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Sledovani a regulace nitrosaminu v lécivech - realna hrozba nebo emoce?

Historie a ucinek
Prvni doklad o syntéze nitrosaminl (NAMs) pochazi z roku 1874. Némecky chemik Otto Nicolaus Witt
(1853-1915) je vytvofil reakcei kyseliny dusité (HNO,) se sekundarnimi a tercidlnimi aminy. N-nitrosaminy

obecné vznikaji v kyselém prostredi ze dvou prekurzort — dusitant a sekundarnich amind dle schématu
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Historie a ucinek

Nitrosaminy obecné v lidském organismu podstupuji metabolickou preménu katalyzovanou jaternimi
enzymy (zejména Cytochrom P450 2E1) a uvolfuji reaktivni ¢astice (karbeniovy CH,* Ci alkylkarbeniovy R-
CH,* ion, formaldehyd HCHO apod.) schopné se vazat na dusikaté baze v DNA.

Genotoxicita je schopnost chemickych latek interagovat s genetickou informaci bunky [1]. Tato interakce
obvykle vyusti v poskozeni genetického materialu bunky, kterému se snazi predejit opravné procesy burnky
[2].

V roce 1957 bylo na kozeSinovych farmach v Norsku u nork krmenych rybi mouckou hlaseno nové zhoubné
onemocneéni jater. Pozdéji, na pocatku 70. let 20. stoleti, byly hlaseny dalsi propuknuti onemocnéni jater a
rakoviny u norskych hospodarskych zvirat. Pri zkoumani bylo zjisténo, ze dusitanem oSetrena rybi moucka
obsahuje az 100 ppm NDMA. V dobé incidentu byl dusitan sodny pouzivan v Norsku jako konzervacni latka

rybi moucky.
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Zdroj nitrosaminti

Expozice:

- koureni

- konzumace uzenin a uzenych syru (setiny az desetiny ppm)
- pitim vody znecisténé dusikatymi latkami

- pivo [3,4,5]

- v ustnich vodach obsahujicich chlorhexidin [6]

N-nitrosaminy mohou vznikat v potravinach béhem vyroby, skladovani a dalSiho zpracovani (tepelna

Uprava uzenin, nakladani atd.).

Pri poziti prekurzoru (dusitany, sekundarni aminy) mohou také vznikat i v lidském zaludku, kde je jejich vznik

jesté podporen kyselym pH.
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Zdroj nitrosaminti

Farmaceuticky prumysl:

- prvni naznaky problému — ¢erven 2018 !!

- 2.4.2019: sartany (candesartan, irbesartan, losartan, olmesartan, valsartan) — NDMA, NDEA, EIPNA,
DIPNA, NMBA.

- duben 2019: pioglitazon — NDMA

- zarfi 2019: ranitidine — NDMA

- prosinec 2019: metformin

VVznik NAMs ve farmacii:

- vyroba |écivé latky (technologie)

- vznik v Iékové formé reakci |éCivé latky nebo jiného prekursoru (sek. amin) s dusitany (excipienty)
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Ina hrozba nebo emoce?
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Legislativa ve farmacii

Limit obsahu genotoxické latky v prislusném |écivu je mozné spocitat z ADI (Acceptable Daily Intake) a
maximalni denni davky ucinné latky MDD (Maximum Daily Dose).

ADI = an estimate of the amount of a substance in food or drinking water that can be consumed daily over
a lifetime without presenting an appreciable risk to health.

Postup vypoctu: (ICH) smérnice M7(R1) => stfedni toxicka davka (TDs,) Iéku nebo toxinu davka, pfi které se

toxicita vyskytuje v 50 % pripadd. ADI je mozné spocitat z TD50 dle nasledujiciho vzorce [7-10]:

ADI (mg/kg/den) = TD., (mg/kg/den) / (0,5*100000)

Dle ICH je akceptovatelné riziko rakoviny zplsobené pritomnosti vSech genotoxickych latek v IéCivu

1:100 000 pri celozivotnim uzivani.
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Legislativa ve farmacii

Pro vypocet limitu obsahu genotoxické latky v |éCivém produktu se nejprve spocita ADI pro ¢loveka vaziciho
50 kg tzv. ADl5q,, (v ng/den) podle vzorce:

ADl5y, = ADI * 50

a poté se podeéli ADls, . maximalni denni davkou Ucinné latky deklarované v léCivu (MDD, v mg/den):
limit (ug/g, tj. ppm)= ADlsq, / MDD

Priklad: vypocet limitu pro NDMA v metforminu HCI.

TD., pro NDMA je 0,096 mg/kg/den.

ADI = 0,096 / (0,5 * 100000) = 0,00000192 mg/kg/den (= 1,92 ng/kg/den).

ADlgq, = 1,92 * 50 = 96 ng/den.

MDD metforminu HCl = 3000 mg denné.

Limit = (96 ng/den)//(3000 mg/den) = 0,032 pg/g (ppm) = 32 ppb.
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Legislativa ve farmacii

Pokud nejsou toxikologicka data k dispozici pak je limit ADly,,, = 18 ng/den !

Priklady:

Articaine (nitroso-API) — 36 ppb (jednorazové anestetikum)
Ciprofloxacin (nitroso-APl) — 12 ppb (fluorochinolonové antibiotikum)
Furosemide (nitroso-API) — 9 ppb (diuretikum)

Formoterol (nitroso-API) — 375 ppm (bronchodilatator pfi |é¢bé astmatu a chronické obstrukéni plicni nemoci)
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Legislativa ve farmacii

Priklady limitQ pro sartany [11]

Interim limits for NDMA, NDEA, and NMBA in Sartans

Drug Maximum  Acceptable Acceptable Acceptable Acceptable Acceptable Acceptable
daily dose intake intake intake NDEA intake NDEA intake intake
(mg/day) NDMA NDMA (ng/day)? (ppm)® NMBA NMBA
(ng/day)*  (ppm)® (ng/day)*  (ppm)°®
Valsartan 320 96 0.3 26.5 0.083 96 0.3
Losartan 100 96 0.96 26.5 0.27 96 0.96
Irbesartan 300 96 0.32 26.5 0.088 96 0.32
Azilsartan 80 96 1.2 26.5 0.33 96 1.2
Olmesartan 40 96 2.4 26.5 0.66 96 2.4
Eprosartan 800 96 0.12 26.5 0.033 96 0.12
Candesartan 32 96 3.0 26.5 0.83 96 3.0
Telmisartan 80 96 1.2 26.5 0.33 96 1.2
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Legislativa ve farmacii

Doporuceni podle ¢lanku 5(3) natizeni 726/2004/ES:

Preventivni opatreni - prezkoumat vyrobu svych léCivych pripravkd a identifikovat riziko pritomnosti NAMs, a
pokud takové riziko zjisti, prijmout opatreni ke snizeni rizika vyskytu téchto necistot.

Krok 1 — vyhodnoceni rizika (do 26. 3. 2020), tyka se vSech registrovanych, i neobchodovanych LP

Krok 2 — potvrzujici testovani (do 26. 9. 2022) u LP s identifikovanym rizikem

Krok 3 —zmény registrace (zména vyrobniho procesu lécivé |atky nebo pfipravku, zména specifikace lécivé

latky nebo pfipravku a zmeéna kontrolnich metod IéCivé latky nebo pripravku)
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Analytické stanoveni genotoxickych latek

Klicovym parametr analytickych technik: nizka mez stanovitelnosti.

V praxi je proto pro stanoveni genotoxickych latek de facto jedinou pouzivanou technikou hmotnostné

spektrometrickd (MS) detekce sprazend s technikou U(H)PLC nebo GC. V pfipadé stanoveni N-nitrosamin je

dokonce MS detekce pfimo vyzadovana lékovymi autoritami.

Selektivity LC-MS je dosazeno v nekolika dimenzich:

* prvni dimenze selektivity je separace prislusného analytu na analytické kolong,

e druha dimenze se dosahne v MS detektoru (SIM - ,,Selected ion monitoring“),

e dalsi dimenze selektivity je mozné dosahnout na instrumentech typu trojitého kvadrupolu v modu
multiple reaction monitoring (MRM), kdy dochadzi k selektivnimu filtrovani m/z prekurzoru na prvnim
kvadrupolu, specifické reakci s molekulou kolizniho plynu v kolizni cele a poté filtrovani m/z produktu na

tfetim kvadrupodlu.
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Analytické stanoveni genotoxickych latek

Problematika MS detekce:

* izobarické interference i v ptipadé pouziti MRM (napi. NDMA (m/z 75) a dimetylformamid m/z 74 a
isotopicky iont m/z 75 poskytuje stejné fragmenty) => HRMS

* matricové efekty a jejich kompenzace: (a) snizeni mnozstvi vzorku nastrikovaného na kolonu, (b) nafedéni
vzorku, (c) separace ¢asti matrice pred analyzou pomoci vhodné SPE kolonky (d) vhodna Uprava vzorku (e)
Uprava chromatografickych podminek (f) pouziti vnitfniho standardu (g) pouziti metody pridavku
standardu

* N-nitrosoaminy (nesymetrické) se vyskytuji jako rotamery — separace rotameru a tudiz obtizna

kvantifikace.
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Vliv teploty na separaci NTTP (sitagliptin).
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Analytické stanoveni genotoxickych latek

V ubéhlém roce byly v MS laboratofi spolecnosti Zentiva analyzovany na obsah N-nitrosamint |ékové
produkty, které byly stazeny z evropského trhu (nepublikovana data). Cilené se jednalo o vzorky (celkove 1042
vzorkl) s riznym terapeutickym ucinkem (celkové 25 rtznych ucinnych latek) od rtznych vyrobct. Vétsina

téchto léciv (cca 80 %) vykazovala nadlimitni obsah N-nitrosamind.

ZESNTIVA




Sledovani a regulace nitrosaminu v lécivech - realna hrozba nebo emoce?

Eliminace obsahu NAMs v léCivech

e odstranéni nebo sniZzeni prekursoru — dusitant v excipientech (low-nitrite excipients) — < 0.02 ppm (bézné
0.1-10 ppm)

e odstranéni sekundarniho aminu — prekursoru (DMA, sekundarni aminy jako necistoty API)

* Pridani vhodného ,scavenger” — redukce NO2 nebo vznikajiciho NAMs

* Modifikace N-nitrosacni kinetiky — zvyseni velikosti ¢astic (redukce povrchu) [13-14].
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Zaver —co s tim?

a) Autority stanovily velmi prisny limit na obsah NAMs. Pro latky s neznamymi toxikologickymi daty 18
ng/den. Objevuji se i pfipady, Ze prestoze existuji znama data TDI., a limity vychazeji daleko vyssi, tyto
limity z nezndmého divodu neakceptuje a trva na limitu 18 ng/den (nitrosopiperazine, N,N-
dinitrosopiperazine).

b) Limity pro NAMs jsou stejné pro |éky s jednorazovym pouzitim (articaine — lokalni anestetikum,
adrenailin —injekéné akutni podani) i pro léky dlouhodobé pouzivané (metformin, beta-blokatory).

c) Autority maji dostateCné mnozstvi dat k retrospektivni analyze. Z analyzy dat provedené EMA vyplyva, ze
na kazdych 100 000 pacientl |é¢enych maximalnimi terapeutickymi davkami valsartanu s nejvyssi
zaznamenanou mirou kontaminace NDMA po dobu Sesti let pfipadne oproti prirozenému pozadi navic 22
pripadd rakoviny. Otazka: prirozené pozadi — pacienti |é€eni valsartanem bez NDMA? nebo bézna

populace? Kauzalita mezi narlstem onemocnéni a NDMA?
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Zaver —co s tim?

d) Jina studie sledovala dopad lécby Valsartanu s NDMA a bez NDMA na vyskyt rakoviny. Pokud se to
vztahne na 100,000 lidi, vyskyt rakoviny u NDMA-exponovanych pacientu byl 1309, u neexponovanych
1293, coz je statisticky nevyznamné [12].

e) U pacientl s diabetem Il typu, ktefi uzivaji metformin bylo zjiSténo nizsi riziko vzniku zhoubnych nador
nez u pacientd, kteri dané IéCivo neuzivaji. Pokud by snaha redukovat mnozstvi N-nitrosamin( v dané
farmakologicky ucinné latce vedlo k jeji nedostupnosti, mohlo by se paradoxné riziko vzniku nadort u
téchto pacientu zvysit.

f) Dobre minéna snaha o odstranéni témér zanedbatelnych koncentraci genotoxickych latek mohla vyustit v

globalni nedostatek |1éCiv, protoZze mnozi z vyrobcl nebudou schopni [éCiva poskytnout v poZzadované

kvalité a vcas.
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