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Primena vestackih neuronskih mreza u optimizaciji procesa liofilizacije u proizvodnji
esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju

Sazetak

Cilj ovog istrazivanja bio je definisanje kriticnih parametara proizvodnje i optimizacija procesa
proizvodnje esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju, 40 mg postupkom liofilizacije, kako
bi se obezbedio odgovaraju¢i kvalitet uvecane serije leka tokom roka upotrebe. IstraZivanje se
sastojalo iz tri dela.

U prvom delu istrazivanja ispitana je kinetika degradacije lekovite supstance esomeprazol-natrijum
u farmaceutskom obliku prasak za rastvor za injekciju/infuziju, izvrSena je identifikacija necistoca
koje su posledica degradacije lekovite supstance i ispitana je stabilnost rekonstituisanog proizvoda.
U ovom delu istrazivanja je utvrden uticaj faktora formulacije, kriti¢nih proizvodnih koraka i kriti¢nih
delova opreme/sistema na mogucnost dobijanja stabilnog gotovog proizvoda uveéanih serija (scale-
up sa 17.000 na 33.000 bocica). Detaljno su ispitane fizicko-hemijske karakteristike i mikrobioloski
kvalitet uvecanih serija kod kojih je varirana temperatura kojoj su izloZzene napunjene bocice pre
pocetka programa liofilizacije od 20 °C, -5 °C, -15 °C, -30 °C (korak pre-zamrzavanja). Ispitano je i
maksimalno vreme koje delimi¢no zatvorene napunjene bocice rastvorom esomeprazola mogu da
provedu od trenutka punjenja do momenta pocetka liofilizacije na navedenim temperaturama.
Utvrdeno je da punjenje liofilizatora na temperaturi polica od -30 °C u poredenju sa temperaturom od
20 °C, znacajno produzava vreme za koje rastvor esomeprazola ostaje stabilan i bez promena njegovih
fizicko-hemijskih i mikrobioloskih karakteristika. Pre-zamrzavanje na temperaturi od -30 °C je
dovoljno da obezbedi direktno zamrzavanje rastvora u svim bocicama, pri ¢emu rastvor postaje
inertan i na taj nacin sprecava da dode do snizavanja pH vrednosti usled izlaganja rastvora kiseoniku.
Dobijeni rezultati su potvrdili da definisani parametri procesa i ispitivanje u toku procesa, zajedno sa
korakom pre-zamrzavanja, obezbeduju pouzdanu i ponovljivu proizvodnju esomeprazol praska za
rastvor za injekciju/infuziju, ispunjavajuci sve unapred definisane atribute kvaliteta i specifikacije za
finalni proizvod.

U drugoj fazi, na osnovu dobijenih podataka o proizvodu i procesu proizvodnje iz prve faze
istrazivanja, primenom Quality by design (QbD) koncepta, u okviru FMEA (engl. Failure Mode and
Effects Analysis - Analiza efekata u slucaju neizvrsenja (FMEA)) analize rizika, definisani su svi
CQA (engl. Critical Quality Attributes - kriti¢ni atributi kvaliteta (CQA)) sa najve¢im RPN skorom
(engl. Risk Priority Number — prioritetni broj rizika (RPN)). Na osnovu CQA, najkriti¢nijih za
postizanje Zeljenog kvaliteta esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju, procenjene su sve
varijable formulacije i proizvodnog procesa koje potencijalno mogu uticati na dobijanje rezultata
izvan specifikacije. One promenljive formulacije i procesa za koje je pokazano da je obezbeden
odgovarajuci kvalitet proizvoda su izostavljene iz daljeg razmatranja. Sa druge strane, temperatura
(sobna temperatura, temperatura polica, temperatura zamrzavanja) kojoj je proizvod izloZen, kao i
vremensko trajanje ove izloZenosti (vreme zadrzavanja), koje su korelirane kao kriti¢ni parametri
procesa sa promenama pH vrednosti rastvora kao CQA, uz sadrzaj esomeprazola i srodnih supstanci,
su dalje razmatrani i koriséeni su kao ulazni podaci za definisanje design space-a (prostor za
dizajniranje kvaliteta). Za treniranje vestacke neuronske mreze tipa viseslojnog perceptrona (engl.
Multi Layer Perceptron - MLP) koriscenjeni su rezultati 32 eksperimentalne probe iz prve faze.
Mreza koja najbolje opisuje uticaj navedenih ulaznih promenljivih na pH vrednost rastvora je
odabrana, a na osnovu dobijenih rezultata definisan je design space za liofilizaciju uvecanih serija
koji opisuju granice temperature polica (-10 °C do -30 °C) i vreme koje delimi¢no zatvorene bocice
mogu da provedu izlozene vazduhu (5 — 26 h), a da pH vrednost rastvora ostane u granicama
specifikacije (pH 10,8-11,8).

U trecoj fazi istraZivanja uspostavljen je model vestacke neuronske mreze, koji je u stanju da predvidi
sadrzaj esomeprazola i profil necistoc¢a u zavisnosti od pH vrednosti finalnog proizvoda, za 36 meseci



roka upotrebe, kao i da odredi granicu pH vrednosti koja ¢e obezbediti Zeljeni kvalitet proizvoda
tokom ovog perioda. MLP mreza, kao alat za u¢enje, u kojem su pH vrednost rastvora esomeprazola
i vreme skladistenja u mesecima bili ulazni podaci za mrezu, a sadrzaj esomeprazola i necistoce
rezultati mreze, omogucio je odli¢no predvidanje i slaganje eksperimentalno dobijenih i predvidenih
rezultata i uspostavljanje Zeljenog design space-a procesa liofilizacije. Krajnji rezultat je bio design
space koji opisuju granice pH vrednosti rekonstituisanog proizvoda (pH 10,4-10,6), u kome ¢e se
sadrzaj esomeprazola i svih necistoc¢a nalaziti u okviru specifikacija tokom definisanog roka upotrebe
proizvoda od 36 meseci.

Kljucne reci: esomeprazol, liofilizacija, pH vrednost proizvoda, pre-zamrzavanje, stabilizacija,
QbD, temperatura, srodne supstance, sadrzaj, vestacke neuronske mreze.



Application of artificial neural networks in the optimization of lyophilization process in the
production of esomeprazole powder for solution for injections/infusions

Abstract

The goal of this research was to define critical production parameters and optimize the lyophilization
process in the production of esomeprazole 40 mg powder for solution for injection/infusion, which
will ensure the quality of the drug of the enlarged batches during the declared shelf life. The research
consisted of three parts.

In the first part of the research, the kinetics of the degradation of the active pharmaceutical ingredient
(API) esomeprazole sodium in the pharmaceutical form of lyophilisate for injections was examined,
where the impurities resulting from the degradation of the APl were identified and the stability of the
reconstituted product was examined. In this part of the research, the influence of formulation factors,
critical production steps and critical parts of the equipment/system on the possibility of obtaining a
stable finished product of an enlarged batches (scale-up from 17,000 to 33,000 vials) was also
determined. The physico-chemical and microbiological results obtained for the scale-up batches,
where the temperature to which the filled vials were exposed after filling and before the start of the
lyophilization program was varied from 20°C, -5°C, -15°C, -30°C (pre-freezing step), were examined.
The maximum time that partially closed vials filled with esomeprazole solution can spend from the
moment of filling, to the moment of lyophilization, at the given temperatures, was also tested. It was
found that filling the lyophilizer at a shelf temperature of -30°C, compared to a temperature of 20°C,
significantly increases the time for which the esomeprazole solution remains stable and without
changes in its physicochemical and microbiological characteristics. Pre-freezing at a temperature
corresponding to that of the first step of the lyophilization program (freezing step - at a temperature
of -30°C), is sufficient to ensure direct freezing of the solution in all vials, whereby the solution
becomes inert and prevents pH decrease due to exposure to oxygen. The results obtained in this way
confirmed that the defined process parameters and in-process testing, together with the pre-freezing
step, ensure reliable and reproducible production of esomeprazole lyophilisate for solution for
injection/infusion, meeting all predefined quality attributes and specifications for the final product.

In the second phase, based on the knowledge about the product and the production process from the
first phase of research, applying the Quality by design (QbD) concept, within the FMEA (Failure
Mode and Effects Analysis) risk analysis, all CQAs (Critical Quality Attributes) with the highest RPN
score (risk priority number) are defined. Based on CQA, the most critical for achieving the desired
quality of esomeprazole powder for solution for injection/infusion, all formulation and manufacturing
process variables that could potentially affect obtaining results outside the specification were
evaluated. Those formulations and process variables for which there is a proven assurance of good
control and a positive experience in ensuring adequate product quality, are omitted from further
consideration. On the other hand, the temperature (room temperature, shelf temperature, freezing
temperature) to which the product is exposed, as well as the duration of this exposure (holding time),
which were correlated as critical process parameters with changes in the pH value of the solution as
CQA, and also with assay of esomeprazole and related substances, were further considered and used
as input data to define the design space. An artificial neural network with multi-layer perceptron
(MLP) was trained using the results of 32 experimental trials from the first phase. The network that
best describes the influence of these input variables on the pH value of the solution was selected, and
based on the obtained results, a design space was defined for the lyophilization of scale-up batches
that describe the shelf temperature limits (-10°C to -30°C) and the time that partially closed vials can
spent exposed to air (5-26h), while the pH value of the solution remains within the specification limits
(10.8-11.8).

In the third phase of the research, an artificial neural network model, which is able to predict the assay
of esomeprazole and the profile of impurities depending on the pH value of the final product, for 36



months of storage, was established. Additionally, the limit of the pH value that will ensure the desired
quality of the product during this storage period was determined. The MLP network, as a deep
learning tool, in which the pH value of the esomeprazole solution and the storage time in months
were input to the network, and the assay of esomeprazole and impurities were the results of the
network, enabled excellent prediction and matching of experimentally obtained and predicted results
and establishment of the desired design space of the lyophilization process. The end result was a
design space that describes the pH limits of the reconstituted product (10.4-10.6), which will keep all
impurities, including the esomeprazole assay, within specifications during the product's declared shelf
life of 36 months.

Key words: esomeprazole, lyophilization, pH value of the product, pre-freezing, stabilisation, QbD,
temperature, related substances, assay, artificial neural network.
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1.0 Opsti deo

1.1 Uvod

Proces liofilizacije, odnosno "susenje zamrzavanjem", je proces suSenja nestabilnih farmaceutskih
supstanci osetljivih na toplotu u cilju oCuvanja njihove osnovne hemijske strukture i bioloske
aktivnosti. Proizvod koji nije stabilan kao rastvor ili sadrzi znacajnu koli¢inu vode, suSi se
zamrzavanjem radi uklanjanja vode koja moze biti hemijski aktivna i dovesti do nestabilnosti
proizvoda. Cilj ovog procesa je da se obezbedi finalni proizvod koji je stabilan, lako se rekonstituise
i pruza prihvatljivu hemijsku ili biolosku aktivnost za predvidenu namenu. Proces liofilizacije
ukljuCuje pripremu materijala, njegovo zamrzavanje, a zatim uklanjanje vode kombinacijom
sublimacije i desorpcije [1]. Na stabilnost rastvora pre procesa liofilizacije mogu uticati: temperatura,
izlozenost svetlu, pH rastvora, prisustvo konzervansa, koncentracija API?, prisustvo kiseonika i
uslovi ¢uvanja [2]. Sve navedene faktore treba dobro poznavati i razumeti pre nego Sto se odabere
formulacija za proizvodni proces koji ukljucuje liofilizaciju.

Zamrzavanje je Cesto najkriticniji deo liofilizacije 1 ima uticaj na proces koji sledi, kao i na
karakteristike finalnog proizvoda (tj. fizicku stabilnost, izgled liofiliziranog kolaca, zaostalu vlagu,
vreme rekonstitucije) [3]. Faktori koji u najvecoj meri mogu uticati na stabilnost proizvoda tokom
procesa zamrzavanja su: promene pH vrednosti, dehidratacija, promena jonske jacine i formiranje
meduprostora izmedu vode i leda [4, 5]. Na fizicku stabilnost uticu: pH, temperatura, jonska jacina,
zamrzavanje-odmrzavanje, koncentracija API i razli¢ite vrste mehani¢kog stresa [6]. Voda ili drugi
rastvarac¢i koji kristalisu tokom zamrzavanja uklanjaju se sublimacijom, do koje dolazi kada
zamrznuta te¢nost prede direktno u gasovito stanje bez prolaska kroz te¢nu fazu. Nizak sadrzaj
zaostale vode ili drugog rastvaraca, koji je neophodan da bi se obezbedila prihvatljiva stabilnost
proizvoda, postize se desorpcijom [1].

Sa gledista uvecéanja serije (engl. scale-up), procesi liofilizacije ostaju izazov koji zahteva detaljnu
karakterizaciju laboratorijskih i komercijalnih liofilizatora i programa za liofilizaciju, kao i
razumevanje celokupnog proizvodnog procesa. Tu vaznost dizajniranja kvaliteta (engl. Quality by
design-a (QbD)), sistemskog pristupa razvoju zasnovanog na upravljanju rizikom kvaliteta, posebno
dolazi do izrazaja. Pristup QbD razvoju farmaceutskih proizvoda pocinje sa unapred definisanim
ciljevima i naglasava razumevanje proizvoda i procesa i kontrolu procesa. Kriti¢ni elementi QbD-a su
prostor za dizajniranje kvaliteta (engl. design space - DS) i tehnologija za analizu procesa (engl.
Process analytical technology - PAT) [7]. Prema “ICH Q8 Pharmaceutical Development Guidance”
[8], DS je visedimenzionalna kombinacija ulaznih varijabli i parametara procesa za koje je dokazano
da pruZaju garanciju kvaliteta proizvoda. Za farmaceutski razvoj koji primenjuje QbD pristup, tri
klju¢na elementa, kriti¢ni atributi kvaliteta (engl. Critical Quality Attributes - CQA), kriti¢ni parametri
procesa (engl. Critical Process Parameters - CPP) i kriti¢ni atributi materijala (engl. Critical Material
Attributes - CMA), se koriste u farmaceutskoj industriji. CQA su fizicka, hemijska, bioloska ili
mikrobioloska svojstva ili karakteristike koje bi trebale biti u okviru odgovarajuce specifikacije, kako
bi se osigurao Zeljeni kvalitet proizvoda. CPP su parametri procesa ¢ija varijabilnost utice na CQA i
stoga ih treba pratiti ili kontrolisati kako bi se osigurao proizvod Zeljenog kvaliteta. CMA su atributi
polaznih materijala ¢ija varijabilnost utice na CQA 1 stoga ih treba pratiti ili kontrolisati kako bi se
osiguralo dobijanje proizvoda Zeljenog kvaliteta. Sva tri entiteta (CQA, CPP i CMA) treba utvrditi da
bi se razvio proizvod zeljenog kvaliteta [8]. U tu svrhu treba sprovesti procenu rizika radi identifikacije
i rangiranja parametara procesa koji mogu uticati na CQA na osnovu naué¢nih saznanja, eksperimenata
i razviti efikasne strategije kontrole kako bi se rizici sveli na prihvatljiv nivo. S druge strane, PAT je

1 API —eng. Active Pharmaceutical Ingredient — skraéenica koja se najéesce koristi za lekovitu supstancu u
farmaceutskoj industriji
1



sastavni deo QbD-a, koji se oslanja na pracenje i kontrolu procesa u realnom vremenu, kao deo
sveukupne strategije kontrole.

Podaci dobijeni tokom razvoja proizvoda i procesa proizvodnje, prema QbD pristupu, mogu se
koristiti za dobijanje Zeljenog DS-a, koji daje moguci radni opseg za optimizaciju postupka
liofilizacije. Kontrola i verifikacija procesa na nivou proizvodnje (uvecanih scale-up serija) moguca
je na osnovu studija sprovedenih na reprezentativnom laboratorijskom modelu, a uz koriséenje
pomenutih znanja baziranih na nau¢nim principima i pristupu zasnovanom na upravljanju rizikom.
Matematicki prora¢uni se mogu koristiti za konstruisanje i validiranje granica DS-a. Drugim recima,
optimizaciju procesa liofilizacije treba obezbediti pomo¢u CQA, CPP i CMA, u okviru DS-a i uz
pomo¢ PAT [9, 10].

lako se primarnom suSenju i dalje pridaje najvec¢a paznja iz perspektive optimizacije procesa
liofilizacije i scale-up-a, kriticnost koraka zamrzavanja u dizajnu, razvoju, optimizaciji i scale-up-u
procesa liofilizacije sve vise se istice [3]. Dizajn procesa zamrzavanja (odrzavanje na temperaturi izvan
opsega temperature zamrzavanja ili kontrolisana nukleacija leda) indirektno utice na mehanizam
zamrzavanja, sto se dalje moze odraziti na performanse procesa i na kvalitet proizvoda [3]. Posebno
se naglasava postupak jednostavnog drzanja proizvoda pod temperaturnim uslovima iznad krajnje
temperature zamrzavanja u odredenom periodu, koje se obi¢no koristi za kontrolu temperature
zamrzavanja radi kristalizacije komponenti sa poboljsanim kristalinitetom [4, 10]. Studija Howard i
sar. je pokazala suprotno u odnosu na do tada poznate ¢injenice, da bi ve¢a brzina zamrzavanja trebalo
da rezultira manjim kristalima leda koji uzrokuju manji mehanicki stres na Cestice. Pokazalo se da se
bolja redisperzibilnost moze posti¢i sa temperaturom zamrzavanja na -20 °C (nego sa niZzom
temperaturom od -40°C i -80°C) i da, iako sporija brzina zamrzavanja na toj temperaturi nije znacajno
uticala na promenu veli¢ine Gestica, to moZe smanjiti promenu u raspodeli veli¢ina ¢estica [11]. Sto se
tiCe temperature zamrzavanja, istice se ¢injenica da se ne kontroliSe temperatura proizvoda direktno,
vec¢ da se najpre radi o temperaturi polica liofilizatora i ukazuje se na vaznost postojanja odgovarajuce
bezbedonosne margine unutar DS-a, Sto znaci da zadata tacka treba da bude daleko od maksimalne
temperature koju proizvod moze da podnese bez uticaja na kvalitet proizvoda [12]. Ovo ukazuje na to
da je DS zasnovan na uobi¢ajenom ponasanju proizvoda, zbog ¢ega se predlaze da se na 0snovu uticaja
varijacija unutar serije i razlike u uvecanim serijama defini$u stroge granice. Kvantitativni rezultati
dobijeni na ovaj nacin bi se dalje ukljucili u procenu DS-a [13-15], sa strozijim granicama koje se
definisu kao sama temperatura kolapsa i koja je odredena pouzdanom tehnikom [16]. S druge strane,
DS za suSenje zamrzavanjem moze biti dobijen uzimanjem u obzir nesigurnosti parametara modela,
kao i varijabilnosti parametara u bo¢icama u liofilizatoru i heterogenost serije, bez potrebe za
prevelikom sigurnosnom marginom pri izboru uslova rada za o¢uvanje kvaliteta proizvoda [17].
Proucavana je takode kontrola nukleacije i kristalizacije leda tokom koraka zamrzavanja za proteinske
lekove. Primenjene su razli¢ite metode zamrzavanja i procenjen je uticaj zamrzavanja na ostatak
procesa proizvodnje i kvalitet krajnjeg proizvoda [4]. Kao rezultat toga, date su smernice za izbor
optimalne temperature polica i pritiska u komori potrebnih za postizanje ciljne temperature proizvoda
bez prekomernog prenosa toplote i/ili mase u samom liofilizatoru [4]. S tim u vezi, Shivkumar i sar.
predstavili su besplatno dostupan alat za simulaciju i optimizaciju liofilizacije pod imenom
LyoPRONTO, koji se sastoji od kalkulatora zamrzavanja i primarnog susenja, generatora DS-a i
optimizatora primarnog suSenja [18]. Ovaj alat je dizajniran da odredi profil za pritisak u komori i/ili
temperaturu police unutar ogranic¢enja opreme, proizvoda i prakti¢nih ogranicenja [18]. Takode kada
je re¢ o scale-up-u procesa liofilizacije, racunarska dinamika fluida (engl. Computational Fluid
Dynamics - CFD) je koriS¢ena za proucavanje i predvidanje nezavisnih promenljivih (temperature
policai pritiska u komori) i promenljivih odgovora (otpora osusenog proizvoda na sublimaciju vodene
pare, temperature proizvoda i vremena primarnog susenja) za datu formulaciju za laboratorijski i pilot
liofilizator, kako bi se konstruisao prediktivni DS za razvoj robusnog procesa liofilizacije uvecane
veli¢ine serije [19]. U studiji De-Luca i sar. [20], pravilno kalibrisani dvozonski model procesa
liofilizacije kori$¢en je za dizajniranje optimalnih eksperimenata za brzu procenu parametara modela
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primarnog susSenja. U ovom modelu, svi statisticki kljuéni parametri prenosa toplote i mase su
procenjeni koris¢enjem jednog, optimalno dizajniranog eksperimenta. Rezultati su pokazali da
predloZzena metodologija mozZe znacajno olakSati eksperimentalnu fazu, ¢ime se ubrzava razvoj
operacija susenja zamrzavanjem, sa glavnim akcentom na kalibraciju modela u slucaju transfera/scale-
up-a proizvoda [20]. Liu i sar. [21] predlozili su postupak optimizacije tehnologije proizvodnje
liofiliziranog praska ginkolida B. Optimizovani proces liofilizacije dobijen je ortogonalnim dizajnom,
pri ¢emu su kvalifikovani izgled proizvoda i sadrzaj preostale vlage koris¢eni kao dva indeksa
evaluacije, a sledece Cetiri stavke su bile faktori istrazivanja:

I: temperatura zamrzavanja, brzina hladenja i trajanje;

II: promene temperature tokom primarnog susenja, sa gradijentom zagrevanja od 0,1 °C/min;

III: vreme primarnog susenja i pritisak;

IV: temperatura sekundarnog susenja i pritisak susenja [21].

Fokusiranjem na metod za optimizaciju procesa liofilizacije, ne treba zanemariti samu API i
celokupnu formulaciju lekova, jer kao S§to je pomenuto, mogu biti izloZeni razli¢itim stresnim
uslovima, koji ukljucuju promenu pH, dehidrataciju, povecanu jonsku jacinu, formiranje grani¢ne
povrsine voda/led i promene temperature tokom procesa liofilizacije. Izbor pravih stabilizatora stoga
moze biti presudan ne samo za poboljSanje stabilnosti leka, ve¢ moze uticati i na parametre procesa
liofilizacije. Posebno se istice da kombinacija Cesto koris¢enih (trehaloza, saharoza) i novih
stabilizatora (fenilalanin, leucin, arginin) moze doprineti poboljSanoj stabilnosti leka, posebno pod
agresivnim uslovima susenja, $to moze dovesti do vremenski i nov¢ano isplativije liofilizacije [22].
Pored toga, povecanjem broja ekscipijenasa koji mogu biti kori§¢eni u formulacijama liofiliziranih
lekova, uvodenjem novih sistema kontejnera, pruzajuci sveobuhvatnije razumevanje mehanizama
stabilizacije i primenom QbD-a, razvoj poboljsanih formulacija i dizajn optimizovanog procesa je
umnogome olaks$an, $to rezultira poboljSanjem kvaliteta proizvoda [23].

Optimizacija procesa proizvodnje esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju, 40 mg
neophodna je zbog nestabilnosti rastvora leka, koja je prvenstveno posledica osetljivosti APl na
kiseonik. Aktivna supstanca je (S)-enantiomer omeprazola i nalazi se u obliku natrijumove soli,
esomeprazol-natrijum. Inhibitor je protonske pumpe i terapijsku primenu nalazi u lecenju dispepsije,
peptickog ulkusa, gastroezofagealne refluksne bolesti i Zollinger-Ellison-ovog sindroma.

Esomeprazol-natrijum je hemijski nestabilno jedinjenje, sto iziskuje da se na samom pocetku razvoja
formulacije ispita njegova stabilnost i sprovede studija forsirane degradacije, kako bi se definisali
potencijalni degradacioni proizvodi, kao i putevi degradacije [24-27]. Hemijska struktura jedinjenja
kao i dostupni literaturni podaci ukazuju da je ovo jedinjenje izuzetno nestabilno: osetljivo na toplotu,
oksidaciju i kiselu hidrolizu. Pod uticajem navedenih faktora nastaje veliki broj degradacionih
proizvoda. Glavni degradacioni proizvodi esomeprazola javljaju se u uslovima termicke i oksidativne
degradacije [27]. Evropska farmakopeja (engl. European Pharmacopoeia - Ph. Eur.) navodi devet
necisto¢a esomeprazol-natrijuma, koje bi se na osnovu potencijalnih puteva degradacije mogle podeliti
u nekoliko grupa [28]. Necistoce (engl. Impurity - Imp) vezane za proces (Imp. A, Imp. B, Imp C, Imp.
D, Imp. E, Imp. F, Imp. G, Imp. H, Imp. 1); degradacioni proizvodi nastali pod dejstvom povisene
temperature (necistoce A, B, C, D, E, F, G, H); proizvodi kiselo katalizovane degradacije (necistoce
C, D, F, G, H); proizvodi bazno katalizovane degradacije (necisto¢e A, B, C, D, F, G); proizvodi
fotodegradacije (necisto¢e A, D, F, G) i proizvodi oksidativne degradacije (necisto¢e D, F, G).
Bréandstrom i sar. su potvrdili postojanje prethodno pomenutih necistota u svojem opseznom
istrazivanju [29]. Brezeziska je dokazao degradaciju omeprazola u ¢vrstom stanju pri uslovima
povisene temperature i povisene relativne vlaznosti [30]. Dokazano je da API podleze hidrolitickoj
degradaciji u kiseloj, baznoj i neutralnoj sredini, kao i oksidativnoj degradaciji, dajuc¢i ukupno 16
degradacionih proizvoda, koji su okarakterisani primenom LCMS/MS metode [31-32]. Dosadasnji
podaci iz literature koji se odnose na studije forsirane degradacije ukazuju da su pH, temperatura i
kiseonik kljucni faktori za stabilnost esomeprazola, od kojih pH igra najvazniju ulogu. Baishya i sar.
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[33] su uporedili ciklus procesa liofilizacije izmedu laboratorijske i proizvodne velicine serije kako bi
se razvila stabilna liofilizirana injekciona formulacija esomeprazol-natrijuma. Optimalan proces
liofilizacije koji je uporediv izmedu proizvodne i laboratorijske serije je dobijen kada je podesavanjem
temperature sublimacije obezbedena temperatura uzorka niza od temperature raspadanja od -19,2 °C,
odredene uz pomo¢ mikroskopa za suSenje zamrzavanjem. Da bi razvili optimizovan proces
liofilizacije esomeprazol-natrijuma, Venna i sar. [34] su varirali ukupno vreme ciklusa, koje obuhvata
vreme zamrzavanja i "holding" vreme (vreme C¢uvanja bocCica na policama liofilizatora pre
zapocCinjanja procesa liofilizacije), kao i vreme primarnog i sekundarnog suSenja, uz odrzavanje
konstantnog sastava formulacije. Dobijeni rezultati ove studije pokazali su da je u ciklusu liofilizacije
ukupnog trajanja od 35 h dobijen proizvod u kome je API o¢uvala svoju hemijsku stabilnost.

Degradacija API dovodi do brzog pada pH vrednosti proizvoda, $to nadalje olakSava degradaciju API
i smanjuje sadrzaj esomeprazola, a time i terapijsku efikasnost. Proizvodnja se izvodi u potpuno
"zatvorenom" sistemu (sistem sudova od nerdajuceg celika, povezanih putem cevi od nerdajuceg celika
i silikona) koji podrazumeva odsustvo kiseonika, te vreme kada API dolazi u kontakt sa kiseonikom
je vreme od momenta kada su napunjene bocice delimi¢no zatvorene, do momenta pocetka procesa
liofilizacije. Vreme tokom kojeg delimi¢no zatvorene bocice mogu biti izlozene vazduhu, odnosno
maksimalno vreme trajanja procesa punjenja koje nece ugroziti stabilnost API i time kvalitet
proizvoda, treba maksimalno skratiti. Skrac¢enje vremena trajanja faze punjenja znacajno ogranicava
kapacitet liofilizatora i smanjuje broj ,,dobrih* bo¢ica gotovog proizvoda koje su u skladu sa zahtevima
specifikacije. Upravo iz tog razloga, optimizacija ovako nerobustnog koraka u procesu proizvodnje je
neophodna kako bi se omogucéilo povecanje veli¢ine serije (scale-up) sa 17.000 bocica na Zeljenih
33.000 bocica i dobijanje finalnog proizvoda koji zadovoljava zahteve specifikacije.

Izuzetna nestabilnost rastvora esomeprazola koja se u najvecoj meri odrazava na kontrolisanje pH
vrednosti proizvoda, zahteva posebnu paznju tokom definisanja formulacije. Polazeéi od ¢injenice da
se pH vrednosti rastvora smanjuje razli¢itom brzinom u zavisnosti od uslova kojima je proizvod
izlozen pre same liofilizacije (temperatura, kiseonik, kao i vreme izlozenosti ovim faktorima), tesko je
nadalje kontrolisati pH vrednosti finalnog, rekonstituisanog proizvoda, a samim tim i njegovu
stabilnost tokom roka upotrebe. Zbog toga je vazno definisati granice pH rekonstituisanog rastvora u
kojima ¢e API ostati stabilan i time osigurati dobijanje proizvoda koji zadovoljava sve zahteve
specifikacije tokom roka upotrebe od 36 meseci.

Data mining (istrazivanje podataka) je prepoznat kao korisno orude u predvidanju i kontroli profila
kvaliteta lekova u Pharma 4.0 konceptu u farmaceutskoj industriji. Duboko uéenje je oblast data
mining-a koja koristi algoritme koji se nazivaju vestacke neuronske mreze (engl. artificial neural
networks - ANN). Uspesno se koristi u poslednje dve decenije u razvoju formulacija i procesa [35-38].
Glavna prednost ANN je u tome $to je moguce predvideti brojne varijable istovremeno, kao i
uspostaviti slozene modele izmedu zavisnih i nezavisnih promenljivih, ¢ak i u slucajevima kada su
postojece tradicionalne metode, poput eksperimentalnog dizajna, neuspeSne. ANN mogu sadrzati
razli¢it broj slojeva, kao 1 razli¢it broj neurona u svakom sloju; dodatno, korisnik moze izabrati
algoritme ucenja, aktivaciju i post-sinapticke funkcije; stoga postoje brojne mogucénosti za mreznu
arhitekturu [39]. U literaturi postoji samo nekoliko pokuSaja primene data mining-a za predvidanje
stabilnosti lekova. U jednoj od prethodnih studija uporedene su multipla regresiona analiza (engl.
multiple regression analysis - MRA) i dinamicka neuronska mreza (engl. dynamic neural network -
DNN) za predvidanje stabilnosti natrijum-hidrokortizonsukcinat 100 mg praska za rastvor za injekcije.
Proizvodi razgradnje natrijum-hidrokortizonsukcinata su praceni tokom studija stabilnosti [40]. Svi
podaci dobijeni tokom studija stabilnosti kori$¢eni su za izgradnju i primenu vestacke neuronske
mreze, a rezultati su potvrdili superiornost DNN nad MRA modelovanjem [40].



1.2 Inhibitori protonske pumpe

Inhibitori protonske pumpe (IPP) predstavljaju grupu antisekretornih lekova, koji su za samo nekoliko
godina postali lekovi prvog izbora za sva patofizioloska stanja koja su pracena pojacanim lu¢enjem
zeludacéne kiseline. Glavne indikacije za njihovu primenu su pepticki ulkus, erozivni i neerozivni
refluksni ezofagitis, Zollinger-Ellison-ov sindrom, infekcija izazvana bakterijom Helicobacter pylori,
kao i profilaksa tzv. stresa ulkusa. Od derivata benzimidazola — omeprazol je prvi uvedeni IPP
osamdesetih godina pros§log veka, a danas se na trziStu nalaze i drugi derivati kao Sto su: lansoprazol,
rabeprazol, pantoprazol i esomeprazol (aktivni S-izomer omeprazola), prikazani u Tabeli 1.1 [41].

Tabela 1.1 Hemijske strukture navedenih IPP

N N 0
R | X/ N/>7*Sm ,If\l \ R4
* Hiralni centar R? - O—R3
IPP X R1 R. Rs R4
Omeprazol CH OCHjs CHs CHs CHs
Esomeprazol
(S-enantiomen) CH OCHz CH3 CHs CHs
Lansoprazol CH H CHs CH2CF3
Rabeprazol CH H CHs (CH2)3s0CHs
Pantoprazol CH OCHF; OCHs CH3

Napomena: Slika preuzeta i prilagodena iz https://sh.wikipedia.org/wiki/Inhibitor_protonske_pumpe

Prema nacinu aplikacije, lekovi koji sadrze IPP se mogu podeliti u dve grupe: preparate za oralnu
primenu i preparate za parenteralnu primenu. Preparati za parenteralnu primenu, obzirom na hemijske
osobine benzimidazolskih derivata, su u obliku liofiliziranog praska za rastvor za injekciju.

1.2.1  Mehanizam dejstva i farmakokinetika inhibitora protonske pumpe

Parijetalne Celije Zeluca su epitelne Celije koje se nalaze u unutrasnjem sloju sluzokoze Zeluca. One
imaju sekretorni membranski sistem, a glavni protein u sastavu ove membrane je enzim H+/K+ -ATP-
aza, poznatiji kao protonska pumpa. Dejstvom ovog enzima dolazi do sekrecije jona vodonika u
ekstracelularnu tecnost iz koje se preuzima jon kalijuma. Dakle, protonska pumpa je direktno
odgovorna za lu¢enje vodonikovih jona u lumen Zeluca i poslednji je korak u regulaciji sekrecije
hlorovodoni¢ne kiseline, te upravo zato predstavlja ciljno mesto delovanja lekova koji inhibiraju
lu¢enje zeludacne kiseline [42, 43].

Inhibitori protonske pumpe smanjuju lué¢enje zeluda¢ne kiseline tako $to ireverzibilno inhibiraju enzim
H*/K*-ATP-azu. [42, 43].

Za razliku od blokatora histaminskih H> receptora koji se reverzibilno vezuju za H. receptore na
povrsini parijentalnih ¢elija, inhibitori protonske pumpe stvaraju kovalentne disulfidne veze sa ATP-
azom i na taj nacin nepovratno inhibiraju enzim. Lucenje kiseline se potpuno zaustavlja sve dok ne
dode do sinteze proteina. Upravo iz ovog razloga, inhibitori protonske pumpe predstavljaju efikasniju
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grupu lekova u odnosu na blokatore Ha receptora [44].

Smatraju se relativno bezbednim lekovima, s obzirom da se nezeljena dejstva retko javljaju i to kod 1-
3% pacijenata i da su bezazlena. Obi¢no se jave mucnina, abdominalni bol, konstipacija ili dijareja.
Pored toga, moguca je pojava osipa, glavobolje, dosta retko subakutne miopatije i vrtoglavice [44].

IPP znacajno smanjuju bazalnu i stimulisanu sekreciju kiseline u Zelucu. Nakon jedne dnevne doze
obezbeduju pH oko 4 u lumenu Zeluca i to u trajanju od 10,5 h do 16,8 h u toku 24 h. U osnovnom
obliku (Tabela 1.1) i pri neutralnim vrednostima pH (kakvi su u svim tkivima), ova jedinjenja su
prolekovi bez inhibitornog dejstva. Medutim, kada kao lipofilne molekule difunduju u sekretorni
kanalikularni sistem parijetalnih ¢elija (u kojima je kisela sredina i vrlo niske vrednosti pH) oni se
aktiviraju, kroz nekoliko aktivacionih koraka (Slika 1).

R, R,
H BzH*-Pj
H"
H?\} «x
NS
R +/ RE
N N |
IR,
R,
A1
1\ Rd R_1
N 4= -HO o, S H T
R._T“; I;};N\ )R, -_R1—@r‘?_h|\ )R
R, +H,0 5 R,
SOH
Sulfenilna kiselina 4 Sulfenamid
Enz—SH\ Enz-SH
-H,0 R,
RN+ /=
3 R,
\QI‘};N\ ¢
5~ R
Enz—-5

Slika 1. Reakcioni i aktivacioni put inhibitora protonske pumpe (preuzeto i prilagodeno iz Journal of
Neurogastroenterology and Motility 2013; 19(1): 25-35, Publication Date: January 8, 2013,
https://doi.org/10.5056/jnm.2013.19.1.25, Pharmacokinetics and Pharmacodynamics of the Proton
Pump Inhibitors, Copyright © The Korean Society of Neurogastroenterology and Motility.)

Najpre dolazi do protonizacije azota u pirimidinskom prstenu, usled ¢ega je onemogucen izlazak
molekula iz parijetalne éelije, a zatim dolazi do protonizacije na benzimidazolskom azotu kao slabijoj
bazi (Slika 2). Sulfinil grupe formiraju sulfenilnu kiselinu i sulfenamid, da bi se najzad sulfenamid
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kovalentnom vezom vezao za sulfhidrilne grupe cisteinskih ostataka enzima H*/K*-ATP-aze i doveo
do njegove inhibicije [45].

2-piridilmetil

sulfinil

benzimidazol
Slika 2. Piridilmetilsulfinilbenzimidazolska farmakofora inhibitora protonske pumpe sa naznacenim

mestima na kojima se deSava protonizacija (pKal i pKa2) (preuzeto iz A. Pavlovi¢, Te¢no-
Hromatografska i Spektrofotometrijska Karakterizacija i Odredivanje Esomeprazola, Njegovih
Necistoca i Degradacionih Proizvoda; Univerzitet u Beogradu: Beograd, Srbija (2014))

Farmakofora kod IPP-a je 2-piridilmetilsulfinilbenzimidazolska struktura. Trenutno se u terapiji koristi
pet jedinjenja iz ove klase lekova (omeprazol, esomeprazol, lansoprazol, pantoprazol i rabeprazol
(Tabela 1.1). Svi sadrze ovaj osnovni strukturni elemenat, a razlikuju se u strukturi i osobinama
supstituenata u piridinskom i benzimidazolskom prstenu. Osobine supstituenata kao $to su njihov
negativni ili pozitivni induktivni efekat ima znacajan uticaj na hemijsku reaktivnost molekula i time
na efikasnost u antisekretornom delovanju [46].

Omeprazol i ostali IPP su prolekovi kod kojih lako dolazi do protonizacije u kiseloj sredini §to ih ¢ini
osetljivim na uticaj Zeludacne kiseline (U kojoj moze do¢i do inaktivacije pre same apsorpcije), pa se
oralno primenjuju u obliku acidorezistentnin kapsula ili tableta. Apsorpcijom iz tankog creva
dospevaju u sistemsku cirkulaciju, a potom u parijetalne celije 1 njihove kanalice. Njihova
bioraspolozivost varira u opsegu 30-90% ukoliko se uzmu pre obroka, a istovremena primena sa
hranom moze smanjiti bioraspolozivost za ¢ak 50%, zbog ¢ega se uzimaju 30-60 min pre dorucka.
Mada im je poluvreme eliminacije oko 30-90 min, dejstvo jedne dnevne doze na Zeluda¢nu sekreciju
traje 2-3 dana, zato Sto se akumuliraju u sekretornim kanali¢ima parijetalnih celija. IPP se metabolisu
u jetri preko sistema enzima citohrom P 450, posebno CYP2C19, a inaktivni produkti metabolizma se
izlu¢uju mokracom [41].



1.2.2  Esomeprazol

Esomeprazol je hemijski 6(5)-Metoksi-2-[(S)-[(4-metoksi-3,5-dimetil-2-piridinil)metil]sulfinil]-1H-

benzimidazol (Slika 3):
N 0
Ty
0 N

H N\ //

O_
Slika 3. Strukturna formula esomeprazola (preuzeto iz A. Pavlovi¢, Te¢no-Hromatografska i
Spektrofotometrijska Karakterizacija 1 Odredivanje Esomeprazola, Njegovih Necisto¢a 1
Degradacionih Proizvoda; Univerzitet u Beogradu: Beograd, Srbija (2014))

~

Oficinalan je u obliku natrijumove soli, molekulske formule C17H1sN3NaO3S i molekulske mase 367,4.
Esomeprazol je (S)-enantiomer omeprazola, najstarijeg od poznatih IPP. Omeprazol je primer hiralnog
molekula za ¢iju je hiralnost odgovaran atom sumpora. Elektronski par koji se nalazi na atomu
sumpora daje mu tertraedarsku strukturu, poput sp® hibridizovanog ugljenikovog atoma, kao $to je
prikazano na Slici 4 [48].

Slika 4. Tetraedarska struktura sulfoksida (preuzeto iz A. Pavlovi¢, Te¢no-Hromatografska i
Spektrofotometrijska Karakterizacija 1 Odredivanje Esomeprazola, Njegovih Necistoca 1
Degradacionih Proizvoda; Univerzitet u Beogradu: Beograd, Srbija (2014))

Aktivni oblik omeprazola je ahiralni ciklicni sufenamid, ¢ime bi se zakljucilo da prisustvo hiralnog
centra u omeprazolu nema uticaja na njegovu farmakolosku aktivnost. Medutim, utvrdeno je da
enantiomeri omeprazola imaju razli¢itu aktivnost. (S)-enantiomer omeprazola ima bolju
bioraspolozivost u ljudskom organizmu iz razloga $to se (R)-enantiomer lakse metaboliSe u jetri i na
taj nacin eliminiSe iz organizma [49, 50]. Esomeprazol ispoljava opti¢ku aktivnost okarakterisanu sa
[a]D20 =423 ° (¢ =0,5% u vodi) [51].

Sam omeprazol je vrlo teSko rastvorljiv u vodi, umereno rastvorljiv u etil i metil alkoholu i metilen
hloridu. Omeprazol-natrijum je beo ili skoro beo prasak i moze biti u kristalnom ili amorfnom obliku
[52]. Omeprazol-natrijum je lako rastvorljiv u vodi i etil alkoholu, umereno rastvorljiv u propilen
glikolu, vrlo tesko rastvorljiv u metilen-hloridu [53]. Pobolj$ana rastvorljivost i stabilnost u odnosu na
omeprazol bazu ¢ine da se ova so koristi u razli¢itim farmaceutskim oblicima [52].

Postoji veliki broj patentnih reSenja i nau¢nih radova koji navode razliCite sinteti¢ke puteve opticki
Cistog esomeprazol-natrijuma [54-56]. Generalno, mogu se izdvojiti tri glavna koraka koji su sadrzani
u svim predlozenim putevima sinteze (Slika 5). U prvom koraku omeprazol sulfid, (2-[[[4-(methoksi)-
3,5-dimetil-2-piridinil]metil]Jtio]-1H-benzimidazol)  nastaje =~ kondenzacijom  5-metoksi-1H-
benzimidazola i 2-hlorometil-4-(metoksi)-3,5-dimetil piridina. U drugom koraku se vrsi asimetri¢na
oksidacija sulfida, koja moze da se izvede na viSe nacina, Ciji je proizvod sulfoksid velike
enantiomerne Cisto¢e [57-60]. Finalno precis¢avanje dobijenog sirovog enantiomera obi¢no se vrsi
metodom viSestruke prekristalizacije. U treem sintetickom koraku u cilju povecanja stabilnosti,
sulfoksid se prevodi u natrijumovu so uz pomo¢ natrijum-hidroksida u metanolnom rastvoru (Slika 5).
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Slika 5. Osnovni koraci u sintezi esomeprazol natrijuma (preuzeto i prilagodeno iz J. Chem.
Educ. 2019, 96, 11, 2617-2621, Publication Date:October 7, 2019,

https://doi.org/10.1021/acs.jchemed.9b00350, Copyright © 2019 American Chemical Society and
Division of Chemical Education, Inc.)
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1.3 Postupak proizvodnje parenteralnih preparata u industrijskim
uslovima proizvodnje

Celokupan proces industrijske proizvodnje pod asepticnim uslovima mora da bude u skladu sa
propisima dobre proizvodacke prakse (engl. Good Manufacturing Practices - GMP) i GMP Aneksom
1 za sterilne preparate [61]. Ovi propisi navode posebne zahteve koji definiSu stepen Cistoce vazduha,
prostorija, opreme, procesa proizvodnje i osoblja.

Za industrijsku proizvodnju potrebne su radne prostorije sa sterilnim vazduhom, takozvane ’’Ciste
sobe”’ (Slika 6) za aseptican rad, kako bi se unos mikroorganizama i stranih tela sveo na minimum.

Slika 6. Cista soba

Vazduh koji kroz prostoriju struji laminarno, sterilise se filtracijom kroz visokoefikasne filtere (HEPA
filtere — engl. High-Efficiency Particulate Air) koji se nalaze na zidovima i plafonu prostorija (Slika
7). Brzina protoka vazduha je obi¢no 0,30 m/s. Kao filtracioni medijum HEPA filtera koriste se
staklena vlakna, koja se posebno oblikuju da bi se osigurao dovoljan protok vazduha [62].

Slika 7. HEPA filteri (preuzeto iz https://www.tecomak.com/service/hepa-filters-dop-testing/)

Postoje Cetiri klase cistih prostora za proizvodnju sterilnih preparata, a podela je izvrSena na osnovu
dozvoljenog broja Gestica po m® (Tabela 1.2) i na osnovu preporuene graniéne vrednosti
mikrobioloske kontaminacije u odredenom uzorku vazduha. Klasa A je prostor u kome se vrse
najrizicniji procesi proizvodnje, Koji podrazumevaju punjenje i direktan kontakt preparata sa
spoljaSnjom sredinom. Klasa B se koristi za asepti¢nu pripremu i punjenje, a ujedno predstavlja i
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okruzenje za zonu klase A. Klase C 1 D se koriste za manje rizi¢ne faze u proizvodnji sterilnih preparata
(Tabela 1.2) [62].

Tabela 1.2. Prikaz klasifikacije prostora prema veli€ini Cestica [61]

stanje mirovanja | stanje u radu
Klasa maksimalan broj dozvoljenih Cestica/m?
>0.5 pm >5 um >0.5 pm >5 um
A 3520 nije 3520 nije
specificirano @ specificirano @
B 3520 nije 352 000 2930
specificirano @
C 352 000 2930 3520 000 29 300
D 3520000 29 300 nije unapred | nije  unapred
odredeno ® odredeno ®

Napomene: (a) Klasifikacija koja ukljucuje Cestice veli¢ine 5 pm moze se uzeti u obzir kada je to naznaceno u
strategiji kontrole kontaminacije ili istorijskim trendovima; (b) Operativni limiti za D klasu ¢isto¢e vazduha nisu
unapred odredeni. Proizvoda¢ treba da odredi operativne limite na osnovu procene rizika i rutinskih podataka,
ukoliko je primenljivo.

Prostorije moraju da ispunjavaju sledece uslove: da su snabdevene sterilnim, filtriranim vazduhom
laminarnog strujanja pod pritiskom visim od pritiska koji vlada u susednim prostorijama (nizeg stepena
Cistoce); mora biti postignuta zadovoljavaju¢a temperatura i vlaznost vazduha; da je obezbeden
poseban stepen zaptivenosti prozora, vrata i drugih otvora (izmedu prostora sa razli¢itom ¢isto¢om
vazduha); da je pristup u asepti¢nu prostoriju mogu¢ samo jednosmerno i da se vr$i redovna
mikrobioloska kontrola vazduha, zidova, prostorija, uredaja i opreme. Odrzavanje laminarnog protoka
vazduha mora da bude dokazano i validirano. Veza izmedu prostorija mora da bude adekvatna [63].

Prostori treba da se kontroliSu tokom celog procesa proizvodnje kako bi se pratili broj 1 veli¢ina Cestica
u prostorima razli¢itih klasa ¢istoce. Kada se radi u asepti¢nim uslovima kontrolisanje treba da bude
¢esto, uz upotrebu metoda kao Sto su: "taloZzne" ploc€e, volumetrijsko uzorkovanje vazduha, kao 1
uzimanje uzoraka sa povrSina. Nakon kritiénih faza procesa proizvodnje (npr. sterilna filtracija i
punjenje) mora da se izvrSi kontrola c¢istoe povrSina i osoblja. Kontrolisanje mora biti
dokumentovano.

Pre ulaska u ,,¢istu sobu", kako bi se kontaminacija svela na minimum, osoblje mora da prode kroz
zonu za presvlacenje (Slika 8), vrata na zonama za presvlacenje, vazdusne pregrade, ili prolazna
vratanca, koja imaju pregrade koje sprecavaju da oba kraja budu otvorena u isto vreme. Da bi se
smanjila kontaminacija, u zonama u kojima se izraduju sterilni preparati treba da boravi $to manji broj
osoba [63].
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Slika 8. Zona za presvlacenje (ﬁrehzeto iz 'I:hé P.foper Gowning Techniques Before Entering A
Cleanroom, Published on 6th Mar 2018, Copyright © 2023 SOSCleanroom.com)

«

Osoblje treba redovno da se obucava o svim vaznim aspektima bitnim za ispravnu proizvodnju
sterilnih proizvoda, a ova obuka treba da obuhvati i zahteve za li¢nu higijenu. Presvlacenje i1 pranje
treba da se obavljaju u skladu sa pisanom procedurom koja je definisana tako da minimizira
kontaminaciju odece koja se nosi U €istoj prostoriji. Ru¢ni satovi, Sminka i nakit ne smeju da se nose
u ¢istim prostorijama. Osoblju, koje radi na proizvodnji sterilnih preparata, treba dati uputstva na koji
nacin da prijave slucaj koji moze dovesti do Sirenja velikog broja razli€itih vrsta kontaminanata. |z tog
razloga su pozeljne Ceste zdravstvene provere osoblja. Odgovorna osoba za proizvodnju, mora da
preduzme odgovarajuc¢e mere u vezi sa osobljem koje moze predstavljati mikrobiolosku opasnost [63].

Sve povrsine prostora u kojima se vrsi proizvodnja treba da budu glatke i nepropustljive, oblih ivica,
bez pukotina i udubljenja, kako bi se omogucilo lakSe ¢iS¢enje i pranje i samim tim kontaminacija
svela na minimum. Sva proizvodna oprema u koju spadaju sterilizatori, sistemi za ventilaciju i
filtriranje vazduha, filteri za vazduh i gasove, oprema za precis¢avanje vode, proizvodnju, skladistenje
i distribuciju, treba da se validira i odrzava prema planu [63].

Proizvodnja mora da ispuni i GMP propise iz Aneksa 9 koji se odnose na proizvodnju tecnih
farmaceutskih oblika, krema i masti. Potrebno je ispoStovati posebne mere predostroznosti da bi se
sprecila kontaminacija proizvoda. Koriste se zatvoreni sistemi za proizvodnju i prenos. Izbegavaju se
staklene aparature, dok je nerdaju¢i Celik visokog kvaliteta materijal izbora za delove opreme.
Standardi hemijskog 1 mikrobioloskog kvaliteta vode koja se koristi u proizvodnji su jasno definisani
i redovno se vr$i njena kontrola i uredno se dokumentuje [63].
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1.4 Liofilizacija

Liofilizacija je tehnoloski proces koji se primenjuje u proizvodnji lekova ¢ije su aktivne supstance
osetljive na vlagu, a u cilju dobijanja proizvoda koji ostaje stabilan tokom roka upotrebe.

Ovim postupkom se proizvodi mogu susiti na temperaturama koje ne prelaze 30 °C, tako da na kraju
sadrze ispod 1% vlage.

Osnovni princip liofilizacije je sublimacija, pri ¢emu se iz rastvora termolabilne supstance eliminiSe
rastvara¢ (najc¢e$ce voda) kroz faznu promenu iz ¢vrstog u gasovito stanje, bez prelaska kroz te¢no

stanje.

Na Slici 9, prikazan je fazni dijagram vode i raspon pritiska i temperature u kojima je prelaz iz ¢vrstog
u gasovito stanje mogu¢ [64].

—_————— - e ———— — —

"

Para

I
I |
| (0°c) |
—_—

Slika 9. Dijagram pritisak-temperatura za vodu (preuzeto i prilagodeno iz Lyophilization/Freeze
Drying - An Review, G. Nireesha, L. Divya, V. Lavakumar, Published 2013, INTERNATIONAL
JOURNAL OF NOVEL TRENDS IN PHARMACEUTICAL SCIENCES)

(100°C)

Na dijagramu se tri agregatna stanja razdvajaju krivama, a dve faze mogu postojati istovremeno pod
uslovima duz linija razdvajanja. Iz dijagrama se uocava da u trojnoj tacki (TT), sve tri faze mogu
postojati istovremeno. Trojna tacka za vodu se javlja pri pritisku 610,48 Pa i temperaturi od 0,0099
°C, dok se sublimacija javlja ispod ovih vrednosti [64].

Liofilizacija se odvija kroz dva osnovna procesa: zamrzavanje i susenje.

141 Zamrzavanje

Zamrzavanje se vrsi do temperature na kojoj su voda i rastvorene supstance u njoj kristalizovane.
Kristalizacija zavisi od nekoliko faktora koji uticu jedni na druge: brzina hladenja, inicijalna
koncentracija rastvora, krajnja tatka hladenja i vreme za koje se ona postigne.

Kolic¢ina toplote (engl. melting heat) - Qtwt koja se oduzima od ¢iste vode moze se izraCunati, ako se
znaju pocetna i krajnja temperatura proizvoda, iz jednacine (1) [65]:

Qtot=cv (T1-To) + Qc + a(To-T2) (kJ/kg) D
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gde su:

Cv — specificni toplotni kapacitet vode,
Qc — melting heat leda,

c1 — Specifiéni toplotni kapacitet leda,
To — temperatura mrznjenja leda,

T1 — inicijalna temperatura vode,

T, — finalna temperatura leda.

Kada je re¢ o rastvorima i suspenzijama, mora se uzeti u obzir i koli¢ina ¢vrste suspstance, pa se
primenjuje jednacina (2):

Qtot = [(cvxv + cfxf)(T1 - To)] + xv Qc + [(cexv + ctxv ) (T - To)] (2)
gde su:
Xy — deo vode iznad 0 °C,
Xf — udeo Cvrste supstance,
Xy — deo leda koji se zamrzava dok se ne postigne T,
Cf — specifiCna toplota ¢vrte supstance.

Iako postoji jednacina u koju je ukljuéen uticaj ekscipijenasa, zamrzavanje kompleksnih rastvora je
teSko teoretski predvideti. Brzina zamrzavanja, tj. brzina stvaranja kristala leda zavisi od temperature
i viskoznosti rastvora, tj. osobina i koncentracije rastvorenih supstanci. Brzina zamrzavanja sa druge
strane utice na oblik i veli¢inu kristala, odnosno pojavu amorfne supstance izmedu kristala leda (Slika
10).

100 [

R /
I 4 Tg

A

temperatura (°C) ——>»
o

-135

0 X Cg vy 100
% rastvorene supstance —————»

Slika 10. Idealni diagram generalne zavisnosti faza od temperature i koncentracije; A- amorfna faza,
L — led, R — faza rastvora, cq — grani¢na koncentracija, Tk — kriti¢na temperatura iznad koje proizvod
moze da rekristaliSe, pocinje da omeksSava ili ostane u amorfnoj fazi; Ispod kriti€ne temperature 1
kada je koncentracija niza od cg moguca je kristalizacija (preuzeto 1 prilagodeno iz
Lyophilization/Freeze Drying - An Review, G. Nireesha, L. Divya, V. Lavakumar, Published 2013,
INTERNATIONAL JOURNAL OF NOVEL TRENDS IN PHARMACEUTICAL SCIENCES)

Proizvod se zamrzava na dva nacina u zavisnosti od sastava: eutekti¢ki (na temperaturi ispod najnize
cutektiCke tacke) i neeutekticki kod supstanci koje nemaju eutekticku taku (ispod temperature
staklene tranzicije amorfne faze) [66-69].

Dokazano je da je vec¢ina lekovitih supstanci manje stabilna u amorfnom nego u kristalnom stanju [66-
69]. Zbog toga se definiSu parametri procesa (temperatura i vreme) tako da obezbede formiranje
kristalne forme.
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142 SuSenje

Proces suSenja obuhvata: transport energije u cilju prevodenja leda (Cvrste faze) u vodenu paru i
transport vodene pare sa povrSine sublimata, do sistema za kondenzaciju ili apsorpciju pare. Ovo je
proces u kome pocinje da se primenjuje toplota na proizvod, a pritisak u komori se redukuje kako bi
se izazvala sublimacija zamrznute mobilne vode (Slika 11).

Slika 11. Prikaz transporta vodene pare u liofilizatoru, 1 — zamrznuti proizvod, 2 — bo¢ica, 3 (F1) otvor
bocice kroz koji se kre¢e vodena para, 4 — komora za liofilizaciju, 5 — ventil, 6 — kondenzator, 7 —
povrsina za hladjenje i kondenzaciju, 8, 9, 10 1 11 — sistem koji obezbedjuje vakuum; pied — pritisak
vodene pare na sublimacionom frontu, pv — pritisak u bo¢ici, peh — pritisak u komori, pco — pritisak u
kondenzatoru (preuzeto iz Lj. Solomun, Primena in silico metoda u predvidanju stabilnosti liofilizata
za rastvor za injekcije sa kortikosteroidima pakovanih u dvokomorne bocice, Univerzitet u Beogradu:

Beograd, Srbija, (2012))

Proces sublimacije leda se naziva primarno, glavno ili sublimaciono suSenje. OVO je najduza faza
liofilizacije. Brzina sublimacije leda iz zamrznutog proizvoda zavisi od razlike u pritisku isparavanja
proizvoda u poredenju sa pritiskom isparavanja kondenzatora (kolektora leda): molekuli se krecu sa
uzorka viSeg pritiska na oblast niZzeg pritiska. Brzina suSenja se odrZzava konstantnom jer je brzina
sublimacije spora i predstavlja kontrolni faktor. Za maksimalnu brzinu postoji optimalan pritisak, pa
se dovodenje toplote i ostali parametri podesavaju da odrze ovu vrednost [64]. Kako bi se obezbedio
odgovarajuéi pritisak isparavanja bitno je da temperatura proizvoda bude visa od temperature
kondenzatora. Takode je izuzetno vazno da temperatura na kojoj se proizvod liofilizira bude
izbalansirana izmedu temperature na kojoj se odrzava integritet zamrznutog proizvoda i temperature
koja maksimizuje pritisak isparavanja proizvoda. Sve dok je prisutna zamrznuta mobilna voda,
proizvod se mora drzati ispod eutekticke temperature ili temperature staklenog prelaza, sto se prakticno
postize upotrebom vakuum pumpe (vezuje kondenzibilne gasove) i kondenzatora (vezuje
nekondezibilne gasove) [70].

Da bi se poboljsao transfer toplote kroz proizvod, u komoru za suSenje Se moze uvesti i inertni gas,
npr. azot. Prisustvo molekula ovog gasa pomaze grejanje zidova kontejnera, pa stoga i povecava
koli¢inu toplote koja se isporucuje proizvodu po jedinici vremena [70].

SuSenje proizvoda se odvija od vrha prema dnu, te je inicijalno uklanjanje vode uspesno. Medutim,
kako se front susenja pomera na dole kroz proizvod, susenje je otezano. Molekuli vode se sada krecu
kroz osuSene delove proizvoda $to oteZava njihovo oslobadanje [70].

Nakon sublimacije, dolazi do desorpcije preostale vode sa povrsina ¢vrstih Cestica, Sto predstavlja
sekundarno ili desorptivno suSenje. SuSenje se odvija pri viSoj temperaturi, neophodnoj da bi se
postigla grani¢na vlaga (7-8%), odnosno preostali visak vode desorbovao iz proizvoda i time
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obezbedila njegova stabilnost. Primenjuje se temperatura visa od ambijentalne, koja nece uticati na
stabilnost komponenata proizvoda. Pritisak je sto je moguce nizi, kako bi se osigurao adekvatan protok
vodene pare iz proizvoda u kondenzator. Temperatura kondenzatora bi trebalo da bude niska koliko je
to moguce posti¢i. Sekundarno suSenje moze da traje do nekoliko sati. Za vreme ovog procesa
transport energije nije od presudnog znacaja, S obzirom na to da je sadrzaj vode manji od 10% i on
uglavnom zavisi od sastava proizvoda. Tokom ovog koraka liofilizacije treba izbegavati prekomernu
toplotu (koja moze dovesti do smanjenja ili ugljenisanja suvog liofiliziranog kolaca), ili prebrzo
povecéavanje temperature (koje moze dovesti proizvod iznad temperature staklenog prelaza i kolapsa
istog). Oba faktora mogu negativno uticati na kvalitet proizvoda [70].

Kako bi se lakse razumeli prethodno objasnjeni koraci procesa liofilizacije, na Slici 12 je prikazan
liofilizator i opisani su njegovi sastavni delovi [70]:

KOMORA

KONDENZOR

e

SISTEM ZA
CIRKULACTIU

HIDRAULIENI -
AAAAAAAAAA

-50 to 60 °C

VAKUMSKA

K1 .
e
UREDAJ PUMPA iv

Slika 12. Shematski prikaz liofilizatora (preuzeto i prilagodeno iz Lyophilization/Freeze Drying - An
Review, G. Nireesha, L. Divya, V. Lavakumar, Published 2013, INTERNATIONAL JOURNAL OF
NOVEL TRENDS IN PHARMACEUTICAL SCIENCES)

Sastavni delovi liofilizatora su [70]:

e Komora za suSenje, sa temperaturno kontrolisanim policama. U unutra$njosti polica nalazi se
sistem cevi kroz koji protice fluid za transfer toplote. Police se na zavrsetku ciklusa liofilizacije
koriste za potpuno utiskivanje ¢epova u bocice.

e Kondenzator koji prihvata vodu ili neki drugi rastvara¢ uklonjen iz proizvoda.

e Rashladni sistem - u fazi zamrzavanja hladi silikonsko ulje da bi proizvod efikasno bio
zamrznut, a u fazi suSenja hladi kondenzator kako bi efikasno prihvatao rastvara¢ uklonjen iz
proizvoda.

e Vakuum sistem (primarna vakuum pumpa, izolacioni ventil i pomoc¢na vakum pumpa) koji
redukuje pritisak u komori 1 kondenzatoru i time potpomaze proces liofilizacije.

e Sistem za cirkulaciju, koji ¢ine dve cirkulacione pumpe, sud za fluid, greja¢ i hladnjak. Kroz
ovaj sistem se vrsi protok fluida za transfer toplote.

e Hidrauli¢ni sistem se sastoji od klipa glavnog ventila i klipa polica koji sluzi za otvaranje
glavnog ventila izmedu komore i kondenzatora, kao 1 za spustanje polica prilikom zatvaranja
bocica na kraju procesa liofilizacije.
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1.5 Kvalitet gotovog proizvoda — Stabilnost

Kvalitet gotovog proizvoda definiSe se njegovim dizajnom, a specificira se tokom njegovog razvoja
I samog procesa proizvodnje. Specifikacija finalnog proizvoda se definise na osnovu svih rezultata i
znanja ste¢enih tokom razvoja. U zavisnosti od farmaceutskog oblika o kojem je re¢, izbor testova i
koncept definisanja specifikacije je propisan smernicom Q6A [71]. Specifi¢ni testovi koji se moraju
primeniti kod parenteralnih proizvoda su: merenje pH vrednosti, ispitivanje sterilnosti i bakterijskih
endotoksina, odredivanje konzervansa (ako je prisutan), odredivanje vode (za proizvode cije su
komponente osetljive na prisustvo vlage), ispitivanje migracije sastojaka (engl. extractibles), ali i
testiranje funkcionalnosti sistema za aplikaciju (engl. delivery system).

Zahtevi da proizvod sacuva kvalitet u $to duzem vremenskom periodu namecu potrebu za §to
detaljnijim ispitivanjem stabilnosti proizvoda i definisanjem dve razlicite specifikacije:
e Specifikacije za pustanje proizvoda na trziSte (engl. release specification), odmah nakon
proizvodnje,
e Specifikacije tokom roka upotrebe (engl. shelf life specification) [71].

Ve¢ u ranoj fazi razvoja kreCe se sa ispitivanjem stabilnosti proizvoda. Kao deo preliminarnih
ispitivanja izvodi se studija forsirane degradacije API, ispitivanje kompatibilnosti APl sa pomo¢nim
supstancama i kontaktnom ambalazom. Na kraju se sprovodi i tzv. stres studija koja sluzi za odabir
formulacije i uti¢e na dalji proizvodni proces [72-76]. Kako bi se potvrdio pravilan odabir kriti¢nih
faktora koji uti¢u na stabilnost proizvoda, ispitivanje stabilnosti se dalje sprovodi na pilot seriji.

1.5.1 Tipovi ispitivanja stabilnosti

U ranim fazama razvoja sprovodi se preliminarno ispitivanje stabilnosti (stress studije) u kome nisu
detaljno definisani zahtevi za postupke ispitivanja koji se sprovode. Stres studija ima za cilj da ukaze
na osnovne degradacione mehanizme kojima mogu podle¢i API i pomo¢ne supstance u proizvodu
[77]. Dizajn studije treba da bude takav da se hemijska degradacija ubrza i/ili izazovu fizicke
promene. U zavisnosti od osobina same API, kao i specifi¢nosti odredenog farmaceutskog oblika,
proveravaju se uticaji:

e temperature (obi¢no se povecava za 10 °C—npr. sa 40 °C na 50 °C, 60 °C),
vlage (75% RH i vise),
kiselina i baza,
kiseonika (oksidacionih sredstava),
svetlosti i sli¢no.

Ono §to je izuzetno vazno jeste da uslovi koji se primenjuju u okviru ovog ispitivanja obezbede
ubrzanje samog procesa, ali ne i promenu puta degradacije. Stres studija zahteva nauc¢ni pristup i
procenu dobijenih rezultata i u mnogome zavisi od prethodnog znanja samog istrazivaca koji je
sprovodi.

Zarazliku od stres studije za koju ne postoje jasno definisane smernice i direktive, klasi¢no ispitivanje
stabilnosti, detaljno je definisano u smernicama [72, 73, 75].

Kod odredenih proizvoda je potrebno ispitati i potencijalne promene tokom upotrebe preparata (engl.

in-use ispitivanje). Smernica ,,Note for guidance on in-use stability testing of human medicinal

products* daje osnovne preporuke za ispitivanje roka za koji se sterilni proizvodi mogu upotrebljavati

nakon prvog otvaranja, odnosno nakon rekonstitucije [78]. Ono §to je izuzetno vazno jeste da je

korisnik odgovoran za ocuvanje kvaliteta proizvoda pre njegove primene, odnosno mora slediti

uslove Cuvanja propisane od strane proizvodaca, a na osnovu smernice ,,Note for guidance on
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maximum shelf-life for sterile producte for human use after first opening or following reconstitution*
[79].

1.5.2 Poreklo i ispitivanje nedistoc¢a

Od izuzetne vaznosti za procenu kvaliteta proizvoda jeste ispitivanje nacina i brzine degradacije API
i odredivanje sadrzaja degradacionih proizvoda u gotovom proizvodu. Postoji nekoliko osnovnih
kategorija necistoca, a to su: organske necistoce, neorganske necistoce i zaostali rastvaraci. Organske
necisto¢e mogu nastati tokom procesa proizvodnje i/ili ¢uvanja API, odnosno gotovog proizvoda.
Necisto¢e mogu biti strukturno okarakterisane (poznate, identifikovane) i strukturno neokarakterisane
(nepoznate, neidentifikovane), isparljive ili neisparljive i ukljucuju: polazna jedinjenja u sintezi,
intermedijerna jedinjenja nastala tokom procesa sinteze, degradacione proizvode, reagense (ligande i
katalizatore) [80].

Necistoce se jos mogu klasifikovati i sa stanovista bezbedonosnog aspekta (komparativne studije i
genotoksiéni testovi) [80, 81]. Smernicama su jasno definisani testovi, nacin prikazivanja dobijenih
rezultata i postavljanje specifikacijskih granica za necistoc¢e kada je u pitanju API, tj. odgovarajuci
gotov proizvod [81-83].

Specifikacija API i odgovarajuceg gotovog proizvoda, sadrze listu necistoca (profil necistoc¢a), koja
se definiSe na osnovu rezultata zabelezenih tokom studije stabilnosti [81]. Profil necisto¢a odgovara
degradacionim proizvodima ¢ija se pojava oc¢ekuje tokom proizvodnje i/ili Cuvanja proizvoda pod
definisanim uslovima. Ovaj spisak se bazira na poznavanju osobina API/proizvoda, potencijalnih
puteva degradacije, kao i predvidenim interakcijama u formulaciji. Prema ICH smernici Q3B (R2),
za svaku necistocu u okviru specifikacije se definiSe limit prihvatljivosti, a zavisno od maksimalne
dnevne doze leka to mogu biti: limit detekcije i limit kvantifikacije [81].

U toku studije stabilnosti potrebno je definisati profil degradacije i uslove degradacije kako bi se
definisala formulacija i uslovi ¢uvanja koji ¢e omoguéiti potpunu stabilnost proizvoda (API). Ukoliko
to nije moguce ostvariti, potrebno je definisati i detaljno izanalizirati sve degradacione proizvode, §to
podrazumeva ispitivanje kinetike degradacije i definisanje maksimalno dozvoljene koli¢ine
degradacionih proizvoda koja se ocekuje pri propisanim uslovima c¢uvanja. Od koli¢ine
degradacionog proizvoda koja nastaje zavisi da li ¢e se data necisto¢a okarakterisati (identifikovati)
ili samo detektovati (neokarakterisan, neidentifikovan degradacioni proizvod). Kada je koli¢ina
odredenih necistoc¢a iznad limita detekcije, njegova hemijska struktura se mora identifikovati
(specificiran, identifikovan degradacioni proizvod). Da bi se specificirale granice za degradacioni
proizvod iznad limita kvantifikacije, a ispod limita detekcije, vazno je identifikovati i poznavati
osobine degradacionog proizvoda. Kada se radi o degradacionim proizvodima koji su prisutni u
koli¢ini iznad limita Kkvantifikacije, njihovo ispitivanje se vr$i kako bi se dokazala bioloska
inaktivnost. Dodatno, odredena klinicka ispitivanja su neophodna sa ciljem da se potvrdi da ocekivana
koli¢ina degradacionog proizvoda ne uti¢e na aktivnost, niti dovodi do toksi¢nih nezeljenih efekata.
U tom slucaju se kriterijum prihvatljivosti postavlja iznad granice za limit kvantifikacije ispitivane
necistoce [83, 84].

Imajuéi u vidu sve $to je prethodno navedeno, profil necisto¢a u okviru specifikacije treba da definise
sledece:
e svaku specificiranu, identifikovanu necistocu,
svaku specificiranu, neidentifikovanu necistocu,

[ ]
¢ bilo koju nespecificiranu necistocu, ¢iji je nivo prihvatljivosti iznad limita kvantifikacije,
e ukupne necistoce.
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1.6 Optimizacija procesa proizvodnje i scale-up

Optimizacija procesa proizvodnje ima za cilj istrazivanje i definisanje kriticnih parametara procesa,
¢ije promene unutar limita definisanih specifikacijom, uspostavljaju granice u okviru kojih se moze
dobiti proizvod odgovarajucih karakteristika. U zavisnosti od toga koji se proizvod razvija i od vrste
postupka proizvodnje, moze biti neophodno da se izvedu studije izvodljivosti, pre postupka
optimizacije procesa. Proces optimizacije se moze sprovesti koris¢enjem postojec¢ih podataka i znanja,
primenom procene rizika i alatki upravljanja rizicima i primenjivanjem statistickog eksperimentalnog
dizajna, kako bi se definisali prihvatljivi operativni okviri za kriti¢ne i nekritiéne parametre procesa

[85].

Pogodan pristup optimizaciji procesa je identifikacija svih kriticnih parametara procesa (CPP) koji bi
mogli potencijalno uticati na kvalitet proizvoda. Definicija i koncept "kritiCnosti" sa uvazavanjem
procesnih promenljivih parametara, osobina materijala i uslova proizvodnje su aktuelna tema debata
u farmaceutskoj industriji. Regulatorna definicija za "kriti¢an procesni parametar” je: "Input procesa
koji, kada varira izvan ogranicenog prostora, ima direktan i znacajan uticaj na CQA (kriticni atribut
kvaliteta), gde je CQA kolicinsko svojstvo poluproizvoda ili finalnog proizvoda koji se smatra kriticnim
za uspostavljanje nameravanog kvaliteta, efikasnosti i bezbednosti proizvoda. Rizik se kontrolise za
CQA, tj. uspostavljanje specifikacije proizvoda na koji se odnosi" [85].

Iz perspektive poslovanja, parametri procesa mogu imati implikacije za optimizaciju prinosa,
redukciju troSkova ili poboljSanje efikasnosti procesa, ali ovo ne bi trebalo da bude ocenjeno kao
kriti¢no iz perspektive regulatornih tela. Podaci koris¢eni za identifikaciju CPP se prikupljaju iz
laboratorijskih i pilot-scale serija i ne treba da budu potvrdeni u proizvodnim serijama, izuzevsi
kontrolu odredenog parametra, koji se jedino moze oceniti na ovaj nacin, a koji je kriti¢ni faktor za
dostizanje Zeljenog kvaliteta proizvoda. Proizvodnja od probnih serija do serija koje se koriste u fazi
III klini¢kih studija, kao finalnog mesta proizvodnje, treba da svede na minimum pitanja inspekcija za
davanje dozvole za stavljanje leka u promet, o moguc¢im razlikama izmedu postupaka primenjenih u
fazi istraZivanja i razvoja i kori§¢enih u procesu proizvodnje.

Protokol procesa optimizacije treba da skicira zahtevan program rada potreban da oceni efekat
promene kriticnih parametara procesa na kvalitet proizvoda. Protokol definiSe radna ogranicenja
procesa proizvodnje koji rezultuju proizvodom koji zadovoljava CQA i CPP i moze ukljuciti:
¢ definisanje nabavke lekovitih supstanci i ekscipijenasa;
e definisanje optimalnih parametara rada opreme, na primer, brzina meSanja tokom pripreme
injekcionog rastvora;
e optimizaciju procesnih parametara zavisnih od vremena, na primer vremena mesanja;
e definisanje optimuma temperaturnog opsega;
e oOcenjivanje efekata razliCitih serija ekscipijenasa/aktivnih supstanci (unutar specifikacijih
granica);
e postavaljanje ciljeva unutar procesa i kontrole procesa.

Po zavrSetku procesa optimizacije, potrebno je da se napise izvestaj u kojem se sumiraju svi rezultati
i obrazloZenja operativnih ograni¢enja procesa i kriti¢nih parametara koji utiCu na kvalitet i
karakteristike proizvoda. Izvestaj takode treba da sadrzi sve CQA, ukljucujuéi i specifikacije za
ekscipijense i meduproizvode u procesu proizvodnje, a finalni proizvod treba da bude u zadatim
specifikacijskim granicama [85].

U praksi, proizvod i razvoj procesa i scale-up treba da se odvijaju paralelno kako bi zadovoljili
zahteve za upotrebu proizvoda kako u fazi I 1 II klini¢kih ispitivanja, tako i za upotrebu i bezbednost
proizvoda tokom roka upotrebe. Proces koriS¢en za pocetnu proizvodnju serija namenjenih za
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klini¢ka ispitivanja lekova je najcesc¢e laboratorijskog obima. Kada je lekovita supstanca dostupna i
povecavaju se zahtevi za koli¢inom potrebnog proizvoda u klinickim ispitivanjima, veli¢ina
proizvodne serije se povecava na veli¢inu pilot serije, a proces mora biti modifikovan u toku scale-
up-a (transfera proizvoda sa laboratorijske, preko pilot, do proizvodne serije). Ako je lekovita
supstanca raspoloZziva, a predviden je veliki obim faze III klini¢kih ispitivanja, preporuka je da se Sto
pre zapoc¢ne sa scale-up-om, tj. transferom procesa proizvodnje do veli¢ine komercijalne serije [85].

Cilj scale-up-a je da osigura transfer procesa koji ¢e obezbediti proizvod koji odgovara specifikaciji i
CQA. Scale-up moze obuhvatiti promene u procesnoj opremi i operacijama, kako bi se uvecala
proizvodna serija, na primer, u slede¢im situacijama:

e povecanje veliCine serije 10 ili viSe puta na identi¢noj opremi;

e korisc¢enje vece opreme ili iste opreme koja koristi velike brzine u radu;

e povecanje produktivnosti iste opreme za vise od 50% za dati procesni korak.

Svaki put kada se izvodi scale-up, strogo je preporuceno da se eksperimentalna serija proizvede kako
bi se pokazalo da je proces jo§ uvek prihvatljiv i da se proizvod moze proizvesti u pove¢anom obimu.
Proizvod mora zadovoljiti kriterijume za sve in-procesne parametre i propisane specifikacijske
granice [85].
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1.7 Farmaceutski razvoj

Farmaceutski razvoj (engl. Pharmaceutical Development) predstavlja dizajniranje proizvoda
odgovarajuceg kvaliteta i razvoj procesa proizvodnje koji ¢e konzistentno davati proizvod
odgovarajucih karakteristika [8]. Osnovni princip dizajniranja kvaliteta jeste da se kvalitet ,,ugraduje*
u proizvod tokom farmaceutskog razvoja, definisanjem uticaja kriti¢nih atributa materijala (CMA) i
kriti¢nih procesnih parametra (CPP) na prethodno definisane kriti¢ne atribute kvaliteta proizvoda
(CQA) [86, 87].

Sa ciljem obezbedenja kvaliteta u okviru QbD koncepta, potrebno je primeniti razli¢ite alate (analiza
rizika, eksperimentalni dizajn ili veStacke neuronske mreze), da bi se izvrsila detaljna analiza velikog
broja potencijalnih formulacionih i procesnih parametara u formulaciji ovih preparata. Kako bi se na
prvom mestu identifikovali, a onda i kontrolisali faktori koji mogu uticati na kvalitet proizvoda,
neophodna je detaljna analiza rizika, koju je moguce vrsiti primenom razli¢itih tehnika [88]. Neke od
Cesto koris¢enih tehnika su Ishikawa dijagrama (dijagrama riblje kosti, engl. Fish bone) i Analiza
efekata u sluCaju neizvr$enja (engl. Failure Mode and Effects Analysis - FMEA). Ishikawa dijagrama
pomaze u hijerarhijskom organizovanju identifikovanih rizika, dok FMEA daje sveobuhvatnu analizu
identifikovanih rizika. FMEA obuhvata analizu i rangiranje rizika povezanih sa razli¢itim tipovima
neusaglasenosti proizvoda/procesa, da bi se za one sa ve¢im rizikom po kvalitet proizvoda dalje
sprovele korektivne mere [89]. Efikasniji razvoj formulacije se postize upotrebom statistickih metoda
u planiranju eksperimenata, kao §to je eksperimentalni dizajn. Eksperimentalni dizajn je skup
matematickih i statistickih tehnika koji omogucava sistemati¢nu i istovremenu evaluaciju uticaja vise
kontrolisanih ulaznih promenljivih (procesnih ili formulacionih) na odredene izlazne parametre [90].

Farmaceutski razvoj zapoc¢inje definisanjem ciljnog profila kvaliteta proizvoda (engl. Quality Target
Product Profile - QTPP). QTPP ukljucuje karakteristike proizvoda koje, ukoliko su u zadatim
specifikacijama, obezbeduju kvalitet, bezbednost i efikasnost gotovog proizvoda. Na osnovu
definisanog QTPP vrsi se identifikacija kriti¢nih atributa kvaliteta proizvoda [8, 87].

Tradicionalni pristup farmaceutskom razvoju se odnosi na to da je kvalitet proizvoda uglavnom
obezbeden odredenim ograni¢enjima U samom procesu proizvodnje, i testiranjem finalnog proizvoda,
tzv. testiranjem kvaliteta (engl. Quality by testing - QbT) [91]. Sa druge strane, QbD se definise kao
nauéno zasnovan, holisti¢ki i proaktivan pristup farmaceutskom razvoju sa odgovarajué¢im kontrolnim
strategijama. Znanja steCena tokom farmaceutskog razvoja obezbeduju nau¢nu zasnovanost za
uspostavljanje prostora za dizajniranje kvaliteta (engl. Design space - DS), definisanje specifikacija
I uspostavljanje sistema za kontrolu proizvodnje [8]. DS je visedimenzionalna kombinacija ulaznih
varijabli i parametara procesa za koje je dokazano da pruzaju garanciju kvaliteta proizvoda. Operacije
unutar DS-a se ne smatraju odstupanjem, dok se rad izvan ovih okvira smatra neusaglasenoscu koja
dalje zahteva postregistracione izmene [8].

Osnov upravljanja rizicima predstavljaju znanja steCena tokom farmaceutskog razvoja. Sve
potencijalne promene u formulaciji proizvoda i/ili procesima proizvodnje tokom Zzivotnog ciklusa
leka su prilike za generisanje podataka koja ¢e pruziti podrsku uspostavljanju DS-a. Informacije
prikupljene na ovaj nacin se pomocu alata za upravljanje rizicima sortiraju i koriste u svrhu dobijanja
DS-a [8, 88]. Alati za procenu rizika potpomazu identifikaciju i rangiranje atributa materijala i
procesnih parametara koji imaju uticaj na kriticne atribute kvaliteta proizvoda, i to zahvaljujuci
prethodnom iskustvu ili eksperimentalnim podacima [88].

QbD pristup i neophodni koraci u farmaceutskom razvoju prikazani su na Slici 13.
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Slika 13. QbD, upravljanje rizikom i upravljanje kvalitetom u razvoju formulacije (preuzeto i
prilagodeno iz ICH Q8(R2), 2009)

Regulatorni zahtevi navedeni u smernicama koje opisuju QbD koncept farmaceutskog razvoja,
definisani su tako da se obezbedi fleksibilnost u zahtevima za registraciju proizvoda, odnosno
odobrenje izmena nakon registracije i tako osigura proces proizvodnje koji daje farmaceutski
proizvod odgovarajuceg kvaliteta [8, 88, 92]. Prvi korak je definisati QTPP [8, 88, 92]. QTPP
saCinjavaju odgovarajuéi atributi, koji moraju biti ugradeni u farmaceutski proizvod, kako bi se
postigla Zeljena svojstva kvaliteta proizvoda. Posto se definise QTPP i optimalna formulacija i proces
proizvodnje razviju, slede¢i korak je identifikacija CQA. CQA predstavljaju fizicke, hemijske,
bioloske ili mikrobioloske karakteristike koje bi trebalo da budu u odgovaraju¢im granicama, kako
bi se obezbedio odgovarajuci kvalitet proizvoda. Za sterilne farmaceutske oblike, u ovom sluc¢aju
prasak za rastvor za injekciju/infuziju, karakteristike proizvoda kao $to su izgled, sadrzaj, srodne
supstance, sterilnost i sadrzaj vode mogu biti primeri CQA koji mogu uticati na kvalitet finalnog
proizvoda. Glavni cilj QbD pristupa jeste da se identifikuju najznaéajnije CQA i povezu sa CMA i
CPP, odnosno da se objasni njihov uticaj na kvalitet proizvoda [8]. Kako bi se identifikovale i
detaljnije ispitale varijable koje predstavljaju najveéi rizik za kvalitet proizvoda primenjuju se
postupci upravljanja rizicima [8].

1.7.1  Upravljanje rizicima

Principi procene rizika, odnosno upravljanje rizicima su dokazani kao vrlo zna¢ajna komponenta u
osiguranju efikasnog sistema kvaliteta u farmaceutskoj industriji [88]. Rizik po kvalitet proizvoda
predstavlja samo jednu od komponenata opsteg rizika, ako se u obzir uzme da sama proizvodnja, ali
i upotreba leka, kao i API i svaki pojedina¢ni ekscipijens nose odredeni rizik. Jedan od modela za
upravljanje rizicima prikazan je na Slici 14 [88].
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Slika 14. Shematski prikaz procesa upravljanja rizikom (preuzeto i prilagodeno iz ICH Q9, 2005)

Na samom pocetku, procena rizika zapocinje identifikacijom opasnosti, a zatim sledi analiza i
evaluacija svih rizika povezanih sa izlaganjem tim opasnostima. Kvantifikovanje rizika povezanih sa
identifikovanim opasnostima predstavlja analizu rizika. Analiza rizika ukljucuje opis verovatnoce
desavanja rizika, stepena 0zbiljnosti posledica neusaglasenosti i mogucnosti detekcije. Kako bi se
ovo izvelo, vrsi se poredenje identifikovanih i analiziranih rizika u odnosu na postavljene kriterijume
za verovatnocu, ozbiljnost posledica neusaglasenosti i moguénost detekcije rizika. 1zlazni podaci u
proceni rizika su ili kvantitativne procene rizika (numericka verovatnoca) ili kvalitativni opis opsega
rizika (,,visok*, ,,srednji“ i ,,nizak™) [88]. U zavisnosti od toga kakav je rizik, kontrola rizika moze
podrazumevati preduzimanje akcija za smanjenje ili prinvatanje rizika, ili u slu¢aju previsokog rizika,
cak i odustajanje od aktivnosti. Kontrola rizika ima za cilj da redukuje rizike na prihvatljiv nivo, a
vazno je napomenuti da mere koje se preduzimaju u tu svrhu treba da budu srazmerne znacaju
odredenog rizika [88].

1.7.2  Analiza efekata u slu¢aju neizvrsenja

Analiza efekata u slucaju neizvrsenja (engl. Failure mode and effect analisys - FMEA), obuhvata
analizu i rangiranje rizika koji su povezani sa odstupanjima proizvoda (procesa) od prethodno
specificiranih zahteva kvaliteta. Ovim rangiranjem identifikuju se rizici najveceg prioriteta, za koje je
neophodno sprovesti odredene korektivne mere sa ciljem da se dovedu na odgovarajuci nivo. FMEA
je izuzetno korisna, kako u procesu farmaceutskog razvoja, tako i prilikom procene implementacije
nekog novog procesa ili odredene promene u veé postojeCem procesu proizvodnje u okviru
optimizacije procesa [88, 93].
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Nakon §to se na samom pocetku FMEA identifikuju potencijalna odstupanja od postavljenih zahteva
kvaliteta (pri ¢emu jedno odstupanje moze imati vise razli¢itih uzroka, koji dalje moraju biti jasno
razgraniceni i objasnjeni), dodeljuju im se odgovarajuce ocene na osnovu tri aspekta: verovatnoce
dogadanja, odnosno pojave odstupanja/neusaglasenosti (engl. Probability - P), ozbiljnosti posledica
neusaglasenosti (engl. Severity - S), i mogucnosti njene detekcije (engl. Detectability - D) [89].
Odredena ocena se dodeljuje svakom od ovih atributa rizika na osnovu prethodno definisane skale za
svaki od ova tri kriterijuma. Ozbiljnost posledica neusaglasenosti (S) procenjuje koliko bi efekti bili
ozbiljni u sluc¢aju da dode do potencijalnog rizika, a na osnovu nivoa uticaja odredene
neusaglaSenosti na kvalitet proizvoda i performanse procesa ili uticaja na pacijente. Verovatnoca (P)
pojavljivanja neusaglaSenosti procenjuje ucestalost pojave potencijalnog rizika, a na osnovu
istorijskih podataka do tada proizvedenih serija odredenog proizvoda i iskustva sa sli¢nim
proizvodima. Na osnovu podataka prikupljenih u trenutku pojave neusaglasenosti i njene zavisnosti
0 unapred uspostavljenim metodama detekcije, procenjuje se sposobnost otkrivanja potencijalne
neusaglasenosti (detektabilnost (D)). Prioritetni broj rizika, tj. ocena rizika (engl. Risk priority
number - RPN) za svaki pojedina¢ni proizvodni korak je proizvod vrednosti prethodno objasnjena
tri parametra (jednacina 3) [94].

RPN = PxD XS (3)

RPN vrednosti omoguc¢avaju da se rizici porede medu sobom, kako bi se prioritet u minimiziranju
rizika dao odstupanjima sa najvisim rizikom [89].
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1.8 Vestacéke neuronske mreze

Kompjuterski program koji simulira odredene osobine bioloskih neuronskih mreza, kao $to su ucenje,
donosenje zakljucaka iz ste¢enog znanja i sposobnost generalizacije predstavlja vestacku neuronsku
mrezU. Obrada informacija se obavlja uz pomo¢ paralelne razgranate arhitekture sastavljene od veceg
broja snazno povezanih jednostavnih procesora (neurona). Kao §to je ve¢ pomenuto, vesStacke
neuronske mreZe imaju sposobnost uc¢enja, koju sti¢u tako $to im se predstavi odredeni broj primera
resenih problema, za koji se specijalizuju [95]. Imajuci u vidu strukturu vestacke neuronske mreze,
na samom pocetku dato je poredenje izmedu vestackog i prirodnog neurona (Slika 15).

ulazi
{ ™9 ) " ’
x1 x2 35— K.
/ sinapse
o akson susedno
dendriti Speeal 4
telo celije
membrana suma ulaza
Y
E=L wix;
i=1
izlazi
y=HE)
sighal susednim neuronima Y

Slika 15. Uporedni prikaz prirodnog i vestackog neurona (preuzeto iz Lj. Solomun, Primena in silico
metoda u predvidanju stabilnosti liofilizata za rastvor za injekcije sa kortikosteroidima pakovanih u
dvokomorne bocice, Univerzitet u Beogradu: Beograd, Srbija, (2012))

Nervnu celiju ¢ine telo, dendriti i akson. Primajuci signale od drugih neurona, neuron integrise svoj
ulazni signal i generiSe izlazni, koji sprovodi preko sinapsi do ulaza drugih neurona, ili efektora
organa. Veliki broj neurona (oko 10'!) koji ¢ine centralni nervni sistem, su rasporedeni u nekoliko
stotina grupa, u okviru kojih su povezani [96]. Ovo omogucava da se na ulaze jednog neurona dovode
izlazi od stotinu do nekoliko hiljada neurona, a ukoliko se u obzir uzmu i povratne veze, proces
prenoSenja signala se dodatno usloznjava. Ovakav sloZeni nelinearni dinamicki sistem obraduje
informaciju procesiranjem ulaznog signala, ili signala generisanog u samom sistemu.

Postoji nekoliko modela vestackih neurona koji se medusobno razlikuju u nivou apstrakcije pojava u
prirodnom neuronu, a koji se mogu podeliti u dve grupe. Prva grupa obuhvata staticke modele, u
kojima su ulazni signali i izlazni signal povezani neuronima opisanim algebarskim jednadinama.
Drugu grupu ¢ine dinamicki modeli, kod kojih su ulazni signali i izlazni signal neurona povezani
diferencijalnim jednac¢inama. Drugim re¢ima, staticki model iskljucuje potencijalne promene ulaznih
signala u samom neuronu, smatrajuci ih sporo promenljivim. Uopstena shema statickih modela
vestackih neurona prikazana je na Slici 16.

25



Zo-—(~
.

Slika 16. Stati¢ki model neurona (preuzeto iz Lj. Solomun, Primena in silico metoda u predvidanju
stabilnosti liofilizata za rastvor za injekcije sa kortikosteroidima pakovanih u dvokomorne bocice,
Univerzitet u Beogradu: Beograd, Srbija, (2012))

Na ulaz neurona dovodi se n signala u = (u1 Uz ... Un). Aktivacioni signal neurona je x = f (u), pa je
izlazni signal v = g (x) ili v = g (f (u) ). Ovaj model odlikuju dve funkcije. Prva funkcija (f) daje
zavisnost aktivacionog signala od ulaznih signala i predstavlja diskriminantu, postsinapticku funkciju
ili funkciju interakcije ulaza. Druga funkcija g (X) opisuje uticaj aktivacionog signala na izlazni signal
neurona i naziva se aktivacionom ili prenosnom funkcijom neurona [97, 98].

Najcesce se koristi linearna postsinapti¢ka funkcija kod koje se aktivacioni signal izraZzava
jednostavno kao kombinacija ulaznih aktivacionih signala (jednacina 4):

f(u) =X wiu (4)

Posmatraju¢i mrezu koju sacinjava vise ovakvih neurona, signali u; su obi¢no izlazni signali drugih
neurona, tako da je tezina veza wi, i=1,2,...n u jednacini (4) opisan sloZeno$¢u veza odredenog
neurona sa ostalim neuronima mreze. Analogija sa prirodnim neuronima je lako uocljiva. Funkcijom
(jednacina 4) se simulira osobina tela nervne ¢elije da sumira ulazne signale, dok w; predstavljaju
uticaj sinapsi. Ako je suma w;>0, onda je sinapsa ekscitatorna i obrnuto, ako je suma wi<0 onda je
inhibitorna. Ako se u obzir uzme osobina prenosa signala prirodnog neurona, koja je nelinearna,
linearna aktivaciona funkcija u statickom modelu je loSa imitacija prirodnog sistema. U literaturi se
stoga mogu naci i postsinapti¢ke funkcije nelinearnog tipa, obi¢no polinomskog oblika, sa ciljem da
se poveca procesna mo¢ neurona [84, 99].

Zarazliku od statickih, dinamicki modeli opisuju prenos signala u toku vremena. Na Slici 17 prikazan
je aditivni dinamicki model neurona [100].
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Slika 17. Dinamicki model neurona (preuzeto iz Lj. Solomun, Primena in silico metoda u predvidanju
stabilnosti liofilizata za rastvor za injekcije sa kortikosteroidima pakovanih u dvokomorne bocice,
Univerzitet u Beogradu: Beograd, Srbija, (2012))

U ovom sluc¢aju aktivacioni signal x se dobija sabiranjem ulaznih signala ui, eksternog ulaza 1 i
aktivacionog signala x i integracijom ovog zbira. Kao i kod stati¢kih modela g predstavlja aktivacionu
funkciju, a v izlazni signal.

Dinamicki model neurona poseduje mogucénost kratkotrajnog pamcenja usled efekta integracije, te
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aktivacioni signal postoji jo§ odredeno vreme nakon prestanka delovanja ulaznih signala [99]. Sa
druge strane, wi oznacava dugotrajnu memoriju. Polaze¢i od prirodnog nervnog sistema u kojem se
dugotrajne memorije menjaju tokom vremena, odredeni modeli uklju¢uju i vremensku promenljivost
tezine veza.

Uprkos ¢injenici da vesStacki neuroni umnogome odstupaju od prirodnih, upotrebom prethodno
opisanih principa, efikasno reSavaju probleme u kojima do tada koris¢ene tehnike (npr. multipla
regresiona analiza) nisu davale uspeh [100].

1.8.1  Arhitektura vestackih neuronskih mreza

Odredeni broj neurona koji povezuju izlaze jednih sa ulazima drugih, obrazuju vestacku neuronsku
mrezu, kao §to je to prikazano na Slici 18. Jedan broj neurona prihvata informacije iz radnog
okruzenja (ulazni neuroni), koja se dalje interno interpretira uz pomo¢ skrivenih neurona (nisu
direktno vezani za radno okruzenje), dok izlazni generisu signale za odredene akcije. Opisani neuroni
su rasporedeni u slojevima (ulazni, izlazni i skriveni sloj).
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Slika 18. Slojevita neuronska mreZa bez povratnih veza (preuzeto iz Lj. Solomun, Primena in silico
metoda u predvidanju stabilnosti liofilizata za rastvor za injekcije sa kortikosteroidima pakovanih u
dvokomorne bocice, Univerzitet u Beogradu: Beograd, Srbija, (2012))

Sa ciljem da se omogu¢i njihova adekvatna primena, veStacke mreze moraju biti uredene na
odgovaraju¢i nacin, te stoga postoje dve klase neuronskih mreza: mreze sa povratnim vezama
(rekurentne) i bez povratnih veza (nerekurentne) [101].

Slojevita mreza (engl. Multi Layer Perceptron - MLP), prikazana na Slici 18, predstavlja najcesce
koris¢enu arhitekturu nerekurentnih mreza. Neuroni od kojih je mreza sacinjena organizovani su u
slojeve. Prvi, ulazni sloj ¢ine neuroni koji imaju samo po jedan ulazni prikljucak i predstavljaju ulaz
podataka za celu mrezu. Na ulaz jednog neurona dovode se izlazi svih neurona iz prethodnog sloja, a
njegov izlaz se vodi na ulaze svih neurona u narednom sloju. Izmedu neurona u istom sloju ne postoji
povezanost. Skrivene slojeve sacinjavaju skriveni neuroni, koji nisu direktno vezani za radno
okruzenje ulazno/izlaznim signalima. Naposletku, izlazni neuroni su organizovani u izlazni sloj koji
predstavlja izlaz mreze. Signali se kroz ovakvu mrezu prenose samo u jednom smeru, od ulaza ka
izlazu [84].

Potpuno povezana mreza je najpoznatiji primer rekurentne klase neuronskih mreza, kod koje izlaz
jednog neurona vodi na ulaze svih, pa i na ulaz tog istog neurona, a uz to, svaki neuron mreze moze
da prima ulazne signale. Imaju¢i ovo u vidu, struktura rekurentnih mreza viSe podseca na prirodni
nervni sistem i ima vece procesne mogucnosti. Ipak, slojevite mreze daju uspeSne rezultate u
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stranu rekurentnih mreza predstavljaju moguce oscilacije u rezultatima usled postojanja povratnih
veza, te su u tom pogledu slojevite mreze mnogo stabilnije [84].

1.8.2 Ucdenje/trening veStackih neuronskih mreza

Najznacajniji faktori za izgradnju i primenu neuronskih mreZa jesu procedure za uéenje, koje za cilj
imaju da razliku izmedu stvarnog izlaza i onog predvidenog mrezom, svedu na minimum. Procedure
ucenja odvijaju se promenom tezine veze u odabranoj mreznoj arhitekturi, $to rezultira promenom
sinapsi mreZe i generisanjem odgovarajuceg izlaznog signala koji se vrac¢a u odredenu radnu sredinu.
Na ovaj nacin, nauc¢ene neuronske mreze sticu sposobnost da na odredenu pobudu reaguju korektno,
odnosno na prihvatljiv/zeljeni na¢in. Samo u¢enje mreze moze biti nadgledano (engl. supervised) ili
nenadgledano (engl. unsupervised).

Osnovna razlika izmedu nadgledanog i nenadgledanog u¢enja mreze jeste u postojanju takozvanog
ucitelja ili supervizora, koji ukazuje na zeljeni, tj. tacni odziv koji se od mreze ocekuje. Samim tim,
kod nadgledanog uc¢enja mrezi se prezentuju pobuda i Zeljeni 0dziv, a eventualna odstupanja stvarnog
od zeljenog odziva uti¢u na promenu parametara mreze i time minimiziraju razlike medu njima u
buduéem radu. Kod nenadgledanog ucenja ne postoji supervizor te se promena tezina veza sprovodi
samo na osnovu poznavanja pravilnosti u ulaznim podacima i izlazima mreze, $to za krajnji rezultat
ima korektan odziv [84, 102].

Obucene neuronske mreze takode poseduju sposobnost generalizovanja problema, te je u slucaju da
se pobude ulazom koji nije bio u trening skupu, moguce ocekivati tatan odziv dobijen upravo
zahvaljujuéi ovoj sposobnosti [102].

Pored prethodno objasnjenih procedura uéenja koje uti¢u samo na tezinu veza, ali ne i na njihovu
arhitekturu (staticke), postoje i dinamicke procedure za uéenje.

1.8.3  Algoritmi za ucenje vestackih neuronskih mreza

Algoritami nadgledanog ucenje uglavnom koriste slicnu metodologiju za promenu teZina veza u
neuronskoj mrezi. Inicijalne vrednosti, obi¢no izabrane slucajno sa uniformnom raspodelom oko
nule, dodeljuju se vektoru nepoznatih tezina w = (w1 W2 ... wn). Na ulaz mreze se potom uzastopno
dovode uzorci iz trening skupa p = (pz, P2, ...pn), @ paralelno se obavlja proces korekcije tezina, koji
se obi¢no svodi na gradijentni spust niz povrsinu koja je u prostoru tezina definisana funkcijom
greske. Funkcija greske je zapravo mera razlike izmedu zeljenog i stvarnog odziva neuronske mreze.
Postoje dva nacina za promenu tezine: kod prvog tezina se modifikuje nakon prezentacije svakog
uzorka (takozvani engl. Error Correction Rules), a kod drugog nacina se prezentuje ceo trening skup
pre modifikacije tezina (takozvani engl. Gradient Rules). U jednom ciklusu uc¢enja (epohi), mrezi se
prezentuje ceo trening skup. Vrsta i arhitektura mreze diktiraju izbor algoritma za ucenje [84].

1.8.3.1 Algoritam za propagaciju unatrag

Ideja algoritma za propagaciju unatrag (engl. back-propagation) je da se, na osnovu izraunate greske
(ili gubitka), ponovo preracuna niz tezina veza W u svakom sloju mreze. Povratno Sirenje greske,
dobijene od strane mreze, zapoCinje od poslednjeg neuronskog sloja i dalje se nastavlja za sve tezine
veza w u svakom sloju, od poslednjeg do dostizanja ulaznog sloja mreze. Drugim re¢ima, izraCunava
se greska izmedu onoga $to je mreza predvidela i onoga Sto se zaista desilo, a zatim preracunavaju
sve vrednosti tezina, od poslednjeg sloja do prvog, uvek sa namerom da se smanji greSka neuronske
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mreze [103]. Prevodedi tu ideju u matemati¢ke termine, propagacija unazad se sastoji od sledecih
koraka:

e definisanje inicijalnih vrednosti svih tezina sa malim slu¢ajnim vrednostima;

e unos podataka u mrezu i definisanje vrednosti funkcije greske, dobijene poredenjem sa
o¢ekivanom izlaznom vredno$¢u; posto se proces ucenja nadgleda, unapred je poznata
vrednost tatnog odgovora; vazno je da se funkcija greske moze razlikovati,

e dabi se greska svela na minimum, izraCunavaju se gradijenti funkcije greske u odnosu na svaku
tezinu; vektor gradijenta ukazuje na smer najveceg povecanja funkcije, te kako bi se pomerile
tezine u pravcu najveCeg smanjenja funkcije greske, posmatra se suprotan smer vektora
gradijenta.

Nakon izraCunavanja vektora gradijenta, svaka tezina se aZurira na isti nacin, a gradijenti Se ponovo
izraCunavaju na pocetku svakog koraka ponovljenog treninga, sve dok greska ne postane niza od
odredenog utvrdenog praga ili dok se postigne maksimalni broj ponavljanja, kada je algoritam
zavrSen, a mreza adekvatno obucena [103].

Opsta formula za azuriranje tezina je prikazana u slede¢em obliku (jednacina 5):
noE

Wew = (5)
Vrednost tezine u trenutnoj iteraciji predstavlja njenu vrednost na prethodnoj iteraciji od koje je
oduzeta vrednost koja je proporcionalna gradijentu. Negativan predznak ukazuje na suprotan smer
vektora gradijenta, kao $to je prethodno pomenuto. Parametar n predstavlja brzinu ucenja mreze i
kontrolise veli¢inu koraka koji se uzima prilikom azuriranja tezina. Kljuéni korak u prethodnoj
jednacini (5) je odredivanje izraza OE /0w, koji se sastoji u izraCunavanju parcijalnih izvoda funkcije
greske E u odnosu na svaku tezinu niza w [103].

Prethodno opisani slozeni modeli su sposobni da pronadu skrivene obrasce koji su ljudima, tesko
uocljivi.
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2.0

Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja obuhvata definisanje kriti¢nih parametara proizvodnje i optimizaciju procesa
liofilizacije u procesu proizvodnje esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju, koji ¢e
osigurati kvalitet proizvoda uvecane serije tokom definisanog roka upotrebe.

Istrazivanje je sprovedeno Kroz tri faze ¢iji su ciljevi:

1)

2)

3)

Ispitivanje kinetike degradacije lekovite supstance esomeprazol-natrijum u farmaceutskom
obliku prasak za rastvor za injekciju/infuziju, identifikacija necisto¢a koje su posledica
degradacije lekovite supstance i ispitivanje stabilnosti rekonstituisanog proizvoda, kako bi se
definisao uticaj faktora formulacije, kriticnih proizvodnih koraka i kritiénih delova
opreme/sistema na mogucnost dobijanja stabilnog gotovog proizvoda uvecane serije (scale-
up sa 17.000 na 33.000 bocica).

Polaze¢i od zeljenog profila kvaliteta proizvoda, primenom QbD koncepta, definisanog
zajedno sa svim potencijalnim kriti¢énim parametrima procesa i kriticnim atributima materijala
koji mogu uticati na proces i proizvod, sprovedena je FMEA analiza (analiza efekata u slu¢aju
neizvrSenja) i definisana je strategija kontrole za identifikovane kriti¢ne parametre procesa i
kriti¢ne atribute kvaliteta materijala u proizvodnji. Konacno, izgradena je i obucena vestacka
neuronska mreza kako bi se definisao design space procesa liofilizacije opisan granicama
temperature liofilizatora, u kojima pH rastvora esomeprazola ostaje stabilan za definisano
vreme ¢uvanja napunjenih delimi¢no zatvorenih bocica od momenta punjenja do momenta
pocetka liofilizacije.

Primena algoritma ucenja za predvidanje stabilnosti esomeprazola u liofiliziranom proizvodu
i odredivanje granica pH vrednosti za rekonstituisani rastvor finalnog liofiliziranog proizvoda,
koje obezbeduju Zeljeni kvaliteta proizvoda (sadrzaj esomeprazola i srodne supstance u okviru
specifikacijskih granica), tokom roka upotrebe od 36 meseci.
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3.0 Eksperimentalni deo

3.1 Materijali

U eksperimentalnom radu kao aktivna supstanca koris¢en je esomeprazol-natrijum (proizvodaca
Uquifa, Spanija i Jubilant Life Sciences, Indija). Karakteristike API su predstavljene u Tabeli 3.1:

Tabela 3.1. Karakteristike APl esomeprazol-natrijum

INN ESOMEPRAZOL-NATRIJUM

CAS [161796-78-7]

Hemijski naziv (S)-5-Metoksi-2-[[(4-metoksi-3,5-dimetil-2-
piridinil)metil]sulpfinil]-1H-benzimidazol, natrijum
SO

Ostala imena Nema

Molekulska formula C17H18N3NaO3S

Relativna molekulska masa 367,41

Farmakolosko dejstvo Inhibitor protonske pumpe

Izgled Bela do Zuckasto bela ¢vrsta supstanca

Rastvorljivost Lako rastvorljiv u vodi i gotovo nerastvorljiv u etru

Strukturna formula
OMe

Na*
o OMe

Kao pomoéne supstance koris¢eni su: kompleksiraju¢e sredstvo dinatrijum-edetat (Merck KGaA,
Darmstadt, Nemacka), sredstvo za podeSavanje pH vrednosti natrijum-hidroksid (Merck KGaA,
Darmstadt, Nemacka) i rastvara¢ voda za injekcije (in-house pripremljena destilacijom od prec¢iséene
vode). Predmet ispitivanja ove doktorske disertacije je bio esomeprazol prasak za rastvor za
injekciju/infuziju sa rastvaratem za parenteralnu primenu, proizvoda¢a Hemofarm, Vrsac. U sledecoj
tabeli (Tabela 3.2) prikazan je sastav proizvoda:

Tabela 3.2. Sastav esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju

Supstance koje ulaze u sastav proizvoda Koli¢ina po bocici | Koli¢ina po seriji

(mg) ] (kg)
Esomeprazol-natrijum 43,78 1,445

(41,20) (1,360)

Dinatrijum-edetat 1,55 0,051
Natrijum-hidroksid g.s.

(lat. quantum satis — 0,048

koliko je dovoljno)
Voda za injekcije™ do 67,980 I"™
do 2,06 ml (do 68,456)

Napomene: "Koli¢ina od 42,50 mg esomeprazol-natrijuma odgovara 40,00 mg esomeprazola. Ovo je teoretska koli¢ina
aktivne supstance, a potrebna koli¢ina se preraunava na osnovu sadrzaja aktivne komponente u sirovini; ~"Nestaje
tokom procesa liofilizacije; “Potrebna koli¢ina vode za injekcije se preraunava na osnovu gustine rastvora: p=1,007
ka/l (67,980 I x 1,007 kg/l = 68.456 kg)
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Rekonstitucija esomeprazol praSka za rastvor za injekciju/infuziju se vr$i dodavanjem 5,2 ml
natrijum-hlorid, rastvora za infuziju 0,9% u bocicu. Rekonstituisani rastvor za injekcije je bistar i
bezbojan do sasvim bledo Zut.

Sve ostale upotrebljene supstance i reagensi bili su farmakopejskog kvaliteta [28]. Sledeci reagensi
su koriS¢eni u analitickim metodama za ispitivanje gotovog proizvoda: trinatrijum-fosfat,
dodekahidrat (NasPO4 x 12H,0) stepena Cistoce p.a. (latin. Pro analysis-p.a., uobicajeno koris¢en
stepen Cisto¢e u toku izvodenja analitickih metoda); dinatrijum-hidrogen-fosfat, dodekahidrat
(Na2HPO4 x 12H20), p.a.; destilovana voda; dinatrijum-edetat, dihidrat, p.a; tetrametil-amonijum-
bromid, p.a.; acetonitril, p.a.; bakar-nitrat, trihidrat, p.a.; kalijum-karbonat, p.a.; kalijum-hidroksid,
p.a.; kalijumheksahidroksoantimonijat, p.a.; natrijum-hidroksid, p.a.; hidrazinsulfat, p.a.; natrijum-
hlorid, rastvor za infuziju 0,9%; heksametilentetramin, p.a.; 1% m/v hlorovodoni¢na kiselina; voda,
HPLC (engl. High-performance liquid chromatography - Te¢na hromatografija visokih performansi)
Cistoce; acetonitril, HPLC C¢isto¢e; natrijum-dihidrogen-fosfat, dihidrat (NaH2PO4 x 2H20), p.a.;
dinatrijum-hidrogen-fosfat, dodekahidrat (Na;HPO4 x 12H,0), p.a.; ortofosforna kiselina, p.a.;
metanol, HPLC C¢istoce; etilalkohol bezvodni p.a.; glicin, p.a.; natrijum-borat dekahidrat, p.a;
esomeprazol-natrijum, interni radni standard prema Ph. Eur. kvaliteta; omeprazol, Ph. Eur. kvaliteta.
Svi reagensi od Waters Corporation, Milford, CT, SAD.

U eksperimentalnom radu je koris¢en Nexium 40 mg, prasak za rastvor za injeckiju/infuziju,
AstraZeneca UK Limited, London, Velika Britanija, kao originatorski proizvod.
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3.2 Metode

3.2.1 Ispitivanje stabilnosti

Uzorci su kondicionirani u horizontalnom poloZaju, kako bi se obezbedio maksimalan kontakt
rastvora za rekonstituciju sa gumenim zatvara¢ima. Svi uzorci su kondicionirani u komorama za
ispitivanje stabilnosti (Weiss 2000, Weiss Gallenkamp, Velika Britanija, Weiss 2000, Weiss
Gallenkamp, Velika Britanija, Weiss 600, Weiss Gallenkamp, Velika Britanija, Weiss Umwelttechnik
140, Weiss Umwelttechnik, Nemacka, Sanyo PSC 062, Sanyo Gallenkamp, Velika Britanija i Sanyo
PSC 022 — komora za ispitivanje fotostabilnosti, Sanyo Gallenkamp, Velika Britanija), koje po svojim

performansama odgovaraju regulativnim zahtevima [72].

Ispitivanje je imalo za cilj da se u postavljenim uzorcima izvrsi: karakterizacija necistoca, ispitivanje
R-enantiomera esomeprazol-natrijuma, ispita kompatibilnost sa rastvorom za rekonstituciju, studija
fotostabilnosti, kao i ispitivanje in-use stabilnosti [75]. Uslovi kondicioniranja uzoraka za

karakterizaciju necistoca su dati u Tabeli 3.3.

Tabela 3.3. Uslovi kondicioniranja uzoraka za karakterizaciju ne€isto¢a

Uslovi skladiStenja

Vremenske tacke za testiranje (meseci)

0 6
40 °C/75% RH ex-temp.* in-use ex-temp.* in-use
30 °C/65% RH ex-temp.* in-use ex-temp.* in-use
25 °C/60% RH ex-temp.* in-use ex-temp.* in-use

* Napomena: ex tempore (lat. odmah)

Odredivanje necisto¢a sprovedeno je na inicijalnim i uzorcima Kkoji su postavljeni u komore za

ispitivanje stabilnosti (Tabela 3.3). Ispitivanje je vr§eno metodama opisanim u poglavlju 3.2.2.

Uslovi kondicioniranja i ucestalost testiranja R-enantiomera u esomeprazol prasku za rastvor za

injekciju /infuziju su predstavljeni u Tabeli 3.4.

Tabela 3.4. Uslovi kondicioniranja i ucestalost testiranja R-enantiomera

Uslovi skladiStenja

Vremenske tacke za testiranje
(meseci)

Ubrzane 40 °C + 2 °C/75% £ 5% RH 0,1,3i6
Intermedijarne 30 °C + 2 °C/65% + 5% RH 0,6112
Dugotrajne 25°C+2°C/60% +5% RH [0,61i12

Fotostabilnost

UV/VIS

U skladu sa ICH Q1B [75]

U Tabeli 3.5 su navedeni uslovi kondicioniranja i ucestalost testiranja tokom formalne studije
stabilnosti. Kod kondicioniranih uzoraka u svim vremenskim tackama je odredivan izgled, sadrzaj
vode, vreme rekonstitucije za liofilizirani proizvod, izgled, cestice ispod granice vidljivosti, pH,
sadrzaj, srodne supstance, sterilnost 1 bakterijski endotoksini za rekonstituisani proizvod. Ispitivanja

su vr§ena metodama opisanim u poglavlju 3.2.2.




Tabela 3.5. Uslovi kondicioniranja i ucestalost testiranja tokom ispitivanja stabilnosti

Uslovi skladistenja

Vremenske tacke za testiranje (meseci)

Ubrzane

40 °C £2 °C/75% + 5%
RH

0*, 316*

Intermedijarne

30 °C £ 2 °C/65% + 5%
RH

0*, 3, 6,9, 12*, 18, 24*, 36*, 48 i 60*

Dugotrajne 25 °C + 2 °C/60% * 5% [0*, 3, 6, 9, 12*, 18, 24*, 36*, 48 i 60*
RH
Drugo 30 °C/75% RH 0%, 3, 6%, 9, 12*, 18, 24*, 36*, 48 60

* Vremenske tacke testiranja za evaluaciju in-use stabilnosti (stabilnosti u toku upotrebe)

Tokom ispitivanja fotostabilnosti, u komori Sanyo PSC 022, primenjena je opcija 2 iz ICH Q1B [75]:
uzorci bocica bez i sa sekundarnom ambalazom su izlagani vidljivoj i UV svetlosti do postizanja
ukupnog zracenja od 1,2 miliona luks sati. Za inicijalni liofilizirani proizvod odredivan je izgled, a
nakon kondicioniranja odredivani su izgled, Cestice ispod granice vidljivosti, pH, sadrzaj, srodne
supstance, sterilnost i bakterijski endotoksini. Ispitivanja su vrSene metodama opisanim u poglavlju

3.2.2.

In-use ispitivanje je vrseno u vise tacaka. Uslovi kondicioniranja, kao i vremenske tacke na kojima
je vrseno ispitivanje, su navedene u Tabeli 3.5. Ispitivani uzorci su rekonstituisani i rekonstituisani
rastvor je ¢uvan na sobnoj temperaturi 12 h. Ispitivani su izgled, ¢estice ispod granice vidljivosti, pH,
sadrzaj, srodne supstance, sterilnost i bakterijski endotoksini, inicijalno i u svim ispitivanim

vremenskim tatkama. Ispitivanja su vr§ene metodama opisanim u poglavlju 3.2.2.
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3.2.2 Analiticke metode u ispitivanju gotovog proizvoda

Analiticke metode koriS¢ene u ispitivanju gotovog proizvoda koji je bio predmet istrazivanja ove teze
se mogu podeliti na metode za testiranje praska za rastvor za injekciju/infuziju i na metode za
testiranje proizvoda dobijenog nakon rekonstitucije. U nastavku je dat detaljan opis postupaka
primenjenih prilikom izvodenja svakog testa u okviru ovih ispitivanja.

3.2.2.1 Analiticke metode u ispitivanju liofiliziranog proizvoda
Ispitivanja primenjena na liofiliziranom proizvodu su: izgled, identifikacija, ujednacenost doziranog

oblika, sadrzaj vode i vreme rekonstitucije. Opis metoda primenjenih za svaki od navedenih
ispitivanja sledi u nastavku:

. Ispitivanje izgleda se sprovodi vizuelnom kontrolom. Deset bocica se stavi na belu podlogu, a
zatim se opisu boja i oblik liofiliziranog kolaca u bo¢ici.
. Ispitivanje identifikacije se sastoji od identifikacije esomeprazola, identifikacije edetata i

identifikacije natrijuma. Identifikacija esomeprazola obuhvata primenu UV-VIS (engl. Ultraviolet—
visible spectroscopy - Ultraljubicasto-vidljiva spektroskopija) metode na Thermo Scientific™
Evolution™ 350 UV-Vis spektofotometru (Thermo Fisher Scientific Inc, Valtham, MA, SAD) i HPLC
metode na hromatografu Acquity H-Class® UPLC system (Waters Corporation, Milford, SAD). Za
postupak koji uklju¢uje primenu UV-VIS metode, potrebni su rastvara¢, poredbeni rastvor i ispitivani
rastvor. Priprema rastvarac¢a se sprovodi prenoSenjem 1,045 g trinatrijum-fosfata dodekahidrata
(NasPO4 x 12H,0) i 3,940 g dinatrijum-hidrogen-fosfata dodekahidrata (Na;HPO4 x 12H20) u sud
od 1000 ml, koji se dalje rastvaraju u 1000 ml vode. Poredbeni rastvor se priprema prenosenjem 34,0
mg radnog standarda esomeprazol-natrijuma u odmernu tikvicu od 100 ml, rastvaranjem ove koli¢ine
u 70 ml rastvaraca i dopunjavanjem rastvara¢em do oznake. Dobijeni rastvor se u zapremini od 5,0
ml prenosi u odmernu tikvicu od 100 ml i razblazuje rastvaratem do oznake. Za pripremu ispitivanog
rastvora sakupljaju se rekonstituisani rastvori iz 5 bocica gotovog proizvoda. Uzima se 4,0 ml od
zbirnog rekonstituisanog rastvora, prenosi u odmernu tikvicu od 100 ml i dopunjava rastvarac¢em do
oznake. Naposletku, 5,0 ml dobijenog rastvora se prenosi u odmernu tikvicu od 100 ml i dopunjava
rastvaraCem do oznake. Sa ciljem identifikacije esomeprazola, UV-VIS spektri poredbenog i
ispitivanog rastvora u opsegu 200 - 450 nm se snimaju. Zahtev koji mora da se zadovolji jeste da UV-
VIS spektri poredbenog i ispitivanog rastvora imaju maksimum na istim talasnim duZinama
(plus/minus 2 nm). Za identifikaciju esomeprazola HPLC metodom, ispitivanje se vrsi prilikom
izvodenja testa za odredivanje sadrzaja (opisano u nastavku, u tacki 3.2.2.2). Retenciono vreme i
oblik glavnog pika na hromatogramu ispitivanog rastvora treba da odgovaraju retencionom vremenu
i obliku glavnog pika na hromatogramu poredbenog rastvora. ldentifikacija edetata se takode
sprovodi HPLC metodom na hromatografu Acquity H-Class® UPLC system (Waters Corporation,
Milford, SAD). U tu svrhu, pripremaju se mobilne faze A i B, rastvarac, poredbeni i ispitivani rastvor.
Za pripremu mobilne faze A, 2,31 g tetrametil-amonijum-bromida se prenosi u sud od 1000 ml,
rastvara u 1000 ml vode i filtrira kroz 0,45 pm membranski filter, nakon ¢ega se vrsi degasiranje.
Mobilnu fazu B cini acetonitril. Priprema rastvaraca se sastoji od prenosenja 300 mg bakar-nitrat-
trihidrata u sud od 1000 ml i rastvaranja u 1000 ml vode.

Priprema poredbenog rastvora se izvodi postupkom koji ukljucuje prenosenje 15,3 mg dinatrijum-
edetata u odmernu tikvicu od 50 ml, rastvaranje u 35 ml rastvaraca i dopunjavanje rastvara¢em do
oznake. Dobijeni rastvor se zatim filtrira kroz 0,45 pum membranski filter odbacujuéi prva 2 ml filtrata.
Ispitivan rastvor se dobija postupkom koji obuhvata rastvaranje liofiliziranog kolaca u 5 ml
rastvaraca. Ratvor dobijen na ovaj nacin se dalje filtrira kroz 0,45 um membranski filter odbacujuéi
prva 2 ml filtratata.

Hromatografski uslovi koji se koriste prilikom identifikacije edetata su dati u Tabeli 3.6, a shema
gradientnog eluiranja je prikazan u Tabeli 3.7, koje slede:
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Tabela 3.6. Hromatografski uslovi za izvodenje testa identifikacije edetata (HPLC)

Hromatografska kolona Zorbax Eclipse XDB CN, 150 x 4,6 mm, veli¢ine ¢estica 5 um
Detekcija (UV/VIS) 254 nm

Temperatura 30°C

Zapremina injiciranja 5ul

Protok 1,5 ml/min

Vreme analize 12 min

Tabela 3.7. Shema gradijentnog eluiranja u toku identifikacije edetata (HPLC)

Vreme (min) A (%) B(%)
0 95 5

2 95 5

7 10 90

8 10 90
12 95 5

Poredbeni i ispitivani rastvor se injektuje po jednom. Prilikom postupka identifikacije retenciono
vreme i oblik glavnog pika na hromatogramu ispitivanog rastvora treba da odgovaraju retencionom
vremenu i obliku glavnog pika na hromatogramu poredbenog rastvora (oko 1,0 min).
Identifikacija natrijuma se sprovodi taloznom reakcijom. Postupak obuhvata pripremu rastvora
kalijum-karbonata (15 g kalijum-karbonata se rastvara u 100 ml destilovane vode), pripremu rastvora
kalijum-hidroksida (2,5 g kalijum hidroksida se rastvara u 50 ml destilovane vode), pripremu rastvora
natrijum-hidroksida (8,5 g natrijum hidroksida se rastvara u 100 ml destilovane vode) i pripremu
rastvora kalijum-piroantimonata (2 g kalijum-piroantimonata se rastvara u 95 ml tople destilovane
vode, a zatim se rastvor hladi u ledenom kupatilu i dodaju mu se rastvor kalijum-hidroksida i 1 ml
rastvora natrijum-hidroksida, a nakon 24 h stajanja, rastvor se filtrira i razblazuje sa 150 ml
destilovane vode). Postupak izvodenja ispitivanja obuhvata rastvaranje 0,1 g ispitivanog uzorka
(liofiliziranog kolac¢a) u 2 ml destilovane vode u boéici i dodavanje 2 ml rastvora kalijum-karbonata,
nakon Cega se zagreva do kljucanja, pri ¢emu ne nastaje talog. Dobijenom rastvoru se dodaje 4 ml
rastvora kalijum-piroantimonata i vrsi se zagrevanje do klju¢anja, nakon ¢ega se pristupa hladenju u
ledenoj vodi i, ukoliko je potrebno, unutrasnjost epruvete se struga staklenim Stapi¢em. Kao krajnji
rezultat nastaje gusti, beli talog.
o Ujednacenost doziranog oblika iz liofiliziranog proizvoda se ispituje postupkom koji se izvodi
prema metodi po Ph. Eur. 2.9.40. Procenjeni sadrzaj aktivne supstance iz svake bocice se izraCunava
prema jednacini 6.
. . P

Xi=wix (6)
gde su:
Xi — sadrzaj aktivne supstance u bocici (mg/ml)
wi — masa punjenja (mg)
W — srednja vrednost pojedina¢ne mase punjenja (mg)
P —rezultat dobijen u testu sadrzaj (metoda za ispitivanje sadrzaja opisana u nastavku, u tacki 3.2.2.2),
predstavljena kao procenat u odnosu na deklarisani sadrzaj (mg/ml)
o Postupak ispitivanja sadrzaja vode se izvodi prema metodi po Ph. Eur. 2.5.12. Sadrzaj vode u

uzorku se odreduje pomoc¢u jednacine 7.
Vxfx100

Ws

%Voda= (7
gde su:
V — utroSena zapremina Karl Fisher-ovog reagensa (ml)

f — faktor Karl Fisher-ovog reagensa
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Ws — tezina uzorka (mg)

. Vreme rekonstitucije se izvodi prema postupku koji obuhvata rekonstituciju sadrzaja 6 bocica
i merenje vremena rastvaranja, uz vizuelnu kontrolu kompletnosti rastvaranja. Liofilizirani kola¢
treba potpuno da se rastvori, bez vidljivih ostataka u vidu nerastvorenih Cestica. Prose¢na vrednost i
svi pojedinacni rezultati treba da odgovaraju zahtevu datom u specifikaciji.

3.2.2.2 Analiticke metode u ispitivanju rekonstituisanog proizvoda

Ispitivanja primenjena na gotovom proizvodu nakon rekonstitucije su: izgled, ispitivanje ¢estica ispod
granice vidljivosti, ispitivanje ispravnosti punjenja, pH, sadrzaj, srodne supstance, sterilnost i
bakterijski endotoksini. Opis metoda primenjenih za svaki od navedenih ispitivanja sledi u nastavku:
. Ispitivanje izgleda se sprovodi metodom koja obuhvata pripremu bocica za analizu: sa 10
bocica se uklone oznake, izvrsi se pranje bocica spolja i suSenje. Svaka bocica pojedina¢no se
rekonstituiSe i1 ostavi dok se sadrzaj u potpunosti ne rastvori, nakon ¢ega se opiSu boja i bistrina
dobijenog rastvora. U tu svrhu je svaka bocica se lagano izvrne, pazeé¢i da se ne pojave mehuriéi, i
posmatra se 5 s. Prisutnost stranih Cestica i pokretnih nerasvornih Cestica, ne uzimajuéi u obzir
mehuri¢e gasa, (staklene Cestice, vlakna ili gumu) se zabelezi. Test bistrina se izvodi uz pomo¢
postupka prema metodi Ph. Eur. 2.2.1, za koji je zahtev da se dobije bistar rastvor. U svrhu izvodenja
ovog testa sakupe se rekonstituisani rastvori iz 10 bocica gotovog proizvoda i vrsi se priprema
rastvora hidrazin-sulfata, priprema rastvora heksametilentetramina, priprema primarne opalescentne
suspenzije, priprema poredbenog rastvora opalescencije i priprema poredbene suspenzije 1. Priprema
rastvora hidrazin-sulfata se izvodi rastvaranjem 1,0 g hidrazin-sulfata u vodi i dodavanjem vode do
100,0 ml, a nakon toga stajanjem rastvora u trajanju od 4 - 6 h. Priprema rastvora
heksametilentetramina se izvodi u tikvici od 100 ml sa staklenim ¢epom u kojoj se rastvori 2,5 g
heksametilentetramina u 25,0 ml vode. Prilikom pripreme primarne opalescentne suspenzije
(formazin suspenzije) u tikvicu sa rastvorom heksametilentetramina se prenese 25,0 ml rastvora
hidrazin-sulfata, homogenizuje se i ostavlja da stoji 24 h. Priprema poredbenog rastvora opalescencije
se vrsi razblazivanjem 15,0 ml primarne opalescentne suspenzije do 1000,0 ml vodom. Poredbena
suspenzija | se priprema razblazivanjem 5 ml poredbenog rastvora opalescentne suspenzije
destilovanom vodom do 100 ml. Identi¢ne epruvete bezbojnog, providnog neutralnog stakla, ravnog
dna i unutrasnjeg pre¢nika 15 — 25 mm se Koriste za ispitivanje bistrine, i vr$i se poredenje
rekonstituisanog rastvora sa fizioloskim rastvorom i sveze pripremljenom poredbenom suspenzijom.
Dubina sloja je 40 mm, a poredenje rastvora se vrsi na difuznom dnevnom svetlu 5 minuta nakon
pripreme poredbene suspenzije, posmatranjem vertikalno prema crnoj pozadini. Dufuzija svetla treba
da bude takva da se poredbena suspenzija I lako moze razlikovati od fizioloskog rastvora.
Rekonstituisani rastvor se smatra bistrim ako je njegova bistrina ista kao bistrina fizioloskog rastvora
koris¢enog za posmatranje opisanog iznad, ili ako mu opalescencija nije veca od opalescencije
poredbene suspenzije I. Sto se ti¢e ispitivanja boje, postupak se izvodi prema metodi po Ph. Eur.
2.2.2, a specifikacijski zahtev je: najvise Y5 (engl. Yellow Colour Reference Solution - standard zute
boje prema Ph. Eur. - Y1-Y7) ili GY5 (engl. Green/Yellow Colour Reference Solution - standard
zeleno/zute boje prema Ph. Eur. - GY1-GY7). Uzorak za ispitivanje se priprema sakupljanjem
rekonstituisanih rastvora iz 10 bocica gotovog proizvoda. U zavisnosti od toga da li se test sprovodi
u okviru release i shelf-life ispitivanja ili in-use ispitivanja, priprema rastvora se razlikuje. Za release
i shelf-life ispitivanja, zuti poredbeni rastvor (Y) se priprema meSanjem slede¢ih rastvora u
koli¢inama prikazanim u Tabeli 3.8:

Tabela 3.8. Priprema zutog rastvora (Y)

Zuti osnovni rastvor (ml) Crveni osnovni Plavi osnovni rastvor (ml) HCI
rastvor (ml) (1% m/v HCI) ml
24 6 0 70

Za pripremu poredbenog rastvora Y5 koji se koristi u ispitivnju prenosi se 12,5 ml poredbenog
rastvora Y u odmernu tikvicu od 100 ml i razblazuje se do oznake rastvorom 1% m/v HCI. Testiranje
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boje rastvora u okviru release i shelf-life ispitivanja se izvodi prenosenjem rekonstituisanog rastvora
u Nesler-ovu tubu do visine sloja od 40 mm, a zatim i prenosenja poredbenog rastvora Y5 u drugu
Nesler-ovu tubu do visine sloja od 40 mm. Boje rastvora se porede u Nesler-ovim tubama, prema
beloj pozadini, posmatrajuci sa vrha na difuznom dnevnom svetlu. Rekonstituisani rastvor ne treba
da bude obojen intenzivnije od poredbenog rastvora Y5. Za in-use istpitivanja, priprema zelenkastog-
zutog rastvora (GY) se vrsi pripremom poredbenog rastvora GY i to meSanjem sledeéih rastvora u
koli¢inama prikazanim u Tabeli 3.9:

Tabela 3.9. Priprema poredbenog rastvora (GY)

Zuti osnovni rastvor (ml) Crveni osnovni rastvor Plavi osnovni rastvor (ml) HCI
(ml) (1% m/v HCI) ml
96 2 2 0

Za priprema poredbenog rastvora GY5 koji se koristi u ispitivanju prenosi se 3,0 ml poredbenog
rastvora GY u odmernu tikvicu od 100 ml i razblazuje se do oznake rastvorom 1% m/v HCI. Postupak
ispitivanja podrazumeva prenosSenje rekonstituisanog rastvora u Nesler-ovu do visine sloja od 40 mm,
a nakon toga i prenoSenje poredbenog rastvora GY5 u drugu Nesler-ovu do visine sloja od 40 mm.
Boje ova dva rastvora se porede u Nesler-ovim tubama, prema beloj pozadini, posmatrajuci sa vrha
na difuznom dnevnom svetlu. Rekonstituisani rastvor ne treba da bude obojen intenzivnije od
poredbenog rastvora GY5.

. Ispitivanje Cestica ispod granice vidljivosti se sprovodi postupkom koji se izvodi prema
metodi po Ph. Eur. 2.9.19, Metoda I. Postupak podrazumeva rekonstituciju sadrzaja 10 bocica
gotovog proizvoda i sakupljanje dobijenih rastvora u ¢ist kontejner. Mehuri¢i gasa se uklanjaju
stajanjem zbirnog rastvora u trajanju od 2 minuta, ili tretiranjem rastvora ultrazvukom. Prenese se, ne
manje od 5 ml, u aparat i odreduje se broj Cestica jedanakih ili ve¢ih od 10 pm i 25um. Rezultat prvog
merenja se odbacuje i izracunava se srednja vrednost broja cestica ovako ispitanog uzorka.

. Postupak odredivanja pH vrednost rastvora se izvodi potenciometrijski, metodom po Ph. Eur.
2.2.3. RekonstituiSe se sadrzaj iz 5 bo¢ica gotovog proizvoda, prense u suv i €ist sud, uroni elektroda
pH metra (Sartorius pH Meter PB-11, Sartorius AG, Getingen, Nemacka) i o€ita dobijena pH
vrednost.

. Ispitivanje ispravnosti punjenja se obavlja postupkom Kkoji se izvodi prema metodi po Ph. Eur.
2.9.17. Na samom pocetku se rekonstituiSu 3 bocice i sadrzaj svake bocCice prense u suvi Spric sa
odmernom iglom ne kra¢om od 2,5 cm. Svaki put se uzima novi suvi $pric i igla. Mehuriéi iz Sprica
i igle se uklone i sadrzaj Sprica se istisne, bez praznjenja igle, u standarni graduisani suvi cilindar
zapremine 10 ml.

. Sadrzaj esomeprazola se odreduje HPLC metodom na hromatografu Acquity H-Class® UPLC
system (Waters Corporation, Milford, SAD). Kao poredbena supstanca se koristi esomeprazol-
natrijum, radni standard. U svrhu sprovodenja metode, priprema se pufer pH 7,60: prenosi se 1,400
g dinatrijum-hidrogen-fosfata, dodekahidrata (Na2HPO4 x 12H20) u odmerni sud od 1000 ml.
Rastvori se u 1000 ml vode i pH se podesava na 7,60 £ 0,05 sa 20% vodenim rastvorom ortofosforne
kiseline. Priprema mobilne faze potrebne za ovo ispitivanje se vrsi pripremanjem rastvora koji se
sastoji od 750 ml pufera pH 7,60 i 250 ml acetonitrile. Rastvor se homogenizuje, a zatim filtrira kroz
0,45 wm membranski filter i degasira. Pored toga, potreban je i pufer pH 11,0 koji se priprema
prenoSenjem 0,520 g trinatrijum-fosfata dodekahidrata (NasPO4 x 12H.0) i 1,970 g dinatrijum-
hidrogen-fosfata, dodekahidrata (NazHPO4 x 12H20) u odmerni sud od 1000 ml i rastvaranjem u
1000 ml vode. Kao rastvara¢ priprema se rastvor koji se sastoji od 750 ml pufera pH 11,0 i 250 ml
acetonitrile. Za poredbene rastvore pripremaju se rastvori u tri razicite koncentracije. U tu svrhu se
odmerava 32,0 mg (koncentracija 1), 42,5 mg (koncentracija 2) i 53,0 mg (koncentracija 3) radnog
standarda esomeprazol-natrijuma, a svaka odmerena koli¢ina se odvojeno prenosi u odmerne tikvice
od 100 ml, rastvara se u 70 ml rastvaraca i dopunjava rastvaracem do oznake. Dobijeni rastvori se
zatim filtriraju kroz 0,45 um membranski filter odbacujuéi prva 2 ml filtrata.

Priprema ispitivanog rastvora se obavlja sakupljanjem rekonstituisanih rastvora iz 10 boc¢ica gotovog
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proizvoda, nakon ¢ega se uzima 5,0 ml zbirnog rekonstituisanog rastvora, prenosi u odmernu tikvicu
od 100ml i dopunjava rastvaracem do oznake. Dobijeni rastvor se filtrira kroz 0,45 pum membranski
filter odbacujuci prva 2 ml filtrata.

Za svaki uzorak pripremaju se dva ispitivana rastvora, a uslovi ispitivanja su dati u Tabeli 3.10.

Tabela 3.10. Uslovi ispitivanja sadrzaja esomeprazola (HPLC metoda)

Hromtografska kolona Luna C18 (2), 150 x 4,6 mm, veli¢ine cestica 5 um.
Detekcija: 280 nm

Temperatura kolone: 25°C

Zapremina injiciranja: 10 pl

Protok: 2,0 ml/min

Vreme analize: 14 min

Poredbene rastvore injektovati po tri puta. Oba ispitivana rastvora, za svaki uzorak, injektovati po
jednom. Kalibracija u tri tacke sa poredbenim rastvorima se izvodi pre injektovanja ispitivanja serija,
najmanje jednom dnevno. Ispitivanje pogodnosti sistema je validno ako je vrednost faktora simetrije
(Ph. Eur. 2.2.46) pika esomeprazola na hromatogramu poredbenog rastvora izmedu 0,8 i 1,5 i
koeficijent varijacije povrSina pikova esomeprazola dobijenih iz tri uzastopna injektovanja
poredbenog rastvora koncentracije 2, nije ve¢i od 1,0%. Sadrzaj esomeprazola u millilitru
rekonstituisanog rastvora izracunava se pomocu jednacine 8.

Cx = Wx X ¢ X 0,937 (8)
100
gde su:
Cx — sadrzaj esomeprazola (mg/ml)
Wx — odmerena masa radnog standarda kori$¢enog za pripremu poredbenog rastvora, koncentracije x
(mg)
C — sadrZaj radnog standarda (mg/mg)
0,937 — korekcioni faktor esomeprazol-natrijuma u esomeprazol

Nakon injektovanja poredbenih rastvora i integracije pikova, izvrsi se linearna regresiona analiza
metodom najmanjih kvadrata (jednacina 9).

A=a+b x C 9)

gde su:
A — povrSina pika
C — koncentracija esomeprazola (mg/ml)

3 (C, ~C)x (A~ A)

b — nagib prave koji se moze izragunati prema jednagini 10: =— (10)
Z (Cx - C)Z
i=1

a— odsecak se izratunava prema jednacini1l:a =A—b x C (11)

Za izraCunavanje teorijske koli¢ine uzorka esomeprazola po millilitru u ispitivanim rastvorima koristi
se sledeca jednacina (12).

Kolic¢ina uzorka = % =04 (12)

Nakon injektovanja ispitivanih rastvora i integracije pika (A) procenat od deklarisanog sadrzaja (P)
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se izraCunava prema jednacini koja sledi (13).
(A-a)x100
" Kolitina uzorkaxb

(13)

ZaizraCunavanje koli¢ine esomeprazola u 5 ml rekonstituisanog rastvora, koristi se slede¢a jedna¢ina

14.
PX40

100

mg/5ml = (14)

. Srodne supstance se odreduju HPLC metodom na hromatografu Acquity H-Class® UPLC
system (Waters Corporation, Milford, SAD). Kao poredbena supstanca se koristi esomeprazol-
natrijum, radni standard. Priprema mobilne faze A se obavlja prenosenjem 3,00 g glicina u odmerni
sud od 1000 ml, rastvaranjem u 1000 ml vode i podesavanjem pH na 9,00 £ 0,05 sa 50% vodenim
rastvorom natrijum-hidroksida. Nakon homogenizovanja, dobijeni rastvor se filtrira kroz 0,45 um
membranski filter i degasira.

Mobilna faza B se priprema mesanjem 850 ml acetonitrile i 150 ml of metanola, nakon ¢ega se
dobijeni rastvor filtrira kroz 0,45 pm membranski filter i degasira.

Za pripremu rastvaraca 7,6 g natrijum-borata dekahidrata se rastvara u 800 ml vode, dodaje se 1,0 g
dinatrijum-edetata i podesava se pH na 11,0 £ 0,1 50% rastvorom natrijum-hidroksida. Dobijeni
rastvor se prenosi u odmerni sud od 2000 ml, dodaje mu se 400 ml bezvodnog alkohola i razblazuje
se vodom do 2000 ml.

Priprema poredbenog rastvora se vrsi prenoSenjem 17,00 mg radnog standarda esomeprazol-
natrijuma u odmernu tikvicu od 50 ml, rastvaranjem u 30 ml rastvaraca i dopunjavanjem rastvaracem
do oznake. Nakon toga se prenosi 5,0 ml dobijenog rastvora u odmernu tikvicu od 50 ml i razblazuje
se rastvara¢em do oznake. Ponovo se prenosi 5,0 ml dobijenog rastvora u odmernu tikvicu od 50ml i
razblazuje rastvaratem do oznake (0,2%), nakon Cega se rastvor filtrira kroz 0,45 um membranski
filter odbacujuci prva 2 ml filtrata.

Priprema ispitivanog rastvora se odvija sakupljanjem rekonstituisanih rastvora iz 10 bocica gotovog
proizvoda, od kojih se uzima 5,0ml i prenosi u odmernu tikvicu od 25 ml. Rastvor se dalje filtrira
kroz 0,45 um membranski filter odbacujuéi prva 2 ml filtrata. Ovaj rastvor je potrebno injektovati
odmah nakon pripreme.

Za svaki uzorak se pripremaju po dva ispitivana rastvora. Uslovi ispitivanja su dati u Tabeli 3.11, a
gradijent je prikazan u Tabeli 3.12.

Tabela 3.11. Uslovi ispitivanja Srodnih supstanci (HPLC metoda)

Hromatografska kolona: Luna C18, 250 x 4,6 mm, velicine cestica 5 um
Detekcija: 280 nm

Temperatura kolone: 35°C

Zapremina injiciranja: 20 pl

Protok: 1,0 ml/min

Vreme analize: 40 min

Tabela 3.12. Shema gradijentnog eluiranja u toku ispitivanja srodnih supstanci

t (min) % A % B
0 88,0 12,0
35 32,0 68,0
36 88,0 12,0
40 88,0 12,0

U kondicionirani hromatografski sistem injektovati rastvara¢ dva puta, a poredbeni rastor tri puta,
ispitivane rastvore po jednom. Pre odredivanja srodnih suptsnaci izvrsiti kalibraciju (opisano kod
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odredivanja sadrzaja). Ispitivanje pogodnosti sistema je validno ako je vrednost faktor simmetrije
(Ph. Eur. 2.2.46) pika esomeprazola na hromatogramu poredbenog rastvora izmedu 0,8 i 1,5 i
koeficijent varijacije povrSina pikova esomeprazola dobijenih uzastopnim injektovanjem poredbenog
rastvora nije veéi od 3,0%. Ukoliko je postignuta pogodnost sistema ispituje se prisustvo i sadrzaj
srodnih supstnci. Prilikom odredivanja srodnih supstanci sa hromatograma ispitivanog rastvora
odbacuju se pikovi koji poti¢u od rastvaraca i pik esomeprazola. Prisustvo specificiranih necisto¢a na
hromatogramu ispitivanog rastvora potvrduje se na osnovu relativnog retencionog vremena (Tabela
3.13), a kvantifikacija na osnovu povrsine pika esomeprazola na hromatogramu poredbenog rastvora.
Pikovi ¢ija je povrsina manja od 0,1%, tj. limit za kvantifikacije se odbacuju. Nespecificirane
necistoce se kvantifikuju na osnovu povrsine pika esomeprazola na hromatogramu poredbenog
rastvora. Pikove ¢ija je povr§ina manja od 0,1% necistoce u odnosu na koncentraciju esomeprazola u
ispitivanom rastvoru, se odbacuju. Relativna retenciona vremena i korekcioni faktori za specificirane
necisto¢e navedeni su u Tabeli 3.13.

Tabela 3.13. Pregled relativnih retencionih vremena za esomeprazol i specificirane

necistoce
Naziv supstance ‘RT (min) | "RRT (/) | “RRF (/)
Esomeprazol 21,5 1,0 1,0
Specificitrane necistoée
4-Hidroksi sulfonska neéistoca 91 0,42 1,00
4-Hidroksi necistoca 9,8 0,46 1,00
Sulfonska nedistoca 16,7 0,78 1,00
4-Hidroksi sulfidna neéistoca 17,5 0,81 1,80
N-Metil izomeri 25,0 1,16 1,00

Napomena: “RT - retenciono vreme; “RRT — relativno retenciono vreme, izradunato prema
retencionom vremenu esomeprazola; ““RRF — korekcioni faktor

ZaizraCunavanje procentnog sadrzaja necistoca u odnosu na deklarisani sadrzaj esomeprazola, koristi
se sledec¢a jednacina 15 za specificirane necisto¢e, odnosno jednac¢ina 16 za nespecificirane necistocée:

PaxWstxcx0,937 xCF
Pstx 80

% Specificirane necistoce = (15)

gde su:

Pa — povrsina pika pojedinac¢ne necistoce na hromatogramu ispitivanog rastvora

Pst — povrsina pika esomeprazola na hromatogramu poredbenog rastvora

Wst — odmerena masa radnog standarda esomeprazola za pripremu poredbenog rastvora (mg)
¢ — sadrzaj radnog standarda (mg/mg)

0,937 — faktor konverzije esomeprazol-natrijuma u esomeprazol

CF- korekcioni faktor = L
RRF

Pax Wstx cx0,937
Pstx 80

% Nespecificirane necistoce = (16)
gde su:

Pa — povrsina pika pojedinac¢ne necisto¢e na hromatogramu ispitivanog rastvora

Pst — povrsina pika na hromatogramu poredbenog rastvora

Wst — tezina radnog standarda iskoriS¢ena za pripremu poredbenog rastvora (mg)

¢ — sadrzaj radnog standarda (mg/mg)

0,937 — faktor konverzije esomeprazol-natrijuma u esomeprazol

. Sterilnost se ispituje metodom membranske filtracije, prema Ph. Eur. 2.6.1. Prilikom postupka
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ispitivanja, svaka bocica se rekonstituise sa 5,2 ml natrijum-hlorid, rastvorom za infuziju 0,9%.
Aparatura koja se koristi ukljucuje: Steritest Eqiunox pumpu, Millipore Steritest zatvoreni sistem za
praskove u bo¢icama TZHA DV210, sterilne pincete i makaze i Bunsenov plamenik. Medijumi koji
se koriste prilikom ispitivanja sterilsnoti su: Tryptic Soy Broth (TSB), Fluid Thioglycollate Medium
(FTM), Peptonska voda oficinalna prema USP (engl. United States Pharmacopeia - Farmakopeja
Sjedinjenih Americkih Drzava) (mesni pepton: 5 g/l; mesni ekstrakt: 3 g/l; polisorbat 80: 1 g/l) za
vlazenje i ispiranje filtera, natrijum-hlorid, rastvora za infuziju 0,9% za rastvaranje proizvoda.
Priprema medijuma se vrsi u skladu sa uputstvom proizvodaca. Postupak izvodenja testa ukljucuje:
pripremu aparature za rad, dezinfikovanje spoljasnjosti ampula proizvodom, bocica medijumom,
fluidom za ispiranje i fizioloskim rastvorom, a zatim njihovo unosenje u laminar. Svaki filter se
navlazi sa 50 ml peptonske vode, uroci se rastvore pod asepti¢nim uslovima, bocice snazno
promuckaju, a rekonstituisani sadrzaj se filtrira kroz oba membranska filtera. Svaki filter se ispira tri
puta sa po 50 ml natrijum-hlorid, rastvora za infuziju 0,9% (tri puta sa po 100 ml natrijum-hlorid,
rastvora za infuziju 0,9% za oba filtera). Nakon toga, 100 ml TSB medijuma se dodaje u jedan
kontejner i 100 ml FTM medijuma u drugi. Kontejner sa FTM medijumom se inkubira 14 dana na
30-35 °C, a kontejner sa TSB medijumom 14 dana na 20-25 °C. Kontejneri se nakon toga posmatraju
svakog dana u toku perioda inkubacije, u cilju uocavanja makroskopskog mikrobioloskog rasta. Kao
negativna kontrola svaki filter se navlazi sa 50 ml peptonske vode. Nakon vlazenja filtera, simulira
se otvaranje 40 bocica (simulacija manipulacije koja je potrebna da se rekonstitui$e liofilizirani kolac,
sadrzaj se propusti kroz oba filtera Millipore Steritest pumpe), kao kontrola asepti¢nih tehnika
operatera. Svaki filter se ispira sa tri puta po 50 ml natrijum-hlorid, rastvora za infuziju 0,9% (tri puta
sa po 100 ml natrijum-hlorid, rastvora za infuziju 0,9% za oba filtera). Nakon toga, 100 ml TSB
medijuma se dodaje u jedan kontejner i 100 ml medijuma FTM se dodaje u drugi. Kontejner sa FTM
medijumom se inkubira 14 dana na 30-35 °C, a kontejner sa TSB medijumom 14 dana na 20-25 °C.
Kontejneri se posmatraju svakog dana u toku perioda inkubacije, radi evidencije makroskopskog
mikrobioloSkog rasta. Ako nije evidentiran mikrobioloski rast u ispitivanom uzorku, proizvod se
smatra sterilnim. U slu¢aju da je evidentiran mikrobioloski rast u ispitivanom uzorku, smatra se da
proizvod nije sterilan, osim ako se sa sigurno$¢u ne utvrdi da test nije bio validan. Test nije validan
ako je ispunjen jedan ili viSe slede¢ih uslova: rezultati mikrobiolo§$kog monitoringa u prostoriji u
kojoj je izveden test, nisu bili odgovaraju¢i, pregledom korisc¢enih test procedura se utvrdi greska, ili
se potvrdi da je mikrobioloski rast u negativnoj kontroli. Posle identifikacije izolovanih
mikroorganizama, moze se jasno dokazati da je pozitivan test sterilnosti, rezultat laboratorijske
greske. Ako test nije validan, test sa istim brojem uzoraka se ponavlja. Ako se mikrobioloski rast ne
dokaze u ponovljenom testu, proizvod se smatra sterilnim. Ako se mikrobioloski rast dokaze u
ponovljenom testu, smatra se da proizvod nije sterilan.

. Bakterijski endotoksini se ispituju postupkom koji se izvodi metodom prema Ph. Eur. 2.6.14,
metoda C.
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3.2.3 Ispitivanje prisustva R-enantiomera API esomeprazol

Opticka Cistoca se ispituje kod uzoraka esomeprazol prasak za rastvor za injekciju/infuziju sa ciljem
da se odredi prisustvo R-enantiomer, koji moze nastati u toku proizvodnje ili roka upotrebe, metodom
koja je opisana u nastavku. Kao poredbene supstance u ovom ispitivanju se koriste radni standard
esomeprazol-natrijum i omeprazol prema Ph. Eur. (racemska smesa R i S omeprazol izomeri:
natrijum 5-metoksi-2-[(RS)-[(4-metoksi-3,5-dimetilpiridin-2-il)metil]sulfinil]-1H-benzimidazol
monohidrat), a detaljni opis postupka je dat u nastavku. U okviru postupka koji je koriséen, priprema
se pufer pH 6,0, prenoSenjem 2,730 g natrijum-dihidrogen-fosfat, dihidrata (NaH2PO4 x 2H20) u
1000 ml laboratorijsku ¢asu i rastvaranjem u 1000 ml vode, nakon ¢ega se pH podesava na 6,00 £
0,05 koriste¢i 1M vodeni rastvor natrijum-hidroksida. Pored toga, priprema se mobilna faza, odnosno
rastvor koji se sastoji od 750 ml pufera pH 6,0 i 250 ml metanola, koji se nakon homogenizacije
filtrira kroz 0,45 um membranski filter i degasira. Takode, priprema se i pufer pH 11,0, rastvaranjem
1,045 g trinatrijum-fosfat dodekahidrata (NasPOs x 12H.0) i 3,940 g dinatrijum-hidrogen-fosfat,
dodekahidrata (Na2HPO4 x 12H>0) u 1000 ml vode u laboratorijskoj ¢asi od 1000 ml. Kao rastvara¢
koristi se rastvor koji se sastoji od 750 ml pufera pH 11,0 i 250 ml metanola. Za pripremu poredbenog
rastvora A, 17,0 mg esomeprazol-natrijuma, internog radnog standarda se rastvara u 70 ml rastvaraca
u volumetrijskom erlenmajeru od 100 ml, nakon ¢ega se isti rastvara¢ dodaje do oznake. Dobijeni
rastvor (4,0 ml) se prenosi u volumetrijski erlenmajer od 50 ml i rastvara rastvara¢em do oznake, a
nakon toga se 5,0 ml ovog rastvora prenosi u volumetrijski erlenmajer od 50 ml i rastvara u rastvaracu
dodavanjem do oznake (0,2%). Dobijeni rastvor se fltrira kroz 0,45 um membranski filter odbacujuéi
prva 2 ml filtrata. Poredbeni rastvor B se dobija rastvaranjem 3,40 mg omeprazola prema Ph. Eur., u
70 ml rastvaraca u volumetrijskom erlenmajeru od 100 ml, i dodavanjem rastvaraca do oznake.
Dobijeni rastvor se filtrira kroz 0,45 pm membranski filter odbacujuéi prva 2 ml filtrata. Priprema
ispitivanog rastvora se sprovodi pripremom rastvora iz 10 bocica leka, od kojih se 4,0 ml prebacuje
u volumetrijski erlenmajer od 50 ml i dodaje rastvara¢ do oznake. Dobijeni rastvor se filtrira kroz
0,45 um membranski filter odbacujuci prva 2 ml filtrata. Za svaki uzorak se pripremju dva rastvora
za ispitivanje. Uslovi ispitivanja su dati u Tabeli 3.14:

Tabela 3.14. Uslovi ispitivanja prisustva R-enantiomera APl esomeprazol

Hromatografska kolona: Luna C18 (2), 150 x 4,6 mm, veli¢ine cestica 5 um
Detekcija: 302 nm

Temperatura kolone: 25°C

Zapremina injiciranja: 10 pl

Protok: 0,4 ml/min

Vreme analize: 20 min

U kondicioniran hromatografski sistem injektuje se poredbeni rastvor A tri puta, poredbeni rastvor B
dva puta, a oba ispitivana rastvora, za svaki uzorak po jednom. Pogodnost sistem je validna ukoliko
koeficijent varijacije povrsina pikova esomeprazola dobijenih uzastopnim injektovanjem poredbenog
rastvora A nije veci od 3,0% i na hromatogramu poredbenog rastvora B rezolucija izmedu pikova R-
omeprazola i esomeprazola nije manja od 2,0. Za izracunavanje sadrzaja R-omeprazola u procentima
u odnosu na deklarisani sadrzaj esomeprazola koristi se jednacina 17.

%(R) — omeprazol natrijuma = % X % x 100 a7
gde su:
y - Povrsina (R)-omeprazol natrijuma WS u ispitivanom rastvoru
a - Y-odsecak na kalibracionom grafiku dobijen sa standardnim rastvorima
b - Nagib na kalibracionom grafiku dobijen sa standardnim rastvorima
C - Koncentracija uzorka (ug/mL)
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3.2.4 Procenarizika
3.2.4.1 Preliminarna analiza rizika

Inicijalna procena rizika obuhvata pregled svih potencijalnih faktora koji mogu uticati na kvalitet
proizvoda 1 njihovo grupisanje u odredene kategorije. Analiza je izvrSena na osnovu literaturnih
podataka, znanja i iskustva sa ispitivanim proizvodom i njemu sli¢nim proizvodima i na osnovu
raspolozivih rezultata. Hijerarhijsko organizovanje identifikovanih rizika je izvrSeno u formi
Ishikawa dijagrama (dijagrama riblje kosti, engl. Fish bone) kao alata za rizik analizu.

3.2.4.2 Analiza efekata u slu¢aju neizvrSenja

Procena rizika je sprovedena kako bi se identifikovali svi moguci rizici potenicijalnih neizvrSenja tj.
odstupanja (engl. failure) povezani sa formulacijom proizvoda, kriti¢nim proizvodnim koracima ili
kriti¢énim delovima opreme/sistema, a zatim opisali efekti rizika i procenila ozbiljnost svakog od ovih
rizika na proizvod ili proces proizvodnje. Analizirani su svi potencijalni CMA, CPP i CQA. Za svaki
pobrojani atribut materijala ili procesni parametar su najpre definisana potencijalna
odstupanja/neusaglasenosti u odnosu na CQA proizvoda. Za kvalitativnu i kvantitativnu procenu rizika
u FMEA evaluaciji kori§¢eni su verovatnoca pojave odstupanja (engl. Probability - P), ozbiljnost
posledica neusaglasenosti (engl. Severity - S), i mogucénost detekcije (engl. Detectability - D). Svaki
od ovih atributa profila rizika je opisan na skali od pet poena koja je prikazana u Tabeli 3.14. Ozbiljnost
posledica neusaglasenosti (S) procenjuje koliko bi efekti bili ozbiljni u slucaju da dode do
potencijalnog rizika na osnovu nivoa uticaja neizvrSenja tj. odstupanja na kvalitet proizvoda i
performanse procesa ili efekat na pacijente. Verovatnoc¢a (P) pojave procenjuje ucestalost pojave
potencijalnog rizika, na osnovu podataka iz rezultata prethodno proizvedenih serija i iskustva sa
sliécnim proizvodima. Na osnovu podataka prikupljenih u trenutku kada postoji svesnost o pojavi
neusaglaSenosti i njegove zavisnosti 0 utvrdenoj metodi detekcije, procenjuje se sposobnost otkrivanja
potencijalnog neizvrSenja tj. odstupanja (detektabilnost (D)). RPN za svaki proizvodni korak je
proizvod njegove tri pojedinacne ocene za prethodno objasnjene komponente, ozbiljnost posledica
neusaglasenosti, Verovatnoc¢u i detektabilnost. Na osnovu dobijenog RPN-g, rizik se smatra malim za
vrednosti manje od 40, za RPN-ove od 40 do 99 srednjim, a za RPN jednake 100 i viSe - visokim
rizikom (RPN granice interno definisane).
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Tabela 3.15. Kvalitativna i kvantitativna skala za procenu parametara rizika (S, P, D) u FMEA

Ozbiljnost posledica neusaglasenosti (S)

Veoma visoka

Serija neodgovarajuceg kvaliteta, veliki uticaj na kvalitet proizvoda, moguca reklamacija, proizvod nije u
skladu sa specifikacijom, uticaj na viSe od jednog CQA i /ili veliki uticaj na karakteristike procesa (za vise

5 od jedne procesne faze nemoguce je pode$avanje procesnih parametara u uobi¢ajenom opsegu specifikacije
masine za dobijanje meduproizvoda/proizvoda Zeljene specifikacije, ali je moguée prevazi¢i podesavanjem
blizu limita tehnickih specifikacija masine alternativnom opremom, procedurom, itd.).

Visoka
Uticaj na kvalitet proizvoda, moguce neslaganje proizvoda sa specifikacijom, uticaj na ne vise od jednog
CQA i/ili veéi uticaj na karakteristike procesa (za jednu procesnu fazu nemoguce je podesiti procesne

4 parametre u uobiCajenom opsegu specifikacije maSine za dobijanje meduproizvoda/proizvoda Zzeljenog
kvaliteta, ali moguce je prevazilazenje podeSavanjem blizu limita tehnikih specifikacija masine ili sa
alternativnom opremom, procedurom, itd.).

Srednja
Rezultat van specifikacije kod viSe od jednog parametra kvaliteta osim CQA i/ili srednji uticaj na

3 karakteristike procesa (za vie od jedne proizvodne faze je neophodno podeSavanje procesnih parametara u

uskom opsegu, da bi se dobio meduproizvod/proizvod Zeljenih karakteristika).
Niska
Malo odstupanje u parametru kvaliteta osim CQA i/ili nizak uticaj na karakteristike procesa (samo za

2 jednu proizvodnu fazu je neophodno podeSavanje procesnih parametara u uskom intervalu za dobijanje

meduproizvoda Zeljenih karakteristika). Bez uticaja na kvalitet proizvoda.
Veoma niska
Bez rezultata van specifikacije i odstupanja i/ili nizak uticaj na karakteristike procesa (moguce podeSavanje

1 procesnih parametara u Sirem opsegu za sve proizvodne faze u cilju dobijanja meduproizvoda/proizvoda

zeljenog kvaliteta). Bez uticaja na kvalitet proizvoda i robustnost procesa.
Verovatnoca (P)
Veoma visoka
5 Veoma visoka verovatnoca odstupanja/neusaglaSenosti
Odstupanje/neusaglasenost je neizbezna i ponovice se kod svake serije.
Visoka
Visoka verovatnoca odstupanja/neusaglasenosti
4 Pojava odstupanja/neusaglaSenosti je sigurna i dokazana relevantnim iskustvom sa proizvodom (scale-up

slicnim proizvodima.

serije/probe/validacija/prethodno proizvedene serije) ili povezana sa iskustvom ponovljenih neuspeha sa

Srednja
Srednja verovatnoca pojave odstupanja/neusaglaSenosti

3 Verovatnoca pojave odstupanja/neusaglasenosti je primec¢ena tokom scale-up serije/proba/validacije/prethodno

Ako se ispostuju procedure, moguénost odstupanja/neusaglasenosti je minimalna.

proizvedenih serija na drugim proizvodnim lokacijama ili drugoj proizvodnoj opremi i sa sli¢cnim proizvodima.

Niska
Niska verovatnoca pojave odstupanja/neusaglasenosti

2 Verovatno¢a pojave odstupanja/neusaglasenosti je primecena kod jedne ili nekoliko scale-up

opremi i sa sli¢nim proizvodima, sumnja na povremeno odstupanje/neusaglasenost.

serija/proba/validacija/prethodno proizvedenih serija na drugim proizvodnim lokacijama ili drugoj proizvodnoj

Veoma hiska
Nema verovatno¢e ili izrazito niska verovatnoca pojave odstupanja/neusaglaSenosti

1 Nije bilo pojave serije neodgovarajuceg kvaliteta ranije sa istim ili sliénim proizvodom, bez oéekivane
verovatnoce dogadaja.
Detektabilnost (D)
Veoma niska
1 Nema mogucénosti detekcije odstupanja/neusaglasenosti. Reklamacija proizvoda posle pustanja serije ili
tokom/posle studije stabilnosti.
Niska
2 Nevalidirana (manuelna ili automatska) detekcija (npr. vizuelna inspekcija sudova posle operacije). Detekcija
tokom finalnog testiranja.
Srednja
Jedan manuelni operativni validirani sistem detekcije, koji nije direktna mera odstupanja/neusaglasenosti (npr.
3 in-procesni parametri (IPC) nisu direktno povezani sa odstupanjem/neusaglasenoséu). Detekcija posle

operacije procesa i tokom sledecih operacija procesa.

45



Tabela 3.15. Kvalitativna i kvantitativna skala za procenu parametara rizika (S, P, D) u FMEA
(nastavak)

Detektabilnost (D)

Visoka
4 | Manuelni operativni validirani sistem detekcije je direktna mera odstupanja/neusaglasenosti (npr. IPC
odstupanje). Detekcija tokom operacije procesa.

Veoma visoka
5 | Validirani automatski sistem detekcije koji je direktna mera odstupanja/neusaglasenosti. Dva ili vise manuelnih
operativnih validiranih sistema, direktnih ili indirektnih (npr.opseg i IPC). Detekcija pre operacije procesa.
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3.2.5 Uspostavljanje design space-a

Uticaj kriti¢nih parametara procesa izabranih putem FMEA, na kriti¢ne atribute kvaliteta proizvoda,
analiziran je koris¢enjem vestackih neuronskih mreza pomocu softvera TIBCO Statistica® Softvare
13.5.0 (StatSoft Inc.). Podaci iz 32 eksperimentalna ciklusa su podeljeni u set za trening, validaciju i
testiranje (25:5:2). Mreza viseslojnih perceptrona (MLP) je obuc¢ena koris¢enjem algoritma povratnog
Sirenja. Najbolja mreza je izabrana na osnovu najmanjih RMS vrednosti (engl. Root Mean Square -
kvadrat aritmeticke sredine) za skup podataka o treningu, validaciji i testiranju. Validirani model je
iskoris¢en za definisanje design space-a za proces liofilizacije.

3.2.6 lzgradnja i primena vestacke neuronske mreze

Vestacka neuronska mreza je izgradena koris¢enjem softvera: TIBCO Statistica® Softvare 13.5.0
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD). Ulazni podaci za mrezu su bili pH vrednosti rekonstituisanog rastvora
iz 9 serija (5 serija ¢uvanih na temperaturi od 20 °C i 4 serije na temperaturi od -30 °C) i vreme (u
mesecima) tokom ispitivanja stabilnosti (0 meseci — inicijalno, 3 meseca, 6 meseci, 9 meseci, 12
meseci, 18 meseci, 24 meseca, 30 meseci, 36 meseci). Pet mreznih izlaza su odgovarali sadrzaju
esomeprazola i Cetiri neCisto¢e (neCisto¢a 4-hidroksi sulfida, necisto¢a sulfona, 5-metoksi-1H-
benzimidazol-2-sulfinska kiselina, 4-hidroksi necisto¢a). Podaci iz 81 eksperimentalne serije su
podeljeni na skupove za trening, validaciju i testiranje mreza (64:13:4). Mreza viSeslojnih perceptrona
(MLP) je obucena koris¢enjem algoritma povratnog Sirenja (back-propagation algoritma). Najbolja
mreza je izabrana na osnovu najmanjih RMS vrednosti za skup podataka o obuci, validaciji i testiranju.
Validirani model je iskoris¢en za uspostavljanje design space-a procesa liofilizacije.
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4.0 Rezultati i diskusija

4.1 Ispitivanje kinetike degradacije API, studija stabilnosti i analiza
uticaja faktora kriti¢nih za dobijanje stabilnog gotovog proizvoda

4.1.1  Proizvodnja i ispitivanje esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju

Esomeprazol prasak za rastvor za injekciju/infuziju sadrzi 40 mg esomeprazola u obliku esomeprazol-
natrijum, koji je koriS¢en kao aktivna supstanca tokom proizvodnje. Veli¢ina serije esomeprazol
praska za rastvor za injekciju/infuziju je 35,265 kg (35,020 I), odnosno 17.000 bocica.

Formulacija esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju prikazana je u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Proizvodna formula esomeprazol prasak za rastvor za injekciju/infuziju

Naziv sirovine Uloga

.. Aktivna supstanca
Esomeprazol-natrijum

(API)
Dinatrijum-edetat Kompleksirajuée sredstvo
Natrijum-hidroksid Sredstvo za podesavanje pH vrednosti
Voda za injekcije” Rastvaraé

* Uklanja se tokom procesa liofilizacije.

Prvi korak u proizvodnji esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju, 40 mg je podrazumevao
pripremu bulk rastvora, koji je dobijen jednostavnim rastvaranjem ¢vrstih, lako rastvorljivih polaznih
sirovina u vodi za injekcije (engl. Water for injections - WFI), podesavanjem pH vrednosti rastvora
(na pH 10,8-11,8) i dodavanjem rastvaraéa (WFI) do propisane finalne zapremine. Sistem za
aseptiénu pripremu rastvora i prvu filtraciju (filtracija smanjenja biooptereCenja) se sastoji od
pripremnog suda, filterske jedinice i prihvatnog suda (Lurgi TPS AG, Bubendorf, Svajcarska).
Priprema bulk rastvora je pracena sterilnom filtracijom i punjenjem rastvora u staklene bocice, koje
su dalje delimi¢no zatvorene utiskivanjem gumenog ¢epa na masini Sterifill F200 (IMA, Firfield, CT,
SAD). Da bi se efikasno izvrSio proces liofilizacije koji sledi u liofilizatoru Lyomax 16 (BOC
Edwards Pharmaceuticals Systems, Tonavanda, NY, SAD) bocice su samo delimi¢no zatvorene. Na
samom kraju procesa proizvodnje, vrsi se inspekcija potpuno zatvorenih 1 zapertlovanih bocica (na
poluatomatskoj masini za vizuelnu inspeckiju V90+, Seidenader, Markt Scwaben, Nemacka). Sve
proizvodne faze su predstavljene u dijagramu toka procesa (Slika 19), gde je prikazan pregled svih
procesnih i in-procesnih parametara za svaku proizvodnu fazu.
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Voda za injelcije

Dinatrijum-zdatat I']]{a‘vf}j%
medanje

Izgled rastvora =10-15 *C

pH rastvora Voda za injekeije

Sadrzz) 02 Natrijum-hidroksid
Priprema 3%
NaOH

pH sastvora

Ezomeprazol-natrijum

Izgled rastvora
pH rastvora _ _
o P Finalno mesanje
Voda za injekcije t=10-15 °C
Izgled rastvora
pH rastvora
it 02 Mikrobiotoska
S filtracija Priprema
Bioburden primarnog
Bakterijl endotoksini v pakovnog
. . materijala
Sterilna filtracija i
Izgled rastvora punjene
Kontrola mase pujenja = |,
Kontrola pozicije éepa
Integritet filtera Liofilizacija
v
Zatvaranje
i pertlovanje
bodica
Test zaptivenosti bofica ———= )/
Vizualna
inspelocija
v
Palovanje i

etiketiranje

Slika 19. Dijagram toka procesa proizvodnje esomeprazol prasak za rastvor za injekciju/infuziju;
sirovine su prikazane crvenim slovima; IPC uokviren sivom bojom

Pregled opreme koja se koristi u svakoj od proizvodnih faza tokom procesa proizvodnje esomeprazol
praska za rastvor za injekciju/infuziju prikazan je na Slici 20.

Priprema rastvora za @
injekciju

Filter

Bioburden filtracija
rastvora za injekciju

« Sternilna filtracija rastvora

za injekciju

Prihvatnisud

Matinz za punjenje i
delimitno zatvaranje

Autoklav®

botica

Liofilizator | Liofilizacuja injekecionog
rastvora
kapica ™ Staklene bocice

Stenilizacija lio Depuogegizacija Tunel za sterilizaciju |
cepova L Punjenje injekcionog boéica depirogenizaciju
rastvora
Masina za pranje
boéica
Sterilizacija alu Pertlovanje bodica I
Masina za
i ; - ; Magina za
pertlovanie Vizuelni pregled boéica ; .
vizuelni pregled
* Autoklav za sterilizaciju opreme, gumenih zatvarafa i alukapica

Slika 20. Spisak opreme za proizvodnje esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju

49



Sve serije APl esomeprazol-natrijum koje su koris¢ene u proizvodnji su prethodno ispitane. Rezultati
celokupnog fizicko-hemijskog ispitivanja su bili u okviru propisanih specifikacija (specifikacije
odobrenih proizvodaca API - Jubilant Life Sciences, Indija i Uquifa, Spanija su prikazane u Tabeli
4.2).

Tabela 4.2. Specifikacija ispitivanja esomeprazol-natrijuma

Test Deklarisana vrednost Metoda
Osobine
- Jubilant Beo, skoro beo ili svetlo krem prasak Vizuelna
- Uquifa Bela do zuc¢kasto bela Cvrsta supstanca
Rastvorljivost (Ia_tarlﬁo rastvorljiv u vodi i gotovo nerastvorljiv u Ph. Eur. 1.0L.
pH (Uquifa) 10,3-11,3 Ph. Eur. 2.2.3
-IR Pozitivha
(Jubilant i Uquifa) Ph. Eur.2.2.24,
- HPLC Pozitivna -
(Jubilant) DMF
- Tegt za I_\Iatruym Odgovara zahtevima za natrium Ph Eur. 2.3.1a
(Jubilant i Uquifa)
Voda
- Jubilant Izmedu 8,0% i 12,0% Ph. Eur. 2.5.12.
- Uquifa Max 6,0%

Teski metali

Manje od 20 ppm

USP <231> metod 11

Srodne supstance HPLC
- Jubilant

Necistoca D (Sulfon)
Necistoca E (N-oksid)
Nepoznata pojedinacna necistoca
Ukupne necistoce

- Uquifa

Necistoca A

Necistoca B

Necistoca C

Necistoca D

Necisto¢a E

Necistoca F

Necisto¢a G

Necistoca H

Necistoca I
Maksimalno nepoznatih
Ukupne necistoce

Necistoca A (MBT) Najvise 0,10%
Necistoca B (Desmetoksi) Najvise 0,10%
Nedistoc¢a C (Sulfid) Najvise 0,10%

Najvise 0,20%
Najvise 0,10%
Najvise 0,10%
Najvise 0,50%

Najvise 0,1%
Najvise 0,1%
Najvise 0,1%
Najvise 0,1%
Najvise 0,1%
Najvise 0,1%
Najvise 0,1%
Najvise 0,1%
Najvise 0,1%
Najvise 0,10%
Najvise 1,0%

DMF"**

Opticka cistoca HPLC

Interna HPLC metoda

(anhidrovana baza)

- R-izomer (Necistoca F) Najvise 0,20%

Opticka necistoéa DME**
R-omeprazol Najvise 0,2%

Sadrzaj HPLC Ne manje od 98,0% i ne vise od 102,0% m/m DME**

Napomene: * DMF (engl. Drug master file — glavni dokument o sirovini) DMF OIyIN/[O]/050-13.04.12 od proizvodaca
Jubilant Life Sciences, Indija, **DMF AP/04/2015-09-30 od proizvoda¢a Uquifa, Spanija
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Tabela 4.2. Specifikacija ispitivanja esomeprazol-natrijuma (nastavak)

Test Deklarisana vrednost Metoda
Zaostali rastvaraci GC
- Jubilant:
Metanol Najvise 3000 ppm
Toluen Najvise 890 ppm
Metil izobutil keton Najvise 5000 ppm
Metil etil keton Najvise 5000 ppm DME**
Cikloheksan Najvise 3880 ppm
Mezitil oksid Najvise 40 ppm
- Jubilant i Uquifa
Dihlrometan Najvise 600 ppm
- Uquifa:
Etanol Najvise 1000 ppm

Napomene: * DMF (engl. Drug master file — glavni dokument o sirovini) DMF OMN/[O]/050-13.04.12 od proizvodaca
Jubilant Life Sciences, Indija, **DMF AP/04/2015-09-30 od proizvodaca Uquifa, Spanija

Sve serije esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju proizvedene su u skladu sa GMP
zahtevima i specifikacijama utvrdenim za ovaj proizvod.

Finalni proizvod esomeprazol prasak za rastvor za injekciju/infuziju je ispitan u skladu sa testovima,
metodama i kriterijumima prihvatljivosti koji su opisani u Specifikaciji gotovog proizvoda (Tabela
4.3), dok je obrazloZenje za svaki od testova dato u Tabeli 4.4. Specifikacija esomeprazol praska za
injekciju/infuziju sastoji se od zahteva vazece Ph. Eur. i dodatnih, interno propisanih testova za ovaj
farmaceutski oblik.
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Tabela 4.3. Specifikacija gotovog proizvoda (esomeprazol prasak za rastvor za injekciju/infuziju, 40

mg)

R.b. Test Metoda

Deklarisana vrednost

LIOFILIZIRANI PROIZVOD

1. Izgled Vizuelno, interni propis*

Beo do skoro beo porozni
kolac ili prasak

2. Identifikacija

Esomeprazol UV, interni propis* Pozitivna
HPLC, interni propis* | Pozitivna
Edetat HPLC, interni propis* | Pozitivna
Natrijum Talozna reakcija, interni | Pozitivna
propis*
3. Ujednacenost doziranog Ph. Eur. 2.9.40 L1: AV<I15
oblika (preko Variranja L2: ni jedan pojedinacni
mase) sadrzaj nije manji od 0,75 M ni
veéiod 1,25 M
4. Voda Potenciometrijski, Release: Najvise 3,0%
Ph. Eur. 2.5.12 Shelf-life: Najvise 5,0%
5. Vreme rekonstitucije Interni propis* Najvise 60 s

REKONSTITUISANI PROIZVOD

6. Izgled Vizuelno, interni propis*

Bistar, bezbojan do slabo zuti
rastvor, prakti¢no bez vidljivih
Cestica

granice vidljivosti
Cestice > 10 pm
Cestice > 25 um

Bistrina rastvora Ph. Eur. 2.2.1 Bistar
Boja rastvora Ph. Eur. 2.2.2 Najvise Y5 ili GYs
7. Ispitivanje Cestica ispod Ph. Eur. 2.9.19, Metoda |

Najvise 6000 cestica/bocica
NajviSe 600 Cestica/bocica

8. pH Potenciometrijski, 9,0-11,0
Ph. Eur. 2.2.3
9. Ispitivanje ispravnosti Ph. Eur. 2.9.17 Ne manje od 5,0 ml
punjenja
10. | Sadrzaj esomeprazola HPLC, interni propis* | 95 - 105%

(38,0 — 42,0 mg/5 ml)

* Napomena: metoda detaljno objasnjena u poglavlju 3.2.2
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Tabela 4.3. Specifikacija gotovog proizvoda (esomeprazol prasak za rastvor za injekciju/infuziju, 40

mg) (nastavak)

R.b. Test Metoda Deklarisana vrednost
11. | Srodne supstance: HPLC, interni propis*
- Sulfonska necistoca Release: Najvise 0.25%
Shelf-life: Najvise 0,4%
- 4-Hidroksi sulfonska Release: Najvise 0,2%
necistoca Shelf-life: Najvise 0,6%
- 4-Hidroksi nedistoca Release: Najvise 0,2%
Shelf-life: Najvise 0,9%
- 4-Hidroksi sulfidna Release: Najvise 0,2%
necistoca Shelf-life: Najvise 0,4%
- N-Metil izomeri Release: Najvise 0,2%
Shelf-life: Najvise 0,9%
- Nespecificirane, Najvise 0,2%
pojedinac¢no
- Ukupne Release: Najvise 1,5%
Shelf-life: Najvise 2,5%
12. | Sterilnost Ph. Eur. 2.6.1 Sterilan
13. | Bakterijski endotoksini Ph. Eur. 2.6.14, Metod | Najvise 3,125 IU/mg
C

* Napomena: metoda detaljno objasnjena u poglavlju 3.2.2

Tabela 4.4. Obrazlozenje specifikacije esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju

Test | ObrazloZenje kriterijuma prihvatljivosti

Liofilizirani proizvod

Izgled Test Izgled se zahteva u skladu sa ICH vodi¢em za specifikacije.
Specifikacija potvrduje izgled liofiliziranog proizvoda [71].

Identifikacija Ispitivanje identifikacije potvrduje da je farmaceutski proizvod

- Esomeprazol pozitivan na prisustvo lekovite supstance, kao i edetata i natrijuma.
Izvodi se u skadu sa trenutno vaze¢im ICH vodi¢em za specifikacije,

- Edetat HPLC i UV metodama opisanim u poglavlju 3.2.2; HPLC metoda se

- Natrijum koristi za esomeprazol i edetat, a reakcija precipitacije za natrijumov

jon [71]. Hromatogrami poredbenog rastvora i ispitivanog rastvora
esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju dobijeni tokom
identifikacije eseomeprazola i ispitivanja sadrzaja esomeprazola Su
prikazani na Slikama 21-22.

Hromatogrami rastvaraca, poredbenog rastvora i ispitivanog rastvora
esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju dobijeni tokom
identifikacije edetata prikazani su na Slikama 23-25.

Ujednacenost doziranog oblika
(preko Variranja mase)

Ispitivanje odgovara zahtevima vazece Ph. Eur. 2.9.40 za
parenteralne proizvode, praska za injekcije ili infuzije [28].

\Voda

Ispitivanje se zahteva na osnovu ICH vodic¢a za specifikacije za
rekonstituciju farmaceutskih oblika za parenteralnu primenu.
Grani¢ne vrednosti specifikacije su definisane na osnovu podataka
dobijenih u toku razvoja formulacije i ispitivanja stabilnosti.
Procedura ispitivanja je opisana u trenutno vazecoj Ph. Eur. 2.5.12

[28, 71].
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Tabela 4.4. Obrazlozenje specifikacije esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju

(nastavak)

Test

| ObrazloZenje kriterijuma prihvatljivosti

Rekonstituisani proizvod

Vreme rekonstitucije

Ispitivanje se zahteva u skladu sa ICH vodi¢em za specifikaciju za
rekonstituciju farmaceutskih oblika za parenteralnu primenu.

Grani¢ne vrednosti specifikacije su definisane na osnovu podataka
sakupljenih u toku razvoja formulacije i ispitivanja stabilnosti [71].

Izgled
Bistrina rastvora
Boja rastvora

Test Izgled se zahteva u skladu sa ICH vodi¢em za specifikacije [71].
Specifikacija potvrduje izgled rekonstituisanog proizvoda i odgovara
zahtevima vazece Ph. Eur. 2.2.1 za parenteralne preparate, injekcije
ili infuzije [28].

Grani¢ne vrednosti specifikacije za boju su definisane na osnovu
komparativnog testiranja serije esomeprazol praska za rastvor za
injekciju/infuziju koja je bila predmet ove doktorske disertacije i
jedne proizvodne serije originatorskog leka. Procedure ispitivanja su
definisane u Ph. Eur 2.2.2 [28].

Ispitivanje Cestica ispod granice
vidljivosti

- Cestice > 10 um

- Cestice > 25 um

Odgovara zahtevima vazec¢e Ph. Eur. 2.9.19, Metoda | za
parenteralne proizvode [28].

pH

Ispitivanje koje se zahteva u skladu sa vaze¢im ICH vodi¢em za
specifikacije parenteralnih lekova [71].

Grani¢ne vrednosti su definisane na osnovu literaturnih podataka za
originatorski lek, kao i na osnovu podataka dobijenih u toku razvoja
formulacije i ispitivanja stabilnosti.

Ispitivanje ispravnosti punjenja

Odgovara zahtevima vazec¢e Ph. Eur. 2.9.17 za parenteralne
proizvode [28].

Sadrzaj esomeprazola

Ispitivanje koje se zahteva u skladu sa vaze¢em ICH vodi¢om za
specifikacije [71].

Srodne supstance:

-Sulfonska negistoca
-4-Hidroksi sulfonska necisto¢a
-4-Hidroksi necistoca
-4-Hidroksi sulfidna necgistoca
-N-Metil izomeri
-Nespecificirane, pojedinacno
-Ukupne

Specifikacija je u skladu sa ICH vodi¢em za specifikacije [71].
Granicne vrednosti specifikacije za specificirane necistoce su
postavljene na prag kvantifikacije za sulfonske necisto¢e i na pragu
identifikacije za ostale necistoce.

Granicne vrednosti specifikacije za nespecificirane necistoce su
podesene na prag identifikacije.

Limiti za necistoce u release i shelf life specifikaciji su definisani na
osnovu podataka sakupljenih u toku razvoja formulacije i ispitivanja
stabilnosti i poredenjem sa specifikacijom originatorskog leka,
imajuc¢i u vidu da je dokazano da su koli¢ine degradacionih
proizvoda sli¢ne onima u odobrenom originatorskom leku za humanu
upotrebu (detaljnije objasnjeno u poglavlju 4.1.2).

Sterilnost

Odgovara zahtevima vazec¢e Ph. Eur. 2.6.1 za sterilne proizvode [28].

Bakterijski endotoksini

Odgovara zahtevima vazece Ph. Eur. 2.6.14, Metod C za parenteralne
proizvode, prasak za injekciju/infuziju [28].

Limit za test bakterijski endotoksini definisan na osnovu podataka
sakupljenih u toku razvoja formulacije i ispitivanja stabilnosti, a
vodeéi se smernicama definisanim u Ph. Eur. 2.6.14.
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Peak Results
Name RT Area Symeetry Factor
1 Esomeprazol 7,494 2650751 1.0

Slika 21. Hromatogram poredbenog rastvora dobijen za testove identifikacija esomeprazola i sadrzaj
esomeprazola

Component Summary Table
Name: Esomeprazol

Sampie Name Val In Name Date Acquired RT Area Diution  Cal Curve id - Amount. mg/mi
1 44713-1 § 1 Esomeprazol 11.12.2014 20:02:46 CET 7,500 2859178 1,0000 3469 3848
Moan 7,500 2859177748 38.48
Man 3848
Max 38,48
% RSD
Auto-Scaled Chromatogram
0.20 e
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e
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:
w
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Slika 22. Hromatogram ispitivanog rastvora dobijen za testove identifikacija esomeprazola i sadrzaj
esomeprazola
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Component Summary Table

Name: Edetat
Sample Name Vial Inj Name Date Acquired RT Area Diuton CalCurve d
1 Rastvarac 1 1 Edetst 4112014 18:3800CET 0,663 1,0000
Mean 0,063

Auto-Scaled Chromatogram
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Slika 23. Hromatogram rastvaraca dobijen za test identifikacija edetata

Component Summary Table

Name: Edetat
Sample Name Vial In) Name Date Acquired RT Ares  Amount, mg CalCurve
Pocedbeni 2 1 Edetal 242014 1050.03 CEST 0026 496840
Vean 0926 496840
Sid. Dev
% RSD

Auto-Scaled Chromatogram

| |
0,154 §'
1 ’
1
0.10
2
0,05
0.00} ——
0.00 5,00 10,00 15.00

Mawtes

Slika 24. Hromatogram poredbenog rastvora dobijen za test identifikacija edetata
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Component Summary Table
Name: Edetat

Sample Name Vial Iy Name Date Acquired RT Area Diution Cal Curve
1 sptveni41301V 3 1 Edetat 242014 11.18:05CEST 0822 499556 1,0000 131
Mean 0922 490556379

Auto-Scaled Chromatogram
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Slika 25. Hromatogram ispitivanog rastvora dobijen za test identifikacija edetata
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4.1.2  Karakterizacija necisto¢a u esomeprazol prasku za rastvor za injekciju/infuziju

Osnovni zadatak ispitivanja stabilnosti je da se detektuju potencijalne promene koje se mogu desiti
tokom roka upotrebe proizvoda, kao i uslovi koji do njih dovode. Sa aspekta tri osnovna zahteva za
proizvod (bezbednost, efikasnost i kvalitet), neophodno je bilo odrediti kriticne parametre koji ¢e se
ispitivati tokom studije stabilnosti. U prvom redu to se odnosilo na definisanje stabilnosti ispitivane
aktivne supstance esomeprazol-natrijum.

U Tabeli 4.5, sumirani su opsti podaci o serijama esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju
koje su koris¢ene u ispitivanjima sprovedenim u okviru ove doktorske disertacije. Studijom
stabilnosti obuhvacene su serije proizvedene sa APl od dva proizvodaca (proizvodaca Jubilant Life
Sciences, Indija i proizvodaga Uquifa, Spanija). Serije za stabilnost zadovoljavaju sve kriterijume
kvaliteta propisane specifikacijom (Tabela 4.3).

Tabela 4.5. Prikaz serija gotovog proizvoda esomeprazol praska za injekciju/infuziju koje

su kori§¢ene u studiji stabilnosti
Naziv proizvoda
(INN/doza/farmaceutska Esomeprazol prasak za rastvor za injekciju/infuziju
forma)
P-1 P-4
Broj serije P-2 P-5
P-3 P-6
proizvodna proizvodna
Velic¢ina serije : :
(35,020 I, 17.000 bocica) (35,0201, 17.000 bocica)
Primarno pakovanje Bezbojno staklo, tip |
Bromobutil elastomerni zatvaraé¢
Alukapica flip
API (INN) Esomeprazol
API proizvodac Uquifa, Spanija Jubilant Life Sciences, Indija
1111006
(P-4)
A 10181029003 1111006
broj serije API (P-1, P-2, P-3) (75)
1202001
(P-6)
Rastvor koris¢en za natrijum-hlorid, rastvor za infuziju natrijum-hlorid, rastvor za
rekonstituciju 0,9% infuziju 0,9%

Necistoce koje se mogu naci u esomeprazol praSku za rastvor za injekciju/infuziju mogu se
klasifikovati kao necistoce koje poticu od puta sinteze API i one koje se svrstavaju u proizvode
degradacije.

APl esomeprazol-natrijum je S-enantiomer omeprazola, koji je meSavina S- i R- enantiomera.
Proizvodaci lekovite supstance, Uquifa i Jubilant Life Sciences, su identifikovali i specificirali
necistoce koje su u skladu sa monografijom u trenutno vazecoj Ph. Eur. za omeprazol (Uquifa) i
esomperazol magnezijum trihidrat (Jubilant) [28]. Pregled potencijalnih necistoca u API, kao i u
gotovom proizvodu i njihova karakterizacija prikazani su u Tabeli 4.6.
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Tabela 4.6. Necistoce u APl esomeprazol-natrijum i esomeprazol prasku za rastvor za

injekciju/infuzi

ju

Naziv neéistoce

Hemijsko ime

INaziv necistoce

INaziv necistoce

Degradacioni

dimetilpiridin-2-il)metil]sulfinil]-1H-
benzimidazol ((R)-omeprazol)

(R-Omeprazol

natrijum)

(R-izomer)

koriséen u radu (UQUIFA DMFY)  |(Jubilant DMF?)  |proizvod
Tiol necistoéa  [5-metoksi-1H-benzimidazol-2-tiol Or‘?epra’lzol Onlepra}zol Ne
Necistoca A Necistoca A
(Metmerkazol) (MBT)
Desmetoksi 2-[(RS)-[(3,5-dimetilpiridin-2-il)methil]| Omeprazol Ne¢istoca Omeprazol Ne
piridin negistoéa/sulfinil]-5-metoksi-1H-benzimidazol B (Desmetoksi) Necistoca B
(Desmetoksi)
Sulfidna 5-metoksi-2-[[(4-metoksi-3,5- v
negistoca dimetilpiridin-2-il)-metilJsulfanil]-1H- | Omeprazol Necistoca) ~ Omeprazol Ne
benzimidazol (ufiprazol) C (Tioetar) Negistoéa C (Sulfid)
5-metoksi-2-[[(4-metoksi-3,5- 0 | Negistod 0 |
Sulfonska dimetilpiridin-2-ilmetilJsulfonil]-1H- | Omeprazol Necistoca meprazo Da
necistoca benzimidazol (omeprazol sulfon) D (Sulfon) Necistoca D
(Sulfon)
4-metoksi-2-[[(RS)-(5-metoksi-1H- .
N-oksid benzimidazol-2-il)sulfinilmetil]-3,5- | Omeprazol Necistoca| ~  Omeprazol Ne
negistoca  (dimetilpiridin 1-oksid E (N-oksid) | Necistoca £ (N-
oksid)
8-metoksi-1,3-dimetil-12-tioksopirido
8-Metoksi- [1',2":3,4]imidazo[1,2-a] benzimidazol- | Omeprazol Necistoca -
tiokso necisto¢a 2(12H)-on F Ne
9-Metoksi- 9-metoksi-1,3-dimetil-12-tioksopirido
tiokso necistoca [[1',2":3,4]imidazo[1,2-a]-benzimidazol- | Omeprazol Necistoca - Ne
2(12H)-on G
2-[(RS)-[(4-hloro-3,5-dimetilpiridin-2- | Omeprazol Necistoca
Hloro netistoéa [jl)metil]sulfinil]-5-metoksi-1H- H (Hloro derivat) - Ne
benzimidazol
Sulfon N-Oksid |4-metoksi-2-[[(5-metoksi-1H- Omeprazol Necistoca
nedistoca benzimidazol-2-il)sulfonilJmetil]-3,5- | 1 (Sulfon N-oksid) Ne
dimetilpiridin 1-oksid (Sulfon N-oksid)
4-Hidroksi 2-[[(5-metoksi-1H-benzimidazol-2-il) -
sulfonska sulfonil]metil]-3,5-dimetil-4-piridinol ) Da
necistoca
4-Hidroksi 2-[[(5-metoksi-1H-benzimidazol-2-il) -
necistoca sulfinillmetil]-3,5-dimetil-4-piridinol ) Da
4-Hidroksi 2-[[(5-metoksi-1H-benzimidazol-2- -
sulfidna il)tiolmethil]-3,5-dimetil-4-piridinol ) Da
necistoéa
N-Metil izomeri [5-metoksi-2-[[(4-metoksi-3,5-dimethil-
(MeSavina 2- piridinil)metil]sulfinill]-1-metil-1H-
izomera sa benzimidazol i 5-metoksi-2-[[(4- -
metiliranim  metoksi-3,5-dimetil-2- Da
azotom piridinil)metil]sulfinil]-1-metil-1H- i
imidazola) benzimidazol
enantiomer 5-metoksi-2-[(R)- [4-metoksi-3,5 Negistoca F Ne

Napomena: lPrema Ph. Eur. Monografijom Omeprazol (07/2010:9420) izuzev za R-Omeprazol natrijum; 2 prema Ph.
Eur. Monografijom Esomeprazol magnezijum trihidrat (01/2009:2372) izuzev za Sulfon N-oksid

Da bi se definisao put razgradnje leka, uzorci esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju su
bili podvrgnuti stres studiji, kao i testiranju u ICH studiji stabilnosti.
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Tokom studije stabilnosti, definisano je pet potencijalnih degradacionih proizvoda ¢iji sadrzaji su
prelazili granice definisane u ICH smernicama. Detektovani degradacioni proizvodi su:

e Sulfonska neéistoca;

e 4-Hidroksi sulfonska necistoca;

e 4-Hidroksi necistoca;

e 4-Hidroksi sulfidna necistoca;

e N-Metil izomeri.

Hromatogrami rastvaraca, poredbenog rastvora i ispitivanog rastvora esomeprazol praska za rastvor
za injekciju/infuziju dobijeni tokom ispitivanja srodnih supstanci su dati na Slikama 26-28.

Chromatogram

500 10.00 15.00 20,00 25,00 30,00 3500 4000

Peak Results

Name RY Arca
1 Esomeprazol 20,577

Slika 26. Hromatogram rastvaraca dobijen za test srodne supstance
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Chromatogram
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Peak Results
Name RT Area  Symmetry Factor
1 Esomeprazol 20,536 83900 09

Slika 27. Hromatogram poredbenog rastvora dobijen za test srodne supstance

Chromatogram
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Peak Results
Nare RT ANea
1 2.540 4279
£
2 4.547 1606 /
3 4832 490 .2
4 5.180 1063
5 5.620 1868
6 6.339 4797
7  4-hydroxy sulphone impurity  8.122 4381
8 ' 4-hydroxy impurity 8.990 32956
9 11.959 5484
Peak Results
Name RT Aea
10 15.007 2033
11 sulphone impurity 16.714 626
12 ' 4-hydroxy sulphide impurity ' 16.386 3927
13 19.413 1625
14 Esomeprazol 20.030 35305240
15 N-methyl isomer 23.123 40573
16 34.435 7281
17 34.914 6422

Slika 28. Hromatogram ispitivanog rastvora dobijen za test srodne supstance
Esomeprazol-natrijum je veoma osetljiv na uticaj temperature, vlage, svetlosti i oksidacije. Dodatno,

njegova stabilnost u vodenom rastvoru je pH zavisna. Brzina njegove degradacije raste kako se
snizava pH vrednost rastvora. Zbog toga, pH rekonstituisanog rastvora je u opsegu pH 9-11 [24-27].
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Esomeprazol u prasku za rastvor za injekciju/infuziju se prevodi u sulfonsku necistocu kada dode do
S-oksidacije, a reakcijom oksidativnog O-dealkilovanja prelazi u 4-hidroksi necistocu.
Eksperimentalni podaci su pokazali da sulfonska necistoca i 4-hidroksi ne¢isto¢a nastaju pod uticajem
temperature. Porast nivoa sulfonske necistoce je zabelezen tokom stres studije stabilnosti, dok pri
uslovima kondicioniranja primenjenim tokom ICH studije stabilnosti, njen porast nije detektovan. Sa
druge strane, 4-hidroksi necisto¢a nastaje pri uslovima kondicioniranja kako tokom stres studije
stabilnosti, tako i1 tokom ICH studije, ali posto su ove reakcije temperaturno zavisne, one se odvijaju
znacajno sporije kada se uzorci ¢uvaju na nizim temperaturama. 4-hidroksi necistoca je izuzetno
nestabilna u vodenom rastvoru i dalje se razgraduje na 4-hidroksi sulfonsku necistocu i 4-hidroksi
sulfidnu necistocu (Slika 29). Koli¢ina ove dve necistoce se povecava U rekonstituisanom rastvoru
tokom perioda upotrebe (in-use).

Slika 29. Degradacija 4-Hidroksi necisto¢e u vodenom rastvoru esomeprazola

Prema relevantnim smernicama, predlozeni kriterijumi prihvatljivosti za proizvode degradacije u
ispitivanom farmaceutskom proizvodu mogu biti opravdani ako je koli¢ina produkta degradacije
sli¢na nivou koji je pokazan u odobrenom originatorskom leku za humanu upotrebu. Degradacioni
proizvodi u esomeprazol prasku za rastvor za injekciju/infuziju definisani su uporedivanjem
kvalitativnog i kvantitativnog profila necistoa dve pilot serije ispitivanog leka sa jednom
proizvodnom serijom originatorskog proizvoda. Primenjena je ista analiticka procedura za ispitivanje
stabilnosti. Rezultati su pokazali da su profili ne€istoca dva testirana proizvoda sli¢ni (Slika 30-33).
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Inicijalno ispitane serije
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Slika 30. Poredenje profila necistoca ispitivanog proizvoda i proizvoda originatora (inicijalno
ispitane)

Serije kondicionirane pri uslovima 40 °C/75%RH, 6 meseci
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Slika 31. Poredenje profila necistoca ispitivanog proizvoda i proizvoda originatora (40°C/75% RH,
6 meseci)
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Serije kondicionirane pri uslovima 30°C/60%RH, 6 meseci
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Slika 32. Poredenje profila necistoca ispitivanog proizvoda i proizvoda originatora (30°C/65% RH,
6 meseci)

Serije kondicionirane pri uslovima 25°C/60%RH, 6 meseci
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Slika 33. Poredenje profila necistoca ispitivanog proizvoda i proizvoda originatora (25°C/60% RH,
6 meseci)

U skladu sa relevantnom nau¢nom literaturom [71], predloZeni kriterijumi prihvatljivosti se mogu

smatrati pouzdanim, jer hemijska struktura detektovanih necistoca ne ukazuje na njihovu potencijalnu
genotoksi¢nost.
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Kao $to je ve¢ pomenuto, API esomeprazol-natrijum je prisutna u predlozenoj formulaciji kao S-
enantiomer omeprazola. Upravo iz tog razloga sprovedeno je ispitivanje prisustva R-enantiomer.
Ispitivanje je izvedeno na serijama navedenim u Tabeli 4.5, sa APl od dva proizvodaca.

Dizajn studije stabilnosti za ispitivanje R-enantiomera je prikazan u Tabeli 4.7. Uslovi
kondicioniranja i trajanje studije su odabrani tako da budu dovoljni da pokazu da li moze do¢i do
izomerizacije S-enantiomera u R-enantiomer u esomeprazol prasku za rastvor za injekciju/infuziju.

Tabela 4.7. Uslovi kondicioniranja i ucestalost testiranja R-enantiomera

Uslovi skladistenja

Vremenske tacke za testiranje
(meseci)

Ubrzana studija 40 °C £ 2 °C/75% = 5% RH 0,1,3i6

stabilnosti

Intermedijarna studija |30 °C £ 2 °C/65% = 5% RH 0,6112

stabilnosti

Dugotrajna studija 25 °C £ 2 °C/60% = 5% RH 0,6112

stabilnosti

Ispitivanje UV/VIS U skladu sa ICH Q1B
fotostabilnosti

Hromatogrami ispitivanog rastvora A, ispitivanog rastvora B i ispitivanog rastvora esomeprazol
praska za rastvor za injekciju/infuziju za seriju broj L1-3247/1 koris¢enoj kao primer, su dati na

Slikama 34, 35 i 36, redom.
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Slika 35: Hromatogram ispitivanog rastvora B
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Slika 36:Hromatogram ispitivanog rastvora esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju na
primeru serije broj L1-3247/1

Rezultati ispitivanja R-enantiomera u esomeprazol prasku za rastvor za injekciju/infuziju su dati u
Tabeli 4.8, a rezultati fotostabilnosti R-enantiomera u Tabeli 4.9.

Tabela 4.8. Rezultati ispitivanja R-enantiomera u esomeprazol prasku za rastvor za injekciju/infuziju

Vremenske tacke ispitivanja
40 °C/75% RH 30 °C/65% RH 25 °C/60% RH
Broj Inicijalno 1mesec | 3meseca | 6 meseci | 6 meseci 12 6 meseci 12
serije meseci meseci
P-1 0,20% 0,19% 0,20% 0,19% 0,19% 0,19% 0,19% 0,19%
P-2 0,20% 0,19% 0,20% 0,19% 0,19% 0,19% 0,19% 0,19%
P-3 0,20% 0,19% 0,19% 0,19% 0,19% 0,19% 0,19% 0,19%
P-4 <0,10% n.d. <0,10% <0,10% <0,10% <0,10% <0,10% | <0,10%
P-5 <0,10% n.d. <0,10% <0,10% <0,10% <0,10% <0,10% n.d.
P-6 <0,10% <0,10% <0,10% <0,10% <0,10% 0,11% <0,10% 0,10%
Napomena: n.d. — nije detektovano

Tabela 4.9. Rezultati ispitivanja fotostabilnosti R-enantiomera u esomeprazol prasku za rastvor
za injekciju/infuziju

Tip pakovanja
sli::i?e Inicijalno Direktno izloZene bo¢ice U spoljasnoj kutiji
P-1 0.20% 0,61% 0,19%
P-5 <0.10% 0,51% <0,10%

Rezultati su pokazali da pod uticajem temperature ne dolazi do izomerizacije i nastanka R-
enantiomera. lIpak, rezultati ispitivanja fotostabilnosti su ukazali na to da svetlost katalizuje
izomerizaciju i da se R-enantiomer formira u uzorcima koji su bili direktno izlozeni svetlosti. U
uzorcima koji su bili zasticeni od svetlosti nije uocen porast sadrzaja R-enantiomer. Na osnovu
dobijenih rezultata i preporucenih uslova ¢uvanja, opravdano je da ispitivanje optic¢ke Cisto¢e ne bude
deo specifikacije ispitivanja gotovog proizvoda.

Kriterijumi prihvatljivosti za proizvode degradacije u esomeprazol prasku za rastvor za
injekciju/infuziju utvrdeni su uzimajuéi u obzir kriterijume prihvatljivosti necisto¢a u polaznoj API,
njihovo povecanje tokom studija stabilnosti leka u razvojnoj fazi i originatorskom proizvodu, kao i
predlozeni rok upotrebe i preporucene uslove skladiStenja za ispitivani proizvod.

66



4.1.3 Formalna studija stabilnosti esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju

Dizajn formalne ICH studije stabilnosti ukljucuje uslove skladiStenja i ucestalost testiranja datu u
Tabeli 4.10. Uslovi skladistenja 1 trajanje studije su odabrani tako da budu dovoljni da obuhvate
uslove Guvanja i kasnije upotrebe esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju. Studija
stabilnosti je sprovedena za Sest proizvedenih serija (Tabela 4.5).

Tabela 4.10. Uslovi ¢uvanja i ucestalost testiranja u toku formalne studije stabilnosti
esomeprazol praSka za rastvor za injekciju/infuziju

Uslovi skladiStenja Vremenske tacke za testiranje
(meseci)
Ubrzana studija stabilnosti 40 °C £2 °C/75% = [0*, 3i 6*
5% RH

Intermedijarna studija 30°C+£2°C/65% = 0%, 3,6,9, 12*, 18, 24*, 36*, 48 i
stabilnosti 5% RH 60*
Dugotrajna studija 25°C+£2°C/60% = 0% 3,6,9, 12*, 18, 24*, 36*, 48 i
stabilnosti 5% RH 60*

* * * * * 1
Drugo** 30 °C/75% RH go, 3, 6%, 9, 12*, 18, 24*, 36*, 48 i
Napomene:

* Vremenske tacke testiranja za evaluaciju in-use stabilnosti (stabilnosti u toku upotrebe)
** Samo za serije broj P-4, P-5 i P-6

In-use studija stabilnosti esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju je izvedena u skladu sa
smernicama ‘ 'Note for Guidance on In-use Stability Testing of Human Medicinal Products and Note
for Guidance on Maximum Shelf-life for Sterile Products for Human Use after First Opening or
Following Reconstitution’’ [78, 79]. Studija je sprovedena kako bi se obezbedile informacije vezane
za oznacavanje adekvatnog roka upotrebe na etiketama proizvoda, definisanje uslova skladiStenja 1
in-use perioda za rekonstituisani proizvod. Rekonstitucija esomeprazol praska za rastvor za
injekciju/infuziju je izvedena sa natrijum-hlorid, rastvorom za infuziju 0,9%.

In-use studija je izvedena na dve proizvedene serije, po jednoj od svakog proizvodaca API, inicijalno
i na po jednoj seriji API od oba proizvodaca u definisanim intervalima ispitivanja, prikazanim u
Tabeli 4.5. Kriticni parametri kvaliteta ispitivanog farmaceutskog proizvoda, podlozni promenama,
su evaluirani na kraju predlozenog in-use roka upotrebe (12 sati nakon rekonstitucije, kada se rastvor
cuva na 30°C). Sa ciljem da se proceni kompatibilnost u upotrebi, bocice sa rekonstituisanim
rastvorom su ¢uvane u horizontalnom polozaju.

Ispitivanje fotostabilnosti je izvedeno na dve proizvedene serije esomeprazol praska za rastvor za
injekciju/infuziju, po jednoj od svakog proizvodaca API. Uslovi ispitivanja fotostabilnosti su u skladu
sa ICH Q1B, a izvor svetlosti odgovara Opciji 2. Uzorci su bili izloZeni svetlosti koja je omogucila
ukupno osvetljenje, ne manje od 1,2 miliona luks sati i integrisanu ultraljubicastu energiju od oko
200W po kvadratnom metru [75].

Specifikacija ispitivanja proizvoda tokom studije stabilnosti ukljucuje one atribute farmaceutskog
proizvoda koji su ocenjeni kao podlozni promenama tokom kondicioniranja i ¢ija promena moze
uticati na kvalitet, bezbednost i/ili efikasnost leka. Sva ispitivanja i kriterijumi prihvatljivosti za gotov
proizvod su dati u Tabeli 4.3. Raspored ispitivanja je predstavljen u Tabeli 4.11. Procedura
sprovodenja analitickih metoda za svaki od testova je ista kao i za ispitivanje gotovog proizvoda za
pustanje leka u promet. Sve metode su validirane i dokazane, a opisane su u delu materijali i metode
(3.2.2).
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Tabela 4.11. Raspored ispitivanja

Test Ucestalost ispitivanja
Liofilizirani proizvod
Izgled u svakoj definisanoj vremenskoj tacki
Voda u svakoj definisanoj vremenskoj tacki
Vreme rekonstitucije u svakoj definisanoj vremenskoj tacki
Rekonstituisani proizvod
Izgled
-Bistrina rastvora u svakoj definisanoj vremenskoj tacki

-Boja rastvora

Ispitivanje cestica ispod granice
vidljivosti

-Cestice > 10 pm

-Cestice > 25 ym

pH u svakoj definisanoj vremenskoj tacki
Sadzaj:

-Esomeprazol

Srodne supstance:

-Sulfonska necistoca
-4-Hidroksi sulfonska necisto¢a
-4-Hidroksi necisto¢a
-4-Hidroksi sulfidna necisto¢a
-N-Metil izomeri
-Nespecificirane, pojedinacno

u svakoj definisanoj vremenskoj tacki

u svakoj definisanoj vremenskoj tacki

u svakoj definisanoj vremenskoj tacki

-Ukupne
Sterilnost na kraju ubrzanih uslova kondicioniranja, godi$nje na
intermedijarnim i dugotrajnim uslovima kondicioniranja
Bakterijski endotoksini na kraju ubrzanih uslova kondicioniranja, godisnje na
intermedijarnim i dugotrajnim uslovima kondicioniranja
4131 Procena stabilnosti

Rezultati dobijeni za ispitivanje stabilnosti na ubrzanim, intermedijarnim i dugotrajnim uslovima
ispitivanja stabilnosti pokazuju sledece:
e Za svih Sest ispitivanih serija rezultati u tackama ispitvanja — inicijalno, nakon 3 i nakon 6
meseci su u okviru specifikacijskih granica pri uslovima 40 °C/75% RH;
e Zasvih Sest serija rezultati u tackama ispitvanja — inicijalno, nakon 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48 i
60 meseci su u okviru specifikacijskih granica pri uslovima 25 °C/60% RH.

41311 Rezultati dobijeni za uslove ¢uvanja 30°C/65% RH:

Rezultati zabelezeni tokom ispitivanja sprovedenih na liofiliziranom proizvodu u toku studije
stabilnosti pri uslovima 30 °C/65%RH su sledec¢i:
e lzgled: tokom 36 i 48 meseci nije doSlo do promene izgleda liofiliziranog leka u poredenju sa
pocetnim uzorkom. U svim pregledanim uzorcima liofilizirani kolac¢ je bio bele boje. Nakon
60 meseci promene su uocene, liofilizirani kola¢ je zutosmede boje, Sto je bio rezultat van
specifikacije prema definisanim Kriterijumima prihvatanja (specificirano: Beo do skoro beo
porozni liofilizirani kolag ili prasak).

68



Sadrzaj vode: doslo je do povecanja vrednosti ovog parametra tokom ispitivanja stabilnosti.
Rezultati su bili u rasponu od 1,7 — 5,8%. Svi dobijeni rezultati, osim rezultata nakon 60 meseci
za jednu seriju (seriju broj P-5, sa rezultatom od 5,8%), bili su u skladu sa specifikacijskim
granicama, najvise 5,0%.

Vreme rekonstitucije: tokom 60 meseci nije bilo promena. Svi su rezultati bili u rasponu od 22
s do 35 s. Svi dobijeni rezultati su u skladu sa specifikacijskom granicom - najvise 60 s.

Rezultati zabelezeni tokom ispitivanja sprovedenih na rekonstituisanom proizvodu u toku studije
stabilnosti pri uslovima 30 °C/65%RH su sledec¢i:

Izgled: nije bilo promena u izgledu, bistrini i boji kondicioniranih rastvora u poredenju sa
pocetnim uzorkom. Svi rastvori su bili bistri i boja rastvora bila je unutar kriterijuma
prihvatljivosti (najvise Y5 ili GY5). Takode, svi ispitivani rastvori su bili prakti¢éno bez
vidljivih Cestica.

Ispitivanje Cestica ispod granice vidljivosti: U ovoj studiji stabilnosti izvedena su ispitivanja za
vidljive i Cestice ispod granice vidljivosti. U svim ispitivanim uzorcima rezultati za vidljive i
Cestice ispod granice vidljivosti su bili u specifikacijskim granicama.

pH: nije bilo promena pH vrednosti rastvora tokom ispitivanja stabilnosti. Svi su rezultati bili
u rasponu pH 10,1-10,8. Svi dobijeni rezultati bili su u skladu sa specifikacijskim granicama
(pH 9,0-11,0).

Sadrzaj: tokom studije stabilnosti doslo je do blagog pada sadrzaja API. Dobijeni rezultati bili
su unutar specifikacijskih granica (+ 5% od deklarisane vrednosti), osim za jednu seriju (broj
P-6) nakon 60 meseci (37,6 mg/5 ml — 94%). Rezultati za sve ispitivane serije su se kretali u
opsegu 38,1 — 40,9 mg/5 ml (95,3 — 102,3%).

Srodne supstance: praceno je pet specificiranih identifikovanih neéistoca, nespecificirane i
ukupne necistoc¢e. Sve specificirane identfikovane necistoce bile su u specifikacijskim
granicama tokom ispitivanja stabilnosti u trajanju od 60 meseci.

Sulfonska necistoc¢a: neznatno povecéanje sulfonske necistoce zabeleZeno je za seriju broj P-4,
vrednost inicijalno <0,10%, do maksimum 0,21% (vremenska tacka 60 meseci) i seriju broj P-
6, vrednost inicijalno <0,10%, do maksimum 0,18% (vremenske tacke 12, 36 1 60 meseci), dok
su za sve ostale serije zabeleZeni rezultati u opsegu <0,10% - 0,13%.

4-hidroksi sulfonska necistoca (RRT 0,42), 4-hidroksi necisto¢a (RRT 0,46), 4-hidroksi
sulfidna necisto¢a (RRT 0,81) i N-metil izomeri (RRT 1,16) su proizvodi razgradnje
esomeprazola. Specifikacijske granice za ove nec€istoce definisane su u skladu sa uporednim
rezultatima za ispitivani proizvod i proizvod originatora, dobijenim tokom ispitivanja
stabilnosti za 6 meseci (objasnjeno u poglavlju 4.1.2, Karakterizacija necisto¢a u esomeprazol
prasku za rastvor za injekciju/infuziju) i oéekivano poveéanje specificiranih necistoca tokom
60 meseci pri intermedijarnim uslovima skladistenja (30 °C/65%RH). Granice za ove necistoce
prosirene Su u specifikaciji.

Dokazano je da su 4-hidroksi sulfonska necistoca i 4-hidroksi sulfidna necistoca degradacioni
proizvodi u rastvorima tokom upotrebe (12 sati nakon rekonstitucije, kada se rastvor ¢uva na
sobnoj temperaturi), dok ove necisto¢e nisu uocljive ili su otkrivene s malim vrednostima u
sveze pripremljenim uzorcima (ex-tempore ispitanim uzorcima). Dobijeni rezultati tokom 60
meseci za sve tri testirane serije bili su: za 4-hidroksi sulfonsku necisto¢u u rasponu od n.d.
(nije detektovano) do <0,10% (inicijalno uvek <0,10%), a za 4-hidroksi sulfidnu necisto¢u u
rasponu od n.d. do <0,10% (inicijalno nije detektovano).

Primeceno je povecanje 4-hidroksi necisto¢e kao proizvoda razgradnje esomeprazol-natrijuma
koji nastaje pod uticajem temperature. Dobijeni rezultati za sve serije za necisto¢u 4-hidroksi
su bili u rasponu 0,22-0,67% (inicijalno n.d. do <0,10%), dok su specifikacijske granice najvise
0,9%.

Nespecificirane necisto¢e: Tokom 60 meseci ispitivanja stabilnosti nije primeceno povecanje
nespecificiranih necistoc¢a. Nespecificirane necisto¢e nisu detektovane ili su njihove vrednosti
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bile do <0,10% (inicijalno uvek <0,10%).

Ukupne necistoce: povecanje ukupnih necistoca tokom ispitivanja stabilnosti praceno je
povecanjem nivoa necistoce 4-hidroksi i N-metil izomera. Rezultati dobijeni za sve serije bili
su u rasponu 0,35-1,49% (inicijalno <0,10%-0,20%). Specifikacijske granice su najvise 2,5%.
Sterilnost: Ovaj je test je izvrSen inicijalno 1 godiSnje tokom ispitivanja stabilnosti. Svi
analizirani uzorci su sterilni.

Bakterijski endotoksini: Ovaj je test je ispitivan inicijalno i godiSnje tokom ispitivanja
stabilnosti. Svi su rezultati bili u okviru specifikacijskih granica.

413.1.2 Procena stabilnosti za uslove kondicioniranja 30 °C/75%RH

Rezultati zabelezeni tokom ispitivanja sprovedenih na liofiliziranom proizvodu u toku studije
stabilnosti pri uslovima 30 °C/75%RH su slede¢i:

Izgled: tokom 36 meseci nije doSlo do promene izgleda liofiliziranog leka u poredenju sa
pocetnim uzorkom. U svim ispitivanim uzorcima liofilizirani kola¢ je bio bele boje. Nakon 48
I 60 meseci uocene su promene, liofilizirani kolac¢ je zutosmede boje, Sto je bio rezultat izvan
specifikacijskih granica (specificirano: beo do skoro beo porozni liofilizirani kola¢ ili prasak).
Prose¢na masa punjenja: tokom ispitivanja stabilnosti doslo je do neznatnog porasta ovog
parametra, ali ne u proporcionalnom odnosu sa vremenom. Promena prose¢ne mase punjenja
tokom ispitivanja stabilnosti prikazana je na Slici 37. Rezultati za sve serije, nakon 60 meseci,
bili su u rasponu 45,52-47,60 mg (100,4-105,0%). Pocetna vrednost bila je 45,12 mg (99,5%)
za prvu seriju broj P-4, 45,23 mg (99,8%), za drugu seriju broj P-5 i 43,40 mg (95,7%) tre¢u
seriju broj P-6. Dobijene vrednosti bile su unutar specifikacijskih granica, + 10% od
deklarisane vrednosti.
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Slika 37. Promena prose¢ne mase punjenja tokom studije stabilnosti (30°C/65% RH)

Sadrzaj vode: doslo je do poveéanja ovog parametra tokom ispitivanja stabilnosti. Promena
sadrzaja vode tokom studije stabilnosti prikazana je na Slici 38. Rezultati su bili u rasponu od
2,75-6,0%. Svi dobijeni rezultati, osim rezultata nakon 60 meseci za prvu seriju broj P-4
(6,0%) i tre¢u seriju broj P-6 (5,4%), bili su u skladu sa specifikacijskim granicama, najvise
5,0%. Rezultat nakon 48 meseci za drugu seriju broj P-5 bio je 4,96%, dok je dobijena
vrednost nakon 60 meseci bila 4,3%.
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Slika 38. Promena u sadrzaju vode tokom ispitivanja stabilnosti (30°C/65% RH)

Vreme rekonstitucije: Tokom 60 meseci nije bilo promena. Svi su rezultati bili u rasponu od
26 do 33 s. Pocetna vrednost bila je 30 s za prvu seriju broj P-4 i 50 s za drugu seriju broj P-5
i trecu seriju broj P-6. Svi dobijeni rezultati su u skladu sa specifikacijskim granicama - najvise
60 s.

Rezultati zabeleZeni tokom ispitivanja sprovedenih na rekonstituisanom proizvodu u toku studije
stabilnosti pri uslovima 30 °C/65%RH su slede¢i:

Izgled: nije bilo promena u izgledu, bistrini i boji kondicioniranih rastvora u poredenju sa
pocetnim uzorkom. Svi rastvori su bili bistri 1 boja rastvora bila je unutar kriterijjuma
prihvatljivosti (najvise Y5 ili GY5). Takode, svi ispitivani rastvori su bili prakticno bez
vidljivih Cestica.

Ispitivanje Cestica ispod granice vidljivosti: u ovoj studiji stabilnosti izvedena su ispitivanja za
vidljive i Cestice ispod granice vidljivosti. U svim ispitivanim uzorcima rezultati za vidljive i
Cestice ispod granice vidljivosti su bili u specifikacijskim granicama.

pH: nije bilo promena pH vrednosti rastvora tokom ispitivanja stabilnosti. Svi su rezultati bili
u rasponu pH 10,14-10,72. Pocetna vrednost bila je pH 10,4 za prvu (broj P-4) i trecu seriju
(broj P-6) i pH 10,5 za drugu seriju (broj P-5). Svi dobijeni rezultati bili su u skladu sa
specifikacijskim granicama (pH 9,0-11,0).

Sadrzaj: tokom studije stabilnosti doslo je do blagog pada sadrzaja API, ali neznacajnog sa
stanoviSta stabilnosti. Dobijeni rezultati bili su unutar specifikacijskih granica (£ 5% od
deklarisane vrednosti), osim za trecu seriju (broj P-6). Rezultati nakon 48 i 60 meseci za tre¢u
seriju bili su izvan specifikacijskih granica. Pocetne vrednosti i vrednosti dobijene nakon 48. i
60. meseca izrazene su u procentima 0d deklarisane koli¢ine i prikazane u Tabeli 4.12.

Tabela 4.12. Inicijalni i vrednosti sadrzaja API dobijeni nakon 48 i 60 meseci

. . Vrednost dobijena | Vrednost dobijena
Broj serije Inicijalna vrednost : :
nakon 48 meseci nakon 60 meseci
P-4 99,5% 95,5% 96,7%
P-5 99,3% 96,3% 96,1%
P-6 98,8% 92,0%/94,2% * 92,5%
Napomena: * ispitivanje/ponovno ispitivanje

e Srodne supstance: pet specificiranih identifikovanih necisto¢a, nespecificirane i ukupne

necistoce su praceni. Prijavljene su sve neéistoce ¢iji je sadrzaj bio veci od 0,01%.

Specificirane identifikovane necistoc¢e: Sve navedene identifikovane necistoée bile su u

definisanim granicama tokom ispitivanja stabilnosti u trajanju od 60 meseci.
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Sulfonske necistoce: blago povecanje sulfonske necisto¢e zabelezeno je za prvu seriju (broj
P-4), dok je za drugu (broj P-5) i trecu seriju (P-6) porast ove necistoce bio zanemarljiv.
Dobijene vrednosti bile su u rasponu 0,05-0,21% (u pocetku od 0,04% do 0,10%).
Specifikacijska granica za ovu necistocu bila je najvise 0,25%. Ta necisto¢a oznacena je kao
produkt razgradnje i neaktivni metabolit esomeprazola, tako da su limiti za tu necisto¢u u
specifikaciji proSireni na najvise 0,4%.

Nije bilo povecanja zbira necisto¢a 8-metoksi-tiokso i 9-metoksi-tiokso. Svi rezultati bili su
u rasponu od n.d.-0,04% (pocetna vrednost je bila 0,01%). Stoga se smatra da ova necistoca
nije produkt razgradnje API. 4-hidroksi sulfonska necistoca (RRT 0,42), 4-hidroksi necistoca
(RRT 0,46), 4-hidroksi sulfidna necisto¢a (RRT 0,81) i N-metil izomeri (RRT 1,16) su
proizvodi razgradnje esomeprazola, a specifikacijske granice za ove necisto¢e definisane su u
skladu sa uporednim rezultatima za ispitivani proizvod i proizvod originatora, dobijenim
tokom ispitivanja stabilnosti za 6 meseci (objasnjeno u delu 4.1.2, Karakterizacija necisto¢a
u esomeprazol prasku za rastvor za injekciju/infuziju) i o¢ekivano povecanje specificiranih
necistoca tokom 60 meseci pri intermedijarnim uslovima skladistenja (30 °C/65%RH).
Granice za ove necistoce prosirene su u specifikaciji.

4-hidroksi sulfonska necistoca i1 4-hidroksi sulfidna necisto¢a su proizvodi razgradnje u
rastvorima tokom upotrebe, stoga ove necisto¢e nisu uocljive ili su otkrivene s malim
vrednostima u uzorcima ex-tempore. Dobijeni rezultati tokom 60 meseci za sve tri testirane
serije bili su: za 4-hidroksi sulfonsku neéisto¢u u rasponu od n.d. do 0,09% (inicijalno n.d. do
0,02%), a za 4-hidroksi sulfidnu necisto¢u u rasponu od n.d. do 0,02% (inicijalno nije
detektovano).

Primecéeno je povecanje 4-hidroksi necistoce i N-metil izomera. Ove necistoce su produkti
razgradnje esomeprazol-natrijuma koji nastaju pod uticajem temperature. Dobijeni rezultati
za sve tri serije za neéisto¢u 4-hidroksi su bili u rasponu 0,16-0,72% (inicijalno n.d.-0,02%),
a specifikacijske granice su najvise 0,9%. Dobijeni rezultati za N-metil izomere za sve tri
serije bili su u rasponu od 0,17-0,85% (inicijalno 0,02%), a specifikacijske granice su najvise
0,9%.

Nespecificirane necistoce: tokom 60 meseci ispitivanja stabilnosti nije prime¢eno poveéanje
nespecificiranih necisto¢a. Nespecificirane ne¢istoce nisu detektovane ili su njihove vrednosti
bile do 0,08% (inicijalno nisu bile detektovane, a specifikacijske granice su najvise 0,2%).
Ukupne necistoce: povecanje ukupnih necistoa tokom ispitivanja stabilnosti praceno je
povecanjem nivoa necistoca 4-hidroksi i N-metil izomera. Rezultati dobijeni za sve serije bili
su u rasponu od 0,48-2,01% (inicijalno 0,09-0,12%). Specifikacijske granice su najvise 2,5%.
Opticka Cistoc¢a: ispitivanje je izvrSeno nakon 6, 12 i 36 meseci. Pocetna vrednost R-
enantiomera bila je 0,01% za prvu i drugu seriju (brojevi P-4 i P-5, redom) i 0,07% za tre¢u
seriju (broj P-6). Nakon 36 meseci, R-enantiomer nije otkriven u sve tri serije. Prema
dobijenim rezultatima zakljuceno je da R-enantiomer nije produkt razgradnje API pod
uticajem temperature, sto je ukazivalo na to da ovo ispitivanje treba iskljuciti iz specifikacije
ispitivanja leka.

Sterilnost: ovaj test je izvrSen inicijalno i godi$nje tokom ispitivanja stabilnosti. Svi analizirani
uzorci su bili sterilni.

Bakterijski endotoksini: ovaj test je ispitivan inicijalno i godiSnje tokom ispitivanja
stabilnosti. Svi su rezultati bili u okviru specifikacijskih granica.

41.3.1.3 In-use studija stabilnosti

Ispitivanje in-use stabilnosti izvrSeno je nakon 6, 12, 24, 36 i 60 meseci na dve proizvedene serije
(broj P-1 i P-5). Tokom perioda upotrebe uzorci su ¢uvani pri uslovima 40 °C/75%RH, 25
°C/60%RH, 30 °C/65%RH i 30 °C/75%RH, u toku 12 h. Bocice su drzane u horizontalnom polozaju.
Tokom in-use ispitivanja stabilnosti, promene boje rastvora i poveéanje u rezultatima srodnih
supstanci (necisto¢e na RRT 0,42 1 RRT 0,81, zbir 8-metoksi-tiokso i 9-metoksi-tiokso necistoca i
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nekoliko nespecificiranih necisto¢a) uoceni su kada su uzorci stabilnosti poredeni sa odgovaraju¢im
uzorcima ex-tempore. Svi dobijeni rezultati su bili u okviru specifikacijskih granica.
e Rezultati ispitivanja izgleda:
Za vreme in-use ispitivanja stabilnosti, boja rastvora je bila u rasponu od <Y5 do <GY5. Boja
njihovih odgovaraju¢ih uzoraka ex-tempore je bila od Y7 do <Y5. Prema rezultatima
stabilnosti potvrdena je specificirana boja za rastvor: najvise Y5 ili GY5.
Bistrina rastvora tokom in-use studije stabilnosti nije promenjena, osim za uzorke nakon 60
meseci gde je dobijen opalescentan rastvor pri uslovima kondicioniranja 40 °C/75%RH i 30
°C/75%RH.
e Rezultati ispitivanja srodnih supstanci:

Specificirane identifikovane necistoce: nije bilo promena u nivou sulfonske necistoce
poredenju sa rezultatima ex-tempore. ZabeleZeno je neznatno povecanje necistoce 8-metoksi-
tiokso 1 necisto¢e 9-metoksi-tiokso u uzorcima koji su bili u upotrebi, a koji su prethodno
kondicionirani 36 meseci. Dobijena je vrednost od 0,14%, koja je bila u okviru definisanih
specifikacijskih granica (najvise 0,25%).
4-hidroksi sulfonska necisto¢a i 4-hidroksi sulfidna necistoca su kritiéni faktori stabilnosti
leka tokom upotrebe. Rezultati za oba uslova kondicioniranja nakon 36 i 60 meseci, za 4-
hidroksi sulfonsku necistocu, za koju je specifikacijska granica najvise 0,6% i rezultati za 4-
hidroksi sulfidnu necisto¢a za koju je specifikacijska granica najvise 0,4%, zadovoljili su
propisane specifikacije.
Doslo je do smanjenja nivoa necisto¢e 4-hidroksi tokom perioda upotrebe. 4-hidroksi
necistoca bila je nestabilna u rastvoru i degradirala se na ostale dve necistoce, 4-hidroksi
sulfonsku necistocu i 4-hidroksi sulfidnu necisto¢u. N-metil izomeri su stabilni u rastvorima
i nije bilo promena tokom perioda upotrebe.
Nespecificirane necistoce: tokom perioda upotrebe primeceno je bago povecanje nekoliko
nespecificiranih necistoca. Svi rezultati su bili u specifikacijskim granicama od najvise 0,2%.
Najvisi dobijeni rezultat bio je 0,08% (RRT 0,27, nakon 6 i 24 meseca), dok su svi ostali
dobijeni rezultati za testiranu seriju bili u rasponu od n.d - 0,07%.
Ukupne necistoée: zapaZeno je povecanje ukupnih necisto¢a. Najveca vrednost primecena je
u uzorcima koji su prethodno bili kondicionirani 36 meseci pri uslovima 30 °C/75%RH -
2,04%, dok je specifikacijska granica najvise 2,5% (ex-tempore rezultat je bio 1,50%).

4132 Zakljucak formalnih studija stabilnosti esomeprazol praska za rastvor za
injekciju/infuziju

Ubrzana, intermedijarna i dugotrajna studija stabilnosti su izvedene na Sest proizvedenih serija, dok
je studija fotostabilnosti izvedena na dve proizvedene serije esomeprazol praska za rastvor za
injekciju/infuziju, po jednoj od svakog proizvodaca API (Uquifa i Jubilant).

Sistemski pristup je primenjen u evaluaciji informacija o stabilnosti prikupljenih tokom ispitivanja
stabilnosti, koje pokrivaju fizicko-hemijske 1 mikrobioloske karakteristike kvaliteta.

Rezultati formalne studije stabilnosti esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju su pokazali
da tokom 36 meseci ispitivanja na intermedijarnim i dugotrajnim uslovima kondicioniranja nisu
uocene znacajne promene u bilo kojem od analiziranih uzoraka. Svi kriti¢ni atributi kvaliteta, kao §to
su izgled liofiliziranog proizvoda, sadrzaj vode, vreme rekonstitucije, izgled rastvora, Cestice ispod
granice vidljivosti, pH, sadrzaj esomeprazola i srodnih supstanci, su bili u okviru specifikacijskih
granica. Znacajna promena sadrzaja vode u liofiliziranom proizvodu i sadrzaju esomeprazola je
zabeleZena nakon 60 meseci na intermedijarnim uslovima kondicioniranja u serijama sa Jubilant-
ovom API. lako su svi rezultati za izgled rastvora i srodnih supstanci ostali unutar specifikacijskih
granica nakon 48 i 60 meseci u intermedijarnim i dugotrajnim uslovima kondicioniranja, uoc¢ene
promene se mogu smatrati znac¢ajnim. Na ubrzanim uslovima kondicioniranja, rezultati su bili unutar
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propisanih specifikacijskih granica. Medutim, nakon Sest meseci skladiStenja zabeleZeno je najvece
poveéanje u rezultatu za specificirane necistoce. Pored toga, tokom formalne i in-use studije
stabilnosti, primecene su promene u izgledu rastvora (od <Y7 do Y5 ili GY5).

Sterilnost i sadrzaj bakterijskih endotoksina proizvedenih serija su ispitivani inicijalno i u finalnoj
tacki studije stabilnosti na ubrzanim uslovima kondicioniranja i jednom godi$nje na intermedijarnim
I dugotrajnim uslovima kondicioniranja. Svi rezultati su ispunili Kriterijume propisane
specifikacijom.

Ispitivanje fotostabilnosti ispitivanog proizvoda ukljucuje ispitivanje bocica koje su bile direktno
izloZzene svetlu, kao 1 ispitivanje bocica u originalnom pakovanju. Rezultati su pokazali da bocCice
treba Cuvati zasticene od svetlosti zbog neprihvatljive promene u izgledu liofiliziranog proizvoda i
rezultata za srodne supstance koji su dobijeni izvan specifikacijskih granica. Svi rezultati ispitivanja
bocica u originalnom pakovanju dobijeni su u okviru specifikacijskih granica.

Kompatibilnost esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju za odabranim sistemom
zatvorenog kontejnera je potvrdena kroz rezultate prikupljene tokom studije stabilnosti.
Na osnovu rezultata intermedijarne i dugotrajne studije stabilnosti koji su zadovoljili specifikacije,
predlozene su sledece preporuke za ¢uvanje proizvoda:
Tip primarnog pakovnog materijala: -bocica: bezbojno borosilikatno staklo, tip I,

-¢ep: bromobutil elastomer, FM 257/2,

-kapica: flip kapica.
Uslovi ¢uvanja: Cuvati ispod 30°C.
Bocice ¢uvati u originalnom pakovanju radi zaStite od svetlosti.
Rok upotrebe: 3 godine (3 godine pri uslovima 30 °C/65%RH i pri uslovima 30 °C/75%RH)
Rok upotrebe nakon rekonstitucije: Hemijska i fizicka in-use stabilnost rekonstituisanog rastvora je
dokazana tokom 12 h ¢uvanja na 30°C.
Sa mikrobioloske tacke gledista, osim ako metoda rekonstitucije iskljucuje rizik od mikrobioloske
kontaminacije, proizvod treba odmah koristiti. Ako se ne koristi odmah, vreme i uslovi ¢uvanja u
toku upotrebe su odgovornost korisnika.
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414  Analiza uticaja Kkriti¢nih faktora na dobijanje stabilnog gotovog proizvoda uvecane
serije

Sa ciljem da se dobije stabilan finalni proizvod gotovo dvostruko uvecane serije esomeprazol praska
za rastvor za injekciju/infuziju (scale-up sa 17.000 na 33.000 bocica), razmotreni su celokupan
proizvodni proces, kritiéni proizvodni koraci, kriti¢ni delovi opreme/sistema i faktori formulacije, a
polazec¢i od APl esomeprazol-natrijum. Esomeprazol-natrijum je nestabilna supstanca, osetljiva na
toplotu, oksidaciju i izuzetno osetljiva na kiselu hidrolizu, sa pojavom velikog broja degradacionih
proizvoda. Glavni proizvodi degradacije esomeprazola deSavaju se u uslovima termalne i oksidativne
degradacije [27]. Ova nestabilnost lekovite supstance uti¢e na nestabilnost gotovog proizvoda, koja
se ogleda u brzom padu pH vrednosti usled direktnog kontakta rastvora lekovite supstance sa
vazduhom. Tokom procesa proizvodnje, esomeprazol rastvor je konstantno u struji azota. Pocevsi od
pripremnog suda gde se API prvi put i dodaje, preko sistema zatvorenih cevi koje rastvor dalje vode
ka filtraciji smanjenja biooptere¢enja, a nakon toga 1 do sterilne filtracije i linije za punjenje, gde se
bocice napunjene rastvorom takode nalaze u struji azota, nakon ¢ega bivaju delimi¢no zatvorene
gumenim zatvaracem. Ovakav proces proizvodnje osigurava da su direktna izloZenost rastvora
vazduhu, a samim tim i uticaju kiseonika izbegnuti. Ipak, rastvor u delimi¢no zatvorenim napunjenim
bocicama je konstantno izloZen kiseoniku iz vazduha i to od momenta kada su napunjene do trenutka
zapocinjanja liofilizacije (¢epovi bocica su pozicionirani tako da obezbede neometanu liofilizaciju).
Dijagram toka procesa proizvodnje esomeprazol, praska za rastvor za injekciju/infuziju, 40 mg sa
opisom svakog proizvodnog koraka i svih materijala koji se u njima koriste, kao i CMA, CPP i CQA
i kriterijumi prihvatljivosti za svaki korak proizvodnje, dati su u Tabeli 4.13.
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Tabela 4.13. Dijagram toka procesa proizvodnje esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju
sa definisanim CPP, CMA, CQA i kriterijumima prihvatljivosti

Test
pritiska

rasta

max 0,01 mbar/180 s

procesnt | R st | ATRIBOT | PriFvATLOVOST!
E%%IAZ\}\(/ODNI Z’?‘PF;AMETRI ZA PROCESNE | KVALITETA ZA KRITICNE
podebljani) PARAMETRE (CQA o ATRIBUTE
(CPP)? podebljani) KVALITETA (CQA)
Brzina gasiranja min. 160 I/h
azotom
70-90% nakon svake
PRIPREMA Brzina mesanja dodate sirovine, a 40 —
RASTVORA 60% izmedu
Voda za injekcije L . min. 15 minuta nakon
Dinatrijum-edetat Trajanje mesanja dodatka svake sirovine pH 116-118
Esomeprazol-natrijum® | Temperatura 10-15°C
Voda za injekcije rastvora
Sadrzaj max. 0,5 mg/I
kiseonika
‘L PodesavanjepH 116-118
Pritisak filtracije 1,0 —1,5 bar
Trajanje filtracije ~ MaX. 60 min
FILTRACIA Test ispitivanja max._ forward - flow
SMANJENJA, integriteta filtera (F_F)—Odgovara_ N/P N/P
BIOOPTERECENJA (IT) pre filtracije min. Buble Point Test
(BP)= Odgovara
. .. max. FF=0dgovara
IT posle filtracije min. BP=Odgovara
'
Pritisak azota max. 0,6 bar
. .. max. FF=0Odgovara
IS:-II_LE'II'QFIQ,I&IEIZ’IAB A IT pre filtracije min. BP=Odgovara N/P N/P
IT posle filtracije max. FF=Odgovara
min. BP=Odgovara
v
Brzina maS$ine 140 + 20 bocica/min
. Masa punjenja 2,074 9 (2,054 9-2,094
PUNJENJE BOCICA 9) pH 10,8-11,8
Kontrola pozicije DA
cepa
'
Temperatura, Zamrzavanje: - 30 £ 1 Voda NajviSe 3,0%
pritisak i vreme °C/1000 mbar/2,5h
trajanja faza Primarno suSenje: - 5
tokom liofilizacije 1 °C—20 + 1 °C/0,220 Sadrzaj 95 - 105%
mbar/10 h—3 h esomeprazola
LIOFILIZACIJA Sekundarno susenje: 40
* 1 °C/0,220 Srodne Ukupne: NajviSe
mbar—0,01 mbar/4 supstance 1,5%
h—6 h

'

Napomene: 2 - Primeri procesnih parametara; ® — Kriti¢ni atributi materijala (CMA): Sadrzaj API; N/P — nije primenjivo
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Tabela 4.13. Dijagram toka procesa proizvodnje esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju
sa definisanim CPP, CMA, CQA i kriterijumima prihvatljivosti (nastavak)

procesnt | R st | ATRIBOT | PriFvATLOVOST!
E%%IAZ\}\(/ ODNI (P(,:APR;AM ETRI ZA PROCESNE | KVALITETA ZA KRITICNE
podebljani) PARAMETRE (CQA o ATRIBUTE
(CPP)? podebljani) KVALITETA (CQA)
ZATVARANJE I | Brzina maSine za 160 = 10 bo¢ica/min
PERTLOVANJE zatvaranje i N/P N/P
BOCICA pertlovanje bocica
'
Opticka vizuelna Odgovara zahtevima Ispitivanje >10 pm: Najvise 6000
VIZUELNA inspekcija od destica ispod  {estice/bocica
INSPEKCIJA strane operatera granice > 25 pm: Najvise 600
vidljivosti estice/bocica

Napomene: 2 - Primeri procesnih parametara

Bocice napunjene na samom pocetku procesa sterilne filtracije i punjenja, kao i one koje bivaju dalje
napunjene kako ovaj proces kontinuirano odmice, ¢uvaju se ispod laminara, a zatim i na policama
liofilizatora, ¢ekajuci da se ostatak celokupne veli€ine serije napuni u bocice i1 poreda u liofilizator,
odnosno da program liofilizacije zapo¢ne. Imajuéi to u vidu, uslovi okruzenja kojima je rastvor u
bocicama izloZen vazduhu (na prvom mestu temperatura, koja moZze ubrzati proces oksidativne
degradacije API), kao i vreme koje bocice provedu (engl. holding vreme — vreme zadrzavanja), od
momenta njihovog punjenja do momenta pocetka liofilizacije, su od najvece vaznosti za stabilnost
proizvoda. Temperatura koja se odrzava u laminaru, kao i temperatura polica, odgovara 20 °C, dok
sa druge strane, rastvor lekovite supstance postaje inertan i kao takav neosetljiv na potencijalne dalje
promene, na temperaturi zamrzavanja proizvoda od -30 °C (Sto je i temperatura prvog koraka
liofilizacije). pH vrednost rastvora delimi¢no zatvorenih bo¢ica izlozenih vazduhu pri temperaturi od
20 °C ostaje stabilan tokom samo 4 h, nakon ¢ega dostize vrednost koja je ispod specifikacijskih
granica (specifikacija: pH 10,8-11,8). Na Slici 39 prikazan je trend promene pH vrednosti rastvora u
napunjenim, delimi¢no zatvorenim bocicama, prilikom cuvanja na temperaturi od 20 °C u
uspostavljenom proizvodnom postupku.

Pregled promene pH vrednosti u delimiéno zatvorenim bodicama

11,8 usL
11,3

10,8 LSL

10,3

pH (10.8-11.8)

9,8
9,3

88
4 6 8 12 18 24

Holding vreme (h)

Serijal Serija2 Serija 3

Slika 39. Promena pH vrednosti rastvora u rastvoru esomeprazola bocica delimi¢no zatvorenih koje
su ¢uvane na 20 °C

Izuzev promene u pH vrednosti rastvora esomeprazola u bo¢icama koje su ¢uvane na ovaj nacin,
uocena je i promena u sadrzaju esomeprazola (Slika 40).
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Pregled promene sadrzaja esomeprazola u delimicno zatvorenim
boCicama
107
106
105
104
103
102
101
100

usL

99
98
97

Sadrzaj esomeprazola (95-105%)

96
95 LSL

4 6 8 12 13 24

Serija 1 Serija 2 Serija 2 Holding vreme (h)

Slika 40. Promena sadrzaja esomeprazola u rastvoru delimi¢no zatvorenih bocica ¢uvanih na 20 °C

Usled ove nestabilnosti, maksimalno vreme za koje delimi¢no zatvorene bocice smeju biti izlozene
vazduhu je znacajno smanjeno, a time i maksimalno vreme za koje cela serija rastvora mora biti
napunjena, a da se ne ugrozi kvalitet gotovog proizvoda. Skraceno vreme trajanja procesa punjenja,
ograniCava kapacitet liofilizatora i posledi¢no smanjuje broj "dobrih" boc¢ica gotovog proizvoda koje
su u skladu sa specifikacijama. Vreme od 4 h, za koje je potrebno zavrsiti punjenje celokupne serije
kako bi se maksimizirao prinos, ugrozava punjenje "male" serije, ¢ime se proizvodnja uveéane serije
od 33.000 bocica na ovaj nacin, ¢ini gotovo nemoguc¢om. Ovakav nerobustan proces proizvodnje,
prvenstveno sa aspekta faze punjenja koja nije reproducibilna, predstavlja ozbiljnu prepreku za scale-
up esomeprazol praska sa veli¢ine serije od 17.000 na 33.000 bocica.

Sa ciljem da se dobije stabilna pH vrednost rastvora koja ¢e omoguéiti punjenje celokupne serije
veli¢ine 33.000 bocica, uveden je korak direktnog zamrzavanja (pre-zamrzavanje), kako bi se rastvor
ucinio inertnim i time sprecio dalji pad pH vrednosti, odnosno stabilizovao rastvor esomeprazol-
natrijuma. Tokom proizvodnje, osim temperature od 20 °C koja je do tada kori$¢ena, napunjene
delimi¢no zatvorene bocice su podvrgavane pre-zamrzavanju na temperaturama polica liofilizatora
od -5 °C, -15 °C i -30 °C nakon punjenja, a pre zapocinjanja procesa liofilizacije. Za sve uzorke
napunjenih bocica koje su ¢uvane na razli¢itim temperaturama polica (20 °C, -5 °C, -15 °C i -30 °C),
izvrSeno je celokupno fizicko-hemijsko i mikrobiolosko ispitivanje. Imajuéi u vidu da su sve serije
kod kojih su varirane temperature pre-zamrzavanja proizvedene na isti nacin, validiranim
proizvodnim postupkom i da su osnovni zahtevi ispitivanja gotovog proizvoda zadovoljeni, akcenat
je bio na takozvanoj holding time (vreme zadrzavanja) studiji. Ispitivano je maksimalno vreme koje
delimi¢no zatvorene napunjene bocice rasvorom esomeprazol-natrijuma mogu da provedu od
trenutka punjenja do momenta pocetka liofilizacije na ovako zadatim temperaturama, sa ciljem da se
odabere najbolja temperatura koraka pre-zamrzavanja sa ovog aspekta. Trend promene pH vrednosti
rastvora esomeprazol-natrijuma zabelezenih tokom holding time studije predstavljen je na Slici 41.
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Trend pH rezultata tokom holding time studije

115

pH (10,8-11,8)
\ Serijalll{-30°C)
1 jall(-30°C)
—~——
105 4
“ SerijaX(20°C) .
- SerijalX (20°C)
_ SerijaVIIl{20°C)
SerijaVI1{20°C) Serije
= SerijaVl {20°C)
SerijaV{20°C)
SerijalV{20°C)
., Serijalll{20°C)
N 5
& i Serijall{20°C)
Holding vreme (h) - 12 18 Serijal (20°C)
24
Legenda za pH vrednosti: ™ 9-3,5 m9,5-10 10-10,5 10,5-11 m11-11,5 m11,5-12

Slika 41. Trend promene pH vrednosti tokom holding time studije na temperaturama 20 °C, -5 °C, -
15 °C i -30 °C, za rastvore esomeprazol-natrijuma u delimi¢no zatvorenim bocicama

Na osnovu zabelezenih rezultata, punjenje liofilizatora na temperaturi polica od -30 °C u poredenju
sa temperaturom od 20 °C, znacajno produzava vreme za koje rastvor esomeprazola ostaje stabilan i
bez promena njegovih fizicko-hemijskih i mikrobioloskih karakteristika (4 h na temperaturi od 20 °C,
u poredenju sa 24 h na -30 °C, nakon kojih pH i dalje ostaje u specifikacijskim granicama). Pored
toga, prethodno zamrzavanje na temperaturi koja odgovara onoj u prvom koraku programa
liofilizacije (zamrzavanje, temperatura od -30 °C) dovoljno je da obezbedi direktno zamrzavanje
rastvora u svim bo¢icama, pri ¢emu rastvor postaje inertan i sprecava se smanjenje pH vrednosti usled
izlaganja kiseoniku. Ovim bi se osiguralo da je kvalitet rastvora u napunjenim bocicama i do samog
kraja proizvodnog procesa isti kao i za finalni bulk rastvor na kraju pripreme. Vreme drzanja bocica
u fazi punjenja produzeno na ovaj nacin bi bilo dovoljno za scale-up do skoro dvostruko vece veli¢ine
serije.

Uvodenjem koraka pre-zamrzavanja, reSen je problem kratkog trajanja procesa punjenja, odnosno
omoguceno je da se celokupna veli¢ina uvecane serije napuni, bez ugrozavanja kvaliteta gotovog
proizvoda.

Sa ciljem da se razvije strategija kontrole za sve kriti¢ne parametre procesa i kriticne atribute kvaliteta

materijala u procesu proizvodnje scale-up serija esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju,
primenjen je Quality by design koncept.
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4.2 Primena Quality by design koncepta u optimizaciji procesa
proizvodnje esomeprazol praska za injekciju/infuziju

421 Analiza rizika i razvoj strategije kontrole kriti¢nih faktora za dobijanje stabilnog

proizvoda

Detaljna analiza svih kriti¢nih faktora za dobijanje stabilnog gotovog proizvoda sprovedena je
analizom rizika, sa ciljem da se razvije strategija kontrole za kriticne parametre procesa i kriticne
atribute kvaliteta materijala i time osigura optimizovan proces proizvodnje gotovo dvostruko uvecane
veli¢ine serije esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju.

Polaze¢i od QTPP, definisanog zajedno sa svim potencijalnim CPP i CMA, koji mogu da uti¢u na
proces proizvodnje ili proizvod, izvedena je FMEA, sa ciljem da se definiSe kontrolna strategija za
identifikovane CPP i CMA u proizvodnji.

Kako bi se izvrSila FMEA analiza esomeprazol praska za injekciju/infuziju, 40 mg pazljivo je
definisan QTPP (Tabela 4.14).

Tabela 4.14. QTPP esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju

QTPP element

Cilj

ObrazloZenje

Farmaceutski oblik

Prasak za rastvor za injekciju/infuziju

Gastri¢na antisekretorna terapija kada oralni
put primene nije mogug.

Doza koja je dizajnirana da se primeni

Put primene Intravenski . .
intravenski.
Doza 40 mg Uobicajena jacina leka.
CQAs CQA s u skladu sa specifikacijom:
Izgled Bistar, bezbojan do slabo Zuti rastvor,

prakti¢no bez vidljivih Cestica

Sadrzaj API 95-105%

Srodne supstance Ukupne: Najvise 1.5%
pH 10,8-11,8

Bakterijski endotoksini Najvise 3,125 1U/mg
Bioburden <10 cfu/100 ml
Sterilnost Sterilno

Ispitivanje  ispravnosti  punjenja | Najmanje 5,0 ml

Ujednacenost doziranog oblika
Voda

Ispitivanje
vidljivosti:
Cestice > 10 um
Cestice > 25 um

Cestica ispod granice

Odgovara Ph. Eur. 2.9.40
Najvise 3,0%

Najvise 6000 Cestice/bocica
Najvise 600 Cestice/bocica

CQA, CPP i CMA, kao i RPN koji su rezultat detaljne analize rizika predstavljeni su u Tabeli 4.15.
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Tabela 4.15. Rizik analiza za proizvodni proces esomeprazol praska za injekciju/infuziju

< g g s 5
_ o cma Efekat s 5 % £
<ZE E 5 ﬁ CPP odstupanja/neusaglasenosti %% = *§ 5
3050 2% & % 9z
CEvl 0888 2& & &
Brzina mesanja Potencijalni rizik . oq
o L o nekompletnog rastvaranja APl i 3 1 3
o Trajanje meSanja L
O ekscipijenasa
Test rasta pritiska nije zadovoljio
Temperatura, zahteve  nakon  sekundarnog
pritisak i vreme suSenja
trajanja faza Povecan sadrzaj vode liofilizata 5 2 30
= tokom liofilizacije uzrokuje poveéane srodne
2 a Test rasta pritiska ~ supstance i poslediéno manji
N O sadrzaj
<§E Sadrzaj API Neogovarajuci sadrzaj API 4 2 8
O
Potencijalni  rizik  povecanog
T . sadrzaja kiseonika u rastvoru
Sadrzaj kiseonika . . . .
U rastvory iznad maksmalryog 902voljenog i 5 3 45
posledicno oksidacija API, Sto
dovodi do manjeg sadrzaja
Potencijalni rizik od
) . . nekompletnog rastvaranja API, §to
Sadrzaj API Brz.ma.mesafl 13, dalje vodi ka rezultatima u 4 1 12
Trajanje meSanja .- .. .
a sadrz_a_Ju __kOJl odstupaju  od
O specifikacije
Test rasta pritiska nije zadovoljio
Temperatura, zahteve  nakon  sekundarnog
pritisak i vreme suSenja.
trajanja faza Povecan sadrzaj vode liofilizata 5 2 30
tokom liofilizacije uzrokuje povecane srodne
o Test rasta pritiska  supstance i posledicno manji
O sadrzaj
< Srodne supstance Potencijalni uticaj na srodne 4 9 8
g svih sirovina supstance gotovog proizvoda
Srodne Potencijalni  rizik  povecanog
supstance Sadrzaj Kiseonika _sadriaja ki_seonika u ra_stvorq
U rastvory iznad .mak5|ma!ne .(.jozvoljene i 5 3 45
a posledi¢no oksidacija API, S§to
O dovodi do rasta srodnih supstanci
Koli¢ina rastvora
natrijum-
hidroksida Degradacija API usled pH izvan
. . e o 4 2 24
Brzina dodavanja specifikacije
rastvora
pH Brzina mesanja
Potencijalni  rizik  povecanog
Sadrzaj kisconika sadria_ja kis_eonika u I'aS'[VOI'l:l,
usled izlaganja vazduhu, uzrokuje 5 3 45

[a
[a

(©]

u rastvoru

brz pad pH i posledi¢no rezultate
izvan specifikacije

OCENA RIZIKA

Napomena: L- nizak rizik (engl. Low); M — srednji rizik (engl. Medium)
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Tabela 4.15. Rizik analiza za proizvodni proces esomeprazol praska za injekciju/infuziju (nastavak)

<3 T . 3
- wo CMA/ Efekat % 5 E ot
zJdE2> cpp odstupanja/neusaglasenosti 2o = = =
<o JN S5 8 S
20<0 R e < z
—x2cox NS TS~ 34 o o
oa¥a Oacs?® > A o
Bakterijsl_d. Bioburden, NeogovaraquI B rezultati za
endotoksini bakterijski bioburden/bakterijske
“Bioburden endotoksini  svih endotoksine polaznih sirovina koji 4 2 1 8
—_— é sirovina dalje mogu uticati na bioburden i
Sterilnost o sterilnost gotovog proizvoda
!spltlvanje_ Brzina masine za Limiti za zapreminu
ispravnosti L T y )
o punjenje punjenja/ujednacenost doziranog
punjenja ; ! TR
; - Centralno oblika nisu zadovoljeni, §to 3 2 18
Ujednacdeno N . . .
- podesavanje doze  uzrokuje neodgovarajué¢u dozu za
stdoziranog & Masa punjenja acijenta
oblika 5 punjeny pact
Test rasta pritiska nije zadovoljio
Temperatura, zahteve  nakon  sekundarnog
pritisak i vreme suSenja
Voda trajanja faza Povecan sadrzaj vode liofilizata 5 2 30
tokom liofilizacije uzrokuje povecane srodne
a Test rasta pritiska  supstance i posledi¢no manji
O sadrzaj
3
a = Opticka vizuelna Tokom vizuelne inspekcije, nisu
888 inspekcija od sve bocice zadovoljile propisane 4 2 8
% g %* Q- strane operatera zahteve
LON (@)
Pritisak tokom
Sterilnost o sterilne filtracije Proizvod ne prolazi test sterilnosti 4 2 24
O IT filtera

Napomena: L- nizak rizik (engl. Low); M — srednji rizik (engl. Medium)

RPN svake pojedina¢ne neusaglasenosti/odstupanja je izra¢unata na osnovu numeric¢ke evaluacije tri
individualne komponente ocenjivanja: ozbiljnosti posledica neusaglasenosti, verovatnoce i detekcije
(opisano u delu 3.2.4.2). Ocene su za svaku od ovih komponenata dodeljene na osnovu znanja o
proizvodu i procesu proizvodnje, a u skladu sa skalom ocenjivanja prethodno objasnjenoj u Tabeli

3.14.

Graficki prikaz izracunatih RPN-ova svakog identifikovanih odstupanja/neusaglasenosti je prikazan

na Slici 42.
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i |:| I I
ol B0 L] || m n
Proizvod nije sterilan

00S za mehanitka onetiicenja
Povecana voda-visoke neistoce-
nizak sadriaj
00S za ujenacenost doziranog oblika
005 za ispravnost punjenja
BET sirovina utice na BET proizvoda
Bioburden sirovina uti¢a na bioburden proizvoda
BET sirovina utice na sterilnost proizvoda
Poveéan O2-nizak pH
Degradacija API usled 005 u pH

PRIORITETNI BROJ RIZIKA

Povecan O2-visoke neistoce CaA
Necistoce sirovina utitu na netistoce proizvodu I izgled
005 za test zaptivenosti-visoka voda-visoke necistoce-nizak sadriaj [ | sadriaj
Nepotpuno rastvaranje APl-nizak sadrZaj Il srodne supstance
Povecan 02-nizak sadriaj pH
API visokog/niskog sadriaja Sterilnost
00S za test zaptivenosti-visoka voda I siobudrden

R -~ |_| Bakterijski endotoksini
Nepotpuno rastvaranje API/ekscipijenasa H e

Ujednatenost doziranog oblika

EFEKAT NEUSAGLASENOSTI [ sadriaj vode

B Cestice ispod granice vidljivosti

Slika 42. Pregled RPN izracunatih za svaku identifikovanu neusaglasenost/odstupanje (obrazlozenje
za svaki RPN je dato u Tabeli 4.15); napomene: OOS - engl. Out Of Specification - rezultat izvan
specifikacije; BET - bakterijski endotoksini

Sva potencijalna odstupanja/neusaglasenosti su ocenjeni kao nizak rizik (dobijeni RPN-ovi su manji
od 40), izuzev onih koji su povezani sa slede¢im CQA: pH, sadrzaj esomeprazola i srodne supstance,
koji su ocenjeni kao srednji rizik (dobijeni RPN-ovi u rasponu od 40-99 za efekat
neusaglasenosti/odstupanja) i stoga su bili predmet daljeg razmatranja.

Kriti¢ni atributi kvaliteta gotovog proizvoda esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju,
dobijeni rizik analizom, sa najvisim RPN ocenom su pH (RPN 45), sadrzaj esomeprazola (RPN 45) i
srodne supstance (RPN 45). Sva tri CQA su potencijalno povezana sa rizikom poveéanog sadrzaja
kiseonika u rastvoru, usled njegovog izlaganja vazduhu, koji dovodi do brzog pada pH vrednosti i
posledi¢no do rezultata izvan okvira specifikacije. Ovo moze pokrenuti oksidaciju esomeprazola i
dovesti do porasta necistoca i rezultata izvan specifikacijskih granica za sadrzaj aktivne supstance.
Imaju¢i u vidu da je pH vrednost rastvora ocenjena kao najkriti¢nija za dostizanje zeljenog kvaliteta
esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju, sve varijable formulacije i proizvodnog postupka,
koje bi potencijalno mogle da uticu na dobijanje rezultata izvan specifikacije za ovaj CQA su
procenjene i prikazane su uz pomo¢ Ishikawa dijagrama kao alata za analizu rizika (Slika 43).
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PROMENUJIVE KOJE POTICU OD FORMULACIJE

API EKSCIPLJENSI FORMULACUA

- KRITICNE TEMPERATURE

1ZGLED
STABILNOST KONCENTRACLIA STABILNOST
pH VREDNOST BULK RASTVORA
SADRZAJ

KONCENTRACDA

INTERAKCLJE +—S5ADRZA) KISEONIKA

SRODNE
SUPSTANCE

OKSIDATIVNA

DEGRADACIIA VARLABILNOST

CILANI PROFIL
IZMEDU SERUA

KVALITETA

AT A . BRZINA
STRUJA AZOTA > STABILNOST DEL;M!CNQ ZAMRZAVANIA
IZATVORENIH BOCICA
SOBNA TEMPERATURA BRZINA
SADRZAJ KISEONIKA HLADENIA
VREME ZAMRZAVANIA
IZLAGANJE KISEONIKU HOLDING VREME » -
TRAJANJE FAZE PUNJENIA % — TE R AT P ROTNCBR
TEMPERATURA EEEATURN PROMVOO

ZAMRZAVANIA TEMPERATURA

PUNJENIE LAMINARA ZAMRZAVANIA {TEMPERATURA POLICA

OKRUZENJE FAZA PUNJENJA LIOFILIZACUA

PROMENUJIVE KOJE POTICU OD PROCESA PROIZVODNJE
Slika 43. Pregled varijabli formulacije i procesa koje bi mogle uticati na CQA-pH esomeprazol praska
za rastvor za injekciju/infuziju

Za vecinu formulacionih i procesnih varijabli istaknutih Ishikawa djagramom, dobra kontrola i
pozitivno iskustvo u vezi sa osiguranjem odgovarajuceg kvaliteta proizvoda su dokazani validiranim
procesnim parametrima i in-procesnom kontrolom koja se sprovodi (Tabela 4.13). Sa druge strane,
temperatura (temperatura prostorije, temperatura polica, temperatura zamrzavanja) kojoj je proizvod
izlozen, kao i duzina trajanja te izloZenosti (engl. holding time), su vise puta dovodeni u korelaciju sa
promenom pH vrednosti rastvora, kao kriti¢ni procesni parametri odgovorni za ovaj efekat. Zbog
toga, sa ciljem da se obezbedi bolja kontrola pH vrednosti rastvora, kao najkriti¢nijeg CQA, potrebno
je razviti design space koji je opisan odgovaraju¢im granicama CPP temperatura polica i CPP holding
vreme.

Uzimajuci u obzir faktore koji uti¢u na kvalitet liofiliziranog leka, odnosno na kontrolu pH vrednosti
esomeprazol rastvora, temperatura kojoj je proizvod izlozen (od temperature prostorije od 20 °C do
temperature zamrzavanja tokom programa liofilizacije od -30 °C) i vreme trajanja ove izloZenosti Su
detaljnije analizirane.

Kao $to je ve¢ prethodno detaljno opisano (tacka 4.1.4), sa ciljem da se dobije stabilna pH vrednost
rastvora, uveden je korak direktnog zamrzavanja (pre-zamrzavanje), kako bi se rastvor ucinio
inertnim i time sprecio dalji pad pH vrednosti, odnosno stabilizovao rastvor esomeprazol-natrijuma.
Tokom proizvodnje esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju, osim temperature od 20 °C
koja je do tada kori$¢ena, napunjene delimi¢no zatvorene bocice su podvrgavane pre-zamrzavanju,
na temperaturama polica od -5 °C, -15 °C i -30 °C nakon punjenja, a pre zapocinjanja procesa
liofilizacije. Za sve uzorke napunjenih bocica koje su ¢uvane na razli¢itim temperaturama polica (20
°C, -5 °C, -15 °C1-30 °C), za rastvor u delimi¢no zatvorenim napunjenim boc¢icama, prac¢eni su CQA
pH, sadrzaj i srodne supstance, u prethodno definisanim vremenskim intervalima ¢uvanja (holding
time tatke 0 h,2h,4 h, 6 h, 8 h, 10 h, 12 h, 24 h — od momenta kada je rastvor napunjen u bocice).

4.2.2  Razvoj design space-a procesa liofilizacije

Viseslojni perceptron (engl. multilayer perceptron - MLP) vestacka neuronska mreza je trenirana uz
pomo¢ rezultata iz 32 eksperimentalne probe (u kojima su varirani temperatura polica i holding
vreme). Mreza koja najbolje opisuje uticaj ovih ulaznih varijabli na pH vrednost rastvora bila je MLP
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sa tri sloja i strukturom 2-4-1. MLP je obuhvatila dva neurona u prvom ulaznom sloju (§to odgovara
ulaznim podacina — temperatura (20 °C, -5 °C, -15°C 1-30 °C) i vreme (O h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h,
12 h, 24 h), ¢etiri neurona u drugom skrivenom sloju i jednim neuronom u tre¢em sloju, koji odgovara
pH vrednosti rastvora, koja je koriS¢ena kao izlaz. Treniranje mreze je sprovedeno kroz 100 epoha uz
koriS¢enje algoritma back-propagation. Nakon treniranja, vrednosti za RMS gresku su bile 0,015 za
set za trenitanje, 0,006 za set za validaciju i 0,005 za test set. Ove vrednosti ukazuju na to da je mreza
na adekvatan nacin istrenirana i da je u stanju da predvidi pH vrednost rastvora esomeprazol-
natrijuma.

Na Slici 44a je prikazana povrsina odgovora, generisana uz pomo¢ validirane neuronske mreze, dok
Slika 44b prikazuje konturni dijagram. Povrsine su odabrane na osnovu specifikacijskih granica za
pH medijuma: izmedu pH 10,3 i pH 11,8.

Temperatura (°C)

> 11,625
Il < 11,625

Bl < 11,25
0 2 4 6 8 40 2 W4, 16 48 20 22 24 26:|<10,875

Holding vreme (sati) <105

(a) (b)
Slika 44. Uticaj temperature polica liofilizatora i holding vremena na pH vrednost rastvora
esomeprazol-natrijuma: a) povrsina odgovora; b) konturni dijagram

Na osnovu dobijenih rezultata, na Slici 44b prikazan je design space, odnosno granice temperature
polica liofilizatora (-10 °C do -30 °C) pri kojim pH vrednost rastvora esomeprazol-natrijuma ostaje
stabilna i u skladu sa specifikacijskim kriterijumima prihvatljivosti (pH 10,8-11,8), u toku definisanog
vremena zadrzavanja (holding vremena od 5-26 h).
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4.3 Primena algoritma uéenja za predvidanje profila stabilnosti esomeprazol
praska

Kao §to je ve¢ prethodno detaljno opisano, kriti¢ni korak procesa proizvodnje esomeprazol praska je
period izmedu procesa punjenja i liofilizacije, u kojem su sve bocice, delimi¢no zatvorene, u
potpunosti izlozene uslovima okruZzenja u kojima se nalaze. lzuzetna nestabilnost se ogleda u
variranju pH vrednosti rastvora, uzrokovanoj uticajem kiseonika. Ova nestabilnost dalje vodi ka
mnogim problemima kao $to su promene u sadrzaju srodnih supstanci, $to utiCe na sadrzaj
esomeprazola, tokom roka upotrebe. Polazec¢i od pH vrednosti bulk rastvora esomeprazol-natrijuma
(specifikacija: pH 10,8-11,8), koja opada razli¢itom brzinom u zavisnosti od uslova okruzenja kojima
je izlozena (temperatura prostora, sadrzaj kiseonika, vreme trajanja izlozenosti), otezana je kontrola
i predvidanje pH vrednosti rastvora za liofilizirani proizvod na kraju procesa porizvodnje
(specifikacija: pH 10,0-11,0) i posledi¢no, kontrola pH vrednosti tokom definisanog roka upotrebe
(36 meseci). Brzim padom pH vrednosti rastvora esomeprazol-natrijuma ugrozeni su kvalitet i
stabilnost proizvoda. Oba kriterijuma prihvatljivosti, pH bulk rastvora esomeprazol-natrijuma na
kraju pripreme i pH rastvora rekonstituisanog gotovog proizvoda, su definisani u sklopu zahteva ICH
vodica za specifikacije lekovitih preparata za parenteralnu primenu, a limiti su podeSeni u skladu sa
literaturnim podacima za inovatorski lek, kao i na osnovu podataka sakupljenih tokom razvoja
formulacije i rezultata studije stabilnosti (detaljnije u Tabeli 4.4). Posmatrajuci degradacioni profil
API 1 Cinjenicu da kombinacija alkalnog pH (koji odgovara specifikaciji rastvora esomeprazol-
natrijuma) i temperature moze uticati na pojavu brojnih necistoéa, a samim tim i na sadrzaj
esomeprazola, potrebno je izvrsiti procenu svih dostupnih rezultata ispitivanja pH vrednosti, kako bi
se pronasla korelacija izmedu pH vrednosti finalnog rastvora i pH vrednosti finalnog proizvoda, pod
svim uslovima ¢uvanja proizvoda.

Sa ciljem da se osigura kontrola pH vrednosti rastvora esomeprazol-natrijuma, koja posledi¢no utice
na stabilnost leka, serije esomeprazola, proizvedene na isti nacin, su ¢uvane u delimi¢no zatvorenim
bocicama 3 h na temperaturi od 20 °C i temperaturi -30 °C, nakon ¢ega su liofilizirane i postavljene
na dugotrajno ispitivanje stabilnosti u trajanju od 36 meseci. Cilj ove studije je bio da se primeni
algoritam dubokog ucenja za predvidanje profila stabilnosti esomeprazola i da se odrede limiti pH
vrednosti za rekonstituisani rastvor finalnog liofiliziranog proizvoda, koji ¢e osigurati da se kvalitet
proizvoda zadrzi tokom perioda cuvanja od 36 meseci.

43.1 Ispitivanja sprovedena za esomeprazol prasak za rastvor za injekciju/infuziju

Sa ciljem da se obezbedi najbolja mogucéa kontrola pH vrednosti rastvora, koja utice na pH vrednost
gotovog proizvoda, esomeprazol serije proizvedene na isti nacin su ¢uvane u delimi¢no zatvorenim
bocicama na sobnoj temperaturi (oko 20 °C) 1 na temperaturi koja odgovara koraku zamrzavanja
programa liofilizacije (-30 °C). Ove dve temperature su izabrane kao jedina dva ekstremna slucaja
koja su moguca da se dese tokom uspostavljenog procesa proizvodnje esomeprazol prasSka za rastvor
za injekciju/infuziju, na osnovu uslova okruzenja koji vladaju u proizvodnoj zoni. Nakon vremena
Cuvanja od maksimum 3 h na obe temperature, §to odgovara vremenu potrebnom da se napuni
celokupna veli¢ina serije, zapocet je proces liofilizacije za sve ispitivane bocice.

Od svih proizvedenih serija, 5 cuvanih na temperaturi od 20 °C i 4 serije na temperaturi od -30 °C
(Tabela 4.16), su odabrane da budu postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima dugotrajne studije
stabilnosti (25 °C/60% RH) i intermedijarne studije stabilnosti (30 °C/75% RH), u duZini trajanja
definisanog roka upotrebe proizvoda od 36 meseci.
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Tabela 4.16. Pregled serija esomeprazol praska za rastvor

koriS¢ene u predvidanju stabilnosti proizvoda

za injekciju/infuziju koje su

Tip probe

Delimi¢no zatvorene boc¢ice nakon
punjenja ¢uvane na temperaturi od
20 °C tokom maksimum 3 h pre

Delimi¢no zatvorene bocice nakon
punjenja ¢uvane na temperaturi od
-30 °C tokom maksimum 3 h pre

zapofinjanja programa liofilizacije | zapoc¢injanja programa liofilizacije

Velicina serije 67,98 L 67,98 L
33.000 bocica 33.000 bocica
Ukupan broj serija 115 17

Dugotrajni uslovi ispitivanja studije Bocice 5 serija ukupno: Bocice 4 serije ukupno:
stabilnosti (25 °C/60% RH) tokom roka serija 102:20C (25/60), serija 15:-30C (25/60),
upotrebe od 36 meseci* serija 38:20C (25/60), serija 17:-30C (25/60),

serija 48:20C (25/60), serija 2:-30C (25/60),

serija 5:20C (25/60), serija 3:-30C (25/60)

serija 65:20C (25/60)

Intermedijarni uslovi ispitivanja studije
stabilnosti (30 °C/75% RH) tokom roka
upotrebe od 36 meseci*

Nije primenjivo Bocice 2 serije ukupno:
serija 2:-30C (30/75),
serija 3:-30C (30/75)

* Napomena: bocice su tokom studije stabilnosti ¢uvane u originalnom pakovanju radi zastite od svetlosti.

Uslovi ¢uvanja i ucestalost testiranja su dati u Tabeli 4.17. Sadrzaj esomeprazola, necistoce i pH su
testirani u svakoj vremenskoj tac¢ki tokom kondicioniranja.

Tabela 4.17. Uslovi ¢uvanja i uCestalost testiranja esomeprazol proba

Uslovi skladiStenja Vremenske tacke za testiranje
(meseci)
Dugotrajni 25+ 2 °C/60 + 5% RH 0,3,6,9,12, 18, 24, 36
Intermedijarni 30+2°C/75+5% RH 0,3,6,9, 12,18, 24, 36

U okviru ove studije, rezultati ukupno 132 proizvedene serije su evaluirani (shema izvedenih
ispitivanja je prikazana u Tabeli 4.16).

4.3.2  Analiza uticaja pH vrednosti na stabilnost lekovitog proizvoda

Vrednost pH za bulk rastvora esomeprazol-natrijuma je podeSen tokom pripreme rastvora na vrednost
definisanu specifikacijom (pH 10,8-11,8) i to dodavanjem odgovarajuce koli¢ine rastvora natrijum-
hidroksida i ovo je jedini proizvodni korak u kojem se na pH vrednost rastvora moze direktno uticati
samim proizvodnim procesom. lzlaganje rastvora lekovitog proizvoda vazduhu povecava
koncentraciju kiseonika u rastvoru i rezultuje brzim padom pH vrednosti. Kao §to je ve¢ objasnjeno,
0vVo se prvenstveno deSava u rastvoru u delimi¢no zatvorenim bocicama, od trenutka njihovog
punjenja, do momenta pocetka procesa liofilizacije. Ovom nestabilno¢s¢u, pH vrednost finalnog
proizvoda nakon rekonstitucije je takode ugrozena i ne moze biti lako kontrolisana (specifikacija: pH
10,0-11,0). Povecan sadrzaj kiseonika u bulk rastvoru esomeprazol-natrijuma, ne samo da dovodi do
brzog pada pH vrednosti i posledi¢no do rezultata izvan specifikacije za ovaj in-procesni parametar,
ve¢ takode posledi¢no pokrece oksidaciju API i dovodi do rezultata izvan specifikacijskih granica za
srodne supstance i sadrzaj esomeprazola.

Rezultati koji se odnose na pH vrednost bulk rastvora esomeprazol-natrijuma i pH vrednost gotovog
proizvoda dobijeni za dve grupe ispitivanih proba (Tabela 4.16), su prikazani na Slikama 45 i 46,
redom.
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Slika 45. Poredenje rezultata ispitivanja pH vrednosti bulk rastvora esomeprazol-natrijuma za serije
esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju: (a) cuvane na 20 °C; (b) ¢uvane na -30 °C.
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Slika 46. Poredenje rezultata ispitivanja pH vrednosti gotovog proizvoda za serije esomeprazol praska
za rastvor za injekciju/infuziju: (a) ¢uvane na 20 °C; (b) ¢uvane na —30 °C.

Rezultati ispitivanja pH vrednosti gotovog proizvoda su vise pomereni ka gornjem limitu
specifikacijskih granica, za serije koje su ¢uvane na temperaturi od -30 °C (prose¢na vrednost: pH
10,69), nego za serije ¢uvane na temperaturi od 20 °C (prose¢na vrednost: pH 10,51). Ako se
posmatraju pojedinacne vrednosti, prve tri serije koje su ¢uvane na temperaturi od -30 °C, pokazuju
najvise vrednosti pH rastvora (pH 10,9, pH 10,8, pH 11,0, redom), dok ostale serije imaju uporedive
rezultate sa serijama cuvanim na 20 °C. Interni kontrolni limiti, koji su koris¢eni tokom pripreme
rastvora za sve ispitivane serije, u jedinom koraku proizvodnje gde je pH pod uticajem dodatka
rastvora natrijum-hidroksida, su podeseni da se suze limiti na opseg pH 11,8-11,6, kako bi se
iskljucile interindividualne razlike izmedu serija i tako sve ispitivane serije ucinile moguéim za
poredenje. lako su sve serije imale jednaki pocetni opseg za pH vrednost bulk rastvora esomeprazol-
natrijuma, analiziranjem svih predstavljenih rezultata zaklju¢eno je da je veci pad pH vrednosti uoc¢en
za serije ¢ije su delimi¢no zatvorene bocice Cuvane na temperaturi od 20 °C:

- pH pad za bocice ¢uvane na temperaturi od 20 °C je za 1,1-1,5 pH jedinicu;

- pH pad za bocice ¢uvane na temperaturi od -30 °C je za 0,8-1,2 pH jedinicu, $to je u proseku za 0,3
pH jedinice manje nego za serije cuvane na 20 °C pre liofilizacije.
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Pad pH vrednosti je posledica interakcije vazduha (kiseonika) sa rastvorom lekovite supstance.
Vreme kontakta izmedu kiseonika i rastvora je isto za serije izlozene kiseoniku na temperaturi od 20
°C 1 od -30 °C, ali sa znaCajnom razlikom da rastvor u delimi¢no zatvorenim bocicama izlozen
temperaturi zamrzavanja od -30 °C postaje momentalno inertan i kao takav otporan na sve dalje
potencijalne uticaje, odnosno na uticaj kiseonika. To je razlog zbog kojeg ove serije imaju manji pad
pH vrednosti.

Trend promene pH vrednosti rekonstituisanih rastvora gotovog proizvoda, dobijenih tokom
ispitivanja stabilnosti za serije koje su ¢uvane na temperaturama od 20 °C (a) i -30 °C (b) je prikazan
na Slici 47.
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Slika 47. Poredenje rezultata ispitivanja pH vrednosti dobijenih tokom studija stabilnosti za serije:
(a) ¢uvane na 20 °C; (b) ¢uvane na —30 °C.

Legenda: serije Cuvane na temeparturi od 20 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 102:20C
(25/60), 38:20C (25/60), 48:20C (25/60), 5:20C (25/60) i 65:20C (25/60); serije Cuvane na temeparturi od -30 °C,
postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 15:-30C (25/60), 17:-30C (25/60), 2:-30C (25/60) i 3:-30C
(25/60); serije ¢uvane na temeparturi od -30 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 30 °C/75% RH: 2:-30C
(30/75) i 3:-30C (30/75).

Poredenjem rezultata ispitivanja pH vrednosti rastvora gotovor proizvoda, dobijenih tokom roka
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upotrebe serija ¢uvanih na 20 °C, uocene su znac¢ajne razlike izmedu vremenskih tacaka u kojima je
vrseno testiranje: pH se nalazila u opsegu pH 10,3-11,0. Sa druge strane, pH vrednost serija koje su
Cuvane na temperaturi od -30 °C nisu varirale znacajno tokom roka upotrebe — opseg ovih pH
vrednosti je bio pH 10,4-10,8, na oba uslova ispitivanja stabilnosti (25 °C/60%RH i 30 °C/75%RH).
Stabilnija pH vrednost tokom roka upotrebe uo¢ena je za serije koje imaju visu inicijalnu pH vrednost
(za bulk rastvora esomeprazol-natrijuma, na kraju faze pripreme rastvora).

4.3.3 Pregled rezultata stabilnosti

Tokom studija stabilnosti, sadrzaj pet degradacionih proizvoda je bio iznad ICH limita za
prijavljivanje tokom perioda skladiStenja, zbog ¢ega su i identifikovane. Ovi degradacioni proizvodi
su:

sulfonska necisto¢a: omeprazol necisto¢a D (Ph. Eur.);

4-hidroksi sulfonska necisto¢a: omeprazol necistoca I (Ph. Eur.);

4-hidroksi necistoéa: proizvod termalne degradacije esomeprazola;

4-hidroksi sulfidna neéistoca: proizvod hidrolize u alkalnom vodenom rastvoru (pH 10,5) 4-
hidroksi esomeprazola;

e 5-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinska kiselina: proizvod hidrolize omeprazol neéistoce D.

4.3.3.1 Pregled rezultata ispitivanja sadrZaja esomeprazola i srodnih supstanci dobijenih
tokom studija stabilnosti

4.3.3.1.1Rezultati ispitivanja sadrZaja esomeprazola

Trend promene vrednosti sadrzaja esomeprazola u gotovom proizvodu tokom studija stabilnosti,
ispitivanog kod svih ispitivanih serija (Tabela 4.16), prikazan je na Slici 48:
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Slika 48. Trend promene vrednosti sadrzaja esomeprazola u gotovom proizvodu, dobijenih tokom
studija stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH i 30 °C/75% RH za serije ¢uvane na temeparturi od
20°Ci-30°C

Legenda: serije Cuvane na temeparturi od 20 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 102:20C
(25/60), 38:20C (25/60), 48:20C (25/60), 5:20C (25/60) i 65:20C (25/60); serije Cuvane na temeparturi od -30 °C,
postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 15:-30C (25/60), 17:-30C (25/60), 2:-30C (25/60) i 3:-30C

(25/60); serije ¢uvane na temeparturi od -30 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 30 °C/75% RH: 2:-30C
(30/75) i 3:-30C (30/75).
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Svi rezultati na oba uslova ispitivanja stabilnosti su u skladu sa specifikacijskim granicama. Rezultati
za sadrzaj esomeprazola u gotovom proizvodu tokom studija stabilnosti su se uglavnom kretali u
opsegu 98-102%. Sadrzaj esomeprazola nije varirao znacajno tokom studija stabilnosti pri oba uslova
ispitivanja (25 °C/60% RH i 30 °C/75% RH). Vece varijacije rezultata su uo¢ene pod uslovima 30
°C/75%RH, ali su rezultati bili u okviru specifikacijskih granica.

4.3.3.1.2  Rezultati za ispitivanja sadrzaja sulfonske necistoée (Necistoéa D)
Trend promene vrednosti sadrzaja sulfonske necisto¢e je analiziran za sve serije (Cuvane na

temperaturama od 20 °C i -30 °C), postavljene na studije stabilnosti pod uslovima 25 °C/60%RH i 30
°C/75%RH, a rezultati su prikazani na Slici 49:
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Slika 49. Trend promene vrednosti sadrzaja sulfonske necistoce tokom studija stabilnosti (25

°C/60%RH 1 30 °C/75%RH) za serije Cuvane na temperaturama od 20 °C i -30 °C

Legenda: serije uvane na temeparturi od 20 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 102:20C
(25/60), 38:20C (25/60), 48:20C (25/60), 5:20C (25/60) i 65:20C (25/60); serije Suvane na temeparturi od -30 °C,
postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 15:-30C (25/60), 17:-30C (25/60), 2:-30C (25/60) i 3:-30C
(25/60); serije ¢uvane na temeparturi od -30 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 30 °C/75% RH: 2:-30C
(30/75) i 3:-30C (30/75).

Svi rezultati su u bili okviru specifikacijskih granica, izuzev za jednu seriju ispitivanu pri uslovima
25 °C/60%RH (serija broj 5, cuvana na 20 °C, ali proizvedena sa serijom API koja je imala visok nivo
sulfonske necistoce u ulaznoj kontroli, a koja je nastavila svoj rast tokom cuvanja). Sadrzaj sulfonske
necistoce, sa izuzetkom serije broj 5:20 °C, osta0 je na istom nivou za oba uslova ispitivanja
stabilnosti (uglavnom sa sadrzajem od 0,1%).

4.3.3.1.3 Rezultati za ispitivanja sadrZaja 4-hidroksi necistoce
Trend promene vrednosti sadrzaja 4-hidroksi necisto¢e je analiziran za sve serije (Cuvane na

temperaturama od 20 °C 1 -30 °C), postavljene na studije stabilnosti pod uslovima 25 °C/60%RH 1 30
°C/75%RH, a rezultati su prikazani na Slici 50:
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Slika 50. Trend promene vrednosti sadrzaja 4-hidroksi necisto¢e tokom studija stabilnosti (25

°C/60%RH 1 30 °C/75%RH) za serije cuvane na temperaturama od 20 °C i -30 °C

Legenda: serije ¢uvane na temeparturi od 20 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 102:20C
(25/60), 38:20C (25/60), 48:20C (25/60), 5:20C (25/60) i 65:20C (25/60); serije Suvane na temeparturi od -30 °C,
postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 15:-30C (25/60), 17:-30C (25/60), 2:-30C (25/60) i 3:-30C
(25/60); serije ¢uvane na temeparturi od -30 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 30 °C/75% RH: 2:-30C
(30/75) i 3:-30C (30/75).

Sadrzaj 4-hidroksi necistoce je pokazao trend konstantnog rasta tokom studije stabilnosti pri oba
uslova ispitivanja. Ukoliko se posmatraju serije koje su postavljene na studiju stabilnosti pri oba
uslova (25 °C/60%RH i 30 °C/75%RH), nisu uocene razlike u vrednostima sadrzaja na razli¢itim
uslovima ¢uvanja. Na kraju roka upotrebe za sve serije sadrzaj ove necistoce je oko 0,5% - $to je
znacajno nize od propisane specifikacijske granice (najvise 0,9%).

4.3.3.14  Rezultati za ispitivanja sadrZaja 4-hidroksi sulfonske necistoce
Rezultati dobijeni za ispitivanje sadrzaja 4-hidroksi sulfonske necistoc¢e tokom studija stabilnosti za

sve ispitivane serije su bili oko 0%, ili necistoca nije bila detektovana (specifikacijom je propisano:
najvise 0,6%) i prikazani su na Slici 51:
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Slika 51. Trend promene vrednosti sadrzaja 4-hidroksi sulfonske necistoce tokom studija stabilnosti

(25 °C/60%RH 1 30 °C/75%RH) za serije ¢uvane na temperaturama od 20 °C i -30 °C

Legenda: serije ¢uvane na temeparturi od 20 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 102:20C
(25/60), 38:20C (25/60), 48:20C (25/60), 5:20C (25/60) i 65:20C (25/60); serije Cuvane na temeparturi od -30 °C,
postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 15:-30C (25/60), 17:-30C (25/60), 2:-30C (25/60) i 3:-30C
(25/60); serije ¢uvane na temeparturi od -30 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 30 °C/75% RH: 2:-30C
(30/75) i 3:-30C (30/75).

4.3.3.1.5  Rezultati za ispitivanja sadrzaja 4-hidroksi sulfidne necistoce

Trend rezultata dobijenih za ispitivanje sadrzaja 4-hidroksi sulfidne necistoce tokom studija
stabilnosti je prikazan na Slici 52:
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Slika 52. Trend promene vrednosti sadrzaja 4-hidroksi sulfidne necistocu tokom studija stabilnosti

(25 °C/60%RH 1 30 °C/75%RH) za serije ¢uvane na temperaturama od 20 °C i -30 °C

Legenda: serije Cuvane na temeparturi od 20 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 102:20C
(25/60), 38:20C (25/60), 48:20C (25/60), 5:20C (25/60) i 65:20C (25/60); serije Cuvane na temeparturi od -30 °C,
postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 15:-30C (25/60), 17:-30C (25/60), 2:-30C (25/60) i 3:-30C
(25/60); serije ¢uvane na temeparturi od -30 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 30 °C/75% RH: 2:-30C
(30/75) i 3:-30C (30/75).

Sadrzaj 4-hidroksi sulfidne necistoée za vecinu analiziranih serija je bio na istom nivou tokom roka
upotrebe — oko 0,1%. Porast sadrzaja ove necisto¢e moze biti uocen na oba uslova kondicioniranja za
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serije broj 2 1 broj 3, koje su ¢uvane na temperaturi od -30 °C pre liofilizacije. Ipak, svi rezultati su u
okviru specifikacijskih granica (najvise 0,4%).

4.3.3.1.6  Rezultati za ispitivanja sadrzaja 5-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinske kiseline

Trend rezultata odredivanja sadrzaja dobijenih za ovu necisto¢u za sve serije (¢uvane na 20 °C i -30
°C, pre liofilizacije) prikazan je na Slici 53.

o Serije
®— Serija 1:20C
—®— Serija 102:20¢
- 4 - Serija 15:-30C
04 » 4 - Serija 17--30C
A —»-- Serija 19:20C
v > / < Serija 2:-30C (25/60)
M —¥— Serija 2:-30C (30/75)
- @ - Serija 3:-30C (25/60)
—& - Serija 3:-30C (30/75)
—&- - Seriia 38:20C
4 Serija 48:20C
»—- Serija 5:20C
- <4 - Serija 65:20C

00 ¢

OM 3M &M 9M 1M 18 24m 3om 3em  Meseci

Sadriaj 5-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinske kiseline (%)

Slika 53. Trend promene vrednosti sadrzaja 5-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinske kiseline tokom
studija stabilnosti (25 °C/60%RH 1 30 °C/75%RH) za serije ¢uvane na temperaturama od 20 °C 1 -
30 °C

Legenda: serije ¢uvane na temeparturi od 20 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 102:20C
(25/60), 38:20C (25/60), 48:20C (25/60), 5:20C (25/60) i 65:20C (25/60); serije ¢uvane na temeparturi od -30 °C,
postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 25 °C/60% RH: 15:-30C (25/60), 17:-30C (25/60), 2:-30C (25/60) i 3:-30C

(25/60); serije ¢uvane na temeparturi od -30 °C, postavljene na studiju stabilnosti pri uslovima 30 °C/75% RH: 2:-30C
(30/75) i 3:-30C (30/75).

Rezultati za veéinu serija koje su ¢uvane na 20 °C i-30 °C pre liofilizacije su u okviru specifikacijskih
granica, izuzev za seriju broj 5 (Cuvanu na 20 °C), serije broj 2 i broj 3 (¢uvane na -30 °C) na oba
uslova kondicioniranja (25 °C/60%RH i 30 °C/75%RH). Poredenjem rezultata za seriju broj 2 na
razli¢itim uslovima ispitivanja stabilnosti, moze se uoCiti da je sadrzaj ove neCistoCe veci pri
ekstremnijim uslovima ¢uvanja koji odgovaraju 30 °C/75%RH. Pri uslovima 25 °C/60%RH za veéinu
serija, vrednosti sadrzaja 5-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinske kiseline ostaju do oko 0,1%.

Posmatraju¢i rezultate dobijene na razli¢itim uslovima kondicioniranja serija, moglo bi se
pretpostaviti da temperatura ima uticaj na formiranje 5-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinske
kiseline. Ovo je verovatno povezano sa uticajem na formiranje prekursora ove necistoce, necistoce
D, i mnogo izrazenije hidrolize na vis§im temperaturama. Pad sadrzaja necisto¢e D nakon 12 meseci
kondicioniranja za serije broj 2:-30 °C i broj 3:-30 °C je takode uocen i najverovatnije je povezan sa
degradacijom necisto¢e D u 5-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinsku Kiselinu, imaju¢i u vidu da od
ove vremenske tacke pocinje rast pomenute necistoce.

Serije sa ve¢im vrednostima sadrzaja 5-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinske kiseline su imale vise
vrednosti pH u zavr$noj kontroli rekonstituisanog proizvoda (Slika 46), kao $to je to slucaj za seriju
broj 2:-30 °C, seriju broj 3:-30 °C i seriju broj 5:20 °C, §to ukazuje na to da pH vrednost moze imati
uticaj na sadrzaj ove necistoce, a samim tim i na kvalitet proizvoda. Ovo su takode serije kod kojih
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je pH vrednost bulk rastvora esomeprazol-natrijuma na kraju pripreme na gornjem limitu
specifikacijske granice (oko pH 11,8 - Slika 45). Ova pretpostavka je dodatno potvrdena poredenjem
ovih rezultata sa onim dobijenim za seriju broj 15: -30 °C. Ova serija je proizvedena sa istom serijom
API kao i serije broj 2:-30 °C i broj 3:-30 °C, ¢uvane su na istoj temperaturi, ali sa nizom pH
vredno$¢u zabeleZzenom u zavr$noj kontroli (pH 10,5), te je tokom roka upotrebe sadrzaj 5-metoksi-
1H-benzimidazol-2-sulfinske kiseline bio samo 0,1% (Slika 53). Zbog toga, moze se zakljuciti da je
formiranje 5-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinske Kiseline izrazenije na visim pH vrednostima
rastvora gotovog proizvoda. Na osnovu svih raspolozivih rezultata, rezultat pH vrednosti u zavrsnoj
kontroli rekonstituisanog rastvora od pH 10,8 i vise, je okida¢ za promene u rezultatima za srodne
supstance.

Razlike izmedu serija sa viSim rezultatima sadrzaja 5-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinske kiseline
(serije Cuvane na -30 °C, broj 2:-30 °C i broj 3:-30 °C) i one koje su ¢uvane na temperaturi od 20 °C,
odnosno na nizoj temperaturi, bi mogle samo da pogoduju stabilnosti API, ¢ine¢i rastvor inertnim 1
sprecavajuci dalju degradaciju u necistocu D ili 5-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinsku kiselinu.
Ipak, ove serije, sa mnogo stabilnijom pH vredno§¢u tokom roka upotrebe, imaju i manje smanjenje
pH vrednosti. Ovo ponovo potvrduje uzrok rezultata izvan specifikacijskih granica za 5-metoksi-1H-
benzimidazol-2-sulfinsku kiselinu — visu pH vrednost gotovog proizvoda.

Uzimaju¢i u obzir kombinaciju alkalnog pH i uticaja temperature na nastanak 5-metoksi-1H-
benzimidazol-2-sulfinske kiseline, evaluacija svih raspolozivih rezultata pH vrednosti koji se odnose
na pH vrednost bulk rastvora esomeprazol-natrijuma i pH vrednost rekonstituisanog rastvora gotovog
proizvoda, za sve raspolozive proizvedene serije iz oba seta proba je izvedena. Evaluacija
raspolozivih rezultata je izvrSena kako bi se pronasla korelacija izmedu pH vrednosti finalnog
rastvora esomeprazol-natrijuma i pH vrednosti gotovog proizvoda u zavr$noj kontroli. Cilj je bio da
se identifikuje design space koji opisuju interni kontrolni limiti pH rekonstituisanog proizvoda u
zavr$noj kontroli koji ¢e odrzati sadrzaj 5-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinske kiseline, ali i svih
ostalih srodnih supstanci, ukljucujuci i sadrzaj esomeprazola, u okviru specifikacijskih granica za
definisani rok upotrebe proizvoda od 36 meseci.

4.3.4  1Izgradnja i primenu veStacke neuronske mreZe u predvidanju sadrZaja esomeprazola
i profila nedisto¢a u zavisnosti od pH i vremena trajanja kondicioniranja

Sa ciljem da se definiSe model veStacke neuronske mreze koji ¢e biti u stanju da predvidi sadrzaj
esomeprazola 1 profil necisto¢a u zavisnosti od pH vrednosti gotovog proizvoda, za 36 meseci
kondicioniranja, kao i da se odrede pH limiti koji ¢e osigurati kvalitet finalnog proizvoda tokom
celokupnog perioda ¢uvanja, MLP mreza sa cetiri sloja (2-3-3-5) je istrenirana uz koriS¢enje
algoritma back-propagation (Slika 54).

96



ULAZNI PODACI skriveni slojevi IZLAZNI PODACT

sadrzaj esomeprazola

4-hidroksi sulfidna necistoéa

sulfonska necistoea

. S-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinska kiselina

. 4-hidroksi necistoca

Slika 54. Cetvoroslojna MLP mrezna arhitektura koja je koriSéena za predvidanje stabilnosti
esomeprazola u gotovom proizvodu tokom roka upotrebe od 36 meseci

Dva ulazna sloja odgovaraju pH vrednosti rekonstituisanog proizvoda i vremenu trajanja
kondicioniranja (u mesecima). Izlazni podaci su sadrzaj esomeprazola i Cetiri glavne neéistoce. Set
podataka, koji se sastoji od 81 probe, je podeljen na treniranje, validaciju i set za testiranje (64:14:4).
Mreza je istrenirana kroz 10.000 epoha. Nakon treniranja, RMS greske za trening, validaciju i test set
su bile 0,025, 0,038 i 0,013, redom, §to odgovara uspe$nom predvidanju rezultata stabilnosti.

Granice pH vrednosti gotovog proizvoda koje ¢e stabilizovati esomeprazol prasak u pogledu rezultata
srodnih supstanci i1 sadrzaja esomeprazola u okviru specifikacijskih granica tokom ¢itavog roka
upotrebe od 36 meseci, su definisane uz pomo¢ design space, dobijenog na osnovu sakupljenih
podataka.

Slika 55a prikazuje povrsinu odgovora, generisanu uz pomo¢ validirane neuronske mreze, dok Slika
55b prikazuje konturni dijagram. Konture su selektovane na osnovu specifikacijskih granica za 5-
metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinsku kiselinu od <0,2%.

S-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinska kiselina

ka kiselina

toksi-1H-benzimid

Vreme (meseci)

Vreme (meseci)
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Slika 55. Uticaj pH vrednosti i vremena trajanja ispitivanja stabilnosti na sadrzaj 5-metoksi-1H-

benzimidazol-2-sulfinske kiseline: a) povr§ina odgovora; b) konturni dijagram

Na osnovu dobijenih rezultata, na Slici 55b je prikazan design space, odnosno granice pH vrednosti
finalnog proizvoda (pH 10,4-10,6), u kojima sadrzaj 5-metoksi-1H-benzimidazol-2-sulfinske kiseline
ostaje stabilan i u okviru propisanih specifikacijskih granica (<0,2%) za definisiani rok upotrebe od
36 meseci.

Na Slici 56a je prikazana povrsina odgovora, generisana na osnovu validirane neuronske mreze, dok
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je na Slici 56b predstavljen konturni dijagram. Konture su odabrane na osnovu specifikacijskih
granica za sadrzaj esomeprazola od 95-105%.

Sadriaj esomeprazola
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Slika 56. Uticaj pH vrednosti rastvora esomeprazol-natrijuma i vremena trajanja ispitivanja
stabilnosti na sadrzaj esomeprazola: a) povrSina odgovora; b) konturni dijagram

Na osnovu dobijenih rezultata, na Slici 56b je prikazan design space, odnosno granice pH vrednosti
finalnog proizvoda (pH 10,2-11,0) u kojima sadrzaj esomeprazola ostaje stabilan i u skladu sa
kriterijumima prihvatljivosti za definisani rok upotrebe od 36 meseci.

Na Slici 57a je prikazana povr$ina odgovora, generisana na osnovu validirane neuronske mreze, dok
je na Slici 57b predstavljen konturni dijagram. Konture su odabrane na osnovu specifikacijskih

granica za sadrzaj sulfonske necistoce: <0,4%.
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Slika 57. Uticaj pH vrednosti i vremena trajanja ispitivanja stabilnosti na sadrzaj sulfonske necistoce:
a) povrSina odgovora; b) konturni dijagram

Na osnovu dobijenih rezultata, na Slici 57b je prikazan design space, odnosno granice pH vrednosti
finalnog proizvoda (pH 10,2-10,6) u kojima sadrzaj sulfonske necistoce ostaje stabilan i u skladu sa
kriterijumima prihvatljivosti za definisani rok upotrebe od 36 meseci.

Na Slici 58a je prikazana povrsina odgovora, generisana na osnovu validirane neuronske mreze, dok

je na Slici 58b predstavljen konturni dijagram. Konture su odabrane na osnovu specifikacijskih

granica za sadrzaj 4-hidroksi necistoce: <0,9%. Sve prikazane povrsine su design space za sadrzaj 4-

hidroksi necistoce i predstavljaju limite pH 1 definisanog roka upotrebe od 36 meseci u okviru kojih
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nivoi ove necistoce ostaju u skladu sa specifikacijskim granicama.

4-hidroksi necistoca

4-hidroksi nedistoca
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Slika 58. Uticaj pH vrednosti i vremena trajanja ispitivanja stabilnosti na sadrzaj 4-hidroksi necistoce:
a) povrsina odgovora; b) konturni dijagram

Na osnovu dobijenih rezultata, na Slici 58b je prikazan design space, odnosno granice pH vrednost
finalnog proizvoda (pH 10,3-11,1) u kojima sadrzaj 4-hidroksi necistoce ostaje stabilan i u skladu sa
kriterijumima prihvatljivosti za definisani rok upotrebe od 36 meseci.

Na Slici 59a je prikazana povrSina odgovora, generisana na osnovu validirane neuronske mreze, dok
je na Slici 59b prikazan konturni dijagram. Konture su odabrane na osnovu specifikacijskih granica
za sadrzaj 4-hidroksi sulfidne necistoc¢e: <0,4%.
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Slika 59. Uticaj pH vrednosti i vremena trajanja ispitivanja stabilnosti na sadrzaj 4-hidroksi sulfidne

necistoce: a) povrSina odgovora; b) konturni dijagram
Na osnovu dobijenih rezultata, na Slici 59b je prikazan design space, odnosno granice pH vrednosti

finalnog proizvoda (pH 10,35-10,73) u kojima sadrzaj 4-hidroksi sulfidne necisto¢e ostaje stabilan i
u skladu sa kriterijumima prihvatljivosti za definisani rok upotrebe od 36 meseci.
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5.0 Zakljucak

Sa ciljem da se izvrSi optimizacija procesa proizvodnje esomeprazol praska za rastvor za
injekciju/infuziju, 40 mg postupkom liofilizacije koji ¢e osigurati kvalitet leka uvecane serije tokom
roka upotrebe, definisani su svi kriti¢ni parametri celokupnog procesa proizvodnje. Kriti¢ni parametri
procesa koji mogu uticati na kriticne atribute kvaliteta praska za rastvor za injekciju/infuziju i njihov
uticaj, procenjivani su primenom razli¢itih tehnika analize rizika. Eksperimentalni rad je izveden u tri
faze 1 zakljucci svake od faza su posebno prikazani u nastavku.

U prvoj fazi eksperimentalnog rada sprovedena je karakterizacija ne€isto¢a koje poti¢u od puta sinteze
API i onih koje se svrstavaju u proizvode degradacije, studija stabilnosti za ispitivanje R-enantiomera
API esomeprazol-natrijum, formalna studija stabilnosti, ispitivanje uticaja svetlosti na stabilnost
proizvoda i ispitivanje stabilnosti rekonstituisanog proizvoda (in-use perioda). Dobijeni rezultati su
iskori$¢eni da se detaljno definiSe specifikacija gotovog proizvoda, kao i njegovi uslovi ¢uvanja i rok
upotrebe. Poredeni su fizi¢ko-hemijski i mikrobioloski rezultati dve veli¢ine serija gotovog proizvoda
(scale-up sa 17.000 na 33.000 bocica), sa ciljem da se ukaze na CQA esomeprazol praska za rastvor
za injekciju/infuziju. Na osnovu rezultata iz ove faze, definisani su faktori formulacije, kriticni
proizvodni koraci i kritiéni delovi opreme/sistema koji imaju najveci uticaj na moguénost dobijanja
stabilnog gotovog proizvoda uvecane serije. Uzimajuci u obzir sve faktore koji mogu uticati na kvalitet
liofiliziranog leka, kontrola pH vrednosti rastvora je bila glavni cilj optimizacije procesa proizvodnje
esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju. U cilju dobijanja stabilne pH vrednosti rastvora,
uvedeno je direktno zamrzavanje (korak pre-zamrzavanja), kako bi se rastvor u¢inio inertnim i time
sprecio pad pH vrednosti, a rastvor esomeprazola stabilizovao. Ispitane su fizicko-hemijske i
mikrobioloske karakteristike meduproizvoda i gotovog proizvoda za uvecane serije kod kojih je
varirana temperatura kojoj su izloZene napunjene bocice nakon punjenja i pre pocetka programa
liofilizacije od 20 °C, -5 °C, -15 °C, -30 °C, sa ciljem da se odabere najbolja temperatura koraka pre-
zamrzavanja.

U prvoj fazi istrazivanja izvedeni su slede¢i zakljuccei:

e Tokom studije stabilnosti izvedenoj na proizvodu koji je bio predmet ove doktorske
disertacije, zabeleZeno je pet potencijalnih degradacionih proizvoda esomeprazola (sulfonska
necistoca, 4-hidroksi sulfonska necisto¢a, 4-hidroksi necistoca, 4-hidroksi sulfidna necistoca
i N-metil izomeri). Kriterijumi prihvatljivosti za proizvode degradacije u esomeprazol prasku
za rastvor za injekciju/infuziju utvrdeni su uzimajuci u obzir kriterijume prihvatljivosti
necistoca u polaznoj API, njihovo povecanje tokom studija stabilnosti leka u razvojnoj fazi i
originatorskom proizvodu, kao i predlozeni rok upotrebe i preporucene uslove skladiStenja za
ispitivani proizvod.

e Rezultati studije ispitivanja R-enantiomera su pokazali da R-enantiomer nije degradacioni
proizvod u predloZzenoj formulaciji pod uticajem temperature. Ipak, rezultati ispitivanja
fotostabilnosti su ukazali na to da je R-enantiomer formiran u uzorcima koji su bili direktno
izloZeni svetlosti, zbog Cega je potrebno proizvod Cuvati zastiCen od svetlosti u originalnom
pakovanju. Na osnovu ovih rezultata i preporucenih uslova kondicioniranja, ispitivanje
opticke Cistoce je iskljuceno iz specifikacije gotovog proizvoda.

e Zasve serije esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju ispitane u okviru formalne
studije stabilnosti (kondicionirane pri uslovima 25°C/60% RH, 30°C/65%RH, 30°C/75%RH
i 40°C/75%RH), rezultati u tackama ispitvanja — inicijalno, nakon 3, 6, 9, 12, 18, 24 i 36
meseci su bili u okviru specifikacijskih granica.

e Poredenjem svih dostupnih rezultata iz sprovedenih ispitivanja, ustanovljeno je da je pH
vrednost za serije koje se ¢uvaju na temperaturi od -30°C visi i stabilniji, u poredenju sa
serijama koje se Cuvaju na temperaturi 20°C. Ova razlika je rezultat razliCite izlozenosti
rastvora proizvoda kiseoniku nakon punjenja, a pre liofilizacije, Sto proizilazi iz efekta da, ¢ak
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i izloZene u istom vremenskom trajanju, serije ¢uvane na -30 °C odmah postaju inertne i
neosetljive na sve potencijalne dalje uticaje. Prethodno zamrzavanje na temperaturi koja
odgovara onoj u prvom koraku programa liofilizacije (zamrzavanje, temperatura od -30 °C),
dovoljna je da obezbedi direktno zamrzavanje rastvora u svim bocicama, ¢ime sprecava
smanjenje pH vrednosti usled izlaganja rastvora kiseoniku. Ovim se osigurava da je kvalitet
rastvora u napunjenim bocicama i do samog kraja proizvodnog procesa isti kao i za finalni
bulk rastvor esomeprazol-natrijuma na kraju pripreme. Vreme drZanja bocica u fazi punjenja
produzeno na ovaj nacin je dovoljno za scale-up do skoro dvostruko veée veli¢ine serije. Osim
toga, dokazano je da uvodenje koraka pre-zamrzavanja ne menja nikakva svojstva procesa
liofilizacije, niti bilo koju drugu fazu proizvodnje u prethodno uspostavljenom proizvodnom
procesu, imajuci u vidu da je re¢ o temperaturi zamrzavanja API, koriS¢enoj u prvom koraku
procesa liofilizacije — fazi zamrzavanja. Rezultati dobijeni na ovaj nacin potvrduju da
definisani parametri procesa i ispitivanje u toku procesa, zajedno sa korakom pre-
zamrzavanja, obezbeduju pouzdanu i ponovljivu proizvodnju esomeprazola praska za rastvor
za injekciju/infuziju, ispunjavajuci sve unapred definisane atribute kvaliteta i specifikacije za
finalni proizvod.

U drugoj fazi, Quality by design koncept u optimizaciji procesa liofilizacije u proizvodnji uvecane
serije esomeprazol praska za rastvor za injekciju/infuziju, 40 mg je primenjen. Na osnovu znanja o
proizvodu i procesu proizvodnje, analiza rizika za esomeprazol prasak za injekcije je sprovedena
pomocu alata FMEA. Polazeci od ciljanog profila kvaliteta proizvoda, definisani su CQA, CMA i CPP
koji mogu uticati na proces i proizvod. Za sve uzorke napunjenih bocica, uskladistenih na razli¢itim
temperaturama polica liofilizatora (20 °C, -5 °C, -15 °C, -30 °C), CQA (pH, sadrzaj esomperzola i
srodne supstance), su praceni za rastvor u delimi¢no zatvorenim bocicama ¢uvanim na policama
liofilizatora unutar unapred definisanih vremenskih tacaka (0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h, 12 h, 24 h).
Vestacka neuronska mreza tipa viSeslojnog perceptrona je istrenirana koris¢enjem rezultata 32
eksperimentalne probe (dobijenih promenom temperature police i vremena ¢uvanja) i odabrana je
mreZa koja najbolje opisuje uticaj ovih ulaznih promenljivih na pH vrednost rastvora (koji je bio izlaz
mreze). Na ovaj nacin je definisan design space procesa liofilizacije, koji opisuju granice temperature
polica liofilizatora, u kojima pH rastvora esomeprazola ostaje stabilan za definisano vreme cuvanja
napunjenih delimi¢no zatvorenih boc¢ica, od momenta punjenja do momenta pocetka liofilizacije.

Zakljucci druge faze eksperimentalnog rada su sledeci:

e U drugoj fazi istraZzivanja, na osnovu znanja o proizvodu i1 procesu proizvodnje iz prve faze
istrazivanja, primenom QbD koncepta, u okviru FMEA analize rizika definisani su svi CQA
sa najve¢im RPN skorom. Temperatura (Sobna temperatura, temperatura polica, temperatura
zamrzavanja) kojoj je proizvod izlozen, kao i vremensko trajanje ove izloZenosti (vreme
zadrzavanja), korelirani su kao kriti¢ni parametri procesa sa promenama pH vrednosti rastvora
kao CQA, uz sadrzaj esomeprazola i srodne supstance, te su dalje razmatrani i koris¢eni kao
ulazni podaci za definisanje design space-a. Vestatka neuronska mreza sa viSeslojnim
perceptronom (MLP) je obucena koriséenjem rezultata 32 eksperimentalne probe iz prve faze.
Mreza koja je najbolje opisala uticaj ovih ulaznih promenljivih na pH vrednost rastvora je
odabrana, a na osnovu rezultata definisan je design space za liofilizaciju uveéanih serija.

e Na osnovu eksperimentalno dobijenih podataka, design space opisan granicama temperature
polica liofilzatora (-10 °C do -30 °C) i holding vremenom (5 - 26 h) u kojima pH vrednost
rastvora esomeprazol-natrijuma ostaje stabilna i u skladu sa propisanim specifikacijskim
granicama od pH 10,8 do 11,8.

e Izuzev Cinjenice da je dobijen mnogo stabilniji proizvod, prednosti ove optimizacije procesa
proizvodnje su takode sledeci:
uvecana veli¢ina serije pruza novc¢ano isplativiju liofilzaciju i time redukuje cenu koStanja
prozvoda i povecava konkurentnost na trzistu;
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optimizacija kapaciteta liofilizatora i posledicno povecanje broja proizvedenih serija bez
investicija u novu opremu.

U treéoj fazi istrazivanja, za sve proizvedene serije iz prve faze, izvrSena je detaljna analiza rezultata
koji se odnose na pH vrednosti bulk rastvora esomeprazol-natrijuma, pH vrednosti gotovog proizvoda
I pH vrednosti rastvora odredenih tokom studije stabilnosti, kao i ispitivanje korelacije pH vrednosti
rastvora sa rezultatima ostalih CQA (sadrzaj esomeprazola i srodne supstance), zabelezenih tokom
ispitivanja stabilnosti. Primenjen je algoritam dubokog ucenja za predvidanje profila stabilnosti
esomeprazola u liofiliziranom proizvodu i odredene su granice pH vrednosti za rekonstituisani rastvor
finalnog proizvoda koje bi osigurale Zeljeni profil kvaliteta tokom 36 meseci. Analiza je sprovedena
primenom MLP vestacke neuronske mreze sa Cetiri sloja neurona, U kojoj su pH vrednost rastvora
esomeprazola i vreme skladistenja u mesecima bili ulazi za mrezu, dok su sadrzaj esomeprazola i Cetiri
glavne necistoce bili izlazi mreze. Krajnji rezultat je bio design space procesa liofilizacije koji opisuju
granice pH gotovog proizvoda i definisani rok upotrebe od 36 meseci, u kojem nivoi svih srodnih
supstanci i sadrzaja esomeprazola ostaju u skladu sa specifikacijskim granicama tokom roka upotrebe.

Zakljucci trece faze eksperimentalnog rada su slededi:

e U trecoj fazi istrazivanja uspostavljen je model vestacke neuronske mreze koji je sposoban da
predvidi sadrzaj esomeprazola i profil ne€istoca u zavisnosti od pH vrednosti finalnog
proizvoda, za 36 meseci roka upotrebe.

e MLP mreza kao alat za ucenje, u kojoj su pH vrednost rastvora esomeprazola i vreme
skladiStenja u mesecima bili ulazi za mrezu, a sadrZaj esomeprazola i necistoce rezultati
mreze, omogucila je odlicno predvidanje i podudaranje eksperimentalno dobijenih i
predvidenih rezultata i identifikovanje zeljenog design space-a procesa liofilizacije. Razvijen
je design space opisan granicama pH vrednosti od pH 10,4-10,6 za gotov proizvod i rokom
upotrebe od 36 meseci, u kojem sadrzaji svih srodnih supstanci i sadrzaj esomeprazola ostaju
u okvirima specifikacijskih granica tokom roka upotrebe. Drugim re¢ima, da bi se sve srodne
supstance i sadrzaj esomeprazola zadrzale u okviru propisanih specifikacijskih granica tokom
Citavog roka upotrebe, pH vrednost rekonstituisanog gotovog proizvoda bi trebalo da bude u
opsegu pH 10,4-10,6. Podesavanje pH vrednosti rastvora esomeprazol-natrijuma tokom
proizvodnje tako da se pH vrednost rekonstituisanog rastvora odrzava u ovom suZenom
eksperimentalno otkrivenom rasponu, ¢e stabilizovati esomeprazol prasak za rastvor za
injekciju/infuziju i osigurati pouzdanu i ponovljivu proizvodnju, koja ispunjava sve unapred
definisane atribute kvaliteta i specifikacije za finalni proizvod.
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Ipwor 1.

H3jaBa o ayTopcTBY

MMe u npe3ume ayTopa

bpoj nnaekca

H3jaB/byjem

Jla je IOKTOPCKaA AMcepTalyja o HacJIoBOM

® pPe3yJTaT CONCTBEHOT UCTPAXKHWBAYKOT pajid;

e Jla iMcepTaliyja y eJIMHU HU Y JIeJIOBUMA HUje OWJia MPeJIoXKeHa 32 CTUILAbe
JpyreAyIjioMe peMa CTyA1jCKUM MporpaMmuma Jpyrux BUCOKOILIKOJICKUX
YCTAHOBA;

® JaCy pe3yJiITaTh KOPEKTHO HaB€J€HHU U

e Jla HMCAM KpIIKO/JIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa UHTEJIEKTYaJIHy CBOjUHY
JPYTUXIHIIA.

IloTriuc ayTopa

Y Beorpapy,
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Ipuor 2.

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH LIITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKe Bep3uje
JOKTOpPCKoOrpajaa

HMe u npe3ume ayTopa

Bbpoj nupaekca

CTyzaujcku nmporpam

HacnoB paga

MeHnTOp

HM3jaBsbyjeM Ja je LiTaMIIaHA Bep3Uja MOT JOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA eJIEKTPOHCKOj Bep3UjU
KOjy caM Ipezao/na pajiy noxpawuBamwa y JIUruTalHOM peno3uToOpujymMy YHUBepP3UTETA y
beorpapay.

Jlo3Bo/baBaM Ja ce oGjaBe MOjU JIMYHHU MOJALM Be3aHU 3a J0OUjarbe aKaJleMCKOr Ha3WBa
JIOKTOpa HayKa, Kao LITO Cy MMe U Ipe3uMe, FroZliHa U MecTo pohewa u AaTyM oJibpaHe paja.

OBM JIMYHHU NOJALU MOTY Ce 00jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHULlaMa JUTUTa/IHe OUOJINOTEKE, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y nybJiMKalujaMa YHUBep3uTeTa y beorpany.

IloTiuc ayTopa

Y Beorpapny,
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Mpuor 3.

U3jaBa 0 kopumhemwy

OpnamhyjeM YHUBepP3UTETCKy 6uGan0OTEKYy ,CBeTo3ap MapkoBuh“ ga y JlurutajiHu
peno3uTopujyM YHUBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY JAUCEpPTaLMjy TMOJ
HacJIOBOM:

KOja je Moje ayTOPCKO JeJio.

JucepTanujy ca CBUM NpUJIO3MMaA NpeJao/na caM y eJIeKTPOHCKOM ¢opMaTy NMOToJHOM 3a
TPajHO apXUBUpameE.

Mojy LOKTOpPCKY AuUcepTalUjy NoxXpawmeHy y JAUruTajiHoM peno3suTopujyMy YHUBep3UTeTa y
Beorpazsy u A0CTYIHY Y OTBOPEHOM NPHUCTYIY MOTY Jla KOPUCTE CBU KOjU MOLUTYjy oApeibe
caZip>kaHe y olabpaHoM Tuny jsuleHIe KpeatuBHe 3ajeaHulie (Creative Commons) 3a Kojy cam
ce oJI/1y4uo/a.

1. AytopctBo (CC BY)

2. AytopctBo - HekoMepuujanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO - HeKoMepLujasHo — 6e3 npepaza (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLUjaJHO — AeJUTH o uctuM ycaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepaza (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO - AeauTu noj uctum yciaosuma (CC BY-SA)

(MosiiMo [1a 320KPYKUTE CaMo je/IHY OJf LeCT MOHYyHeHHUX JIULEHIH.
KpaTak onuc JiMlleH1IU je cacTaBHU [le0 OBE U3jaBe).

IloTniuc ayTopa

Y Beorpapny,
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