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POVZETEK

Pri razvoju zdravila Zelimo ustrezne informacije o njegovi kakovosti dobiti kar se da sproti
in hitro. Pomemben del razvoja predstavljajo podatki o stabilnosti produkta. Stabilnostne
Studije so obicajno dolgorocne, kljuéne spremembe kvalitete produktov pa se lahko
pokaZejo Sele po daljSem casu. Temu bi se v veliki meri lahko izognili s stresnimi
Studijami stabilnosti, s katerim bi uspeli v kratkem casu relativno dobro napovedati
dolgorocno stabilnost u€inkovine in farmacevtske oblike. Dolgoro¢no stabilnost raztopin
lahko napovedujemo z Arrheniusovo odvisnostjo, za napovedovanje stabilnosti trdnih
farmacevtskih oblik pa je uporaba Arrhneiusove odvisnosti Se dokaj neraziskana in

nezanesljiva.

Namen diplomskega dela je bil postaviti osnove za izvedbo stresnih Studij za
napovedovanje dolgorocne stabilnosti trdnih farmacevtskih oblik. V ta namen smo izbrali
ustrezne modelne farmacevtske oblike, katerih dolgorocna in pospesena stabilnost je bila
poznana. To nam je omogocilo hitrejSe nacrtovanje stresnih testov, hkrati pa smo na koncu
dobljene napovedi lahko potrdili z realnimi rezultati dolgoro¢ne stabilnosti. Pri posamezni
modelni farmacevtski obliki smo se osredotocili na vrednotenje znacilnega razgradnega
produkta. Pri nacrtovanju stresnih tesov smo upoStevali nekatera nacela za dolocanje
intrinzi¢ne stabilnosti u¢inkovine in farmacevtskih produktov ter nacela za izvedbo
primerjalnih stresnih testov. S tem smo poskusSali izbrati pogoje stresnih testov, s katerimi
bi ostali v specifikacijskah mejah delezev razgradnih produktov (v mejah izokonverzije).
To nam je v vecini tudi uspelo. Delez na stresnih testih nastalih razgradnih produktov smo
vrednotili z validiranimi analiznimi metodami tekoc¢inske kromatografije visoke loc¢ljivosti
(HPLC). Hkrati pa smo spremljali tudi videz farmacevtskih oblik in merili vodno

aktivnost, ki sta nam omogocala ustreznejso interpretacijo dobljenih rezultatov.

Pri vseh modelnih farmacevtskih oblikah smo uspesno potrdili napovedani 0.red kinetike
nastajanja razgradnega produkta. S tem smo potrdili tudi nekatere literaturne podatke za
kinetiko razpada v trdnih farmacevtskih oblikah. V posameznih primerih, kjer aplikacija
(0.reda ni bila mogoca, smo poskusali poiskati razloge za tako obnaSanje. Pri vseh modelnih
farmacevtskih oblikah smo lahko relativno uspesno napovedali dolgoro¢no stabilnost
zdravila, pri tem pa smo uporabili Arrheniusovo odvisnost in tako potrdili moznost njene

uporabe za trdne farmacevtske sisteme. Kljub temu je priSlo do nekaterih odstopanj od
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Arrhneniusove odvisnosti, ki pa smo jih poskusali ustrezno razlozili s spremembo vodne

aktivnosti in uporabo neustrezne temperature za izvedbo stresnega testa.

V diplomskem delu smo vrednotili tudi vpliv vlage na kinetiko nastajanja razgradnega
produkta. Z uporabo modificirane Arrheniusove odvisnosti, podatkov znane dolgoroc¢ne in
pospeSene stabilnosti modelnih farmacevtskih oblik in merjenjem vodne aktivnosti smo
najprej nacrtovali stresne teste. Izvedli smo jih v komorah z izbrano konstantno relativno
vlago, ki smo jih postavili v termostate z ustrezno temperaturo. Po dolocitvi deleza
razgradnih produktov smo poskusali potrditi kinetiko 0.reda, pri tem pa smo imeli zaradi
pogojev visokih relativnih vlag ponekod kar nekaj tezav. Kljub temu smo uspeli pri treh
modelnih farmacevtskih oblikah doloc€iti parametre modificirane Arrheniusove odvisnosti
(konstanto B). Pri eni od modelnih farmacevtskih oblik pa smo dolocili §e neodvisnost B
od temperature in s pomocjo modificirane Arrhneniusove odvisnosti uspesno napovedali

dolgorocno stabilnost.

IX
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ABSTRACT

For pharmaceutical development is important to evaluate the quality of samples as fast as

possible.

Understanding the stability characteristics of the drug products is crucial for successfull
development proces. Stability studies are usually time-consuming, various quality changes

are determined late at the long-term stability studies.

During the development various stress tests are used to predict stability of the drug
products in a short period of time. For some drug products stress test predictions do not
correlate well enough with the real stability data. It is therefore useful to implement the

stress tests methodology for reliable prediction of drug products stability.

Correlation between stress tests and long-term stability of the drug products are already
known from the literature and they are usually evaluated trough Arrhenius correlation for
solutions. However implementation of Arrhneius predictions for complex multi phase

formulation like tablets is unreliable and not often reported in proffesional literature.

The aim of the diploma work was to develop basic principles for stress tests for prediction
of long-term stability. In order to speed up stress planning at the begining and to confirm
extrapolated long-term stability at the end, model formulations with known long-term
and/or accelerated stability were chosen. For easier planning of stress test we considered
the principles of intrinsic stability testing of substances and drug products and principles of
comprarison stress tests of drug products. Crucial for the suitability of stress test was to
stay within the isoconversion principles and not to exceed the specification limits of
degradation products. HPLC-UV method was used to determine level of specific
degradation product, which was the selected factor for evaluating the long-term stability of
model formulations. Determination of apperance and water activity was also carried out

and considered in discussions and final conclusions.

Predicted zero order kinetic model was succesfully confirmed on all model formulations.
In some cases, zero order model was not applicable, due to exceding the degradation limits
and physical changes. Predictions of long-term stability of all four model formulations
using Arrhneius equation were carried out relativelly succesfully. When deviations from
the Arrhenius equation occured, reasons, such as high water activity and exceding

temperature of stress test, were pointed out. Final conclusion was, that stress testing in
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combination with Arrhenius equation can be used for the prediction of long-term stability

of model formulations.

Influence of water content and humidity on the degradation kinetic was reviewed in
second part of Diploma. Modified Arrhenius equation (introduced by Waterman and
coworkers) known long-term and accelerated stability data, initial water activity values and
other literature data on the developing stress tests were used for planning the experiments.
Stress test were carried out in chambers with controled relative humidity and temperature.
Some deviations from presumed zero order kinetic model, were relatively well explained
with the exceeded degradation limits and extreme humidity conditions. Other cases, when
zero order was applicable, showed relatively good corelation with modified Arrhenius
equation. Furthermore, a succesfull attempt conforming independence of value B and
temperature, was a basis for prediction of long-term stability with modified Arrhneius
equation. Prediction was relatively acurate and conclusion was that modified Arrhenius

equation is suitable for prediction of long-term stabilty of model formulation 2.
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SEZNAM OKRAJSAV :

FO - farmacevtske oblike

RU - rok uporabnosti

T - temepratura

RV - relativna vlaga

RRYV - ravnotezna relativna vlaga

ay - vodna aktivnost

SZO - svetovna zdravstvena organizacija

ICH - International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for

Registration of Pharmaceuticals for Human Use

Ea - aktivacijska energija

HPLC - tekocCinska kromatografija visoke lo¢ljivosti
UV- ultravijoli¢ni

NMR - nuklearna magnetna resonanca

MS - masna spektrometrija

m - mesec

d - dan

TLC - tankoplastna tekoc€inska kromatografija

GC - plinksa kromatografija
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1.UVOD

1.1. Stabilnost zdravil in testiranje stabilnosti

Stabilnost je pomembna lastnost zdravila. Preden pa se poglobimo v nadaljevanje
definicije, pa se ustavimo pri besedah Thomas-a Cranmer-ja. »Cloveski razum ni $e nikoli
ustvaril ali izumil nekaj, kar ne bi podleglo zobu ¢asa.« Tudi zdravilo ni izjema, zato je
potreba po ohranjanju njegove kakovosti, varnosti in uc¢inkovitosti skozi Cas zahteven

proces v farmacevtski industriji [1].

Stabilnost je sposobnost farmacevtskega izdelka, da med rokom uporabnosti ohrani svoje
karakteristike znotraj specificiranih meja [2]. To pomeni, da stabilost ni nekaj
nespremenljivega, ampak gre za kontrolirano, dokumentirano in sprejemljivo spremembo

zdravila [1].
Spremembe v stabilnosti zdravila so lahko razli¢ne:

1. Lahko se spremeni vsebost ucinkovine, kar spremeni ucinkovitost zdravila.
Vsebnost ucinkovine je eden od osnovnih parameterov pri dolocanju roka
uporabnosti farmacevtskih produktov in v sploSnem velja, da je spodnja meja
vsebnosti za ustrezen izdelek 90-95%. Za zelo stabilne produkte je ta meja lahko
tudi vi§ja. Pri nekaterih farmacevtskih oblikah (poltrdne in tekoce) se nestabilnost
kaze tudi v poviSanju vsebnosti, ker s casom lahko prihaja do izgube vehikla.

2. S ¢asom ali spremembo pogojev shranjevanja lahko pride do spremembe bioloSke
uporabnosti, kar pa spremeni ucinkovitost zdravila. Zato je kontroliranje
disolucijskega profila pomemben del testiranja stabilnosti.

3. Neustrezna stabilnost se pokaze v porastu identificiranih razgradnih produktov
nad specifikacijsko mejo ali nastanku Se neidentificiranih in/ali toksi¢nih
razgradnih produktov. Ti lahko zmanjSajo varnosti koncnega produkta.

4. Neustrezna stabilnost se kaze Se v spremembi organolepti¢nih lastnosti (videz,
vonj, barva, bistrost, okus..) in spremembi homogenosti farmacevtskih

pripravkov (npr. suspenzij).
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5. Tudi sama ovejnina je lahko vzrok sprememb v farmacevtskih pripravkih. Poleg
tega, da se lahko spremenijo lastnosti ovojnine, kar zmanjSa zascito zdravila pred
zunanjimi vplivi, lahko zdravilo kontaminirajo tudi snovi iz primarne ovojnine. To
povzroca tako fizikalne kot kemijske spremembe v zdravilu.

6. Nestabilno je tudi zdravilo s spremenjenimi mikrobioloskimi lastnostmi.
MikrobioloSka kvaliteta se ne preverja samo v sterilnih izdelkih in pripravkih za
oc¢i, ampak tudi v ostalih farmacevtskih pripravkih. Do sprememb lahko pride na
dva nacina. Lahko pride do rasti Ze na zacetku prisotnih mikroorganizmov, ali pa le

ti kontaminirajo farmacevtske oblike zaradi posSkodovane ovojnine[1].
Testiranje stabilnosti zdravila zajema Sirok spekter sprememb, ki opredelijo:
1. kemijsko stabilnost,
2. fizikalno stabilnost ,
3. biolosko (mikrobiolosko) stabilnost zdravila.
Podrobneje bom opisal le pomen kemijske in fizikalne stabilnosti zdravil:

1. Kemijski vidik obravnava ucinkovino in pomoZzne snovi, kot potencialne substrate za
razlicne reakcije (organske in anorganske). Vrste organskih reakcij so odvisne od
funkcionalnih skupin v strukturi u€inkovine ali pomozne snovi oziroma od potencialni
reaktivnih mest. Primeri nekaterih organskih reakcij, znaCilnih za posamezne funkcionalne
skupine, so predstavljeni v preglednici I. Strukturna raznolikost u¢inkovin in pomoZnih
snovi, je razlog za Sirok spekter najrazli¢nejSih reakcij, ki jih zasledimo ob kemi¢nem
razpadu uéinkovin. Obseg specifi¢ne reakcije razpada pa je odvisen od vrste farmacevtske
oblike in od okolja, kateremu je u€inkovina oz. farmacevtska oblika izpostavljena, torej od

temperature, relativne vlage (RV) oz. vodne aktivnosti (ay), kisika... [1].

2. Fizikalno stabilnost zdravila doloc¢ajo spremembe fizikalnih lastnosti ucinkovine,

pomozne snovi, kot tudi celotne farmacevtske oblike.

Fizikalne spremembe v farmacevtskem pripravku so posledica sprememb v mikroskopskih
fizikalnih stanjih, ko gre za prehode med amorfno in kristalno obliko, ter hidrati in solvati.
S¢asoma se nestabilne oziroma metastabilne oblike spreminjajo v termodinami¢no

najugodnejSo obliko.
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Preglednica I: Pogoste reakcije nastanka razgradnih produktov v odvisnosti od funkcionalnih skupin

ucinkovine[3].

Funkcionalne
skupine

Pogoste reakcije nastanka razgradnih produktov

estri, laktoni,
karbamati, imidi
amidi, laktami

karboksilne Kisline

aldehidi, ketoni

acetali, ketali

ciano skupine(CN)

amino skupine

nitro skupine

sulfonamidi

sulfoksidne skupine

tioli, etri, tioetri

hidrolize — v alkalnih in nevtralnih pogojih* (primer: acetilsalicilna
kislina do salicilne Kisline)

kislinsko/bazi¢ne hidrolize,
polimerizacije (primer: ampicilin)

nukleofilne substitucije do nastanka estrov, anhidridov, amidov,
dekarboksilacije,
dehidracije do nastanka laktonov*, laktamov (primer: cefuroksim)

keto-enol tavtomerije,
nukleofilne adicije,
oksidacije (primer: aldehidi),
aldolne kondenzacije

kislinske hidrolize
hidrolize in sledeca tavtomerije do amida,
oksidacije

oksidacije in nastanek N-oksidov iz terciarnih aminov ter nitozo spojin
iz primarnih aminov,
nukleofilne reakcije ( primera:Mailardova reakcija s reducirajoc¢imi
sladkorji, 1,4 Michaelova adicija s maleatom*)

fotokemijske reakcije

kislinske hidrolize,
nukleofilne substitucije do nastanka sulfonskih estrov

Oksidacije*,
redukcije

kislinsko/bazi¢ne hidrolize,
oksidacije

*V izbranih modelnih farmacevtskih oblikah smo opazovali podcrtane razpadne reakcije.

Hitrost in obseg prehoda med stanji sta odvisna od energijske bariere med njimi ter od

faktorjev okolja (temperatura, vlaga...). Zato v fazi testiranja stabilnosti ucinkovine

izberemo polimorf z najustreznejSo stabilnostjo in tega kasneje vklju¢imo v koncno

farmacevtsko obliko. Pri izbiri je potrebno upostevati tudi druge fizikalne lastnosti oblike,

kot so topnost, hitrost raztapljanja, preto¢ne lastnosti, stisljivost, povrsinsko energijo...,

zato ne moremo vedno izbrati termodinami¢no najugodnejSe oblike. Poleg prehodov med

posameznimi stanji, se lahko pojavijo tudi ostale fizikalne spremembe, kot so rast kristalov

in s tem vecanje delcev, sprijemanje delcev zaradi vezave vlage (kapilarne sile), trdne

ucinkovine in pomozne snovi pa lahko preidejo tudi v drugo agregatno stanje (v talino ali
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pa sublimirajo). Te spremembe se lahko izrazijo v spremembah organolepti¢nih lasnosti
(nastanejo grudice, pojav nehomogenosti prahu, sprememba barve...) ali pa vplivajo na
topnost, hitrost raztapljanja... Organolepti¢ne spremembe niso vedno posledica fizikalne
nestabilnosti, temve¢ je sprememba videza, barve, okusa vecCkrat posledica kemijskih

sprememb.

Fizikalno-kemijske spremembe v ucinkovini in pomoznih snoveh so v tesni medsebojni

odvisnosti.

Kako je torej potrebno razviti stabilno zdravilo? V grobem razdelimo testiranje stabilnosti

v tri faze:
1. Razvojna faza:

V prvi fazi se izvajajo stabilnostne Studije z namenom pridobivanja podatkov o intrinzi¢ni
stabilnosti same ucinkovine in kompatibilnosti s pomoznimi snovmi. Tako omogo¢imo
razvoj primernih procesnih pogojev za izdelavo ucinkovine in farmacevtske oblike ter
izbiro z u¢inkovino kompatibilnih pomozZnih snovi za izdelavo testnih farmacevtskih oblik.
Hkrati se vrednoti tudi kvaliteta vhodnih materialov. Glede na lastnosti farmacevtske
oblike in nacin aplikacije je potrebno izbrati ustrezno primarno in kasneje Se sekundarno
ovojnino ter testirati stabilnost razliénih farmacevtskih oblik. V prvi fazi se izberejo
stabilnostno indikativne analizne metode, ki so osnova za vsa nadaljnja stabilnostna

testiranja izbrane farmacevtske farmacevtske oblike

2. Registracijska faza:
Druga faza razvoja je testiranje stabilnosti izbrane kon¢ne farmacevtske oblike za pripravo
registracijskega dosjeja.

3. Fazatrzenja
Po izdaji dovoljenja za promet z zdravilom se za¢ne tretja faza v kateri se z rednimi letnimi
stabilnostnimi Studijami periodicno preverja stabilnost farmacevtske oblike (follow up
stability). V tej fazi se lahko izvajajo dodatne Studije, kadar pride do sprememb v

proizvodnem procesu, do zamenjave dobavitelja vhodnih materialov ali do spremembe

farmacevtske oblike.
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ICH

Razli¢ne kulture in razvitost posameznih podrocij ter nenazadnje razli¢ni klimatski pogoji
so povzrocili, da je med regijami sveta pri§lo do razhajanj v izvedbi stabilnostnih §tudij in
postavljanju regulatornih zahtev. Za uporabo zdravila v razli¢nih delih sveta je bilo
potrebno podvajati dolgoro¢ne Studije. Proces poenotenja zahtev za testiranje stabilnosti
zdravil so zaceli leta 1980 v Evropi in ga kasneje prenesli Se na amerisko in japonsko
regulativo. Leta 1990 je bila v prizadevanjih za poenotenje zahtev za kakovost zdravil
ustvarjena ICH (International Conference on Harmonisation of Technical Requirements
for Registration of Pharmaceuticals for Human Use), katere namen je bil in je Se danes
omogociti bolj gospodarsko uporabo ¢loveskih, zivalskih in materialnih virov pri testiranju
in izdelavi zdravil, odpravljati nepotrebne zamude v razvoju, dajati zdravilu moZnost
mednarodnega jamstva kakovosti, varnosti in ucinkovitosti, ter postavljati mednarodne
regulatorne zahteve, vse naSteto z namenom zasCite javnega zdravja. Pod poglavjem
kakovosti se skriva ogromno smernic, ki so danes v kombinaciji z specificnimi
regulatornimi zahtevami osnova za izvajanje v nadaljevanju predstavljenih stabilnostnih
Studij, z namenom pridobitve potrebne dokumentacije za sprostitev izdelka na Zeljeno
trzisce [4].

ICH v smernici » Testiranje stabilnosti novih farmacevtskih snovi in izdelkov« v ¢asovnem
poteku razvoja farmacevtske oblike omenja pet razlicnih stabilnostnih Studij, ki se med

seboj znacilno razlikujejo:

Studije pospesene stabilnosti (Accelerated stability testing) naértujemo in izvedemo pri
kontroliranih predpisanih ekstremnih pogojih z namenom pospesitve kemijske in fizikalne
spremembe v farmacevtski obliki. Pridobljeni podatki so skupaj z rezultati iz dolgoro¢nih
Studij del registracijske dokumentacije in jih uporabljamo za predvidevanje hitrosti
nastajanja potencialnih sprememb farmacevtske oblike ob shranjevanju na predpisanih
pogojih. Podatki pospesene stabilnosti so uporabni za ocenjevanje sprememb, kadar pogoji

shranjevanja ne dosegajo predpisanih kriterijev (npr. v ¢asu transporta).

Studije vmesne pospeSene stabilnosti (Intermediate stability testing) so prav tako
nacrtovane za pospesitev kemijske in fizikalne spremembe v farmacevtski obliki, vendar za

izdelke, ki na pogojih pospesene stabilnosti izkazejo neustrezno stabilnost.
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Studije dolgoroéne stabilnosti (Long-term stability testing) so Studije staranja
ucinkovine in kon¢ne farmacevtske oblike na predpisanih pogojih shranjevanja, z

namenom potrjevanja in podaljSevanja roka uporabnosti izdelka.

Pogoji omenjenih stabilnostnih $tudij so odvisni od regije sveta v kateri zapros¢amo za
dovoljenje za promet z zdravilom. V ta namen uporabljamo delitev sveta na 4 klimatske
cone, ki jo je leta 1993 predlagal W.Grimm. V ICH smernici Q1A (R2) najdemo
predstavljene sploSne pogoje za izvedbo stabilnostnih Studij v vsaki izmed S§tirih klimatskih
con. Zaradi specificnih zahtev nekaterih regij, pa je vcasih potrebno upostevati tudi
nekatere regionalne in nacionalne predpise (ASEAN, ANVISA) [2][5].

Preglednica II: Pogoji in ¢asovni potek stabilnostnega testa v odvisnosti od vrste stabilnostne Studije,

kot jih predlaga ICH smernica Q1A za klimatski coni I. in II. Pogoji ne veljajo za u¢inkovine in kon¢ne

farmacevtske oblike, ki se shranjujejo v hladilniku ali zamrzovalniku [5].

Casovni potek

Vrsta stabilnostne Studije Pogoji shranjevanja
testiranja
. 0,3,6,9,12,24,36,48,60
Studije dolgorocne stabilnosti 25°C + 2°C/60% RV + 5% RV
mes
Studije vmesne pospesene
30°C +2°C/65% RV £ 5% RV 0,3,6,9,12 mes
stabilnosti

Studije pospesene stabilnosti 40°C = 2°C/75% RV + 5% RV 0,3,6 mes

V ICH smernicah so omenjene Se takoimenovane »in use« Studije stabilnosti in Studije

stresne stabilnosti. [5].
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1.2. Stresni testi

1.2.1. ICH vidik

ICH v smernici Q1A stresne teste definira, kot uporabno orodje za hitro napovedovanje ali
oceno stabilnosti u¢inkovine in kon¢ne farmacevtske oblike. Poleg tega so stresni testi
pomembni za razvoj stabilnostno indikativne analizne metode in odkrivanje mehanizma

razpada ucinkovine ter potencialnih razgradnih produktov [5].
Dolocanje intrinzi¢ne stabilnosti u¢inkovine:

ICH zahteva, da je za nove farmacevtske ucinkovine in izdleke, informacije o intrinzicni
stabilnosti uc¢inkovine potrebno vkljuciti v registracijsko dokumentacijo. V ta namen je v
ICH smernici Q1A nekoliko opisan ta aspekt uporabe stresnih testov. Predlagani pogoji
stresnih testov so relativne vlage visje od 75 % ter temerature, ki so obi€ajno vsaj za 10°C
vi§je od tistih za izvajanje testov pospesene stabilnosti. Smernica navaja tudi potrebo po
stresnih testih z oksidacijskimi pogoji, pogoji, ki omogocajo preucitev hidrolizne
stabilnosti in pogoji, ki povzro€ajo fotolizo. Fotostabilnostni stresni testi na novih

ucinkovinah pa so posebej opisani v istoimenski smernici z znako Q1B.

V sklopu ugotavljanja intrinzi¢ne stabilnosti s stresnimi testi je omenjena tudi potreba po
ugotavljanju mehanizma razpada uéinkovine. Ce dolo¢en razgradni produkt nastaja samo
pri stresnih pogojih ne pa tudi pri pogojih Studij dolgorocne in/ali pospeSene stabilnosti,

mehanizem razpada ni vedno potebno dolocati [5].

1.2.2. Zbrani literaturni podatki o uporabi in nacrtovanju stresnih testov
Poleg omenjenih moznosti uporabe stresnih testov v ICH smernicah, imajo v realnosti te

Studije Se veliko SirSi pomen in se jih uporablja tudi kot orodje za:

izbiro ustreznih oblik ucinkovine (ustrezne soli...), pomoznih snovi za pravilno

izbiro in razvoj kon¢ne farmacevtske oblike,
- izbiro ustrezne zasCitne ovojnine,

- simulirano tvorbo in izolacijo razgradnih potencialnih toksi¢nih produktov (katerih

sinteza ni mogoca) za predklini¢na toksikoloska vrednotenja,

- izbiro in modifikacijo pogojev sinteze ucinkovine in postopka farmacevtske oblike,
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- Studije absorpcije (ugotavljamo ali dolo¢ena farmacevtska oblika potrebuje
acidoresistentno obliko), distribucije, eliminacije in metabolizma (kadar nastali
razgradni produkti predstavljajo metabolite, jih je za Studije metabolizma lazje

tvoriti s stresnimi testi, kot jih izolirati iz organizmov),
- pripravo referen¢nih materialov,
- napovedovanje dolgoro¢ne stabilnosti zdravil.

Vse omenjene moznosti uporabe niso zanimive za stabilnostne Studije, zato le-teh v
nadaljevanju ne bomo obravanavali. Poleg tega je spekter uporabe stresnih testov Se
mnogo $irsi, predstavil sem le nekaj dodatnih moznosti uporabe. Izpostaviti pa je potrebno
dejstvo, ki ga ICH smernica ne poudarja dovolj, in sicer, da se stresne stabilnostne Studije
izvajajo v vseh fazah razvoja zdravila, tudi na zdravilih, ki so ze na trziScu ali Sele
pripravljene za vstop v klini¢no fazo razvoja. Prav informacije o slednjih stresnih Studijah

zahtevajo tudi nekatere regulatorne ustanove [3][6][7].

ICH smernice ne dajejo natan¢nih navodil za nacin izvedbe stresnih testov [3][6]. Veliko
podatkov pa lahko najdemo v ostalih literaturnih virih, ki nam lahko pomagajo pri
nacrtovanju stresnih testov. V farmacevtskih podjetjih imajo marsikje ze razvite standardne
postopke in predpisujejo protokole za izvedbo stresnih stabilnostnih Studij. Poleg tega
imajo formirane posebne skupine za nacrtovanje in izvajanje stresnih testov, s Cimer

zagotavljajo izmenjavo izkuSenj in znanja [7].

Glede na informacije, ki jih Zelimo s stresnimi testi dobiti, moramo le-te tudi ustrezno
nacrtovati. Ob ustreznem nacrtovnanju in izvedbi stresnih $tudij lahko pravilno vrednotimo
intrinzi¢no stabilnost u¢inkovine ali farmacevtske oblike in hkrati razvijemo stabilnostno
indikativne analitske metode za testiranje stabilnosti ucCinkovine, zmesi ucinkovine in
pomoznih snovi ter farmacevtske oblike [6]. Zaradi kompleksnosti in raznolikosti
farmacevtskih oblik pa nacrtovanje stresnih testov zahteva vcasih tudi popolnoma nove

pristope.

V nadaljevanju bomo najprej predstavili nekaj bolj podrobnih navodil za nacrtovanje in
izvedbo posameznih stresnih Studij, pri ¢emer se bomo bolj posvetili kemijski stabilnosti

zdravil.
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1.2.2.1. DOLOCANJE INTRINZICNE STABILNOSTI

Namen dolocanja intrinzi¢ne stabilnost je spoznati potencialne razpadne poti, kinetiko
razpada in identificirati potencialne razgradne produkte, predvsem pa dolociti pogoje, ki

vodijo v razpad ucinkovine (meSanic s pomoznimi snovmi, farmacevtske oblike) [3].
I.  Pogoji stresnih testov

Kot navaja tudi Q1A ICH smernica je na$ cilj spoznati 4 osnovne mehanizme razpada, in
sicer termolizni, hidrolizni, oksidativni in fotolizni razpad uc¢inkovine. V tem poglavju

bomo razs$irili vidik intrinzi¢ne stabilnosti tudi na farmacevtske oblike.

Podatke o omenjenih razpadih lahko dobimo z izbiro ustreznih stresnih pogojev. Vrsta
vzorca pa nam priblizno pove, katere vrste stresnih pogojev moramo izbrati, da bomo
dobili zadostno informacijo o razpadu. Dosedanja spoznanja farmacevtskih raziskovalnih
skupin o specifi¢nih pogojih za izvedbo stresnih tesov (ob upostevanju ICH in FDA
smernic) so predstavljena v preglednici 3. Predstavljeni pogoj so sploSni (zdruZeni iz
predlogov pogojev v literaturnih virih [3][6][7]) in pomagajo pri zaletnih nacrtovanjih,
kasneje pa se o potrebnih pogojih odlo¢amo glede na naravo vzorca. Osredotocili se bomo
na pogoje, ki povzrocajo termolizni in oksidacijski razkroj, saj bomo v diplomskem delu

opazovali samo ti dve vrsti razpadnih reakcij.
TERMOLIZNI RAZPAD pri kontrolirani in nekontrolirani relativni vlagi

Ucinkovine v raztopinah ali suspenzijah in tekoCih kon¢nih farmacevtskih oblikah
ponavadi izpostavljamo manj ekstremnim termoliznim pogojem kot trdno substanco.
Pogoje za testiranje zmesi pomoznih snovi in u¢inkovine ter njihovih raztopin izbiramo
glede na Ze znane rezultate s stresnega testiranja substance. Pogoje kombinirane relativne
vlage in termoliznih pogojev uporabljamo pri testiranju trdne substance in trdnih
farmacevtskih oblik. Za zelo stabilne vzorce pa je za doseganje razkroja v€asih potrebna
aplikacija ekstremnejSih pogojev (glej preglednico III). V literaturi zaradi ve¢je moznosti
napacne interpretacije (sprememba mehanizma razpada, spremenjena kinetika) navajajo
posebno previdnost pri uporabi ekstremnejSih pogojev. Da lahko razlikujemo med
termoliznim in fotoliznim razpadom, termolizne stresne teste s kontrolirano ali

nekontrolirano relativno vlago, najveckrat izvajamo v temi.
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Preglednica III: Zbrani pogoji stresnih Studij za dolo¢anje intrinzi¢ne aktivnost substance v trdni obliki

in raztopinah ter trdnih in tekocih farmacevtskih oblik.

Vrsta pogojev Pogoj (¢as stresnega testa)

Termolizni 50-70°C (nekaj dni do 3 mesece)
70-90°C za zelo stabilne vzorce
Termolizni/RV 40-70°C / 51-75%
70-90°C />75% za zelo stabilne vzorce
Hidrolizni pH 1-13, moZen dodatek sotopil (ACN), pri sobni T ( do 14 dni )
0,03-3%H:02,
Cu?+, Fe3+,
Oksidacijski 0, atmosfera,
Pri T do 40°C
( do nekaj tednov)
2-10-kratna doza vidne in/ali UV svetlobe, ki jo navaja

Q1B ICH smernica

Fotolizni

Pod termolizni razpad Stejemo vse s temperaturo pogojene razpadne reakcije. Te so
najpogosteje  hidroliza/dehidracija,  izomerizacije/epimerizacije,  dekarboksilacije,
premestitve, polimerizacije in $e druge. V ta sklop ponavadi ne priStevamo fotoliznih

reakcij in oksidacij, ker so te primarno odvisne od drugih dejavnikov in ne od temperature.

Za napovedovanje dolgorocnega termoliznega razpada je mozno Kkonstruiranje

Arrheniusove odvisnosti, katere uporabo in omejitve bomo predstavili v nadaljevanju
[316][7].
OKSIDACIJSKI RAZPAD

Oksidacije v raztopinah preverjamo z dodatkom raztopin H,O, ali ionov kovin (npr. Fe*").
Oksidacijsko odpornost trdne substance, zmesi s pomoZnimi snovmi in trdnih
farmacevtskih oblik pa preverjamo z zapiranjem vzorcev pod O, atmosfero. Stresni testi
posnemanja oksidacijskih pogojev se najveckrat izvajajo v temi in pri temperaturi, ki pri
vzorcih v raztopinah ne presega 40°C, pri trdnih vzorcih pa 60°C.

V splosnem oksidacijskega razpada torej ne Stejemo med termi¢no pogojene reakcije, toda
oksidacije v trdnem stanju so zaradi zmanjSane mobilnosti molekul razli¢ne-pocasnejse od

klasi¢nih avtooksidacijskih reakcij v raztopini, ki imajo spremenljivo kinetiko razpada. To

omogoci uporabo povisanih temperatur in Arrheniusove odvisnosti (ker je kinetika bolj

10
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konstantna), problem pa se lahko pojavi, kadar se zaradi poviSanih temperatur razgrajujejo

primarni oksidacijski razgradni produkti v sekundarne [3][6][7].
II.  Identifikacija razgradnega produkta

Razgradni produkti spadajo med organske necistote. Za dolo¢itev mehanizma razpada je
nujna identifikacija (doloCitev strukture) razgradnega produkta. Pri odlo¢anju katere

razgradne produkte bomo identificirali, se odlo¢amo po dveh nacelih:

- Upostevanje ICH smernic o necistotah v novih u€inkovinah in novih farmacevtskih
produktih (Q3A(R2) in Q3B(R2)), ki predpisujejo identifikacijo tistih necistot
(torej tudi razgradnih produktov), ki presezejo predpisan identifikacijski prag.

- Kemijsko voden pristop, pri katerem je naS namen identificirati vse razgradne
produkte, ki so prisotni v relativno visokem delezu, cetudi ne presegajo meje

identifikacije.

Kadar zelimo spoznati vse razpadne poti in hkrati potrditi ustreznost analizne metode, je
bolje, ¢e se ravnamo po drugem nacelu. Sam proces dolocanja strukure zahteva veliko
znanja organske, fizikalne in analizne kemije in uporabo Sirokega spektra analiznih metod.

Nekateri splo$ni postopki identifikacije so:

- Izolacija razgradnega produkta s pomocjo HPLC-UV ter analiza na masnem
spekrometru (MS) ali tandemskem masnem spektrometru (MS/MS). S tem dobimo
informacijo o molski masi molekule, ki, ¢e jo primerjamo z molskimi masami
potencialnih razgradnih produktov, ponavadi Zze =zadostuje za ustrezno

identifikacijo.

- Identifikacija lahko poteka samo z uporabo HPLC-UV tehnike, kadar imamo na

razpolago standard znanega razgradnega produkta.

- Za potrditev strukture razgradnih produktov ali kadar omenjene analizne tehnike

identifikacije odpovejo, pa se uporablja NMR [3][8][9].
III.  Dolo¢anje mehanizma razpada

Doloc¢itev mehanizma razpada je klju¢na za kon¢no razumevanje intrinzi¢ne stabilnosti in

nadaljno validacijo stabilnostno indikativne-metode.

Za dolo¢anje mehanizma razpada je nujno poznavanje glavnih razgradnih produktov. Pri

tem igrata pomembno vlogo nacrtovanje in ustrezna interpretacija rezultatov Studij stresne

11
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stabilnosti. Paziti moramo, da med glavne produkte ne pristevamo sekundarnih razgradnih
produktov, ki bi nam dali napa¢no informacijo o glavnhem mehanizmu razpada. Zato je
pomembno, da za nacrtovanje stresnega testa upoStevamo smernice za pogoje
predstavljene v preglednici 3 in s tem nekoliko zmanjSamo moznost napacne interpretacije

dobljenih podatkov [3][6][7].
IV.  Kinetika razpada

Kinetike razpada primarno ne doloCamo pri intrinzic¢ni stabilnosti u¢inkovine in nas
potencialna spremenjena kinetika niti ne moti veliko, ¢e le ostajajo mehanizmi razpada
enaki. Kinetika nas zanima predvsem v smislu izbire ustreznega ¢asa staranja vzorcev pri
izbranih pogojih, s katerimi dosezemo Zeljen rakroj ucinkovine oziroma zeljen procent
razgradnega produkta. Postavlja pa se vpraSanje, kakSen naj bi bil ta procent. Kot navajajo
viri [3][6][7] je maksimalna vrednost razkroja ucinkovine, ki jo zelimo dose¢i 5 do 15
oziroma 20%. V tem obmocju razkroja naj bi dosegali najrealnej$e mehanizme razpada in
se izognili nastanku sekundarnih razgradnih produktov. Maksimalni Cas staranja in pogoje

moramo tako prilagoditi ciljanemu procentu razkroja [3][6][7].

1.2.2.2. RAZVO] STABILNOSTNO INDIKATIVNE ANALIZNE METODE

Stresne teste za razvoj stabilnostno indikativne analizne metode nacrtujemo in razvijamo
na podoben nacin kot stresne teste za doloCanje intrinzi¢ne stabilnosti u€inkovine. Idealna
kromatografska analizna metoda za dolo¢anje necistot v vzorcu, bo od u¢inkovine locila in
hkrati zaznala vse razgradne produkte in sorodne snovi, pri tem pa bodo poznani tudi
faktorji odzivnosti razgradnih produktov in sorodnih snovi glede na ucinkovino. Pred
poznavanjem intrinzi¢ne stabilnosti ucinkovine ali kon¢ne farmacevtske oblike, je
potrditev idealnosti neke metode oziroma oznalitev le-te za stabilnostno indikativno

prakticno nemogoca.

NajpogostejSa kromatografska metoda, ki se jo uporablja za proucevanje kemijske
stabilnosti u¢inkovine in farmacevtskih oblik, je HPLC. Obi¢ajno gre za reverzno fazno
razli¢ico analize, ker je najveCkrat primerna loCitvena tehnika za vecino zdravilnih
ucinkovin in njihovih analogov. Alternative so normalnofazna HPLC, TLC ali celo GC.
Locitev s HPLC je lahko izokratska ali gradientna, slednja je bolj primerna za zacetne
razvojne analize, kadar Se ne poznamo celotnega spektra necistot v vzorcu, ter za doloCanje

vsebnosti sorodnih snovi in razgradnih produktov. Za detekcijo je najpogosteje uporabljen

12



Dejan Krajcar Diplomska naloga

UV spektrofotometer, mozne pa so tudi druge detekcijske tehnike: fluorescencni detektor,

refraktometer, MS...

Ko razvijemo primerno metodo, jo je potrebno Se validirati. ICH v smernici Q2(R1)
postavlja parametre, ki jih je potrebno upostevati pri validaciji metode. Ti so to¢nost,
natancnost, specificnost, meja detekcije, meja kvantifikacije, linearnost in obmocje
linearnosti. Validacijske parametre je dobro preverjati Ze v fazi razvoja metode, seveda pa

v primerno manj$em obsegu, kot pri validaciji koncne analizne metode. [3].

1.2.2.3. UPORABA STRESNIH STABILNOSTNIH STUDI] ZA NAPOVEDOVANJE
DOLGOROCNE STABILNOSTI IN IZVEDBO PRIMERJALNIH STUDIJ

Podrobnih opisov, kako nacrtovati in izvajati stresne Studije za dolgorocna napovedovanja
porastov deleza razgradnih produktov (ali padca deleza ucinkovine) v literaturi nismo
zasledili. Ponekod ta moznost uporabe sploh ni omenjena [S][10][11]. Tam, kjer je ta
moznost uporabe omenjena, pa navajajo potrebo po dodatnih potrditvenih Studijah
metodologije [6], oziroma potrebo po vkljucitvi podatkov pospeSene stabilnosti v takSne
Studije, z namenom bolj zanesljivega napovedovanja dolgorocne stabilnosti [3]. V
literaturnih virih [12] [13] lahko zasledimo Ze veliko podatkov o uporabi pospeSenih
stabilnostnih $tudij za napovedovanje dolgoro¢ne stabilnosti in z njimi si lahko pomagamo
pri nacrtovanju podobnih stresnih testov (kineti¢ni vidik in vpliv vlage na kinetiko bosta

tako predstavljena v nadaljevanju).

V tem sklopu $tudij omenimo Se primerjalne stresne teste, ki jih v fazi trzenja zdravila ali v
razvojni fazi izvajamo z namenom hitre potrditve nespremenjene pospesene ali dolgoro¢ne
stabilnosti kon¢ne farmacevtske oblike, kateri smo spremenili sintezo ali ponudnika
ucinkovine, postopek formulacije, postopek pakiranja...[3]. Poglejmo si nekaj za nas

aktualnih aspektov nacrtovanja takih stresnih Studij.

Uporabiti je potrebno ze znane informacije iz Studij stresne, pospesSene in dolgorocne
stabilnosti na ucinkovini ali kon¢ni farmacevtski obliki, saj nam lahko zelo olajSajo
nacrtovanje. Predvsem pa moramo zaenkrat, dokler stresni testi Se nimajo dokazane
ustrezne metodologije za namene napovedovanja, vse napovedi preveriti z realnimi
rezultati in tako potrditi ustreznost stresne Studije ter reprezentativnost rezultatov
stresnih Studij [3][6]. Doseganje slednje je glavni cilj, a hkrati tudi nas glavni problem.

Kot pri ugotavljanju intrinzicne stabilnosti, je za reprezentativnost vzorca nujen
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nespremenjen mehanizem razpada pri stresnih in dolgoro¢nih pogojih, v tem primeru tudi
med dvema primerjanima vzorcema. Predlagan maksimalni deleZ nastalega razgradnega
produkta za primerjalne Studije ima vrednost nekje nad specifikacijsko mejo za dolo¢en
razgradni produkt. Ob predpisani uporabi validirane stabilnostno indikativne analitske
metode, je izpostavljena potreba po spremljanju porasta deleza razgradnih produktov,
in ne padca deleza vsebnosti uc¢inkovine, ker tako izkoristimo vecjo to¢nost metod, ko gre
za opazovanje manjSih sprememb. Zaradi opazovanja zelo nizkih deleZzev razgradnih
produktov, pa moramo poseben poudarek postaviti tudi na mejo detekcije in kvantifikacije
analizne metode. Vsebnik, ki ga uporabimo za primerjalne stresne teste, naj bi bil enak,
razen, ¢e je naS namen dokazati enako stabilnost v razlicnih vsebnikih. Poudarja se Se
mozna potreba po kontroli relativne vlage (odvisno od vsebnosti vode v farmacevtski
obliki, sorpcijskih lastnosti in vpliva vode na reakcijo razpada) in potreba po enakih
pogojih relativne vlage v primerjanih vzorcih. Dodaten vidik, glede na stresne teste za
ugotavljanje intrinzi¢ne stabilnosti, ki ga moramo upostevati, pa je kinetika razpadne
reakcije. Potrebno je postaviti in potrditi kineticni model, ki pa se med stabilnostno Studijo
ne sme spreminjati. Le tako lahko namre¢ upravi¢cimo uporabo Arrheniusove odvisnosti.
Kineti¢ne modele bomo opisali v nadaljevanju. Poudarja se Se pomembnost statisticno
nacrtovane stresne Studije, ker se le tako na koncu razlike med vzorci lahko opredelijo za
signifikantne ali pa¢ ne. V ta namen je potrebno Studije izvajat na vecih serijah, poleg tega
je potrebno za konstruiranje in dokazovanje linearnosti uporabiti vsaj 4 tocke (torej 4

¢asovne tocke, ko govorimo o dolo¢anju kinetike) [3].

Kljub dolofenim smernicam je podro¢je uporabe stresnih testov za napovedovanje

dolgoroc¢ne stabilnosti Se dokaj neraziskano.
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1.3. Kinetika kemijske reakcije v trdnih sistemih

Ucinkovina lahko v produktu razpada po eni ali ve¢ razpadnih poteh, katerih kemijska
kinetika je lahko zelo razlicna. Poznavanje te kinetike je klju¢nega pomena za kakrsnokoli
napovedovanje porasta razgradnih produktov oz. ekstrapolacijo kinetike na daljSe ¢asovno

obdobje in/ali druge reakcijske pogoje (pogoje shranjevanja).

1.3.1. Osnove kemijske Kkinetike

Hitrost kemijske reakcije lahko opiSemo s ¢lenom dx/dt, kjer dx predstavlja zelo malo
spremembo v koncentraciji (delezu, masi) v zelo kratkem c¢asu (dt). Za hitrost kemijske
reakcije velja, da je sorazmerna koncentraciji nastalega produkta, kakor tudi potenciranim
koncentracijam reaktantov (vrednost potence je odvisna od Stevila molekul, ki vplivajo na
hitrost reakcije). SeStevek omenjenih potenc na koncentracijah reaktantov imenujemo tudi

red reakcije [14].

Enacba 1: SploSna enacba za hitrost reakcije: aA+bB+..nN — Produkt.

—1dd -—14dF

| e e =t e e = i % b . T
vE——= ks (A% (B x x N

¥ . Bltrost reakeife. o b . ftevilie molekul wdeleZenth v reaketfi,
dd. df .. sprementlie boncentr actfe reattantop,
dt .. sprammanche. fase, k.- kanstenta httrostt recketja

& B N .. kencentracifa reaktanter

Konstanta reakcije k, je specificna konstanta dolocene reakcije in je odvisna od:

- prisotnosti katalizatorjev,
- temperature (T)

- in topila v katerem reakcija poteka.
Vse nastete spremenljivke lahko posledi¢no tudi moc¢no vplivajo na hitrost reakcije [14].

V farmaciji se sreCamo z najrazlicnejSimi kinetikami reakcij, najbolj pogoste, lahko

razloZljive in zaradi tega uporabne, pa so sledece:
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Reakcije 0.reda

Za reakcije nictega reda je znacilno, da je njihova hitrost neodvisna od koncentracije

reaktantov in se zato s Casom ne spreminja [14].

Enacba 2: Enacba hitrosti reakcije za 0.red.

% ... httrast rackctfa.dX .. spremeamia kancentractfa,

6t .. spremantha tasa. k.. Bonstania kiirostt reaketje

Reakcije psevdo 0.reda

Za reakcije psevdo-nictega reda je znacilno, da je njihova hitrost odvisna od koncentracije
enega reaktanta, ki pa je skozi neko ¢asovno obdobe konstantna. Hitrost reakcije lahko
zato opiSemo z enako enacbo kot pri ni¢tem redu, razlika je le v tem, da se moramo

zavedati, da imamo v tem primeru opravka z navidezno konstanto kinetike [14].

Enacba 3: Enacba hitrosti reakcije za psevdo 0.red.

dX
E:Hﬂmu}=kxﬂﬂ

=
¥ .. kttrost reakeife, dX .. sprememba koncentractfe,

dt .. sprememba tasa, k (pav) . navidenzna Fonstanta kitresti reakclfe,

k.. prava konstanta httrostt reakelfe. Ad.. konstantna kenceniracifa reakianta.

Reakcije 1.reda

Za reakcije prvega reda je znacilno, da je njihova hitrost sorazmerna koncentraciji

reaktanta in se zato s ¢asom spreminja [ 14].

Enacba 4: Enacba hitrosti reakcije za 1.red.

v=¢r=kx£&1}

dt
¥ . Bltrost reakeife.dX .. spromemba koncentracife,

it .. spramantha tasa. k.. konstanta Ritrosti reaketfe.
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At .. spreminfafeta kencentractfa reaktanta.

Reakcije psevdo 1.reda

Za reakcije psevdo prvega reda je znacilno, da je njihova hitrost sicer sorazmerna
koncentraciji dveh reaktantov, vendar pa je koncetracija enega reaktanta v prebitku glede
na drugo, zato ima le slednja signifikanten vpliv na hitrost reakcije. Hitrost opiSemo z

enacbo za 1. red, spet pa imamo opraviti z navidezno konstanto [14].

Enacba 5: Enacba hitrosti reakcije za psevdo 1.red.

%:&&;;@xﬂﬂ}: E (A < (B

®=
¥ . Bttrost reakeife.dX .. sprememba koncentracife,

dt .. sprememba tasa, k (pav) . navidenzna Fonstanta kitresti reakclfe,

k.. proava Eonstanta hitrostt reakctfe, B .. Roncentractfa reaktanta v prebitku,
4 .. niifa kencentractfa reaktanta

Reakcije 2.reda

Za reakcije drugega reda je znacilno, da je njihova hitrost odvisna od koncentracije dveh

reaktantov [14].

Enacba 6: Enacba hitrosti reakcije za 2.red.

dx
L k x (AY) = (BY)

¥ . Bltrost reakeife.dX .. spromemba koncentracife,

af .. sprramantia. fasa, k.. konstanta. bifrastt raaketfs

4%, B* ... koncentracife reaktantow,

1.3.2. Teoreti¢ni in eksperimentalni kineti¢ni modeli

Kadar imamo opraviti z u¢inkovinami v raztopinah kot kon¢nih formulacijah so modeli, ki
opisujejo kemijsko kinetiko, relativno jasni in jih precej dobro opiSemo z 1.redom.

Podobno lahko za ucinkovino v suspenziji napovemo reakcijo razpada po kinetiki nictega

oziroma psevdo niCtega reda [14]. Nas pa je zanimala kinetika razpada v trdnih
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heterogenih sistemih, ki pa je precej bolj kompleksna. V tabletah se lahko spreminjajo

fizikalno-kemijske karakteristike u¢inkovine in tudi karakteristike pomoznih snovi.

V literaturi [3] in [15] je opisanih ve¢ modelov, ki jih je tezko predpostaviti vnaprej, v
vsakem primeru pa je potrebno izbrano kinetiko potrditi z eksperimentalnimi podatki za

vsak posamezen produkt.

Nekateri primeri kinetiénih modelov so: Janderjeva enacba (model uporaben za
farmacevtske oblike, kjer je en reaktant shranjen v drugemu in je reakcija razpada
kontrolirana z difuzijo), Bawnova enacba (model za razpadne reakcije, kjer se tvori teko¢
ali plinast produkt), Leeson—-Mattockova enac¢ba (model je uporaben, kadar ucinkovina
razpada v adsorbiranem sloju vode) [3][15], Avrami Erofeevova enacba, Prout
Thompkinsonsonova enacba (model je uporaben, kadar hocemo upoStevati vpliv
relativne vlage) in avtokatalitiéni model, ki ga lahko opiSemo z ve¢ enacbami in za
katerega velja, da lahko z njim opiSemo kinetiko razpada kar 70% vseh malih molekul

ucinkovine kot take ali vgrajene v farmacevtsko obliko.

Avtokataliti¢ni model

Z nastajanjem razgradnega produkta lahko nastajajo kristalizacijska jedra ali nepravilnosti
v kristalni sestavi produkta, ki pogojujejo nadaljnje reakcije razpada u€inkovine. Pri takem
nacinu razpada ima krivulja prirastka razgradnega produkta v odvisnosti od ¢asa obicajno

S — obliko (slika 1), splosna enacba te krivulje pa je enacba 7 [3][15].

Enacba 7: Enacba hitrosti reakcije za

avtokataliti¢ni model.

% RP

dx
—_= — AT e g0
5 Eal x {1 — 2™ K, 5

b HE T - EOREERTDE,

& .. delst razgradnege produkta,

t.. tas, cas
S

k... konstanta razpada [15]. Slika 1: Shematski prikaz razpada po

avtokataliticnem modelu
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Nastajanje razgradnega produkta lahko razdelimo v tri faze. V zacetni fazi velja, da je
kinetika tvorbe razgradnega produkta premosorazmerna s Stevilom nastalih jeder in
nepravilnosti v kristalni strukturi. Torej ve¢ kot jih je ve¢ji je vpliv na kinetiko razpada.
Zacetne faze ne moremo opisati z eno enacbo ampak s splosno, ki jo lahko modificiramo

glede na eksperimentalne podatke [15].
Enacba 8: Enacba hitrosti, ki opisuje 1.fazo avtokataliticnega modela.

V literaturi nismo nasli enacb, ki bi
dX
Pk lahko opisovale fazo 2. hitrega

narasanja in fazo 3. upocasnjencga
X .. kenceniracife razgradnega produkia, .

prirasta razgradnega produkta.
t..tas. Avtokataliticni model opisujejo tudi
druge enacbe, ki izhajajo iz splosne

enacbe 7 [15].

k.. kinetika Ritrosti kemifske reakctfe,

% .. ekspertmentaite doloberne Heuile

Za vecino omenjenih modelov velja, da prikazujejo relativno linearno kinetiko (0.red) vse
nekje do meje 10 % razpada ucinkovine. To nazorno prikaze tudi opisan avtokataliti¢ni
model. V primeru, da je eksperimentalno Stevilo n enako 0, enacba 8 opisuje kinetiko
O.reda (glej enacbo 2) [3]. Glede na to, da se specifikacijske vrednosti za maksimalen
prirast razgradnih produktov gibljejo v precej nizjih mejah (povpre¢no dodatnih 0,2 ali 0,5
% glede na zaetno vrednost), smemo sklepati, da ti modeli najveCkrat v za nas
relevantnem obmocju razkroja prikazejo kinetiko O.reda [3][13]. Do podobnega sklepa bi
prisli tudi v primeru, Ce bi se reakcija razpada v trdni farmacevtski obliki obnasala po
kinetiki 1.reda. Do 2 % razpada ucinkovine, bi kinetiko prav tako lahko obravnavali kot

kinetiko O.reda [12].

1.3.3. Nacelo izokonverzije

Bolj podroben pregled kinetike v trdnih farmacevtskih oblikah, za namene napovedovanja
dolgorocne stabilnosti s pospeSenimi stabilnostnimi Studijami, pa so se pripravili
Waterman s sodelavei in poleg potrditve uporabe O.reda predstavili Se nacelo
izokonverzije. Izokonverzija v osnovi pomeni doseganje enakih delezev razkroja, samo
nacelo, pa je predpis, kako naj tak razkroj doseZzemo. Z uporabo razli¢nih ¢asov in pogojev

pospesenih stabilnostnih Studij, se posnema realna kinetika in mehanizem razpada izbrane
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trdne farmacevtske oblike. Izhaja pa iz predpostavke, da so razlicne mikroskopske
fizikalne oblike in deformacije uc¢inkovine in pomoznih snovi v kon¢ni farmacevtski obliki
razli¢no reaktivne. Poglejmo si primer. V farmacevtski obliki s kristalno obliko u¢inkovine
imamo majhen delez amorfne ali deformirane kristalne oblike, ki je bolj reaktivna in
predstavlja delez uinkovine, ki bo hitreje razpadel v nas§ razgradni produkt pri realnih
pogojih shranjevanja. Ce bomo pri bolj ekstremnih pogojih pospesenih $tudij, presegli ta
procent razkroja, pa bo dobljena kinetika opisovala tudi razpad manj reaktivne kristalne
oblike. Napovedi realnega razkroja z Arrheniusovo odvisnostjo bi v tem primeru zelo
odstopale od dejanskih vrednosti. Ce se torej drzimo tega nacela in ¢as staranja pri pogojih
pospeSene stabilnosti izbiramo tako, da bomo dosegali le procente razkroja, ki
predstavljajo razpad bolj reaktivne oblike, bomo uspeli zmanjSati napake pri napovedi
dolgoroc¢ne stabilnosti s pomocjo Arrheniusove odvisnosti. V realnosti primeri niso tako
enostavni, vendar je bila uporaba nacela izokonverzije eksperimentalno potrjena. Kot
izhodiS¢na zgornja meja za zeljen razkroj v farmacevtski obliki je predstavljena

specifikacija, ki omeji maksimalen dovoljen delez razgradnega produkta [3] [13]

1.3.4. Vpliv vode na kemijsko kinetiko v trdnih sistemih

Trdne snovi vedno vsebujejo nekaj vode. Vodo prisotno v trdni snovi lahko delimo na
vezano (kemijsko-kristalohidrati) in nevezano (fizikalno- adsorbirana, kapilarna,
delikvescentna). Koli¢ina fizikalno vezane vode je odvisna od higroskopnosti trdne snovi
in od koli¢ine prisotne vlage v okolju. Nevezani obliki vode recemo tudi prosta ali celo
aktivna voda. Koli¢ina nevezane vode v sistemu najbolj pogojuje fizikalno-kemijske in
mikrobioloske spremembe ucinkovine in trdne farmacevtske oblike. Kvantitativno merilo
proste vode v sistemu je vodna aktivnost (ay), ker le-ta direktno vpliva na potencial vode,
ki je merilo katerihkoli interakcij vode v sistemu. V ravnoteznem sistemu velja, da je
vodna aktivnost enaka kar relativni vlagi okolja, kar izhaja iz enakosti potencialov pare in
tekoce vode v ravnotezju. Vodno aktivnost lahko v ravnoteznih sistemih enostavno merimo
s higrometri in tako na enostaven nac¢in ocenimo sposobnost vode do spremembe sistema

[16].

Absolutna vlaga je koli¢ina vode v dolocenem volumnu zraka. Enota za podajanje

absolutne vlage je g/m’ .
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Relativna vlaga (RV) je enaka kvocientu parcialnega tlaka vode v zmesi zraka in
parcialnega tlaka vode v z vodno paro nasi¢eni zmesi zraka pri doloCeni temperaturi. [zraza

se v procentih.

Vodna aktivnost (ay) je enaka kvocientu parnega tlaka vode nad snovjo in parnega tlaka

vode nad ¢isto vodo.
Zveza med ravnotezno RV (RRV) in a,,; RRV =ayx 100%

Z vidika stabilnosti je pomembno poznati tendenco sistema po vezavi vode in posledice, ki
jih prisotna voda povzroca. Poleg spremembe mikroskopskih fizkalnih stanj
(kristalizacije...) in mikrobioloskih sprememb lahko voda sodeluje na razli¢ne nacine tudi
pri kemijski spremembi farmacevtskih izdelkov. Z zagotavljanjem mobilnosti molekul
(plastifikacijo trdne snovi) je lahko voda medij za kemijske reakcije ali pa je vkljuena
vanje kot reagent (hidroliza). S tem opazimo pomemben vpliv vode na kinetiko tako
kemiénih kot fizikalnih procesov. Nekateri Ze omenjeni kinetiéni modeli (Leeson-
Mattockov, Prout-Thompinsonsonov...) upostevajo vpliv vode. Dolo¢anje vseh parametrov
teh modelov, pa je lahko problematicno [16]. S spremembo kinetike reakcije, lahko
spremenjena a,, povzroci odstopanja od Arrheniusove odvisnosti. Vpliv vode na kinetiko
pa lahko uposStevamo tudi posredno brez tvorbe posebnega kineticnega modela. Z
namenom napovedovanja dolgoro¢ne stabilnosti in doloCanja obcutljivosti konstante
kinetike razkroja na vlago, lahko konstruiramo modificirano Arrheniusovo odvisnost, ki jo

bomo opisali v sledecem poglavju [12][13].

Dolo¢anje kemijske kinetike je torej osnova za dolocanje RU ali kakr$nokoli

napovedovanje porasta razgradnih produktov farmacevtske oblike.
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1.4. Arrheniusova odvisnost

1.4.1. Osnovna Arrheniusova enacba

Hitrost reakcije je torej odvisna od temperature. Ce izhajamo iz osnovne teorije o trkih
(Collision Theory of Reaction Rates), je najprej za potek reakcije pomembno, da molekule
reaktantov med seboj tr¢ijo. Inormacijo o trkih nosi frekvencni faktor A v enacbah 9 in 10.
Kot je razlozil Arrhenius, pa le trk ni dovolj. Za reakcijo morajo te molekule nositi s seboj
tudi dovolj presezne energije, ki mora biti velikosti najmanj aktivacijske energije dolo¢ene
reakcije. Ko povisamo T, pa se Stevilo molekul, z energijo enako ali ve¢jo od aktivacijske,

poveca (in obratno), s ¢imer se poveca (zmanjsa) tudi hitrost reakcije.

Enacba 9: Arrheniusova enacba in njena logaritmirana oblika [9].

—Ea Ea . .. .
k=A x exp ﬁ} == Ink= lnﬁ—ﬁ Omenjeni  faktorji so povezani Vv
Arrheniusovi enacbi (enacba 9) [14].
k.. konatanta hitrostl reakclje, Enacbo lahko modificiramo do stopnje, kjer
A.. frelventnl faktor, lahko iz nje enostavno raCunamo konstanto
hitrosti reakcij pri posameznih
Ez .. aktivacljska energlja.
temperaturah.

1

R.. plinska konstanta (B; 314% Zaradi spremenljive kinetike pri konstantni

temperaturi so se Vv praksi pokazala
T .. temperatura, . ) )

dolocena odstopanja od Arrheniusove

odvisnosti. Zato obstajajo doloc¢eni pogoji

za uporabo Arrheniusove enacbe:

1. Ekstrapolacije so dovoljene znotraj nekega predpisanega sistema oziroma med

podobnima sistemoma (npr. uporaba za razline serije)

2. 'V sistemu ne sme priti do fizikalnih sprememb, poleg tega pa nobena sprememba

ne sme biti posledica mehanske obremenitve ali kontaminacije sistema

3. Potrebna je ustrezna aktivacijska energija (Ea) razpadne reakcije (za termi¢no

pogojene reakcije naj bo ta med 40 in 150 kJ/mol)

4. Pri izbranih temperaturah ne sme prihajati do spremembe mehanizma in

kinetike razpada.
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5. V sistemu moramo vzdrZevati konstantno a,, (oziroma konstantno ravnotezno

relativno vlago (RRV)) [3][12][16][17].

1.4.2. Modificirana Arrheniusova enacba

Namen modifikacije Arrheniusove enacbe je bil razSiritev moznosti pri izbiri pogojev
pospesenih stabilnostnih Studij. Ena¢ba nam omogoca namre¢ aplikacijo spremenljive, a
kontrolirane RV (v ravnoteznem sistemu je enaka ay), s katero bomo lazje dosegli pogoje
nacela izokonverzije. Efekt kontrolirane relativne vlage na konstanto reakcije (v nasem
primeru konstanto razpada) v trdnih farmacevtskih oblikah je izrazen z dodatkom c¢lena

BxRYV v logaritmirano obliko osnovne Arrheniusove odvisnosti.
Enacba 10: Modifcirana Arrheniusova odvisnost.

Enacbo so razvili na osnovi opazanj linearne
Ea . . .

lnﬂ:luﬁ—ﬁ+5ﬁ-ﬁ¥ odvisnosti logaritma konstante razpada od

razlicnih RV pri konstantni temperaturi.
k .. konstania hitrostl reakcije, ) .
Naklon te premice predstavlja konstanta B,
A . [vekveninl Faklur, katere velikost je odvisna od obcutljivosti

reakcije razpada posamezne farmacevtske
Ea .. aktivacijzska energlia,

oblike v odvisnosti od relativne vlage. V
R .. plinska konatanta (gf 31‘*%}’ referen¢nem clanku je Waterman s sodelavci

pokazal, da je B v vecini primerov neodvisna
T .. temperatura. od temperature. Pri specifi¢nih u¢inkovinah
E .. konstania, pa so kljub temu dokazali doloCene

spremembe, zato je potrebna posebna
RV.. relativma vlaZnost . . . .
previdnost pri raCunanju s konstanto B pri

razli¢nih temperaturah.

Pri nacrtovanju stresnih testov na ucinkovini, zmesi s pomoznimi snovmi in farmacevtski
obliki ponavadi Se ne poznamo konstante B. Takrat si lahko pomagamo z uporabo
povprecne vrednosti B (0,04), ki so jo izracunali s Studijami na vecjem Stevilu razli¢nih
ucinkovin. S to enacbo nismo dobili samo razSiritev moznosti pri izbiri pogojev za
nacrtovanje Studij za napovedovanje dolgorocne stabilnosti, ampak tudi dobro
kvantitativno orodje za dolocanje obcutljivosti hitrosti razpadne reakcije na razline RV,

katerim je lahko med transportom ali uporabo izpostavljeno zdravilo [13].
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2. NAMEN DIPLOMSKEGA DELA

Za nekatere izdelke so napovedi stresnih testov prevelik priblizek realnega stanja
dolgorocne stabilnosti, v€asih pa le-te zaradi spremenljive kinetike razpada sploh ne
moremo napovedati. Zato je smiselno razviti metodologijo stresno stabilnostnih $tudij, ki

bi zadovoljivo napovedovala stabilnost nasega produkta.

Spoznati kinetiko razpada oz. kako se ta spreminja s pogoji, je eden od osnovnih ciljev
stresnih Studij tako na ucinkovinah kot na kon¢nih farmacevtskih oblikah. Korelacije med
stresnimi pogoji in kinetiko razpada vefine ucinkovin in njihovih raztopin so precej
raziskane ter bolj ali manj sledijo Arrheniusovi odvisnosti. Uvedba Arrheniusove
odvisnosti na kompleksnejSih veCkomponentih sistemih pa je problemati¢na in predstavlja
izziv. Diplomsko delo bomo posvetili iskanju korelacije, ki nam bo pomagala

napovedovati stabilnost enoodmernih trdnih farmacevtskih oblik (tablet).

Poskusali bomo postaviti nekaj osnov za nacrtovanje stresnih testov, ter jih izvesti in
potrditi na modelnih farmacevtskih oblikah. Nas namen bo pokazati, da lahko s stresnimi
testi dolo¢imo ustrezno kinetiko razpada (0.red) in z uporabo (modificirane) Arrheniusove
odvisnosti napovemo hitrost nastajanja razgradnega produkta pri realnih pogojih
shranjevanja. Omejili se bomo na dolo¢anje znacilnih razgradnih produktov uc¢inkovin v

posameznih modelnih farmacevtskih oblikah. Hkrati bomo opazovali tudi njihov videz.

Posebno poglavje bomo posvetili tudi vplivu vlage, ki lahko signifikantno vpliva na
kinetiko razpada v farmacevtskih oblikah. V ta namen bomo merili vodno aktivnost (enaka
RV v ravnoteznem sistemu) modelnih farmacevtskih oblik. Poskusali bomo zagotoviti tudi

konstantne pogoje stresnih testov, ki bodo posnemali pogoje dolgoro¢nih $tudij stabilnosti.
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Z uporabo modificirane Arrheniusove enacbe bomo:

- izracunali konstanto B, ter tako za posamezne ucinkovine v modelnih
farmacevtskih formulacijah pokazali obcutljivost hitrosti razpada od RRV (ay),

- pokazali neodvisnost konstante B od temperature,

- pokazali moznost uporabe omenjene enacbe za napovedovanje roka uporabnosti.

Na podlagi dobljenih rezultatov, bomo na koncu oblikovali splosna navodila za

nacrtovanje podobnih stresnih testov.
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3. MATERIALI in METODE

3.1. Modelne farmacevtske oblike

Pri izbiri modelnih farmacevtskih oblik smo upostevali sledece splosne kriterije:

- ucinkovina v kon¢ni farmacevtski obliki spada med nizkomolekularne sintezno
pridobljene molekule,

- gre za trdno enoodmerno farmacevtsko obliko,

- retrospektivna Studija zahteva izbiro koncnih farmacevtskih oblik z Zze znanimi
informacijami o pospeseni in dolgoro¢ni stabilnosti,

- ucinkovina v izbrani kon¢ni farmacevtski obliki se je v dosedanjih Studijah
pokazala za obcutljivo na vlago,

- opazovani razgradni produkti nastajajo v razlicnih kon¢nih farmacevtskih oblikah z
razli¢nimi reakcijami,

- izbran opazovan razgradni produkt posamezne farmacevtske oblike se je v

dosedanjih $tudijah pokazal za kriticnega pri doseganju Zeljene kvalitete izdelka ob

roku uporabnosti oziroma obi¢ajno po 24 mese¢ni dolgoroc¢ni stabilnosti.
Pri izbiri niso bili pomembni:

- sestava kon¢ne farmacevtske oblike in deklarirana vsebnost ucinkovine (jakost
zdravila)

- vrsta razpadne reakcije.

3.1.1. Modelna farmacevtska oblika 1
Modelna farmacevtska oblika 1 vsebuje modelno ucinkovino 1. Reakcija razpada je
predstavljena na sliki 2, v osnovi pa gre za hidrolizo se¢ninskega dela aktivne molekule do

amina. Obseg reakcije smo dolocili z merjenjem vsebnosti razgradnega produkta R;-NH,.

(@]
S
R H>-N—R
\NH NH/ 1 2 1
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Slika 2: Hidroliza se¢ninskega dela molekule, ki vodi v nastantek razgradnega produkta R1

Originalna ovojnina: Alu-Alu pretisni omot
Ovojnina za stresno testiranje: Alu-Alu pretisni omot

Shranjevanje do uporabe za stresno testiranje: 25°C/60% RV(3 mes) v originalni ovojnini.
Pri stresnem testu je ta vzorec veljal kot zaCetni vzorec (Cas 0). Delez razgradnega

produkta tega smo dolocili hkrati ob analizi vzorcev stresnega testiranja

Priprava za stresno testiranje: Modelno FO v originalni ovojnini smo postavili v komore z

izbranimi stresnimi pogoji.
Fizikalna oblika ucinkovine v koncni farmacevtski obliki: Kristalna oblika.

Pogoji stresnega testa:

Preglednica IV: Pogoji stresnega testa

Sklop 1
T (°C) 40 50 60
RV (%) * * *
Cas (dan) 7,14,31 7,14,21 7,10,14

* zacetna relativna vlaga (je enaka aw) je enaka kot pri Studijah dolgorocne stabilnosti (29,4%)

Meja kvantifikacije validirane HPLC metode za dolocanje izbranega razgradnega
produkta R1: 0,02%

Specifikacijska meja za delez opazovanega razgradnega produkta R1: 0,4%

3.1.2. Modelna farmacevtska oblika 2
Modelna farmacevtska oblika 2 vsebuje modelno ucinkovino 2. Shematska reakcija
razpada je predstavljena na sliki 3 pri kateri gre za reakcijo dehidracije do

HO intramolekularnega laktona

HO 0]
COOH — H20 —  (razgradni produkt R2).
OH o Obseg  reakcije smo
dolocali z  merjenjem
R
R vsebnosti laktona.

Slika 3: Reakcija dehidracije — nastali lakton je razgradni produkt R2.
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Originalna ovojnina: HDPE plastenka s silikagelom

Ovojnina za stresno testiranje: steklena viala z gumijastim zamaskom, zaprta s kovinsko

zaporko

Shranjevanje do uporabe za stresno testiranje: 25°C/60% RV (24 mes) v originalni
ovojnini. Pri stresnem testu je ta vzorec veljal kot zacetni vzorec (Cas 0). Zacetni delez

razgradnega produkta smo dolocili hkrati ob analizi vzorcev stresnega testiranja.

Priprava za stresno testiranje: Modelno FO iz originalne ovojnine na dan pricetka
testiranja na ustrezen nacin prestavimo v ovojnino za stresne teste in postavimo v komore z
izbranimi pogoji.

Fizikalna oblika ucinkovine v koncni farmacevtski obliki: Amorfna oblika.

Pogoji stresnega testa:

Preglednica V: pogoji stresnega testa

Sklop 1 Sklop 2
T (°C) 50 60 70 80 50 50 50
RV (%) * * * * 21 51 74
Cas (dan) 32,4558 14,31,45 143145 1021 14,32,45 14,32,45 14,21
T (°C) 60 60 60 70 70 70
RV (%) 21 50 75 22 50 76
Cas (dan) 14,31,45 1021 7,14 14,31,45 10,31 12

* zaCetna relativna vlaga (je enaka a,,) je enaka kot pri $tudijah dolgorocne stabilnosti (7,2%)

Meja kvantifikacije validirane HPLC metode za dolocanje izbranega razgradnega
produkta R2: 0,03%

Specifikacijska meja za delez opazovanega razgradnega produkta R2: 0,9%

3.1.3. Modelna farmacevtska oblika 3

Modelna farmacevtska oblika 3 vsebuje modelno ucinkovino 3. Reakcija razpada je
predstavljena na sliki 4. Gre za nukleofilno adicijo aktivne substance na protiion, produkt
reakcije pa je razgradni produkt R3. Obseg reakcije bomo dolocali z merjenjem vsebnosti

razgradnega produkta R3.
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Slika 4: Nukleofilna adicija, ki vodi v nastanek razgradnega produkta R3.
Originalna ovojnina: HDPE plastenka s silikagelom

Ovojnina za stresno testiranje: steklena viala z gumijastim zamaskom, zaprta s kovinsko

zaporko

Shranjevanje do uporabe za stresno testiranje: 25°C/60% RV (12 mes) v originalni
ovojnini. Pri stresnem testu je ta vzorec veljal kot zacetni vzorec (Cas 0). Zacetni delez

razgradnega produkta smo dolocili hkrati ob analizi vzorcev stresnega testiranja.

Priprava za stresno testiranje: Modelno FO iz originalne ovojnine na dan pricetka
testiranja na ustrezen nacin prestavimo v ovojnino za stresne teste in postavimo v komore z
izbranimi pogoji.

Fizikalna oblika ucinkovine v koncni farmacevtski obliki: Polimorfna oblika.

Pogoji stresnega testa:

preglednica VI: Pogoji stresnega testa

Sklop 1 Sklop 2
T (°C) 50 60 70 50 50 50
RV (%) * * * 21 51 74
Cas (dan) 7,14,21 34,7 1,2 7,14,21 24,7 1,2

* zacCetna relativna vlaga (je enaka ay,) je enaka kot pri Studijah dolgorocne stabilnosti (38,3%)

Meja kvantifikacije validirane HPLC metode za dolocanje izbranega razgradnega
produkta R3: 0,01%

Specifikacijska meja za delez opazovanega razgradnega produkta R3: 0,5%
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3.1.4. Modelna farmacevtska oblika 4
Modelna farmacevtska oblika 4 vsebuje modelno ucinkovino 4. Reakcija razpada je

predstavljena na sliki 5.

Ry R, Gre za reakcijo oksidacije, pri kateri se tvori
sulfonski analog u¢inkovine (razgradni produkt
#0 OX. %O
IS —_— IS\ R4). Obseg reakcije bomo dolocali z
(@]
R R merjenjem vsebnosti sulfonskega analoga.

Slika 5: Oksidacija uc¢inkovine in nastanek sulfonskega analoga — razgradni produkt R4.
Originalna ovojnina: HDPE plastenka s silikagelom

Ovojnina za stresno testiranje: steklena viala z gumijastim zamaskom, zaprta s kovinsko

zaporko

Shranjevanje do uporabe za stresno testiranje: (12 ali 18 mes) v originalni ovojnini. Pri
stresnem testu je ta vzorec veljal kot zacetni vzorec (Cas 0). Zacetni deleZ razgradnega

produkta smo dolo¢ili hkrati ob analizi vzorcev stresnega testiranja.

Priprava za stresno testiranje: Modelno FO iz originalne ovojnine na dan pricetka
testiranja na ustrezen nacéin prestavimo v ovojnino za stresne teste in postavimo v komore z
izbranimi pogoji.

Fizikalna oblika ucinkovine v koncni farmacevtski obliki: Polimorfna oblika.

Pogoji stresnega testa:

Preglednica VII: Pogoji stresnega testa

Sklop 1 Sklop 2
T (°C) 60 70 80 60 60 60
RV (%) * * * 21 50 75
Cas (dan) 7,10,14 347 0.5,2,3 7,10,14 2,34 12,3

* zaCetna relativna vlaga (enaka ay) je enaka kot pri Studijah dolgoroc¢ne stabilnosti (39,0%)

Meja kvantifikacije validirane HPLC metode za dolocanje izbranega razgradnega
produkta R4: 0,02%

Specifikacijska meja za delez opazovanega razgradnega produkta R4: 0,70%
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3.2. Analizne metode in aparature
a) HPLC

Za dolocitev deleza posameznega razgradnega produkta smo

uporabili HPLC-UV aparaturo znamke Waters (Slika 6).

Analizne metode so bile razvite za vsako posamezno modelno

farmacevtsko obliko in uporabili smo identi¢ne metode, kot so
jih uporabljali pri dolo¢anju pospeSene in dolgoroc¢ne

stabilnosti posameznih modelnih farmacevtskih oblik. Ko

govorimo o identi¢nosti uporabljenih metod, to pomeni enake ””mm"

kromatografske pogoje (kolone, vrsto mobilne faze, pretok in

gradient mobilne faze, temperature kolone, volumne  gjika 6 Watersov
injiciranja...) in enako pripravo vzorca (koncentracije, topila,  Alliance® HPLC sistem
nadine raztapljanja in homogenizacije vzorca, filtracijo...). Le  [18]-

tako smo lahko zagotovili primerljivost rezultatov stresnih testov z rezultati pospeSene in
dolgorocne stabilnosti. Ustreznost kromatografskih pogojev smo dokazali s preverjanjem
TUKS (test ustreznosti kromatografskega sistema) parametrov, ki so del klasicnega

postopka potrditve ustreznosti kromatografske metode pred vsako analizo.

Vse uporabljene HPLC-UV aparature so bile validirane, tako so imele ustrezno natan¢nost,
tocnost, linearnost, meje kvantifikacijo in detekcije ter ostale parametre protokola

validacije.
b) ELEKTRICNI HIGROMETER

Za merjenje vodne aktivnosti (ravnotezne relativne vlage) smo uporabili
elektricni higrometer znamke TESTO 650 (slika 7). Deluje na principu

dolocanja temperature rosiS¢a in temperature zraka iz cesar lahko

izracuna vodno aktivnost. Rosisce doloca s pomocjo plosc¢ice, na kateri

pride ob ohlajanju do kondenzacije vodne pare, pojav pa se zazna,
Slika 7: Elektri¢ni

higrometer TESTO 650
vodne aktivnosti smo uporabili kalibriran higrometer. [19].

kot sprememba v prevodnosti elektricnega toka. Za dolocanje
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¢) KOMORE Z USTREZNIMI NASICENIMI VODNIMI RAZTOPINAMI ZA
USTVARJANJE OKOLJA S ZELJENO KONSTANTNO RELATIVNO VLAGO

Pripravili smo nasi¢ene raztopine KF, NaBr in NacCl,
ter jih zaprli v komore (Slika 8). Komore smo postavili
v termostate z izbranimi temperaturami. Teoreti¢ne
ravnotezne relativne vlage pri posamezni temperaturi
so predstavljene v preglednici VIII. Kasneje smo

zaradi lazjega racunanja te vrednosti zaokrozili na

vrednosti brez decimalnih mest.
Slika 8: Komora z relativno vlago 50%

Preglednica VIII: Eksperimentalne vrednosti ravnoteznih relativnih vlag pri razli¢nih temperaturah

posameznih nasi¢enih vodnih raztopin. V oklepajih so zaokroZene vrednosti povpredja [20].

Nas. razt. 50°C 60°C 70°C
KF 20,80+/-0,62% (21) 20,77+/-0,53% (21) 22,33+/-0,61% (22)
NaBr 50,93+/-0,55% (51) 49,66+/-0,78% (50) 50,33+/-1,3% (50)
Nacl 74,43,+/-0,19% (74) 74,50+/-0,3% (75) 75,58+/-0,55% (76)

d) TERMOSTATI

Glede na izbrane temperature smo za stresni test potrebovali tudi termostate, s konstantno
kontrolirano temperaturo. Uporabili smo termostate s temperaturami 40°C, 50°C, 60°C,

70°C in 80°C in temperaturnimi nihanji +/-2°C.
e) PROGRAMSKI PAKET EMPOWER

HPLC analize smo vodili s pomoc¢jo Watersovega programskega paketa Empower, s

katerim smo lahko kontrolirali kromatografske pogoje in vrednotili kromatograme.

Dobljene kromatograme je bilo potrebno ustrezno integrirati, ter iz izracunanih povrsin,
faktorjev odzivnosti, zateht standardov in vzorcev, deklariranih vsebnosti u¢inkovine v
farmacevtskih oblikah, Cistosti standardov in red¢enj vzorcev ter standardov izracunati
deleze ustreznih razgradnih produktov. Identifikacijo posameznih razgradnih produktov

smo izvedli s hkratno analizo in primerjavo ustreznih referencnih standardnih raztopin.
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Obdelava rezultatov je bila predpisana z validirano analizno metodo in enaka, kot pri

analizah pospesSene in dolgoro¢ne stabilnosti.

Tudi celotna obdelava rezultatov analize je bila, kot sama analizna metoda, validirana in
predpisana skupaj z analizno metodo, hkrati pa identicna obdelavi rezultatov analiz

dolgorocne in pospesSene stabilnosti.
f) PROGRAMSKI PAKET MICROSOFT OFFICE (excel, word)

Program Excel smo uporabili za urejanje podatkov, racunanje kinetik na posameznih
pogojih, za racunanje Arrheniusove odvisnosti, racunanje ekstrapoliranih vrednosti
konstant in delezev razpada ter za oblikovanje grafikonov z namenom lazjega razumevanja

in predstavitve dobljenih rezultatov.

g) STATISTICNI PROGRAMSKI PAKET »R« ZA STATISTICNO OBDELAVO
DOBLJENIH REZULTATOV

Razli¢ica programa: R 2.8.0 [21].

Pri obdelavi rezultatov smo preverjali ali konstanta tvorbe razgradnega produkta dolocena
s pomocjo stresnih testov pade v interval 95% zaupanja, ki smo ga dolo¢ili s podatki o
razpadu iz Studij dolgoro¢ne stabilnosti. Interval zaupanja smo izracunali s pomocjo

programa R.
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4. REZULTATIIN RAZPRAVA

4.1. Nacrtovanje in izvedba stresnega testa
Kriticni parametri s katerimi dosezemo Zeljeno koli¢ino razgradnih produktov v

farmacevtski obliki, so temperatura, relativna vlaga in Cas staranja.

S poviSanjem temperature in relativne vlaznosti bomo mogoce pospesili razkroj ter s tem
pomembno znizali Cas ter stroSke testiranja, toda vprasanje je kako bo to vplivalo na
reprezentatitvnost vzorca (korelacija z dolgoro¢no stabilnostjo). Z namenom dobivanja
reprezentativnih vzorcev se je dobro drzati nacela izokonverzije, zaradi ¢esar je potrebno
najti kompromis med omenjenimi parametri. Pri nacrtovanju stresnega testa je potrebno
upostevati Se dva faktorja: analitski vidik (meja kvantifikacije izbrane validirane analizne
metode je lahko kljuen omejitveni faktor) ter statistiéni vidik (tudi z namenom

dokazavanja (ne)signifikantosti dobljenih sprememb glede na realne podatke).

Stresni test smo nacrtovali individualno za vsako modelno farmacevtsko obliko posebej. S
podatki dolgorocne in pospeSene stabilnosti izbranih modelnih farmacevtskih oblik (ali
drugih serij v podobni ovojnini) smo si pomagali Ze pri nacrtovanju testa. Na ta nac¢in smo
si olajSali izbiro pogojev. V nadaljevanju bomo poskusali podrobneje razloziti izbiro

posameznih karakteristik stresnega testa.
a) TEMPERATURA

Pri izbiri temperature smo se drzali nacel, ki veljajo pri naértovanju stresnih testov za
dolo¢anje intrinzi¢ne stabilnosti, in sicer, da so temperature viSje od uporabljenih pri
pospesenih stabilnostnih Studijah (>40°C) ter da so med sabo razlicne za 10°C.
Maksimalna priporocena temperatura je nekje do 70°C, oziroma za bolj stabilne vzorce
tudi vec¢, zato smo postavili zgornjo mejo pri 80 °C. Iz tega obmocja smo torej izbirali

temperature z namenom doseganja Zeljenega razkroja v farmacevtski obliki.
b) RELATIVNA VLAZNOST

Stresne teste za vrednotenje vpliva relativne vlage (v ravnoteznih pogojih je enala ay) smo

nacdrtovali na dva nacina:

I. Z namenom posnemanja pogojev dolgoro¢nega testiranja smo vzorcem v originalnih

ovojninah izmerili vodno aktivnost, ter jih takoj po odprtju zaprli v steklene viale
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(neprepustne za vlago). Na takih smo tudi kasneje izvedli stresni test pri ustrezni
temperaturi. Po stresnem testu smo jih tik pred analizo odprli in jim izmerili vodno
aktivnost. Na ta na¢in smo hoteli zaslediti potencialno spremembo vodne aktivnosti glede
na zacetne vzorce oziroma ob nespremenjeni vodni aktivnosti utemeljiti uporabo

Arrheniusove odvisnoti.

II. Drug vidik se je nanasSal na dolocanje obcutljivosti razpadne reakcije na relativno vlago
(dolo€anje modificirane Arrheniusove odvisnosti in dolocanje konstane B). Pri tem smo
morali vzorce izpostaviti najmanj trem razlicnim pogojem s konstatno relativno vlago
(konstantno ay,). Glede na podatke o izbiri relativne vlage pri dolocanju intrinzic¢ne
aktivnosti (do 75%) smo izbrali pogoje z 21%, 50% in 75% relativno vlago. Te izbrane
pogoje relativnih vlag smo kombinirali s pogoji razli¢nih temperatur v razponu od 40°C do

70°C, kot se priporoca za izvedbo stresnih testov za doloCanje intrinzi¢ne stabilnosti.
¢) VELIKOST VZORCA

Z namenom statisticno ustreznega vrednotenja smo za doloCanje parametrov linearne
regresijske premice (kinetika razpada po 0.redu in Arrheniusova odvisnost) potrebovali
najmanj 3 tocke. Zato smo se odlocili, da bomo pri vsakem pogoju stresnega testa starali
najmanj 2 vzorca (skupaj z zacetno dobimo 3 ¢asovne tocke), stresni test pa bomo za vsako
posamezno farmacevtsko obliko, z namenom konstruiranja ene Arrheniusove odvisnosti,

izvedli pri najmanj treh pogojih.

Za vecjo statisticno mo¢ kon¢nih rezultatov oziroma za zelo natan¢no napovedovanje
dolgoro¢ne stabilnosti specifi¢ne farmacevtske oblike bi potrebovali mnogo vecje Stevilo
vzorcev (tock). Na§ namen pa je bil le preiskuSanje metodologije, zato smo uporabili
manjSe Stevilo tock, ki pa je Se vedno omogocalo izraCun in medsebojno primerjavo
rezultatov. Na ta nacin smo si olajsali delo, saj smo preiskusili metodologijo na vecih

farmacevtskih oblikah.
d) CAS STARANJA VZORCA

Da smo lahko priblizno dolocili Zeljen cas staranja, smo morali najprej predpostaviti

kineti¢ni model.

Glede na dejstvo, da smo izbrali trdne enoodmerne farmacevtske oblike, da so bili
dosedanji podatki o porastu razgradnih produktov pod specifikacijsko mejo in da smo imeli

namen v tem obmocju razpada po stresnem testiranju tudi ostati ter glede na ugotovitve
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predstavljene v poglavju Teoreti¢ni in eksperimentalni modeli (str. 19-21), smo

predpostavili kinetiko razpada po 0.redu.

Izbran kinetiéni model smo imeli namen potrditi tako s podatki iz dolgoro¢nih in
pospesenih Studij, kot tudi kasneje s podatki iz stresnih Studij. V primeru prevelikih
odstopov od predpostavljenega modela smo imeli namen poskusiti vpeljavo drugacnega

modela.

Tudi tu smo upostevali podobno delitev pri nacrtovanju stresnih testov, kot je omenjena pri

izbiri relativnih vlag za stresne teste:

I. Pri dolocanju ¢asovnega poteka stresnega testiranja za vzorce, ki so bili zaprti v steklenih

vialah pri enaki zacetni a,, kot pri Studijah dolgoro¢ne stabilnosti, smo postopali kot sledi:

1. Najprej smo s pomocjo znanih podatkov o procentu razpada pri pogojih
dolgoro¢nih in pospesenih studij (25°C/60%RV, 30°C/65(75)%RV, 40°C/75%RV)
in predpostavko o 0O.redu dolocili konstanto kinetike razpada pri posameznih

temperaturah.

2. S pomocjo dobljenih konstant razpada pri posameznih temperaturah smo izracunali
parametre Arrheniusove odvisnosti. Potrebno je poudariti, da smo imeli ponekod na
voljo samo podatke o razpadu pri dveh pogojih, tako da v tem primeru
determinacijskega koeficienta, ki bi potrdil obnaSanje po Arrheniusovi odvisnosti
nismo mogli izracunati. Kljub temu dejstvu smo konstruirano Arrheniusovo

odvisnost vseeno uporabili.

3. S pomocjo dobljene Arrheniusove odvisnosti smo izracunali konstante hitrosti

tvorbe razgradnega produkta pri visjih temperaturah (od 40°C do 80°C).

4. S pomocjo dobljenih konstant tvorbe razgradnega produkta in njegovih zacetnih
vrednosti, smo pri doloCenenm pogoju lahko izracunali potencialne deleze
nastalega razgradnega produkta po dolocenih ¢asih. Na ta nacin smo glede na delez
razgradnega produkta izbrali toCen pogoj stresnega testa in tudi Casovne toCke

vzorcenja.

II. Pri nacrtovanju Casovnega poteka stresnih Studij s kontrolirano relativno vlago smo
morali vpeljati Se dve dodatni predpostavki, ¢e smo zeleli s pomocjo modificirane

Arrheniusove odvisnosti dolociti ustrezen ¢as in pogoje testiranja.

36



Dejan Krajcar Diplomska naloga

1. Za doloCanje parametrov modificirane Arrheniusove odvisnosti smo potrebovali
vrednost konstante B. Problem smo resili z izbiro splo$ne vrednosti konstante B (0,04),

omenjene v poglavju modificirana Arrheniusova odvisnost.
2. Predpostavili smo Se neodvisnost konstante B od temperature.

Postopek dolocanja Casovnega poteka stresnega testiranja je v osnovi podoben Ze prej
omenjenemu. Razlikuje se le v 3.stopnji, kjer smo z upostevanjem B=0,04, izmerjene
zaCetne vodne aktivnosti ay; (relativne vlage RV)) in predpostavljene ay, (relativne vlage
RV, v izbrani komori s konstantno RV) stresnega testa preko enacbe za modificirano
Arrheniusovo odvisnost izracunali konstante tvorbe razgradnega produkta pri doloceni
temperaturi z izbrano konstatno ay, (relativno vlago RV;). V sledeci stopnji smo tako kot
v omenjeni 4.stopnji lahko izracunali teoreti¢ne deleze razpada in s tem dolocili ¢asovne

tocke vzorcenja na izbranih pogojih stresnega testa.

4.2. Izbira pogojev stresnega testa za posamezne modelne
farmacevtske oblike
Rezultati in komentarji posameznih korakov nacrtovanja, opisanih v prejSnjem poglavju,

so predstavljeni za vsako posamezno modelno farmacevtsko obliko.

MODELNA FARMACEVTSKA OBLIKA 1:

Preglednica IX: V preglednici so predstavljeni Ze znani podatki o delezu razgradnega produkta R1 pri

dveh razli¢nih temperaturah Studij pospeSene in dolgoro¢ne stabilnosti.

MFO 1 (R1) t(mesec) 0 3 6
t(dan) 0 90 180
T (°C) k (%/mes) r2
25 conc(%) 0,025 0,08 0,12 0,016 0,992
40 0,025 0,24 0,4 0,063 0,993

Podatki o delezu razkrojnega produkta pri obeh temperaturah izkazujejo linearno odvisnost

od casa (visoki determinacijski koeficienti), kar potrjuje predpostavko o kinetiki 0.reda.

Preglednica X - parametri Arrheniusove odvisnosti.

r2 Ea (kJ/mol) InA Pri nacrtovanju smo bili omejeni s

1 70,99 24,51 koli¢ino Ze znanih podatkov (samo dve

tocki), zato moci korelacije med Ink in 1/T nismo mogli ovrednotiti z determinacijskim

koeficientom. Kljub temu smo dobljeno odvisnost uporabili za napoved delezev razkroja
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pri pogojih stresnega testa. Aktivacijska energija je bila pod 150kJ/mol, kar je opravicilo
uporabo Arrheniusove odvisnosti.
Preglednica XI: Vrednosti predvidenega deleza razgradnega produkta R1. Odebeljeno oznacene

vrednosti so tiste, ki jih Zelimo doseci pri posameznem pogoju, zato smo izbrali temu ustrezne Case

staranja.

MFO1(R1) t(mesec) O 023 033 047 0,7 1,03

t(dan) 0 7 10 14 21 31
T k (%/mes)
40 008 009 010 0,11 0,12 0,14 0,063
Konc(%)
50 008 0,11 013 0,15 0,18 0,23 016
60 008 016 019 0,23 030 041 0,32
70 008 024 031 040 056 0,78 0,68

Izbiro pogojev smo prilagodili delezu razgradnega produkta, ki ga zelimo doseci. Pri tem
smo upostevali specifikacijsko mejo 0,4%, kot zgornjo mejo in mejo kvantifikacije 0,02%,
kot spodnjo mejo ciljanih delezev razkroja. S spodnjo mejo nismo imeli tezav (ze zacCetna
vrednost je nad njo), zgornja meja pa je bila pomembna omejitev pri izbiri pogojev, ¢e smo
zeleli upostevati nacelo izokonverzije. Zaradi predvideno prehitrega porasta razgradnega
produkta R1 in poznane sestave farmacevtske oblike, ki se je v dosedanjih Studijah
pokazala kot problemati¢na pri visokih T, se nismo odlocili za izbiro temperatur visjih od
60°C. To pa je z namenom izpeljave Arrheniusove odvisnosti iz 3 tock, privedlo do
potrebe po izbiri pogoja Studij pospeSene stabilnosti (40°C). Analize pri tem pogoju, so
sicer Ze bile narejene s Studijami pospesene stabilnosti, vendar smo kljub temu dejstvu, z

namenom pridobivanja primerljivih rezultatov, izvedli stresne Studije pri 40°C.

Modelna farmacevtska oblika 1 ni bila izbrana z namenom konstruiranja modificirane
Arrhenisuove odvisnosti. Razloga za to sta dva, in sicer majhna koli¢ina vzorca ter vrsta
ovojnine. Modelna farmacevtska oblika 1 je namre¢ hranjena v alu-alu pretisnem omotu, ki
je neprepusten za vlago. Zaradi neprepustne ovojnine dolocCitev vpliva vlage na razkroj
nima bistvenega pomena. Z namenom posnemanja pogojev dolgorocne stabilnosti, je bilo
najlazje stresne teste izvesti kar s farmacevtsko obliko v izvorni ovojnini. Na ta nacin se
lepo izognemo vplivu vlage iz okolja, ki lahko povzroci odstope od Arrheniusovega

obnasanja, zato iz tega vidika aplikacija modificirane Arrheniusove odvisnosti ni smiselna.
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MODELNA FARMACEVTSKA OBLIKA 2:

Preglednica XII: V preglednici so predstavljeni Ze znani podatki o deleZu razgradnega produkta R2 pri

dveh razli¢nih temperaturah Studij pospeSene in dolgoroc¢ne stabilnosti.

MFO2  t(mes 0 2 3 6 9 12 18 24

(RZ)  t(dan) 0 60 90 180 270 360 540 720

T (°C) k (%/mes) r2
Konc

25 ) 0,02 0,03 0,03 0048 005 007 00021 0936
(1]

40*1 0,02 0,06 0,08 0,02 0982

*1Gre za podatke pospeSene stabilnosti za enako serijo, kot je bila tista na kateri smo izvajali stresne
teste, razlika je bila le v manjsi velikosti vsebnika in ustrezno manjsi koli¢ini suSilnega sredstva.

Determinacijski koeficienti potrjujejo predpostavko o kinetiki 0.reda. Komentirajmo Se
dejstvo, da je zacetna vrednost 0,02%, pod mejo kvantifikacije metode za dolo¢evanje tega
razgradnega produkta, ki je 0,03%. Poiskusili smo nacrtovati Arrheniusovo odvisnost z
zacetno kot tudi brez zacetne vrednosti in ugotovili, da med njima ni bistvene razlike. Ker
pa nam je zacetna vrednost sluzila tudi kot izhodis¢e za kon¢no napovedovanje dolgorocne

stabilnosti s pomocjo stresnih testov, smo jo kljub vsemu upostevali.

Preglednica XIII - parametri (modificirane) Arrheniusove odvisnosti.

r2 Ea (kJ/mol) InA (+B*RV)

1*1 117,73 41,33

*1Imeli smo samo dve tocki.

Linearne korelacije med Ink in 1/T nismo mogli oceniti, ker smo imeli na voljo samo dve
tocki. V fazi naCrtovanja nas to niti ni tako motilo. Dobljena aktivacijska energija je bila

ustrezna glede na kriterije za uporabo Arrheniusove odvisnosti (pod mejo 150 kJ/mol).

Preglednica XIV prikazuje ciljane deleze razgradnega produkta. Kot zgornjo mejo smo
upostevali specifikacijsko vrednost 0,90%, spodnja meja pa je bila meja kvantifikacije
(0,03%). Le-to smo presegli Ze z zacetno vrednostjo (0,07%) in nam ni predstavljala
posebnega problema. Zaradi velike napovedane konstante razpada pri maksimalni

temperaturi (80°C), smo se odlocili, da bomo stresni test izvedli Se pri temperaturi 50°C.

Pri nacrtovanju stresnih testov za uporabo modificirane Arrheniusove odvisnosti, smo
upostevali enako spodnjo mejo, zgornjo mejo pa smo ponekod zaradi lazje izbire Casov
staranja pomaknili za malenkost nad specifikacijsko vrednost. Poudariti je potrebno, da

smo imeli na tej modelni farmacevtski obliki namen pokazati neodvisnost konstante B od
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temperature. V ta namen smo v stresni test vkljucili 9 razli¢nih pogojev (po tri razli¢ne
pogoje konstantne relativne vlage pri treh razlicnih temperaturah). Zaradi vecjega Stevila
vzorcev smo pri nekaterih pogojih nacrtovali samo dva ¢asa vzoréenja.

Preglednica XIV: Vrednosti predvidenega deleza razgradnega produkta R2 v odvisnosti od pogoja in
Casa. Odebeljeno oznacene vrednosti so tiste, ki jih Zelimo doseci pri posameznem pogoju, zato smo

izbrali temu ustrezne case staranja. Izmerjena zacetna relativna vlaga je 7,2%, B je 0,04 , zacetna

vrednost deleza R2 pa 0,07%.

MFO 2 -(R2) t(mes) O 01 023 033 047 07 1 1,5 2

t(dan) 0 3 7 10 14 21 30 45 60

T(°C)/
k (%/mes)

RV (%)
50 0,070 0,078 089 010 011 013 0,15 020 023 0,081
60 0,070 0,10 0,14 0,17 0,21 0,28 037 0,52 067 030
70 0,070 0,17 031 042 056 080 1,11 1,64 216 1,05
80 0070 040 086 119 164 242 343 512 680 337
50/21 0,070 0,084 010 012 0,14 017 021 028 035 014
50/51 Ii:/:; 0,070 0,12 0,18 023 029 040 054 077 1,00 046
50/74 0,070 0,19 034 046 062 089 1,24 1,83 242 1,17
60/21 0070 012 019 025 032 044 060 086 1,12 053
60/50 0,070 0,245 048 065 089 129 182 269 356 174
60/75 0,070 0,51 1,09 153 211 3,14 445 6,64 883 438
70/22 0070 025 050 068 092 134 189 280 370 181
70/50 0070 0,67 148 2,08 288 429 610 911 1213 6,03
70/76*1 0,070 1,59 36 511 7,13 10,66 1520 22,76 30,32 1513

*1 Zaradi preglednosti tabele nista vpisana deleza razgradnega produkta 0,57% in 1.08% za 1 in 2
dneva staranja, na podlagi katerih sta bila izbrana tudi ustrezna casa stresnega testa za ta pogoj.

Poudarimo, da se nekateri dejanski ¢asi, navedeni v protokolu testiranja, razhajajo z
izbranimi Casi, navedenimi v preglednici XIV. Razlog za to pa je napaka storjena pri
prepisu nacrtovanega casovnega protokola vzorCenja in posledicno napacna izbira Casa

vzoréenja.
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MODELNA FARMACEVTSKA OBLIKA 3:

Preglednica XV: V preglednici so predstavljeni Ze znani podatki o delezu razgradnega produkta R3

pri treh razliénih temperaturah studij pospesene in dolgorocne stabilnosti.

MFO 3 (R3) t(mesec) 0 3 6 9 12
t(dan) 0 90 180 270 360
T (°C) k (%/mes) r2
25 Konc. 0,05 006 009 011 013 0,0070 0,984
30 (%) 0,05 0,1 0,17 023 030 0,021 0,997
40 0,05 034 0,63 0,097 1,000

Z dobljenimi determinacijskimi koeficienti lahko potrdimo predpostavljen 0.red. Ta torej

dovolj dobro opise kinetiko nastajanja razgradnega produkta.

Preglednica XVI - parametri (modificirane) Arrheniusove odvisnosti.

12 Ea (kj/mol) _ InA (+B*RV) Visok determinacijski koenficient (modificirane)

0,997 125.66 46,02 Arrheniusove odvisnosti pokaze visoko mero

korelacije med Ink in 1/T, zato lahko upravi¢eno
izraCunamo ekstrapolirane vrednosti konstant razpada pri vi§jih temperaturah oziroma tudi

pri razli¢nih relativnih vlagah.

Specifikacijska meja za razgradni produkt R3 je 0,5%, zato smo poskusSali pri izbiri ¢asa
staranja in temperature ostati nekje v tem obmocju (glej preglednico XVII). Pri 70°C smo
izbrali tako poleg zacetne samo Se dve Casovni tocki, ker smo Ze z drugo malo presegli
0,5%. Opazimo, da ne moremo postaviti standardnega ¢asa za vsak pogoj. Po 21 dneh
namre¢ pri 50°C predvidevamo ustrezen razkroj do 0,5%, pri 70°C, pa bi v enakem ¢asu
prisli Ze do nekje 5% porasta razgradnega produkta. Pri tem pa bi bila lahko Ze vprasljiva
aplikacija O.reda. Poleg tega z 10-kratno prekoracitvijo specifikacijske meje pod vprasaj
postavimo tudi nacelo izokonverzije. Pri pogojih z razli¢no relativno vlago smo izbrali
temperaturo 50°C. Pri vi§jih temperaturah bi bilo tezje nacrtovati casovni potek testiranja

zaradi prehitrega razkroja.
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Preglednica XVII: Vrednosti predvidenega deleza razgradnega produkta R3. Odebeljeno oznacene
vrednosti so tiste, ki jih Zelimo doseci pri posameznem pogoju, zato smo izbrali temu ustrezne Case

staranja. Izmerjena zacetna relativna vlaga je 38,3%, B je 0,04 , zaCetna vrednost deleZa R3 pa 0,13%.

MFO 3 (R3) t(mesec) 0 0,033 0,067 01 013 0,23 0,33 0,466

t(dan) 0 1 2 3 4 7 14 21
T k
(%/mes)

50 013 0,15 0,16 0,18 0,19 0,24 035 0,45 0,46

60 K((:/?; 013 0,19 0,26 0,32 0,38 0,57 100 1,45 1,88

70 013 0,37 060 084 1,07 1,78 343 5,07 7,06
50/21 0,13 0,14 0,15 015 0,16 0,18 0,24 0,29 0,23
50/51 013 0,16 018 021 0,24 031 049 0,67 0,77
50/74 013 0,19 026 032 039 058 1,02 1,48 1,92

MODELNA FARMACEVTSKA OBLIKA 4:

Preglednica XVIII: V preglednici so predstavljeni Ze znani podatki o delezu razgradnega produkta R4

pri treh razli¢nih temperaturah studij pospeSene in dolgoro¢ne stabilnosti.

MFO 4 (R4) t(mesec) 0 3 6 9 12
t(dan) 0 90 180 270 360
T (°C) k (%/mes) r2
25 Konc. 0,09 013 0,14 0,14 0,20 0,0077 0,853
30 (%) 0,09 016 017 019 0,26 0,012 0917
40 0,09 022 029 0,033 0,971

Zaradi variabilnosti rezultatov determinacijski koeficienti niso visoki, $e vedno pa

nakazujejo na 0.red kinetike.

Preglednica XIX - parametri (modificirane) Arrheniusove odvisnosti.

r2 Ea (kJ/mol) InA (+B*Rv) Visok determinacijski koeficient (modificirane)

0,999 76,30 2591 Arrheniusove odvisnosti pokaze visoko mero

korelacije med Ink in 1/T, zato lahko upravi¢eno

izraCunamo ekstrapolirane vrednosti konstant razpada pri vi§jih temperaturah oziroma tudi

pri razli¢nih relativnih vlagah.
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Preglednica XX: Vrednosti predvidenega deleza razgradnega produkta R4. Odebeljeno oznacene
vrednosti so tiste, ki jih Zelimo doseci pri posameznem pogoju, zato smo izbrali temu ustrezne Case
staranja. [zmerjena zacetna relativna vlaga je 39%, predpostavljen B je 0,04, zaCetna vrednost deleza

R4 pa 0,20%.

MFO 4 (R4) t(mesec) 0 0,033 0,067 01 013 0,23 0,33 0,466

t(dan) 0 1 2 3 4 7 10 14
T(°C)/RV (%) k
(%/mes)
50 020 0,20 021 021 021 022 023 024 0,082
60 020 0,21 021 1022 023 024 0,26 0,29 0,19
70 K(:/l:;. 0,20 0,21 023 0,24 0,26 030 034 040 0,43
80 020 0,23 0,26 029 032 041 0,51 0,63 0,92
60/21 020 0,20 021 021 021 0,22 0,23 0,24 0,094
60/50 020 0,21 0,22 0,23 0,24 027 030 034 0,30
60/75 020 0,23 0,25 028 031 039 047 0,58 0,81

Specifikacijska meja (zgornja meja) za razgradni produkt R4 je 0,7%, meja kvantifikacije
(spodnja meja) pa 0,02%. Spodnjo mejo preseZzemo Ze z zacetno vrednostjo, zgornja pa je
pomemben omejitveni faktor. Ker je razpad pri 50°C zelo pocasen, smo se odlocili za
izbiro vi§jih temperatur. Zaradi upostevanja nacela izokonverzije smo izbrali pogoje, ki
bodo vodili do priblizno enakih razkrojev pod specifikacijsko mejo. Z namenom ¢im bolj
skrajSati stresni test smo se odlo€ili za maksimalen 0,1 % dodaten razkroj. Opazimo lahko,
da bi bilo pogoje z upostevanjem nacela izokonverzije za nekoliko vecji razkroj tezko
izbrati, ¢e smo omejeni samo na pogoje razlicne temperature (ali pa razli¢ne vlage pri
konstantni temperaturi), kot smo bili mi, ker smo stresno testiranje razdelili na dva sklopa
(glej tabelo VII). Ce bi poznali to¢no konstanto B, bi lahko z ustreznim programom in
uporabo modificirane Arrheniusove enacbe izbirali kombinirane pogoje, npr. 70°C, 80°C
in 60°/75%RYV, in poskusali pri enakem maksimalnem casu celokupnega stresnega testa
doseci tudi do 0,2% dodatnega razkroja. Mi se za tak nacin izvedbe stresnega testa, zaradi

prezapletene programske obdelave, nismo odlocili.
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4.3. Modelna farmacevtska oblika 1
a) Videz: Tablete pri pogojih 40°C in 50°C so podobne kot zacetne — gladke, bele in
ovalne, z ustrezno oznako. Pri tabletah staranih pri 60°C pa pride do rahlo rjavega

obarvanja. Sprememba lahko nakazuje na fizikalno spremembo v farmacevtski obliki.
b) Vodna aktivnost (merjena pri 20°C-25°C):

Preglednica XXI: Vodne aktivnosti merjene na vzorcih po stresnih testih.

T (°C) t(dan) - 10 14 21 31 Po stresnih testih smo zaznali

40 27,7 26,9 26,7 bistvene  spremembe  vodne
0,

50 aw(%) 280 27,1 26,7 aktivnosti (enake RV v vialah,

60 750 742 797

ker se je vzpostavilo ravnotezje)

glede na zacetno stanje (Zac: 29,4%) pri vzorcih staranih na temperaturi 60°C. Vodna
aktivnost se je spremenila kar za priblizno 45%, zaradi Cesar je bila ustreznost aplikacije
Arrheniusove odvisnosti pri vseh pogojih stresnih testov vprasljiva oziroma glede na te
rezultate kar neprimerna. Vodna aktivnost se pri vzorcih staranih pri 40°C in 50°C ni
bistveno spremenila. Razlog za spremembo vodne aktivnosti pri 60°C je v sestavi
farmacevtske oblike (vsebuje Ca,HPO4x2H,0), saj so bile tablete starane v za vlago

neprepustni ovojnini (alu-alu pretisni omot).

Hidrati vsebujejo kemi¢no vezano vodo, ki ne vpliva na vodno aktivnost. Kadar pa je
presezena dolo¢ena temperatura (znacilna za posamezen hidrat), pa se lahko ta voda
sprosti. Proces je ireverzibilen in literaturni podatki kazejo, da zacne Ca,HPO4x2H,0O
izgubljati vodo pri temperaturi nad 40°C [22]. Spremenjeno mikrookolje v tableti glede na
prosto praskasto obliko Ca,HPO4x2H,O in stopenjsko sproS¢anje hidratne vode, sta
razloga, da pri temperaturi do 50°C v naSem primeru, ne pride do povefanja vodne
aktivnosti ter da se signifikantno povecanje pojavi Sele pri temperaturi nad 50°C oziroma

vzorcih, staranih pri 60°C.

Odmik od Arrheniusovega obnasanja vzorcev pri 60°C, napoveduje poleg spremenjene
vodne aktivnosti tudi, potencialna sprememba mikrofizikalnega stanja (sprememba

dihidrata) pomoZzne snovi v farmacevtski obliki.
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¢) 1.del rezultatov (Arrheniusova enacba)

Preglednica XXII: V preglednici so predstavljeni podatki o delezu razgradnega produkta R1 v

odvisnosti od ¢asa in temperature stresnih testov.

MFO1- t(mesec) 0 023 033 047 07 1,03 3 6

t(dan) 0 7 10 14 21 31 90 180

T (°C) K(%/mes) 2
40 Konc. 0,07 0,11 0,13 0,16 0,082 0915
50 (%) 0,07 0,16 02 0,22 021 0,904
60 007 066 08 1,28 2,7 0,951

Delezi razgradnega produkta R1 so podobni napovedanim, ko gre za rezultate pri 40°C in
50°C. Pomembno pa je, da smo z razkroji ostali v Zeljenem obmocju (pod mejo
specifikacije). Delezi razkroja pri 60°C so tudi do 4-krat vi§ji od napovedanih in tako zelo
presezejo specifikacijsko mejo (nacelo izokonverzije ni ve¢ upostevano). Povecan razkroj
enostavno razlozimo s poviSano vodno aktivnostjo, ki smo jo opisali za vzorce pri tem
pogoju. Determinacijski koeficienti niso visoki, Se vedno pa potrjujejo naso predpostavko

o kinetiki O.reda.
Konstruiranja Arrheniusove odvisnosti, smo se lotili na dva nacina.

Najprej smo poskusali odvisnost izpeljati z upoStevanjem podatkov pri vseh treh
temperaturah stresne Studije: 40°C, 50°C in 60°C. Determinacijski koeficient 0,928 kaze
na linearen odnos med Ink in 1/T, vendar Se zdale¢ ni tako visok, kot smo ga dobivali pri
drugih modelnih farmacevtskih oblikah. Aktivacijska energija, ki smo jo dolocili (147,77
kJ/mol), pa je priblizno 2-krat vecja od tiste dolo¢ene iz podatkov dolgoro¢ne in pospesene
stabilnosti pri nacrtovanju tega stresnega testa (70,99 kJ/mol). Kljub temu smo izvedli

ekstrapolacijo ter dolocili Se konstante razpada pri 25°C (preglednica XXIV).

Pri drugem nacinu smo upostevali spremembo vodne aktivnosti in nepri¢akovano visoke
deleze razpada pri 60°C. Pri konstruiranju Arrheniusove odvisnosti smo zato upostevali
samo podatke pri temperaturah 40°C in 50°C. Determinacijski koeficient ni podal realne
slike 0 moc¢i odvisnosti med Ink in 1/T, saj smo imeli na razpolago samo dve tocki. Ocenili
pa smo lahko vrednost aktivacijske energije (79,55 kJ/mol), za katero smo ugotovili, da je

dokaj podobna tisti doloceni iz podatkov dolgoro¢nih in pospesenih studij (70,99 kJ/mol).
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Ustreznost dobljene Arrheniusove odvisnosti smo poskuSali pokazati Se s primerjavo

ekstrapoliranih konstant razpada pri 25°C in realne konstante razpada pri 25°C.

Preglednica XXIII: Parametri dobljenih Arrheniusovih odvisnosti.

r2 Ea (k] /mol) InA

1.nac¢in*1 0,928 147,77 54,0082
2.nacin *2 1* 79,55 28,061

*1Upostevamo vse tri temperature stresnega testa.

*2Upostevamo samo temperaturi 40 in 50°C.

. Arrheniusovi odvisnosti - razgradni podukt R1

1l +—

5 \ /T

(,00299 0,00304 00309 0,00314  0,00319 0,00324 0,00329 0,00334
-1
-2 '\\\

-3 e stresni test - 1.nacin \\
-4 stresni testi -2 nadin \

Ink

® realna vrednost pri 25°C

-5

® ckstrapolirana vrednost 25°C- 1.nacin \
-6

® clstrapolirana vrednost 25°C - 2.nadin
-7

Graf 1: Na grafu so predstavljene Arrhneniusove odvisnosti dobljene na 1. in 2. nacin. Na grafu sta
oznaceni tudi na 1. in 2. nacin ekstrapolirani vrednosti konstant razpada pri 25°C ter realna konstanta
razpada pri 25°C.

Graf 1 dobro prikaze odstopanje na 1.nacin dobljene Arrheniusove odvisnosti od realnih
vrednosti. Nasprotno je vrednost konstante razpada izraCunana iz Arrheniusove odvinosti

dobljene na 2. nacin zelo blizu realni vrednosti.
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Preglednica XXIV: V preglednici imamo predstavljene deleZe razgradnega produkta R1 v odvisnosti od
Casa, in sicer realne rezultate pri 25°C in napovedane vrednosti izracunane iz ekstrapoliranih konstant

razpada pri 25°C dobljenih na 1. ali 2. nacin.

MFO 1 -R1 t(mesec) 0 3 6
t(dan) 0 90 180
T Kk (%/mes) r2
25°C ekstrap. 1.nacin Konc 0025 0036 0,047 0,0036 -
25°C ekstrap. 2nacin (%) 0,025 0,077 0,13 0,018
25°C realne 0,025 0,08 0,12 0,016 0,992

Ce primerjamo deleZe razgradnega produkta po 6 mesecih ugotovimo, da smo bolj
natan¢no napoved dobili, ko smo za konstruiranje Arrhenisove odvisnosti uporabili samo
podatke pri temperaturah 40°C in 50°C. Konstanta dobljena s 1.na¢inom (upoStevanje
60°C) je bila prenizka, posledi¢no je bila obCutno prenizka tudi napovedana vrednost

deleza razgradnega produkta po 6 mesecih (0,047).

Razlike smo ovrednotili tudi statisti¢no. Iz znanih podatkov dolgoro¢ne stabilnosti smo
izracunali 95% interval zaupanja za realno konstanto razpada in preverili ali vrednosti

dobljenih konstant razpada padejo v izracCunan interval.

Parametri racunanja intervala zaupanja za konstanto razpada:
a=0,05 n=3  kosecreami=0.016 ST.DEV(=0,0014

Izrac¢unan 95 % interval zaupanja (CI ¢s0,): (-0.0025 < k< 0.034)
K25°C ekstrapolirani 1.nacin =0,0036 => je zunaj CI 50, !

K25°c ekstrapolirani 2.na¢in =0,018 => je znotraj CI g5, !

Podatke s staranja pri 60°C ne smemo uporabiti za konstruiranje Arrheniusove odvisnosti
in napovedovanje dolgoroCne stabilnosti, saj je bila na 1.naCin napovedana konstatna

razpada zunaj izraCunanega intervala.

Nasprotno smo ob upostevanju podatkov s staranja pri 40°C in 50°C (2.na¢in) napovedali
konstanto razpada pri 25°C, ki se signifikantno ni razlikovala od realne. S tem smo resili
tudi problem ocenitve ustreznosti dobljene Arrheniusove odvisnosti (imeli smo samo dve

tocki), ki jo lahko, na podlagi te ustrezno napovedane konstante, opredelimo za primerno.
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Sklenemo lahko, da se stresne teste, ob upoStevanju vseh navedenih parametrov, lahko
uporablja za napovedovanje dolgorocne stabilnosti (porast razgradnega produkta R1)

modelne farmacevtske oblike 1.

4.4. Modelna farmacevtska oblika 2

a) Videz: Do spremembe videza ni prislo pri vzorcih staranih pri 50°C in 60°C. Pri pogoju
70°C in pogojih s 21% in 50% relativno vlago so se zaletne roznato obarvane tablete
spremenile v rahlo rjavo obarvane. Moc¢nejSo rjavo barvo so imele tablete pri 80°C in pri
pogojih 75% vlage. Pri vseh pogojih povisane relativne vlage so tablete nabrekle (visja kot
je bila relativna vlaga bolj so nabrekle), tiste pri pogoju 75% relativne vlage pa so imele
lepljivo povrsino. Vpliv temperature nismo mogli posebej opredeliti, sklenili pa smo lahko,
da vlaga pomembno vpliva na konstitucijo oziroma videz farmacevtske oblike. Kaj to
pomeni za aplikacijo Arrheniusove odvisnosti je bilo na zacetku tezko reci, dejstvo pa je,
da lahko ob nabrekanju tablet prihaja do sprememb (fizikalnih in kemijskih), ki povzrocajo

odstopanja od omenjene odvisnosti.
b) Vodna aktivnost (merjena pri 20°C-25°C):

Preglednica XXV: Vodne aktivnosti merjene na vzorcih po stresnih testih.

T (°C) t(dan) 3 7 10 14 21 31 45 60 povp.ay*l
50 67 66 7,0 6,8
60 anl%) 6,2 6,6 6,5 6,4
70 5,4 45 5,8 5,2
80 7,7 7,9 7,8

*1 Povprecno vodno aktivnost smo izracunali z namenom uporabe le-te pri konstruiranju modificirane
Arrheniusove odvisnosti (v nadaljevanju 2.2. Dolocanje neodvisnosti konstante B od temperature in
napovedovanje dolgorocne stabilnosti s modificirano Arrhneiusovo odvisnostjo).

Vodne aktivnosti po stresnih testih so zelo podobne zacetni vrednosti (7,2%). Uporaba
Arrheniusove odvisnosti je iz tega vidika utemeljena, saj za razliko od velikih sprememb
vodne aktivnosti pri modelni farmacevtski obliki 1, v modelni farmacevtski obliki 2 teh
nismo zasledili. Vzorcem, ki smo jih imeli med stresnimi testi v komorah s konstantno RV,
nismo merili vodne aktivnosti, ker smo to lahko dolocili s poznavanjem ravnotezne
relativne vlage posamezne komore (je enaka ay,). Te vzorce smo zaprli takoj po prenosu iz

komore.
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¢) 1.del rezultatov (Arrheniusova enacba)

Preglednica XXVI: V preglednici so predstavljeni podatki o delezu razgradnega produkta R2 v

odvisnosti od ¢asa in temperature stresnih testov.

MFO 2 - t(mes) 0 0,23 0,33 0,47 0,7 1,03 1,5 2

(R2) t(dan) 0 7 10 14 21 31 45 60

T(°C) k (%/mes) r2
50 Konc. 0,085 018 020 025 0083 0,987
60 %) 0,085 0,25 0,44 0,49 0,28 0,962
70 0,085 0,57 0,92 1,13 0,69 0,968
80 0,085 3,39 6,94 827 0,989

Predpostavka o O.redu se je tako kot pri naértovanju pokazala za pravilno, saj so
determinacijski koeficienti relativno visoki in nakazujejo na linearen odnos med delezem
razgradnega produkta in casom. V vecini so napovedanim vrednostim podobni tudi delezi
razgradnega produkta iz pogojev 50°C in 60 °C. Pri 70°C smo zaradi napake pri vzorcenju
pri dveh vzorcih presegli specifikacijsko mejo in dobili vrednosti 0,92% po 31 dneh in
1,13% po 45 dneh (v nadaljevanju bom razlozil uporabo omenjenih rezultatov). Najbolj pa
odstopajo od napovedanih vrednosti rezultati pri 80°C. Tudi tu smo sicer naredili napako
pri vzorcenju (kot pri 70°C smo vzor¢ili prepozno), vendar je za razliko od rezultatov pri
70°C, odstopanje od ustreznih napovedanih vrednosti, bistveno vecje. Poleg tega obe
vrednosti deleza razgradnih produktov pri 80°C obcutno presegata specifikacijsko mejo.
Kljub dejstvu, da je kinetiko pri 80°C mozno opisati z 0.redom, je vprasljiva ustreznost
aplikacije teh rezultatov v Arrheniusovo odvisnost. S pomocjo dobljenih rezultatov in

upostevanjem omenjenih dejstev smo konstruirali Arrheniusovo odvisnost na tri nacine.

l.nacin: Upostevali smo vse dobljene rezultate, kljub dejstvu, da nekatere vrednosti

presegajo specifikacijsko mejo.

2.nacin: Upostevali smo rezultate o razkroju pri 50°C, 60°C in 70°C. Utemeljitev: dva

deleza pri 70°C sicer presegata specifikacijo, vendar je presezek minimalen.

3.nac¢in: Upostevali smo rezultate iz 50°C in 60°C, ter prvi rezultat iz 70°C, ker nobeden

od teh ne presega specifikacijske meje.
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Preglednica XXVII: Parametri na 1., 2. in 3. nacin dobljenih Arrheniusovih odvisnosti.

12 Ea InA Da se vzorec pri 80°C ne obnaSa veC po

1Lnaéin 0929 14348 50,65 Arrheniusovi odvisnosti, nam pokaZe relativno
2.nadin - 0996 97,63 3390 nizek determinacijski  koeficient  odvisnosti,

3.nacin 0998 116,52 40,86 dobljen na l.nacin. Pri 2. in 3. nacinu namrec

dobimo odvisnosti z visokima determinacijskima koeficientoma, ki nakazujeta obnasanje
po Arrheniusovi odvisnosti. Vse izracunane aktivacijske energije so nizje od zgornje meje
150 kJ/mol, ki $e dovoljuje uporabo Arrheniusa, zato so v tem pogledu primerne. Ce jih
primerjamo Se z realno vrednostjo aktivacijske energije (117,73 kJ/mol), je najbliZja tista,
ki je dobljena na 3.nacin. Ponovno pa je potrebno opozoriti, da je bila realna Arrheniusova
odvisnost konstruirana iz samo dveh tock in s podatki pospeSene stabilnosti enake serije v
manjS$i ovojnini. Zaradi tega, je za opredelitev ustreznosti Arrheniusovih odvisnosti

potrebna nadaljna primerjava izklju¢no z rezultati Studij dolgorocne stabilnosti.

Iz grafa 2 (str.54) je lepo razvidno, da je najbolj ustrezna Arrhniusova odvisnost, tista
dobljena na 3.nacin. Ekstrapolirana vrednost logaritmirane konstante razpada pri 25°C
namre¢ sovpada z realno vrednostjo, dobljeno z dolgoro¢nimi stabilnostnimi testi. Tega ne

moremo trditi za ostali dve vrednosti logaritmiranih konstant, dobljenih na 1. in 2. nacin.

Se bolj jasno sliko pokaZejo dejanske vrednosti konstant in napovedani deleZi razgradnega
produkta po 12 in 24 mesecih predstavljeni v preglednici XXVIII (str.54). Konstanta
razpada pri 25°C dolocena na 3.nacin, se na drugem decimalnem mestu ujema z realno
vrednostjo, medtem ko ostali dve, doloceni na 1. in 2. nacin, odstopata od realne vrednosti.
Ce primerjamo deleZe razgradnega produkta pridemo do podobnih sklepov, pri ¢emer so
le-ti doloCeni na 1.nacin popolnoma neustrezni (prenizki), delezi dolo¢eni na 2.nacin pa ne

odstopajo veliko, $e posebej, ¢e opazujemo vrednosti po 12 mesecih.

Glede na ugotovljeno, se nam postavlja le Se vprasanje ustreznosti Arrheniusove odvisnosti

dobljene na 2.nacin.
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Graf 2: Na grafu so predstavljene Arrhneniusove odvisnosti dobljene na 1., 2. in 3. nacin. Na grafu so

oznacene tudi na 1., 2. in 3. nacin ekstrapolirane vrednosti konstant razpada pri 25°C ter realna

konstanta razpada pri 25°C.

Preglednica XXVIII: V preglednici imamo predstavljene deleZe razgradnega produkta R2 v odvisnosti

od cCasa, in sicer realne rezultate pri pogoju 25°C in napovedane vrednosti izracunane iz

ekstrapoliranih konstant razpada pri 25°C dobljenih na 1., 2. ali 3.nacin.

MFO 2 -R2 t(mesec) 0 12 24
t(dan) 0 360 720
T
25°C ekstrap. 1.nacin Konc. 002 0028 0,037
25°C ekstrap. 2nacin (%) 002 0,068 0,12
25°C ekstrap. 3 nacin 0,02 0,045 0,071
25°C realne 0,02 0,048 0,07

Kk (%/mes)
0,00070

0,0041

0,021
0,0021

r2

0,936
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Za dokonc¢no opredelitev pa smo izvedli sledece statisticne analize, kjer smo preverili ali
vrednosti ekstrapoliranih konstant razpada padejo v 95% interval zaupanja za realno

konstanto razpada.

Parametri ra¢unanja intervala zaupanja za realno konstanto razpada:
a=0,05 n=6 Kasec reami = 0.0021 ST.DEV=0,00027
Izrac¢unan 95 % interval zaupanja (CI ¢s¢,): (0.0013 < k < 0.0028)
K25°C ekstrapolirani na 1.nagin =0,00070 => je zunaj CI o5y, !

K25°C ekstrapolirani na 2.nagin =0,0041 => je zunaj CI o5y, !

K2s°C ekstrapolirani na 3.nagin =0,0021 => je znotraj CI 950, !

Obe konstanti nastanka razgradnega produkta R2 (dobljeni na 1. in 2. nain) sta zunaj
izraCunanega 95% intervala zaupanja za realno konstanto razpada. Torej se je za
primernega za namene napovedovanja dolgorocne stabilnosti izkazal 3.nacin, pri katerem
smo upostevali samo deleze razpada, ki so dejansko pod specifikacijsko mejo oziroma, pri

katerem smo upostevali nacelo izokonverzije.

Kljub nespremenjeni kinetiki O.reda pri 80°C, dobljena Arrheniusova odvisnost ob
upostevanju le-te ni bila primerna. Zakaj je prislo do tega, nismo znali natan¢no razloziti.
Vodna aktivnost se ni bistveno spremenila, farmacevtska oblika ni izkazovala bistvenih
sprememb videza in kinetika se torej ni spremenila. Razlog za odstope pa bi lahko bila
sprememba mikrofizikalnega stanja, mozno pa je tudi, da pri tej temperaturi Arrhneiusova

odvisnost enostavno ne velja vec.

Rezultati so nam pokazali, da je, ob upostevanju omenjenih parametrov, s stresnim testom

mozno napovedati ustrezno dolgoroc¢no stabilnost modelne farmacevtske oblike 2.
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d) 2.del rezultatov (modificirana Arrheniusova enacba)

DOLOCANJE KONSTANTE B

Preglednica XXIX: V preglednici so predstavljeni podatki o delezu razgradnega produkta R2 odvisnosti
od Casa, temperature in RV stresnega testa. Odebeljene vrednosti so tiste, ki smo jih izbrali za izpeljavo

modificirane Arrhenisuve odvisnosti.

MFO2 t(m 0 01 02 023 033 047 0,7 1,03 1,5

(R2) t(d 0 1 2 7 10 14 21 31 45

';SC:/: k (%/mes) r?

50/21 0,085 0,24 045 055 032 09%4
50/51 0,085 4,27 558 611 378 0837
50/74 0,085 4,32 4,61 477 0828
60/21 (OS()) 0,085 0,86 1,21 1,35 082 0,888
60/50 0,085 6,19 7,8 1091 0881
60/75 0,085 5,39 2,07 425 0137
70/22 0,085 2,19 32 348 220 0878
70/50 0,085 10,25 12,21 1036 0,705
70/76 0,085 4,71 6,08 89,92 0911

Ce izklju¢imo dejtvo, da smo naredili pri dolo¢enih vzoréenjih napako, in primerjamo nase
rezultate z ustreznimi napovedananimi vrednostmi (glej preglednico XIV) ugotovimo, da
so dobljene vrednosti delezev razgradnega produkta obcutno visje. To pomeni, da je bila
predpostavljena konstanta B 0,04 prenizka oziroma, da je reakcija nastanka razgradnega
produkta bolj obcutljiva na vlago, kot smo predvideli. V kombinaciji z naso napako
(prepoznim vzorcenjem) je to privedlo do stanja, kjer je veCina delezev razgradnega
produkta R2 presegla specifikacijsko mejo. Rezultate pod specifikacijsko mejo smo dobili
samo pri milej$ih pogojih. Problem pa se nam je pojavil tudi ob poskusu potrjanja 0.reda.
Izbran model smo lahko potrdili pri pogojih z 21% relativno vlago in pri pogoju
70°C/75%RV, ostali determinacijski koeficienti pa so bili relativno nizki in niso potrjevali
naSe predpostavke o 0O.reda. Nezmoznost uporabe O.reda lahko tesno povezemo z
dobljenemi visokimi delezi razgradnega produkta in neupostevanjem nacela izokonverzije.
Spremenjena kinetika je lahko posledica sprememb v farmacevtski obliki, ki jih je nakazal
videz (nabrekanje, obarvanje). Za dokon¢no opredelitev razloga za spremembo bi morali

opraviti nadaljne analize in pokazati, ali je priSlo, do sprememb fizikalnega stanja
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farmacevtske oblike. Z izkljuCitvijo teh pa bi lahko nasprotno potrdili nacelo
izokonverzije. V dokazovanje se nismo spuscali, poskuSali pa smo uporabiti informacije

ustreznih rezultatov.

Glede na sklepe, ki smo jih izpeljali iz 1.dela rezultatov (Arrheniusova odvisnost), smo se
odlocili vecino rezultatov visjih od specifikacijske meje zavre€i in s tem delno resiti
problem aplikacije O.reda in neupoStevanja nacela izokonverzije. Naredili pa smo eno
izjemo. Kot lahko vidimo v preglednici XXIX, nobena vrednost pri pogoju 70°C/22% ni
pod specifikacijsko mejo. Nujno smo potrebovali vsaj eno to¢ko pri tem pogoju in ob
upostevanju relativno visokega determinacijskega koeficienta (ob potrjanju 0.reda z vsemi
tremi delezi razgradnega produkta pri tem pogoju) smo menili, da bomo najmanjso napako
pri doloCanju konstante razpada za ta pogoj storili, ¢e bomo upostevali samo prvo vrednost

2,19%.

Za konstruiranje modificirane Arrheniusove odvisnosti pa zaradi neupostevanja rezultatov
staranja pri 50% in 75% RV nismo imeli dovolj podatkov. 1z rezultatov pri 21 % oz. 22%
RV smo dobili 1 toc¢ko, potebovali smo vsaj Se eno. Pomagali smo si s podatki s katerimi
smo konstruirali v 1.delu Arrheniusovo odvisnost. Upostevali smo $e povprecja izmerjenih
vodnih aktivnosti (glej preglednico XXV) in tako dobili Se drugo tocko. Iz dobljenih
modificiranih Arrheniusovih odvisnosti, katerim linearnega znacaja nismo mogli dolo¢iti,

smo izra¢unali konstante B.

Preglednica XXX: Parametri modificirane Arrheniusove odvisnosti za temperature 50°C, 60°C in 70°C.

50°C RV(%) 6,8 21 B r2 Ustreznost ~ dobljenih
Ink 249 -115 0,094 1 konstant B smo Zeleli
. RV (%) 5,2 21 B r2
60°C ..
Ink -1,28 0,51 011 1 potrditi tako, da smo
70°C RV(%) 6,4 22 B rz njihovo povprecje
Ink 0,039 1,5 0,094 1

(B=0,099) uporabili za
napovedovanje dolgoro¢ne stabilnosti in napoved primerjali z realno vrednostjo. Toda Se
prej smo morali pokazati njihovo neodvisnost od temperature. Ce pogledamo posamezne
vrednosti konstant, vidimo da sta konstanti B pri 50°C in 70°C enaki, konstanta B pri 60°C
pa se od njiju razlikuje, in sicer je vecja za 0,016. Signifikantnost razlike smo poskusali
opredeliti na slede¢ nacin. S posameznimi konstantami B smo napovedali dolgoro¢no
stabilnost in poskusali pokazati, da posamezne napovedane konstatne tvorbe razgradnega

produkta R2 niso signifikantno razli¢ne od realne. V tem primeru smo lahko sklepali, da
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konstante B niso signifikantno razlicne in je B za to farmacevtsko obliko neodvisna od
temperature. To pa je pomenilo, da bi povprecje konstant B lahko uporabili za

napovedovanje dolgorocne stabilnosti.

DOLOCANJE NEODVISNOSTI KONSTANTE B OD TEMPERATURE IN
NAPOVEDOVANJE DOLGOROCNE STABILNOSTI Z MODIFICIRANO
ARRHNEIUSOVO ODVISNOSTJO.

Napovedi dolgoro¢ne stabilnosti s pomoc¢jo modificirane Arrheniusove enacbe smo se lotili
na slede¢ nacin. Iz izbranih delezev razgradnega produkta pri 50°C/21%RYV, 60°C/21%RV
in 70°C/22%RV (odebeljeno oznaceni rezultati v preglednici XXIX) smo konstruirali
Arrheniusovo odvisnost. Uporabo izbranih delezev razgradnega produkta R2 in uporabo
O.reda za doloCanje konstant hitrosti tvorbe razgradnega produkta na posamezem pogoju

smo utemeljili Ze pri raCunanju konstant B.

Preglednica XXXI: Parametri Arrheniusove odvisnosti za relativno vlago 21,33%.

2 Ea (kj/mol) InA+B*21,33% Poudarimo, da dobljena Arrheniusova

0,983 121,64 41,83 odvisnost velja za relativno vlago 21,33% (s

tem smo uvedli manjSo poenostavitev, saj
smo izracunali povprecje relativnih vlag v komorah pri 50°C, 60°C in 70°C). Visok
determinacijski koeficient potrjuje obnasanje po Arrheniusovi odvisnosti, aktivacijska
energija 121,64 kJ/mol, ki pa je niZja od 150 kJ/mol, pa dodatno upravicuje rabo dobljene

odvisnosti za napovedovanje dolgoro¢ne stabilnosti.

Preglednica XXXII: V preglednici imamo predstavljene deleze razgradnega produkta R2 v odvisnosti od
Casa, in sicer realne rezultate pri pogoju 25°C ter napovedane vrednosti izracunane iz ekstrapoliranih
konstant razpada pri 25°C dobljenih z upoStevanjem razli¢nih konstant B, relativne vlage za katero je
veljala Arrheniusova odvisnost (20,33%) in relativne vlage za katero smo izpeljali Arrheniusovo

odvisnost (7,2%).

MFO 2 -R2 t(mesec) 0 12 24
t(dan) 0 360 720
T k (%/mes) r2
25°C ekstrap.(B=0,11) Konc 0,02 0,040 0,06 0,0016
25°C ekstrap.(B=0,094) (%) 0,02 0,045 0,070 0,0021
25°C ekstrap.(Bpovp=0,099) 0,02 0,043 0,066 0,0020 -
25°C realne 0,02 0,048 0,07 0,0021 0,936
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Ce torej uporabimo formulo za modificirano Arrhneniusovo odvisnost, lahko s
poznavanjem B, ki smo ga izracunali, in s poznavanjem a,, (enaka ravnotezni RV) vzorca,
kateremu napovedujemo dolgoro¢no stabilnost (v naSem primeru 7,2%), izraCcunamo
parametre Arrheniusove odvisnosti, ki bo veljala za izbrano a,, (ravnotezno RV, ki je torej
7,2%). Dobljeno Arrheniusovo odvisnost pa lahko potem uporabimo za napoved

dolgoroc¢ne stabilnosti.

Za dokonc¢no opredelitev pa smo izvedli sledece statisticne analize, kjer smo preverili ali
vrednosti ekstrapoliranih konstant razpada padejo v 95% interval zaupanja za realno

konstanto razpada.

Parametri ra¢unanja intervala zaupanja za realno konstanto razpada:
a=0,05 n=6 Kosoc reani = 0.0021  ST.DEV = 0,00027
Izrac¢unan 95 % interval zaupanja (CI ¢s0,): (0,0013 < k < 0,0028)
K2s°C ekstrapolirani B=0,11 =0,0016 => je znotraj CI 950, !

K25°C ekstrapolirani B=0,004 =0,0021 => je znotraj CI 950 !

Glede na to, da sta vrednosti konstant razpada pri 25°C napovedani z upoStevanjem
B=0,094 in B=0,11 znotraj 95% intervala zaupanja, lahko sklepamo, da konstante B pri
50°C, 60°C in 70°C niso signifikantno razli¢ne in B ni odvisna od temperature. To pomeni,
da povprecno konstatno B lahko uporabimo za napovedovanje dolgoro¢ne stabilnosti. Tudi

tako napovedano konstanto smo ovrednostili Se statisti¢no.
K25°C ekstrapolirani B=0,000 =0,0020 => je znotraj CI 950, !

Sklenemo lahko, da je konstanta B=0,099 ustrezna in da se v kombinaciji z modificirano
Arrhneiusovo enacbo lahko uporablja za napovedovanje dolgorocne stabilnosti modelne
farmacevtske oblike 2. Primer, ki smo ga predstavili ni idealen (zaradi vseh poenostavitev,
ki smo jih vpeljali in uporabili), vseeno pa lepo pokaze eno od moznosti uporabe
modificirane Arrheniusove enacbe. Z modificirano Arrheniusovo odvisnostjo, poznano
konstanto B in poznavanjem njene odvisnosti od temperature, lahko napovemo dolgorocno
stabilnost modelne farmacevtske oblike na poljubni relativni vlagi, to pa pomeni tudi, da

lahko pri napovedovanju stabilnosti posredno upostevamo lastnosti, kot je permeabilnost
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vsebnikov za vlago in da lahko napovemo vplive visjih relativnih vlag katerim so

izpostavljena zdravila med uporabo.

Vrednost dobljene konstante B je za priblizno 2,5-krat vecja od vrednosti konstante
uporabljene pri nacrtovanju. Zaradi tega pa smo tudi dobili toliko neustreznih rezultatov po
stresnih testih. Reakcija razpada je namre¢ veliko bolj obcutljiva na vlago kot smo

predvideli na zacetku.

4.5. Modelna farmacevtska oblika 3
a) Videz: Kot zacetna, so bili tudi vsi vzorci po vseh stresnih testih, tablete roza barve s

gladko neposkodovano povrsino.
b) Vodna aktivnost (merjena pri 20°C-25°C):

Preglednica XXXIII: Vodne aktivnosti merjene na vzorcih po stresnih testih.

T (°C) t(dan) 1 2 3 4 7 14 21V farmacevtski
50 321 324 326 obliki po stresnih
60 () 339 342 351 testth ni priSlo do
70 351 36,1

bistvenih sprememb

ay (ravnotezne RV) glede na zacetno stanje (38,3%) s ¢imer lahko zaenkrat upravi¢imo
uporabo Arrheniusove odvisnosti. Natan¢no oceno, za koliko bi se lahko spremenila
konstanta razpada zaradi zaznane spremembe vodne aktivnosti za 2-6%, bo omogocala
izraCunana konstanta B modificirane Arrheniusove enacbe. Vzorcem, ki smo jih imeli med
stresnimi testi v komorah s konstantno RV, nismo merili vodne aktivnosti, ker smo to
lahko dolocili s poznavanjem ravnotezne relativne vlage posamezne komore (je enaka ay).

Te vzorce smo zaprli takoj po prenosu iz komore.

¢) 1.del rezultatov (Arrheniusova enacba)

Preglednica XXXIV: V preglednici so predstavljeni podatki o delezu razgradnega produkta R3 v

odvisnosti od Casa in temperature stresnega testa.

MFO3-R3 t(mesec) ©O0 0,033 0,067 01 0,13 023 047 0,7

t(dan) 0 1 2 3 4 7 14 21
T K(%/mes) r2
50 Konc. 0,13 027 035 041 039 0962
60 (%) 0,13 038 042 0,58 1,91 0978
70 0,13 04 0,62 7,35 0997
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Ce dobljene deleze razgradnega produkta R3 primerjamo z napovedanimi opazimo, da so
dokaj podobni. Opozorimo na to, da smo tudi zaetni vzorec (0,13%) analizirali hkrati z
ostalimi vzorci iz stresnega testa. Bistveno pa je, da nam je uspelo razkroj obdrzati nekje v
mejah specifikacije. Visoki determinacijski koeficienti kazejo dobro linearno korelacijo

(0.red) med casom in delezem razgradnega produkta pri vseh pogojih.

Preglednica XXXV: Parametri dobljene Arrheniusove odvisnosti.

r2 Ea InA

0,999 134,80 49,29

Arrheniusova odvisnost - razgradni produktR3
2
l \
R*=0,999 \\
0 T T T T l/T
0,0029 0,003 WSI 0,0032 0,0033
-1

-2

Ink

¢ stresnitesti

-3
¢ realnavrednost pri 25°C \
4

A ekstrapoliranavrednost pri
25°C

Me

-6

Graf 3: Na grafu je predstavljena s stresnimi testi dobljena Arrhneniusova odvisnosti, iz te
ekstrapolirana vrednost konstante razpada pri 25°C ter realna konstanta razpada pri 25°C.

Determinacijski koeficient 0,999 pokaze mocno linearno korealcijo med spremenljivkami
v logaritmirani Arrheniusovi odvisnosti. Zaradi tega je mozno Arrheniusovo odvisnost
uporabiti za ekstrapolacijo konstant razpada na pogoje Studij dolgorocne stabilnosti.
Vrednost ekstrapolirane konstante razpada pri 25°C je skupaj z pripadajoCimi
ekstrapoliranimi vrednostmi deleza razgradnega produkta R3 predstavljena v preglednici
XXXVI, grafi¢na primerjava logaritmirane vrednosti z realno pa je predstavljena tudi na
grafu 3. Komentirajmo Se dobljene vrednosti aktivacijskih energij (Eai, posp. in dolg.

sudi=125,66 kJ/mol, Eaj, giresnih swdij =134,80 kJ/mol). Obe vrednosti sta dokaj podobni in
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pod 150 kJ/mol (v literaturi predstavljena zgornja meja), zaradi Cesar spet lahko

upravi¢imo rabo Arrheniusove enacbe za napovedovanje dolgoro¢ne stabilnosti.

Preglednica XXXVI: V preglednici imamo predstavljene deleZe razgradnega produkta v odvisnosti od

Casa, in sicer realne rezultate pri 25°C in napovedane vrednosti izracunane iz ekstrapolirane konstante

razpada pri 25°C.
MFO 3 -R3 t(mesec) O 9 12
t(dan) 0 270 360
T K (%/mes) r2
o . Konc.
25°C ekstrapolirane 0,05 0,10 0,12 0,0060
(%)
25°C realne 005 011 0,13 0,0070 0,984

Predviden delez 0,12% nastalega razgradnega produkta po 12 mesecih, je zelo blizu realni
vrednosti 0,13%. Iz tega vidika bi napoved in celotno izvedbo stresnega testa ocenili kot

primerno za napovedovanje dolgoro¢ne stabilnosti.

Za dokoncno opredelitev pa smo izvedli sledeco statisticno analizo, kjer smo preverili ali
vrednost ekstrapolirane konstante razpada pade v 95% interval zaupanja za realno

konstanto razpada.

Parametri ra¢unanja intervala zaupanja za realno konstanto razpada:
a=0,05 n=5 k2so¢ reani = 0.0070  ST.DEVy = 0,00051
Izracunan 95 % interval zaupanja (CI ¢s¢,): (0,0054 < k < 0,0086)
Kosec ekstrapolirani =0,0060 => je znotraj CI 9sv, !

Tudi na ta nacin smo potrdili ustreznost predlaganega stresnega testa za napovedovanje

dolgorocne stabilnosti modelne farmacevtske oblike 3.

d) 2.del rezultatov (modificirana Arrheniusova enacba)

Preglednica XXXVII: V preglednici so predstavljeni podatki o delezu razgradnega produkta R3 v

odvisnosti od Casa, temperature in RV stresnega testa.

MFO3-R3 t(mesec) 0 0,033 0,067 0,13 0,23 033 0,47

t(dan) 0 1 2 4 7 14 21
T(°C)/RV(%) Kk(%/mes) 12
50/21 Konc. 0,13 0,28 0,37 0,43 042 0,959
50/51 (%) 0,13 0,22 0,25 0,29 0,64 0,898
50/74 0,13 0,21 0,23 15 0,893
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Z izbranimi pogoji stresnih testov, smo uspeli doseci razkroje pod specifikacijsko mejo in
nad mejo kvantifikacije. Determinacijski koeficienti so v tem primeru nizji, kot pri 1.delu
rezultatov, vendar §¢ vedno dokaj visoki in potrjajo naso predpostavko o 0.redu. Ce
dobljene deleze razgradnega produkta primerjamo z napovedanimi (preglednica XVII)
ugotovimo, da smo pri pogojih z vi§jo RV naredili ve&jo napako. Ze iz tega lahko
sklepamo, da je bila uporabljena sploSna konstanta B=0,04 previsoka in da je hitrost
reakcije nukleofilne adicije v tej modelni farmacevtski obliki manj odvisna od spremembe

ay (ravnotezne RV), kot je napovedovala povprecna vrednost B.

Preglednica XXXVIII: Parametri modificirane Arrheniusove odvisnosti za temperaturo 50°C.

RV(%) 21 51 74 B r2 Determinacijski  koeficient

Ink -0,857 -0434 0,405 0,023 0932 kaze na linerano korelacijo

med RV in Ink. Dobljena konstanta B 0,023 pri 50°C, je res manjsa od 0,04, kar kaze na

manjs$o obcutljivost hitrosti reakcije na vlago.

Konstanta 0,023 pomeni, da bi se ob potencialni 10% spremembi relativne vlage pri 50°C
v nasem produktu, prirast deleza razgradnih produktov v enakem casovnem obdobju
povedal za 1,26-krat. Ce predpostavimo, da je B neodvisna od temperature, lahko pri sobni
temperaturi napovemo vpliv spremenjene relativne vlage okolja (npr. med transportom ali
med uporabo) na prirast razgradnega produkta R3 v modelni farmacevtski obliki 3 in s tem
napovemo ali bo izdelek ohranil zahtevano kvaliteto tudi pri ekstremnejSih pogojih
shranjevanja. Za namene nata¢nega napovedovanja in ocenjevanja pa je nujno, da

neodvisnost od temperature tudi potrdimo.

4.6. Modelna farmacevtska oblika 4

a) Videz: Zacetni vzorec je rumena okrogla gladka tableta. Tablete niso nabrekle pri
nobenem od pogojev, medtem ko so se pri 80°C in 60°C/75%RYV obarvale zelenkasto. Pri
drugih pogojih ni prislo do sprememb.

b) Vodna aktivnost — merjena pri 20°C-25°C:

Preglednica XXXIX: Vodne aktivnosti merjene na vzorcih po stresnih testih.

T (°C) t(dan) 0,5 2 3 4 2 10 14 Y farmacevtski obliki po

60 333 329 331 stresnih testith ni prislo
70 aw(%) 32,3 329 311 do bistvenih sprememb
80 336 339 36,5

ay glede na zacetno
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stanje (Zac: 39,0%). 1z tega vidika lahko zaenkrat upravicimo uporabo Arrheniusove
odvisnosti. Natancno oceno, za koliko bi se lahko spremenila konstanta razpada zaradi
zaznane spremembe vodne aktivnosti za 6%, bi omogocala izracunana konstanta B
modificirane Arrheniusove enacbe. Vzorcem, ki smo jih imeli med stresnimi testi v
komorah s konstantno RV, nismo merili vodne aktivnosti, ker smo to lahko dolocili s
poznavanjem ravnotezne relativne vlage posamezne komore (je enaka ay). Te vzorce smo

zaprli takoj po prenosu iz komore.

¢) 1.del rezultatov (Arrheniusova enacba)

Preglednica XL: V preglednici so predstavljeni podatki o delezu razgradnega produkta R4 v odvisnosti

od ¢asa in temperature stresnega testa.

MF04 t(mes) 0 002 007 01 023 033 033 047 1,03
-RP4  t(dan) 0 0,5 2 3 4 7 10 14 31
T (°C) K(%/mes) 12
0,09 021 0,11 1
50%1 Konc.
60 (%) 0,17 0,27 0,33 0,38 0,46 0,995
70 0,17 023 026 0,35 0,77 0,986
80 017 0,19 0,19 021 0,32 0,791

*1 Stresni testi pri 50°C so bili izvedeni na enaki seriji vzorca in deleZ razgradnega produkta R4 je bil
doloCen z enako analizno metodo, le da so te teste izvedli ob pricetku dolgoroc¢nih in pospesenih Studij.
Podatke sem vkljucil v rezultate stresnih testov zaradi neustreznosti rezultatov pri 80°C.

Nacelo izokonverzije smo, glede na dobljene rezultate o delezu razgradnega produkta R4,
uspeli upostevati. Delezi so sicer pri 60°C in 70°C nekoliko vi$ji od predvidenih, kljub
temu pa je, glede na determinacijska koeficienta, aplikacija modela 0.reda primerna.
Problem pa se je pojavil pri temperaturi 80°C. Ze sama konstanta razpada je niZja od
konstant pri 60 in 70°C, poleg tega pa je nizek tudi determinacijski koeficient, ki kaze na
odstopanje od linearne odvisnosti med delezem razkroja in Casom stresnega testa. S temi
podatki je bilo nesmiselno konstruirati Arrheniusovo odvisnost. Vzroke za odstopanje
kinetike razkroja vzorca pri 80°C, kljub upostevanju nacela izokonverzije, bi lahko iskali
med fizikalnimi spremembami vzorca. Fizikalne spremembe nakaze tudi videz, vendar bi
bile potrebne za podrobnejSo razlago nadaljne analize. Vzrok za odstopanje pa v tem

primeru ni bila a,, v vzorcu, saj se pri 80°C ni spremenila glede na zacetno stanje.
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Vsekakor pa smo morali za konstruiranje Arrheniusove odvisnosti dobiti Se eno dodatno
tocko, in zato smo med naSe rezultate vkljucili podatke iz Ze izvedene stresne Studije na
50°C. Obnasanja po 0.redu zaradi dveh casovnih to¢k nismo mogli preveriti, je pa delez
razgradnega produkta (0,21%) pod specifikacijsko mejo in v okviru predvidenega

dodatnega 0,1% razpada.

Preglednica XLI: Parametri dobljene Arrheniusove odvisnosti.

12 Ea InA Determinacijski koeficient 0,946 ne kaZe na idealno

0,946 87,76 30,64 obnasanje po Arrheniusovi odvisnosti, vendar je Se vedno

relativno visok in predvidevali smo, da konstruirana enacba
omogoca racunanje konstante pri temperaturi Studij dolgoro¢ne stabilnosti. Majhno razliko
v logaritmirani vrednosti tako dobljene konstante in realne konstante razpada pri 25°C, ki
delno Ze potrjuje nasa predvidevanja, smo predstavili na grafu 4. Aktivacijski energiji
doloceni s stresnimi testi (87,76 kJ/mol) ter s Studijami pospesene in dolgorocne stabilnosti

(76,30 kJ/mol) ne izkljuCujeta uporabe Arrhneniusove odvisnosti (sta nizje od 150 kJ/mol).

Arrheniusova odvisnost - razgradni produkt R4 1T
0 T T T T T
0,00285 * 0295 0,00305 0,00315 0,00325 0,00335
-1
-2
E * stresnitest *

+ ekstrapolirana
! vrednost pri 25°C

¢ realna vrednost pri

25°C

-4
-5

Graf 4: Na grafu je predstavljena s stresnimi testi dobljena Arrhneniusova odvisnosti, iz te

ekstrapolirana vrednost konstante razpada pri 25°C ter realna konstanta razpada pri 25°C.
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Preglednica XLII: V preglednici imamo predstavljene deleZe razgradnega produkta v odvisnosti od
Casa, in sicer realne rezultate s staranja pri 25°C in napovedane vrednosti izracunane iz ekstrapolirane

konstante razpada pri 25°C.

MFO 4 -R4 t(mesec) O 9 12

t(dan) 0 270 360
T K (%/mes) r2
25°C ekstrapolirane gonc(o,) g9 016 0,19  0,0085

25°C realne 009 014 0,20 0,0077 0,853

S stresnimi testi napovedan delez razgradnega produkta po 12 mesecih (0,19%) in realna
vrednost (0,20%) se ne razlikujeta veliko in zaradi tega lahko izvedbo stresnega testa in
napoved dolgorocne stabilnosti ocenimo kot ustrezno. Za dokon¢no opredelitev pa smo
izvedli sledeco statisticno analizo, kjer smo preverili ali vrednost ekstrapolirane konstante

razpada pade v 95% interval zaupanja za realno konstanto razpada.
Parametri raCunanja intervala zaupanja za realno konstanto razpada:
a=0,05 n=5 kasoc reami = 0.0077  ST.DEV,=0,0018
Izrac¢unan 95 % interval zaupanja (CI ¢s0,): (0,0018 < k < 0,014)
Kosec ekstrapotirani =0,0085 => znotraj CI o5y !

Napovedano konstanto razpada lahko ocenimo kot ustrezno in sklenemo, da smo s
stresnim testom uspeli dovolj natan¢no napovedati dolgoro¢no stabilnost modelne

farmacevtske oblike 4.

d) 2.del rezultatov (modificirana Arrheniusova enacba)

Preglednica XLIII: V preglednici so predstavljeni podatki o delezu razgradnega produkta R4 v

odvisnosti od ¢asa, temperature in RV stresnega testa.

MFO 4 -R4 t(mesec) 0 0,033 0,067 021 0,13 0,23 0,33 047

t(dan) 0 1 2 3 4 7 10 14
T(°C)/%RV k(%/mes) r2
60/21 Konc. 0,17 0,25 0,27 0,31 0,30 0,993
60/50 (%) 0,17 0,23 024 0,31 0,97 0,923
60/75 0,17 0,25 042 05 3,48 0,976

Delezi razgradnega produkta so sicer nekoliko vi§ji kot napovedani, vendar Se vedno

ustrezni glede na nacelo izokonverzije. Zaradi nekoliko visjih delezev razgradnega
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produkta R4 lahko pri¢akujemo, da bo vrednost konstante B nekoliko vi§ja od 0,04, saj je
hitrosti naSe oksidacijske reakcije v tej farmacevtski obliki bolj obcutljiva na spremembo
relativne vlage kot smo napovedali z uporabljeno konstanto. Determinacijski koeficienti so

relativno visoki in potrjujejo predpostavko o kinetiki 0.reda.

Preglednica XLIV: Parametri modificirane Arrheniusove odvisnosti za temperaturo 60°C.

RV(%) 51 0 e B = Ustreznost aplikacije
modificirane Arrheniusove

Ink 121 0032 125| 0045 099 oY
odvisnosti lahko potrdimo

z visokim determinacijskim koeficientom (0.996). Dolo¢ena konstatna B (0,045) je res
vi§ja od 0,04, in prakticno pomeni, da bi ob 10% potencialni spremembi relativne vlage v
naSi farmacevtski obliki po enakem casu dolocili 1,57-krat vecji prirast razgradnega
produkta R4. Zavedati se moramo, da je konstanta B dologena za temperaturo 60°C. Ce bi
jo zeleli uporabljati za napovedovanje dolgoro¢ne stabilnosti oziroma ocenjevati vpliv
spremembe RV na stabilnost pri sobni temperaturi, bi morali, kot smo pri modelni

farmacevtski obliki 2, potrditi njeno neodvisnost od T.

4.7. Dodatne Studije

Vzporedno s Studijami na omenjenih modelnih farmacevtskih oblikah smo informativno
preiskusali metodologijo Se na nekaterih drugih modelnih farmacevtskih oblikah. Nekatere
od teh modelnih farmacevtskih oblik so izkazovale z vidika nacela izokonverzije zanimive

kinetike razpada.

Pri eni od teh smo na stresnih testih dolocili popolnoma razli¢no kinetiko razpada, kot pri
Studijah na dolgoro¢nih pogojih. Predpostavljamo, da je do takSnega obnaSanja prislo
zaradi visokega deleza (glede na specifikacijo) razgradnega produkta v zaCetnem vzorcu
(ta je bil hkrati 24 mese¢ni vzorec vzet iz pogojev dolgoroc¢nih Studij stabilnosti). Tako se
je na stresnih pogojih kmalu zacel tudi razpad manj reaktivne oblike, kar je povzrocilo
omenjeno spremembo kinetike glede na dolgorocne pogoje, kjer je razpadala samo bolj
reaktivna oblika u¢inkovine. Za podroben opis dogajanja bi morali nacrtovati obseznejSo
stresno analizo, zato modelne farmacevtske oblike nismo vkljucili med rezultate. Za
namene napovedovanja dolgoro¢ne stabilnosti pa bi bilo potrebno uporabiti nestaran
vzorec. Omenjen primer naj bo izziv za prihodnost, a hkrati opozorilo na to, da je vsaka

posamezna farmacevtska oblika lahko zgodba zase.
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5. SKLEP
NACELO IZOKONVERZIJE

V vecini primerov nam je nacelo izokonverzije uspelo upostevati - dosegli smo razkroje v
mejah specifikacij. Kadar pa nam tega zaradi razlicnih razlogov ni uspelo, so se pokazala
ali odstopanja od izbrane kinetike 0.reda (MFO2 — 50% in 75% relativna vlaga) ali pa je
prislo do odstopanja od Arrheniusove odvisnosti (MFO2 — 80°C). Upostevanje nacela pa je
privedlo do rezultatov s katerimi smo lahko relativno uspesno napovedali dolgoro¢no

stabilnost modelnih farmacevtskih oblik.

Sklenemo lahko, da je nacelo izokonverzije in doseganje zeljenih deleZev razkroja pod
specifikacijsko mejo osnova za ohranjanje primerljive Kkinetike razkroja in
pridobivanje reprezentativnih vzorcev pri stresnih testih s katerimi lahko dobro

napovemo dolgoro¢no stabilnost.
0.RED

Izbran kineti¢ni model 0O.reda za trdne enoodmerne farmacevtske oblike se je v veéini
primerov izkazal za ustreznega. Potrdili smo ga tako z rezultati Studij doloro¢ne in
pospesene stabilnosti, kot tudi s stresnimi testi. Do odstopanj od izbrane kinetike je prislo
le pri modelni farmacevtski obliki 2 na vzorcih staranih pri 50% in 75% relativni vlagi
(vzrok je lahko fizikalna sprememba in/ali neupoStevanje nacela izokonverzije) in pri
modelni farmacevtski obliki 4 na vzorcu staranem pri 80°C (vzrok je lahko fizikalna
sprememba). Poudarimo, da se je kinetika O.reda ohranila pri modelnih farmacevtskih
oblikah 3 in 4, tudi ko smo jih izpostavili poviSanim relativnim vlagam (50% in 75%). To
lahko poveZzemo z uspeSnim upoStevanjem nacela izokonverzije (delezi razgradnih
produktov niso presegli specifikacijsko mejo) in odsotnostjo sprememb v videzu pri

omenjenih modelnih farmacevtskih oblikah.

Ker smo v vecini res ostajali v obmocjih zelo nizkih delezev razkroja, drugih kineti¢nih
modelov nismo preiskusali, saj se je tu O.red pokazal za dovolj dober priblizek realni

kinetiki v trdni farmacevtski obliki.
ARRHENIUSOVA ODVISNOST

V vecnini primerov so se razpadne reakcije obnaSale po Arrhneniusovi odvisnosti in zato
je bila izbrana kot orodje za napovedovanje dolgorocne stabilnosti. Do odstopanj pa je

prislo v sledecih reprezentativnih primerih:
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A) Vodna aktivnost

Vodna aktivnost se je pokazala za enega kljucnih parametrov, ki jih moramo spremljati in
uravnavati ob napovedovanju dolgorocne stabilnosti s pomocjo Arrheniusove odvisnosti.
Pri modelni farmacevtski obliki 1 se je vzorcu pri 60°C glede na zacetni vzorec in vzorca
pri 40°C in 50°C vodna aktivnost povecala kar za priblizno 50%. To je povecalo hitrost
razpada, hkrati pa je povzrocilo tudi odstopanje od Arrhneiusove odvisnosti. S tem
potrjujemo, kako pomembno je tudi poznavanje sestave formulacije in fizikalno-kemijskih

lastnosti pomoznih snovi pri nacrtovanju stresnega testa.

Pri ostalih vzorcih, kjer je bila vodna aktivnost primerljiva zacetni in ni bilo vpliva drugih

dejavnikov, je bilo potrjeno obnasanje po Arrheniusovi odvisnosti.

S primeri smo pokazali, da je potrebno za primerljivost vzorcev in konstruiranje
Arrheniusove odvisnosti vzdrzevati ¢im bolj nespremenljivo vodno aktivnost

(ravnotezno RYV).
B) T=80°C

Temperatura, ki jo s kriti€nega vidika obravnavajo tudi pri stresnih testih za dolocevanje
intrinzi¢ne stabilnosti, nam je povzrocala veliko tezav. Pri modelni farmacevtski obliki 2
smo pri 80°C dolocili deleze razgradnega produkta, s katerimi smo sicer lahko potrdili
kinetiko 0.reda, so pa bili ti visji od specifikacijske meje in so povzro€ili odstopanje od
Arrheniusove odvnisnosti. Pri modelni farmacevtski obliki 4 rezultati s pogoja 80°C niso
presegali specifikacijske meje, vendar pa niso potrjevali kinetike O.reda in jih zaradi tega
prav tako nismo mogli uporabiti pri konstruiranju Arrheniusove odvisnosti. V obeh
primerih ni pri§lo do spremembe vodne aktivnosti, tako da moramo vzroke za odstopanje
iskati drugje. Verjeten dodatni razlog, poleg neupostevnja nacela izokonverzije pri prvem,
pa so fizikalne spremembe, ki so jih nakazale spremembe videza. Kon¢no potrditev pa bi

seveda morali narediti z dodatnimi analizam (Rentgenska praskovna kristalografija, DSC).

Kakorkoli Ze, omenjenih rezultatov nismo uporabili in glede na navedeno odsvetujemo
uporabo temperatur viSjih od 70°C pri nacrtovanju in izvedbi stresnih testov za

napovedovanje dolgorocne stabilnosti.

Vsi rezultati potrjujejo, da pri uporabi Arrhnieusove odvisnosti za trdne sisteme nismo

zaznali omejitev glede vrste reakcij. Obravnavanim reakcijam: hidrolizi, dehidraciji,
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nukleofilni adiciji in oksidaciji, smo iz ustreznih Arrhneniusovih odvisnosti dolo¢ili tudi

aktivacijske energije in vse so bile v mejah med 40 in 150 kJ/mol.

MODIFICIRANA ARRHENIUSOVA ODVISNOST in KONSTANTA B
A) Nacrtovanje

Konstanta B=0,04, ki smo jo uporabili za nacrtovanje stresnih testov, se je pri modelnih
formulacijah 3 in 4 pokazala, kot dober priblizek za napovedovanje, saj sta bili dobljeni
realni vrednosti Bypz=0,023 in Byvps=0,045. Res da, je bila 0,023 nekoliko nizja, vendar
nas iz vidika upoStevanja nacela izokonverzije (ne preseganje meje specifikacije) to ni
motilo. Nasprotno lahko trdimo za rezultate, ki smo jih dobili pri modelni farmacevtski
obliki 2, kjer je realna konstanta B znaSala 0,099. Ti so bili neprimerno vi§ji od
napovedanih in specifikacijske meje, kar nam je pri interpretaciji rezultatov povzrocalo

veliko tezav.

Ce konstante B niti priblizno ne poznamo, je odlo¢itev katero konstanto B uporabiti za
nacrtovanje vprasanje, na katerega nam nasi rezultati niso dali to¢nega odgovora. Glede na
ugotovitve Watermana s sodelavci se za konstanto B lahko uporabi vrednost 0,04, pokazali
pa smo, da lahko ob nacrtovanju z le-to napravimo tudi napako. V tem primeru je pac
potrebno ponovno izvesti stresne teste. Vendar pa smo pri dveh od treh modelnih
formualcijah bolj ali manj uspeli z napovedjo, zato bi v zacetnih fazah razvoja vseeno

priporocali izbiro predlagane vrednosti konstante B (0,04).
B) Modificirana Arrheniusova odvisnost

Pri vseh modelnih farmacevtskih oblikah smo na razlicne nacine uspeli pokazati, da se

razpadne reakcije ravnajo po modificirani Arrheniusovi enacbi.
C) Neodvisnost konstante B od temperature

Obcutljivost hitrosti reakcije razpada na spremembo relativne vlage smo dolocili pri
modelni farmacevtski obliki 2, 3 in 4. Vrednosti teh konstant B smo navedli ze zgoraj. Ne
moremo pa vse tri vrednosti z enako gotovostjo uporabljati za napovedovanje dolgorocne
stabilnosti. Neodvisnost konstante B od temperature, ki je pogoj za napovedovanje
dolgoro¢ne stabilnosti z uporabo modificirane Arrheniusove enacbe, smo dokazali pri
modelni farmacevtski obliki 2 in pri tej napoved tudi izvedli. Pri ostalih dveh pa smo samo
pokazali obnasanje po modificirani Arrheniusovi odvisnosti, to¢ne napovedi stabilnosti pa

nismo dolocili. Za nadaljnje napovedovanje odvisnosti hitrosti razpada od spremembe
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relativne vlage pri sobni temperaturi (25°C) teh modelnih farmacevtskih oblik 3 in 4 bi

morali izvesti dodatne stresne teste.
NAPOVEDI DOLGOROCNE STABILNOSTI
A) Z Arrhneniusovo odvisnostjo

Pri vseh Stirih modelnih farmacevtskih oblikah nam je uspelo napovedati konstante tvorbe
razgradnega produkta, ki se niso signifikantno razlikovale od realnih konstant dobljenih pri
Studijah dolgorocne stabilnosti. Zato lahko sklenemo, da smo s stresnimi testi in
uporabljeno Arrhenusovo odvisnostjo uspesno napovedali dolgorocno stabilnost trdnih

modelnih farmacevtskih oblik.
B) Z modificirano Arrhneniusovo odvisnostjo

Pri modelni farmacevtski obliki 2 smo se lotili tudi napovedovanja dolgoro¢ne stabilnosti z
modificirano Arrheniusovo odvisnostjo. Z uporabo od temperature neodvisne konstante
B=0,099 smo dolocili konstanto tvorbe razgradnega produkta, ki se ni signifikantno
razlikovala od realne konstante dobljene pri Studijah dolgoro¢ne stabilnosti. Tako smo tudi
na ta nacin uspesno napovedali dolgorocno stabilnost modelne farmacevtske oblike 2. Ta
vidik uporabe modificirane Arrhneniusove enacbe je Se posebej zanimiv, saj lahko z njim
napovemo dolgoro¢no stabilnost modelne farmacevtske oblike na poljubni relativni vlagi.
Pri napovedovanju stabilnosti pa lahko tako posredno upoStevamo tudi lastnosti, kot je
permeabilnost vsebnikov za vlago, hkrati pa lahko napovemo vplive vi§jih relativnih vlag,

katerim so izpostavljena zdravila med uporabo, in podobno.

V diplomskem delu smo pokazali, da je uporaba stresnih testov in (modificirane)
Arrheniusove odvisnosti za napovedi dolgoro¢ne stabilnosti trdnih farmacevtskih sistemov
mozna. Pokazali smo, da je natan¢no in ustrezno nacrtovanje stresnih testov kljuc¢nega
pomena. Brez Ze znanih podatkov o dolgoro¢ni in pospeSeni stabilnosti je nacrtovanje z
namenom upostevanja nacela izokonverzije dosti tezje in je potrebno najprej izvesti vec
poskusnih stresnih testov za doseganje Zeljenih oziroma ustreznih delezev razgradnih

produktov.

V prihodnosti je potrebno zato preskusiti predlagano metodologijo Se na podobnih in tudi
drugacnih trdnih farmacevtskih sistemih, predvsem pa se je potrebno Se bolj izogniti

tezavam, ki smo jih imeli in zmanjSati Stevilo predpostavk. V nadaljnje bi bilo dobro v
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metodologijo vkljuciti Se analize s katerimi bi ne samo opazovali (videz) ampak tudi

odkrivali in potrjevali prisotnost oziroma odsotnost fizikalnih sprememb.

Diplomsko delo je predstavilo splo$na navodila, ki se jih je, glede na rezultate in zbrano
literaturo, dobro drzati ob nacrtovanju stresnih testov za napovedovanje dolgoro¢ne
stabilnosti trdnih farmacevtskih sistemov. Na koncu pa poudarjamo, da je zaenkrat, ko
metodologija stresnih testov Se ni potrjena in bolj preskuSena ter zaradi regulatornih

zahtev, potrjevanje napovedi dolgoro¢ne stabilnosti z realnimi rezultati klju¢nega pomena.
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