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POVZETEK

Za zagotovitev proizvodnje varnih, ucinkovitih in kakovostnih zdravil je potrebno pri
proizvodnji razli¢nih izdelkov na isti opremi in/ali prostorih izvajati postopek ¢iscenja, s
¢imer prepreCujemo prenos ostankov zdravilne ucinkovine in pomoznih snovi iz
predhodnega izdelka ter uporabljenih ¢istilnih sredstev v naslednji izdelek. Za preverjanje
ucinkovitosti postopkov ¢iSenja je potrebno izvesti validacijo €¢iS€enja in na ta nacin
zagotoviti zanesljivo in ponovljivo ocis¢enje opreme in proizvodnih prostorov. Pri
zdravilne u¢inkovine, kriticnih pomoznih snovi), Ki ne predstavlja tveganja za zdravje ljudi

oziroma zivali (veterinarski izdelki) in za okolje.

Nacrtovanje procesa CiS¢enja je zahteven postopek, v katerem je potrebno definirati
metodo Cis¢enja (ro¢no, avtomatsko, polavtomatsko ¢iscenje), nacin vzorcenja opreme po
¢is€enju (odvzem brisa, uporaba izpiralnega topila in drugi nacini) ter metodo, s katero
bomo odvzete vzorce analizirali in ostanek kvantitativno ovrednotili. Meja dovoljenega
ostanka se je s prihodom nove smernice s strani Evropske agencije za zdravila spremenila

iz predhodno nespecifi¢nih in neselektivnih kriterijev v toksikolosko naravnano mejo.

V magistrski nalogi smo izdelali pregled stare in nove smernice za validacijo ¢iS¢enja ter
za §tiri zdravilne ucinkovine, ki predstavljajo izziv na podro¢ju validacije ¢is¢enja in
potencialno tveganje za zdravje ljudi, opravili primerjalni izratun meje dovoljenega
ostanka po starih in novih kriterijih. Na podlagi rezultatov smo ugotovili, da kriteriji nove
smernice podajajo strozje meje dovoljenega ostanka od kriterijev stare smernice za dve od
Stirth izbranih zdravilnih ucinkovin, ki predstavljata najviSje tveganje za zdravje ljudi.
Posodobitev smernice je dobrodosla sprememba na podroc¢ju validacije ¢iS€enja, saj so na
ta nacin meje smiselneje dolocene na podlagi posameznega toksikoloskega potenciala

zdravilne u¢inkovine, namesto da so meje za vse zdravilne u¢inkovine postavljene enako.

W v W

Kljucéne besede: validacija ciSCenja, tveganje, smernice, meja dovoljenega ostanka,

dovoljena dnevna izpostavljenost
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ABSTRACT

In order to produce safe, effective and quality drugs, it is necessary to perform a cleaning
process between manufacturing cycles of different products on the same equipment and/or
in the same production rooms, and thus prevent transmission of the residue of the active
ingredient and excipients from the previous product as well as the cleaning agents used to
the next product. To verify the effectiveness of the cleaning, it is necessary to carry out the
validation of cleaning to provide a reliable and repeatable purifying process of equipment
and production rooms. When performing cleaning validation, it is necessary to determine
the maximum residue level (acceptable residue limit) of a cleaning agent, an active
ingredient or critical excipients, which does not pose any risk neither to the people/animal

health nor to the environment.

When planning the purifying process, it is necessary to define the cleaning method
(manual, automatic, semi-automatic cleaning), the sampling method (swab, rinse sampling
and others) and the testing method that will help us quantitatively assess the residue. The
advent of a new guideline on cleaning validation by The European Medicines Agency has
changed the maximum residue level after cleaning from previously nonspecific and

nonselective criteria to a limit that is dependent on the toxicity of the residue.

In this thesis, we tried to present the differences between the old and the new cleaning
validation guidelines and comparatively set maximum residue levels, according to the old
and the new cleaning validation guideline, for four active substances that present a
potential health risk to the people. The maximum residue levels, determined according to
the criteria of the new guideline, were lower than the limits according to the criteria in the
old guideline for two out of four active substances which present the highest risk to human
health. The revision of the guideline is a welcome change in cleaning validation, since the
limits are no longer set the same way for all active substances but they take into account

the toxicological potential of each (active) substance separately.

Key words: cleaning validation, risk, guideline, maximum residue level, permitted daily

exposure
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SEZNAM OKRAJSAV

AAS Atomska absorpcijska spektroskopija (angl. Atomic Absorption Spectroscopy)

ADE Sprejemljiva dnevna izpostavljenost (angl. Acceptable Daily Exposure)

ADI Sprejemljiv dnevni vnos (angl. Acceptable Daily Intake)

CAPA Preventivni in korektivni ukrepi (angl. Corrective And Preventive Actions)

CIP Avtomatsko ¢is¢enje (angl. Cleaning in Place)

COP Cis¢enje v loGenih prostorih (angl. Cleaning Out of Place)

CFR Zakonik zveznih predpisov (angl. Code of Federal Regulations)

DPP Dobra proizvodna praksa (angl. current Good Manufacturing Practice, cGMP)

FDA Ameri$ka agencija za prehrano in zdravila (angl. Food and Drug Administration)

EMA Evropska agencija za zdravila (angl. European Medicines Agency)

HPLC Tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (angl. High Performance Liquid
Chromatography)

ICH Mednarodna konferenca o harmonizaciji (angl. International Conference on
Harmonization)

ISPE Mednarodni odbor farmacevtskega inZenirstva (angl. International Society for
Pharmaceutical Engineering)

LOEL Najnizji odmerek, ki povzroca ucinek, ki je nezelen ali terapevtski, Zelen u¢inek
(angl. Lowest observed effect level)

LOAEL Najnizji odmerek, ki povzroca kriticen, za zdravje nezelen ucinek (angl. Lowest
observed adverse effect level)

LOD Meja zaznavnosti (angl. Limit of Detection)

LOQ Meja dolocanja (angl. Limit of Quantification)

vi



MDO

NOAEL

NOEL

PDE

TDsg

SOP
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TTC

WIP

ZU
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Meja dovoljenega ostanka (angl. Acceptable Residue Limit, ARL ali angl.
Maximum Allowable Carry-over, MACO)

ey

v

(angl. No observed effect level)

Dovoljena dnevna izpostavljenost (angl. Permitted Daily Exposure)

Odmerek, ki povzroc¢i nastanek tumorja pri polovici preskusnih zivali (angl.
Tumorigenic Dose Rate 50)

Standardni operativni postopek

Skupni organski ogljik (angl. Total Organic Carbon)
Prag toksikoloSkega tveganja (angl. Threshold of Toxicological Concern)
Polavtomatsko ¢is¢enje (angl. Washing in Place)

Zdravilna uéinkovina

Vii
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1 UVvOD

Navzkrizna kontaminacija v proizvodnji farmacevtskih izdelkov je ena najvecjih grozenj
kakovosti in varnosti zdravil. Ob prenosu posamezne sestavine farmacevtskega izdelka,
posebej zdravilne ucinkovine (ZU), v naslednji izdelek lahko slednji s tem postane
kombinacija dveh ZU, namesto da bi vseboval le eno. Rezultat so lahko novi nezeleni
stranski uCinki ali pa se pojavi popolnoma drug ucinek. Tveganje predstavljajo tudi
mikroorganizmi, ki se lahko razrastejo, ¢e po koncanem procesu ¢is¢enja oprema ni dovolj

A

dobro ociscena in posusena. Ker so nekateri ostanki predhodnih izdelkov (posebej ZU)
tezje odstranljivi zaradi njihove slabe topnosti, je potrebno pri ¢iS¢enju uporabljati tudi
Cistilna sredstva. Kontaminacijo naslednjega izdelka s dCistilnim sredstvom je potrebno
preprecCiti, zato Ameriski urad za prehrano in zdravila (angl. Food and Drug
Administration, FDA) zahteva, da se z validacijo ¢iSCenja dokaze odstranitev kriti¢nih
Cistilnih sredstev v tak$ni meri, da njihov ostanek ne predstavlja tveganja za zdravje. Da se
vsemu temu izognemo, je po vsakem koncanem procesu izdelave izdelka pri proizvodnji
ZU (s kemijskimi ali biotehnoloskimi postopki) in farmacevtskih izdelkov (zdravil)
ucinkoviti, zato je potrebno obravnavati vsako snov, naj bo to ZU iz predhodnega izdelka,
proizvedena na isti opremi, Cistilno sredstvo, delci iz zraka ali mikroorganizmi, kot

potencialen kontaminant naSemu izdelku (1, 2).

Doseci stanje popolnoma ocis¢ene opreme je izredno tezko in v€asih temu niso posvecali
veliko pozornosti. Po letu 1963, ko je FDA objavil prve zahteve glede ¢is¢enja proizvodne
opreme, pa se je stanje izboljsalo. Podjetja so vzpostavila za njihov proces najprimernejsi
nacini ¢is¢enja, Ki so ga ob zahtevah regulatornih organov tudi validirala (1, 3). Kljub temu

pa je ostalo odprto vprasanje: Kako Cisto je dovolj ¢isto?

Za meje dovoljenih ostankov so zadnjih nekaj let neuradno veljali trije kriteriji (3), ki sta
Jih leta 1993 postavila Fourman in Mullen. Ti so bili po mnenju nekaterih kritikov preve¢
splosno postavljeni, zato je v potrditvi nova smernica (4), ki opredeljuje druga¢ne kriterije
za dolocitev meje dovoljenega ostanka. Ce je mogoée, naj bo dovoljena meja potencialnih
kontaminantov osnovana na Kriterijih dovoljene dnevne izpostavljenosti (angl. Permitted

daily exposure, PDE) ali sprejemljive dnevne izpostavljenosti (angl. Acceptable daily
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exposure, ADE). Na ta nacin je smernica, ob upostevanju podatkov iz predklini¢nih in
klini¢nih $tudij, individualno za vsako zdravilno u¢inkovino ali necistoto oziroma kriti¢ni
kontaminant, presla iz nespecificno in neselektivno postavljenih kriterijev na specifi¢ne
kriterije (5).

1.1 VALIDACIJA CISCENJA

Ucinkovitost in doslednost c¢is¢enja dokazemo s procesom validacije c¢iS¢enja.

A

Pomembnosti ocisenosti opreme in prostorov se danes zavedajo Vvsi proizvajalci
farmacevtskih izdelkov po svetu, v preteklosti pa temu ni bilo tako. Validacija ¢is¢enja je
pocasi, vendar vztrajno prodirala v farmacevtsko industrijo in spreminjala misljenje

proizvajalcev zdravil (3, 6).

1.1.1 Validacija ¢iS¢enja skozi zgodovino

Prvi zahtevi FDA iz leta 1963 (povzeto po 3) s podrocja ¢isenja proizvodne opreme so
sledile zahteve tudi drugih regulatornih organov. Potrebo po ustreznem ¢isenju in
vzdrzevanju proizvodne opreme je izpostavil dokument CFR (angl. Code of Federal
Regulations) v poglavju 211.67, Kjer so zapisali, da morajo biti oprema in ostali
pripomocki, ki se uporabljajo pri proizvodnji farmacevtskih izdelkov, ¢isti in redno
vzdrzevani z namenom preprecevanja kontaminacije izdelkov (7). Ker se v zgodovini
farmacevtska podjetja niso pretirano ukvarjala s ¢istoco proizvodne opreme, je bilo nujno
potrebno, da se, v izogib odpoklicem zdravil s trzis¢a ali celo smrtnim primerom kot
posledici onecis¢enja farmacevtskega izdelka z drugo ZU oziroma drugim kontaminantom,
postavijo smernice za CiS¢enje opreme. Neko€ so proizvodnjo opremo distili nepopolno
poduceni delavci, pogosto samo z vodo ali vroéo milnico. Ce so ugotovili, da je po
vizualnem pregledu oprema Se vedno umazana, so postopek Cis¢enja samo ponovili,
razloga, zakaj je do tega prislo oziroma zakaj opreme niso uspeli ocistiti, pa niso iskali. V
zaCetku osemdesetih let dvajsetega stoletja je FDA objavila splosne zahteve s podrocja
validacij (3, 8). Ceprav se je vec¢ina podjetij osredotocila le na procesno validacijo, je nekaj
let pozneje Samuel Harder (9) izrazil potrebnost validacije postopkov ¢is¢enja proizvodne
opreme. Leta 1988 je odpoklic izdelka holestiraminske smole zaradi navzkrizne
kontaminacije z intermediati pesticidov, do katere je prislo zaradi uporabe skupnih posod

pri proizvodnji obeh izdelkov, ponovno povecal zavedanje FDA o moZnostih navzkrizne
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kontaminacije. Podjetje ni izvajalo ustrezne kontrole nad uporabo posod in postopek
¢is¢enja posod ni bil validiran (3, 8).

Odlocilen dogodek, ki je proizvajalce opomnil na upostevanje zahtev s strani regulatornih
organov, je bil spor FDA s podjetjem Barr Laboratories v letih 1989 do 1992. FDA je
tozila podjetje zaradi nepravilnega izvajanja validacij c¢iS€enja in neustreznega
dokazovanja odsotnosti &istilnih sredstev. Ceprav je FDA dobila tozbo, je sodnik podal
kritiko tudi na razumljivost in iz¢rpnost smernic. Leta 1993 je tako FDA podala splosne

zahteve, za katere pricakuje, da jih podjetja izpolnijo in so predmet inSpekcijskih pregledov

VW W

Vv W

njihovo odsotnost po kon¢anem procesu ¢is¢enja tudi dokazati. Poleg SOP-a (standardnega
operativnega postopka) za validacijo ¢iS¢enja proizvodne opreme 0ziroma za sam postopek
¢iS€enja ter SOP-a za validacijo analizne metode, s katero bomo uspeSnost ¢iS¢enja
ovrednotili, ter SOP-a za odvzem vzorcev po ¢is€enju opreme, je FDA zahtevala tudi
napisane postopke ¢is¢enja za razli¢ne scenarije proizvodnje izdelkov na isti opremi, naj
bo to pri proizvodnji razli¢nih zdravil ali istega zdravila razli¢nih serij, ter pripravljene
validacijske protokole. Pod drobnogled so vzeli celotno validacijsko dokumentacijo (1, 10,
11). Ce je FDA presodila, da je validacija ¢is¢enja v podjetju pomanjkljiva, so podjetju
izdali opozorilno pismo, v katerem so zahtevali, da podjetje pripravi in po odobritvi s strani
agencije izvede preventivne in korektivne ukrepe (angl. Corrective And Preventive

Actions, CAPA), ki bodo preprecili moznost za ponovno navzkrizno kontaminacijo (12).

1.1.2 Validacija ¢iS¢enja danes

industriji. Validacijo ¢iS¢enja izvaja usposobljena in izobrazena oseba, ki mora postopek
izvajati skladno z validacijsko dokumentacijo. Validacijski protokol, ki vsebuje vse
pomembne informacije o izvedbi validacije (namen Studije, nacin ¢is¢enja, tehnika
vzoréenja, analizna metoda in drugo), mora biti odobren s strani odgovornih oseb pred
zacetkom validacije. Po koncu validacije je potrebno izdelati validacijsko porocilo, v
katerem so predstavljeni rezultati in zakljuéek postopka. Celoten postopek mora biti
sledljiv, zato je v kon¢nem porocilu potrebno podati vse laboratorijske dnevnike in oznake
SOP-ov, katerim smo tekom validacije sledili (6, 13). Ce kasneje, tekom izvajanja rednega
¢is¢enja opreme z validiranim procesom ¢is¢enja, pride do sprememb Vv postopku, moramo

spremembe ovrednotiti in oceniti njihov vpliv tako na validacijski postopek kot na
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kakovost ¢&is¢enja. Ce je potrebno, moramo izvesti dodatne analize, da dokaZemo
ucinkovitost procesa kljub spremembi, oz. ponoviti postopek validacije ¢isCenja, Ce

sprememba pomembno vpliva na postopek in rezultate ¢isenja (14).

VW W

Validacija ¢is¢enja se vedno izvaja pri vpeljevanju novega postopka oziroma nove opreme.
Nadaljnjo validacijo oziroma revalidacijo za isti izdelek, ki se proizvaja na isti opremi,

izvajamo Se periodi¢no in ob spremembah, kot so (15):

- spremembe v formulaciji izdelka,
- spremembe v postopku ciS¢enja ali

- pri zamenjavi Cistilnih sredstev.

Validacija ¢is¢enja v praksi pomeni izdelavo vsaj treh serij istega izdelka z isto velikostjo
serije, isto formulacijo in koncentracijo zdravilne u¢inkovine, na isti opremi, pri katerih
izvedemo popolnoma enak nacin ¢is¢enja. Obstajajo tudi primeri, ko validacija ¢is¢enja ni
(razvojni ali kon¢ni izdelek), od lastnosti potencialnega kontaminanta ter vrste opreme
(skupna ali namenska oprema). V razvojni fazi izdelka, ko le-tega $ele spoznavamo, lahko
uporabljamo metodo preverjanja ucinkovitosti ¢iS¢enja. To pomeni, da za potrditev

v v

uéinkovitosti CiSCenja izdelamo serijo izdelka in po koncani proizvodnji izvedemo
postopek cis¢enja. Po ¢isCenju preverimo ociSCenost uporabljene opreme z analizo
vzorcev, odvzetih iz o€iS€ene opreme. Rezultate vzorenj primerjamo s postavljenimi

WV W

mejami in na ta naéin potrdimo ustreznost ¢is¢enja in s tem Cistost opreme. Verifikacija
procesa CiS€enja je pomembna tudi za preverjanje ociS¢enosti razvojne opreme v pilotnem
laboratoriju, na kateri proizvajajo izdelke, ki jih bodo uporabljali za namen klini¢nih $tudij
(2, 15). Validacija ¢isCenja prav tako ni nujno potrebna pri proizvodnji zaporednih serij
istega izdelka na namenski opremi, kjer ni tveganja za navzkrizno kontaminacijo, izjema je

mikrobioloSka kontaminacija. V teh primerih izvajamo manj temeljito ¢iS¢enje, na koncu

pa opremo pregledamo in ocenimo vizualno Cistost opreme (13, 15).

1.2 PROCES CISCENJA

O procesu ¢is¢enja za dolo¢en izdelek razmisljamo Ze v fazi razvoja izdelka. 1zberemo ga
glede na fizikalno-kemijske lastnosti izdelka oziroma na podlagi lastnosti uporabljenih ZU

in pomoznih snovi, kot so topnost, potencialna toksi¢nost zdravilne ucinkovine,
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kompatibilnost s Cistilnim sredstvom in tako dalje (2). Ne glede na to, kateri nacin ¢is¢enja
izberemo, moramo po koncanem ciS€enju zagotoviti ociS¢enost opreme in povrsine v
taks$ni meri, da ostanek ne predstavlja tveganja za navzkrizno kontaminacijo naslednjega

izdelka. Proces ¢iS¢enja mora biti ué¢inkovit, dosleden in ponovljiv (1, 6).

1.2.1 Nacini CiS¢enja
Za ¢is¢enja proizvodne opreme lahko uporabimo naslednje nacine ¢iséenja (2, 15, 16):

Wt v W

e polavtomatsko ¢is¢enje (angl. Washing in Place, WIP, tudi pranje na mestu),
e rocno ¢is¢enje (angl. Manual Cleaning) in

e (CiSCenje v loCenih prostorih (angl. Cleaning out of Place, COP).

1.2.2 Tipiopreme in sistem grupiranja

Na splosno lo¢imo dva tipa opreme. Prvi tip predstavlja opremo, ki je namenjena
proizvodnji zdravil z visoko aktivnimi in alergenimi ZU. Ker primer kontaminacije
izdelkov z betalaktamskimi antibiotiki zaradi neustreznega ciSCenja predstavlja veliko
tveganje, za proizvodnjo taksnih izdelkov uporabljamo lo¢eno oziroma namensko opremo.
Ze samo tiso¢inka terapevitskega odmerka betalaktamske ZU je namre¢ lahko usodna pri
preobcutljivih posameznikih (17, 18). Naslednji tip opreme predstavlja skupna oprema, na
kateri proizvajamo razli¢ne vrste izdelkov z razli¢nimi ZU in pomoznimi snovmi. Ci§¢enje
takSne opreme je pogosto tezavno, saj moramo za vsak izdelek imeti razvit in validiran
postopek ¢is¢enja. Ravno zato je postalo priljubljeno tako imenovano grupiranje izdelkov
in opreme. V tem primeru izdelke, ki imajo na primer podobne strukture ZU, vsebujejo ZU
s podobnimi terapevtskimi uéinki, oziroma so topne v enakih topilih, imajo podoben
mehanizem toksicnosti ali pa imajo skupna tveganja, grupiramo Vv skupine, ki jih
izdelujemo na skupni opremi. Proces ¢is¢enja v takem primeru prilagodimo vsem izdelkom
iz iste skupine. Uporabimo enako ¢istilno sredstvo, enako temperaturo, ¢as ¢is¢enja in tako
dalje. Dovoljeno mejo ostankov prilagodimo tistemu ¢lanu skupine, ki velja za najbolj
tveganega, saj bo le-ta imel najnizjo dovoljeno mejo ostankov. Govorimo torej o enem

procesu ciscenja, ki pa ga lahko uporabimo za vec¢ izdelkov in na ta nain prihranimo

veliko ¢asa in stroskov (2, 19, 20).
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1.2.3 Nacértovanje ¢iscenja

Ze med razvojem izdelka zaénemo razmisljati o primernih &istilnih sredstvih in njihovi
koncentraciji, Stevilu ciklov ¢iS¢enja, Casu CiS¢enja in drugih parametrih, ki bi lahko
vplivali na uspesen proces ¢iS¢enja. Hkrati z analiznim vrednotenjem skuSamo ugotoviti,
katera komponenta v vzorcu je najtezje topna v izbranem mediju za ¢iS¢enje, kateri izmed

vzorcev bi lahko v skupini predstavljal klju¢no tveganje in podobno (21).

Pred zaCetkom izvajanja validacije CiS€enja moramo pripraviti protokol ter pridobiti
odobritev s strani odgovorne osebe, ki vsebuje vse kljuéne informacije o postopku
validacije ¢iS€enja. V njem definiramo namen validacije, pristop ¢iS¢enja (na primer
grupiranje izdelkov), seznam izdelkov, za katere bomo izvajali validacijo ¢iS¢enja, nacin
vzorCenja, analizno metodo za analizo vzorcev, meje dovoljenih ostankov in nacin
vzorcev Vv laboratoriju ter seveda odgovorne za pravilno pripravo dokumentov, izvedbo
validacije in pripravo konénega porocila. Nekatera podjetja so se odlo¢ila za tako
zastavljeni in jasno napisani. Lahko se namre¢ zgodi, da si delavec zaradi pomanjkanja
informacij v validacijskem naértu doloena navodila napaéno razlaga. Ce &isenje izvaja

ve¢ razli¢nih delavcev, lahko zaradi nenatan¢nih navodil pride do variacij v postopku

¢is¢enja, zaradi katerih sta lahko validacija ¢iS¢enja oz. redno ¢is¢enje neuspesna (2).

1.2.4 Izbira analizne metode in vzorcenje
Tako kot proces ¢iS¢enja tudi analizne metode, s katerimi vrednotimo odvzete vzorce iz

opreme 0z. prostorov, razvijamo Ze med razvojem izdelka. Pri tem upostevamo lastnosti
nasega ostanka, predvsem kriti¢ne komponente, kot na primer topnost, stabilnost, polarnost
in seveda okvirna koncentracija. Izbiramo lahko med specificnimi in nespecifi¢nimi
metodami. S specificnimi metodami (tekocinska kromatografija (angl. High Performance
Liquid Chromatography, HPLC), atomska absorpcijska spektroskopija (angl. Atomic
Absorption Spectroscopy, AAS), plinska kromatografija, ionska kromatografija in druge)
lahko dolo¢imo to¢no dolo¢eno komponento v mnozici drugih necisto¢, medtem ko
nespecificne metode (TOC, pH, prevodnost, titracije) omogoc¢ajo dolo¢evanje katerekoli

snovi, ki ima to¢no dolo¢en odziv (1, 6).

Najpomembnejse pri izbiri metode je, da nam omogoc¢a kvantitativno vrednotenje pri

oziroma pod mejo dovoljenega ostanka kontaminanta, tako da lahko dobimo zanesljiv



Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

rezultat o koli¢ini preostalih kontaminantov. Parametra, ki dolocata obcutljivost analizne
metode, sta meja zaznavanja (angl. Limit of detection, LOD) in meja dolocanja (angl. Limit
od quantification, LOQ). LOD je definirana kot najnizja koli¢ina snovi, ki jo lahko
zaznamo, LOQ pa predstavlja najnizjo koli¢ino snovi, ki jo lahko kvantitativno izmerimo.
Ker Zelimo ostanek kvantitativno ovrednotiti, mora biti LOQ nizji od meje dovoljenega
ostanka izbranega (kriticnega) kontaminanta. Za vrednotenje ostankov kontaminantov v

Vv W

sklopu validacije ¢is¢enja uporabljamo izklju¢no validirane analizne metode (22, 23).

Vzoréenje moramo zato opravljati tako na tistih mestih, ki so lahko dostopna in enostavna
za CiSCenje, kot tudi na omenjenih kritiénih mestih (13). Poznamo razli¢ne nacine

vzoréenja za preverjanje ¢istosti opreme, najpogostejsi pa so sledeci (6, 13):

e odvzem brisa,
e uporaba izpiralnega topila,
e vzoréenje placeba in

e uporaba Stampiljke.

1.3 DOLOCANJE MEJE DOVOLJENEGA OSTANKA (MDO)

S procesom validacije CiS¢enja Zelimo dokazati, da s ¢iS¢enjem zmanjSamo obseg ostankov
na tak$en nivo, ki ne bo ve¢ predstavljal tveganja za navzkrizno kontaminacijo. Ceprav je
zelja vsakega farmacevtskega podjetja, da bi oblikovali tak postopek ¢iséenja, ki bi
omogocal popolno odsotnost ostankov, je to zal finan¢no, Casovno, pogosto pa tudi
tehni¢no nemogoce. Proizvajalci morajo zato postaviti doloCene meje, pod katerimi vnos
ostanka predhodnega(ih) izdelka(ov) v naslednji izdelek ne predstavlja ve¢ tveganja za
zdravje ljudi in ne predstavlja ogroZenosti okolja. To mejo imenujemo meja dovoljenega
ostanka (MDO), ki se v tuji literaturi pojavlja pod kratico ARL (angl. Acceptable Residue

Level) ali MACO (angl. maximum allowable carryover) (2, 13).

Smernice, ki jih je FDA podala Zze v zgodnjih devetdesetih letih dvajsetega stoletja, so
zahtevale, da morajo biti meje dovoljenih ostankov znanstveno utemeljene. Kriterij, da je
ostankov manj, kot je meja detekcije analizne metode, ni sprejemljiv, saj se metode
izboljsujejo in so vrednosti za mejo dolocitve vse nizje. Meje dovoljenega ostanka morajo
biti postavljene glede na tveganje, ki ga nek ostanek predstavlja za ljudi ali okolje.

Nesmiselno bi namre¢ bilo, da bi imeli za zdravilno uc¢inkovino iz skupine vitaminov in za
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citotoksi¢no substanco enake meje. Pri postavljanju mej se moramo ozreti tudi na analizno
metodo, s katero bomo vrednotili koli¢ino ostankov. Zelja proizvajalca je ob&utljiva in

robustna metoda, ki bo neodvisna od zunanjih dejavnikov (3, 13).

1.3.1 Dolocanje mej dovoljenega ostanka v zgodovini
Po sporu FDA z Barr Laboratories je za proizvajalce postalo nujno, da vzpostavijo

validacijo ¢is¢enja in dolo¢ijo mejo dovoljenega ostanka. Fourman in Mullen (24) iz
podjetja Eli Lilly sta leta 1993 predlagala dolocanje mej na podlagi naslednjih treh
kriterijev (Lilly metoda):

e najveé ena tisoCinka (1/1000) minimalnega terapevtskega odmerka katere koli ZU
se lahko pojavi v najve¢jem odmerku naslednjega izdelka,
e katerikoli ostanek sme biti prisoten v naslednjem izdelku do najve¢ 10 ppm,

¢ po koncanem ¢iS¢enju mora biti oprema vizualno Cista, brez vidnih ostankov.

Ceprav kriteriji niso bili nikoli uradno priznani s strani FDA, je &lanek (24) postal mejnik
na podro¢ju validacije ¢is¢enja in pri oblikovanju smernic so regulatorni organi kot

referenco pogosto navajali zgornji ¢lanek (3).

Zgoraj navedene kriterije sta avtorja utemeljila na razliéne nacine, vendar razlaga v
literaturi ni popolnoma jasna. Kriterij ene tisocinke je sestavljen iz treh faktorjev, vsak z
vrednostjo 10. Prvi faktor predstavlja eno desetinko odmerka zdravilne u¢inkovine, ki je v
terapevtskem odmerku obravnavana kot neaktivna uc€inkovina. Drugi faktor predstavlja
tako imenovani varnostni faktor, tretji pa z vrednostjo 10 zagotavlja robustnost procesa
validacije CiScenja. Naslednji kriterij (10 ppm) izhaja iz prehrambene industrije, Kjer 10
ppm predstavlja dovoljeno koncentracijo, uporabljeno za nevarne in toksi¢ne snovi kot
sprejemljiv ostanek v tkivih zivali in perutninskih izdelkih, ki vstopajo v prehranjevalno
verigo ljudi. Zakaj je izbrana ravno vrednost 10 ppm, v literaturi ni pojasnjeno. Zadnji
kriterij, vizualno Cisto, pa je neke vrste dodatni kriterij. Lahko se namre¢ zgodi, da ostanek
ZU zadosti prvemu in drugemu kriteriju, vendar pri pregledu opreme po opravljenem
CisCenju opazimo vidne ostanke kontaminantov na povrSini. TakSne meje so
nesprejemljive, saj smo tudi sami skepti¢ni do kroznikov, na katerih so vidni ostanki hrane,
pa Ceprav so bili krozniki oprani v pomivalnem stroju (3, 24). Kriterij vizualno Cisto je

pomemben kriterij, ki mora spremljati vsako validacijo ¢iS¢enja, vendar kot samostojen
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Kriterij ni zadosti. O Kriteriju vidnih ostankov govori tudi odstavek CFR 211.67 (b), kjer je
zapisano, da mora biti oprema pred nadaljnjo uporabo vedno pregledana (3, 7).

Za nekatere visoko aktivne ZU, na primer za alergene, betalaktamske antibiotike,
citostatike, hormone, ki predstavljajo visoko tveganje za zdravje ljudi, mora biti meja
maksimalnega dovoljenega ostanka pod mejo zaznavanja najbolj obcutljive analizne
metode. Smernica za njih predvideva uporabo namenske opreme ali proizvodnjo v lo¢enih
prostorih (3, 13).

Dolocevanje meje dovoljenega ostanka je temeljilo na izra¢unu oziroma dolo€itvi mej na
podlagi vseh treh kriterijev. Pri dolo¢evanju meje dovoljenega ostanka so proizvajalci
izracunali in dolocili meje s pomocjo prvih dveh kriterijev. Tisti izmed njih, ki je dajal

stroZjo (nizjo) mejo dovoljenega ostanka, je postal kriterij za mejo dovoljenega ostanka.

1.3.1.1 Dolocitev MDO na podlagi terapevtskega odmerka
Dolocitev MDO je poleg zgornjih treh nacinov dolofevanja najpogosteje potekala na

podlagi informacije o terapevtskem odmerku prej$njega izdelka (izdelek A) in naslednjega

izdelka (izdelek B). Izra¢unamo jo lahko s pomocjo spodnje enacbe:

najvetja velikost serije isdelka B x minimalni TDO izdelka 4

MDO = makszimealni TDQ izdelka B X VF ! (Enaéba 1)
Kjer je:

TDO Terapevtski dnevni odmerek

VF Varnostni faktor

Ker je meja dovoljenega ostanka odvisna od najvec¢je velikosti serije in maksimalnega
terapevtskega odmerka naslednjega izdelka, se bo le-ta razlikovala tako med zdravilnimi
ucinkovinami, Ki bodo proizvedene na isti proizvodni opremi kot tudi za isto zdravilno

uc¢inkovino, proizvedeno na razli¢nih proizvodnih opremah (3).

Eden izmed clenov v enacbi je imenovan varnostni faktor (VF). Smisel uporabe
varnostnega faktorja je zmanjSanje razlik med farmacevtskimi izdelki, saj imajo slednji
razli¢ne nacine aplikacije, in s tem omogociti realnejSo dolo¢itev MDO. Ker ZU, glede na
uc¢inkovitost in toksikoloski potencial, niso enake za vsa zdravila, pri izra¢unu uporabljamo

razli¢ne pristope in razlicne varnostne faktorje. V osnovi lahko recemo, da za tista zdravila
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oziroma ZU in tiste ostanke, ki predstavljajo manjse tveganje za okolje in zdravje ljudi, v
izracunu uporabljamo nizje varnostne faktorje, za tista zdravila z vi§jim tveganjem pa visje
varnostne faktorje. Andrew Walsh (3) je predstavil kriti¢en pogled na uporabo varnostnih
faktorjev, ki je predstavljen na sliki 1. Obmocje varnega prostora predstavlja mejo med
dejanskim ostankom na povrsini proizvodne opreme in dolo¢eno (izraCunano) mejo
dovoljenega ostanka. Zelja vsakega proizvajalca je, da je to obmogje &im $irSe, saj je s tem
tveganje za uporabnika manjse. Desna in leva stran slike se razlikujeta v uporabi dodatnih
varnostnih faktorjev. Na desni strani slike se ob uporabi vi§jih varnostnih faktorjev
obmocje varnega prostora zmanjsa, ¢eprav je koli¢ina dejanskega ostanka na obeh straneh
Se vedno enaka. S tem je tudi prenos ostanka v naslednji izdelek enak in je uporabnik
naslednjega izdelka izpostavljen enaki koli¢ini ostanka, ne glede na uporabo dodatnih

varnostnih faktorjev.

DOVOLJENA MEJA OSTANKA

OBMOCJE VARNEGA PROSTORA

B 2=~ O R

. DOVOLJENA MEJA OSTANKA
OBMOCJE VARNEGA PROSTORA

DEJANSKI OSTANEK DEJANSKI OSTANEK

MEJA DOLOCANJA ANALIZNE METODE MEJA DOLOCANJA ANALIZNE METODE

pPRZp=0Q

POSAMEZNE PODATKOVNE TOCKE

Slika 1: Vpliv uporabe varnostnih faktorjev na obmo¢je varnega prostora (povzeto
po 3). X- in y- os sta za levo in desno stran slike enaka.

Glede na to, da Ze leva stran slike predstavlja mejo dovoljenega ostanka, ki je varna za
uporabnika, je dodajanje varnostnih faktorjev nesmiselno, saj nam ne omogoCi vecje
varnosti za uporabnika, temve¢ le moznost, da bo zaradi strozjih, a nepotrebnih mej,
validacija CiS€enja oziroma samo ¢iS¢enje neuspesno. Cilj izdelati kakovostno, varno in
uc¢inkovito zdravilo torej ne zavisi od uporabe varnostnih faktorjev, temve¢ od uspesnega
in uéinkovitega postopka ¢iséenja, ki bo zmanjsal koli¢ino ostankov na sprejemljiv nivo,
ter hkrati od obcutljivosti analizne metode za zaznavanje ostankov na opremi, kot je
varnega prostora se bo razsirilo brez nesmiselnega dodajanja varnostnih faktorjev (desna
stran slike 2). LOQ analizne metode mora biti dovolj nizka, da bo kvantifikacija ostanka

kontaminanta po o¢iS¢enju opreme mozna v koncentracijskem obmodju, ki zagotavlja

10
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varnost. V nasprotnem primeru se namre¢ lahko zgodi, da ostankov kontaminantov ne

moremo zaznati (desna stran slike 2) (3, 5).

DOVOLJENA MEJA OSTANKA DOVOLJENA MEJA OSTANKA

OBMOCJE VARNEGA PROSTORA OBMOCIE VARNEGA PROSTORA

=Z=AmEoR

DEJANSKI OSTANEK

MEJA DOLOCANJA ANALIZNE METODE .
MEJA DOLOCANJA ANALIZNE METODE

ERZE=0ND

DEJANSKI OSTANEK

POSAMEZNE PODATKOVNE TOCKE

Slika 2: Vpliv udinkovitega procesa CiS¢enja na obmocdje varnega prostora (povzeto
po 3). X- in y- os sta za levo in desno stran slike enaka.

Varnostni faktorji, ki so bili izbrani za izraCun meje dovoljenega ostanka na podlagi
terapevitskega odmerka, so se obi¢ajno razlikovali glede na vrsto izdelka. Najpogoste;jsi

varnostni faktorji za dolo¢itev meje dovoljenega ostanka so predstavljeni v tabeli | (3).

Tabela I: Varnostni faktorji za dolo¢itev maksimalnega dovoljenega ostanka pri

validaciji ¢iS¢enja glede na vrsto izdelka (3).

Varnostni faktor Vrsta izdelkov
1/10-1/100 terapevtskega odmerka Lokalni anestetiki (kreme, losjoni)
1/100-1/1000 terapevtskega odmerka Peroralni izdelki

1/1000-1/10000 terapevtskega odmerka Parenteralni izdelki

1/10000-1/100000 terapevtskega odmerka [ Razvojni izdelki

1.3.1.2 Dolo¢itev MDO na podlagi LDs
Ostankov po ¢is¢enju ne predstavljajo samo ZU, temve¢ tudi druge snovi, kot na primer

razli¢ne necistote ali Cistila, s katerimi opravljamo proces ¢iscenja. Za dolocitev MDO v
tem primeru izberemo toksikoloske podatke, saj terapevtski odmerki za te snovi niso na
voljo. Omenjeni nac¢in dolocitve MDO je leta 1999 opisal William Hall (2, 11). Predlagal
je, da za izra¢un uporabimo podatek LDsp, ki predstavlja odmerek, ki povzroc¢i smrt pri

polovici testnih organizmov. Ta podatek omogoca izracun najvisjega odmerka, ki ne

11
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povzroca ucinkov, naj si bo to kriti¢en, nezelen za zdravje ali terapevtski uc¢inek (angl. no

observed effect level, NOEL) s pomoc¢jo naslednje enacbe:
NOEL = LD, % 0,0005" (Enacba 2)

*0,0005 je faktor, pridobljen iz toksikoloske podatkovne baze (2)

Ko NOEL delimo z ustreznimi varnostnimi faktorji dobimo podatek o sprejemljivem
dnevnem vnosu (angl. Acceptable Daily Intake, ADI), ki opredeljuje oceno dnevnega
vnosa snovi skozi vse zivljenje in ne predstavlja pomembnega tveganja za zdravje ljudi.

Leta 2000 so izratun NOEL prilagodili na telesno maso (enacba 3) (25).

70 % LD,
2000

NOEL = (Enacba 3)

Stevilo 70 v enacbi predstavlja povpreéno maso odraslega ¢loveka, 2000 pa je empiriéna
konstanta, ki predstavlja recipro¢no vrednost konstante 0,0005 iz enacbe 2. Na osnovi
izraGunanega NOEL izra¢unamo meje dovoljenega ostanka izdelka A v izdelku B (25):

MOEL % min. velikostzerije izdelka B
MDO = — _
VFE =najvisji TDO izdelka B

(Enacba 4)

1.3.2 Predstavitev nove smernice za dolo¢anje MDO s strani ISPE in EMA

Ce so e pred nekaj leti za doloéevanje MDO ve¢inoma potrebovali le podatka o
terapevtskem dnevnem odmerku in o velikosti serije naslednjega izdelka, je to v Casu
proizvodnje visoko aktivnih in toksikolosko kriti¢nih ZU postalo nedopustno. Pri starem
izraunu proizvajalci niso upostevali vseh dostopnih podatkov, ki so na voljo v
predklini¢nih in klini¢nih Studijah, kar se je odrazalo v nekaterih primerih prestrogih v
drugih pa preblagih mejah dovoljenega ostanka. Prvi je na to opozoril Mednarodni odbor
farmacevtskega inZenirstva (angl. International Society for Pharmaceutical Engineering,
ISPE), ki je leta 2010 izdal priro¢nik za dolocitev mej (povzeto po 26), v katerem je strogo
ocenil kriterije, ki sta jih podala Fourman in Mullen. Ceprav so bili ti kriteriji neuradno v
uporabi ve¢ kot 17 let, so po njihovem mnenju brez znanstvene osnove. Sledila jim je
EMA (angl. European Medicines Agency), ki je leta 2012 v javnost poslala osnutek nove
smernice (4) za dolo¢anje zdravju neskodljivih mej pri opredelitvi tveganja, povezanega s
proizvodnjo razli¢nih zdravil na skupni opremi. Razlog za novo smernico je bila prenova

poglavij 3 in 5 DPP. Dolo¢evanje mej po starih kriterij tako ni bilo ve¢ zadoscalo (4).
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Obnova smernice s strani EMA je potekala na osnovi smernice za rezidualna topila (ICH
Q3C) (27). Gre za razli¢na organska topila, ki se uporabljajo ali nastajajo pri proizvodnji
zdravilnih uéinkovin ali pomoznih snovi in jih je po koncu procesa proizvodnje potrebno
odstraniti v ¢im ve¢ji meri. Ker popolno odsotnost rezidualnih topil tezko dosezemo, se je
uveljavila potreba po postavljanju mej dovoljenih ostankov topil, ki za uporabnika ne bodo
predstavljala tveganja. ICH je v ta namen pripravila smernico (27), v kateri poleg izra¢una
dovoljene dnevne izpostavljenosti tem topilom podaja tudi razdelitev rezidualnih topil na
podlagi ocene toksikoloSkega tveganja v tri skupine. Izraza dopustni dnevni vnos (angl.
Tolerable daily intake, TDI) in sprejemljivi dnevni vnos (ADI) je zamenjal termin
dovoljena dnevna izpostavljenost (PDE).

Pri dolo¢evanju MDO kontaminantov v skladu s smernico EMA, je pomembno, da jih
dolo¢imo sorazmerno s tveganjem ostanka za zdravje ljudi in varnost okolja, ki ga
posamezen kontaminant predstavlja. Regulatorni organi zahtevajo, da so meje ostankov pri
za visoko aktivne, citotoksi¢ne ali genotoksi¢éne ZU, izdelati izra¢un na podlagi ocene
tveganja ter toksikoloskih oziroma kliniénih podatkov. Iz podatkov toksikoloskih,
predklini¢nih in klini¢nih $tudij na izdelku oziroma ZU izraéunamo NOEL. Ce je za
posamezno ZU znadilnih ve¢ ucinkov, ovrednotimo NOEL za vse ucinke in za nadaljnje
izraCune uporabimo tistega, ki povzroca ucinke pri najnizjem odmerku. V literaturi se
poleg NOEL uporablja tudi izraz NOAEL (angl. no observed adverse effect level), ki ju
pogosto enacijo. V nekaterih primerih med njima ni razlike, lahko pa se pojavi, Ce je
ucinek, ki se pojavi pri zviSanju odmerka, Zelen terapevtski u€inek. Izraz NOEL namre¢
je osredotocen le na odsotnost nezelenih ucinkov, ki se pojavijo z viSanjem odmerka.
NOEL lahko v nadaljevanju uporabimo za izra¢un PDE, ki predstavlja odmerek, specificen
za dolo¢eno ZU, ki pri tej ali nizji koncentraciji odmerka ne povzroca ucinkov. lzraz PDE
je bil prvi¢c omenjen 1997 v ICH Q3C smernicah za ostanke topil, v novi smernici za
dolo¢itev PDE pa ga je uporabila tudi EMA (4, 28, 29).

ISPE je leta 2010 v svojem priro¢niku za vrednotenje tveganj v proizvodnji zdravil
uporabila izraz sprejemljiva dnevna izpostavljenost (angl. Acceptable Daily Exposure,
ADE). Predstavlja odmerek, ki pri ali pod to koncentracijo, pri kakr§nem koli nacinu

izpostavitve ne povzroca nezelenih ucinkov. Izraz ADE se najve¢ pojavlja v ameriski
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literaturi, medtem ko se je uporaba PDE uveljavila predvsem v evropskih smernicah.
Razumeti je potrebno, da PDE in ADE ne pomenita isto. Razlika je v na¢inu dolocitve, saj
PDE dolo¢imo s pomo¢jo NOEL, medtem ko za izratun ADE uporabimo NOAEL (4, 28).

Namen izdaje priro¢nika s strani ISPE (povzeto po 26) je bila tudi pomo¢ pri dolo¢itvi mej
za nekatere ZU, s katerimi je bilo dovoljeno delo samo na namenski opremi. Preprost
zakljucek, da bomo izdelek izdelovali na namenski opremi, ni ve¢ dovolj. Ker FDA
zahteva dolocitev mej na podlagi toksikoloskega tveganja, je potrebno za vsak ostanek
dolo¢iti PDE oziroma ADE. Samo v primeru, ko ugotovimo, da je izraunane meje tezko
doseci ali pa jih zaradi pomanjkanja podatkov v $tudijah ni mozno izracunati, je dovoljeno
uporabiti namensko opremo (4, 28). Moznost oziroma nujnost uporabe namenske opreme
je tema, ki jo obravnava tudi obnovljeno poglavje 3 DPP (30), kjer so podrobno opisane
zahteve s podro¢ja prostorov in opreme za proizvodnjo zdravil. Podpoglavje 3.6 omenja,

da je uporaba namenske opreme priporo¢ena v treh primerih:

e ko ocenimo, da izdelek predstavlja tveganje, ki ga ne moremo nadzirati,
e kadar v Studijah ne najdemo podatkov o dovoljeni meji ali

e kadar so podatki o dovoljeni meji pod mejo zaznavanja najboljSe analizne metode.

Genotoksi¢nim ZU, Kjer vsaka izpostavljenost predstavlja tveganje, je EMA v povezavi s
konceptom praga toksikoloskega tveganja (angl. Threshold of toxicological concern, TTC)
namenila posebno smernico (31). Ce meje za te ZU ni mogoé&e dolo¢iti, uporabimo splosno
mejo dovoljene izpostavljenosti, ki jo je dolo¢ila EMA, in znasa 0,15 pg/osebo/dan,
medtem ko za genotoksi¢ne necistote veljajo meje 1,5 pg/osebo/dan. Dolocanje varnih mej
na podlagi TTC poteka od primera do primera na podlagi vseh podatkov, ki jih o substanci
lahko dobimo (4, 32-34).

1.3.2.1 Izrac¢un PDE (ADE)
PDE (ADE) dolo¢imo tako, da NOEL (NOAEL) delimo z ustreznimi varnostnimi faktorji.
Pogosto se zgodi, da za dolocene ZU oziroma druge kontaminante v literaturi ne obstaja
podatek o NOEL ali NOAEL. V takih primerih za izratun ADE ali PDE uporabimo
terapevtski uéinek (angl. lowest observed effect level, LOEL) oziroma v primeru ADE

uporaba LOAEL (angl. lowest observed adverse effect level), ki predstavlja kritic¢en,
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nezelen ucinek, izrazen pri najnizjem odmerku (4, 28). Dolocitev PDE poteka s pomocjo

spodnje enacbe (4):

NOQEL xtelesna teza

PDE = (Enacba 5)

F1 xF2 xF3 xF4 xF5

V imenovalcu enacbe se zopet pojavijo varnostni faktorji, ki so v literaturi pogosto
imenovani tudi drugace, na primer faktorji negotovosti (4). Gre za faktorje od F1 do F5, ki
omogocajo ublazitev razlik med ljudmi in zivalsko populacijo, na kateri se izvajajo
toksikoloske S$tudije. Te rezultate upostevamo v izra¢unu PDE. Uporaba faktorjev je
potrebna, saj so toksikoloske $tudije izvedene na zivalskih vrstah, katerih obcutljivost je

lahko drugaéna od ¢loveske.

Prvi faktor je faktor F1, ki predstavlja vpliv razlik med zivalsko vrsto, ki je bila vklju¢ena
v testiranju in ljudmi, kot so genetika, metabolizem, dolzina zivljenja in podobno.

Najpogostejse vrednosti faktorjev F1 so prikazane v spodnji tabeli (tabela I1').

Tabela I1: Najpogostejse vrednosti varnostnega faktorja F1 (27, 35)

Vrednost F1 Ekstrapolacija
2 Psi — ljudje
2,5 Zajci —ljudje
3 Opice — ljudje
5 Podgane — ljudje
10 Druge vrste Zivali — ljudje
12 Misi — ljudje

F2 predstavlja razlike med posamezniki znotraj ¢loveske vrste. Opredelimo ga z vrednostjo
10 in je konstanten. F3 predstavlja varnostni faktor za korelacijo glede na cas
izpostavljenosti. Zivalske vrste so preiskovani ZU v toksikoloskih $tudijah lahko
izpostavljene skozi celo Zivljenje ali pa le del Zivljenja (tabela I11). Trajanje Studije je
odvisno od vrste testne zivali. Povpre¢na doba glodavcev je namre¢ le dve leti, zato se na
njih opravlja studije, ki trajajo krajsi Cas. Povprecna zivljenjska doba za najpogostejso
izbrano vrsto neglodavcev, psa, pa je od 12 do 15 let, zato lahko Studija na teh vrstah zivali

traja nekaj let. Na ta naéin dolo¢imo uporabo ustreznega varnostnega faktorja.
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Poenostavimo lahko, da krajsa Studija izpostavljenosti zahteva v izracunu PDE visji

varnostni faktor F3 (27, 35, 36).

Tabela I11: Vrednosti varnostnih faktorjev F3 (27, 35)

Vrednost F3 Razlaga
1 Pri podatkih iz Studij, ki so trajale vsaj polovico zivljenja preskusane
Zivali

1 Za podatke, pridobljene iz $tudij vpliva na razmnozevanje

2 Sestmeseéne $tudije na glodavcih ali tri in pol letne tudije na
neglodavcih

5 Trimesecne Studije na glodavcih ali dve leti trajajoca Studija na
neglodavcih

10 Podatki iz kratkotrajnih Studij

Faktor F4 se uporablja za opredelitev resnosti ué¢inkov, ki so bili dolo¢eni pri Studijah. V
primeru hudih nezelenih uéinkov (smrt, odpoved organov) ga ovrednotimo z vrednostjo
10, pri blazjih ué¢inkih pa od vrednosti 5 do 1. Ce podatkov o uginkih ni, kot F4 uporabimo
faktor 10 in s tem predvidimo najhujsi mozen izid. Zadnji varnostni faktor F5 predstavlja
vrednosti med 1 in 10. Ce za izrat¢un PDE uporabimo vrednost NOEL, bo vrednost F5 1,

¢e pa uporabimo LOEL pa 10.

Masa, ki jo uporabimo v enacbi, je 50 kg, kar je manj od standardnih 60 oziroma 70 kg.
Razlog za to je v populaciji odraslih bolnikov, ki zaradi bolezni tehtajo manj kot 50 kg. V
primeru, da se izra¢un nanaSa na topilo oziroma ostanek (kontaminant), ki se uporablja v

pediatricne namene, je potrebno uporabiti varnostne faktorje za prilagoditev na nizZjo maso
(4, 27, 35).
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2 NAMEN NALOGE

Navzkrizna kontaminacija v proizvodnji farmacevtskih izdelkov kot posledica prenosa
ostankov predhodnega izdelka v naslednjega, je bila velik izziv s stalis¢a kakovosti in

varnosti zdravil. Regulatorne oblasti zato zahtevajo uporabo robustnih Cistilnih postopkov

.....

VW v

Nedavne spremembe v smernici za validacijo ¢iS¢enja, ki jo je izdala EMA, so razsirile
kriterije za doloCevanje meje dovoljenega ostanka iz neselektivnih in nespecifi¢nih,
kakr$ne so predstavljale meje, ki sta jih postavila Fourman in Mullen (24), v toksikolosko

naravnano smernico, ki problematiko posameznega kontaminanta obravnava posamicno.

Namen nase naloge je primerjati zahteve stare, predhodno veljavne, in nove smernice na
podro¢ju validacije ¢iSCenja, ki je trenutno v fazi potrjevanja. Opredelili smo probleme, s
katerimi se pri nacrtovanju procesa ¢iS¢enja za dolocen izdelek sre¢ujemo ter predstavili
kriterije in pristope za validacijo Cc¢iSCenja opreme in prostorov pri proizvodnji
farmacevtskih izdelkov. Na podlagi stirih izbranih ZU bomo v nadaljevanju primerjali
dejanske dovoljene ostanke po CiS€enju z izracuni mej po stari smernici (kriterij ene
tiso¢inke) in novi smernici (PDE). ZU smo izbrali glede na tveganje, ki ga predstavljajo za
izmed njih je topnost ZU, zato sta dve ZU, metilprednizolon, ki je predstavnik steroidnih
hormonov, in antipsihotik, ki smo ga zaradi poslovne tajnosti poimenovali u¢inkovina X,
slabo topni v vodi. Naslednja ZU je predstavnik betalaktamskih antibiotikov, zadnja pa 5-
fluorouracil, ki je kot citostatik slabo topen v vodnih medijih. Z dobljenimi rezultati bomo
podali mnenje o strogosti starih in novih kriterijev, o smiselnosti nove smernice ter o

problemih, s katerimi se ob dolocanju mej po kriterijih nove smernice srecujemo.
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3 METODE IZDELAVE NALOGE

Pregled Kriterijev stare in nove smernice za doloCitev mej dovoljenih ostankov pri

......

v

odmerek, ki se za izbrano zdravilno ucinkovino uporablja, in doloc¢ili MDO po stari
smernici na osnovi kriterija ene tiso¢inke. S strokovno obdelavo objavljenih predklini¢nih
studij bomo izlocili podatke, ki so pomembni za dolo¢itev NOEL, in jih uporabili za
izratun PDE, ki predstavlja kriterij za dolo¢itev MDO nove smernice. Pri pregledovanju

toksikoloskih $tudij se bomo omejili na podatke iz stirih razli¢nih toksikoloskih $tudij:

e podatke iz Studij ponavljajoce izpostavljenosti,
e podatke iz Studije vpliva na razmnozevanje,
e podatke iz rakotvornih $tudij in
e podatke iz genotoksi¢nih Studij.
Dodatno se, ¢e glede na strukturo molekule ocenimo da je to potrebno, izvajajo tudi

toksikoloske $tudije imunotoksi¢nosti in fototoksicnosti.

3.1 PREGLED IN IZVEDBA TOKSIKOLOSKIH STUDIJ

Za izvedbo toksikoloskih Studij, katerih podatki so osnova za izra¢un vrednosti PDE (36),
na poskusnih Zzivalih izberemo zdrave Zivali obeh spolov, ki jih najmanj 5 dni pred
zaéetkom 0samimo in s tem prilagodimo na zadetek $tudije. Zivali so lahko nameséene v
kletkah, kjer so lo¢ena drug od druge ali pa jih ohranimo v skupinah in na ta nacin
zagotovimo bolj naravno okolje. Studije so izvedene na glodavcih in neglodavcih;
najpogosteje izbrana vrsta pri glodavcih je podgana, pri neglodavcih pa pes. Za posamezno

Studijo izberemo enako $tevilo samic in samcev. Izbira vrste zivali je odvisna od:

o velikosti zivali (da se bo lahko prilagodila velikosti kletke, ki je na voljo pri izvedbi
Studije),
e moznosti aplikacije preiskovane ZU poskusnim zivalim, Ki naj bo, ¢e je le mogoce,

enaka kot pri ljudeh in
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e podobnost ADME procesov (absorpcija, porazdelitev, metabolizem in eliminacija)

preiskovane substance med testno zivaljo in ljudmi.

Zivali so razdeljene v skupine, ena skupina pa v vsaki $tudiji predstavlja kontrolno
skupino, kar pomeni, da ne prejema odmerka preiskovane substance. Zacetna masa
posamezne zivali mora biti v obmocju £ 20% povprecne mase vseh zivali testirane

skupine, variiranje mase zivali v posamezni skupini pa naj bo minimalno.

Odmerki, ki so uporabljeni v toksikoloskih studijah se na splosno delijo na nizek, srednji in
visok. Vsak odmerek je dodeljen eni skupini zivali, poleg navedenih treh skupin pa
dodatna skupina zivali predstavlja kontrolno skupino. Aplikacija odmerka preiskovane
snovi naj bi potekala na enak nac¢in kot bodo ZU oziroma na njej temeljeco farmacevtsko
obliko uporabljali bolniki, vendar v¢asih to ni mogoce. Dve leti trajajoco Studijo je namreé
tezko izvesti z uporabo parenteralne aplikacije. Med $tudijo, ki jo izvedemo v skladu z
zahtevami dobre laboratorijske prakse (DLP) ter v skladu z ICH smernicami, spremljamo
parametre, kot so sprememba telesne mase, poraba vode in hrane, klini¢ne znake, izvajamo

analizo krvi ter urina in druge.

e STUDIJA PONAVLJAJOCE IZPOSTAVLIENOSTI
Namen tovrstne Studije je dolocitev sprememb, ki jih povzroCa ponavljajoca aplikacija
preiskovane substance ter doloditev povezanosti med spremembami in odmerjanjem.
Obicajno se izvede en kratkotrajen preskus (2 do 4 tedne) in en dolgotrajen, katerega
trajanje je odvisno od pogojev klini¢ne uporabe. Po konc¢ani Studiji se izvede obdukcija na

vseh Zivalih, ki so sodelovale v Studiji.

e STUDIJA VPLIVA NA RAZMNOZEVANIJE
S Studijo se dolocuje toksi¢ni vpliv na sposobnost razmnoZevanja in $kodljive uc¢inke na
plod. Substanca se v razli¢énih odmerkih aplicira skupinam poskusnih zivali med paritvijo
in po oploditvi, skupina brez prejetega odmerka pa je kontrolna skupina. Za ugotavljanje
vpliva toksi¢nosti na plod se po koncanem prejemanju odmerkov 4 do 5 samic Zrtvuje in
ovrednoti patoloS8ke spremembe na tkivih samic in plodov ter na ta naéin ovrednoti

toksikoloSke oziroma teratogene ucinke na samico in plod.

e STUDIA GENOTOKSICNOSTI
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In vitro ter in vivo testi, ki se izvajajo pri tej Studiji, omogocijo vpogled v spremembe, ki
jih je snov povzrocila v genetskem materialu. Genotoksi¢ne snovi predstavljajo tveganje za
zdravje, saj pogosto povzrocajo raka. V tej Studiji se izvajajo preskusi, na primer in vitro
test za doloCanje kromosomskih poskodb, test za doloCevanje genskih mutacij v bakterijah
in drugi.
e RAKOTVORNA STUDIJA

Tovrstna Studija se izvede, kadar za zdravilno ucinkovino obstaja tveganje, da imajo
rakotvoren potencial. Za zdravilne ucinkovine, za katere obstaja nedvoumen dokaz o
genotoksi¢nosti, rakotvorne $tudije niso potrebne. V $tudiji se uporabi le glodavce, ki se jih

po aplikaciji preiskovane substance dnevno opazuje in opredeli rast tumorjev.
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4 REZULTATI

4.1 METILPREDNIZOLON

Metilprednizolon je steroidni hormon, ki ga uporabljamo za zdravljenje motenj v delovanju
endokrinih Zlez, za zdravljenje revmati¢nih, koznih in alergijskih bolezni, bolezni dihal,
krvi in krvotvornih organov ter pri presaditvi organov ali tkiv. Pri dolgotrajnem jemanju
metilprednizolona se lahko pojavijo razli¢ni nezeleni ucinki, kot na primer razjede in
Krvavitve v gastrointestinalnem traktu, zlomi kosti, vrtoglavica, imunske bolezni in drugo.
Metilprednizolon lahko apliciramo na dva razli¢na nacina: peroralno v obliki tablet ali
parenteralno v obliki injekcij (37, 38). Kemijska struktura metilprednizolona je prikazana

na sliki 3.

O OH

OH

METILPREDNIZOLON

Slika 3: Kemijska struktura metilprednizolona (povzeto po 39)

4.1.1 Toksikoloske Studije metilprednizolona

Glavni toksikoloski ucinki, ki so se pokazali v predklini¢nih Studijah na poskusnih Zzivali,
SO zmanjsan apetit in znizanje telesne mase, zmanjSano Stevilo levkocitov in limfocitov,
atrofija jeter, timusa in nadledviéne zleze (37, 38). Podatki, pridobljeni iz toksikoloskih

Studij metilprednizolona, so prikazani v tabeli V.

Tabela IV: Podatki iz toksikoloskih §tudij metilprednizolona (37, 38)
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STUDIJA PRESKUSNA NACIN TRAJANJE NOEL
ZIVAL ODMERJANJA
Studija podgane subkutano 14 tednov 0,4 ng/kg
ponavljajoce subkutano 52 tednov 4 ng/kg
izpostavljenosti psi peroralno 42 dni 167 png/kg
(LOAEL)
Studija vpliva podgane subkutano skozi celotno 0,004 mg/kg
na organogenezo
razmnozevanje
Rakotvorna Studije kancerogenosti niso bile izvedene.
Studija
Genotoksic¢na Izvedene in vitro Studije so bile negativne.
Studija

Dodatno je bila izvedena farmakoloska $tudija aktivnosti tirozin aminotransferaze na
podganah (37). Dolocen je bil NOEL 16 ug/kg/dan. Slednji je bil uporabljen za izraun
ADI s strani EMA.

4.1.2 Izraun MDO
Za izratun MDO smo se osredotoCili na peroralno jemanje metilprednizolona v obliki

tablet.

e STARA SMERNICA
Glavni kriterij stare smernice za dolocitev MDO pravi, da je najve¢ ena tisoCinka
najnizjega terapevtskega odmerka lahko prisotna v najve¢jem odmerku naslednjega

izdelka. Odmerjanje metilprednozolon tablet je v dveh odmerkih, 4 mg/tableto in 16

e

kriterijih (ene tiso¢inke odmerka) 0,004 mg oziroma 4 pg.

e NOVA SMERNICA
Izracun PDE lahko, glede na podatke iz tabele 1V, opravimo z LOAEL. Le-ta je bil

pridobljen iz Studije ponavljajoce izpostavljenosti, kjer je bila Studija, trajajoca 42 dni,
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opravljena na psih. LOEL, ki je bil dolo¢en kot 167 pg/kg/dan, pomnozimo s telesno maso
(50 kg) in zmnozek delimo z ustreznimi varnostnimi faktorji. Utemeljitev uporabe
posameznega faktorja je prikazana v tabeli V.

PDE - = (167 M,’kg#dﬂ?‘!}xm} kg _ 0’835 “g/dan (Enaéba 6)

2 %10 x10 x5 x10

Tabela V: Utemeljitev uporabe varnostnih faktorjev za izratun PDE za
metilprednizolon iz LOAEL (27, 37, 38)

IZBRANI VARNOSTNI FAKTOR UTEMELJITEV UPORABE
VARNOSTNEGA FAKTORJA
F1=2 Ekstrapolacija psi — ljudje
F2=10 Konstanta
F3=10 Kratek cas trajanja Studije (le 42 dni)
F4=5 Vpliv na nadledvi¢no zlezo (srednje resen
toksi¢en ucinek)
F5=10 Uporaba LOAEL namesto NOAEL

Zaradi dostopnosti dokumenta EMA, v katerem je zapisan nacin doloc¢itve ADI, dolocitev
PDE opravimo tudi z vrednostjo NOEL, ki jo je EMA izbrala za izratun ADI. V tem
primeru gre za farmakoloSko Studijo doloCanja aktivnosti tirozin aminotransferaze, kjer so
dolo¢ili NOEL 16 pg/kg/dan (37). Utemeljitev uporabe varnostnih faktorjev je prikazana v
tabeli V1.

PDE = (16 1a/kg/dan)x50 kg _ 1,6 ug/dan (Enacha 7)
510 =10 =1 =1

Tabela VI: Utemeljitev uporabe varnostnih faktorjev pri izratunu PDE za
metilprednizolon iz NOEL (27, 37)

IZBRANI VARNOSTNI FAKTOR UTEMELJITEV UPORABE
VARNOSTNEGA FAKTORJA
F1=5 Ekstrapolacija podgane — ljudje
F2=10 Konstanta
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F3=10 Kratko trajajoca Studija: zivali so prejele le

en odmerek in bile 5 ur po tem zrtvovane
F4=1 Studija ni pokazala toksiénih uéinkov
F5=1 Uporaba NOEL v izracunu

4.2 CEFAZOLIN

Je betalaktamski antibiotik, ki s svojim delovanjem unici Sirok spekter bakterij, ki v telesu
povzrocajo okuzbe koze, pljuc, kosti, sklepov in secil. Kot nezelen ucinek aplikacije
ucinkovine cefazolina se lahko pojavijo preobcutljivostne reakcije, ki se kazejo kot kozni
izpus€aji in poveCana telesna temperatura. Poznamo dva nacina aplikacije cefazolina:
intramuskularno v obliki injekcije in v veno v obliki infuzije ali injekcije (41). Struktura

cefazolina je prikazana na sliki 4.
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CEFAZOLIN

Slika 4: Kemijska struktura cefazolina (povzeto po 42)

4.2.1 Toksikoloske Studije cefazolina

Glavni toksikoloski ucinki, ki so se pojavljali tekom toksikoloskih $tudij, so bili znizanje
telesne mase plodu, drazenje na mestu injiciranja, povecanje slepega Crevesa, diareja in
oteklina trebusne votline (43, 44). Podatki, pridobljeni iz toksikoloskih §tudij cefazolina, so
prikazani v tabeli VII.

Tabela VII: Podatki iz toksikoloskih $tudij cefazolina (43, 44)

STUDIJA PRESKUSNA NACIN TRAJANJE NOEL
ZIVAL ODMERJANJA

Studija podgane peroralno 90 dni 20 mg/kg/dan
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ponavljajoce psi subkutano 3 mesece 250 mg/kg/dan
izpostavljenosti psi subkutano 6 mesecev 125 mg/kg/dan
Studija vpliva podgane peroralno Ni podano 10 mg/kg/dan
na
razmnozevanje
Rakotvorna Studije kancerogenosti niso bile izvedene.
Studija
Genotoksi¢na Izvedene in vitro Studije so bile negativne.
Studija

4.2.2 Izratun MDO
Za izratun MDO smo se osredotoCili na aplikacijo cefazolina v obliki intravenske

injekcije.

e STARA SMERNICA
1 g praska za intravensko aplikacijo vsebuje zgolj ZU cefazolin, brez pomoznih snovi.
Enkraten terapevtski odmerek cefazolina je za odrasle 0,5 - 1 g ZU, za otroke pa 0,25 - 0,5
g na kg telesne mase. Ce odmerjanje prilagodimo na otroka, starega 3 leta, ki tehta 20 kg,

je MDO po kriteriju ene tiso¢inke torej 0,5 mg oziroma 500 pg.

e NOVA SMERNICA
Izracun PDE opravimo z NOEL, ki je bil dolo€en Vv Studiji vpliva na razmnoZevanje na
podganah, saj je isti NOEL uporabila tudi EMA za doloc¢itev ADI. NOEL v vrednosti 10
mg/kg/dan pomnozimo s telesno maso (50 kg) in zmnozek delimo z ustreznimi
varnostnimi faktorji. Utemeljitev uporabe posameznega varnostnega faktorja je prikazana v
tabeli VIII.

PDE = (10 mg fieg /dan) x50 kg _ 10 mg/dan (Enacba 8)
510 =1 x1 =1

Tabela VII1: Utemeljitev uporabe varnostnih faktorjev za izra¢un PDE za cefazolin
(27, 43, 44)
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IZBRANI VARNOSTNI FAKTOR UTEMELJITEV UPORABE
VARNOSTNEGA FAKTORJA
F1=5 Ekstrapolacija podgane — ljudje
F2=10 Konstanta
F3=1 Dolgo trajajoca Studija
F4=1 Toksi¢nost za mater, na plod uc¢inkovina ni

imela posebnega ucinka

F5=1 Uporaba NOEL v izracunu

Ker je NOEL pridobljen iz Studije, ki se je izvajala peroralno, bolniki pa bodo zdravilo
prejemali intravensko, je potrebno v izratunu PDE upostevati Se dodatne korekcijske
faktorje, ki opredelijo biolosko razpolozljivost peroralne aplikacije. Dolo¢imo jih tako, da
odstotek bioloske razpolozljivosti za nacin aplikacije (v naSem primeru peroralno) delimo s
stoodstotno biolosko uporabnostjo pri parenteralni aplikaciji (4). Bioloska razpoloZljivost

po peroralni aplikaciji je pri podganah 5 % (43), zato je PDE:

59
100 9g

PDE = 1n£ X = 0,5 mg/dan (Enacha 9)

4.3 5—-FLUOROURACIL

5—fluorouracil je citostatik, ki se kot intravenska injekcija ali intravenska infuzija uporablja
za zdravljenje raka ter dermalno za unicevanje bradavic. Njegovo zaviralno delovanje na
delitev celic vpliva na tumorske celice in preprecuje njihovo rast. Ima ozko terapevtsko
sirino  in  deluje toksi¢no. Pri jemanju zdravila z glavno zdravilno ucinkovino
5—fluorouracil se lahko pojavijo nezeleni uc¢inki, kot na primer bolezni krvi in limfaticnega
sistema, imunosupresija, presnovne in prehranske motnje, vrtoglavica, bolezni dihal in

drugi (44, 46). Kemijska struktura 5—fluorouracila je prikazana na sliki 5.
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5- FLUOROURACIL

Slika 5: Kemijska struktura 5—fluorouracila (povzeto po 47)

4.3.1 Toksikoloske $tudije 5—fluorouracila

Toksikoloski ucinki, ki so se pojavljali pri aplikaciji 5—fluorouracila poskusnim zivalim, SO
vpliv na kostni mozeg, poSkodbe v gastrointestinalnem traktu, tumorji, atrofija tankega
Crevesja in toksi¢nost na plod (48, 49). Podatki, pridobljeni iz toksikoloskih $tudij 5-

fluorouracila, so prikazani v tabeli IX.

Tabela IX: Podatki iz toksikoloskih $tudij 5—fluorouracila (48, 49)

STUDIJA PRESKUSNA

ZIVAL

Studija

ponavljajoce

izpostavljenosti

NACIN
APLIKACIJE

peroralno

TRAJANJE

NOEL

175 mg/kg/dan
(LOAEL)

Studija vpliva intraperitonealno | skozi celotno Od 10 do 40
na organogenezo mg/kg/dan
razmnozevanje (LOAEL)
podgane intraperitonealno | skozi celotno Od 12 do 37
organogenezo mg/kg/dan
(LOAEL)
hréki intraperitonealno | skozi celotno Od3do9
organogenezo mg/kg/dan
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(LOAEL)
opice intramuskularno | skozi celotno 40 mg/kg/dan
organogenezo
misi intraperitonealno | skozi celotno Od 25 do 50
organogenezo mg/kg/dan
(LOAEL)
Rakotvorna misi Peroralno (misi SO 2 leti 2,96 mg/kg/dan
Studija pile vodo, v kateri (TDso*)
je bil
5—fluorouracil)

Genotoksi¢na Vse izvedene in vitro ter in vivo Studije so pokazale pozitiven rezultat.

Studija

*TDspje odmerek, ki povzroci tumor pri polovici poskusnih zivali.

4.3.2 Izratun MDO
Za izratun MDO smo se osredotoCili na aplikacijo S—fluorouracila v obliki intravenske
injekcije.

e STARA SMERNICA

Odmerjanje je odvisno od bolnikove telesne mase oziroma njegove telesne povrSine.

telesne povr§ine oziroma 10,6 mg/kg telesne mase bolnika. Ce v izraéunu upostevamo
maso bolnika 50 kg, kakor je upoStevana v kriteriju PDE, je torej enkraten odmerek 530
mg 5—fluorouracila. Z upostevanjem kriterija ene tisoc¢inke je MDO 5-fluorouracila 0,53

mg oziroma 530 pg.

e NOVA SMERNICA
Ker so toksikoloske sStudije dokazale, da je 5—fluorouracil genotoksi¢na ucinkovina, je
PDE v takih primerih najbolje doloc€iti na podlagi NOEL iz rakotvornih S$tudij ali na
podlagi podatka o0 TDsy Ta predstavlja odmerek, ki povzro¢i tumor pri polovici testiranih

zivali, saj je genotoksi¢nost pogosto povezana z rakotvornostjo.

Genotoksi¢nim u¢inkovinam sta EMA in ICH dolocila posebno smernico (31, 50), v kateri

je podan izra¢un PDE na podlagi TDsp,
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TDSD
s0000

PDE =

X 50 : (Enacba 10)

kjer 50.000 predstavlja polovico zivali (med 1 in 100.000), ki jim bo odmerek zdravilne

u¢inkovine povzro¢il nastanek raka, 50 pa predstavlja telesno maso odraslega ¢loveka (50
kg).

PDE za 5—fluorouracil je tako:

296 mg kg fdan
S0000

PDE = X 50 kg =2, 96 pg/dan (Enacba 11)

Ker smo tudi tukaj za izraCun PDE uporabili podatek iz Studije, ki se je izvajala peroralno,
zdravilo pa se pri ljudeh aplicira intravensko, je potrebno v izracunu PDE upostevati $e
dodatne korekcijske faktorje, ki opredelijo biolosko razpolozljivost peroralne aplikacije.
Dolo¢imo jih tako, da odstotek bioloSke razpolozljivosti za nacin aplikacije (v naSem
primeru peroralno) delimo s stoodstotno biolosko uporabnostjo pri parenteralni aplikaciji
(4). Bioloska razpolozljivost po peroralni aplikaciji je od 28% do 100 % (50), vzamemo

najnizjo biolosko razpolozljivost, zato je PDE:

8% _
100%

PDE = 2,96 - = X 0, 828 pg/dan (Enacba 12)

4.4 UCINKOVINA X

Ucinkovina X je antipsihotik, ki se uporablja za zdravljenje shizofrenije, tesnobe, depresije
in drugih psihi¢nih motenj. Uporablja se v obliki tablet in peroralnih raztopin. Zaradi
poslovne tajnosti smo uéinkovino poimenovali u¢inkovina X. Literatura, iz katere smo

podatke pridobili, pa je dostopna pri mentorju.

4.4.1 Toksikoloske Studije ucinkovine X

Toksikoloski ucinki, ki so se tekom izvajanja toksikoloskih $tudij na poskusnih zivalih
pokazali, so znizana telesna masa, zmanjSanje apetita, spremembe v hipofizi in mle¢ni
zlezi. Uc¢inkovina je imela vpliv na moske in Zenske spolne organe ter na nadledvi¢no

Zlezo. Podatki, pridobljeni iz toksikoloskih $tudij ué¢inkovine X, so prikazani v tabeli X.
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Tabela X: Podatki iz toksikoloskih Studij u¢inkovine X

STUDIJA PRESKUSNA NACIN TRAJANJE NOEL
ZIVAL ODMERJANJA
Studija misi peroralno 3 mesece 0,63 mg/kg/dan
ponavljajo¢e peroralno 2 tedna 10 mg/kg/dan
izpostavljenosti podgane peroralno 6 mesecev 0,63 mg/kg/dan
peroralno 1 mesec 0,63 mg/kg/dan
psi peroralno 3 mesece 0,31 mg/kg/dan
Studija vpliva podgane peroralno Skozi celotno | 0,16 mg/kg/dan
na organogenezo (vpliv na
razmnozevanje plodnost)
kunci peroralno Skozi celotno | 0,31 mg/kg/dan

organogenezo | (toksi¢ni u¢inki

za mater)

1,25 mg/kg/dan

(toksi¢ni ucinki

za plod)
Rakotvorna misi peroralno 18 mesecev | 0,63 mg/kg/dan
Studija podgane peroralno 24 mesecev 2,5 mg/kg/dan
Genotoksi¢na Izvedene in vitro ter in vivo $tudije so bile negativne.
Studija
4.4.2 Izracun MDO

Za izracun MDO smo se osredotocili na aplikacijo u¢inkovine X v obliki tablet.

e STARA SMERNICA

ey

0,25 mg, zato je MDO po stari smernici 0,25 pg.

e NOVA SMERNICA
V izvedenih toksikoloskih Studijah je aplikacija ucinkovine pokazala resnejSe in

pomembnejSe u€inke v Studijah rakotvornosti in $tudiji vpliva na razmnozevanje, zato
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izra¢un PDE opravimo iz teh dveh Studij. V $tudiji rakotvornosti, izvedene na misih, je bil

NOEL doloc¢en kot 0,63 mg/kg/dan, zato je PDE:

(0,63 mg/ kg /dan) x50 kg
12 =10 =1 =5 =1

PDE =

= 0,0525 mg/dan (Enacba 13)

Tabela XI: Utemeljitev uporabe varnostnih faktorjev za izrac¢un PDE iz rakotvorne

Studije izvedene na misih

IZBRANI VARNOSTNI FAKTOR UTEMELJITEV UPORABE

VARNOSTNEGA FAKTORJA

F1=12 Ekstrapolacija misi — ljudje

F2=10 Konstanta

F3=1 Dolgo trajajoca Studija

F4=5 Srednje resni u¢inki (spremembe v

histopatologiji)
F5=1 Uporaba NOEL v izracunu

NOEL je bil dolocen tudi v rakotvorni $tudiji na podganah (2,5 mg/kg/dan), zato je PDE:

(2.5 mg/lg/dan)x50 kg
PDE = —=
5 X100 ®1 x5 %1

= 0,5 mg/dan (Enacba 14)

Tabela XlI: Utemeljitev uporabe varnostnih faktorjev za izra¢un PDE iz rakotvorne

Studije na podganah

IZBRANI VARNOSTNI FAKTOR UTEMELJITEV UPORABE
VARNOSTNEGA FAKTORJA
F1=5 Ekstrapolacija podgane — ljudje
F2=10 Konstanta
F3=1 Dolgotrajna Studija
F4=5 Srednje resni ucinki (spremembe v

histopatologiji)

F5=1 Uporaba NOEL v izracunu
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PDE pa lahko izracunamo tudi iz najnizjega NOEL, doloCenega iz Studije vpliva na

razmnoZzevanje, ki je znasal 0,16 mg/kg/dan.

PDE = (iema/ka/sm XS0 ks _ 37 mg/dan (Enacba 15)

Tabela XI111: Utemeljitev uporabe varnostnih faktorjev za izracun PDE iz Studije

vpliva na razmnoZevanje

IZBRANI VARNOSTNI FAKTOR UTEMELJITEV UPORABE
VARNOSTNEGA FAKTORJA
F1=5 Ekstrapolacija podgane — ljudje
F2=10 Konstanta
F3=1 Dlje trajajoca Studija
F4=5 Resnejsi uéinki na plodnost samic
F5=1 Uporaba NOEL v izracunu

4.4.3 lzra¢un meje dovoljenega ostanka na podlagi terapevtskega odmerka ZU ter
meja dovoljenega ostanka na enoto povrsine

Ucinkovini X smo s pomo¢jo enacbe I dolocili dovoljen prenos v naslednji izdelek.
Farmacevtski izdelek z ZU X predstavlja izdelek A, izdelek, ki se bo na isti opremi
proizvajal po koncani proizvodnji izdelka z ZU X (in po postopku ¢is¢enja opreme), pa
izdelek B. Maksimalni dnevni terapevtski odmerek izdelka B je 1000 mg, minimalni
terapevtski odmerek izdelka A pa je 0,250 mg. Na skupni opremi smo izdelali 25 kg
(oziroma 25.000.000 mg) veliko serijo izdelka B. Ob upostevanju varnostnega faktorja z
vrednostjo 1000 (peroralni izdelek) je MDO torej:

MDO = 25:000.000 mg x 0250 mg _ 6,25 mg (Enacba 16)

1000 mg = 1000

Ker kapaciteta skupne opreme omogoca tudi izdelavo 50 kg (50.000.000 mg) velike serije
izdelka B, je MDO v tem primeru:

50.000.000 mg « 0,250 mg
1000 mg = 1000

MDO = =12,5mg (Enacba 17)
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Ob dolo¢eni meji dovoljenega ostanka, ki se lahko prenese v naslednji farmacevtski
izdelek, je mozen tudi izratun meje dovoljenega ostanka na celotni povrsini opreme, Ki je
izdelkoma A in B skupna (ug/cm?). Slednjo dologimo tako, da mejo dovoljenega ostanka,
dolo¢eno v enachi 16 oziroma enachi 17, delimo s povrsino skupne opreme, ki je v naSem
primeru 13 m?(130.000 cm?). Proizvodnja obeh ZU namre¢ poteka na enak, vedstopenjski
nacin z granulacijo v hitrovrteCem mesalniku, suSenjem v vrtin¢no slojnem susilniku,

mesSanjem z ostalimi ekstragranularnimi pomoznimi snovmi v meSalniku ter tabletiranjem.

Ker smo dolocili dve meji dovoljenega ostanka (za dve velikosti serije izdelka B), lahko

dolo¢imo tudi dve meji dovoljenega ostanka na enoto povrsine.

MDO/enoto povrsine = S22 md 4 8%10° mg/cm? = 4,8%102 pg/ cm®  (Enacha 18)

130.000 cm2

MDO/enoto povrsine = ﬂ;ﬁﬁ = 9,6x10° mg/em?=9,6x107 pg/ecm®  (Enacha 19)

Z izratunom predpostavljamo, da se ostanek enakomerno porazdeli po celotni povrsini
opreme, zato vrednosti predstavljata mejo ostanka, ki je dovoljen na celotni povrSini
skupne opreme. V kolikor pa nas zanima ostanek zdravilne uéinkovine izdelka A (npr.
zdravilna uc¢inkovina X), ki se porazdeli na zgolj eni tableti izdelka B, je potrebno najpre;j
ugotoviti, koliko tablet se pri proizvodnji ene serije izdelka izdela. Z upoStevanjem
povpreéne mase tablete izdelka B (500 mg) in velikosti serije izdelka B (50 kg) smo
izraCunali, da se na ta nacin proizvede 100.000 tablet izdelka B, na katerih je, po izracunu
iz enacbe 17, porazdeljenih 12,5 mg izdelka A. Na osnovi teh podatkov lahko ob
predpostavki, da bi se ostanek zdravilne uc¢inkovine X v celoti odstranil s povrSin opreme
in homogeno kontaminiral sledeco proizvodno serijo izdelka B zaklju¢imo, da bi teoreti¢no
vsaka tableta B, ki se izdela v kampanji po izdelavi izdelka A, vsebovala 0,125 ug

zdravilne uéinkovine X.
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5 RAZPRAVA

.....

Wew W

podrocju validacije ¢is¢enja proizvodne opreme in so tveganje za zdravje ljudi in za okolje.

Prva ZU, metilprednizolon, je kortikosteroidni hormon, za katere je znalilna visoka
ucinkovitost pri nizkih odmerkih, poleg vsega pa ¢iS€enje otezuje njegova slaba topnost v
vodi. Odmerjanje metilprednizolona lahko poteka na dva nacina, v obliki tablet ali injekcij.
Tablete so na voljo v dveh razli¢nih odmerkih metilprednizolona (4 in 16 mg), zato smo za
po ¢is¢enju opreme, na kateri se proizvajajo tablete, ki vsebujejo 4 mg odmerek
metilprednizolona, meja dovoljenega ostanka, ki se lahko prenese v naslednji izdelek, 4
pg. Ker smo se odlocili, da se v nalogi osredoto¢imo na peroralno aplikacijo
metilprednizolona, smo za izbiro $tudije, s katero bomo dolo¢ili PDE, iskali enak nacin
aplikacije. To je predstavljala Studija ponavljajoCe izpostavljenosti, opravljena na psih, ki
je podala vrednost LOAEL 167 pg/kg/dan in na ta nacin smo dolo¢ili PDE kot 0,835
ug/dan. Poleg slednje dolocitve PDE smo na svetovnem spletu nasli dostopen tudi
dokument EMA (37), v katerem je bil dolo¢en ADI. Ker je EMA izbrala najbolj relevantno
Studijo, s katero je dolocila sprejemljiv dnevni vnos za ljudi, smo NOEL iz izbrane $tudije
s strani EMA uporabili pri nasih nadaljnjih izraGunih. Z NOEL 16 ug/kg/dan smo dolo¢ili
PDE 1,6 pg/dan, kar je podobno v primerjavi s prvim doloc¢enim PDE (0,835 pg/dan), saj
so vrednosti podane v pg, ki predstavljajo zelo nizke koli¢ine. Ce ADI (0,16 ug na kg
telesne mase) prilagodimo na enako telesno maso cloveka, kakor je uporabljena pri
izraCunu PDE (50 kg) dobimo vrednost 8 pg/dan, kar je zopet primerljivo s PDE,
dolo¢enim z istim NOEL, ki znaSa 1,6 ng/dan.

Druga ZU, cefazolin, je cefalosporin, betalaktamski antibiotik, katerega odmerjanje poteka
veckrat na dan v visokih odmerkih, da na ta nacin hitreje unic¢imo $kodljive bakterije, Ki so
povzrocile okuzbo. Enkraten odmerek cefazolina je v razponu med 250 mg in 1000 mg. Ob
upostevanju telesne mase smo dolo¢ili MDO po stari smernici 0,5 mg oziroma 500 pg.
Tudi v tem primeru smo za izratun PDE imeli na voljo EMA dokument (43), v katerem je
bil dolo¢en ADI (5 mg/osebo). NOEL je bil dolo¢en v $tudiji vpliva na razmnozevanje,
kjer so podgane peroralno prejemale odmerke cefazolina. PDE, z uporabo omenjenega

NOEL, smo dolocili kot 10 mg/dan, je ponovno primerljiv z ADI, dolo¢enim z istim
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NOEL. Upostevati je potrebno dejstvo, da je ADI opredeljen le za peroralen vnos
ucinkovine, medtem ko smo v nalogi za dolocitev PDE opravili preracun z uporabo
korekcijskega faktorja, saj se u¢inkovina pri ljudeh aplicira parenteralno, in dobili vrednost
0,5 mg/dan. Brez upostevanja korekcijskega faktorja bi PDE cefazolina dal mejo 10
mg/dan, kar je ob upoStevanju moznosti za sprozitev preobcutljivostne reakcije pri
obcutljivejSem posamezniku (17, 18) viSje kot smo pri¢akovali. Podatkov o mejni
koncentraciji oziroma koli¢ini cefazolina s katero mora posameznik priti v stik, da se pri
njem sprozi preoblutljivostna reakcija, ni. Studija, v kateri bi dolo¢evali mejo, ki je za
obcutljivega posameznika varna, z aplikacijo razlicnih koncentracij subterapevtskih
odmerkov ZU preobcutljivemu posamezniku, namre¢ ne bi bila eti¢na. Zato kljub relativno
visokim vrednostim PDE priporoamo, da s ¢iS¢enjem poskrbimo za ¢im niZje ostanke na
opremi oziroma za proizvodnjo betalaktamskih farmacevtskih izdelkov uporabimo
namensko opremo in prostore ter na ta nacin poskrbimo, da do moznosti kontaminacije
drugih izdelkov in s tem do pojava preobcutljivostnih reakcij pri obcutljivih posameznikih
sploh ne pride. Tudi DPP, zaradi nejasnosti okoli varnosti ostankov po ¢is¢enju z vidika
potenciala senzibilizacije posameznikov, zahteva proizvodnjo betalaktamskih izdelkov na

loCeni opremi.

Tretja u¢inkovina, 5—fluorouracil, zavira delitev celic in na ta nacin deluje protitumorno.
Ker odmerjanje s pomocjo intravenske injekcije poteka odvisno od telesne mase bolnika,
smo maso prilagodili na 50 kg, saj enako telesno maso upostevamo tudi v izratunu PDE in
je na ta nadin primerjava koncnih rezultatov lazja. Odmerek 530 mg je z upoStevanjem
kriterija ene tisofinke minimalnega terapevtskega odmerka dal MDO 530 pg. Za izraun
po novi smernici smo uporabili podatke iz rakotvorne Studije, saj je preskusanje 5-
fluorouracila v genotoksicni $tudiji dalo pozitiven rezultat. V kolikor bi imeli v rakotvorni
Studiji podan NOEL, bi ga lahko uporabili za izracun PDE, vendar smo zaradi odsotnosti
slednjega uporabili TDsp, kakor je doloceno v smernici za genotoksi¢ne necistote (50) V
primeru odsotnosti podatkov iz rakotvornih $tudij bi dolo¢itev PDE potekala v skladu s
smernico EMA (31). V njej je zapisano, da se za tiste genotoksi¢ne Spojine, katerim se
varna meja zaradi pomanjkljivosti podatkov ne more podati, dolo¢i meja 1,5 pg/osebo/dan
za genotoksi¢ne necistote in 0,15 pg/osebo/dan za ostanke genotoksi¢nih zdravilnih
ucinkovin. Izbrane vrednosti predstavljajo mejo izpostavljenosti genotoksi¢nim necistotam

oziroma zdravilnim uéinkovinam v povezavi s teoretiénim tveganjem za raka: za
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genotoksi¢ne necistote je to tveganje opredeljeno kot en primer raka na 100.000 ljudi, pri
zdravilnih uc¢inkovinah pa kot en primer raka na 1.000.000 ljudi. Zakaj je meja za
genotoksi¢ne nedistote visja od genotoksi¢nih zdravilnih u¢inkovin, v smernici ni jasno

obrazlozeno.

Tudi v primeru 5—fluorouracila smo za izracun intravenskega PDE potrebovali mnoZenje
dobljenega PDE s korekcijskim faktorjem, saj je bil TDsy dolocen iz rakotvorne Studije,
kjer so zivali prejemale substanco peroralno. BioloSka razpoloZljivost je znasala med 28 %
in 100 %, zato smo za preracun uporabili najnizjo vrednost bioloske razpoloZzljivosti.

Rezultat PDE, ob upostevanju peroralne bioloske razpolozljivosti, je bil 0,828 pg/dan.

Vv W

v

MDO po stari smernici 0,25 pg/dan. Izraéun PDE smo opravili na osnovi podatkov iz

Studije vpliva na razmnozevanje in iz $tudije rakotvornosti, saj so bili toksi¢ni u¢inki v teh

ey

VR

ug/dan.

Dodatno smo za ZU X izvedli $e teoreti¢ni izracun, kjer smo doloc¢ili MDO na podlagi
terapevtskega odmerka ZU in MDO na enoto povrsine, ki je izdelku A in B skupna.
Ugotovili smo, da se pri izdelavi 50 kg serije izdelka B najve¢ 12,5 mg izdelka A lahko
porazdeli na 100.000 tablet izdelka B, kar pomeni ostanek 0,125 pg izdelka A na eno
tableto izdelka B. Ob upostevanju minimalnega terapevtskega odmerka ZU X, ki se nahaja
v izdelku A, 0,250 mg, je ostanek, ki smo ga dolo¢ili z izracunom, zanemarljivo majhen in
trdimo lahko, da je meja ustrezno zastavljena. Dovoljeni ostanki ZU X po c¢iscenju
proizvodne opreme po izdelavi serije tablet z omenjeno ZU so bili preverjeni z ustreznim
postopkom odvzema vzorcev s kritiénih mest opreme in z njihovo analizo. Rezultati so
pokazali, da so ostanki ZU X po zaklju¢enem postopku ¢is¢enja bistveno pod dovoljeno
mejo oziroma celo pod mejo dolocanja. S tem smo potrdili ustreznost postopka ¢iscenja.

Podatki analize vzorcev so zaradi poslovne tajnosti na voljo le pri mentorju.
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Ker je v toksikoloskih Studijah dolo¢ene ZU pogosto opravljenih ve¢ $tudij, se pri izbiri
podatkov za izra¢un PDE soocamo s tezavo, Katero Studijo izbrati. Izbiro $tudije doloc¢imo
na podlagi izrazitosti in resnosti toksi¢nega ucinka na poskusnih Zzivalih in na podlagi
aplikacije odmerka v studiji. Kadar je le mozno izberemo tako $tudijo, v kateri so poskusne
zivali odmerke prejemale na enak nacin, kot bodo zdravilo prejemali bolniki. Dodatno
tezavo predstavlja tudi dostopnost podatkov iz toksikoloskih Studij. V Studijah sta pogosto
namesto NOEL ali LOEL dolo¢ena NOAEL ali LOAEL. Ceprav sta zadnja dva predvidena
za izratun ADE po smernici ISPE, toksikologi pri dolo¢evanju PDE temu ne posvecajo
toliko pozornosti in izracun izdelajo s tistimi podatki, ki so za zdravilno u¢inkovino na

voljo.

Poleg tezav S pomanjkljivostjo podatkov iz Studij dodatno tezavo pri izracunu PDE
predstavljajo varnostni faktorji. Izra¢un PDE je zastavljen subjektivno, saj pri opredelitvi
varnostnih faktorjev, ki jih potrebujemo za izra¢un, naletimo Se na nekaj tezav. Faktorja F1
in F2 ne povzrocata tezav, saj je prvi odvisen od vrste zivali, ki je bila uporabljena pri
Studiji, drugi pa je konstanta. F3 je faktor, ki opredeljuje trajanje Studije, kar naceloma ni
tezko ovrednotiti, vendar podatki o trajanju $tudije pogosto niso jasno napisani. Ce v
trajanje nismo prepricani, je najbolje, da predvidevamo najhujsi scenarij in F3 opredelimo
kot vrednost 10 (kratkotrajne $tudije), ¢eprav se s tem vrednost PDE zniza in je MDO
stroZji, kot je to potrebno. Najve¢ subjektivnosti je v faktorju F4, ki dolo¢a resnost
toksi¢nih u¢inkov v §tudiji. Vrednost 1 pripada blazjim ucinkom, vrednost 5 resnejSim
uc¢inkom, vrednost 10 pa resnim, nevarnim toksi¢nim ucinkom. Pogosto se je tezko
opredeliti kak$no resnost nek ucinek izkazuje, v¢asih pa je vrsta uéinkov pomanjkljivo
opisana in je odlocitev o izbiri vrednosti F4 zelo tezka. V Studijah se lahko pojavijo tudi
vrstno specificni toksicni ucinki, ki morajo biti pri podajanju rezultatov toksikoloskih
$tudij jasno opredeljeni. Ce se za resnost u¢inkov ne moremo odlogiti, za faktor F4

najpogosteje izberemo vrednost 5, ki opredeljuje srednje resne toksi¢ne uéinke.

5.1 PRIMERJAVA MEJE DOVOLJENEGA OSTANKA, DOLOCENE
PO STARI IN NOVI SMERNICI, ZA 1ZBRANE ZDRAVILNE
UCINKOVINE
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Meje, dolocene po kriteriju ene tiso¢inke minimalnega terapevtskega odmerka, So se v treh
primerih izkazale za blazje dolo¢ene meje, saj so vrednosti dovoljenih ostankov od nekaj
ug do vec sto pg. IzraGun MDO po novi smernici je v dveh primerih pokazal strozje (niZje)
meje, primeru cefazolina se meja ni spremenila, pri zadnji ZU pa je meja, dolo¢ena po
starem Kriteriju, strozja od meje, dolo¢ene po novem Kriteriju. Pri metilprednizolonu se
nova meja ne razlikuje bistveno od predhodno dolo¢enega MDO, medtem ko je pri
5—fluorouracilu razlika zelo velika. PDE 5—fluorouracila je le malo vi$ji od meje TTC, ki
bi mu bila dolo¢ena, ¢e rakotvorne Studije ne bi bile dostopne. Rezultati izraGunov MDO

po stari in novi smernici so prikazani v tabeli X1V.

Tabela XIV: Primerjava MDO za izbrane zdravilne ucinkovine po stari in novi

smernici
CEFAZOLIN | 5~FLUOROURAC | METILPREDNIZOLON | UCINKOVINA
1L X
1/1000 500 pg 530 pg 4 ng 0,25 pg
PDE 500 pg/dan 0,828 pug/dan 1,6 pg/dan 32 pg/dan

MDO po novi smernici je za tri zdravilne u¢inkovine izredno nizka. Ce jih razvrstimo po

eyee

e Stara smernica: 5-fluorouracil > cefazolin > metilprednizolon > u¢inkovina X

e Nova smernica: cefazolin > u¢inkovina X > metilprednizolon > 5-fluorouracil.

Vrstni red se je glede na staro in novo smernico spremenil. 5—fluorouracil, ki je po stari
5—fluorouracila je odvisno od telesne mase bolnika, zato je lahko ob upostevanju drugacne
telesne mase MDO vi§ji ali nizji. PDE za 5—fluorouracil smo doloc¢ili kot 0,828 ng/dan, kar
je ob upostevanju genotoksi¢nega potenciala u¢inkovine ter dejstva, da se 5—fluorouracil
uporablja za zdravljenje hudih bolezni, pri katerih je potrebna dolgotrajna terapija z
navedeno ZU, pri¢akovan rezultat. Glede na visoke odmerke cefazolina, ki se aplicirajo
trikrat do Stirikrat na dan, se je slednji pri¢akovano uvrstil na vrh. Razlike med mejo
starega in novega kriterija ni, ¢eprav smo jo zaradi moznosti preobcutljivostnih reakcij

pri¢akovali. Metilprednizolonu se je vrednost MDO najmanj spremenila, saj je bila ze po
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kriteriju ene tiso¢inke zelo nizka. Ker je metilprednizolon steroidna ZU, ki je u¢inkovita ze

v nizkih odmerkih, je meja smiselno zastavljena. Uc¢inkovina X pa predstavlja primer, za

katerega je meja dovoljenega ostanka po stari smernici visja od nove. Razlog za to je v

nizkem odmerjanju ZU pri zdravljenju, zato je kriterij nove smernice pokazal niZjo mejo.

5.2PRIMERJAVA STARE IN NOVE SMERNICE ZA VALIDACIJO

CISCENJA

Glavne spremembe med staro in novo smernico smo zaradi boljsega pregleda Sistemati¢no

prikazali v tabeli XV.

Tabela XV: Primerjava stare in nove smernice za dolo¢itev MDO (4, 11, 24, 52)

I STARA SMERNICA NOVA SMERNICA

DOLOCEVANJE MEJ | Na podlagi nespecifi¢nih in | Opredelitev meje na podlagi
neselektivnih kriterijev, ki | tveganja, ki ga potencialen
vse substance obravnava kontaminant predstavlja za
enako. zdravije ljudi in varnost
okolja, z upostevanjem vseh
podatkov iz predklini¢nih in
klini¢nih $tudij. Za
dolo¢evanje ostankov po
validaciji ¢isCenja je
relevanten le se podatek o
PDE, kriterija 1/1000
odmerka in 10 ppm sta
opuscena.
KRITERIJ ZA e 1/1000 odmerka e PDE (EMA)
DOLOCITEV MEJE e 10 ppm e ADE (ISPE)
DOVOLJENEGA e Vizualno Cista
OSTANKA oprema
MEJA DOVOLJENEGA | Najnizji izmed prvih dveh Najnizji izmed dolo¢enih
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OSTANKA

kriterijev, ki hkrati daje tudi

vizualno ¢isto opremo.

PDE oziroma ADE.

VARNOSTNI FAKTORJI

Opredeljeni glede na nacin
uporabe zdravila (peroralno,

paranteralno, topikalno).

Varnostni faktorji so
doloceni glede na
toksikoloske podatke
(trajanje Studije, resnost

ucinkov).

KDO LAHKO DOLOCI
MEJO

Dolo¢i jo lahko kdorkoli, ki
ima podatke o terapevtskem

odmerku zdravila.

Dolo¢i jo za to usposobljen

toksikolog.

OVREDNOTENJE MEJ

Na ta nac¢in dolo¢ene meje
SO pogosto prestroge in jih

proizvajalci tezko dosezejo.

Meje so specificne za
doloc¢eno substanco in jih
zato lahko vrednotimo kot

varne.

STEVILO PONOVITEV
CISCENJ ZA
USTREZNO
VALIDACIJO

Vsaj trikrat.

Tolikokrat, kolikor je
potrebno (odvisno od ocene

tveganja)

UPORABA NAMENSKE
OPREME

Dovoljena za antibiotike,
hormone, citoksi¢ne in
druge visoko ucinkovite

substance.

Dovoljena, ko mej zaradi
pomanjkanja podatkov ne
moremo izracunati, ko
dolocene meje ne moremo
doseci ali ko ZU predstavlja
tveganje, ki ga ne moremo

nadzirati.

GENOTOKSICNE
SNOVI

Namenska oprema za

genotoksicne ZU

Koncept TTC in posebna
smernica (EMA), ki
opredeljuje meje:

e 0,15 pg/osebo/dan za

genotoksicne zdravilne

ucinkovine
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e 1,5 ng/osebo/dan za
genotoksi¢ne necistote,
v kolikor varne meje za
genotoksicne zdravilne
ucinkovine ali necistote

ne moremo doseci.

53 DRUGI NACINI PREPRECEVANJA NAVZKRIZNE
KONTAMINACIJE

Poleg ucinkovitega ciS€enja proizvodne opreme in prostorov je za preprecevanje
navzkrizne kontaminacije pomembno tudi premisljeno nacrtovanje prostorov oziroma
postavitev opreme v prostoru ter ustrezno kroZenje zraka. Visoko u¢inkovite substance in
izdelke (hormoni, antibiotiki, citostatiki in drugi) je potrebno izdelovati lo¢eno od
prostorov, kjer se proizvajajo drugi izdelki. Prostor za proizvodnjo mora biti nacrtovan
tako, da sta odsesavanje in vsesavanje zraka lo¢ena drug od drugega in v prostor skozi
filter vstopa Cist zrak, brez delcev, onemogocen pa je tudi vstop razli¢nim insektom. V
prostoru je potrebno izvajati kontrolo temperature in vlage, ki mora biti prilagojena
izdelku, ki se proizvaja v dolo¢enem prostoru. Zaradi pogoste uporabe dodatnega kriterija
vizualno disto je potrebno v prostoru zagotoviti ustrezno osvetljenost. Vmesnim korakom
tehtanja, meSanja ali pakiranja, kjer je stopnja prasenja vi§ja, namenimo loCene prostore.
Loceni od prostora proizvodnje pa morajo biti tudi ostali prostori, na primer garderobe,
¢ajna kuhinja in toaleta. ZaSCitna oblacila, uporabljena pri proizvodnji, je potrebno
shranjevati znotraj obmocja, kjer se proizvajajo izdelki, in na ta nafin zmanjSati prenos

uc¢inkovine in pomoznih snovi zunaj proizvodnje (30).

Na prenos ostankov v naslednji izdelek pa vpliva tudi izbira proizvodne opreme, kar je
zapisano tudi v obnovljenem poglavju 5 DPP (53). Slednja mora omogocati enostavno
¢iS¢enje in ne sme predstavljati moznosti za nalaganje ostankov, zato je najboljsa gladka
povrsina opreme, ki omogoca odtekanje tekoCin, brez nepotrebnih razpok ali vmesnih

prostorov (29).
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6 ZAKLJUCEK

Kriteriji, Ki sta jih postavila Fourman in Mullen in so bili neuradno sprejeti s strani FDA,
so bili nezahtevni in dolo¢il jih je lahko vsak, ki je imel podatke o terapevtskem odmerku
zdravila. S predlaganimi Kriteriji se niso strinjali vsi strokovnjaki, saj se pri izraCunu meje
niso upostevali vsi podatki 0 ZU, temvec je dolocCitev meje za vse ZU potekala enako,
varnostni faktorji, uporabljeni pri izracunih pa niso bili toksikolosko utemeljeni. Nova
smernica za validacijo ¢isCenja, ki jo je leta 2012 predstavila EMA in je trenutno Se v
potrditvi, je predstavila PDE kot nov kriterij za doloCitev meje dovoljenega ostanka po
¢is€enju proizvodne opreme. S tem je prinesla v farmacevtsko industrijo nov pogled na

ostanke pri ¢is€enju, saj so kriteriji za doloc¢itev meje presli na toksikolos§ko ovrednotene

Kriterije, ki vsako zdravilno u¢inkovino ali ne¢istoto obravnava posami¢no.

Pri dolo¢evanju MDO na osnovi kriterija ene tiso¢inke najnizZjega terapevtskega odmerka
zdravilne u¢inkovine v maksimalnem terapevtskem odmerku naslednjega izdelka, nismo
naleteli na bistvene tezave, saj so podatki o odmerjanju zdravil javno dostopni na
svetovnem spletu. TeZave nam je povzrocala doloc¢itev meje na podlagi PDE. Odlocitev o
izbiri $tudije, pomanjkljivi podatki iz toksikoloskih S$tudij, dolo¢eni NOAEL namesto
NOEL in izbira varnostnih faktorjev so tezave, ki so nas spremljale tekom dolo¢itve na

podlagi toksikoloSkega kriterija.

Na primeru stirih izbranih ZU, ki v farmacevtski industriji predstavljajo izziv zaradi
tveganja, ki ga prinasajo, ter zaradi teZzav s topnostjo, smo za dve ZU, 5—fluorouracil in
metilprednizolon, ugotovili, da nova smernica prinasa strozje meje dovoljenega ostanka,
kot so bile doloc¢ene pred tem. Cefazolinu, ki se za zdravljenje bakterijskih okuzb odmerja
v visokih odmerkih, se meja ni spremenila, ¢eprav smo to pri¢akovali zaradi moznosti
reakcij preobcutljivosti. Za zadnjo ZU, ki spada v skupino antipsihotikov, pa je bila meja,
dolo¢ena na podlagi PDE vi§ja od prvotno doloCene. Razlog za to je v postopnem
povecevanju odmerkov pri zdravljenju z antipsihotiki, saj gre za ZU, ki so visoko

ucinkovite.

Meje, ki smo jih dolo¢ili vsem S$tirim ZU, so izredno nizke in predstavljajo izziv pri

nacrtovanju ¢iS¢enja, saj je potrebno temeljito premisliti in natancno izbrati pogoje ¢iscenja

ter sredstva za CiSCenje opreme.
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Specifi¢en in toksikolosko naravnan kriterij PDE je dobrodosla sprememba v validaciji
¢is€enja, kljub vsemu pa je poleg slednjega pred uporabo vedno potreben vizualen pregled
opreme, s katerim se prepricamo, da ni vidnih ostankov na povrsini proizvodne opreme.
Kriterija ene tisoCinke minimalnega terapevtskega odmerka in 10 ppm je potrebno opustiti

in se pri doloCevanju mej dovoljenega ostanka po ¢iS€enju osredotociti na nov kriterij,

PDE.
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