Prisilna razgradnja ljekovitih tvari i farmaceutskih
oblika

Zelen, Mijona

Professional thesis / Zavrsni specijalisticki
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:163:977288

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-13

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:977288
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:1136
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:1136
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:1136

SVEUCILISTE U ZAGREBU
FARMACEUTSKO-BIOKEMIJSKI FAKULTET

Mijona Zelen

PRISILNA RAZGRADNJA LJEKOVITIH TVARI | FARMACEUTSKIH
OBLIKA

Specijalisticki rad

Zagreb, 2019.



PSS studij: Razvoj lijekova

Mentor rada: prof. dr. sc. Biljana Nigovi¢

Specijalisticki rad obranjen je dana 23.04.2019. na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

SveuciliSta u Zagrebu, pred povjerenstvom u sastavu:

1. Prof. dr. sc. Biljana Nigovi¢

2. Dr. sc. Biserka Cetina-Cizmek, znan. savj.

3. lzv. prof. dr. sc. Anita Hafner

Rad ima 86 listova.



PREDGOVOR

Provedeno istrazivanje izradeno je u sklopu Poslijediplomskog specijalistickog studija Razvoj
lijekova na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu.

Na odabir teme zavr$nog specijalistickog rada utjecalo je moje radno iskustvo u farmaceutskoj
industriji i potreba za Sirenjem znanja. Dodatno zanimanje za temu potaknuto je nedostatkom
sluZzbenog dokumenta ili smjernica od strane regulatornih tijela koji obuhvacéaju iskljucivo
prisilnu razgradnju ljekovitih tvari i farmaceutskih oblika. 1z tog razloga rad bi trebao
predstavljati sazeti pregled ovako opSirne tematike.

Zahvaljujem mentorici prof. dr. sc. Biljani Nigovi¢ na iznimom strpljenju, podrsci i stru¢nim
savjetima tijekom izrade ovog rada.

Zahvaljujem se takoder svojoj obitelji i kolegama na podrsci.



SADRZAJ

1.1.

3.1.
3.2.
3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.3.
3.3.1.
3.4.
3.4.1.
3.4.2.

3.4.3.

3.4.4.
3.4.5.
3.4.6.
3.4.7.
3.4.8.
3.4.9.
3.4.10.
3.4.11.
3.4.12.

3.4.12.1.
3.4.12.2.
3.4.12.3.

UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA .....coovrvirvirrrinrirenrinesinseeoenens 1
Svrha prisilne razgradnje .........ooooiiiiiiii e 2
CILI ISTRAZIVANIA ...t 3
MATERIJALI I METODE - SUSTAVNI PREGLED SAZNANJA O TEMI............ 4
Oneciscenja u lJEKOVIMA ........oiiiiiiiiiiici s 4
VISEE ONECISCOIIA ..uvvirvieieiiiieteet ettt ettt b e nne e ne e 4
Organska ONECISCENJA......uciuiiiiiiiiiiie e 4
ANOTganska ONECISCENTA. .. ...eiviiriiieiieie et 5
OStatNa OtAPAIA ... ....ecieie e e 6
KONtrola ONECISEENTA.......viiieiiiiiiiieii e 7
Analiticke tehnike za ispitivanje profila Cistoce lijeka .........cccoooveriiiiiiiiiiiiiiiiee 11
Pregled reQUIATIVE ..........ooiiiiicee s 13
108 IS £ 4T =T o oSSR 13
ICH Q1A(R2) — ispitivanje stabilnosti novih ljekovitih tvari i farmaceutskih

OBITKA. ... 14
ICH Q1B — ispitivanje fotostabilnosti novih ljekovitih tvari i farmaceutskih

OBITKA. ... 16
ICH Q2(R1) — Validacija analitiCkih procedura ............c.coovrvriniiiienenc i 16
ICH Q3A(R2) — Oneciscenja u novim ljekovitim tvarima ...........ccoceeereeeneneienennen. 17
ICH Q3B(R2) — Onecis¢enja u novim farmaceutskim oblicima ...........c.cccecvervrrnennee. 17
ICH Q5C — Stabilitetna ispitivanja biotehnoloskih/bioloskih proizvoda................... 17
M4Q(R1) — Zajednicki tehnicki dokument: Kvaliteta ..........c.ccoovvreiereneniiinininnns 18
Svjetska zdravstvena OrganiZaCija .........ccoveiueeiiueeiie i sie et e et 18
Americka agencija za hranu 1 lijeKove ... 21
Europska agencija za lHJEKOVE...........cooviiii i 24
OSTATAK SVIJBTA ...ttt bbbttt 26
KANAOE ... 26
JUZNA AMETIKA. ....eeiiiiiicec e 26
SrediSnja Amerika 1 Karibi ... 27



3.4.12.4.
3.4.12.5.
3.4.12.6.
3.4.12.7.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
44.1.
4.5.
45.1.
45.2.
4.5.3.
453.1.
45.3.2.
45.3.3.
45.4.
4.6.

4.6.1.
4.6.2.
4.6.3.
4.6.4.
4.6.5.
4.6.6.

4.6.7.
4.6.8.
4.6.8.1.
4.6.8.2.

JUZNA AZIJA .o 28
10T L - OSSR 29
Australija i NOVI Zeland...........ccoovoiiiiiii e 29
RASPRAWVA .ttt b ettt b s 30
PrISTING raZGra0N ... c.veveviieiiieieeee e 30
Pocetak studije prisilne razgradnje ...........cccooueeieeiiieiieiie e 31
Granica Prisilng razgradnje ..o s 32
Odabir uvjeta prisilng razgradnje ........c.cccveveeieiieeieee e 32
Odabir koncentracije ljekovite tvari za prisilnu razgradnju..........ccccceveneicnnnnnnnn. 33
UVjeti Prisilng razgradnje........ccccveieeieieeie e sre e 33
[0 (o] 14 TSR 33
Razgradnja pod utjecajem teMPEratUre.........cccccveveeireieeseeiieseese e seesre e e sre e 37
OKSIACTJA. ...ttt bbb bbb 40
Autooksidacija (oksidacija potaknuta radikalom)..........ccccceeveieiiieiiccc s, 40
Oksidacija potaknuta PeroKSIAOM ..........coviiiiiiiiiiese s 43
Oksidacija potaknuta transferom elektrona..............cccccoveveiiiiieii v 44
Razgradnja pod utjecajem svjetla (fOtoliza)..........ccoovvereiiiiiiniice 44
Razvoj stabilitetno-indikativne metode za odredivanje sadrzaja ljekovite

1072 OSSR 48
Korak | - prouc¢avanje strukture [jeKOVite tVari.........cccocvrereiireriiinineeeseseeseeee 48
Korak Il - informacije o fizikalno-kemijskim svojstvima ljekovite tvari .................. 49
Korak 11 — studija o prisilnoj razgradnji .........ccccceeveevieiiiieceese e 50
Korak 1V — preliminarna razvojna Studija..........cccceoerereieniniiiecee e 51
Korak V — optimizacija razvojne Metode .........cccceevevveieieeieese e 52
Korak VI — identifikacija i karakterizacija nastalih razgradnih produkata i

Priprema StANUArAGA .........ccveeiiieiie et 53
Korak VII — validacija SIM metode za odredivanje sadrzaja .........ccocevervrenennnncns 54
Kriti¢ni parametri vezani uz razvoj i validaciju SIM metoda...........ccccovcvviiiiiinnnn. 55
Definicija 1 razlika specificnosti i selektivnosti metode .........cococeeviviiiiiiniiiieniinennne 55

Da li specifi¢no stabilitetno-indikativna metoda ima svrhu i da li je
regulatorno PriNVALIIVA? ........ccoviiiiei s 56

v



Da li je nuzno koristiti stres ispitivanja za razvoj stabilitetno indikativne

MELOUBT ... ettt ettt se et e et e e st e nbe e been e e e be e beeneenreenreenee e 57
Da li su farmakopejske metode za sadrzaj stabilitetno indikativne? ...........ccccveennee. 57
Balans MASE.......eiiiiiiece e e 58
Cistoca Kromatografskin PIKOVA ...........c.cveeveveiiiiiieeiieeetese s 59
(@] ] I SO 60
EKSPerimentalni PrimEI........cccc i i 64
Uvjeti razgradnje lamivUdING.........cccooeiiiiiinieseeee s 65
Uvjeti kromatografske Metode..........ccveiveiiiiciecie e 66
Rezultati kromatografske analize............ccccocoviiiiiiiiii 66
Fragmentacija lamivudina pomocu MS-a.........cccvvviiiiiiiiiiiiii e 68
Mehanizam razgradnje [amivuding...........cccoiiiiiiiiei e 71
ZAKLIUCAK ..ot 74
LITERATURA . .ottt e e bae e e st a e e e annnee s 76
KRATICE ..ottt ettt re st 83
ZIVOTOPIS ..ot 85



SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je napraviti pregled i sazetak smjernica regulatornih tijela o prisilnoj
razgradnji kao i detaljan vodi¢ o eksperimentalnom provodenju prisilne razgradnje i razvoju

stabilitetno-indikativne analiti¢ke metode.

MATERIJALI I METODE

U ovom teorijskom specijalistickom radu koriStena je dostupna znanstvena literatura o prisilnoj
razgradnji i pojmovima vezanim uz prisilnu razgradnju. Pregled literature ukljuc¢uje publicirane
znanstvene Clanke, najnovija izdanja odabranih knjiga, trenutno vazece verzije smjernica

regulatornih tijela, kao 1 razne elektronicke izvore.

RASPRAVA

Prema ICH smjernicama prisilna razgradnja definirana je kao izlozenost ljekovite tvari ili
gotovog farmaceutskog proizvoda uvjetima ja¢im od ubrzanih stabilitetnih uvjeta. | regulatorna
tijela 1 ostala dosad provedena istrazivanja naglaSavaju vaZnost provedbe studije o prisilnoj
razgradnji zbog moguénosti predvidanja dugoro¢ne stabilnosti ljekovite tvari i/ili farmaceutskog
oblika na temelju dobivenih rezultata. Smjernice regulatornih tijela daju neke opée preporuke o

prisilnoj razgradniji, ali ne daju detaljne i jasne upute kako provoditi studiju.

Uvjeti za izvodenje prisilne razgradnje obi¢no ukljuCuju izlaganje reprezentativnih uzoraka

ljekovite tvari ili farmaceutskog oblika poviSenoj temperaturi, vlazi, fotolizi, kiseloj i luznatoj

Vi



hidrolizi i oksidaciji. Za hidroliticke uvjete najéesc¢e se koristi klorovodi¢na ili sumporna kiselina
i natrijev ili kalijev hidroksid, koncentracije 0.1-1 mol/L, a za uvjete oksidacije otopina
vodikovog peroksida. Za izlozenost fotolitickim uvjetima veéina istrazivanja se poziva na ICH
poglavlje Q1B dok se za procjenu utjecaja temperature i vlage, razgradnja najées$¢e provodi na

temperaturama od 40°C do 80°C 1 pri 75%RV ili vise.

Nastali razgradni produkti, koji mogu, ali ne moraju nastati prilikom izlozenosti lijeka
uobicajenim dugoro¢nim stabilitetnim uvjetima, nuzni su za razvoj stabilitetno-indikativne

metode.

ZAKLJUCAK

U novije vrijeme prisilna razgradnja postala je najvazniji alat u predvidanju dugoro¢ne
stabilnosti lijekova. Iz tog razloga studija prisilne razgradnje trebala bi biti sastavni dio

razvojnog procesa svakog farmaceutskog proizvoda.

VIl



SUMMARY

OBJECTIVES

The aim of this work is to make a summary of all regulatory guidelines and also a detailed guide
of the experimental implementation of forced degradation and development of stability

indicating analytical method.

MATERIALS AND METHODS

In this theoretical specialist thesis, available scientific literature on forced degradation study and
the terms associated with it, was used. The literature review includes published scientific articles,
latest editions of selected books, current versions of the regulatory guidelines as well as various

electronic sources.

DISCUSSION

Both, regulatories and scientific researches emphasize the importance of conducting forced
degradation studies for predicting long-term stability of active drug substances and / or finished
products. The regulatory agencies give some general recommendations for conducting forced
degradation study but they do not give clear and detailed guidance on how to carry out the forced

degradation study.

Conditions for conducting forced degradation study usually involve exposure of representative
drug substance or pharmaceutical form samples to elevated temperature, humidity, photolysis,

acidic and basic hydrolysis, and oxidation.

VI



For hydrolytic conditions, hydrochloric or sulfuric acid and sodium or potassium hydroxide, with
concentrations in range 0.1-1 mol/L are usually used. For oxidation conditions different
concentrations of hydrogen peroxide solution are used. For exposure to photolytic conditions
most studies are performed according to ICH Q1B, while exposure to temperature and humidity

is usually carried out at temperatures from 40 ° C to 80 ° C and 75% RH or more.

Obtained degradations products, which are not neccessary formed during long term stability

conditions, are most important part of the development of the stability indicating method.

CONCLUSION

More recently forced degradation has become the most important tool in predicting the long-term
stability of the drug. For this reason, forced degradation studies should be an integral part of the

development process of each pharmaceutical product.



1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Prisilna razgradnja je razgradnja ljekovite tvari ili farmaceutskog oblika pod uvjetima jacim od
uobicajenih, ubrzanih ili dugoro¢nih stabilitetnih uvjeta. Prisilna razgradnja pruza uvid u moguce
puteve razgradnje i produkte ljekovite tvari, Cija je identifikacija zatim moguéa pomocéu
dostupnih analiti¢kih postupaka. Nastali razgradni produkti, koji mogu, ali ne moraju nastati
prilikom izloZenosti lijeka dugoro¢nim stabilitetnim uvjetima, nuzni su za razvoj stabilitetno-
indikativne metode. Preporuka je studiju razgradnje zapoceti Sto ranije, U razvojnoj fazi lijeka, da

bi se prikupilo $to viSe informacija o stabilnosti molekule i kasnije formulacije.

Stabilnost je kritican parametar svakog lijeka i kao takav utjeCe na njegovu cistocu, djelotvornost
1 opcenito na sigurnost primjene farmaceutskog proizvoda. Promjene u stabilnosti lijeka mogu
dovesti do smanjenja doze i u€inkovitosti, kao i1 do nastanka toksi¢nih razgradnih produkata. 1z
tog razloga iznimno je vazno istraziti profil nastalih oneciS¢enja pod promjenama raznih
vanjskih uvjeta, kao Sto su temperatura, vlaga, svjetlost, pH vrijednost i drugi. Kada se govori o
eksperimentalnim uvjetima pod kojima se izvodi prisilna razgradnja najéesce Se spominju

hidroliticki (kiselina ili luzina), oksidacijski, fotoliticki i termicki uvjeti.

Trenutno postoji nekoliko regulatornih smjernica koje daju preporuke o izvodenju studije
prisilne razgradnje, ali nijedna od njih ne daje detaljne i jasne upute ili definicije kako to¢no
provoditi studiju, primjerice uvjete razgradnje ili vrijeme izlozenosti. To dovodi do nesigurnosti i
razilaZzenja u tumacenjima izmedu razli¢itth farmaceutskih kompanija, §to opet dovodi do

razli¢itih pristupa i izvedbi studija prisilne razgradnje. Procjena uvjeta razgradnje i/ili vremena



izlozenosti pojedinim uvjetima trenutno se temelji na dosadasnjim istrazivanjima i iskustvima

farmaceuta te karakteristikama pojedine molekule.

1.1. Svrha prisilne razgradnje

Svrha prisilne razgradnje u razvoju lijeka moZe se razloZiti na puno stavaka, kao §to su:
e dobiti uvid u razgradne puteve ljekovite tvari i farmaceutskog oblika
e objasniti kemijska svojstva molekule ljekovite tvari
e odrediti strukture razgradnih produkata

e mogucnost otkrivanja razgradnih mehanizma (npr. hidroliza, oksidacija, termoliza ili

fotoliza) ljekovite tvari i farmaceutskog oblika

e mogucnost razlikovanja razgradnih produkata koji su povezani s ljekovitom tvari od

onih koji su nastali od neke druge komponente u formulaciji

e dobiti razgradni profil slican onome koji bi nastao prilikom stabilitetne studije pod

propisanim dugoro¢nim uvjetima
e razvoj stabilitetno-indikativne metode

e razvoj stabilnog farmaceutskog oblika.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja u ovom teorijskom specijalistickom radu je dobiti uvid u trenutno vazece
regulatorne smjernice, ukljucuju¢i ICH, EMA, FDA, WHO, o studiji prisilne razgradnje
ljekovite tvari 1 farmaceutskog oblika, napraviti pregled preporuka za izvodenje studije o
prislinoj razgradnji, sto ukljucuje eksperimentalne uvjete za reakciju hidrolize, oksidacije,
termolize i fotolize, te opisati razvoj i validaciju stabilitetno-indikativne metode u sklopu koje je
bitno dobiti balans mase i potvrditi ¢isto¢u i kvalitetu proizvoda. Dodatno, istrazivanje ¢e
obuhvatiti statisti¢ki eksperimentalni dizajn koji se koristi prilikom razvoja analitickih
procedura, kao i ekperimentalni primjer prisline razgradnje pri otkrivanju razgradnih

mehanizama molekule lamivudina.



3. MATERIJALI | METODE - SUSTAVNI PREGLED SAZNANJA O

TEMI

3.1. OneciSc¢enja u lijekovima

Onecisc¢enja u farmaceutskoj industriji su nezeljeni spojevi u ljekovitoj tvari koji mogu zaostati
iz proizvodnog postupka, nastati tijekom izrade i skladistenja farmaceutskog proizvoda, ili mogu

potjecati iz same ljekovite tvari.!

Prema definiciji ICH smjernica, oneciS¢enje je svaki sastojak ljekovite tvari koji nema definiran
kemijski entitet kao ljekovita tvar? ili svaki sastojak farmaceutskog oblika koji nije ljekovita ili

. . 3
pomoc¢na tvar u proizvodu.

Samo mala koli¢ina nekog oneciS¢enja moze utjecati na ucinkovitost i sigurnost lijeka, stoga je

njihova kontrola iznimno vazna i ve¢ duze vremena pod strogom kontrolom regulatornih tijela.

3.2. Vrste oneciSéenja

Prema ICH smjernicama, oneciS¢enja se mogu podijeliti u tri skupine: organska oneciS¢enja,

anorganska oneciscenja i ostatna otapala.2
3.2.1. Organska oneciS¢enja

Organska oneciS¢enja mogu nastati tijekom proizvodnog procesa i/ili pri skladiStenju ljekovite
tvari ili farmaceutskog oblika. Mogu biti identificirana ili neidentificirana, hlapljiva ili

nehlapljiva, a ukljuéuju:l



pocetne sirovine i meduprodukte - ovo su najc¢e$ca onecis¢enja koja se mogu naci u
ljekovitoj tvari, osim ako proizvoda¢ moze osigurati da se svaki korak sinteze strogo
kontrolira tako da se takva onecis¢enja izbjegnu

nusprodukte - oneciS¢enja koja nastaju usporedno s konac¢nim ciljanim produktom
(100%-tno iskoristenje u organskoj sintezi je rijetkost)

procesne i razgradne produkte - procesna oneciS¢enja nastaju tijekom prizvodnog
procesa ljekovite tvari, dok razgradna nastaju pod utjecajem raznih ¢imbenika
tijekom skladistenja ljekovite tvari

reagense, ligande i katalizatore - rijetko se mogu pronaéi u ljekovitoj tvarti, ali u

nekim slucajevima su prisutni kao oneciséenja.

wev o

Kao posebna skupina mogu se jo§ izdvojiti enantiomerna oneci$¢enja koja se pojavljuju kod

opticki aktivnih ljekovitih tvari.

3.2.2.

Anorganska oneciS¢enja

Anorganska oneciS¢enja uglavnom zaostaju iz proizvodnog procesa. Najces¢e su poznata i

identificirana, a obuhvacaju:*

anorganske katalizatore, reagense i ligande - iako rijetko, pojavljuju se kao ostatci iz
sinteze i proizvodnog procesa

teSke metale - glavni izvor teskih metala je voda koja se koristi u samom
proizvodnom procesu i/ili reaktorima (od nehrdajuceg celika). Mogu se izbjeci

koriStenjem demineralizirane vode ili koriStenjem reaktora obloZenih sa staklom.



e ostale materijale - odnose se na drveni ugljen i tvari koje se koriste za filtraciju, poput

dijatomejske zemlje, silika gela, celuloze, te teSke metale i druge zaostale metale.

3.2.3. Ostatna otapala

Ostatna otapala su zaostale, hlapljive organske kemijske tvari koje se rabe ili nastaju u postupku
proizvodnje lijeka. ICH smjernice propisuju granice za otapala koja mogu zaostati u ljekovitim i
pomoc¢nim tvarima nakon proizvodnje, a one ovise o toksi¢nosti otapala, nacinu primjene i
dozama lijeka. Ovisno o potencijalnom riziku za ljudsko zdravlje, ostatna otapala su podijeljena
u tri skupine:*

e prva skupina ostatnih otapala - obuhvaca otapala koja se moraju izbjegavati zbog
dokazane karcinogenosti ili sumnje na karcinogenost u ljudi, te otapala opasha za
okolis

e druga skupina ostatnih otapala - otapala ¢ija upotreba treba biti ograni¢ena zbog
moguce neurotoksi¢nosti, teratogenosti 1 drugih tipova toksi¢nosti

e treca skupina ostatnih otapala - otapala niske toksi¢nosti i malog rizika za zdravlje
ljudi.

Ova podjela ve¢inom se odnosi na ljekovitu tvar iako samim tim obuhvaca i oneciséenja za
farmaceutski oblik. One¢i§¢enja vezana za samu formulaciju odnose se na:*

e oneciS¢enja koja su nastala pod utjecajem nekog od procesnih parametara (npr.
temperatura autoklaviranja)

e oneciS¢enja koja su nastala pod utjecajem vanjskih ¢imbenika (visoka temperatura,

svjetlo i vlaga)



e oneciS¢enja vezana za odabir dozirnog oblika (npr. tekué¢i dozirni oblici su u vecoj
mjeri podlozni razgradnim i mikrobioloskim onecis¢enjima)

e onecCiSc¢enja Koja nastaju interakcijama izmedu komponenti formulacije

e oneciS¢enja koja nastaju razgradnjom vezanom uz funkcionalnu grupu (hidroliza,
oksidacija, fotoliza, dekarboksilacija)

e oneciSc¢enja koja nastaju kristalizacijom, ispiranjem ili susenjem tijekom proizvodnog
procesa

e oneciSc¢enja koja potjecu od odabrane ambalaze.

3.3. Kontrola onecis¢enja

Kontrola oneci$¢enja postize se definiranjem zahtjeva kakvoce (specifikacije) za ljekovitu tvar
i/ili farmaceutski oblik. Specifikacija obuhvaca set parametara koji se odreduju zadanom
analitickom procedurom te prikladne kriterije koje ti parametri moraju zadovoljiti. Kroz
specifikaciju se definiraju osnovni te kriti¢ni i/ili specifi¢ni parametri koje predlaze i obrazlaze

proizvodac, a u konacnici ih odobravaju regulatorna tij ela.’

Oneciséenja su jedan od parametara svake specifikacije, a definiraju se na temelju razvojne

studije, studije o prisilnoj razgradnji, stabilitetne studije i rutinskih analiza.

wev o

Prvi dio ICH smjernica za onecis¢enja obuhvaca identifikaciju oneéi$éenja, izradu izvjestaja,
postavljanje zahtjeva i ograniavanje koli¢ine oneéiS¢enja dok drugi dio, koji se odnosi na
procjenu bioloSke sigurnosti, obuhvaca smjernice za oneciS¢enja koja se nalaze u koli¢ini vecoj

od one koja je propisana za ispitivanje sigurnosti primjene lijeka.



Opce granice (pragovi) za onecis¢enja definirane su u ICH poglavlju Q3A(R2) za novu ljekovitu
tvar® i u poglavlju Q3B(R2) za novi farmaceutski oblik.> U Tablici 1 i 2 navedeni su prag
izvjeStavanja (eng. Reporting treshold), prag identifikacije (eng. Identification treshold) i prag
kvalifikacije (eng. Qaulification treshold), ¢ije vrijednosti ovise o maksimalnoj dnevnoj dozi
ljekovite tvari.

Tablical:  Propisani pragovi izvjeStavanja, identifikacije i kvalifikacije za oneciS¢enja u

novoj ljekovitoj tvari?

Maksimalna | Prag izvjeStavanja | Prag identifikacije Prag kvalifikacije

dnevna doza

Lg 0.05% 0.10% ili 1.0 mg/dan unosa | 0.15% ili 1.0 mg/dan unosa

>2¢ 0.03% 0.05% 0.05%

Tablica2:  Pragovi izvjeStavanja, identifikacije i kvalifikacije za razgradne produkte u

novom farmaceutskom proizvodu®

Maksimalna dnevna doza Prag izvjeStavanja

<lg 0.1%

>1g 0.05%

Maksimalna dnevna doza Prag identifikacije

<1 mg 1.0% ili 5ug TDI, §to god je nize
1mg-10mg 0.5% ili 20ug TDI, $to god je nize
>10mg-2g 0.2% ili 2mg TDI®, $to god je nize
>24 0.10%




Maksimalna dnevna doza

Prag kvalifikacije

<10 mg 1.0% ili 50pg TDI, $to god je nize
10 mg — 100 mg 0.5% ili 200pg TDI, §to god je nize
>100mg-2g 0.2% ili 3mg TDI, §to god je nize
>24 0.15%

*TDI — ukupan dnevni unos (eng. Total daily intake)

Granice niZze od propisanih nije potrebno obrazloziti, ali su preporuc¢ene kod jako toksicnih
oneciS¢enja, dok je granice koje su viSe od navdenih potrebno znanstveno obrazloziti i opravdati.
Ovakva podjela 1 izraun odnosi se na organska oneciS¢enja, bilo da se radi o poznatom ili
nepoznatom onecis¢enju. Izracun dopustene koliCine genotoksi¢nih onecis¢enja u lijeku opisan
je u ICH poglavlju M7(R1) dok su granice za ostatna otapala definirana u poglavlju Q3C(R6).
Ukoliko su granice za oneciS¢enja u ljekovitoj tvari i farmecutskom obliku vece od praga

identifikacije, propisanog u ICH smjernicama, slijedi se dijagram odluke (eng. Decision tree) za

identifikaciju i kvalifikaciju onecis¢enja prikazan na Slici 1.




Slika 1:

N4

Dijagram odluke za identifikaciju i kvalifikaciju oneéiséenja prema ICH
smjernicama

Da li je oneciséenje prisutno
u koli¢ini veéoj od praga

{

identifikacije
DA v NE _| Daljnja aktivnost nije
" potrebna
v DA
- Smanjiti
Da li je struktura ) ~( Da li je poznat DA koliéin{l na
identificirana? J ikakav rizik za granicu sigurnu
ljude? za ljude
NE
\4
Dali je kolic¢ina DA o )
onedi§¢enja smanjena Da'_J_nJa aktivnost
do/ispod praga nije potrebna
identifikacije?
DA /
Da li je koli¢ina Da li je Daljnja
oneciséenja smanjena koli¢ina veéa aktivnost nije
do/ispod praga od praga potrebna

NE

identifikacije? kvalifikacije?

NE

¢emu je napravljena studija o
genotoksicnosti.?

Da li je ispitana ciljana skupina
\ pacijenata i duljina primjene lijeka pri

\ 4

Dalisu
Smanjiti koli¢inu primijecene NE Kvalificirano ]
na granicu sigurnu klini¢ki znacajne oneciscenje
za ljude nuspojave?
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3.3.1.

Analiticke tehnike za ispitivanje profila Cistoce lijeka

Ispitivanje profila Cistoce lijeka odnosi se na analiticke postupke kojima je cilj detekcija,

identifikacija, strukturna karakterizacija i kvantitativno odredivanje onecis¢enja u ljekovitoj tvari

i farmaceutskom obliku.” Ovisno o potrebama, onetiéenja se razliditim tehnikama mogu

izolirati, karakterizirati ili odijeliti. Za izloaciju i/ili odjeljivanje oneciséenja najcéesce se koriste

tehnike kao §to su:’

ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. Solid phase extraction, SPE)

ekstrakcija tekuce-tekuce

supekriti¢na fluidna ekstrakcija (eng. Solid fluid extraction, SFE)

kromatografija na stupcu

tankoslojna kromatografija (eng. Thin layer chromatography, TLC)

plinska kromatografija (eng. Gas chromatography, GC)

tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High pressure liquid
chromatography, HPLC)

superkriti¢na fluidna kromatografija (eng. Super fluid chromatography, SFC)
kapilarna elektroforeza (eng. Capillary electrophoresis, CE)

elektron paramagnetska rezonancija (eng. Electron paramagnetic resonance, EPR)
gravimetrijske analize

UV-Vis spektroskopija (eng. Ultraviolet and visible spectroscopy, UV-Vis)

infracrvena spektroskopija (eng. Infrared spectroscopy, IR)
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Za karakterizaciju oneciS¢enja najcesce se koriste tehnike kao Sto su:’
e spektroskopija (IR, Raman)
e masena spektrometrija (eng. Mass spectrometry, MS)
e nuklearna magnetska rezonantna spektroskopija (eng. Nuclear paramagnetic

resonance, NMR)

Za analizu uzoraka podvrgnutih prisilnoj razgradnji i za ispitivanje stabilnosti proizvoda najcesce
se primjenjuju kromatografske tehnike. Prednost kromatografskih tehnika je specifi¢nost
odredivanja pojedinac¢nih analita u smjesi pomoc¢nih tvari i razgradnih produkata. Ovisno o vrsti
analita razvijaju se metode tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) i plinske
kromatografije (GC). Primjena plinske kromatografije je ograni¢ena budu¢i da tvari koje se
odreduju plinskom kromatografijom moraju biti hlapljive i termostabilne.

HPLC metode u vecini su slu¢ajeva metode kromatografije obrnutih faza, ali primjenjuje se i
kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama (HILIC), kromatografija normalnih faza i
ionska kromatografija.

U novije vrijeme se u puno slucajeva umjesto HPLC metoda koriste metode kromatografije
ultravisoke djelotvornosti (UPLC), zbog poboljsane osjetljivosti, bolje selektivnosti, kraceg
trajanja analize i manje potrosnje otapala.

Za karakterizaciju razgradnih produkata preporuka je koristiti neku od kromatografskih, odnosno

separacijskih tehnika u sprezi s MS-om ili NMR-om (LC-MS, LC-MS/MS ili LC-NMR).
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3.4. Pregled regulative

Sedamdesetih godina dvadesetog stoljeca javila se zabrinutost da lijekovi tijekom duzeg perioda
¢uvanja ne mogu odrzati pocetnu kvalitetu pa je 1975. farmakopeja Sjedinjenih Americkih
Drzava (eng. United States Pharmacopeia, USP) uvela uputu koja se odnosi na rok c¢uvanja
lijeka. 1984. americ¢ka Agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration, FDA)
objavljuje prve smjernice za pracenje stabilnosti lijekova, a 1987. postavljaju se zahtjevi za
stabilitetnim studijama s ciljem postizanja odgovarajucih uvjeta i rokova ¢uvanja lijekova. 1993.
Medunarodna konferencija o harmonizaciji (eng. International Conference on Harmonization,
ICH) izdala je smjernice za pracenje stabilnosti lijeka i time pokusala objediniti zahtjeve
regulatornih agencija za razlicita trzista (Europske unije, Japana i Sjedinjenih Americkih
Drzava). 1996. smjernice za ispitivanje stabilnosti farmaceutskih proizvoda izdaje i Svjetska

zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization, WHO).2

Bez obzira na sve veci broj regulatornih agencija koje daju smjernice o izvodenju studije o
prisilnoj razgradnji, nijedna od njih ne daje detaljne, kompletne i jasne upute kako toc¢no
provoditi studiju (npr. detaljni uvjeti razgradnje ili vrijeme izlozenosti). Ovo vodi do
nesigurnosti 1 razilaZzenja u tumacenjima izmedu razliitih farmaceutskih kompanija, Sto opet

dovodi do razli¢itih pristupa i izvedbi studija prisilne razgradnje.

3.4.1. ICH smjernice
Do danas se pomoc¢u ICH smjernica (eng. International Conference on Harmonization, ICH)
uspjela posti¢i ujednacenost u mnogim podru¢jima procjene kvalitete lijeka (npr. provodenje

stabilitetne studije ili definiranje granica onecis¢enja). Sto se tice studije o prisilnoj razgradnii,
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ICH naglasava njenu vaznost, ali pritom ne daje detaljne upute o njenom provodenju, niti
propisuje eksperimentalne uvjete, ve¢ daje samo opée smjernice i preporuke. Sljede¢a ICH

poglavlja obraduju temu studije o prisilnoj razgradniji:

ICH Q1A(R2) — Stability Testing of New Drug Substances and Products
e ICH Q1B - Photostability Testing of New Drug Substances and Products
e ICH Q2(R1) — Validation of Analytical Procedures: Methodology

e ICH Q3A(R2) — Impurities in New Drug Substances

e |ICH Q3B(R2) — Impurities in New Products

e ICH Q5C - Stability testing of Biotechnological/Biological Products

e MA4Q(R1) — The common Technical Document (CTD): Quality

3.4.2. ICH Q1A(R2) - ispitivanje stabilnosti novih ljekovitih tvari i farmaceutskih

oblika

Poglavlje Q1A ICH smjernica pod stres test ispitivanjem za ljekovitu tvar podrazumijeva studiju
koja se provodi da bi se identificirali moguci produkti razgradnje i na taj nacin ispitali razgradni
putevi i unutarnja stabilnost molekule ljekovite tvari.® Studija je dio razvojne strategije, pri ¢emu
se primjenjuju puno jaci eksperimentalni uvjeti od onih koji se primjenjuju kod ubrzanih
ispitivanja. Takoder, stres test ispitivanja imaju znacajnu ulogu prilikom validacije analitiCke

procedure koja je razvijena za tu svrhu.
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Poglavlje daje sljedeée preporuke za provedbu studije prisilne razgradnje:’

stres testovi izvode se na jednom kontrolnom broju ljekovite tvari

e stres testovi bi trebali ukljucivati ispitivanje utjecaja temperature u razmacima od
10°C (npr. 50°C, 60°C..), vlage (npr. 75%RYV ili vise) gdje je to moguce, oksidacije i

fotolize, na ljekovitu tvar

e stres testovi bi trebali ispitati podloznost ljekovite tvari hidrolizi kroz Siroki raspon

pH vrijednosti, kada je u otopini ili suspenziji

e ispitivanje fotostabilnosti bi trebalo biti sastavni dio stres testa, a uvjeti za takva

ispitivanja opisani su u poglavlju ICH Q1B.

Kao §to je ve¢ navedeno, ispitivanje razgradnih produkata koji nastaju kao posljedica stres
ispitivanja, korisno je za otkrivanje razli¢itih razgradnih puteva i razvoj i validaciju prikladne
analitiCcke procedure. U nekim slu¢ajevima, detaljno ispitivanje nastalih razgradnih produkata
nije potrebno ukoliko se pokaze da oni ne nastaju pod ubrzanim ili dugotrajnim uvjetima

Guvanja.’

Rezultati studije o prisilnoj razgradnji tj. stres ispitivanja trebala bi biti sastavni dio dokumenata

koji se prijavljuju regulatornim tijelima.

U poglavlju Q1A(R2) opisano je samo stres ispitivanje koje se odnosi na ljekovitu tvar, dok se za
farmaceutski oblik navodi da se stabilitetna ispitivanja moraju temeljiti na karakteristikama i

stabilnosti ljekovite tvari, kao i iskustvima i znanju iz klinickih ispitivanja formulacije.’
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3.4.3. ICH Q1B - ispitivanje fotostabilnosti novih ljekovitih tvari i farmaceutskih

oblika

Prema ICH Q1B poglavlju ispitivanje fotostabilnosti za ljekovitu tvar trebalo bi se sastojati od
dva dijela, prisilne razgradnje i potvrdnog ispitivanja.’®** Svrha prisilne razgradnje je procjena
sveukupne fotoosjetljivosti materijala potrebne za razvoj metode i/ili objasnjenje razgradnih
puteva.’ Ispitivanje moZe ukljuéivati ljekovitu tvar, samu i/ili u otopini, u svrhu validacije
analiticke procedure. Uzorci odabrani za potrebe ispitivanja trebali bi se nalaziti u kemijski
inertnoj i prozirnoj ambalazi. Kroz studiju prisilne razgradnje mogu se primijeniti razli¢iti uvjeti
ovisno o fotoosjetljivosti ispitivane ljekovite tvari, kao i intenzitetu koristenih izvora svjetla. Za
potrebe razvoja i validacije metode, prikladno je smanjiti uvjete izlozenosti svjetlu ili prekinuti
ispitivanje ukoliko je doSlo do jaceg raspada molekule. Za fotostabilne materijale, studija se
zavrSava nakon izloZenosti odredenoj koli€ini svjetla. Osim ovih preporuka tj. uputa, detalji 1
dizajn eksperimenta ostavljeni su na izbor proizvodacu lijeka, pri ¢emu koristene koli¢ine
izlozenosti svjetlu moraju biti obja$njene i opravdane.’®*! Pod uvjetima prisilne razgradnje moze
do¢i do nastanka razgradnih produkata koji vjerojatno nece nastati pod uvjetima koristenim u

potvrdnim ispitivanjima. Ukoliko je to slu¢aj, takvi se produkti ne trebaju dalje ispitivati.’®*!

3.4.4. ICH Q2(R1) — Validacija analiti¢kih procedura

Prema preporuci poglavlja ukoliko standardi onecis¢enja ili razgradnog produkta nisu dostupni,
specifi¢nost metode moze se prikazati usporedbom rezultata uzoraka koji sadrze onecis¢enja ili
razgradne produkte s nekom veé¢ poznatom i prihva¢enom analitickom procedurom koja je

11,12

validirana (npr. farmakopejska metoda). To bi naravno trebalo ukljucivati uzorke izloZene
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uvjetima stresa kao S§to su: svjetlo, temperatura, vlaga, hidroliza u kiselini ili luzini te

oksidacija.*"*?

3.4.5. ICH Q3A(R2) — Oneciséenja u novim ljekovitim tvarima

Poglavlje navodi da proizvoda¢ koji prijavljuje lijek, u zavrSnom izvjestaju mora prikazati sve
podatke vezane uz oneciS¢enja u ljekovitoj tvari. Podaci bi trebali ukljucivat rezultate svih serija
proizvedenih kroz razvojnu fazu, kroz komercijalnu fazu, kao i rezultate stres studije koja sluzi
za identifikaciju oneciS¢enja koja potencijalno nastaju tijekom c¢uvanja pod odredenim

uvjetima.?**
3.4.6. ICH Q3B(R2) — Onecisc¢enja u novim farmaceutskim oblicima

Poglavlje navodi da analiticke procedure moraju biti validirane tako da dokazu specifi¢nost za
specificirane i nespecificirane razgradne produkte. Validacija analiticke procedure bi morala

ukljucivati uzorke izlozene svjetlu, temperaturi, vlagi, kiseloj i luznatoj hidrolizi te oksidaciji.>*!
3.4.7. ICH Q5C - Stabilitetna ispitivanja biotehnoloskih/bioloskih proizvoda

Poglavlje navodi stres studiju kao koristan alat ukoliko se treba potvrditi da li slu¢ajna izloZenost
uvjetima (npr. prilikom trasnporta), osim onih propisanih, moze imati Stetan ucinak na
proizvod."® Takoder sluZi za procjenu kod izbora specifi¢nih parametara kojima ée se odredivati
stabilnost lijeka. 1zlaganje ljekovite tvari ili farmaceutskog oblika ekstremnim uvjetima pomaze
otkriti njihove razgradne puteve i mehanizme, a nastale promjene dalje se prate i kontroliraju pod

propisanim uvjetima cuvanja.
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Uvjeti za ubrzanu i stres studiju propisanu u prethodnim ICH poglavljima nisu nuzno primjenjivi
kada su u pitanju biotehnoloski ili bioloski proizvodi. U tom slucaju uputa je da se uvjeti pazljivo

biraju, ovisno o pojedinom slucaju.*®
3.4.8. M4Q(R1) — Zajednicki tehni¢ki dokument: Kvaliteta

Dokument navodi da sve napravljene studije, koristeni protokoli i generirani rezultati trebaju biti
obuhvaéeni i sumirani.** To ukljucuje rezultate stres studije, kao i zakljucke vezane uz uvjete i
vrijeme Cuvanja, te koriStene analitiCke procedure i pripadajuce validacije. Rezultati stabilitetne
studije (npr. rezultati nastali nakon provedene prisilne razgradnje i pod stresnim uvjetima)

trebaju biti prikazani u prikladnom formatu (tabli¢no, graficki ili pismeno).**

3.4.9. Svjetska zdravstvena organizacija

Prva, originalna verzija smjernica Svjetske zdravstvene organizacije (eng. World Health
Organization, WHO) za stabilitetna ispitivanja, koja je bila primjenjiva na farmaceutske oblike
koji sadrZavaju ve¢ poznate i karakterizirane ljekovite tvari, nije sadrzavala nikakve preporuke 1
zahtjeve vezane uz stres ispitivanja. Nova, vazeéa verzija “Stability testing of active
pharmaceutical ingredients and finished pharmaceutical products”, oslanja se na ICH smjernice,
slijedeéi njihove definicije, zahtjeve i preporuke.’® Bitna razlika od ICH smjernica odnosi se na
ve¢ poznate i dobro karakterizirane ljekovite tvari, a ona dopuSta da se za identifikaciju
razgradnih produkata i puteva koristi objavljena i priznata znanstvena literatura. Ukoliko takva
literatura nije dostupna provodi se stres ispitivanje.>*® Dodatno, smjernice se referenciraju na

poglavlje "WHO Guidelines for Registration of Fixed-Dose Combination Medicinal Products”,
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na dio "Pharmaceutical Development (or Preformulation) Studies” Koji daje tablicu s uvjetima

stresa, prikazanim u Tablici 3.

Tablica3:  Uvjeti stres studije predloZeni od strane Svjetske zdravstvene organizacije za

razvoj farmaceutskih oblika'’

Parametar stresa | Uvjet Koncentracija ljekovite | Vrijeme izloZenosti
tvari

Temperatura 60°C 1:1 s diluentom 1-10dana

Vlaga 75% RV ili vise Cvrsto stanje 1-10dana

Kiselina 0.1 M HCI 2:1u0.1 M HCI 1-10dana

Baza 0.1 M NaOH 2:1u 0.1 M NaOH 1-10dana

Oksidacija 3% H,0, 1:1 u 3% H,0, 1-10dana

Fotoliza UV ili fluorescentna lampa; | 1:1 s diluentom 1-10dana

Hg ili Xe lampa
Metalni ioni 0.05 M Fe”" ili Cu* 1:1 s otopinom metalnih | 1 — 10 dana
(opcionalno) iona

U radnoj verziji smjernica Svjetske zdravstvene organizacije pod nazivom “Submission of
Documentation for a Multisource (Generic) Finished Pharmaceutical Product: Quality Part”, za
sumiranje podataka stabilitetne studije ponovljen je tekst iz ICH smjernica M4Q(R1) —
Zajednicki tehnicki dokument: Kvaliteta. U istom dokumentu stoji dio o stres ispitivanjima koji
se poziva na ICH smjernice Q1, i navodi da prisilna razgradnja ljekovite tvari pomaze prilikom
identifikacije razgradnih produkata, daje uvid u moguce razgradne puteve i koristi se u validaciji

analitickih procedura, ¢ija je zadaca da budu stabilitetno indikativne. prisilna razgradnja
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ljekovite tvari pomaze prilikom identifikacije razgradnih produkata, daje uvid u moguce
razgradne puteve i koristi se u validaciji analitickih procedura, ¢ija je zadaca da budu stabilitetno
indikativne.’® Primjeri tipi¢nih uvjeta nalaze se u tehnickim izvjestajima Svjetske zdravstvene
organizacije (eng. WHO Technical Report Series). Cilj stres ispitivanja nije u potpunosti
razgraditi ljekovitu tvar ve¢ posti¢i razgradnju koja se odrazava na smjanjenje sadrzaja ljekovite
tvari u rasponu od oko 10-30%. Na taj nacin se zeli izbje¢i stvaranje sekundarnih razgradnih
produkata. To treba imati na umu ukoliko se zna da je ljekovita tvar jako osjetljiva na neki od
uvjeta stresa. Ako nakon 10 dana izlozenosti nekom od uvjeta razgradnja izostane, smatra se da

je ljekovita tvar stabilna pri tom uvjetu.'>*

Kona¢ni izvjestaj trebao bi ukljucivati sve stres
uvjete, opazanja i utjecaj na pojedine parametre (sadrzaj i onecis¢enja), kao i to da li je postignut
balans mase. Fotostabilitetna ispitivanja moraju biti dio stres ispitivanja, a uvjeti su navedeni u
ICH poglavlju ICH Q1B - ispitivanja fotostabilnosti novih ljekovitih tvari i farmaceutskih
oblika. Takoder, ako je u farmakopeji za ljekovitu tvar navedeno da se mora zastititi od svjetla,
dovoljno je tako navesti na etiketu, bez da se provede fotostabiltetna studija, pri ¢emu se
potvrdilo da ju spremnik 3titi od svjetla.>'® Za fotostabilnost farmaceustkih oblika navodi se isti

tekst, uz preporuku da se naprave dodatna stres ispitivanja, ukoliko se to smatra potrebnim (npr.

cikli¢ka studija kod poluévrstih proizvoda ili smrzavanje-odmrzavanje kod tekucih proizvoda).

U poglavlju Svjetske zdravstvene organizacije o stabilnosti cjepiva "WHO Guidelines on
Stability Evaluation of Vaccines”, stres ispitivanja definiraju se kao studija koja se provodi da bi
se procijenio utjecaj vanjskih ¢imbenika na lijek, kao Sto su npr. svjetlo ili ekstremna
temperatura.l‘r”19 Ekstremne uvjete nije obavezno ispitati kada je rijeC o stabilnosti cjepiva, ali bih

ih trebalo razmotriti ako se cjepiva $alju na trzita gdje su takvi uvjeti realna mogucnost. | kod
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cjepiva, stres ispitivanje pomaze u identifikaciji razgradnih produkata i otkrivanju razgradnih
puteva lijeka, kao i u validaciji stabilitetno-indikatikativnih analitickih procedura. Stres
ispitivanje moze ukljucivati izlozenost cjepiva temperaturama visim od onih preporucenih za

njihovo ¢uvanje, svjetlu, oksidaciji, smrzavanju i odmrzavanju, te hidrolizi.*>*

3.4.10.  Americka agencija za hranu i lijekove

Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration, FDA) izdala je draft
smjernice "Stability Testing of Drug Substances and Drug Products” kKoje su velikim dijelom
oslanjaju na ICH smjernice, osim $to se dodatno proSiruju i na ANDE, kao i smjernice pod
nazivom “Guidance for Industry: ANDAs: Stability Testing of Drug Substances and Drug
Products”. Preporuka koja se odnosi na ANDE, navodi da se stres studija treba napraviti da bi se
ustanovila inherentna stabilnost ljekovite tvari i potvrdila prikladnost predlozenih analitickih
procedura. Detalji vezani uz studiju ovise 0 pojedinoj ljekovitoj tvari i vrsti farmaceutskog
oblika.®>? Takoder se navodi da posebno treba razmotriti dio vezan uz promjenu temperature,
pogotovo ako se moze odnositi na uvjete cuvanja prilikom transporta. To se osobito odnosi na
framecutske oblike podlozne gubitku viskoznosti, razdvajanju faza, talozenju ili agregaciji.
Farmaceustki proizvod upakiran u zavr$nu ambalazu trebalo bi izloziti temperaturnim uvjetima i

promjenama koje se ocekuju kad lijek jednom bude u distribuciji.*>*

Sli¢no se navodi i u dijelu koji se odnosi na inhalatore i nazalne aerosole. Ciklicka studija trebala
bi se provesti pri jako visokim i niskim temperaturama koje se ocekuju prilikom transporta
proizvoda. Studija bi se trebala sastojati od 3 ili 4 6-satna ciklusa u danu, izmedu temperature

smrzavanja i 40°C (75 — 85% RV), u periodu od 6 tjedana.*>?°
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U poglavlju za industriju pod nazivom “Content and format of Investigational New Drug
Applications (INDS) for Phase 1 Studies of Drugs, including Well-Characterized, Therapeutic,
Biotechnology-derived Products”, nema zahtjeva ili preporuka koje se odnose na stres
ispitivanje’® ali se spominju u poglavlju pod nazivom "INDs for Phase 2 i Phase 3 Studies:
Chemistry, Manufacturing, and Control Information”, za fazu 2 i 3 razvoja lijeka. Preporuka za
izvodenje stres studije je u ranoj fazi razvoja ljekovite tvari jer studija pomaze u odabiru
stabilitetno-indikativnih  procedura u kasnijim fazama, prilikom pracenja dugotrajne
stabilnosti.*>?! Ukoliko stres studija nije provedena u ranijoj fazi trebala bi se provesti u fazi 3 da
bi se pokazala inherentna stabilnost ljekovite tvari, otkrili potencijalni razgradni putevi i postigla
prikladnost predloZenih analitickih procedura za pracenje stabilnosti. Stres studija trebala bi
pokazati stabilnost ljekovite tvari u razli¢itim pH otopinama, u prisutnosti Kisika ili svjetla, te pri
poviSenim razinama temperature i vlage. Ovakva studija, koja je provedena samo na jednoj seriji
ljekovite tvari, ne smatra se dijelom kasnije formalno provedene stabilitetne studije. U fazi 3
smjernice se usmjeravaju na stres ispitivanje farmaceutskog oblika i daju sljedece preporuke:
kod odredenih farmaceutskih proizvoda stres ispitivanje posluzit ¢e za prepoznavanje
potencijalnih promjena u njihovim fizikalnim (razdvajanje faza, taloZenje, agregacija..) i/ili
kemijskim (degradacija i/ili rekacija medu komponentama) karakteristikama. Studija bi trebala

ukljucivati utjecaj visoke temperature i vlage, oksidacije, fotolize. >

Zahtjevi za stres ispitivanjima mogu se naéi i za pojedine Kkategorije lijekova, kao npr. u
poglavlju "Fixed Dose Combinations, Co-Packed Drug Products, and Single-Entity Versions of
Previously Approved Antiretrovirals for the Treatment of HIV” gdje je naglasak na interakciji

medu ljekovitim tvarima, pa se iz tog razloga i preporuca stres ispitivanje, da bi se te interakcije
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uocile 1 identificirali nastali produkti. Takoder je preporuka da se prilikom stabilitetne studije
prate razgradni produkti koji nastaju prilikom proizvodnog procesa ili prilikom ¢uvanja i

skladistenja proizvoda.15

Od pojedinih kategorija lijekova provodenje stres ispitivanja pod ve¢ prethodno spominjanim
uvjetima (visoka temperatura, svjetlo, razli¢ite pH vrijednosti, svjetlo i kisik) prepouruca se i za
liposome u poglavlju pod nazivom “Liposome Drug Products Chemistry, Manufacturing, and
Controls; Human Pharmacokinetics and Bioavailability; and Labeling Documentation”, te za
koronarne stentove u poglavlju "Coronary Drug-Eluting Stents — Nonclinical and Clinical

Studies”®

U poglavlju pod nazivom “Botanical Drug Products” navodi se da se stabilnost botanicke
ljekovite tvari ili farmaceutskog oblika ne bi trebala u potpunosti bazirati samo na pracenju
sadrzaja aktivnih sastojaka, karakteristicnih markera ili bioloSkog sadrzaja, ve¢ bi se trebali
kontrolirati 1 produkti iz ostalih kemijskih sastojaka, nastali tijekom skladiStenja. Analiticka
metoda prikladna za detektiranje takvih produkata trebala bi biti razvijena tijekom izlozenosti

botanicke ljekovite tvari ili farmaceutskog oblika uvjetima stresa.™**

U poglavlju, "Quality Considerations in Demonstrating Biosmilarity to a Reference Protein
Product” takoder se navodi potreba za provodenjem stres studije, u obliku ubrzane stabilnosti ili
prisilne razgradnje, a u svrhu utvrdivanja razgradnog profila i usporedbe predlozenog
biousporedivog proizvoda s referentnim. Uvjeti pod kojima ée se provoditi takve usporedive
studije kao npr. visoka temperatura, izloZzenost svjetlu, smrzavanje i odmrzavanje, i agitacija,

uzrokuju povecanu razgradnju proizvoda tijekom definiranog vremenskog perioda.’>?

23



Dodatno, u priru¢niku “Ureda za regulatorne poslove” navodi se da bi stabilitetno indikativno
odredivanje sadrzaja trebalo mjeriti aktivnu komponentu lijeka, bez interferencije s razgradnim
produktima, procesnim oneciS¢enjima, pomoc¢nim tvarim ili drugim potencijalnim
onecis¢enjima. To se postize stres studijom kojom se ljekovita tvar i/ili farmaceutski oblik izlazu
kiseloj i bazi¢noj hidrolizi, termic¢koj razgradnji, fotolizi, oksidaciji itd. Studija bi trebala
pokazati da nastali razgradni produkti i one¢i$¢enja iz pomocnih tvari ne interferiraju s aktivnom

komponentom lijeka.

Priru¢nik takoder napominje da stres ispitivanja farmaceutskog oblika nisu potrebna u slucaju
kada putevi razgradnje i prikladnost analitickih procedura mogu biti odredeni iz sljedeceg:
rezultati stres studije ljekovite tvari, dostupnost referentnih materijala za procesna i razgradna
onecis¢enja, rezultati ubrzane i dugorocne stabilnosti ljekovite tvari, rezultati ubrzane i
dugoroc¢ne stabilnosti farmaceutskog oblika, dodatni podaci o specifi¢nosti analitickih metoda i

razgradnim putevima ljekovite tvari pronadeni u literaturnim izvorima.™

3.4.11. Europska agencija za lijekove

U pojedinim smjernicama Europske agnecije za lijekove (eng. European Medicines Agency,
EMA) vezanim uz stabilitetna i stres ispitivanja, mozemo pronaci upute i preporuke navedene u
ve¢ prethodno spomenutim smjernicama ostalih regulatornih tijela, kao npr. u dokumentu
"Chemistry of New Active Substances”, gdje se navodi da bi svi tipovi stabilitetnih studija (Sto
ukljucuje prisilnu razgradnju i primjenjene uvjete stresa, kao i buduce uvjete ¢uvanja), protokoli
i dobiveni rezultati, trebali biti obuhvaéeni i sumirani."> U smjernicama "Requirements to the

Chemical and Pharmaceutical Quality Documentation Concerning Investigational Medicinal
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Products in Clinical Trials”, za stabilinost i stres studiju navodi se da se podaci dostupni u
razvojnoj fazi trebaju sumirati, da je potrebano naglasiti uvjete kritine za stabilnost ljekovite
tvari, kao 1 opisati potencijalne razgradne puteve. Za ljekovite tvari za koje postoji
farmakopejska monografija treba potvrditi slaganje s propisanom specifikacijom, dok se kod
biljnih pripravaka stres ispitivanja mogu izostaviti, ali uz obrazlozenje.”>** Prema smjernicama
za bioloske medicinske proizvode, "Requirements for Quality Documentation Concerning
Biological Investigational Medicinal Products in Clinical Trials”, preporu¢eno je napraviti
studiju s ubrzanim i stres uvjetima radi boljeg razumijevanja razgradnog profila, kao i zbog

opravdanja za potencijalno produljenje roka trajanja proizvoda.'®?

U smjernicama za vec
postojece ljekovite tvari i farmaceutske oblike, "Stability Testing of Existing Active Substances
and Related Finished Products”, navodi se da stres ispitivanja imaju ulogu u odredivanju
unutanje stabilnosti molekule na nacin da se odrede njezini razgradni putevi, pomocu kojih se
mogu identificirati razgradni produkti i validirati stabilitetno-indikativne analiticke metode. Za

ljekovitu tvar nekoliko je mogucih pristupa:l&_"26

a. Ukoliko je ljekovita tvar opisana u sluzbenoj farmakopejskoj monografiji (Sto
podrazumijeva Europsku farmakopeju ili farmakopeju ¢lanice Europske unije) i
razgradni produkti imenovani, nisu potrebni podaci o razgradnim produktima i
izvodenje stres ispitivanja.

b. Ukoliko su dostupni podaci o stres studiji u stru¢noj literaturi prihvatljivo je da se oni
priloze kao potvrda predlozenim razgradnim putevima.

c. Ukoliko podaci o stres studiji nisu dostupni u stru¢noj literaturi, ukljucujuéi 1

sluzbene farmakopeje, stres ispitivanja se moraju provesti.
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U istom dokumentu, u dijelu za pakiranja i ambalazu, navodi se da dodatna ispitivanja
nezasticenog farmaceutskog oblika mogu biti korisna kod stres studije, i procjene i izbora
odgovaraju¢e ambalaze, kao i studije provedene u sli¢nim pakiranjima kao potvrda odabrane
ambalaze. Za odredene vrste proizvoda, kao npr. transdermalne flastere, u smjernicama "Quality
of Transdermal Patches”, navodi se da bi se kod procjene stabilnosti proizvoda u obzir trebao
uzeti i razvojni dio proizvoda, $to ukljucuje testove in vitro oslobadanja, prodiranja i prijanjanja
u kozu. Faktori rizika za stabilnost proizvoda trebali bi biti razjasnjeni, i definiran protokol za
pracenje stabilnosti. Pradenje stabilnosti bi trebalo osigurati da je proizvod izlozen prikladnim

stresnim i realnim uvjetima cuvanja.™%

3.4.12.  Ostatak svijeta

3.4.12.1. Kanada

Smyjernice i zahtjevi za izvodenje stres studije “Stability Testing of Existing Drug Substances and

Products” istovjetni su onima u ICH smjernicama u poglavlju Q1A(R2)."

3.4.12.2. JuZzna Amerika

Smjernice izdane od strane Meksika ne upotrebljavaju izraze stres ispitivanje ili prisilna
razgradnja ve¢ se vise fokusiraju na dugoro¢ne i ubrzane uvjete ¢uvanja, ali spominju razgradne
produkte u dijelu u kojem navode ukoliko nastanu tj. primijeceni su tijekom pracenja stabilnosti
lijeka, njihovi limiti ne smiju prijec¢i zahtjeve postavljene u farmakopeji ujedinjenih meksickih

zemalja. Preporuka je Koristiti informacije i iz farmakopeja drugih zemalja o pojedinom lijeku i
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primjenjene analiticke procedure koje su nastale u skladu s specifikacijom. Ukoliko informacije
o0 razgradnim produktima ne postoje u farmakopejama, moze se smatrati da oni ne predstavljaju

opasnhost za sigurnost lijeka.’®

Brazilska regulatorna agencija "The National Health Surveillance Agency” (ANVISA) najprije je
2008. izadala "Technical document” koji po prvi puta opisuje zahtjeve i potrebu za odredivanjem
razgradnog profila kroz stres studiju. Ovaj dokument 2015. zamijenila je Rezolucija RDC
58/2013, a zatim i trenutno vazec¢a RDC 53/2015, koja za cilj ima postavljanje parametara za
identifikaciju i kvalifikaciju razgradnih onecis¢enja u lijekovima sa sintetiCkim ili polu-
sintetickim ljekovitim tvarima, koji se klasificiraju kao novi, genericki ili sli¢ni farmaceutski

oblici.”®
3.4.12.3. Sredisnja Amerika i Karibi

Regulativa srediSnje Amerike pod nazivom "Pharamceutical products: Stability Studies of Drugs
for Human Use” Koja je primjenjiva za El Salvador, Gvatemalu, Nikaragvu, Kostariku i
Honduras navodi da ukoliko se Zeli posti¢i odredeni rok valjanosti, podaci o stabilnosti pri
ubrzanim uvjetima moraju pokazati da dobiveni rezultati odgovaraju stabilitetnoj specifikaciji.
Smatra se da je dosSlo do znacajnih promjena s lijekom ako se pocetni sadrzaj smanjio ispod
donje granice definirane u monografiji proizvoda ili su razgradni produkti narasli iznad

dozvoljene granice, defnirane monografijom ili od strane proizvodaca.™
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3.4.12.4. Afrika

Vijece za medicinsku kontrolu juzne Afrike izdalo je smjernice pod nazivom "Stability” u kojima
se jasno navodi da su zahtjevi i preporuke sa minimalnim izmjenama usvojene od ICH smjernica
Q1A(R2). Jedna od napomena tj. razlika odnosi se na veé¢ poznate ljekovite tvari i na
referenciranje na strucne literaturne izvore kada se opisuje razgradni put molekule i nastali
produkti. Prema smjernicama takve refernce trebaju biti uklju¢ene u dokumentaciju prilikom

prijave proizvoda, ali sama referenca na farmakopeje ne zadovoljava takav zahtjev.™

Kenija ima smjernice pod nazivom “Registration of Drugs: Guidelines to Submission of
Applications” koje su kombinacija ICH, WHO i EMA smjernica. Izdvaja se preporuka za
ljekovite tvari kod kojih kada su u ¢vrstom stanju izloZene povisenim temperaturama, npr. od 60-
120°C, ili 5-10°C ispod tocke taljenja, moze doéi do razgradnje i nastanka razgradnih produkata,
koji se mozda nece primjetiti kod blazih ubrzanih uvjeta pa bi ovo upotrijebilo kao tzv. "worst

case” prilikom razvoja prikladnih analiti¢kih metoda.™

3.4.12.5. JuZna Azija

Smjernice udruzenja nacija juzne Azije uglavnom su usmjerene na zahtjeve za stabilitetna

ispitivanja farmaceutskih proizvoda, $to ukljucuje generic¢ke proizvode i njegove varijacije.

Singapurske smjernice u poglavlju "Characterization of Impurities” nalazu da svaki novi
razgradni produkt nastao prilikom dugoro¢nih, ubraznih ili stresnih uvjeta treba biti obrazlozen

ili karakteriziran ukoliko je moguée. Takoder se navodi da su stres ispitivanja nuzna za
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validaciju analitickih metoda, farmaceustku formulaciju, identificiranje i pra¢enje potencijalnih

razgradnih one¢iséenja tijekom pracenja stabilnosti proizvoda.™

3.4.12.6. Indija

Indija ima nekoliko smjernica koje obuhvacaju stabilitetna ispitivanja, dokument pod nazivom
"Requirements and Guidelines for Permission to Import and/or Manufacture New Drugs for Sale
or to Undertake Clinical trials” koji se oslanja na ICH smjernice, i draft smjernice pod nazivom
"Guidance on Approval of Clinical Trials and New Drugs” i "Guidance for Industry on Fixed
Dose Combinations” koje zahtijevaju da se se u prijavi proizvoda nalaze podaci o studiji prisline
razgradnje. U predlozenom dokumentu iz 2016., pod nazivom “Guidelines on Smiliar Biologics:
Regulatory Requirements for Marketing Authorization in India (Quality, Perclinicalstudies and
Clinical Trials Requirements)” navodi da ¢e se za ocjenu sli¢nosti bioloskih proizvoda
procjenjivati slicnost njihovih studija pri ubraznim 1 stresnim uvjetima na nacin da pokazuju

sli¢ne razgradne profile.*>%

3.4.12.7. Australija i Novi Zeland

Preporuke i zahtjevi za izvodenje stres studije u australskim smjernicama za pracenje stabilnosti
novih ljekovitih tvari i farmaceustkih oblika “Stability Testing of New Drug Substances and
Products” jednaki su onim u ICH smjernicama, u poglavlju Q1A(R2). Australska administracija
za terapijske proizvode "Australia’s Therapeutics Goods Administration” usvojila je i ostale ICH
smjernice, kao i EMA smjernice za stabilitetna ispitivanja pa su zahtjevi jednaki. Isto vrijedi i za
Novi Zeland, osim §to je njegova klima hladnija od one australske, §to se odrazava na razlike u

sobnoj temperaturi Guvanja, koja je za Novi Zeland <25°C, a za Australiju <30°C."
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4. RASPRAVA

4.1. Prisilna razgradnja

Studija prisilne razgradnje najprije se provodi na ljekovitoj tvari, kako bi se prikupilo §to vise
podataka o njenoj fizicko-kemijskoj stabilnosti. Razgradni produkti ljekovite tvari mogu biti
posljedica sintetskog puta, primijenjenih uvjeta reakcije sinteze, kvalitete polaznih materijala,
kvalitete koristenih otapala, postupaka procis¢avanja i nacina cuvanja krajnjeg produkta.
Razlicite soli i polimorfni oblici iste ljekovite tvari mogu imati razlicita fizicko-kemijska
svojstva, a time i razlicite nacine razgradnje. Ugradnjom najstabilnijeg oblika ljekovite tvari u
formulaciju direktno se utjece na stabilnost farmaceutskog oblika.

Na stabilnost farmaceutskog oblika moze utjecati i odabir pomo¢nih tvari. Kompatibilnost
ljekovite i pomoc¢nih tvari ispituje se studijom kompatibilnosti kojom se ocjenjuje utjecaj
pojedinacnih pomocnih tvari na ljekovitu komponentu. Promjenom nekompatibilnih pomo¢nih
tvari ili uvodenjem pomocne tvari viseg stupnja kvalitete ve¢ se u ranoj fazi razvoja lijeka mogu
sprijeciti problemi sa stabilnos¢u i osigurati kvalitetu proizvoda *°

Razgradnja ljekovite tvari moze biti posljedica proizvodnog procesa farmaceutskog proizvoda pa
je pri proizvodnji osjetljivih ljekovitih tvari potrebno kontrolirati pH sredine te izlozenost vlazi i
temperaturi. Ljekovite tvari osjetljive na oksidaciju zahtijevaju odvijanje proizvodnog procesa u
atmosferi inertnog plina.

Prisilna razgradnja provodi se i na farmaceutskom obliku, da bi se utvrdio utjecaj pojacanih tj.
ekstremnih uvjeta na stabilnost konac¢nog proizvoda. Ispituje se stabilnost proizvoda pod

utjecajem svjetla, oksidacijskih sredstava, kiseline, luzine i povisene temperature.
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Osim pomoc¢nih tvari u formulaciji i prikladna ambalaza stiti gotove proizvode od razgradnje
prilikom izlozenosti svjetlu i vlazi.

Uz prisilnu razgradnju kao alat kojim se pokusava predvidjeti stabilnost proizvoda provodi se i
ubrzano ispitivanje stabilnosti. Uvjeti za provodenje ubrzanog ispitivanja stabilnosti opisani su u
ICH-smjernicama.’

Razgradni produkti koji nastanu prisilnom razgradnjom ne moraju nuzno nastati i pod
kontroliranim uvjetima ¢uvanja farmaceutskog oblika. VVazno je pri tome prepoznati relevantne
razgradne produkte koji bi mogli nastati i u realnom zivotnom vijeku proizvoda, odnosno

prilikom dugoro¢nog ispitivanja stabilnosti proizvoda.

4.2. Pocetak studije prisilne razgradnje

Prilikom razvoja nove ljekovite tvari ili lijeka jako je vazno kada zapoceti sa stres ispitivanjima.
Preporuka FDA smijernica je da to bude u fazi 3 razvoja lijeka. Stres ispitivanja trebaju biti
provedena u otopinama razli¢itog pH, pod utjecajem kisika ili svjetla i takoder pri povisenoj
temperaturi ili vlazi. Sva ova ispitivanja provode se na jednoj seriji uzorka. No bez obzira na
preporuke, pozeljno je ovakva ispitivanja zapoceti jo§ u ranoj pretklinickoj ili fazi 1 klini¢kih
ispitivanja. Na taj nacin osigurava se dovoljno vremena za identifikaciju svih razgradnih
produkata i optimizaciju uvjeta stres studije. Takoder, dovoljno rano zapoceta stres ispitivanja
omogucuju da se postigne napredak u proizvodnom procesu i pravilno odabere stabilitetno-

indikativna analititka procedura.®
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4.3. Granica prisilne razgradnje

Odgovor na ovo pitanje joS nije definiran. Prilikom kromatografskog odredivanja sadrzaja
ljekovite tvari (koji je najce$ce zastupljen) usvojena je granica od 5% do 20% razgradnje.
Misljenje jednog dijela farmaceutskih znanstvenika je da je 10% razgradnje optimalno prilikom
stres ispitivanja malih molekula, za koje je uobicajeno da zahtjev za sadrzaj prilikom ispitivanja
stabilnosti iznosi 90% od deklarirane oznake farmaceutskog oblika. Nije nuzno da prilikom stres
studije ljekovite tvari ili farmaceutskog oblika dode do razgradnje, u tom slu¢aju ono moze biti
prekinuto pod uvjetom da su odabrani uvjeti ja¢i od ubrzanih uvjeta definiranih u stabilitetnom
protokolu. Prejaka izlozenost uvjetima stresiranja uzorka moze dovesti do dodatne tj. sekundarne
razgradnje koja ne bi bila primijecena u regularnom pracenju stabilnosti proizvoda. Takoder,
nedovoljna izlozenost stresiranim uvjetima moze dovesti do izostanka nastajanja razgradnih

produkata koji bi praéenjem stabilnosti bili primijeéeni.**

4.4. Odabir uvjeta prisilne razgradnje

Prisilna razgradnja provodi se radi dobivanja reprezentativnih uzoraka za razvoj stabilitetno-
indikativne metode. Izbor razgradnih uvjeta treba biti u skladu s izloZenosti uvjetima tijekom
redovne proizvodnje, uvjetima skladistenja proizvoda i upotrebe proizvoda.** Uvjeti prisilne
razgradnje moraju minimalno ukljucivati: Kiselu i luznatu hidroliti¢ku, termicku, fotoliti¢ku i

oksidacijsku razgradnju, kao $to je ilustrativno prikazano na Slici 2.
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Slika 2: Shematski prikaz uvjeta prisilne razgradnje

Prisilna razgradnja

TN

Hidroliticka Termoliticka Oksidacijska Fotoliticka
razgradnja razgradnja razgradnja razgradnja
4.4.1. Odabir koncentracije ljekovite tvari za prisilnu razgradnju

Ovaj kriterij takoder nije definiran u regulatornim smjernicama. Uobicajena preporuka u praksi
je da se istrazivanje zapo¢ne s koncentracijom ljekovite tvari od 1 mg/mL ili u rasponu od 0.1 do
1 mg/mL. Za neka istrazivanja preporuka je da se zapo¢ne s onom koncentracijom ljekovite tvari

za koju se ocekuje da ¢e biti prisutna u konacnoj formulaciji.gl’32

4.5. Uvjeti prisilne razgradnje

45.1. Hidroliza

Razgradnja ljekovite tvari koja ukljucuje reakciju s vodom zove se hidroliza. S obzirom da je
voda u znaajnoj mjeri prisutna u mnogim ljekovitim tvarima (npr. hidrati) i u velikom broju
pomo¢nih tvari, uz oksidaciju smatra se najc¢es¢im mehanizmom razgradnje lijeka. Do hidrolize
moze do¢i pod utjecajem pH, puferskih soli, ionske jakosti, otapala, i nekih drugih faktora koji

su sastavni dio formulacije (surfaktanti, kompleksni agesni, pomoc¢ne tvari).

Hidroliticke reakcije su katalizirane kiselinom ili luzinom. |z tog razloga svi uvijeti, kiseli,
neutralni i luznati moraju biti zastupljeni u pokusima prisilne razgradnje. Ovo je posebno vazno
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kada spoj tj. molekula koja se se koristi ima ioniziraju¢e funkcionalne skupine i moze postojati u
razli¢itim ioniziraju¢im stanjima pod odgovaraju¢im uvjetima. U Tablici 4. opisane su

hidroliticke reakcije koje nastaju ovisno o kemijskim skupinama u molekuli.

Tablica4:  Skupine spojeva koji podlijeZu hidroliti¢koj razgradnji**

Funkcionalna skupina Reakcija razgradnje

Esteri razgradnja esterske skupine na alkohol i kiselinu
Amidi razgradnja amidne skupine na kiselinu i amin
Laktami razgradnja laktamskog prstena na kiselinu i alkohol
Laktoni razgradnja laktonskog prstena na kiselinu i alkohol
Imidi razgradnja imidnog prstena

AlKkil kloridi prelazak u odgovarajuci alkohol

Azometini pucanje veze

Za izvodenje pokusa potrebno je pokriti Siroki pH raspon s definiranim pomacima (npr. 1-2 pH
jedinice). Raspon najée$¢e pokriva podrucje od pH 1 do pH 13. pH iznad ili ispod ovih
vrijednosti (pH<1 1 pH>13), iako moZe ubrzati reakciju hidrolize, rijetko se koristi jer takoder
moze producirati i dodatne nerealne puteve razgradnje ili razgradne produkte. Za Kisele uvjete
preporuceno je koristiti klorovodi¢nu (HCI) ili sumpornu kiselinu (H2SO,) u jakosti od 0.1 M do
1 M. Za luznate uvjete preporuceno je koristiti natrijev (NaOH) ili kalijev hidroksid (KOH) u
koncentraciji od 0.1 M do 1 M. Za izvodenje neutralizacije prikladnom kiselinom ili luzinom
neposredno prije analize (naj¢eS¢e HPLC) miSljenja znanstvenika su podijeljena, iako prevladava
misljenje onih koji to ne preporucuju zbog moguénosti taloZenja ili nastanka sekundarnih

razgradnih produkata u sludaju neutralizacije.>* Dok oni koji zagovaraju neutralizaciju smatraju
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da je ona pozeljna zbog izbjegavanja daljnje razgradnje i1 raspada.

Jedan od potencijalnih problema prilikom izvodenja pokusa u kojima se poti¢e hidroliza, je
topljivost spoja koji je predmet ispitivanja. Male molekule najéesce nisu topljive u vodi u
cijelom pH rasponu, u koncentracijama koje se uobi¢ajeno pripremaju za ovakva istrazivanja

(0.1 - 1 mg/mL).

Rjesenje za ovaj problem je koristenje kootapala.® Dva najéesce koristena kootapala su metanol
i acetonitril. Prednost se daje acetonitrilu kao bolje inertnom kootapalu tj. zbog moguénosti
metanola da u nekim sluc¢ajevima dodatno potice razgradnju. Iz tog razloga metanol se koristi S
posebnim oprezom, osobito kada spoj koji se ispituje sadrzi karboksilnu kiselinu, ester ili amid,
jer te grupe mogu reagirati s metanolom (posebno u kiselim uvjetima).** Najces¢e koristena

kootapala za hidroliti¢ku razgradnju navedena su u Tablici 5.

Tablica5:  Organska kootapala koja se koriste u stres testiranjima®*

Kiseli pH Neutralni pH LuzZnati pH
Acetonitril (ACN) Acetonitril (ACN) Acetonitril (ACN)
Dimetilsulfoksid (DMSQO) | N-metilpirolidinon (primarno Dimetilsulfoksid (DMSO)
za oksidaciju)
Octena kiselina Metanol 1,2-dimetoksietan
Propionska kiselina 1-metoksi-2-(2-metoksietoksi)etan
Tetrahidrofuran (THF) p-dioksan
Metanol

Jos§ jedan faktor je bitan prilikom definiranja pokusa hidroliticke razgradnje, a to je temperatura.

Istrazivanja uobicajeno zapocinju na sobnoj temperaturi, ali ukoliko nema razgradnje primjenjuje
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se povisena temperatura (50°C — 70°C), $to bi trebalo ubrzati procese hidroliticke razgradnje u

znacajnoj mjeri. Vise temperature se mogu koristiti, ali nisu preporu¢ene zbog nepredvidenog

ponaSanja ispitivanog spoja pri takvim uvjetima. Najduzi preporuceni period trajanja pokusa je 7

dana, ali i duze vrijeme je dozvoljeno.

Preporuke za uvjete kiselinom ili luzinom kataliziranu hidroliticku prisilnu razgradnju sumirane

su u Tablici 6 za ljekovitu tvar, i Tablici 7 za farmaceutski oblik.

Tablica 6:

Preporudeni uvjeti za kiselu ili luznatu razgradnju ljekovite tvari®*

Koncentracija ljekovite tvari

0.1-1mg/mL

pH=1ipH~=13

0.1 M HCI'i 0.1 M KOH ili NaOH

pH2-12 Fosfatni pufer, 50 mM; podesavanje pH s HCI ili NaOH/KOH ukoliko
je potrebno

Kootapala Acetonitril (ili prema preporuci iz Tablice 5.)

Temperatura Sobna temperatura do 70°C

Vrijeme izloZenosti

5 —20% razgradnje do 1 tjedna pri 70°C

Neutralizacija

Nije preporucena; velika vjerojatnost nastanka dodatnih produkata ili
sekundarnih reakcija

Spremnici

Kremeni ili borosilikatni stakleni viali s nepropusnim zatvara¢ima

Tablica 7:

Preporuéeni uvjeti za kiselu ili bazi¢nu razgradnju farmaceutskog oblika®

Koncentracija ljekovite tvari

Ovisno o formulaciji

pH raspon

+/- 2 pH jedinice oko ciljane pH vrijednosti

Temperatura

do 70°C

Vrijeme izloZenosti

5 —20% razgradnje ili 1 — 3 tjedna maksimalno, ovisno o roku trajanja
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45.2. Razgradnja pod utjecajem temperature

Da bi se uzorak razgradio pod utjecajem temperature treba biti izloZen dovoljno visokoj
temperaturi da dode do pucanja kovalentne veze, odnosno pirolize. U reakcije razgradnje pod
utjecajem temperature ubrajaju se reakcije hidrolize/dehidracije, dekarboksilacije,

izomerizacije/epimerizacije, premjestanja te vrste pohmerlzacue.3

Dugoro¢na razgradnja pod utjecajem poviSene temperature moze Se predvidjeti uz pomoé
Arrheniusovog modela. On opisuje ovisnost brzine reakcije razgradnje o temperaturi kojoj je
uzorak izlozen.*' Brzina reakcije odreduje se izlaganjem ljekovite tvari u suhom stanju i u
otopini poviSenim temperaturama u razmaku od po 10 °C (prema preporuci ICH smjernica,

poglavlje ICH Q1A(R2)).°

K=A e (E2RT)

K - koeficijent brzine kemijske reakcije

A - faktor frekvencije (npr. frekvencija sudara izmedu reaktanata)
E. - energija aktivacije (kJ mol™)

R - opéa plinska konstanta (8,3145 J K mol™)

T - termodinamicka temperatura (K)

Kada se dobiveni rezultati prikazu na Arrheniusovom grafu, pri ¢emu se na y os nanosi In K a na

0s x T, iz nagiba pravca moze se oditati E,, a iz odsjetka na osi y In A.
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PoviSenom temperaturom ubrzava se reakcija razgradnje, za svakih 10°C otprilike dva puta.
Kada se prema Arrheniusovu modelu odredi kinetika reakcije mozZe se kratkotrajnim izlaganjem
visokim temperaturama dati predikcija razgradnje koja ¢e se dogoditi na nizim temperaturama

kroz duze vrijeme (Tablica 8).

Ovisno o E, izracunava se vrijeme izlaganja povisenoj temperaturi u kojem ¢e se razgraditi ista
koli¢ina uzorka koja bi se razgradila kroz 24 mjeseca na temperaturi od 25 °C, Sto je predvideni

rok trajanja proizvoda (Tablica 8).

Tablica8:  Vrijeme u kojem ¢e se tvari razliitih energija aktivacije razgraditi pri

poviSenoj temperaturi jednako kao pri temperaturi od 25°C tijekom 24

mjeseca®
Temperatura Energija aktivacije E, (kcal/mol)
(°C) 12 17 19.8 25.8 29.8
40 280.8 182.5 146.0 90.1 65.2
50 152.1 79.3 54.9 25.0 14.8
60 86.9 35.8 21.7 7.5 3.7
70 51.0 16.9 9.1 24 1.0

Ako je E, molekule 17 kcal mol™, razgradnja uzorka Guvanog Sest mjeseci na 40 °C jednaka je
razgradnji uzorka Suvanog dvije godine na 25 °C. Ako je E, molekule 25,8 kcal mol™, razgradnja
postignuta cuvanjem uzorka Sest mjeseci na 40 °C jednaka je razgradnji u vremenu od Cak cetiri

godine na temperaturi od 25 °C.

Treba napomenuti da je Arrheniusova kinetika bolje primjenjiva kod istraZivanja stabilnosti

suhih farmaceutskih oblika, uz pretpostavku manje ukupne razgradnje (~ od 5 % do 10 %). Kod
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vece razgradnje moze se pojaviti 1 razgradnja drugog stupnja, pa model ne mora dati to¢ne

rezultate.®*

Za vecinu malih molekula razgradnja slijedi iste razgradne mehanizme pri svim temperaturama.
Razumljivo je, stoga, da se vecina studija za razliCite male molekule ljekovitih tvari provodi na
slican nacin zagrijavanjem suhe ljekovite tvari, otopine ljekovite tvari ili farmaceutskog oblika
na temperature od 50 °C do 85 °C.* Vise temperature poti¢u drugadije razgradne mehanizme.
Zagrijavanjem supstancija na temperature od 70 °C do 85 °C i viSe, povecava se rizik od pojave
razgradnih mehanizama i nastajanja razgradnih produkata koji se ne o¢ekuju u realnim uvjetima
duvanja farmaceutskih proizvoda.®* Preporuéeni uvjeti za termicku razgradnju pod utjecajem

vlage navedeni su u Tablici 9.

Tablica9:  Preporudeni uvjeti za termi¢ku razgradnju pod utjecajem viage®*

Spremnik Otvoren

Uzorak Ljekovita tvar: materijal s reprezentativnim sintetickim putem i fizikalnom
formom
Farmaceustki oblik: visoke i niske doze kona¢nog proizvoda

Temperatura 50 - 70°C

Relativna vlaga Visoka vlaga: 75% ili vise

Niska vlaga: 20% ili nize
Maksimalno vrijeme | Postizanje kinetike koja je ekvivalnetna trajanju od 6 mjeseci pri 40°C/75% RV
izlozenosti ili viSe. Za smjernice pogledaj Tablicu 8.
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45.3. Oksidacija

Oksidacijske reakcije jedan su od dva najce$¢a mehanizma razgradnje ljekovite tvari. Tri su
najbitnija oksidacijska puta kojima dolazi do razgradnje:

e autooksidacija (oksidacija potaknuta radikalom)

e oksidacija potaknuta peroksidom

e oksidacija potaknuta transferom elektrona
Do oksidacije moze jo§ do¢i i prilikom izlozenosti drugim oksidacijskim uvjetima (npr.
hidroksilni radikali, ozon). U Tablici 10 prikazane su funkcionalne skupine koje podlijezu

oksidacijskoj razgradnji i razgradni produkti koji pri tome nastaju.

Tablica 10:  Funkcionalne skupine koji podlijezu oksidacijskoj razgradnji>>

Funkcionalna skupina Reakcija razgradnje

Tioli Nastajanje S-oksida i disulfida

Tioeteri Nastajanje S-oksida

Bicikli¢ki i tricikli¢ki fenoli Nastajanje dimera

Polihidroksibenzeni Nastajanje kinona

Tiazini Nastajanje S-oksida

Nezasi¢ene skupine Nastajanje hidroperoksida

Derivati N-izopropiletanolamina Oksidacija N-izopropiletanolaminske skupine
Derivati indola Oksidacija skupine N-H

45.3.1.  Autooksidacija (oksidacija potaknuta radikalom)

Autooksidacija je reakcija nastajanja radikala ljekovite tvari uslijed ¢ega se ona razgraduje.
MozZe biti potaknuta svjetlom, ubrzana zbog prisustva metalnih iona, pokrenuta pucanjem veze u

prisustvu peroksida i nizom drugih reakcija. Cesto mehanizam autooksidacije nije u potpunosti
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razjasnjen i ovisi o tome radi li se o suhom obliku ili se reakcija odvija u otopini. U vecini
slu¢ajeva kinetika reakcije ne slijedi Arrheniusov model, a osobito se to moze re¢i za reakcije
koje se odvijaju u otopinama. Porastom temperature mogu nastati novi razgradni mehanizmi, a
moze se i smanjiti brzina reakcije. Slijedi zakljuc¢ak da se kratkotrajnom prisilnom razgradnjom

ne mogu u potpunosti predvidjeti dugoro¢ni autooksidacijski mehanizmi.>*

U nekim sluc¢ajevima sama ljekovita tvar nije podlozna reakcijama oksidacije, ali postaje na njih
osjetljiva kao dio formulacije. Razlog ove pojave su pomocne tvari koje sadrZze organske
hidroperokside (ROOH) kao onecis¢enja. Ovisno o njihovoj koncentraciji i o osjetljivosti
ljekovite tvari one¢iéenja pomoénih tvari mogu biti pokreta¢i reakcije autooksidacije.*® Mogu
potaknuti razgradne mehanizme koji se ne ocekuju pri realnim uvjetima ¢uvanja farmaceutskog
oblika, pa stoga nije poZeljno njihovo nastajanje u velikoj koli¢ini.** Pomoéne tvari koje mogu
sadrzavati hidroperokside su PEG400, Tween 80, HPMC, PVP.*

Porast temperature takoder moze potaknuti nastanak dodatnih razgradnih produkata zbog
termiCke nestabilnosti oksidacijskih meduprodukata, koji se pri nizim temperaturama ne bi
razvili.”’

Sumnja na autooksidativnu razgradnju spoja koji se ispituje moze se potvrditi izlaganjem
azonitrilnim spojevima kao sto su 2,2'-azobisizobutironitril (AIBN) za ljekovite tvari topljive u
organskim otapalima i 4,4'-azobis(4-cijanovalerijanska kiselina) (ACVA) za ljekovite tvari

topljive u vodenim otopinama.>* Uvijeti za takve reakcije predlozeni su u Tablici 11.
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Tablica 11:  Preporudeni uvjeti za autooskidaciju®*

Izvor autooksidacije Azonitrili AIBN ili ACVA

Koncentracija ljekovite tvari 0.1 -1 mg/mL

Koncentracija oksidansa 5- 20 mol% koncentracije ljekovite tvari
Otapalo Acetonitril/voda/metanol

Temperatura 40 — 60°C

Vrijeme izloZenosti 5 — 20% razgradnje ili maksimalno 7 dana

Za 2,2'-azobisizobutironitril (AIBN), koji je topljiv u organskim otapalima preporuka je koristiti omjer
otapala acetonitril (50% ili vie), metanol (10%) i vodu (0 — 25%). Za 4,4'-azobis(4-cijanovalerijanska
kiselina) (ACVA) koja je topljiva u vodenim otopinama taj omjer je voda (50% ili viSe), metanol (10%)
i acetonitril (<40%).%* Vazan faktor za reakcije s ovim spojevima je takoder i temperatura koja ne bi
trebala biti visa od 40 °C, sto je dovoljno za razlaganje azonitrilnih spojeva na peroksidne
radikale, pri ¢emu ne nastaje velika kolicina aloksilnih i hidroksilnih radikala iz eventualno
prisutnih peroksida.**
Cilj testova autookisdacijeske razgradnje je:

a) predvidjeti osjetljivost ljekovite tvari/farmaceutskog obilika na autooksidaciju

b) uociti oksidacijske mehanizme

C) potaknuti nastanak oksidacijskih onec¢is¢enja u svrhu testiranja selektivnosti analitiCke

metode.
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45.3.2. Oksidacija potaknuta peroksidom

Izlozenost peroksidima takoder moze izazvati reakciju oksidacije u spojevima koji se ispituju.
Peroksidi se mogu pronaci u razli¢itim koli¢inama u raznim pomoénim tvarima (npr. polisorbat,
polietilen glikol, povidon i hidroksipropil celuloza). Primijec¢eno je da ponekad s vremenom
moze do¢i do porasta tih koli¢ina zbog autooksidacijskih procesa. Iz tog razloga bitno je
provjeriti kako ljekovita tvar reagira na perkoside, a to se najée$¢e izvodi na nacin da se ona
otopi u razrjedenoj vodenoj otopini vodikovog peroksida, npr. 0.3 - 3% vodikovog peroksida. Pri
tome je preporuka kontrolirati vrijednost pH kako bi se osiguralo da su sva protonirana stanja
ljekovite tvari testirana. Takoder pokus bi trebalo izvoditi pri sobnoj temperaturi jer pri viSim
temperaturama (>30°C), buduci da je kisik-kisik slaba veza, moze do¢i do njenog cijepanja i
nastanka hidroksilnih radikala koji mogu prili¢no jako oksidirati ve¢inu ljekovitih tvari, ali na
nacin da dolazi do nepredvidene i nerealne razgradnje. Preporuka je izloZenost peroksidu izvoditi
pri temperaturi <30°C u mraku, od 1 do 7 dana. Takvi uvjeti omoguéuju da dode do ocekivane
oksidacijske razgradnje.®* Preporudeni uvjeti za razgradnju vodikovim peroksidom nalaze se u

Tablici 12.

Tablica 12:  Preporuéeni uvjeti za oksidaciju hidroksidovim peroksidom®

Koncentracija vodikovog peroksida 0.3-3%

Koncentracija ljekovite tvari 0.1 -1 mg/mL

Temperatura Sobna temperatura — 30°C

Vrijeme izloZenosti 5 —20% razgradnje ili maksimalno 7 dana
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4533.  Oksidacija potaknuta transferom elektrona

Elektron-transfer mahnizmi (npr. oni koji ukljuéuju premjestanje elektrona s funkcionalne
skupine unutar molekule ljekovite tvari) mogu nastati kao posljedica vezanja ili reakcije s
metalima. Sklonost molekule ovoj vrsti oksidacijske razgradnje moze se ispitati tretiranjem s
kompleksima zeljeza(ll1) ili bakra(ll). Reakcija se odvija prijenosom elektrona s aktivne tvari na
metal koji se reducira, aktivna tvar prelazi u nestabilni kation koji reagira s kisikom i na taj nacin
se potice oksidacijska razgradnja. Bakar (II) i zeljezo (III) koriste se pri koncentraciji od 1-5
mM, kroz jedan dan, za procjenu navedenog oksidacijskog ponasanja.** U Tablici 13 nalaze se

preporuceni uvjeti za reakcije s prijelaznim metalima.

Tablica 13:  Preporudeni uvjeti za oksidaciju s prijelaznim metalima®

Metal cu(ll) npr. CuCl, ili CuSO,
Fe(ll) npr. FeCls ili Fex(SO,)3
Koncentracija metala 1mM
Koncentracija ljekovite tvari 0.1-1mg/mL
Temperatura 30 - 40°C
. . . 5 —20% razgradnje ili maksimalno 1 dan
Vrijeme izlozenosti

454. Razgradnja pod utjecajem svjetla (fotoliza)

Fotoliti¢ka razgradnja uzrokovana je izlozenos$¢u ultraljubicastom (UV) ili vidljivom svjetlu
(Vis) u rasponu valnih duljina od 300 - 800 nm. IzloZenost zra¢enju na valnoj duljini ispod 300
nm nije potrebna jer nije vjerojatno da ju lijekovi kroz svoj zivotni ciklus iskuse.
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Vanjsko danje svjetlo koje emitira sunce obuhvaca:

e ultraljubicasto svjetlo : UV-A (320 nm do 400 nm) i UV-B (280 nm do 320 nm)
e vidljivo svjetlo (400 nm do 800 nm)

Osim vanjskom sunc¢evom svjetlu proizvod moze biti izlozen i svjetlu unutar zatvorenog
prostora. Ono obuhvaca suncevo svjetlo filtrirano kroz staklene prozore i svjetlo umjetnih izvora
(bijelo fluorescentno svijetlo i bliski dio UV spektralnih valnih duljina).>*

Prema fotokemijskim zakonima da bi doslo do fotoliticke razgradnje mora najprije do¢i do
apsorpcije zracenja od strane molekule $to znaci ili od ljekovite tvari ili od drugih komponenti u
farmaceutskom obliku. To znaci da je fotoliticka razgradnja ovisna o koli¢ini zracenja kojem je
molekula izlozena i koli¢ini zrac¢enja koje je molekula apsorbirala. Vazno je naglasiti da do
fotoliticke razgradnje moze doci ¢ak i ako molekula ljekovite tvari ne apsorbira zracenje u UV ili
vidljivom podruc¢ju. To je moguée samo u slu¢aju kada u formulaciji postoji dodatni posrednik
(npr. pomoéna tvar ili oneciS¢enje) koje omoguéuje apsorpciju. Funkcionalne skupine koje su

osobito osjetljive na svjetlo te reakcije njihove razgradnje izdvojene su u Tablici 14.

Tablica 14:  Skupine spojeva koji podlijeZu razgradnji pod utjecajem svjetla®®

Funkcionalna skupina Reakcija razgradnje
izomerna konverzija s ili bez fotociklizacije

Olefini nastajanje epoksida, nastajanje hidroperoksida,
dimerizacija

Avriloctena kiselina dekarboksilacija

Aromatska nitro-skupina redukcija u nitrozo-skupinu i oksidacija prstena

Arilhalo-derivati dehalogenacija

N-alkil-derivati N-dealkilacija

Benzofenoni nastajanje radikala

N-oksidi nastajanje oksaziridina
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ICH smjernice propisuju fotostabilnost kao sastavni parametar prac¢enja stabilnosti proizvoda,
ljekovitih tvari i farmaceutskih oblika. Ispitivanje fotostabilnosti razlikuje potvrdnu studiju i
prisilnu razgradnju. Potvrdnom studijom se prema standardiziranim uvjetima utvrduje

fotostabilnost proizvoda ¢iji rezultati upucuju na dugorocnu stabilnost.

Prema ICH smjernicama ispitivanje stabilnosti pod utjecajem svjetla provodi se prema Opciji 1 i
Opciji 2.° Opcija 1 simulira uvjete sundevog svjetla uz pomo¢ lampe koja kombinira
ultraljubicasti i vidljivi dio spektra. Koriste se lampe od metalnih halida ili ksenonova lampa.
Uzorci su istovremeno izlozeni UV-A i UB-A zracenju te vidljivom zracenju (420 nm do 800
nm). Opcija 2 simulira osvjetljenje unutar zatvorenog prostora. Umjetno se osvjetljenje sastoji
od hladnog bijelog fluorescentnog svjetla i bliskog UV svjetla. Najcesce se koristi ksenonova
lampa. Produkti nastali fotolitickom razgradnjom tijekom prisilne razgradnje nisu uvijek
primijeceni tijekom izloZenosti potvrdnoj studiji, zbog ovisnosti o razli¢itim faktorima kao Sto
su, ako se radi o samoj ljekovitoj tvari, forma u kojoj se ona nalazi (amorfna, kristalna ili
polimorfna) ukoliko se radi o otopini, koncentracija djelatne tvari ili otapalo u kojem je
otopljena, ili fizicka svojstva ljekovite tvari. Razlike u razgradnji izmedu potvrdne studije i
prisline razgradnje mogu nastati zbog koriStenja razliCitih izvora zraCenja, razliite koliCine
zraCenja, razli€itih temperatura ili vremena izlozenosti. 1z tog razloga vazno je obje studije

. e . . . . . e .34
izvoditi s istim izvorom zracenja i bez dodatnih razlicitosti.>

Budu¢i da se preporu¢ena minimalna izlozenost zracenju prema ICH (1.2 million luxa/h za
vidljivo zragenje i 200W h/m? za UV) ne odnosi na studiju o prisilnoj razgradnji, koli¢ina
zraCenja i duljina izloZenosti potrebne za takve pokuse samim time nisu strogo defnirirane.

Postoji preporuka kako
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izlozenost u takvim pokusima treba biti minimalno 2 puta veca od one propisane ICH

smjernicama, a naj¢ecse se spominju i koriste vrijednosti od 2 do 5 puta vece, koje su dovoljne

da dode do razgradnje od 10-20% za vecinu slucajeva jer viSe od toga nije potrebno ni pozeljno.

Sazetak preporuka za provodenje fotoliticke stres studije naveden je u Tablici 15.

Tablica 15:  Preporudeni uvjeti za fotoliti¢ku razgradnju*

Izlozenost vidljivom svjetlu
Izlozenost UV svjetlu

Ljekovita tvar u otopini

Ljekovita tvar u ¢vrstom stanju
Farmaceutski oblik u ¢vrstom stanju

Izvor svjetla

Kontrola svjetlosti

Spremnik

Vrijeme izlozenosti

Min 2 puta vec¢a od ICH preporucene od 1.2 million luxa/h
Min 2 puta veéa od ICH preporucene od 200W h/m?

Opcionalno za ¢vrste farmaceutske oblike

Preporuceno za injekcije, suspenzije ili druge tekuce farmaceutske
oblike

Tanki sloj <1 mm

Tablete bi trebale biti poslozene u jedan sloj

ICH Opcija 1 ili 2 (koristiti isti izvor svjetla za prisilnu razgradnju
i potvrdnu studiju)

Pokriti spremnik s nepropusnim prekrivaéem za svjetlo npr.
aluminjska folija

Spremnik od kvarcnog ili borosilikatnog stakla sa poznatom
vrijedno$¢u propusnosti svjetla

Ovisno o intenzitetu svjetla

Ukoliko uzorak izloZen svjetlu ne mijenja izgled, bistrinu, boju, sadrzaj, te nije primije¢ena

razgradnja i nastajanje razgradnih produkata, moze se zakljuciti da je molekula fotostabilna,

odnosno u slucaju ispitivanja pakiranog proizvoda da pakiranje dobro $titi uzorak od svjetla.
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4.6. Razvoj stabilitetno-indikativne metode za odredivanje sadrzaja

ljekovite tvari

Prema defniciji FDA smjernica, stabilitetno-indikativna metoda je validirana analiticka
procedura koja moze detektirati promjene u vremenu u kemijskim, fizikalnim ili mikrobiolo§lim
svojstvima ljekovite tvari i farmaceutskog oblika, i dovoljno je specificna da se sadrzaji ljekovite
tvari, razgradnih produkata i ostalih komponenata mogu to¢no odrediti, bez interferencija.?’
Unatoc tome $to su stabilitetno-indikativna metoda za odredivanje sadrzaja i zahtjevi koji pritom
moraju biti ispunjeni definirani u regulatornim smjernicama, osnovni koraci za razvoj i

validaciju takve metode nisu propisani.

Dalje u tekstu preporuceni su koraci za razvoj stabilitetno-indikativne metode (SIM) koja
zadovoljava regulatorne zahtjeve. Preporuke su temeljene na iskustvima brojnih analiti¢kih

znanstvenika i odnose se na SIM odredivanja sadrzaja pomo¢u HPLC tehnike.

4.6.1. Korak I - prou¢avanje strukture ljekovite tvari
Proucavanjem strukture i funkcionalnih skupina ljekovite tvari tj. njene molekule moze se dobiti
puno informacija o0 moguc¢oj razgradnji, ovisno o uvjetu kojem je izloZzena. U vecini slucajeva,
ovisno o funkcionalnim skupinama moze se pretpostaviti kojoj razgradnji ¢e biti podloZna sama
molekula:*

e amidi, esteri, laktami, laktoni - podlozni hidrolizi

e tioli, tioeteri itd. — podlozni oksidaciji

e alefini, aril halo derivati, N-oksidi - podlozni fotolizi
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Mnogi novi spojevi mogu se zbog istih funkcionalnih skupina svrstati u ve¢ postoje¢u grupu
srodnih spojeva, pri ¢emu se olakSava njihovo istrazivanje. Ali ovakav pristup ipak treba uzeti s
rezervom i detaljno provjeriti svojstva koja bi upucivala na bitne razlike u odnosu na ve¢ poznate

i otkrivene spojeve.

4.6.2. Korak Il - informacije o fizikalno-kemijskim svojstvima ljekovite tvari

Prije samog razvoja SIM metode vazno je najprije utvrditi fizikalno-kemijska svojstva
ispitivanog spoja. To su na primjer pKa vrijednost, log P, topljivost, maksimum valne duljine
apsorpcije. Poznavanje pKa vrijednosti je vazno jer do vecine promjena u retenciji dolazi pri pH
vrijednostima koje su unutar £1.5 jedinica pKa vrijednosti. lonizacijska vrijednost i koeficijent
raspodjele takoder su vazni prilikom odabira pufera za mobilnu fazu i uvid u potencijalno
razdvajanje komponenti na odredenim stacionarnim fazama. pKa i logP vrijednosti mogu se

odrediti prakti¢no ili se teoretski izracunati pomocu razli¢itith programa.

Da bi se provela analiza ljekovite tvari 1 njezinih razgradnih produkata nuzno je da su sve
komponente topljive o odabranom otapalu, Sto zna¢i da su podaci o njihovoj topljivosti u
vodenim, organskim 1 uobicajenim otapalima za HPLC analize od iznimne vaZnosti 1 koristi
prilikom odabira otapala za pripremu uzoraka i mobilnu fazu. Dodatno, prilikom HPLC analize

potrebno je poznavati maksimalnu valnu duljinu pri kojoj je absorpcija svih komponenti najveca.

Poznavati sve navedene parametre od iznimne je vaznosti, a takoder i zahtjev, ukoliko se razvija
HPLC metoda. Kada su razgradni produkti neke ljekovite tvari poznati i dostupni za analizu,
onda je taj dio posla laksi, ali kada razgradni produkti i putevi razgradnje ljekovite tvari nisu

poznati,
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onda to moze zadavati velike poteskoce u razvoju metode. U tom slucaju prijedlog je izloziti
ljekovitu tvar uvjetima prisilne razgradnje i pratiti promjene i reakcije, u pojedina¢nim
otopinama, i u smjesi svih otopina. To mozZe dati neke naznake u pomacima valne duljine i

pronalazenju optimalne valne duljine za analizu.*

4.6.3. Korak Il - studija o prisilnoj razgradnji
Kao §to je spomenuto u prethodnom koraku, sljede¢i korak bila bi prisilna razgradnja fj.
izlaganje ljekovite tvari uvjetima stresa. PredloZeni uvjeti stresa mogu se naé¢i u ICH poglavlju
Q1A(R2). Predlaze se:®

e povecanje temperature od 10°C u odnosu na temperaturu pri ubrzanim uvjetima (npr.

50°C, 60°C..)

e izlaganje vlazi gdje god je to primjenjivo (npr. 75% i vise)

e hidroliza u §to $irem pH podrucju

e oksidacija

o fotoliza
Prilikom izvedbe pokusa preporuka je pripremiti 4 uzorka za svaki uvjet razgradnje tj. otopinu
slijepe probe pri uobi¢ajenim uvjetima, otopinu slijepe probe izloZenu nekom od stresnih uvjeta,
i tako isto i za ljekovitu tvar, pod istim odabranim uvjetom stresa i pri standardnim tj.
dugoro¢nim uvjetima. Takoder, predlaze se razli¢ito vrijeme trajanja reakcija da bi se dobilo §to
viSe podataka i potencijalno korisnih informacija o stabilnosti proizvoda. Najcesce se predlaze da
se za pocetnu koncentraciju uzme 1 mg/mL i da se pripremi dovoljna koli¢ina uzorka, ukoliko

bude potrebe za detaljnijim razvojem metode.*?
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4.6.4. Korak 1V — preliminarna razvojna studija

U ovom dijelu razvoja metode najprije se gleda koliko i koji su razgradni produkti nastali pod
razli¢itim uvjetima razgradnje. Prijedlog je da se sa separacijom zapocne na najcesée koristenoj
stacionarnoj fazi kod HPLC analiza, obrnuto faznim kolonama punjenim silika gelom vezanim
za oktadecilnu skupinu (npr. C18). Za poc¢etnu mobilnu fazu trebala bi se odabrati kombinacija
metanol/voda ili acetonitril/voda. Upotreba pufera u ovoj fazi nije preporucena ukoliko se razvoj
nastavi na preparativnoj tekucinskoj kromatografiji ili tekéinskoj kromatografiji u sprezi s
masenim detektorom. Pozeljno je krenuti s omjerom 50:50 pa prema potrebi raditi izmjene jer je
cilj dobiti pik ljekovite tvari negdje u srednjem dijelu kromatograma kako bi se kasnije postiglo
bolje razdvajanje potencijalnih razgradnih produkata. Samim tim dobro je za pocetak imati nesto
duze vrijeme ecluiranja pikova da bi se uvjerili kako su se svi nastali produkti pojavili na
kromatogramu. Valna duljina detekcije podesava se kao §to je opisano u koraku II, ovisno o
karakteristikama same molekule 1 njenih potencijalnih oneciS¢enja te njthovom ponaSanju ovisno
0 uvjetima razgradnje kojima su bili izlozeni. Volumen injektiranja 1 protok kroz kolonu
podesavaju se ovisno o duljini kolone 1 preporukama proizvodaca. Nakon §to se podese osnovni
uvjeti analize trebalo bi pratiti promjene u svim uzorcima izlozenim stresnim uvjetima Kroz
razli¢ita vremenska razdoblja, 1 naravno napraviti usporedbu s otopinama slijepe probe u istim
tim uvjetima. Na taj na¢in se moze uvidjeti da li potencijalni pad u sadrzaju glavne komponente
prati porast nastalih razgradnih produkata. To se naravno ne dogada u svim slucajevima jer ¢esto
molekula lijeka i njeni razgradni produkti imaju razli¢ito vrijeme razgradnje. Moze se dogoditi
da se na kromatogramu razgradni produkti uopce ne pojave iako su nastali pri stresnim uvjetima.

To upucuje na nastanak produkata koji nisu kromofori ili je rije¢ o jako malim molekulama. U
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tom slucaju analiza na viSe valnih duljina ili upotreba LC-MS tehnike postaje nuzna. Ponekad
nastali produkti nisu topljivi u reakcijskoj otopini pa se u tom slucaju trazi otapalo u kojem bi

mogli biti topljivi i potvrdeni HPLC metodom.*

4.6.5. Korak V — optimizacija razvojne metode

Za daljnji razvoj metode trebalo bi popisati sve nastale razgradne produkte i njihova retencijska,
te relativna retencijska vremena, za svaki uvjet razgradnje. Ukoliko produkti imaju veoma sli¢na
retencijska ili relativna retencijska vremena, pomo¢u UV spektra ili LC-MS tehnike trebalo bi
potvrditi da 1i se radi o istim ili razli¢itim produktima. U svakom slu¢aju, potvrda pomoéu UV
spektra ili masenog detektora je dobrodosla jer se moze dogoditi da se neki produkti ili glavna
komponenta zamijene u razli¢itim uvjetima pri ¢emu dolazi do prelaska iz jedne u drugu
molekulu. Takve bliske spojeve koji izlaze blizu po retencijskom vremenu, a navedenim
nacinima je potvrdeno da su razliciti, potrebno je prilagodbom kromatografskih uvjeta Sto bolje
razdvojiti. Na kraju se pripremi smjesa reakcijskih otopina da bi se potvrdila rezolucija medu
svim nastalim produktima. U smjesu nije preporucljivo staviti sve reakcijske otopine dobivene
pri razli¢itim uvjetima, i u razli¢itim vremenskim periodima, jer bi to dodatno kompliciralo
razdvajanje i unijelo puno nejasnoca. Prijedlog je da se kombiniraju one otopine u kojima su
nastali razli¢iti produkti, u dovoljnim koli¢inama. Potrebno je potvrditi da je rezolucija dobivena
u smjesi sli¢na onoj dobivenoj u pojedinacnim otopinama. Ovo je jako vazno jer se na taj nacin
potvrduje da nije doslo do nikakvih dodatnih promjena kada se pomijeSaju reakcijske otopine sa
razli¢itim pH i medijem. Da bi se dobilo §to bolje razdvajanje pikova koji izlaze jako blizu na

kromatogramu ili koeluiraju, mogu se optimirati razliiti parametri metode, kao $to su omjer
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sastavnica mobilne faze (ukoliko se radi o gradijentnoj metodi, $to je najée$ci slucaj), gradijent,

pH, protok, temperatura, otapalo, kolona (dimenzije ili punjenje).*

4.6.6. Korak VI - identifikacija i karakterizacija nastalih razgradnih produkata i

priprema standarada

Prije validacije SIM metode potrebno je identificirati nastale razgradne produkte i nabaviti
njihove standarde, ukoliko je to moguce. Na taj nacin se odreduju specifi¢nost i selektivnost SIM
metode. Da bi se razgradni produkti identificirali oni se najprije izoliraju, a zatim se njihova
struktura odreduje nekom od spektralnih (MS, NMR, IR) ili elementarnih analiza. Kad u
reakcijskim otopinama nastane viSe razgradnih produkata onda ovaj nain nije praktian t;.
dugotrajan je, pa se iz tog razloga najcesce koristi neka kombinacija tehnika, kao na primjer LC-

MS ili LC-MS-MS gdje se istovremeno moze odrediti struktura nepoznatih produkata.

Standarde razgradnih produkata najsigurnije je nabaviti komercijalnim putem, no ako to nije
moguce tj. ako komercijalno nisu dostupni, onda se produkti moraju ili izolirati iz reakcijske
smjese ili sintetizirati u laboratoriju. Da bi se razgradni produkt izolirao potrebno je naéi uvjet,
odnosno reakcijsku otopinu gdje on selektivno nastaje tj. jedini je prisutan u smjesi. Ukoliko
dode do njegove kristalizacije po zavrSetku reakcije to je najjednostavniji nacin da ga se izolira.
Ima naravno 1 drugih nacina, kao Sto su liofilizacija reakcijske smjese, ekstrakcija nakon susenja
smrzavanjem, ili ekstrakcija nakon zakiseljavanja, neutralizacije ili prevodenja u luzinu, ovisno o
pocetnom pH, ali se kod ovog posljednjeg nacina mora paziti da se produkt dodatno ne
razgraduje promjenom pH vrijednosti. Ako produkt nije jedini prisutan u smjesi onda ga se moze

izolirati ekstrakcijom na bazi selektivne topljivosti, preparativnom TLC ili HPLC tehnikom. Ako
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se je produkt prethodno identificiran pomocu LC-MS ili LC-NMR tehnike, on se moze
sintetizirati, karakterizirati i potvrditi cijepanjem degradiranog uzorka (dodavanjem produkta u
uzorak). Ukoliko je mogu¢, ovaj nacin je bolji jer je pouzdaniji, precizniji, ¢e$ce je brzi, i mogu

se dobiti zeljene i dovoljne koli¢ine produkta.®

4.6.7. Korak VII — validacija SIM metode za odredivanje sadrzaja

Zahtjevi za validaciju metode nalaze se u smjernicama svih vecih regulatornih tijela (ICH, FDA,
USP). No za razliku od stres studije, za koju te smjernice ili ne postoje, ili su dosta opéenite i ne
daju dovoljno detalja za njezino eksperimentalno provodenje, smjernice za validaciju metode
dosta su jasno odredene. Nema detaljnih uputa o njenom provodenju, ali su ti koraci dosada vec
jako dobro definirani zbog velike koli¢ine provedenih validacija razliCitih vrsta metoda i

zahtjeva regulatornih tijela koji moraju biti ispunjeni.

Dvije su velike faze kod provedbe validacije SIM metode za odredivanje sadrzaja ljekovite tvari.
Prva se odnosi na rani razvoj prilikom kojeg je ljekovita tvar izlozena prislinoj razgradnji te se
metoda temelji na dobivenim rezultatima tj. razgradnom ponasanju ljekovite tvari. Najbitnije u
ovoj fazi je posti¢i dobru specifi¢nost i selektivnost metode, i nakon toga naravno odraditi ostale
validacijske parametre (linearnost, to¢nost, preciznost, radno podruc¢je metode, robusnost..).
Limit detekcije i kvantifikacije razgradnih produkata takoder se odreduju u ovom koraku, da bi
se mogao odrediti balans mase. Ovako razvijena i validirana metoda sluzi za pracenje stabilnosti

ljekovite tvari kroz definiran vremenski period.

U drugoj fazi, u razvoju farmaceutskih oblika, ukoliko se koristi ve¢ validirana SIM metoda za
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odredivanje sadrzaja koristene ljekovite tvari, potrebno je pokazati da su prethodno validirani
parametri primjenjivi i prikladni u prisutnosti pomo¢nih tvari ili drugih formulacijskih
komponenti. Kriti¢ne validacijske parametre, kao $to su specificnost/ selektivnost, to¢nost ili
preciznost, trebalo bi revalidirati. Ukoliko se SIM metoda razvija izravno za formulaciju, bez da
se prethodno promatrao put razgradnje ljekovite tvari, potrebno je odraditi sve validacijske
parametre. Specificnost i selektivnost metode nisu toliko zahtjevan zadatak ako se poznaje
mehanizam razgradnje ljekovite tvari te ako su standardi nastalih razgradnih produkata dostupni.
U tom slucaju bitno je posti¢i razdvajanje nastalih komponenti i1 ljekovite tvari kao §to je vec¢

spomenuto u prethodnim poglavljima.

4.6.8. Kriti¢ni parametri vezani uz razvoj i validaciju SIM metoda

4.6.8.1. Definicija i razlika specifi¢nosti i selektivnosti metode

Ova dva termina Cesto se zamjenjuju jedan drugim, pa kad se za metodu navede da je
stabilitetno-indikativna, trebalo bi definirati da li se radi specifi¢no stabilitetno-indikativnoj ili
selektivno stabilitetno-indikativnoj metodi, buduéi da su to dvije razli¢ite metode. Specifi¢no
stabilitetno indikativna metoda se definira kao metoda koja je u mogucnosti nedvosmisleno
odrediti sadrzaj ljekovite tvari u prisutnosti svih razgradnih produkata, pomo¢nih tvari i ostalih
dodanih komponenti koje su o¢ekivane u farmaceutskom obliku. Selektivno stabilitetna metoda
se definira kao metoda koja je u mogucnosti nedvosmisleno odrediti ljekovitu tvar 1 sve
razgradne produkte u prisutnosti pomo¢nih tvari i ostalih dodanih komponenti ¢ija je prisutnost

o¢ekivana u formulaciji. Prema ovim definicijama selektivno stabilitetno-indikativha metoda je
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procedura koja je selektivna prema ljekovitoj tvari, kao i prema razgradnim produktima (odvaja

ih kvalitativno) i takoder specifi¢na prema svim komponentama (odreduje ih kvantitativno).32

4.6.8.2. Ima li specificno stabilitetno-indikativna metoda svrhu i je li je regulatorno

prihvatljiva?

S obzirom na definicije iz prethodnog poglavlja moze se zakljuciti da je selektivno stabilitetno-
indikativna metoda ona koja u puno vecoj mjeri zadovoljava ICH i zahtjeve ostalih regulatornih
smjernica. U svakom sluc¢aju, njen izbor se preferira prilikom razvoja novog lijeka dok kod onih
ve¢ razvijenih, u obzir moze doéi i specifi¢no stabilitetno-indikativna metoda. 1z tog razloga se u
farmakopejama i dalje mogu nadi titrimetrijske i spektrofotometrijske metode za odredivanje
sadrzaja gotovih lijekova jer se oneciS¢enja tj. razgradni produkti odreduju odvojeno i imaju pod

kontrolom.

Kao odgovor na pitanje iz poglavlja, specificno stabilitetno-indikativna metoda Kkoristi se
ponekad za stabilitetna ispitivanja (koja su uslijedila nakon odobrenja lijeka), ili analizu uzoraka
vracenih s trziSta. Uvjet je naravno da takva metoda u ovim sluc¢ajevima daje iste rezultate kao 1
selektivna metoda, a razlog koristenja je jednostavnija i jeftinija primjena. Takoder, takve
metode se koriste na trziStima gdje nema regulatornih zahtjeva za selektivnom metodom. Ali, u
svakom slucaju, prednost se daje specificnim metodama za koje se napravila usporedba sa

selektivnom metodom gdje su dobiveni isti rezultati.*
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4.6.8.3. Jeli je nuzno Kkoristiti stres ispitivanja za razvoj stabilitetno indikativne metode?

Prilikom stres ispitivanja mogu¢ je nastanak velikog broja razgradnih produkata, nekad samo pri
jednom uvjetu stresa. Zato je ponekad jako teSko razviti selektivno stabilitetno-indikativnu
metodu gdje bi se svi nastali produkti pri svim uvjetima stresa istovremeno odredivali. Dodatno,
pokazalo se da se neki produkti nastali prilikom prisilne razgradnje nikad ne razviju tijekom
pracenja stabiliteta, ili da se pojavljuju samo razgradni produkti koji su pod stresnim uvjetima
dobiveni u velikim koli¢inama. Iz tog razloga postavlja se pitanje iz naslova kao i pitanje da li se
u razvoju metode trebaju promatrati samo glavni razgradni produkti. U ICH smjernicama je
navedeno da nije nuzno istrazivati pojedine razgradne produkte ako je pokazano da isti ne
nastaju tijekom ubrzanih ili dugoro¢nih uvjeta cuvanja.® Kad god je moguce, trebalo bi razviti
selektivno stabilitetno-indikativnu metodu koja razdvaja sve nastale razgradne produkte nastale
pod razli¢itim uvjetima stresa. Kad je rije¢ o kompleksnoj razgradnji, kad to viSe nije moguce,
onda se razvoj metode usmjerava na produkte nastale pod ubrzanim ili dugoro¢nim uvjetima

stresa.>?

4.6.8.4.  Jesu li farmakopejske metode za sadrzaj stabilitetno indikativne?

Kao $to je ve¢ navedeno u prethodnom poglavlju (Poglavlje 4.6.8.2.), u farmakopejama se u
pojedinim monografijama razgradni produkti kontroliraju kroz odvojene testove za srodne
spojeve 1 oneciS¢enja 1 testove CistoCe. Iz tog razloga metode za odredivanje sadrzaja u

monografijama su naj¢esce klasificirane kao stabilitetno specificne.
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4.6.9. Balans mase

Prema definiciji ICH smjernica, u poglavlju Q1A(R2), balans mase je proces zbrajanja
dobivenog sadrzaja i koli¢ine nastalih razgradnih produkata da bi se vidjelo koliko odstupaju od
100%-tne pocetne vrijednosti tj. pojednostavljeno, koli€ina nastalih razgradnih produkata trebala

bi odgovarati smanjenju sadrzaja ljekovite tvari.

Ukoliko tijekom prisilne razgradnje nastanu stabilni razgradni produkti, koji se zatim lako

odjeljuju, i za koje su standardi dostupni, onda postizanje balansa mase ne bi trebao biti problem.

Ali naravno to ne mora biti tako tj. nekad se balans mase ne moze lako posti¢i, a razlozi su: ¥

e nastajanje velikog broja razgradnih produkata koje uklju¢uje kompleksne reakcijske
puteve i interakciju ljekovite tvari s pomo¢nim tvarima

e nepotpuna detekcija zbog nastanka razgradnih produkata koji nemaju UV kromofore

e gubitak razgradnih produkata zbog njihove hlapljivosti

e gubici razgradnih produkata kroz spremnik

e problemi eluiranja s kolone ili problemi s odjeljivanjem

e netocan ili nepoznat odgovor detektora zbog nedostatka standarada razgradnih

produkata

e greske 1 varijabilnost prilikom odredivanja sadrzaja.

Uzorci znacajno razgradeni prisilnom razgradnjom mogu sadrzavati i vise onecis¢enja koja se s
kromatografske kolone eluiraju zajedno ili eluiraju zajedno s ljekovitom tvari. Nedovoljna
selektivnost kromatografske metode ocituje se lo§im rezultatom za balans mase. RjeSenje je
poboljsanje selektivnosti metode i/ili razvijanje ortogonalne analiticke metode kako bi bili

sigurni da su detektirani svi razgradni produkti.®
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Ukoliko je smanjenje sadrzaja ljekovite tvari manje od koli¢ine detektiranih oneci$¢enja moguce
je da se kod odredenih uvjeta razgraduju i1 prisutne pomocne tvari. Ovako nastali razgradni
produkti identificiraju se izlaganjem smjese pomoc¢nih tvari i otapala istim uvjetima razgradnje
kao i farmaceutski proizvod. Razgradni produkti koji nisu povezani s razgradnjom ljekovite
komponente ¢esto imaju i UV-Vis spektar i faktor odziva UV-detektora razli¢it od ljekovite

tvari.>®

Ni razgradni produkti povezani s razgradnjom ljekovite tvari ne moraju uvijek imati isti faktor
odziva detektora kao ljekovita tvar, Sto takoder utje¢e na to¢nost izraCunavanja balansa mase.
Tek kad je razgradni produkt izoliran, sintetiziran i karakteriziran kao referentna supstancija,

moguce je za njega odrediti tocan faktor odziva detektora.

4.6.10. Cisto¢a kromatografskih pikova

Analiza Cisto¢e pika (test homogenosti pika), koja se provodi da bi se potvrdila potencijalna
prisutnost onecis¢enja ispod glavnog pika (pik ljekovite tvari), jedan je od najbitnijih alata u
validaciji stabilitetno-indikativne metode. Buduc¢i da se ne radi o jednostavnoj analizi postoji vise

pristupa procjeni ¢istoce pika, a to su direktni ili indirektni.

Direktni pristup odnosi se na upotrebu PDA, LC-MS ili LC-NMR detekcije. PDA detekcija je
korisna ukoliko pikovi razgradnih produkata imaju UV spektar razli¢it od spektra ljekovite tvari,
dok LC-MS detekcija nije primjenjiva ukoliko razgradni produkt ima istu masu kao i ljekovita
tvar (npr. kod dijastereoizomera), kao i u slucaju kad je ionizacija razgradnog produkta

supresirana koeluiraju¢om ljekovitom tvari.
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Indirektna procjena Cisto¢e pikova moze se posti¢i mijenjanjem jednog ili vise kromatografskih
parametara (npr. kolona, mobilna faza, gradijent...) koji bitno utjeCu na odjeljivanje pikova.
Dobiveni profil oneciS¢enja usporeduje se s onim originalnim, i ukoliko je broj razgradnih
produkata jednak, te ukoliko je udio glavne komponente jednak, moze se zakljuéiti da su svi
razgradni produkti odijeljeni od glavne komponente. Automatizirane verzije ovog pristupa

postiZu se s razli¢itim programima.*

46.11. QbD

Dosad je uobicajena praksa bila razvijati analiticke metode principom pokuSaja i pogreske,
mijenjajuci svaki eksperimentalni parametar pojedinacno dok se ne postigne zadovoljavajuca
vrijednost svakog od njih. Ovaj je nacin optimiranja dugotrajan i ¢esto ovako razvijene metode
nisu dovoljno robusne ili su uoceni problemi prilikom prijenosa metode iz jednog laboratorija u
drugi laboratorij. 1z toga razloga razvila se potreba za sistemati¢nim pristupom razvoju metode

tj. dizajnu kvalitete (eng. Quality by design — QbD).

lako prvotno zamisljen za farmaceutski proces, dizajn kvalitete prosiren je i na analiticki dio
0dnosno na razvoj analitickih metoda. Prema ICH smjernicama, poglavlje Q8(R2) definira dizajn
kvalitete kao sistematican pristup razvoju lijeka, koji zapoc€inje s definiranim ciljevima, pri ¢emu
koristi znanstveni pristup i upravljanje rizikom, da bi se u konacnici postigla kontrola nad
procesom.”’ Cilj je razviti metodu koja je robusna i reproducibilna prema regultornim
zahtjevima. Robusnost metode ukljucuje procjenu utjecaja manjih promjena na metodu u radnim
uvjetima dok reproducibilnost predstavlja ponovljivost rezultata ispitivanja dobivenih analizom
istog uzorka pod razli¢itim uobiCajenim uvjetima ispitivanja, kao Sto su razli¢iti laboratoriji,

analiticari 1 instrumenti.
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Dva su glavna koncepta dizajna kvalitete, "design space” i "control strategy”. ICH poglavlje Q8
definira “design space” kao multidimenzionalnu kombinaciju i interakciju karakteristika
koriStenog materijala 1/ili parametara procesa, koja za cilj ima osigurati kontrolu procesa.40 U
farmaceutskom procesu “design space” bi se odnosio na prepoznavanje kriticnih parametara za
polazne matrijale, proizvodni proces 1 kona¢ni proizvod. U analitickom smislu tj. za analiticke
metode, “design space” bi uklju¢ivao kombinaciju raznih parametara metode ¢ija je uloga
osigurati da metoda daje kvalitetne rezultate. Drugi koncept “control strategy” ima za cilj
osigurati kvalitetu konagnog proizvoda.*’ Analiticka primjena ‘control strategy” koncepta
odnosila bi se na kontrolu analitickih faktora i parametara koji osiguravaju da su Kriteriji
performansi metode zadovoljeni.* Na Slici 3 prikazana je shema opée podjele QbD pristupa za

farmaceutske procese i za analiticke metode.*?
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Slika 3:  Shema podjele QbD pristupa za farmaceutske procese i analiti¢ke metode

QbD za farmaceutski proces QbD za analiticke metode

Namjena metode i zahtjevi
performansi metode

v

Razvoj metode

v

Procjena rizika i definiranje
“design space-a“analiticke
metode

v

"Control strategy” analiticke
metode

Zahtjevi pacijenata

Kontinuirani
napredak
znanja

V

Dizajn i razvoj procesa

Procjena rizika i definiranje
“design space-a“procesa

"Control strategy” é

U analiti¢koj primjeni nekoliko je koraka za razvoj metode prema QbD pristupu:*?
o definiranje cilja dizajna tj. namjene metode i zahtjeva koje metoda mora zadovoljiti

e kriteriji prikladnosti metode - kriti¢ni parametri za provedbu metode (specifi¢nost,

selektivnost, preciznost) i granica specifikacije

e prakti¢na upotreba metode u rutinskim analizama — vrijeme analize, prihvatljiva

otapala, dostupnost opreme

e razvoj metode — odabir dizajna i povezivanje metode s namjenom i proizvodnim

procesom

e procjena rizika i defniranje analitickog “design space-a” - odnosi se na identificiranje
svih potencijalnih faktora koji se mogu kontrolirati kako bi se osigurale preformanse

metode, te na koristenje alata za procjenu rizika i eksperimenata kojima se eliminiraju
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podrucja rizika. Preporuka je pratiti metodu od pocetka do kraja u proizvodnom
procesu i razdvojiti je na dijelove koji ¢e se zatim odvojeno prou¢avati (npr. priprema
uzorka, otapanje, ekstrakcija, kromatografsko razdvajanje, rezultati analize..).
Dijagram uzroka i ucinka, takoder poznat kao “riblja kost” ili Ishikawa dijagram,
moze se Koristiti kako bi se sistematicki naveli svi potencijalni ¢imbenici koji mogu

utjecati na kriterije performansi metode.

"Control strategy” analiticke metode — pomocu alata za procjenu rizika rizi¢ni
¢imbenici 1 kriteriji s pripadaju¢im rasponom definiraju se u metodi. Budu¢i da kroz
zivotni put metode moze do¢i do nekih promjena, te promjene bi trebale biti unutar
definiranog “design space-a” metode. Ukoliko izlaze izvan njega, promjene se
smatraju rizi¢nima i u tom slucaju je potrebno napraviti novu procjenu rizika kako bi

se utvrdilo da ne utjecu na prikladnost metode.

Najces¢e koriSteni alati za procjenu rizika su eksperimentalni dizajn (eng. Design of

Experiments, DoE) i analiza mjernih sustava (eng. Measuremanet systems analysis, MSA).

Nakon $to se napravi procjena rizika, kriti¢ni faktori najéesce se dijele u tri kategorije, visoko

rizi¢ni faktori koji bi trebali biti strogo kontrolirani, potencijalno kriti¢ni faktori i faktori niskog

rizika. MSA alat se koristi za procjenu reproducibilnosti metode, dok se DoE vise koristi pa

procjenu robusnosti metode. Glavni cilj MSA alata je da prepozna koji ¢e faktori rizika morati

biti kontrolirani, a koji neée utjecati na performanse metode tijekom uobicajenih radnih uvjeta.**

Pomocéu DoE alata statisticki se racuna utjecaj pojedinacnih eksperimentalnih uvjeta na

kromatografsko razdvajanje analita. Uz minimalan broj kromatografskih analiza i uz odredene

eksperimentalne uvjete,
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racunalni program racuna optimalne vrijednosti pojedinih parametara unutar cijelog ispitivanog
raspona.** Niz je racunalnih programa koji se koriste za DOE: Fusion, DryLab, JMP,

ChromSword, LC Simulator i Design Expert.

4.7. Eksperimentalni primjer

Za primjer identifikacije razgradnih oneciS¢enja i opisa razgradnih mehanizama, nakon
provedene prisilne razgradnje na molekuli lamivudina, uzet je rad autora G. Bedse-a, V. Kumara
i S. Singha.** Lamivudin pripada grupi nukleozidnih inhibitora reverzne transkriptaze i kao takav
je dobar inhibitor virusa humane imunodeficijencije (HIV) koji uzrokuje sindrom steCene
imunodeficijencije (AIDS). Do ovog rada istrazivanja vezana uz lamivudin odnosila su se samo
na ispitivanje utjecaja kiseline, luzine, temperature, vlage i svjetla na molekulu, dok su
mehanizami razgradnje, kao i strukture razgradnih produkata, ostali nerazjasnjeni. U
farmakopejama je navedeno 12 potencijalnih onecis¢enja lamivudina, i njihove strukture, bez
klasifikacije na procesne ili razgradne produkte. Cilj rada bio je: razgraditi lamivudin pod
razliCitim stresnim uvjetima, razdvojiti razgradne produkte prikladnom tehnikom (LC-MS),
prikupiti podatke LC-MS analize o fragmentaciji molekule i njenih razgradnih produkata, opisati
strukture razgradnih produkata i objasniti mehanizam razgradnih reakcija lamivudina. Na Slici 4.

prikazana je struktura molekule lamivudina.
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Slika 4: Struktura molekule Lamivudina

NH,
N=" |
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4.7.1. Uvjeti razgradnje lamivudina

U eksperimentu su koristeni ljekovita tvar lamivudina, natrijev hidroksid (NaOH), klorovodi¢na
kiselina (HCI), vodikov peroksid (H,0O,), acetonitril (ACN), ultra ¢ista voda i puferske soli, a od
opreme vodene kupelji, komore sa kontroliranom vlagom (40 = 1°C/75 + 3% RH), svjetlosne
komore s UV i fluorescentnim lampama, HPLC i MS sustavi. Za potrebe prisilne razgradnje
lamivudin je izlozen hidrolizi (u kiselim, luznatim i neutralnim uvjetima), oksidaciji, fotolizi i

visokoj temperaturi. Detalji ekperimenta prikazani su u Tablici 16.

Tablica 16:  Uvjeti prisilne razgradnje Lamivudina

Uvjet prisilne | Koncentracija | Reagnes Temperatura | Vrijeme
razgradnje Lamivudina izloZenosti
Hidroliza 1 mg/ml 0.1 MHCI, 0.1 M | 80°C 12h, 48h, 72h
NaOH, voda

Oksidacija 1 mg/ml, 3% i 30% H,0, Sobna temp. 48h

10 mg/ml
Termicka / / 50°C 2 mjeseca
razgradnja
Fotoliza 1 mg/ml 0.1 M HCI,0.1 M | Fluorescentno svjetlo jakosti od
(otopina) NaOH 1.2x10°Ix h
Fotoliza Sloj od 1 mm UV-A svjetlo jakosti 200 Wh/m?
(krutina)
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4.7.2. Uvjeti kromatografske metode

LC analiza izvedena je na C18 koloni (s punjenjem od Sum) i optimiranim uvjetima, kao Sto su:
mobilna faza metanola i pufera amonijevog acetata (0.01 M, pH 4) u razli¢itim omjerima, valna
duljina detekcije 265 nm, temperatura kolone 25°C, protok 1 mL/min i volumen injektiranja 10
uL. Metoda za LC analizu validirana je u rasponu od 50 — 500 pg/mL lamivudina. Provedeni su
sljede¢i validacijski parametri: specificnost, linearnost, to¢nost, preciznost (intra- i inter-) i
stabilnost otopina. Dodatno, napravljena je MS-MS/TOF analiza lamivudina u koncentraciji od 5
pg/ml, otopljenom u diluentu metanol/voda (50:50). Koristena je pozitivna elektrosprej

ionizacija. Isti uvjeti koristeni su za LC-MS/TOF analizu razgradnih produkata.

4.7.3. Rezultati kromatografske analize

LC analizom dobiveni su kromatogrami za sve uvjete stresa navedene u Tablici 16. Dobiveno je
5 razgradnih produkata (I — V). Kromatogrami nastalih produkata pod razli¢itim uvjetima stresa
prikazani su na Slici 5 (5a — 5¢). Grijanjem lamivudina u vodi na 80°C kroz 72 h nisu dobiveni
razgradni produkti §to upucuje na to da je stabilan u neutralnim uvjetima. U kiselim (0.1 M HCI,
48 h na 80°C) i luznatim (0.1 M NaOH, 12 h na 80°C) uvjetima dobivena su tri razgradna
produkta I, Il i V (Slika 5a i 5b). Prilikom izlozenosti oksidativnim uvjetima (3% H,0,, 48 h na
sobnoj temperaturi) nije doslo do znacajnije razgradnje, dok je reakcija sa 30% H,0, nakon 48 h
dovela do razgradnje od oko 35% i nastanka produkata Il i IV (Slika 5¢). Nakon 72 h doslo je
do kompletne razgradnje lamivudina. Kod izlozenosti lamivudina svjetlu nije doslo do
razgradnje, neovisno o uvjetima (kisela ili luznata otopina i kruto stanje). Male koli¢ine
produkata | i V nastale u su luznatim uvjetima nakon izlozenosti svjetlu kroz 10 dana, ali to se

pripisuje utjecaju NaOH na temperaturi od 40°C, a ne svjetlu. IzloZenost temperaturi lamivudina

66



u krutom stanju na 50°C kroz 2 mjeseca nije dovela do razgradnje $to upuéujem na stabilnost u

navednim uvjetima.

Slika 5: Kromatogrami nastalih razgradnih produkata pod razli¢itim uvjetima stresa
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Slika 5: Kromatogrami nastalih razgradnih produkata pod razli¢itim uvjetima stresa

(nastavak)
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4.7.4. Fragmentacija lamivudina pomo¢u MS-a

Nakon LC analize, provedena je MS analiza lamivudina i dobivena su dva pika. Pored signala
protoniranog iona (M+H)+ pri m/z 230, u MS spektru lamivudina detektiran je i signal pri m/z
112 koji odgovara fragmentu lamivudina, nastalom uslijed cijepanja glikozidne veze. MS? i MS?
analizom dobiveni su fragmenti pomocu kojih je predlozen put fragmentacije molekule

lamivudina, prikazan na Slici 6.
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Slika 6: Put fragmentacije lamivudina prema MS rezultatima
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Na temelju fragmentacije i LC-MS/TOF analize lamivudina i smjese razgradenih uzoraka

dobivene su mase razgradnih produkata, prikazane u Tablici 17.
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Tablica 17: Teorijske i dobivene molekulske mase razgradnih produkata dobivene LC-
MS/TOF analizom
Razgradni | Teorijska masa | Dobivenamasa | Molekulska Kemijski naziv produkta
produkt | za [M+H] ione | za [M+H]" ione formula
I 112.0511 112.0515 C4H5N5O 4-aminopyrimidin-2(1H)-one (cytosine)
I 113.0351 113.0347 C;H4N,0, pyrimidine-2,4(1H,3H)-dione (uracil)
" 246.0549 246.0545 CgH11N304S | 4-amino-1-[(2R,3S,5S)-2-
(hydroxymethyl)-3-oxo-1,3A4-oxathiolan-
5-yl]pyrimidin-2(1H)-one
vV 246.0549 246.0548 CgH1:N30,S | 4-amino-1-[(2R,3R,5S)-2-
(hydroxymethyl)-3-0xo0-1,3A4-
oxathiolan-5-yl]pyrimidin-2(1H)-one
Lamivudin 230.0599 230.0595 CsH11NsOsS | (2R,55)-4-amino-1-(2-hydroxymethyl-
1,3-oxathiolan-5-yl)-(1H)-pyrimidin-2-
one
Vi 231.0440 231.0436 CgHoN,O4S | 1-[(2R,5S)-2-(hydroxymethyl)-1,3-

oxathiolan-5-yl]pyrimidine 2,4(1H,3H)-
dione

Male mase (m/z 112 i 113) za prva dva produkta I i IT upucuju na cijepanje glikozidne veze u

molekuli lamivudina, dok nedostatak sumpora u molekulskoj formuli upucuje na otpustanje

oksatiola iz molekule lamivudina. Kod produkta Il prisutan je dodatno gubitak NH3 skupine i

dodatak vode. Za produkt V, koji je takoder nastao pod utjecajem kiselih i luznatih uvjeta,

utvrdeno je prema dobivenoj masi da je doSlo do otpustanja NHz u odnosu na molekulu

lamivudina. Za oksidacijske produkte Il i IV prema dobivenim masama, koje su iste,

pretostavljeno je da su diastereoizomeri i da su nastali oksidacijom sumpora, $to se vidi po

razlici mase od 16 amu u odnosu na molekulu lamivudina. Za dobivene strukture razgradnih

produkata potvrdeno je da odgovaraju onecis¢enjima E, F, G, H i J navedenim u WHO

monografiji.
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4.7.5. Mehanizam razgradnje lamivudina

Potvrdene strukture razgradnih produkata otkrile su tri dijela molekule koja su sklona razgradnji,

glikozidnu vezu, amino skupinu i sumpor u oksatiolnom prstenu. Glikozidna veza i amino

skupina pokazale su podloznost hidrolitickoj razgradnji dok je sumpor u oksatiolnom prstenu

ocekivano podlozan oksidacijskoj razgradnji. Na temelju interpretiranih rezultata predlozen je

put razgradnje lamivudina, prikazan na Slici 7

Slika 7:

Put razgradnje lamivudina
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Lamivudine, |

Autori rada su prema dobivenim strukturama i literaturnim podacima predlozili mehanizam
razgradnje za produkte I, 11'i V (Slika 8.)

Slika 8:

Mehanizam razgradnje lamivudina na produkte I, 11 i V
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Za oksidacijske diastereoizomerne produkte Ill i IV mehanizam nastajanja je direktan napad

kisika na sumpor u oksatiolnom prstenu.

Pomocu dobivenih rezultata autori su dosli do novih informacija o ljekovitoj tvari lamivudina,
koje do tada nisu bile objavljene u literaturnim izvorima. Validirana je stabilitetno indikativna
LC metoda prikladna i za LC-MS analizu, te su pomocu prisilne razgradnje dobiveni razgradni
produkti koji su karaktezirani. Preko struktura razgradnih produkata dobiven je fragmentacijski
put molekule i nastalih produkata, put razgradnje molekule kao i mehanizam nastanka razgradnih

produkata koji su navedeni u WHO monografiji kao poznata one¢is¢enja lamivudina.
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5. ZAKLJUCAK

Stabilnost je kritiCan parametar svakog lijeka i kao takav utjece na njegovu Cistocu, djelotvornost
I opéenito na sigurnost primjene farmaceutskog oblika. Promjene u stabilnosti lijeka mogu
dovesti do smanjenja doze i u€inkovitosti, kao i do nastanka toksi¢nih razgradnih produkata. 1z
tog razloga iznimno je vazno istraziti profil nastalih oneciS¢enja pod promjenama raznih
vanjskih uvjeta, kao $to su temperatura, vlaga, svjetlost, pH vrijednost i drugi. Kada se govori o
eksperimentalnim uvjetima pod kojima se izvodi prisilna razgradnja to su najéesée hidroliticki

(kiselina ili baza), oksidacijski, fotoliticki i termicki uvjeti.

S regulatorne strane dolaze brojne preporuke, ali ne i detaljne upute o tome kako provoditi
prisilnu razgradnju, pri ¢emu se ICH smjernice smatraju temeljnim polazistem prilikom njenog
provodenja. Budu¢i da smjernice ne daju detaljne upute o provodenju, nadogradnja o tome kako
provoditi studiju forsirane razgradnje ve¢inom se temelji na dosadasnjem iskustvu farmaceutskih
istrazivaCa, na znanstvenoj literaturi i karakteristikama same ljekovite tvari i/ili farmaceutskog

oblika.

U novije vrijeme prisilna razgradnja postala je najvazniji alat u predvidanju dugorocne
stabilnosti lijekova. Iz tog razloga studija prisilne razgradnje trebala bi biti sastavni dio
razvojnog procesa svakog farmaceutskog proizvoda. Prednosti provodenja takve studije su
brojne: identifikacija i otkrivanje strukture nastalih razgradnih produkata, uvid u mehanizme
razgradnje molekule, razvoj i validacija stabilitetno-indikativne analiticke metode, razlikovanje
nastalih razgradnih produkata u formulaciji povezanih s ljekovitom tvari od onih povezanih s

nekom drugom komponentom formulacije, produciranje profila razgradnih produkata koji je
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slican profilu oneciS¢enja koja bi nastala pod dugoro¢nim stabilitetnim uvjetima, izbor

odgovarajuc¢ih uvjeta ¢uvanja 1 prikladne ambalaze za lijek te poboljSanje procesa proizvodnje.

Sustavne studije prisilne razgradnje osiguravaju razvoj sigurnog i kvalitethog gotovog

farmaceutskog oblika te pouzdanih analiti¢kih metoda za njegovu kontrolu.
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7. KRATICE

ICH (eng. International Conference on Harmonization) — Medunarodna konferencija o harmonizaciji
EMA (eng. European Medicines Agency) — Europska agencija za lijekove

FDA (eng. Food and Drug Administration) — Americka agencija za hranu i lijekove

WHO (eng. World Health Organization) — Svjetska zdravstvena organizacija

TDI (eng. Total daily intake) — ukupni dnevni unos

SPE (eng. Solid phase extraction) - ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

SFE (eng. Solid fluid extraction) - supekriti¢na fluidna ekstrakcija

TLC (eng. Thin layer chromatography) — tankoslojna kromatografija

GC (eng. Gas Chromatography) — plinska kromatografija

HPLC (eng. High Performance Liquid Chromatography) — tekué¢inska kromatografija visoke
djelotvornosti

SFC (eng. Super fluid chromatography) - superkriti¢na fluidna kromatografija

CE (eng. Capillary Electrophoresis) — kapilarna elektroforeza

EPR (eng. Electron paramagnetic resonance) — elektron paramagnetska rezonancija

UV-Vis (eng. Ultraviolet and visible) — ultraljubicasto i vidljivo zracenje

IR (eng. Infrared) — infracrveno zracenje

MS (eng. Mass spectrometry) — masena spektrometrija

NMR (eng. Nuclear paramagnetic resonance) - nuklearna magnetska rezonatna spektroskopija
HILIC (eng. Hydrophilic interaction chromatography) - kromatografija temeljena na hidrofilnim

interakcijama
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UPLC (eng. Ultra Performance Liquid Chromatography) - kromatografija ultravisoke
djelotvornosti

LC-MS - vezani sustav tekuc¢inske kromatografije i masene spektrometrije

USP (eng. United States Pharmacopeia) — farmakopeja Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava
SIM (eng. Stability Indicating Method) — stabilitetno indikativna metoda

PDA (eng. Photodiode Array Detector) — fotodiodni detektor

QbD (eng. Quality by Design) — Dizajn kvalitete

DoE (eng. Design of Experiments) — dizajn eksperimenta

MSA (eng. Measuremanet Systems Analysis) - analiza mjernih sustava

HIV (eng. human immunodeficiency viruses) - virus humane imunodeficijencije

AIDS (eng. acquired immunodeficiency syndrome) - sindrom ste¢ene imunodeficijencije
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