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Kratak sadrzaj

Ispitivanje stabilnosti realizuje se u viSe faza razvoja novog proizvoda. U ranim
fazama razvoja ispituju se uticaji razliCitih spoljasnjih faktora (temperatura, vlaga,
svetlost, kiseonik, mikroorganizmi) na potencijalne formulacije, kompatibilnost
lekovite supstance, pomoc¢nih supstanci i kontaktne ambalaze. Kondicioniranjem
proizvoda u razli¢itim, ekstremnim uslovima, definiSu se moguéi putevi degradacij i
predvida brzina degradacije. Rezultati koji se dobiju u toku ove faze ispitivanja koriste
se za definisanje parametara ispitivanja u formalnim studijama stabilnosti. U ovoj fazi
ispitivanja, primenjuju se brojne smernice kojima se definiSu parametri koji ¢e se
ispitivati. Osnovni elementi koji se definiSu jesu uslovi ispitivanja i frekvenca
ispitivanja. Ubrzano ispitivanje stabilnosti sprovodi se u trajanju od 6 meseci, pri ¢emu
se proizvod izlaze temperaturi viSoj od ocekivane temperature skladiStenja; dugotrajno
ispitivanje se izvodi pod ocekivanim uslovima ¢uvanja, a duzina ispitivanja se poklapa
sa predvidenim rokom trajanja. U okviru stres ispitivanja se vr§i i ispitivanje
fotostabilnosti, a u pojedinim slucajevima, vrsi se ispitivanje in use stabilnosti, pri cemu
se definiSu uslovi ¢uvanja i rok u kome se proizvod mora upotrebiti nakon prvog
otvaranja, odnosno rekonstitucije. Rezultati ispitivanja koriste se i za postavljanje
konacnih specifikacija kvaliteta lekova, posebno sa aspekta degradacionih proizvoda
(necisto¢a). U obradi rezultata koriste se razliCite statisticke metode i matematicki
modeli, kao §to su vesStacke neuronske mreze, u cilju predvidanja stabilnosti u kraéem
vremenskom roku.

Kljucne reci: stabilnost, stres ispitivanje, formalno ispitivanje, fotostabilnost,
in use stabilnost, degradacioni proizvodi, vestacke neuronske mreze
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Istorijat ispitivanja stabilnosti

Prica o lekovima pocinje davno, u vreme kada su se u svrhe lecenja
uglavnom koristile biljke. Postoje ideogrami koji pokazuju da su jo§ 5000
godina pre nove ere (p.n.e.) Sumerci koristili opijum, a Egip¢ani 3500 godina
p.n.e. proizvodili i koristili alkohol. Prvi pisani trag koji opisuje ovu oblast
datira jos iz 2735. godine p.n.e. kada je kineski car Shen Nung (slika 1) napisao
knjigu o lekovitim biljkama i njihovoj upotrebi (1).

Slika 1. Proizvodnja lekova nekada...

Medutim, sve do 19. veka, dok se nije pocelo sa izolovanjem aktivnih
principa, njihovom identifikacijom i ciljanom primenom u izradi lekovitih
preparata, nije se moglo govoriti o definisanju kvaliteta ovih proizvoda. Prvo
izdanje americke farmakopeje (USP) Stampano je 20. decembra 1820. kada je
uveden sistem standarda i sistem kontrole kvaliteta, §to je u tom trenutku
podrazumevalo potvrdu identiteta lekovite supstance, aktiviteta i sl.

Uvodenje industrijske proizvodnje i proizvodnje velikih Sarzi, namecu
potrebu sagledavanja kvaliteta leka u duzem periodu — stabilnost leka. Prve
promene lekova tokom ¢uvanja uocene su organolepticki. To je iniciralo da se u
izdanju Dobre proizvodacke prakse (GMP) iz 1972. godine prvi put definise
zahtev za ispitivanje stabilnosti novih proizvoda. Ameri¢ka farmakopeja (USP
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XIX) 1975. godine uvodi obavezu oznaCavanja roka upotrebe na gotovim
lekovima, a Ameri¢ka agencija za hranu i lekove (FDA) izdaje 1984. prvu
smernicu koja se bavi definisanjem ispitivanja stabilnosti.

Istovremeno se razvijaju i analiticke, instrumentalne tehnike, koje se sve
viSe koriste u ispitivanju lekova. Uvodenje separacionih, najceSce
hromatografskih metoda, deSava se osamdesetih godina proslog veka i tada se
pojavljuju prvi rezultati koji ukazuju na pojavu brojnih degradacionih
proizvoda, kako u lekovitoj supstanci, tako i u gotovom proizvodu. Tako se
otvaraju vrata novog poglavlja u definisanju kvaliteta lekova u duzem
vremenskom intervalu, kakvo =zahteva danasnja savremena farmaceutska
industrija (slika 2).

Slika 2. Savremena farmaceutska, industrijska proizvodnja

Faktori koji uti¢u na stabilnost

Prvi dobijeni rezultati ukazali su na razlicite razloge nestabilnosti lekova.
U osnovi, defini$u se dve osnovne grupe faktora rizika koji uti¢u na stabilnost:
unutrasnji i spoljasnji.
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U unutrasnje faktore spadaju elementi koji se definiSu u ranim fazama
razvoja leka: osobine 1 kvalitet lekovite supstance, farmaceutski oblik,
formulacija proizvoda, odnosno osobine pomo¢nih supstanci, ali i kontaktne
ambalaze.

Kada se govori o spoljasnjim faktorima, uglavnom se misli na uticaje:
temperature, vlage, svetlosti, kiseonika, mikroorganizama, na kvalitet lekova
tokom skladistenja, transporta i upotrebe.

Ovi faktori u funkciji vremena razli¢itom brzinom i intenzitetom uti¢u na
promene lekova, a zavisno od osobina lekovite supstance, farmaceutskog
oblika, sastava formulacije — jednom re¢ju unutrasnjih faktora.

Ako se zna da na kvalitet leka uti¢e kombinacija razlicitih faktora, dolazi
se do broja promenljivih koji se ne moze teorijski resiti, ve¢ su neophodni
brojni eksperimenti koji bi pokazali njihov medusobni uticaj. S obzirom da je
re¢ o dugotrajnim ispitivanjima, sve viSe se u planiranju ovih eksperimenata
zahteva nau¢ni pristup u predvidanju reakcija i putanja degradacije 1
potencijalnih promena.

Zadatak farmaceutske industrije je da tokom razvoja proizvoda analizira
sve aspekte unutrasnjih faktora, a nakon odabira formulacije proveri kvalitet
novog leka ispitivanjem uticaja spoljasnjih faktora na predlozenu formulaciju.

Tipovi ispitivanja stabilnosti

Ispitivanje stabilnosti vrSi se u vise faza, po¢ev od ranih faza razvoja.
Klasi¢nom ispitivanju stabilnosti uobicajeno prethodi ispitivanje forsirane
degradacije aktivne lekovite supstance, kao i ispitivanje kompatibilnosti aktivne
supstance sa pomo¢nim supstancama. To su elementi koji omogucavaju
postavljanje prvih formulacija i izradu laboratorijskih $arzi novog proizvoda.
Uglavnom postoji viSe preliminarnih formulacija, koje se podvrgavaju stres
ispitivanju stabilnosti. Ovaj tip ispitivanja treba da pruzi dovoljno informacija
da se izvrsi odabir formulacije (ukljucuju¢i kontaktnu ambalazu), predvidanje
uslova ispitivanja u sledecoj fazi i sl. Ne treba minimizirati kvalitet kontaktne
ambalaZe 1 njen uticaj na stabilnost, pogotovo kada je re¢ o te¢nim preparatima.
Ovaj problem su razmatrali Solomun i saradnici (2) ispitujuéi uticaj, u prvom
redu, gumenih ¢epova, ali i staklenih bocica na kvalitet parenteralnih oblika
kortikosteroida pakovanih u dvokomorne bocice. U ovom slucaju rastvor za
rekonstituciju je u direktnom kontaktu sa gumenim Cepovima, pa potencijalna
interakcija ambalaze i1 proizvoda moze uticati na kvalitet proizvoda, kako
inicijalno, tako i u roku trajanja. Istovremeno je ispitivan i uticaj gumenog Cepa
tokom in use perioda, s obzirom da je jedan gumeni ¢ep u tom periodu prisutan
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u rekonstituisanom rastvoru. Rezultati ovih ispitivanja iskoriS¢eni su za
definisanje formulacije gume koja se koristila za proizvodnju ¢epova.

U drugoj fazi ispitivanja stabilnosti, u okviru formalnog ispitivanja
stabilnosti, koje se uobicajeno radi u fazi pripreme za registraciju gotovog
proizvoda, treba da se potvrde prethodno definisani parametri. Brojne smernice
i direktive definiSu ovo ispitivanje stabilnosti (3-7).

Ovakav pristup uklapa se u princip Quality by design razvoja novog leka
koji se danas smatra neophodnim kako bi se zadovoljili strogi kriterijumi
kvaliteta.

Stres stabilnost

Za ispitivanje stres stabilnosti ne postoje detaljno opisani i zahtevani
nacini ispitivanja, pa se zato kaze da je stres ispitivanje ,,artful science” (8) i da
zavisi od znanja i iskustva ispitivaca.

Stres ispitivanje sluzi da se postave osnovi stabilnosti, tj. nestabilnosti
proizvoda i predvidi njegova priroda (9). Dizajn studije treba da bude takav da
se ubrza hemijska degradacija ili izazovu fizicke promene. Zavisno od poznatih
osobina aktivne supstance, kao i farmaceutskog oblika, proverava se uticaj svih
spoljasnjih faktora; npr. temperatura na kojoj se vrsi ispitivanje povecava se
obi¢no za 10°C: 40°C, 50°C, 60°C, primenjuje se relativna vlaga od 75 % i vise,
tablete se direktno izlazu svetlosti 1 sl. Vazno je znati da bi uslovi koji se
primenjuju u okviru stres ispitivanja trebalo samo da ubrzaju proces, ali ne i da
promene put degradacije.

Jasno je da je stres ispitivanje stabilnosti istrazivacki rad koji zahteva
naucni, holisti¢ki pristup i stru¢nu procenu dobijenih rezultata.

Jos 1964. Kennon (10) je u svom radu opisao uticaj temperature (porast
sa sobne temperature do 85 °C) na brzinu degradacije farmaceutskih proizvoda,
a sve u svrhu predvidanja roka upotrebe lekova. Ovaj rad je postao osnova za
dizajniranje i realizaciju brojnih stres studija stabilnosti. Tako su radovi Yang i
Roy (11) kao i Witthaus (12) bili prete¢a ,Joel Davis Rule” (13) da je
kondicioniranje uzoraka u toku 3 meseca na 40°C i 75 % relativne vlaznosti
ekvivalentno ¢uvanju uzoraka u toku 24 meseca na sobnoj temperaturi.

Pored temperature, drugi faktor koji se smatra kriticnim sa aspekta
stabilnosti je vlaga. Smatra se da vlaga moze na dva nacina da bude razlog za
nestabilnost (14):

1.  Slobodna vlaga koja direktno ucestvuje u reakciji

2. A+ H,0 — razgradnja

3. Vlaga gradi oko Cestica sloj u kojem je moguéa reakcija rastvorenih

komponenata.
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Najvi§e je ispitivan uticaj vlage na stabilnost ¢vrstih farmaceutskih
oblika, ali je vlaga, kao faktor nestabilnosti izuzetno proucavan, sa razli¢itih
aspekata i kod liofiliziranih proizvoda (15, 16, 17).

Brojni radovi govore o ispitivanju uticaja pH na stabilnost farmaceutskih
proizvoda, kako u kiselim medijumima (18-21), tako i u baznim (19, 21).
Ispitivanja su vrSena koriS¢enjem razliCitih koncentracija HCl i NaOH, na
povisenim temperaturama i u razliitim vremenskim intervalima, zavisno od
osobina ispitivanih supstanci.

Ispitivanje uticaja oksidacionih sredstava na stabilnost proizvoda vrSeno
je uz koriS¢enje vodonik peroksida u koncentraciji od 0,3 do 30 %, na
povisenim temperaturama (37°C do 50°C) periodu od 6 do 72 sata (22-25).

Ispitivanje fotostabilnosti smatra se delom stres ispitivanja stabilnosti,
iako rezultati ispitivanja predstavljaju deo formalne, registracione
dokumentacije. U okviru ispitivanja uticaja svetla na stabilnost proizvoda danas
se koriste razli€iti izvori svetla — od zivinih lampi koje emituju svetlost kratkih
talasa (UV oblast) do fluorescentnih, halogenih i ksenonskih lampi koje
proizvode ,,vestacku dnevnu svetlost” (26, 27).

Formalno ispitivanje stabilnosti

Brojna ispitivanja stabilnosti pod razli¢itim uslovima komplikovala su
procenu kvaliteta lekova. Harmonizacija zahteva je postala neophodna i u ovoj
oblasti, pa se u okviru The International Conference on Harmonisation (ICH),
na nivou Evrope, Sjedinjenih Americkih Drzava i Japana izdaje 1993. godine
prva smernica Q1A ,,Stability Testing of New Drug Substances and Products”
(3). Ova smernica oznacava pocetak formalnog ispitivanja stabilnosti ¢iji se
rezultati, izmedu ostalog, prilazu u dokumentaciji za registraciju. U navedenoj
smernici, kao najbitniji elementi definiSu se uslovi kondicioniranja i frekvenca
ispitivanja kondicioniranih uzoraka. Uslovi kondicioniranja zavise od osobina
ispitivanog proizvoda, ali se u osnovi mogu podeliti na: ubzano ispitivanje
stabilnosti koje traje 6 meseci, dugotrajno ispitivanje stabilnosti koje se
sprovodi u vremenu predvidenom kao rok trajanja, intermedijerno, u trajanju od
godinu dana, ukoliko ispitivani proizvod ne zadovoljava ubrzane uslove
ispitivanja.

U ovoj smernici takode se definiSe broj i veli¢ina ispitivanih Sarzi,
ambalaza u kojoj se vrsi ispitivanje, daju se smernice o parametrima
specifikacije koji se moraju pratiti, ali i osnovne direktive o evaluaciji rezultata i
nacinu izvesStavanja.

Iskustva dobijena ispitivanjem stabilnosti u skladu sa ovom direktivom su
zahtevala reviziju iste, pa je trenutno vazeca druga revizija (Q1A R2) od
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februara 2003. Treba naglasiti da ova smernica definiSe ispitivanje stabilnosti za
lekove koji se koriste u zemljama II klimatske zone. Naime, na osnovu
parametara srednjih kinetickih godis$njih vrednosti temperature i relativne vlage,
Grimm je 1993. godine definisao, a 1996. godine Svetska zdravstvena
organizacija (WHO) je ozvani¢ila postojanje cetiri klimatske zone u svetu.
Srbija, kao i vec¢ina evropskih zemalja spada u II klimatsku zonu, suptropsku
(25°C, 65 % RH), za koju se ispitivanje stabilnosti vrsi pod sledeé¢im uslovima:

e 40°Ci75 % RH za ubrzano ispitivanje stabilnosti,

e 25°C1i60%RH za potrebe dugotrajnog ispitivanja,

e 30°Ci65%RH za intermedijerno ispitivanje.

Kako navedena smernica definiSe uslove ispitivanja stabilnosti za nove
lekovite supstance i odgovaraju¢e gotove proizvode, bilo je potrebno definisati
uslove ispitivanja generickih proizvoda. Tako se na nivou Evrope (Committee
for Proprietary Medicinal Products — CPMP), marta 2004. izdaje smernica
,Guideline on Stability Testing: Stability testing of existing active substances
and related finished products” (4).

Ispitivanje in use stabilnosti

Osim ispitivanja uslova cuvanja i roka trajanja tokom cuvanja, kod
pojedinih farmaceutskih oblika (prasak za rastvor za injekcije/infuzije, praskovi
za oralni rastvor/suspenziju i sl.) kao i kod multidoznih kontejnera (sirupi, kapi
za o¢i 1 sl.) definiSe se ispitivanje uslova cuvanja i roka trajanja nakon
rekonstitucije, odnosno prvog otvaranja (in use stabilnost). U smernici ,,Note for
guidance on in-use stability testing of human medicinal products” (28)
definisane su osnovne smernice za ispitivanje roka u kome se mogu
upotrebljavati sterilni proizvodi nakon prvog otvaranja, odnosno posle
rekonstitucije. Neophodno je da proizvoda¢ leka dostavi informacije o
ponasanju proizvoda nakon otvaranja/rekonstitucije prema pravilima koja su
definisana u smernici ,,Note for guidance on maximum shelf-life for sterile
producte for human use after first opening or following reconstitution” (29). U
toku ovih ispitivanja, osim potencijalnih hemijskih promena, neophodno je
ispitati mikrobiolo$ki status proizvoda, pra¢enjem ne samo hemijskog sastava
konzervansa (ukoliko je prisutan u formulaciji), ve¢ 1 mikrobioloske aktivnosti
konzervansa.

Specifikacija proizvoda

Kvalitet gotovog proizvoda je definisan njegovim dizajnom, a
specificiran je kroz razvoj i proizvodnju (30). Ve¢ u ovoj direktivi, Q 6A se
konstatuje da je potrebno proveriti potencijalnu razliku u kvalitetu proizvoda
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tokom vremena — stabilnost proizvoda tj. postaviti dve razli¢ite specifikacije za
proizvod, ukoliko se pokaZe potreba za tim:

e odmah nakon proizvodnje (release specification),

e uroku trajanja (shelf life specification).

Jasno je da se tokom ispitivanja prate samo parametri koji se mogu
promeniti pod uticajem spoljasnjih faktora rizika, na primer sadrzaj aktivne,
lekovite supstance. Vazan problem, odnosno oblast u kojoj se najvise istrazuje u
poslednje vreme su necistoée, posebno degradacioni proizvodi i njihovi limiti u
okviru specifikacije.

Necistoce — degradacioni proizvodi

Prema ICH smernici Q3A (31), odnosno ICH Q3B (32) ,./mpurities in
New Drug Substances (Products)”, necistoce se mogu klasifikovati u nekoliko
osnovnih kategorija: organske necisto¢e (procesne i srodne supstance),
neorganske necistoce, zaostali rastvaraci.

Organske necistote mogu se pojaviti tokom procesa proizvodnje i/ili
cuvanja, kako aktivne supstance, tako i gotovog proizvoda. One mogu biti
identifikovane, neidentifikovane, isparljive ili neisparljive i ukljucuju (31):
polazni materijal, sporedne produkte sinteze (by-products), intermedijere,
degradacione proizvode, reagense, ligande 1 katalizatore.

Osnov za dalju klasifikaciju necistoca koji je definsan u ICH Q 3B (R2)
(32) dat je u smernici ,,Guidance for industry ANDAs: Impurities in Drug
Substance” (33):
o hemijski aspekt koji ukljucuje klasifikaciju i identifikaciju necistoca,
postavljanje specifikacija, kao i definisanje analitickih metoda;
e bezbednosni aspekt (Safety aspect) koji podrazumeva komparativne
studije i genotoksicne testove.

Ispitivanje necisto¢a u novim aktivnim lekovitim supstancama (31) i
odgovaraju¢im gotovim proizvodima (32) obavlja se prema smernicama u
kojima su jasno definisani testovi, ali i nacin izveStavanja o dobijenim
rezultatima, kao i postavljanje specifikacija u skladu sa dobijenim rezultatima.

Medutim, postojece lekovite supstance i gotovi proizvodi, kao i nove
formulacije koje u sebi sadrze postojece lekovite supstance, moraju biti predmet
dodatnih ispitivanja uzimaju¢i u obzir nove tehnike, naucni progres, uvodeci
sve promene koje su neophodne da se potvrdi da li se medicinski proizvod
(lekovita supstanca ili gotov proizvod) proizvodi i kontrolise kori§¢enjem svih
novih naucnih tehnika i metoda (,,farmakopejske supstance”). U smernici koja
definiSe ispitivanje stabilnosti postojec¢ih supstanci i odgovaraju¢ih gotovih
proizvoda (4) definiSu se uslovi ispitivanja koji nedvosmisleno ukazuju na
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potrebu dodatnih ispitivanja u trenutku procene stabilnosti novih proizvoda koji
kao aktivnu supstancu imaju lekovitu supstancu koja je farmakopejska.
Pogotovo ako postoje¢a monografija nije u potpunoj saglasnosti sa najnovijom
ICH smernicom koja definiSe ovu oblast (32).

Navedena smernica odnosi se samo na necisto¢e koje su klasifikovane
kao degradacioni proizvodi aktivne supstance, proizvodi reakcije lekovite
supstance sa pomoc¢nim supstancama ili kontaktnom ambalazom, proizvodi
koji nastaju delovanjem, na primer, temperature, pH, vlage (vode) ili svetla.

Specifikacija lekovite supstance, kao i gotovog proizvoda treba da sadrzi
listu degradacionih proizvoda (impurities profile) za koje se o¢ekuje da se mogu
pojaviti tokom proizvodnje i Cuvanja proizvoda pod deklarisanim uslovima
(32). Lista degradacionih proizvoda mora biti zasnovana na nau¢nom pristupu i
sagledavanju potencijalnog puta degradacije, kao i predvidene interakcije u
formulaciji. Svaki, indvidualno definisan degradacioni proizvod mora imati
definisan i limit prihvatljivosti. Prema ICH smernici Q 3B (R2) (32), definiSu se
limiti (pragovi) prihvatljivosti zavisno od maksimalne dnevne doze leka:

e limit izveStavanja;

¢ limit identifikacije;

e limit kvalifikacije.

Limiti se izracunavaju u odnosu na maksimalne dnevne doze lekovite
supstance, a izrazavaju se kao procenat lekovite supstance (slika 3) ili kao
totalni dnevni unos degradacionog proizvoda, zavisno od toga koja je vrednost
niza.

100
— — Limit izvedtavanja
— Limit identifikacije

= = Limit kvalifikacije

080 ==

0.60 ==

0.40 4+

% aktivne supstance

0.20 %

0.00

5 10 15 20
Maksimalna dnevna doza izraZzena u mg

Slika 3. Prikaz limita (pragova) prihvatljivosti za izveStavanje,
identifikaciju i kvalifikaciju degradacionih proizvoda u funkciji
maksimalne dnevne doze
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U toku ispitivanja stabilnosti proizvoda neophodno je definisati profil
degradacije i uslove pod kojima se degradacija dogada. Ukoliko je nemoguce
izbe¢i degradaciju izborom formulacije i definisanjem uslova Ccuvanja,
degradacioni proizvodi se moraju detaljno analizirati i definisati. Ovo
podrazumeva ispitivanje kinetike degradacije i preracunavanje ocekivane
maksimalne koncentracije degradacionog proizvoda na predvidenim uslovima
cuvanja.

U zavisnosti od maksimalno predvidene koncentracije degradacionog
proizvoda u roku trajanja proizvoda neophodno je odrediti da se degradacioni
proizvod mora identifikovati, kvalifikovati ili je dovoljno samo da se specificira
(npr. podatak o relativnom retencionom vremenu je podatak kojim se specificira
degradacioni proizvod ako ne postoji strukturna karakterizacija) — specificiran,
neidentifikovan degradacioni proizvod.

Ukoliko je u toku razvojnih studija predvidena koncentracija nekog od
degradacionh proizvoda iznad definisanog praga identifikacije, on se mora
identifikovati, tj. mora se karakterisati njegova hemijska struktura —
specificiran, identifikovan degradacioni proizvod. Identifikacija, tj. odredivanje
hemijske strukture degradacionog proizvoda i time poznavanja osobina
degradacionog proizvoda omogucuje da se limit za degradacioni proizvod
specificira iznad limita identifikacije, ali svakako ispod limita kvalifikacije.

Degradacioni proizvodi koji su prisutni ili mogu biti prisutni u
koncentraciji koja je iznad limita kvalifikacije moraju biti ispitani i potvrdeni sa
aspekta bioloske sigurnosti. Takode je neophodno imati i rezultat odredenih
klinickih ispitivanja koji potvrduju da ocekivani procenat degradacionog
proizvoda necée uticati na aktivnost niti Stetnost proizvoda. U tom slucaju je
moguce postaviti limit iznad granice za limit kvalifikacije.

Evaluacija rezultata ispitivanja stabilnosti

Svi rezultati dobijeni u toku ispitivanja stabilnosti ne bi imali preveliki
znaCaj ako se ne bi na adekvatan nacin obradili. S obzirom na broj rezultata,
jasno je da to visSe ne moze da bude samo stru¢na opservacija. Tako se u
smernici ICH Q1E ,,Evaluation of Stability Data” (7) definiSe kako se tumace
rezultati dobijeni u toku ispitivanja stabilnosti. Evropska medicinska agencija
(EMEA) u svom dokumentu CPMP/QWP/609/96 (34) specificira kako se na
osnovu istih rezultata deklariSsu uslovi Cuvanja na kom pakovanju, kutiji,
odnosno, uputstvu. Rezultati dobijeni u toku ispitivanja stabilnosti u
farmaceutskoj industriji koriste se za definisanje re-test perioda za aktivnu
supstancu (datum nakon koga sirovina mora da se ispita kako bi se dokazalo da
je jos uvek u saglasnosti sa specifikacijom 1 da je pogodna za
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proizvodnju), odnosno shelf life perioda za gotov lek (period za koji se ocekuje
da lek ostane u okviru odobrene shelf life specifikacije, ukoliko se ¢uva pod
definisanim uslovima).

U okviru procene stabilnosti statistika danas zauzima sve znacajnije
mesto. Prvi razlog primene statistickih elemenata je veliki broj rezultata koji
podrazumeva primenu postojecih statistickih funkcija u njihovoj obradi. Drugi
razlog je jo§ znaCajniji — duzina trajanja studija stabilnosti. Naime, postoje
pokusaji da se primenom odredenih matematickih modela predvidi ponasanje
ispitivanog preparata u duzem periodu.

Vestacke neuronske mreze (VNM) naziv je kompjuterskog programa koji
simulira neke osobine bioloskih neuronskih mreza kao $to su ucenje, sposobnost
generalizacije 1 donoSenje zakljucaka iz steCenog iskustva. VNM se sve vise
koriste u fazi preformulacije lekova u cilju dobijanja relevantnih podataka kako
bi se smanjio broj eksperimenata. Tako su Ibri¢ i saradnici razvili model
generalizovanih regresionih neuronskih mreza (GRNM) za optimizaciju brzine
rastvaranja aspirina iz dve vrste matriks tableta sa produzenim oslobadanjem.
(35,36).

U literaturi je do danas prikazan pokusaj koris¢enja statickih neuronskih
mreza u predvidanju hemijske degradacije leka u studijama stabilnosti (37). U
ovoj studiji, Ibri¢ i saradnici koristili su model statickih neuronskih mreza od 9
neurona u skrivenim sloju, 2 ulazne promenljive (koli¢ina matriks supstance i
kompresija) i1 izlaznim promenljivim koje odgovaraju konstantama brzina
reakcija degradacije lekovite supstance (konstante brzine nultog reda za razlicite
temperature). Dobijene vrednosti koriStene su za trening, a dve formulacije za
testiranje izabranog modela. GRNM-predvidene vrednosti roka trajanja nisu se
razlikovale od eksperimentalno dobijenih ¢ime je potvrdeno da bi primenom
ovog modela bilo moguce predvideti rok upotrebe novih formulacija (izradenih
sa razli¢itom koli¢inom matriks supstance i kompresije) bez sprovodenja
dodatnih testova stabilnosti.

Problem predvidanja ponasanja lekova u duzem periodu, na osnovu
rezultata ispitivanja pod razliitim uslovima kondicioniranja, jeste ne samo
izazov za dalji naucni rad, ve¢ se postavlja kao zadatak farmaceutskoj industriji.

Za ocekivati je da u buduénosti bude sve vise pokuSaja primene
matematickih modela u okviru ispitivanja stabilnosti, odnosno kori$¢enja
rezultata iz studija stres stabilnosti u predvidanju ponasanja lekova pod
uslovima dugotrajnog starenja, odnosno roka upotrebe. Tako je primenjen
model dinamickih vestackih neuronskih mreza, kao i multipla regresiona
analiza, u toku ispitivanja stabilnosti liofilizata za rastvor za injekcije sa
kortikosteroidima pakovanim u dvokomorne bocice (38). Pokazano je da se obe
metode optimizacije mogu uspesno koristiti u ove svrhe, mada se prednost daje
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vestaCkim neuronskim mrezama, s obzirom da se istovremeno mogu obradivati
svi potrebni podaci.

Zakljucak

Jasno je da je danas ispitivanje stabilnosti multidisciplinaran,
sveobuhvatan proces koji podrazumeva primenu znanja iz baznih nauka
(hemija, fizika, matematika). Takode, potrebno je poznavanje tehnoloskih
procesa u farmaceutskoj proizvodnji, analiti¢kih procedura, poznavanje osobina
pomoc¢nih supstanci, materijala za ambalazu i sl.

Zbog toga ne treba naglaSavati koliki je znaCaj primene ovako definisanih
uslova ¢uvanja lekova kako bi oni u toku transporta, skladiStenja i primene
zadrzali kvalitet, bili bezbedni i efikasni §to se zahteva svim smernicama koje se
odnose na lekove. Primena matematiCkih modela koji omogucéavaju
ekstrapolciju dobijenih rezultata u okviru faze razvoja i ispitivanja lekova
znatno ¢e pomo¢i da novi, kao i genericki lekovi, blagovremeno budu na
raspolaganju pacijentima.
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Summary

Stability testing is carried out in several phases of new product development. The
effect of various external factors on possible formulations, compatibility of active
pharmaceutical ingredient, excipients and primary packaging material, is examined in
early phases of development. Possible pathways of degradation are defined, and
degradation rate is estimated by subjecting the products to different, extreme conditions.
The results obtained during this phase of testing are used for defining the testing
parameters in formal stability studies. Numerous guidelines, which define the testing
parameters, are used in this phase of testing. The principal elements which are defined
include testing conditions and testing frequency. An accelerated stability testing is
carried out over a period of 6 months, whereby a product is exposed to the temperature
exceeding the expected warehousing temperature, while a long-term stability testing is
performed under the predicting storage conditions, and the length of testing corresponds
to the envisaged shelf life. Photostability testing is carried out within a stress testing,
and in certain cases, in use stability testing is carried out, whereby storage conditions
and the period within which a product must be used after the first opening, i.e.
reconstitution, are defined. Testing results are also used for establishing the final
specifications of the quality of medicinal products, particularly from the aspect of
degradation products (impurities). Various statistical methods and mathematical
models, such as artificial neural networks, are used in results processing for the purpose
of estimating the stability in a shorter period of time.

Key words: stability, stress testing, formal testing, photostability, in use stability,
degradation products, artificial neural networks
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