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Det finnes indikasjoner pa at den reelle holdbatitkn til Fenylefrin 0,1 mg/mi
injeksjonsvaeskeom produseres pa Sykehusapoteket ved Rikshetpitalt sett er
lengre enn dagens 6 maneder. Dersom holdbarhetdtie utvides vil dette kunne
forenkle bade produksjon og logistikk. Det var dernskelig & undersgke om
Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveedden produseres med lengre holdbarhet enn i dag

— enten med dagens formulering, eller med en nmdidering.
En stabilitetsindikerende HPLC-metode er utvikigtvalidert.

Det er utviklet en degraderingsmetode for fenytefved bruk av gkt temperatur
(121 °C i 10 timer). Denne ble benyttet til samnggmhg av stabiliseringseffekten for
ulike stabilisatorer. Mildere behandling ble forggknen viste seg a ikke gi
tilstrekkelig degradering av fenylefrin. Degradgsmetoden er derfor utvilsomt hard,
men hovedtrenden i stabilitetseffekt ble vist ogeisgk utfart ved romtemperatur.

Effekten av natriummetabisulfitt pa stabilitetenfanylefrin er studert. Det er funnet
at mengden natriummetabisulfitt som finnes i dagensparat (0,5 mg/ml) gir
darligere stabilitet enn alle andre undersgkte &otmasjoner av denne antioksidanten.
Dette gjelder sa vel ved romtemperatur som vedefgeh temperatur (121 °C). Ved
forhgyet temperatur over lang tid (121 °C, 10 timer det funnet at prgver uten
natriummetabisulfitt, eller en konsentrasjon avinaimetabisulfitt som er lavere enn
dagens konsentrasjon, har en forbedret stabilityere konsentrasjoner av
natriummetabisulfitt (0,75-10,0 mg/ml) har ogsa feedstabilitet enn dagens
konsentrasjon. Dagens mengde natriummetabisu#fittdermed ikke ut til & veere
optimal, og det vurderes hvorvidt natriummetabittukal fijernes fra preparatet,
eventuelt om konsentrasjonen skal reduseres. Diglaagsatt en stabilitetsstudie av
fenylefrinpreparatet slik det i dag produseres $sttehusapoteket, Rikshospitalet.
Stabilitetsstudien er utfart frem til og med 6 mdere Resultatene sa langt tyder pa at
holdbarheten er bedre enn de 6 manedene som mam dgid preparatet. Studiet vil
fortsette etter avslutning av denne oppgaven. Det samtidig bestemt at
sykehusapoteket skal produsere en prgvebatch aylefen 0,1 mg/ml uten
natriummetabisulfitt eller andre stabilisatorer. nDe batchen vil bli fulgt opp

gjennom en langtidsstabilitetsstudie.
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Sammenligning av ulike stabilisatorer (natriummetalfitt, dinatriumedetat og
askorbinsyre), viste at en hgy konsentrasjon arumamnetabisulfitt sammen med en
lav konsentrasjon av dinatriumedetat eller askagpim ga best stabilitet.
Dinatriumedetat alene gir ogsa gode resultater. ket imidlertid se ut til at
formuleringen har tilfredsstillende stabilitet skilen foreligger per i dag, eller ogsa
helt uten stabilisator. Siden det er gnskelig aemp@rale preparater skal inneholde
feerrest mulig tilsetningsstoffer vil det i farstengang veere mest interessant a ga

videre med et preparat uten stabilisator.

Gassing av lgsninger med nitrogen ble forsgkt fgka stabiliteten av fenylefrin, og
vist & veere ngdvendig, seerlig nar lgsningen inmenolnatriummetabisulfitt.
Natriummetabisulfitt ble pavist & ha en oksidativkning nar Igsningen ikke er
degasset, noe som innebaerer at natriummetabisuifitgi gkt degradering av
fenylefrin i lgsninger som ikke er degasset tildtadig. Lasninger som ikke skal
degasses bgr derfor ikke inneholde natriummetdttsiNar lgsningene ble degasset,
var natriummetabisulfitt tilsynelatende uten beipdn det var omtrent like mye
gjenveerende fenylefrin etter varmebehandling (12120 timer) om lIgsningene
inneholdt natriummetabisulfitt eller ikke. Prgveemn stabilisator fikk ogsa forbedret

holdbarhet ved degassing.

Videre ble det utfgrt degassingsstudier med nimodRisse ble utfart i fysiologisk
saltvann (0,9 % (w/v) natriumklorid), da saltkonsasjonen kan pavirke lgselighet av
oksygen i veeske. Degassing av 20-40 L fysiologiakvann med gasshastighet
6 L/min i 43 minutter var ikke tilstrekkelig til @ppna en konsentrasjon av lgst
oksygen som ikke var detekterbar @ ppm). Ved produksjon av preparater der lavt
oksygeninnhold er kritisk, bar derfor produksjoriswoet reduseres; 10 L fysiologisk
saltvann ble vist & ha et oksygeninnhold~p@ ppm etter 16 minutters gassing med
nitrogen med gasshastighet 6 L/min. Det er ogs@atisgsninger som det vil veere
naturlig & produsere i samme beholder (for ekse@el0 L i en 50 L staltank, eller
5-10 L i en 12 L rundkolbe), tilsynelatende trendise lang degassingstid —
uavhengig av veeskevolum. Hgyest mulig gasshastighebenyttes da dette vil gi en

raskere og mer fullstendig fijerning av oksygen.

Oppbevaring av dagens preparat pa sprgyte vistetatver tid skilles ut et stoff fra

sprgyter av merket BD Plastipak. Dette er i utgpogktet problematisk da
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emballasje generelt ikke skal pavirke et farmaskytpreparat. Bruk av BD
Plastipaksprgytene til administrasjon Benylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveesker
derfor revurderes. Den nevnte forurensningen koeluened fenylefrin i den
benyttede HPLC-metoden. Stabilitetsdata Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeske
ble derfor ikke funnet for denne typen sprgytensi& utfort med sprgytemerkene
Terumo og Codan viste at dagens preparat er stabit oppbevaring pa disse
spragytene i romtemperatur og 60 % relativ luftfgket i minst 14 dager. Terumo var
eneste sprgytemerke hvor det ikke ble observeurdosning som skyltes sprayten.

Det anbefales derfor & vurdere et skifte til dsiezytemerket.

Stabiliteten av fenylefrin i lys ble undersgkt i leglgelengdeomrade fra 310 til
800 nm. Bestrdling av fenylefrinlgsninger viste fnylefrin er stabilt ved
undersgkelser utfart etter ICHs retningslinjer aros$tabilitetstesting. Dette gjelder
bade i lgsninger med og i lgsninger uten natriurabistilfitt oppbevart i rgr av
polypropylen. Det gjelder ogsd i lgsninger av dagegmeparat oppbevart i
glassampulle. Sammenligning av transmisjonsspektréor polypropylenrgrene
benyttet til testing av fotostabilitet og BD Plastkspraytene som preparatet trekkes
opp i far bruk, viser at ragrene benyttet i fotoditsstudien slipper gijennom noe mer
lys enn sprgytene. Siden fenylefrinlgsninger pa var stabile, vil preparatet
opptrukket pa sprayte ogsa veere stabilt. Det sagjeider for sprgyter av merkene
Terumo og Codan. Undersgkelser av fotostabilitefdoylefrinlgsninger med 5-HMF
(et nedbrytningsprodukt i glukoselgsninger) indéteat fenylefrin ogsa vil veere

stabilt ved lysbestraling i en varmebehandlet ghafasning.
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A konstant, kjent som Arrhenius faktor

AAPH 2,2’-Azobis(2-metylpropionamidin)dihydroklorj@ét azid tilsatt
for & oksidere fenylefrin

Cu(ln toverdig kobber

CuSQ kobber(Il)sulfat

Ea aktiveringsenergien, den energibarrieren som neéstvides
hvis en reaksjon skal skje mellom to molekyler

Fe(ll) toverdig jern

Fe(lll) treverdig jern

FeCk jern(ll)klorid

FeSQ*7 H,O jern(ll)sulfatheptahydrat

5-HMF 5-(hydroksymetyl)-2-furaldehyd 99 %, stofins@anner
singlettoksygen

H20, hydrogenperoksid

HPLC vaeskekromatografi (High Performance Liquid
Chromatography)

ICH International Conference of Harmonization

k hastighetskonstant

Dinatrium EDTA
Dinatriumedetat
nm

NMB

Ph. Eur.

ppm
r2

R
RH
RSD
SD

Shelf life

dinatrium etylendiamintetraacetat
Dinatrium EDTA, EDTA
nanometer
natriummetabisulfitt
European Pharmacopoeia, den europeisiagkope
part per million. 1 ppm =1 mg/L
regresjonskoeffisient
gasskonstanten (8,314 J thél™)
relative humidity, relativ luftfuktighet (%)
relativt standardavvik (%)
standardavvik
tiden det tar for 10 % av virkestoffebk brutt ned defineres
ofte som "shelf-life” (§o)

temperatur i grader Kelvin
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uUsP
uv
viv
wiv
WEFI

United States Pharmacopeia
ultrafiolett (bglgelengde 200-400 nm)
volum/volum (volumprosent)
vekt/volum

Water For Injection
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1. INNLEDNING

1.1 BAKGRUNN OG HENSIKT
Fenylefrin er et sympatomimetikum som saerlig anesndnder operasjoner for a

kontrollere pasienters blodtrykk. Stoffet gis imeagst. Sykehusapoteket ved
Rikshospitalet produserer fenylefrin for injeksjo@ 5 ml ampuller i en konsentrasjon

pa 0,1 mg/ml, og preparatet er gitt en holdbarBed paneder.

Ved Sykehusapoteket ved Rikshospitalet er det ssarandre produksjonsbedrifter et
stort fokus pa a drive en rasjonell produksjon. tlpeeprat som skal produseres tar
tid, og ved & produsere stgrre mengder av et grafhinere kan man spare bade

arbeidstid og andre ressurser.

Det produseres et preparat i Sverige med innhafiesttilsvarende det norske
preparatet. Det svenske preparatet har en holdistichpa 2 ar, noe som indikerer at
den reelle holdbarhetstiden #enylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeske lengre enn
dagens 6 maneder. Dersom holdbarhetstiden kanestéa det norske preparatet vil
dette kunne forenkle bade produksjon og logistiklan vil ogsa kunne redusere
kassasjon av preparat utgatt pa dato bade hoskapgpieunder. Pa bakgrunn av dette,
gnsker man a undersgke dranylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeskan produseres
med lengre holdbarhet enn i dag — enten med dafgemsilering, eller med en ny

formulering.

o

Med utgangspunkt i dette er hensikten med oppgaviemste rekke a utrede om
dagens formulering awenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeske optimal, og om
formuleringen ikke er optimal — finne frem til f@bringer. For & studere dette ma det
utvikles en stabilitetsindikerende HPLC-metode #&oralyse av fenylefrin. | neste
omgang er det viktig & dokumentere stabiliteterfeaylefrin i formulering. Det vil
veere interessant a studere stabiliteten bade vegfidalagring og under bruk — for

eksempel nar prepratet er oppbevart pa sprgytediodet er utsatt for lys.

1.2 FENYLEFRIN
Fenylefrin har lavere Igselighet enn fenylefrinfoidorid (Figur 1, side 12), noe som

har fart til at det er hydrokloridet som vanliglienyttes i farmasgytiske preparater.

11
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Fenylefrinhydroklorid er et salt av fenylefrin od vvandig Igsning foreligge som

ionisert fenylefrin da laveste pKa-verdi er 8,9.

H OH
HO L__MNHCH, =HCI

Figur 1: Fenylefrinhydroklorid

1.2.1 Farmakologiske egenskaper og bruk

Fenylefrin er et sympatomimetikum og har adrenédimdnde effekt (Apoteket AB,
2006; Martindale, 2007 "Phenylephrine"). Stoffeimstlerer hovedsakeliga-
reseptorer og vil etter injeksjon gi perifer vasogiiksjon og gkt arterielt blodtrykk.
Stoffet gir ogsa refleksbradykardi. Som injeksjoakes fenylefrin hovedsakelig for &
gke blodtrykket raskt; for eksempel i forbindelsedroperasjoner, omradeanestesi,
takykardi, myokardiskemi og anafylaktisk sjokk.

Foruten til injeksjon, foreligger fenylefrinprepé&ea som brusetabletter, nesedraper,
nesespray og gyedraper (Martindale, 2007). Prepabanyttes oralt eller nasalt ved
tett nese for avsvelling av neseslimhinnen. Mang®eopreparater mot hoste og
vanlig forkjglelse inneholder fenylefrin i kombigjas med andre virkestoffer.
Paracetamol er ofte et av disse. Preparatene siélges Norge, men kan kjgpes i
blant annet Irland og Australia. Hva gjelder gyeisiedk bruk, inngar fenylefrin i

gyedraper mot mydriasis (full, langvarig utvidedgsepupillen).

1.2.2 Farmakokinetikk

Ved intravengs injeksjon av fenylefrin tar det 2@.til 20 sekunder fgr effekt oppnas
(Martindale, 2007 "Phenylephrine™). En slik injesjer aktiv i 5-15 minutter. Ved
subkutan eller intramuskuleer administrasjon tarldei5 minutter fgr effekt oppnas.
Subkutane injeksjoner er aktive i ca. 1 time, mdes intramuskulaere injeksjonen
varer i opptil 2 timer. Ved applikasjon pa overdavil man kunne fa en sekundeer
systemisk virkning grunnet absorpsjon gjennom makdsenylefrin har lav oral
biotilgjengelighet grunnet ujevn absorpsjon og tfisssmetabolisme av

monoaminooksidase i galle og lever.

12
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1.2.3 Fysikalsk-kjemiske egenskaper for fenylefrin

Tabell 1: Fysikalsk-kjemiske egenskaper for fenylefn og fenylefrinhydroklorid (Martindale,
2007 "Phenylephrine" og "Phenylephrine hydrochloride")

Fenylefrin
Kjemisk navn (1R)-1-(3-Hydroksyfenyl)-2-metylamirtagol
Kjemisk formel GH13NO,
Molekylvekt 167,2 g/mol
Lgselighet Noe lgselig i vann og i alkohol
Fenylefrinhydroklorid
(R)-N-(3 p-dihydroksyfenetyl)-N-
Kjemisk navn metylammoniumklorid
(The Pharmaceutical Society of Great Britain, 1979)
Kjemisk formel GH13NO,,HCI
H OH
Struktur HO g HHCH, el
Molekylvekt 203,7 g/mol
Smeltepunkt 140-145 °C
Lgselighet Lgselig i vann og alkohol
Fenylefrin og
fenylefrinhydroklorid
oKa pKa: 8,9 (NH"); pKa: 10,1 (OH (fenol))
(The Pharmaceutical Society of Great Britain, 1979)
Utseende Hvite eller nesten hvite krystaller
Lukt Uten lukt
Oppbevaring Lufttett emballasje, beskyttet mot lys
UV-spekter Amax 273 nm (Figur 2, side 14)

UV-spekteret (Figur 2, side 14) viser fenylefrinnyklorid 0,1 mg/ml i Milli-Q-vann.
Spekteret har et absorpsjonsmaksimum ved 272,6ghat absorpsjonsminimum ved

239,8 nm. Forbindelsen absorberer ikke straling 86 nm.

13
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Figur 2: UV-spekter av fenylefrinhydroklorid 0,1 mg/ml tatt opp ved Sykehusapoteket ved
Rikshospitalet, analyseavdelingen
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1.2.4 Stabilitet
Stabiliteten av fenylefrin pavirkes av flere faldnorfor eksempel pH, temperatur,

konsentrasjon av opplgst oksygen, tilstedeveereisparmetaller og eksponering for
lys.

1.2.4.1 Oksidasjon

En oksidasjonsprosess involverer fijerning av ektedpositivt atom, radikal eller
elektron, eller tillegg av et elektronegativt atather radikal (Lausier et al., 1976;
Florence and Attwood, 1998, s.103-105). Mange @sjaher er kjedereaksjoner som
lgper under pavirkning av molekyleert oksygen. Eneantype oksidering involverer

reversibelt tap av elektroner uten et tillegg asygen.

Stabilisering av legemidler mot oksidering begr fgie i alle trinn av

produksjonsprosessen. Oksygen i produksjonsbehaddrallasje og produkt (under
produksjon av produkt og ved fylling), bar byttes raed inert gass, og kontakt
mellom legemiddel og spormetaller bagr unngas sidisse kan katalysere en
oksidasjon. Lagring ved nedsatt temperatur kan eresl da reaksjonshastigheten
senkes med temperaturen. Oksidasjonsprosesserekantdn normalt motvirkes ved
a tilsette en liten mengde av en antioksidant (Nemal., 2002). Antioksidanter er

videre omtalt i kapittel 1.3.2 Hjelpestoffer, si2@.

Wahlquist rapporterte om gulfarging av lgsninger mso inneholdt

fenylefrinhydroklorid nar de ble oppbevart i romggnatur over ett ar, seerlig om
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luften i primaeremballasjen ikke ble byttet ut mettagen eller om lgsningen ikke
inneholdt natriummetabisulfitt (das Gupta and MgsiE972). Tilstedeveerelse av
metallioner ga gkt misfarging, selv om graden asfanging ikke direkte sa noe om

nedbrytningen av fenylefrin.

Kobber, magnesium og jern er alle spesifisert sostatiioner som katalyserer

degraderingen av fenylefrin (Gaglia Jr., 1972).

Oksidering ser ut til & veere det stgrste problematgjelder stabilitet av fenylefrin i
lgsning. Lausier et. al (1976) sammenlignet nitmogessing, tilsetting av chelator og
en spesiell type filtrering som metoder for & mddeioksidering av fenylefrin. Det
ble konkludert med at metodene hadde effekt, menestgden oksygen som skal til
for & starte en autooksidasjon er sa liten at irgedem er ideelle. Samtlige metoder
gir imidlertid noe beskyttelse og er tilstrekkeligé lenge man tar hensyn til

autooksidasjonen ved fastsettelse av holdbarhetsdat

Fire  degraderingsprodukter er  karakterisert for id#&sgonsprosessen.
Hovedproduktene er 1,2,3,4-tetrahydro-4,6-dihydyeksnetylisoquinolin og 1,2,3,4-

tetrahydro-4,8-dihydroksy-2-metylisoquinolin, medst dannes mindre mengder 2-
metylisoquinolin-6(2H)-on og 2-metylisoquinolin-8{2on. Oksidasjonsveien er
foreslatt (Figur 3) (Millard et al., 1973).

Cé:\:‘,
Hy

= n - OoH s 1} o
i H z I - ‘O’ + HCHO + ©
T

HyNH,
HCHG r.m:msau OEADATION
PRODUCTS

oH

CHE]/?{Tz _H+.|'Hz° [DHI;)/E‘?H! r “;“2 - g:gdg;
+Hher ey \‘ HTE%B §

P

OoH H

Figur 3: Foreslatt oksidasjonsvei for fenylefrin ivandig lgsning (Millard, Priaulx et al. 1973)

1.2.4.2 pH

Det er godt dokumentert at pH har stor betydningsiabilitet av fenylefrin (das
Gupta and Mosier, 1972, Gaglia Jr., 1972;
The Pharmaceutical Society of Great Britain, 19&D;Taii et al., 1982; das Gupta
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and Parasrampuria, 1987; Trissel, 1994 "PhenylephHCL"; das Gupta, 2004;
Marin and Barbas, 2004). Fenylefrin angis a veeabilsi formuleringer med pH
under 7, slik den erkenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeskéed pH 7 eller lavere vil
den sekundaere aminogruppen (pKa: 8,9) og fenolgmugpKa: 10,1) i fenylefrin
veere vesentlig protonert. Ved pH over 7 vil degremefinne sted (Weber, 1969;
Gaglia Jr., 1972; Lausier et al., 1976). Schou dpdes (das Gupta and Mosier,
1972) skriver imidlertid at fenylefrin vil veere bit ved pH under 1; ved pH over 1
ber lgsningen stabiliseres med natriummetabilfithd/ml. | praksis vil dette tilsi at
alle Igsninger av fenylefrin som skal injiseres st@biliseres, da en injeksjon bgr ha

en pH neer fysiologisk pH (Chapman, 2004).

Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeskem produseres ved Sykehusapoteket ved
Rikshospitalet inneholder natriummetabisulfitt i leonsentrasjon pa 0,5 mg/ml. Det
er krav om at pH-verdien i preparatet skal liggeeinfor et pH-intervall pa 3,0-4,0
(Sykehusapoteket ved Rikshospitalet, 2007). USRfatdr en pH pa mellom 3,0-6,5
(United States Pharmacopoeia 30, 2007 "Phenylephsdrochloride injection™).

1.2.4.3 Temperatur

Akselererte stabilitetsstudier av legemidler utforefte ved a lagre stoffer og
preparater ved hgyere temperatur. Slik lagringdiaan nyttig indikasjon pa stabilitet
ved romtemperatur. Arrheniuslikningen (Likning ddes 17) viser sammenhengen
mellom hastighetskonstant og temperatur for ensjeak reaksjonshastigheten gker
med temperaturen (Florence and Attwood, 1998, 3. B0k av likningen forutsetter
at reaksjonsorden ikke endres med gkning i temperdpy tilfgrsel av energi i form
gkt temperatur kan medfgre at en hgy aktiveringgesem vanligvis ville hindre en
reaksjon i & forlape ved romtemperatur, vil kunmergas, og nye reaksjoner kan tra i
kraft. Dette kan gi et galt bilde av hva som vifierekommet i |lgsningen ved
romtemperatur. Det er derfor ngdvendig & gjare rakstudier ved normale
lagringsbetingelser for aktuelle formuleringer. Vieik av forhgyet temperatur vil
man imidlertid kunne fa en indikasjon pa hva soinskje ved normal oppbevaring,
slik at antallet formuleringer som settes til ladgstabilitetsforsgk vil kunne
begrenses. Arrhenius likning gjelder ikke hvis netiing er avhengig av for
eksempel diffusjonsprosesser, fotokjemisk nedbmgini fryseprosesser og

kontaminasjon av mikroorganismer (enzymatiske reales).
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Likning 1: Arrhenius likning
Logk =log A—-E,/(2,303RT)

k = hastighetskonstant for reaksjonen

A = Frekvensfaktor

E. = aktiveringsenergi; energibarrieren som ma overstiges for at en reaksjon skal ga
R = gasskonstant (8,314 J/mol*K)

T = temperatur i grader Kelvin (absolutt temperatur)

En lgsning av fenylefrinhydroklorid (2,5 mg/ml)yisiologisk saltvann, ble vist & veere
stabil i 84 dager ved 60 °C, og det ble konkludeed at Igsningen ville veere stabil i
6 maneder ved oppbevaring i romtemperatur (Web@70)L Det samme gjaldt en
lgsning som kun inneholdt fenylefrinhydroklorid §2ng/ml) og sterilt vann. Nevnte
lgsninger inneholdt 25 ganger mer fenylefrin eneppratet som produseres ved

Sykehusapoteket ved Rikshospitalet.

1.2.44 Lys
Lys er energi og kan pavirke legemidlers stabilitetV-straler med kortere

balgelengde enn ca. 310 nm trenger man ikke tayheti$ i et innendars
sykehusmiljg siden denne stralingen filtreres ariatmosfeere og vindusglass. Lys
med bglgelengde over 310 nm er imidlertid intenesska det kan trenge gjennom
vindusglass. Lysrar vil dessuten avgi lys med beglggde over ca. 360 nm. Det er
rapportert at bestrdling av en fenylefrinlasning dm&V-straler (uspesifisert
balgelengde eller angitt til 303-400 nm) gir degmawnlg av fenylefrin til adrenalin
(Figur 4, side 18) (Gaglia Jr., 1972; Al Taii et, d982). UV-spekteret til fenylefrin
viser at virkestoffet ikke absorberer lys ved bidggder over 290 nm (Figur 2, side
14). | et sykehusmiljg er det med andre ord ikkedgm pavirker fenylefrin direkte.
Man kan imidlertid ikke utelukke en indirekte pawriing.
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Figur 4: Bestraling av fenylefrin (2) med UV-lys fa 303 til 400 nm gir dannelse av adrenalin (1)
og melanin (Al Taii, Stanford et al. 1982)

Adrenalin har en OH-gruppe mer enn fenylefrin (Figl Dette gjegr adrenalin til et

katekolamin.

OH
| N(H
CH—CH;—

R

2 i

Adrenadline : R]—OH) R2=OH
Phenylephrine: Rj=OH, Ry=H
Figur 5: Adrenalin og fenylefrin, strukturformel (M illard, Priaulx et al. 1973)

Det er kjent at adrenalin og andre katekolaminer p@virkes av lys nar de foreligger
i lasning sammen med bisulfitt (Figur 6, side I3nne reaksjonen er imidlertid ikke

dokumentert for fenylefrin.
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Figur 6: Oksygenavhengig fotodegradering av adrena forarsaket av adrenokromsulfonat
(Brustugun, 2005). (Epinephrine: adrenalin, adrenobrome: adrenokrom, adrenochrome
sulfonate/adrenochrome sulfonate excited state: adnokromsulfonat/ eksitert
adrenokromsulfonat).

Degradering av adrenalin vil kunne gi adrenokromu@Bugun, 2005). Adrenokrom
kan i neerveer av bisulfitt raskt danne adrenokrofosat. Under pavirkning av UV-

straling med bglgelengde ca. 350 nm eksiteres akremsulfonat. Eksitert

adrenokromsulfonat kan videre reagere med oksygeslik danne singlettoksygen.
Singlettoksygen er sveert reaktivt og kan reagerd, rog bryte ned, mange stoffer.
Om fenylefrin brytes ned til adrenalin og blir gggand for nedbrytning etter dette
mgnsteret er ukjent. Det er imidlertid rapporterffenylefrin er en meget effektiv
deaktivator av singlettoksygen (Massad et al., 208%®nylefrin forbrukes ikke i

prosessen. Det kan dermed se ut til at fenylefrimer stabilt overfor singlettoksygen
enn adrenalin. En eventuell nedbrytning av fenifiefied bestraling med lys med en
balgelengde pa ca. 350 nm vil sannsynligvis ikkgldds nedbrytningsveien som

gjelder for adrenalin.
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1.2.5 Analyse

Det er tidligere utviklet flere analysemetoder fieteksjon av fenylefrin. Mange
baserer seg pa teknikker som ikke er fgrstevalpi &okuset de senere ar har seerlig
veert pa utvikling av HPLC-metoder der fenylefrinnkskilles fra andre stoffer som
inngar i formuleringen (Senyuva and Ozden, 2002iciaaet al., 2003; Marin and
Barbas, 2004; Olmo et al., 2005). Det ser ikkeilu foreligge en ferdig utviklet og
validert analysemetode som benytter dagens kolgpeetog i tillegg passer til
problemstillingen i denne oppgaven. Metodene sofagat tidligere kan imidlertid gi
nyttig informasjon ved valget av kolonne og molifaammensetning. | oppgaven
skal det utvikles en metode som skiller fenyleffra degraderingsprodukter av

fenylefrin.

Egnet deteksjonsbhglgelengde for fenylefrinhydraklowann er 273 nm da stoffet har
et absorbsjonsmaksimum ved denne bglgelengdenr(Rigside 14). 273 nm er
dessuten benyttet i flere andre analysemetoder t8hoand Priaulx, 1974;
The Pharmaceutical Society of Great Britain, 1979nder utvikling av HPLC-
metoden ble det kontrollert at degraderingsprodufitabell 34, side 64) og aktuelle
hjelpestoffer i injeksjonen (resultater ikke vite absorberte ultrafiolett straling ved

denne bglgelengden.

Ved gjennomgang av tidligere analyser utfgrt vedphatv HPLC, ser man at det i stor
grad er benyttet g og G-kolonner (Ghanekar and das Gupta, 1978; Schieffier
Hughes, 1983; Al-Kaysi et al., 1985; das Gupta &agasrampuria, 1987). Disse
kolonnene er ofte farstevalget ved utarbeidelsey@vanalyser. Mange av kolonnene

i de nevnte artiklene er pakket pa analyselabdeater(Schieffer and Hughes, 1983;
das Gupta and Parasrampuria, 1987). | dagens taberakjgpes kolonner vanligvis
ferdig pakket for & unnga variasjoner. Mange awhkoéne i tidligere analyser har
ukjent eller stor partikkelstgrrelse (>ufn) (Ghanekar and das Gupta, 1978; Schieffer
and Hughes, 1983; Al-Kaysi et al., 1985; das Gapid Parasrampuria, 1987). Vanlig
partikkelstgrrelse er i dag jom eller mindre. De fleste kolonnene som er benyttet

under tidligere studier er ikke lengre a fa i hdede

Hva gjelder mobilfasen, var 40 % metanol hgyestdehorganisk lgsningsmiddel
som ble benyttet i eldre metoder. De fleste metedeenytter en ionepardanner i

mobilfasen. Et eksempel er natriumheptansulfondia(@kar and das Gupta, 1978).
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Bruk av ionepardanner vil kunne gi bedre retenspmn redusere en eventuell
haledannelse. Haledannelse oppstar ofte ved analyseniserte stoffer. | en av
metodene er det ogsa benyttet fosfatbuffer for gnépstabil pH i mobilfasen (das

Gupta and Parasrampuria, 1987).

En utfordring ved utvikling av HPLC-metoder er apop tilstrekkelig god

selektivitet. Endret selektivitet uten seerlig forghing i elueringstid kan oppnas ved
bruk av en organisk modifikator fra en annen seléktsgruppe (Snyder, 1974). Som
eksempel vil acetonitril ha bedre protondonoregapsek enn metanol, i tillegg til at
acetonitril ogsa vil veere mer polart. Det kan delli aktuelt & bytte ut noe metanol,
som er benyttet i mange av analysene, med acetdaitd oppna bedre resultater.

Det blir dessuten aktuelt & prgve en lang kolo23ect) for & bedre selektiviteten.

1.3 FORMULERING AV INJEKSJONER
Den Europeiske Farmakope oppgir falgende: "Parehtpreparations are sterile

preparations intended for administration by inj@atiinfusion, or implantation into
the human or animal body” (European Pharmacopéia 2007 "Parenteral
preparations”). En lgsning til injeksjon ma vaeexiktpyrogenfri og fri for partikler.
Ravarene i formuleringen ma ha hgy grad av renetessuten tale sluttsterilisering
eller veere sterile og benyttes i aseptisk produksinjeksjoner bgr om mulig veere
isotone med blod, men kan veere hypertone. Injeksj@kal derimot ikke veere
hypotone.

Det stilles mange krav til valg av hjelpestoffgrarenterale preparater, og det bar ikke
tilsettes andre stoffer enn de som er strengt natige. Parenteralia kan dermed sies
a veere en type formulering som bgr inneholde minslig. Formuleringskrav til
parenteralia vil avhenge av administrasjonsveieat [l veere strengest krav til
innholdsstoffer i intraspinale og epidurale preparader for eksempel antimikrobielle
midler ikke kan tilsettes (European PharmacopdiaZ207). Kravene for intravengse
injeksjoner er ikke fullt s& strenge, mens stanisiet finnes for preparater som skal
injiseres subkutant og intramuskuleeRenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveesles
beregnet pa intravengs administrasjon. Preparatenehblder virkestoff,

isotoniregulerende middel og antioksidant. Stoffensast i sterilt vann.
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Selv om det er strenge krav til hvilke stoffer stittates i en parenteral formulering,
er dette ingen garanti for at et nytt preparat mgtt nar tilsetningsstoffene
eksempelvis kombineres pa andre mater enn farll@grér de brukes sammen med
et nytt virkestoff (Nema et al., 2002). Det er idllimulig at hjelpestoffer i ny
kombinasjon, eller kombinert med nye virkestoffean gi uforutsett potensering eller
synergistisk toksisk effekt.

1.3.1 Rikshospitalets fenylefrinpreparat
Fenylefrinpreparater for injeksjon lages bade idéoog i Sverige. | Norge produseres
Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeske Sykehusapoteket ved Rikshospitalet, mens i

Sverige produserd=enylefrinhydroklorid 0,1 mg/ml ATav Apoteket AB.

Det norske preparatet inneholder fenylefrinhydrakl®,1 mg/ml i "vann til injeksjon
i bulk” (WFI). Natriummetabisulfitt 0,5 mg/ml til¢ees som antioksidant. Preparatet
gjeres isotont ved bruk av natriumklorid (Tabell 2)

Tabell 2: Spesifikasjon for dagens norske preparafVedlegg 1: Hovedforskrift for Fenylefrin
0,1 mg/ml injeksjonsvaeskeger 15.mars 2007, side 106)

Komponent (pr.ml) Hovedfunksjon
Fenylefrinhydroklorid 0,1 mg Virkestoff
Natriummetabisulfitt 0,5 mg Antioksidant
Natriumklorid 8,6 mg Isotoniregulator
Sterilt vann g.s. Lasningsmiddel

Fjerning av oksygen for & bremse oksidasjor

Nitrogengass (under produksjon) (Nema et al., 2002)

3,0-4,0 (Sykehusapoteket ved Rikshospitalet,

pH: 2007)

Oppbevaringsbetingelser: Beskyttet mot lys, ronpteratur
Holdbarhetstid: 6 maneder

Navn: Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeske

Vann til injeksjon i bulk (WFI) gjennomgasses meiragen i 10 minutter far
blanding med virkestoff og hjelpestoffer (VedleggHovedforskrift for Fenylefrin

0,1 mg/ml injeksjonsveeskeer 15.mars 2007, side 106). Etter blanding gasses
lgsningen igjen i 10 minutter, mellomkolben i disperingsprosessen gasses i
2 minutter og sterile glassampuller gasses medogetr far injeksjonsveesken
dispenseres. Metoden som benyttes i dag er ikkelatdisert da gasshastigheten ikke
er kjent. Preparatet har en pa pH 3,0-4,0.
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Ved sammenligning av spesifikasjonen til det norsge det svenske preparatet
fremgar det at de samme stoffene inngar i sammeydee(Tabell 2 og Tabell 3). Det
norske preparatet har en holdbarhet pd 6 manedars et svenske preparatet har
holdbarhet 2 ar. pH er nesten lik i de to prepaeteg begge er oppgitt a skulle
oppbevares beskyttet mot lys. Arsaken til forskjélbldbarhetstid er ikke kjent. Det
kan vaere at det svenske preparatet produseres @@nen mate. En annen mulighet
er at det norske preparatet i utgangspunktet had gwk holdbarhet.
Produksjonsbetingelsene ved Sykehusapoteket vesh&lpitalet tilfredsstiller krav
som gir mulighet til & sette en maksimumsholdbarp&t2 ar pa denne typen
preparater. De innehar ogsa ngdvendig produksjatstie om dette skulle bli
aktuelt. Stabilitet av Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveesker ikke tidligere

dokumentert ved Sykehusapoteket, Rikshospitaleskajundersgkes i oppgaven.

Tabell 3: Spesifikasjon for dagens svenske prepargApoteket AB, 2006)

Komponent (pr.ml) Hovedfunksjon
Fenylefrinhydroklorid 0,1 mg Virkestoff

Natriummetabisulfitt 0,5 mg Antioksidant

Natriumklorid 8,6 mg Isotoniregulator

Sterilt vann g.s. Lasningsmiddel

Nitrogengass (under produksjon) Ikke kjent

Holdbarhetstid: 2 ar

Oppbevaringsbetingelser: Beskyttet mot lys, ronpteratur

pH: 3,0-4,5

Navn: Fenylefrinhydroklorid 0,1 mg/ml ATL

1.3.2 Hjelpestoffer

Det er strenge krav til hjelpestoffer som kan ttse en intravengs injeksjon, bade hva
gjelder renhet og ikke minst typen stoffer. Sonligete nevnt, gnskes et minimum av
hjelpestoffer i preparatet. Hjelpestoffer og hjsleéfgrupper som allerede finnes i

preparatet eller som vil forsgkes tilsatt som $isdiorer i denne oppgaven, vil

omtales neermere i dette kapitlet.

23



1. INNLEDNING

Antioksidanter

Antioksidanter kan deles i fglgende tre grupper $gtge av virkningsmekanismen

(Nema et al., 2002):

» Ekte antioksidanter: kjedeterminerende antiokselasvm virker gjennom

direkte reaksjon med frie radikaler

* Reduksjonsmidler: stoffer som oksideres far legéshigirunnet sitt lave

redokspotensial (eks. askorbinsyre)

* Antioksidantsynergister: stoffer som forsterkee&ten av antioksidanter

(eks. dinatriumedetat)

Natriummetabisulfitt er tilsatt Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeske & beskytte

virkestoffet mot oksidasjon. Natriummetabisulfittet salt av svovelsyrling (#$0s).

| vandig Igsning vil natriummetabisulfitt umiddetbaekomponere til bisulfitt (Roos,

1993). Stoffet vil foreligge i form av en likevekhellom metabisulfitt (80s%),
bisulfitt (HSQy) og sulfitt (SQ*) (Figur 7) (Connors, 1986), og pH vil avgjgre
hvilken form som vil dominere. Likevektene gjgrtdtde metabisulfitt-, bisulfitt- og

sulfittsalter kan benyttes som antioksidanter. i8aifer den langt stgrste gruppen av

antioksidanter som anvendes i parenteralia og bEswtade i form av natrium- og

kaliumsalter.
SO+ HO H.SOs (reaksjon 1)
svoveldioksid Svovelsyrling
H,SOs H" + HSQ (reaksjon 2; B
svovelsyrling Bisulfitt
HSOy H* + SQ* (reaksjon 3; ¥
bisulfitt Sulfitt
2 HSQ S05% (reaksjon 4; K)
bisulfitt Metabisulfitt
pKi=1,76
pK, = 7,20
Ko = 0,07 M*

Figur 7: Syre-baselikevekter og dimerisering i vandy bisulfittilgsning (Connors, 1986)
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Effektiviteten av bisulfitt som antioksidant berpa hvor lett stoffet oksideres
sammenlignet legemidlet det skal beskytte (Schrp@&61). Oksidasjonen av sulfitt

og bisulfitt gir sulfat som produkt, og for sulfét falgende generelle formel gitt:
SO” + % @ — SO

Oksidasjonsreaksjonene er foreslatt a forega gie fllike delreaksjoner der radikaler
som hydroksyl (OH, superoksid (@) og det ngytrale bisulfittradikalet (Hgp er

involvert.

Natriummetabisulfitt har enkelte tilleggseffektetet beskytter fenylefrinpreparater
mot degradering forarsaket av sollys (Gaglia J972), og er nevnt & ha
antimikrobiell effekt. Den antimikrobielle virknimg er tilskrevet svoveldioksid og
svovelsyrling, og gjor at stoffet er effektivt mde fleste bakterier, sopp og gjeer
(Roos, 1993; Fielder and Fielder, 2002 "Sodium swifite”; Stewart, 2003).

Preparatet fra Sykehusapoteket ved Rikshospitatedugeres i sterilt miljg og er
autoklavert. Injeksjonsveesken oppbevares dessuligkkeéde glassampuller som er
beregnet til engangsbruk. Den antimikrobielle eféekhar derfor ikke betydning for
valg av antioksidantkenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaesket vil dessuten veere lite
av de antimikrobielle stoffene til stede siden ppteparatet skal veere 3,0-4,0 ogipK
er 1,76; ved en normal pH i preparatet vil overd®%eere pa bisulfittformen av

stoffet.

Normalkonsentrasjon av natriummetabisulfitt i paeeale preparater er 0,1-10 mg/ml
(0,01-1 % (w/v)) (Nema et al, 2002; Stewart, 2003Rikshospitalets
fenylefrinpreparat inneholder 0,5 mg/ml (0,05 %)trinanmetabisulfitt. Vandige
lgsninger av natriummetabisulfitt som utsettes ligt vil brytes ned, seerlig ved
oppvarming. Lagsninger som skal autoklaveres batesvgrunn fylles i emballasje der

luften er byttet ut med inert gass, for eksempiebgen (Stewart, 2003).

Det finnes atskillige rapporter om uforlikelighetg otoksisitet som skyldes
natriummetabisulfitt (Roos, 1993; Nema et al., 200&/alme, diare, klge, hevelse,
bronkospasme, anafylaktisk sjokk, tap av bevisstijedgd hos falsomme personer er
alle tilstander som er rapportert etter behandingd preparater som inneholdt
natriummetabisulfitt. Hyppighet av ugnskede reaksjoer stgrre hos astmatikere

(Roos, 1993). Det er et saerlig gnske om & unngédumanhetabisulfitt i parenterale
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preparater (Nema et al.,, 2002). Om antioksidantiseveél ma inkluderes i

formuleringen skal konsentrasjonen vaere berettiget tanke pa effektivitet og
sikkerhet. Det oppfordres til & prave nitrogengalesie far en eventuell antioksidant
tilsettes. Denne oppgaven tar sikte pa a utredeatmummetabisulfitt er ngdvendig
for stabilisering av fenylefrin, samt & finne en ngtig konsentrasjon av

natriummetabisulfitt om stoffet er pakrevd.

Askorbinsyre benyttes som antioksidant i parenteralia, men lysdahelator- og
bufferegenskaper (Nema et al., 2002). Vanlig kotrasjpnsomrade er 1-48 mg/ml
(0,2-4,8 % (w/v)). Inkompatibilitet mellom fenyléfr og askorbinsyre har veert
foreslatt tidligere (Nema et al., 2002; Stodghip03). Ingen bivirkninger er
rapportert som falge av askorbinsyre benyttet imtmoytiske preparater i de
mengdene som benyttes for & oppna den antioksidieeffekten (Stodghill, 2003).

Antioksidanter som er reduserende stoffer kan dgs@ere som oksidanter, og
dermed fremme en oksidering fremfor & bremse deikifétia contributors, 2007).
Askorbinsyre er nevnt spesielt som et eksempelddtte kan forekomme. Hvilke
effekter som dominerer avhenger av flere faktoman gor eksempel konsentrasjon,

spormetaller og mengden opplast oksygen.

Askorbinsyre er et reduksjonsmiddel og vil oksidefar legemiddelet grunnet sitt
lave redokspotensial. Under aerobe forhold vil dsksyre oksideres fgr det videre
degraderes hydrolyttisk (Figur 8, side 27) (Connat886). Det er den fgrste
reaksjonen som gjgr at askorbinsyre benyttes som amtioksidant.
Oksidasjonshastigheten avhenger av pH og oksygseektrasjon og katalyseres av
metallioner, seerlig Cii og F€*
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QDGH
Hq — oxidation \ Htii / hydrolysis §=0
N H HOH
Hﬁ ﬁ I H
CH,OH CH,OH v
CH,0H
diketogulonic
acid

Figur 8: Degradering av askorbinsyre under aerobedrhold (Connors, 1986).
(Oxidation=oksidasjon, hydrolysis=hydrolyse).

Under anaerobe forhold vil askorbinsyre degradeggsnnom dehydrering og
hydrolyse og gi blant annet karbondioksid @O (Connors, 1986).

Reaksjonshastigheten vil i likhet med under aefold#old, veere hgyest ved en pH pa

ca. 4.
HD OH HO /D 0 /D
HA T H +
LN, =l —
HI 0 0 HI o} o 0 0
CHz0H CHaOH
lw
0
il
0 C-COOH
o I3 e
Hﬁ 0
a JH
furfural

Figur 9: Anaerob degradering av askorbinsyre (Connos, 1986).

Chelatorer

Mange oksidasjonsprosesser kan katalyseres av stailen. Spormetallene kan
stamme fra ravarer eller vann. Man trodde tidligatenange reaksjoner var sakalte

"autoksidasjoner” (en tilsynelatende ikke-katalysgksidasjon av en substans utsatt
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1. INNLEDNING

for oksygen fra luft) (Miller et al., 1990). Det emidlertid lite sannsynelig at
molekyleert oksygen direkte oksiderer biomolekysem for eksempel katekolaminer,
effektivt. Dette fordi oksygen i grunntilstand en driplett (ytre elektroner i
grunntilstand har parallell spinn), mens de allestt andre molekyler er singletter
(ytre elektroner i grunntilstand har antiparallsfiinn). En reaksjon vil altsa veere
spinn-forbudt. Mange spormetaller finnes imidleitifiere spinntilstander og kan pa
grunn av dette medvirke til & oppheve spinn-fortiueéfekten av spormetaller blir
seerlig virkningsfull siden mange biomolekyler bindspormetaller (Figur 10).
Chelatorer er forgrenede molekyler som virker véeg@ie seg rundt metallionene. De
hindrer dermed at spormetallene kan katalyseresjeaéne like effektivt (Figur 11,
side 29). Katalysering av degraderingsreaksjondrtilstedeveerelse av spormetaller

er tidligere rapportert for fenylefrin (se 1.2.4€ksidasjon, side 14).

R 0\\
b +
,Fe(ll) + 2H
o’

Figur 10: Chelatering av treverdig jern (Fe(lll)) til katekoldelen av et katekolamin (for eksempel
adrenalin eller dopamin) (Miller et al., 1990)

Dinatrium EDTA (dinatriumedetat) kompleksbhinder spormetaller, og kan som
tidligere nevnt dermed hemme en oksidasjon. Eksksspeél reduksjonspotensialet
til spormetallparet treverdig- og toverdig jern (g/Fe(ll)) senkes med omtrent
0,6 volt nar det foreligger som et chelat (EDTAIRYEDTA:Fe(ll)) (struktur 2 i
Figur 11, side 29) sammenlignet med nar det fogeligoa fri form (struktur 1 i Figur
11) (Miller et al., 1990).
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Figur 11: Strukturformel av edetat (1) og chelat avmetall (M) og edetat (2)

Dinatriumedetat kan sammen med andre antioksiddmeen synergistisk effekt
(Nema et al., 2002; Owen, 2003; Martindale, 2000diBm edetate”). Vanlig
konsentrasjonsomrade av dinatriumedetat er 0,0%afy/inl (0,005-0,11 % (w/v)
(Nema et al., 2002; Owen, 2003).

Isotoniregulerende middel

Natriumklorid 0,9 % (w/v) er isotont med blod. Natriumklorid eerdmest brukte
isotoniregulatoren. Mengden natriumklorid justetiegorhold til andre stoffer i

formuleringen som ogsa pavirker isotonien.

Glukose 5 % (w/v) er isoton med blod. Glukoselgsningen djarne litt lavere pH
enn natriumkloridigsningen. Denne isotoniregulatobdir per i dag ikke benyttet
sammen medrenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeslselv om det sannsynligvis har
blitt gjort tidligere. Under produksjon av glukoSés (w/v) dannes et stoff (5-HMF)
som er kjent & pavirke fotostabiliteten av katekuter. Siden fenylefrin har en
struktur som ligner katekolaminenes struktur (Figuside 18) skal innvirkningen av
degraderingsproduktet undersgkes ved fotostalgiiedier aviFenylefrin 0,1 mg/ml
injeksjonsvaesk.5.2.2 Lysstabilitet i praver med ulike mengBeAMF, side 58).
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Inerte gasser

Nitrogen benyttes som en inert gass for a fierne oksygetpfainger og emballasje
som inneholder oksiderbare substanser (Martind0@,7 "Nitrogen™). Nitrogen er
den mest brukte inerte gassen. Det er oppgitt @itesst 10 minutter & na et
oksygenniva pa O ppm i 1 liter vann ved bruk avsbastighet 4 L/min og en

pasteurpipette (Roos, 1993).

Ved en temperatur pa 22 °C og en hgyde over ha&0p meter (tilsvarende hgyden
over havet der degassingsforsgkene er utfgrt ieeppgaven) vil rent vann mettet
med oksygen inneholde en konsentrasjon av lgstyekspa 8,6 ppm. Laseligheten av
gasser i vaesker avtar ved gkende temperatur. Geviedessuten tilsetning av salter
I vannet fgre til en utsalting av gassen. En lagm@in 0,9 % (w/v) natriumklorid skal

dermed inneholde mindre oksygen enn samme volum wtem tilsatt salt.

Metoden for degassing @nskes standardisert undeedfaget. Det vil utfgres

stabilitetstester for & se pa degassingens inrivigkpa holdbarheten av produktet.
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2. EKSPERIMENTELT

2. EKSPERIMENTELT

2.1 STOFFLISTE

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g)

h)

B

2,2’-Azobis(2-methylpropionamidine)dihydrochldei 97 %, Aldrich,
Steinheim, Tyskland, Lot nr. 11120JC-505

Acetonitril HPLC grade, Rathburn Chemicals Li¥alkerburn, Skottland,
K.nr. 610306, 702303, 703304 og 707303

Adrenalintartrat, Boehringer Ingelheim, Krefelgskland, K. nr. 610305
Askorbinsyre, NMD, Oslo, Norge, K.nr. 512005

Dinatriumedetat pyrogenprgvd, NMD, Oslo, No#g§er. 605001
Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeskykehusapoteket ved Rikshospitalet,
Oslo, Norge, batch nr. 601116 og 703306

Phenylephrine hydrochloride, Unikem, Kgbenhdyanmark, K.nr. 509021
og 608004

Fosforsyre 1,0 M, Sykehusapoteket ved RikshalgjtOslo, Norge,

K.nr. 610203

Hydrogenperoksid 30 %, NMD, Oslo, Norge, K.n94307
5-hydroksymetyl-2-furaldehyd 99%, Sigma-AldricBteinheim, Tyskland,
Lot: S41574-177

Jern(ll)sulfatheptahydrat, Merck, Darmstadt, Kigad, K.nr. 609303
Jern(ll)klorid, VWR, West Chester, Pennysylvank.nr. 408313
Kaliumdihydrogenfosfat, Merck, Darmstadt, TysidaK.nr. 610303
Kaliumhydroksid 5 M, Sykehusapoteket ved Rikglitadet, Oslo, Norge,
K.nr. 308201

Kobber(ll)sulfat, vannfri, Merck, Darmstadt, kjand, K.nr. 606304
Metanol HPLC grade, Rathburn Chemicals Ltd., k&djurn, Skottland,
K.nr. 609306, 612309, 702305, 705305 og 708301

Milli-Q-vann, Sykehusapoteket ved Rikshospitat@$lo, Norge
Natrium-1-heptansulfonat, Sigma, USA, K.nr. 7073611301, 701311 og
703301

Natriumhydroksid 0,5 M, Sykehusapoteket ved Rikpitalet, Oslo, Norge,
K.nr. 601202

Natriumklorid, Apotekproduksjon AS, Oslo, Nordénr. 705306
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u) Natriumklorid, Merck, Darmstadt, Tyskland, K.2410302

v) Natriummetabisulfitt, NMD, Oslo, Norge, K.nr. 312

w) Nitrogen: Trace Nitrogen 5.0 HiQ®, AGA, Oslo, e

X) Saltsyre 0,1 M, Sykehusapoteket ved Rikshosit&slo, Norge,
K.nr. 607201

2.2 INSTRUMENTER OG UTSTYR

a)

b)

d)

Analysevekt
APPARATUR:
Sartorius Gmbh Analytic, A210P, Goettingen, Tysklan

BETINGELSER:

Veieomrade: 0,01-212 g

Minste veibare mengde: 0,01 g
*feilbidrag fra vekt: 0, 2 mg

*reprodusérbarhet: 0, 1 mg

Autoklav
APPARATUR:

Vannautoklav E-10127, Matachana, Barcelona, Spania

BETINGELSER:
Temperatur: 121 °C
Tid: Program 2: 16 minutter
Program 5: 5 timer, kjares to ganger for & fa treti

varmebehandling

Filter for filtrering av luft , 0,2pm
Millex-FG, Millipore, Carrigwohill, Co. Cork, Irlad

Filter for filtrering av vaeske, 5um

Sterifix Pury, B. Braun Melsungen AG, MelsungensHiand
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e) Fryseboks
APPARATUR:
Sanyo medical freezer, MDF-435, Osaka, Japan

BETINGELSER:
Temperatur: <-20°C

Temperaturdokumentasjon:Malvern overvakningssysiea051F1

f) HPLC, SYSTEM 2:
Systemet bestar av falgende utstyr der alle enbetefra Shimadzu corp., Kyoto,

Japan:
Autoinjektor: Shimadzu SIL-10A
Degasser: Shimadzu GT-104
Detektor: Shimadzu SPD-M10AVP DiodeArray
Kommunikasjonsmodul: Shimadzu SCL-10A VP
Programvare: Class VP, versjon 6.12, sp5
Class VP, versjon 6.14, sp2 (fra 12.01.07)
Pumpe: Shimadzu LC-10AS

Shimadzu LC-20AT (fra 12.01.07)

BETINGELSER

Kolonne: Discovery® HS C18, 25 cm * 4,6 mm, 5 pm).C
78256-03, Supelco, Bellefonte, USA

Mobilfase: Acetonitril:Metanol:0,005 M fosfatbuffened
0,00625 M heptansulfonsyre, 10:15:75 (v/v/v)

Injektorveeske: Metanol:Milli-Q-vann; 20:80 (v/v)

Skylleveeske pumpe: Metanol:Milli-Q-vann; 10:90 (v/v
Mobilfasehastighet: 1,2 mi/min
Deteksjonsbglgelengde: 273 nm
Injeksjonsvolum: 20 pl
Ekstra injeksjon mellom hver prgve:
Etter hver 3. injeksjon injiseres fidren metanol

Temperatur: Romtemperatur (kolonne), 4 °C (praver)
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9)

h)

)

k)

Analysetid: 15 minutter
Retensjonstid: ca. 11,4 minutter
Kjaleskap

APPARATUR

Bosch Cooler, Robert Bosch Hausgerate GMBH, Striitggskland

BETINGELSER:

Temperatur: 5+3°C
Temperaturdokumentasjon: Malvern overvakningssysida051K1
Klimaskap

APPARATUR:

Termaks klimaskap, Solheimsviken, Norge

BETNINGELSER:

Cabinet type: KBP 6395

Temperatur: Se de ulike metodene

Relativ fuktighet: Se de ulike metodene
Temperaturdokumentasjon: Malvern overvakningssystda75-KLIMA
Fuktighetsdokumentasjon: Malvern overvakningssysteE075-KLIMA
Magnetrgrer

Rct BASIC, IKA Labortechnik, Tamro lab AS, Oslo, ide
IKA®RET basic C Labortechnik, Tamro lab AS, Oslmriye

Magnetrgrer, stor
MIDI Mr 1, digital, IKA-werkee, Staufen, Tyskland

Milli-RO / Milli-Q-vannrensesystem
Milli-RO 8 plus og Milli-Q plus, Millipore S.A., Mésheim, Frankrike

Oksygenelektrode
APPARATUR:
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Dissolved Oxygen Analyzer, Model 3100, Insite lnstentation Group, Inc,

Slidell, Louisiana

BETINGELSER:

Temperatur: romtemperatur
Salinitet: 0,9 % (w/v) natriumklorid
m) pH-meter

p)

pH-meter 691, Metrohm Ltd., Herisau, Sveits

Pipetter
Diverse Finnpipetter 5 pl-10 ml, Thermo labsysterlsinki, Finland

Spektrofotometer
Spektrofotometer mini UV1240, Shimadzu, DuisburgsKkiand

Sprayter

BD Plastipak,BD, New Jersey, USA

Sproyte og stempel:polypropylen

Pakning: syntetisk isoprem, latexfri, overflatebedlet (,ytbehandlet”)
med silikon. Hverken sprgyte, stempel eller pakmmgholder

ftalater.

Codan,CodanMedical ApS, Ragdby, Danmark
Sprayte og stempel: polypropylen

Pakning: en ring av medisinsk silikon
Terumo, Terumo Europe N. V., Leuven, Belgia
Sprayte og stempel:polypropylen

Pakning: termoplastisk elastomer, latexfri

Smgaremiddel: silikonolje

Propp til sprgyteBD Dickinson Infusion Therapy AB, Helsingborg, Siger
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g) Suntest CPS stimulator (1,8 kW Xe-lampe) — til besdling av preparatet
Heraeus GmbH, Hanau, Tyskland, utstyrt med IR-*kédlende kvartsglass og et
glassfilter med transmisjon 310-800 nm. Intensité6 W/nf

r) Ultralydbad
Branson 5510, Branson Ultrasonics b.v., Soest, Neuth

s) Whirlimixer™

Fisons Scientific Apparatus, Leicestershire, Englan
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2.3 LOSNINGER
Tabell 4: HPLC-lgsninger

Ferdig Igsning Innhold Mengde
Fosfatbuffer Kaliumdihydrogenfosfat 0,68 g
0,005 M Natrium-1-heptansulfonat 1,26|g
Milli-Q-vann Ad 1000 ml
Mobilfase Acetonitril 10 deley
Metanol 15 deler
Fosfatbuffer 0,005 M 75 deler
Injektorveeske Metanol 20 dele
Milli-Q-vann 80 deler

Tabell 5: Lgsninger til standardkurve ved forsgk de annet ikke er spesifisert (HPLC)

Ferdig Igsning Innhold Mengde
Fenylefrin 1 mg/ml Fenylefrinhydroklorid 10 mg
Natriummetabisulfitt 50 mg
Natriumklorid 0,86 ¢
Milli-Q-vann Ad 10 ml
Fenylefrin 50ug/ml Fenylefrin 1 mg/ml 5@l
Milli-Q-vann 950l
Fenylefrin 200ug/ml Fenylefrin 1 mg/mi 10Ql
Milli-Q-vann 900yl
Fenylefrin 150ug/ml Fenylefrin 1 mg/mi 150l
Milli-Q-vann 850yl
2.3.1 Validering av HPLC-analysemetode
Tabell 6: Linearitet
Ferdig Igsning Innhold Mengde
Fenylefrin 1 mg/ml Fenylefrinhydroklorid 10 mg
Natriummetabisulfitt 50 mg
Natriumklorid 0,86 ¢
Milli-Q-vann Ad 10 ml
Fenylefrin 40ug/ml Fenylefrin 1 mg/ml 40l
Milli-Q-vann 960l
Fenylefrin 50ug/ml Fenylefrin 1 mg/ml 5@l
Milli-Q-vann 950l
Fenylefrin 80ug/ml Fenylefrin 1 mg/ml 8@
Milli-Q-vann 920yl
Fenylefrin 100ug/ml Fenylefrin 1 mg/ml 10Ql
Milli-Q-vann 900l
Fenylefrin 120ug/ml Fenylefrin 1 mg/ml 12qQl
Milli-Q-vann 880ul
Fenylefrin 150ug/ml Fenylefrin 1 mg/mi 15Ql
Milli-Q-vann 850ul
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Tabell 7: Ngyaktighet

Ferdig lgsning Innhold Mengde
Fenylefrin 50ug/ml Fenylefrinhydroklorid 50 mg
Natriummetabisulfitt 0,25 ¢
Natriumklorid 43¢
Milli-Q-vann Ad 1000 ml
Fenylefrin 200ug/ml Fenylefrinhydroklorid 100 mg
Natriummetabisulfitt 05¢
Natriumklorid 8,69
Milli-Q-vann Ad 1000 ml
Fenylefrin 150ug/ml Fenylefrinhydroklorid 150 mg
Natriummetabisulfitt 0,75 ¢
Natriumklorid 1294
Milli-Q-vann Ad 1000 ml
Tabell 8: Intradagvariasjon
Ferdig Igsning Innhold Mengde
Fenylefrin 1 mg/ml Fenylefrinhydroklorid 10 mg
Natriummetabisulfitt 50 mg
Natriumklorid 0,86 ¢
Milli-Q-vann Ad 10 ml
Fenylefrin 200ug/ml Fenylefrin 1 mg/ml 5mi
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Tabell 9: Systempresisjon og interdagvariasjon
Ferdig Igsning Innhold Mengde
Fenylefrin 0,1 mg/ml Fenylefrinhydroklorid 100 mg
Natriummetabisulfitt 0,5
Natriumklorid 8,6 gT
Milli-Q-vann Ad 1000 ml
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Tabell 10: Spesifisitet og robusthet

Ferdig lgsning Innhold Mengde
AAPH 48 mg/ml AAPH 239,9 mg
Milli-Q-vann Ad 5 ml
Oksidasjon av preparat: | AAPH 48 mg/mi 0,5 ml
fenylefrin 96,9ug/ml, Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeske 3 ampuller
AAPH 1,49 mg/ml| batch 601116 (15,6 ml)
Oksidert prgve til analyse: Prgve satt til degrandgifenylefrin 1 del
96,9ug/ml, AAPH 1,49 mg/ml
Milli-Q-vann 1 del
Pragve for basedegraderindg-enylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeske 3 ampuller
av preparat: pH 8,9, batch 601116 (15,6 ml)
fenylefrin 97,5ug/ml Natriumhydroksid 0,5 M Ad pH 8-8,5
Basedegradert prgve til | Basisk prgve satt til degradering; pH 8,9, 1 del
analyse fenylefrin 97,5ug/ml
Milli-Q-vann 1 del
Tabell 11: Robusthet
Ferdig lgsning Innhold Mengde
Buffer, pH 5,3 (pH-gkning: 0,5 enheter) Kaliumdingdenfosfat 0,34 ¢
Natrium-1-heptansulfonat 0,63|g
Kaliumhydroksid, 5 M Ad pH 5,3
Milli-Q-vann Ad 500 ml
Mobilfase (pH gkt med kaliumhydroksid 5 M Acetwihi 10 deler
Metanol 15 deler
Buffer, pH 5,3 75 deley
Buffer, pH 4,3 (pH-nedgang: 0,5 enheter) Kaliumditogenfosfat 0,34 ¢
Natrium-1-heptansulfonat 0,63|g
Fosforsyre, 1 M Ad pH 4,8
Milli-Q-vann Ad 500 ml
Mobilfase (pH senket med 1,0 M fosforsyre) Acetohit 10 deler
Metanol 15 deler
Buffer, pH 4,3 75 deler
Mobilfase (hagyere andel organisk fase; 31 % Adgibn 13 deler
Metanol 18 deler
Buffer 69 deler
Mobilfase (lavere andel organisk fase; 19 %) Acietibn 7 deler
Metanol 12 deler
Buffer 81 deler
Mobilfase (lavere andel organisk fase; 23 %) Acietibn 9 deler
Metanol 14 deler
Buffer 77 deler
Tabell 12: Prgvestabilitet
Lasning Innhold Mengde
Fenylefrin 0,1 mg/ml| Fenylefrin 0,1 mg/ml 1 ampulle
injeksjonsvaeske injeksjonsvaeskéatch 703706
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2.3.2 Preformulering

Tabell 13: Kjemisk degradering av fenylefrin

Ferdig lgsning Innhold Mengde
Stamlgsning 1fenylefrin 2 mg/ml Fenylefrinhydroklorid 30 mg
Milli-Q-vann Ad 15 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml i oksidativt | H,O, 30 % 2ml
miljg Stamlgsning 1 1ml
Milli-Q-vann Ad 20 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml i basisk miljg| Stamlgsning 1 1,25 ml
pH 10 Natriumhydroksid, 0,5 M Ad pH 10
Milli-Q-vann Ad 25 ml
Stamlgsning 2Fe(Il) 1 mg/ml FeS@7H,0 24,9 mg
Milli-Q-vann Ad 5 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Fe(ll) | Stamlgsning 2 1,25 ml
Stamlgsning 1 1,25 ml
Milli-Q-vann Ad 25 ml
Stamlgsning 3Ee(l1l) 1 mg/ml Fed 14,5 mg
Milli-Q-vann Ad 5 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Fe(lll) | Stamlgsning 3 1ml
Stamlgsning 1 1ml
Milli-Q-vann Ad 20 ml
Stamlgsning 4Cu (I1) 1 mg/ml Cus@ 12,6 mg
Milli-Q-vann Ad 5 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Cu(ll) | Stamlgsning 4 1ml
Stamlgsning 1 1ml
Milli-Q-vann Ad 20 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml i oksidativt | AAPH 29,8 mg
miljg (2) Stamlgsning 1 1ml
Milli-Q-vann Ad 20 ml
Standard 1: fenylefrin 50g/mi Fenylefrinhydroklorid 12,5 mg
Milli-Q-vann Ad 250 ml
Standard 2: fenylefrin 80g/mi Fenylefrinhydroklorid 20 mg
Milli-Q-vann Ad 250 ml
Standard 3: fenylefrin 100g/ml Fenylefrinhydroklorid 10 mg
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Standard 4: fenylefrin 12@0g/ml Fenylefrinhydroklorid 12 mg
Milli-Q-vann Ad 100 ml
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Tabell 14: Innledende varmedegraderingsforsgk ved®°C og 121 °C

Ferdig lgsning Innhold Mengde
Fenylefrin 0,1 mg/ml Fenylefrin 0,1 mg/ml 3 ampuller
injeksjonsvaeske injeksjonsvaeskdatch 601116
Fenylefrin 0,1 mg/ml til 16- Fenylefrinhydroklorid 25 mg
minutters autoklaveringssykluser Natriumklorid 2,159
Saltsyre 0,1 M Ad pH 4,1f
Milli-Q-vann Ad 250 ml
Stamlgsningfenylefrin 1 mg/ml | Fenylefrinhydroklorid 10 mg
Milli-Q-vann Ad 10 mi
Standard 1: fenylefrin 50g/mi Stamlgsning 250l
Milli-Q-vann Ad 5 ml
Standard 2: fenylefrin 80g/mi Stamlgsning 400l
Milli-Q-vann Ad 5 ml
Standard 3: fenylefrin 100g/ml | Stamlgsning 500!
Milli-Q-vann Ad 5 ml
Standard 4: fenylefrin 12@g/ml | Stamlgsning 600l
Milli-Q-vann Ad 5 ml

*(giennomsnitt av pH malt under produksjon i batehmmer 511765, 611713 og 607704)

Tabell 15: Innledende varmedegraderingsforsgk i awklav, 121 °C i 5 timer

Ferdig Igsning Innhold Mengde
Fenylefrin 0,1 mg/ml | Fenylefrinhydroklorid 20 mg
og Natriummetabisulfitt 0,10 g
natriummetabisulfitt | Natriumklorid 1,729
0,5 mg/ml Milli-Q-vann Ad 200 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml | Fenylefrinhydroklorid 20 mg
Natriumklorid 1,72 ¢
Milli-Q-vann Ad 200 ml
Kontrollgsning Natriummetabisulfitt 25 mg
Natriumklorid 0,43 ¢
Milli-Q-vann Ad 50 ml
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2.3.3 Formulering, produksjonsprosess og stresstasj

Tabell 16: Effekt av natriummetabisulfitt pa stabilitet:

Varmebehandling av prgver med fenylefrin 0,05 mg/mbg natriummetabisulfitt 0-0,5 mg/ml

Ferdig lgsning Innhold Mengde
Stamlgsning 1fenylefrin 25 mg/ml Fenylefrinhydroklorid 125 m
Milli-Q-vann Ad 5 ml
Stamlgsning 2natriummetabisulfitt 125 mg/ml Natriummetabisulfit 1,25¢
Milli-Q-vann Ad 10 ml
Natriummetabisulfitt 0 mg/ml Stamlgsning 1 0,5
Natriumklorid 2,15¢
Milli-Q-vann Ad 250 ml
Natriummetabisulfitt 0,125 mg/mi Stamlgsning 1 0,5m
Stamlgsning 2 0,25 m
Natriumklorid 2,15¢
Milli-Q-vann Ad 250 ml
Natriummetabisulfitt 0,250 mg/mi Stamlgsning 1 0,5m
Stamlgsning 2 0,5m
Natriumklorid 2,15¢
Milli-Q-vann Ad 250 ml
Natriummetabisulfitt 0,375 mg/mi Stamlgsning 1 0,5m
Stamlgsning 2 0,75 m
Natriumklorid 2,15¢
Milli-Q-vann Ad 250 ml
Natriummetabisulfitt 0,500 mg/mi Stamlgsning 1 thb
Stamlgsning 2 1m
Natriumklorid 2,15¢
Milli-Q-vann Ad 250 ml
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Tabell 17: Effekt av natriummetabisulfitt pa stabilitet:

Varmebehandling av prgver med fenylefrin 0,10 mg/mbg natriummetabisulfitt 0-1,0 mg/ml

Ferdig Igsning Innhold Mengde
Stamlgsning 1fenylefrin 1 mg/ml og Fenylefrinhydroklorid 250 mg
natriumklorid 86 mg/mi Natriumklorid 215¢9
Milli-Q-vann Ad 250 ml
Stamlgsning 2natriummetabisulfitt 50 mg/ml| Natriummetabisulfitt 50¢9
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Natriummetabisulfitt 0 mg/ml Stamlgsning 1 10 mi
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Natriummetabisulfitt 0,125 mg/mi Stamlgsning 1 10 ml
Stamlgsning 2 0,25 ml
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Natriummetabisulfitt 0,250 mg/mi Stamlgsning 1 10 ml
Stamlgsning 2 0,5ml
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Natriummetabisulfitt 0,375 mg/mi Stamlgsning 1 10 ml
Stamlgsning 2 0,75 ml
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Natriummetabisulfitt 0,500 mg/mi Stamlgsning 1 10|m
Stamlgsning 2 1mi
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Natriummetabisulfitt 0,750 mg/mi Stamlgsning 1 10 ml
Stamlgsning 2 1,5 ml
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Natriummetabisulfitt 1,000 mg/mi Stamlgsning 1 10 ml
Stamlgsning 2 2ml
Milli-Q-vann Ad 100 ml
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Tabell 18: Effekt av natriummetabisulfitt pa stabilitet:

Varmebehandling av prgver med fenylefrin 0,10 mg/mbg natriummetabisulfitt 0-10 mg/ml

Ferdig Igsning Innhold Mengde
Stamlgsning 1fenylefrin 1 mg/ml og Fenylefrinhydroklorid 100 mg
natriumklorid 86 mg/mi Natriumklorid 8,69
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Stamlgsning 2natriummetabisulfitt 20 mg/ml Natriummetabisulfitt 109
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Stamlgsning 3natriummetabisulfitt 5 mg/ml Stamlgsning 2 2,5/ml
Milli-Q-vann Ad 10 ml
Natriummetabisulfitt 0 mg/ml Stamlgsning 1 20 |ml
Milli-Q-vann Ad 200 ml
Natriummetabisulfitt 0,0625 mg/mi Stamlgsning 1 5ml
Stamlgsning 3 0,625 ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Natriummetabisulfitt 0,125 mg/mi Stamlgsning 1 5ml
Stamlgsning 3 1,25 ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Natriummetabisulfitt 0,1875 mg/ml Stamlgsning 1 5ml
Stamlgsning 3 1,875 ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Natriummetabisulfitt 0,25 mg/ml Stamlgsning 1 5ml
Stamlgsning 3 2,5ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Natriummetabisulfitt 0,5 mg/ml Stamlgsning 1 20|ml
Stamlgsning 2 5ml
Milli-Q-vann Ad 200 ml
Natriummetabisulfitt 5,0 mg/mi Stamlgsning 1 5ml
Stamlgsning 2 12,5 ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Natriummetabisulfitt 10,0 mg/ml Stamlgsning 1 5ml
Stamlgsning 2 25 ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
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Tabell 19: Effekt av ulike stabilisatorer i forskjellige kombinasjoner

Ferdig lgsning Innhold Mengde
Stamlgsning 1fenylefrin 1 mg/ml Fenylefrinhydroklorid 25 m
Natriumklorid 21,5¢
Milli-Q-vann Ad 250 ml
Stamlgsning 2natriummetabisulfitt| Natriummetabisulfitt 50¢
50 mg/ml Milli-Q-vann Ad 100 m
Stamlgsning 3askorbinsyre Askorbinsyre 20,0¢g
100 mg/mi Milli-Q-vann Ad 200 m
Stamlgsning 4dinatriumedetat Dinatriumedetat 0,5¢
10 mg/mi Milli-Q-vann Ad 50 ml|
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 10 ml
askorbinsyre 2 mg/mi Stamlgsning 3 2ml
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 5ml
askorbinsyre 20 mg/mi Stamlgsning 3 10 ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 5ml
askorbinsyre 40 mg/ml Stamlgsning 3 20 ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 10 ml
dinatriumedetat 0,1 mg/ml Stamlgsning 4 1ml
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 5ml
dinatriumedetat 0,5 mg/ml Stamlgsning 4 25ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 5ml
dinatriumedetat 1 mg/ml Stamlgsning 4 5ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 5ml
askorbinsyre 2 mg/ml og Stamlgsning 3 1ml
dinatriumedetat 0,1 mg/ml Stamlgsning 4 0,5ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 5ml
askorbinsyre 2 mg/ml og Stamlgsning 3 1ml
dinatriumedetat 1 mg/ml Stamlgsning 4 5ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 5ml
askorbinsyre 40 mg/ml og Stamlgsning 3 1ml
dinatriumedetat 0,1 mg/ml Stamlgsning 4 0,5ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 5ml
askorbinsyre 40 mg/ml og Stamlgsning 3 20 ml
dinatriumedetat 1 mg/ml Stamlgsning 4 5ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 10 ml
dinatriumedetat 0,1 mg/ml og Stamlgsning 4 1ml
natriummetabisulfitt 0,2 mg/ml Stamlgsning 2 0,4 ml
Milli-Q-vann Ad 100 ml

Tabellen fortsetter pa neste side....
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Ferdig l@sning | Innhold | Mengde
...tabellen fortsetter fra forrige side.
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 10 ml
dinatriumedetat 0,1 mg/ml og Stamlgsning 4 1ml
natriummetabisulfitt 10 mg/ml Stamlgsning 2 20 ml
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 10 ml
dinatriumedetat 1 mg/ml og Stamlgsning 4 10 ml
natriummetabisulfitt 0,2 mg/ml Stamlgsning 2 0,4 ml
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 10 ml
dinatriumedetat 1 mg/ml og Stamlgsning 4 10 ml
natriummetabisulfitt 10 mg/ml Stamlgsning 2 20 ml
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 5ml
askorbinsyre 2 mg/ml og Stamlgsning 2 0,2ml
natriummetabisulfitt 0,2 mg/ml Stamlgsning 3 1ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 5ml
askorbinsyre 40 mg/ml og Stamlgsning 2 0,2ml
natriummetabisulfitt 0,2 mg/ml Stamlgsning 3 20 ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 5ml
askorbinsyre 2 mg/ml og Stamlgsning 2 10 ml
natriummetabisulfitt 10 mg/ml Stamlgsning 3 1ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 5ml
askorbinsyre 40 mg/ml og Stamlgsning 2 10 ml
natriummetabisulfitt 10 mg/ml Stamlgsning 3 20 ml
Milli-Q-vann Ad 50 ml

*Prgver som ikke er stabilisert eller kun er stabitt med natriummetabisulfitt er oppgitt i TakEl,

side 43.

Tabell 20: Effekt av nitrogengassing: Varmebehandtig av degassede og ikke-degassede praver

med og uten natriummetabisulfitt

Ferdig lgsning Innhold Mengde
Stamlgsning 1fenylefrin 1 mg/ml og Fenylefrinhydroklorid 100 mg
natriumklorid 86 mg/mi Natriumklorid 8,60
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Stamlgsning 2natriummetabisulfitt 20 mg/ml| Natriummetabisulfitt 1049
Milli-Q-vann Ad 50 ml
Natriummetabisulfitt 0 mg/ml Stamlgsning 1 20 ml
Milli-Q-vann Ad 200 ml
Natriummetabisulfitt 0,5 mg/ml Stamlgsning 1 20(ml
Stamlgsning 2 5mi
Milli-Q-vann Ad 200 ml
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2.3.4 Degassing av fysiologisk saltvann

Tabell 21: Degassing av fysiologisk saltvann

Ferdig Igsning Innhold Mengde

0,9 % (w/v) natriumklorid Natriumklorid 90 g
Springvann 10 L

0,9 % (w/v) natriumklorid Natriumklorid 360(g
Springvann 40 L

2.3.5 Stabilitetstesting
Tabell 22: Stabilitet pa sprayte:

Stabilitet av Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeskaed BD Plastipakspregyter

Ferdig Igsning Innhold Mengde
Fenylefrin 0,1 mg/ml Fenylefrin 0,1 mg/ml 10 ampuller
injeksjonsvaeske injeksjonsvaeskdatch 703706

Kontrollgsning Natriummetabisulfitt 10 mg
(natriummetabisulfitt 0,5 mg/ml, | Natriumklorid 0,172 d
natriumklorid 8,6 mg/ml) Milli-Q-vann Ad 20 ml

Tabell 23: Stabilitet pa sprayte:

Stabilitet av Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeskad hetteglass og sprayter fra tre forskjellige

fabrikanter

Ferdig lgsning Innhold Mengde
Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveesk&enylefrin 0,1 mg/ml 15 ampuller
injeksjonsvaeskdatch 703706
Kontrollgsning (natriummetabisulfitt Natriummetabisulfitt 0,1 ¢
0,5 mg/ml, natriumklorid 8,6 mg/ml)| Natriumklorid 1,729
Milli-Q-vann Ad 200 ml
Kontrollgsning (Milli-Q-vann) Milli-Q-vann g.s
Tabell 24: Stabilitet i lys:
Lgsninger med og uten natriummetabisulfitt
Ferdig lgsning Innhold Mengde
Fenylefrin 0,1 mg/ml, lgsning | Fenylefrinhydroklorid 10 mg
mednatriummetabisulfitt Natriummetabisulfitt 50 mg
Natriumklorid 0,869
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Fenylefrin 0,1 mg/ml, lgsning | Fenylefrinhydroklorid 10 mg
utennatriummetabisulfitt Natriumklorid 0,869
Milli-Q-vann Ad 100 ml
Fenylefrin 0,1 mg/mi Fenylefrin 0,1 mg/ml 3 ampuller
injeksjonsvaeske injeksjonsvaeskéatch 703706
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Tabell 25: Stabilitet i lys:

Lgsninger med ulike mengder 5-HMF

Ferdig Igsning Innhold Mengde

Stamlgsning5-HMF 5-(hydroksymetyl)-2-furaldehyd 85 m

1,0 mg/mi Milli-Q-vann 85¢g

Fenylefrin 100ug/ml og Fenylefrinhydroklorid 10 mg

5-HMF 5 pg/ml Stamlgsning 5-HMF 0,5

Milli-Q-vann Ad 100 ml
Fenylefrin 100ug/ml og Fenylefrinhydroklorid 10 mg
5-HMF 22,6ug/ml Stamlgsning 5-HMF 2,258
Milli-Q-vann Ad 100 ml

Tabell 26: Pilotbatch

Ferdig Igsning Innhold Mengde

Stamlgsning 1fenylefrin 2,5 mg/ml| Fenylefrinhydroklorid 250 mg

og natriumklorid 215 mg/ml Natriumklorid 215¢g
Milli-Q-vann Ad 100 ml

Stamlgsning 2dinatriumedetat Dinatriumedetat 0,5¢

25 mg/ml Milli-Q-vann Ad 20 ml

Fenylefrin 0,1 mg/ml uten Stamlgsning 1 10 ml

stabilisator Milli-Q-vann Ad 250 ml

Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 10 ml

natriummetabisulfitt 0,125 mg/ml | Natriummetabisulfitt 31,3 mg
Milli-Q-vann Ad 250 ml

Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 10 ml

natriummetabisulfitt 0,5 mg/ml Natriummetabisulfitt 0,125¢
Milli-Q-vann Ad 250 ml

Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 10 ml

dinatriumedetat 0,1 mg/ml Stamlgsning 2 1ml
Milli-Q-vann Ad 250 ml

Fenylefrin 0,1 mg/ml med Stamlgsning 1 10 ml

dinatriumedetat 1 mg/ml Stamlgsning 2 10 ml
Milli-Q-vann Ad 250 ml

Tabell 27: Langtidsstabilitetsstudie aviFenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeske

Ferdig lgsning

Innhold

Mengde

Fenylefrin 0,1 mg/m
injeksjonsvaeske

Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeske50 ampuller

batch 703706
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| forsgk der annet ikke er spesifisert, ble datiflLC-analysene benyttet en mobilfase
bestaende av 25 % (v/v) organisk fase (10 % adeton§ 15 % metanol) og 75 %
0,005 M fosfatbuffer med 0,00625 M heptansulfonsyea injektorlgsning med
20 % (v/v) metanol (Tabell 4, side 37) og en vagkring med 70 % (v/v) metanol.
Bufferen ble filtrert gjennom et 0,4pm filter. Mobilfasen ble s& malt ut med
malekolber. Mobilfase, injektorveeske og vaskelggiile blandet pa magnetrgrer og

degasset pa ultralydbad i 30 minutter.

Om ikke annet er spesifisert i Igsningsoversikidile det laget trepunkts
standardkurve av fenylefrinhydroklorid i konsenfoagne 0,05 mg/ml, 0,10 mg/ml
og 0,15 mg/ml (n=3). Standardene ble laget vedpetfering av stamlgsning og
Milli-Q-vann direkte i HPLC-injektorglass (Tabel| Side 37).

3.1 VALIDERING AV ANALYSEMETODE

3.1.1 Linearitet

Metodens linezere respons ble undersgkt ved a analgsasninger av fenylefrin i et
omrade pa 40 til 150 % av konsentrasjonen i dagemgarat. Konsentrasjonene ble
fordelt som fglger: 0,04 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,08/mfy 0,10 mg/ml, 0,12 mg/ml og
0,15 mg/ml (n=1).

Fenylefrinhydroklorid (1 mg/ml), natriummetabistifiog natriumklorid ble Igst i

vann (Tabell 6, side 37). Prgvene til linearitelisleaingen ble laget ved & fortynne
denne stamlgsningen. Topparealet ble benyttebisiemme konsentrasjonen. LC-10
programvare ble benyttet til & bestemme beste sgmglinje ved minste kvadrats

metode.

3.1.2 Ngyaktighet

Metodens ngyaktighet ble undersgkt ved 3 konsgatrassav fenylefrin; 0,05 mg/ml,
0,10 mg/ml og 0,15 mg/ml (n=3). Fenylefrinhydrokthr natriummetabisulfitt og
natriumklorid ble lgst i 1 liter vann til de respisle konsentrasjoner (Tabell 7, side

38). Et pravevolum pa 1 liter ble benyttet for drgj betydningen av veie- og
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malekolbefeil sa liten som mulig. Malt konsentrasile sammenlignet med teoretisk

konsentrasjon.

3.1.3 Intradagvariasjon

Metodens intradagvariasjon ble undersgkt ved & eferden prgvelgsning av
fenylefrinhydroklorid (0,1 mg/ml), natriummetabifitif natriumklorid og vann i

6 HPLC-injektorglass (Tabell 8, side 38psningene ble sa analysert fortlgpende pa
HPLC. Relativt standardavvik ble beregnet.

3.1.4 Systempresisjon

o

Systempresisjon ble undersgkt ved a konsentragsteibme én prgve med
fenylefrinhydroklorid (0,1 mg/ml), natriummetabifittl og natriumklorid (Tabell 9,
side 38). Prgve ble injisert fortlgpende 6 ganger Samme prgveglass. Relativt

standardavvik ble beregnet.

3.1.5 Interdagvariasjon

Metodens interdagvariasjon ble undersgkt ved & lame lgsning med
fenylefrinhydroklorid (0,1 mg/ml), natriummetabifitil og natriumklorid (Tabell 9,
side 38). Lgsningen ble fordelt i 3 proveglass ofhdtteglass. Prgvene i
progveglassene ble analysert samme dag. Hettegiasdde proppet med
klorbutylpropp og frosset ned for analyse pa fdfeltlig valgte dager over et tidsrom
pa 41 dager. Relativt standardavvik mellom reseftatfra alle analysedagene ble

beregnet.

3.1.6 Spesifisitet

Prgver av-enylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveedie degradert ved 1) gkning av pH til
8,9 og 2) tilsetting av oksidasjonsfremmende 2,26Bis(2-metylpropionamidin)
dihydroklorid (AAPH) (Betigeri et al., 2005) (TabdlO, side 39). Etter oppbevaring i
43 dager ved 60 °C og 40 % relativ luftfuktighete pravene fortynnet til halv
konsentrasjon og analysert pa HPLC. Kromatogrammgeeundersgkt for & se

hvorvidt metoden separerte virkestoff og degradgspnodukter.
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3.1.7 Robusthet

Pragver avenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveedde degradert ved 1) gkning av pH til
8,9 og 2) tilsetting av AAPH (Tabell 10, side 3E}ter oppbevaring i 49 dager ved
40 °C, ble prgvene fortynnet til halv konsentragpgnanalysert pA HPLC. Metodens
robusthet ble undersgkt ved & se om mindre endring®obilfasens hastighet
(£0,2 ml/min), pH (x0,5) samt andel organisk fasé ¢ (v/v) og -2 % (v/v)) pavirket
separasjonen av virkestoff og degraderingsprodyKisvell 11, side 39).

3.1.8 Prgvestabilitet

Prgver aviFenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveesKebell 12, side 39) ble overfart til
6 HPLC-injektorglass som ble analysert ved tid 9,t@ner og 72 timer. Mellom
analysetidspunktene ble alle septum byttet og pre\me oppbevart i kjigleskap. Nye

standarder ble laget far hvert analysetidspunkiséhtvis endring ble beregnet.

3.2 PREFORMULERING

3.2.1 Kjemisk degradering

Lagsninger av fenylefrinhydroklorid 0,1 mg/ml blersakt degradert ved metoder som
tidligere er oppgitt & gi degradering av fenylefsiad hjelp av hydrogenperoksid
(H20.), natriumhydroksid, toverdig jern (Fe(ll)), treday jern (Fe(lll)) og toverdig
kobber (Cu(ll)) (Tabell 13, side 40). AAPH er titsa en prgve da det er kjent at
fenylefrin oksideres. Alle lgsninger ble laget sdaoplikater i malekolber, far 20 ml
fra hver av malekolbene ble overfart til to 20 retteglass, proppet med
klorbutylpropp og kapslet. Hetteglassene ble saldiorslik at alle lgsninger ble
oppbevart ved 60 °C og 90 °C i opptil 48 timer. @iwver ble ogsa analysert etter

48 timer ved romtemperatur. Prgvene ble ikke gamset nitrogengass.

Uttak av prgver ble gjort etter 24 timer og anatys@antitativt pa HPLC. Prgvene
ble filtrert i de tilfellene der hetteglassene ihalklt utfelling (se Filter for filtrering av
vaeske, tum, side 32). Prgver det var interessant a se vidéréole ogsa analysert
etter 48 timers oppbevaring. Rester fra prgver &dentilsatt natriumhydroksid og
pregver som ble tilsatt toverdig jern ble ogsa opploei sine respektive malekolber

ved romtemperatur og analysert etter 48 timer.
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3.2.2 Varmedegradering: innledende forsgk
Forsgk 1: 60 °C og 40 % RH, 105 dager

Tre ampuller avFenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeskle oppbevart ved 60 °C og
40 % relativ luftfuktighet i 105 dager (Tabell Bide 41).

Forsgk 2: Varmebehandling ved autoklaveringssykluse

Fenylefrinhydroklorid (0,1 mg/ml) og natriumklorlde Igst i vann. pH ble justert til
4,1 med saltsyre (Tabell 14, side 41). pH 4,1 aitev gijennomsnittlig pH malt under
produksjon (far autoklavering) i tre batcher avpanatet. Natriummetabisulfitt ble
ikke tilsatt da effekt av dette stoffet pa holdimem av fenylefrin skal undersgkes

separat.

24 hetteglass ble fylt med 10 ml Igsning far de fnleppet med klorbutylpropp og
kapslet. Prgvene ble ikke gasset med nitrogengietteglassene ble satt til
autoklavering ved standard autoklaveringssyklug; A2i 16 minutter. Det ble utfart
et antall autoklaveringssykluser som ga tilstreickallegradering av fenylefrin;
16 sykluser ble derfor kjart over et tidsrom paléager; dag 1 (n=11) og dag 2 (n=5).
Mellom dag 1 og dag 2 ble hetteglassene oppbevgwieskap. Etter hver syklus ble
ett hetteglass analysert kvantitativt (HPLC) forb@stemme gjenveerende mengde

fenylefrin.

Forsgk 3: 121 °C i 5 timer

Effekten av en lengre varmebehandling ble undersekt & lage to lgsninger av
fenylefrinhydroklorid 0,1 mg/ml og natriumklorid @mg/ml (n=6). Den ene
lgsningen inneholdt i tillegg natriummetabisulfX5 mg/ml (n=6). Det ble dessuten
laget en kontrollgsning med natriummetabisulfitts ;yg/ml og natriumklorid

8,6 mg/ml (n=1) (Tabell 15, side 41). 20 ml Igsnbig pipettert ut i 20 ml hetteglass
for de ble proppet med klorbutylpropp og kapslewvene ble ikke gasset med
nitrogengass. Hetteglassene ble satt i autoklawaimebehandling ved 121 °C i

5 timer.
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3.3 FORMULERING, PRODUKSJONSPROSESS OG
STRESSTESTING

3.3.1 Effekt av natriummetabisulfitt pa stabilitet
Forsgk 1: Fenylefrin 0,05 mg/ml og natriummetalfigud-0,5 mg/mi

Effekten av natriummetabisulfitt pa fenylefrin hladersgkt ved & lage fem lgsninger
av med fenylefrinhydroklorid 0,05 mg/ml og natriulod 8,6 mg/ml som inneholdt

natriummetabisulfitt i konsentrasjoner pa henhadkls,5 mg/ml, 0,375 mg/ml,

0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml og 0 mg/ml (n=6) (Tabell, 5&le 42). Ferdige Igsninger
ble pipettert ut til 10 ml hetteglass. Hetteglagsble proppet med klorbutylpropp og
kapslet. Prgvene ble ikke degasset. Samtlige tesedle varmebehandlet i 10 timer
(to perioder a 5 timer) ved 121 °C far de ble asalypa HPLC. Varmebehandlingen
ble utfart over to dager. Mellom varmebehandlingkssene ble prgvene oppbevart i

kjgleskap.

Forsgk 2: Fenylefrin 0,1 mg/ml og natriummetabisiuli-1,0 mg/ml

Effekten av natriummetabisulfitt ble videre undétswed a lage syv lgsninger av
fenylefrinhydroklorid 0,1 mg/ml med natriumklorid ,8mg/ml som inneholdt
natriummetabisulfitt i konsentrasjoner pa henhdklsh0 mg/ml (n=3), 0,75 mg/ml
(n=3), 0,5 mg/ml (n=6), 0,375 mg/ml (n=3), 0,25 mf(n=6), 0,125 mg/ml (n=3) og
0 mg/ml (n=6) (Tabell 17, side 43). Ferdige Igseingble pipettert ut til
10 ml hetteglass. Hetteglassene ble proppet mathlkidpropp og kapslet. Prgvene
ble ikke degasset. Samtlige hetteglass ble varnzetaidét i 10 timer (to perioder a
5 timer) ved 121 °C fer de ble analysert pd HPL@rrivebehandlingen ble utfagrt over

to dager. Mellom varmebehandlingssyklusene blegmewppbevart i kjgleskap.

Forsgk 3: Fenylefrin 0,1 mg/ml og natriummetabisul-10 mg/ml

Effekten av natriummetabisulfitt ble til sist undekt over et starre
konsentrasjonsomrade ved & lage atte lgsningeemyefrinhydroklorid 0,1 mg/ml

med natriumklorid 8,6 mg/ml som inneholdt natriuntaésulfitt i konsentrasjoner pa
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henholdsvis 10,0 mg/ml, 5,0 mg/ml, 0,5mg/ml, Op2&ml, 0,1875 mg/ml,

0,125 mg/ml, 0,0625 mg/ml og 0 mg/ml (n=3) (Talddé| side 44). Ferdige lgsninger
ble pipettert ut til 10 ml hetteglass. Hetteglagsble proppet med klorbutylpropp og
kapslet. Prgvene ble ikke degasset. Samtlige hestedle varmebehandlet i 10 timer
(to perioder a 5 timer) ved 121 °C fgr de ble agatypa HPLC. Varmebehandlingen
ble utfart over to dager. Mellom varmebehandlinghkssene ble prgvene oppbevart i

kjgleskap.

3.3.2 Effekt av ulike stabilisatorer pa stabilitet
Effekten av tre ulike stabilisatorer pa termiskodttet av fenylefrin ble undersgkt ved
a analysere 18 lgsninger av fenylefrinhydroklorid @mg/ml og natriumklorid

8,6 mg/ml sammen med en eller flere stabilisatGrabell 28).

Tabell 28: Innhold av ulike stabilisatorer (n=3) (Tabell 19, side 45

Konsentrasjon (mg/ml)*
Kombinasjon| Dinatrium- | Natrium- Askorbinsyre
edetat metabisulfitt
1 2
2 20
3 40
4 0,1
5 0,5
6 1
7 0,1 2
8 1 2
9 0,1 40
10 1 40
11 0,1 0,2
12 0,1 10
13 1 0,2
14 1 10
15 0,2 2
16 0,2 40
17 10 2
18 10 40

*Prgver som kun er stabilisert med natriummetalitsulg praven som ikke er stabilisert er hentet fr
Tabell 17, side 43.

Ferdige lgsninger ble pipettert ut til 10 ml helésg. Hetteglassene ble proppet med
klorbutylpropp og kapslet. Pravene ble ikke degassamtlige hetteglass ble
varmebehandlet i 10 timer (to perioder a 5 timex) 121 °C fagr de ble analysert pa
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HPLC. Varmebehandlingen ble utfert over to  dager. elliMn

varmebehandlingssyklusene ble prgvene oppbevatedkap.

3.3.3 Effekt av nitrogengassing pa stabilitet

Effekten av nitrogengassing pa stabilitet av fefriie(0,10 mg/ml) utsatt for varme
ble undersgkt bade i lgsninger med og i Igsningen matriummetabisulfitt (Tabell
20, side 46). | tillegg til fenylefrin inneholdt d@ingene enten bare natriumklorid
8,6 mg/ml (n=12), eller bade natriumklorid 8,6 mb/mg natriummetabisulfitt
0,5 mg/ml (n=12). Ferdige lgsninger ble pipettdrtiul0 ml hetteglass. Lgsningene
ble delt i to; lgsninger med natriummetabisulfitt=6) og uten natriummetabisulfitt
(n=6) somikke skulle degasses og lgsninger med natriummetaitisuif6) og uten
natriummetabisulfitt (n=6) sorskulledegasses. Prgver som skulle degasses ble gasset
med nitrogen i 20 sekunder. Gasshastigheten bierfus en hastighet som var hgyest
mulig, men uten at Igsningene sprutet ut av hetssgine. En pasteurpipette ble
benyttet for & lede gassen ned i lgsningene. Hagsgne ble proppet og kapslet
umiddelbart etter degassing. Samtlige hetteglassvatmebehandlet i 10 timer (to
perioder a 5timer) ved 121 °C far de ble analyserantitativc pa HPLC.
Varmebehandlingen ble utfart over to dager. Mellkmmebehandlingssyklusene ble

prgvene oppbevart i kjgleskap.

3.4 DEGASSING AV FYSIOLOGISK SALTVANN
Det er aktuelt & gasse fenylefrinpreparatet meogun for & drive ut oksygen. For a

oppna reproduserbare betingelser ved degassingiae solumer ble falgende forsak
gjort: natriumklorid ble lgst i springvann til enoksentrasjon pa 0,9 % (wW/V) i
henholdsvis 10 L (dag 1) og 40 L (dag 2) (Tabell &ile 47). Overflgdig veeske ble
fiernet etter hvert som mindre volumer ble degasgannet hadde en temperatur
tilsvarende romtemperaturen. Et manometer og eshgatighetsmaler ble koblet til
en gasstank med nitrogen (Figur 12, side 56). Fraameteret gikk det en plastslange
til et luftfilter (se Filter for filtrering av luft0,2um, side 32). En plastslange nummer
to gikk sa fra filteret til et hult, sylindrisk ladav rustfritt stal. Loddet sikret at
slangen ble liggende i bunnen av beholderen. Alledk ble gjort med magnetrgrer. |
forsgk med 5-10 L veeske ble det benyttet en 12ndkalbe. | forsgk med 20-40 L
veeske ble det benyttet en 50 L staltank der lokktetplassert lgst pa for ikke a

klemme gasslangen. Laveste og hgyeste avlesbashagdighet for den anvendte
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gasshastighetsmaleren, henholdsvis 1 L/min og 6n,/ivle forsgkt. Et apparat for
maling av opplgst oksygen (se Oksygenelektrodee §d) ble benyttet for a
bestemme mengden gjenveerende oksygen i lgsningemlievie ble logget hvert
minutt. Etter hver degassingssyklus ble lgsningesset med vanlig luft til lasningen

hadde et innhold av oksygen pa 6,9-7,7 ppm.

Figur 12: Utstyrsoppsett ved degassing i 12 litensindkolbe. Ved stgrre volum ble det benyttet en
50 liters staltank med lgstliggende lokk.

3.5 STABILITETSTESTING

3.5.1 Stabilitet pa sprayte
Forsgk 1: BD Plastipak

Stabilitet av Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeskapptrukket pa sprgyte ble
undersgkt ved & fylle sprayter av merket BD Plastifse Sprayter, side 35) (n=6)
med preparat fra rutineproduksjon ved Sykehusapote&d Rikshospitalet (Tabell
22, side 47). | tillegg ble en sprayte fylt med &otligsning av natriummetabisulfitt
0,5 mg/ml og natriumklorid 8,6 mg/ml. Spragytene pteppet med spraytepropper og
lagt til oppbevaring i klimaskap ved 22,5 °C og%GQrelativ luftfuktighet. Innholdet
ble analysert ved tidene O timer, 8 timer, 24 timgrl4 dager. Det ble tatt en ekstra

analyse etter 103 dager for studere utviklingen.
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Forsgk 2: BD Plastipak, Terumo, Codan og hetteglass

Stabilitet av Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeskapptrukket pa sprgyte ble
undersgkt ved a fylle hetteglass (n=3) og spregtenerkene BD Plastipak (n=6) (for
spraytespesifikasjon, se Sprgyter, side 35), Terynx8) og Codan (n=3) med
Sykehusapotekets fenylefrinpreparat (Tabell 23¢ gid). Som kontrollgsninger ble
det benyttet en lgsning av natriummetabisulfitt®@g/ml og natriumklorid 8,6 mg/mi

I Milli-Q-vann (n=3) eller rent Milli-Q-vann utenkstra tilsetninger (n=3). Spraytene
ble proppet med sprgytepropper, mens hetteglasgden@oppet med klorbutylpropp
og kapslet. Alle prgvene ble oppbevart i klimaskegad 22,5 °C og 60 % relativ
luftfuktighet. En gkning i relativ luftfuktighet & 40 til 60 % fra forsgk 1 til forsgk 2
skulle motvirke mulig fordampning og samsvarer ntetligere forsgk gjort ved

Sykehusapoteket, Rikshospitalet (Breenden et aD30nnholdet i sprgytene og
hetteglassene ble analysert ved tidene 0 timéme¥t24 timer, 7 dager og 14 dager.

3.5.2 Stabilitet i lys

ICH har definert kriterier for testing av legemidie fotostabilitet
(International Conference of Harmonization, 199B)inimumskrav til lystoleranse
for UV-eksponering (320-400 nm) er satt til 200 twamer/nf. Tilsvarende
minimumskrav for synlig lys (400-800 nm) er 1,2lioiher lux timer. Ved bruk av
maksimumsverdien for strling (765 watfjmi det aktuelle kammeret tilsvarer
200 watt timer/rh en eksponering i Suntest CPS p& 2,9 timer, méhmilljoner lux
timer tilsvarer en eksponeringstid pa 7,1 timetg&imaterial testing solutions, 1996).
ICH-krav for preparater markedsfert etter 1. janli@®8 er at preparatet ma holde
kriteriet "limits justified by Applicant” (Internanal Conference of Harmonization,
1996; Kristensen, 2004). | praksis vil dette sihaer produsent ma vurdere sine
resultater ut fra hva de mener er forsvarlig. imeretningslinjer ved Sykehusapoteket
ved Rikshospitalet fastsetter shelf life til 90 %&helf life innbefatter imidlertid et
samlet resultat fra alle degraderingsprosesseneepapatet — ikke utelukkende
degradering som skyldes bestraling. Hvor mye desgiag som kan aksepteres etter
bestraling avhenger dermed av hvilke andre prosessa pavirker preparatet og i

hvor stor grad de gjor det.
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3.5.2.1 Lysstabilitet i praver med og uten natriumretabisulfitt

Det ble laget Igsninger med innhold tilsvarendeetiggpreparat, samt Igsninger der
innholdet tilsvarte dagens preparat, men uten ilthae natriummetabisulfitt (Tabell
24, side 47). | hver gruppe ble fem praver bestrdlens en ble brukt som
markeprgve. Lgsningene ble bestrdlt i polypropyermmed skrukork. Prgvene ble
ikke degasset. Mgrkepragvene ble pakket inn i aliumsfolie og lagt inn i suntest-
kammeret sammen med resten av prgvene. Produkiginar primseremballasje

(glassampulle) ble ogsa bestralt (n=3).

Fotostabilitetstesting ble utfgrt i Suntest CPS riudiceffekt (765 watt/rf) og kjgling.
Det ble benyttet et filter som tilsvarer vindusglgsut-off ca. 310 nm). Prgvene ble
bestralt i 2,9 timer for farste proveuttak. Dereltte de bestralt videre i 4,2 timer; til

sammen 7,1 timer.

3.5.2.2 Lysstabilitet i praver med ulike mengder FHAMF

Det ble laget lgsninger av fenylefrinhydrokloridl @ng/ml med "normal” og hgy
konsentrasjon 5-hydroksymetyl-2-furaldehyd (5-HMRgnholdsvis 5 og 22,6g9/ml
(Brustugun, 2005) (Tabell 25, side 48). Prgveneldstralt i polypropylenrgr med
skrukork (n=6), eller behandlet som mgrkeprgve3jnPrgvene ble ikke degasset.
Mgarkeprover ble pakket inn i aluminiumsfolie og tlagsuntest-kammeret sammen

med de andre prgvene.

Testing av fotostabilitet i Suntest CPS ble utfmed full effekt (765 watt/r’r) og
kjgling. Det ble benyttet et filter som tilsvaremdusglass (cut-off ca. 310 nm).
Prgvene ble bestralt i 2,9 timer for farste pretedutDe ble sd bestralt videre i

4,2 timer; til sammen 7,1 timer.

3.5.3 Langtidsstabilitet

3.5.3.1 Pilotbatch

Resultater fra akselererte stabilitetsstudier i spktet (3.3.1 Effekt av
natriummetabisulfitt pa stabilitet, side 53, 3.F&Hekt av ulike stabilisatorer pa
stabilitet, side 54 og 3.3.3 Effekt av nitrogengagpa stabilitet, side 55) gjorde det
interessant & undersgke stabiliserende effekt assevikonsentrasjoner av

natriummetabisulfitt og dinatriumedetat, samt emsnlag uten stabilisator, ved
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normale oppbevaringsbetingelser. Det ble lagetihgen av fenylefrinhydroklorid
0,1 mg/ml (Tabell 26, side 48). I tillegg til femftin inneholdt Igsningene enten bare
natriumklorid 8,6 mg/ml  (n=24), bade natriumklorid 8,6 mg/ml  og
natriummetabisulfitt, henholdsvis 0,125 mg/ml (n¥2&3y 0,5 mg/ml (n=24), eller
bade natriumklorid 8,6 mg/ml og dinatriumedetat@dsvis 0,1 mg/ml (n=24) og
1,0 mg/ml (n=24). Ferdige lgsninger ble pipetterttit 10 ml hetteglass. Samtlige
lgsninger ble gasset med nitrogen i 20 sekundessl@stigheten ble justert til en
hastighet som var hgyest mulig, men uten at lgemagprutet ut av hetteglassene.
En pasteurpipette ble benyttet for & lede gasseni h@sningene. Hetteglassene ble
proppet og kapslet umiddelbart etter degassingvePies ble autoklavert i en normal
autoklaveringssyklus (16 minutter ved 121 °C) fgrlde oppbevart i klimaskap ved
25 °C og 60 % relativ luftfuktighet. Prgvene blalysert kvantitativt pa HPLC far og

etter autoklavering, samt etter 1 maned, 2 manegl@ maneders lagring.

3.5.3.2 Stabilitetsstudie a¥enylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeske

Ampuller av preparateFenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeska rutineproduksjon
ved Sykehusapoteket ved Rikshospitalet ble lagipggbevaring ved 25 °C og 60 %
relativ luftfuktighet (Tabell 27, side 48). Prgwaranalysert ved tid O, etter 3 og etter
6 maneder, og skal analyseres videre ved 9 mand@emaneder, 18 maneder,
24 maneder og 36 maneder (Tabell 29). Studien #@esluom det er en
konsentrasjonsnedgang av fenylefrin pd 10 % ellar. nMengde gjenveerende
fenylefrin bestemmes i 6 ampuller av preparatetogHedningsevne males og fysisk
utseende kontrolleres; lgsningen skal veer blankn darge og uten utfellinger.
Preparatet er degasset etter ikke-standardiseseg@yoe som angitt i hovedforskriften
(Vedlegg 1: Hovedforskrift fofFenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveesger 15.mars
2007, side 106).
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Tabell 29: Prgvetidspunkter for langtidsstabilitetstudie

Stabilitetsstudie avFenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeske

Oppbevaringstid | Stipulert analysedato | Utfart
(maneder)

0 23. mars 2007 For resultat, se (4.4.3.2 Statsktudie
av Fenylefrin 0,1 mg/mi
injeksjonsvaeskeaide 99)

3 22. juni 2007 For resultat, se (4.4.3.2 Stahd#ridie
av Fenylefrin 0,1 mg/mi
injeksjonsvaeskaside 99)

6 21 sept. 2007 For resultat, se (4.4.3.2 Statsiitadie
av Fenylefrin 0,1 mg/mi
injeksjonsvaeskaside 99)

9 21. des. 2007
12 23. mars 2008
18 23. sept. 2008
24 23. mars 2009
36 23. mars 2010
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4. RESULTATER OG DISKUSJON

4.1 VALIDERING AV HPLC-METODEN

4.1.1 Linearitet

Linearitet er evnen metoden har til & gi en resEmm er direkte proporsjonal med
konsentrasjonen. Linearitet gjelder innenfor ett dgibnsentrasjonsomrade. ICHs
retningslinjer anbefaler at linearitet for en metadales for minimum 80-120 % av
normalkonsentrasjonen om et ferdig produkt skal lyseaes. Minst fem
konsentrasjoner bgr benyttes (International Confaref Harmonization, 2005).
Fordi nedbryting av prgver skal undersgkes, velfe%o av normalkonsentrasjonen
som laveste konsentrasjon. Hgyeste konsentrasjtes ¢#¢ 150 % av normal mengde
grunnet bruk av standardkurve fra 50-150 % (Clark&94). Analysen utfgres pa

6 konsentrasjoner.

Korrelasjonskoeffisientenr ber vaere > 0,999, med tilsvarende> 0,998. Relativt
standardavvik (RSD) begr veere<2,0% for hvert punkt (Shabir, 2003).
Sykehusapotekene ANS har internkrav 13& 0,998 og RSD <1 % (Brustugun,
2006). Kravene er oppfylt sideA >> 0,999 (Figur 13). Metoden har tilfredsstitien

linearitet i omradet 0,04-0,15 mg/ml.

Peak: Fenylefrin -- ESTD

1000000

Area

500000 H
|

0.00 0.02 0.04 0.08 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16
Amount ( mg/ml )

Figur 13: Regresjonslinje for fenylefrinhydroklorid i omradet 0,04 mg/ml-0,15 mg/ml (n=1):
r? >> 0,999, hgyeste RSD=0,5
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4.1.2 Ngyaktighet

Ngyaktighet undersgkes ved & sammenligne analysésvaed "sann verdi”. "Sann
verdi” kan oppnas gjennom analyse ved en anneratigevt metode eller analyse av
en lgsning med kjent konsentrasjon laget fra errassestandard. Den teoretiske
konsentrasjonen av en lIgsning laget ved hjelp awrete mulig veie- og

fortynningstrinn vil her anses & veere beste tilngggrtil "sann verdi”.

Starste awvik (-1,6 %) ble malt ved den lavestel@ire undersgkte konsentrasjonene
(0,05 mg/ml) (Tabell 30). Ngyaktigheten bgr liggmenfor + 2 % (Shabir, 2003).
Kravet er oppfylt. Metoden tilfredsstiller kravet ngyaktighet i omradet 0,05-
0,15 mg/ml.

Tabell 30: Validering av metodens ngyaktighet (n=3)

Teoretisk konsentrasjon fig/ml) | Analyseresultat guig/ml) | Avvik (%)
50,0 49,2 -1,6
100,0 100,3 0,3
150,0 150,6 0,4

4.1.3 Intradagvariasjon
Intradaganalysen sier noe om metodens repeterbatapet av en dag, og foregar
under identiske betingelser over en kort tidsperidspredningen av analysesvarene

skyldes tilfeldige variasjoner som kan oppsta urefeanalyse.

Metoden har et relativt standardavvik pa 0,3 % palyser utfgrt i lgpet av en dag
(Tabell 31). Den bgr ha RSD2 % (Shabir, 2003), og dette er oppfylt her. Metod
har tilfredsstillende intradagvariasjon.

Tabell 31: Validering av metodens intradagvariasjon
HPLC-injektorglass : | Konsentrasjon (ug/ml):

101,8

101,1

102,0
101,4
101,5
101,8

OO WINF

Q)

Gjennomsnitt:

101,

SD:

0,3

RSD (%):

0,3
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4.1.4 Systempresisjon

Systempresisjonen sier noe om instrumentets rdyatest i Igpet av kort tid, og
foregar under identiske betingelser. Det foretasingksjoner fra ett HPLC-
injektorglass (Chandran and Singh, 2007). Spre@mngv analysesvarene skyldes

tilfeldige variasjoner som ligger i instrumentet.

Relativt standardavvik for de 6 injeksjonene bl8 @, (Tabell 32). RSD bgr veere
<1 % (Shabir, 2003). Metoden har tilfredsstillelsgstempresisjon.

Tabell 32: Validering av systemets presisjon

Konsentrasjon (ug/ml)
Injeksjon 1: 99,3
Injeksjon 2: 99,7
Injeksjon 3: 99,7
Injeksjon 4: 100,0
Injeksjon 5: 99,9
Injeksjon 6: 99,9
Gjennomsnitt 99,7
SD: 0,3
RSD (%): 0,3

4.1.5 Interdagvariasjon

Interdaganalysen sier noe om metodens repeterhddysdt av en lengre periode, og
foregar under betingelser som kan variere noe ofidr Spredningen av
analysesvarene skyldes tilfeldige forandringer &am oppsta i et analyselaboratorie.
ICH har ikke spesifisert et krav i sine anbefalindgt relativt standardavvik pa 0,7 %
(Tabell 33) oppfyller imidlertid kravet for intraganalysen, og viser at metoden har
god repeterbarhet.

Tabell 33: Validering av metodens interdagsvariasjo

Konsentrasjon (ug/ml)
Dag 1| Dag 2| Dag 3|Dag 4| Dag 5| Dag 6
100,3 101,4| 100,01 100,4| 100,8 102,3
101,3 99,8| 100,4| 100,8 101,3
100,47 99,7| 100,1] 101,0 101,8

Gjennomsnitt: 100,3101,1] 99,8/ 100,3 100,9 101,8
SD: 04 021, 0,1 01 05
RSD (%): 04 01 01 0,1 05
Gjennomsnitt: 100,7
SD: 0,7
RSD (%): 0,7
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4.1.6 Spesifisitet

Spesifisiteten angir metodens evne til & bestemnadytien ngyaktig i neerveer av
andre substanser som kan veere tilstede i prgvensriksna Eventuelle
degraderingsprodukter og tilsetningsstoffer bagrevggunnlinjeseparert fra fenylefrin
med en opplgsning, R>15 (Greibrokk et al, 1998). Internkrav ved
Sykehusapotekene ANS tilsier at R bgr vaele5, men ma veere 1,0 (Brustugun,
2006).

| den oksiderte prgven var fenylefrin fullstendiggdadert. Den basedegraderte
preven hadde en gjennomsnittlig fenylefrinkonsesjpra pa 0,03 mg/ml.
Degraderingen hadde dermed gatt lengre enn grmkbefige prevene og kan ha gitt
sekundeere degraderingsprodukter. R-verdier sonp@mduld for den basedegraderte
prgven tilfredsstiller minimumskrav internt i Sykedapotekene ANS da R1,2
(Tabell 34). | den oksiderte prgven var det tildgtende ingen stoffer som eluerte i
omradet der fenylefrin var forventet a eluere. Dfasavalidering av robusthet tyder
ogsa pa at prgven har tilfredsstillende spesifisii¢edlegg 4: Oversikt over

opplasning ved validering av metodens robusthedg $1L0).

Tabell 34: Metodens spesifisitet (n=1)

Injeksjon | Opplasning (R) i forhold | Opplasning (R) i forhold
nr.: til neermeste topp som til neermeste topp som
eluerer tidligere enn eluerer senere enn
fenylefrin: fenylefrin:
Basedegradert| 1 6,3 1,2
prave: 2 6,3 1,7
3 6,3 1,4

4.1.7 Robusthet

Robustheten viser metodens evne til ikke & pavidetgdelig av mindre endringer i
metodens eksperimentelle variabler. Retensjonstigkal ikke endres s& mye at
fenylefrintoppen interfererer med andre topper. I@gpingen bar veere 1,5, men ma
veere > 1,0. Prgver av fenylefrin degradert med AAPH iroldhsveert lite virkestoff,
mens basedegraderte prgver var nedbrutt til ca% 6@jenveerende fenylefrin.
Degradering utover 20-25 % gir gkt sannsynlighat diannelsen av sekundeere
degraderingsprodukter. Begge pragvene kan derforirfmeholdt denne typen

degraderingsprodukter.
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Retensjonstiden til fenylefrin ligger vanligvis p&,4 minutter ved mobilfasehastighet
1,2 ml/min. @kt mobilfasehastighet (1,4 ml/min) ga gjennomsnittlig retensjonstid
pa 9,8 minutter, mens senket mobilfasehastighét ifil/min) ga en gjennomsnittlig
retensjonstid pa 13,6 minutter. En forandring i iffabehastighet pa +0,2 ml/min ser
dermed ut til a flytte toppen ca. +2 minutter. Ingev de degraderte pravene inneholdt
topper som interfererte med fenylefrintoppen. Oppiagen, R, var 1,2 i samtlige
prover (Vedlegg 4: Oversikt over opplgsning veddeaing av metodens robusthet,

side 110), og tilfredsstiller dermed minimumskraRet 1,0.

Bade gkt og senket pH i mobilfasen ga en gjenndtligniretensjonstid pa

11,4 minutter. Toppene er opplgst med>R,4 der mulige interferenser ligger naer
fenylefrintoppen (Vedlegg 4: Oversikt over opplggnived validering av metodens
robusthet, side 110). Maling av pH i mobilfasen emndllaging anses derfor som

ungdvendig.

Andel organisk modifikator (metanol og acetonitiilmobilfasen utgjer vanligvis
25 %. Ved en gkning til 31 % organisk fase er ggnsnittlig retensjonstid for
fenylefrin forkortet med ca. 4,8 minutter til 6,dmatter. Det ser likevel ikke ut til at
degraderingsproduktene interfererer med fenylefoipplgsningen e¥ 2,3 i forhold

til de andre toppene i de degraderte prgvene (\ggde Oversikt over opplgsning

ved validering av metodens robusthet, side 110).

Ved en reduksjon i andel organisk modifikator t % er retensjonstiden til den
farste prgven med fenylefrin forlenget med ca. b@i8utter, til ca. 22,5 minutter. For
a finne ut hvor lite nedgang i organisk fase soml sk for & gi en endring, ble det
laget ny mobilfase med 23 % organisk fase. Gjenmdtlig retensjonstid for
fenylefrin ble da 14,2 minutter, altsa ble topphttét ca. 2,8 minutter. Forsgket viser
viktigheten av ngyaktig utmaling av delmengdenentdbilfasen. Det anbefales at
volumer til mobilfasen males ut med malekolbe, dalekolber har mindre
maleusikkerhet enn malesylindere (Tabell 35, sidg). 6Prgvene er likevel
grunnlinjeseparert med R 1,9 i begge de degraderte prgvene (Vedlegg 4:dikver

over opplgsning ved validering av metodens robasside 110).
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Tabell 35: Maleusikkerhet i malesylinder og malekdbe

Maleusikkerhet
Malesylinder Malekolbe

Malevolum

ml ml % ml %

1000/ 45,0 +0,5| #0,40| 0,04

500 25| +0,5| +0,25| #0,05

250, #15| +0,6] *0,15| +0,06

100 #0,5| #0,5| #0,10| #0,10

50| #0,8] #1,6| +0,06| *0,12

25 - -| #0,80| #0,16

Valideringen viste at metoden pavirkes sterkt anagjon i mengde organisk fase i
mobilfasen, men at sma endringer i mobilfasehastigly mobilfase-pH hadde liten
betydning. Mobilfasens ulike komponenter bgr maiesred bruk av malekolber.

Opplgsningen er tilfredsstillende i alle praver.

4.1.8 Prgvestabilitet

Prgvestabilitet undersgkes for & se om prgvenastekkelig stabile til at analyser
kan strekke seg over noe tid, og at eventuelleirfoetser ikke medfarer tvil om
prgvesvarenes riktighet.

Ved analyse av prgvenes stabilitet ble det observen tilsynelatende
konsentrasjonsnedgang pa 0,2 % etter 24 timer ®§oletter 72 timer (Tabell 36).
Prgvens konsentrasjon skal ikke endre seg mer é&an Bpet av 24 timer ved 4 °C
(Shabir, 2003). Kravet er oppfylt ogsa etter 72etinHPLC-pragver av produktet er
stabile i 72 timer ved 4 °C.

Tabell 36: Stabilitet av prgver oppbevart ved 4 °G 72 timer

Konsentrasjon (ug/ml)

TidOt |Tid 24 t| Tid 72
Proveglass 1 99,6 98,8 98,5
Prgveglass 2 99,7 99,8 98,4
Prgveglass 3 99,6 99,6 98,2
Prgveglass 4 99,4 99,7 98,2
Prgveglass 5 99,2 98,9 98,2
Prgveglass 6 99,7 99,4 97,9
Gjennomsnitt: 9965 994 98,2
SD: 0,2 0,4 0,2
RSD (%): 0,2 0,4 0,2
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4.2 PREFORMULERING

4.2.1 Utvikling av betingelser for stresstesting

Det var behov for & finne en degraderingsmetode siim gi en reduksjon av
fenylefrinkonsentrasjon med ca. 10-15 %. Metodenllsksenere benyttes for a
sammenligne effekten av ulike stabilisatorer pabiktaten av fenylefrin slik
formuleringen er i dag og i alternative formuleengDet er derfor viktig at metoden
har god reproduserbarhet. Termisk degradering likd varmesykluser og tilsetning

av substanser som medfgrer kjemisk degraderingrapdfrin ble studert.

4.2.1.1 Kjemisk degradering

Det er kjent at flere stoffer kan bryte ned fenyteffor eksempel hydrogenperoksid
(Ossman, 1980; Al Taii et al., 1982; Marin and Bexb2004), natriumhydroksid (das
Gupta and Mosier, 1972; Gaglia Jr., 1972; Ghanekardas Gupta, 1978; Ossman,
1980; Schieffer and Hughes, 1983; das Gupta, 204in and Barbas, 2004), to- og
treverdig jern (das Gupta and Mosier, 1972; Milletdal., 1973; Ossman, 1980) og
toverdig kobber (Gaglia Jr., 1972) (Tabell 13, sid®). Nedbrytning av
fenylefrinlgsninger etter tilsetning av disse stof ble studert ved gkt temperatur (60
og 90 °C) for & se om de ga en formalstjenelig agegpring pa rimelig tid. Det ble
ogsa utfgrt tilsvarende forsgk med et azid (AAPH) dbt er kjent at stoffet kan
forarsake oksidasjon i lgsninger (Betigeri et &005). Praver som ble forsgkt
degradert i basisk miljg og ved tilsetning av togrog treverdig jern ble i tillegg
undersgkt etter oppbevaring ved romtemperaturtird8r.

Etter 24 timer ble det ikke observert degraderipgaver med treverdig jern. @vrige
prgver var degradert tik 81,2ug/ml gjenveerende mengde fenylefrin (Tabell 37,
side 68). Mange av prgvene ga store relative stdadgak mellom hver
praveinjeksjon i HPLC-systemet, noe som viser enliglarepeterbarhet av
degraderingsmetoden. Darlig repeterbarhet vil veligijere en sammenligning av
ulike formuleringer og gjgr degraderingsmetoden dreénegnet for bruk i videre
formuleringsforsgk. En mulig arsak til darlig repearhet er at de ulike reagensene
kan ha pavirket analysekolonnen. Mange av prgvéste dessuten missfarging og
utfelling og matte derfor filtreres far analysel{gi for filtrering av veeske, pm, side
32). Filtreringsprosessen kan ogsa ha pavirketeeparheten.
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Tabell 37: Kjemisk degradering av fenylefrinlgsninger ved bruk av forskjellige tilsetninger.
Prgvene er oppbevart ved 60 og 90 °C. To prgver etillegg oppbevart ved romtemperatur i 48

timer.

Degraderingsmetode
(n=1 der annet ikke er spesifisert)

Konsentrasjon etter
24 timer
(ng/ml) (RSD)

Konsentrasjon etter
48 timer
(ng/ml) (RSD)

Fenylefrin 0,1 mg/ml i oksidativt

milj@, H,O,, 60 °C 44,9 (0.6) i
Fenylefrin 0,1 mg/ml i oksidativt i
miljg, H,O,, 90 °C 2,4 (11.1)
Fenylefrin 0,1 mg/ml i basisk miljg, i 57,6 (17,0)
pH 10, romtemperatur (n=2) 64,4 (2,3)
Fenylefrin 0,1 mg/ml i basisk miljg,
oH 10, 60 °C 68,2 (2,6) 54,2 (16,4)
Fenylefrin 0,1 mg/ml i basisk miljg,

o 39,1 (17,2) 38,3 (5,6)
pH 10, 90 °C
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Fe(ll), i 101,1 (1,3)
romtemperatur (n=2) 112,0 (18,1
ggrl)gefrm 0,1 mg/ml med Fe(ll), 81,2 (0,1) 69,6 (29.3)
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Fe(ll),
90 °C 48,5 (2,2) 36,6 (1,4)
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Fe(lll),
60 °C 105,1 (0,4) 104,4 (0,4)
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Fe(lll),
90 °C 105,5 (0,2) 103,2 (0,2)
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Cu(ll), i
60 °C 30,1 (0,2)
Fenylefrin 0,1 mg/ml med Cu(ll), i
90 OC 6’1 (510)
Fenylefrin 0,1 mg/ml i oksidativt
miljg, AAPH, 60 °C 16,0 (6,2) i
Fenylefrin 0,1 mg/ml i oksidativt 41,0 (37.5) i

miljg, AAPH, 90 °C

Gjenveerende konsentrasjonen av fenylefrin etteradleging med toverdig jern, base

(pH 10), hydrogenperoksid og toverdig kobber ve®®®Q 24 timer, ble bestemt til
henholdsvis 81,4g/ml (RSD: 0,1), 68,2g/ml (RSD: 2,6), 44,%9/ml (RSD: 0,6) og
30,1 ug/ml (RSD: 0,2). Disse prgvene hadde dermed etfdsmessig lite relativt

standardavvik, men en noe hgy degradering. Oppingvav samme type praver ved

90 °C viste seg a gi en gjenveerende mengde fenylpf < 48,5 pug/ml. Relativt

standardavvik varierte fra 2,2-17,2 %.

Det ble ikke sett nedbrytning i praver med trevgrgirn etter 48 timer. For andre

prgver oppbevart i 48 timer var gjenveerende mefgugdefrin< 69,6ug/ml. Relativt
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standardavvik varierte fra 1,3-29,3 %. Der en agvpne for degraderingsmetoden
hadde lavt standardawvik, for eksempel i prevend toeerdig jern oppbevart ved
90 °C, gjaldt det at en av de andre prgvene oppbeed lavere temperatur, eller den
andre parallellen av prgven (for toverdig jern agibk degradering)), hadde hgyt
relativt standardavvik. Dette viser en sannsynlighir problemer med
degraderingsmetodens reproduserbarhet for samtliggraderingsmetoder etter
48 timer.

Prover oppbevart ved romtemperatur viste ingen adiging etter tilsetning av
toverdig jern. Likevel var det relative standard&ev hgyt i en av prgvene.
Tilsvarende prgver som ble tilsatt base (pH 10)2Jn-=viste ogsa hayt relativt
standardavvik i en av prgvene. Degradering veglgelbase kan uansett vise seg a gi
villedende resultater ved vurdering av ulike siabtbrer da natriummetabisulfitt i et
basisk milig hovedsaklig vil foreligge som sulfi(EO:*), mens stabilisatoren
fortrinnsvis vil foreligge pa bisulfittformen (HSQ i preparatet der pH er mellom
3 og 4 (Figur 7: Syre-baselikevekter og dimerisgiivandig bisulfittlgsning pa side
24). Degradering ved hjelp av base er derfor ikke fodetrekke nar en

degraderingsmetode for fenylefrin skal velges.

Degraderingsmetoden bar veere sa effektiv at detseie mulig & sammenligne flere
mater & stabilisere preparatet pa. Samtidig bar ilédbrytningen veere sa voldsom at
betydelige sekundzere reaksjoner forekommer. Enadegng pa ca. 10-15 % vil
sannsynligvis holde sekundzere reaksjoner pa ehie&t samtidig som degraderingen
er godt detekterbar. @nsket degraderingstid var 24&. timer da en raskere
degraderingsmetode kunne tenkes a veere mer saeobinensyn pa reproduserbarhet.
24 timer er dessuten egnet med tanke pa laboratbei over flere dager. Det ble
bestemt a se pa degradering ved hjelp av varmenfeventuell videreutvikling av en
degraderingsmetode ved bruk av toverdig jern éjelrogenperoksid, da reaksjonene
sa ut til & foregd med noe hgy hastighet og deeflesgvene ga store relative
standardavvik ved HPLC-analysen. Ved bruk av vasora stressfaktor vil man ogsa
ha fordelen av a kunne studere reelle formuleringékke formuleringer tilsatt en
stressfaktor. Man unngéar ogsa filtrering av lgseingg pavirkning av kolonnen

grunnet bruk av sterke reagenser.
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Det kan ogsa bemerkes at bruk av azid og hydrogekgid viste at stoffet ble
oksidert. Toverdig jern og toverdig kobber fremst#tgn degradering av fenylefrin.
Dette understreker ngdvendigheten av god vannkvalied hensyn pa innhold av

spormetaller ved produksjon av fenylefrinpreparatet

4.2.1.2 Varmedegradering: innledende forsgk
Forsgk 1: 60 °C og 40 % RH, 105 dager

For & se om varme medfgrte akselerert nedbrytminéeaylefrin, ble ampuller av
ferdig preparat satt til oppbevaring ved 60 °C d@% relativ luftfuktighet da
utvikingen av analysemetoden startet. Man hapesdogt forsgket ville gi
degraderingsprodukter slik at ampullene kunne hesytved validering av

spesifisiteten til HPLC-metoden.

Resultatene etter 105 dager viser en noe hgy ktraspm av fenylefrin med
0,106 mg/ml, men tilsynelatende ingen degrader8iden analysemetoden ikke var
ferdig utviklet da ampullene ble lagt til oppbevay; er konsentrasjonen ved tid 0 ikke
bestemt. Kontroll av veieutskrift mot hovedforskniser imidlertid ingen awvik, og
teoretisk konsentrasjon av fenylefrinhydrokloridOst00 mg/ml. Et avvik pa +6 % i
konsentrasjonen av fenylefrin kan skyldes en fonlasing av veeske fgr analysen ble
utfart da preparatet etter lengre tids oppbevamiigha temperatur tilsvarende

temperaturen i klimaskapet (60 °C).

Oppbevaring a¥enylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaesked 60 °C i 105 dager var ikke
tilstrekkelig til & degradere preparatet, og det @érfor gjort ytterligere forsgk ved
gkt temperatur. Virkningen av varmebehandling v@d IC ble undersgkt ved bruk

av standard autoklaveringssykluser pa 16 minuseeipéfelgende forsgk).

Forsgk 2: Varmebehandling ved autoklaveringssykluse

En pravelgsning av fenylefrin 0,1 mg/ml i 10 mitegtass ble autoklavert ved 121 °C
i 16 minutter. Etter forste autoklaveringssykluse bétt hetteglass tatt ut og
konsentrasjonen bestemt. De gjenvaerende prgveraituklavert videre. Prosedyren

ble gjentatt 15 ganger, slik at siste hetteglassabtoklavert totalt 16 ganger.
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Konsentrasjonen gikk ned med 7 % fra farste gjeriaamm autoklaveringssyklus til
sekstende gjennomfarte autoklaveringssyklus. @kdllaautoklaveringssykluser gir

som forventet gkt nedbrytning av fenylefrin (Fidur).

100
” \ o
. ™

94

Fenylefrin (%)

N

92

90

012 3 456 7 8 91011 1213141516

Gjennomfgrte autoklaveringssykluser (antall)

Figur 14: Nedgang i fenylefrinkonsentrasjon med gkantall autoklaveringssykluser. Ett
hetteglass ble konsentrasjonsbestemt etter hver syis.

Degraderingen bgr veere sa hgy at det vil vaere nduigmmenligne flere mater a
beskytte preparatet pa, samtidig som det ikke enske degradering som er sa
voldsom at det gker bidraget fra sekundeere readsjd@insket degradering var i
utgangspunktet 10-15 %. 16 autoklaveringssyklus&é aninutter gir resultater som
neermer seg dette, men for a forenkle degraderingsgyren, g@nskes et
varmebehandlingsprogram som kan kjares sammenhdegen

16 autoklaveringssykluser & 16 minutter tilsvagerstimer med varmebehandling.

Forsgk 3: 121 °C i 5 timer

For & unnga variasjoner i oppbevaringstid og -lgefiser mellom hver autoklavering,
ble det gjennomfgrt en sammenhengende varmebehgndiid 121 °C i 5 timer.
Dette ble utfart for & se om man ville oppna estrikkelig degradering av fenylefrin.
Resultatet ble en konsentrasjonsnedgang pa 4,4 % lgsninger uten
natriummetabisulfitt (Tabell 38, side 72). Nedgamge Igsninger med

natriummetabisulfitt var kun 2,1 %. Dette ble anhsét veere for lite siden
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nedbrytningsmetoden skulle benyttes til & vurdemeskjellige formuleringer med
hensyn pa stabilitet. Det ble derfor bestemt & mjerfare to

varmebehandlingssykluser a 5 timer, til sammenirhért varmebehandling ved
121 °C.

Tabell 38: Resultater etter 5-timers varmebehandligssyklus ved 121 °C. Standardavviket er
oppagitt for prgver med n=6)

Fenylefrin Varme- Fenylefrin (ng/mi; %)
(ng/ml) behandling Konsentrasjon av
natriummetabisulfittg/ml)
0 0,5

100 Far (n=1) 99,2 -

Etter (n=6) 948+0,3 | -

(%) (95,6 £0,3)
100 Far (n=1) - 99,8

Etter (n=6) - 97,7+0,4

(%) (97,9+0,4)
0 For (n=1) - 0

Etter (n=1) - 0

(%0) )

10 timer varmebehandling ved 121 °C er utvilsomhard behandling som preparatet
aldri vil utsettes forFenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveesketoklaveres imidlertid i
16 minutter ved 121 °C, og utsettes dermed for mhperatur. Akselerert
degradering ved varme ligger dermed naert opp mwhalonedbrytning. Ved bruk av
pH-endring, tilsetting av metallioner og lignendankman fa reaksjonsmekanismer

som ikke vil forekomme under normale betingelser.

Akselererte holdbarhetsstudier for fenylefrin vil tfares med 10 timers
varmebehandling ved 121 °C, da reaksjonene i pegm meget sakte bade ved

romtemperatur og ved moderat hevet temperatur.

4.3 FORMULERING, PRODUKSJONSPROSESS OG
STRESSTESTING
Alle studier i kapittel 4.3 er utfert ved forhgyemperatur. Temperaturinnvirkning pa

reaksjonshastighet er kommentert i kapittel 1.2(did 16). Tilfgrsel av mye energi i
form av gkt temperatur kan gjgre at en hgy akingsenergi, som vanligvis vil hindre
en reaksjon i & forlape ved romtemperatur, vil lauovergas slik at nye reaksjoner

finner sted. Resultatene fra forsgkene utfgrt \@tidyet temperatur over lang tid
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(121 °C, 10 timer) bgr derfor verifiseres ved ndemappbevaringsbetingelser (se
3.5.3 Langtidsstabilitet, side 58).

4.3.1 Effekt av natriummetabisulfitt pa stabilitet

Effekten av natriummetabisulfitt pa stabiliteten fmnylefrin ble testet ut ved to
konsentrasjoner av fenylefrinhydroklorid; 0,05 mb/og 0,10 mg/ml. Resultatene
peker mot at man finner samme absolutte nedgarenyldfrinkonsentrasjon ved
samme konsentrasjon av natriummetabisulfitt (Figgy (Vedlegg 9: Tabell med
resultater fra varmebehandlede fenylefrinlgsningened ulike mengder

natriummetabisulfitt, side 115).

Effekt av ulike konsentrasjoner natriummetabisulfit tpa
stabilitet av fenylefrin 0,05 og 0,10 mg/ml
0,12
—e— Fenylefrin

_.0,10 0,05 mg/mi
E -——J\\ /
> 0,08 + ——Fenylefrin
E 0,10 mg/mi
< 0,06
Lﬂ 0,04 ”—"‘\0\!\1
o
w 0,02

0,00

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Natriummetabisulfitt (mg/ml)

Figur 15: Gjenveerende mengde fenylefrin som funksjo av natriummetabisulfittkonsentrasjon
etter varmebehandling ved 121 °C i 10 timer. Hgyestog laveste verdi er angitt for hvert punkt
(n= 3 eller 6 for samtlige Igsninger). Dagens prepat inneholder 0,5 mg/ml natriummetabisulfitt.

| tre forsgk ble konsentrasjoner av natriummetdhisopp til 10,0 mg/ml prgvet ut
(Figur 15, side 73 og Figur 16, side 74). | prepetrsom i dag produseres pa
Sykehusapoteket ved Rikshospitalet er konsentrasjoav natriummetabisulfitt
0,5 mg/ml. Denne konsentrasjonen av natriummetHhisya klart darligst stabilitet i
alle de tre forsgkene; i to forsgk med fenylefrjhi@mg/ml og natriummetabisulfitt
0,5 mg/ml var gjenveerende mengde fenylefrin herdwiéd 79,7 % (Figur 15) og
75,8 % (Figur 16) etter gjennomfgrt varmebehandling
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Effekt av ulike konsentrasjoner natriummetabisulfit t p& stabilitet
av fenylefrin 0,20 mg/ml
0,12
= 0,11
£
> 0,10 —
S
= 0,09 aﬁx /
% 0,08 ¥
2 0,07
0,06 T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Natriummetabisulfitt (mg/ml)

Figur 16: Gjenveerende mengde fenylefrin som funksjo av natriummetabisulfittkonsentrasjon
etter varmebehandling ved 121 °C i 10 timer. Hgyestog laveste verdi er avmerket for hvert
punkt (n=3). Dagens preparat inneholder 0,5 mg/ml atriummetabisulfitt.

Ved lavere konsentrasjon av natriummetabisulfittn edagens konsentrasjon
(<0,5mg/ml), ble stabiliteten under varmebehmugdl forbedret. En

natriummetabisulfittkonsentrasjon pa 0,0625 mg/mh @n konsentrasjon av
gjenveerende mengde fenylefrin pa 90,4 % (Figur Matriummetabisulfitt i en

konsentrasjon pa 0,125 mg/ml ga henholdsvis 93(Bigr 15) og 90,0 % (Figur 16)
gjenveerende mengde fenylefrin. | lasninger medurametabisulfittkonsentrasjoner
mellom 0,125 og 0,5 mg/ml sees igjen en nedadgadredel i stabilitet under
varmebehandlingen (Figur 15 og Figur 16).

Normalkonsentrasjon av natriummetabisulfitt | paeeale preparater er 0,1-10 mg/ml
(Nema et al., 2002; Stewart, 2003). Bisulfittkortsasjonen iFenylefrin 0,1 mg/mi
injeksjonsvaeskigger i nedre del av normalomradet. Hayest gjeevae mengde
fenylefrin etter varmebehandling ble observertsniager med natriummetabisulfitt
10 mg/ml (Figur 16). Forsgksrekken der natriummistdfitt 10 mg/ml inngar,
innbefatter ikke konsentrasjoner av natriummetdfisunellom 0,5 og 5 mg/ml.
Hvor raskt en forbedring i stabiliteten av fenylefrkommer med gkende
natriummetabisulfittkonsentrasjon fremgar dermedkiklart. | Figur 15 er imidlertid
konsentrasjonene 0,75 og 1 mg/ml benyttet. Vededismsentrasjonene oppnas en
gjenveerende mengde fenylefrin pa henholdsvis 85@&1©2,4 % (Figur 15). En
ogkning til 5 o0g 10 mg/ml ga en liten gkning i gjeenende mengde fenylefrin til
henholdsvis 94,4 % og 95,0 % (Figur 16). Dette kgse pa en raskt forbedret

stabilitet av fenylefrin ved en gkning av natriumaigsulfittkonsentrasjonen over
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0,5 mg/ml. Samtidig observeres det at Igsningen nggriummetabisulfitt i samtlige
forsgk viste bedre stabilitet enn lgsninger medrdengden natriummetabisulfitt som
finnes i dagens preparat. Prgver av fenylefrinndgIml uten natriummetabisulfitt
inneholdt i to forsgk henholdsvis 91,7 % (Figur bg) 86,4 % (Figur 16) virkestoff
etter varmebehandling. Tilsvarende resultat foveraav fenylefrin 0,05 mg/ml var
83,0 % (Figur 15).

Som tidligere omtalt (kapittel 1.3.2 Hjelpestoffeide 23), bar natriummetabisulfitt
ideelt sett unngas som hjelpestoff i et parentgnaltiukt. Om denne antioksidanten
likevel ma& benyttes i formuleringen, skal konsesjvaen veere berettiget med tanke
pa effektivitet og sikkerhet (Nema et al., 2002)etvil derfor veere gnskelig a
redusere konsentrasjonen av natriummetabisulfitter ed fierne stoffet fra
formuleringen, snarere enn & gke mengden. 10 tifteerperioder a 5 timer)
varmebehandlingen ved 121 °C er som tidligere natritsomt en hard behandling.
Forskjellen pa resultatene som ble oppnadd i Igemirmed hgyere og lavere
konsentrasjon av natriummetabisulfitt enn det semyties i dagens preparat fremstar
dermed som relativt sma. Det bgr derfor vurderegdiusere konsentrasjonen av
natriummetabisulfitt  til 0,125 mg/ml eller lavere,eventuelt a fjerne
natriummetabisulfitt helt. Pravene er ikke degassen resultatene som er diskutert

over tyder pa at lgsninger av fenylefrin har gabiitet selv uten at de er degasset.

Det er observert konsentrasjonsavhengige reaksjgmeparatet. Flere konkurrerende
prosesser kan foregd samtidig i et preparat. Kdregon av virkestoff sa vel som
andre innholdsstoffer (antioksidanter, buffere ,o.thengde opplgst oksygen,
tilstedeveerelse av spormetaller og temperaturlerekisempler pa faktorer som kan
pavirke reaksjonene i forskjellige retninger. Natnimetabisulfitt er tilsatt preparatet
som en antioksidant for & unngad oksidasjon. Det isgdlertid ut til at en
konsentrasjon pa 0,5 mg/ml (mengden i dagens m@8pgiler at natriummetabisulfitt
fungerer oksidativt og dermed gir en gkt nedbngran preparatet fremfor & beskytte
det. En gkt stabilitet er sett ved 0,125 og 10 nig/noe som tyder pa at
antioksidanteffekten dominerer ved disse konseoimase. Kurveforlgpene (Figur 15
og Figur 16) viser dermed et bunnpunkt ved dagemmsdntrasjon av
natriummetabisulfitt (0,5 mg/ml). Effekten bgr bekes ved studier utfert ved

normale lagringsbetingelser (romtemperatur).
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4.3.2 Effekt av ulike stabilisatorer pa stabilitet

Effekten av natriummetabisulfitt, dinatriumedetat askorbinsyre pa stabiliteten av
fenylefrin ble undersgkt ved & analysere 18 lgsingv fenylefrinhydroklorid
0,10 mg/ml i 8,6 mg/ml natriumkloridopplgsning &ts de tre stoffene alene eller
kombinert parvis. Prgvene ble varmebehandlet iirh@rt (to perioder & 5 timer) ved

121 °C. De ble ikke degasset far varmebehandlingen.

Gjenveerende mengde fenylefrin i de varmebehandiegieene er vist pa neste side
(Tabell 39). Lagsningene er rangert etter gjenvearemingde fenylefrin; en del
lasninger som ble gdelagt under varmebehandlingBarteopp nederst i tabellen. | en
lasninguten stabilisator var det 91,7 % fenylefrin igjen ettarmebehandling (4.3.1
Figur 15, side 73) og denne Igsningen er marked emegra linje i tabellen (i to andre
forsgk var gjenveerende mengde fenylefrin i stadidigrie lgsninger henholdsvis
86,4 % (4.3.1 Figur 16, side 74) og 86,8 % (4.3abdll 39, side 77)). For & veere
aktuell for videre undersgkelser, ma en stabilisatter stabilisatorkombinasjon gi
bedre stabilitet enn dette. Det er dermed ikke ekttd ga videre med
enkeltstabilisatorer og kombinasjoner av stabilisatsom er fgrt under den gra linjen
i tabellen (Tabell 39).

Konsentrasjonen av natriummetabisulfitt i preparatéenylefrin 0,1 mg/ml
injeksjonsvaesker i dag 0,5 mg/ml. Med to unntak hadde fenyleb&dre stabilitet i
samtlige lgsninger som ikke ble gdelagt under vdegederingsprosessen, enn det
lgsninger med denne konsentrasjonen natriummetttiisadde. Andre forsgk utfart

i oppgaven har vist en lignende ugunstig effekt @nne konsentrasjonen
natriummetabisulfitt (4.3.1 Effekt av natriummesdfitt pa stabilitet, side 73 og
4.3.3 Effekt av nitrogengassing pa stabilitet, $i8& Den eneste prgvelgsningen som
viste betydelig lavere stabilitet enn lgsningene dmalagens mengde
natriummetabisulfitt var kombinasjonen av 1 mg/nmadriumedetat og 0,2 mg/ml
natriummetabisulfitt. Denne prgven inneholdt 74,8 %enylefrin  etter

varmebehandlingen.
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Tabell 39: Oversikt over resultater etter 10 timervarmebehandling av fenylefrin 0,1 mg/ml ved
121 °C etter tilsetning av ulike enkeltstabilisatoer og kombinasjoner av stabilisatorer (n=3).
Tabellen er rangert etter prosent gjenvaerende fenglrin. Gra linje viser resultatet for en
fenylefrinlgsning uten stabilisator. Formuleringer som ble gdelagt under varmebehandlingen er
fort opp nederst i tabellen.

Dinatriur}:?nSNZ?:irSr?fn (mg/ml) Gjenveerende mengde fenylefrin (%);
edetat metabisulfitt Askorbinsyre gjennomsnitt (lavest-hgyest)
0,1 10 98,8 (98,7-98,9)
10 2 97,0 (95,9-98,1)
0,1 96,7 (96,0-97,4)
0,5 95,2 (95,0-95,4)
1 95,0 (94,2-95,7)
1 10 94,7 (94,7-94,8)
0,125* 93,3 (91,9-95,0)
1* 92,5 (91,3-94,3)
_ * - 91,7 (91,3-92,1)
0,25* 89,1 (87,4-90,4)
1 2 87,6 (85,2-88,9)
0,75* 85,9 (83,2-87,4)
0,375* 83,8 (82,1-85,9)
0,5* 79,7 (77,6-82,0)
0,1 0,2 78,7 (78,0-79,2)
1 0,2 74,8 (74,8-74,8)
2 k%
20 -
40 -
0,1 2 -
1 40 -
0,1 40 -
0,2 2 _
10 40 _
0,2 40 -

*prgver som kun er stabilisert med natriummetalfiiisdg preven som ikke er stabilisert er hentet fr
Tabell 17, side 43. Resultatene for de samme pegeerogsa vist i Figur 15, side 73. Alle praver i
Tabell 39 en er analysert samme dag.

**Konsentrasjonen er ikke bestemt grunnet gdelagpadlasje under varmebehandling eller hgy grad
av utfelling og/eller hgy grad av missfarging

Best stabilitet av fenylefrin, med 98,8 % gjenvademengde etter varmebehandling,
ble vist i en lgsning stabilisert med en kombinasjgv lav konsentrasjon av
dinatriumedetat og hgy konsentrasjon av natriumbmsi#itt (Tabell 39). Som

tidligere nevnt kan dinatriumedetat ha en synesfiseffekt sammen med andre
antioksidanter (1.3.2 Hjelpestoffer, side 23). Eombkinasjon av dinatriumedetat
0,1 mg/ml og natriummetabisulfitt 10 mg/ml oppndsenbedre stabilitet sammen

(98,8 % gjenveerende fenylefrin) enn det stoffera gjver for seg; dinatriumedetat
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0,1 mg/ml inneholdt 96,7 % gjenveerende fenylefrnens det i Igsninger med
natriummetabisulfitt 10 mg/ml var 95 % gjenveereifieeylefrin (Vedlegg 9: Tabell
med resultater fra varmebehandlede fenylefrinlag@rin med ulike mengder

natriummetabisulfitt, side 115).

Lesninger med dinatriumedetat som eneste stahiliséste ogsa god stabilitet. Om
reproduserbarheten til HPLC-metoden tas med i Inémggn, er det ikke forskjell pa
stabiliteten av fenylefrin i Ilgsninger med 0,1 mbbg 1 mg/ml av denne chelatoren
(Tabell 19, side 45). En mulig forklaring pa det@e at mengden spormetaller i
fenylefrinlgsningen er lav, og at en gkning uto@®t mg/ml av dinatriumedetat
dermed ikke har ytterligere effekt. Om det blirwdt & benytte dinatriumedetat som
eneste stabilisator i et fenylefrinpreparat med kensentrasjon av fenylefrin pa
0,1 mg/ml, bgr derfor en lav konsentrasjon av dinatedetat velges. Lavest mulig

innhold tilsetningsstoffer er alltid & foretrekkpdrenterale preparater.

Resultatene virket lovende siden mange prgvelgenwigte betydelig bedre stabilitet
enn lgsningen med dagens mengde natriummetalig@fi mg/ml). Stabiliteten i

lgsninger uten stabilisator var imidlertid ogsa gedmmenlignet med denne
lasningen. Siden forsgket ble gjort under ekstrédratngelser var det derfor av
interesse & studere om formuleringseffektene ogsdav betydning under normale
betingelser. | det videre arbeidet ble det derfaget en pilotbatch av fire

fenylefrinlgsninger med natriummetabisulfitt (tonsentrasjoner) og dinatriumedetat
(to konsentrasjoner), samt en Igsning uten stakalis(4.5.3.1 Pilotbatch, side 97).
Disse lgsningene ble imidlertid gasset med nitrogen det var forventet at
nitrogengassing av lgsninger kunne kan gi gkt reoldét siden det tidligere er

rapportert at fenylefrin blir oksidert i lasning214.1 Oksidasjon, side 14).

Samtlige lgsninger i dette forsgket som kun inndthakkorbinsyre som stabilisator
var sterkt missfarget og/eller hadde fatt gdelagpalasjen under varmebehandlingen
(proppen hadde sprukket). Dette bekrefter tidligempporter om inkompatibilitet
mellom fenylefrin og askorbinsyre. Enkelte lgsningem inneholdt en kombinasjon
av askorbinsyre og natriummetabisulfitt eller dinahedetat viste ogsa sterk
missfarging og/eller gdelagt emballasje. De flesssningene som inneholdt
askorbinsyre alene eller i kombinasjon med andikilstatorer ga derfor et updlitelig

svar og ingen verdi for gjenveerende mengde fenglefr derfor oppfart i tabellen
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(Tabell 39, side 77). Grunnen til at proppene peatassene av og til sprakk nar
lasningene inneholdt askorbinsyre kan veere at deblitt utviklet karbondioksid —

det er rapportert at askorbinsyre kan danne kaibksidl nar stoffet brytes ned i
anaerobt miljg (Figur 9, side 27). Med den langyarvarmebehandlingen som ble
brukt i dette forsgket er det mulig at alt oksygesreblitt forbrukt og at askorbinsyre

har blitt brutt ned i et miljg med lavt niva av ggen.

Om en relativt hgy konsentrasjon av natriummetdftisu(10 mg/ml) eller
dinatriumedetat (1 mg/ml) ble tilsatt sammen med lem konsentrasjon av
askorbinsyre viste imidlertid fenylefrinlgsningeegsa ha god eller relativt god
stabilitet, med en gjenveerende mengde fenylefrirh@dholdsvis 97,0 og 87,6 %.
Disse lgsningene ble ikke missfarget. Det var lki#teilkke aktuelt & ga videre med
lgsninger som inneholdt askorbinsyre siden st@ffetapportert & veere inkompatibelt
med fenylefrin. Inkompatibiliteten sa ut til & inmeffe ved mange
askorbinsyrekonsentrasjoner i forsgkene vist hem @kompatibilitet mellom
askorbinsyre og fenylefrin gnskes bekreftet elidereftet, kan dette undersgkes ved

bruk av spektrofotometriske metoder. Dette ble igjat i oppgaven.

4.3.3 Effekt av nitrogengassing pa stabilitet

Effekten av nitrogengassing pa stabilitet av fefrilerover med og uten
natriummetabisulfitt ble undersgkt ved a analysarelgsninger som inneholdt
henholdsvis fenylefrinhydroklorid 0,10 mg/ml i natnkloridopplgsning 8,6 mg/ml
(n=12), og fenylefrinhydroklorid 0,10 mg/ml i natmkloridopplgsning 8,6 mg/ml
tilsatt natriummetabisulfitt 0,5 mg/ml (n=12). Hpbrten av lgsningene med (n=6) og
uten (n=6) natriummetabisulfitt ble degasset i 2kumder ved hgyeste mulige
hastighet som ikke ga sprut fra lgsningene. Gasghaten var da under 1 L/min.
Skalaen pa gasshastighetsmaleren begynner pa 1n,L/og gjer dermed at
gasshastighet ikke kan oppgis. Degassingstid oghgatighet ble bestemt i et eget
forsgk (resultater ikke vist).

Klart darligst stabilitet med 76,3+2,4% gjenveerendfenylefrin  etter
varmebehandling ble observert i lgsninger som inltthnatriummetabisulfitt nar
progvene ikke ble degasset (Tabell 40, side 80)ild&den ble kraftig forbedret til

92,7+0,9 % gjenveerende fenylefrin ved gassing mdtbgen. Resultatene for
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degassede og ikke degassede Igsninger med natrtabisudfitt var signifikant
forskjellig med p << 0,05.

Tabell 40: Virkning av natriummetabisulfitt og nitr ogengassing pa stabilitet av fenylefrin
0,1 mg/ml etter varmebehandling ved 121 °C i 10 tier.

Fenylefrin (% av utgangskonsentrasjon);
Antioksidant gjennomsnitt +SD (n=6)
Ikke degasset Degasset (N
Ingen 86,8+0,3 90,3%0,7
Natriummetabisulfitt 0,5 mg/m|76,3+2,4 92,7+0,9

| lgsningene uten natriummetabisulfitt var forslgel mindre, men ogsa her ble det
observert en bedret stabilitet i praver som bleadsegt. Lasninger som ikke ble
degasset inneholdt 86,8+0,3 % fenylefrin etter \&lyehandlingen, mens tilsvarende
innhold av fenylefrin i prgver som ble degasset @&3+0,7 % (Tabell 40).
Resultatene for degassede og ikke degassede lgsniag signifikant forskjellige
med p << 0,05.

Sammenligning av degassede prgver med og utenumatetabisulfitt viser
signifikant forskjellige resultater med p << 0,@et samme gjelder for prgver som

ikke ble degasset.

| preparatet som i dag produseres pa Sykehusapoted@ Rikshospitalet er
konsentrasjonen av natriummetabisulfitt 0,5 mg/nMannet som benyttes i
rutineproduksjonen (ca. 20 L) degasses i 10 mindigte virkestoff og hjelpestoffer
tilblandes (Vedlegg 1: Hovedforskrift fdfenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveesger
15.mars 2007, side 106). La@sningen degasses sénirl@ter etter blanding. Deretter
filtreres lgsningen over pa en mellomkolbe som egagset 2 minutter pa forhand.
5 ml ampuller degasses far fylling med fenylefranlimg. Gasshastighet for nitrogen
er ikke angitt (se kommentar i kapittel 4.4, sidé.8

Forsgket viste at degassing er seerlig ngdvendig lad&ningen inneholder
natriummetabisulfitt. Natriummetabisulfitt har eksalativ virkning nar lgsningen
ikke er degasset, noe som innebaerer at natriumraeli vil gi gkt degradering av
fenylefrin om Igsningen ikke degasses tilstrekkelign lgsningen ikke skal degasses,
ber den derfor ikke inneholde natriummetabisulfithr Igsningene ble degasset, var

mengden gjenveerende fenylefrin etter varmebehanadéiativt lik i Igsninger med
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(92,7+0,9 %) og uten (90,3+0,7 %) natriummetabigulSom tidligere nevnt (1.3.2
Hjelpestoffer, side 23) er natriummetabisulfitt ak@t som antioksidant i parenterale
preparater, og det bar vurderes a fierne natriubisilfitt fra preparatet. Effekten
av stoffet bgr imidlertid ogsa studeres i langtmdbharhetsstudier ved normale

oppbevaringsbetingelser. Samtidig bgr en standatdiegassingsprosedyre utvikles.

4.4 DEGASSING AV FYSIOLOGISK SALTVANN
Preparater kan gjennombobles med nitrogen sontezhativ, eller et tillegg til, bruk

av antioksidanter. Oksygenet i Igsningen byttes rmet nitrogen — lgsningen
"degasses”. Degassing bar foregd i alle trinn axdpksjonsprosessen da oksygen
hele tiden vil tilblandes og lgses i veeske. MangeRakshospitalets preparater
degasses, men degassingen er ikke standardisembdukgjonsforskrifter kan for
eksempel henvise til at lgsninger skal gjennomimbied nitrogen med en hastighet
som ligner "kraftig koking”. Gasshastighet 3 L/niite vurdert a tilsvare slik "kraftig
koking” i et forforsgk der tekniker og farmasgya foroduksjonsavdelingen ble bedt
om & spesifisere dette uttrykket ved bruk av usstypsettet som senere ble benyttet i
oppgaven (Figur 12, side 56). Det var gnskeligaaddrdisere degassingsprosessen
slik at man deretter kunne undersgke hvilken eftildassing har pa stabiliteten av

fenylefrin.

Det har tidligere veert gjort undersgkelser omkrifegassingsrutiner ved apotekets
produksjon (Brustugun, 1999). Disse undersgkelseniattet imidlertid ikke maling

av tilfart gassmengde og de var derfor vanskeligeadardisere.

Alle forsgk i denne oppgaven ble utfart i 0,9 %\whatriumklorid fordi Igsninger

som skal injiseres bgr veere isotone. Tilsetningsakter i veeske farer dessuten
generelt til en lavere lgselighet av gass i veeséikalt "utsalting” av gasser (Roos,
1993). | et forforsgk ble det vist at det var liteteer ingen forskjell pa resultater
oppnadd ved gassing med og uten magnetrarer @esudtr ikke vist). Siden bruk av
magnetrgrer vil veere naturlig under en produksfaa, alle forsgk vist i oppgaven
gjort med magnetrgrer. Fgr start av degassingen invanoldet av oksygen i

lgsningene 6,9-7,7 ppm.
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Forsgk 1: Degassing i mindre volumer (5-10 L iL1&indkolbe)

Degassingav5 L, 8 L og 10 L 0,9 % (w/v) natriuorid i en 12 L rundkolbe ved
gasshastighet pa 1 L/min, viste en jevn nedgarkgygeninnhold (Figur 17, stiplet
linje). Etter 20 minutter var oksygeninnholdet &g ppm. Degassing av de samme
volumene Igsning ved gasshastighet 6 L/min viste reskere nedgang i
oksygeninnhold frem til ca. 7 minutter etter st@figur 17, heltrukket linje). Etter
dette punket flater kurven noe ut. Oksygeninnholdesetter imidlertid & synke jevnt
frem til ca. 16 minutter. Ved 16 minutter er ikk&sggeninnholdet detekterbart

(oksygenmaleren viste 0,0 ppm).

Degassing av mindre volumer fysiologisk saltvann
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Figur 17: Nitrogengassing av 5-10 L 0,9 % (w/v) naiumklorid med gassingshastighet 1 L/min
(stiplet linje) og 6 L/min (heltrukket linje) (n=1)

Forsgk 2: Degassing i starre volumer (20-40 L iL56taltank)

Degassing av 20 L, 30 L og 40 L 0,9 % (w/v) natridwnid i en 50 L staltank ved
gasshastighet for nitrogen pa 1 L/min viste en jegdgang i oksygeninnhold (Figur
18, stiplet linje, side 83). Etter 43 minutter vaksygeninnholdet ca. 3,2 ppm.
Degassing av de samme volumene Igsning ved gaisgieispa 6 L/min viste en
raskere nedgang i oksygeninnhold frem til 11 mew{Figur 18, heltrukket linje).
Etter dette flater kurven noe ut og fra 23 minuterkurven neermest flat. Etter
43 minutter hadde lgsningen en oksygenkonsentrasooa. 1,3 ppm og loggingen
ble avsluttet da malingene ikke hadde vist betgdelndring i oksygeninnhold de

siste 20 minuttene.
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Degassing av stgrre volumer fysiologisk saltvann
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Figur 18: Nitrogengassing av 20-40 L 0,9 % (w/v) rteiumklorid med gasshastighet 1 L/min
(stiplet linje) og 6 L/min (heltrukket linje) (n=1)

Vurdering av degassing i stgrre og mindre volumer:

Ved degassing av 5-10 L vaeske i en 12 L rundkolpe@40 L veeske i en 50 L
staltank, ble det observert en klar forskjell vedikbav ulik gasshastighet. @kt
gasshastighet viste raskere nedgang i oksygennilldet-detekterbart oksygenniva
ble sett i rundkolben p& 12 L etter ca. 16 minutted bruk av en gasshastighet pa
6 L/min. En slik nedgang ble ikke sett med gassiiast 1 L/min i samme beholder.

Et ikke-detekterbart oksygenniva ble ikke oppnad80i L staltank for noen av
volumene pa 20-40 L. Laveste niva av oksygen tast&en ble malt til 1,3 ppm etter

30 minutter ved gasshastighet 6 L/min.

Det er mulig & oppna et ikke-detektérbart niva aksygen i relativc sma

veeskevolumer (5-10 L) ved hgyere gasshastighet. dhdiefales bruk av hgy
gasshastighet (6 L/min eller hgyere) ved gassingyaasker med nitrogen. Hgyere
gasshastighet gir raskere og sterkere nedgangygeksinhold, og degassing kan
foregd pa kortere tid. Kort degassingstid er sadfdiglelaktig ved produksjon i et

aseptisk miljg.

| lgsninger der et lavt oksygeninnhold er kritisik lolet vurderes om man kan benytte
et lavere produksjonsvolum, da forsgkene viste tatklee-detekterbart niva av
oksygen kun var oppnaelig i volumer pa 5-10 L. Hgygasshastighet enn 6 L/min

kan eventuelt forsgkes i fremtiden for & se om ravaksygeninnhold enn 1,3 ppm
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kan oppnas ved degassing i 50 L staltank (6 L/n@in som nevnt hgyeste mulige

gasshastighet med den tilgjengelige gasshastighéisen).

Forsgkene gjort i denne oppgaven viste at Igsnoigswer som det vil veere naturlig a
produsere i samme beholder, tilsynelatende tredier lang degassingstid —
uavhengig av veeskevolum (Igsningsvolum pa henhislds\v8 og 10 L og 20, 30 og
40 L i samme beholder trengte omtrent lik degassidgfor & nd samme

oksygenkonsentrasjon).

Roos (1993) har tidligere fremholdt at stgrrelseén gpningen av beholderen er
omvendt proporsjonal med tiden det tar & degassgirigen i beholderen. Dette er
ogsa angitt & gjelde volumet over lgsningen — "Bpade”; det skal ta lengre tid a
degasse samme vaeskevolum i en beholder med s&mtiSpace”, enn i en beholder
med lite "headspace” nar apningen pa beholderdiesrDet ber derfor tilstrebes a

benytte beholdere med minst mulig "headspace”, ed minst mulig &pning.

4.5 LANGTIDSSTABILITETSTESTING

4.5.1 Stabilitet pa sprayte

Stabilitet av Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeskapptrukket pa sprgyte ble
undersgkt i to forsgk ved a fylle sprayter av meekBD Plastipak, Terumo og Codan
med preparatet produsert ved Sykehusapoteket, Gdg#thlet (Tabell 22, side 47).
Preparatet ble ogsa oppbevart pa hetteglass fa paseventuell innvirkning fra
plasten. Det ble dessuten laget kontrollgsningem tenylefrin som angitt i 3.5.1 (side
56). Alle prgvene ble oppbevart i klimaskap ved52Z og 40 % (forsgk 1) eller
60 % (forsgk 2) relativ luftfuktighet.

| forste forsgk, som kun omfattet BD Plastipakspegyble prover analysert ved start,
etter 8 timer, 24 timer og 14 dager. Prgvene fradb 2 ble i tillegg analysert etter

7 dager. For forsgk 1 ble det utfart en tilleggégeetter 103 dager for & undersgke
utvikling over lang tid (det vil ellers ikke veeratrlig & oppbevare preparatet pa

sprayte i 103 dager).

Forsgket som kun innbefattet BD Plastipaksprgyten (mest brukte sprgytetypen ved

apoteket) viste at disse sprgytene skiller ut rma absorberer UV-lys og som har
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retensjonstid neer retensjonstiden for fenylefrides konsentrasjonen av detektert
fenylefrin tilsynelatende stiger over tid (Figur)18V-spekteret til prgvene oppbevart
pa BD Plastipaksprgytene (Figur 20, side 87) awvilessuten fra fenylefrins spekter
(Figur 21, side 87), hvilket underbygger teorien aten ny substans er kommet til.
Fenomenet forekom ogsa i kontrollsprgyten, som &addn detektert

fenylefrinkonsentrasjon pa 0,05 mg/ml etter 14 dagkjont den bare inneholdt
natriummetabisulfitt og natriumklorid. UV-spektert substansen i kontrollprgven

(Figur 22, side 88) ligner ikke spekteret til fegiyin (Figur 21) eller UV-spekteret til

en tilsvarende prgve oppbevart i hetteglass (FRpufproven er fra forsgk 2), side
88). Det ble gjort en analyse etter 103 dager fondersgke om det var en videre
utvikling, hvilket det var. Utskillelsen avtar inlettid med tiden, og signalet til

kontrollpraven tilsvarte etter 103 dager en konsesjon av detektert fenylefrin pa
0,07 mg/ml. Det var stor forskjell i tilsynelatend&ning av fenylefrinkonsentrasjon
fra sprayte til sprgyte, hvilket kan tolkes sonmegngden stoff som trekkes ut fra BD

Plastipaksprgytene varierer mye.

Stabilitet av preparat pa BD Plastipaksprayte
8’%2 —e—Fenylefrin 0,1
! T mg/ml

£ 0,20 T injeksjonsveeske
© 0,18
2 € 0,15 —»— Kontrollprave
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5 £010 metabisulfitt og
% 0,08 — natriumklorid)
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Figur 19: Oversikt over detektert fenylefrin i Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeskén=6) og
kontrollprave (n=1) som funksjon av antall dagers ppbevaring ved 22,5 °C og 40 % relativ
luftfuktighet. Tilsynelatende gkt konsentrasjon av fenylefrin skyldes sannsynligvis en
forurensning fra sprgyten som interfererer med anaysen.

Ved nzermere undersgkelse av UV-spektrene til kiyptewene, fremgar det at
forurensningen har to topper over 230 nm (Figursi®e 88), henholdsvis ved 250 og
270 nm, som ikke finnes i en kontrollprave oppbevanetteglass (Figur 23 (fra
forsgk 2), side 88). Fenylefrin detekteres i armatystoden ved 273 nm, og
forurensningens topp ved 270 nm vil derfor intexfermed HPLC-analysen siden
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forurensningen eluerer ved samme tidspunkt somldéiy. Det er sannsynligvis
ingen kjemisk interferens mellom forurensningenfegylefrin, da dette trolig ville
endret retensjonstiden til det nye stoffet. | FigQr(side 87) ser man ikke umiddelbart
noe mistenkelig ved 273 nm, men toppen fra foruremgen ved 250 nm gjgr at
spekteret tatt opp av denne sprgyteprgven avvikesdekteret tatt opp av prever med
innhold tilsvarende dagens preparat (Figur 21, 8ije
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Spectrum at time 11.74 min.
iavelength: 190,605 nm - Amplitude: 8.514mAL
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Figur 20: Absorbsjonsspekter av HPLC-eluat etter call minutter av Fenylefrin 0,1 mg/ml
injeksjonsveesk@ppbevart i en BD Plastipaksprgyte i 14 dager. Bgélengde 250 og 273 nm er
avmerket.

Spectrum at tire 11.25 min
Wizwelength: 180 nm - Ampliude: 265928 mALl
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Figur 21: Absorbsjonsspekter av HPLC-eluat etter call minutter av en prgve med innhold
tilsvarende dagens preparat. Prgven er nylaget ogedmed ikke oppbevart pa BP Plastipak-

sprgyte. Bglgelengde 250 og 273 nm er avmerket.

nm
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Spectrum at time 11.50 min
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Figur 22: Absorbsjonsspekter av HPLC-eluat etter ca 11 minutter av en kontrollprgve som i
utgangspunktet kun inneholdt natriummetabisulfitt og natriumklorid i mengder tilsvarende
mengdene i dagens preparat. Prgven er oppbevart ineBD Plastipakspragyte i 14 dager.
Bglgelengde 250 og 273 nm er avmerket.

Spectrum at time 11.48 min.
izwelength: 199,918 nm - Ampltude: 0.934mAL
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Figur 23: Absorbsjonsspekter av HPLC-eluat etter call minutter av en kontrollprgve som kun
inneholdt natriummetabisulfitt og natriumklorid i m engder tilsvarende mengdene i dagens
preparat. Oppbevart i et hetteglass i 14 dager. Bgelengde 250 og 273 nm er avmerket.
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| et pafalgende forsgk ble flere spraytemerker agtiollpraver undersgkt for & se om
fenomenet med gkning i detektert fenylefrin ogs@éeommer i sprayter fra andre

leverandgrer (Coadan og Terumo) og ikke bare i EBtpakspraytene.

Preparatprgver, prgver med natriummetabisulfitt nadgriumklorid og prever med
Milli-Q-vann oppbevart i BD Plastipaksprgyter, wstalle interaksjon med
analysemetoden (tilsynelatende gkning i fenylefsmdentrasjon) (Figur 24, side 90,
og Figur 25 og Figur 26, side 91 (I figurene erateeav den detekterte toppen vist
(ikke fenylefrirkonsentrasjonen fordi metoden ikke skiller fenylefrin og ekstexh
forurensning som kom fra sprgyten av merket BD tRlak)). Det ble dermed ikke
oppnadd stabilitetsdata for denne sprgytetypenniijen i detektert fenylefrin” var
hgyere i sprgyter som kun inneholdt vann (Figur, 26 i spragyter som inneholdt
preparat. Fenomenet med gkning i konsentrasjonndgrg i spektrum finner ikke
sted i sprayter av merkene Terumo eller Codar, ielietteglass med klorbutylpropp.
Codansprgytene utskiller sma mengder av et stoff Isar UV-absorbsjon, men som
ikke interagerer med analysen av fenylefrin. Dem ngppen ble observert etter
6,5 min. Kjennskap til om det eventuelt utskillésfier som ikke absorberer UV-lys

mangler for alle spraytemerkene.

Den europeiske farmakopé definerer at polypropyilemateriale til parenterale
preparater kan tilsettes et visst antall stofferdmptimalisere polymerens kjemiske,
fysiske og mekaniske egenskaper (European Pharmiacsit, 2007, kapittel 3.1.6).
Disse tilsetningsstoffene ma velges fra listen sepesifiserer hvilke stoffer og
maksimalt innhold av hvert stoff som kan benyttésten star oppfart i farmakopéen.
Polypropylen kan inneholde maksimalt tre antiokstds en eller flere smgremidler
eller antiblokkingsmidler og til sist titandioks@ materialet ma gi beskyttelse mot
lys. Emballasjen regnes som en del av en formueoip bgr pa generelt grunnlag
ikke pavirke preparatet fysisk eller kiemisk (Keissen, 2004). Det mangler kunnskap
om hvorvidt preparatet i seg selv pavirkes, menlgnaav absorbans i analysen utfgrt
i forsgket indikerer at BD-sprgytene ikke er egrkr Fenylefrin 0,1 mg/mi
injeksjonsvaeskelir opptrukket pa spragyte i noe tid far bruk,eelder innholdet i
sprayten skal benyttes over noe tid, da utskilfefse BD Plastipaksprgytene ser ut til

a kunne finne sted fgr 8 timeAndre BD-sprgyter (ikke testet) eller andre

sprgytemerker som for eksempel Terumo bgr vurdergedet. Terumosprgytene
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viste i likhet med Codansprgytene en stabil komasjuin av fenylefrin gjennom
forsgkets 14 dager og det finnes derfor holdbadagas for sprayter av merket
Terumo og Codan (se Vedlegg 10: Stabilitet av dageaparat i hetteglass og i ulike
sprayter, side 116).

Preparatpraver av Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeske
i forskjellig emballasje
1000000

—e— Hetteglass
980000 ] — = Codan

960000 E ---a--- Terumo
——BD

940000
920000

900000 -

Areal

880000

860000 7
</

840000 ] _ .k
820000 1° =

800000 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dagn

Figur 24: Areal av topp eluert ved fenylefrins elueingstid som funksjon av antall dggn ved
22,5 °C og 60 % RH pa hetteglass og ulike sprayteGjennomsnittlig verdi, med tilhgrende lav og
hgy verdi, er avmerket i diagrammet. n=3 eller 6 fosamtlige Igsninger.
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Figur 25: Areal av topp eluert ved fenylefrins elueingstid som funksjon av antall dggn ved
22,5 °C og 60 % RH pa hetteglass og ulike spreytegjennomsnittlig verdi, med tilhgrende lav og
hgy verdi, er avmerket i diagrammet. n=3 eller 6 fosamtlige Igsninger.
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Kontrollpraver med Milli-Q-vann i forskjellig embal

lasje

350000 -

300000 -

250000 -

200000

—eo— Hetteglass

—=— Codan

150000

---A--- Terumo

100000

BD

50000

0 %

0

2 4 6 8 10 12
Dggn

%

14 16

Figur 26: Areal av topp eluert ved fenylefrins elueingstid som funksjon av antall dggn ved
22,5 °C og 60 % RH pa hetteglass og ulike sprayteBjennomsnittlig verdi, med tilhgrende lav og
hgy verdi, er avmerket i diagrammet. n=3 eller 6 fosamtlige Igsninger.

Det er nylig publisert en artikkel om stabilitet ganylefrinhydroklorid 0,1 mg/ml i
fysiologisk saltvann til injeksjon pa polypropylemgyter (Kiser et al., 2007). Det

konkluderes der med at injeksjonen er stabil i mB®& dager ved romtemperatur.
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Spraytemerket som er brukt i studien er ikke oppdBD Plastipakspraytene,
Terumosprgytene og Codansprgytene er, som spraieser et. al. sitt arbeid, laget
av polypropylen (se Spragyter, side 35). Bortsed &t Fenylefrin 0,1 mg/ml
injeksjonsvaeskeinneholder natriummetabisulfitt 0,5 mg/ml, er pegtet likt
preparatet i artikkelen. Dette peker mot at prepparaget ved Sykehusapoteket pa
Rikshospitalet ogsa er stabilt i BD Plastipakspeagt

4.5.2 Stabilitet i lys

Gjennom holdbarhetstiden kan legemidler utsettesbfide kunstig lampelys og
vindusfiltrert sollys. Denne stralingen kan pavilkgemidlers stabilitet og det er av
interesse & undersgke i hvilken grad legemidleirkgs. Hovedmalet for testing med
kunstige lyskilder pa laboratoriet er & utfareaesed akselererte betingelser som kan
antas a ha god korrelasjon med naturlig ekspongBaxhammer and Schonlein,
2004). ICH har standardiserte retningslinjer fodensgkelse av fotodegradering av
nye legemiddelsubstanser og preparater (Interrati©onference of Harmonization,
1996). Legemidler markedsfart etter 1. januar 1@98testet i henhold til disse
retningslinjene  (Kristensen, 2004). Ustabile prdduk vil kunne oppna
tilfredsstillende kvalitet ved bruk av passende kimgy og beskyttende emballasje
(Anderson, 1996). Testing av fotostabilitet er knadvendig for a finne ut om slik
merking og beskyttelse er ngdvendig; ved tilstrégkbeskyttelse av preparatet vil
problemet med manglende fotostabilitet veere elimin€enylefrin 0,1 mg/ml
injeksjonsvaeskear pa markedet fgr 1998 og det er ikke publisester for dette
preparatet under de standardiserte betingelsende B&t svenske og det norske
preparatet er imidlertid merket med en advarsel Stsier at preparatet ma beskyttes
mot lys (Vedlegg 2: Etikett fra dagens norske prapaside 109, og Vedlegg 3:

Etikett fra dagens svenske preparat, side 109)

Passende eksponeringstid for synlig lys ble av f@stsatt til 1,2 millioner lux timer
(Anderson, 1996). Dette tilsvarer 2-3 dagers ekspog i en solfylt vinduspost om
sommeren, ca. 12 dager ved plassering av prepagatateter fra et vindu eller
ca. 100 dager under kunstig lys ved 500 lux (24tidwgn). Det antas at produktene
lagres under forhold der de er relativt lite utfattnaturlig lys. Som tidligere nevnt er
ICHs minstekrav til toleranse for UV-eksponerind2@400 nm) satt til 200 watt

timer/nf. Dette tilsvarer 1-2 dager i en solfylt vinduspaster ca. 50 dager en meter
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fra et vindu. UV-eksponering under 320 nm er ikkedvendig da straling under
320 nm er neglisjerbar ved vindusfiltrert dagslyEn xenonlampe med
vindusglassfilter som fjerner straling < 320 nmtamér vindusfiltrert lys godt og er
ofte brukt ved testing av fotostabilitet. Studiagjert i denne oppgaven er utfart med

xenonlampe og vindusglassfilter.

Praver ble bestrélt i 2,9 timer ved 765 W/for & nd minstekravet for UV-bestrling,
og 7,1 timer for & nd minstekravet til bestraliregl\synlig lys. Produktet ble testet for
fotostabilitet i en transparent polypropylenbeholdeed skrukork slik at pragveuttak
etter 2,9 timer ble enkelt. Om fenylefrinlgsningem stabilt i glassampullen
(primeeremballasjen), men ustabil uten denne, mauytet merkes for & unnga
overfgring til mindre beskyttende primaerpakningd\feuk avFenylefrin 0,1 mg/mi
injeksjonsveeskainder en operasjon, er det vanlig & overfgre iltgtoav 3-4
ampuller til en BD Plastipaksprgyte av polypropykom sa blir liggende klar til
bruk. Dette gjor at fenylefrinlasningen kan ekspesefor en blanding av
vindusfiltrert naturlig lys og kunstig lampelys etdtidsrommet en operasjon pagar.
Operasjonsstuene er plassert slik at pasientenutdadtes for direkte sollys. Dermed

er eksponeringen for denne type lys liten.

Sammenligning av transmisjonsspekteret for polyplenrgrene benyttet til testing
av fotostabilitet og BD Plastipaksprgytene som arafet trekkes opp i fgr en
operasjon, viser at rgrene benyttet i fotostaldigtidien slipper gjennom noe mer lys
enn sprgytene (Vedlegg 5: Transmisjonsspekter folyppopylenrgr benyttet i
lysforsgk utfgrt i Suntest CPS, side 111, og Vedllég Transmisjonsspekter for
sprayte av merket BD Plastipak (20 ml) som benytegssykehusets operasjonsstuer,
side 112). Det er rimelig & antaRnylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeskaptrukket pa
en BD Plastipaksprgyte vil veere minst like stabil lyis som prgvene i
fotostabilitetsforsgket. Terumo- og Codansprgyteom er omtalt i kapittel 4.5.1
slipper ogsa gjennom noe mindre lys enn rgrene sbim benyttet i
fotostabilitetstestene (Vedlegg 7: Transmisjonstayelor spragyte av merket Terumo
(20 ml), side 113 og Vedlegg 8: Transmisjonsspeiktesprayte av merket Codan (20
ml), side 114)
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4.5.2.1 Med og uten natriummetabisulfitt

Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeskkal ifglge preparatmerkingen beskyttes mot
lys. Natriummetabisulfitt er tilsatt preparatet fowke holdbarheten av Igsningen. Det
var gnskelig & se om natriummetabisulfitt pavirkebiliteten av fenylefrin nar
preparatet ble utsatt for lys. Praver med og utsgriummetabisulfitt ble derfor testet i
henhold til ICHs kriterier for fotostabilitetsterst
(International Conference of Harmonization, 199@grkepraver ble benyttet for a
detektere eventuell effekt av temperaturvariasgielter fordampning. Disse pr@vene
ble pakket inn i aluminiumsfolie. Ingen av prgvédne degasseEenylefrin 0,1 mg/mi
injeksjonsvaesk@reparat pa ampulle) ble undersgkt i primeererab@h. Preparatet

ble degasset under produksjon.

Ampulleprgver

Diagrammet viser at fenylefrinkonsentrasjonen fmpalleprgvene tilsynelatende har
steget svakt (0,8 %) etter 7,1 time bestraling Fig7). @kningen er imidlertid

innenfor feilmarginen man ma regne med at analysetee har. Det ser dermed ikke
ut til at strdlingen har pavirket preparatet pangite som vil ha praktisk betydning.

Merkingen som krever at preparatet skal beskyttaislys kan vurderes fiernet.

Stabilitet av fenylefrinlasninger med og uten natri ummetabisulfitt i lys
102 -
O Lesning uten
101 natriummetabis ulfitt,
100 +— £ bestralt
99 1| B Lgsning uten
~ o8 L_| natriummetabis ulfitt,
S oppbevart markt
c 97 +— 0O Legsning med
96 +— natriummetabisulfitt,
2 95 - bestralt
P ogg4 L | lesmng medl '
natriummetabis ulfitt,
93 1— oppbevart markt
92 — B Preparat i ampulle (med
91 4| natriummetabisulfitt),
90 ‘ bestralt
2.9 Timer 71

Figur 27: Lagsninger med og uten natriummetabisulfit bestralt i Suntest CPS (n=5). Prgver
innpakket i aluminiumsfolie er merket "oppbevart mgrkt” (n=1). Laveste og hgyeste verdi er
avmerket i diagrammet. Kun preparatet i glassampuléne er degasset (n=3).
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Lasning uten natriummetabisulfitt

Diagrammet viser at fenylefrinkonsentrasjonen fosver uten natriummetabisulfitt
endret seg ubetydelig (Figur 27). Innhold av fefrifei bestralte praver etter 2,9 og
7,1 timer var henholdsvis 100,2 % og 100,0 %, nf@sven som ble beskyttet mot
lys viste et innhold pa 100,0 % og 100,2 % vedaterse oppbevaringstidene.

Lgsning med natriummetabisulfitt

Diagrammet viser at fenylefrinkonsentrasjonen ogdér prever med

natriummetabisulfitt endret seg ubetydelig (Figuf).2Innholdet av fenylefrin i

bestralte prgver etter 2,9 og 7,1 timer var herswi$d 99,6 % og 99,5 %, mens
konsentrasjonen i prgvene som ble beskyttet motviyrs 98,6 % og 99,7 % ved
samme oppbevaringstid. Endringene i fenylefrinkatrsesjon ved bestraling er sma,
og ligger innenfor analysemetodens feilmargin. Kaneasjonsnedgangen var like
stor i prgvene som ble oppbevart markt, hvilketarbggger at degraderingen ikke

bar tilskrives reaksjoner som skyldes bestraling.

Resultatene viser at fenylefrin har et reaksjonstesn som avviker fra
katekolaminenes (Figur 6, side 19), idet katekoteme brytes ned ved bestraling,
seerlig 1 lgsninger med bisulfitt (Brustugun, 2005)Metaraminol, et
sympatomimetikum som i likhet med fenylefrin ikkarhkatekolaminstruktur, har
tidligere blitt vist & vaere stabil ved testing fiotostabilitet, ogsa i lgsninger med

bisulfitt. Fenylefrin ser dermed ut til ligne medarinol mer enn katekolaminer.

4.5.2.2 Ulike mengder 5-HMF

5-HMF blir dannet ved autoklavering av glukoselager (Ulbricht et al., 1984). Ved

bestraling av 5-HMF i en lgsning med oksygen mednhed bglgelengde < 340 nm,
vil det dannes singlettoksygen (Brustugun et &05). Singlettoksygen kan videre
bryte ned hjelpestoffer og virkestoffer som er dieinut i glukoselgsninger. Det er
tidligere vist at katekolaminer (0,1 mg/ml) i glide50 mg/ml infusjonslgsning som
utettes for ICHs fotostabilitetstest brytes nedu@ugun et al., 2004). Store likheter
mellom strukturen til fenylefrin og katekolaminetranalin (Figur 5, side 18) gjorde

det interessant a undersgke hvorvidt samme degdngdprosess kan pavirke
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fenylefrin. Glukoselgsninger kan inneholde makstmeh. 22,6 ng/ml 5-HMF
(Brustugun, 2005). Konsentrasjonen av 5-HMF i konsiedt tilgjengelige
glukoselgsninger er normalt mellom 1 og d@/ml. Nar det lages Igsninger av en
normal og en maksimal konsentrasjon 5-HMF endgdml valgt som en "normal’
konsentrasjon, mens den maksimale konsentrasjomersag til 22,6 ug/ml.
Lasningene ble testet for fotostabilitet i henhtildICHs krav. Markeprgver ble
benyttet for & detektere effekt av temperaturvipia®g/eller fordampning. Ingen
pregver ble degasset.

Stabilitet av fenylefrinlgsninger med ulike mengder 5-HMF i lys
102 O Lesning med 5 mcg 5-
183 ] HMF, bestralt
99 T _ T m Lesning med 5 mcg 5-
< o8 — HMF, oppbevart markt
2\/ 97 N O Lesning med 22,6 mcg
£ 96 1 5-HMF, bestralt
%‘ 95 m Losning med 22,6 mcg
c 5-HMF, oppbevart markt|
2 94 - 1
93
92
91
90
2,9 Timer 7,1

Figur 28: Lagsninger med normal og hgy konsentrasjomv 5-HMF bestralt i Suntest CPS (n=6).
Prgver innpakket i aluminiumsfolie er merket "oppbevart mgrkt” (n=3). Laveste og hgyeste
verdi er avmerket i diagrammet. Prgvene er ikke degsset.

Lasning med normal konsentrasjon av 5-HMF

Diagrammet viser at fenylefrinkonsentrasjonen forgver med en normal
konsentrasjon av 5-HMF (&g/ml) er stabil (Figur 28). Innhold i bestralte pew etter
2,9 og 7,1 timer var henholdsvis 98,6 % og 98,40%t er heller ikke signifikant
forskjell (p > 0,05) mellom prgver som ble best@dt praver som ble lysbeskyttet.
Prgver som ble beskyttet mot lys viste 98,2 % ogb 98 gjenveerende mengde
fenylefrin etter henholdsvis 2,9 og 7,1 timers apgying.

96



4. RESULTATER OG DISKUSJON

Lasning med hgy konsentrasjon av 5-HMF

Diagrammet antyder at fenylefrinkonsentrasjonenaivpr med hgy konsentrasjon av
5-HMF (22,6ug/ml) gikk noe ned (Figur 28). Innhold i bestritesver etter 2,9 og
7,1 timer var henholdsvis 97,5 % og 96,5 %, mens deaver som ble beskyttet mot
lys var igjen henholdsvis 95,9 % og 98,1 % fenytefetter samme bestralingstid.
Variasjonen i analysesvarene er imidlertid relastdr og det er ikke signifikant
forskjell (p > 0,05) pa prever som er bestralt ogver som er lysbeskyttet. Det kan
dermed se ut til at 5-HMF ikke farer til nedbrytgiav fenylefrin ved lyspavirkning,

verken ved en normal eller en maksimal konsentnasjo

Fortynning av fenylefrin med glukoselgsninger blanrssynligvis gjort ute pa
sykehusavdelingene tidligere. En uformell spgrrdeupa de aktuelle avdelingene
indikerer imidlertid at dette ikke gjares lengranssynligvis fordi fenylefrin na lages
i en lavere konsentrasjon enn far. Forsgket viflegpunn av dette uansett fa liten
betydning for anbefalinger ved bruk i lys. Det handlertid vist at 5-HMF ikke

pavirker fenylefrin betydelig ved bestraling, nomrsigjen viser ulikheten mellom

fenylefrin og katekolaminer med hensyn pa stalilite

4.5.3 Langtidsstabilitet

| interne retningslinjer for Sykehusapoteket veldRospitalet er det fastsatt en verdi
for "shelf life” pa 90 %. Dette medfarer Benylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeske
betraktes som holdbar inntil 10 % av virkestoffet lerutt ned. Studiene pa
langtidsstabilitet vil fortsette til forsgket eraplagt & skulle avsluttes (henholdsvis
3 maneder for pilotbatchen og 3 ar for langtidséitatsstudien ved “normale”
betingelser; 25 °C og 60 % RH), eller til 10 % ankestoffet er brutt ned.

4.5.3.1 Pilotbatch

Resultater fra tidligere forsgk utfart i hovedfagsgaven ved hgy temperatur (4.3.1
Effekt av natriummetabisulfitt pa stabilitet, sid@, 4.3.2 Effekt av ulike stabilisatorer
pa stabilitet, side 76, og 4.3.3 Effekt av nitrog@ssing pa stabilitet, side 79) gjorde
det interessant & undersgke den stabiliserendktesff@v visse konsentrasjoner av
natriummetabisulfitt og dinatriumedetat, samt emsnlag uten stabilisator, ved

normale oppbevaringsbetingelser. Fem typer Igsnirsgen inneholdt fenylefrin

0,1 mg/ml og natriumklorid 8,6 mg/ml ble undersgkt:
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1. Fenylefrin 0,1 mg/ml og natriumklorid 8,6 mg/aténe
2. En lgsning med natriummetabisulfitt 0,125 mg/ml
3. En Igsning med natriummetabisulfitt 0,5 mg/ml

4. En lgsning med dinatriumedetat 0,1 mg/mi

5. Enlgsning med dinatriumedetat 1,0 mg/mi

Lgsningene ble degasset med nitrogen og autoklavierten normal
autoklaveringssyklus (16 minutter ved 121 °C). Kemisasjonsutviklingen ble fulgt

over tre maneder.

| lgsningen uten stabilisator var konsentrasjon@rb8,3 % etter autoklavering i

16 min ved 121 °C (Figur 29). Konsentrasjonen @tetter noe raskere den farste
maneden (til 96,1+0,2 % fenylefrin) enn den nesteanalysene til og med 2 maneder
(96,4+0,2 % fenylefrin) kunne tyde pa at nedbrygein avtok med tiden. Ved

analysetid 3 maneder (98,9+0,2 % fenylefrin) sesdlentid at konsentrasjonen

tilsynelatende har gkt og neermer seg utgangskaas@ren. Variasjonene er

imidlertid sma.

Stabilitet av fenylefrin ved bruk av ulike stabilis atorer
101 -
- - - &- - - Uten stabilisator
= =@= = Natriummetabisulfitt
—~ 99 0,125 mg/ml
S - - - A- - - Natriummetabisulfitt
£ 98 0,5 mg/ml
I3 —¢— Dinatriumedetat
297 0,1 mg/ml
& ——<—— Dinatriumedetat
96 1,0 mg/ml
95 oA
94 ~ 2
93 . . .
-0,2 0,8 18 2,8
Maneder

Figur 29: Mengde gjenvaerende fenylefrin som funksjo av oppbevaringstid i romtemperatur ved

bruk av ulike stabilisatorer (dinatriumedetat 1,0 mg/ml: n=5 grunnet ett sveert avvikende

analyseresultat i en av HPLC-injeksjonene for en avprgvene, ellers: n=6). Prgvene er
autoklavert ved en normal autoklaveringssyklus. Hegste standardavvik pa 0,65 % ble sett i en
prgve stabilisert med natriummetabisulfitt 0,125 mgml.
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4. RESULTATER OG DISKUSJON

Trenden fra prgvene uten stabilisator kan seesleé dé andre pregvene, og
konsentrasjonskurvene lgper relativt parallelt ggn de tre manedene. Det er grunn
til & tro at den tilsynelatende stigningen i kons&sjon etter tre maneders lagring

skyldes analysemetoden og ikke en reell stignkansentrasjon.

Forsgket bekreftet tidligere funn gjort ved langtidarmebehandling av ikke-
degassede prgver; natriummetabisulfitt 0,5 mg/ndngentrasjonen som brukes i
dagens preparat) gir darligst stabilitet (gjenvaeermengde fenylefrin etter
3 maneder var 97,0+0,4 %). Resultatet samsvareeveik ikke med tidligere

undersgkelser av degassede prgver (Tabell 4086)dé-orskjellene er imidlertid for

sma til & snakke om betydelige effekter. De antmbiliseringsalternativene oppnar
tilneermet lik stabilitet etter 3 maneder; dinatreoetat 0,1 og 1,0 mg/ml inneholdt
henholdsvis 99,4+0,2 % (n=5) og 99,1+0,3 % (n=6)yfefrin, mens lgsningen uten
stabilisator inneholdt 98,9+0,2 % (n=6) fenylefr@jenveerende mengde virkestoff i
lgsningen med natriummetabisulfitt 0,125 mg/m| 9&/8+0,3 %.

o

Dagens mengde natriummetabisulfitt (0,5 mg/ml) skermed ut til a ha en
oksiderende virkning. God stabilitet er vist i l@gnuten natriummetabisulfitt eller
med natriummetabisulfitt i sma mengder, og natriwtahisulfitt bar reduseres eller

fiernes helt.

4.4.3.2 Stabilitetsstudie a¥enylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeske

For & oppna en rasjonell produksjon er det viktigpr@parater har god holdbarhet.
Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaedkar per 31. oktober 2007 en holdbarhetstid pa
6 maneder. Det er vanlig & sette 6 maneders hdldbpa preparater som produseres
magistrelt om man ikke har egne stabilitetsstugigrom man ikke har seerlige
grunner til & mistenke at produktet har darlig siteb 6 maneders holdbarhet er
tidligere anbefalt for et produkt med fenylefrio 2ng/ml i isoton saltlgsning (Weber,
1969). Rikshospitalets fenylefrinpreparat avvikex flette preparatet pa flere mater;
forst ved at konsentrasjonen av fenylefrin er lavg,1 mg/ml mot 0,25 mg/ml) og
dernest ved at det er stabilisert ved hjelp aviumatnetabisulfitt. Det svenske
preparatet som produseres av Apoteket AB har hdiebstid 2 ar (1.3.1
Rikshospitalets fenylefrinpreparat, side 22). Detske og det svenske preparatet
inneholder lik mengde av Vvirkestoff og hjelpestoffemen den svenske

produksjonsmetoden er ukjent. De nevnte faktor¢aea det er interessant & utfgre
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4. RESULTATER OG DISKUSJON

en stabilitetsstudie pa den foreliggende formubtein med tanke pa & utvide
holdbarhetstiden.

Stabilitetsstudien ved romtemperatur (25 °C, 60 Ffy Rr fenylefrinpreparatet som i
dag rutinemessig produseres ved Sykehusapotekstdtipitalet, er utfart frem til og
med 6 maneder (Tabell 41, side 100, og Vedlegg R&sultatoversikt fra
stabilitetsstudie a¥enylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeskale 117). Konsentrasjonen
i prevene peker mot at holdbarheten er bedre enfi d&nedene som man i dag
opererer med. Studiet vil fortsette etter avslugrav denne oppgaven. Det er avsatt
plass til innfgring av videre resultater i Vedleggl: Resultatoversikt fra
stabilitetsstudie atfenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeskele 117.

Tabell 41: Stabilitetsdata etter at 6 maneder av lagtidsstabilitetsstudien er gjennomfert (studien
har endepunkt etter 3 ar) (n=6)

Stabilitetsstudie avFenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeske
Oppbevarings- | Analyse | Konsentrasjon | SD pH | Lednings- | Utseende
tid (maneder) | utfart (ng/ml) (ng/ml) evne
(mS/cm)
0 23. mars 97,7 0,2| 3,57| 14,2 Klar og
2007 uten
farge
3 22. juni 99,9 0,2|3,42| 15 Klar og
2007 uten
farge
6 21. sept. 98,4 0,3]3,42| 15 Klar og
2007 uten
farge
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. KONKLUSJON

En langtidsstabilitetsstudie a@wenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeskser at

preparatet er stabilt i minst 6 maneder.

Natriummetabisulfitt er ikke ngdvendig for & stagte fenylefrin ved
normale produksjons- o0g oppbevaringsbetingelserabil8etsforsgk av
bisulfittfri lasning viste at en Igsningten natriummetabisulfitt gir minst like
god stabilitet som dagens konsentrasjon av natrietamsulfitt (0,5 mg/ml).

Forsgket gikk over tre maneder.

| oksygenholdige lgsninger som varmebehandles temgre tid (121 °C,
10 timer), har natriummetabisulfitt en ugunstige&ff pa stabiliteten nar
stabilisatoren er tilsatt i en konsentrasjon solsvdrer konsentrasjonen i
dagens preparat (0,5 mg/ml). Bade hgyere og lakenesentrasjon av

natriummetabisulfitt gir bedre stabilitet i disgshingene.

Ved temperaturakselererte forsgk med kombinasjemeunlike stabilisatorer,
ble det vist at en stabilisatorkombinasjon av matrnetabisulfitt i relativt hgy
konsentrasjon sammen med en lav konsentrasjon raatridimedetat ga de
mest stabile fenylefrinlgsningene. En lav konsepra av dinatriumedetat
som eneste stabilisator viste ogsa gode resultdézt.normale produksjons-
0g oppbevaringsbetingelser ga ikke natriummetaliiiswly dinatriumedetat

hver for seg gkt stabilitet ved sammenligning mehinger uten stabilisator.

Ved gkt temperatur er gassing med nitrogen ngdgemdir lgsningene
inneholder natriummetabisulfitt. Det oppnas ogststabilitet i lasninger uten

natriummetabisulfitt, selv om effekten ikke er ligglelig i disse lgsningene.

Det tar ca. 16 minutter & degasse 10 L fysiologaslkvann med nitrogen med
gasshastighet 6 L/min. | volumer pa 20-40 L lot sieg ikke gjgre & degasse
lasningene til oksygenfrihet. Om det skal lagesileger der det er essensielt
med et lavt niva av oksygen, bar derfor produksjohsnet veere< 10 L og
det bar benyttes en rundkolbe. Gasshastighetevebe hgyest mulig.
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Ved oppbevaring av preparatet pa sprogyte, skiligsoster tid ut et stoff fra
sprayter av merket BD Plastipak. Bruk av denne yptgpen bar derfor

unngds om preparater skal vaere fylt pa sprayte moetid.

Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeske stabil ved romtemperatur i minst
14 dager nar preparatet oppbevares pa sprgyter eskenre Codan eller
Terumo. Det ble ikke pavist forurensning fra spesyav merket Terumo. Noe
utskillelse (i form av nye topper i HPLC-kromatognaet) ble sett i pravene

som ble oppbevart i Codansprgytene.

Fenylefrin er stabilt i lys. Dette gjelder bade gamtet i glassampulle og
preparatet fylt pa emballasje av polypropylen. fetaér heller ikke falsomt for
lys nar det foreligger i lasning sammen med 5-HWEnylefrin er dermed
ikke utsatt for en fotokjemisk nedbrytningsmekaressom regnes som viktig i
glukoselgsninger.
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Vedlegg 1: Hovedforskrift for Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeskeer 15.mars
2007

Sykehusapoteket ved Rikshospitalet Hovedforskrift
Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaske
@h nr: Enhet: 5 ml ampulle Utlapsdato: l gt:ﬁ:;sr?;: llyss_ 25 °C
Batch str.: 20 liter Forskrift: Nycomed Pharma Utskrevet av: #/1- 07 £, Z,prn
Holdbarhet: 6 mnd. Dokument nr.: HF-50004 Godkjentav TLV: - o% §0Pe iz
Produksjonstype: Resepturleie Versjon nr.: 5.0 Godkjent av K.farm.: *V{-® A Solytaez
Produksjonsstart: Endring: Etiketter Arb.seddel klargjort av: i
RAVARER/AVVEIING
OBS! Ved avveiing og blanding: Bruk stevmaske! I er farlig ved svelging. Ved svelging, Sign
kontakt lege omgiende og vis beholderen eller etiketten.
Veierom klargjort og vekter kontrollert (P-PRO-204)
Nr |Innholdsstoffer: Mengde Anmerk. |Kontrollnr | Vekt |AS [KS
1 | Phenylephrini hydrochloridum 20¢g 1
II | Natrii metabisulfis 10,0 g 1
111 | Natrii chloridum ad usum parent. 1728 g 1
IV | Vann til injeksjon i bulk (WFI) 198748 ¢ 4
=200596¢g
FREMSTILLINGSPROSEDYRE Sign
Blanding Kolben/tanken er merket med bulketikett
Gassing: N2 | TV gasses med nitrogen i 10 min. fer blanding
Blanding 1, II og III lgses i IV som er gasset pa forhdnd
Gassing: N2 | Losningen gasses 10 min. etter blanding
pH-miling pH males pH=
Gassing: N; | Losningen filtreres over pd en mellomkolbe som er gasset med nitrogen 2 min.
pa forhénd.
DISPENSERINGSSONE Sign
Klargjering av fyllelinje (P-PRO-204)
Utstyr Type Vasket/Steril (jnr)

Rustfri tank
Mellomkolbe gasset 2 min m/N,

Silikonslange gassing mellomkolbe

Diverse silikonslanger

Ampullepumpe til 5 ml

Rota ampullemaskin

Emballasje 4 000 x 5 ml lukkede ampuller
Filter 0,2 pm Millex FG (N») . | Grense: x > 0,9 bar Resultat:
0,2 pm Millex FG (luft) Grense: x > 0,9 bar Resultat:
0,45 pm Millipak 4 0 Grense: 1,8 — 3,0 bar | Resultat:
Vedlagt filterbevis Filtertest av alle filtrene etter filtrering
Gassing: N2 | Ampullene gasses for fylling

Kommentarer: Husk 4 merke brukt utstyr med skiltet ”problemvask” fer det sendes inn pa
vaskerommet!

Side 1 av 4
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Sykehusapoteket ved Rikshospitalet

Hovedforskrift

Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaske

Beskytt t ]

Batch nr: Enhet: 5 ml ampulie Utlepsdato: OPpEeVE:r?;?g: 1’:_ 25 0C
ETIKETTERING/PAKKING Sign
Etikettering/Pakkesone klargjort (P-TLV-L-205)

Pabegynt dato:

Avysluttet dato:

Pakkemateriell: 10 x 5 ml ampulleeske med blister

Kassert under etikettering/pakking:

Kommentarer:
ETIKETTREGNSKAP

Nr.1 Trykt Dok. Etikettert | Makulert Sign | Anmerk./kommentarer

Total

Nr.2 \1ryke Dok Etikettert | Makulert | Sign

Total

Kommentarer:

[Godkjent av TLV: Fli-073 Pudiszgn ]| Godkjent av K.farm.: S/ 43 R&E@,‘ Versjon or.: 5.0 [Side3av4 |
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Sykehusapoteket ved Rikshospitalet Hovedforskrift
Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaske

Beskyttes mot lys

Batch nr: Enhet: 5 ml ampulle Utlapsdato: Oppbevaring: 15 — 25 °C

UTBYTTEREGNSKAP Antall

Péfylt fra sterilrom (se side 1):

Praver (kjemisk + sterilitetstest, se side 2):

Kassasjon under gjennomlysning (se side 2):

Kassasjon under etikettering/pakking (se side 3):

Referanseprgver: 0 Tatt av (sign):

Teoretisk utbytte

Reelt utbytte Antall enheter:
Antall pakninger:
Dato/Sign:

Kommentarer:

Narkotkaregnskap e fort ARSI

PRODUKSJONSFARMASOYTS GODKJENNING

Kommentarer:

Vedlegg L] Malvernutskrift [ Gjennomlysningsskjema
[ ] Autoklaveringutskrift [ ] Avviksskjema

Dokumentasjonen er kontrollert, produksjonen har foregétt i henhold til GMP og produksjonen er godkjent

KONTROLLFARMASOQYTENS FRIGIVELSE

Kommentarer:

Dokumentasjonen er kontrollert, produksjonen har foregatt i henhold til GMP og produktet frigis:

DA oz ST suospness s
Loy
[Godkjent av TLV:H[1-07 5 Prdiszen [ Godkient av K.farm.:9 | A~ 2Msz,| Version ar.: 5.0 |Side4ava |

108



7. VEDLEGG

Vedlegg 2: Etikett fra dagens norske preparat

M 10x 5 ml fb/ &7
5 Fenylefrin 0,1 mg/ml
2 (metaoxedrm)

o injeksjonsvaeske
w
= 9 1 ml inneholder:
=8 Fenylefrinhydroklorid 0,1 mg
23S ge= | Natiummetabisulftt 0.5 mg
£5 8= | Natriumklorid 86 mg
'g 3 §§§ og sterilt vann
W L
2 b4 E%,‘: Oppbevares i ytteremballasjen
£ 5 S5 | forabeskyttes motlys
> 31
35 g 2 14}4(
‘.

Vedlegg 3: Etikett fra dagens svenske preparat

10 x 10 ml injektionsvatska Vnr 322008 ==
Fenylefrinhydroklorid 0,1 mg/iml ATL =—=-~

————— = S—

——

For intravenos injektion Phenvcaphnm hydrochlmd 0,1 mg —

Fi um P

Or engf S-oruk aqua ad iniectabilia a 1 mi —_—

i Fm‘a.’ komiigt for  Innehaller stabiiseringsmedet "
2 i gt natriummetabisuifit E—
Ll:;slmnshgt. forvaras pH30-45 = &

Anv.fore: 2008-09
2080743

7

] Apoteket

|  Produition & Laboratorier

\'\
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7. VEDLEGG

Vedlegg 4: Oversikt over opplgsning ved valideringv metodens robusthet

Opplgsning (R) ved validering av metodens robusthgh=1) ("Degrad.-metode”=

degraderingsmetode)

Opplgsning (R) i | Opplgsning (R) i
, forhold til forhold til
Eksperimentell Degrad.-

. Parallell naermeste topp naermeste topp
variabel for metode for nr.: som eluerte som eluerte
mobilfasen testet prove " -~

tidligere enn senere enn
fenylefrin: fenylefrin:
1 - 1,2
Base (pH 8,9)| 2 - 1,3
. 3 - 14
@kt hastighet 1 - 6.7
AAPH 2 - 6,0
3 - 4,0
1 5,9 -
Base (pH 8,9)| 2 5,9 -
. 3 5,9 -
Nedsatt hastighet 1 6.4 -
AAPH 2 4,1 -
3 3,7 -
1 5,8 1,6
@kt pH Base (pH 8,9)| 2 5,8 1,7
3 5,9 1,4
1 6,4 7,0
@kt pH AAPH 2 6,6 7.4
3 6,5 3,3
1 5,7 1,5
Senket pH Base (pH 8,9)| 2 5,7 19
3 5,7 1,4
1 6,3 1,8
Senket pH AAPH 2 6,3 6,8
3 5,4 6,2
. 1 3,0 6,6
g‘g dﬁ?kiet’l)frgan's" Base (pH 8,9)| 2 3,0 6,6
3 3,1 6,7
. 1 4.4 3,6
Dkt z_mdel organisk AAPH 5 37 2.3
modifikator 3 . -
Nedsatt andel 1 6,6 19
organisk Base (pH 8,9)| 2 6,8 4.4
modifikator (23 %) 3 - 6,8
Nedsatt andel 1 6,1 -
organisk AAPH 2 - -
modifikator (23 %) 3 6,2 6,2
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7. VEDLEGG

Vedlegg 5: Transmisjonsspekter for polypropylenrgrbenyttet i lysforsgk utfart i
Suntest CPS
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7. VEDLEGG

Vedlegg 6: Transmisjonsspekter for sprgyte av merkeBD Plastipak (20 ml) som
benyttes ved sykehusets operasjonsstuer

e
Y
[
H A
LA

i s v e e ot o it mlpem i v ek Wl e i W e 2 v ] 1 e e .H“u..

e,

A =]
L]

Lne

m.. PRV U VPPN Sy SUPTPRppUPU Ppp— R e Y
- \

———,

G o

—— —
L L

Qo o
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7. VEDLEGG

Vedlegg 7: Transmisjonsspekter for sprgyte av merkelerumo (20 ml)

¢33

4+
3
¢33
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7. VEDLEGG

Vedlegg 8: Transmisjonsspekter for sprgyte av merkeCodan (20 ml)

L i / : : 3

L e ! ) '

r ] i !

L i _‘_..-"‘ i i i i

3 1 i ' 1 1

C i I/ i i i i
i ’i i i i 1]
1 5 1 H
v ] ! i '
i i i i i

114



7. VEDLEGG

Vedlegg 9: Tabell med resultater fra varmebehandlee fenylefrinlgsninger med ulike mengder natriummetaisulfitt

Stabilitet av fenylefrin under varmebehandling ette tilsetning av ulike konsentrasjoner av natriummebisulfitt. Data fra tre forsgksrekker er gjengitt — fenylefrin
100png/ml (n=2) og fenylefrin 50ug/ml (n=1). Varmebehandling: 121 °C (to sykluser & timer). Resultater er vist i Figur 15, side 73 ofrigur 16, side 74.

Fenylefrin Varme- Fenylefrin (ng/ml; %)
(ug/ml) behandling _ _ S—
Konsentrasjon av natriummetabisulfitt (mg/ml)
0 0,0625 0,125 0,1875 0,25 0,375 0,5 0,75 1,0 5,0 001
50 Far 50,4 - 50,8 - 50,8 51,0 50,7 - - - -
Etter 41,8 - 43,0 - 39,0 32,6 29,3 - - - -
(%) (83,0) (84,7) (76,8) (63,9) (57,8)
100 Far 100,6 - 100,6 - 100,8 100,9 101,0 101,5 101,6 - -
Etter 92,3 - 93,8 - 89,8 84,5 80,5 87,1 93,9 - -
(%) (91,7) (93,3) (89,1) (83,8) (79,7) (85,8) (92,4)
100 Far 104,2 102,9 103,2 102,8 102,8 - 103,4 - - 103,9 ,903
Etter 90,1 93,1 92,9 91,0 89,3 - 78,4 - - 98,0 98,7
(%) (86,4) (90,4) (90,0) (88,6) (86,9) (75,8) (94,4) (95,0)
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7. VEDLEGG

Vedlegg 10: Stabilitet av dagens preparat i hettegbs og i ulike sprayter

Stabilitet av dagens preparat i hetteglass og i We sprayter, 22,5 °C og 60 % relativ luftfuktighet

Fenylefrin (%)

Oppbevaringstid (degnp2,5 °C og 60 % RH

Emballasje 0 0,33 1 7 14
Hetteglass % 100,0 98,8 99,3 98,9 99,3
(n=3) (lav-hgy) (99,3-100,6 (98,4-99,1 (99,0-99,5 (98,5-99,5 (99,1-99,6
Codan % 100,0 98,8 99,0 98,0 99,5
(n=3) (lav-hgy) (99,3-100,6 (98,6-99,1 (98,6-99,3 (97,6-98,2) (98,8-100,4
Terumo % 100,0 98,3 98,5 98,9 99,4
(n=3) (lav-hgy) (99,3-100,6 (98,1-98,3 (98,1-98,8 (98,4-99,3 (98,8-99,8
BD* % 100,0 100,0 101,1 104,7 106,5
(n=6) (lav-hgy) (99,34100,6) (98,6-102,4) (99,1-104,7) (97,8-114,7) (98,9-117,1

*Data for fenylefrin i BD Plastipaksprgytene ekékpalitelig grunnet koeluering med stoff som utskifra denne spraytetypen.
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7. VEDLEGG

Vedlegg 11: Resultatoversikt fra stabilitetsstudiev Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsveeske

Stabilitetsstudie avFenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaesk@5 °C, 60 % RH)
Oppbevaringstid | Dato for utfart Konsentrasjon | SD Ledningsevne d
(maneder) analyse (ng/ml) (ng/ml) pH (mS/cm) Utseende
0 23. mars 2007 97,7 0,2| 3,57 | 14,2 Klar og uten farge
3 22. juni 2007 99,9 0,2| 3,42 | 15,0 Klar og uten farge
6 21. september 2007 98,4 0,3| 3,42 | 15,0 Klar og uten farge
9
12
18
24
36
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ERRATA

ERRATA

Kapittel 2, s. 31

2.1 STOFFLISTE: f) Fenylefrin 0,1 mg/ml injeksjonsvaeskgkehusapoteket ved Rikshospitalet,
Oslo, Norge, batch nr. 601116 og 703306", skal v8etgatch nr. 611713 og 703706". Batch nr.
601116 er skrevet feil giennom hele oppgaven, rbaksh nr. 703706 kun er skrevet feil i stofflisten.

Kapittel 2, s. 45
Tabell 19. 'Stamlgsning :Ifenylefrin 1 mg/ml, Fenylefrinhydroklorid 25 mgkal veere
"...Fenylefrinhydroklorid 250 mg”

Kapittel 3, s. 49
Avsnitt 2, linje 3: "(n=3)" skal veere "(n=1)"

Kapittel 4, s.76
Avsnitt 2, linje 7. Her er det henvist til "4.3.&bell 39, side 77”. Det skal henvises til "4.3.32&h
40, side 80".

Kapittel 4, s.78
Avsnitt 2, linje 4. Her er det henvist til "Tabdl9, side 45”". Det skal henvises til "Tabell 39,esitl7”.

Kapittel 6 (Referanser), s.105

"The Pharmaceutical cod€%979) The Pharmaceutical Press, London” skal Ve
Pharmaceutical Code{ 979) The Pharmaceutical Society of Great Brithlhutgave, The
Pharmaceutical Press, London”. Boken er henvigidtiside 13 i tabell 1, pa nederste linje pa sfje 1
og pa side 20, avsnitt 2, linje 4, med henvisnint&he Pharmaceutical Society of Great Britain,
1979)” og skal veere "(The Pharmaceutical Codex91%7henylephrine hydrochloride™)”.
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