iona plazme i u¢inkovito ih prenijeti u viSe vakuum regije u kojima se
nalaze sustavi usmjeravanja iona, MS i detektor. Od atmosferskog tlaka do visokog vakuuma potrebno

je viSe vakuum komora (obi¢no tri) na progresivno nizim tlakovima.

Usmjeravanje iona

U zavr$noj fazi (faza analizatora) niski tlak omogucéuje ucinkoviti prijenos iona kroz maseni
analizator u detektor. Kako bi se sprijecio gubitak iona iz snopa, elektrostatske plo¢e poznate kao
ionske lece se koriste da ucinkovito usmjere i prenesu nabijene vrste u maseni spektrometar.
One zadrzavaju ione usmjerene u kompaktnoj ionskoj zraci dok prolaze kroz vakuum sustav u zavr$nu
komoru, gdje su smjeSteni maseni spektrometar (MS) i detektor. Obi¢no se koriste jedna ili viSe
cilindri¢nih le¢a na koje se moze primijeniti napon. Kada pozitivni ioni koje generira plazma prolaze
kroz elektrostatsko polje u sustavu le¢a, oni su privuc¢eni negativnim, a odbijaju ih pozitivna polja tako
da mogu biti usmijereni u trazenoj putanji. Ionske le¢e obavljaju i drugu vaznu funkciju, odvajanje iona
analita od fotona i preostalog neutralnog materijala koji ne smije do¢i do detektora. Elektrostatsko

polje u lecama skre¢e ione dok na cCestice koje su bez naboja polje ne utjece. U slucaju sustava
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temeljenog na sudar/reakcija ¢elijama (CRC) koje sluZe za uklanjanje spektralnih interferencija, CRC

¢elija se takoder nalazi u srednjem dijelu.

Maseni spektrometar

Toni prolaze iz sustava ionskih leca (sa ili bez CRC) u zavr$nu fazu tj. vakuum fazu analizatora,
gdje se razdvajaju na temelju svojih omjera mase i naboja (m/z). U ICP-MS instrumentima koriste
se tri razlicite vrste masenih analizatora: kvadrupolni, magnetski sektor i ,,time-0f- flight skra¢eno
TOF (hrv. vrijeme leta). Zbog jednostavnosti koriStenja, raspona masa, brzine skeniranja i relativno
niske cijene najces¢e se koristi kvadrupolni maseni analizator koji za razdvajanje iona Kkoristi
kombinaciju elektri¢nih polja istosmjerne i izmjenicne struje iona. Buduéi da plazma gotovo iskljucivo
proizvodi jednostruko nabijene ione, omjer m/z je jednak masi iona $to ¢ini maseni spektar vrlo
jednostavnim za tumacenje. Omjer elektricnih polja istosmjerne i izmjeni¢ne struje je fiksan, ali
naponi se mogu mijenjati. Za odredeni postavljeni napon samo jedan omjer m/z je stabilan i

kvadrupolni analizator brzo skenira u rasponu masa (2-260 amu).

Detekcija iona

Detektor koji se koristi u gotovo svim modernim ICP-MS instrumentima je takozvani multiplikator
elektrona, sto znaci da moze generirati mjerljiv signalni puls od utjecaja jednog iona (svaki elektron
koji udara svaku slijede¢u dinodu pod visokim negativnim nabojem oslobada nekoliko elektrona iz te
povrsine i tako dalje kroz mnoge faze detektora). On je u velikoj mjeri odgovoran za karakteristiku
vrlo visoke osjetljivosti po kojima je tehnika dobro poznata. Multiplikator elektrona detektira svaki
ion koji izlazi iz analizatora. Detektor ra¢una i pohranjuje ukupni signal za svaku masu (m/z)
stvarajudi maseni spektar koji omogucuje jednostavan i precizan kvalitativni prikaz uzorka. Veli¢ina
svakog pika je izravno proporcionalna koncentraciji elementa u uzorku. Kvantitativni rezultati se

dobivaju usporedbom intenziteta signala s onima koje daju kalibracijski standardi.
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4.5.2. Priprema uzorka za ICP-MS analizu

Lijekovi i njihovi sastojci mogu biti u razli¢itim oblicima: vodene ili organske otopine, suspenzije,
tablete, gelovi, puderi i sli¢no. Zbog velikog broja potencijalnih analita i velike raznolikosti vrsta
uzoraka nije realno predloziti opceniti nain pripreme uzorka primjenjiv na sve. Puno je vaznije
pronadi tehniku pripreme koja ¢e funkcionirati za odredeni uzorak i analit od interesa u potrebnim
razinama. Priprema uzorka za pojedine materijale moze biti pokrivena posebnim monografijama.
Nacini pripreme uzorka ukljucuju:

izravnu analizu (bez pripreme krutih uzoraka),

izravno otapanje (vodene otopine, organske otopine),

postupke digestije koji se koriste kada uzorak nije izravno topljiv u vodenim ili organskim
otapalima.

Opcenito se moze re¢i da, osim ako analiticka metoda ukljucuje izravnu analizu krutih uzoraka,
farmaceutski uzorci moraju biti u otopini kako bi se analizirali. Uzorci i slijepe probe mogu biti
dopunjeni s ciljnim elementima, odnosno elementima koji na temelju provedene procjene rizika imaju
potencijal da se nalaze u uzorku. ¢*?

Najjednostavniji postupak pripreme uzorka je izravno otapanje. Vazno je paziti na kvalitetu otapala
kako se preko njega ne bi uvela potencijalna oneCiS¢enja. Zato se preporuc¢a mjerenje elektri¢ne
vodljivosti koriStene deionizirane vode, a pazi se i kod izbora organskih otapala iako opcenito nisu
dostupna sa certificiranim niskim koncentracijama metala i polumeatala. Kod postupka pripreme
uzorka digestijom, gdje se obicno koriste kiseline, vazno je da koriStena kiselina ne kontaminira
uzorak metalima/polumetalima. Na trzistu su dostupne kiseline ultravisoke kvalitete koje sadrze ppt i
sub-ppt koncentracije razli¢itih elemenata. Cesto se koriste nitratna kiselina (HNOs), kloridna kiselina
(HCI), sulfatna kiselina (H,SOy,) i fluoridna kiselina (HF). 1zbor digestijske metode i kiseline ovisi 0
prirodi matriksa uzorka i o ispitivanim analitima. Za hlapljive elemente nije pogodna metoda otvorene

digestije, dok je kod nekih za potpunu digestiju nuZna povisena temperatura i tlak. ©
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Zahtjevi za pripremu uzorka za analizu pomo¢u ICP-MS su opéenito jednostavniji nego za analizu
drugim tehnikama za analizu elemenata u tragovima (Tablica 14). U veéini slu¢ajeva nije potrebno
blisko podudaranje matriksa kalibracijskih standrada i uzorka, a Siroki linearni dinamicki raspon ICP-
MS znaci da je potrebno manje kalibracijskih tocaka i da nisu potrebna visestruka razrjedenja jednog
uzorka. Najvaznije je osigurati da TDS razina (razina ukupno otopljenih tvari) bude prikladna za ICP-
MS. Opcenito prihvacena gornja granica iznosi 2000 ppm TDS, iako to moze varirati ovisno o vrsti
matriksa. Pojavom ICP-MS sa sudar/reakcijskim ¢elijama i ucinkovitim uklanjanjem poliatomskih
interferencija analiticari su dobili viSe slobode u izboru otapala i kiseline za digestiju.

Prilikom pripreme uzorka kod analize ICP-MS tehnikom treba opéenito razmotriti slijedece:

e ICP-MS mjerenje je onoliko dobro kolika je kvaliteta koriStenih reagensa. Dodatna osjetljivost
u odnosu na druge tehnike za analizu metala znaci da reagensi koji se koriste za npr. za ICP-
OES analize ne moraju biti prihvatljivi za ICP-MS, ovisno o potrebnim granicama
izvjestavanja.

o Filtriranje ili centrifugiranje se mogu koristiti za uzorke koji sadrze Cestice koje mogu zacepiti
cijev za uvodenje uzorka i rasprSivac. Medutim, buduc¢i da analiti mogu biti sadrzani ili
adsorbirani na frakciju Cestica treba znati da filtrirani ili centrifugirani uzorci nece sadrzavati
rezultate za ukupne metale nego samo za topljive. Prilikom filtracije moze do¢i do gubitka
analita adsorpcijom na filter ili moze do¢i do onecis¢enja.

o Mokra kemijska razgradnja (digestija):

Digestija u otvorenim posudama zahtjeva djelovanje kiseline ili smjese kiselina na uzorak u

zagrijanom otvorenom spremniku. To je najcesc¢e koriStena metoda digestije. Treba paziti da
se izbjegne kontaminacija iz Cestica u zraku i unakrsne kontaminacije uzoraka prskanjem.
Postoji potencijal za gubitak hlapljivih analita, osobito ako je dopusteno da se uzorak osusi.

Digestija u zatvorenim posudama ima prednosti u odnosu na otvorenu jer se povecava tlak i

temperatura u otopini za digestiju i time povecava uc¢inkovitost digestije, a osigurava se i da se

hlapljivi elementi ne izgube u atmosferu. Cesto se koristi digestija u mikrovalnim peénicama -

bolja iskoristenja hlapljivih elemenata, manje moguénosti kontaminacije uzroka, minimalni

volumeni  reagensa, lak§e ponovljivi postupci i bolji radni uvjeti. “Y
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Tablica 14: Primjeri postupaka pripreme uzoraka za analizu metalnih oneci$¢enja u lijekovima/djelatnim tvarima koristenjem ICP-MS tehnike

Primjena Analiti Nacin pripreme uzorka Referenca
ICP-MS probir na teSke metale u 14 elemenata: Izravno otapanje u 25% otopini 2- 16
lijekovima (API i intermedijeri u fazi | As, Sb, Sn, Cd, Pt, Pd, Pb, Hg, Ru, Mo, butoksietanol/voda (25/75 viv)
razvoja) Se,Bi, In, Ag
Multielementarna ICP-MS metoda 69 elemenata: Izravno otapanje u otopini 1% ili 80% nitratna 14
za teSke metale u farmaceutskim B, Na, Mg, Al, Si, P, K, Ca, Sc, Ti, V, Cr, kiselina/voda
djelatnim tvarima i intermedijerima Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Ge, As, Se, Rb,
Sr, 'Y, Zn, Nb, Mo, Ru, Rh, Pd, Ag, Cd, In,
Sn, Sb, Te, Cs, Ba, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu,
Gd, Th, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu, Hf, Ta, W,
Re, Os, Ir, Pt, Au, Hg, TI, Pb, Bi, Th, U
Odredivanje koncentracija metalnih | Pd, Pt, Rh (dodatno: Be, V, Mn, Co, Ni, Cu, | Otapanje u razrjedenoj otopini kiseline: 39
katalizatora u tri lijeka: enalapril Zn, Mo, Cd, Sn, Tl, Pb) kalcijev folinat i levodopa - otapanje u 0.2M
maleat (Pd), kalcijev folinat (Pt), HNOs;; enalapril maleat - otapanje u 1:1 HNOg i
levodopa (Rh), i ispitivanje razrjedivanje do 0.3 M.
koncentracija drugih metalnih Postignuta je dobra osjetljivost uz niske razine
onecisc¢enja kako bi se odredile detekcije ng/g kod niske koncentracije uzorka
potencijalne interferencije. (0.1%).
Odredivanje teskih metala u Cetiri Ti, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg, Pb Otapanje i digestija: 13
razlic¢ita lijeka: diciklomin HCI, Uzorci otopljeni u koncentriranoj HNOj3, otopina
etambutol, pirazinamid, furazolidon stajala preko no¢i i onda grijana na 60-80°C uz
dodavanje H,O; do unistenja organske tvari,
ohladena na sobnu temperaturu i razrjedena sa
destiliranom vodom.
Odredivanje Pd u fosinopril natriju Pd Izravno otapanje u 25% (v/v) otopini 43
2-butoksietanol/voda
Odredivanje W u dva API-a i dva \W Izravno otapanje u 80% nitratnoj kiselini — 44

intermedijera

smjesa koncentrirane HNO; i deionizirane vode
80:20 (v/v)
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Primjena Analiti Nacin pripreme uzorka Referenca
Ispitivanje razli¢itih uzoraka heroina | 73 elementa: Li, Be, B, Na, Mg, Al, Si, P, S, | lzravno otapanje u 3% nitratnoj kiselini 45
na 73 elementa Cl, K, Ca, Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu,

Zn, Ga, Ge, As, Se, Br, Rb, Sr, Y, Zr, Nb,

Mo, Ru, Rh, Pd, Ag, Cd, In, Sn, Sb, Te, I, Cs,

Ba, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Th, Dy, Ho,

Er, Tm, YD, Lu, Hf, Ta, W, Fe, Os, Ir, Pt, Au,

Hg, TI, Pb, Bi, Th, U
Odredivanje Al u LVP koji se koriste | Al Metoda dodatka standarda u 1% HNO; za LVP; | 46
za potpunu parenteralnu prehranu i u mikrovalna digestija sa HNO; za injekcijske
injekcijskim vre¢icama vrecice
Analiza onec¢is¢enja u Na, Pd, Ba, I, Br, Mg, Al, Si, CI, Ca, Sc, Ti, Izravno otapanje u vodi (0.1% otopina) 47
metamfetaminu V, Cr, Zn, Sr, Pb, Cu, Ag, Sn
Odredivanje elemenata u tragovima | Na, Br, Pd, Ba, | Izravno otapanje u vodi (0.1% - 1% otopina) 48
u metamfetamin HCI
Odredivanje sub-ppm koncentracija | Fe Mikrovalna digestija, H,SO4 + HNO; 49

Fe i Pd u djelatnoj tvari metotreksat
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45.3. Prednosti i nedostaci ICP-MS tehnike

Moguénost brze i uéinkovite multiclementarne analize ¢ini ICP-MS i ICP-OES tehnike znatno
naprednijim analiticCkim izborom za analizu metalnih oneci$¢enja u odnosu na trenutno koriStene
metode temeljene na talozenju. Obje tehnike nude odliéne performanse, jednostavnu pripremu uzoraka
i zna¢ajno krace vrijeme analize &ak i u usporedbi sa drugim instrumentalnim metodama. %

U rasponu instrumentalnih tehnika, posebno atomske spektrometrije, koje se koriste u analitickim
laboratorijima ICP-MS ima jedinstvenu poziciju zbog svoje brzine, osjetljivosti, dinamic¢kog raspona i
elementarne pokrivenosti. “Y ICP-MS ima sli¢ne karakteristike, ali nadilazi performanse ICP-OES
(takoder poznata kao ICP-AES) u smislu osjetjivosti jer su granice detekcije u ppt razinama (ng/kg)
dok su za ICP-OES razine ppb do ppm (g/L do mg/L).

Relativna jednostavnost masenih spektara u usporedbi s opti¢kim emisijskim spektrima olakSava
interpretaciju rezultata i smanjuje rizik meduelementarnih interferencija. Cijeli maseni spektar
periodnog sustava elemenata sadrzi samo oko 220 masa od interesa u usporedbi s desecima tisuca
emisijskih linija optickog emisijskog spektra. Svaki element u masenom spektru predstavlja jedan ili
viSe izotopa. Spektrane interferencije se ipak mogu pojaviti, a uobicajene su:

= Jzobari¢ne interferencije — pojavljuju se kada izotopi razlicitih elemenata imaju iste omjere
masa/naboj (m/z).
= Interferencije dvostrukih naboja — mogu se pojaviti kod dvovalentnih iona, a obi¢no se
pojavljuju kod elemenata niskog ionizacijskog potencijala kao Sto su alkalijski metali i
elementi rjetkih zemalja. Primjerice ***Ba ** ima masu 138, ali budu¢i da je dvostruko nabijen
omjer m/z iznosi 69. Moze interferirati sa °Ga’ jednakog omjera m/z.
= Spektralne interferencije koje nastaju kada se u plazmi formiraju poliatomske nabijene Cestice
kao npr BaO".
Mnoge interferencije su dobro poznate i dokumentirane kako bi se mogle napraviti potrebne korekcije.
Zbog poznatih masenih spektara pojedine tvrtke razvijaju raGunalne programe s tablicama za procjenu
koje elemente sadrze nepoznati uzorci ¢ak i bez dostupnih standarda ili ako instrument nikada nije bio

kalibriran za neke elemente. “?
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Sve te mogucnosti tehnike pomazu pojasniti raSirenu prihvacenost ICP-MS u svim vrstama

industrije i potvrduju status ICP-MS kao primarne tehnike za mjerenje tragova metala. Buduéi da

za razvoj i preuzimanje udjela u industriji na ratun drugih tehnika. “V

Tvrtke koje rade na razvoju i komercijalizaciji ICP-MS tehnike naglasavaju njezine prednosti kao
npr: selektivnost, visoka osjetljivost, niske granice detekcije, brzina analize, moguénost specijacijske
analize. “Y U velikom broju suvremenih studija spominju se prednosti metoda razvijenih upotrebom
ICP-MS u usporedbi s limit testom za teSke metale, ali i s tehnikom atomske spektrometrije.

U pozeljne karakteristike ICP-MS, odnosno prednosti tehnike ubrajaju se:

e Pokrivanje Sirokog raspona elemenata (selektivnost)

Gotovo svi elementi se mogu mijeriti ICP-MS-om: alkalijski i zemnoalkalijski metali,
prijelazni metali i metali, polumetali, elementi rjetkih zemalja (skandij, itrij i lantanoidi),
vecina halogena i neki od nemetala. “Y Budu¢i da ICP-MS pruza analitidaru Siroki raspon
selektivnosti elemenata, pri razvoju odredene metode moguce je ukljuciti §to vise moguce
elemenata. ¥

e Vrlo niske granice detekcije

Kombinacija visoke osjetljivost i niskih pozadinskih signala omogucuje vrlo niske granice
detekcije (DL) koje se kre¢u od ppb i sub-ppb do sub-ppt razina, u veéini sluc¢ajeva ppt
(ng/kg odnosno ng/l), a takoder omoguéuje kvantifikaciju u ppm razinama. ®® > *Y U vecini
slucajeva te su granice 100 do 1000 puta nize od onih koje se rutinski postizu upotrebom ICP-
AES, a moguée ih je posti¢i za gotovo sve elemente periodnog sustava elemenata. & '* 19
Granice detekcije opcéenito ovise o analiziranom elementu, matriksu uzorka, pripremi i
)

instumentalnim uvjetima koristenim u analizi. ¢

e Siroko analiti¢ko radno podrudje

e Minimalna koli¢ina uzorka

Velika osjetljivost omogucuje koriStenje manje koncentriranih otopina uzoraka Cime se
eliminira potreba za velikom koli¢inom uzorka i minimiziraju potencijalni u¢inci matriksa

uzorka na rezultat. Prilikom razvoja metoda koje su namjenjene za upotrebu na uzorcima koji
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sadrze razliite organske molekule ukljucujuéi soli, slobodne kiseline i baze, vrlo je poZeljno
$to je moguée vise minimizirati utjecaj matriksa razrjedivanjem uzorka.

Brzina analize - s velikom brzinom skeniranja analizatorom, mjerenje cijelog skupa elemenata
traje samo oko 4 minute po uzorku. ICP-MS sluzi za izvodenje brze i automatizirane

multielementarne analize. % %41

lzvrstan kromatografski detektor

Jednostavnost masenih spektara elemenata

Dok ICP-AES ima nedostatak kompleksnih spektralnih inetrferencija i tocnosti kod
koncentracija u ultratragovima, ICP-MS je zbog jednostavnosti masenih spektara brzi alat za
automatsku kvalitativnu, polukvantitativnu ili kvantitativnu elementarnu analizu u razli¢itim
uzorcima. ¢ **3Y Spektrogrami su jednostavni jer pikovi nastaju od jednostruko nabijenih iona
bez obzira koliko sloZen bio matriks. U ICP-MS spojevi se atomiziraju i ioniziraju bez obzira
na kemijsku strukturu u kojoj je inkorporiran element od interesa. %

Minimalne interferencije,

Interferencije obicno nastaju zbog formiranja viSestruko nabijenih iona, oksida ili
poliatomskih izobari¢nih interferencija formiranih u plazmi. ® Kod ICP-MS dobro su poznate
(16, 20)

mogucnosti za kontrolu i smanjenje njihovog utjecaja.

Informacije o izotopima

Jedno od najbrze rastuc¢ih podrucja ICP-MS je kombinacija separacijskih tehnika (npr. HPLC,
CE, IC) s ICP-MS kao detektorom da bi se odredio kemijski oblik elemenata u uzorku. “**?
Budu¢i da na unos, akumulaciju, transport i interakcije razlicitih elemenata znacajno utjece
specificni elementarni oblik, potpuna karakterizacija elemenata je nuzna prilikom procjene
njihove koristi ili rizika za zdravlje ljudi. Primjerice, poznato je kako As, Hg, Cd i Se imaju
razlicita toksikoloska svojstva ovisno da li se nalaze u organskom ili anorganskom obliku ili
pak ovisno o oksidacijskom stanju anorganskih oblika, pa su specijacijske analize ovih
elemenata predmet razlicitih studija koje koriste ICP-MS detekciju u kombinaciji sa nekom

separacijskom tehnikom, ¢esto HPLC. Interes za odredivanje oksidacijskog stanja i
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kompleksnih oblika razli¢itih elemenata u stalnom je porastu, a ICP-MS je postala jedna od

najpopularnijih tehnika za specijacijske analize.

Kako bi dokazali prednosti metode razvijene upotrebom ICP-MS i neucinkovitost farmakopejske
metode N.Lewen i suradnici “® napravili su direktnu usporedbu ukljuc¢ivii u analizu 14 elemenata koji
se inace ispituju farmakopejskom metodom (As, Se, Cd, In, Sn, Sb, Pb, Bi, Ag, Pd, Pt, Hg, Mo, Ru).
Metoda koristi oko 40 puta manju koli¢inu uzorka (0,025 g ) u usporedbi s farmakopejskim limit
testom za teSke metale. Devet razlicitih lijekova (razliciti matriksi uzoraka) je analizirano USP testom
na teSke metale, metodom II. UnatoC tome §to je svaka ispitivana otopina sadrzavala ukupno 140 pg/g
ispitivanih elemenata (dodana je koli¢ina ekvivalentna 10 pg/g svakog od ukupno 14 elemenata), niti
jedna nije dala rezultat za ukupni sadrzaj teskih metala vise od 80 ug/g. Usporedno su svi uzorci

analizirani ICP-MS metodom (Slika 7).
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Slika 7. Graficka usporedba prosje¢nih iskoriStenja elemenata iz ispitivanih otopina sa poznatom
dodanom koli¢inom elemenata dobivenih koristenjem USP testa na teSke metale, metode II i onih

dobivenih koristenjem ICP-MS metode.

Kod uzoraka pripremljenih USP metodom:

e Prosjecna iskoriStenja za nekoliko elemenata ukljucujuéi Se, Ru, Sn, Sb and Hg bila su < 10%.
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e Prosjecna iskoriStenja za elemente Pb, As, Cd, Mo, Pd, Pti In bila su izmedu 30 i 50%.
e Agjejedini element Cije je iskoristenje iz svih cjepljenih otopina uzoraka bilo zadovoljavajuce
— prosjecno 97%.

ICP-MS metodom postignuta su znatno veca iskoristenja svih elemenata od interesa, posebno
hlapljivih. Autori napominju da je u svim ispitivanim otopinama s dodanom poznatom koli¢inom
elemenata, prosje¢no iskoriStenje Pb bilo oko 50% $to navodi na zaklju€ak da usporedba sa
standardom olova koja se zahtjeva prema USP metodi ne daje optimalne rezultate. Zbog ekstremnih
uvjeta kojima je uzorak izlozen tijekom USP testa (temperatua oko 500 — 600 °C) autori smatraju
dobivena slaba iskoristenja ocekivanima.

Metoda koju su razvili kao alternativni ICP-MS test na teSke metale, osim ve¢ spomenutih
prednosti, kao §to su manja koli¢ina uzorka, informacije 0 pojedinim elementima, brzina analize i
kvantifikacija, pokazala je dodatne prednosti. Provedena je QSAR analiza podataka (kvantitativni
odnos strukture i aktivnosti) kako bi se pokuSalo razumjeti da li priroda API-a (nekoliko strukturnih
aspekata) ima utjecaj na iskoriStenja elemenata. Za procjenu potencijalnog utjecaja pojedinih
funkcionalnih skupina, prosjecno iskoristenje za svaki element u matriksu koji je sadrzavao odredenu
funkcionalnu skupinu usporedeno je s prosjecnim iskoriStenjem svakog elementa u svim ispitivanim
matriksima. Nije opaZzena korelacija izmedu strukturnih karakteristika ispitivanih uzoraka i
iskoriStenja elemenata ¢ime je dokazana primjenjivost metode za razliCite uzorke, a uspjesno je

primjenjena na instrumentima dvaju razlicitih proizvodaca.

Jedan od nedostataka farmakopejske metode temeljene na taloZenju elemenata je rezultat dobiven
kao limit test koji analitiCaru ne daje informacije o elementu koji je uzrokovao poviSeni rezultat.
Upravo intrumentalno odredivanje metalnih oneciS¢enja u farmaceutskim sastojcima i gotovim
lijekovima ICP-MS tehnikom moze biti korisno u pronalazenju korjena proizvodnog procesa lijekova
u kojima se odrede ioni teskih metala u tragovima. Takav zakljucak, pored dokazane brzine i
ucinkovitosti metode za multielementarnu analizu i odredivanje sadrzaja metalnih iona u vrlo malim
koncentracijama, donose Murty i suradnici razvojem metode za odredivanje sadrzaja teSkih metala u

Getiri lijeka pomoéu ICP-MS.
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Wang i suradnici ™ razvili su multielementarnu ICP-MS metodu kao polukvantitativnu ili
kvantitativnu alternativu limit testu za teSke metale koja koristi jednostavnu pripremu uzorka -
direktno otapanje uzoraka u 1 ili 80% otopini nitratne kiseline. Za razliku od polukvantitativnih
metoda, koje nude neki dobavljaci instrumenata, koje koriste tablice za usporedbu dobivene
kalibracijom elementa sa samo nekoliko elemenata, ova metoda koristi kalibraciju instrumenta sa 69-
elementarnim radnim standardom i moze sluziti za ispitivanje metala od farmaceutskog interesa i
gotovo svih elemenata u periodnom sustavu elemenata. Uz postupke predlozene u ovom radu, svaki
uzorak moze se pripremiti i analizirati u manje od 15 minuta nakon pokretanja instrumenta $to je
znatno brze u odnosu na USP ili Ph. Eur test na teske metale gdje za jedan uzorak moze biti potrebno
jedan sat ili dulje, osobito kada se koriste metode koje ukljuCuju zarenje. Postignuta su odli¢na
iskoriStenja za sve uzorke koristene u studiji. Metoda je opisana kao iznimno brza, osjetljiva, precizna,

jednostavna i specifi¢na.

Gledaju¢i izvrsne karakteristike i prednosti koje nudi ICP-MS, visoka cijena sigurno je jedan od
glavnih razloga zato ova tehnika nije doZivjela veéu popularnost. “? ICP-OES i ICP-MS zahtijevaju
veci stupanj vjeStina analitiCara u odnosu na tehnike atomske apsorpcijske spektrometrije, a ICP-MS
se smatra najzahtjevnijom. ©® Moze se zakljuéiti da su najveéa ograni¢enja tehnike velika financijska

investicija i troskovi analiza i odrZavanja te nedostupnost certificiranih standarda. 2%
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4.6. Utjecaj najavljenih promjena na farmaceutsku industriju

Dugotrajni proces harmonizacije izazvao je medu pripadnicima razli¢itih farmaceutskih tvrtki
odredenu zabrinutost i zbunjenost u vezi priprema za uskladivanje sa znaCajnim promjenama koje ¢e
nastupiti u na¢inu analize metalnih oneéi$¢enja u farmaceutskoj industriji. Ovakva situacija nastala je
najvise zbog uodljivih razlika medu objavljenim dokumentima tj zahtjevima EMA-e/Ph.Eur, USP i
nacrta ICH Q3D. Analiticari i drugi stru¢njaci kao predstavnici farmaceutske industrije smatraju da je
priprema za ove promjene vrlo tezak zadatak, te su se zadnjih nekoliko godina vodile brojne rasprave
o moguc¢im nac¢inima implementacije novih zahtjeva u standardne procese kontrole kakvoce.

U stru¢nom osvrtu na stanje zahtjeva za metalna oneéiiéenja u lijekovima Lewen ¥ navodi dva

moguca pristupa pripremi: pasivni i proaktivni pristup.
Pasivni pristup ozna¢ava ¢ekanje do potpunog zavrSetka ICH Q3D smjernica i to¢no utvrdenih datuma
do kada ¢e se farmaceutska industrija morati uskladiti s promjenama. Brojne izmjene koje su se
dogadale zadnjih godina i odgadanja primjene istih, pogadale su financijski i glede utroSenog vremena
i angazmana one koji su nastojali razviti prikladne analiticke metode ili prilagoditi svoje proizvodne
procese. Zato pasivni pristup moze biti prihvatljiv za neke tvrtke jer je njegova prednost u sigurnosti
krajnjeg cilja i mogucnosti usmjerenih akcija nakon S$to zahtjevi i rokovi budu toc¢no utvrdeni.
Nedostatak moze biti kratak rok za postizanje sukladnosti.

Proaktivni pristup, koji se Cesto smatra pozeljnim u vrlo kompetitivnom okruzenju farmaceutske

industrije, u ovom se sluc¢aju za mnoge pokazao iscrpljuju¢im i upitne isplativosti. Koristi bi na kraju
ipak mogle imati tvrtke s velikim brojem proizvoda i materijala koje treba procijeniti. U ovom slucaju
moglo se na temelju objavljenih dokumenata pretpostaviti popis elemenata i propisane granice, a
posebno od kolovoza 2013. godine, nakon najave EMA-e i Ph. Eur. da ¢e se harmonizirati sa zavr$nim
ICH Q3D zahtjevima. U periodu nedovr$enog ICH dokumenta zbog moguénosti promjena, ali i
vjerojatnosti da USP necée u potpunosti prihvatiti konac¢ne zahtjeve ICH Q3D, mogao se primijeniti
konzervativni pristup - prihvatiti popis svih elemenata koji se predlazu, te se uskladiti s niZim

granicama za elemente kod kojih postoje razlike u granicama.
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Primjer proaktivhog pristupa pripreme za nove ICH Q3D smijernice je objava standardiziranog
pisma i obrasca od strane IPEC Amerika koje farmaceutske tvrtke mogu koristiti za prikupljanje
informacija od svojih dobavljaca u vezi elementarnih oneciS¢enja u farmaceutskim pomoc¢nim tvarima
(ekscipijensima). ®? IPEC Federacija je globalna organizacija koja promice kvalitetu farmaceutskih
pomo¢nih tvari, a predstavlja Cetiri postoje¢a regionalna Medunarodna vijeCa za farmaceutske
pomo¢ne tvari (IPEC Amerika, IPEC Europa, IPEC Japan i IPEC Kina) ®® Pismo se moze prilagoditi i
ukljuciti imena proizvoda, kontakt informacije i sli¢no. Obrazac predstavlja standardizirani format za
prikupljanje informacija o elementima klase 1, 2a, 2b i 3 predlozene u dokumentu ICH Q3D korak 2b
(Slika 8). ZamiSljeno je da prikupljanjem odgovora i boljim poznavanjem kakvoce farmaceutskih
sirovina, kao dijelom analize rizika, tvrtke planiraju implementaciju kona¢nih dozvoljenih granica
elemenata u gotovim proizvodima i definiraju planove testiranja. Medutim, ne zna se mnogo o
metalnim oneci$¢enjima u pomoc¢nim tvarima, a pomoéne tvari dobivene iz biljnih izvora ili prirodne
rude predstavljat ¢e najveci izazov jer se mogu razlikovati od serije do serije ili od godine do godine.

Suradnja s dobavljagima za proizvodace ¢e u buduénosti sigurno biti sve vaznija.®?

Supplier Name: Supplier Phone Number:
Supplier Address: Supplier Email Address:
Manufacturer (if different than Supplier): Date Form Filled Out:

Please complete a separate form for each material

Material Name

Source/Type of Excipient: Mineral __ Mineral derived Plant __ Plantderived __ Synthetic _ Fermentation derived
Other (explain):
If Known, Please Analytical Method Comments regarding
Elemental Class Identify the Used (and Limit of source of information (i.e.;
- Likely to be Present Expected Detection if Available) frequency of testing,
Impurity Concentration process understanding,
{Units (or Range) ete.)
ﬁ_\rsenic_ ) As 1 Yes O Mo O | Unknown O
{inarganic)
Cadmium Cd 1 Yes@d | Mo O | Unknown O
Mercury Hag 1 Yes@d | Mo O | Unknown O
{inarganic)
Lead Ph 1 Yes O | Mo O | Unknown O
Cobalt Co 24 Yes@d | Mo O | Unknown O
Molybdenum | Mo 2A Yes O No O Unknown O
Selenium Se 24 YesO | Mo O | Unknown O

Slika 8. Izgled prve stranice obrasca IPEC Amerika za prikupljanje informacija o elementarnim

vov 7 .. . . . s v 2
one&idéenjima u farmaceutskim sirovinama od dobavljaca ©?
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Novi zahtjevi za ispitivanje elementarnih oneciS¢enja znacajno ¢e utjecati na proizvodace i na
njihove dobavljace buduci da farmakopejski testovi ispitivanja grani¢nih vrijednosti teskih metala vise
nece biti prihvatljivi. Unato¢ dokazanim nedostacima metoda temeljenih na talozenju nema razloga
misliti da farmaceutska industrija ima problem elementarnih onecis¢enja. Ipak, proizvodaci lijekova ¢e
morati analiti¢ki dokazati da su njihovi proizvodi u skladu s novim postavljenim sigurnosnim
granicama. Dok ¢e upotreba instrumentalnih tehnika omoguciti tvrtkama da analiziraju vise uzoraka u
kra¢em vremenu i sa sigurnoscu utvrde kakvocu svojih proizvoda po pitanju elementarnih oneciscenja,
predstavnici industrije naglasavaju i potencijalne poteskoce. Tvrtke ¢e mozda morati kupiti analiticki
instrument ili pronaéi ugovorni laboratorij koji ima instrumente potrebne za obavljanje analize. Neke
farmaceutske tvrtke nisu ranije imale potrebu koristiti ICP-MS ili ICP-OES u kontroli kakvoce, a
morat ¢e se i prilagoditi koriStenju preporucenih priprema uzoraka za razliCite dozirne oblike i
matrikse i uloziti u obuku tehnickog osoblja. Cijeli proces od narudzbe instrumenta, iSporuke,
instalacije do razvoja metoda i validacije moze trajati mjesecima. lako su danas dostupni instrumenti
koji mogu zadovoljiti sve analiticke potrebe u skladu s novim zahtjevima, dobavlja¢i instrumenata
moraju biti pripremljeni glede potrebnih operativnih postupaka, standarda, potroSnog materijala,
informati¢kih sustava, validacije i servisnih usluga. Alternativa implementaciji novih skupih
instrumenata i analitickih metoda u redovne postupke kontrole kakvoée za proizvodace je koriStenje
ugovornih laboratorija ¢ime se uklanja teret obuke osoblja, kvalifikacije instrumenta i odrzavanja, a
prednost je i bolje razumijevanje problema oko pripreme razli¢itih uzoraka i rjeSavanje svih poteskoca
analize od strane laboratorija koji rutinski obavlja posao. %

Danas su na trziStu dostupni brojni visokokvalitetni ICP-MS instrumenti koji imaju slicne
specifikacije. Odluka o izboru instrumenta koji ¢e nabolje odgovarati potrebama tvrtke treba se
temeljiti na procesu procjene tijekom kojeg treba razmotriti neke vazne faktore ®* kao §to su:

e performanse instrumenta (radna svojstva),
e uporabljivost
e pouzdanost.
Ovisno o primjeni instrumenta performanse se mogu razmatrati kroz razne Kriterije: sposobnost

detekcije, osjetljivost, tocnost i preciznost, kratkotrajna i dugotrajna stabilnost signala, reduciranje
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interferencija, izvedba prilikom kori§tenja alternativnih uredaja za uzorkovanje i drugi. Ipak, za

kona¢nu odluku treba razmotriti i manje vidljive faktore kao $to su jednostavnost upotrebe,

pouzdanost i tehnicka podrska dobavljaca.

Prilikom razmatranja uporabljivosti vazno je nekoliko kriterija:

e jednostavnost upravljanja kod rutinske upotrebe i kod razvoja metode,

e ucestalost rutinskog odrzavanja,

e kompatibilnost sa dodatnom opremom za uzorkovanje i uCestalost njenog rutinskog odrzavanja,

e zahtjevi za instalaciju (veli¢ina prostora i nacin postavljanja instrumenta, kontrola temperature i
sli¢no),

e tehnicka podrska i

o edukacija.

U analitickom laboratoriju farmaceutske tvrtke s velikom koli¢inom dnevno obavljenih analiza vrlo je

vjerojatno da ¢e instrumentom upravljati tehnicko osoblje, pa ¢e jednostavnost software-a i sli¢nost S

ranije koriStenim software-ima na drugim instrumentima svakako utjecati na vrijeme potrebno za

provodenje potpune edukacije. Vazno je i da software bude sukladan sa zahtjevima FDA 21 CFR Part

11, odnosno da omogucuje sluzbenu upotrebu elektronskih zapisa i elektronskih potpisa umjesto

ruénih/papirnih, uz potrebne sigurnosne mjere i audit trail. Buduéi da je tijekom analize uzorak u

kontaktu s brojnim dijelovima u unutra$njosti instrumenta jako je vazno znati koji dijelovi trebaju biti

zamijenjeni ili pregledani i koliko Cesto tj. koju vrstu redovnog odrzavanja treba provoditi dnevno,

tjedno, mjesec¢no ili godisnje kako bi se instrument odrzao u dobrom radnom stanju. Tehnicka podrska

jako je vazna, osobito ako laboratorij nema prethodnog iskustva sa ICP-MS. Trebalo bi razmotriti ne

samo stru¢ne kvalifikacije specijalista dobavlja¢a instrumenta, nego i mogué¢nost da u svakom

trenutku pruze tehni¢ku podrsku, a prednost je i dostupnost literature/pisanih materijala za primjenu

instrumenta. Svakako treba ispitati i kakav oblik edukacije dobavlja¢ nudi u smislu trajanja, broja

osoba i kvalitete.

Pouzdanost instrumenta djelomi¢no je pod utjecajem rutinskog odrzavanja i vrste analiziranih

uzoraka, ali se smatra da je viSe odraz dizajna samog instrumenta. Ovaj je faktor tesko ranije
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procijeniti, pa bi prije kupnje bilo dobro razmotriti vrstu servisne podrSke koju dobavlja¢ moze
ponuditi: u kojem vremenu serviser moze do¢i u laboratorij ili barem telefonski raspraviti o problemu,
da li postoji moguénost daljinske dijagnostike (pristup preko Interneta), koliki su trosSkovi posjeta
servisera i kako se obradunavaju, moguénost i troskovi godidnjeg preventivnog odrzavanja. ¥

Mozda najvaznije od svega je koriStenje pristupa temeljenog na procjeni rizika koji se potice u
svim navedenim dokumentima. lako obavezno testiranje svih elemenata u svakom materijalu na
svakoj seriji moze biti jedan od nacina dokazivanja sukladnosti, vazno je shvatiti da se koristenjem
procjene rizika potencijalno moze eliminirati testiranje nekih ili svih elemenata u bilo kojem
proizvodu ili sirovini i u konaénici postici racionalizacija troSkova i vremena. Ovakav pristup uvijek
mora biti znanstveno i struéno utemeljen, 0odnosno tvrtka mora imati Siroko znanje o:

e proizvodnim procesima svojih proizvoda i koriStenoj opremi,

e procesima svojih dobavlja¢a, odnosno o kvalifikacijama dobavljaca,

e nacinima proizvodnje i porijeklu svih polaznih materijala i intermedijera ukljucujuci

spremnike.

ICH Q3D © navodi da se pristup temeljen na procjeni rizika treba koristiti u svim fazama Zivotnog
ciklusa lijeka. Znanja steCena tijekom razvoja lijeka u kombinaciji s iskustvima i podacima iz
komercijalne proizvodnje trebaju se koristiti za unaprjedenje razumijevanja i provodenja procesa $to
¢e u konacnici poboljsati kontrolu elementarnih onecis¢enja. To ujedno znaci i nuznost ukljucenosti i
povezanosti razliCitih sluzbi/sektora unutar farmaceutske industrije kao $to su stru¢njaci iz razvoja
analitike i razvoja tehnologije, nabave, registracije, ispitivanja stabilnosti, proizvodnje, laboratorijske
kontrole kvalitete, osiguranja kvalitete i naravno uprave. Onim tvrtkama kojima nedostaju navedena

znanja testiranje je svakako najsigurniji put u osiguranju sukladnosti sa zahtjevima.
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5. ZAKLJUCAK

Zbog utjecaja na sigurnost i ucinkovitost terapije lijekovima ispitivanje i kontrola oneciS¢enja
vazna su pitanja u farmaceutskoj kontroli kakvocée. Trenutna kontrola anorganskih onecis¢enja temelji
se primarno na farmakopejskim zahtjevima ispitivanjem grani¢nih vrijednosti za teSke metale. Metode
su razvijene prije uvodenja modernih analitickih uredaja i temelje se na tehnikama vlazne kemije s
upitnom mogucénosti detektiranja nekih toksikoloski znacajnih metala. Prema tome, postoji velika
potreba za razvojem osjetljivih i selektivnih metoda za odredivanje metalnih onecis¢enja u lijekovima
i farmaceutskim sastojcima, ne samo kako bi se udovoljilo strozim specifikacijama u buduénosti, nego
i u svrhu osiguranja uc¢inkovitosti i sigurnosti primjene lijekova.

Razvoj modernih analitickih tehnika omogucéio je dobivanje kvantitativnih i specifi¢nih informacija
o sadrzaju metala u lijekovima i sirovinama, a revidiranjem relevantnih poglavlja u USP i Ph. Eur.
najavilo se razdoblje upotrebe instrumentalnih tehnika, posebno ICP-MS u rutinskoj analizi. S
naglaskom na sigurnost pacijenata, pokrenut je i proces medunarodne harmonizacije smjernica tj.
stvaranje nove ICH Q3D smjernice koja bi razjasnila zahtjeve i osigurala harmonizirani pristup za
kontrolu metalnih oneci$¢enja. Jasno je da tradicionalni limit test nije viSe adekvatan da zadovolji
potrebe niti industrije niti pacijenata, a osim utvrdivanja metala koje treba pratiti i definiranja granica
prihvatljivosti, odabir odgovaraju¢e analiticke metode biti ¢e vazan korak u uspostavljanju
ucinkovitog sustava kontrole metalnih onecis¢enja u lijekovima.

Uzimajuéi u obzir kontinuirani razvoj regulatornih zahtjeva koji ide uz bok prikupljanju
toksikoloskih podataka o raznim elementima i unaprjedenju analitickih tehnika, puno je vjerojatnije da
¢e se granice prihvatljivosti za elementarna oneci$¢enja u lijekovima u buduénosti smanjivati, a ne
povecavati. To dovodi do zakljucka da ¢e osjetljivije tehnike poput ICP-MS imati sve ve¢u ulogu u
analizi elemenata u lijekovima neovisno o tome da li ¢e to biti regulatorno zahtijevano ili ¢e biti

prirodan odabir proizvodaca u nastojanju odrzanja na kompetitivnom farmaceutskom trzistu.
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