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Prehledovy ¢lanek se zabyva problematikou nitrosamind jako necistot v 1écivech. Lécivé pfipravky kontaminované nit-
rosaminem vyvolavaji opravnéné obavy tykajici se bezpecnosti téchto léciv. Nitrosaminy jsou prokdzanymi kancerogeny
a mutageny. Z |éciv se jedna o valsartan a dalsi blokatory receptord pro angiotensin Il obsahujici tetrazol, ale déle o raniti-
din, nizatidin, pioglitazon, metformin, rifampicin, rifabutin, vareniklin a dalsi [éciva, z nichZ néktera jiz byla z klinické praxe
stazena. Detekce nadlimitnich nedistot ve farmaceutickych substancich pak vede k vypadkim ve vyrobé a nedostatku
nékterych léciv v praxi. Pfislusny amin za vhodnych podminek reaguje s nitrosa¢nim cinidlem, tedy prakticky v kterékoli
fazi syntézy farmaceutické substance, a necistoty typu nitrosamin® tak mohou vznikat po celou dobu Zivotnosti hotového
|écivého pfipravku. Regulaéni organy pro [éciva po celém svété stanovily pfisné pokyny pro zjistovani kontaminace nitro-
saminy pro vSechny |écivé pripravky.

Kli¢cova slova: nitrosaminy, vyroba farmaceutickych substanci, kontaminanty.

Contamination of drugs with nitrosamines, a restored problem

This review article deals with the issue of nitrosamines as impurities in pharmaceuticals. Medicinal products contaminated
with nitrosamine raise legitimate concerns about the safety of medicinal use. Nitrosamines are known to be carcinogens
and mutagens. This applies not only to valsartan and all tetrazole-containing angiotensin Il receptor blockers, but also to
ranitidine, nizatidine, pioglitazone, metformin, rifampicin, rifabutin, varenicline and other drugs, some of which have already
been withdrawn from clinical practice. The detection of impurities above the limit in pharmaceutical substances then leads
to interruptions in production and shortages of some drugs in practice. If the relevant amine reacts under appropriate con-
ditions with a nitrosating agent, impurities of the nitrosamine type can be formed at practically any stage of the synthesis of
the pharmaceutical substance and also throughout the lifetime of the finished medicinal product. Drug regulatory bodies
around the world have set strict nitrosamine contamination guidelines for all medicinal products.

Key words: nitrosamines, production of active pharmaceutical substances, contaminants.

Uvod byla u nitrosamind odhalena i jejich genotoxicita, projevujici se alkylacf
Nitrosaminy jsou slouceniny vznikajici v kyselém prostfedi reakci  nukleovych bazf (3).

dusitand a primarnich, sekundérnich, tercidrnich ¢i kvartérnich amind

(viz Obr. 1). Byly poprvé popsény v 70. letech 19. stoleti Otto Wittem

i o 5 ) L Obr. 1. Obecny vzorec nitrosamind, R1, R2 = alkyly, nasycené ¢i nenasycené
(1). Nitrosamintm dlouho nebyla vénovéna dostate¢na pozornost.

heterocykly, aryly aj.
To se zménilo v roce 1956, kdy Magee a Barnes publikovali zpravu 1
o karcinogennim potencidlu N-nitrosodimethylaminu (NDMA), ktery R
vyvoladval zhoubné primarni jaterni nddory u potkant (2). Pozdéji bylo N N 4
prokazano, ze po delsi expozici nitrosamintm dochdazi k nddorovym Y - N
onemocnénim zaludku, jater a plic rovnéz u lidi. Vedle karcinogenicity O 7 R2
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Tak jak se zvy3ovala citlivost analytickych metod, byly postupné
odhalovany v nasem zivotnim prostredi dalsi nitrosaminy, tj. pfredevsim
v potravinach (pfedevsim uzeniny a konzervované masné vyrobky
s obsahem nitratd a nitrit), v pitné vodé (napf. po dezinfekci chlorami-
nem), v kosmetickych pfipravcich, v tabakovém koufi (nitrosaminy zde
vznikaji pfi susenf a fermentaci tabaku), a rovnéz v Iéc¢ivech. Zdrojem
nitrosamind ve farmaceutické vyrobé mohou byt nevhodné syntetické
postupy, popt. i nékteré reaktivni slouceniny ¢i meziprodukty, pouziva-
né pii vyrobé farmaceutickych substanci, jako jsou azidy, dale nékteré
katalyzatory, nekvalitni rozpoustédla, popf. nevhodné latky pouzivané
k ¢isténi vyrobnich linek (4).

V soucasné dobé jsou nitrosaminy klasifikovany smérnici Evropské
lékové agentury (European Medicines Agency, EMA) ICH M7(R1) jako
necistoty tfidy 1 nebo jako ,zndmé mutagenni karcinogeny”. Tato smér-
nice slouzi ke standardizovani postupu, ktery Ize pouzit pro identifikaci,
kategorizaci, kvalifikaci a ke kontrole mutagenniho znecisténi za tcelem
omezeni potencidlniho karcinogenniho rizika (5).

EMA a americka Iékova agentura (Food and Drug Agency, FDA)
v Unoru 2021 zverfejnily seznam nejcastejsich nitrosamind, které se
mohou vyskytovat v [écivech jako necistoty (Tab. 1). Na tento seznam

postupné pfibyvaji dalsi a dalsi nitrosaminy (6).

Nitrosaminy a léciva

Starsi Ctenafi si jisté vzpomenou na piibéh aminofenazo-
nu. Analgetikum a antipyretikum aminofenazon byl syntetizovan
Friedrichem Stolzem a Ludwigem Knorrem koncem 19. stoleti a od
roku 1897 prodavan spole¢nosti Hoechst AG jako Iék proti horecce
Pyramidon® aZ do jeho konecného nahrazeni bezpecnéjsim propyfe-
nazonem. Problematické dimethylaminoskupina se z aminofenazonu
uvolnuje neenzymatickou hydrolyzou a reaguje s dusitany (viz vyse)
za vzniku nitrosodimethylaminu. Kvali riziku vzniku agranulocytézy,
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Tab. 1. Priklady vybranych necistot typu nitrosamind

Chemicky nazev nitrosaminu | Chemicka struktura

(anglicka zkratka)

1 | N-nitrosodimethylamin CH;
(NDMA) N-N

o/ “cH

2 | N-nitrosodiethylamin CHy
(NDEA) NN/C”z

3 | N-nitroso-N-methyl-4-
aminomaselnd kyselina (NMBA)

CH; OH
4 | N-nitrosoisopropylethylamin N CHs
AW
(NIPEA) o7 N OCHs
CH,
5 | N-nitrosodiisopropylamin N CHs
(NDIPA) o’ Wen,
HiC CHs
6 | N-nitrosodibutylamin AN
(NDBA) NT - CHs
A
CH;
7 | N-nitrosomethylfenylamin //N\ fHs
(NMPA) 0 &
8 | N-nitrosomethylpiperazin //N\N/\
(NMP) LA
CH,
9 | 1-cyklopentyl-4-nitrosopiperazin O//N\NON

(CPNP)
O

Utlumu kostni dfené zpUsobenému pravé nitrosaminy, byl aminofena-
zon staZen z praxe v roce 1977 a v praxi byl poté nahrazen izosterem
propyfenazonem (viz Obr. 2) (7). Dalsi Ié¢ivo ze skupiny pyrazolond
metamizol (syntetizovan 1920) pfedstavuje v mnoha ¢astech své-
ta neopioidni analgetikum prvni linie, ale v nékterych zemich (napt.

Obr. 2. Chemické vzorce aminofenazonu, propyfenazonu, metamizolu a jeho metabolitu, tvorba nitrosodimethylaminu z aminofenazonu za pfitomnosti

dusitant v kyselém prostred

CH; HO CH
4 ’ HsC._  CH HsC._  CH
H3C —N neenzymétické /)\=l<l N ? : \N/ ’
0" W Ny I T =
Lo )
aminofenazon dimethylamin nitrosodimethylamin
HO
AN /O
CH; O/S\ CHs CHs
H:C—cH CH, HC —N - CH; NH CH,
AN ¢Z=,'<‘ A
O/éNj NCH, 0 éNj NCH, HO éN) NCH,
propyfenazon metamizol metabolit metamizolu
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Velka Britanie, Svédsko, Japonsko a Austrélie) neni registrovan kvili
riziku vzniku agranulocytdzy, vzacného, ale potencialné smrtelného
nezadouciho Ucinku. O skute¢ném vyskytu metamizolem indukované
agranulocytézy se stale diskutuje, rozsahla studie odhaduje riziko jejf
1000000 za rok. Rovnéz z hlediska tvorby

nitrosaminl predstavuje metamizol vyrazné nizsi riziko nez aminofe-

incidence na méné nez 1

nazon, potencidlnim zdrojem tvorby nitrosamint mdze byt aZ jeden
z metabolitd metamizolu (8).

Daldi negativni jevy spojené s nitrosaminy v Iécivech byly publikova-
ny pomeérné nedavno.V ¢ervnu 2018 byly zaznamenany prvni detekce
N-nitrosodimethylaminu (NDMA) ve valsartanu, popt. v dalsich sarta-
nech, coz se v praxi projevilo jako vypadky v dodavkach |éciv s obsahem
téchto sartanU. Typickymi zastupci jsou pravé antihypertenziva typu
blokatord angiotensinového receptoru ze skupiny sartan(, obsahujicf
tetrazolové uspofadani (losartan, valsartan, irbesartan, kandesartan, ol-
mesartan). Vyse zminéné azidy se pouzivaji pfi syntéze lé¢iv s obsahem
tetrazolového kruhu (viz Obr. 3) (9).

Vsichni mdme v zivé paméti celosvétovy zakaz ranitidinu (a nizatidinu)
z1.2019. Pfibéh ranitidinu sahd do konce 70. let, kdy James Whyte Black
objevil H-2 antihistaminikum cimetidin. Od r. 1976 se derivat imidazolu
cimetidin stal prvnim v praxi pouzivanym H-2 antihistaminikem a odstar-
toval éru tzv. blockbusterd ve farmacii, kdy se v r. 1983 stal nejprodavanéj-
sim lécivem s trzbami prekracujicimi 1 miliardu dolar(. V'r. 1988 za objev
antihypertenziva propranololu a zminéného cimetidinu J. W. Black obdrzel
Nobelovu cenu za medicinu. BohuZel zahy bylo zjisténo, Ze se cimetidin
vaze na receptory pro androgeny, a ma nezadouci antiandrogenni Uci-
nek. Cimetidin byl nahrazen ranitidinem, u néhoz antiandrogenni tcinky
nebyly zjistény. Bazicky imidazol byl v molekule ranitidinu nahrazen ne-

Obr. 3. Schematické zndzornéni tvorby nitrosamind béhem
syntézy/vyroby sartanu
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bazickym furanem. Potfebnd bazicita molekuly (m]. pro tvorbu ve vodé
rozpustné soli) tak musela byt zajisténa zavedenim dimethylaminu do
postranniho fetézce. Vyznam H-2 antihistaminik postupné klesal, jejich
Ulohu prevzaly inhibitory protonové pumpy, a to zejména po r. 2001,
kdy vyprsela patentova ochrana omeprazolu. Ranitidin byl vsak v praxi
Siroce pouzivan v letech 1980 az 2020. V' r. 2020 byly pfipravky s obsahem
ranitidinu v Evropé i USA staZeny z praxe na zakladé zjisténi zr. 2019, Ze se
z ranitidinu intramolekuldrné uvolriuje N-nitrosodimethylamin (NDMA),
sloucenina s prokazanymi kancerogennimi viastnostmi (kolorektalnf
karcinom). Dlouhodobé uzivanf ranitidinu je spojeno i s vy3si pravde-
podobnosti rozvoje rakoviny jater ve srovnani s kontrolnimi skupinami
famotidinu nebo inhibitord protonové pumpy (10). Thiazolovy analog
(me-too drug) nizatidin byl patentovan v roce 1980 a zaveden do praxe
v roce 1988. Byl rovnéz celosvétove stazen v r. 2020 (Obr. 4) (11, 12).
Postupné byly nitrosaminy v nadlimitnich hodnotach detekovany
i u daldich léciv. Prikladem je thiazolidindionové antidiabetikum pio-
glitazon pouzivané pi lé¢bé diabetu 2. typu. V lednu 2019 byla u né-
kterych 3arzi pioglitazonu nahlasena pfitomnost NDMA. Pfi¢inou bylo
pouziti dusitant a dalsich nitrosacnich ¢inidel pfi vyrobé farmaceutické
substance a rovnéz pouziti rozpoustédel (napf. dimethylformamidu)
kontaminovanych NDMA (13). Problém s nitrosaminy nastal i u dalsiho
antidiabetika. Jedn& se o velmi jednoduchou molekulu metforminu.
Protoze biguanidové perordlni antidiabetikum metformin je relativné
stabilni, pro pfeménu na NDMA vyzaduje kritické koexistujfcl vnéjsf
faktory, jako jsou nitrosa¢ni ¢inidla, vihkost a teplo. NDMA vznikd béhem
vyrobniho procesu béhem mokré granulace a je iniciovan nadmérnym
teplem pfi procesu suseni farmaceutické substance (14). V roce 2020
byly publikovany kontaminace nitrosaminy antituberkulotickych Iéciv ze
skupiny ansamycinC rifampicinu a rifabutinu. Detekované nitrosaminy
(NMP a CPNP) pochdzeji z procesu syntézy obou Iéciv (15). V roce 2021
byla zaznamendna zvysend pfitomnost dalsiho nitrosaminu, N-nitroso-
vareniklinu, v pfipravku obsahujici vareniklin, coz je Ié¢ivo ur¢ené pro
odvykani koufent. Tato skutec¢nost vedla nakonec k do¢asnému preru-
senivyroby a k vypadkim v dodavkach léc¢iv s obsahem vareniklinu (16).
Lze konstatovat, Ze v soucasnosti nardstaji pocty nové detekova-
nych nitrosamind v lé¢ivech geometrickou fadou. Prakticky u kazdého
|é¢iva s potfebnymi strukturnimi pfedpoklady (pfedeviim s aminosku-
pinou) byl v posledni dobé zaznamendn jeho nitrosovany derivét jako

necistota (Nitrosamine Drug Substance-Related Dirts, NDSRIs).

Obr. 4. Intramolekuldrni tvorba N-nitrosodimethylaminu (NDMA) z ranitinu a nizatidinu
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Diskuze
Necistoty plvodné nalezené v Iécivych pripravcich od roku 2018
byly jednoduché nitrosaminoveé slouceniny, jako jsou NDMA a NDEA. Ty
se mohou vyskytnout zejména pfi vyrobé Ucinnych latek a obvykle je
Ize eliminovat zménami ve vyrobnim procesu. V prlibéhu dalsich analyz
v hotovych lécivych pfipravcich, tak ve farmaceutickych substancich
(Active Pharmaceutical Ingredient, API). Existuje fada potenciélnich pri-
¢in vzniku téchto necistot. Mohou vznikat pfi vyrobé nebo nasledném
skladovénf lécivych pfipravkd, napfiklad kdyZ APl reaguiji se stopovymi
dusitany v pomocnych latkach. Jaké jsou hlavni pficiny kontaminace
lécivych pripravkd nitrosaminy? Tyto priciny mGzeme klasifikovat takto:
m Vyroba farmaceutickych substanci
= Nitrosacnf ¢inidla, veéetné dusitanu sodného, kyseliny dusité,
anhydridu kyseliny dusné a nitrosylhalogenidd, mohou pocha-
zet z recyklovanych rozpoustédel nebo opétovné pouZitych
katalyzator( z rznych procesd nebo napfic¢ vyrobnimi linkami

s nedostate¢nou kontrolou a nevhodnym monitorovanim.

Specifické reakeni podminky v pfitomnosti urcitych surovin
a vychozich sloucenin.

= Kontaminované suroviny, recyklovana rozpoustédla (dimethyl-
formamid).

Nespravna optimalizace vyrobnich procest pro API, tj. nevhodné
nebo Spatné kontrolované reakéni podminky z hlediska teploty,
pH nebo poradi, v jakém jsou ¢inidla, meziprodukty nebo roz-
pousteédla pridavany, mlze také vést k tvorbé nitrosaminovych

necistot.

m Vyroba lécivych pripravk{
= Nestabilita APl vici zevnim faktordm (zvysena teplota, vihkost,
kyselé prosttedi, délka skladovani).

Dalsi pficinou maze byt nevhodné zvolend metoda cisténi vy-
robnich linek. NDMA je vedlejsim produktem ozonizace a chlo-

raminace.

Rizika béhem vyroby a adjustace lécivého pripravku, napf. reakce
sekundarnich amind v tiskafskych barvach s urcitymi nitrocelu-
|6zovymi laky nebo potahovymi materidly pfi zahfati.

Nitrosaminy vznikajici pfi vyrobé lécivého pfipravku je témér
nemozné z Iécivého pffpravku odstranit, na rozdil od situace pfi
vyrobé API s vice fazemi syntézy a s naslednymi purifika¢nimi
kroky.

V1éte 2023 upravily lékové autority (EMA ¢i FDA) své pokyny pro
eliminaci necistot typu nitrosaminC v lé¢ivych pfipravcich. Tyto
pokyny zavadéji model hodnoceni rizik zalozeny na chemickych
strukturnich vlastnostech (Carcinogenic Potency Categorization
Approach, CPCA), aktualizuji pfijatelné davky (Acceptable Intake,
Al) nitrosaminC v Iécivych pfipravcich. Do té doby pouzivana
standardnfzkouska mutagenity (Amesova zkouska) byla rozsifena
s cilem dale zlepsit citlivost pfedchozi metody a pfizpdsobit ji
vlastnostem urcitych nitrosamint a je také popsana ve zminé-

nych pokynech jako vylepseny Amestv test (Enhanced Ames

www.csfarmacie.cz
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Test, EAT). U¢elem je stanoveni pfipustného pijmu nitrosamin,
u kterych dosud nebyl definovén (17, 18).

Analytické metody

Z analytického hlediska predstavuji nitrosaminy pomeérné slozity
problém, vyzaduiji velmi citlivé metody s vysokou specificitou. Analyza
se potykad s tim, Ze se jednd o hodné malé molekuly, mtZe dochédzet
kfalesné pozitivnim vysledkdm v piftomnosti jinych necistot (dimethyl-
formamid), vzorky APl mohou byt nestabilni pfi vyssi teploté a uvolfovat
N-nitrosamin (ranitidin pfi analyze plynovou chromatografif) (19) a k tomu
vsemu se jednd o stopovou analyzu v jednotkach ppb (miliardtin) nebo
i nizéich. Vhodné metody je tedy nutné hledat mezi témi nejlepsimi, co
ma farmaceuticka analyza k dispozici. Evropsky lékopis (potazmo i Cesky
lékopis) reaguje na potiebu zkouseni nitrosamind a v roce 2022 zaved|
kapitolu 2-5-42 N-nitrosaminy v lécivych latkach, kde je popsana analyza
7 nitrosaminC v 5 API ze skupiny sartant. 3 Iékopisné metody vyuzivajf
kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekcf s trojitym kvadrupdlem
nebo plynovou chromatografii opét s hmotnostni detekci s jednoduchym
nebo trojitym kvadrupdlem. Casty Iékopisny limit pro pibuzné latky byva
0,1 % (tj. 1 mg necistoty v 1 g API). Limit pro nitrosaminy u sartant je 30
ppb (tj. lezi vice nez 33000x nize, tj. 1 mg necistoty v 33 kg API). Obdobné
staté najdeme i v United States Pharmacopeia.

Amesiv test

Roku 1973 Bruce Ames a jeho spolupracovnici na University of
California v Berkeley navrhli test pro detekci mutageneze indukované
chemikaliemi (20) a dale jako screennig genotoxicity, tedy zda ma stu-
dované latka potencial indukovat poskozeni DNA (21). AmesQyv test je
stale jednim z nejcastéji pouzivanych kratkodobych testl pro testovani

mutagenity chemickych sloucenin, a tedy i éCiv.

Zaver

Pritomnost nitrosamind v 1écivech ¢i uvolfovani nitrosamind z [é¢iv
je pro pacienty zadvaznym rizikovym faktorem zejm. z hlediska vzniku
nadorovych onemocnéni. Je nezbytné zajistit, aby vyrobci a prislusné
organy usilovali o zavedenf co nejpfisnéjsi kontroly pfitomnosti nitro-
saminl v lécivech a zarover minimalizovali moZnosti jejich vyskytu jak
béhem jejich vyroby, tak v hotovém lécivém pfipravku. Bylo navrzeno
a zavedeno nékolik preventivnich opatienf pro predikci a fizeni pode-
zfeni na kontaminaci nitrosaminy nebo potencidlnimi mutagennimi
necistotami ve farmacii. Kontrola kvality 1é¢iv v prabéhu vyrobnich
procest samotnymi vyrobci je nezbytna pro sledovani a snizovani rizik
potencidlnf tvorby necistot, aby se pfedchdzelo pozdéjsimu finan¢né
nékladnému stahovéni [kl z trhu. Na druhé strané je vsak dalezité si
uvédomit, ze pfipadné stazeni écivého pfipravku z trhu je signalem,
Ze ,systém funguje” a Ze dffve neidentifikované a neobjevené zdroje
kontaminace, jako jsou nitrosaminy, jsou nyni detekovény a z klinické
praxe vcas eliminovany, coZz pomahé vylepsovat bezpec¢nost farma-
koterapie. Bezpec¢nost pacient( je prvofadou prioritou, farmaceuticky
pramysl a regula¢ni organy musf zajistit, aby léky byly nejen Gcinné,

ale i bezpecné.
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Rizika pro ceské lékarny spojena s odchodem Severniho Irska

ze spole¢ného evropského trhu

Informace Narodni organizace pro ovérovani pravosti léciv
Po odchodu Velké Britéanie z EU (tzv. Brexit) doslo z divodu neexistence
pevné hranice mezi Severnim Irskem (NI) a Irskou republikou k dohodé,
kterd upravovala podminky pohybu zbozi (i1ékd). Diky ni plativ NI pravidla
dané Smérnici EU pro ovéfovani pravosti [é¢iv (FMD, Falsified Medicines
Directive; EU 2016/161). Napéti kvili rozdilnému regulacnimu stavu
NI ve srovnéni se zbytkem Velké Britanie vedlo k Gpravé této dohody
platné k 1. lednu 2025. Za schvalovani vech lék uvadénych na trh v NI
tak bude zodpovédny britsky Urad pro regulaci 1é¢iv a zdravotnickych
prostredkd (MHRA).

Dopady na evropsky trh

Nepredpokladad se, ze odchod NI ze spolecného trhu (tzv. NIXIT)
a odpojeni z Evropského systému pro ovérovani pravosti léciv (EMVS)
vyvold v ceskych Iékarnach problémy.

Vsechny léky prodavané na tzemi Velké Britanie (UK) musi byt oznaceny
LUK only”, aby se zabranilo dovozu téchto lé¢iv do EU. Tzv. ,joint
packs”, tedy baleni pro UK i EU jiz nebude mozné distribuovat na
obou trzich s vyjimkou téch, kterd jiz jsou v obéhu a byla zatazena do
distribuce pred 1. lednem 2025. Léciva dovazena z NI do EU stale musi

splfiovat pozadavky FMD. Doslo k Gpravé vsech narodnich systém( pro
ovéfovani pravosti |éCiv tak, aby zohlednily nadchézejici novou situaci
(napf. vznikem nového alertu atd.).

NIXIT: mozna rizika

Padélky nesouci fale$na data z legitimnich britskych baleni by se mohly
dostat do dodavatelského fetézce EU. Evropska organizace pro ovéfovani
pravosti [é¢iv (EMVO) i Narodni organizace pro ovéfovani pravosti léciv
(NOOQL) proto doporucuji vénovat zvySenou pozornost pfi ovéfovani,
vyfazovani a vydeji [€kd s britskymi identifikatory. Pokud je takové baleni
nacteno, systém vygeneruje alert ,A70 — trh neni dostupny”, respektive
alert ,A1 — produktovy kéd neni zndm” nebo , A2 — Sarze nenalezena”
v pfipadé, Ze v EMVS neexistuji kmenové data ¢i nebyla nahréna sarze.

Jak v takovych pfipadech postupovat, v soucasnosti fesi NOOL se

Statnim Ustavem pro kontrolu éciv.

NOOL doporucuje hledat aktualni informace na strankach
www.czmvo.cz a www.sukl.cz, které budou postupné
zverejiiovany od konce listopadu 2024.
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