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SAZETAK
Cilj istrazivanja
Cilj ovog specijalisticCkog rada bio pregledno prikazati, analizirati i raspraviti pojavu

nitrozaminskih oneciS¢enja u lijekovima te posljedi¢ne regulatorne smjernice Europske

agencije za lijekove i Europske komisije.

Materijal i Metode

Literatura je pretrazivana prema temi istrazivanja, predmetu istrazivanja, autorima i ¢asopisu,
od op¢ih prema specijaliziranim ¢lancima pri ¢emu su odabrani ¢lanci i smjernice relevantne
za problematiku specijalistiCkog rada. Pri pretraZivanju literature i prikupljanju relevantnih
podataka za izradu specijalistickog rada koriStene su on-line baze podataka (PubMed,
ScienceDirect, Elsevier, mrezna stranica Agencije za lijekove i medicinske proizvode i mrezne
stranice Europske agencije za lijekove) te relevantne smjernice vezane za nitrozaminska
oneciS¢enja. U ovom dijelu rada predstavljen je sustavni pregled saznanja o nitrozaminskim
onecis¢enjima u lijekovima.

Rezultati

Nitrozamini su odavno poznati kao kancerogene tvari prisutne u hrani, kozmetici te duhanskom
dimu, no otkri¢e nitrozamina u valsartanu 2018. godine dovelo je do detaljnijih analiza koje su
ukazale na raSirenu prisutnost nitrozamina i u lijekovima. Pronalazak nitrozaminskih
oneciscenja u valsartanu potaknuo je niz regulatornih akcija koji su isprva bili ograni¢eni na
skupinu sartana s tetrazolnim prstenom, ali su se vrlo brzo prosirili i na druge lijekove. Isprva
su se provjeravale djelatne tvari, ali ubrzo se pokazalo da nitrozamni mogu biti prisutni i u
gotovom lijeku te da postoji ¢itav niz potencijalnih uzroka prisutnosti nitrozamina. S obzirom
na kancerogeni potencijal nitrozamina takvim otkricem javila se zabrinutost od strane

regulatornih agencija diljem svijeta. Europska agencija za lijekove provela je opseznu istragu
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uzroka prisutnosti nitrozamina te metoda prevencije nastanka, detekcije i kontrole. U periodu
od 2018. do 2023. uspostavljene su brojne smjernice i sigurnosne grani¢ne vrijednosti za
nitrozamine u lijekovima. Grani¢ne vrijednosti Su se mijenjale kako su se saznanja i istrazivanja
razvijali. Taj posao nije zavrsen, i dalje se svako malo otkrije neki novi nitrozamin specifi¢an
za odredenu djelatnu tvar ili lijek, a regulatorne agencije kao i farmaceutska industrija morat ¢e

biti u toku s novim saznanjima te prilagodavati svoje smjernice i procese.

Zakljucak

Kao regulatorni rezultat istrage nitrozamina nositelji odobrenja svih lijekova (kemijskih i
bioloskih) na trzistu Europske unije duzni su provesti procjenu rizika prisutnosti nitrozamina.
Ako se potvrdnim ispitivanjima dokaze prisutnost nitrozamina u razini vi$oj od propisanih
dnevnih limita, nositelji odobrenja duzni su putem izmjena/e odobrenja za stavljanje lijeka u
promet prilagoditi proizvodne procese kako bi se prisutnost nitrozamina uklonila ili smanjila
na minimum. Budu¢i da kontaminacija nitrozaminima utjeCe na pacijente diljem svijeta,
regulatornatijela Europske unije, poput EMA-e, suraduju s medunarodnim partnerima i nastavit
¢e poduzimati potrebne mjere kako bi osigurali da se proizvodaci i nositelji odobrenja za
stavljanje u promet pridrZavaju preporuka u vezi s nitrozaminima i drugim oneciS¢enjima,

istovremeno osiguravajuci da pacijenti imaju pristup sigurnim i u¢inkovitim lijekovima.



SUMMARY

Objectives

The aim of the this expert thesis is to present, analyze and discuss the occurrence of nitrosamine
contaminants in medicines and related regulatory guidelines of the European Medicines Agency

and the European Commission.

Material and Methods

The literature was searched according to the research topic, research subject, authors and
journal, from general to specialized articles, with selected articles and guidelines relevant to the
issue of specialist work. Online databases (PubMed, ScienceDirect, the website of the Agency
for Medicines and Medical Products and the website of the EMA) and relevant guidelines
related to nitrosamine impurities were used when searching the literature and collecting relevant

data for the preparation of this paper.

Results

Nitrosamines have long been known as carcinogenic substances present in food, cosmetics and
tobacco smoke, but the discovery of nitrosamines in valsartan in 2018 led to more detailed
analyzes that indicated the widespread presence of nitrosamines in medicinal products as well.
The discovery of nitrosamine impurities in valsartan triggered a series of regulatory actions that
were initially limited to the group of sartans with a tetrazole ring, but very quickly spread to
other drugs as well. At first, the active substances were checked, but it soon became clear that
nitrosamines can also be present in the finished medicine and that there is a whole series of
potential causes of the presence of nitrosamines. Given the carcinogenic potential of
nitrosamines, this discovery has raised concerns from regulatory agencies around the world.
The European Medicines Agency has conducted an extensive investigation into the causes of

the presence of nitrosamines and methods of prevention, detection and control. In the period
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from 2018 to 2023, numerous guidelines and safety limits for nitrosamines in medicines were
established. These boundaries changed as knowledge and research developed. This work is not
finished, every now and then a new nitrosamine specific for a certain active substance or
medicine is discovered, and regulatory agencies as well as the pharmaceutical industry will

have to keep up with new knowledge and adjust their guidelines and processes.

Conclusion

As a regulatory result of the investigation of nitrosamines, the holders of the approval of all
drugs on the European Union market, both chemical and biological, are obliged to carry out a
risk assessment of the presence of nitrosamines. If the confirmatory tests prove the presence of
nitrosamines at a level higher than the prescribed daily limits, the authorization holders are
obliged to adjust the production processes in order to remove or reduce the presence of
nitrosamines to a minimum by means of variations to the marketing authorization. As
nitrosamine contamination affects patients worldwide, EU regulatory bodies such as the EMA
are working with international partners and will continue to take the necessary measures to
ensure that manufacturers and marketing authorization holders comply with nitrosamine
recommendations and other impurities, while ensuring that patients have access to safe and

effective medicines
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1. Uvod i pregled podrucja istrazivanja

Nitrozamini su grupa spojeva koja se sastoji od nitrata i amina. Ovi spojevi mogu biti prisutni
u razli¢itim proizvodima, ukljucujuéi hranu, vodu, kozmetiku, pesticide, duhan ili plastiku.
Nitrozamini se obi¢no formiraju tijekom procesa proizvodnje ili prerade, kada se nitrati i amini
kombiniraju pod odredenim uvjetima, poput visoke temperature i prisutnosti kiselina [1,2].
Mnogi nitrozamini su potentni mutageni i kancerogeni, a povezuju se s vi$e vrsta karcinoma u

ljudi [3,4,5].
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Slika 1. Kemijska struktura vaznih nitrozamina pronadenih u hrani, kozmetici, duhanskom
dimu i lijekovima. NDMA: N-nitrozodimetilamin; NDEA: N-nitrozodietilamin; NPIP: N-
nitrozopiperidin; NPYR: N-nitrozopirolidin; NDELA: N-nitrozodietanolamin; NNK:
nitrozamin keton izveden iz nikotina; NNAL: nitrozamin alkohol izveden iz nikotina; NNN: N-
nitrozonornikotin, NMBA: N-nitrozo-N-metil-4-aminobutanska kiselina; NDIPA: N-
nitrozodiizopropilamin; NIPEA: N-nitrozoetilizopropilamin; NMPA: N-nitrozometilfenilamin

(prilagodeno prema literaturnom navodu 6).
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Prva prisutnost nitrozamina u lijekovima otkrivena je 2018. godine kad je u valsatranu, lijeku
koji se Siroko koristi za kontrolu poviSenog krvnog tlaka, pronadeno oneciséenje N-
nitrozodimetilamina (NDMA). Otkrice nitrozaminskih oneciS¢enja u valsartanu bilo je rezultat
rutinske kontrole kakvoce proizvodaca lijeka. Kao regulatorni odgovor na to otkrice, valsartan
proizvodaca Zhejiang Huahai Pharmaceutical iz Kine, gdje je prvo oneciséenje otkriveno,
povucen je s trziSta Europske unije. Ubrzo nakon detektirana je prisutnost i drugog nitrozamina,
N-nitrozodietilamin (NDEA) [7]. Nastavno na ova otkrica Europska komisija zatrazila je
procjenu svih lijekova koji sadrze valsartan koja se ubrzo prosirila na ostale blokatore
angiotenzin receptora, poput losartana, olmesartana, irbesartana te kandesartana. NDMA, ali i
drugi nitrozamini, pronadeni su i u ovim lijekovima, prvenstveno sartanima koji sadrze

tetrazolne prstene [1].
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Druge djelatne tvari s nitrozaminskim problemima

Slika 2. Struktura djelatnih tvari povezanih s nitrozaminskim one¢i$¢enjima. ARB: blokatori
angiotenzinskih receptora (engl. angiotensin receptor blockers) (prilagodeno prema

literaturnom navodu 8).

Aktiviran je ¢lanak 31 Direktive 2001/83/EC (arbitrazni postupak, engl. referral) zaduzen za
procjenu rizika 1 koristi u slucaju zabrinutosti povezanih s kakvocom, sigurnoséu ili
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djelotvornoséu lijeka ili skupine lijekova. Europska agencija za lijekove (EMA) tada je zaduzila
stru¢njake Povjerenstva za lijekove za primjenu kod ljudi (CHMP) koji su zatim proveli
opseznu znanstvenu procjenu u svrhu formiranja harmoniziranog stava zemalja ¢lanica
Europske unije. Kao rezultat toga izdano je izvjeS¢e o procjeni na temelju ¢lanka 5(3)
Regulative EC (No) 726/2004 na temu Nitrozaminska onecis¢enja u lijekovima za humanu

primjenu.

Izvjes¢e o procjeni na temelju ¢lanka 5(3) Regulative EC (No) 726/2004 pruzilo je opce
smjernice i preporuke o ublazavanju i sprje¢avanju prisutnosti nitrozamina u lijekovima za
humanu primjenu. Svi nositelji odobrenja/podnositelji zahtjeva za lijekove za humanu primjenu
trebali bi suradivati s proizvodac¢ima svojih djelatnih tvari i gotovog lijeka kako bi osigurali da
je prisutnost onecis¢enja nitrozaminima u njihovim lijekovima smanjena i kontrolirana na ili
ispod granice definirane na temelju nac¢ela ICH M7(R1). Moraju uzeti u obzir dnevnu izlozenost
tijekom cijelog zivota i odrzavati je §to je moguce nizoj razini te osigurati da su poduzete

odgovarajuc¢e mjere za smanjenje rizika.

Sartani su bili samo pocetak, ubrzo nakon, onec¢is¢enja NDMA otkrivena su i u ranitidinu,
antagonistu receptora H2, lijeku koristenom prvenstveno za smanjenje Zelucane kiseline te
zgaravice. Kada se pokazalo da neki lijekovi s ranitidinom sadrze NDMA u koncentracijama
vi$im od prihvatljive dnevne granice unosa EMA je zapocela jo§ jednu reviziju, svih lijekova
koji sadrze ranitidin. Ukazali su se neki dokazi da NDMA moze nastati razgradnjom samog
ranitidina s povecanjem razina tijekom njegovog roka valjanosti. Nije posve jasno moze li se
NDMA takoder formirati iz ranitidina unutar tijela. Kao mjeru predostroznosti CHMP je

preporucio povlacenje lijekova koji sadrze ranitidin s trzista Europske unije [9,10,11].

Zakljucak revizije ranitidina nalozio je da bi nositelji odobrenja trebali prosiriti svoju procjenu
rizika na sve lijekove koji sadrze kemijski sintetiziranu djelatnu tvar. 2020. godine

nitrozaminska oneciS¢enja pronadena su 1 u lijekovima koji sadrZe rifampicin 1 rifapentin,
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lijekovima koristenim za lijeCenje tuberkuloze i drugih bakterijskih infekcija. Regulatornatijela
u svijetu poostrila su testiranje lijekova na nitrozaminska oneciséenja, a proizvodaci su povukli
iz prodaje mnoge lijekove zbog zabiljezenih prekoracenja sigurnosnih limita. Ovo je imalo
znacajan utjecaj na opskrbu trzista, a pacijenti su morali traziti alternativne lijekove za svoje

zdravstvene potrebe [12].

Dodatno, osim svih lijekova koji sadrze kemijski sintetizirane djelatne tvari, CHMP je zatrazio
proSirenje i na bioloske djelatne tvari. lako se rizik od nitrozaminskih oneci$¢enja u bioloskim
lijekovima smatra vrlo niskim ipak postoje odredeni faktori koje treba uzeti u obzir. Ti faktori
ukljuéuju bioloske lijekove koji sadrze kemijski sintetizirane fragmente, kod kojih su prisutni
¢imbenici rizika sli¢ni kemijski sintetiziranim djelatnim tvarima, zatim bioloske lijekove koji
koriste procese u kojima se namjerno dodaju nitrozirajuci reagensi te bioloske lijekove pakirane

u odredeni primarni materijal za pakiranje, kao §to su blister pakiranja koja sadrze nitrocelulozu
[8].

Izlozenost nitrozaminima kroz puSenje duhana jedan je od veéih izvora izlozenosti ovim
tvarima. Nitrozamini nastaju tijekom procesa susenja duhana 1 reakcijom dusikovih oksida s
drugim kemijskim spojevima u duhanu. Neki od nitrozamina koji se nalaze u duhanu su N-
nitrosonornikotin  (NNN), N-nitrosoanabazin (NAB), N-nitrosoanatabin (NAT) i 4-
(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanon (NNK). Champix, djelatne tvari vareniklin, lijek je
koji se koristi za pomo¢ u prestanku puSenja. U prosincu 2020. godine, EMA je objavila da su
u nekim serijama Champixa pronadene male koli¢ine nitrozaminskih oneci§¢enja, posebno N-
nitroso-vareniklina. lako su koli¢ine pronadenih onecis¢enja bile male, EMA je preporucila
povlacenje odredenih serija Champixa s trziSta. EMA je takoder zatrazila da se ispita prisutnost
nitrozaminskih oneciS¢enja u ostalim lijekovima koji sadrze vareniklin. Tvrtka koja proizvodi
Champix, Pfizer, pokrenula je istragu kako bi utvrdila uzrok i obujam onecis¢enja te osigurala
da se u buduénosti takvi slucajevi sprijece [3].
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EMA je objavila u veljaci 2021. godine da je pokrenula procjenu metformina koji su proizveli
odredeni proizvoda¢i nakon §to je u nekim uzorcima otkriveno visoko oneciS¢enje N-
nitrozodimetilamina (NDMA). Metformin je antidijabetik koji se koristi za lijeCenje dijabetesa
tipa 2, obi¢no je prva linija terapije za bolesnike s ovim stanjem. Nije bilo povlacenja lijekova
metformina zbog pitanja o nitrozaminima. Umjesto toga, EMA je dala preporuke za kontrolu
prisutnosti nitrozamina u metforminu i drugim lijekovima za dijabetes. Takoder je utvrdila
grani¢ne vrijednosti za nitrozamine u ovim lijekovima. EMA je upozorila na to da rizici
neadekvatnog lijeCenja dijabetesa daleko nadilaze moguée posljedice izloZenosti niskim

razinama NDMA-¢ uocenim u ispitivanjima [7].
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2. Cilj istrazivanja
Cilj ovog specijalistickog rada je pregledno prikazati, analizirati i raspraviti pojavu
nitrozaminskih onecis¢enja u lijekovima, kao i povezane regulatorne smjernice Europske

agencije za lijekove (EMA) i Europske komisije.

Nitrozaminska onecis¢enja predstavljaju ozbiljan problem u farmaceutskoj industriji zbog
njihove potencijalne karcinogenosti. Kroz ovaj rad, detaljno su se analizirali razli¢iti aspekti

ovog problema kako bi se pruzio cjelovit uvid u njegovu vaznost.

Zatim su dublje analizirani farmaceutski proizvodi koji su bili onec¢is¢eni nitrozaminima,
pruzajudi primjere i studije slucaja kako bi se ilustrirale stvarne situacije. To ukljucuje primjere

lijekova koji su povuceni s trzista ili podvrgnuti povlacenju zbog prisutnosti nitrozamina.

Dalje, rad se usmjerio na regulatorne smjernice koje su izdane od strane Europske agencije za
lijekove (EMA) i Europske komisije kako bi se nosile s ovim problemom. Detaljno su opisane
smjernice za kontrolu i testiranje nitrozamina u farmaceutskim proizvodima, kao i koraci koje
farmaceutske tvrtke trebaju poduzeti kako bi osigurale da njihovi proizvodi budu sigurni za

pacijente.
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3. Materijal i metode — Sustavni pregled saznanja o temi

Literatura je pretrazivana prema temi istrazivanja, predmetu istrazivanja, autorima i ¢asopisu,
od op¢ih prema specijaliziranim ¢lancima pri ¢emu su odabrani ¢lanci 1 smjernice relevantne
za problematiku specijalistiCkog rada. Pri pretrazivanju literature i prikupljanju relevantnih
podataka za izradu specijalistickog rada koriStene su on-line baze podataka PubMed,
ScienceDirect te Elsevier koriste¢i klju¢ne rije¢i poput ,,nitrosamines®, N-nitrosamines®,
»hitrosamines impurities®, ,,nitrosamines + medicinal products®, ,,nitrosamines + drugs*®, ,,N-
nitrosodimethylamine®, ,,N-nitrosodiethylamine®. Pretrazena je i mreZzna stranica Agencije za
lijekove i medicinske proizvode te mrezne stranice Europske agencije za lijekove te relevantne
smjernice vezane za nitrozaminska oneciséenja. U ovom dijelu rada predstavljen je sustavni

pregled saznanja o nitrozaminskim onecis$¢enjima u lijekovima.

3.1 Kancerogenost nitrozamina

Nitrozamini postaju kancerogeni nakon $to se u organizmu metaboliziraju u reaktivne spojeve
koji oStecuju DNA 1 uzrokuju mutacije. Konkretno, nitrozamini se mogu aktivirati enzimima
citokroma P450 u jetri i drugim tkivima, §to dovodi do nastanka reaktivnih spojeva poput metil
diazohidroksida, koji se vezuju za DNA i uzrokuju oStecenja. Takva oStecenja, ako nisu
popravljena, mogu dovesti do nekontroliranog rasta stanica i razvoja karcinoma. Nitrozamini
se metaboliziraju u tijelu na nekoliko razli¢itih nacina. Jedan od njih je biotransformacija koja
ukljucuje enzime citokroma P450, kao i1 enzime peroksidaze i reduktaze. Glavni mehanizam
metabolizma nitrozamina ukljucuje oksidativnu dealkilaciju koja dovodi do stvaranja

reaktivnih i kancerogenih meduproizvoda [5].
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Mnogi se nitrozamini metaboliziraju pomocu citokroma P450, od kojih je jedan (P45011E1)
dobio veliku pozornost zbog svoje uloge u metaboli¢koj aktivaciji N-nitrozodimetilamina. Ovaj
enzim postoji kod covjeka, Stakora, misa, hrcka i drugih zivotinjskih vrsta. Moze se izazvati
postom, dijabetesom i izlaganjem etanolu, acetonu, izoniazidu, benzenu i drugim kemikalijama.
Osim §to je P4501IE1 glavni enzim koji katalizira metabolicku aktivaciju ovog karcinogena.,
P450IIEL je najaktivnija vrsta P450 poznata u metabolizmu N-nitrozoetilmetilamina i N-
nitrozopirolidina. U metabolizmu N-nitrosobutilmetilamina, P450I1E1 preferirano oksidira
metilnu skupinu u odnosu na butilnu skupinu, dok P4501IB1 ucinkovito oksidira i metilnu i
butilnu skupinu. P4501IB1 takoder katalizira alfa-oksigenaciju i pentilne i metilne skupine N-
nitrozopentilmetilamina, stvaraju¢i pentaldehid i formaldehid u omjeru 2:1, kao i oksigenaciju
na drugim ugljicima pentilne skupine. Mnogi nitrozamini se ucinkovito aktiviraju u

nehepatickim ciljnim tkivima [13].

Prema odredenim studijama rizik od raka kod NDMA premasSuje mnoge poznate jake
karcinogene, ukljucujuéi azbest, benzo[a]piren i poliklorirane bifenile [2]. NDMA je mocan
mutagen karcinogen kod brojnih razli¢itih Zivotinjskih vrsta. Na temelju podataka na
Zivotinjama (Stakori su najosjetljivija vrsta), Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl.
International Agency for Research on Cancer - IARC) je NDMA Klasificirao kao "vjerojatno
kancerogen za ljude" (klasa 2A kancerogen). Ovu Klasifikaciju koristi IARC kada postoje
"ograniceni dokazi o karcinogenosti kod ljudi i dovoljni dokazi o karcinogenosti kod pokusnih
Zivotinja".

Utjecaj NDMA na ljudsko zdravlje trenutno se ekstrapolira samo iz studija na zivotinjama.
Medutim, budu¢i da su mehanizmi oSte¢enja DNA dokumentirani u ovim studijama takoder
relevantni za ljude, a in vitro podaci u ljudskim stanicama nisu znacajno razli¢iti od onih u
zivotinjskim stanicama, razumno je pretpostaviti da se ucinci uo€eni kod Zivotinja mogu
pojaviti i kod ljudi nakon izlaganja dovoljno velikim koli¢inama ovog nitrozamina [14].
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3.21CH M7(R1) smjernica

ICH (engl. International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use) je medunarodno tijelo koje se bavi harmonizacijom tehni¢kih
zahtjeva za lijekove za humanu primjenu. Osnovano je 1990. godine u cilju postizanja globalne

harmonizacije u podrucju razvoja, registracije i upravljanja lijekovima.

ICH okuplja regulatorna tijela, farmaceutske industrije i znanstvene organizacije iz Europe,
Sjeverne Amerike i Japana, te zajedno rade na izradi smjernica koje olakSavaju razvoj i

registraciju lijekova na globalnoj razini.

Smjernice koje je ICH izradio obuhvacaju razli¢ita podrucja kao §to su kemijska i farmaceutska
kakvoca, neklini¢ka ispitivanja, klini¢ka ispitivanja, sigurnost lijekova, te registracija i
upravljanje lijekovima nakon §to su puSteni u promet. Smjernice su prihva¢ene u mnogim

zemljama svijeta, te pridonose uspostavljanju zajednickih standarda u farmaceutskoj industriji.

ICH M7(R1) smjernica odnosi se na procjenu i kontrolu rizika od mutagenih onecis¢enja (MO)
u farmaceutskim proizvodima. MO su nezeljene tvari koje mogu nastati tijekom proizvodnje ili
skladiStenja lijeka, a koje imaju potencijal da uzrokuju mutacije u stanicama organizma. Kako
bi se osigurala sigurnost pacijenata, potrebno je identificirati i procijeniti rizik od MO-a te

poduzeti odgovarajué¢e mjere za kontrolu tih tvari u farmaceutskim proizvodima.

ICH M7(R1) smjernica pruza okvir za procjenu i kontrolu rizika od MO-a u farmaceutskim
proizvodima. Smjernica opisuje postupak identifikacije MO-a te metode procjene rizika i

uspostavljanja grani¢nih vrijednosti za MO. Takoder se daje pregled metoda za kontrolu MO-
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a u proizvodnji lijekova, ukljucujuéi procese €iS¢enja, analizu sirovina i gotovih proizvoda, te

kriterije prihvatljivosti MO-a.

ICH M7(R1) smjernica je vazna za farmaceutske tvrtke koje razvijaju i gotove lijekove, kao i
za regulatorna tijela koja odobravaju lijekove za upotrebu. Smjernica pomaze u osiguravanju
sigurnosti pacijenata te promice globalnu harmonizaciju u podrucju procjene i kontrole rizika

od MO-a u farmaceutskim proizvodima.

Svi nositelji odobrenja/podnositelji zahtjeva za lijekove za humanu primjenu trebali bi
suradivati s proizvodac¢ima svojih djelatnih tvari i gotovog lijeka kako bi osigurali da se
prisutnost nitrozaminskih oneci§¢enja u njihovim lijekovima smanji $to je viSe moguce te da se
kontrolira na ili ispod granice definirane na temelju nac¢ela ICH M7(R1) za tvari ,,kohorte koja
izaziva zabrinutost” izraCunate uzimajuci u obzir dnevnu izloZenost tijekom cijelog zivota i

odrzavane $to je nize moguce te da su poduzete odgovaraju¢e mjere za smanjenje rizika.
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3.3 Faktori rizika nastanka nitrozamina

3.3.1 Povezani s djelatnom tvari

Upotreba nitritnih soli i estera (npr. NaNO2, alkil nitriti) ili drugih nitrozirajucih sredstava
(npr. nitrozo halidi, nitrozonijeve soli, duSikovi oksidi, nitro alkani, halogenirani nitro alkani,
Fremyjeva sol, nitrozo sulfonamidi), u prisutnosti sekundarnih ili tercijarnih amina unutar
istih ili razlic¢itih koraka procesa proizvodnje. Izvori sekundarnih ili tercijarnih amina takoder
mogu biti pocetni materijali, meduproizvodi, reagensi, otapala (npr. DMF, DMAc i NMP) i
katalizatori, koji sadrze aminsku funkcionalnost, aminska onec¢is¢enja (npr. kvaterne amonijeve
soli) ili koji su podlozni razgradnji da bi se otkrili amini.

Stvaranje nitrita oksidacijom hidroksilamina ili oslobadanjem nitrita iz nitro-aromatskih
prekursora (npr. denitracijom fluora), u prisutnosti sekundarnih ili tercijarnih amina unutar istog
ili razli¢itih koraka proizvodnog procesa.

Upotreba dezinficirane vode (kloriranje, kloro-aminacija, ozonizacija) u prisutnosti
sekundarnih ili tercijarnih amina unutar istog ili razlicitih koraka proizvodnog procesa.
Oksidacija hidrazina, hidrazida i hidrazona hipokloritom, zrakom, kisikom, ozonom i
peroksidima u procesu proizvodnje ili tijekom skladistenja. Koristenje kontaminiranih sirovina
u procesu proizvodnje djelatne tvari (npr. otapala, reagensi i katalizatori).

Koristenje kontaminiranih obnovljenih ili recikliranih materijala (npr. otapala, reagensi i
katalizatori).

Koristenje kontaminiranih pocetnih materijala i meduproizvoda koje isporucuju dobavljaci
koji koriste procese ili sirovine koji mogu sadrzavati zaostale nitrozamine ili nitrozirajuc¢a
sredstva.

Prijenos nitrozamina koji su namjerno stvoreni (npr. kao pocetni materijali ili meduproizvodi)

tijekom procesa proizvodnje.
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10.

3.3.2 Povezani s gotovim lijekom

Reakcija  nitroziraju¢ih  duSikovih skupina u djelatnim tvarima ili njihovim
onecis¢enjimalrazgradnim  produktima S nitroziraju¢éim agensima prisutnim u
komponentama gotovog lijeka tijekom formulacije ili skladistenja. Poseban rizik od stvaranja
nitrozamina treba uociti kod djelatnih tvari koje sadrze funkcionalnu skupinu nitrozabilnih
amina. Prijavljeno je nekoliko primjera gdje se pokazalo da je aminska funkcionalnost osjetljiva
na nitrozaciju i stvaranje odgovaraju¢e N nitrozo oneéis¢enja (tj. NO-API). Cini se da su
sekundarni amini posebno osjetljivi na ovu reakciju, iako su takoder primijeceni neki slucajevi
s tercijarnim aminima. Osjetljivi amini takoder mogu nastati razgradnjom (npr. hidrolizom)
tijekom formulacije ili skladiStenja. Nitriti su identificirani kao onec¢i§¢enja U mnogim
uobicajenim pomo¢nim tvarima. Nositelji odobrenja i/ili podnositelji zahtjeva trebaju biti
svjesni da se N-nitrozo onecisc¢enja djelatne tvari mogu formirati u razinama koje prelaze
prihvatljiv unos ¢ak i ako su razine nitrita u pomo¢nim tvarima vrlo niske. Ukupni sadrZaj nitrita
takoder ovisi o relativnom sastavu u smislu pomo¢nih tvari.

Budu¢i da je objavljeno da se N-nitrozo onecis¢enja mogu formirati iz djelatnih tvari ili njihovih
oneciS¢enja/degradanata (koji sadrze aminsku funkcionalnost ili su podlozni razgradnji da bi se
otkrili amini) tijekom proizvodnje gotovog lijeka, kao i tijekom skladiStenja, nositelji odobrenja
trebaju uzeti u obzir stabilnost gotovog lijeka i treba osigurati da prihvatljiv unos bilo kojeg N-
nitrozaminskog one¢i§¢enja ne bude premasen do kraja roka valjanosti gotovog lijeka.

Procesi razgradnje aktivnih tvari, ukljucujuéi one izazvane inherentnom reaktivno$éu (npr.
prisutnost nitro-alkila, oksima ili druge funkcionalnosti ili prisutno$¢u egzogenog nitrozirajuéeg
sredstva. To bi se potencijalno moglo dogoditi tijekom procesa proizvodnje aktivne tvari i
gotovog lijeka ili tijekom skladistenja, a na to bi mogla utjecati kristalna struktura i uvjeti
skladiStenja (temperatura, vlaga itd.).

Oksidacija hidrazina ili drugih funkcionalnih skupina koje sadrze amin prisutne u aktivnim
tvarima ili njihovim onecis¢enjima/degradantima (npr. iz hidrazona i hidrazida), bilo u
proizvodnim procesima aktivnih tvari ili tijekom skladi§tenja. Ovaj temeljni uzrok takoder je
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11.

12.

13.

14.

15.

uocen tijekom proizvodnje i skladiStenja gotovih lijekova koji sadrze takve funkcionalne
skupine. Potencijalni oksidansi ukljuéuju kisik i perokside (uobi¢ajena onecis¢enja U nekim
ekscipijensima).

Koristenje odredenih materijala za pakiranje. Relevantna kontaminacija nitrozaminom
primijec¢ena je u primarnom pakiranju lijekova u blisteru s preklopnom folijom koja sadrzi
nitrocelulozu. Tijekom procesa toplinskog zatvaranja blistera, dusikovi oksidi mogu se
toplinski generirati iz nitroceluloze. Pod ovim uvjetima, pokazalo se da se nitrozamini formiraju
iz amina niske molekularne tezine prisutnih u tiskarskoj tinti ili u gotovom lijeku i da se prenose
na lijek i/ili u Supljinu putem isparavanja i kondenzacije.

Reakcija ispiranja amina iz kvaternih amonijevih anionskih izmjenjiva¢kih smola (npr.
koriStenih za korake proc¢iS¢avanja) s nitroziraju¢im agensima prisutnim u tekucéoj fazi. Nedavni
primjer ovoga bio je u proizvodnji vode za injekcije gdje je zaostali kloramin koriSten za
dezinfekciju ulazne vode reagirao s ispiranjem dimetilamina iz anionske izmjenjivacke smole
koristene u koraku demineralizacije da bi se formirao NDMA. Osim toga, postupci dezinfekcije
kao sto su npr. kloriranje, kloro-aminacija i ozonizacija mogu dovesti do znacajnog stvaranja N
nitrozamina kao nusproizvoda u slucaju da su prisutni osjetljivi amini. S obzirom na izvor
kontaminacije, rizik je povezan s koncentracijom reaktivnog(ih) agensa(a), a time i s
volumenom vode u ili koja se koristi za razrjedivanje odredenog proizvoda. Isti bi rizici mogli
biti povezani s aktivnim tvarima ili gotovim lijekovima proizvedenim koristenjem vode

prociséene slicnim smolama.

3.3.3 Povezani s aspektima dobre proizvodacke prakse (GMP)

Unakrsna kontaminacija zbog razli¢itih procesa koji se sukcesivno odvijaju na istoj
proizvodnoj liniji.

Prijenos onecis¢enja izmedu koraka procesa zbog pogresaka operatera ili nedovoljno detaljnih
zapisa o serijama kao $to je neadekvatno odvajanje faza tijekom postupaka obrade.

Koristenje kontaminiranih oporabljenih ili recikliranih materijala (npr. otapala, reagensa i

katalizatora) gdje se oporba povjerava treim stranama koje nisu upoznate sa sadrzajem
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materijala koje obraduju. Takoder treba uzeti u obzir procese oporabe koji se provode U

nenamjenskoj opremi [10].
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3.4 Valsartan i sartani

Prije lipnja 2018. tvari NDMA 1 NDEA nisu se nalazile medu onecis¢enjima utvrdenima u
lijekovima iz skupine sartana i stoga nisu bile testirane rutinskim ispitivanjima. Sada je poznato
da takva oneciS¢enja mogu nastati tijekom proizvodnje sartana koji imaju posebnu prstenastu
strukturu, takozvani tetrazolni prsten, u odredenim uvjetima i kada se upotrebljavaju odredena
otapala, reagensi i ostale sirovine. Osim toga, moguce je da su one¢iS¢enja bila prisutne u nekim
sartanima jer su proizvodaci u proizvodom procesu nehotice upotrebljavali kontaminiranu

opremu ili reagense.

Ocjenu lijekova koji sadrzavaju valsartan pokrenuto je 5. srpnja 2018. na zahtjev Europske
komisije u skladu s ¢lankom 31. Direktive 2001/83/EZ. Ocjenjivanje je 20. rujna 2018.
prosireno na lijekove koji sadrzavaju kandesartan, irbesartan, losartan i olmesartan. Ocjenu je
provelo Povjerenstvo za lijekove za humanu uporabu (CHMP) EMA-e, odgovorno za pitanja
koja se odnose na lijekove za humanu uporabu. Misljenje CHMP-a proslijedeno je Europskoj
komisiji, koja je u razdoblju od 2. do 17. travnja 2019. donijela kona¢ne pravno obvezujuce

odluke o predmetnim lijekovima koje se primjenjuju u svim drZzavama ¢lanicama EU-a.

U velikoj vec¢ini lijekova iz skupine sartana oneciS¢enja nisu pronadena ili su bila prisutna u
vrlo niskim razinama. Ocjenjivanjem je procijenjen najve¢i moguci rizik od raka u slucaju
prisutnosti navedenih oneciséenja. Zakljuceno je da kad bi 100 000 bolesnika uzimalo najveéu
dozu valsartana proizvodaca Zhejiang Huahai (u kojemu su utvrdene najviSe razine
oneciscenja) svakodnevno tijekom Sest godina, koliko se smatra da je NDMA bila prisutna u
ovom valsartanu, tijekom zivota tih 100 000 bolesnika mogla bi se pojaviti dodatna 22 slu¢aja
raka koje je prouzrocila tvar NDMA. Tvar NDEA u tim lijekovima mogla bi prouzro€iti osam
slucajeva viSe u 100 000 bolesnika koji svakodnevno tijekom cetiri godine uzimaju najvecu

dozu lijeka (Cetiri godine se smatra da je NDEA bila prisutna u ovom valsartanu). Procjene su
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ekstrapolirane iz ispitivanja provedenih na Zivotinjama i vrlo su niske u usporedbi s rizikom od

raka tijekom zivota u EU-u (u 1 na 2 slucaja) [15].

3.4.1 Znanstveni zakljucci s prvog arbitraznog postupka o sartanima (2019):
Lijekovi koji sadrzavaju sartan vazni su za lijeCenje ozbiljnih ili potencijalno ozbiljnih stanja

kao Sto su hipertenzija ili odredene bolesti srca ili bubrega. Djelotvornost i sigurnost lijekova
koji sadrzavaju sartan dobro su poznate u tim indikacijama te se u arbitraznom postupku nisu
dovodile u pitanje. Kljuéno pitanje ovog arbitraznog postupka odnosilo se na otkrivanje
kontaminacija N-nitrozamina (osobito tvarima NDMA i/ili NDEA) u sartanima, potencijalni
dugoroc¢ni rizik za bolesnike koji proizlazi iz tih kontaminacija te mjere za njihovo smanjivanje

na najmanju mogucu mjeru.

Nitrozamini su kemijski jednostavne molekule koje mogu nastati u fazama farmaceutske
proizvodnje u prisutnosti sekundarnih (ili tercijarnih) amina i nitrita, obi¢no u kiselim uvjetima.
Medutim, potrebno je navesti da nitrozamini mogu nastati i u brojnim drugim situacijama,
ukljucujuéi u bioloskim procesima. Od nitrozamina NDMA i NDEA dvije su najpoznatije

mutagene tvari karcinogenih svojstava.

Cim se doznalo za problem kontaminacije nitrozaminima, nadlezna tijela diljem EU-a odmah
su poduzela mjere opreza kao $to je povlacenje zahvacenih serija lijekova iz ljekarni. To je
prvotno bilo nuzno samo u slucaju lijekova koji sadrze djelatnu tvar valsartan koje je proizveo

malen broj proizvodaca, no poslije i u slu¢aju nekih drugih sartana s tetrazolnim prstenom.

Procjena prekomjernog rizika od nastanka raka

Ucinak koji NDMA i1 NDEA imaju na ljudsko zdravlje trenutacno se samo ekstrapolira iz
ispitivanja na zivotinjama. Medutim, budu¢i da su mehanizmi o$tecenja DNA koji su
dokumentirani u tim ispitivanjima relevantni i za ljude, a podaci dobiveni in vitro ispitivanjem

stani¢nih linija ljudi nisu znacajno razli¢iti od onih dobivenih ispitivanjem stani¢nih linija
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Zivotinja, razumno je pretpostaviti da se ucinci zabiljeZeni u zivotinja mogu pojaviti i u ljudi

nakon izlaganja dostatno velikim koli¢inama tih nitrozamina.

Osim tvari NDMA i NDEA, u nekoliko lijekova koji sadrzavaju sartan otkriveni su i drugi N-
nitrozamini. Smatra se da se rizici koji proizlaze iz viSekratnog izlaganja bolesnika zbrajaju jer

se mutagene tvari kancerogenih svojstava trenuta¢no smatraju kumulativnim toksinima.

U Smjernicama ICH M7(R1) navedena su nacela za utvrdivanje grani¢nih vrijednosti
onecis¢enja koje su mutagene odnosno reagiraju s DNA. Odredivanje prihvatljivog unosa
temelji se na ekstrapolaciji rizika od kancerogenosti iz podataka o kancerogenosti u glodavaca
kao doze koja rezultira jednim sluc¢ajem raka na 100 000 pojedinaca doZivotno izlozenih
onecis¢enju. U Smjernicama su N-nitrozamini uvrSteni u kohortu spojeva koji izazivaju
zabrinutost. Zbog tih je razloga potrebno N-nitrozaminska oneci$éenja u farmaceutskim
proizvodima, kao $to su sartani namijenjeni za dugotrajnu primjenu, smanjiti na najmanju

mogucéu mjeru.

Nije moguca potpuna procjena rizika u bolesnika koji su prethodno bili izlozeni NDMA 1/ili
NDEA onecis¢enjima u sartanima, posebno u valsartanu, za koji je utvrdeno da sadrzi najvecu
kontaminaciju nitrozaminom, jer nije poznat stvarni opseg izloZenosti bolesnika. Za
pojedinac¢nu procjenu rizika potrebni su podaci o konkretnim lijekovima i serijama lijekova
koje upotrebljava svaki pojedinacni pacijent. Stoga se procjena rizika temelji na potencijalnom
najgorem scenariju, odnosno djelomi¢no kombiniranoj izlozenosti najviSim razinama tvari
NDEA tijekom Cetiri godine (2011. —2015.) i NDMA tijekom Sest godina (2012. — 2018.) koje
su zabiljeZene za sartan, Sto ima za posljedicu kumulativni teoretski prekomjerni rizik od
razvoja raka od 29,5 : 100 000 ili 1 : 3 390 (0,029 %) pri ekstrapolaciji iz dostupnih ispitivanja
na Stakorima na temelju Smjernica ICH M7(R1). U usporedbi s dozivotnim rizikom od razvoja
raka u europskoj populaciji od priblizno 50 %, smatra se da je taj dodatni rizik vrlo nizak.

Razmatranja u pogledu pracenja izlozenih bolesnika
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Prethodno naveden vrlo mali teoretski rizik mora se odvagnuti u odnosu na rizike povezane s
potencijalnim mjerama za pracenje pacijenata kao Sto su kolonoskopija ili gastroskopija koji
mogu premasiti teoretski prekomjerni rizik od razvoja raka. Na primjer, u nedavnom pregledu
procijenjen je rizik od perforacije od 4 na 10 000 (interval pouzdanosti od 95 %, 2 — 5) i rizik
od velikih krvarenja od 8 na 10 000 (interval pouzdanosti od 95 %, 5 — 14) pri probirnoj
kolonoskopiji. Osim toga, utvrdeno je da su starija dob, komorbiditet i primjena antikoagulansa
snazno povezani s gastrointestinalnim i1 negastrointestinalnim komplikacijama. Nadalje,
toksicnost tvari NDMA/NDEA za ciljane organe u ljudi jo$ nije dovoljno jasna. Iz tih razloga

CHMP nije mogao utvrditi metode probira na rak od kojih bi bolesnici imali koristi.

Mjere za ublaZzavanje rizika

Po potrebi su poduzete odgovarajuce regulatorne mjere (kao Sto je karantena ili povlacenja
serija lijekova). Potrebne su dodatne mjere kako bi se ponovna pojava takve kontaminacije
prospektivno smanjila na najmanju mogucéu mjeru. Na temelju svih dostupnih podataka, CHMP

je zatraZio sljedece:

1. Obvezna procjena rizika za proizvodne procese djelatnih tvari lijekova kako bi se procijenio

teoretski rizik od nastanka N-nitrozamina i kontaminacije njime.

2. lzmjena proizvodnih procesa gdje je to potrebno kako bi se kontaminacija svela na najmanju

mogucéu mjeru.

3. Provedba kontrolne strategije za otkrivanje i kontrolu N-nitrozaminskih onecis¢enja u

djelatnim tvarima (ili, ako je opravdano, u meduproizvodu).

Konkretno, CHMP je zakljucio da grani¢ne vrijednosti tvari NDMA 1 NDEA trebaju biti §to je
tehnicki moguce nize. U tom pogledu, na temelju dostupnih podataka o analitickim metodama
mogla bi se posti¢i grani¢na vrijednost kvantifikacije od 0,03 ppm za tvari NDMA i NDEA.

Smatra se da je ta grani¢na vrijednost dostatno pouzdan i tehnicki ostvariv prag za djelatne
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tvari. U usporedbi s razinama dnevnog unosa koje su s pomoc¢u neklinicke toksikologije
izraCunate na temelju Smjernica ICH M7(R1) mogu se dobiti dodatni sigurnosni ¢imbenici u
rasponu od 2,73 — 27,3 za NDMA i 10,0 — 100 za NDEA, na osnovi utvrdivanja 0,03 ppm kao
zajednickog tehnickog ciljnog ogranicenja za NDEA i NDMA u djelatnim tvarima sartana s
tetrazolnim prstenom. Temeljni je koncept predlozenog pristupa odrzati $to nizu razinu N-

nitrozaminskih onecis¢enja, neovisno o vrsti sartana ili dozi.

Granicna vrijednost od 0,03 ppm za tvari NDMA 1 NDEA bit ¢e provediva nakon prijelaznog
razdoblja od dvije godine od obavijesti o odluci Komisije. Tijekom tog vremenskog razdoblja
od nositelja odobrenja za stavljanje lijeka u promet i proizvodaca zahtijeva se da uvedu
relevantne promjene u proizvodne procese djelatnih tvari lijekova i da osmisle odgovarajuce
analiticke metode, osiguravajuéi pritom odgovarajucu opskrbu trzista tim prijeko potrebnim
lijekovima. U skladu s nacelima Smjernica ICH M7(R1) i1 primjenom toksikoloSkih podataka
utvrdene su privremene grani¢ne vrijednosti na temelju dnevnih unosa kako bi se ta onecisc¢enja
U meduvremenu odrzala na prihvatljivoj razini. Te privremene grani¢ne vrijednosti temelje se
na maksimalnoj dnevnoj dozi odobrenoj u EU-u za svaki od sartana te se stoga medusobno

razlikuju, kako je navedeno u tablici navedenoj u nastavku:

Tablica 1 Privremene grani¢ne vrijednosti nitrozamina u sartanima [16]

Djelatna tvar Maksimalna NDEA NDMA
lijeka dnevna doza  Granic¢na Graniéna
(mg) vrijednost u vrijednost u
aktivnim aktivnim
farmaceutskim farmaceutskim
sastojcima sastojcima
valsartan 320 0,082 0,300
losartan 150 0,177 0,640
olmesartan 40 0,663 2,400
irbesartan 300 0,088 0,320
kandesartan 32 0,820 3,000
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Ako se otkrije da serija djelatne tvari istodobno sadrzava tvari NDMA i NDEA, potrebno je
odbaciti tu seriju s obzirom na to da bi kombinirana kontaminacija podrazumijevala

kombinirani rizik, koji moze biti veci od jednog dodatnog slucaja raka na 100 000 osoba.

lako su mjere usmjerene na tvari NDMA i NDEA, nacela koja se primjenjuju u ovom postupku
u pogledu toksikoloske procjene, kontrolne strategije i promjena proizvodnih procesa djelatnih

tvari lijekova potrebno je analogno primijeniti na druge nitrozamine.

Ako se utvrdi postojanje drugih nitrozamina, to odmah treba prijaviti nadleZznim tijelima,
zajedno s toksikoloSkom procjenom onecis¢enja, klinickom procjenom za izlozene bolesnike,

analizom osnovnog uzroka i planom korektivnih mjera (npr. promjene proizvodnog procesa).

Opcenito, uzimajuci U obzir dostupne podatke procijenjene u ovom postupku, omjer koristi i
rizika lijekova koji sadrzavaju sartan s tetrazolnim prstenom i dalje je pozitivan, $to je podlozno

uvjetima koji su odredeni [16].

3.4.2 Znanstveni zakljucci s drugog arbitraznog postupka o sartanima

Na temelju saznanja o prisutnosti nitrozamina u lijekovima koja su prikupljena od pocetka
arbitraznog postupka za sartane i uzimajuci u obzir podatke procijenjene u okviru pregleda u
skladu s ¢lankom 5. stavkom 3., a osobito one koji se odnose na metodologiju izra¢una
grani¢nih vrijednosti u slu¢aju (poli)kontaminacije i na potencijalne osnovne uzroke, CHMP
smatra da je ishod arbitraznog postupka za sartane potrebno izmijeniti tako da se u obzir uzmu

rezultati pregleda u skladu s ¢lankom 5. stavkom 3.

Smatrajuci da je slucaj sa sartanima vrlo dobro ispitan te da je ustanovljeno da su glavni i ¢esto
jedini osnovni uzrok procesi povezani s djelatnom tvari, misljenje je CHMP-a da nema nekog
specificnog aspekta zbog kojega bi za sartane s tetrazolnim prstenom bila potrebna opca

iznimka.
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U pregledu u skladu s ¢lankom 5. stavkom 3. CHMP nije podrzao pristup prema kojemu se
nitrozamine kontrolira analitickim metodama (tj. da se granicna vrijednost aktivnog
farmaceutskog sastojka odreduje nekom tehni¢kom metodom) jer se time ne uzimaju u obzir
toksikoloski podaci, a grani¢ne vrijednosti mogu biti razlicite za razlicite nitrozamine, $to bi

nadalje moglo dovesti do razli¢itih stvarnih izloZenosti ovisno o dnevnoj dozi lijeka.

Nitrozamine treba redovito kontrolirati i na razini gotovog lijeka jer se pojavilo nekoliko
osnovnih uzroka koji su povezani s postupkom proizvodnje gotovih lijekova. Kontrolnu to¢ku
za nitrozamine treba odabrati tako da ¢e ona jamciti da je prisutnost oneciS¢enja manja od
prihvatljive grani¢ne koncentracije u gotovom lijeku. Stoga CHMP smatra da su preporuke

prihvacene u pregledu prema ¢lanku 5. stavku 3. relevantne i za sartane s tetrazolnim prstenom.

S obzirom na navedeno, CHMP je zakljucio da je omjer koristi i rizika za antagoniste receptora
angiontenzina II (sartane) koji sadrze tetrazolnu skupinu (kandesartan, irbesartan, losartan,
olmesartan, valsartan) povoljan ako se izmijene uvjeti davanja odobrenja za stavljanje lijeka u

promet kako je opisano u prethodnom tekstu [17].

Nakon prvog arbitraznog postupka o nitrozaminskim oneciS¢enjima u sartanima proveden je
drugi arbitrazni postupak koji je obuhvatio opéenito nitrozaminska oneéi$éenja u lijekovima.
Prvotni znanstveni zakljucci vecinski su se orijentirali na prisutnost nitrozamina u djelatnoj
tvari dok je u drugim znanstvenim zaklju¢cima CHMP-a vidokrug prosirio 1 na gotove lijekove.
Nacin odredivanja granica postavljenih za sartane izjednacen je s nac¢inom odredivanja granica

i za druge djelatne tvari.

3.4.3 Arbitrazni postupci

Arbitrazni postupak (engl. referral) je postupak koji se pokrece u svrhu rjesavanja pitanja
vezanih uz sigurnost ili omjer koristi i rizika za jedan lijek ili skupinu lijekova na razini

Europske unije. Arbitrazni postupak je zapravo postupak rjeSavanja neslaganja medu drzavama

31



¢lanicama glede tih vaznih pitanja. U arbitraznom postupku EMA provodi znanstvenu ocjenu i
daje preporuku za harmonizaciju unutar EU. Cilj provodenja arbitraznih postupaka je postizanje
pravovremenog i harmoniziranog ishoda, koji je primjenjiv i obvezuju¢i u svim drzavama

¢lanicama Europske unije.

Clanak 31. Direktive 2001/83/EZ ,,Union interest referral” odnosi se na probleme u kakvoci

sigurnosti ili djelotvornosti lijeka ili skupine lijekova.
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3.5Ranitidin

N-nitrosodimetilamin (NDMA), koji je Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC)
klasificirala kao "vjerojatno kancerogen za ljude” (Kancerogena klasa 2A), identificiran je u
rujnu 2019. u serijama djelatne tvari ranitidina i gotovim lijekovima dostupnim u EU-u u
razinama koje su izazvale zabrinutost prema nacelima ICH-M7. Znanstvena literatura ukazuje
da se NDMA moze stvoriti pod odredenim uvjetima kada se dimetilamin (DMA) koji se
oslobada iz ranitidina izlozi izvoru nitrita (npr. natrijev nitrit). Osim toga, provedene su in vitro
studije s razli¢itim pH otopinama ranitidina s i bez nitrita kako bi se procijenilo bi li sli¢ni pH
uvjeti kao in vivo doveli do stvaranja NDMA. Iako su koriStene razine nitrita bile daleko iznad
onih koje su obi¢no prisutne u ljudskom zelucu, €inilo se da rezultati pokazuju da se NDMA
moze formirati iz ranitidina pri kiselom pH u prisutnosti nitrita. S obzirom na ove analiticke
rezultate, pokazalo se da se NDMA takoder moZe formirati iz ranitidina tijekom odredenih
analitickih postupaka, posebno onih koji koriste visoke temperature. Na temelju gore
navedenog, Europska komisija je 12. rujna 2019. pokrenula arbitrazni postupak prema ¢lanku
31. Direktive 2001/83/EZ kako bi se procijenio u¢inak ovih zabrinutosti na omjer koristi i rizika
lijekova koji sadrZe ranitidin i zatrazila od CHMP-a da izda miSljenje o tome treba li relevantna

odobrenja za stavljanje u promet zadrzati, promijeniti, obustaviti ili opozvati [14].

Ranitidin, koji je bio dostupan u slobodnoj prodaji (OTC, bez recepta) ili lijek na recept,
povucen je s hrvatskog trzista od rujna 2019. (15, 16), kada je zapocela EMA-ina procjena
ranitidina. Ranitidin je prije povlac¢enja bio medu 50 najkoristenijih lijekova u Hrvatskoj, a svoj
je vrhunac dozivio 2018. godine kada je zauzeo 31. mjesto [7]. Tijekom osamdesetih prodaja

Zantac-a, poznatog americkog lijeka koji sadrzi ranitidin, premasila je milijardu dolara zarade
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Ranitidin pripada skupini lijekova poznatih kao H2 (histamin-2) blokatori, koji djeluju tako da
blokiraju histaminske receptore u Zelucu i smanjuju proizvodnju Zelu€ane kiseline. Koristi se
za lijeenje 1 prevenciju stanja kao $to su zZgaravica i ¢ir na zelucu. Lijekove koji sadrze ranitidin

odobrila su nacionalna tijela i dostupni su u obliku tableta, sirupa i formulacija za injekcije [19].

Unutar EU ranitidin je indiciran za lije¢enje vise indikacija kod odraslih i djece.

75 mg filmom obloZene tablete:

Odrasli i djeca starija od 16 godina

* LijeCenje probavnih smetnji i Zgaravice

150/300 mg filmom obloZene i Sumece tablete, 150 mg/10 ml sirup

Odprasli (18 godina i vise)

* Duodenalni ulkus, benigni zelucani ulkus, uklju¢uju¢i onaj povezan s nesteroidnim

protuupalnim lijekovima, rekurentni ulkus, postoperativni ulkus, refluksni ezofagitis,

» Zollinger-Ellisonov sindrom, profilaksa rekurentnog krvarenja iz peptickog ulkusa,

premedikacija u anesteziji, profilaksa stresnih ulceracija.

* Ranitidin je takoder indiciran u onim stanjima kao §to su gastritis i duodenitis kada su povezani

s hipersekrecijom kiseline.

Djeca (3 godine do 18 godina)

» Kratkotrajno lije¢enje peptickog ulkusa

» Lijecenje gastroezofagealnog refluksa, ukljuujuéi refluksni ezofagitis 1 ublaZavanje

simptoma kod gastroezofagealne refluksne bolesti

10 mg/ml, 25 mg/ml otopina za injekciju/infuziju
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Odrasli (18 godina i vise)

Akutni napadaji i egzacerbacije:

* duodenalni ulkus

* dobroc¢udni ¢ir na Zelucu

* rekurentni ulkus

* postoperativni ulkus

» refluksni ezofagitis

» Zollinger-Ellisonov sindrom

* krvarenje iz peptickog ulkusa

* premedikacija u anesteziji

» profilaksa i lijecenje stresnih ulceracija

Djeca (6 mjeseci do 18 godina)

» Kratkotrajno lijecenje peptickog ulkusa

» LijeCenje gastroezofagealnog refluksa, ukljucujuéi refluksni ezofagitis 1 ublaZavanje

simptoma kod gastroezofagealne refluksne bolesti

Odobrene formulacije te indikacije ranitidina variraju izmedu zemalja ¢lanica Europske unije.
Uobic¢ajene doze ranitidina krecu se od 150 mg do 6 g dnevno. Trajanje lijecenje je izmedu 8 i
12 tjedana no u slu¢aju ponavljajuc¢eg duodenalnog ulkusa lije¢enje mozZe trajati i do 12 mjeseci.

Za hipersekretorna stanja terapija moze biti i doZivotna.

U srpnju 2019. nalazi iz privatnog laboratorija u Sjedinjenim Drzavama (SAD) pokazali su da

ranitidin moze generirati NDMA kao produkt razgradnje. U kolovozu 2019. preliminarni
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rezultati nasumi¢nog odabira i testiranja od strane sluzbenih medicinskih kontrolnih
laboratorija (OMCL) serija API-ja ranitidina i gotovih lijekova dostupnih u EU pokazali su
razine NDMA u rasponu koji je izazvao zabrinutost u skladu s nac¢elima ICH-M7. Osim toga,
provedene su in vitro studije s razli¢itim pH otopinama ranitidina s i bez nitrita kako bi se
procijenilo bi li sliéni pH uvjeti kao in vivo uvjeti doveli do stvaranja NDMA.. Iako su koriStene
razine nitrita bile daleko iznad onih koje su obi¢no prisutne u ljudskom Zzelucu, Cinilo se da
rezultati pokazuju da se NDMA moze formirati iz ranitidina pri kiselom pH u prisutnosti nitrita.
Na temelju analitickih rezultata dostupnih na pocetku arbitraznog postupka, pokazalo se da se
NDMA takoder moze formirati iz ranitidina tijekom odredenih analitickih postupaka, posebno

onih koji koriste visoke temperature.

Sve u svemu, smatralo se mogu¢im da se NDMA moZe stvoriti pod odredenim uvjetima kada
se DMA osloboden iz ranitidina izloZi izvoru nitrita (npr. natrijev nitrit). Europska komisija
smatrala je potrebnim procijeniti relevantnost ovih nalaza, potencijalne temeljne uzroke i njihov
utjecaj na omjer koristi i rizika lijekova koji sadrZe ranitidin. S obzirom na gore navedeno,
Europska komisija pokrenula je 12. rujna 2019. arbitrazni postupak u skladu s ¢lankom 31.
Direktive 2001/83/EZ kako bi procijenila relevantnost ovih nalaza, potencijalne temeljne
uzroke i njihov utjecaj na omjer koristi 1 rizika lijekova proizvode koji sadrze ranitidin i

poduzela sve potrebne radnje.

Aspekti kakvoce

Ovjernice o prikladnosti za monografije Europske farmakopeje

Svih sedam ovjernica o prikladnosti za monografije Europske farmakopeje (engl. certificate of
suitability - CEP), od 6 nositelja CEP-a, koji su bili valjani na pocetku arbitraznog postupka,
ocijenjeno je i obustavljeno od strane Europskog ravnateljstva za kakvocu lijekova i

zdravstvenu skrb (engl. European Directorate for the Quality of Medicines and HealthCare -
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EDQM). ili ih je nositelj povukao, zbog prisutnosti NDMA u djelatnoj tvari. Kao rezultat toga,
trenutno ne postoji vaze¢i CEP za ranitidin. Opcenito, sljede¢i se zaklju¢ci mogu izvuéi iz
informacija koje pruza EDQM: Moguce je proizvesti serije ranitidin hidroklorida (HCI), s
razinama NDMA ispod granice od 0,16 ppm (na temelju ranitidin HCI), medutim, povecanje
razina NDMA promatra se tijekom vremena. Uvjeti skladistenja (temperatura, vlaznost) utjecu
na brzinu stvaranja NDMA. Do sada nije identificiran jasan temeljni uzrok i nije jasno koliko
dugo serije mogu ostati unutar prihvatljive granice za NDMA. Potrebne su daljnje studije kako

bi se dodatno opisao profil razgradnje ranitidina.
Rezultati testiranja

Djelatna tvar (engl. active pharmaceutical ingredient - API)

Nekoliko tvrtki te Americ¢ka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration
- FDA), izvijestili su o stvaranju visokih razina NDMA kada je ranitidin izloZen visokim
temperaturama (>100°C), kao $to se dogada kada se koristi tijekom analize za NDMA na
temelju plinske kromatografije (GC). Stoga se ¢ini da GC-MS metoda, izvorno razvijena za
analizu nitrozamina u sartanima, nije prikladna za analizu ranitidina. Analizu sadrzaja NDMA
u ranitidinu stoga treba provesti analitickim metodama koje odvajaju ranitidin 1 NDMA na

niskoj temperaturi.

Proizvodaci API-ja jo§ nisu definirali temeljne uzroke prisutnosti NDMA u svojim djelatnim

tvarima; medutim, identificirani su sljede¢i mogu¢i uzroci koji su pod daljnjom istragom:
— potencijalna degradacija API-ja,

— prisutnost NDMA unutar meduproizvoda,

— prisutnost duSikovih oksida unutar propisanih pocetnih materijala ili njihovih prekursora,
— prisutnost kloramina u proc¢is¢enoj vodi.

37



Osim toga, rezultati drugih medunarodnih regulatora u skladu su s rezultatima koje je prijavilo
nekoliko nositelja odobrenja da je pri visokoj temperaturi i visokoj vlaznosti razgradnja

ranitidina uz stvaranje NDMA znacajna.

Gotov lijek

Mnogi nositelji odobrenja do sada nisu testirali svoje lijekove na prisutnost NDMA i u
potpunosti su se oslanjali na testiranje djelatne tvari. 1z rezultata testiranja djelatne tvari poznato
je da se koncentracija NDMA moze povecati tijekom vremena, vjerojatno zbog nestabilnosti.
Za lijekove, ovaj uzlazni trend u koli¢ini prisutnog NDMA nije tako jasan kao za djelatnu tvar;
medutim, potrebno je vise informacija o stvaranju NDMA u gotovim lijekovima. Stoga je od
svih nositelja odobrenja tijekom arbitraznog postupka zatrazeno da testiraju svoje lijekove na
prisutnost NDMA. Strategija uzorkovanja ukljucuje lijekove razlidite starosti, tj. svjeze
pripremljene serije lijeka, serije lijeka na sredini odobrenog roka valjanosti, kao i serije pri kraju
odobrenog roka valjanosti, kako bi se pokazalo da se koli¢ina NDMA nece povecati tijekom
skladiStenja lijeka ili da ¢e razina ostati unutar prihvatljivih granica tijekom roka valjanosti
lijeka. Gotovo za sve do sada ispitane lijekove, NDMA je identificiran u razinama iznad
trenutne granice od 0,16 ppm utvrdene prema nacelima ICH-M7 uzimaju¢i u obzir prihvatljivi
unos od 96 ng/dan NDMA, maksimalnu dnevnu dozu od 600 mg i doZivotno lijecenje.
Preliminarni rezultati ispitivanja stabilnosti pokazali su da je razina razgradnje u vodenoj fazi

(za IV formulaciju) manje izraZena nego u ¢vrstoj fazi (oralna formulacija).

Potencijalni mehanizmi

Nekoliko nositelja odobrenja pretpostavlja da je na temelju dobivenih rezultata za gotove
lijekove i djelatne tvari vjerojatno da NDMA nastaje razgradnjom ranitidina (vidi strukturu u

nastavku), bez prisustva dodatnog(ih) izvora(a) nitrita.
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Slika 3. Struktura ranitidina, preuzeto iz literaturne reference 14

Jedan nositelj odobrenja za promet dao je rezultate ispitivanja s izotopski obiljezenom
djelatnom tvari koja su provedena kako bi se utvrdio temeljni uzrok prisutnosti niskih razina
N-nitrozodimetilamina (NDMA) u ranitidinu i lijekovima s ranitidinom. Jedna je studija imala
za cilj utvrditi je li stvaranje NDMA unutarmolekularni proces u kojem se reakcija odvija unutar
jedne molekule ili medumolekularni proces u kojem su dimetilamino- i nitro skupine izvedene
iz odvojene molekule. Dobiveni rezultati pruzili su snazne dokaze da je nastajanje
intermolekularna reakcija, a ne intramolekularna reakcija i da nije potreban vanjski nitrozirajuci
agens. Medutim, nije bilo moguée definirati to¢an mehanizam reakcije razgradnje. Postoje
dokazi da se odvijaju dvije neovisne reakcije razgradnje i da bi se nusprodukti tih reakcija mogli

spojiti u NDMA, iako mogu postojati i druge moguénosti.

Nadalje, predlozeno je da svojstva krutog stanja utjecu na stvaranje NDMA iz djelatne tvari, te
stoga mogu utjecati na stabilnost djelatne tvari. Na svojstva ¢vrstog stanja utjecala je metoda
kristalizacije. Buduc¢i da djelatna tvar ostaje u krutom stanju u tabletama, moze se ocekivati
povecanje NDMA. Za lijekove u obliku otopina i sirupa u kojima je djelatna tvar otopljena,
moguce je da se gore opisani put razgradnje ne dogodi. Pregled podataka o testiranju nadalje je
pokazao da je u vecini primjera gdje je sadrzaj NDMA djelatne tvari i lijeka izmjeren unutar
istog razdoblja, koli¢ina u lijeku opcenito niza nego u odgovaraju¢em API-ju. Ovo ukazuje na
to da je stopa povecanja u gotovom lijeku sporija nego u API-ju, ali to jo§ uvijek nije
eksperimentalno potvrdeno ni za jednu specificnu formulaciju. Konac¢no, iz eksperimenata je
zakljuceno da je reakcija ranitidina s natrijevim nitritom/dusi¢astom kiselinom trenutna i nije u
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skladu sa sporim stvaranjem NDMA tijekom duljeg razdoblja, kao Sto je uoceno u svim
serijama tijekom studija stabilnosti. Takoder je zaklju¢eno da NDMA nastaje u djelatnoj tvari
ranitidina primarno zahvaljuju¢i unutarnjem mehanizmu razgradnje koji se odvija u krutom
stanju. Razgradnja se odvija bez sudjelovanja bilo kakvih stranih onecis¢enja. Povisena

temperatura i relativna vlaznost doprinose povecanju stope razgradnje.

Za oralne otopine dostupno je vrlo malo podataka za donoSenje zakljuc¢aka. Treba napomenuti
da se ¢ini da je razgradnja ranitidina i stvaranje NDMA u proizvodima lijeka sporija nego u
izoliranoj djelatnoj tvari lijeka. Medutim, ovaj se zaklju¢ak temelji na ograni¢enim podacima.
Dostupni rezultati testiranja lijeka nisu dostatni za zakljucak je li razgradnja ranitidina u lijeku
u obliku NDMA op¢i fenomen ili ovisi o izvoru lijeka i sastavu lijeka. Formiranje NDMA zbog
medumolekularne reakcije predlozeno je kao potencijalni mehanizam, medutim mogu se
pojaviti dvije neovisne reakcije razgradnje, a produkti iz tih reakcija mogu se kombinirati u
NDMA, iako mogu postojati i druge moguénosti. Do sada nije dostupno dovoljno podataka o
kinetici stvaranja NDMA tijekom vremena u gotovim lijekovima da bi se izveli op¢i zakljucei
0 opsegu stvaranja NDMA tijekom vremena u ranitidinu i mozZe li se koli¢ina NDMA u
lijekovima dovoljno kontrolirati tijekom roka valjanosti lijeka. U preglednom ¢lanku iz 2021.
Aldawsari 1 suradnici predloZili su dva potencijalna mehanizma stvaranja NDMA iz raniditina,

prikazano na slici niZe.
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Slika 4. Potencijalni mehanizmi nastanka NDMA iz ranitidina. Preuzeto i prilagodeno iz

reference 18

Ne-klinic¢ki aspekti

Genotoksi¢nost, Karcinogeni potencijal u studijama s glodavcima 1 Stvaranje NDMA ili drugih

potencijalno mutagenih nitrozo spojeva (zakljucak iz tri poglavlja):

Zakljucak o endogenom stvaranju NDMA iz ranitidina:

Iz literaturnih podataka jasno je da su sveukupni ucinci lijeCenja ranitidinom na stvaranje
nitrozamina in vivo ili in vitro viSe puta ispitivani, primarno usredotocujuci se na stvaranje
nitrozamina u zelucu. Medutim, mnoga istrazivanja imaju ogranicenja i ne mogu se izvuci
definitivni zakljucci iz ovih podataka buduci da su rezultati razliciti. Neke studije izvjeS¢uju o
povecanom stvaranju nitrozamina u zelucu (Matsuda et al. (1990) i Krawczynski et al. (2002)),
dok druge nisu pronasle ovaj u¢inak [Garcia Del Risco (1984), Thomas et al. (1987), Houben
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et al. (1996)], a neki prijavljuju povecano izlu¢ivanje u urinu [Krawczynki et al. (2002, Zeng i
Mitch (2006)]. Razliciti rezultati mogu se objasniti ¢injenicom da se ¢ini da je stvaranje
nitrozamina viSefaktorski proces s razli¢itim ¢imbenicima koji su ukljuc¢eni kao $to su pH
zeluca 1 razine nitrata i nitrita u Zelucu. Nadalje, stvaranje nitrozamina u zelucu je prijavljeno
ne samo za ranitidin nego i za druge antagoniste H2-receptora, $to sugerira da bi drugi

mehanizmi mogli biti odgovorni [Matsuda et al (1990)].

Malo je informacija o metabolizmu ranitidina putem crijevne flore. DMA se vjerojatno moze
formirati in vivo metabolizmom putem oksidativne deaminacije. Hoce li to rezultirati
povecanjem razine NDMA u mokraci ovisit ¢e o uvjetima u mokraénom mjehuru. Osim toga,
zbog nedostatka dostupnih podataka trenutno nije jasno ima li put primjene utjecaj na endogeno

stvaranje NDMA iz ranitidina.

Konacna procjena rizika mogla bi imati koristi od daljnjih in vivo istrazivanja na ljudima
primjenom oznacenog ranitidina, gdje se moze pratiti put relevantnih atoma dusika. Koristenje
stabilnog izotopa *®N omoguéilo bi davanje dovoljnih koli¢ina za otkrivanje niskih koli¢ina
NDMA. Mijerenje [*°N]-NDMA i [**N]-NDMA omoguéilo bi razlikovanje NDMA dobivenog

iz ranitidina i NDMA koji dolazi iz drugih izvora.
Procjena rizika za NDMA

Prihvatljiv unos

NDMA je mocan mutageni karcinogen kod brojnih razli¢itih zivotinjskih vrsta. Na temelju
podataka o Zivotinjama (Stakori su najosjetljivija vrsta), IARC je NDMA Kklasificirao kao
"vjerojatno kancerogen za ljude™ (klasa 2A kancerogen). Ovu klasifikaciju koristi IARC kada
postoje "ograniceni dokazi o karcinogenosti kod ljudi i dovoljni dokazi o karcinogenosti kod
pokusnih Zivotinja". Drugi dugorocni ucinci, kao $to je teSka hepatotoksicnost, takoder su

primijeceni kod rezus majmuna s ovom klasom nitrozamina.
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Iako sam NDMA ne reagira s DNA i potrebna je metabolicka aktivacija da bi se formirala DNA
reaktivna molekula, u procjeni rizika NDMA se smatra DNA reaktivnim karcinogenom.
Paradigma koja se opéenito koristi za procjenu rizika takvih spojeva temelji se na pretpostavci
da ne postoji bioloski prag za DNA reaktivne karcinogene smatra se da svaka razina izlozenosti
predstavlja rizik, a razina bez rizika ne moze se uspostaviti. Ova opca paradigma osporena je
na znanstvenim temeljima. Medutim, da bi se odstupilo od ove paradigme 1 uspostavila razina
ispod koje se ne o¢ekuje rizik, bili bi potrebni mehanicki podaci i podaci specifi¢ni za spoj kako
bi se pruzio uvjerljiv dokaz za takav prag. Nadalje, potrebno je uzeti u obzir da za NDMA i
nitrozamine, opéenito, postoji znatna razina pozadinske izlozenosti. Do pozadinske izlozenosti
moze do¢i i iz drugih egzogenih izvora i iz endogenih formacija. Na procjene razina pozadinske
izlozenosti utjeCu mnogi ¢imbenici (npr. ¢imbenici hrane 1 nafina zivota), a postoji i velika
varijabilnost u procjenama razine endogenog stvaranja NDMA. Unatoc¢ tome, moze se oc¢ekivati

da ¢e dodatna izlozenost povecati rizik i treba je uzeti u obzir.

Povecani teoretski zivotni rizik od raka od 1 dodatnog sluc¢aja na 100 000 lijecenih pacijenata,
tj. povecani Zivotni rizik od raka od 1:100 000, op¢enito je prihvacena razina rizika za mutagena

oneci$c¢enja u farmaceutskim proizvodima prema ICH M7(R1) smjernici.

NDMA pripada N-nitrozo spojevima, koji su dio takozvane "kohorte zabrinjavajuc¢ih" (engl.
,,cohort of concern®) opisanih u ICH smjernici M7(R1). Za takve spojeve generi¢ki prag
toksikoloskog rizika (engl. threshold of toxicological concern - TTC) od 1,5 pg/dan kao
prihvatljivi unos (engl. Acceptable intake - AI) za mutagena oneciS¢enja ne smatra se
primjenjivim i Al specifiCan za spoj treba izvesti iz podataka o karcinogenosti specifi¢nih

spojeva.

Opce prihvaceni pristup koji preporuc¢uje ICH M7(R1) je koristenje ili srediSnje toksi¢ne doze
(engl. toxic dose - TD50) tj. doze koja daje 50% incidencije tumora ili statisticku donju granicu

pouzdanosti referentnih doza (engl. bench mark dose lower bound confidence limit BMDL10),
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procjena najnize doze za koju je 95% sigurno da ¢e uzrokovati ne vise od 10% pojave raka kod
glodavaca, kao polaziSte za izracun prekomjernog rizika od raka. Dobro priznat i prihvaéen
izvor za vrijednosti TD50 iz studija raka je Baza podataka o karcinogenima (engl. Carcinogenic

Potency Database - CPDB).

TD50 naveden u navedenoj bazi podataka za NDMA je 0,096 mg/kg/dan (kod najosjetljivije
vrste, Stakora) izracunat kao harmonijska sredina iz svih pozitivnih studija na Stakorima.
Ekstrapolacija na prekomjernu razinu rizika za rak provodi se linearnom povratnom
ekstrapolacijom na dozu koja teoretski uzrokuje rizik od 1:100 000 dijeljenjem TD50 s 50 000
(50% ili 0,5 x 100 000). Za NDMA to se prevodi u dozu od 1,92 ng/kg/dan. Za osobu tjelesne
tezine od 50 kg to bi rezultiralo razinom Al od 96 ng/dan (50 x 1,92 ng). 96 ng/dan odgovara
0,16 ppm za bazu ranitidina kada se uzme u obzir izloZzenost tijekom cijelog Zivota, uz dnevnu

dozu od 600 mg ranitidina.

Klinic¢ki aspekti

Na temelju opseznog pregleda trenutacno dostupnih epidemioloSkih i1 postmarketinSkih
podataka, moze se zakljuciti da nema dokaza o uzrofnoj povezanosti izmedu terapije
ranitidinom 1 razvoja raka u bolesnika. Medutim, svaki potencijalni rizik od raka zbog
izloZenosti NDMA povezan s upotrebom ranitidina niske je razine i vjerojatno se nece otkriti
konvencionalnim studijama na Zivotinjama, postmarketinSkim izvje$¢ima ili epidemioloSkim
studijama. Bez obzira na gore navedeno, jasno je da temeljna bolest povecava rizik od
karcinoma zeluca i gusterace u pacijenata lijeCenih antagonistima H2-receptora (to je takoder
primijeCeno kod pacijenata lijeCenih inhibitorima protonske pumpe (engl. proton pump

inhibitors - PPI).

(Teoretski) povecani rizik od raka tijekom zivota koji je uveo NDMA mogao bi se ekstrapolirati

iz ranije spomenute studije karcinogenosti Stakora (Peto et al 1991.). Medutim, rizik kod ljudi
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moze se ispravno procijeniti samo ako je poznata izlozenost NDMA povezana s ranitidinom.
Egzogeni doprinos uporabe ranitidina moze se odrediti mjerenjem koncentracije NDMA u
lijeku. Za potencijalno endogeno stvaranje NDMA bili bi potrebni dodatni in vivo podaci kod
ljudi, budu¢i da dostupni podaci nisu uvjerljivi. Podaci su pokazali da se nakon IV primjene
150 mg 3H-ranitidina 93% izlucilo u urinu, od ¢ega je 70% bio nepromijenjeni izvorni lijek (t;.
nemetaboliziran). To je u suprotnosti s razinom izlu¢ivanja u urinu nakon oralne primjene 150
mg 3H-ranitidina, od ¢ega je 70% bilo 35% nepromijenjenog lijeka. Tvrdilo se da bi potencijal
za in vivo stvaranje nitrozamina mogao biti manje zabrinjavajuc¢i s obzirom na nizu razinu
metabolizacije (ovaj nain primjene mozda nece izloziti pacijente stvaranju NDMA iz

ranitidina zbog zelucanih tekuéina ili gastrointestinalne mikroflore).

Uocene razlike izmedu oralne i1 parenteralne primjene mogu odraZavati metabolizam prvog
prolaza i/ili metabolizam crijevne flore. lako je koli¢ina metaboliziranog ranitidina manja
nakon parenteralne primjene, jo$ uvijek je neizvjesno hoce li iz ranitidina nastati manje NDMA
(ako doista dode do endogenog stvaranja). To bi ovisilo o mjestu nastanka. Ako je potencijalno
mjesto stvaranja gastrointestinalni trakt, onda bi zabrinutost doista bila mnogo manja nakon
parenteralne primjene. Medutim, ako je NDMA proizvod bubreZznog metabolizma, to vjerojatno
nije slucaj, a uzimajuéi u obzir vecu stopu bubreZnog izluc¢ivanja nakon parenteralne primjene,

koli¢ina stvorenog NDMA mogla bi ¢ak biti 1 veca.

CHMP je takoder smatrao da pristup ,,kraci od Zivotnog vijeka” (less-than-lifetime - LTL) za
proizvode koji sadrze ranitidin ne bi opravdao postavljanje visih granica s obzirom na rizike od

NDMA i benefite ranitidina, ali takoder da bi se uporaba mogla ponavljati ili biti kroni¢na.

Nositelji odobrenja tvrde da se otopine za injekciju/infuziju koriste samo ograni¢eno vrijeme
(manje od 1 godine) 1 da je maksimalna dnevna doza za parenteralne oblike niZa nego za tablete
(predlaze se maksimalna dnevna doza (MDD) od 350 mg na temelju prosjecnoj tjelesne tezine

od 50 kg), te da bi se stoga mogla razmotriti vi$a granica za sadrzaj NDMA (3,65 ppm), pa bi
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svi parenteralni proizvodi, za koje su dostavljeni podaci, bili u skladu s tom granicom od 3 ppm

(najvisa promatrana razina).

Usprkos tome, CHMP se nije slozio da se LTL pristup moze primijeniti ni na parenteralne
proizvode ranitidina iz gore navedenih razloga. Najveca dnevna doza je medutim niza u
parenteralnim oblicima u usporedbi s oralnim oblicima doziranja, $to moze dovesti do vece

granice (u smislu ppm po koli¢ini djelatne tvari) primjenjive za parenteralne oblike.

Omjer koristi i rizika

NDMA je jaki mutageni karcinogen kod brojnih razli¢itih Zivotinjskih vrsta, a na temelju
podataka o zivotinjama, Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) klasificirala je
NDMA kao "vjerojatno kancerogen za ljude". Unato¢ ¢injenici da je utjecaj NDMA na ljudsko
zdravlje trenuta¢no samo ekstrapoliran iz studija na zivotinjama, razumno je pretpostaviti da se

ucinci uoceni kod zivotinja mogu pojaviti i kod ljudi.

Gotovo sve serije ranitidinskog API-ja i lijekova koji su testirani na NDMA sadrze NDMA
iznad 0,16 ppm, Sto se temelji na prihvatljivom unosu od 96 ng/dan tijekom cijelog Zivota 1
maksimalnoj dnevnoj dozi ranitidina od 600 mg tijekom cijelog Zivota. Potrebne informacije o
prisutnosti NDMA u kona¢nom proizvodu, uklju¢ujuci stvaranje NDMA kao produkta
razgradnje 1/ili metabolita, jo§S uvijek nedostaju. Rizik od kontaminacije s potencijalno
kancerogenim nitrozaminima, posebice s NDMA, iznad prihvatljivog dnevnog unosa, nije
rijeSen.

Na temelju pregleda svih dostupnih podataka o sigurnosti i u¢inkovitosti, CHMP smatra da se
rizik od prisutnosti NDMA ne moze adekvatno rijesiti u ovoj fazi, te je stoga izbjegavanje
uporabe proizvoda koji sadrZe ranitidin dok se gore navedene nejasnoce ne rijeSe jedina
prihvatljiva mjera minimizacije rizika. CHMP je zakljucio da je omjer koristi i rizika lijekova

koji sadrze ranitidin negativan s obzirom na nejasnoce o temeljnim uzrocima prisutnosti NDMA
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u djelatnoj tvari i proizvodima lijeka te s obzirom na ¢injenicu da se rizik od endogenog

stvaranja NDMA nakon primjene ranitidina u bolesnika ne moze iskljuciti u ovoj fazi.

Treba odgovoriti na pitanja koja se odnose na stvaranje NDMA kao produkta razgradnje i/ili
metabolita i potencijal za endogeno stvaranje. Kao posljedica toga, CHMP je preporucio
suspenziju svih odobrenja za stavljanje u promet lijekova koji sadrze ranitidin, uzevsi pritom u

obzir da su dostupne alternative za lije¢enje ranitidina.

Za ukidanje suspenzije odobrenja za stavljanje u promet (MA) moraju biti ispunjeni svi sljedeci

uvjeti:

* nositelji odobrenja moraju istraziti potencijalnu endogenu formaciju i dokazati da ona

podrzava pozitivan omjer koristi i rizika,
* uvesti u dosje MA odgovarajuce granice za kontrolu prisutnosti nitrozamina i
* uspostaviti strategiju kontrole.

» Ogranicenje pri puStanju morat ¢e se temeljiti na maksimalnoj dnevnoj dozi slobodne baze
ranitidina uzimaju¢i u obzir nacin primjene u skladu sa smjernicama ICH M7(R1), s
maksimalnim dnevnim unosom NDMA od 96 ng/dan. Ova granica pri pustanju u promet treba
uzeti u obzir svako povecanje razine NDMA primijeceno tijekom studija stabilnosti. Nositelji
odobrenja takoder ¢e morati dostaviti podatke o serijama za lijekove kako bi dokazali da je

razgradnja djelatne tvari kontrolirana tijekom roka valjanosti.

Smjernice ICH M7(R1) postavljaju nacela za odredivanje granica mutagenih/DNA-reaktivnih
oneciS¢enja. N-nitrozamini pripadaju "kohorti zabrinjavaju¢ih" spojeva u ovoj smjernici. Na
temelju nacela u ICH M7, dnevna izlozenost NDMA od 96 ng prethodno je postavljena kao

prihvatljivi unos (Al), $to je povezano s dodatnim rizikom od tumora od 10°. Pretpostavljajuéi
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maksimalnu dnevnu dozu od 600 mg tijekom cijelog zivota (ili viSe od 10 godina), ova Al

dovodi do ogranic¢enja od 0,16 ppm u lijekovima koji sadrze ranitidin.

OgranicCenje temeljeno na Al bilo bi toksikoloski opravdano budu¢i da povecani rizik od tumora
ne bi premasio 107 (ili 1:100 000 pacijenata). Uzimajuéi u obzir da je NDMA degradant, nize
granice vjerojatno nece biti moguce posti¢i u slucaju ranitidina. Ovo se razlikuje od slucaja

sartana gdje bi promjena metoda sinteze mogla dovoljno zaobici stvaranje N-nitrozamina.

Ovo se ograni¢enje temelji na izlozenosti tijekom zivota. LTL pristup koji bi uklju¢ivao
korekcijski faktor koji vodi do vise granice nije prihvatljiv s obzirom na rizike od NDMA,
nejasni profil razgradnje, benefite ranitidina i mogucu ponovljenu upotrebu tijekom zivota ili

kroni¢ne upotrebe.

Nositelji odobrenja za promet takoder bi trebali uspostaviti strategiju kontrole koja bi trebala
ukljucivati trenutne i buduce mjere za smanjenje rizika od stvaranja/kontaminacije bilo kojim
nitrozaminom (npr. promjena procesa proizvodnje, uvodenje odgovarajucih specifikacija i
razvoj odgovarajuc¢ih metoda, mjera na prostoru i opremi, kao Sto su postupci ¢iS¢enja, pracenje
okoli$a) 1 kontrolu svih buducih promjena koje mogu utjecati na ovaj rizik (npr. promjena

dobavljaca, promjena procesa proizvodaca, promjena pakiranja).

Kao dio strategije kontrole, nositelji odobrenja za promet trebali bi uvesti sve potrebne
promjene kako bi kontrolirali rizik od prisutnosti N-nitrozamina i smanjili njihovu prisutnost

ispod granice koja se temelji na prihvatljivom unosu $to je vise moguce [14].

Uvjeti za ukidanje obustave odobrenja za stavljanje lijeka(ova) u promet

Kako bi se ukinula obustava lijekova koji sadrze ranitidin, nadlezna se tijela moraju pobrinuti

da su nositelj(i) odobrenja za stavljanje lijeka u promet ispunili uvjete u nastavku. Uvjeti za
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ukidanje obustave odobrenja za stavljanje lijeka u promet za pripravke parenteralnog

ranitidina samo za jednokratnu uporabu:

1. kao potporu pozitivnom omjeru koristi i rizika tih lijekova, nositelj odobrenja za stavljanje
lijeka u promet treba razmotriti vaznost nastanka endogenog NDMA-a na temelju npr. podataka
0 endogenom nastanku NDMA-a iz ranitidina u ljudi, dodatnih eksperimentalnih podataka (in

vitro/in vivo) ili podataka iz literature.

2. U specifikaciji kojom se potvrduje prihvatljivost lijeka za stavljanje na trziste, potrebno je
odrediti grani¢nu vrijednost za NDMA. Ta grani¢na vrijednost treba uzeti u obzir svako
povecanje razine NDMA-a uoceno u ispitivanjima stabilnosti. Grani¢na vrijednost na kraju
roka valjanosti treba se temeljiti na maksimalnoj dnevnoj dozi slobodne baze ranitidina
uzimajuci u obzir put primjene u skladu sa Smjernicom ICH M7(R1), s maksimalnim dnevnim

unosom NDMA-a od 96 ng na dan.

3. Sukladnost s grani¢nom vrijednosti za NDMA sve do isteka roka valjanosti lijeka potrebno

je dokazati odgovarajué¢im podatcima iz serija lijeka.

4. Nositelj odobrenja za stavljanje lijeka u promet treba provesti strategiju kontrole N-

nitrozamina za lijekove koji sadrze ranitidin.

Da bi se ukinula obustava odobrenja za stavljanje lijeka u promet za sve druge lijekove koji

sadrZe ranitidin, nositelj(i) odobrenja moraju dostaviti sljedece:

1. Nositelj odobrenja za stavljanje lijeka u promet treba dostaviti kvantitativne podatke o
endogenom stvaranju NDMA-a u ljudi i dokazati podrzavaju li rezultati pozitivan omjer koristi
i rizika lijeka.

2. U specifikaciji kojom se potvrduje prihvatljivost lijeka za stavljanje na trziSte, potrebno je

odrediti grani¢nu vrijednost za NDMA. Ta grani¢na vrijednost treba uzeti u obzir svako
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povecanje razine NDMA-a uoceno u ispitivanjima stabilnosti. Grani¢na vrijednost na kraju
roka valjanosti treba se temeljiti na maksimalnoj dnevnoj dozi slobodne baze ranitidina
uzimajuci u obzir put primjene u skladu sa Smjernicom ICH M7(R1), s maksimalnim dnevnim

unosom NDMA-a od 96 ng na dan.

3. Sukladnost s grani¢énom vrijednosti za NDMA sve do isteka roka valjanosti lijeka potrebno

je dokazati odgovaraju¢im podatcima iz serija lijeka.

4. Nositelj odobrenja za stavljanje lijeka u promet treba provesti strategiju kontrole N-

nitrozamina za lijekove koji sadrze ranitidin [20].

Tablica 2. Popis ranitidina povucenih iz prometa u Hrvatskoj kao posljedica odluke EC
(2020)8429 of 24 Nov 2020 (arbitraznog postupka o nitrozaminskim onecis¢enjima u

ranitidinu) [21]:

Farmaceutski
Nositelj odobrenja | Naziv lijeka | INN + jacina Put primjene
oblik
Ranitidin 150 mg Peroralna
Belupo D.D. Gastrobel Sumeca tableta
tablete primjena
Pliva Hrvatska ranitidin 75 mg | filmom oblozena | Peroralna
Peptoran
D.0.0. tablete tableta primjena
Ranitidin
Pliva Hrvatska filmom oblozena | Peroralna
Peptoran hidroklorid 150
D.0.0. tableta primjena
mg tablete
Pliva Hrvatska | Peptoran Ranitidin 150 mg | filmom oblozena | Peroralna
D.0.0. Max tablete tableta primjena
Ranitidin 300 mg | filmom oblozena | Peroralna
Sandoz D.O.O. Ranital
tablete tableta primjena
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Ranitidin 150 mg | filmom oblozena | Peroralna
Sandoz D.O.O. Ranital S
tablete tableta primjena
Ranitidin Ranitidin 150 mg | filmom oblozena | Peroralna
Sandoz D.O.O.
Sandoz tablete tableta primjena
Jadran-Galenski Ranitidin 150 mg | filmom oblozZena | Peroralna
Ranix
Laboratorij D.D. tablete tableta primjena
Jadran-Galenski Ranitidin 300 mg | filmom oblozena | Peroralna
Ranix
Laboratorij D.D. tablete tableta primjena
Ranitidin 150 mg | filmom oblozZena | Peroralna
Farmal D.D. Rantin
tablete tableta primjena
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3.6 Metformin

Europska agencija za lijekove (EMA) u prosincu 2019. godine izvijestila je da su u zemljama
izvan Europske unije u malom broju lijekova namijenjenih lijeCenju dijabetesa tipa 2 koji sadrze
djelatnu tvar metformin pronadena oneciS¢enja N-nitrozodimetilaminom (NDMA) u
tragovima. Razine NDMA-e u predmetnim lijekovima u zemljama izvan EU-a bile su vrlo
niske, odnosno ovo oneciS¢enje prisutno je u istoj ili nizoj razini u odnosu na uobicajenu

izlozenost ljudi NDMA-i iz drugih izvora, poput odredene hrane i vode za pice.

Po zaprimanju informacija o oneciS¢enjima u lijekovima izvan EU-a, EMA je zajedno s
Hrvatskom agencijom za lijekove i medicinske proizvode (HALMED) i drugim nadleznim
tijelima zemalja Clanica EU-a pokrenula postupak utvrdivanja eventualne prisutnosti

predmetnog oneciSéenja u lijekovima s djelatnom tvari metformin koji su odobreni u EU-u.

Europska agencija za lijekove bolesnicima u EU-u savjetovala je da nastave s uobicajenom
primjenom propisane terapije lijekovima s metforminom u skladu s informacijama navedenima
u uputi o lijeku. Takoder, EMA je upozorila na to da rizici neadekvatnog lije¢enja dijabetesa
daleko nadilaze moguce posljedice izloZenosti niskim razinama NDMA-e uocenim u
ispitivanjima. Zdravstveni radnici takoder su upuceni da podsjete bolesnike na vaznost drzanja

dijabetesa pod kontrolom [22].

Istrazivanje Schlingermann i sur. objavljeno 2022. godine izvijestilo je o rezultatima opsezne
analize sadrzaja NDMA Kkroz proces proizvodnje djelatnih tvari (API), kao i dva razli¢ita
procesa proizvodnje lijekova. Ova otkrica su potvrdila da djelatna tvar metformin nije znac¢ajan
izvor NDMA koji se nalazi u lijekovima s metforminom i da se NDMA stvara u onim koracima
proizvodnje lijeka koji uvode toplinu i nitrite. Istrazivanje je pokazalo da je Smanjenje nitrita iz
pomoc¢nih tvari ucinkovito sredstvo za smanjenje NDMA u gotovom lijeku. Ograni¢avanje

zaostalog dimetilamina u API-ju pokazalo se jo$ jednim vaznim ¢imbenikom za kontrolu
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NDMA jer dimetilamin dovodi do stvaranja NDMA u lijekovima. Nadalje, analiza povijesnih
serija ljekovitih proizvoda pokazala je da se NDMA moze povecati tijekom skladiStenja, ali
dosegnute razine nisu ograni¢avale rok valjanosti za proizvode koji su bili ukljuceni u ovo

istrazivanje.

Takoder je zakljuCeno da je nitrocelulozna tinta posebno problemati¢na u kombinaciji s
proizvodima s metforminom jer oni sadrze DMA kao nitrozabilnu aminsku komponentu pa se
NDMA moze lako formirati ¢ak i ako sama tinta ne sadrzi DMA. Koristenje nitrocelulozne
tinte za dobivanje pozadine u punoj boji predstavlja najgori moguéi scenarij jer je primijenjena

koli¢ina nitroceluloze posebno velika [23].

Zmyslowski 1 sur. koristili su GC-MS/MS metodu s EI ionizacijom za otkrivanje i
kvantificiranje N-nitrozodimetilamina (NDMA) i sedam drugih nitrozamina u 105 uzoraka
tableta metformina 13 razli¢itih proizvodaca. NDMA nije otkriven u djelatnoj tvari; medutim,
NDMA je detektiran u 64 (85,3%) odnosno 22 (91,7%) uzorka gotovog lijeka i lijeka s
produljenim djelovanjem. Europska agencija za lijekove preporucuje najve¢u dopuStenu
granicu od 0,032 ppm u proizvodima s metforminom. Stoga je utvrdeno da 28 lijekova 1 7
lijekova s produljenim oslobadanjem premasuje prihvatljivu granicu dnevnog unosa

kontaminacije NDMA [24].

Studija objavljena pocetkom 2023. godine istrazivala je formiranja N-nitrosodimetilamina u
tabletama metformin hidroklorida s produljenim otpustanjem (MET). Podaci su pokazali da bi
uvjeti oksidacije pospjesili razgradnju API-ja za proizvodnju DMA 1 NDMA. KoriStenje
pomoc¢nih tvari koje sadrZe nitrit 1 nitrat u pripremi MET-a ili pomo¢nih tvari koje uvode
perokside (kao §to je HPMC K100M) u proizvodnom procesu dovelo bi do stvaranja NDMA.
Brzina rasta NDMA varirala je s razli¢itim veli¢inama cCestica API-ja 1 sadrzajem vode u
procesu proizvodnje. ZakljuCak je naveo da treba izbjegavati uvodenje okoline visoke

temperature, jakih alkalnih tvari i peroksida u procesu proizvodnje i tijekom razdoblja
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skladiStenja MET-a. Sadrzaj vode u formulaciji treba kontrolirati unutar razumnog raspona
kako bi se uravnotezile potrebe izvedivosti proizvodnje i kontrole NDMA. Preporucljivo je
dodati antioksidans i slabo alkalni pH modifikator (npr. Na2CO3) u formulaciju MET-a, koji

moze ucinkovito sprijeciti porast kolicine NDMA u procesu stabilnosti [25].

Metformin se naSiroko koristi sam ili u kombinaciji s drugim lijekovima za lijecenje dijabetesa
tipa 2 i obi¢no je prva linija lijeCenja ¢iji je mehanizam djelovanja smanjenje proizvodnje
glukoze u tijelu i smanjenje apsorpcije glukoze iz crijeva. Metformin se moze propisivati kao
lijek za odrzavanje godinama i jedini je oralni lijek odobren za lijeCenje dijabetesa u djece.
Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health Organisation - WHO)
metformin se smatra esencijalnim lijekom 1 kao takav, svaka odluka o povlacenju ili
sprjeCavanju pustanja serija zbog problema s kakvoom mora biti uravnotezena u odnosu na
Stetne ucinke na zdravlje bolesnika s dijabetesom koji ne primaju svoje lijekove. Lijek je
dostupan kao otopina ili suspenzija, ali se obi¢no propisuje kao Cvrsti oralni oblik doziranja s
250 do 1000 mg metformina u formulaciji s trenutnim ili produljenim oslobadanjem ili kao
kombinirani proizvod (tj. koji sadrzi drugu fiksnu dozu aktivnog farmaceutskog sastojka (API)

uz metformin). Krajem 2019. pojavila su se izvjeS¢a o prisutnosti N-nitrosodimetilamina

(NDMA) u proizvodima s metforminom.

Do danas, jedini nitrozamin otkriven u proizvodima s metforminom je NDMA. Kao §to su
primijetili Fritzsche et al. ili Jires et al., dimetilamin (DMA) je poznato onecis¢enje povezano
s lijekovima koji sadrze metformin, a DMA u prisutnosti nitrita ili organskih peroksida pod
odredenim uvjetima moze dovesti do stvaranja NDMA. Prihvatljivi unos (Al) je koli¢ina
NDMA po maksimalnoj dnevnoj dozi (MDD) API-ja (npr. 96 ng dnevno/3000 mg metformina
IR ili 32 ppb (pg/mg)) koja se smatra prihvatljivom za sigurnost pacijenata. U EU je Cesto
odobrena MDD 3000 mg za lijekove s metforminom. Nasuprot tome, u SAD-u proizvod s

trenutnim otpusStanjem ima Al od 38 ppb (MDD od 2550 mg API-ja), a produkt s produljenim
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otpustanjem ima Al od 48 ppb (MDD od 2000 mg API-ja). Budu¢i da ¢e koli¢ina NDMA
povezana s APIl-jem varirati s oblicima doziranja, ograni¢enje ppb moze se Koristiti Nneovisno o
obliku doziranja za izraun potencijalne izlozenosti NDMA pacijenta koji uzima razli¢ite doze
(npr. 1000 mg puta 32 ppb daje 32 ng NDMA u proizvodu s trenutnim otpustanjem u odnosu

na koli¢inu od 96 ng dnevno).

MDD metformina visoka je u usporedbi s MDD veéine drugih lijekova i to ¢ini relativnu

koli¢inu NDMA (u ppb) u metforminu razmjerno nizom kako bi se zadovoljio prag od 96

ng/dan Al.

Gledajuci unaprijed, kako bi se sprijecilo da metformin koji sadrzi NDMA u koli¢inama ve¢im
od Al ne dospiju do pacijenata, veéina regulatora je zatrazila da se novoproizvedene serije lijeka
testiraju na NDMA prije nego §to se puste na trziSte. Osim toga, nastavljaju se istrazivanja
temeljnih uzroka. Koli¢inu nitrozamina u opskrbi lijekovima treba smanjiti na sigurne koli¢ine
primjenom vecéeg znanja o proizvodu i procesu te lekcija naucenih iz niza proizvoda za koje je
utvrdeno da sadrZe nitrozamine, zajedno s provedbom koraka za ublaZavanje u proizvodnim
procesima. U konacnici, proizvodaci djelatnih tvari i gotovih lijekova odgovorni su za
razumijevanje svojih procesa, Sto ukljucuje sprjecavanje prisutnosti neprihvatljivih onec¢is¢enja

[26].
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3.7 Champix

Dim cigarete slozena je mjeSavina kemikalija, uklju¢uju¢i nekoliko specificnih duhanskih
nitrozamina (engl. tobacco-specific nitrosamines - TSNA). Vecina TSNA nastaje u duhanu
tijekom razdoblja nakon Zetve, dok se odredeni broj proizvodi tijekom gorenja cigarete.
Znacajni dokazi podupiru ulogu TSNA kao vaznih uzro¢nih ¢imbenika za rak pluca, gusterace,
jednjaka i usne Supljine kod ljudi koji koriste duhanske proizvode. Od poznatih TSNA,
nitrozamin keton (NNK) i N-nitrosonornikotin (NNN) najkancerogeniji su od nikotina prama
Medunarodnoj agenciji za istrazivanje raka (engl. International Agency for Research on Cancer

- IARC). Ostali TSNA uklju¢uju N'-nitrozoanatabin (NAT) i N-nitrozoanabazin (NAB) [27].

Alkaloid

Mikotin

Nornikotin Antabin Antabazin

\’

QOksidizirani derivativ l J J
¢ |

N-nitrozacija Aktivirani nitrozirajuci agenti NO,~, NO, NO,, N, 0,

/
/

TSNA

NNK NNN NAT NAB

Slika 5. Predlozeni putevi stvaranja glavnih TSNA pronadenih u listovima susenog duhana.
Nitrozirajué¢i agensi mogu izravno stupiti u interakciju s nornikotinom, anatabinom i
anabazinom kako bi formirali NNN, NAT, odnosno NAB. Nikotin je manje osjetljiv na
nitrozaciju; stoga se NNK proizvodi iz pseudooksinikotina, oksidiranog derivata nikotina.

Preuzeto i prilagodeno iz reference 28.
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Champix je lijek koji sadrzi djelatnu tvar vereniklin. Registriran je centraliziranim postupkom
2006 godine u obliku tableta od 0,5 i 1 mg za indikaciju pomo¢i kod prestanka puSenja u

odraslih.

Nositelj odobrenja Pfizer testirao je serije CHAMPIX proizvoda na prisutnost nitrozo-
vareniklin. Rezultati ispitivanja pokazali su da su razine N-nitrozo-vareniklina u odredenim
serijama premasile razinu prihvatljivog dnevnog unosa. Uslijedilo je povlacenje serija lijekova
s trzista te je distribucija daljnjih serija od lipnja 2021. godine zaustavljena [27]. Pacijentima i
zdravstvenim djelatnicima savjetovano je da na zapocinju nova lijeenja s Champixom nego da

umjesto toga razmotre alternativne moguénosti lijeenja.

U EU trenutno postoje nestaSice lijekova za koje se ocekuje da ¢e se nastaviti. Buduéi da
Champix nije kritican lijek, CHMP je zakljucio da njegovo privremeno odsustvo s trzista EU
ne predstavlja zabrinutost za javno zdravlje. Iako se prvotno smatralo da o¢ekivane koristi od
CHAMPIX-a, namijenjene za pomo¢ pacijentima pri prestanku pusenja i uz ogranic¢enu
upotrebu od 12 do 24 tjedna, nadmasuju male potencijalne rizike koje predstavlja privremena
izlozenost N-nitrosovareniklinu iz CHAMPIX-a, CHMP je zakljucio da bi nositelj odobrenja
za stavljanje lijeka u promet trebao unijeti izmjene u odobrenje za Champix kako bi osigurao
da je u skladu s prihvatljivim granicama unosa nitrozamina za lijekove u EU-u, izracunatim u

skladu sa smjernicama ICH M7 [29].
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3.8 Regulatorni odgovor ,,Call for review*

U rujnu 2019. pokrenut je ,.call for review* za lijekove koji sadrze kemijski sintetizirane API-
je kako bi se od nositelja odobrenja zatrazilo da preispitaju svoje proizvodne procese kako bi
identificirali 1, ako je potrebno, ublazili rizik od prisutnosti nitrozaminskih onecis¢enja. Ova je
praksa zapocela dok je u tijeku bio pregled od strane CHMP-a prema ¢lanku 5(3) za

nitrozaminska oneci$¢enja u lijekovima za humanu primjenu.

Po zavrsetku izvjes¢a CHMP-a prema ¢lanku 5(3) ,, call for review* prosiren je i na bioloske
lijekove. lako se rizik od nitrozaminskih onec¢is¢enja u bioloskim lijekovima smatra vrlo niskim
ipak postoje odredeni faktori koje treba uzeti u obzir. Ti faktori ukljuc¢uju bioloske pripravke
koji sadrze kemijski sintetizirane fragmente, kod kojih su prisutni ¢imbenici rizika sli¢ni
kemijski sintetiziranim djelatnim tvarima, zatim bioloske lijekove koji koriste procese u kojima
se namjerno dodaju nitrozirajuéi reagensi te bioloske lijekove pakirane u odredeni primarni

materijal za pakiranje, kao §to su blister pakiranja koja sadrze nitrocelulozu [9].

Bioloski lijek je proizvod cija je djelatna tvar bioloska tvar. BioloSka tvar je tvar koja je
proizvedena ili ekstrahirana iz bioloSkog izvora, kao Sto su mikroorganizmi, organi i tkiva
biljnog ili Zivotinjskog podrijetla, stanice ili teku¢ine (ukljucujuéi krv ili plazmu) ljudskog ili
zivotinjskog podrijetla, 1 biotehnoloSki stani¢ni konstrukti (stani¢ni supstrati, bilo da su
rekombinantni ili ne, ukljucujuéi primarne stanice) i za koje je potrebna kombinacija fizikalno-
kemijskih bioloskih ispitivanja i proizvodnog procesa te njegova kontrola za karakterizaciju i
odredivanje kakvoce. U bioloske lijekove spadaju primjerice rekombinantni proteini,
monoklonska antitijela, krvni proizvodi, imunoloSki medicinski proizvodi kao §to su serumi i
cjepiva, alergeni i proizvodi napredne tehnologije kao $to su proizvodi za gensku i stani¢nu

terapiju [30].
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Nositelji odobrenja duzni su provesti procjenu rizika prisutnosti nitrozamina u tri uzastopna

koraka:

3.8.1 Prvi korak - Procjena rizika

Prilikom provodenja evaluacije i procjene rizika, nositelji odobrenja trebaju koristiti pristup
temeljen na riziku kako bi odredili prioritetnost lijekova za evaluaciju i potvrdno testiranje.
Neki od faktora koje je potrebno uzeti u obzir je maksimalna dnevna doza, duzina trajanja
lijeCenja, terapeutska indikacija te broj pacijenata koji koriste tu terapiju. Primjerice lijekovi s
visom dnevnom dozom kao i oni Koji su namijenjeni za dugoroénu terapiju trebali bi imati

prednost.

Nositelji odobrenja/podnositelji zahtjeva u suradnji s proizvodac¢ima lijekova, proizvodac¢ima
djelatne tvari i njihovim dobavljac¢ima sirovina duzni SuU izvrsSiti procjenu rizika koriStenjem
nacela upravljanja rizicima u kakvoéi. Potrebno je razmotriti sve potencijalne izvore
kontaminacije ili formacije nitrozamina. Takoder, potrebno je voditi se smjernicom ICH M7

kao 1 IzvjeS¢em o procjeni misljenja CHMP-a prema ¢lanku 5(3).

Ako je, nakon provedenog prvog koraka procjene rizika, doslo do identifikacije pojedinog
rizika nositelji odobrenja/podnositelji zahtjeva duZni su o tome obavijestiti regulatorna tijela te
nastaviti s potvrdnim ispitivanjima (korak 2). U slu¢aju da rizici povezani S nitrozaminima nisu
pronadeni nositelji odobrenja/podnositelji zahtjeva takoder su duzni o tome obavijestiti

nadleZna regulatorna tijela.

3.8.2 Drugi korak - Potvrdno ispitivanje

U svrhu potvrdnog testiranja kao dijela 2. koraka, testiranje treba provesti na gotovom lijeku.
Takoder se preporuCuje testiranje API-ja, njegovih meduproizvoda, pocetnih materijala,
otapala, reagensa, pomoc¢nih tvari ili bilo kojih drugih sirovina na nitrozamine, amine, nitrite ili

druge spojeve koji mogu stvarati nitrozamine, ako procjena rizika ukazuje da su potencijalni
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izvor onecis¢enja nitrozamina u gotovom lijeku. U takvim slucajevima, rezultati testiranja
djelatne tvari, meduproizvoda ili drugih relevantnih materijala mogu se koristiti za potporu

istrazivanju uzroka i razvoju opravdane strategije kontrole za nitrozaminska oneciséenja.

Medutim, neki temeljni uzroci mogu biti povezani samo s proizvodnim procesom djelatne tvari.
U tim sluéajevima, ispitivanje djelatne tvari ili meduproizvoda djelatne tvari moze se koristiti
kao surogat za ispitivanje gotovog lijeka, pod uvjetom da je procjena rizika provedena na
gotovom lijeku zakljucila da nema dodatnih ¢imbenika rizika za stvaranje oneciS¢enja
nitrozamina u lijeku. Ako se testiranje provodi na intermedijeru, tada takoder ne bi trebali
postojati ¢imbenici rizika povezani s kasnijim koracima u procesu proizvodnje djelatne tvari ili

gotovog lijeka.

Strategija potvrdnog ispitivanja odgovornost je nositelja odobrenja i trebala bi biti opravdana
na temelju procjene rizika za gotov lijek i dokumentirana u farmaceutskom sustavu kakvoce
nositelja odobrenja. U svakom slucaju, ako kontrolna tocka nitrozamina nije u gotovom lijeku,

odgovornost za kakvo¢u snosi nositelj odobrenja.

Broj serija koje treba testirati treba biti razmjeran riziku. Nositelji odobrenja i proizvodaci
trebali bi testirati reprezentativan broj serija gotovog lijeka i relevantnog meduproizvoda,
djelatne tvari ili pocetne sirovine prema potrebi. AKko je izvor rizika identificiran i dobro
shvacen (npr. studijama povecanja i pro¢iS€avanja) tako da se ocekuje da ¢e razine oneciS¢enja
biti dosljedne od serije do serije, testiranje treba provesti na 10% godiSnjih serija, ili 3 godis$nje,

koje god bilo vise. Ako se godisnje proizvede manje od 3 serije, potrebno je ispitati sve serije.

Ako se koristi viSe proizvodaca, proizvodnih procesa i/ili izvora rizi¢nih sirovina, tada bi bilo

potrebno testiranje dodatnih serija kako bi se pokrili ti ¢imbenici rizika.

Ako je proizvod dostupan u visestrukim jacinama istog oblika doziranja s istim ¢imbenicima

rizika primjenjivim na svaku od njih, tada bi se testiranje moglo racionalizirati ispitivanjem
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samo jacine ,najgoreg scenarija“. Nositelj odobrenja treba opravdati pristup u ,,najgorem
slu¢aju® a opravdanje treba dokumentirati u procjeni rizika u sustavu farmaceutske kakvoce

nositelja odobrenja.

Metode za odredivanje razliCitih nitrozamina u sartanima s tetrazolnim prstenom, metforminu
i ranitidinu ve¢ su razvili sluzbeni laboratoriji za kontrolu lijekova i dostupne su za referencu
na web stranici EDQM-a. Oni mogu posluziti kao pocetna toka za razvoj i validaciju

analitiCkih metoda za testiranje drugih djelatnih tvari/lijekova.

Prije testiranja potrebno je razviti odgovarajuée osjetljive analiticke metode za odredivanje
specificnih nitrozamina u drugim lijekovima. Granica kvantifikacije (engl. limit of
quantification - LoQ) trebala bi biti na ili ispod prihvatljive granice za odgovarajuce
oneci§c¢enje nitrozamina. AKko se ista analiticka metoda koristi za ispitivanje vise nitrozamina,

tada se selektivnost metode treba dokazati na LoQ za svaki nitrozamin.

S obzirom na razine nitrozamina u tragovima koje treba izmjeriti, pri razvoju analitickih metoda

treba uzeti u obzir sljedece tehnicke aspekte:

a) Smetnje uzrokovane prisutno$éu tragova nitrozamina u KoriStenim materijalima za
testiranje (npr. voda, izvori u zraku, plasti¢ni proizvodi i proizvodi od gume/elastomera);

b) Kontaminacija tijekom pripreme uzorka (izbjegavanje unakrsne kontaminacije rukavicama,
membranama, otapalima itd.) koja moZe dovesti do laZzno pozitivnih rezultata;

c) Insitu stvaranje nitrozamina tijekom analize;

d) Potrebna je upotreba tocnih tehnika mase (MS/MS ili sustavi to¢ne mase visoke rezolucije)
kako bi se prevladale smetnje u identifikaciji specificnog vrha odredenog nitrozamina (npr.

uoceni su lazni pozitivni rezultati iz DMF-a koji je eluiran s NDMA)

3.8.3 Tre¢i korak - Izmjena odobrenja
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Ako je u koraku 2 potvrdena prisutnost nitrozamina, nositelji odobrenja trebaju provesti
ucinkovite mjere za smanjenje rizika podnoSenjem izmjene odobrenja za stavljanje lijeka u
promet. CHMP i CMDh produzili su rokove za izvrSenje koraka 3, a trenutni rokovi su
01.10.2023. za kemijske lijekove i 01.07.2023. za bioloske lijekove. Europska regulatorna
mreza za lijekove potice nositelje odobrenja da podnesu zahtjeve za izmjene ¢im zavrse svoja

ispitivanja, a prije produljenog roka.
Neke od mjera za smanjenje rizika od prisutnosti nitrozamina su:

a) promjena procesa proizvodnje,

b) promjena kakvoée pocetne sirovine/pomoénih tvari,

€) uvodenje odgovarajucih specifikacija u pocetne sirovine/intermedijer, djelatnu tvar,
gotov lijek;

d) promjene dobavljaca sirovina/polaznih materijala/pomo¢nih tvari,

e) odvajanje nekih proizvodnih koraka u namjenskoj opremi,

f) izbjegavanje koristenja recikliranih/oporabljenih materijala;

g) poboljsanje kakvoce recikliranih/oporabljenih otapala;

h) promjena sustava/materijala pakiranja;

i) promjena uvjeta skladistenja djelatne tvari/gotovog lijeka [9].

Ishod €l. 5. stavak 3., tj. nacela za procjenu rizika, ograni¢enja, temeljne uzroke itd. primjenjuju
se na sve odobrene lijekove i zahtjeve za novim odobrenjima za stavljanje u promet u EU.
Medutim, poziv na reviziju trenutaéno ne uklju¢uje homeopatske lijekove, no oni bi se mogli

razmotriti kasnije, ovisno o steCenom iskustvu.

Buduc¢i da su do sada dostupni vrlo ograni¢eni podaci, nema dokaza da su biljni medicinski

proizvodi kontaminirani nitrozaminskim onecis¢enjima. Ipak, potrebna je procjena rizika za
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nova odobrenja/registracije za (tradicionalne) biljne lijekove kako bi se sprijecila i ublazila
prisutnost nitrozamina. Podnositelji zahtjeva trebaju kriticki procijeniti moguce razloge
prisutnosti nitrozamina u biljnoj tvari/pripravku uzimajuéi u obzir dostupne dokaze u
znanstvenoj literaturi. Procjena rizika takoder treba obuhvatiti sve daljnje aspekte, posebno
uzimajuéi u obzir sve reagense, pomocne tvari i materijale za pakiranje koji se koriste u
proizvodnji i skladistenju ljekovitih tvari i gotovih biljnih lijekova. Podnositelji zahtjeva trebaju
dostaviti zakljucke procjene rizika uz prijavni dosje (npr. u 3.2.P.5.5). Ako se utvrdi rizik,
potrebno je potvrdno testiranje kako bi se potvrdila ili opovrgla prisutnost nitrozamina. Po

potrebi treba predloziti mjere za smanjenje rizika.

Ve¢ odobreni/registrirani (tradicionalni) biljni lijekovi trenutno nisu obuhvaceni s ,,call for
review*, no ako nositelj odobrenja posumnja na rizik od kontaminacije, to treba istraziti te u
slu¢aju da se otkriju nitrozamini, prijaviti relevantnim nadleznim tijelima zajedno s prijedlogom

mjera za smanjenje rizika prema potrebi [31].
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3.9 Analiticke metode detekcije nitrozamina

Od spoznaje o kancerogenom potencijalu N-nitrozamina, razvijene su mnoge metode detekcije
u podrucju analize hrane, kozmetike, gume, farmaceutske/toksikoloske analize 1 analize

okolisa.

Dok su prve koriStene analiticke metode bile polarografija, spektrofotometrija i tankoslojna
kromatografija (engl. Thin Layer Chromatography - TLC), plinska kromatografija (engl. Gas
Chromatography - GC) s posebnim kemiluminiscencijskim detektorom analiza onecis¢enja u
tragovima (engl. Trace Elemental Analysis - TEA)) bila je uobicajeno koriStena oko tri
desetljeca. Ovaj detektor kataliticki pirolizira N-nitrozamine prethodno odvojene pomoc¢u GC.
N-NO veza se cijepa oslobadajuci nitrozilni radikal NO- koji se odvaja od organskih fragmenata
i drugih plinovitih proizvoda tipi¢no hladnim zamkama. Nitrozilni radikal se zatim oksidira s
ozonom §to dovodi do elektronicki pobudenog dusikovog dioksida (NO2 *) koji se raspada
natrag u osnovno stanje emitiraju¢i karakteristicnu valnu duljinu u bliskom IR (NIR). TEA je
visoko selektivan i osjetljiv sve do raspona pikomola. Medutim, organski nitriti, N-nitramini,
C-nitrozo, nitrati i anorganski nitriti takoder mogu reagirati. Stoga je potrebna naknadna

potvrda kako bi se iskljucili lazno pozitivni rezultati.

Koristenje maseno-selektivne (masene spektrometrije, MS) detekcije u kombinaciji s GC ili
teku¢inskom kromatografijom (ultra) visoke uc¢inkovitosti ((U)HPLC) omogucuje detekciju
specificnu za analite na temelju vremena zadrZavanja i strukturno specificnih podataka o
fragmentaciji u kombinaciji s visokim osjetljivost. Stoga se GC-MS, GC-MS/MS i LC-MS/MS

danas obi¢no koriste za analizu nitrozamina u svim vrstama materijala.

Ipak, nedavna publikacija Kodamantani et al (2018) opisuje posebnu verziju TEA detektora u
sustavu tekuce kromatografije (engl. Liquid Chromatography - LC) s postkolonskim modulom

anionske izmjene pracen fotokemijskim reaktorom i kemiluminiscentnom detekcijom (HPLC-

64



AEM-PR-CL) za analizu otpadnih voda u potrazi za nitrozaminima. Bez ikakve
predkoncentracije postignut je LOQ od oko 1 ng/L (ovisno o konkretnom analitu) koriStenjem
volumena uzorka od 200 pL (tj. oko 0,2 pg apsolutno). Modul anionske izmjene koriSten je za

generiranje hidroksidnih iona za fotokemijski reaktor iz aniona prisutnih u eluatu.

Odabrana metoda mora jamciti nedvosmisleno odredivanje N-nitrozamina u skladu sa
znanstveno priznatim smjernicama. Zbog njihovih fizikalno-kemijskih svojstava i, u nekim
slucajevima, niske molekularne tezine, potrebna je temeljito provedena metoda procjene kako
bi se N-nitrozamin razlikovao od drugih spojeva. S obzirom na specifi¢nost i selektivnost
metode, kriterije identifikacije treba prikupiti tijekom postupka odredivanja kako bi se potvrdila

prisutnost nitrozamina.

Objavljeni pregledni ¢lanci o nedavno implementiranim analitickim postupcima za N-
nitrozamin posebno naglasavaju prednosti kombiniranja kromatografskog odvajanja s
visokoosjetljivim metodama detekcije za odredivanje N-nitrozamina u tragovima. Njihov
karakter hlapljivih ili nehlapljivih molekula ¢ini N-nitrozamine viSe ili manje prikladnima za
razli¢ite kromatografske tehnike (LC, GC). Glavni kandidati od interesa, naime N-
nitrozodimetilamin (NDMA) i N-nitrozodietilamin (NDEA), sa svojim hlapljivim svojstvima,
mogu se dobro odvojiti od sli¢nih molekula pod uvjetima plinske kromatografije ili tekucinske
kromatografije. Potonji takoder proSiruje raspon analita uklju¢ivanjem nehlapljivog ili termicki
nestabilnog N-nitrozamina (npr. N-nitrozodifenilamina), koji se moze mjeriti GC samo nakon
dugotrajnih koraka derivatizacije. Osim toga, svi pregledni ¢lanci navode odgovarajuce korake
prethodnog procis¢avanja i obogacivanja N-nitrozamina iz odgovarajuc¢ih matrica, npr. hrane,
vode, ljekovitih tvari itd., kako bi se smanjila sloZzenost spojeva prije analize. Nedavno je
objavljen pregled koji sazima analiticke metode koriStene za odredivanje N-nitrozamina u
lijekovima, a informacije iz ¢lanka mogu se prikupiti kao podrska smjernicama o analitickim

aspektima.
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Prili¢no novi pristup objavljen je u svibnju 2019. koji opisuje istovremeno odredivanje srodnih
tvari i N-nitrozamina u valsartanu i losartanu u jednom kromatografskom ciklusu samo
uporabom superkriti¢ne fluidne kromatografije (SFC) s modifikatorom (metanol i mravlja
kiselina), u kombinaciji s UV i MS detekcijom ionizacijom u elektrospreju (ESI). Ovo moze

imati neke prednosti za rutinsku kontrolu N-nitrozamina [9].

Privatni laboratorij za testiranje izvijestio je FDA-i da je 16 od 38 metforminskih lijekova koje
su testirali koli¢ine N-nitrozodimetil amina (NDMA) iznad dopusStenog unosa (Al) od 96
ng/dan. Budu¢i da je FDA pratila lijekove za nitrozamine, ortogonalni analiticki postupci
razvijeni su, potvrdeni i primijenjeni za otkrivanje sljedecih nitrozamina u metforminskim
lijekovima (ako su prisutni): (i) NDMA (s posebnom metodom) ili (ii) NDMA ( s drugom
potvrdnom metodom), N-nitrozo-dietilamin (NDEA), N-etil-N-nitrozo-2-propanamin
(NEIPA), N-nitrozo-diizopropilamin (NDIPA), N-nitrozo-di-n-propilamin ( NDPA), N-
nitrozo-metilfenilamin (NMPA), N-nitrozo-di-n-butilamin (NDBA) i N-nitrozo-N-metil-4-
aminomaslacna kiselina (NMBA). Za razliku od rezultata privatnih laboratorija, FDA testiranje
na istom skupu od 38 uzoraka s ortogonalnim postupcima uocilo je koli¢ine iznad Al u samo 8
od 38 proizvoda i op€enito su primijecene nize vrijednosti od onih koje je prijavio privatni

ispitni laboratorij.

Istrazivanje uzroka odstupanja otkrilo je da N,N-dimetilformamid (DMF) moZe ometati NDMA
mjerenja. Podaci su pokazali da je upotreba dovoljne to¢nosti mase u prikupljanju podataka 1
odgovarajuce postavke tolerancije mase u obradi podataka kako bi se osigurala selektivnost
mjerenja masene Spektrometrije NDMA u prisutnosti koeluiraju¢eg DMF-a bila neophodna
kako bi se sprijecilo precjenjivanje razine NDMA u proizvodima s metforminom. Op¢enito,
potrebno je voditi racuna o osiguravanju potrebne specificnosti u analitiCkim postupcima za
odgovarajucu procjenu razine nitrozamina u lijekovima koji takoder sadrze DMF ili druge

potencijalno interferirajuce tvari [32].
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3.10 Propisani limiti nitrozamina u lijekovima

U veljac¢i 2021. osnovana je Grupa za nadzor nitrozamina (engl. Nitrosamine Implementation
Oversight Group - NIOG) ¢ija je primarna je odgovornost nadgledanje provedbe misljenja
CHMP-a iz ¢lanka 5. stavka 3. u vezi s nitrozaminskim one¢i$¢enjima u lijekovima za humanu
primjenu te pruZzanje azuriranih informacija o napretku tijelima Europske regulatorne mreze za

lijekove.

Postoje¢e farmaceutske smjernice [ICH M7 (R1)] pokrivaju mutagene Kkarcinogene i
primjenjuju pristup praga toksikoloskog rizika (TTC) uz definiranje zanemarive razine rizika
(teorijski 10-5 viska zivotnog rizika od raka) za odredivanje prihvatljivog unosa (engl.
acceptable intake - Al) za bilo koju mutagenu tvar. Metode na kojima se temelji TTC opéenito
se smatraju vrlo konzervativnima buduéi da ukljuc¢uju jednostavnu linearnu ekstrapolaciju od
doze koja daje 50% incidencije tumora (TD50) do 10-5 incidencije, koristenjem podataka TD50
za najosjetljivije vrste 1 najosjetljivije mjesto indukcije tumora. Za vecinu mutagenih
kemikalija, genericki TTC od 1,5 pg/dan moze biti opravdan, medutim iskljucuje strukturne
skupine tako visoke potencije, za koje bi unos ¢ak i ispod TTC-a od 1,5 pg/dan potencijalno
mogao biti povezan s karcinogenim rizikom ve¢im od 1 u 105 slucajeva. Takve se kemikalije
nazivaju "kohorta koja izaziva zabrinutost”, a nitrozamini pripadaju ovoj skupini. Za
nitrozamine, ICH M7(R1) preporucuje izracun Al specifiénog za tvar koriste¢i TD50 ili
referentnu granicu doze (BMDLI10) studija karcinogenosti na Zivotinjama izvedenih sa

specifiénim nitrozaminom kao "polaziSnim tockama", tj. polaznim to€kama za izraCune.

Linearna ekstrapolacija rizika od raka sa zivotinja na ljude pomocu Haberovog zakona
konzervativan je pristup s kojim se slozilo Povjerenstvo za lijekove za primjenu kod ljudi
(CHMP) EMA-e za postavljanje ograni¢enja za nitrozamine u lijekovima na temelju dozivotne

izloZenosti onecis¢enjima. Medutim, ICH M7(R1) takoder dopusta prilagodbu razina
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oneciS¢enja prema gore u lijekovima namijenjenim za koristenje krac¢e od zivotnog vijeka
(LTL) na temelju paradigme linearnosti "doza x vrijeme = konstanta". Kad bi se ovaj koncept
primijenio na nitrozamine, to bi rezultiralo prihvaanjem mnogo viSih razina, posebno u

lijekovima koji se koriste samo kratkoro¢no.

Kada se razmatra kako implementirati preporuke navedene u ICH M7(R1) u slu¢aju onecis¢enja
nitrozamina, valjanost paradigme linearnosti doveli su u pitanje stru¢njaci konzultirani u sklopu
znanstvenog pregleda o nitrozaminima EMA-e na temelju ¢lanka 5. stavka 3. najmanje za
visoko mutagene 1 kancerogene nitrozamine. Stoga je CHMP preporucio da se kao mjera
predostroZnosti ne prilagodavaju ogranicenja za upotrebu LTL-a. Ovo je takoder uzelo u obzir
nesigurnosti oko toga moze li kratkotrajni unos visokih razina nitrozamina akutno prevladati
kapacitete tijela za popravak DNA. To bi posebno bio slucaj za lijekove koji se koriste
kratkorocno, $to bi omogucilo mnogo vise razine nitrozamina kada se koristi LTL pristup ICH

M7 (R1).

Stoga se zadani pristup za izracun granica nitrozamina temelji na Al za zivotnu izloZenost
prema nacelima ICH M7(R1). Medutim, mogu postojati iznimni slucajevi, kao Sto su kriti¢ni
lijekovi s ograni¢enim terapijskim alternativama koji bi bili u opasnosti od nestasice u slucaju
povlacenja ili prekida opskrbe ako se primijeni Al za dozZivotnu izloZenost. U takvim
slu¢ajevima, kada se N-nitrozamin ne moZe zadrZati ispod granice Al, nadleZna tijela iznimno
mogu prihvatiti viSe granice, ali samo nakon obavljene procjene koristi/rizika, pri ¢emu se
procjena koordinira na razini EU-a putem Znanstvenog Odbora EMA-e za olaksavanje

uskladenog pristupa u svim drzavama ¢lanicama.

Kad je rije¢ o postavljanju granica za nove nitrozamine, ako se oni otkriju, preporuke pruzaju
fleksibilnost ovisno o vrsti dostupnih podataka. Al se moze izvesti ekstrapolacijom iz dostupnih
podataka o zivotinjama. U nedostatku odgovarajuc¢ih podataka o zivotinjama, moZze se koristiti

TTC specifi¢an za klasu za nitrozamine od 18 ng/dan, na temelju scenarija najgoreg slucaja
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koriste¢i TD50 podatke iz svih nitrozamina u bazi podataka o karcinogenosti Lhase, ili se mogu
izvesti izracuni odnosa strukturne aktivnosti koriste¢i npr. podatke o karcinogenosti iz blisko
povezanih struktura. Ograni¢enje Al ¢e u svakom slucaju zahtijevati procjenu od strane CHMP-
a, koji ¢e osigurati uskladene granice na temelju jednog Al za odredeni nitrozamin u svim

drzavama ¢lanicama EU.

Uz preporuke o postavljanju granica, CHMP je dao smjernice o strategijama za ublazavanje
prisutnosti nitrozamina u lijekovima za humanu primjenu. To ukljucuje pazljivo planiranje
proizvodnih procesa kako bi se izbjeglo stvaranje nitrozamina, procjene rizika za procese i
sirovine te provedbu odgovaraju¢ih strategija kontrole. Dane su daljnje smjernice o
izraGunavanju granica kada je prisutno viSe nitrozamina i o aspektima analitickih metoda za

detekciju i kvantifikaciju nitrozamina u tragovima.

Propisane granice u lijekovima osigurat ¢e da je povecani rizik od nastanka karcinoma zbog
moguceg prisustva nitrozamina u lijekovima iz skupine sartana nizi od 1 na 100000 osoba koje

koriste ove lijekove u cjelozivotnoj terapiji [1].

Tablica 3 Propisane granice u sluc¢aju kad lijek sadrzi samo jedan nitrozamin

Potencijalan
N-nitrozamin ng/dan _

izvor
N-Nitrosodimethylamine, NDMA 96.0
N-Nitrosodiethylamine, NDEA 26.5
N-Nitrosoethylisopropylamine, EIPNA 26.5
N-Nitrosodiisopropylamine, DIPNA 26.5
N-Nitroso-N-methyl-4-aminobutyric acid, NMBA 96.0
1-Methyl-4-nitrosopiperazine, MeNP 26.5 rifampicin
N-Nitroso-di-n-butylamine, NDBA 26.5
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N-Nitroso-N-methylaniline, NMPA

34.3

N-Nitrosomorpholine, NMOR 127
N-Nitrosovarenicline, NNV 37.0 vereniklin
N-Nitrosodipropylamine, NDPA 26.5
N-Nitrosomethylphenidate 1300 | metilfenidat
N-Nitrosopiperidine 1300
N-Nitrosorasagiline 18 razagilin
7-Nitroso-3-(trifluoromethyl)-5,6,7,8-tetrahydro[1,2,4]triazolo-
[4,3- a]pyrazine 37 sitagliptin
N-Nitroso-1,2,3,6-tetrahydropyridine, NTHP 37

amitriptilin,
N-Nitrosonortriptyline 8 nortriptilin
N-Methyl-N-nitrosophenethylamine, NMPEA 8
N-Nitrosodabigatran 18 dabigatran
4-(Methylnitrosoamino)-1-(3-pyridinyl)-1-butanone (NNK) 100
N-nitrosoduloxetine 100 duloksetin
N-nitroso-fluoxetine 100 fluoksetin
N-nitrosoparoxetine 1300 | paroksetin
N-nitroso-diphenylamine NDPh 78000

mefenamicna
N-nitroso-mefenamic acid 78000 | kiselina
N-nitroso-pyrrolidine NPYR 1700
N-nitroso-diethanolamine NDELA 1900
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3.11 Pristup Europske regulatorne mreze za lijekove za provedbu misljenja
CHMP-a u skladu s ¢lankom 5(3) Uredbe (EZ) br. 726/2004 za
nitrozaminska onecis¢enja u lijekovima za humanu primjenu

3.11.1 Postavljanje ograni¢enja za N-nitrozamine za lijekove za humanu primjenu

Pregled CHMP-a zakljucuje da bi ograni¢enje temeljeno na nac¢elima ICH M7(R1) za "kohortu
zabrinjavajucih" tvari (Al ograniCenje koje odgovara teoretskom prekomjernom riziku od raka
od <1 u 100 000) uzimajué¢i u obzir dnevnu izlozenost tijekom zivota trebalo izracunati za
pojedinac¢ne N -nitrozamine u lijekovima za humanu primjenu. Ograni¢enja koja je dogovorila
Radna skupina za sigurnost (engl. Safety Working Party - SWP) za neke specificne N-

nitrozamine navedena su u Misljenju CHMP-a kao referenca.

U slucajevima kada je prisutnost vise od jednog N-nitrozamina potvrdena u API-ju ifili
gotovom lijeku (engl. finished product — FP), mogu se koristiti dva pristupa za postavljanje

ogranicenja:

e ukupni dnevni unos svih identificiranih N-nitrozamina ne smije premasiti granicu
najpotentnijeg identificiranog N-nitrozamina;
e ukupna razina rizika zbroja svih otkrivenih N-nitrozamina ne bi smjela prijec¢i 1 u 100

000 dozivotnog rizika.

U slucaju da jo§ nije postavljena granica za otkriveni N-nitrozamin (tj. novi N-nitrozamin),
treba izraCunati TD50 1 upotrijebiti ga za odredivanje specifi¢ne granice za tvar za doZivotnu
izlozenost prema preporuci ICH M7(R1) smjernice. U sluc¢aju nedovoljno robusnih podataka

za izvodenje ogranicenja:

e kao zadana opcija moze se koristiti prag toksikoloskog rizika specifican za klasu (TTC)

za N-nitrozamine od 18 ng/dan;
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e moze se koristiti pristup koji se temelji na razmatranjima odnosa strukture i reaktivnosti
(engl. structure-activity-relationship - SAR) za izvodenje prihvatljive granice unosa ako

je to opravdano.

Za lijekove namijenjene samo za uznapredovali rak kako je definirano u okviru smjernica ICH
S9, onecis¢enja N-nitrozamina treba kontrolirati prema smjernicama ICH Q3A(R2) i ICH
Q3B(R2), kako je navedeno u dokumentu s pitanjima i odgovorima za smjernice ICH S9. Ako
je sama djelatna tvar mutagena ili klastogena u terapijskim koncentracijama, onecis¢enja N-

nitrozamina treba kontrolirati u granicama za nemutagena onecisc¢enja prema ICH M7(R1).

Iznimno kada se pojedina¢ni N-nitrozamin ne moze drzati ispod granice definirane u Misljenju
CHMP-a, ¢lanak 5 (3) ili se ukupna razina rizika zbroja vise od jednog otkrivenog N-
nitrozamina ne moze drzati ispod 1 u 100 000 dozivotnog rizika, prihvatljivost visih granica
mogu razmotriti nadlezna tijela na temelju procjene koristi 1 rizika. U takvim slucajevima
nadlezna tijela (eng. competent authorities - CA) mogu razmotriti koncept "kraci od Zivotnog
vijeka" (LTL) iz smjernice ICH M7(R1) za raspon privremeno prihvatljive izloZenosti dok se

ne provedu daljnje mjere za smanjenje onecis¢enja na ili ispod razine granica definiranih gore.
3.11.2 Op¢a nacela kojih se trebaju pridrzavati farmaceutske tvrtke

Kako bi ispunili svoje obveze kako je navedeno u ,.call for review* nositeljima odobrenja za
stavljanje u promet, podnositelji zahtjeva provode procjenu rizika/procjenu rizika proizvodnih
procesa API-ja i FP-a za prisutnost N-nitrozamina kao dio svojih zahtjeva za odobrenje za
stavljanje lijeka u promet. Isto tako, nositelji odobrenja moraju poduzeti ovu procjenu
rizika/procjenu rizika za odobrene lijekove kao dio gore navedenog ,call for review*
nositeljima odobrenja za lijekove za ljude koji sadrze kemijski sintetizirane API-je i lijekove za

ljude koji sadrze bioloske aktivne tvari.
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Kao rezultat ,,call for review* nositeljima odobrenja za odobrene lijekove ili za nova odobrenja
za odobrenje lijeka, nositelj odobrenja/podnositelj zahtjeva trebao bi odmah obavijestiti

ovlastena tijela ako se identificiraju N-nitrozamini, bez obzira na otkrivenu koli¢inu.

Ako identificirani N-nitrozamin(i) premasi(ju) granicu Al temeljenu na nac¢elima ICH M7, treba
podnijeti izvjesce o istrazi kao dio odgovora koraka 2, koji ¢e naknadno biti podlozno procjeni

koristi/rizika od strane nadleznog tijela.

Ubuducée, nositelji odobrenja za promet trebali bi provesti strategiju kontrole u vezi s N-
nitrozaminima za svoje djelatne tvari i FP-ove, koja bi trebala ukljucivati trenutne i buduce
mjere za smanjenje rizika od stvaranja/kontaminacije bilo kojim N-nitrozaminom i kontrolirati

sve buducée promjene koje bi mogle utjecati na ovaj rizik.

3.11.3 Postupak za detekciju N-nitrozamina u lijekovima

Smjernice za izraun granice kada se identificira novi nitrozamin dodatno su objasnjena
pitanjima i odgovorima. Ako su N-nitrozamini identificirani bez dovoljno podataka o
karcinogenosti za izvodenje granice specifi¢ne za tvar za dozivotnu izloZenost kao Sto je
preporuceno u smjernicama ICH M7(R1), a TTC specifican za klasu za nitrozamine od 18
ng/dan ne koristi se za kontrolu razina nitrozamina u gotovom proizvodu, Al koji je dogovorila
Neklinicka radna skupina (NcWP) 1 usvojio CHMP potreban je za odlucivanje o moguénostima

kontrole nitrozamina u gotovom lijeku.

3.11.4 Uskladivanje pristupa i postavke scenarija

Nakon zakljucenja arbitraznog postupka, produzeni su rokovi za poziv nositeljima odobrenja
za pregled lijekova koji sadrze kemijski sintetizirane API-je. Osim toga, opseg poziva prosiren
je i na lijekove koji sadrZe bioloske aktivne tvari te su definirani vremenski okviri kako bi se
nositeljima odobrenja omogucilo dovoljno vremena za poduzimanje potrebnih naknadnih

radnji. ,,Call for review* sastoji se od sljedec¢a 3 koraka s navedenim rokovima:
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Korak 1: Nositelji odobrenja trebaju izvrsiti procjenu rizika kako bi utvrdili mogu 1i API-ji i/ili
FP-ovi biti izlozeni riziku od prisutnosti N-nitrozamina u skladu s nacelima navedenim u

Pitanjima i odgovorima 7 Pitanja i odgovora za provedbu preporuke iz ¢lanka 5(3) :

e poduzeti prije 31. oZujka 2021. za lijekove za ljude koji sadrze kemijski sintetizirane API-je;

e poduzeti prije 1. srpnja 2021. za humane lijekove koji sadrze bioloske djelatne tvari.

Korak 2: ako se utvrdi rizik, nositelji odobrenja moraju nastaviti s potvrdnim testiranjem kako
bi potvrdili ili opovrgli prisutnost N-nitrozamina, u skladu s nac¢elima navedenim u pitanjima i
odgovorima 8 i 9 pitanja i odgovora za provedbu ¢lanka 5(3) arbitraznog postupka. Nositelji

odobrenja trebaju izvijestiti o rezultatima $to je prije moguce.

Korak 3: ako se potvrdi prisutnost N-nitrozamina, nositelji odobrenja trebaju provesti

ucinkovite mjere za smanjenje rizika podnoSenjem izmjena odobrenja:

e poduzeti prije 26. rujna 2022. za lijekove za ljude koji sadrze kemijski sintetizirane API-je;

e poduzeti prije 1. srpnja 2023. za humane lijekove koji sadrze bioloske djelatne tvari.

Nositelji odobrenja moraju dati odgovor regulatornim tijelima o ishodu koraka 1 i koraka 2
koriStenjem dogovorenih objavljenih predlozaka na web stranicama EMA/CMDh. Europska
regulatorna mreza za lijekove se slozila da regulatorna tijela (EMA za centralizirano odobrene
proizvode (engl. centrally approved product - CAP), nacionalna nadlezna tijela (NCA) za
nacionalno odobrene proizvode (engl. nationally approved product - NAP)) trebaju pratiti
uskladenost farmaceutskih tvrtki s dogovorenom provedbom misljenja CHMP-a, §to ukljucuje
pracenje podnosenje od strane nositelja odobrenja za svaki korak poziva na pregled kako je

gore opisano.

3.11.5 Scenariji kao ishodi procjene rizika od strane nositelja odobrenja:
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Kao dio harmoniziranog pristupa identificirana su €etiri scenarija kao ishod procjene rizika od
strane nositelja odobrenja tijekom gore opisanog poziva za pregled nositeljima odobrenja,

ovisno o N-nitrozaminu i identificiranim razinama:

Poznati N-nitrozamin otkriven je u medicinskom proizvodu i razina N nitrozamina premasuje
ograni¢enje Al na temelju nacela ICH M7 (1 u 100 000 dozivotnog rizika). Isti se scenarij
primjenjuje kada je otkriveno vise od 1 poznatog N-nitrozamina, a ukupni zbroj N-
nitrozamina premasuje Al ograniCenje najjaceg N-nitrozamina ili zbroj svih otkrivenih N-

nitrozamina prelazi 1 u 100.000 dozivotnog rizika.

Poznati N-nitrozamin otkriven je u lijeku i razina N-nitrozamina ne prelazi granicu Al
temeljenu na nacelima ICH M7 (1 u 100 000 dozivotnog rizika), medutim ukupni sadrzaj N-
nitrozamina visi je od 10% granice Al. Isti se scenarij primjenjuje kada je otkriveno vise od 1
poznatog N-nitrozamina, a ukupni zbroj N-nitrozamina ne prelazi granicu Al najpotentnijeg
N-nitrozamina ili je zbroj svih otkrivenih N-nitrozamina ispod 1 od 100 000 doZzivotnog rizika.

Scenarij b ukljucuje situaciju u kojoj je razina N-nitrozamina iznad 10%, ali ispod 30% .

N-nitrozamin nije detektiran u lijeku ili je razina poznatog N-nitrozamina ispod ili jednaka
10% ogranicenja Al na temelju nacela ICH M7. Isti se scenarij primjenjuje u slucaju da je
otkriveno vise od 1 poznatog N-nitrozamina, a ukupni sadrzaj N-nitrozamina je ispod ili jednak
10% AI granice temeljene na nac¢elima ICH M7 za najpotentniji N-nitrozamin ili zbroj svih

otkrivenih N-nitrozamina.

Jedan ili viSe novih N-nitrozamina koji jo§ nisu procijenjeni u okviru ¢lanka 5(3) misljenja

CHMP-a je otkriveno u lijeku.
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Za svaki od gore navedenih scenarija razvijen je proces kako bi se osigurala najbolja upotreba
postojecih platformi (tj. Mreza za zurno uzbunjivanje (engl. Rapid Alert Network - RAN),
Mreza za preispitivanje incidenata (engl. Incident Review Network - IRN)) i postojecih
regulatornih putova (greske u kakvodéi, izmjene odobrenja, arbitrazni postupci). Kako bi se
dodatno objasnila veza izmedu mogucih ishoda poziva na pregled nositeljima odobrenja i gore
navedenih scenarija, graficko tumacenje poziva na pregled nositeljima odobrenja prikazano je

na slici 6 u nastavku.

Slika 6. Prikaz ishoda vezanih za potencijalne scenarije detekcije nitrozamina

Detektiran je poznati ili novi nitrozamin Scenariji nakon provedenog koraka 2

(scenario d) - proces ovisi o . . i -
detektiranoj koliZini nitrozamina Scenarij a: kolicina poznatog nitrozamina

premasuje AI: potrebna je dodatna
ocjena od Izvjestitelja/RMS-a

Scenarij b: koli¢ina nitrozamina ne
premasuje AI ali je >10%AI:
(ukljucuje slucajeve kada je
10%AI< razina nitrozamina< 30%AlI

Scenarij c: nitrozamin nije detektiran
ili je kolicina manja ili jednaka 10%
AI:
nije potrebno poduzimati druge akcija

Kao $to je prikazano u gornjem tijeku rada, moguci scenariji za postupanje s ishodima ,,call for
review" nositeljima odobrenja u koraku 2 su scenariji a, b i ¢c. Osim toga, u slucajevima kada je
identificiran novi N-nitrozamin, postupak za postupanje sa scenarijem d primjenjuje se prije
donosenja odluke o tome koji ¢e se drugi postupci (tj. oni za scenarije a, b ili ¢) naknadno
primijeniti za upravljanje slucajem.

Detaljan opis razliCitih scenarija

Proces postupanja u scenariju a

Nakon zavrsetka koraka 2, nositelj odobrenja potvrduje da je poznati N-nitrozamin prisutan u
gotovom lijeku i da razina N-nitrozamina premasuje ograni¢enje Al temeljeno na nacelima ICH
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M7 (1 u 100 000 dozivotnog rizika). Isti se scenarij primjenjuje kada je otkriveno vise od 1
poznatog N-nitrozamina, a ukupni zbroj N-nitrozamina premasuje Al ogranicenje
najpotentnijeg N-nitrozamina ili zbroj svih otkrivenih N-nitrozamina prelazi 1 od 100.000

zivotnih rizika.

Ovisno o putu kojim je odobren lijek (NP, DCP, CP), razli¢ita ¢e regulatorna tijela biti

odgovorna za provedbu znanstvene procjene.

Ako su lijekovi o kojima je rije¢ registrirani centraliziranim postupkom ili centraliziranim i
nacionalnim postupcima, Voditelj znanstvene procjene slucaja bit ¢e CAP izvjestitelji (engl.
centrally approved procedure Rapporteur). Uloga voditelja bit ¢e pregled dostupnih

informacija i procjena slucaja te davanje preporuka.

Ako su lijekovi o kojima je rije¢ samo nacionalno odobreni, nadlezno tijelo za provodenje
procjene bit ¢e nacionalno regulatorno tijelo. Za proizvode odobrene putem postupaka
medusobnog priznavanja i decentraliziranih postupaka (MRP/DCP) referentna drzava ¢lanica

(RMS) preuzet ¢e vodecu ulogu u provodenju procjene 1 davanju preporuka.

EMA, CHMP, CMDh i RAN mogu osigurati koordinaciju u slu¢ajevima kada je pogodeno vise
CAP-ova, NAP-ova/MRP-ova/DCP-ova. Mreza za zurno obavje$¢ivanje Se paralelno

obavjestava kako bi se pokrenula procjena kriticnosti za svaku drZavu ¢lanicu zasebno.

U svojoj procjeni izvjestitelj/NCA/RMS pregledat ¢e izvjesce o istrazi tvrtke i korektivne akcije
i preventivnog djelovanja (engl. Corrective and Preventive Actions — CAPA) te ¢e dati
preporuke o potrebnim radnjama na trzistu i prihvatljivosti CAPA-a. Voditelj mora takoder
uzeti u obzir procjenu kriti¢nosti RAN-a kako bi predvidio potencijalne nestaSice uzrokovane
povlacenjem ili prekidom opskrbe lijeka. Ako se preporuci povlacenje proizvoda, svaki ¢e ¢lan
RAN-a postupiti u skladu sa svojim nacionalnim postupcima i ovisno o kriti¢nosti proizvoda

za svoja trziSta. Vodece tijelo i nacionalna nadleZna tijela mogu privremeno razmotriti koncept

77



LTL-a u svrhu trziSne akcije za kriti¢ne proizvode kako je navedeno u ¢lanku 5(3) misljenja

CHMP-a.

Mreza za pregled incidenata (engl. Incident Review Network) se saziva kako bi se olaksala
razmjena informacija i procijenilo jesu li potrebne dodatne mjere ili je opravdan drugaciji
regulatorni put. Ako je se standardne mjere smatraju dostatnim za kontrolu/ublazavanje bilo
kakvog rizika za javno zdravlje, izvjestitel/NCA/RMS ¢e stupiti u vezu s doti¢nim nositeljem
odobrenja kako bi raspravili korektivne radnje i vremenski okvir za podnoSenje traZene
varijacije MA. Ako je slucaj takav da je potreban drugaciji regulatorni put (npr. arbitrazni

postupak), tada se slijedi namjenski postupak.

Koristenje privremenih limita

Iznimno, kada se jedan N-nitrozamin ne moze drzati ispod utvrdene granice ili kada se ukupna
razina rizika zbroja vise od jednog otkrivenog N-nitrozamina ne moze drzati ispod rizika od 1
u 100 000 dozivotnog rizika. Nositelj odobrenja treba nadleznim tijelima odmah podnijeti
1zvjesce o istrazi ukljucujuci potencijalni/utvrdeni temeljni uzrok(e), preventivne/korektivne
radnje 1 temeljitu raspravu o utjecaju na omjer koristi/rizika ukljucujuéi sva relevantna
razmatranja (npr. medicinske potrebe, dnevna doza, trajanje primjene i alternative lijeCenja,
potencijalni rizik za pacijenta u sluc¢aju nedostatka lijeka). O prihvatljivosti visih granica tada
odlucuje doti¢no nadlezno tijelo za svaki pojedinacni slucaj, nakon $to su izvrSili procjenu
koristi/rizika. U takvim slu¢ajevima, nadlezno tijelo moze razmotriti LTL koncept u ICH

M7(R1).

U slucaju scenarija a (Al prekoracen), treba razmotriti sljedece opcije:

e Ako su terapijske alternative dostupne i nema rizika od nestaSica, CA mogu poduzeti
trziSne radnje prema potrebi primjenom Al (nema potrebe za postavljanjem

privremenog ogranicenja).
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e Ako terapijske alternative nisu dostupne i postoji rizik od nestasica u svim ili nekoliko

drzava Clanica, potrebno je privremeno ogranicenje.

Kada je predvideno uspostavljanje privremenog ogranicenja, prati se sljedeci postupak:

1. Nakon procjene slu¢aja od strane izvjestitelja proizvoda (za CAP-ove i CAP-ove/NAP-
ove) i RMS-a (za NAP-ove/MRP-ove/DCP-ove) ukljuéujuci procjenu kritiénosti RAN-
a, postavlja se pitanje (od strane izvjestitelja samo za CAP-ove ili uz konzultacije s
CMDh za CAP/NAP) CHMP-u.

2. Pitanje ¢e se usredotociti na procjenu koristi i rizika o posljedicama prekida lijecenja ili
prelaska na alternativne tretmane u odnosu na rizik za pacijente od koriStenja vece
granice tijekom ogranic¢enog vremenskog razdoblja i potencijalnu potrebu za dodatnim
mjerama minimiziranja rizika. Pitanje ¢e takoder ukljucivati savjete o najprikladnijoj
metodologiji ukljucujuéi faktor koeficijenta koji ¢e se primijeniti pri postavljanju
medugrani¢nih ogranicenja, kao i indikativni prag i maksimalno razdoblje dopusteno za
njegovu primjenu.

3. Prije zaklju¢enja CHMP se savjetuje s multidisciplinarnom znanstvenom skupinom
(Multidisciplinarnom stru¢nom skupinom za nitrozamine).

4. CHMP ¢e podrzati odgovor prije davanja povratnih informacija izvjestiteljima/CMDh

(povratne informacije ¢e biti poslane CMDh-u kada su uklju¢eni NAP-ovi) [11].

U skladu s regulatornim koracima koje su poduzela nadlezna tijela nakon identifikacije N
nitrozamina koji prelazi Al i navedenim u Q&A20, koncept kraceg zivotnog vijeka (LTL) ili
koriStenje privremenih ograni¢enja mogu razmotriti vodece tijelo i NCA-ovi na privremenoj
osnovi kako bi se informiralo o trziSnim akcijama i istodobno osigurala dostupnost lijekova.
Ocekuje se da nositelji odobrenja bez odgode uspostave 1 provedu korektivne i preventivne

radnje (CAPA) u odobrenim lijekovima kako bi se osigurala sigurnost pacijenata i kakvoca
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proizvoda. Unato¢ tome, provedba CAPA-a moze zahtijevati neko vrijeme prije nego $to
nositelj odobrenja bude u mogucnosti ublaziti prisutnost identificiranog N-nitrozamina ispod
utvrdene Al Stoga, kako bi se izbjegao nepotreban rizik od prekida opskrbe, dogovoren je
uskladeni pristup koji promice uspostavu privremenih ograni¢enja na pojednostavljen nacin.
Pristup je primjenjiv na sve odobrene proizvode kojima trajanje lije¢enja ne prelazi 10 godina
te je vremenski okvir za implementaciju CAPA-e do 3 godine od uspostave i objave Al. Od

nositelja odobrenja se o¢ekuje da ubrzaju provedbu CAPA-¢ §to je vise moguce [1].

Pristup nije primjenjiv na nize navedene slucajeve u kojima se drugi pristupi mogu razmotriti

u pojedinacnim slucajevima u dogovoru s odgovaraju¢im regulatornim tijelom:

e Odobreni lijekovi koji se uzimaju cijeli zivot (>10 godina);
e Provedba CAPA-¢ duza je od 3 godine od uspostave i objave Al-g;

e Lijekovi koji su u postupku davanja odobrenja za stavljanje lijeka u promet.
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Gornja privremena ogranicenja temelje se na LTL pristupu navedenom u smjernicama ICH
M7, koriste¢i dva najkonzervativnija faktora prilagodbe (6,7 i 13,3 x AI). Ne bi se ocekivalo
da ¢e primjena ovih faktora prilagodbe premasiti teoretski povecéani rizik od raka od 1 na 100
000 tijekom razdoblja provedbe CAPA-e.

Zaduzeno regulatorno tijelo treba ocijeniti pristup tijekom procjene slucaja i o¢ekuje se da ga
priop¢i doticnom nositelju odobrenja kao dio zakljucaka procjene. U smislu retrospektivne
primjene, gdje su prethodno dogovorene restriktivnije privremene granice za neke proizvode
kao dio procjene slucaja, na zahtjev nositelja odobrenja, vodece tijelo moze ponovno
procijeniti privremene granice uzimajuci u obzir ovaj pristup kontroli prisutnosti nitrozamina

N Al tijekom implementacije CAPA-e.

Ocekuje se da ¢e nositelji odobrenja osigurati da se provedba odgovarajuéih kontrola za
otkrivene nitrozamine provede kao prioritet. Tijekom koriStenja privremenog ogranicenja,
mjere pra¢enja mogu biti ocijenjene od strane vodecéeg tijela prema potrebi. Medutim, ne
oc¢ekuje se da ¢e nositelji odobrenja ukljuciti ove privremene granice u specifikacije putem
izmjene.

Proces postupanja u scenariju b

Po zavrsetku koraka 2, nositelj odobrenja potvrduje da je prisutan jedan poznati N-nitrozamin
i da razina N-nitrozamina ne prelazi granicu Al temeljenu na nacelima ICH M7 (1 u 100 000
dozivotnog rizika), medutim ukupni sadrzaj N-nitrozamina je vise od 10% ograni¢enja Al. Isti
se scenarij primjenjuje kada je otkriveno viSe od 1 poznatog N-nitrozamina, a ukupni zbroj N
nitrozamina ne prelazi granicu Al najjaceg N-nitrozamina, ali je ve¢i od 10% granice Al, ili je

zbroj svih otkrivenih N-nitrozamina ispod 1 u 100 000 dozivotnog rizika.

Potrebno je podnijeti izmjenu odobrenja kako bi se uvela granica u specifikaciji gotovog lijeka.
Tijekom ocjene izmjene RA ¢e procijeniti podobnost za provodenje periodi¢kog testiranja (npr.

testiranje na unaprijed odabranim serijama i/ili u unaprijed odredenim intervalima). U tom bi
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slucaju nositelj odobrenja trebao biti u mogucnosti dokazati da je sadrzaj N-nitrozamina

dosljedno ispod 30% granice Al.

Proces postupanja u scenariju c

Po zavrSetku koraka 2 nositelj odobrenja potvrduje da nisu identificirani nikakvi N-nitrozamini
ili da su otkrivene razine N-nitrozamina dosljedno ispod 10% granice temeljene na ICH M7.

Obavijest je evidentirana od strane doti¢nog nadleznog tijela i nisu potrebne daljnje radnje.

Ocekuje se da nositelji odobrenja zajedno s proizvodac¢ima API-ja i FP-a preispitaju ishod
procjene rizika i testiranja kad i kada nove informacije postanu dostupne (npr. o potencijalnim

uzrocima stvaranja N-nitrozamina ili kontaminacije).

Proces postupanja u scenariju d

Po zavrsetku koraka 2 nositelj odobrenja potvrduje da je otkriven jedan ili visSe novih N-
nitrozamina. Kako bi se odlucilo koji je scenarij (a, b, ¢) primjenjiv, potreban je dodatni korak
za odredivanje granice novog N-nitrozamina. Nositelj odobrenja treba upotrijebiti upute u
pitanjima i odgovorima koje su objavili EMA i CMDh za izracun specificne granice za tvar za
dozivotnu izlozenost prema preporuci ICH M7(R1) smjernice, TTC za N-nitrozamine od 18
ng/dan za klasu specifi¢an ili ograni¢enje temeljeno na SAR pristupu. Potrebno je podnijeti
obrazloZenje pristupa koji je poduzeo nositelj odobrenja, Sto ¢e procijeniti Voditelj znanstvene

procjene (izvjestitelji za CAPS, NCA/RMS za NAPs/MRP/DCP) u dogovoru sa SWP-om.

Elementi koje treba uzeti u obzir pri odlu¢ivanju o regulatornom putu

Kao §to je opisano u gore navedenim scenarijima a i b, kao zakljucak ,,call for review* i ovisno
o specifi¢nostima lijeka na koji se utjeCe i identificiranih onecis¢enja N-nitrozamina, postoje 2
moguca regulatorna puta za RA: upravljanje kroz odobrenje (a) izmjena(a) upravljackom tijelu

ili pokretanje arbitraznog postupka ako je potrebno.
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Potrebno je razmotriti arbitrazni postupak, na primjer, ako je prisutnost N-nitrozamina

svojstvena za API (npr. strukturna znacajka ili metabolicka formacija) i/ili ako su prijavljeni

novi elementi temeljnih uzroka koji zahtijevaju daljnju opseznu procjenu. U svim ostalim

situacijama predlaze se podnoSenje izmjena odobrenja.

Elementi koje treba uzeti u obzir pri odlu¢ivanju o najboljem regulatornom putu ukljucuju:

kriticnost proizvoda (medicinska potreba, dostupnost alternativa);

opseg kontaminacije (broj serija/proizvoda zahvacenih/broj zahvacenih drzava ¢lanica);
razina kontaminacije (% Al prekoracen);

izlozenost pacijenata (razina kontaminacije, dnevna izlozenost, trajanje izloZenosti);
vremensko razdoblje utjecaja;

potencijalni/identificirani temeljni uzroci povezani S proizvodnim

procesom/mjestom/proizvodom (novi temeljni uzrok/svojstven API-ju) [11].
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3.12 EDQM ovjernice 1 odgovor na nitrozaminska onecis¢enja

Od srpnja 2018. godine EDQM je aktivno ukljucen u aktivnosti vezane uz detekciju i kontrolu
onecisenja nitrozamina u aktivnim tvarima sartana (API) s tetrazolskim prstenom za koje
postoje CEP ovjernice. Te su aktivnosti uklju¢ivale kontaktiranje nositelja CEP-a radi trazenja
podataka i korektivnih radnji, procjenu odgovora na takve zahtjeve, GMP inspekcije
proizvodnih mjesta, suspenziju CEP-ova, gdje je to prikladno, i njihovo ponovno uspostavljanje
nakon provedbe odgovarajucih korektivnih radnji. Dodatno, za sve API-je, za nove primjene za
CEP, tijekom obnavljanja CEP-a ili tijekom bilo kakvih revizija gdje se modificira sintetski put
ili izvor, sustavno se procjenjuje moguénost prisutnosti takvih onec¢iséenja nitrozamina. EDQM
je takoder bio ukljuc¢en u aktivnosti OMCL mreZe ukljucujuci koordinaciju uzorkovanja i
ispitivanja. Ph. Eur. monografije za API-je sartana s tetrazolnim prstenom revidirane su kao

posljedica prisutnosti nitrozamina u ovim tvarima.

Kao §to je objavljeno na web stranicama EMA 1 EDQM, nedavno je utvrdena prisutnost
nitrozaminskih oneciS¢enja u lijekovima koji sadrze ranitidin. Kao rezultat toga, poduzete su
radnje za obustavu relevantnih CEP-ova i ¢eka se vise informacija kako bi se bolje razumio

glavni uzrok prisutnosti ovog nitrozaminskog onecisc¢enja.

EMA i CMDh objavili su dokumente na svojim web stranicama, (EMA/189634/2019 i
CMDh/404/2019), ,,Informacije o nitrozaminima za nositelje odobrenja za stavljanje u promet”
koji zahtijevaju od nositelja odobrenja za stavljanje u promet (MAH) da slijede istrazni
postupak opisan za sintetizirane API-je. lako EDQM ne o¢ekuje da ¢e ovaj problem utjecati na
mnoge tvari, sada je prikladno proSiriti pregled na sve ostale API-je proizvedene kemijskom
sintezom za koje su odobreni CEP-ovi. EDQM stoga zahtijeva da nositelji takvih CEP-ova

slijede postupak opisan ovdje (koji je sli¢an postupnom pristupu onom za nositelja odobrenja):
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Korak 1 - Procjena rizika: Tvrtke koje posjeduju CEP trebale bi izvrsiti procjenu rizika svojih
kemijski sintetiziranih API-ja u pogledu stvaranja nitrozamina, koriste¢i nacela upravljanja
rizicima u kakvo¢i, kako je navedeno u smjernicama ICH Q9. Treba primijeniti nacela opisana
u smjernicama ICH M7 u vezi s toksikoloskom procjenom, strategijom kontrole i promjenama

u proizvodnom procesu za aktivne tvari.

Nositelji CEP-a trebali bi odrediti prioritet tvari kako bi utvrdili redoslijed kojim ¢e se
ocjenjivati. Cimbenici koji se mogu uzeti u obzir navedeni su u namjenskim dokumentima
Pitanja i odgovori EMA/CHMP/428592/2019 Rev. 1i CMDh/405/2019, Rev. 1 koji su dostupni
na web-mjestima EMA-e i CMDh-a i ako postoje tvari identificirani kao visoki prioritet,
procjena rizika treba se izvr$iti odmah. Procjena rizika trebala bi se baviti ne samo rizicima
proizvodnog procesa, ve¢ i rizicima od uvodenja materijala koji se koriste u proizvodnom

procesu (npr. pocetni materijali, reagensi, otapala — svjeza i oporabljena itd.).
Procjena rizika za sve CEP-ove trebala je biti zakljucena najkasnije do 26. ozujka 2020.

Nositelji CEP-a nisu obavezni potvrditi EDQM-u da je korak 1 dovrSen kada nije utvrden
nikakav rizik. Medutim, ako se utvrdi rizik, EDQM treba odmah obavijestiti 1 tvrtka treba
prijeci na korak 2, potvrdno testiranje, a vremenski rokovi kada ¢e rezultati potvrdnog testiranja

biti dostavljeni EDQM-u trebaju biti nazna¢eni EDQM-u.

Ishod koraka 1 koji se odnosi na procjenu rizika obavljenu za CEP treba priop¢iti klijentima u
svim slucajevima (Cak i ako nije identificiran rizik) kako bi nositelji odobrenja mogli Koristiti
te informacije za ispunjavanje svojih odgovornosti kako je opisano u dokumentima, EMA

/189634/2019 i CMDh/404/2019 ranije spomenulti.

Korak 2 - Potvrdno testiranje: u slucaju da se kao rezultat procjene rizika utvrdi rizik od

prisutnosti nitrozamina, potrebno je provesti potvrdno testiranje koriste¢i odgovarajuce
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validirane i osjetljive metode u skladu s prioritetom koji proizlazi iz procjene rizika provedene

u korak 1. Tvari koje su identificirane kao visokoprioritetne treba ispitati $to je prije moguce.

Sve API-je za koje je utvrdeno da su izloZeni riziku od prisutnosti nitrozamina treba testirati i
rezultate dostaviti EDQM-u s, ako je potrebno, prijedlogom za naknadne radnje (kao $to je

revizija CEP-a).

Nositelji CEP-a trebali bi odmah obavijestiti EDQM ako testovi potvrde prisutnost
nitrozaminskih onecis¢enja, bez obzira na otkrivenu koli¢inu, i dostaviti rezultate. Tvrtke bi
zatim trebale napredovati do koraka 3 nakon §to obavijeste EDQM o planu i vremenskim

okvirima za dovrSetak koraka 3.

Korak 3 - Revizija CEP-a: Tamo gdje su otkrivena nitrozaminska onecis¢enja, nositelji CEP-
a trebaju podnijeti zahtjev za reviziju svojih zahtjeva(a) na vrijeme kako bi uveli sve potrebne

promjene, kao §to su izmjene proizvodnog procesa ili izmjene specifikacija i uvodenje kontrola.

EDQM moze kontaktirati nositelje CEP-a za informacije o riziku od nitrozamina u bilo kojem
koraku ovog pregleda i na sve takve zahtjeve treba odgovoriti u potpunosti i pravodobno.
EDQM ¢e poduzeti radnje u vezi s bilo kojim CEP-om (npr. suspenzija) kada postanu dostupne
informacije o neprihvatljivoj razini onecis¢enja nitrozamina u aktivnoj tvari koja je predmet

CEP-a.

EDQM podsjeca nositelje CEP-a da bi trebali pruziti odgovarajuce informacije koje se odnose
na procjenu rizika koju su izvrsili za svoj CEP svojim klijentima u svim slu¢ajevima (za korake
1 do 3, te za korak 1 ¢ak i ako nije identificiran rizik) tako da Nositelji odobrenja mogu koristiti
ove informacije kako bi pravodobno ispunili svoje odgovornosti kako je opisano u ranije

spomenutim dokumentima EMA/189634/2019 i CMDh/404/2019 [33].
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4. Rasprava

Nitrozamini su odavno poznati kao kancerogene tvari prisutne u hrani, kozmetici te duhanskom
dimu, no otkrice nitrozamina u valsartanu 2018. godine dovelo je do detaljnijih analiza koje su
ukazale na raSirenu prisutnost nitrozamina i u lijekovima. Pronalazak nitrozaminskih
onecis¢enja u valsartanu trigeriralo je niz regulatornih akcija koji su isprva bili ograni¢eni na
skupinu sartana sa tetrazolnim prstenom ali su se vrlo brzo prosirili i na druge lijekove. Isprva
su se provjeravale djelatne tvari ali ubrzo se pokazalo da nitrozamini mogu biti prisutni i u
gotovom lijeku te da postoji ¢itav niz potencijalnih uzroka prisutnosti nitrozamina. S obzirom
na kancerogeni potencijal nitrozamina ovim otkriem javila se zabrinutost od strane
regulatornih agencija diljem svijeta. Europska agencija za lijekove provela je opseznu istragu
uzroka prisutnosti nitrozamina te metoda prevencije nastanka, detekcije i kontrole. U periodu
od 2018. do 2023. uspostavljene su brojne smjernice i sigurnosne granice za nitrozamine u
lijekovima. Ove granice su se mijenjale kako su se saznanja i istrazivanja razvijali. Taj posao
nije zavrSen, i dalje se svako malo otkrije neki novi nitrozamin specifican za odredenu djelatnu
tvar ili lijek a regulatorne agencije kao i farmaceutska industrija morat ¢e biti u toku s novim

saznanjima te prilagodavati svoje smjernice i procese.

Pronaden

Rok za korak 2
NOMAU Rok za korak 1

Uspostavljen 22 bioloske i 3 za biologke

NDEA
pronaden

Zavgenaje | | Pokrenutje NDMAje ez

H EW(UU Prﬂﬂlran
revizipza | | Clanak 31 za | | pronaden u (e biloe
Clanak 31 rahitidine metforminu ljskove

pioglitazonu Je NIOG ljekove ljekove
T T
Kolovoz 2018 Kraj 2018 Veljatia 2018) | Rujan 2019 rosinac 2019 Srpanj 2020 Valjata 2021 01.07.2021 01.07.2023

00100 |

Srpanj 2018

Prenaden NDMA
U valsarianu
Zhejanga

0000 (B 000 | ‘

Rujan 2018 Sijacanj 2019 W Rujan 2018 Lipanj 2020 ) | Studeni 2020 31.03.2021 26.09.2022 01.10.2023
Y Y Y l l

. Zavrena "
"Pezivna ca Dohesena je Rok za korak 1 Rok 2a korak 2 Rok za korak 3
NBA pronaden) WPASTORMEN | ez e pgestes | | ookaEcza 78 kemlske za kenilske 2a Kenilske
2apoies ranitidne lijekove ljekove lijekove

onetistenjima

Pokrenut je
Clanak 31

Slika 7. Vremenska crta vaznih trenutaka te regulatornih odgovora na nitrozaminska onecis¢enja
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5. Zakljucak

Kao regulatorni rezultat istrage nitrozamina nositelji odobrenja svih lijekova na trzistu
Europske unije, kemijskih ali i bioloskih, duzni su provesti procjenu rizika prisutnosti
nitrozamina. Ako se potvrdnim ispitivanjima dokaZze prisutnost nitrozamina u razini vi$oj od
propisanih dnevnih limita nositelji odobrenja duzni su putem izmjena/e odobrenja za stavljanje
lijeka u promet prilagoditi proizvodne procese kako bi se prisutnost nitrozamina uklonila ili
smanjila na minimum. Buduc¢i da kontaminacija nitrozaminima utjeCe na pacijente diljem
svijeta, regulatorna tijela Europske unije, poput EMA-e, suraduju s medunarodnim partnerima
I nastavit ¢e poduzimati potrebne mjere kako bi osigurali da se proizvodaci i nositelji odobrenja
za stavljanje u promet pridrzavaju preporuka u vezi s nitrozaminima i drugim onecis$¢enjima,

istovremeno osiguravajuéi da pacijenti imaju pristup sigurnim i u¢inkovitim lijekovima.
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Al
API
ARB

BMDL

CPDB

EDQM

EMA
FDA
FP
GC
IRN
CAP

CAPA

CEP

CHMP

CMDh

Prihvatljiv unos (engl. acceptable intake)

Djelatna tvar (engl. active pharmaceutical ingredient)

Blokatori angiotenzinskih receptora (eng. angiotensin receptor blockers)
Statisticka donja granica pouzdanosti referentnih doza (engl. benchmark dose
lower confidence limit)

Baza podataka o kancerogenima (engl. Carcinogenic Potency Database)
Europsko ravnateljstvo za kakvocu lijekova i zdravstvenu skrb (engl.
European Directorate for the Quality of Medicines and HealthCare)
Europska agencija za lijekove (engl. European Medicines Agency)

Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)
Gotov lijek (engl. finished product)

Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography)

Mreza za preispitivanje incidenata (engl. Incident Review Network )
Centralizirano odobren lijek (engl. centrally approved product)

Korektivna akcija i preventivno djelovanje (engl. Corrective and Preventive
Actions)

Ovjernica o prikladnosti za monografije Europske farmakopeje (engl.
certificate of suitability)

Povjerenstvo za lijekove za primjenu kod ljudi (engl. Committee for
Medicinal Product for Human Use)

Koordinacijska grupa za postupak medusobnog priznavanja i decentralizirani
postupak za humane lijekove (engl. Coordination Group for Mutual

Recognition and Decentralised Procedure, Human Medicinal Products)
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DMA Dimetilamin

DNA Deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

HALMED Hrvatska agencija za lijekove i medicinske proizvode

HPLC Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high Performance
Liquid Chromatography)

IARC Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl. International Agency for
Research on Cancer - IARC)

ICH Medunarodno vijeca za harmonizaciju tehnickih zahtjeva za lijekove za
humanu upotrebu (engl. International Council for Harmonisation of

Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use)

LC Tekuéa kromatografija (engl. Liquid Chromatography)

LOQ Granica kvantifikacije (engl. limit of quantification)

LTL ,Kraci od zivotnog vijeka“ (engl. less-than-lifetime)

MDD Maksimalna dnevna doza

MS Masena spektrometrija

NAB N-nitrosoanabazin

NAT N-nitrosoanatabin

NAP Nacionalno odobren lijek (engl. nationally approved product)

NDMA N-nitrozodimetilamin

NDEA N-nitrozodietilamin

NIOG Grupa za nadzor implementacije odluke CHMP-a o nitrozaminima (engl.
Nitrosamine Implementation Oversight Group)

NPIP N-nitrozopiperidin

NPYR N-nitrozopirolidin

NDELA N-nitrozodietanolamin
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NNK

NNAL

NNN

NMBA

NDIPA

NIPEA

NMPA

OMCL

PPI

RAN

RMS

SAR

SFC

SWP

TDS50

TEA

TLC

TSNA

TTC

WHO

nitrozamin keton izveden iz nikotina

nitrozamin alkohol izveden iz nikotina

N-nitrozonornikotin

N-nitrozo-N-metil-4-aminobutanska kiselina
N-nitrozodiizopropilamin

N-nitrozoetilizopropilamin

N-nitrozometilfenilamin

Sluzbeni laboratorij za provjeru kakvoce lijeka (engl. official medicines
control laboratories)

Inhibitori protonske pumpe (engl. proton pump inhibitors)

Mreza za zurno uzbunjivanje (engl. rapid alert network)

Referentna drzava ¢lanica (engl. Reference Member State)

Odnos strukture i reaktivnosti (engl. structure—activity-relationship)
Superkriti¢na fluidna kromatografija (engl. Supercritical Fluid
Chromatography)

Radna skupina za sigurnost (engl. Safety Working Party)

Sredi$nja toksi¢na doza (engl. toxic dose)

Analiza onecis¢enja u tragovima (engl. Trace Elemental Analysis)
Tankoslojna kromatografija (engl. Thin Layer Chromatography)
Specifi¢ni duhanski nitrozamini (engl. tobacco-specific nitrosamines)
Prag toksikoloskog rizika (engl. threshold of toxicological concern)

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation)
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