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1. Informacje wstepne 0 uzyskanych dyplomach i stopniach naukowych

1996 — 2001 r. - studia na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej, na kierunku
Biotechnologia

11 kwietnia 2001 r. - tytul magistra inzyniera chemii na podstawie pracy magisterskiej pt.
,,Klonowanie, ekspresja i proba oczyszczenia termostabilnego pyrolizyny Pyrococcus woesei”
wykonanej w Katedrze Mikrobiologii Wydzialu Chemicznego Politechniki Gdanskiej,
promotor pracy - pan prof. dr hab. Jozef Kur

2001 - 2005 r. studia doktoranckie w Katedrze Technologii Chemicznej Wydziatu Chemicznego
Politechniki Gdanskiej

19 pazdziernika 2005 r. — stopien doktora nauk chemicznych w specjalnosci chemia
supramolekularna na podstawie pracy doktorskiej pt. ,,Wplyw cyklodekstryn na reakcje
sprzegania soli diazoniowych =z azolami. Chromogeniczne, makrocykliczne pochodne

imidazolu”, wykonanej pod kierunkiem pana prof. dr hab. Jana F. Biernata.

Praca uzyskata wyrdznienie za najlepsza prace¢ doktorska obroniong na Wydziale

Chemicznym Politechniki Gdanskiej w 2005 r.

2001 - 2002 r. — podyplomowe, dwusemestralne Studia Pedagogiczne, na Wydziale

Oceanotechniki i Okrgtownictwa Politechniki Gdanskiej ukonczone dyplomem w 2002 r.

2013 r. — certyfikat ukonczenia szkolenia: ,,Naukowiec w biznesie”, 04-06.2013 r.: Rozw¢j
I zarzadzanie produktami innowacyjnymi w obszarze nauk medycznych, Badania prekliniczne
i kliniczne oméwione na przyktadzie projektow naukowych, Komercjalizacja produktow

biotechnologicznych i medycznych w projekcie naukowym, INVESTIN

2. Informacje o zatrudnieniu w jednostkach naukowych
7.11.2005 r. — 28.02.2007 r. - asystent w Katedrze 1 Zaktadzie Chemii Fizycznej Wydzialu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Akademii Medycznej

w Gdansku.

1.03.2007 r. — obecnie adiunkt w Katedrze i Zakladzie Chemii Fizycznej] Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego.
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3. Osiagniecie wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz. 595 ze zm.)

a) Tytul osiagniecia naukowego: ,Innowacyjna koncepcja badan stabilnosci chemicznej
substancji leczniczych na przykladzie antagonistow receptora H2 - konsekwencje
aplikacyjne w przemysle farmaceutycznym”.

b) Wykaz monotematycznych publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe zgloszone
jako osiagniecie postepowania habilitacyjnego. Informacje o udziale wlasnym, kopie
prac, os$wiadczenia wspotautorow o ich udziale w publikacjach wieloautorskich

umieszczone s3 w odpowiednich zatacznikach.

W sktad osiaggniecia wchodzi cykl 11 publikacji dotyczacych badan stabilnosci chemicznej
i fotochemicznej substancji leczniczych z grupy antagonistow receptora H2, oraz opracowania
koncepcji metodyki badania wczesnych zmian w labilnych substancjach leczniczych w fazie
stalej w oparciu 0 nowoczesne narzedzia analityczne. Wyniki badan (5 publikacji), jak
i opracowania pogladowe (6 publikacji) dotyczace tematyki prowadzonych prac zostaty opisane
w postaci monotematycznego cyklu, otacznym wspotczynniku oddziatywania 1F=12,064
I warto$ci punktacji MNiSW=171. Przed doktoratem dorobek stanowity 4 prace o wartosci
IF=2,641 112 punktow KBN/MNiSW. Dorobek po doktoracie, poza cyklem objetym
osiggnieciem habilitacyjnym, stanowi 11 publikacji o wartosci IF=18,095 i punktacji
MNiSW=243, 3 rozdzialy w monografiach anglojezycznych z dziedziny chemii
supramolekularnej i udzielony 1 patent. Catkowity dorobek wiacznie z pracami opublikowanymi
przed doktoratem wynosi 1F=32,800 i 414 punktow MNISW. Indeks-h wedlug bazy Web of

Science wynosi 4, natomiast wedlug bazy Scopus wynosi 5.

Publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego:

H1. Marzena Jamrogiewicz, Jerzy Lukasiak, 2008, Spektroskopia refleksyjna
w podczerwieni (ATR-FTIR) w aspekcie badan trwatosci leku, Farm. Pol., 64 (14), 655-663
(MNiSW=4);

H2. Marzena Jamrégiewicz, 2012, Application of the near-infrared spectroscopy in the
pharmaceutical technology, J. Pharm. Biomed. Anal., 66, 1-10 (IF=2,947; MNISW=30);
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H3. Marzena Jamrogiewicz, 2006, Zastosowanie spektrofotometrii w bliskiej podczerwieni
NIR w kontroli i technologii produkcji lekéow”, Farm. Pol., 62 (11), 487-494 (MNiSW=3);

H4. Marzena Jamrégiewicz, Zuzanna Nietupska, Wiestaw Sawicki, 2012, Spektroskopia
Ramana narzedziem PAT w technologii farmaceutycznej, Farm. Pol., 68 (2), 117-123,
(MNiSW=3);

H5. Marzena Jamrogiewicz, Jerzy Lukasiak, 2009, Short Term Monitor of
Photodegradation Processes in Ranitidine Hydrochloride Observed by FTIR and ATR-FTIR,
J. Food&Drug Analysis, 17(5), 342-347 (IF=0,630; MNiSW=20);

H6. Marzena Jamrogiewicz, Jerzy Lukasiak, 2011, Zastosowanie metody ATR-FTIR oraz

FTIR do badania trwalosci fotochemicznej chlorowodorku ranitydyny w wybranych
produktach leczniczych, Farm. Pol. 67(6), 353-356 (MNiSW=3);

H7. Marzena Jamrogiewicz, Aleksander Ciesielski, 2015, Application of vibrational
spectroscopy, thermal analyses and X-Ray diffraction in the rapid evaluation of the stability
in solid-state of ranitidine, famotidine and cimetidine, J. Pharm. Biomed. Anal. 107, 236-243,
(IF=2,829; MNiSW=35).

H8. Marzena Jamrégiewicz, Ewelina Kosek, Wiestaw Sawicki, 2013, Problematyka lotnych

zwiqzkow organicznych w farmacji, Volatile organic compounds in pharmacy — the range of

the problem, Medycyna Srodowiskowa - Environmental Medicine 16 (3), 59-68 (MNiSW=5);

H9. Marzena Jamrogiewicz, Bartosz Wielgomas, 2013, Detection of some volatile
degradation products released during photoexposition of ranitidine in a solid state, J. Pharm.
Biomed. Anal., 76, 177-182 (IF=2,829; MNiSW=30);

H10. Marzena Jamrogiewicz, Katarzyna Jasinska, Wiestaw Sawicki, 2012, Problematyka

zapewnienia fotostabilnosci substancji leczniczych, Farm. Pol., 68, 858-866 (MNiSW=3);

H11. Marzena Jamrogiewicz, Bartosz Wielgomas, Michat Strankowski, 2014, Evaluation of
the photoprotective effect of p-cyclodextrin on the emission of volatile degradation products
of ranitidine, J. Pharm. Biomed. Anal., 98, 113-119, (IF=2,829; MNiSW=35).



Marzena Jamrogiewicz - AUTOREFERAT

c) Uzasadnienie oraz omowienie celu badan i uzyskanych wynikow

WPROWADZENIE

W oparciu 0 najnowsze opracowania i osiggniecia naukowe powstajg innowacje, ktore
odgrywaja coraz wicksza role w gospodarce europejskiej. ,,Unia innowacji” jest jedng z siedmiu
inicjatyw przewodnich przewidzianych w ramach strategii ,,Europa 2020 na rzecz stworzenia
inteligentnej i zrownowazonej gospodarki. Zatozeniem wdrazanych innowacji jest glownie
projektowanie, opracowywanie, produkcja i wykorzystanie nowych produktow, procesow
przemystowych 1 ushug, ktore majg byé szybsze i wydajniejsze od tych dotychczas
prowadzonych. Ich efektem ma by¢ przede wszystkim poprawa jakosci zycia, a takze utrzymanie
konkurencyjnosci Unii Europejskiej na rynku $wiatowym. Polityka innowacyjnosci stanowi
zatem tacznik pomiedzy polityka dotyczaca badan i rozwoju technologicznego, a polityka
przemystowa.

Unia Europejska dazy do zagwarantowania spoleczenstwu wysokiej jakosci informacji na
temat bezpieczenstwa i skutecznosci wytwarzanych produktow leczniczych. Z kolei rozwdj nauk
farmaceutycznych w ostatnich dekadach pozwala na uzyskanie w petni rzetelnych danych
dotyczacych ich jakosci.

Przy opracowywaniu koncepcji sktadu i postaci gotowego produktu leczniczego, ktory
oprocz skuteczno$ci terapeutycznej musi zapewni¢ pacjentom bezpieczenstwo wazna jest
calosciowa ocena jego jakosci, przy udziale substancji leczniczej (API, Active Pharmaceutical
Ingredient). Ocena jakosci API jest cyklicznym ipunktowym elementem procedury
monitorowania stabilno$ci poczawszy od jej syntezy, az do wykorzystania w technologii
produktu leczniczego. Kluczowym parametrem jakosci jest rowniez tozsamos$¢ substancji, czyli
stwierdzenie jej rzeczywistej struktury chemicznej i postaci fizycznej. Kontrola jakosci stanowi
zatem jedno z najistotniejszych zagadnien w dziedzinie nauk farmaceutycznych, a zwtaszcza
w przypadku substancji labilnych chemicznie i fizycznie jest duzym wyzwaniem dla badaczy
I wynalazcow.

W celu oceny parametrow jakosci farmaceutycznej APl ustalone zostaly wytyczne
okreslajace procedury ich kontroli oraz obowigzujgce normy. Zostaly opracowane przez Szereg
organizacji iagencji, do ktorych naleza: ICH - Miedzynarodowa Konferencja do spraw
Harmonizacji (ang. International Conference on Harmonization of Technical Requirements for

Registration of Pharmaceuticals for Human Use) powotana w 1991 r., WHO - Swiatowa
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Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization) utworzona w 1948 r., FDA -
amerykanska rzadowa Agencja Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration)
utworzona w 1906 r. oraz EMA - Europejska Agencja Lekéw (ang. European Medicines
Agency), ktora rozpoczeta dziatalno$¢ rowno dwadziescia lat temu jako EMEA, a od 2009 roku
wystepuje pod skroconym akronimem EMA.

Wytyczne dotyczace oceny jakosci substancji, a co si¢ z tym wigze rowniez produktéw
leczniczych, opracowywane przez ICH, WHO, FDA, czy EMA, koncentrujg si¢ na weryfikacji
stabilno$ci API poprzez ustalanie konkretnych testow i sposobu ich prowadzenia [1], oraz na
oznaczaniu ilo$ciowym i jakosciowym zanieczyszczen [2]. Badacze kontrolujg rozne S$ciezki
potencjalnej degradacji API, oceniaja szybko$¢ zachodzacych zmian pod wpltywem roéznych
czynnikow oraz pracuja nad mozliwosciami wprowadzania stabilizatorow i sposobow
zabezpieczania substancji labilnych o potwierdzonej skutecznosci terapeutycznej. Kryteria
prowadzenia badan stabilno$ci oraz oznaczania i klasyfikowania zanieczyszczen zostaty ustalone
na poczatku lat 90-tych ubieglego stulecia, jednak pierwsze publikacje poruszajace problematyke
stabilno$ci farmaceutycznej pochodza z lat 50-tych.

Na oceng jakosci farmaceutycznej zwigzanej ze stabilnos$cia, sktadajg si¢ réznorodne
testy, ktorych rezultaty maja by¢ odpowiedzig na pytanie, czy substancja lecznicza jest stabilna
chemicznie oraz fizycznie. Z definicji, stabilnos¢ jest stanem, w ktorym nie dochodzi do
degradacji APl pod wptywem okreslonych czynnikow [3]. Wedlug stownika chemicznego,
degradacja jest to stopniowy rozpad czasteczki poprzez eliminowanie jej poszczegolnych
fragmentow, co prowadzi do coraz prostszych czasteczek. Czynnikami wywotujacymi
degradacje i zalecanymi przez ICH do testowania stabilno$ci sg: wilgotno$¢, temperatura, pH,
obecno$¢ utleniaczy oraz wpltyw $wiatta [1,4]. Najistotniejsze badania stabilno$ci API to tak
zwane testy stresowe, ktore zakladaja przesadnie intensywne narazenie na dziatanie
wymienionych wyzej czynnikow, W sposob indywidualny dla réznych substancji leczniczych.
Przy okre$laniu stabilno$ci chemicznej substancji leczniczych ocenia si¢ efekty reakcji
chemicznych API, gtéwnie: hydrolizy (w warunkach zwigkszonej wilgotno$ci), utleniania
(w warunkach tlenu lub nadtlenku wodoru), izomeryzacji, hydratacji, dimeryzacji, czy
dekarboksylacji. Szczegdlna specyfika charakteryzuja si¢ testy fotostabilnosci. Sg one integralng
czescig testow stabilnos$ci 1 zostaty wlaczone przez ICH do badan w 1993 r. Nalezy podkreslic,
ze pojecie fotodegradacji nie dotyczy tylko zmiany struktury API pod wpltywem $wiatta, ale tez
wystepowania procesow rodnikowych, transferu energii, czy nawet luminescencji, ktore moga
prowadzi¢ do niespodziewanych i nietypowych rezultatow, zwlaszcza w fazie stalej [5]. Mimo,

ze wytyczne bardziej szczegdétowo dopracowano w 1996 r., to nadal ich cecha jest duza
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roznorodnos¢ stosowanych zrédet promieniowania oraz dowolno$¢ w ustalaniu czasu naswietlan
w zalezno$ci od stosowanych urzadzen. Brakuje takze wytycznych, dotyczacych ochrony
substancji fotolabilnych [6].

Testowanie substancji leczniczych w $rodowisku wysokiej wilgotnosci wzglednej,
podwyzszonej temperatury, skrajnie niskiego lub bardzo wysokiego pH, jak rowniez narazenie
na promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu UV-Vis o wysokim nat¢zeniu moze
powodowaé znaczny ubytek API, ale przede wszystkim inicjuje powstawanie produktow
degradacji, ktore podlegajag odr¢bnym wytycznym dotyczacym zanieczyszczen. Zaleta testow
stresowych jest zatem poznanic reaktywnosci badanej substancji oraz mechanizmu jej
degradacji, co stanowi cenny zbidr informacji wykorzystywany w kolejnych etapach technologii
postaci leku, szczegolnie w produkeji przemystowej. Poza tym, dane te mogg postuzy¢ rowniez
W procesie ochrony $rodowiska w rejonie zakladow farmaceutycznych, np. poprzez
wykorzystanie procesu fotodegradacji do ochrony wod gruntowych. Nalezy nadmienic, ze testy
stresowe moga prowadzi¢ do powstawania réznych produktow w zaleznosci od czasu trwania
degradacji, podobnie jak w reakcjach rodnikowych, gdzie etapy: inicjacji, propagacji
i terminacji, zdecydowanie roznig si¢ od siebie. Stad wazne jest monitorowanie Stanu API
i powstajacych produktéw w réznych odstepach czasu. NajczeSciej w testach stresowych dazy
si¢ do osiggnigcia od 5 do 30% ubytku substancji [6,7].

Odrebnym zagadnieniem wigzacym si¢ z oceng stabilno$ci substancji leczniczej jest
stabilno$¢ fizyczna. W trakcie badan stabilno$ci moze dojs¢ do zmian fizycznych w substanciji,
takich jak mobilnos¢ postaci amorficznej [8], przemiana formy polimorficznej [9] lub innego
rodzaju przemiana fazowa [10].

W przypadku niestabilnosci substancji leczniczej, skutkiem testow stresowych sg
produkty degradacji, ktore wiacza si¢ do grupy tak zwanych zanieczyszczen specyficznych API.
ICH podaje, Zze zanieczyszczenie jest to kazdy komponent substancji leczniczej, jaki nie jest
strukturalnie ani fizycznie zdefiniowany jako substancja lecznicza, i powoduje zaktocenia w jej
czysto$ci. Zanieczyszczenia podzielono na trzy rodzaje, czemu poswigca si¢ odrgbne wytyczne
ICH i farmakopeach [2,11]. Grupe zanieczyszczen organicznych stanowig substraty z syntezy
API, produkty posrednie, produkty degradacji, reagenty, ligandy, czy Katalizatory. Z kolei do
zanieczyszczen nieorganicznych wiaczono reagenty, ligandy, katalizatory, metale cigzkie, sole
nieorganiczne, oraz inne, takie jak wegiel. Osobng grupe zanieczyszczen Stanowig pozostatosci
rozpuszczalnikow.

Oznaczanie zanieczyszczen w substancjach leczniczych jest konsekwencja testowania ich

stabilnosci chemicznej i dotyczy przede wszystkim poznania struktury, wlasciwosci
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fizykochemicznych, zawartosci oraz toksycznosci [12-14]. Pierwsze regulacje ICH dotyczace
granicy oznaczalno$ci zanieczyszczen w substancjach leczniczych [2] bazowaly jedynie na
przyjmowanej przez pacjenta dawce dziennej API, drogach podawania i czasie trwania terapii
i nie przewidywaly koniecznosci identyfikacji zanieczyszczenia, jezeli wystepowato w stezeniu
ponizej 0,1% [15]. Do oceny ilosci zanieczyszczen wykorzystywano w badaniach przede
wszystkim koncowy produkt leczniczy, a nie APl. Dopiero w 2004 r. nastgpita dostrzegalna
zmiana podej$cia do norm i limitow wykrywalnosci zanieczyszczen w zwigzku z opracowang
przez EMEA koncepcja ustalania limitow zanieczyszczen substancji leczniczych w celu oceny
ich dzialania genotoksycznego [16]. Podjeto tez kwestic koniecznosci prognozowania
toksyczno$ci 0znaczonych w APl zanieczyszczen. Po pierwsze, wyeksponowano alarmujgco
niebezpieczne i reaktywne struktury chemiczne oddzialujace z DNA, takie jak N-tlenki,
pierScienie aromatyczne, aminy aromatyczne, aldehydy, aromatyczne grupy nitrowe, alkilo-N-
nitrozaminy [17]. Po drugie, zaakceptowano wykorzystanie technik komputerowych do
przewidywania genotoksycznos$ci ikancerogenno$ci substancji, Wtym narzedzi do
prognozowania in-silico. Co najwazniejsze, ustalono, ze w przypadku przewidywania obecnosci
w API substancji genotoksycznej, majg obowigzywa¢ mozliwie najnizsze granice oznaczalnosci
zanieczyszczen [18]. W celu zminimalizowania ryzyka, ICH w najnowszych wytycznych
opracowanych w 2014 r., przyjeta dodatkowo za wymodg wykorzystanie przynajmniej dwoch
narzg¢dzi prognozowania mutagennosci in-silico, np. QSAR (z ang. quantitative structure-activity
relationships), pozwalajacej na ustalenie zwigzku miedzy budowa i wiasciwosciami z niej
wynikajacymi, a dziataniem toksycznym substancji chemicznych lub DEREK (z ang. deductive
estimation of risk from existing knowledge), prognozujacy toksyczno$é, genotoksyczno$é,
rakotworczos$¢, dziatania uczulajgce na podstawie budowy chemicznej i wiedzy eksperckiej).
Nowe kryteria dotyczace zanieczyszczen sg obecnie znacznym wyzwaniem, poniewaz w sposob
precyzyjny kaza okresla¢ szybko$¢ tworzenia produktow rozktadu na poziomach nizszych niz
0,1%, ktore wczesniej obowigzywaty (wytyczne Q3A i Q3B) [19].

Zmiany wprowadzone w ostatniej dekadzie do obowigzujacych wytycznych wskazuja, ze
nalezy prowadzi¢ monitoring zmian strukturalnych nie tylko w przypadku nowych API,
wprowadzanych dopiero do lecznictwa, ale takze ciagla kontrola trzeba obja¢ substancje
stosowane od wielu lat. Uzasadnieniem tego podejscia jest to, ze Szerokie spojrzenie na
stabilno$¢ 1 bezpieczenstwo stosowania substancji leczniczych jest szansa na identyfikacje
nietypowych i groznych zanieczyszczen API, jak rowniez opracowanie koncepcji ich eliminacji
[6,20]. Nalezy doda¢, ze realizacja takiej koncepcji moze przyczyni¢ si¢ do nowego spojrzenia

na oceng stabilnosci i bezpieczenstwa API starszej generacji. Jest to zwigzane z tym, ze wiele
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badan i testow stresowych zostato juz wczes$niej wykonanych, a w §wietle nowych wytycznych
staja si¢ niekompletne. Co wigcej, rozwdj metod analitycznych poszerza mozliwosci
identyfikacji nowych, dotychczas nieobserwowanych produktow degradacji API. Dlatego tez
nalezy ponownie okresli¢ problemy zwigzane ze stabilno$cig oraz oceni¢ toksyczno$¢
oznaczanych zanieczyszczen. W EMA oraz WHO podkreslono, ze w obecnych czasach, istnieje
dostep do narzgdzi analitycznych, ktére umozliwig osiagnigcie postawionej w wytycznych
granicy oznaczalno$ci. Metody analityczne o duzej specyficznosci 1 czuloséci, takie jak
chromatografia cieczowa/gazowa - LC/GC [17,20-23] i wykorzystanie detektoré6w najnowszej
generacji, pozwalajg oznacza¢ i identyfikowac substancje na bardzo niskim poziomie.

Przy obecnym poziomie rozwoju technologii farmaceutycznej warto rozwazaé
planowanie ochrony czasteczek przed czynnikami szkodliwymi, ktore powoduja ich degradacje.
Zebrana na przestrzeni lat wiedza chemikow i fizykow pozwala na korzystanie z r6znorodnych
uktadow, jakie mogg zapobiegac¢ degradacji substancji leczniczych, a tym samym uniemozliwi¢
powstawanie zanieczyszczen. Przykladowo, wlatach 80-90 ubieglego stulecia poznano
wiasciwosci ochronne cyklodekstryn i innych uktadéw supramolekularnych, z kolei w ostatnich
latach wiele prac poswigca si¢ metodom nanotechnologicznym stabilizacji API [24]. Zapewne ze
wzgledu na duzy stopien zréznicowania wlasciwosci czasteczek labilnych, nie opracowano dotad
stosownych wytycznych w tej kwestii, jednakze z prac wielu badaczy wynikajg wnioski
0 wymiernych korzysciach stosowanej ochrony fizycznej i chemicznej API.

W roku 2002 FDA podjeto innowacyjne dziatania w kierunku kontroli jakosci i oceny
stabilnosci farmaceutycznej. Stwierdzono, ze determinuja je wszystkie etapy technologiczne, na
ktorych moze doj$¢ do kontaktu API z potencjalnie niszczacym czynnikiem, i w konsekwencji
do powstania produktow degradacji. Od tego momentu skoncentrowano si¢ gtownie na rzetelnej
ocenie jakosci poprzez zapewnienie niezawodno$Ci monitorowania przebiegu procesow
technologicznych, biorac pod uwage ich zmiennos$¢ i wptyw na atrybuty jakosci API. Procedury
dziatan zebrano w ogodlng inicjatywe Technologii Analizy Proceséw (PAT) [25]. Jest to system
obejmujacy zintegrowane analizy chemiczne, fizyczne, mikrobiologiczne, matematyczne
prowadzone w celu projektowania, analizowania i kontrolowania proceséw produkcyjnych
oparty na pomiarach w czasie rzeczywistym krytycznych cech jako$ciowych i uzytkowych
surowcow 1 materiatow w czasie procesow (FP X). Wdrozono specjalistyczne systemy
pomiaréw kontrolnych stanu API, ktore w sposob bezposredni informujga o jej stabilnosci.
W kolejnym roku, w oparciu o ustalenia FDA, dokumentacj¢ farmakopealng [11] i wytyczne
ICH zwiazane z kontrolg procesowa APl [26-28], EMEA zaproponowala wykorzystanie do

oceny jako$ci narzgdzi analitycznych, ktore w szybki, jednoznaczny i nieniszczacy sposob
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(alternatywny do metod separacyjnych takich jak techniki chromatograficzne) potwierdza
tozsamos$¢, ocenig stabilno$¢ i czystos$¢ analizowanych probek zawierajagcych API. Odtad nie
wystarczg juz tradycyjne metody analityczne, gtownie ze wzgledu na niemozliwo$¢ pracy
w czasie rzeczywistym procesu. W tym celu PAT zaleca wykorzystanie spektroskopii w zakresie
bliskiej podczerwieni (ang. Near-Infrared Spectroscopy, NIR) [29] oraz spektroskopii Ramana,
ktore umozliwiajg prowadzenie analizy jakosciowej i ilosciowej zarowno w Czasie rzeczywistym
procesu produkcji, czyli on-line, jak i laboratoryjnym, at-line i zdalnym in-line. Dodatkowo,
wskazano na metody wspomagajace PAT, ktore umozliwig monitorowanie ewentualnych zmian
zachodzacych w fazie stalej (bez rozpuszczania probek), na przyktad oceng powierzchni
substancji w fazie statej w trakcie prowadzenia testow stabilnoSci.

Do grupy narzedzi wspomagajacych PAT zalicza si¢ rowniez metody rentgenograficzne
(np. rentgenowska dyfraktometria proszkowa - XRD, ang. X-Ray Diffraction), termoanalityczne
(np. ré6znicowa kalorymetria skaningowa - DSC, ang. Differential Scanning Calorimetry, analiza
termograwimetryczna — TGA, ang. Termogravimetric Analysis), mikroskopowe (mikroskopia sit
atomowych — AFM, ang. Atomic Force Microscope, skaningowy mikrosop elektronowy — SEM,
ang. Scanning Electron Microscope). W technologii farmaceutycznej postaci leku niezwykle
wazne jest potwierdzanie struktury krystalograficznej, czy ustalanie konformacji przestrzennej
zastosowanych substancji leczniczych i pomocniczych za pomocg technik rentgenograficznych
[30], co dopiero od niedawna stalo si¢ powszechne. Na podstawie tzw. historii termicznej
analizowanej probki niezbednych informacji na temat jakosci API dostarczaja: rdznicowa
kalorymetria skaningowa oraz termograwimetria. Sa to narzedzia o bardzo duzym potencjale
badawczym do oceny jakosci i monitorowania stanu substancji leczniczej. Podobnie techniki
mikroskopowe, w potaczeniu ztechnikami spektroskopowymi, takimi jak spektroskopia
Ramana, spektroskopia fluorescencyjna, wraz z mozliwoscig obrazowania chemicznego,

stanowig przydatne narz¢dzie wspomagajace koncepcje PAT.

W niniejszej pracy przedstawiono w sposob wieloptaszczyznowy podejécie do
zagadnienia badan stabilno$ci substancji leczniczych, uzasadniajac sens 1 kierunek
podejmowanych aktualnie dzialan w tematyce monitorowania jakosci API. W efekcie zostato
sprecyzowane osiggni¢cie naukowe ujete tytutem: ,,Innowacyjna koncepcja badan stabilnosci
chemicznej substancji leczniczych na przykladzie antagonistow receptora H2 -
konsekwencje aplikacyjne w przemysle farmaceutycznym”.

W S$wietle przedstawionych faktow, dotyczacych konieczno$ci §ledzenia aktualizacji

wytycznych, opracowanych przez FDA, WHO, ICH, uwzgledniajacych nowe priorytety
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W ocenie stabilnosci chemicznej substancji leczniczych, w celu zapewnienia jakos$ci

I bezpieczenstwa lekow, zaproponowano innowacyjne podejécie do tematu na podstawie

nastepujacych przestanek:

istnienie nowoczesnych technik analitycznych pozwala uzyska¢ nowe dane o API;
zalecanie stosowania metodyki technologii analizy procesu, PAT (ktora zapewnia dobrze
ukierunkowane planowanie postgpowania), poprzez podejscie do caloSciowej oceny

ryzyka degradacji substancji leczniczej;

podkreslenie koniecznosci monitorowania stabilnosci APl na kazdym etapie wytwarzania
produktu leczniczego ze wzgledu na roézny postgp zachodzacych reakcji

w wyodrgbnionych momentach: inicjacji, propagacji i terminacji;

poswigcenie wickszej uwagi badaniom stabilnosci substancji leczniczych starszej
generacji, w celu oceny zakresu wystepujacych zmian, ktore dotad nie byty brane pod
uwage ze wzgledu na ograniczong specyficzno$¢ metod analitycznych, jak rowniez zbyt

wysokg granice oznaczalno$ci analitu;

uzyskanie nowych informacji na temat APl moze przyczyni¢ si¢ do opracowania

skutecznych sposobow ich ochrony przed czynnikami niszczacymi;

poszerzony zakres badan stabilnosci wedtug nowej koncepcji ma umozliwi€ ciagte, a nie
jak dotad punktowe monitorowanie stanu API, a oprocz tego ma pozwoli¢ zaangazowac

prostsze 1 mniej klopotliwe metody analityczne;

przewidywanie genotoksycznosci produktow rozktadu (badania in silico) pozwoli
pozyska¢ wiedz¢ o mozliwosciach bezpiecznego stosowania substancji leczniczej lub

ewentualnego podjecia srodkow zaradczych.

Istote podjetej tematyki badan nalezy podkresli¢ w konteks$cie koniecznoséci aktualizacji

procedur, a zatem konsekwencji dla przysztych opracowan analitycznych, mianowicie:

w literaturze niejednokrotnie podkreslano potrzebg tworzenia koncepcji metodyki
0 wysokiej specyficznosci, ktora bedzie przydatna w identyfikowaniu nowych produktow

degradacji 1 innych zanieczyszczen;

podkresla si¢ obowigzujacy wymog stosowania metod o mozliwie niskiej granicy
wykrywalnosci 1 0znaczalnosci, dzigki ktorym sygnal analityczny pochodzacy od danej

substancji mozna odrdézni¢ od sygnatu szumow, przy jak najnizszej zawartosci analitu;
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— zagadnieniem nieustannie aktualnym jest opracowanie wiasciwych procedur

przygotowania probek do analizy w taki sposob, by nie pomija¢ substancji lotnych;

— najbardziej wartosciowe koncepcje metodyczne sg podejmowane dzigki wysokim

kompetencjom eksperckim chemikéw analitykow.

Nalezy tez podkresli¢, ze nowy warsztat analityczny, w tym zaangazowanie roznych technik
I procedur do monitorowania stabilnosci substancji leczniczych pozwoli w perspektywie sprostac
najtrudniejszym celom badawczym i doprowadzi do konsekwencji normatywnych. Pozyskanie
informacji 0 zmianach zachodzacych w strukturze API pod wplywem czynnikow niszczacych
staje si¢ bowiem bodzcem do ustalenia nowych, dotad nicobowiagzujacych norm. Celem
ewaluacji zapisOw normatywnych jest ukazywanie dopuszczalnych pozioméw nowo
zidentyfikowanych zwigzkéw, jak 1 poszerzania zakresu badan. Najwazniejsza konsekwencja
normatywng jest jednak mozliwo$¢ wydania decyzji o wycofaniu produktu leczniczego dotad
stosowanego w lecznictwie, na podstawie uzyskanych nowych, niekorzystnych danych na temat

substancji leczniczej.

Podsumowujac powyzsze rozwazania, innowacyjny charakter podejscia do badan stabilnosci
substancji leczniczych uzasadni¢ mozna zwracajac uwage na fakt braku wyczerpujacych
informacji, zwigzanych z poznanymi dotad zanieczyszczeniami dla znanych substancji
leczniczych. Zanieczyszczenia okreslone terminem farmakopealnych, na ktorych opiera sig¢
wiekszos$¢ przemystowych procedur analitycznych zwigzanych z oceng jakosci API i1 produktow
leczniczych, w $wietle nowych wymagan, sa niedostatecznym zrodiem informacji. Obecny
postep stwarza mozliwosci wykrycia i zidentyfikowania dodatkowych, nie zamieszczonych
w Farmakopeach zanieczyszczen. Dotad poznane zanieczyszczenia farmakopealne nie
wyczerpuja zatem mozliwos$ci istnienia innych. Nalezy doda¢, ze konieczno$¢ monitorowania
zanieczyszczen z wszystkich grup klasyfikacji ICH, ze szczegdélnym uwzglgdnieniem substancji
lotnych moze dostarczy¢ cennych informacji o ich toksycznosci. A zatem nowe, obligatoryjne
procedury monitorowania stabilno$ci substancji leczniczych powinny uwzglednia¢ rowniez
pobieranie i przygotowywanie niestandardowych prob do analizy. Przede wszystkim jednak,
prowadzenie badan w sposob ciagly, bardziej szczegdétowy i na roznych etapach degradacji, jest
innowacyjne idotad nie praktykowane. Procesy technologiczne wytwarzania produktow
leczniczych sg istotnymi punktami pomiarowymi, a okazuje si¢, ze tylko wykonujac

wszechstronne badania mozna oceni¢ stabilnos¢ chemiczng API.
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Ukazanie proponowanego innowacyjnego podejscia do badan stabilnosci substancji
leczniczych i wynikajacych z niego konsekwencji byto mozliwe dzigki wykorzystaniu w pracy
reprezentatywnej grupy substancji leczniczych. W sposéb $wiadomy wybrany zostat obiekt
badan, bardzo popularny w lecznictwie, jakim sg antagonisci receptora H2, do ktérych naleza:

chlorowodorek ranitydyny, famotydyna i cymetydyna.

Chlorowodorek ranitydyny (RAN) wystepuje W Polsce w postaci tabletek powlekanych
oraz tabletek musujacych w dawkach 75 lub 150 mg i roztworu do infuzji w dawce 0,5 mg/ml
oraz roztworu do wstrzykiwan i infuzji w dawce 25 mg/ml. Znane na rynku produkty lecznicze
Z RAN sa to: oryginalny Zantac (GlaxoSmithKline), oraz produkty generyczne, takie jak miedzy
innymi: Ranigast (Polpharma SA), Ranimax (Polfarmex Sp. z 0.0.), Raniberl Max (Berlin-
Chemie AG). Famotydyna (FAM) wystepuje w postaci tabletek powlekanych lub proszku do
sporzadzania roztworow w dawce 10, 20 i 40 mg. W sprzedazy sg miedzy innymi produkty:
Famogast (Polpharma SA), Ulfamid (Krka), a cymetydyna (CYM) w dawce 200 mg obecna
dawniej w produktach Altramet (Lek Pharmaceuticals D.D.) i Cimetidine (Jelfa SA), obecnie nie
jest produkowana w Polsce. Sa to produkty stosowane w celu zmniejszenia wydzielania
kwasnego soku zolgdkowego, chorobie refluksowej, w chorobie wrzodowej zotadka
i dwunastnicy, a takze w leczeniu wrzodu stresowego oraz innych stanach, w ktorych wystepuje
nadmierne wydzielanie kwasu solnego, jak ukladowa mastocytoza i biataczka bazofilowa
Z hiperhistaminemia. Wskazania przewiduja podawanie lekow dorostym i dzieciom powyzej 16
roku zycia, jedynie w przypadku wlewow dozylnych z RAN (trwajacym ponad 2 min) sg
wskazania dla niemowlat/dzieci (w wieku od 6 miesiecy do 11 lat) w dawce 50 mg co 6-8 h.
W innych krajach Europy dostgpny jest tez syrop z RAN w dawce 75 mg/ml i 15 mg/ml dla
niemowlat i dzieci.

Wzory strukturalne substancji wybranych do badan (Ryc. 1) wskazuja na wyrazng
analogie struktury chemicznej, polegajaca na obecnosci pierScienia heterocyklicznego, tancucha
alifatycznego, licznych ugrupowan aminowych oraz centralnie umiejscowionego heteroatomu —

siarki.
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Rycina 1.Wzory strukturalne a) chlorowodorku ranitydyny, b) famotydyny i ¢) cymetydyny.

Z analogig strukturalng RAN, FAM 1 CYM faczy si¢ ich podobne dzialanie terapeutyczne,
jednak dane literaturowe wskazuja, ze wigcej jest cech, ktore je rdznicujg. Mimo, iz cymetydyna
zostata opracowana jako pierwsza czasteczka selektywnie blokujaca receptor histaminowy H2
(rok 1964), to jej dzialanie nie bylo zbyt silne, a poza tym wykazywata znaczne dziatania
niepozadane. Obecnie testuje si¢ CYM pod katem jej potencjalnego wykorzystania w leczeniu
nowotworow [31,32], stad niezmiennie po$wieca si¢ jej uwage w wielu osrodkach badawczych.
Do hamowania wydzielania kwasu solnego opracowano niedtugo pdzniej inng czasteczke,
ranitydyng, wprowadzong na rynek 1981 r., ktorej pierscien heterocykliczny zawiera atom tlenu
zamiast azotu. Pierscien furanu zostal dwupodstawiony ugrupowaniem z atomem azotu w taki
sposob, ze czgsteczka wykazuje wicksza aktywno$¢, niz cymetydyna, a przy tym wywotuje duzo
mniej skutkow ubocznych. W kolejnosci opracowano famotydyne, czasteczke, ktora posiada
najwicksza aktywnos$¢ terapeutyczng sposrod wymienionych substancji. Z wynikow badan
uzyskanych na przestrzeni ponad trzydziestu lat wynika jednoznacznie, ze RAN charakteryzuje
si¢ najwigksza niestabilnoscig i przysparza najwiecej ktopotow technologicznych w porownaniu

z pozostatymi, a jednak jest bardziej popularna wsréd lekarzy i pacjentow niz CYM i FAM.

Nalezy zaznaczy¢, ze produkty z RAN i FAM stosowane sa zarowno profilaktycznie, jak
i leczniczo, a co istotne, dostepne sg w Sprzedazy pozaaptecznej. Ponadto rutynowo sa podawane
ex-tempore w leczeniu szpitalnym, pacjentom przygotowywanym do zabiegéw chirurgicznych

W znieczuleniu ogdlnym [33].

Ranitydyna jest bardzo popularng substancja lecznicza, co zostato wielokrotnie odnotowane.
W 1988 roku produkty lecznicze z RAN na recepte byly najlepiej sprzedawanymi na $wiecie.
Wejscie na polski rynek farmaceutyczny produktow nowej generacji, bedacych inhibitorami
pompy protonowej, do ktorej nalezy migdzy innymi omeprazol wydawany z przepisu lekarza,
nie zmienito znaczaco popytu na produkty z RAN, co zostalo przedstawione na Rycinie 2.
Nalezy doda¢, ze obecnie uaktywnita si¢ sprzedaz produktow zawierajacych substancje lecznicza
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nowej generacji o nazwie pantoprazol. Jednak ranitydyna jest w dalszym ciggu bardzo istotng

substancja stosowang np. w pediatrii, w warunkach szpitalnych.
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Rycina 2. Ranking sprzedazy produktow leczniczych zawierajacych ranitydyne, famotydyne, cymetydyne
i omeprazol (w ilosci opakowan), w Polsce (dane udostepnione dzieki zyczliwosci firmy PharmaExpert
Sp. z 0.0. www.pharmaexpert.com)

Nieustajgce zainteresowanie pacjentow produktami leczniczymi zawierajagcymi substancje
lecznicze z grupy antagonistow receptora H2 w sprzedazy pozaaptecznej, z pewnoscig wynika
Z obecnego rozwoju cywilizacyjnego 1 rosngcych problemow zdrowotnych zwigzanych ze
stresem oraz tempem zycia zawodowego i rodzinnego. Nie maleje zatem uwaga skupiona na
tych produktach leczniczych, nad ich ciaglym rozwojem, opracowywaniem nowych postaci
I rozwigzan poprawiajacych jakos¢. Rozwdj generycznych produktéw leczniczych, m.in.
zawierajacych RAN wynika z przyczyn ekonomicznych, ale réwniez jest efektem prac nad
poprawg stabilnosci API, czy sposobu dozowania. Nalezy wspomnie¢ w tym miejscu o syropie
Zantac z RAN, opracowanym w 1991 r., ktory zawiera alkohol etylowy dodawany w celu
poprawy stabilnosci fizycznej (7,5%) [34]. Syrop ten, podawany gtéwnie dzieciom, jest nadal
dostepny na rynku europejskim. Zaproponowano tez sklad roztworu z RAN
z hydroksyetyloceluloza do poprawy stabilnosci fizycznej [35]. Najnowsza postacia
farmaceutyczng z RAN na polskim rynku farmaceutycznym sg tabletki musujace zarejestrowane
w grudniu 2012 r. (Ranigast Fast, Polpharma). Obecnie w Polsce dostepnych jest 12 marek

produktow leczniczych z chlorowodorkiem ranitydyny réznych producentow.
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Istnieje wiele dowodow na to, ze chlorowodorek ranitydyny jest substancjg labilng. Fakt
ten potwierdzajg doniesienia literaturowe, w ktorych podkresla si¢, ze RAN jest substancja
wrazliwg na degradacje gltéwnie pod wptywem wilgoci i §wiatta [36-38]. Jednakze wigkszo$¢
publikacji dotyczyta badan degradacji RAN w roztworze, ekosystemach i ptynnych postaciach
leku.

Monografie farmakopealne opisuja chlorowodorek ranitydyny jako biato-zotty proszek
0 lekko gorzkim smaku, ktéry nalezy ,,chroni¢ przed $wiattem”. Warto doda¢ w tym miejscu, ze
w czasie przechowywania proszku RAN w warunkach zalecanych przez dostawce, dostrzegane
sg zmiany barwy proszku na kremowo-brazowy, a dodatkowym efektem zmian jest ostry,
nieprzyjemny, merkaptanowo-aminowy zapach. Narazenie stalej postaci chlorowodorku
ranitydyny na wilgotno$¢ wzgledng 75% przez kilka dni skutkuje jej przemiang fazowa
W potstata, kleista, brgzowa maz 0 ostrym zapachu.

Wiadomo, ze ugrupowania aminowe w czasteczce RAN w sgsiedztwie pier§cienia furanu
mogg polimeryzowac [39]. W czasteczce famotydyny wystgpuje inny pier§cien aromatyczny, tj.
tiazol, a w cymetydynie jest imidazol, ktore nie wykazujg takiej reaktywnosci. Ponadto,
w czgsteczce RAN z jednej strony wystepuje ugrupowanie nitrowe podatne na czynniki
redukujace, z drugiej za$ kilka ugrupowan aminowych, ktére tatwo si¢ utleniajg, co jest
charakterystyczng cechg wszystkich amin. Inng cechg strukturalng czasteczki RAN jest obecnos¢
dwoch drugorzedowych grup aminowych, ktére moga w sprzyjajacych warunkach utraci¢
proton, przechodzac w N-nitrozoaminy o charakterystycznym zotto-brunatnym zabarwieniu
i oleistej konsystencji [40,41]. W przypadku FAM obecnos¢ kilku ugrupowan aminowych
pierwszo- i trzeciorzedowych moze zdecydowac o reaktywnosci i nietrwatosci czgsteczki, na co
wskazuje kilku badaczy [42-45]. Inaczej sytuacja wyglada w przypadku CYM, gdzie mimo
obecnosci dwoch ugrupowan drugorzedowych amin i trzeciorzgdowej aminy nie wykazano
wrazliwosci na podwyzszong wilgotnos¢, a zrodta literaturowe nie podaja informacji
0 nietrwatos$ci substancji. Wiadomo tez, ze wigzanie acetylenowe jest nietrwale, jednak okazuje
si¢, ze nie wplywa na stabilnos¢ CYM.

Wyniki badan przeprowadzonych na przestrzeni lat 1980-2013 wskazuja na powazny
problem niskiej trwatosci ranitydyny in sub., jak réwniez niektérych form produktow
leczniczych zawierajacych te substancje czynng, przy czym nie maleje zainteresowanie
zaktadow farmaceutycznych produktami z RAN [48-54]. Nalezy zaznaczy¢, ze do wigkszosci
zaktadow surowiec do wytwarzania produktow z RAN jest sprowadzany, stad w czasie
transportu i przechowywania moze by¢ narazony na niepozadane czynniki $rodowiskowe,

prowadzace migdzy innymi do degradacji. Autorzy publikacji zwracaja uwage na trudnosci
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zwigzane z uzyskaniem stabilnych chemicznie produktow leczniczych [46-50]. Jedna z hipotez
mowi, ze W trakcie otrzymywania chlorowodorku z RAN (monochlorowodorku) powstaje
rowniez  di-chlorowodorek, bardzo nietrwaly i  higroskopijny  [51-53]. Usunigcie
di-chlorowodorku z mieszaniny soli addycyjnych jest bardzo trudne, a jako kontaminacja jest on
zrodlem gwattownej absorpcji wody z otoczenia [51]. Ponadto bardzo wiele trudnosci pojawia
si¢ rowniez w gotowych produktach leczniczych zawierajacych chlorowodorek ranitydyny.
Wobec substancji pomocniczych, np. laktozy, poliwinylopirolidonu, stearynianu magnezu czy
Eudragitu-100 (kopolimeru kwasu metakrylowego), moze doj$¢ do reakcji Maillarda,
prowadzacej do charakterystycznego brazowienia [54]. Istniejg rowniez przestanki, by
przypuszczac, ze podobna sytuacja moze mie¢ miejsce w przypadku, gdy zanieczyszczenia lub
produkty rozktadu RAN reaguja w taki sposob.

Rowniez w przypadku famotydyny wiele probleméw nie jest do konca rozstrzygnietych.
Jest to substancja, ktora nadal jest popularna wsrod lekarzy i pacjentow, pomimo nieco
mniejszego zainteresowania w poréwnaniu z RAN. W badaniach stabilnos$ci chemicznej FAM
wykazano degradacje¢ substancji, jak rowniez identyfikowano niepozgdane produkty powstajace
w warunkach zréznicowanego pH, temperatury i obecnosci $wiatta [42,43,45]. Stwierdzono, ze
famotydyna testowana w srodowisku wodnym i kwasnym przy pH ok. 2, w warunkach
naswietlania, jest niestabilna chemicznie, nawet w obecnosci substancji pomocniczych [44].
W roztworach ex-tempore przygotowywanych z tabletek wykazano w czasie 4 tygodni 15%
degradacje FAM, mimo przechowywania w lodowce. Dodatkowo jest to substancja, ktorej
nieprzyjemny, gorzki smak zniechgca pacjentow do jej przyjmowania, zatem Wwcigz
opracowywane sg produkty zawierajace substancje maskujace smak [55]. Dla preparatow
z famotydyng dobre rezultaty w testach stabilnosci odnotowano w przypadku nanozawiesin
[56,57] oraz mieszanin form polimorficznych FAM [58,59]. Dla form statych przygotowuje si¢
obecnie nanokrysztaty substancji do nanozawiesin, by poprawi¢ ich stabilno$¢ fizyczng [57].
Cymetydyna jest to substancja stabilna podczas utleniania elektrochemicznego [60]
w warunkach podwyzszonej wilgotno$ci w tabletkach [61-63].

Przeprowadzone badania wykazaty, Ze kolejna roéznica migdzy RAN, FAM i CYM
zwigzana jest z wynikami testow genotoksycznosci, ktore wskazaly na podwyzszone ryzyko
I zagrozenia kancerogeneza przy stosowaniu produktéw z CYM [64]. Nalezy doda¢ w tym
miejscu, ze chlorowodorek ranitydyny znajduje si¢ na liScie substancji, ktorych obecnos¢
W wodach gruntowych wielu krajoéw europejskich jest nieustannie monitorowana ze wzgledu na
szkodliwos¢ dla ekosystemu zarowno substancji, jak i jej produktow degradacji [65]. Najnowsze

wytyczne ICH dotyczace kontroli jako$ci substancji i produktéw leczniczych zwracaja
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szczegOlng uwage na wyniki badan dotyczacych obecno$ci zanieczyszczen genotoksycznych
w APl [19]. Skutki kancerogenne moga by¢ wywolywane przez systematyczne
I dlugoterminowe narazenie, obserwowane w przypadku przyjmowanych substancji leczniczych,

w tym rowniez lekow z grupy gastroenterologicznych.

Biorgc pod uwage wyniki wieloletnich prac badawczych, ktore zostaty dotychczas
opublikowane na temat stabilnosci RAN, FAM i CYM, oraz majac na uwadze wytyczne ICH,
WHO, FDA i EMA dotyczace kontroli jakos$ci wszystkich substancji leczniczych, ktore sg na
rynku zauwazono kilka istotnych kwestii, ktore przyczynily si¢ do wyodrgbnienia celu pracy,
mianowicie:

- skutecznos$¢ terapeutyczna i popularno$¢ antagonistow receptora H2 w lecznictwie od
przeszio trzydziestu lat, jest silnym bodzcem, ktory sktania do podjecia specjalistycznych badan
zwigzanych z ich stabilno$cig i zmianami zachodzacymi w stanie statym;

- nie zajmowano si¢ dotad oceng wczesnych zmian substancji leczniczych pod wpltywem
czynnikow §rodowiskowych, takich jak podwyzszona temperatura i wilgotno$¢ oraz swiatlo;

- wykorzystanie metod analitycznych zakwalifikowanych jako narzedzia PAT, czyli
monitorujacych jako$¢ substancji leczniczych na kazdym etapie procesu wytwarzania produktu
leczniczego, umozliwi opisanie nietypowych zmian w substancjach leczniczych w stanie statym;

- niektére procesy technologiczne, takie jak granulacja moga przebiega¢ w srodowisku
wodnym, stad koniczne jest monitorowanie stabilno$ci substancji leczniczych labilnych w takich
warunkach w czasie rzeczywistym;

- degradacja substancji leczniczych, ktéra zachodzi w fazie statej, nawet w wyniku jej
przechowywania, moze zainicjowa¢ proces powstawania produktow lotnych, ktory trzeba
monitorowa¢ glownie ze wzgledu na toksycznosé substancji;

- istniejg szanse na ochrong labilnych substancji leczniczych.
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CEL BADAN

Przedmiotem prezentowanego osiggni¢cia naukowego byto opracowanie koncepcji metodyki
badan dla oceny wczesnych zmian zachodzacych w labilnych substancjach leczniczych z grupy
antagonistow receptora H2 w fazie stalej pod wptywem czynnikéw srodowiskowych, takich jak
podwyzszona temperatura, zwickszona wilgotnos$¢ i §wiatto. Podjeto dziatania, majace na celu
wyjasni¢ kwestie przyczyny labilnosci chlorowodorku ranitydyny (RAN). Zaplanowano
monitorowanie nietypowych efektéw degradacji substancji leczniczych, takich jak oznaczanie
lotnych produktow powstajgcych w trakcie fotodegradacji. Powodem realizacji tego zadania, stat
si¢ brak standardowych procedur dotyczacych monitorowania stabilno$ci substancji leczniczych
w stanie statym, w celu wdrozenia systemu PAT. Badania wykonane w celu poréwnawczym dla
analogoéw strukturalnych i terapeutycznych RAN, tj. famotydyny (FAM) i cymetydyny (CYM)
przy wykorzystaniu narz¢dzi PAT, umozliwig po raz pierwszy ciagla i wczesng oceng zmian

zachodzacych pod wptywem podwyzszonej temperatury 1 wilgotno$ci oraz §wiatla.

OMOWIENIE PRZEPROWADZONYCH BADAN WELASNYCH

Badaniom poddano chlorowodorek ranitydyny, famotydyne i cymetydyne w fazie stalej
testujac ich fotostabilno§¢ w komorze Suntest CPS+ (500 W/m?) i stabilno$¢ chemiczng
w komorze Kklimatycznej w warunkach podwyzszonej wilgotnosci i temperatury (40 °C 75%
RH). Analizy wykonano wykorzystujac nastgpujace metody:

1. chromatograficzne: HPLC/UV-Vis - walidacja metody; oznaczanie produktow

degradacji; GC/MS — oznaczanie i identyfikacja lotnych produktéw degradacji;

2. spektroskopowe w zakresie podczerwieni: FTIR technikg transmisyjna, ATR-FTIR
technikg refleksyjna;
spektroskopowa w zakresie bliskiej podczerwieni NIR;
spektroskopowa Ramana;
termoanalityczna przy uzyciu skaningowej kalorymetrii réznicowej, DSC;

mikroskopowa: pomiar optyczny $wietlny i elektronowy SEM;

N o g b~ w

dyfraktometryczng za pomocg rentgenowskiej dyfraktometrii proszkowej XRD.

Pierwsze badania dotyczace monitorowania zmian zachodzacych w probkach chlorowodorku
ranitydyny, w kontekScie celu pracy, przeprowadzono metodg farmakopealng, czyli przy
wykorzystaniu chromatografii HPLC z detektorem UV-Vis. Analizowane byty probki proszku
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RAN po naswietlaniu w komorze Suntest CPS+ (500 W/m?) po czasie 48 h i 7 dni oraz po
przechowywaniu w komorze klimatycznej w warunkach podwyzszonej wilgotno$ci
i temperatury (40 °C/75% RH) przez 4 i 7 dni, oraz 1, 2, 4 i 6 miesiecy. Analizy HPLC/UV-Vis
dla probek RAN po tygodniu naswietlania Wykazaly, ze nie speilniajg one wymagan testu na
obecno$¢ substancji pokrewnych (wedlug FP 6.0), poniewaz sumaryczna ilos¢ oznaczonych
zanieczyszczen przekracza 0,7%. Z kolei po 7 dniach przechowywania w komorze klimatycznej
ubywa 25% RAN z probki wyjsciowej. Przed akwizycja danych, metod¢ HPLC/UV-Vis
zwalidowano. Uzyskane wyniki wskazywaly na obecno$¢ innych, poza farmakopealnymi,
produktow degradacji. W celu ich identyfikacji wykonane zostaty analizy z zastosowaniem
chromatografu HPLC z detekcja UV-Vis (DAD) wyposazonego W spektrometr mas z jonizacja
poprzez rozpylanie w polu elektrycznym (ESI) z analizatorami kwadrupolowym i czasu przelotu
(Q-ToF) [wyniki sg przygotowane do wystania do redakcji czasopisma].

Interesujacy jest jednak fakt, ze probki chlorowodorku ranitydyny zmieniaja sie¢
wizualnie juz po pierwszym dniu przechowywania w komorze klimatycznej, jak i pierwszym
dniu naswietlania, co pokazano na rycinie 3. Dotad badacze nie opisywali takich zmian w RAN
pod wptywem S$wiatla, czy wilgoci, ktore zachodza na bardzo wczesnym etapie testow
stabilnosci produktow, jak réwniez nie byly monitorowane w stanie stalym. Najczesciej

prowadzono analizy chromatograficzne weryfikujace ilo$¢ powstajacych produktow degradacji

lub jedynie optymalizowano metody rozdzielania zwigzkéw modelowych dla zanieczyszczen

RAN.

Rycina 3. Zdjecia proszku RAN z mikroskopu optycznego A) przed testowaniem stabilnosci; B) po
naswietlaniu 24 h; C) po przechowywaniu w komorze klimatycznej 1 dzien 40°C/75%RH; D) po przechowywaniu
w komorze Klimatycznej 4 dni 40°C/75%RH.

Uzyskanie kremowo-brazowego koloru probek RAN juz po pierwszym dniu naswietlania oraz
zmiana postaci probki z proszku do konsystencji potstatej po 4 dniach wigze sie z dodatkowym
efektem wydzielania nieprzyjemnego zapachu. Aby zweryfikowac kierunek, jak i zakres zmian,

jakim ulega czasteczka ranitydyny, w pierwszej kolejnosci podjeto si¢ poszukiwania metod
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analitycznych, ktoére umozliwig identyfikacje powstajgcych produktow degradacji oraz poznanie
mechanizmu zachodzacych zmian. Sposdb i optymalizacja pobierania prob wymagata
specjalistycznej wiedzy i wykorzystania do tego celu specjalnie zaprojektowanych naczynek.
Wyodrebniono kilka metod analitycznych, za pomocg ktorych zaplanowano oznaczy¢
i zidentyfikowa¢ substancje odpowiadajace za wydzielany zapach.

Najpierw przeprowadzono serie ekstrakcji gazowych znad proszku RAN do wybranych
deuterowanych rozpuszczalnikow organicznych (GLE, ang. gas-liquid extraction) oraz do
kuwety gazowej spektrometru podczerwieni FTIR. Uzyskano potwierdzenie, ze w wyniku
fotoekspozycji probek RAN dochodzi do jej degradacji wraz z wydzielaniem gazowych i lotnych
substancji, co wstepnie potwierdzono przy uzyciu chromatografii gazowej z detektorem FID.
Spektroskopia FTIR pozwolita jedynie uzyska¢ dowdd na emitowanie lotnych zwigzkow
chemicznych znad powierzchni RAN po testach fotostabilnosci. Udalo si¢ rowniez
zidentyfikowa¢ powstajacy W czasie fotodegradacji tlenek wegla (11). Wykonane analizy nie
pozwolity uzyska¢ jednoznacznego obrazu widma H NMR przydatnego do interpretacji.
W zwiazku z najbardziej czytelnym wynikiem analiz chromatograficznych GC, podjgto sig¢
dopracowania metodyki pobierania probek i oznaczania powstajacych lotnych produktow
fotodegradacji RAN technika ,,znad przestrzeni wokot probki” (HS, z ang. head space), ich
rozdzielenia i identyfikacji [H8,H9]. Metoda HS jest znana ze stosowania przy oznaczaniu
substancji lotnych, najcze$ciej do o0znaczania pozostatosci rozpuszczalnikow w przemysle
farmaceutycznym [66]. Duze zainteresowanie w badaniach nad pozostato$ciami
rozpuszczalnikow wzbudza tez potaczenie HS z technika mikroekstrakcji do fazy statej (SPME,
z ang. solid phase microextraction) ze wzgledu na niskg granice wykrywalnoséci lotnych
zanieczyszczen organicznych [67]. Do pobrania probki znad powierzchni poddanej testom RAN

wykorzystano wiokno SPME z polidimetylosiloksanu — PDMS.

W dalszym etapie prac, analizy prowadzono we wspotpracy z Katedrg i Zaktadem
Toksykologii GUMed, gdzie wykonano oznaczenia przy uzyciu chromatografii gazowej,
sprzezonej z detektorem mas (GC-MS), a proby pobierane byly bezposrednio, w czasie
naswietlan lub tuz po naswietlaniu technika HS-SPME, na wtokno z PDMS dedykowane
substancjom lotnym [H9]. Ze wzglgedu na bezposrednig analize produktow degradacji z fazy
nadpowierzchniowej bez koniecznosci rozpuszczania prob, analizy wykraczaly poza krag
rutynowych i powszechnie stosowanych metod kontroli jakosci i zawarto$ci substancji
W probkach farmaceutycznych. Sg zgodne z zatozeniami inicjatywy PAT. W potaczeniu z HS,
technika SPME i GC przyniosta oczekiwane efekty, to jest mozliwos¢ detekcji i identyfikacji
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lotnych produktéw fotodegradacji chlorowodorku ranitydyny. Juz po 30 minutach naswietlania
probek oznaczono obecno$é trzech produktow, a po 48h naswietlania ich liczba wzrosta do 16 i
byly to inne zwigzki niz zanieczyszczenia farmakopealne. Niektore substancje zostaty
zidentyfikowane w oparciu o analize¢ widm masowych oraz poréwnanie z widmami wzorcow.
Znaczagcym sukcesem w badaniach stabilnosci RAN byla zatem charakterystyka procesu
fotodegradacji RAN w stanie stalym. Ostatecznie zidentyfikowano i potwierdzono z wzorcami
5 zwigzkow: acetaldoksym, tiazol, dimetyloacetamid (DMAC), dimetyloformamid (DMF) oraz
5-metylofurfural. Nalezy doda¢, ze w literaturze juz potwierdzono narkotyczne dziatanie
toksyczne acetaldoksymu [68], a hepatotoksycznos¢ wykazano dla DMF i DMAc [69]. Z innych
danych literaturowych wynika, ze S5-metylofurfural moze powodowacé uszkodzenia DNA
I prowadzi¢ do kancerogenezy u ludzi iu zwierzat [70]. Trzy sposrdd zidentyfikowanych
zwigzkow - acetaldoksym, tiazol i 5-metylofurfural, maja charakter lotny. W odniesieniu do
RAN wynotowano z literatury naukowej okoto 40 substancji pokrewnych o ci¢zarze
czasteczkowym ponizej 500 g/mol, pochodzacych z degradacji, transformacji wywotanej
czynnikiem szkodliwym lub bedacych pozostatosciami z syntezy RAN. Na podstawie przegladu
pisSmiennictwa z lat 1987-2014 opracowano Tabele 1, zawierajaca zestawienie tych substancji
z uwzglednieniem oznaczonych i zidentyfikowanych w pracy wtasnej [H9, nr 3,5,7,8,11].
Ponadto, z danych zamieszczonych wtabeli 1 mozna zauwazy¢, ze wykorzystane metody
analityczne do identyfikacji zanieczyszczen i produktow degradacji koncentruja si¢ przede
wszystkim na metodach chromatograficznych i tylko w nielicznych przypadkach -
z wykorzystaniem detektora mas. Farmakopee, na ktorych opieraja si¢ analizy we wszystkich
zaktadach wytwarzajgcych produkty lecznicze, podaja jedynie 11 zanieczyszczen (od A do K
[11]) identyfikowanych podczas kontroli jakosci produktow leczniczych z RAN. Biorac pod
uwage najnowsze trendy i wytyczne dotyczace monitorowania toksycznych i genotoksycznych
zanieczyszczen w substancjach leczniczych [19], na podstawie uzyskanych rezultatow badan
(identyfikacji lotnych, toksycznych produktéw) uzasadniono, ze prace dotyczace identyfikacji
I cigglego monitorowania zmian zachodzacych w substancjach leczniczych majg duzg warto$¢

oraz istotne jest prowadzenie dalszych badan w tym kierunku.
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Tabela 1. Substancje pokrewne chlorowodorku ranitydyny: surowce i pétprodukty uzywane w syntezie
produkty, transformacji i rozktadu.

Nazwa / oznaczenie Sposéb/Metoda MW
Lp. Struktura Pochodzenie*  analityczna uzyta w
Farmakopealne / Pi§miennictwo oznaczaniu (g mol?)

Degradacja/hydroliza
1 Methylamine [71] CH;NH, DP pH>9; chromatografia 31,06
TLC, wzorzec

H,C_ _CH Substrat uzyty w
2 Dimethylamine [72] ’ II:I[ ’ S przedostatnim etapie 45,08
syntezy
. A ol Fotodegradacja,
3 Acetaldoxime [H9] HC SN DP HS-SPME-GC/MS 59,07
. CH.NO Pierwszy substrat w
4 Nitromethane [72,73] 3NV, S syntezie z CS, 61,04
Rozpuszczalnik uzyty w
L, ~0 syntezie i produkt
5 Dimethylformamide [72,74,H9] ne” _C‘; S,DP oznaczony przy 73,09
N fotodegradacji: HS-SPME-
GC/MS
6 Carbon disulphide [72,73] cs, s Substrat w reakcji syntezy ¢ 1,

W pierwszym etapie

N .
7 Thiazole [H9] [ Y oP Eostosdssxﬁgd{éqcims 8513

Rozpuszczalnik uzyty w
H,C._ 0 syntezie i produkt
8 Dimethylacetamide [72,74,H9] AN=CJ S, DP oznaczony przy 87,12
? fotodegradacji: HS-SPME-
GCIMS

Modelowy zwigzek uzyty
podczas fotolizy laserowej
RAN; NMR, UV-Vis, IR,
HPLC

9 Diethy! sulphide [75] CH,CH;~8~(CH,CH, M 90,19

Modelowy zwigzek uzyt
do optymalizacji uktadu
CH,0H chromatograficznego
10 Furfuryl alcohol [76] @/ DM Goiie RAK - o 98,10
oznaczony w danym
uktadzie

O .
11 5-methylfurfural [H] H;C@/g DP ECJStOSCjF?E;aEdgéa/MS 110,03

Modelowy zwiazek uzyt
do optymalizacji uktadu
DP chromatograficznego
HOOC/ COOH degradacji RAN — nie
oznaczony w danym
uktadzie

12 Fumaric acid [76] 116,07

Modelowy zwiazek uzyt
do optymalizacji uktadu
chromatograficznego
degradacji RAN — nie
oznaczony w danym
uktadzie

N
13 Thioethanolamine [76] I DP 113,60

Hydroliza przy pH>9,
. . 0 chromatografia TLC,
1 N-methyl-2-nitroacetamide [71,77] J\/ H'S substrat w syntezie, testy 118,09
/H MeNH NO, starzenia w 70
°C/28%RH — produkt
degradacji, XRPD,
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15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

0.
2-[(metyl thio) methyl]-furan [75] /TCHZ‘S/CH3 M
NO,
N,N’-dimethyl-2-nitro-1,1-ethene /E
diamine [75,76] NN M. DP

HC'H HCH

(0}

N,N,5—trimethy|—2— (CH,),NCH, CH;y M
furanmethanamine [75] \ /

NO,

N-methyl-1-(methylthio)-2- | DP
nitroethenamine [76] / K
[76] 1, N Sen,

NO,
1,1-bis(methylthio)-2-nitroethylene | M. DP
[78] . . ’

HC S S en,

(CH),NCH,
2-(2-Amino ethylthio methyl)-5- \ / S
dimethyl aminomethylofuran H, S
[71,76,77,78,79] / B

NH,

5-[(dimethylamino) methyl]- (CH,),NCH, 0 CH,0H
furfuryl alcohol hydrochloride \@/ H,S, M

[71,75,76,79)/ F

H -
5,6-dihydro-3-methylamino-2H- Tl\fr ! NHCH,
1,4-thiazine-2-one oxime N H,S
[71,76,79] / G

S NOH

5-[[[2-[[1-(methyl amino)-2-
nitroso ethenylJamino]ethyl]

thio]methy]-2- HN DP
furancarboxaldehyde [38] >=CHN0
NHCH
(CH,),NCH,_-©
N-[2-[I[5- U\s
[(dimethylamino)methyl]-2- § DP
furanyl] methyl]thioJethyl]-N'- HN)\

methyl-urea [80] m” o
|

HPLC

Modelowy zwiazek
uzyty podczas fotolizy
laserowej RAN; NMR,
UV-Vis, IR, HPLC

Modelowy zwiazek
uzyty do optymalizacji
uktadu
chromatograficznego
degradacji RAN

Modelowy zwiazek
uzyty podczas fotolizy
laserowej RAN; NMR,
UV-Vis, IR, HPLC

Modelowy zwiazek
uzyty do optymalizacji
uktadu
chromatograficznego
degradacji RAN

Modelowy zwiazek
uzyty podczas fotolizy
laserowej RAN; NMR,
UV-Vis, IR, HPLC

Hydroliza przy pH>9,
chromatografia TLC,
substrat w syntezie, testy
starzenia w 70
°C/28%RH — produkt
degradacji, XRPD,
HPLC, TLC — jedynie do
rozdzielania, HPLC po
degradacji w 85 °C i 48h

Degradacja/hydroliza
pH<9; chromatografia
TLC, wzorzec
syntezowany; modelowy
zwigzek uzyty podczas
fotolizy laserowej RAN;
NMR, UV-Vis, IR,
HPLC po degradacji w
85°Ci48h

Degradacja/hydroliza
pH<9; chromatografia
TLC, wyizolowany i
zidentyfikowany NMR,
X-ray, HPLC po
degradacji w 85 °C i 48h

Produkt
fotokatalitycznego
rozktadu na TiO,,
rozdzielenie i
identyfikacja UPLC/ESI-
QqToF-MS

Produkt fotodegradacji
roztworu wodnego
naswietlanego lampa
ksenonowa: 150 W, 50h;
rozdzielanie TLC,
identyfikacja, NMR;
produkt toksyczny,
genotoksyczny w
ekosystemach wodnych

(ryby)

23

128,19

131,13

139,19

148,18

165,23

214,33

191,66

160,05 /
195,67

269,32

271,38
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25

26

27

28

29

30

31

32

5-[[[2-[[1-(methyl amino)-2-nitro
ethenyl] amino]
ethyl]thio]methyl]- 2-furancarbox
aldehyde [38]

N-[2-[[[5-hydroxymethyl)-2-
furanyl]methyl]thio] ethyl]-N’-
methyl nitro-2-ethene diamine-1,1
[74]

2H-1,4-Thiazin-2-one,5,6-dihydro-
3-(methylamino)-O-[[5-[(dimethyl
amino)methyl]-2-
furanyl]methyl]oxime [71,76]

N-methyl-N'-[2-[[[5-
[(methylamino) methyl]-2-furanyl]
methyl]thio]ethyl]-2-nitro-1,1-
ethenediamine [38]

Sodium N-[2-[[[5-
[(dimethylamino)methyl]-2-
furanyl] methyl]thio]ethyl]-2-
nitroacetamide [71,76,77,79] / D

Ranitidine-N-oxide; N-[2-[[[5-
[(Dimethyloxidoamino)methyl]fur
an-2-ylJmethyl]sulphanyl]ethyl]-
N’-methyl-2-nitroethene-1,1-
diamine [76,77] / E

Ranitidine-S-oxide; N-[2-[[[5-
[(Dimethylamino)methyl]furan-2-
yl]methyl]sulphinyl]ethyl]-N’-
methyl-2-nitroethene-1,1-diamine
[76,77,78,80]/ C

N-[2-[[[5-[(Dimethyl
amino)methyl] furan-2-yl]methyl
]sulphanyl]ethyl-1-ol]-N’-methyl-
2-nitroethene-1,1-diamine [38]

HN,

CHNO,

NHCH!

(CH,),NCH;

O

(CH,),NCH, \@/\ ;

+
Na N

cavo=(
NHCH,

H

(0]
(CH,),NCH, -0
Atp

NH

cHNO—=(

(CH,),NCH, \Q/\ S
\ / kOH
NH

DP

DP

DP

DP, H

Ox, DP

DP

Produkt
fotokatalitycznego
rozktadu na TiOp,
rozdzielenie i
identyfikacja UPLC/ESI-
QqToF-MS

Komercyjny substrat w
syntezie lub produkt
posredni

Degradacja/hydroliza
pH<9; chromatografia
TLC

Produkt
fotokatalitycznego
rozktadu na TiO»,
rozdzielenie i
identyfikacja UPLC/ESI-
QqToF-MS

Degradacja/hydroliza
pH>9; chromatografia
TLC, testy starzenia w
70 °C/28%RH — produkt
degradacji, XRPD,
HPLC

Testy starzenia w 70
°C/28%RH — produkt
degradacji, XRPD,
HPLC

Produkt fotodegradacji
roztworu wodnego
naswietlanego lampa
ksenonowa: 150 W, 50h;
rozdzielanie TLC,
identyfikacja, NMR;
produkt toksyczny,
genotoksyczny w
ekosystemach wodnych
(ryby); niezaleznie TLC
— jedynie do rozdzielania

Produkt
fotokatalitycznego
rozktadu na TiO,,
rozdzielenie i
identyfikacja UPLC/ESI-
QqToF-MS
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227,33

296,39

300,38

323,35

330,41

330,41
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33

34

35

36

37

38

39

40

(CH),NCH,~_-°
m Produkt
[(Dimethylamino)methyl]furan-2- g o fotokatalitycznego
yl]methyl ketone] sulphanyl]ethyl- rozktadu na TiO,,
1-o0l]-N’-methyl-2-nitroethene-1,1- 2701{ bP rozdzielenie i 344,15
diamine [38] NH identyfikacja UPLC/ESI-
CHNOZ=< QqTOF-MS
NHCH,
(CH,),NCH,~_~°
mo Produkt
[(Dimethylamino)methyl]furan-2- —d fotokatalitycznego
yl] methyl ketone] sulphinyl]ethyl- o= OH DP rozktadu na TiO,, 36015
1-o0l]-N’-methyl-2-nitroethene-1,1- Z' rozdzielenie i '
diamine [38] NH identyfikacja UPLC/ESI-
civo==< QqToF-MS
NHCH,
NO,
H,C ! S
N N/\/ v
1,1°-N-[methylene bis(sulphane- HoH g
diylethylene) bis(N-methyl-2- /// DP Brak danych 366,46
nitroethene-1,1-diamine) J HN
HNX-NO,
H,C
NO,
. . AN N\/\
N-{2-[({5-[(dimethyl amino) S
methyl]furan-2-yl} HN NH _ "
methyl)sulfanyl] ethyl}-2,5- \,\g 0 DP HPL_C_po degradacji w 387,13
o e X 85°Ci48h
dinitro-1,2,3,6-tetrahydro
pyrimidin-4-amine [79] N
/T cH,
H,C
CH, NO,
N-{2-[({5-[(di e S/\/N\%
methylamino)methyl]furan-2-yl} KJ .
methyl) sulfany] ethyl}-2-nitro- N i DP 8HSP!;CC .pfgﬁegradac” w 387,13
N'-(2-nitropropyl) ethene-1,1- ON" “cH, :
diamine [79]
/@\/s
- i i 2= CH,),NC] ..
3-[5[(dimethyl amino)methyl]-2-  (CH),NCH N Hj HPLC po degradacji w
furanyl]-N-[2-[[[5- N o .
[dimethylamino)methyl]-2- NHMe™\__No, DP 25 rcdl 48;}h droli 45159
furanyl] methyl]thioJethyl]-N’- E{g_ iﬂmmﬁm" r';?la '
methyl-2-nitro-1-propene-1,1- A _prLC ’ 4
diamine [71,77,75] N
(CH,)N(CH,)/
(CH;),NCH, o /\/11;1I CHNO.
S 2
N,N"-bis[2-[[[5- |
[(dimethyloamine)methl]furan-2- $ DP TLC — jedynie do 497 68
ylo]methyl]thio]ethyl]-nitroethene- = rozdzielania '
1,1-diamine [76,78] /A \_o
(CH,),NCH
H.C— /CH‘ H H
2,2’-methylene bis[N-[2-[[[5- TN 0 \ s/\/NYN\CHJ
[(dimethyl amino)methyl]furan-2- X C-Noz TLC — jedynie do
ylJmethyl] sulphanyl]ethyl]-N’- HJC\N o, DP rozdzielania; HPLC po 640,82
methyl-2-nitroethene-1,1-diamine] ¢’ y Q 'cwoz degradacji w 85 °C i 48h
[78,79] /| : NS A,
H H

*0znaczenia: S — surowiec z syntezy, DP — potencjalny produkt degradacji, H — hydroliza; Ox — utlenianie;
M - modelowa lub pokrewna substancja
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Z zestawienia zaprezentowanego w Tabeli 1 wynika, ze na labilno$¢ chlorowodorku
ranitydyny w duzym stopniu moze wpltywaé jej mobilno§¢ molekularna, zwlaszcza
w rozumieniu mozliwosci transformacji i wewnetrznej reaktywnosci, W rezultacie czego
powstajg roznego typu dimery lub pochodne RAN. Z rozpadu czgsteczki RAN powstaje
bardzo duza liczba mozliwych produktow degradacji, w tym najczesciej dochodzi do reakcji
hydrolizy i utleniania. W wigkszosci przypadkow zanieczyszczenia farmakopealne autorzy
publikacji oznaczali wtasnie w tych dwoch typach reakcji. Dodatkowa $ciezka degradacji
zostala ukazana w pracach badawczych zwigzanych z fotodegradacjg roztworéw z RAN,
ktore miaty by¢ symulacja jej rozktadu w ekosystemach wodnych pod wplywem
promieniowania stonecznego. Fakt mutageniczno$ci i genotoksyczno$ci potwierdzony dla
niektorych produktow fotodegradacji wymusza zatem konieczno$¢ cigglego poszukiwania
takze metod chronigcych labilne czasteczki przed skutkami szkodliwego dziatania czynnikow,

na jakie mogg by¢ narazone W sposob naturalny.

Po uzyskaniu wynikow, ktore pozwolity zidentyfikowa¢ zmiany zachodzace
w warstwie nadpowierzchniowej probki RAN juz po krétkim czasie narazenia na $wiatlo,
podjeto  poszukiwania metod umozliwiajagcych oceng jako$ciowa i identyfikacje
obserwowanych zmian zachodzacych na powierzchni proszku RAN wynikajacych z procesu
fotodegradacji. Wigkszos¢ metod, ktore wymagaja do analizy rozpuszczenia probki
charakteryzuje si¢ zbyt wysoka granicg oznaczalnosci lub zbyt mata specyficznos$cia, stad
wczesne i niewielkie zmiany chemiczne RAN nie sg mozliwe do zarejestrowania.

W dalszym etapie prac zdecydowano si¢ szuka¢ metod, ktore mogg umozliwic
identyfikacje zmian chemicznych w sposob bezposredni w fazie statej. Przygotowane zostaty
zestawienia  pogladowe [H1-H4] dotyczace mozliwosci  wykorzystania  metod
spektroskopowych, glownie z zakresu podczerwieni, ale rowniez bliskiej podczerwieni
i spektroskopii Ramana, do monitorowania wczesnych zmian zachodzacych w proszku RAN
pod wplywem $wiatta. Przeglad piSmiennictwa wybrany do wymienionych prac
usystematyzowano gtéwnie pod katem sposobu analizy i interpretacji zmian na powierzchni,
ktore nie sg niszczace dla probek, a przy tym umozliwiajg obserwowanie zachodzacych
specyficznych reakcji chemicznych i fotochemicznych. Ponadto, przytoczone zostaty
przyktady realizowanych dotad projektow i1 kierunki badan zwigzanych ze stabilnosciag
chemiczng i fizyczng substancji 1 produktéw leczniczych, zardwno na etapie rozwoju 1 badan
naukowych, jak i wdrozen przemystowych, czy kolejnych etapéw wytwarzania produktow

leczniczych. Dzigki przygotowanym pracom pogladowym wytypowano mozliwe do
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wykorzystania metody spektroskopowe do zaplanowanych badan, dotyczacych
monitorowania jakosci produktow leczniczych i ich aplikacji w przemysle, biorac pod uwage
droge API od syntezy, poprzez transport, przechowywanie i wszystkie etapy formulacji, jak
rowniez interakcje i stabilno$¢ postaci leku. Na podstawie informacji zaczerpnigtych
z cytowanych publikacji, w pracach przegladowych szczegoétowo zostal omoéwiony wptyw
parametrow rejestrowania widm na wyniki i mozliwosci wnioskowania przy uzyciu réznych
modeli chemometrycznych. Na tej podstawie opracowano metodyke badan monitorowania
zmian fotochemicznych zachodzgcych w RAN interpretujgc znaczace pasma w podczerwieni
oraz bliskiej podczerwieni, ktore roznily si¢ w porOwnaniu z proébami nienaswietlanymi.
Badano wplyw czasu ekspozycji, wykorzystanej techniki rejestrowania widm, uzytych metod
statystycznych i chemometrycznych w oznaczeniach specyficznych zmian chemicznych
i fizycznych na uzyskane rezultaty. Zestawienia zaprezentowane w publikacjach
pogladowych [H1-H4] stanowity zatem istotny punkt wyj$cia do wyboru odpowiednich
narzedzi analitycznych i podjecia zaplanowanej metodyki.

Monitorowanie zmian na powierzchni proszku RAN rozpoczg¢to od zastosowania
farmakopealnej metody identyfikacji chlorowodorku ranitydyny [FP 6.0], to jest spektroskopii
w zakresie podczerwieni, za pomocg ktorej analizowane byty probki naswietlane RAN przy
uzyciu dwoch technik, tj. techniki odbiciowej ATR-FTIR (na krysztale z ZnSe) oraz
transmisyjnej (sporzadzajac pastylki z KBr). Do poréwnania wykorzystano proby odniesienia,
to jest naswietlane analogicznie i chronione folig aluminiowa przed dostgpem $wiatla proby
i proby nie poddawane naswietlaniu. Z przegladu literatury wywnioskowano, ze technika
ATR-FTIR ma znaczng przewage w stosunku do techniki transmisyjnej FTIR ze wzgledu na
mozliwos¢ bezposredniej analizy powierzchni poddanej ekspozycji na promieniowanie.
Podjeto prace doswiadczalne na réznych podtozach, by z uzyciem spektroskopii w zakresie
podczerwieni, w powtarzalny sposéb moc bezposrednio oceni¢ powierzchni¢ poddana
wczesniej naswietlaniu [H5,H6]. W zwigzku z tym, ze degradacja fotochemiczna rozpoczyna
si¢ na powierzchni analizowanej substancji, wazne jest uzycie techniki rejestrowania zmian
na tej samej (nie poddanej zadnej obrobce) powierzchni. Zatem, wykorzystanie techniki
ATR-FTIR okazato si¢ bardzo trafne i potwierdzito degradacj¢ chemiczng substancji. Widma
zarejestrowane dla probek po fotodegradacji ukazaty pasma o wigkszych intensywnos$ciach,
jak rowniez zanik niektorych pasm, w poréwnaniu z widmem zarejestrowanym dla wzorca
nie poddawanego testom. Najwyrazniej widma byty zréznicowane w zakresie liczb falowych
40002000 cm™ oraz zaobserwowano zanik pasm odpowiadajacych za obecno$é wigzania

N-H ugrupowania aminowego RAN [H5]. Badania prowadzono zaréwno dla probek proszku
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RAN, jak i produktow leczniczych (tabletki Zantac oraz produkty generyczne) zawierajacych
chlorowodorek ranitydyny [H6]. Wyniki badan powierzchni probek eksponowanych na
promieniowanie juz po 12 h (moc Suntest CPS+ 280 W/m?) wskazaty na zachodzace zmiany
chemiczne. Obserwowano zmienione przebiegi widm ATR-FTIR, na ktérych pasma
charakterystyczne ulegly znieksztatceniu, przesunieciu i wzmocnieniu intensywnosci. Z kolel
w przypadku widm transmisyjnych FTIR, zmiany w pasmach miaty mniejsze intensywnosci,
co wynika przede wszystkim z rozcienczenia probki poprzez jej wymieszanie z KBr w celu
sporzadzenia pastylki. Analogiczne badania poréwnawcze technik FTIR wykonano dla kilku
generycznych  produktow leczniczych  zawierajgcych  chlorowodorek  ranitydyny.
Opublikowane prace wskazuja na fakt, ze spektroskopia w zakresie podczerwieni jest metoda
przydatng nie tylko do potwierdzania tozsamosci API, ale jest rowniez uzyteczna
W monitorowaniu wczesnych zmian zachodzacych w zwiazku z degradacja chemiczng, do

jakiej dochodzi w fazie state;.

Monitorowanie zmian chemicznych zachodzacych w proszkach labilnych substancji
leczniczych jest niezwykle trudne ze wzglgdu na konieczno$¢ utrzymania i badania
jednorodnej probki, zwlaszcza przy bezposrednim analizowaniu powierzchni poddanej testom
stabilnosci. Stad tez, po wykonaniu analiz metodg spektroskopii w zakresie podczerwieni
podjeto si¢ opracowania metody wykonania analogicznych oznaczen dla probek RAN przy
uzyciu spektroskopii w zakresie bliskiej podczerwieni (NIR). Wykorzystanie tak powszechnie
stosowanego narzedzia PAT w procesach technologicznych jest znane w zakladach
farmaceutycznych w Polsce i na $wiecie juz od przeszto dekady. Jednakze, poza jedna
opublikowang praca, w ktorej autorzy zwrdcili uwage na potencjat zastosowania NIR do
oceny stabilnosci substancji leczniczych [81], nie bylo dotad innych prac o takiej tematyce.
Zazwyczaj narzgdzia PAT wykorzystywane sa w przemysle do potwierdzania tozsamosci
SUTOWCOW.

Do badan wlaczone zostaly probki RAN zarowno po ekspozycji na promieniowanie
z zakresu UV-Vis, jak iprzechowywane w komorze Kklimatycznej w warunkach
przewidzianych dla testu przyspieszonego starzenia, tj, 40 °C/75% RH. Dodatkowo,
weryfikacji podobnych efektow poddalam cymetydyng, powszechnie uznang za stabilng
chemicznie, oraz famotydyng - znang ze zmienno$ci polimorficznej i niewielkich zachwian
stabilnosci. Potrzeba oznaczania w sposob bezposredni wczesnych zmian zachodzacych

w probkach testowanych skfaniata rowniez do zaangazowania innych narzedzi PAT, takich
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jak spektroskopia Ramana, jak rowniez uzytecznych i bardzo specyficznych metod analizy
w fazie stalej, tj. roznicowe] kalorymetrii skaningowej - DSC i dyfraktometrii rentgenowskiej
- XRD.

Z przegladu literatury wynika, ze multi-instrumentalne badania stabilnosci substancji
leczniczych zarowno pod katem fizycznym, jak i chemicznym sg niezwykle cenne zarowno
w badaniu tozsamosci proszkow i surowcow farmaceutycznych, jak i polimerow [9,82-85].

Probki RAN, FAM i CYM objete badaniami i poddane fotodegradacji i degradacji
chemicznej wykazaty istotne zmiany destrukcyjne RAN, ale rowniez w przypadku FAM
wykazano, ze mimo braku réznic S$wiadczacych o degradacji substancji dochodzi do
subtelnych zmian natury fizycznej [H7].

Dzigki wspolpracy z Departamentem Kontroli Jakosci ZF Polpharma SA (Starogard
Gdanski) istniata mozliwos$¢ przeprowadzenia analiz spektroskopowych NIR i Ramana dla
probek RAN, FAM i CYM po testach stabilnosci. Widma rejestrowane byty dla probek
testowanych fotochemicznie i w komorze klimatycznej. Interpretacji zachodzacych zmian
I zrbznicowania mi¢dzy nimi dokonano poréwnujac uzyskane widma pod katem
intensywnos$ci i ksztattu pasm charakterystycznych badanych substancji leczniczych. Ze
wzgledu na ich duze wzajemne podobienistwo konieczne bylo wykorzystanie metod
statystycznych do interpretacji wynikow. Wykorzystano opcje oprogramowania liczaca
wariancje z poszczegélnych widm poréwnujgc przyktadowo probke testowang z wzorcem
niepoddanym testom (probg zerowa). Wariancja jest podstawowa miarg zmienno$ci, W tym
przypadku uzyskanych widm 1 pokazuje jak duze jest ich zr6znicowanie, stad umozliwia
zweryfikowanie niestabilnoSci probek, nawet jesli wystepuja niewielkie roéznice pomigdzy
nimi. Jesli wynikiem analizy wariancji widm nie jest linia prosta mozna uznac, ze obszary

liczby falowej, w jakich zostaje wykreslona krzywa, jest to obszar zréznicowania widm.

W przypadku probek naswietlanych iprobek odniesienia, wariancja z widm
ramanowskich, ktéra ukazuje charakterystyczne pasma, umozliwia identyfikacje mobilnych
ugrupowan w czasteczkach probek poddanych narazeniu na czynniki szkodliwe. Dla RAN
zmiany dotyczyly pasma przy liczbie falowej 1556 cm™ odpowiadajacego za asymetryczne
rozciggajace drgania wigzania N=O oraz 1250 i1183 cm™ antysymetrycznego drgania
deformacyjnego wigzania C-H. Stwierdzono, ze te fragmenty struktury RAN sg najbardziej
podatne na wzbudzenia i fotodegradacj¢. W analogicznej analizie przeprowadzonej dla FAM
zmiany wariancji widm Ramana wskazaty na zmiany pasm przy liczbie falowej 1552 cm
(C-N), 1335 cm™ (C=C), 1147 cm™ (N-H) i 737 cm™ (C-S), co potwierdzito fotowrazliwos¢
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tych wigzan. W przypadku CYM zmiany dotyczyly pasm przy 2167 cm™ (C-N), 1597 cm™
(N=0), 1283 cm™ (CHs) i 662 cm™ (C-S). Wykorzystanie spektroskopii Ramana pozwolito
zatem na zaobserwowanie wczesnych zmian na powierzchni badanych probek, nawet
w przypadku CYM, dla ktorej nie wykazano dotychczas wrazliwosci na $wiatlo. Metoda
FTIR dowiodta, ze w RAN poddanej fotodegradacji dochodzi do zmian chemicznych, co
wykazano réwniez W poprzednich pracach [H5,H6], natomiast dla FAM iCYM nie
zaobserwowano zadnych zmian na widmach probek poddanych naswietlaniu. W probkach
poddanych testom stabilnosci pod wpltywem podwyzszonej temperatury i wilgotnosci okazato
si¢, ze widma FTIR dla RAN s3 znacznie zmienione, co $wiadczy zdecydowanie o duzej
ilosci produktéw degradacji, a dla FAM zaobserwowano jedynie subtelne zmiany
intensywnosci niektorych pasm. Analogiczne zmiany udato si¢ zarejestrowa¢ metoda NIR.
Obserwowano zréznicowanie wariancji z widm probek naswietlanych i odniesienia
w zakresie liczb falowych 6800-6300 cm™ i 5200-4700 cm™. Po zinterpretowaniu zakresow
tych pasm, oceniono udziat drgan wigzania S-C przy 5050 cm? jak réwniez pierwszych
nadtonéw pierwszorzedowych i drugorzedowych amin przy 6000 cm™ dla RAN i 7000 cm™
dla RAN, FAM i CYM. Opracowano model chemometryczny, Simca [85,86], ktory pozwolit
stwierdzi¢, ze widma NIR probek naswietlanych i nienaswietlanych RAN roznig si¢ od widm

NIR wykonanych dla probek RAN chronionych przed promieniowaniem (odniesienia) [H7].

Roznicowa kalorymetria skaningowa postuzyta do monitorowania zmian w probkach
RAN, FAM i CYM pod wpltywem podwyzszonej temperatury, zwigkszonej wilgotno$ci oraz
dostepu $wiatta, wykazujgc zmiany fizyczne probek. Pomiary temperatury topnienia probek
wskazaly zmian¢ z pierwotnej Tm 151 °C, ktora obnizala si¢ w probkach po 1, 2 i 4
miesigcach osiggajac wartos¢ Tm 134 °C po 6 miesigcach testowania probek RAN. Rowniez
testowane fotochemicznie probki RAN wykazywaly zmiany przebiegu krzywych DSC dla
probek naswietlanych dtuzej niz 48 h. Dla FAM zanotowano jeden ostry pik endotermiczny
przy temperaturze 167,5 °C, znaczaco wyzszej niz temperatura topnienia wzorcowej,
nietestowanej substancji i jej formy polimorficznej B, tj. 158,6 °C. Po wnikliwej analizie
dostepnej literatury naukowej stwierdzono, ze doszto do zmian fizycznych prébek FAM
przechowywanych w komorze Kklimatycznej ikomorze Suntest CPS+. Podobny efekt
zauwazyli badacze testujac odpornos$¢ probek FAM na wysokie ci$nienia przy kompresji [87].
Dochodzi do swoistego rodzaju wzbudzenia formy polimorficznej B czasteczki FAM, co
skutkuje mechaniczo-chemiczng aktywacja podobng do amorfizacji. Zmiana wartosci

temperatury topnienia FAM po testach stabilno$ci, jak rowniez obserwowane subtelne
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przesuniecia pasm na widmach FTIR w probkach FAM sugerujg jej zmian¢ fizyczna,
aczkolwiek ze wzgledu na brak punktu temperatury zeszklenia (Tg), charakterystycznego dla
postaci amorficznej uznano, ze posta¢ ta moze wystgpowaé, ale w niewielkiej ilosci, jako

zanieczyszczenie postaci krystalicznej.

Niezwykle duzg trudno$¢ w testowaniu probek RAN w komorze klimatycznej
sprawial fakt przemiany jej stalej, pierwotnie krystalicznej postaci w posta¢ ptynna i kleista.
Przy wykorzystaniu metody dyfraktometrii rentgenowskiej — XRD, na dyfraktogramach
obserwowano wczesne zmiany zachodzace w krystalicznej postaci RAN w czasie
przechowywania w warunkach testu przyspieszonego starzenia, to jest juz po 4 dniach, a dla
probek poddanych fotoekspozycji po 48 h. Refleksy XRD, charakterystyczne dla krystalicznej
RAN (forma polimorficzna 2) przy 17,5° i 20,2° (26), sa zaktocane pod wzgledem ksztattu
i intensywno$ci. Dla FAM réwniez zauwazono subtelne zmiany w wygladzie probek
przechowywanych w komorze klimatycznej, co na dyfraktogramach bylo widoczne dla
refleksow przy 19,0°, 19,6° i 29,8° (26) i prawdopodobnie wigzato si¢ jedynie ze zmiang

wielkos$ci czastek. Nie nastgpita jednak zmiany formy polimorficznej probek.

Bioragc pod uwagg przeprowadzong oceng wczesnych zmian zachodzacych w probkach
RAN za pomocg spektroskopii ATR-FTIR, NIR, Ramana oraz metod takich jak DSC i XRD,
jak rowniez dokonang identyfikacja problemu zwigzanego z powstawaniem lotnych
produktow fotodegradacji [H5-H9], podjeto sie kolejnego etapu prac zwigzanego
z poszukiwaniem skutecznej metody ochrony RAN przed szkodliwymi czynnikami.

Zatozeniem zaplanowanych prac bylo zahamowanie jej fotodegradacji.

Ochrona labilnych substancji przed szkodliwymi czynnikami jest aktualnym tematem
badan w farmacji, ze wzgledu na mozliwos¢ ograniczenia ilosci powstajacych substancji
potencjalnie toksycznych, czy rodnikowych [H10]. Wykorzystanie do tego celu wtasciwosci
cyklodekstryn, ktore maja zdolnos¢ tworzenia komplekséw inkluzyjnych (IC) jest naturalng
konsekwencja, poniewaz od wielu lat sg z powodzeniem wykorzystywane w farmacji i chemii
w przypadku innych, labilnych substancji [88-92]. W pismiennictwie odnotowano tylko
jeden przyktad wykorzystania cyklodekstryn w technologii ranitydyny. Kompleks RAN
z f-cyklodekstryng zostal opatentowany w 1997 roku jedynie w celu stabilizacji fizycznej
chlorowodorku ranitydyny i zapobiegania przemianie polimorficznej z Formy 2 do Formy 1
[92]. W patencie dodatkowo podkreslono, ze uzyskany kompleks RAN-CD jest stabilny

fizycznie nawet przez dilugi okres czasu 1 ponad dwukrotnie mniej higroskopijny
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W poréwnaniu z polimorficzng, wolng od kompleksu Forma 2 RAN. CD nie absorbujg
promieniowania, jednak z ich udzialem zmienia si¢ przebieg i mechanizm niektorych reakcji
chemicznych. Celem prowadzonych badan wilasnych z udzialem S-CD bylo ograniczenie
iloéci powstajagcych produktow fotodegradacji RAN [H9-H10]. Jednocze$nie nalezy
podkresli¢, iz wcze$niej nie prowadzono badan w sposdb zaproponowany w niniejszym
osiagnieciu. Postawiony cel fotoochrony RAN polegal na otrzymaniu konkretnych
kompleksow inkluzyjnych z CD, ktérych wdrozenie moglo skutecznie wplyng¢ na poprawe
jej trwatosci [H10]. W celu obserwowania efektoéw ochrony utworzone zostaty kompleksy
inkluzyjne RAN z p-CD (IC) w dwoch stosunkach stechiometrycznych 1:1 i 1:2 metoda
odparowywania z roztworu oraz analogiczne mieszaniny fizyczne (PM). Probki eksponowano
na $wiatlo w sposob opisany szczegoétowo w publikacji [H9]. Probki do analizy pobierane
byly metoda HS-SPME oraz analizowane za pomocg chromatografii gazowej sprz¢zonej ze
spektrometrem mas (GC-MS). Z uzyskanych rezultatow wynika jednoznacznie zmniejszenie
ilosci powstajacych nowych substancji w wyniku ekspozycji IC i PM na $wiatlo
w poréwnaniu z probka odniesienia, to znaczy naswietlanym proszkiem chlorowodorku
ranitydyny owinietym folig aluminiowa. Uzyskane wyniki sg podstawg do uznania
ochronnych wiasciwosci cyklodekstryn w odniesieniu do fotolabilnej RAN. Nalezy
podkresli¢, ze w wigkszosci probek zawierajacych RAN, zaréwno IC, PM jak i wzorcowej
RAN zidentyfikowano jako produkt degradacji RAN - acetaldoksym. Mimo, iz dotad nie
udato si¢ ustali¢ zrodta jego obecnosci, jednak prace w tym kierunku powinny by¢
kontynuowane. Zaplanowano réwniez prowadzenie dalszych badan w kierunku oceny
toksycznos$ci 1 genotoksycznosci powstajacych produktéw in silico, a nastgpnie za pomoca

ludzkich linii komorkowych.

PODSUMOWANIE

Prowadzone badania miaty na celu wykazanie konieczno$ci szerszego Spojrzenia na
problem stabilno$ci substancji leczniczych, w poréwnaniu do obecnych wymogow, zawartych
w farmakopei. Uzasadniono innowacyjne podejscie, zwlaszcza w przypadku API starszej
generacji, dlatego do badan wybrano migdzy innymi powszechnie stosowany w lecznictwie
chlorowodorek ranitydyny. Przy wykorzystaniu wielu nowoczesnych metod analitycznych
opracowano koncepcj¢ monitorowania zmian substancji leczniczej w fazie stalej na

wczesnym etapie narazenia jej na czynniki niszczgce. Nowe informacje, jakie uzyskano
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w oparciu o identyfikacje lotnych produktow degradacji RAN pozwolg zaplanowaé kolejne
badania, wtym miedzy innymi in silico. Uzyskanie pozytywnych wynikow zwigzanych
Z eliminacja produktéw degradacji, dzicki zastosowanej ochronie i obecno$ci cyklodekstryn
jest w konsekwencji powodem do nowego podej$cia analitycznego. Istnieje
réwniez konieczno$ci wprowadzania zmian normatywnych w kwestii identyfikacji szeroko

rozumianych zanieczyszczen APL

Podsumowujac,

1. Zaproponowano warsztat analityczny, ktory dostarcza oczekiwanych informacji
zwigzanych ze stabilnos$cig substancji leczniczej na wczesnym etapie narazenia na czynnik
powodujacy degradacje. Wykazano, ze w przypadku chlorowodorku ranitydyny, podejscie
ograniczone jedynie do analizy ilosciowe] zanieczyszczen uznanych przez farmakopeg¢ w
testach stabilno$ci jest niewystarczajace. Zdobywanie cennych informacji o stanie
chemicznym badanych labilnych substancji leczniczych po kilku minutach lub godzinach
od zainicjowania reakcji degradacji poprzez dziatanie §wiatta lub wilgoci, moze by¢ z
powodzeniem prowadzone przy uzyciu techniki odbiciowej spektroskopii w zakresie
podczerwieni, ATR-FTIR. Do takiej obserwacji zmian APl w stanie stalym przydatne sg
tez inne metody, ktore wykorzystano w pracy, takie jak spektroskopia NIR, spektroskopia
Ramana, ale rowniez XRD i DSC.

2. Identyfikacja zanieczyszczen metoda farmakopealna przy uzyciu chromatografii HPLC
z detektorem UV-Vis, nawet z uzyciem zwalidowanej metody, jest niewystarczajace do
catosciowego poznania stabilnosci API. Istnieje konieczno$¢ korzystania ze specyficznych
metod analitycznych, ktoére pozwola na mozliwie najnizszym poziomie oznaczalno$ci
zarejestrowa¢ zmiany zwigzane z utrata stabilno$ci substancji leczniczej. Jedynie
wlaczenie do rutynowych testow odrebnego postepowania uzupetniajagcego analizy o etap
badan w fazie stalej, jak rowniez oznaczanie lotnych i gazowych produktow degradacji
API, pozwoli traktowa¢ proces jako kompleksowy. Ze wzgledu na zlozony proces
fotodegradacji i koniecznos¢ analiz prowadzonych na wczesnym etapie zmian istotny jest
wiasciwy dobor techniki pobierania probek. Wykazano, ze wykorzystanie techniki HS-
SPME jest przydatne do bezposredniej analizy procesow bez ingerencji w probke.

3. Oznaczenia zanieczyszczen lotnych, ktore moga pojawi¢ si¢ w probkach API w wyniku
degradacji (poza monitorowaniem pozostalosci rozpuszczalnikow), nie sa wiaczone do

rutynowych oznaczen w badaniach stabilnosci API zalecanych przez farmakopeg. Przy
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uzyciu chromatografu gazowego wyposazonego w specyficzny detektor mas (GC/MS)
oraz chrmatografu cieczowego HPLC zdetekcja UV-VIS (DAD) wyposazonego
w spektrometr mas zjonizacja poprzez rozpylanie w polu elektrycznym (ESI)
z analizatorami kwadrupolowym i czasu przelotu (Q-ToF), zidentyfikowano inne, poza
farmakopealnymi zanieczyszczenia niespecyficzne w probkach chlorowodorku ranitydyny.
. Zwalidowana metoda ilosciowa HPLC jest przydatna do oceny ubytku substancji
leczniczej, a co istotne, w przypadku chlorowodorku ranitydyny, réwniez zmian
zachodzacych w fazie stalej w komorze klimatycznej. Zdarza sie, tak jak w przypadku
RAN, Ze najwieksze zmiany chemiczne zachodzg w dwoch pierwszych dobach kontaktu z
czynnikiem degradacyjnym. Etap propagacji procesu degradacji ma juz inny charakter
i skutkuje powstaniem innych produktow degradacji, niz poczatkowy i koncowy etap
reakcji, stad kazdy jest wazny 1 powinien by¢ monitorowany.
. Istnieje wiele substancji leczniczych o duzym potencjale terapeutycznym, w tym réwniez
starszej generacji, ktore sg niestabilne w obecnos$ci takich czynnikéw jak podwyzszona
temperatura, wilgotno$¢, czy $wiatlo. Pomimo tego nie sg eliminowane z lecznictwa.
Opracowujac metody ochrony zewnetrznej, jak i wewnetrznej labilnych substancji
leczniczych mozna zapobiec ich degradacji, co udato mi si¢ wykazaé¢ na przyktadzie
chlorowodorku ranitydyny i p-cyklodekstryn w postaci kompleksow inkluzyjnych
I mieszanin fizycznych.
. Opracowano autorska koncepcje metodyki badan dla oceny wczesnych zmian
zachodzacych w fazie statej w labilnych substancjach leczniczych, co przedstawiono
schematycznie na rycinie 4. Podj¢to dziatania, ktore pozwolity monitorowac stabilno$é
APl w fazie stalej za pomoca nowoczesnego warsztatu analitycznego, technik
statystycznych i chemometrycznych w sposéb niekonwencjonalny, w fazie state;j.
Toksycznos¢ kazdego zidentyfikowanego nawet w najmniejszej ilosci zanieczyszczenia
APl powinna by¢ oceniona wedlug wspotczesnych wytycznych metodami in silico,
a nastgpnie za pomocg specjalistycznych testow na liniach komorkowych. Powodem
takiego dzialania iplanowania warsztatu analitycznego bylo to, by w procesie oceny
jakosci substancji leczniczej w przemysle farmaceutycznym, z wykorzystaniem miedzy
innymi narzgdzi PAT dla procesu, zostaly zaproponowane gotowe rozwigzania
problemow.

7. Przeprowadzone badania wpisuja si¢ w obszar polityki jakosci prowadzonej w
firmach farmaceutycznych poczawszy od badan i rozwoju poprzez proces produkcyjny

i monitorowanie produktu na rynku. Opracowana koncepcja jest nowa i konkurencyjna,
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a zatem réwniez innowacyjna, stad moze mie¢ praktyczne zastosowanie w analizie

farmaceutyczne;j.

Inicjacja degradacji chemicznej:
- podwyzszona temperatura,
- wilgotnos¢ wzgledna 75%

- $wiatlo
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Rycina 4. Schemat opracowanej autorskiej koncepcji nowego podejscia do badan stabilno$ci chemicznej API.

Prowadzone prace naukowo-badawcze, stanowigce jednotematyczny cykl publikacji, byty
czeSciowo finansowane w ramach dziatalnosci projektow wiasnych (BW i MN) i pracy
statutowej Katedry i Zakladu Chemii Fizycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(GUMed) oraz czg¢sciowo z dotacji finansowych nowych projektow badawczych KNOW
(Krajowego Naukowego Osrodka Wiodacego dla Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem
Medycyny Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego na lata 2012-2017).
Ponadto wielokrotnie ubiegatam si¢ o finansowanie badan z NCN oraz FNP uzyskujac bardzo

dobre oceny projektow, jednak ostatecznie nie uzyskujac dofinansowania.
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4. Pozostale osiagniecia naukowo-badawcze
4.1. Dziatalnos¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Od poczatku studiow doktoranckich w Katedrze Technologii Chemicznej Politechniki
Gdanskiej moje zainteresowania naukowe, oprocz realizowanego tematu pracy doktorskiej,
zwigzane byly z farmacjg. Prowadzone w latach 2001-2005 prace o charakterze badawczo-
rozwojowym dotyczyly identyfikacji organicznych zanieczyszczen w preparatach
farmaceutycznych, syntezy wzorcoOw zanieczyszczen, lub tez polegaly na rozwigzaniu
réznorodnych probleméw zwigzanych z produktami farmaceutycznymi. Wiele badan
wykonywanych bylo na zlecenie Zaktadow Farmaceutycznych POLPHARMA SA
w Starogardzie Gdanskim. Efektem prowadzonych prac jest rowniez publikacja, ktora ukazata
si¢ po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora: Determination of the chemical structure of
potential organic impurities occurring in drug substance opipramol” E. Luboch, E. Wagner-
Woysiecka, M. Jamrégiewicz, J. Szczygelska-Tao, S. Magietka, J.F. Biernat, Pharmazie, 65,
(2010) 239-244.

Poza tym przed uzyskaniem stopnia doktora pracujac w zespole pana prof. Jana
Biernata zajmowatam si¢ cyklodekstrynami (CD). Badatam wptyw jaki odgrywaja one jako
dodatki w reakcjach sprzegania soli benzenodiazoniowych z pirolem i imidazolem. Na
podstawie uzyskanych wynikéw zauwazono, ze tworzac bardzo specyficzne mikrosrodowisko
reakcyjne (podobne do surfaktantow) zwiekszaja one wydajnos¢ uzyskiwanych w syntezach
niecyklicznych oraz makrocyklicznych azozwigzkéw o strukturze eteréw koronowych,
z kilku nawet do kilkudziesigciu procent. Niewatpliwym zyskiem uzyskanych wynikéw byto
skrocenie czasu potrzebnego do syntezowania odpowiedniej ilosci produktéw, ktore
przewidziane byly do kolejnych badan. Poza tym, przebieg reakcji prowadzonych
w obecnosci CD, zmienia si¢, co pozwala uzyskiwa¢ mniej produktow, ale tez 0 innej
strukturze w poroéwnaniu z analogicznie prowadzonymi reakcjami bez dodatku CD. Przed
uzyskaniem stopnia doktora zajmowatam si¢ zatem gléwnie Synteza, anastepnie badaniem
wlasciwosci elektrochemicznych i fizykochemicznych zsyntezowanych, zidentyfikowanych
i oczyszczonych makrocyklicznych eterow koronowych. Badatlam zdolno$¢ kompleksowania
jonow metali cigzkich 1 przejSciowych przez zsyntezowane zwigzki, przy wykorzystaniu
metody spektrofotometrycznej i potencjometrycznej. Makrocykliczne pochodne pirolu
i imidazolu, ktore wykazywalty duze wartosci statych kompleksowania, byly nastgpnie

testowane jako material do budowy medycznych czujnikéw optycznych.
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Dodatkowo i niezaleznie, w trakcie studiow doktoranckich bratam udzial w projekcie
skoncentrowanym na syntezie 1 badaniu wlasciwosci nowych chromojonoforéw
I chromofluorojonoforow. Charakterystycznym elementem struktury tych zwiazkow jest
obecno$¢ dwoch grup azowych, ktére stanowig fragment makropierscienia, oraz grupy
zdolnej do oddysocjowania protonu (np. -OH), skierowanej do wnetrza makrocyklu.
W ramach projektu syntezowano makrocykliczne zwiazki, ktore obok tancucha
difenoksypolioksyetylenowego i dwoch grup azowych zawieraly pochodne p-alkilofenoli,
rezorcynolu lub zwigzkéw heterocyklicznych. Uzyskane zwigzki bedace pochodnymi
rezorcynolu i 1,3-dihydroksynaftalenu, w zalezno$ci od wiclkosci pierScienia wykazywaty
selektywno$¢ w stosunku do jonow litu lub sodu. Tematyka projektu obejmowata synteze
zwigzkéw zdolnych do selektywnego rozpoznawania jondw oraz badanie natury
i mechanizmu rozpoznania molekularnego. Celem pracy byto otrzymanie zwigzkow, ktore
W swojej strukturze, oprocz fragmentu jonoforowego, odpowiedzialnego za rozpoznanie jonu,
posiadatyby dodatkowo reszty chromoforowe i/lub fluoroforowe, po to, by informacje
0 rozpoznaniu analitu mogly przetworzy¢ na sygnal optyczny. Ponadto wyselekcjonowane
zwigzki, o odpowiedniej lipofilowosci, byly testowane jako jonofory w membranowych
elektrodach jonoselektywnych pod katem budowy czujnikéw optycznych. Efektem badan nad
uktadami  supramolekularnymi, w ktorych uczestniczyly jony bylo testowanie
zsyntezowanych zwiazkow makrocyklicznych do aplikacji w wielu dziedzinach np. chemii

analitycznej, medycynie, ochronie $rodowiska czy technice.

4.2. Dziatalnosé¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora rozpoczetam prace w Katedrze 1 Zaktadzie Chemii
Fizycznej w dwczesnej Akademii Medycznej. Prowadzona dziatalno$¢ skoncentrowana byta

wokot kilku aspektow.

Po pierwsze moje zainteresowania dotyczyly wykorzystania mozliwosci analitycznych
metod spektroskopowych, gléwnie z zakresu podczerwieni, w aspekcie badan trwatosci
substancji leczniczych. Monitorowanie degradacji rozpoczetam od badania kwasu
acetylosalicylowego, jednak w czasteczce o dosy¢ prostej strukturze 1 przewidywalnej
stabilno$ci nie znalaztam inspiracji do badan i krag substancji poszerzylam o inne, spo$rod
ktorych najbardziej interesujacy i godny zaangazowania okazal si¢ by¢ chlorowodorek

ranitydyny. W obrebie badan wilasnych dotyczaCych stabilnos$ci substancji leczniczych,
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podjetam wspodiprace z Katedra 1 Zaktadem Toksykologii GUMed w ramach prowadzonych
analiz chromatograficznych GC-MS, w wyniku czego powstaly dwie publikacje oraz

prezentacje na konferencje naukowe.

Od 2009 roku prowadze¢ wspotprace z Departamentem Kontroli Jakosci ZF Polpharma
SA w Starogardzie Gdanskim. Zostatam zaproszona do realizacji projektu, ktorego celem
byto opracowanie metody bazujacej na wykorzystaniu spektroskopii w zakresie bliskiej
podczerwieni, ktora miata pozwoli¢ na weryfikacje uzyskanej jednolitosci masy tabletkowe;j
w procesie mieszania w trakcie wytwarzania stalych postaci leku. W ramach opieki nad
studentka realizujaca prace magisterska, ktorej promotorem byl pan prof. Jerzy Lukasiak,
wtym temacie utworzona zostala wstepna metoda dla okreslenia zawartosci API
w mieszaninie granulatu. Badania obejmowaty sztuczne przygotowanie prob o pigciu
poziomach procentowych API, wymieszanie ich, anastgpnic zarejestrowanie widm
i poddanie probek analizie referencyjnej. Z uzyskanych wynikéw stworzono metode za
pomocg programu TQ Analyst 8.0.1.36. Wyniki badan zostaly opublikowane i prezentowane
na konferencjach naukowych. Dalszym etapem prac w porozumieniu z ZF Polpharma byto
wykorzystanie spektroskopii NIR oraz spektroskopii Ramana do identyfikacji i1 oznaczenia
ilosciowego kwasu acetylosalicylowego w masie tabletkowej Polopiryny S, w skali
przemystowej. Cze§¢ uzyskanych wynikow prac zostalo wdrozonych w Zaktadzie do
rutynowych dzialan produkcyjnych. Na jednym z etapéw prac dotyczacych technologii
farmaceutycznej mialam mozliwos¢ konsultowania ich przebiegu z panem dr hab.
Krzysztofem Calem z Katedry i Zaktadu Farmacji Stosowanej Wydziatu Farmaceutycznego
GUMed. W wyniku prowadzonych prac powstata publikacja (M. Jamrégiewicz, K. Cal, M.
Gruszecka, A. Ciesielski, 2013, Determination of API content in a pilot-scale blending by
near-infrared spectroscopy as a first step method to process /line implementation”, Acta Pol.
Pharm. Drug Res. 70(3), 419-429).

W trakcie badan, opracowywania metodyki i zdobywaniu do$§wiadczenia z nowymi
narzgdziami PAT, z czym wigzalo si¢ S$ledzenie literatury naukowej, podjelam si¢
przygotowania publikacji przegladowej dotyczacej wykorzystania spektroskopii NIR
w technologii farmaceutycznej. Praca okazata si¢ niezwykle cenna, poniewaz od 2012 roku
byla juz cytowana przeszio 50 razy (Google Scholar) przez innych naukowcoéw. Praca
zaowocowala rowniez zaproszeniem przez edytora z wydawnictwa Studium Press LLC,
US.A. do udzialu w przygotowaniu rozdzialu do 12 tomowej serii wydawniczej

,Biotechnology, Vol. 12, Bioprocess Engineering”, ktora zostata opublikowana w 2014 r.
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., Application of NIR and Raman Spectroscopy in Biotechnology” (red. S. Sinha, J.N. Govil —
Executive Editor), 539-560.

Niezaleznie od wyzej wymienionych prac, w 2007 roku rozpoczelam wspotprace
z Katedrg 1 Zakladem Farmacji Stosowanej kierowang przez panig prof. Malgorzate
Sznitowskg w ramach projektu ,,Silikonowe preparaty z suchym wyciggiem z cebuli
I heparyng niskoczasteczkowa na blizny hipertroficzne i keloidy”, 2007-2011 r., MNiSzW,
N 405008 32/0528. Moje dzialania skoncentrowane byly na poszukiwaniu elastomerow
silikonowych, ktére moglyby zosta¢ wykorzystane do sporzadzenia adhezyjnych plastrow na
skore. Zajmowalam si¢ wstepnym badaniem uwalniania substancji z matryc silikonowych,
ustalaniem technologii otrzymywania gotowego plastra z dodatkiem niskoczasteczkowej
heparyny i suchego wyciggu z cebuli oraz badaniem wlasciwosci uzyskanych plastrow.
W zespole badawczym (M. Zebrowska, M. Jamrégiewicz, M. Sznitowska, K. Mojsiewicz-
Pienkowska, M. Ruzikowski) oceniono wiasciwosci fizykochemiczne kauczukoéw
silikonowych, zbadano ich sieciowanie oraz wlasciwosci uzytkowe gotowego plastra
silikonowego nie zawierajacego substancji czynnych. Byly to takie cechy jak adhezja,
przenikanie tlenu, hydratacja i okluzja. Z uzyskanych rezultatow opublikowano dwie prace
doswiadczalne (1. K. Mojsiewicz-Pienkowska, M. Jamroégiewicz, M. Zebrowska,
M. Sznitowska, K. Centkowska, 2011, Technology of an adhesive silicone film as drug
carrier in transdermal therapy I. Analytical methods used for characterization and design of
the universal elastomer layers, J. Pharm. Biomed. Anal., 56, 131-138; 2 - K. Mojsiewicz-
Pienkowska, M. Jamrégiewicz, M. Zebrowska, B. Mikolaszek, M. Sznitowska, 2015, Double
layer adhesive silicone dressing as a potential dermal drug delivery film in scar treatment,
Int. J. Pharm. 481, 18-26), jedng przegladowa (M. Jamrégiewicz, M. Zebrowska,
J. Lukasiak, M. Sznitowska, 2010, Silikonowe preparaty do leczenia powierzchniowego blizn,
Farm. Pol., 66 (6), 437-442). Do waznego osiagniecia nalezata wydana decyzja o udzieleniu
patentu przez Urzad Patentowy RP w 2015 r. Obecnie przygotowywana jest kolejna
publikacja prezentujaca rezultaty badan wiasciwosci mechanicznych i morfologii uzyskanych
plastrow silikonowych (M. Jamrégiewicz, B. Mikolaszek, K. Mojsiewicz-Pienkowska, M.
Zebrowska, M. Sznitowska, J. Strankowska, Physical and mechanical characterization of
double layer adhesive silicone dressing, intended for scars and keloids treatment — do

wystania do Int. J. Pharm.).

0d 2014 r. jestem gtownym wykonawcag w grancie pani dr hab. Krystyny Mojsiewicz-
Pienkowskiej, z Katedry 1 Zaktadu Chemii Fizycznej, GUMed pt. ,,Badanie zdolnosci
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penetracji i przenikania niskoczgsteczkowych polisiloksanéw (silikonow) przez skore
ludzkg”, NCN, UMO-2013/11/B/N27/02076 na lata 2014-2016 r. Wspolpraca w grancie
dotyczy optymalizacji metodyki rejestracji widm metodg spektroskopii w bliskiej
podczerwieni NIR, analizy danych uzyskanych technikg spektroskopii NIR dla ekstraktow
warstw skory i ptynu akceptorowego, opracowywania modelu interpretacji widm ATR FTIR
dla poszczegdlnych warstw skory z uwzglednieniem takze wykorzystania pierwszej i drugiej
pochodnej widm oraz dyskusji wynikow badan. Przygotowywany jest obecnie manuskrypt do

publikacji, zawierajgcej uzyskane dotychczas wyniki.

W obrebie prac prowadzonych w jednostce jestem ponadto zaangazowana w badania
dotyczace stabilnosci chemicznej i fotochemicznej iwabradyny. Moja rola w tych badaniach
koncentruje si¢ wokot interpretacji analiz chromatograficznych LC/MS/MS i identyfikacji
powstajacych produktow degradacji. Wstepne wyniki byly prezentowane na konferencji
w Lizbonie w 2014 r. oraz przygotowywana jest publikacja P. Pikul, M. Jamrégiewicz,
W. Hewelt-Belka, K. Ciura, J. Nowakowska, ,,Identification and characterization of stressed
degradation products of ivabradine using LC-MS/MS and in silico methods” do J. Pharm.

Biomed. Anal.

W ramach pracy wlasnej 1 prac prowadzonych w Katedrze i Zakladzie Chemii
Fizycznej bior¢ czynny udzial w przygotowywaniu wnioskéw aparaturowych. W zespole
pana prof. Wieslawa Sawickiego przygotowywatam réwniez materiaty do utworzenia sieci
naukowej z Wydziatem Matematyki, Fizyki i Chemii Uniwersytetu Slaskiego, na temat
wykorzystania szerokozakresowego spektrometru IR/NIR do ilo$ciowej oceny zawarto$ci
formy amorficznej lub krystalicznej w badanych substancjach leczniczych, do badania ex-vivo
dyfuzji substancji leczniczych do warstw skory ludzkiej z réznych formulacji i nosnikow, do
udoskonalenia i optymalizacji procesow technologicznych wytwarzania produktow
leczniczych, np. mieszania, granulacji (kompaktorowania), suszenia, liofilizacji, mielenia,
zamykania ich w kapsutki zelatynowe wplywajacych na punkt koncowy procesu. Czynnie
bratam tez udzial w ubieganiu si¢ o zakup spektroskopu NIR, dyfraktometru rentgenowskiego

1 innych urzadzen niezbednych do pracy w jednostce.

Od 2013 r. prowadzg rowniez rozwdj naukowy W ramach seminariow grupy Farm-Fiz-
Chem dotyczacego tematoéw z dziedziny nauk farmaceutycznych, chemicznych i fizycznych.
Organizatorami seminariéw sg: pani prof. Matgorzata Sznitowska - Katedra i Zaktad Farmacji

Stosowanej, Wydziat Farmaceutyczny z OML, GUMed; pani dr hab. Krystyna Pienkowska —
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Katedra i Zaktad Chemii Fizycznej GUMed, pan dr hab. Jerzy Kwela, prof. UG, pani dr
Justyna Strankowska — Zaktad Fizyki Stosowanej, Instytut Fizyki Doswiadczalnej, Wydziat
Matematyki, Fizyki i Informatyki, UG, pan dr inz. Michat Strankowski — Katedra Technologii

Polimeréw, Wydziat Chemiczny, Politechnika Gdanska i dr inz. Marzena Jamrogiewicz.
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