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ANOTACE

V tivodni ¢asti predlozené bakaléaiské prace jsou kratce shrnuty nejvyznamnéjsi toxické t€inky
N-nitrosamint a popsany hlavni zdroje téchto latek ve farmakologicky aktivnich ingrediencich
a ve finalnich 1éCivych piipravcich. Déle jsou zde shrnuty nejvyznamnéjsi ptipady léciv
kontaminovanych N-nitrosaminy, které byly zachyceny kontrolnimi orgény v Evropské unii
a USA: Zdravotni rizika pfedstavovana takto kontaminovanymi 1é¢ivy jsou ndsledné porovnana
se zdravotnimi riziky N-nitrosaminl pfitomnych v potravinach. K danému tcelu byla pouzita
data Evropského uradu pro bezpecnost potravin. Bylo zjisténo, Ze nezavisle na typu
expozicniho scénafe mohou kontaminovand 1é¢iva podstatnym zplsobem pfispivat

ke zdravotnim rizikiim spojenym s expozici N-nitrosamintim.
KLiCOVA SLOVA

N-nitrosaminy, karcinogeny, potraviny, aktivni farmaceutické ingredience kontaminace,

zdravotni rizika
TITLE

Health risks of N-nitrosamines occurring in active pharmacological substances compared to

risks associated with other sources of these substances.
ANNOTATION

In the introductory part of the presented bachelor thesis, the most important toxic
effects of N-nitrosamines are briefly summarized, the main sources of these substances
in pharmacologically active ingredients and in final pharmaceuticals are defined. Furthermore,
the most important cases of N-nitrosamine-contaminated pharmaceuticals that have been
intercepted by regulatory authorities in the European Union and the USA are summarised:
the health risks described by such contaminated pharmaceuticals are then compared with
the health risks of N-nitrosamines present in food. Data from the European Food Safety
Authority were used for this purpose. It was found that, irrespective of the type of exposure
scenario, contaminated pharmaceuticals can contribute substantially to health risks associated

with exposure to N-nitrosamines.
KEYWORDS

N-nitrosamines, carcinogens, food, Active pharmaceutical Ingredient, contamination, health

risks
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Uvod

N-nitrosaminy jsou znamé chemické karcinogeny, se kterymi je ¢lovek v jisté mife
v kazdodennim kontaktu. Doposud bylo zndmo, ze tyto chemické karcinogeny jsou piitomny
v lidské stravé, napojich, kosmetickych produktech, tabdkovém koufi, v zivotnim prostiedi
apod. Nyni byly objeveny i jako kontaminanty v lé¢ivech z riznych 1€kovych skupin. Jednim
z dilezitych zdroji N-— nitrosamini v lidském organismu je tzv. endogenni nitrosace,
pfi niz latky s N-nitroso skupinou vznikaji v organech reakci dusi¢nanii a dusitant

a sekundarnich ¢i terciarnich amint

Tato bakalarskd prace se zabyva porovnanim zdravotnich rizik spojenych s pfijmem
N-nitrosamint, zpusobenych nasledkem konzumace kontaminovanych potravin a uzivani

kontaminovanych 1é¢iv.
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1 Obecné vlastnosti N-nitrosaminu

1.1 Struktura N-nitrosamini a mechanismus jejich vzniku

N-nitrosaminy piedstavuji rozsadhlou skupinu latek s generickou chemickou strukturou,
ktera je zobrazena na Obr. 1. [1] Charakteristickou funk¢ni skupinou N-nitrosamin

je N-nitrososkupina —-N-N=0. Za substituenty R; a Ro, vdzané na dusiku, je mozné dosadit

vvvvvv

R R
1 2
~N

N
\O

Obrazek 1: Obecna struktura N-nitrosaminu

dusitanem sodnym v kyselém prostiedi (Rov. 1).[3]

R R, 0
H' \ /
NH + NaNO, —— N—N
/
R, Ry

Rovnice 1: Obecné schéma vzniku N-nitrosaminu v kyselém prostiedi

N-nitrosaminy mohou ze sekundarnich amint vznikat nejen reakci s dusitanem sodnym,
ale 1 s jinymi nitrosacnimi €inidly, k nimZ patii naptiklad nitrosyl fluorborat, tetraoxid dusny
nebo oxid dusny v kyselém prostiedi. [3] Syntéza N-nitrosaminii mize byt vyrazné urychlena

reakénimi podminkami jako je naptiklad nizké pH nebo vysoka teplota. [2]
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Ackoliv je pro vznik N-nitrosamind typické kyselé prostfedi, nitroprusid sodny

je schopny aminy nitrosovat i v podminkach vodného alkalického prostiedi (Rov. 2).[3]

R o)
1
OH- \ /
_NH 4 Na[Fe(CN)NO] ———> N—N
R1 R2 HzO /
R2

Rovnice 2: Tvorba N-nitrosaminu v alkalickém prostfedi

1.2 Toxikologické vlastnosti N-nitrosaminii

V dostupné literatute je v souvislosti s kontaminaci 1€¢iv zminéno celkem 10 struktur

N-nitrosamind, které vykazuji vysoky mutagenni potencial (Obr. 2).[4]

H;C
. H;C CH H;C
H3C\N/N\O 3 \/Nﬁ 3 3 ¥N/CH3 H3C>ﬂN%CH3
CH; N=0 N-0 H;C N-O
N-nitrosodimethylamin N-nitrosodiethylamin N-nitrosoethylmethylamin ~ N-nitrosodiisopropylamin
NDMA NDEA NMEA NDIPA

CH, 0, ;

(6]
CH,4 \L N-N //
H-,C — —N

N = O N : O
N-nitrosodi-n-propylamin  N-nitrosodi-n-butylamin N-nitrosodifenylamin N-nitrosopyrrolidin
NDPA NDBA NDPhA NPYR
o™
N\N¢O (_NN=0

N-nitrosomorfolin
NMOR

N-nitrosopiperidin
NPIP

Obrazek 2: N-nitrosaminy s mutagennim potencidlem

Mutagenni a karcinogenni U¢inky vySe zminénych N-nitrosamind byly prokazany
laboratorn¢ v ramci dlouhodobych testli karcinogenity a mutagenity na zvitatech. [4]
Je vSak dullezit¢é poznamenat, Ze ne vSechny N-nitrosaminy jsou mutagenni nebo

karcinogenni. V databazich Vitic a Lhasa jsou shromazdény tidaje o vysledcich reverznich
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testl mutagenity (napi. Amesuv test) a o vysledcich dlouhodobych (celozivotnich) testd
karcinogeneze na hlodavcich. V téchto databazich se mimo jiné nachazi i udaje o genotoxicité
a karcinogenezi 228 zastupct N-nitrosamind s nizkou molekulovou hmotnosti v 18 % ptipadi

1ze ptislusné vysledky povazovat za negativni. [5][6]

Rada N-nitrosaminii patii mezi tzv. nepfimé genotoxické karcinogeny. Tyto latky
reaguji s dusikatymi bazemi DNA a zpusobuji tak vznik mutaci, které jsou schopny vyvolat
nadorové bujeni. Stejné jako ostatni nepifimé genotoxické karcinogeny, ani N-nitrosaminy
nejsou schopné piimo reagovat s dusikatymi bazemi DNA. Pro reakci N-nitrosaminil
s dusikatymi bazemi DNA musi nejprve probéhnout tzv. metabolicka aktivace, ktera je obvykle

katalyzovana jednim z izoenzymii ze skupiny cytochrom P-450. (Obr. 3). [7][8]

O (0N .
\ITI P450 \ITI o oxidace 0 oxidace
—_— _— —_— e CO
e ScH AN 1o Hon ?
3 3 H3C
NDMA a-hydroxyNDMA Formaldehyd Kyselina mravenci Oxid uhli¢ity

N-nitrosodimethylamin

N OH DNA
e X | T |:H3C—NJEN} ™ DNAadukt
3
Methyldiazohydroxid Methyldiazoniovy iont
l H,0
MeOH

methanol

Obrazek 3: Priklad metabolické aktivace N-nitrosdimethylaminu
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2 Hlavni zdroje N-nitrosamint v lé¢ivech

Ke kontaminaci aktivni farmaceutické ingredience (active pharmaceutical
ingredience-API) nebo findlniho 1ékového produktu miize dojit v kazdé jednotlivé fazi vyroby.
Prvni potencialni riziko nechténého vzniku N-nitrosaminti souvisi se samotnou syntézou API.
Ptic¢inou vyskytu N-nitrosaminli v API mtze byt naptiklad pouziti kontaminovanych vychozich
surovin n¢kterym z prekurzort N-nitrosamint, pfitomnost N-nitrosamind v nékteré ze surovin,

degradace nékteré¢ z pouzitych latek apod. [9]

Riziko vzniku N-nitrosamintl existuje také béhem ptipravy finalni Iékové formy. V této
fazi procesu je potieba dbat zvySené opatrnosti pii manipulaci s jednotlivymi latkami
a dodrzovat normy tak, aby se piedeSlo kiizové kontaminaci ¢i degradaci IéCiva.
K samovolnému vzniku N-nitrosamini mohou pfispét napiiklad nevyhovujici skladovaci
podminky, pouziti nevhodnych materiala a barviv pfi baleni findlniho 1é¢ivého produktu apod.

[10]
2.1 Rozpoustédla

Vyroba farmaceutickych produkti patii z pohledu spotieby organickych rozpoustédel
a pomocnych 1é¢ivych latek, ale i pfi formovani findlniho 1ékového produktu. Rozpoustédla,
kterd se pouzivaji ve farmaceutickém primyslu velmi casto vykazuji karcinogenni
nebo genotoxické ucinky, ale zaroven nevykazuji zadny terapeuticky uc€inek. Zejména téchto
toxikologickych divodid se vyrobci snazi minimalizovat pocet a mnozstvi rozpoustédel

pouzivanych pti vyrobé API a 1ékovych produktt. [11]

V nékterych ptipadech neni mozné pouzitd rozpoustédla z findlniho produktu zcela
odstranit a jejich zbytkova mnozstvi pak mohou pfispét ke vzniku N-nitrosaminti. [ 10] Limitni
hodnoty zbytkovych koncentraci rozpoustédel jsou uvadény v ptislusnych Iékopisech
s odkazem na stanovisko Mezindrodni rady pro harmonizaci technickych pozadavki
na humanni léCivé piipravky (International Council for Harmonization of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use-ICH). [12] Tab. 1 obsahuje vycet
konkrétnich rozpoustédel a ¢inidel, ktera jsou pouzivana ve farmaceutickém primyslu a mohou
tedy pfispivat k tvorbé N-nitrosaminti v API a v 1é¢ivych produktech. [10] Tab. 1 byla doplnéna
o informace tykajici se povolenych zbytkovych koncentraci rozpoustédel a hodnot povolené

denni expozice PDE (Permitted daily exposure) pro jednotliva rozpoustédla, kterd byla zminéna

17



v ramci smérnice (ICH Q3C(R6)). PDE je definovano ve zminéné smérnici (ICH Q3C(R6))
jako maximalni piijatelny denni ptijem zbytkového rozpoustédla ve farmaceutickém produktu.
[13] Tato doplitujici data poskytuji vyznamné informace o bezpe¢ném a pfijatelném pouZzivani

téchto rozpoustédel.

Tabulka 1: Piehled rozpoustédel (Cinidel) ptispivajicich ke vzniku konkrétnich N-nitrosamint

Rozpoustédlo nebo Potencialni PDE Povolena
Cinidlo N-nitrosaminovy kontaminant (mg/den) kzll:zzl;::fce
(ppm)
Dimethylformamid N-nitrosodimethylamin 8,8 880
(DMF) (NDMA)
N, N—dimethylacetamid N-nitrosodimethylamin 10,9 1090
(NDMA)
Triethylamin N-nitrosodiethylamin 62,5 6250
(TEA) (NDEA)
Tributylamin/ N-nitrosodi-n-butylamin
Dibutylamin (NDBA)
N-methyl-2-pyrrolidon ~ N-nitroso-N-methyl-4-aminomaselna 5,3 530
(NMP) kyselina
(NMBA)
Diisopropylethylamin N-nitrosodiisopropylamin
(DIPEA) (DIPNA)
N, N-dimethylanilin N-Nitrosomethylfenylamin
(NMPA)

S ohledem na finan¢ni ekologické ale i ekologické aspekty je béZnou praxi pouZzivani
recyklovanych rozpoustédel. [14] V piipad€, Zze jsou recyklovana rozpoustédla doddvana
externim dodavatelem je potfeba vzit v ivahu, Ze nékteti dodavatelé nemusi zcela dodrzovat
spravnou vyrobni praxi a nemusi chéapat duasledky pfitomnosti stopovych mnozstvi
kontaminant v recyklovanych rozpoustédlech. Rozpoustédla mohou piimo nebo

prostiednictvim svych degradacnich produktt vést k tvorbé N-nitrosamind. [10]
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2.2 Dusitany ve vodé

Voda ma kli¢ovou roli ve farmaceutickém primyslu, nebot’ je nejen dulezitou, ale také
nezbytnou surovinou a také nedilnou soucasti vétSiny farmaceutickych procest a produkta.
Voda miiZze byt vyuzivana pii samotné syntéze API nebo findlniho Iékového produktu jako
rozpoustédlo, pomocna latka nebo jako Cistici ¢i oplachovy prostfedek na pouzité nastroje
a zafizeni atd. [15] Pouzivani dusikatych hnojiv, pesticidli a herbicidd mize zpisobit
pfitomnost dusitant v povrchové 1 v podzemni vodé. Koncentrace dusitanti ve vod¢ zavisi
na urovni jeji Cistoty. [10] Dle stupné Cistoty je mozné vodu rozd¢lit do ti kategorii: pitna voda,
precisténa a voda do injekénich stiikacek. Minimalnim standardem pro vyrobu API je pitna
voda, kde obsah dusitani nepfesahuje limit 3mg/l. Ve finalni fazi vyroby API je nutné
jiz pracovat pouze s vodu o vysSim stupni Cistoty. [15] Obsah dusitanti ve vod¢ o vysSim stupni

Cistoty je podstatné niz$i nez 0,01 mg/1.[16]

N-nitrosaminy mohou vznikat také jako vedlej$i produkty dezinfekéniho procesu pitné

vody tzv. chloraminace. [17]

2.3 Skladovaci podminky a obalové materialy

Materidly pouzivané na vyrobu blistrl, zejména krycich folii, které obsahuji
nitrocelulézu predstavuji jedno zdalSich rizik vzniku kontaminace N-nitrosaminy.
Kromeé tiskafskych barev se nitrocelul6za vyskytuje i v lacich uréenych k potisku hlinikovych
folii. K vytvofeni dostatecné tésného spoje mezi zakladaci a kryci folii v ramci blistrovacich
procesti je potieba pracovat za velmi vysokych teplot, které mohou dosahovat az 250 °C. [18]
Pii takto vysokych teplotich miize dojit k tepelnému rozkladu nitrocelulézy, coz vede
k uvolnéni kyseliny dusi¢né a oxidu dusicitého. Tyto latky mohou pfi styku s ptitomnou vodou
dale reagovat za vzniku kyseliny dusité. Kyselina dusitd pak mize zplsobit nitrosaci amint,
které jsou napftiklad soucasti inkoustu ur¢enému k potisku krycich folii. V pribéhu operaci
souvisejicich s tvorbou puchyi a zatavovani findlniho lékového produktu se vzniklé
N-nitrosaminy mohou odpatovat z kryci folie a nasledné¢ kondenzovat na povrchu lékového

produktu, ktery je uloZen v pfilehlé duting blistru. [18][19]
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3 NejvyznamnéjsSi N-nitrosaminy detekované v 1éCivech

V poslednich letech byl zaznamenan prudky ndrast pozitivnich néalezi nadlimitnich
koncentraci kontaminantt ze skupiny N-nitrosaminll v lé¢ivech. K nej¢astéji identifikovanym
kontaminantim lé¢iv patii N-nitrosodimethylamin (NDMA) a N-nitrosodiethylamin (NDEA).
Uvedené N-nitrosaminy byly detekovany v né€kolika typech 1é¢iv ze skupiny sartanii, dale
v lé¢ivech na bazi Ranitidinu, Nizatidinu nebo Metforminu. [20][21] V [éCivu Vareniklin,
proddvanym pod obchodnim nazvem Champix, byl objeven kontaminant v podobé
N-nitroso-vareniklinu (z divodu malému mnozstvi dat, nebude Vareniklin v dalSich kapitolach

této prace zminovan). [22]
3.1 NDMA

NDMA je t¢kavy N-nitrosamin, ktery vznika z celé fady prekurzorti. Bézn¢ se vyskytuje
v jednotlivych slozkach zivotniho prostfedi. Pro vétSinu lidi je nejvyznamnéjSim zdrojem
expozice NDMA jeho endogenni produkce z prekurzori, které se ptirozené vyskytuji v téle
nebo ve stravé. Mezi vnéjsi zdroje expozice NDMA patii potraviny, sladové napoje, voda,
cigaretovy kouf a v mensi mife pryZové vyrobky, toaletni a kosmetické produkty. Nékteti lidé

mohli byt vystaveni expozici NDMA prostiednictvim uzivani kontaminovanych 1é¢iv.[23]

NDMA byl Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (The International Agency
for Research on Cancer-IARC) v ramci klasifika¢niho systému zafazen do skupiny 2A-jedna
se tedy o pravdépodobny lidsky karcinogen.[24] Tato skupina zahrnuje latky, pro které jsou
dostupné dostate¢né kvalitni data o jejich karcinogennich ucincich, ziskand v rdmci testd
na laboratornich zvitatech, ale chybi dostatecné kvalitni data
z epidemiologickych studii. [25] Expozice NDMA vyvolala u laboratornich zvifat zvySeny
vyskyt zhoubnych nédort jater, plic, ledvin, traviciho traktu, mocového méchyie a dale vznik

leukémie a mnohocetného myelomu. [23] [26]

V ptipadé genotoxickych karcinogent, mezi které patii i NDMA, nelze stanovit piesny prah
ucinku. Pro potfeby regulace zdravotnich rizik je pak za pfipustnou povazovéana takova mira
kontaminace danou latkou, ktera teoreticky vyvola navic maximaln€¢ jeden nador
na 100 000 exponovanych pacientli oproti pfirozenému pozadi. Maximalni denni piijem
kontaminujici latky, ktery =zajisti dosazeni vySe zminéné turovné zdravotniho rizika
je v dokumentech pfislusnych lékovych agentur (Americky ufad pro kontrolu potravin

a léciv-FDA a Evropska lékova agentura-EMA) oznaCovan jako akceptovatelny piijem

20



(acceptable intake — AI). Hodnotu Al 1ze vypocitat s vyuzitim riznych typi vstupnich dat (point
of departure — POD), nejcastéji je vSak vyuzivana hodnota TDso (median toxic dose-tedy davka,
kterd v ramci dlouhodobého in-vivo testu karcinogeneze vyvold vznik zhoubného nadoru
u 50 % laboratornich zvifat). Uvedena davka teoreticky odpovidd riziku vzniku nadoru
na arovni 1:2, davku odpovidajici riziku na arovni 1:100 000 je pak z této hodnoty mozné ziskat
prostou linearni extrapolaci —tedy TDsox2/100 000. Pro ziskani vysledné hodnoty Al dané latky
pro 50kg pacienta je nutné ptislusnou davku odpovidajici riziku na Grovni 1:100 000 v mg/kg

vynasobit 50. [25]
Vysledny vztah pro vypocet Al pro 50 kg pacienta odpovida Rov. 3.

. TDSOXZXSO . TDSO
~ 100000 1000

[mg/den]
Rovnice 3: Vypocet akceptovatelného piijmu pro genotoxicky karcinogen

Pro NDMA je v dokumentech FDA a EMA uvadéna hodnota Al = 0.096 pg/den. [27]
[28]

3.2 NDEA

NDEA je svétle zlutd kapalina, ktera je rozpustnd ve vod¢, alkoholu, lipidech, etheru
a dalSich organickych rozpoustédlech. NDEA je nestabilni v kyselém prostfedi a snadno
podléha fotolyze. Pii tepelném rozkladu NDEA se uvoliuji toxické pary oxidi dusiku. [29]
NDEA se pouzivd jako piisada do benzinu a maziv, antioxidant a stabilizator
pro primyslové materidly. [30] Pfitomnost NDEA byla prokazana naptiklad v tabdkovém

koufi, masnych vyrobcich a whisky. [31]

Podle IARC je NDEA klasifikovan jako karcinogen skupiny 2A. [24] Tato klasifikace
byla u¢inéna na zéklad€ pozitivnich vysledkii dlouhodobych testi karcinogenity na zvifatech,
jelikoz udaje z kvalitnich epidemiologickych studii dosud nejsou dostupné. Expozice NDEA
vyvolala u laboratornich zvitat zvySeny vyskyt zhoubnych nddori jicnu, jater a pfi vysokych
déavkach i ledvin. Dalsi zdroje uvadi vznik nddorovych onemocnéni kiize, nosni dutiny i organi
dychaci soustavy. [29] Hodnota Al pro NDEA uvedend v dokumentech FDA a EMA
7€ 0.0265 pg NDEA/den. [27][28]
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4 Priklady lé¢iv kontaminovanych N-nitrosaminy

V Tab. 2 jsou shrnuty informace o vyskytu a mnozstvi jednotlivych N-nitrosamint
v konkrétnich 1é¢ivech-aktualni ke dni 18. 11. 2021 [32]. V Tab. 2 jsou uvedeny individudlni
koncentrace N-nitrosamini nalezenych v pfislusnych lécivech, odpovidajici hodnoty denniho
pfijmu pfi maximalni terapeutické davce 1éciva (DI pii MTD) a hodnoty Al pro dané

N-nitrosaminy.

Dale je v Tab. 2 zaznamenana hodnota indexu risk characterisation ratio (RCR), ktery
charakterizuje zdravotni riziko spojené s pifijmem daného N-nitrosaminu a je vypocten

podle Rov. 4.

DI p¥i MTD

RCR =
Al

Rovnice 4: Vypocet indexu charakterizujiciho zdravotni riziko (RCR)

Jestlize je vyslednd hodnota RCR < 1, znamena to, Ze piislusné zdravotni riziko
je zanedbatelné a nevyZzaduje zvySenou pozornost ¢i zavedeni preventivnich opatfeni. Naopak
hodnota RCR >1 upozorfiuje na zvysSena zdravotni rizika, ktera vyZzaduji patficnou pozornost
a pfijeti preventivnich opatfeni k jejimu sniZeni. [33]

Kontaminace N-nitrosaminy byla zji$téna u 1é¢iv z nasledujicich 1ékovych skupin: (i)
blokatory receptoru angiotenzinu II, (ii) antagonisté receptoru histaminu-2, (iii) antidiabetika

a (iv) antibakteridlni 1éCiva.
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Lécivo

Valsartan
160 mg
(1,1)[28]
Valsartan
320mg

(1,1)[28]

Irbesartan
(1,1)[28]
Losartan
(1,1)[28]

Ranitidin
75mg
(2,11, )[20]
Ranitidin
150mg
(2,11, )[20]
Ranitidin
300mg
(2,11, )[20]
Nizatidin
150mg
(2,11, )[20]
Nizatidin
300mg
(2,11, )[20]

N-nitrosamin

NDMA
NDEA

NDMA
NDEA
NMBA

NDMA
NDEA
NDMA
NDEA
NMBA
NDMA

NDMA

NDMA

NDMA

NDMA

Al

(ng/den)

0,096
0,0265

0,096
0,0265
0,0265

0,096
0,0265
0,096
0,0265

0,0265
0,096

0,096

0,096

0,096

0,096

Tabulka 2: Piehled 1é¢iv kontaminovanych N-nitrosaminy

Piijem
N-nitrosamint
z jedné tablety

(ng/tableta)

0,45
1,31

<LOD-20,19
<LOD-1,22
>LOD - <LOQ

>LOD- <LOQ
>LOD - <LOQ
>LOD - <LOQ
>LOD - <LOQ
>LOD - <LOQ
0,01-0,04

0,01-0,36

0,01-0,86

0,01-0,02

0,01-0,03
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Denni pfijem

(DD

N-nitrosaminu

pfi MTD

(ng/den)
0,9
2,62

<20,19
<1,22

0,04-0,16

0,02-0,72

0,01-0,86

0,02-0,04

0,01-0,03

RCR

9,4
98,9

<210,3
<46,0

0,4-1,7

0,2-7,5

0,1-9,0

0,2-0,4

0,1-0,3



Lécivo N-nitrosamin Al Prijem Denni piijem RCR
. - ()
(ng/den) N-nitrosamini
N-nitrosamint

z jedné tablety pii MTD

(ng/tableta) (ng/den)

Ranitidin NDMA 0,096 0,01-0,04 0,04-0,16 0,4-1,7
75mg

(2, i1, )[20]

Ranitidin NDMA 0,096 0,01-0,36 0,02-0,72 0,2-7,5
150mg

(2, i1, )[20]

Ranitidin NDMA 0,096 0,01-0,86 0,01-0,86 0,1-9,0
300mg

(2, i1, )[20]

Nizatidin NDMA 0,096 0,01-0,02 0,02-0,04 0,2-0,4
150mg

(2, 11, )[20]

Nizatidin NDMA 0,096 0,01-0,03 0,01-0,03 0,1-0,3
300mg

(2, i1, )[20]

Metformin NDMA 0,096 <LOD-0,19 <0,76 <7,9
500mg, s

prodlouzenou
dobou
uvoliovani

(3, iii) [34]
Metformin NDMA 0,096 0,01-0,08 0,026-0,21 0,3-2,2
750mg,
s
prodlouzenou

dobou
uvoliovani

(3, i) [34]
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Lécivo

Metformin
1000mg,

]
prodlouzenou

dobou
uvoliovani

(3, iii) [34]

Metformin
500mg,

okamzité
uvolnovani
(3, 1ii) [34]

Metformin
850mg,

okamzité
uvolnovani
(3, 1i1) [34]

Metformin
1000mg,

okamzité
uvolnovani

(3, iii) [34]
Pioglitazon
HCI
(3.-)[35]
Rifampin
150mg
(4, 1v) [36]
Rifampin
300mg
(4, 1v) [36]

N-nitrosamin Al Piijem Denni pFijem
(ng/den) N-nitrosamint (D1)
z jedné tablety N-nitrosamint
(ng/tableta) pri MTD
(ng/den)
NDMA 0,096 <LOD-0,01 <0,02
NDMA 0,096 <LOD
NDMA 0,096 <LOD-0,01 <LOD-0,024
NDMA 0,096 <LOD
NDMA 0,096 >LOD -
<LOQ
MNP 0,0265 0,23-0,52 0,92-2,08
MNP 0,0265 0,39-0,96 0,78-1,92
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RCR

<0,2

<0,25

34,7-78,5

29,4-72.4



Lécivo N-nitrosamin Al PFijem Denni pfijem RCR

(ug/den) N-nitrosamini (D)
z jedné tablety N-nitrosamini
(ng/tableta) pri MTD
(ng/den)
Rifampin MNP 0,0265 0,48-1,51 0,48-1,51 18,1-57,0
600mg
(injekce)
(4, 1v) [36]
Rifapentin CPNP 1,22-2,13 4,88-8,52
150mg
(4, 1v) [36]

Zdroje N-nitrosaminu: 1- rozpoustédla, 2- skladovaci podminky, 3- pravdépodobné pomocné latky ,4—postup syntézy AP

LOD — limita detekce pouZité metody;, LOQ-limita kvantifikace pouZité metody

V prvni ¢asti Tab. 2 jsou hromadné shrnuty piipady N-nitrosaminti detekovanych
v 1é¢ivech ze skupiny sartantl, jmenovité ve Valsartanu, Losartanu a Irbesartanu. Léciva z této
Iékové skupiny jsou predepisovana pacientim ke snizeni vysokého krevniho tlaku.
Jedna se o takzvané blokatory receptoru angiotenzinu II. [28] VSechna vySe zminéna 1é¢iva
ze skupiny sartanti obsahuji ve své struktufe spole¢ny charakteristicky strukturni prvek, kterym
je tetrazolovy kruh. Rov. 5 zobrazuje jeden z moznych zplsobl zavedeni tetrazolového kruhu

do struktury Valsartanu. [37]

CHs CH,
|
o_ _O
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Rovnice 5: Zavedeni tetrazolového kruhu do struktury Valsartanu

Bylo zjisténo, Ze pti syntéze API Valsartanu doslo ke vzniku NDMA v diisledku pouziti
nevhodné zvoleného rozpoustédla dimethylformamidu (DMF) v kombinaci s dal$imi latkami

pouzitymi pfi této syntéze API. Kontaminant ve formé¢ NDMA vznikl reakci dusitanu sodného
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s molekulami dimethylaminu v kyselém prostiedi (Rov. 6). Bylo zjiSténo, ze dimethylamin
se v syntéze této API vyskytl jako kontaminant rozpoustédla DMF. [38] Syntéza tetrazolového
kruhu sartanti neptedstavuje jediny zdroj kontaminace. N-nitrosaminové kontaminanty mohly
vzniknout také interakcemi s jinymi excipienty nebo obalovymi materidly (viz kapitola 2.3).

[39]

w IO /N\
_CH; , N
NH

. HC 0

NaNO,
CH;
Rovnice 6: Vznik NDMA pfi syntéze sartanii

Mnozstvi NDMA, kterd byla nalezena v jednotlivych tabletach 1é¢iv ze skupiny sartani
se pohybovala v rozmezi od <LOD do 20,19 pg. Nejvyssi miru kontaminace vykazovalo 1é¢ivo
Valsartan 320mg/HCTZ 25mg spoleCnosti Prinston Pharmaceutical (rok nalezu: 2019).
V tomto ptipad¢ byl pacient pii MTD exponovan az 20,19 pg. NDMA/den. [28] Vypoctena
hodnota RCR = 210 signalizuje, ze uzivani takto kontaminovaného 1é¢iva predstavuje opravdu

zavazné zdravotni riziko.

Nejvétsi koncentrace NDEA byla nalezena v Sarzich Valsartanu 160mg od spolecnosti
Torrent Pharmaceuticals. V nejhor§im zaznamenaném piipadé odpovidala expozice NDEA
pfi MTD 1,22 pg. NDEA/den. [28] V tomto piipad¢ byla stanovena hodnota RCR = 99.

Takto vysoka hodnota také vede k opodstatnénym obavam ohledné zdravi pacientt.

V druhé c¢asti Tab. 2 jsou shrnuty dostupné informace o kontaminaci léCiv,
které obsahuji API Ranitidin nebo Nizatidin. Léciva obsahujici tyto API jsou podavéana
pacientim, u nichz je pottebné docilit snizeni produkce ZaludeCnich kyselin. Tento stav
je zadouci zejména pii 1écbé peptickych viedl, gastroezofagedlniho refluxu a Zollinger-
Ellisonova syndromu. [40] Soucasti struktury Ranitidinu je nitro skupina, ale zaroven

1 sekundérni a tercialni aminova skupina. [41]

V 1éc¢ivech této 1€kové skupiny byl nalezen pouze NDMA. V piipad¢ Ranitidinu dosud
nebyly uréeny pfesné piiCiny ani pfesny mechanismus vzniku N-nitrosaminové kontaminace.
I pfes tuto skutecnost, bylo zjiSténo, Ze Ranitidin vykazuje vysokou miru nestability,
a to predevSim pti zvySenych teplotich. [42] NDMA se v Ranitidinu zformoval vlivem

nestabilnich teplotnich podminek, ke kterym mohlo dojit béhem skladovéani, manipulace ¢i
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procesu distribuce. Experimentalné bylo zjiSténo, ze hladiny NDMA se u nékterych 1éciv

na bazi Ranitidinu zvySovaly i pfi pokojové teploté (25 °C). [41]

Vitéto  skupiné  1éCiv bylo  nejvétsi  mnozstvi  NDMA  nalezeno
v Sarzich Rx Ranitidinu 300mg spolecnosti Novitium. Prostfednistvim tohoto l1é¢iva byl pacient
pii MTD vystaven expozici NDMA ve vysi 0,86 pg/den (rok nalezu: 2019). [20] Ziskana
hodnota RCR = 9 byla podstatn¢ mensi, nez tomu bylo v pfipadé RCR pro NDMA
ve Valsartanu, pfesto je vSak tato hodnota vétSi nez 1. Také v tomto pfipadé tedy mulze
kontaminace lé¢iva danym N-nitrosaminem piedstavovat urCité nezanedbatelné zdravotni

riziko.

Tteti cast Tab. 2 je vénovana lé¢iviim na bazi Metforminu, které jsou urceny ke snizeni
hladiny glukézy v krvi. V Ié€ivech obsahujicich API Metformin byl identifikovan pouze jediny
zastupce N-nitrosamind a tim byl NDMA. [33] Z vysledki Setfeni vyplyva, Ze syntéza API
Metforminu neni primarnim zdrojem kontaminace. Piesné pfic¢ina vzniku je stale pfedmétem

vyzkumu. [43]

Nejvétsi mnozstvi NDMA bylo nalezeno v Rx Metforminu 500mg s prodlouzenou dobou
uvoliiovani od spole¢nosti Amneal (rok nalezu: 2020). [34] V pfipad¢ nejvySsi miry
kontaminace  tohoto  léCiva  mize byt pacient pii  MTD  exponovan
az 0,76 pg NDMA/den. V tomto pfipadé€ je vypoctena hodnota RCR=8, coz je srovnatelné
s hodnotu RCR vypoctenou pro Ranitidin.

Posledni c¢ast Tab. 2 se zabyva 1éCivy Rifampin a  Rifapentin,
coz jsou antibakteridlni pfipravky pouzivané k 1é¢bé tuberkul6zy. Rifampin lze navic pouzit
k 1é¢bé nebo prevenci jinych vaznych infekci. MTD téchto 1é¢iv je 600mg/den. Rifampin byl
kontaminovan 1-methyl-4-nitrosopiperazinem (MNP). V ptipadé 1éCiv z této 1ékové skupiny
byla nejvyssi mira kontaminace zaznamenana u Rx Rifampinu 150 mg spolecnosti Akorn.
V piipadé¢ uzivani zminéného lé¢iva na Urovni MTD mohl byt denni piijjem MNP
az 2,08 ug MNP/den (rok nalezu: 2021).[36] V tomto ptipad¢ dosahuje hodnota RCR=79
a tudiz i zde existuje realné riziko, Ze v disledku uzivani takto kontaminovaného 1é¢iva mize

dojit ohroZeni zdravi pacienta.

Lécivy ptipravek Rx Rifapentin 150mg spolecnosti Sanofi také patii mezi 1é¢iva
kontaminovana N-nitrosaminy. V pfipadé uzivani MTD tohoto 1éCiva, znejvice
kontaminovaného baleni mohl denni pfijem 1-cyklopentyl-4-nitrosopiperazinu (CPNP)

dosahovat az 8,52 ug CPNP/den (rok nalezu: 2021). [36] V hotovém léCivu byla namétena
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koncentrace CPNP vyssi nez jeho koncentrace v API, coz ukazuje na kontaminaci v prubc¢hu

pfipravy ¢i baleni findlniho 1é¢iva. [44]

Po vyhodnoceni hodnot RCR v Tab.2 bylo zjiSténo, Ze 1éCiva ze skupiny sartani
vykazovala jednoznacné nejvyssi hodnoty RCR. Velmi vysoké hodnoty RCR byly také
nalezeny pro léciva ze skupiny antibakteridlnich 1é¢iv. V téchto ptipadech pacientim hrozi
opravdu zavaznd zdravotni rizika v disledku uzivani takto kontaminovanych [éCiv,

jelikoz nalezené hodnoty RCR jsou extrémné vysoké.

Hodnoty RCR pro 1éciva zlékové  skupiny  antagonisti  receptoru
histaminu-2 a antidiabetik si byly vzajemné velmi podobné a byly o nékolik tadi nizsi
nez v predchozich piipadech. I pfes tuto skute¢nost jsou nejvyssi nalezené hodnoty RCR
v téchto 1ékovych skupinach 1é¢iv vyssi nez 1, coz poukazuje na urcitd zdravotni rizika.
V téchto pripadech by bylo vhodné ucinit ochranna opatfeni, kterd by vedla k minimalizaci
N-nitrosaminového kontaminantu v lé¢ivu ¢imz by byla nasledné zvySena ochrana zdravi

pacienta.

29



5 N-nitrosaminy v potravinach

Za vyznamné zdroje N-nitrosaminil v ramci neprofesionalni expozice jsou povazovany
potraviny. N-nitrosaminové kontaminanty se vyskytuji v Siroké skale potravin. V potravinach
mohou tyto karcinogeny vznikat jak béhem procesu vyroby, tak i béhem nasledné piipravy
jednotlivych potravin nebo také v disledku nespravného skladovani ¢i pouziti nevhodnych
obalovych materidlti. N-nitrosaminy se v potravinach tvofi ptfedev§im béhem procest suseni,
uzeni, anebo nakladani neboli konzervovani pomoci dusitani nebo dusi¢nantl. Ztejmy vliv
na vznik N-nitrosamini mé pouzivani dusikatych hnojiv, pesticidi a herbicidl

(viz kapitola 2.2). [45]

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (European food safety authority-EFSA)
je poveéfenym organem Evropské wunie (EU), ktery je zodpovédny za sledovani
a charakterizovani rizik souvisejicich s bezpec¢nosti potravin. Jeho ukolem je shromazd’ovat
a analyzovat data o potravinach na trovni EU. EFSA rovnéz intenzivné spolupracuje s ostatnimi
organy EU, ndrodnimi ufady ¢lenskych statli a védeckymi experty na danou problematiku.[46]
Statni zeméd¢lska a potravindiskd inspekce je zodpovédna za kontrolu jakosti veskerych

zemé&délskych potravin a produkti v eské republice. [47]

5.1 Hodnoceni kontaminace potravin N-nitrosaminy v zemich EU

Z databaze EFSA Comprehensive European Food Consumption Database (CEFCD)
byly shromazdény informace o individudlni spotfebé potravin v jednotlivych zemich EU,
s cilem odhadnout piijem N-nitrosaminti prostiednictvim potravin. Databaze CEFCD obsahuje
narodni data o spotfebé potravin, kterd byla ziskdna prostiednictvim opakovanych
24hodinovych, 48hodinovych, 3dennich nebo 7dennich zaznami o stravovani. Data obsazena
v této databazi poskytuji komplexni informace o spotfebé jednotlivych typt potravin v ramci
jednotlivych vékovych kohort evropské populace véetné kojenct, batolat, déti, dospélych,

seniord a seniord nad 75 let. [48]

Ziskana data o denni spotiebé jednotlivych potravin byla klasifikovana podle kategorii
definovanych v systému FoodEx2. Systém FoodEx2 je komplexni systém klasifikace a popisu
potravin vyvinuty a spravovany ufadem EFSA. Tento systém md hierarchickou strukturu
a kazda potravina v ném muze byt zafazena do jedné z 21 hlavnich kategorii. Ze znalosti

pramérné spotieby jednotlivych kategorii potravin a znalosti obvyklé Grovné kontaminace
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téchto potravin vramci jednotlivych kategorii lze ucinit odhad alimentarni expozice

N-nitrosamintim.[48]

Srovndme-li takto zjiSténou Urovenl expozice s hodnotami akceptovatelného piijmu
(AI), mlUzeme  podobné¢  jako  vpfipad¢  1é¢iv  ziskat  hodnoty = RCR
a odhadnout tak Uroven zdravotniho rizika spojené¢ho s kontaminaci potravin N-nitrosaminy.
Pouzitim hodnot AI urenych pro N-nitrosaminy v lé¢ivech mé v pfipadé¢ kontaminantl
potravin tu nevyhodu, Ze je zanedban vliv slozek stravy na vsttebavani latek a pro vétSinu druhti
potravin tak dojde k ur¢itému nadhodnoceni zdravotniho rizika pfislusnych N-nitrosamind.
Na druhou stranu nam tento piistup umozni ziskat a porovnat hodnoty RCR v ptipadech,

kdy limitni hodnoty denniho pfijmu N-nitrosaminil z potravin nejsou jasn¢ definovany.
5.2 Zdroje dat o urovni kontaminace potravin N-nitrosaminy

Souhrnné udaje o Grovni kontaminace potravin N-nitrosaminy Ize nalézt v ptislusnych
dokumentech EFSA. Tato organizace pracovala zejména se dvéma niZze uvedenymi zdroji

informaci.
5.2.1 Udaje o kontaminaci potravin z databiaze EFSA

Prvnim zdrojem informaci jsou souhrnné vysledky kontrolnich méfent, které byly EFSA
poskytnuty inspekénimi orgény c¢tyf zemi EU. Jednalo se celkem o 2817 udaju,

které byly ziskany v letech 2003—-2021 v eské republice, Dansku, Mad’arsku a Némecku. [48]

V ramci provedenych méteni bylo identifikovano celkem 10 zastupcit N-nitrosamint
v potravinach zahrnutych do sedmi kategorii systému Foodex2. Méfeni zahrnovala potraviny
z nésledujicich kategorii systému Foodex2: alkoholické napoje; kava, kakao, ¢aj; ryby, motské
plody, obojzivelnici, plazi a bezobratli; obili a obilné produkty; maso a masné produkty; koteni,
omacky a jina dochucovadla; voda a napoje na bazi vody. Uvedené potravinové kategorie
obsahovaly osm genotoxickych a dva negenotoxické N —nitrosaminy. Z genotoxickych
N-nitrosamin byly v potravinach zachyceny nasledujici N-nitrosaminy: NDMA, NDEA,
N-nitrosoethylmethylamin (NMEA), N-nitrosodipropylamin (NDPA),
N-nitrosodi-n-butylamin (NDBA), N-nitrosomorfolin (NMOR), N-nitrosopiperidin (NPIP)
a N-nitrosodipyrrolidin (NPYR). Dalsi dva N-nitrosaminy identifikované v potravinach,
N-nitrosothiazolidin-4-karboxylova kyselina (NTCA) a N-nitroso-2-methyl-thiazolidin-4-
karboxylova kyselina (NMTCA), nebyly zahrnuty do dalSich uvah, nebot nepatii

mezi genotoxické N-nitrosaminy. [48]
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Ve vySe zminénych méfenich byl zaznamendn pomérné velky podil
tzv. zleva ofezanych dat (angl. left-censored data). Obecné to znamend, Ze pfesnou hodnotu

néjakého parametru nezname, ale bezpecné vime, Ze je nizsi nez urcita hrani¢ni hodnota. [48]
5.2.2 Udaje o kontaminaci potravin z odborné literatury

Udaje o kontaminaci potravin z databaze EFSA byly rozsiteny o dali data, ktera byla
ziskana z dukladné literarni reSerSe. Pro vybér dostatecné kvalitnich dat byla zvazena
relevantnost 239 védeckych praci vydanych mezi lety 1976-2021. Na zaklad¢ fady kritérii bylo
vybrano celkem 41 ¢lanktl (z let 1990-2021), které byly pouzity pro dalsi tivahy. Vybrané
publikace poskytly informace o 3976 analytickych vysledcich pochazejici z EU
a 27 analytickych vysledcich z oblasti mimo EU. Soubor analytickych vysledkli obsahoval
informace o celkem 13 N— nitrosaminech detekovanych v potravinach. [48] Z genotoxickych
N-nitrosamint bylo v potravindch identifikovano téchto 10 N-nitrosamini: NDMA, NDEA,
NDPA, NPIP, NPYR, N-nitroso-N-methylanilin (NMA), NDBA, NMOR, NMEA,
N-nitrososarkosin  (NSAR). Zbylé 3 N-nitrosaminy v podobé NTCA, NMTCA
a N-nitrosoprolin (NPRO) nejsou povazovany za genotoxické, a proto nebyly zohlednény

v dalSich uvahach.[48]
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6 Expozi¢ni scénare pro odhad prijmu N-nitrosaminii z potravin

EFSA ze ziskanych souborti informaci o zastoupeni jednotlivych kategorii potravin
v jidelnicku priimérného Evropana v daném vékovém rozmezi a ze znalosti o mife kontaminace
potravin u¢inila odhad denniho pfijmu N-nitrosaminti z potravin. EFSA vytvofila dva expozi¢ni
scénarfe, které zohlednovaly typické obsahy N-nitrosaminti v potravindch v nékteré
z téchto péti potravinovych kategorii systému Foodex2: alkoholické népoje; kava, kakao, ¢aj;
ryby, moftské plody, obojzivelnici, plazi a bezobratli; maso a masné produkty; kotfeni, omacky
a jina dochucovadla. Pro stanovani denniho pfijmu N-nitrosamind, spojené¢ho s konzumaci
potravin odpovidajicim jednomu z vySe uvedenych expozicnich scénait, byla pouZzita pouze

data o 10 N-nitrosaminech, kter¢ jsou klasifikovany jako karcinogeny.

V materialech EFSA jsou hodnoty denni dietdrni expozice kazdého z téchto
N- nitrosaminii uvedeny ve tfech urovnich — LB (lower bound), MB (medium bound) a UB
(upper bond) — tedy dolni hranice, stfedni uroven a horni hranice expozice. Tyto Urovné
zohlednuji extrémy v primarnich datech, a to jak zpohledu naméfenych koncentraci
N-nitrosamint v jednotlivych typech potravin, tak i z pohledu zastoupeni jednotlivych potravin
v ptislusnych spotiebnich kosich. Pro kazdou z téchto trovni (LB, MB, UB) je pro kazdy
z N-nitrosaminil tabelovana minimalni a maximalni hodnota (LBmin, LBmax, MBmin, MBmax
a UPmin, UPmax.). Tento zplsob prezentace je celkem obtizné pouzitelny pro porovnani
kontaminace potravin a 1é€iv. Z tohoto diivodu byly z uvedenych dat pro kazdou troven (LB,
MB, UB) vypo¢itany stiedni hodnoty denni expozice (X) a hranice 95 % intervalu spolehlivosti
(95 % CI).

Pro MB je v materidlech EFSA odhadnuta X kazdého z N-nitrosaminti a hodnota

95. percentilu! denniho pfijmu (P95) daného N-nitrosaminu.

V dalsich kapitolach této prace bude pracovano vyhradné se X, P95 a s jejich 95 % CI
pro odhadovanou MB pro dospélé jedince. V dal$im textu tedy budou uvedeny X a hodnoty
P95 a jejich 95 % CI pro odhadovanou MB ptislusnému
N-nitrosaminu v ramci diskutovaného expozi¢niho scénéie pro dospélého jedince. Zminéné
hodnoty byly ziskany pfepoctem zhodnot MBmin @ MBmax uvedenych v pfislusnych
dokumentech EFSA.

! Hodnota P95 piedstavuje hranici, pod niz se vyskytuje 95 % dat v daném souboru.
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Vedle urovné expozice jednotlivym N-nitrosamintim jsou v dokumentech EFSA rovnéz
uvedeny urovné celkové denni expozice pro vSechny uvazované N-nitrosaminy. Hodnoty
oznacené¢ zkratkou TCNAs (Total Carcinogenic N-nitrosamines) charakterizuji celkovou
urovenl expozice vSem detekovanym genotoxickym N-nitrosamintim, ziskanou prostym
sou¢tem dennich pfijmi jednotlivych analogi. TCNAs PF (Total Carcinogenic
N-nitrosamines — Potency Factor) piedstavuje tiroven celkového denniho piijmu N-nitrosaminti
zohlediujici rozdilnou ti¢innost jednotlivych analogt, k ¢emuz slouzi koeficient u¢innosti (PF).
PF ma pro nejvice genotoxické N-nitrosaminy (NDEA, NMEA, NDMA
a NMOR) hodnotu 1. Pro méné karcinogenni analogy (NDPA, NDBA, NMA, NPYR a NSAR)
byl PF stanoven pomérem hodnot BMDLjo?> (Benchmark dose level 10) a je roven 0,2.
(Rov. 7). TCNAs PF je tedy vypocitan jako vazeny soucet piijmi jednotlivych N-nitrosamint,

kde funkci vah zastavaly vySe zminéné koeficienty ucinnosti. [48]

BMDL,, vice genotoxickych N — nitrosamint

"~ BMDL,, méné genotoxickych N — nitrosaminii

F—0'01—016 0,2
T 0062 T

Rovnice 7: Vypocet koeficientu u¢innosti (PF)
6.1 Expozicni scénar 1 pro vékovou kategorii dospélych

V ramci expozi¢niho scénédie 1 bylo hodnoceni dietdrni expozice N-nitrosaminim
zalozeno na vSech 5 vySe zminénych kategoriich potravin systému FoodeEx2, s vyjimkou
vafeného nezpracovaného masa a ryb. Nasledujici Tab. 3 shrnuje vypoctené
X a 95 % CI pro MB jednotlivym N-nitrosaminiim pro dospé&lé jedince, ktefi jsou ve véku
od 18 do 65 let. Do vékové kategorie dospélych byly zatazeny i té¢hotné a kojici zeny. Primérné
hodnoty chronické dietarni expozice pro dospélé jedince jsou uvedeny v Tab. 3 a byly

vypocteny s pouzitim vysledkll pochdzejicich z 22 studii. [48]

2 BMDL o neboli Benchmark dose level 10 — spodni hranice 95 % intervalu spolehlivosti kfivky davka-

ucinek pro davku vyvolavajici nador u 10 % laboratornich zvifat v ramci in-vivo testu karcinogeneze
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Tabulka 3: Denni pfijem N-nitrosaminl z potravin expozi¢niho scénéfe 1

N-nitrosamin

NDMA

NMEA

NDEA

NDPA

NDBA

NMA

NSAR

NMOR

NPIP

NPYR

TCNAs

TCNAs PF

Z hodnot uvedenych v Tab. 3 je ziejmé, Ze nejvétsi piispévek na TCNAs stanovené
z pohledu X expoziéniho scéndie 1 maji nasledujici N-nitrosaminy: NSAR (18,35 %),
NDMA (16,51 %) a NDBA (15,60 %). Pokud by byla TCNAs vyjadien pomoci hodnot P95
je zfejmé, ze nejveétsi vliv na TCNAs budou mit nasledujici tfi analogy: NSAR s podilem 20,2
%, NDBA s podilem 16,96 % a NDMA s podilem 14,96 %. Nejvétsi podil na TCNAs PF mayji
tyto N-nitrosaminy: NDMA (31,6 % pro X a 29,3 % pro P95), NDEA (26,3 % pro X
a 25 % pro P95) a NMOR (15,8 % pro X a 19,5 % pro P95).

V piipadé expozicniho scénafe 1 je odhadovany TCNAs pfiblizné dvojnasobny

Denni pFijem N-nitrosamint z potravin expozi¢niho scénare 1

X
0,045
0,005
0,038
0,010
0,043

0,08
0,050
0,023
0,018
0,035
0,273

0,143

95 % CI

0,024 — 0,066

0,018 — 0,057
0,006 — 0,014
0,023 — 0,062
0,005 — 0,010
0,016-0,084
0,008-0,037
0,007 — 0,028
0,014 — 0,056
0,125 — 0,402

0,143 - 0,039

[ng/den]

P95
0,150
0,010
0,130
0,030
0,170
0,018
0,203
0,100
0,058
0,135
1,003

0,513

95 % CI
0,086 — 0,214
0,006 — 0,014
0,062 - 0,198
0,008 — 0,047

0,08 - 0,26
0,007-0,029
0,068-0,338
0,032-0,168
0,03-0,086

0,067-0,203
0,449-1,557

0,238-0,788

ve srovnani s TCNA PF (TCNAs/TCNAs PF = 1,91 pro X a 1,96 pro P95).
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6.2 Expozicni scénar 2 pouzity pro vékovou kategorii dospélych

V expozi¢nim scénafi 2 bylo hodnoceni dietdrni expozice N-nitrosaminiim zalozeno
na vSech vySe zminénych kategoriich potravin systému FoodeEx2 vcetné vareného
nezpracovaného masa a ryb. Nasledujici Tab. 4 shrnuje vypoctené X a 95 % CI pro MB
jednotlivymi N-nitrosaminy pro dospélé jedince ve veku od 18 do 65 let. Do vékové kategorie
dospélych byly zahrnuty i t¢hotné a kojici Zeny. Primérné hodnoty chronické dietarni expozice
pro dospélé jedince jsou uvedeny v tabulce a byly vypocteny s pouzitim vysledki pochazejicich

z 22 studii. [48]

Tabulka 4: Denni piijem N-nitrosaminll z potravin expozi¢niho scénéie 2

Denni piijem N-nitrosaminii z potravin expozi¢niho scénare 2

[ng/den]

N-nitrosamin X 95 % CI P95 95 % CI
NDMA 0,150 0,116-0,184 0,340 0,259-0,421
NMEA 0,08 0,006-0,010 0,020 0,016-0,024
NDEA 0,73 0,049-0,097 0,188 0,122-0,254
NDPA 0,28 0,022-0,034 0,063 0,048-0,078
NDBA 0,065 0,044-0,086 0,193 0,105-5281

NMA 0,018 0,012-0,024 0,043 0,032-0,54
NSAR 0,138 0,089-0,187 0,375 0,251-499
NMOR 0,023 0,008-0,038 0,103 0,037-0,169

NPIP 0,118 0,077-0,159 0,268 0,186-0,334
NPYR 0,713 0,579-0,847 1,835 1,236-0,347
TCNAs 1,330 0,997-1,663 3,425 2,292-4,558

TCNAs PF 0,47 0,342-0,594 1,205 0,804-1,606
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Z hodnot uvedenych v Tab. 4 je zfejmé, Ze nejvétsi podil na TCNAs, stanové z X
jednotlivych N-nitrosamint, maji nasledujici N-nitrosaminy: NPYR (53,46 %); NDMA (11,24
%) a NSAR (10,34 %). Pokud je TCNAs odhadnuta z P95, nejvétsi vliv maji pak nasledujici
tii analogy: a to NPYR z 53,53 %, NSAR z 10,94 % a NDMA z 9,92 %. Nejvétsi podil na
TCNAs PF maji tyto tii N-nitrosaminy: NDMA (31,91 % pro X a 28,22 % pro P95), NPYR
(30,35 % pro X a 30,46 % pro P95) a NDEA (15,53 % pro X a 15,56 % pro P95).

V ptipad¢ konzervativniho odhadu TCNAs z potravin z expozi¢niho scénafe 2 je tento
odhad pfiblizné tfikrat vys$si nez v ptipadé odhadu TCNAs PF. (TCNAs/TCNAs PF = 2,84 pro
X a 2,85 pro P95).

6.3 Srovnani expozi¢nich scénariu

Srovnani celkovych expozic N-nitrosaminiim v ramci jednotlivych expozi¢nich scénart
(pro X a P95) na zékladg dat, které jsou uvedeny v Tab. 3 a Tab. 4 lze usuzovat, Ze dosp&ly
jedinec je prostfednictvim expozi¢niho scénare 1 vystaven niz§imu mnozstvi N-nitrosamini
nez prosttednictvim expozi¢niho scénate 2. Porovnanim odhadi dennich ptijmt N-nitrosamint
z hlediska TCNAs (pro X ), Ize dojit k zavéru, ze TCNAs stanovena pro expozi¢ni scénaf 1
je témét Skrat niz8i nez expozicniho scénare 2. Hodnota TCNAs na tirovni P95 je pro expozi¢ni

scénadf 1 asi 3,4krat mensi nez pro expozicni scénar 2.

Z vyse uvedenych vysledkll vypocti vyplyva, ze potraviny, které byly ve vypoctech
vyjmuty v rdmci expozicniho scénafe 1 (konkrétné vafené nezpracované maso a ryby), maji
podstatny podil na celkovém ptijmu N-nitrosamint u dospélé populace v ramci EU.

Jestlize je v odhadovaném celkovém dennim piijmu N-nitrosamint zohlednéna rozdilna

¢innost jednotlivych analogii pomoci PF, lze dojit k zavériim, Ze TCNA PF (pro X) je 3,3krat
nizsi a hodnota TCNA PF (pro P95) je asi 2,3krat nizsi pro expozicni scénaf 1.

S ohledem na minimalni rozdil mezi poméry (X) a (P95) TCNA a TCNA PF s ohledem
pro expozi¢ni scénafe 1 a 2 (konkrétn¢ 5 vs. 3,3 a 3.4 vs. 2,3), lze usoudit, ze vaiené
nezpracované maso a ryby maji vyznamny vliv zejména na piijem analogi s vyssi hodnotou

PF tzn - NDMA. NDEA, NMOR a NMEA.
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7 Kombinovana expozice N-nitrosaminiim z potravin a l1éCiv

V souvislosti s kapitolou 7 je tfeba poznamenat, ze v pfipadé Valsartanu (ani ostatnich
1é¢iv) nebyly k dispozici udaje o poctu méfeni, z nichz byla ziskana minimalni a maximalniho
hodnota koncentrace NDMA. Z tohoto divodu, nebylo mozné korektné ziskat hodnoty
95 % CI pro X a P95, pro denni pifjem NDMA z lé¢iva. Za X byl tak dosazen aritmeticky
primér mezi minimalni a maximalni nalezenou hodnotou a za P95 pak maximalni hodnota
denniho ptijmu pfi MTD. Z toho vyplyva, Ze vliv 1é¢iva na X NDMA i na piijem na turovni P95

muze byt mirné nadhodnocen.

7.1 Potraviny dle expozi¢niho scénare 1 a Valsartan

V kapitole 4 jsou uvedeny piiklady 1é¢iv ve kterym byla nalezena nadlimitni koncentrace
nékterého z N-nitrosaminli Nejvetsi zdravotni riziko, vyjadiené indexem RCR, predstavovalo
uzivani 1éCiva na vysoky krevni tlak. Nejvétsi mnozstvi NDMA bylo nalezeno konkrétné v
Sarzich Valsartanu 320mg/HCTZ 25mg spoleCnosti Prinston Pharmaceutical. Tento ptipravek
obsahoval NDMA v koncentracich, které pfi uzivani 1é¢iva na trovni MTD mohly vést

k dennimu pfijmu dané¢ho N-nitrosaminu v rozmezi od 0 do 20,19 pg NDMA/den.
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Graf 1: Denni pfijem N-nitrosaminll v rdmci expozi¢niho scénafe 1 v kombinaci s uzivanim

Valsartanu

Jak je zifejmé z Grafu 1, bude-li pacient stravujici se zplsobem odpovidajicim
expozi¢nimu scénatfi 1 (viz. kapitola 6.1) uzivat takto kontaminovany Valsartan dojde
k zvySeni X NDMA zhruba 225krat a ke zvySeni P95 pifijmu NDMA téméF 136krat.
Z uvedenych dat je tedy zfejmé, ze uzivani takto kontaminovaného 1é¢iva milze vyrazné
ovlivnit pfijem tohoto konkrétniho genotoxického N-nitrosaminu, a tedy i zdravotni stav

pacienta velmi zasadnim zptisobem.

Pokud bude pfijem NDMA z Valsartanu piipo¢itdn do odhadované TCNAs pii X, zvysi
se TCNAs asi 38krat a pti P95 dojde ke zvétSeni tohoto parametru zhruba 21krat. V piipadé
hodnot TCNAs PF pii X, bylo zjisténo, Ze zapo¢itanim pi{jmu NDMA z kontaminovaného
Valsartanu do TCNAs PF dojde ke =zvySeni daného parametru asi 72krat
au TCNAs PF hlediska P95 asi 40krat.

Z danych udaji vyplyva, ze pfijem vysoce genotoxickych analogii N-nitrosaminli z léCiv
se vyrazné podili na celkovém pfijmu N-nitrosaminli u jedincl stravujicich se v souladu

s expozi¢nim scénafem 1.
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7.2 Potraviny dle expozi¢niho scénare 2 a Valsartan

Jak bylo jiz zminéno v pfedchozim textu této prace, koncentrace NDMA nalezena
v lé¢ivu Valsartan se pohybovala v rozmezi 0 — 20,19 ng NDMA/den. Nejvyssi mnozstvi bylo

nalezeno ve Valsartanu 320mg/HCTZ 25mg spolecnosti Prinston Pharmaceutical.

mx =PO95

E 25,00

z

o

3.

= 20,00

E

g

<

8 15,00

£

i

z

g 10,00

f‘g 5,00

=

5 0.00 A - i o i

& & S & & &
¥ Nl & ¥ & &
S 4 > 40 & R
?ﬂ X ?',Q %x QQ’Q %x
. Q Q .&
RN = RN ~ Ky
,%Q 0\.&‘5 &CJ 0\,&%‘ &O 0\,5@'
val <

Graf 2: Denni pfijem N-nitrosamini v ramci expozi¢niho scénafe 2 v kombinaci s uzivanim

Valsartanu

Z Grafu 2 je patrné, Ze pokud pacient uziva Valsartan obsahujici nejvySsi mozné
mnozstvi NDMA a zaroven se stravuje podle vzoru expozi¢niho scénate 2 (viz kapitola 6.2),
dochézi u tohoto pacienta k vyraznému nartistu hodnoty X NDMA, a to piiblizné 67krat. Co se
ty¢e denniho piijmu NDMA z hlediska hodnoty P95, dojde u tohoto pacienta k zvySeni piijmu
zhruba 59krat.

Pokud bude mnozstvi NDMA z Valsartanu pfipoc¢itano k odhadované hodnoté TCNAs,
zvysi se tato hodnota zhruba 10krat (pro X) a pro TCNAs (pro P95) pfiblizné 7krat (pro P95).

Jestlize bude piijem NDMA z kontaminovaného Valsartanu zapocitan do celkového piijmu
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N-nitrosamint zohlediujiciho rozdily v genotoxicité jednotlivych analogl (-tedy k TCNA PF),
dojde k nartistu daného parametru asi 22,5krét (pro X) a témé&t 18krat (pro P95).

7.3 Zdravotni rizika spojena s kontaminaci potravin a 1é¢iv N-nitrosaminy

V Tab. 5 jsou shrnuty hodnoty indexu RCR vypoctené pro piijem NDMA z potravin
a souhrnné z potravin a Valsartanu, a dale hodnoty RCR spojené¢ s TCNA a TCNA PF
z potravin a souhrnné z potravin a Valsartanu pro oba expozi¢ni scénéfe. Je zfejmé, Ze ve vSech
piipadech (X, P95) vede u osob stravujicich se v souladu s expoziénim scéniiem 1 pifjem
NDMA z Valsartanu k n¢kolikandsobnému a nékdy dokonce az ktadovému naristu
zdravotniho rizika. Na zdklad¢ dat uvedenych v Tab. 5, lze s jistotou konstatovat, ze indexy
RCR vypogitané pro viechny piipady expozi¢niho scénéie 2 (X a P95) jsou vyssi nez v piipadé
expozi¢niho scénafe 1. Obecné plati, ze pokud je hodnota RCR > 1, znamena to, Ze pfijem N-
nitrosamint piesahl zanedbatelnou miru zdravotniho rizika. Mezi mirou zdravotniho rizika

a hodnot indexu RCR plati ptima iméra tzn. ¢im je hodnota RCR vé&tsi, tim je 1 zdravotni riziko
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Tabulka 5: Hodnoty indexu RCR pro pfijem N-nitrosamind z potravin a Valsartanu v ramci

expozi¢niho scénare 1 a 2

Expozi¢ni scénar 1 Expozi¢ni scénar 2
RCR RCR RCR RCR
X) P95) X) P95)

NDMA-potraviny 0,47 1,56 1,56 3,54
NDMA -potraviny+Valsartan 105,63 211,88 106,72 213,85
TCNA — potraviny 2,84 10,45 13,90 35,71
TCNA — potraviny+Valsartan 107,99 220,76 119,06 246,02
TCNA PF-potraviny 1,48 5,35 4,9 12,55
TCNAPF-potraviny+Valsartan 106,64 215,67 110,05 222,86

Po provedeni porovnani RCR hodnot pro dvé modelové skupiny v ramci expozi¢niho
scénate 1, konkrétne ,, NDMA-potraviny+Valsartan" a "NDMA-potraviny”, bylo zjisténo,

ze uzivani kontaminovaného Valsartanu vyznamné zvySuje zdravotni rizika. V tomto pifipadé
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se riziko zvysilo ptiblizn& 224, 7krat (pro X) a 135,8krat (pro P95). Pii srovnani odpovidajicich
RCR hodnot pro expozi¢ni scénai 2 se zjistilo, Ze riziko vzniku zdravotnich komplikaci se zvysi

zhruba 68,4krat (pro X) a 60,4krét (pro P95).

Ze srovnani vyslednych hodnot RCR pro modelovych skupin ,,7CNA-potraviny *
a ,, TCNA-potraviny+Valsartan”, lze vyvodit, Zze v ptipad¢ expozi¢niho scénare 1 dojde
v diisledku 1é¢by Valsartanem, k nériistu zdravotniho rizika zhruba 38krat (pro X) a 21krat
(pro P95). Porovnanim pfisluSnych hodnot pro expozi¢ni scénaf 2 bylo zjiSténo, Ze uzivani

Valsartanu zvy3uje riziko vzniku rakoviny asi 8,5krat (X) a piiblizné 7krat (X) a

Ve srovnani nasledujicich modelovych skupin "TCNAPF-potraviny+Valsartan”
a "TCNA PF-potraviny" bylo zjisténo, ze v disledku uzivani Valsartanu doslo k vyznamnému
zvySeni zdravotniho rizika v rdmci expozi¢niho scénafe 1, piiblizné 72krat (pro X) a 40,3krat
(pro P95). V pfipad¢ expozi¢niho scénafe 2, dojde u pacienta k nartistu rizika vzniku

nadorového onemocnéni zhruba 22,4krat (X) a 17,8krat (P95).

Vysledky srovnani hodnot RCR provedenych pro jednotlivé skupiny byly pro lepsi
ptehlednost shrnuty do Tab. 6 (viz. dalsi strana).
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Tabulka 6: Poméry RCR pfi konzumaci potravin a konzumaci potravin a Valsartanu

Expozi¢ni scénar 1

RCR potraviny + Valsartan

RCR potraviny
X
RCR potraviny + Valsartan

RCR potraviny
PI5)

RCR TCNA — potraviny + Valsartan
RCRTCNA — potraviny

X)
RCR TCNA — potraviny + Valsartan
RCR TCNA — potraviny
P9S)

RCR TCNA PF — potraviny + Valsartan
RCRTCNA — potraviny

X
RCR TCNA PF — potraviny + Valsartan
RCRTCNA — potraviny

(P95)

2247

135,8

38,0

21,1

72,0

40,3

Expozi¢ni scénar 2

RCR potraviny + Valsartan 68,4

RCR potraviny
X)

RCR potraviny + Valsartan 60,4

RCR potraviny
P95)

RCR TCNA — potraviny + Valsartan 8,5
RCRTCNA — potraviny

X
RCR TCNA — potraviny + Valsartan 6,9
RCRTCNA — potraviny
(P95)

RCR TCNA PF — potraviny + Valsartan 22,5
RCRTCNA — potraviny

X)
RCR TCNA PF — potraviny + Valsartan 17,8
RCRTCNA — potraviny
(P95)
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8 Zavér

Na zaklad¢ provedené podrobné literarni reSerSe bylo zjiSténo, ze nejvys$i mnozstvi
N-nitrosaminu, konkrétné NDMA, bylo zaznamenano pro 1€¢ivo Valsartan 320mg spolecnosti
Prinston Pharmaceutical. V extrémnich ptipadech pacient mohl byt pti MTD vystaven davce

az 20,19 uyg NDMA/den. Dlouhodobé uzivani tohoto 1é¢iva tedy predstavuje nejhorsi mozny

scénaf expozice N-nitrosaminiim prostfednictvim 1éc¢iv.

V kapitole 7 této prace jsou uvedeny vysledky porovnani zdravotnich rizik spojenych
s uzivanim lé¢iva Valsartanu kontaminovaného N-nitrosaminy a zdravotnich rizik souvisejicich
s konzumaci potravin kontaminovanych N-nitrosaminy. Z provedenych vypoctl je ziejmé,
7ze uzivanim Valsartanu dochazi k zédsadnimu navysSeni celkového denniho piijmu
N-nitrosamini (TCNAs a TCNAs PF) a tim k zdsadnimu narGstu zdravotnich rizik.
Miru nartstu téchto rizik (pomér RCR v pfipadé konzumace potravin a soub&ézné konzumace
potravin a kontaminované¢ho Valsartanu) odrazi data shrnuta v Tab. 6 prace. V zavislosti
na zvoleném expozi¢nim scénafi a zptisobu hodnoceni expozice mize uzivani N-nitrosaminy
kontaminovaného Valsartanu zvysit zdravotni riziko zhruba 7krat az 225krat oproti riziku

spojenému s konzumaci potravin kontaminovanych N-nitrosaminy.

Z vyse uvedenych skutecnosti vyplyva, Ze 1éCiva mohou byt velmi vyznamnym zdrojem
expozice N-nitrosamintim a kontrola a regulace jejich vyskytu v nich je vyznamnou soucasti

prevence vzniku nddorovych onemocnéni.
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