Chemie 1éCiv

Profarmaka

Profarmaka (,,proléciva®, prodrug) jsou biologicky netuc¢inné nebo jen malo uc¢inné latky které mo-
hou byt v organismu metabolicky aktivovany na G¢innou latku pisobenim enzymii.

Profarmaka pomahaji pfekonavat problémy nevyhovujici absorpce a distribuce, vysoké toxicity a jinych nezadoucich
vedlejsich Géink, piili§ rychlé eliminace Gi¢inné latky, ale i nedostateéné rozpustnosti nebo stability, obtizi piipravy
1ékovych forem a v neposledni fad¢ i malého komfortu pacienta (injekéni podani, vysoka ¢etnost podavani, apod.).
Profarmaka by méla spliiovat tyto predpoklady.

- méla by mit vyssi biologickou dostupnost nez samotnd u¢inna latka

- Ucinnd latka by z profarmaka méla vznikat pozadovanou rychlosti

- odstépené neaktivni slozky molekuly by nemély byt pro organismus toxické

- m¢éla by mit zvySenou afinitu vici cilovym tkanim nebo buiikam

Podle charakteru rozliSujeme bioprekurzorova a transportni profarmaka (carrier prodrugs), oba
zakladni typy profarmak vSak nejsou nijak ostfe vymezené.

Speciadlnimi typy profarmak jsou ,,polymerni lé¢iva‘, konjugaty 1éCiv a syntetickych nebo pfirozenych polymeri (sem patii
i nekteré vySe zminéné pegylované bilkoviny nebo dalsi modifikované terapeuticky ucinné latky charakteru biopolymerit).
Mezi profarmaka lze dale zafadit i ,,smérovana léciva“ (targeted drugs) piipravovand navazanim léCiva na protilatky.
Nektefi autofi fadi mezi profarmaka i konjugaty dvou 1é¢iv a nazyvaji je vzajemna (mutual prodrugs) profarmaka.
Bioprekurzorova profarmaka jsou takova, v nichz neni 1é€ivo specificky navdzano na vhodnou
skupinu pfenaSece, ale jsou vysledkem modifikace uc¢inné latky jako takové. Modifikaci je vytva-
fena nova sloucenina, kterd mize byt na ucinnou latku ptfevedena metabolickymi procesy, obvykle
enzymatickou oxidaci nebo redukci.

Prikladem bioprekursoru je napt. prvni sulfonamid prontosil zminény v historickém tvodu, jehoz u¢innym metaboli-
tem je sulfanilamid. Jinym takovym profarmakem je protinadorové 1é¢ivo cyklofosfamid, které je oxidativnim enzy-
matickym $§tépenim preménéno na cytostaticky ucinny dusikaty yperit (ktery sam je velmi toxicky).
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Transportni profarmaka jsou cilené piipravovana navazanim skupin, ktera proptjci nebo usnadni
ucinné latce cestu z mista podani k cilové struktufe. Na ti€innou latku jsou nejcastéji prevadéna hydro-
lytickymi procesy.

Pii pripravé profarmak lze vyuzit bézné chemické reakce probihajicich na hydroxylovych, aminovych, karbonylovych,
karboxylovych, fosfo- nebo sulfoskupinach. Typ vazby je urcen pritomnosti funkénich skupin v molekule vychozi G¢inné
latky a specificitou hydrolytickych enzymu cilové tkan€. Amidy se $t€pi pomaleji nez estery, ale napt. u amidi aminokyse-
lin mtize byt rychlost enzymatického $t€peni vyssi nez u esteril. Priklady jsou v tabulce:

'Vychozi | Modifikovana Poznamka Vychozi | Modifikovana Poznamka
skupina skupina skupina skupina
-OH —OCOAlkyl acetylace, pivaloylace atd., —NH, —NHCOAIkyl zvyseni lipofility a stability
zvySeni lipofility a stability vici enzymim
vici enzymiim
—OCOCH;NR,, zvyseni rozpustnosti ve vode, —NHCONH,, hydrolyticky stalé, ale snadno
estery lysinu pK,~8 —HCOOR Stépitelné enzymy plasmy
—OCH, CH,COO'" | zvyseni rozpustnosti ve vode, Schiffovy baze lipofilni, ptekonavaji hemato-
pK.~5 encefalickou bariéru
—OP032' zvyseni rozpustnosti ve vodé, | —-SO,NH, | -SO,NH-acyl zvyseni rozpustnosti ve vodeé
pK.,~2a6 tvorbou sodnych soli
—OCOCH,SO5 zvyseni rozpustnosti ve vodé, | -COOH | —COOR methyl-, ethylester,
pK,~1 zvys$eni lipofility
diol Diester, acetal, zvyseni lipofility -CO- imin, oxim, acetal
ketal (ketal), enolester,
oxa- a thiazolidin
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Transportni profarmaka mohou byt dvoudilna (bipartate) a trojdilna (tripartate). Dvoudilna profar-
maka jsou tvofena u€innou latkou a na ni pfimo navézanou transportni skupinou. Trojdilna profarmaka
obsahuji mezi témito ¢astmi navic spojovaci fetézec (linker, spacer).

Dvoudilna profarmaka se obvykle pfipravuji s cilem upravit rozpustnost 1é¢iva v biologickych tekuti-
nach nebo naopak v lipidické dvouvstvé buné¢énych membran.

Napt. steroidni kortikoidni hormon prednisolon se jen velmi Spatné rozpousti ve vodé. Jeho vysoka lipofilita je vhodna pro
pouziti v dermatologii, pro pouziti v o¢nim lékafstvi je vSak tfeba rozpustnost ve vode zvysit. K tomuto ucelu bylo pfiprave-
no nékolik profarmak, jako jsou sodné soli prednisolon-21-fosfatu (Solucort), -21-hemisukcinatu (Solu-Decortin H) nebo -
21-m-sulfobenzoatu (Solupred), nebo soli (acetat) 21-dimethylaminoprednisolonu. U nékterych protinadorovych 1é¢iv (eto-
posid, fludarabin, nové zkouseny kombretastatin A-4) se zlepSuje rozpustnost uc¢inné latky fosforylaci. Pokud by takova
léCiva nebyla fosforylovana, musela by byt podavana v pro pacienta nepfijatelné velkych objemech infuznich roztokt. Syn-
teticky kortikoid, fluocinolon, ma v molekule 4 polarni hydroxylové skupiny, coz znesnadiuje prinik pokozkou. Pro pouziti
v dermatologii k potlaceni ekzémi a dalSich koznich zanétlivych nebo alergickych projevt byla pripravena proto byla pro-
farmaka, u nichz byl transport ptes pokozku usnadnén ptevedenim na ketal, acetonid fluocinolonu (Gelargin), popt acetylo-
vany acetonid (fluocinodid, Lidex).

Spojovacim fetézcem trojdilnych profarmak je nejcastéji alkylenoxyskupina. V takovém piipadé po
enzymatickém odstépeni acylskupiny navazané esterovou vazbou vznikne poloacetal nebo podobny
derivat, ktery se pak jiz snadno ve vodném prostredi biologickych tekutin rozstépi na ucinnou slozku a
aldehyd nebo keton spontanni chemickou hydrolyzou.

Prikladem takového trojdilného profarmaka muze byt adefovir dipivoxil (Hepsera), antivirotikum pro léceni hepatitidy B.
Utinnou slozku adefovir objevil dr. Holy z UOChB AV CR. Pacienti se Zloutenkou musi byt lé¢eni dlouhodobg, samotny
adefovir s vysoce polarni fosfonatovou a malou biologickou dostupnosti nebyl vSak pro takovou 1é¢bu vhodny. Pracovnici
americké firmy Gilead proto pfipravili pivaloyloxymethyl ester adefoviru, ktery bunéénou membranou mtize prochézet.
Hepsera se podava peroralné ve forme tablet, biologicka dostupnost adefoviru podaného ve formé profarmaka dosahuje az
59%. Po absorpci odsteépi esterasy zbytek kyseliny pivalové a vznikly hydroxymethylester se pak spontdnné rozlozi na ade-
fovir. Rozklad na Gi¢innou latku je rychly, pik plasmatické koncentrace adefoviru je dosazen béhem 0,6-4 h po podani.
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adefovir dipivoxil
Volbou spojovaciho fetézce, popt. modifikacemi navazané transportni skupiny profarmak, 1ze podle
potieby doladit vlastnosti ptipravovaného derivatu.

Tak napf. methylester ptipraveny esterifikaci karboxylové skupiny penicillinu neni ze sterickych diivodt $tépen esterasami a
nemuze se proto stat profarmakem. Tim vSak mize byt acyloxymethylester, ktery obsahuje spojovaci methylenoxy skupinu.
Po zavedeni takové spojovaci skupiny je jiz esterova vazba dostatecné oddalena od zbytku molekuly a tedy i pfistupna pro
esterasy, které¢ ji mohou snadno Stépit. Pfikladem mtize byt profarmakum ampicillinu (polosynteticky analog penicilinu)
pivampicillin (R=0-aminobenzyl, R'= terc-butyl):
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ktery se spontanné rozklada
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Polymerni lé¢iva jsou tvoiena konjugaty 1éCiv s piirozenymi makromolekuldrnimi latkami (dextran,
kyselina hyaluronové, albumin) nebo 1 syntetickymi, ale biokompatibilnimi polymery, jako je polyglu-
tamova kyselina, polyethylenglykol (PEG), poly(N-hydroxymethakrylamid) apod.

Nejvyznamnéjsi skupinu tvofi konjugaty polyethylenglykolu, jiz zminénd ,,pegylovana™ 1éCiva. Pripravuji se
z nékterych nizkomolekularnich 1€¢iv s cilem zvysit jejich rozpustnost v biologickych tekutindch a/nebo prodlouzit
dobu ucinku, praktické uplatnéni v terapii zatim nalezly zejména vySe zminéné pegylované terapeuticky vyznamné
bilkoviny a oligopeptidy, jako je napf. pegylovany interferon o (Pegintron A, Pegasys) pouzivany pii 1écbé hepatitidy
C a nékterych nadorovych onemocnéni. Navazanim polyethylenglykolu se jednak zvySuje biologicka stabilita bilko-
vinného 1é¢iva, jednak sniZzuje jeho imunogenita, schopnost vyvolavat nezadouci imunitni reakci organismu — anafy-
lakticky Sok.

Farmakokinetické vlastnosti polymernich 1éCiv zavisi spiSe na charakteru polymerniho nosice nez
na lé¢ivu. Makromolekuly nosi¢e nemohou difundovat pfes bunééné membrany, do bunék se do-
stavaji pinocytézou (endocytdzou), vchlipenim ¢asti bunécné membrany obklopené 1é¢ivem do
buniky. Vchlipend ¢ast se mlize uzavfit, ¢imz se vytvori v buiice jakési vacky s roztokem léciva.
Vacky mohou splynout s lysosomy, bunéénymi utvary obsahujicimi hydrolytické enzymy, které
pak v bunice t¢innou slozku odstépi od nosice.

To, ze 1éCivo je uvolnéno az v buiice, miize byt vyhodné zejména u vysoce toxickych nebo nestalych 1é¢iv. Na druhé
strané specificky mechanismus priniku polymerniho 1é¢iva do butiky neumoziiuje vyuzit neinvazivni zptsoby podani.

Hydrolytické odstépeni 1é¢iva mize byt v ptipadé nckterych polymernich nosi¢li znesnadnéno
sterickymi zdbranami. Z tohoto diivodu se mezi polymerni skelet nosice a 1é¢ivo ¢asto vklada spo-
jovaci fetézec. Pokud nema nosi¢ pozadovanou rozpustnost, mohou byt na polymerni skelet nava-
zany vhodné hydrofilni nebo lipofilni skupiny. Vedle toho Ize na polymer navazat i specifické
protilatky, které 1é¢ivo nasméruji k cilovym buiikam

Prikladem takovych polymernich 1éciv mohou byt konjugaty poly(N-hydroxypropylmethakrylamidu) a protinadoro-
vych 1é¢iv (daunomycin, doxorubicin), které jsou fadu let intenzivné studovany na Ustavu makromolekulérni chemie
a Mikrobiologickém tistavu AV CR a né&kterych institucich spolupracujicich s timto ustavem. Polymerni nosic je ve
vod¢ rozpustny, netoxicky a biokompatibilni. Pro vazbu 1éciva byly pfipraveny kopolymery , které maji n¢které po-
stranni fetézce tvorené kratkym peptidickym fet€zcem zem 4-5 aminokyselin. Na tyto peptidické spojovaci fetézce se
pak navaze lé¢ivo. Do buné€k se vznikly konjugat dostava pinocytézou. Jakmile pronikne do bunky, rozstépi lysoso-
malni proteolytické enzymy peptické vazby, 1éCivo se uvolni a buniku usmrti. Nerozstépeny konjugat je neti¢inny a
nemize proto poskozovat buiiky, do nichz se nedostane. Polymer se hromadi v jatrech, takze takovy konjugat mize
byt vyuzit k 1éCeni jaternich nadort, jeho specificita je vS§ak pomérné mala, navic nadorové onemocnéni jater neni
Casté. Jestlize se v8ak kromé 1é¢iva pripoji na polymer jesté i protilatka proti nékterému z tzv. nadorovych antigenti —
specifickych glykoproteinti vyskytujicich se na povrchu nadorovych bunék, pak se konjugat zacne hromadit
v nadorové tkani, dostane se do nadorovych bunék a za¢ne nador likvidovat. Vyhodou je vysoka specificita u¢inku
takto smérovaného polymerniho 1éciva. Nevyhodou je, ze 1écivo ma pfili§ slozitou strukturu, takze jeho cena bude
extrémné vysoka.

Jednodussi strukturu maji konjugaty nékterych ptirozenych biopolymert s 1éCivy, které se vyzna-
cuji zvysenou stabilitou, malou systémovou toxicitou a zlepSenou rozpustnosti.

Jednim z vhodnych biopolymert je lidsky albumin, ktery se casto vyuziva k navazani protinddorovych 1éc¢iv a virosta-
tik. Nadorové buiky nebo buiiky infikované DNA viry jsou vice nachylné k piijimani bilkovin endocytézou nez bui-
ky normalni, ¢imz se zajist'uje vyssi selektivita ucinku.

Jeste vyssi selektivitou se vyznacuji imunokonjugaty tvoiené ucinnou latkou pfimo nebo pies
spojovaci fetézec navazané na vhodnou protilatku.

Imunokonjugaty jsou tak vysoce specifické, ze jejich u€innou slozku mohou byt i vysoce toxické latky. Jako protina-
dorové 1écivo proto byl zkouSen napt. i imunotoxin tvoreny jednou z nejjedovatéjsich latek ricinem navazanym na protilat-
ky proti nadorovym antigeniim. Do terapeutické praxe se vSak nedostal, na rozdil od imunokonjugatu s pon¢kud slozitym
generickym ndzvem gemtuzumab ozogamicin (Myotarg, Wyeth). Ten je tvofen derivatem protinadorového antibiotika
kalicheamycinu navazanym pies spojku tvorenou fetézcem m-hydroxymaselné kyseliny na specifickou protilatku proti
nadorovému antigenu CD33, ktery se vyskytuje na povrchu nékterych leukemickych bunék. Konjugat se pouziva pti 1écbé
akutni myeloblastické leukemie. Samotny kalicheamycin je natolik toxicky, ze bez nasmérovani na nadorové buiky kon-
Jjugaci s protilatkou je jako Ié¢ivo nepouzitelny.
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Polymorfie

Navrh 1é¢iva nekonci nalezenim derivatu s optimalni chemickou strukturou. Ma-li 1écivo optimalné
vyhovovat pro zamyslené pouZiti, je tfeba vénovat pozornost i krystalové formée substance.

Situace je piitom pomerné slozita: Napf. u acetylsalicylové kyseliny, aspirinu, byly popsany 4 krystalové modifikace, vapena-
ta stl atorvastatinu mtize tvofit 26 typi krystald, k patentovani bylo vsak pfihlaseno az 63 krystalovych forem (vcetné riznych
hydrath) a u sulfathiazolu bylo dokonce popsano 120 rtiznych krystalovych forem bezvodé latky nebo jejich solvati. U 1é¢iv
s charakterem kyselin a bazi situaci dale komplikuje existence riznych soli, z nichz kazda mtize tvotit rizné formy krystalti s
riznym mnozstvim krystalové vody nebo jiného rozpoustédla v krystalové mtizce. Odhaduje se, ze asi tietina az polovina
1é¢iv s molekulovou hmotnosti do 600 g/mol mtize vytvaret vice nez jeden typ krystalil a pokud se berou v tvahu riizné solva-
ty, pak se odhady zvySuji na 56-87%. Rozdilné krystalové formy netvori jen 1écivé latky, ale i fada pomocnych latek pro
vyrobu 1é¢ivych piipravki: napt. hlavni slozka kakaového masla pouzivaného v Cipcich mtize mit 4 formy, které se 1isi bodem
tani; mannitol pouzivany pii vyrobé tablet krystaluje ve 3 formach lisicich se stlacitelnosti.

Schopnost latky vytvaret vice nez jednu krystalovou formu, tj. schopnost molekul s urc¢itou strukturou
zaujimat riizna prostorova usporadani a ptitom vytvaret rizné krystalové miizky se nazyva polymorfie.
Za polymorfni modifikaci byva kromé riiznych krystalovych forem povazovana i amorfni formu latky.
Pseudopolymorfie (solvatomorfie) je pak schopnost tvofit rizné krystalické solvaty, z nichz jsou
ometrické nebo nestechiometrické sloZeni, nestechiometrickym solvatiim se fika klathraty.

U stechiometrickych solvatli jsou molekuly rozpoustédla integralni soucasti krystalové miizky a pii jejich odstranéni susenim
dochazi ke zméné krystalové formy. U nestechiometrickych solvat jsou molekuly rozpoustédla vazany v krystalové mtizce
volnéji, takZe pfi jejich odstranéni susenim se miizka nezhrouti, ale mista po molekulach rozpoustédla zistanou volna. Mole-
kuly vody pevné zabudované do krystalové mfizky nemohou interagovat s funkénimi skupinami podléhajicimi hydrolyze,
takze stechiometrické hydraty mohou dokonce byt hydrolyticky stalejsi nez latky bezvodé.

Vedle polymorfie ovliviuje vlastnosti 1éCiv v pevném stavu i tvorba soli. Krystalova miizka soli je tvo-
fena ionty 1écivé latky a piislusnymi protiionty. Slabé soli a baze nemusi ionty vytvafet a presto maji
v pevném stavu stechiometrické slozeni. Misto silnych iontovych vazeb se pritom v jejich krystalové
miizce uplatiuji slabsi, ale stale dostatecné pevné vodikové vazby a/nebo interakce dipdl-dipol. Neékteti
autofi povazuji takové latky za dalsi typ pseudopolymorfil, jini je nazyvaji kokrystaly.

P1i studiu 64 1é¢ivych latek se ukézalo, ze kokrystaly odlisné od solvati mize vytvaret az 60% latek. O tom, zda vznikne
prava sil nebo kokrystalova forma, rozhoduje rozdil v pK obou komponent. Pti vétSich rozdilech vznika sul, pfi mensich
kokrystal, mezi solemi a kokrystaly je vSak plynuly prechod. Dalsim pfedpokladem vzniku kokrystalt je, Ze pevnost vazeb
mezi obéma komponentami kokrystalu je vetsi nez pevnost vzajemnych vazeb molekul 1éciva v krystalové miizce.

Riizné krystalové miizky mohou vytvaret i tautomery latky.

Zatimco v roztoku existuje mezi tautomery rovnovaha, krystaly obsahuji vzdy bud’ jeden druhy tautomer. Krystaly riznych
tautomerti jsou tak vlastné tvoreny odlisnymi molekulami, které pochopitelné usporadaji do riznych krystalovych miizek.
Nekdy jsou rozdilné krystalové formy tautomerti oznacovany jako parapolymorfy (para = fecky témer).

v

Vznik rtiznych polymorfnich forem muize byt zapticinén rozdilnou konformaci latek. Rlizné konformery
(rotamery) maji odliSny geometricky tvar molekul a byvaji proto uspotadany do rtiznych krystalovych
miizek. Nékdy vSak mohou vytvaret polymorfy i molekuly s rigidni konformaci, jejichz molekuly mo-
hou byt v krystalovych miizkach rtizn€ vzajemné orientovany nebo rizné tésné usporadany.

Konformacni polymorfy nebo polymorfy s odlisnym uspotadanim konformaéné rigidnich molekul jsou krajni pfipady poly-
morfie, kterych neni mnoho. VétSina znamych polymorfu predstavuje jakési hybridy mezi obéma typy. Obecné ale plati, Ze
rozdily v geometrické stavbé molekul ovliviwyji jejich usporadani do krystalové miizky a naopak zptsob uspotadani molekul
v krystalové mfizce mize ovliviiovat jejich konformaci.

Rizné konforméry a proto i polymorfy maji odliSny obsah volné energie. Obecnou tendenci latek je
minimalizovat volnou energii. Za danych podminek existuje vzdy jen jedna polymorfni forma
s nejniz§im obsahem volné energie, kterd je termodynamicky stabilni. Ostatni formy jsou mén¢ stalé,
metastabilni a mohou se proto pfeménit na formu s nizsi volnou energii.

Prfeména metastabilnich polymorfti nemusi byt kritickd, pokud probiha za danych podminek velmi pomalu. Extrémné pomaly
je napt. pfechod metastabilni formy uhliku — diamantu — na termodynamicky stalejsi grafit. Jindy vSak miize byt prechod
tak rychly, Ze se n¢kterou metastabilni formu ani nepodafi za béznych podminek izolovat. Snadnost a tedy i rychlost vza-
jemnych pfemén urcuji rozdily v obsahu volné energie polymorfi.
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Z hlediska snadnosti pfemény se nékdy rozliSuji enantiotropni polymorfy, které mohou ptechazet na
termodynamicky vyhodnéjsi formu i v pevném stavu a polymorfy monotropni, z nichz mize byt pfi-
pravena odlisna forma jen krystalizaci z roztoku nebo taveniny.

K pfeméné jednoho polymorfu na druhy mize dochazet az teplota systému prekroci ur¢itou hodnotu, tzv. bod (teplotu) pie-
chodu (T)). Pti této teploté maji oba polymorfy stejny obsah energie, pii teplotach niz§ich ma jedna forma nizsi obsah volné
energie a je tedy stabilngjsi, pti teplotach nad T,je naopak stabiln¢jsi forma druha. U enantiotropnich polymorft je T, nizs$i nez
bod tani. V monotropnim systému je obsah volné energie jednoho polymorfu az do bodu tani trvale nizsi nebo vyssi. Bod
prechodu je nad bodem tani (jde o virtudlni bod prechodu, protoze v systému piitom nejsou dvé pevné faze, ale pouze jedna
kapalna faze — tavenina).

Ruizné polymorfni formy maji odliSnou hustotu a tvrdost, bod tani, zbarveni a dalsi optické charak-
teristiky, riiznou rozpustnost a nékteré dalSi vlastnosti. Nejvétsi rozdily jsou mezi krystalickymi a
amorfnimi formami latek. Krystalické latky maji atomy nebo molekuly usporadany v definované
krystalové mtizce, zatimco amorfni forma je nepravidelnym seskupenim molekul latky.

Pro své rozdilné vlastnosti mohou mit rizné polymorfni formy pevnych latek odlisné vyuziti. Klasickym ptikladem rozdil-
nych vlastnosti i rtizného vyuziti jsou dvé polymorfni formy uhliku — diamant a grafit. Prvni forma je transparentni a pro své
optické vlastnosti se mtize pouzivat k vyrobé Sperkdl, druha neprihledna, svétlo absorbuje, takze mtize slouzit jako tuha pri
psani pisma. Diamant je nejtvrd$i zndmy nerost a pouziva se proto jako brusivo, mékky grafit naopak slouzi jako mazadlo.
Diamant je nevodi¢, naopak grafit dobte vede elektricky proud apod. U organickych sloucenin, jakymi jsou léCiva, jsou sice
rozdily vlastnosti jednotlivych polymorfnich forem podstatné méné vyrazné, presto mohou mit znacny dopad na farmakody-
namické i farmakokinetické vlastnosti.

Pro farmakochemiky je dilezita hlavné rozdilna rozpustnost riiznych polymorfnich forem a s ni souvise-
jici biologicka dostupnost, kterd ovlivituje G¢innost nebo toxicitu 1é¢iva. Obecné plati, Ze nejstabilngjsi
forma se nejhtife rozpousti.

Bézn¢ jsou rozdily v rozpustnosti polymorfnich forem 1é¢iv nanejvys dvojnasobné, existuji vSak vyjimky. Znamy je
pfipad palmitatu chloramfenikolu, jehoz metastabilni forma B mé osminasobné vyssi biologickou dostupnost nez stabil-
ni forma A. Je-li metastabilni forma podana pacientovi, koncentrace chloramfenikolu v krevni plasmé& miize piesahnout
horni limit terapeutického rozmezi a nad ptiznivym u¢inkem pfevazi toxicita. Rozdilna rozpustnost riznych polymorf-
nich forem muize hrat dilezitou roli i u nékterych kapalnych 1ékovych forem. LéCivo proti AIDS ritornavir (pfipravek
Norvir) bylo uvedeno na trh ve formé téméf nasyceného alkoholického roztoku, jimz byly naplnény mékké Zelatinové
tobolky. V dobé zahajeni prodeje byla zndma jen jedna polymorfni forma, kterd méla dostate¢nou rozpustnost. Asi po
dvou letech od uvedeni na trh pfestaly v§ak mit nékteré tobolky potiebnou ucinnost. Ukazalo se, ze pfi¢inou nebyl roz-
klad 1éciva, ale ze z roztoku vykrystaloval diive neznamy polymorf, ktery byl asi 5 x méné€ rozpustny. Tim se zhorsila
biologicka dostupnost l1é¢iva. Vyrobce musel piipravek stahnout z trhu a rychle vyvinout, otestovat a zaregistrovat no-
vou lékovou formu ritornaviru, cozZ mu pfineslo zna¢né finanéni ztraty. S urcitym rizikem je spojeno pouZiti enantiotrop-
nich polymorfnich forem lécivych latek zejména pii vyrobé pevnych 1ékovych forem. Méné staly polymorf se pii lisovani do
tablet nebo jiném zpracovani, kdy dochazi k tepelnému a tlakovému namahani, nékdy vSak ale jiz pii dlouhodobém skladova-
ni, mize premenit na stalejsi. Tato pfeména pak miize byt pii¢inou nezddoucich zmén vlastnosti 1é¢ivych piipravki, jako je
rozpad tablet nebo sniZeni biologické dostupnosti 1éCiva. Je-li vSak zaruCeno, Ze beéhem vyroby nebo skladovani 1écivého
ptipravku nebude dochazet k nezadoucim zménam vlastnosti (vysoky T) muze byt pouZiti nékterych metastabilnich polymor-
fir vyhodné, protoze se lépe zpracovavaji nebo jsou rozpustnéjsi. Podobny vliv na zpracovatelnost l€¢ivé latky, fyzikalni vlast-
nosti a biologickou dostupnost i vybeér kokrystalu. Pii studiu pripravy kokrystal s riznymi karboxylovymi kyselinami se pfi
pouziti kyseliny glutarové zvysila rozpustnost jednoho 1é¢iva 18x a biologicka dostupnost 3 x ve srovnani s kokrystaly ziska-
nymi s monokarboxylovymi kyselinami.

To, zda a jak se vliv polymorfie nebo typu kokrystald na biologickou dostupnost projevi, zavisi na pola-
rité 1é¢iva, kterd urcuje jeho rozpustnost ve vode.

Je-li rozpustnost 1éCiva dostatecné vysoka (tj. kdyz se maximalni davka IéCiva zcela rozpusti v méné nez 250 ml vodného
prostiedi v rozmezi pH od 1,0 do 7,5) rozdily v rozpustnosti riznych polymorfi nebo kokrystalii biologickou dostupnost
neovliviluji. LéCivo je pak prakticky po celou dobu setrvani v gastrointestinalnim traktu ve formé roztoku. Jeho absorpce pak
z4visi jen na objemu vodného roztoku lé¢iva v tenkém stievu (v priméru cca 250 ml) a schopnosti jeho molekul proni-
kat membranou buné¢k stfevni sliznice, tj. na rozdélovacich a difuznich koeficientech. Odli$na situace nastava, je-li
lé¢ivo rozpustné ve vodném prostiedi jen Castecné. Rychlost rozpousténi pak ovliviiuje pribéh absorpce a velikost
maximalni absorbovatelné davky rychle klesa. Aby maximalni absorbovatelna davka dosahovala hodnoty, ktera je po-
tiebna k vyvolani pozadované terapeutické odezvy, musi mit 1é¢ivo uréitou minimalni rozpustnost a rovnéz i rychlost
rozpousténi musi mit ur¢itou minimalni hodnotu. Rychlost rozpousténi sice zavisi i na velikosti krystalkd uc¢inné latky
v 1ékové formé, hlavné ji vSak ovliviiuje polymorfni forma. Nejrychleji se rozpoustéji amorfni formy latky, které také
maji i nejvyssi rozpustnost.
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Kromé rozpustnosti jsou pii vyrobé pevnych lékovych forem dulezité i rozdily v parametrech zpraco-
vatelnosti polymorfnich a pseudopolymorfnich forem léCivych latek do 1é€ivych piipravki.

Zpracovatelnost ovliviiyji rozdily v bodech tani, hygroskopicité, hustoté nebo sypné hmotnosti, filtrovatelnosti, stlacitelnosti
smési, misitelnosti s pomocnymi latkami, soudrznost ¢astic, smacivosti, tokovych vlastnostech pevnych smési apod.

Pro reprodukovatelnou ptipravu lé€ivych piipravki je proto tfeba mit dostatecné informace o pfipravo-
vanych a/nebo pouzivanych polymortnich, pseudopolymortnich nebo kokrystalovych formach lécivych
1 pomocnych latek a podminkach jejich ptemén. Studium polymorfie se tak stalo dileZitou soucasti
vyvoje lé€iv a jeho vysledky jsou vyzadovany institucemi povolujicimi uvedeni 1éCiva na trh.

Jeste donedavna mélo hledani nalézani riznych krystalovych forem spiSe ndhodny charakter, systematicky piistup se prosazu-
je az v poslednich letech. Nalezeni polyformnich forem, které jsou pro dané pouziti nejvhodnéjsi, je predpokladem uspéchu
léCiva. Studium polymorfie substance by mélo byt zah4jeno v ¢asnych stadiich prace na projektu vyvoje 1é¢iva, protoze jeho
vysledky jsou dilezité jak pro vyvoj 1éCivych piipravkd, tak i pro optimalizaci procesu vyroby ucinné latky.

Polymorfie a ptiprava kokrystall je dilezitd 1 z patentopravniho hlediska.

Polymorfni formy jsou obecné povazovany za nové a vzhledem ke stavu techniky inovativni a Ize je tedy patentové chranit.
Patentovani riznych polymorfnich nebo pseudopolymorfnich forem, jakoz i riznych typt soli a zptisobt jejich pripravy,
vyuzivaji farmaceutické firmy k prodlouzeni patentové ochrany ptivodni molekuly a potlaceni konkurence nebo naopak
k ptekonani dosavadnich patentovych bariér. Jsou-li urcité¢ polymorfni a pseudopolymorfni formy latky patentoveé chranéné, je
genericky vyrobce nucen vyhledavat a pouzivat jiné formy, které mohou mit horsi vlastnosti. Patentové lze chranit i riizné
kokrystaly, ¢asto Iépe nez riizné polymorfy a pravé soli. VEtSina patentl chrani u¢inné latky a ,,jejich farmaceuticky pfijatelné
soli, hydraty a solvaty*, fada novych patentii obecné chrani i ,,rizné polymorfy, latky. Spory pak jsou vedeny o to, zda urcita
forma latky nebo jeji soli je skutecné nova, nebo zda jeji ptiprava predstavuje ,,vynalezecky krok*, tj. zda nebyla pfipravena
zfejmym a predvidatelnym postupem. U kokrystalti tomu tak neni, vybér moznosti je tam vétsi, vznik kokrystalll a zejména
jejich vlastnosti (stabilitu disolucni profil apod.) nelze jednoduse piedvidat.

Krystalové formy latek se ziskavaji pri chladnuti nasycenych roztokii, tavenin, par sublimujicich
latek, pri odparovani rozpoustédel z roztoki a pii sraZeni. Hleddni stabilnich polymorfnich forem
latky byva Casto zahajovano studiem starnuti suspenzi.

Pritom se pfipravi suspenze latky v riiznych rozpoustédlech nebo jejich smésich (napf. s vodou) a nechaji se starnout za urcité
teploty, popt. dalsich zvolenych podminek po delsi dobu (jeden mésic, popf. i déle). Po dostatecné dlouhé dobé by pfitom
metastabilni forma latky méla prejit na termodynamicky stabiln€jsi. Zjisti-li se, Ze vznikla nova krystalova forma, studium
starnuti by se mélo opakovat se suspenzi této nové formy. Vznik stabilni formy lze urychlit aplikaci ultrazvuku, cykly zahtati
a ochlazeni (za predpokladu, Ze nedojde k uplnému rozpusténi), popt. pouzitim oéek podobné latky.

Jiny zptisob hledéani stabilnich polymorfnich forem nabizi studium piisobeni tepla na latku.

Pokud se latka pti zahiivani nerozklada, zahteje se az roztaje a pak se necha chladnout rozdilnou rychlosti (rychle, stiedné,
pomalu) a sleduje se jaka polymorfni forma vznika. Jakmile vznikne pevny produkt, zméii se jeho rentgenové spektrum, aby
se zjistilo, zda je jeho krystalova forma odlisna od pivodni. Pti rychlém zchlazeni vznikaji spiSe metastabilni formy, pii dosta-
te¢né pomalém formy termodynamicky stalé. Pii jiném metodickém postupu se latka zahteje tésné pod bod tani, necha urcitou
dobu pii této teploté a zjist'uje se, zda dochazi k preménam krystalové miizky. Nékdy se latka necha vypafit a zchladi se jeji
pary. U sublimatu se pak zjist'uje, zda jeho forma se lisi od ptivodni latky.

wev

Z hlediska vyroby 1é¢iv je nejdilezitéjsi studium Krystalizace latky z roztoku.

P1i krystalizaci hraje klicovou roli vybér rozpoustédla, protoze rozpoustédlo miize favorizovat urcity polymorf pied dru-
hym. Zkousi se proto krystalizace z rozpoustédel s riznou polaritou a jejich smési. Vedle krystalizace zalozené na rozdilné
rozpustnosti latky pii riznych teplotach se studuje i sniZzovani rozpustnosti (srazeni) pfidavky ,.$patnych® rozpoustédel
(antisolventll) nebo ptidavky rozpustnych soli (,,vysolenim®). Pozornost se pfitom vénuje parametrim procesu krystaliza-
ce, jako je teplota, koncentrace roztoku, rychlost ochlazovani nebo odpafovani rozpoustédla, obsah vody, pH, pfitomnost
iontl, vliv michani, rychlost ptidavani antisolventu, apod. Vliv ma i Cistota latky nebo piitomnost dalsich latek. Nelze-li
zpocatku pouzit Cisty produkt, je v dalsi fazi vyvoje nutné ovéfit vliv necistot na krystalizaci, popf. ji opakovat s Cistsi
latkou. Vznik urcité formy muze také byt urcen pfitomnosti zarode¢nych krystalkd. Pii ochlazovani nebo srazeni vznikne
presyceny roztok, v némz zarodecné krystalky mohou vznikat spontanné. Nékdy se vSak latka po dlouho dobu nevylucuje.
Krystalizaci pak lze iniciovat nao¢kovanim, tj. pfidanim zarodecnych krystalkii. Krystalova forma ,,o¢ek vétSinou urcuje
krystalovou formu produktu. K piiprave stabilnich forem se mohou pouzit napt. krystalky ziskané starnutim suspenzi nebo
plsobenim tepla. Pro reprodukovatelnou ptipravu nékterych polymorfil je tieba mit trvale k dispozici jejich krystalky, bez
naockovani by mohla spontanné vykrystalovat forma jind. Jak jiz bylo feceno, krystalova forma, kterd ma za danych pod-
minek vyssi obsah volné energie, je termodynamicky méné stala a ma snahu piechdzet na formu s nizsi energii. Proces
krystalizace, ktery ,,jde proti termodynamice®, tj poskytuje metastabilni polymorfy, se jen obtizné definuje, je méné ro-
bustni a jeho vysledek zavisi na peclivém dodrzeni kritickych parametri.
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Krystalizace neposkytuje jen urcité polymorfy, ale je i jednim z nejucinnéjsich zptsobti Cisténi latek.

molekuly (napf. zbytky rozpoustédel). Amorfni formy proto mohou byt i chemicky méné stalé.

K vytvoreni termodynamicky stabilni polymorfni formy musi mit molekuly dostatek casu.

Pfi rychlém ochlazeni nasyceného roztoku nebo taveniny, rychlém srazeni nebo odstranéni rozpoustédla miize ¢astecné
vznikat kromé krystalkll i amorfni forma. Urcity podil amorfni formy mtze dokonce vznikat i pfi velmi jemném mleti
(mikronizaci) krystalickych produktd. Amorfni produkty vznikaji vSak zejména pii zmrazeni vodnych roztoku latek a
odstranéni ledu mrazovou sublimaci (lyofilizaci). Lyofilizace je hlavni zpisob vyroby tzv. suchych injekci, které se
prevadi na roztok, ,rekonstituuji“, té€sné pied aplikaci. Existuji vSak techniky, které i pfi lyofilizaci umoziuji vznik
produkti s krystalickym charakterem.

Aby bylo mozné polymorfii fadné studovat, musi soucasné s vyhledavanim polymorfii probihat vyvoj
metod zjiSt'ovani polymorfnich forem liatek a metod hodnoceni polymorfni Cistoty produkti.
V ptipadech, kdy rozdily v polymorfni nebo pseudopolymorfni form¢ mohou ovlivnit biologickou do-
stupnost a stabilitu 1éCivého pripravku, predepisuji kontrolu polymorfni istoty i 1ékopisy.

Polymorfni nebo pseudopolymorfnich formy latky Ize rozpoznavat pod optickym nebo elektronovym mikroskopem
podle tvaru krystalka (jehlice, listky, ty¢inky, desticky apod.), v poli polarizaéniho mikroskopu vykazuji krystalky latky
charakteristicky dvojlom. I kdyz vypocetni technika umoznuje dokonalou analyzu obrazu, maji mikroskopicka pozoro-

vani spiSe jen kvalitativni charakter, kvantifikace vysledki je stale obtiznd. Kvalitativni vysledky poskytuje i méteni
bodi tani latky. Pro hodnoceni IéCiv je dllezité i zjistovani jejich rozpustnosti i rychlosti rozpousténi, disoluce.
Jednoznacnou charakteristikou polymorfnich forem jsou rentgenova difrakéni spektra, kterd lze vyuZzi-
vat jak ke kvalitativnimu, tak 1 kvantitativnimu posuzovani krystalové struktury latek.

Na rliznych krystalovych miizkach dochézi k riznému ohybu rentgenovych paprsk, takze jednotlivé polymorfni formy maji
rentgenové difrakeni obrazce se zietelné odliSenou strukturou. Pripravovat monokrystaly riiznych polymorft pro rengenostruk-
turni méfeni by bylo obtizné. Pro studium polymorfie se proto vyuzivaji ,,praskové diagramy*. Ty vznikaji pfi ohybu rentgenova
zafeni na velkém souboru malych krystalki riizné orientovanych vii¢i sméru paprsku zareni. Na praskovych diagramech krysta-
lickych latek lze pozorovat oddé€lené pasy, jejichz vzdalenosti (odpovidajici uhlu ohybu paprskii v daném systému) jsou pro
kazdy polymorf charakteristické. Amorfni latky poskytuji diagramy, jejichz pasy maji neostry difizni charakter. Rentgenografic-
ké techniky a vyhodnocovaci software byly v poslednich letech propracovany natolik, ze diky moderni pfistrojové technice mtize
byt vyuziti praskovych diagrami ve farmaceutické analytice stejné bézné, jako napt. HPLC.

Kromé rentgenografickych metod miize byt k charakterizaci polymorfi a studiu jejich vzajemnych
pfemén je k dispozici i celé fada dalsich fyzikalnich metod.

Polymorfhi a pseudopolymorfni formy latek maji kromé odlidnych difraktogramd i rozdilna *C NMR, infratervena nebo Ra-
manova spektra v pevné fazi. Ke studiu vzniku i pfipadnych pfemén jednotlivych polymorfu pii krystalizaci nebo pfi
zpracovani substanci do 1é¢ivych piipravki a jejich skladovani slouzi zjisStovani objemovych a entalpickych zmén pro-
vazejicich fazové prechody ptfi zménach teploty pomoci termogravimetrie, diferencialni skenovaci kalorimetrie nebo
densitometrie. Tyto metody poskytuji primérné vysledky pro cely systém. Pokud v systému mohou soucasné probihat
ruzné zmeény, napt. pii krystalizaci vznikat rizné typy krystalt, je nutné sledovat prubéh krystalizace pomoci mikrosko-
pu, popi. pomoci jinych fyzikalnich metod.

Hydraty se obvykle ptipravuji bud’ krystalizaci z roztoku obsahujicich definované mnozstvi vody
jako kosolventu nebo pisobenim vlhkosti . Analogicky se ptfipravuji rizné solvaty.

Vliv vlhkosti se studuje pomoci mikrovah v komirce s definovanou vlhkosti prostredi. Pfitom se zjistuje, zda latka vodu
absorbuje nebo naopak uvoliuje. Pokud se voda absorbuje, je tieba zjistit, zda dochazi ke stechiometrické nebo nestechio-
metrické hydrataci. Vznika-li hydrat je tfeba v&dét, zda vznika pfimo nebo pres meziprodukty s niz§im obsahem vody.
Pokud muze latka vytvaret hydrati (nebo obecné solvatl) nékolik, mize byt systém velmi slozity a jeho studium zna¢né
naro¢né, protoze k preméndm nékterych solvati mtize dochazet i béhem krystalizace. Pfemény hydratli pii suseni nebo
jiném tepelném zpracovani se studuji pomoci termogravimetrie.

Pro navrh optimalnich metod krystalizace nebo jinych zptisobti vyroby zadané polymorfni nebo pseu-
dopolymorfni formy substanci a jejich chovani pii vyrobé nebo skladovani 1éCivych piipravki je dilezi-
ta znalost termodynamiky polymorfniho systému. Stejn¢ tak je dilezita i znalost rychlosti pfemén
probihajicich v polymorfnim systému — tj. kinetiky polymorfnich premén.

Z technologického hlediska jsou dilezité zejména pfemény probihajici pii operacich provazenych vzrustem teploty,
napi. mleti, suSeni, apod., ale také pfi skladovani. Dobu a podminky konverze metastabilniho polymorfu na stalejsi je pfi-
tom tieba zjiStovat experimentalné. I kdyz se znalosti dilezitych termodynamickych udaji rozsituji, predpoveédi zmén krysta-
lové formy nejsou zatim zcela spolehlivé.
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Vyvoj procesu vyroby léc¢iv
Po nalezeni voditka a/nebo se nejprve optimalizuji farmakodynamické a farmakokinetické paramet-
ry 1éCiva. Na to pak navazuje vyvoj léCiva — optimalizace postupu syntézy v laboratofi a pak se vy-

(24

pracovany postup prevede do vyrobniho méfitka (scaling up). Pfitom se fesi technologické problémy
véetné otazek bezpecnosti prace a ochrany zivotniho prostfedi. Soucasné se vyviji 1ékova forma
(tablety, injekce apod.) a postup jeji vyroby, ur¢i jakostni parametry a vypracuji postupy analytické-
ho hodnoceni. Identifikuji se necistoty a ptipadné rozkladné produkty a piipravi se (izolaci nebo syn-
teticky) jejich standardy, ndvazné se provedou se zkousky stability u€inné latky i finalni 1ékové for-
my. U novych léCiv se rozsiii rozsah biologického testovani na pokusnych zvitatech, aby se ziskaly
informace o farmakologickém profilu latky potfebné pro povoleni zahajeni zkousSek na ¢loveéku. Pak
se zahdji klinické zkousky. Po jejich uspéSném dokonceni je miize vyrobce pozadat piislusné organy
o registraci a povoleni uvést l1é¢ivo na trh.

Pti klinickém zkousSeni se nejprve v tzv. fazi I zjistuje na malém poctu dobrovolnikt, jak zavisi hlavni i vedlejsi
ucinky na déavce 1éCiva. Poté se s vhodné zvolenou davkou provede zkouseni na mensich nebo vétsich souborech
pacientt (faze II a III). Pfitom obvykle jedna ¢ast pacientt dostava nové 1é¢ivo, druha ¢ast neti¢innou napodobeninu
(placebo) nebo (v ptipadech zadvaznych onemocnéni) znamé osvédéené 1é¢ivo. Pacienti se do obou skupin dostavaji
nédhodnym vybérem (randomizovana studie) a pii zkouseni nevi, zda nové 1é¢ivo dostavaji (zaslepena studie). Casto
to nevi ani oSetfujici 1ékar (dvojité zaslepené klinicka studie). Veskeré vysledky se peclivé dokumentuji a po dokon-
ceni zkousek se dokumentace predava registracnim organim, které rozhodnou o povoleni nového lé¢iva. Ani povo-
lenim 1é¢iva prace na jeho vyvoji nekonci. Vyvijeny mohou byt nové nebo zlepsené 1ékové formy, klinicky se zkou-
§$1 kombinace raznych 1é¢iv nebo nové 1écebné rezimy. Neékdy mohou byt dale zlepSovany parametry 1é¢iva (napf.
prechodem od racematu k podavani ucinnéjsiho enantiomeru nebo vyvojem lékovych forem s rovhomérnym po-
stupnym uvoliovanim lé¢ivé latky), mize byt zvySovana stabilita ptipravku nebo upravovany vyrobni a kontrolni
postupy, aby Iépe vyhovély novym kvalitativnim nebo environmentalnim pozadavkim, popf. i rostouci poptavce.

Poté, co byla vyvinuta latka s optimalnimi farmakologickymi vlastnostmi, stdva se dal$im uko-
lem chemikt vypracovani optimalniho postupu piipravy latky v pozadovanych objemech.

Vyvoj procesu vyroby je ukolem technologickych laboratoii. Je zahajovan, jakmile je na zaklad€ zkousek nové latky nebo
marketingového rozboru vybrano 1é¢ivo, které ma byt vyrabéno. Vyvoj vyrobniho procesu 1é¢iva vychézi z laboratorniho
postupu jeho pfipravy, bylo by vsak chybou se domnivat, Ze jde o pouhé zvétSeni méfitka. Vysledkem vyvoje mize byt
proces vyrazné se odliSujici od piivodniho laboratorniho postupu. V laboratornim méfitku lze napt. pouzivat nékteré exo-
tické latky, pro vyrobu je vsak tieba nalézt levnéjsi a snadno dostupné alternativy. Pouziti rozpoustédel s vyssim bodem
varu (napf. dimethylformamidu) nemusi v laboratofi pfedstavovat problém, ve vyrobnim méfitku v§ak mize byt jejich
oddestilovani dosti komplikované. Ve vyrobé mohou pfedstavovat problém prili§ vysoké nebo naopak pfilis nizké teploty
apod. Vyvojovy pracovnik musi dobfe znat moznosti vyrobniho zatizeni a postup vyroby mu piizpusobit.

Vysledkem vyvoje postupu piipravy lé¢iva musi byt vyrobni proces, ktery je ucelny, acinny,
levny, uskutecnitelny v realnych podminkach a dobre reprodukovatelny.

Syntéza léCiva je obvykle vicestupnova. Postup vedouci ke kone¢nému produktu muze byt linearni, kdy se postupu-
je krok za krokem od vychozi latky pies jednotlivé meziprodukty ke kone¢nému produktu (V. — M; —- M, — ... P)
nebo konvergentni, kdy se dva nebo vice meziproduktd syntetizuji oddélen¢ a pak se jejich reakei piipravi cilovy
produkt nebo jeho posledni piedstupné. Pfitom je tfeba vzdy usilovat o to, aby v kazdém stupni byly dosazeny co
nejvyssi vytézky, produkty byly snadno izolovatelné a snadno se €istily od vychozich latek nebo vedlejsich produk-
th. V piipadé syntéz chiralnich latek je tieba usilovat o dosazeni co nejvyssi stereospecificity reakce a zamezeni
pripadné racemizace, u findlnich produktt je cilem i reprodukovana pfiprava latky s pozadovanou krystalovou struk-
turou.

Naro¢nost vyvoje procesu vyroby 1é¢iva se v souc¢asné dob¢ podstatné zvysila.

vvvvvv

heteroatomti a chiralnich center

Soucasna farmaceuticka legislativa klade vysoké naroky na fadné zdokumentovany prikaz kvality, bezpec¢nosti
a ucinnosti léCiva.

Pozadavky na kvalitu 1é¢iv a postupy jejiho stanoveni jsou stale naro¢né&jsi — dnes se vétSinou vyzaduje, aby
1é¢iva mély Cistotu vyssi nez 99% a obsah jednotlivych neéistot se pohyboval pod 0,1%.

Zvysuje se pocet sledovanych parametr produktu (opticka Cistota, polymorfie atd.) i procesu

Analytické hodnoceni a snizovani obsahu necistot se stava nedilnou soucéésti vyvoje procesu

VvV VYV V VYV
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S ohledem na pozadavky na farmaceutickou dokumentaci pfinasi velké zmény jiz vyvinutého procesu
vyroby lé¢iva znaéné komplikace a jejich prosazeni je narocné Casové i finanéné. Zmény vyrobniho
postupu je predem tieba oznamovat registracnim institucim resp. externim odbérateliim a nechat si je od
nich schvalovat. Bez schvaleni nesmi byt zména provedena. Z tohoto diivodu je tieba, aby vysledkem
vyvoje procesu vyroby byl robustni postup, ktery nebude tieba ¢asto ménit.

Pres zvysujici se naroky je pro vyvoj novych postupti a procest k dispozici stale méné casu — v 80. letech trval vyvoj vyrob-
nich procest v priméru 8-10 let, nyni je pozadovano zkraceni na 4-6 let. Pro klinické zkousky je zapotiebi pfipravovat 1é¢iva
jiz v pomérné velkych mnozstvich a v podstaté jiz fadné vyvinutym procesem. Jakmile je produkt zaregistrovan na zakladé
klinickych zkousek s pripravkem ziskanym urcitym procesem, zmény ovliviujici specifikaci produktu (napt. obsah necistot
z ptipravy) vyzaduji provedeni dalSich finanéné i ¢asové narocnych zkousek. Bez nich nelze prokazat, ze se nesnizila jakost,
uéinnost a bezpe¢nost produktu. Na vysledcich vyvoje vyrobnich procest zavisi nakladovost vyroby a véasnost uvedeni 1éCiva
na trh a tim i jeho obchodni uspéch. Odpovédny pfistup k vyvoji procesti zahruje peclivé planovani a integraci riznych akti-
vit, vyuzivani vypocetni techniky pii navrhu a hodnoceni experimentt, automatizaci, fizeni a monitoringu proménnych para-
metrll procesu, trvalé rozvijeni znalosti a dovednosti a vyuzivani vSech moznosti vyhodné spoluprace s externimi pracovisti
(;,outsourcing*).

Ma-li byt vypracovan efektivni a dobte reprodukovatelny vyrobni proces, je tfeba znat, jak riizné pro-
ménné faktory ovliviiuji vytézky, Cistotu a stabilitu produktu, jakoZ i jeho farmaceuticky vy-
znamné vlastnosti (polymorfie, velikost ¢astic) a v neposledni Fadé i jeho cenu.

Vyvoj postupu vyroby nového lé¢iva miva n€kolik etap. Nejprve je tfeba pfipravit kilogramové mnozstvi latky pro vyvoj
analytickych postupi, vyvoj zptisobu podani Ié¢iva (peroralng, parenteralné) a preformulacni zkousky, testovani akutni toxici-
ty a pfedbézné zkousky stability. V této etape jde spiSe o rychlost, nez o optimalni postup, takze se ¢asto pouze zveétsi méfitko
laboratorniho postupu. V druhé etap€ je tieba latku pripravit v mnozstvi desitek kg pro pokracovani toxikologickych studii a
vyvoj 1ékové formy, nékdy i pro fazi I klinického zkouseni. V dalsi etapé se na poloprovoznim zafizeni vyviji kone¢ny vyrob-
ni proces, soucasné se pripravuje latka ve vétsim mnozstvi (az stovky kg) pro klinické zkouSeni. Po registraci zahajuje pravi-
delna vyroba, nékdy az v tunovych mnozstvich. Vyvinuty proces vyroby by se pfitom uz nemél zasadné ménit.

Postup pouzivany v 1. etapé vyvoje se jesté mize odliSovat od konecného postupu. I pfitom je vsak tieba dbat na kvalitu
produktu udavanou obsahem uc¢inné latky, druhem necistot a jejich zastoupenim. Podle vysledki se totiz obvykle navrhuje
specifikace produktu, tj. urci se, co se bude u produktu zkouset a jak, jaké budou predepsané limity, identifikuji se necistoty a
ur¢i standardy latek, které budou zapotiebi pro analytickou kontrolu. Specifikace produktu je uvadéna v zadosti o povoleni
klinickych zkousek. Specifikované limity musi pak spliiovat v§echny budouci Sarze 1é¢iva. Kdyby bylo tieba limity zmékdit,
bylo by bylo tieba dalsimi zkouskami prokézat, Ze produkt podle nové specifikace je bioekvivalentni s pivodnimi produkty.
Ur¢it hned zpocatku prili§ meékké limity neni ovS§em mozné, protoze specifikace musi spliiovat urcité obecné — a dosti vysoké
—pozadavky na jakost 1éCiv (napf. obsah jednotlivé neznamé necistoty nema piekrocit 0,1%).

Prioritou vyvoje procesu je posledni stupeni syntézy a zejména pak postupy Cisténi kone¢ného pro-
duktu, které rozhoduji o kvalité vyrobené 1écivé latky.

Standardnimi postupy purifikace je krystalizace, precipitace a extrakce. Destilace se pouziva jen vyjime¢né, protoze léciva
jsou vétsinou pevné latky, které se pii vyssich teplotach rozkladaji. Velmi ucinnou purifikacni technikou je preparativni kapa-
linova chromatografie, jeji provedeni je vSak pracné a financné€ narocné. V zavéreCnych fazich vyvoje vyrobniho procesu
tieba sledovat nejen obsah Uc¢inné latky a necistot, ale i parametry, které organicti chemici nékdy opomijeji. Je to napt. obsah
anorganickych piimési, jako je obsah tézkych kovil (pfedepisovan v tisicinach procenta) nebo nékterych aniontt, které mo-
hou byt pii HPLC, fotometrii apod. ,,neviditelné®, ale mohou snadno piekrocit pfedepsané limity. Pozornost je tieba vénovat i
krystalové struktufe (polymorfii) a velikosti ¢astic, na nichz mutize zaviset rozpustnost a ¢asovy pribéh rozpousténi (disolucni
kiivka), biologicka dostupnost a stabilita IéCiva.

Prvni stupné procesu vyroby léciva se nékdy optimalizuji, kdyz uz byl vyvinut optimalizovany postup
provedeni finalniho stupné. K jednotlivym krokim syntézy se vSak pfitom musi piistupovat jako k inte-
gralni soucasti celého procesu vyroby s cilem dosahnout co nejlepsiho celkového vysledku.

Jde napt. o to, aby suroviny neobsahovaly necistoty, které by mohly piechazet do findlniho produktu. Také je tieba zvazit,
ktery meziprodukt je tieba izolovat a Cistit a kdy to neni tfeba. Snizeni poctu provadénych operaci a manipulaci s materidlem
snizuje riziko zamén a kontaminaci, nékdy je dokonce mozné nékolik stupiit syntézy provadet bez izolace meziproduktii
v jednom zafizeni (,,jednom hrnci“ — one-pot synthesis/Eintopfverfahren), aniz by byla sniZena kvalita kone¢ného produktu.
Nemalou pozornost je tfeba vénovat organizaci prace a toku materialu. Toky materialu se nesmi kiizit, aby byla eliminovana
moznost chybného pouziti surovin a ¢inidel. Déle je tfeba se zaméfit na odstranéni ,,uzkych hrdel”, které neptiznivé ovliviuji
efektivnost procesu, tj. objem vyroby za ¢asovou jednotku a tim i cenu. Spolu s procesem vyroby jako takovym se vypraco-
vavaji 1 postupy Cisténi aparatur (vcetné analytickych postupti pro kontrolu ¢istoty vyrobniho zafizeni), postupy mezioperacni
kontroly a také specifikuji kvalitativni parametry surovin, ¢inidel a meziprodukttl. V neposledni fad¢ se fesi i otazky recyk-
lace odpadli, omezeni mnozstvi odpadl urcenych na likvidaci a emisi t¢kavych latek.
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Chemik zabyvajici se optimalizaci prostupt piipravy léciva se musi v prvni fad¢ dikladné seznamit
s problémem, ktery ma pfidélen a definovat si cile své prace. Obvykle se pfitom zamétuje na dosazeni
co nejvyssiho vytézku a kvality produktu pfi co nejnizSich ndkladech na jeho vyrobu. Vedle toho
ovSem musi brat v vahu 1 bezpe¢nost prace a ochranu Zivotniho prostfedi. Opomijet pfitom nesmi
ani problematiku ochrany dusevniho vlastnictvi

Je napt. zbytecné se zabyvat optimalizaci postupu, pii némz se pouziji suroviny, ¢inidla a pomocné latky, jejichz cena je jen o
malo nizsi nebo dokonce ptevysuje cenu konkurencniho vyrobku srovnatelné kvality. Stejné€ tak nema cenu optimalizovat
postup piinasejici zdvazna bezpecnostni rizika, ktera za danych podminek nelze eliminovat. Takovym rizikem muze byt napt.
prace s alkalickymi kovy, pokud je k dispozici jen chlazeni vodou nebo prace s vysoce hoflavymi rozpoustédly, jestlize do-
stupné zafizeni neni chranéné proti jiskfeni. Z environmentalniho hlediska jsou nevhodné procesy, pfi nichz dochazi
k velkému znecisténi odpadnich vod nebo nezadoucim emisim tékavych latek, zejména chlorovanych rozpoustédel, a ke
vzniku toxickych odpadl. Vyroba, pfi niz se pouzivaji nebezpecné latky nebo vznikaji odpady se zna¢nym negativnim vlivem
na zivotni prostredi, nemusi byt vefejnopravnimi organy povolena. Vyuziti nékterych publikovanych postupt mize byt kom-
plikovano jejich patentovou ochranou, jindy naopak muize byt cilem vypracovani takového postupu, ktery by naopak umoznil
ziskani konkurenéni vyhody patentopravni ochranou vlastnich vysledk.

Po stanoveni cilii optimalizace je dal$im krokem identifikace faktori, které mohou ovlivnit cilové pa-
rametry procesu i produktu. Faktort, které mohou mit ptimy vliv na vysledek procesu, je cela fada.

Patii mezi né€ zejména teplota a tlak, reakéni doba, druh rozpoustédla, koncentrace reaktant, poradi a rychlost pfidavani reak-
tant, rychlost ohfevu nebo chlazeni, rychlost michani, typ a mnozstvi katalyzatoru, pH, zptsob purifikace apod.

Urceni optimalni hodnoty vSech faktorti je obtizné a nakladné. Vyvoj procesu, pii némz by byly opti-
malizovany vSechny mozné faktory by mohl stat vice, nez by ¢inily ptinosy optimalizace. Je proto tieba
nejprve zjistit, které faktory maji na vysledek nejvetsi vliv a na ty se pak soustredit.

V ekonomice je znam Paretiv princip, podle néhoz jedna pétina vyrobkil pfindsi Ctyfi pétiny zisku. Tento princip 1ze aplikovat
i na uvahy o vyznamu jednotlivych faktord: v prvém priblizeni lze tvrdit, Ze vysledky technologickych procesi jsou ze 4/5
ovliviiovéany 1/5 variabilnich faktord.

Procesni faktory lze rozdélit na kvalitativni (typ rozpoustédla, katalyzatoru, extrakéniho ¢inidla atd.),
kvantitativni, které se mohou v urcitém rozmezi libovolné ménit (napt. teplota, pH, doba reakce apod.),
faktory ,,kategorické“ povahy, které¢ za danych podminek Ize bud’ aplikovat nebo vyloucit (napt. mi-
chani — ano/ne, svétlo nebo tma apod.) a na faktory, které na dosazeni cilovych parametrtt maji nulovy
nebo jen nepatrny vliv, které se pii optimalizacnich experimentech zanedbavaji.

Kategoricky faktor se pii uréitém usporadani systému muiize zménit na kvantitativni, jehoz hodnota miize byt optimalizovana.
Zatimco napf. jeden typ zafizeni Ize bud’ jen michat nebo nemichat, v jiném zafizeni lze plynule ménit otacky michadla. To
ale miZze byt spojeno se zvySenim nakladu, takZze je tieba zvazit, zda je optimalizace dalsiho kvalitativniho faktoru potfebna.
Michani ma velky vliv na pribeh heterogennich reakei, u reakci probihajicich v homogennim prostiedi zajistuje michani
pouze lepsi odvod nebo piivod tepla a pii postupném pfidavani komponent lepsi promiseni smési.

Z kvalitativnich faktori stoji v poptedi vybér prostiredi, v némz se reakce provadi

Volba rozpoustédla ovliviiuje vytézky i kvalitu produktu, pribéh reakce, nakladovost vyroby a environmentalni dopady pro-
cesu. Pii vybéru rozpoustédla je tfeba brat v uvahu kompatibilitu s prislusnou reakei. Friedel-Craftsovy reakce nebo prace
s Grignardovymi ¢inidly lze provadét jen v urcitych typech rozpoustédel. Polarni rozpoustédla s vysokou dielektrickou kon-
stantou dobfe solvatuji ionty. Dochazi-li k substituci, pak na polarité rozpoustédel zavisi, zda substituéni reakce probéhne Sy1
nebo Sy2 mechanismem. Pii SN2 reakeich chiralnich latek dochazi k Waldenove zvratu, kdy z vychozi chiralni latky vznikne
chiralni produkt, ale s opacnou konfiguraci. Substituce probihajici Sy1 mechanismem je obvykle provazena racemizaci. Roz-
poustédlo mtize ovliviiovat selektivitu reakce i jinak. Napt. pii redukei tosylatu o-bromundecylaloholu LiALH, v etheru do-
chazi k odredukovani tosyloxyskupiny, v diethylenglykoldimethyletheru se naopak odredukuje brom. Dulezity je bod varu
rozpoustédla. Varem se nejspolehlivéji reguluje teplota reakéni smési, rozdily v bodu varu rozpoustédla a produktu ovliviji i
zpusob izolace a Cistotu produktu. Dale zalezi na rozpustnosti vychozich latek, hlavnich i vedlejSich produkti reakce
v pouzitém rozpoustédle. Vychozi latka nemusi byt tipIn€ rozpusténa, staci, kdyz se rozpousti ¢astecné a vznikem rozpustného
produktu je porusovana rovnovaha mezi rozpusténym a pevnym podilem. Vylucovani nerozpustného produktu z roztoku
reakénich komponent miize rovnéz posouvat reakéni rovnovahu zadoucim smérem ve prospéch produktu, jindy vSak miize
proces komplikovat, napt. jestlize vylu¢ovany produkt obaluje Castice heterogenniho katalyzatoru a tim je deaktivuje nebo
kdyz se na vylu¢ované srazeniné produktu zachycuji necistoty. V tvahu je tfeba brat i bezpecnostni aspekty (napt. kancero-
genitu a toxicitu rozpoustédel, jako je benzen), snadnost odstranéni zbytkll rozpoustédla z produktu s ohledem na povolené
limity obsahu zbytkovych rozpoustédel v Ié¢ivech a v neposledni fad€ i ochranu Zivotniho prostiedi (je tfeba respektovat
ptisné predpisy tykajici se pouziti chlorovanych rozpoustédel a mnozstvi exhalaci).
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U faktoru kvantitativni povahy (,,procesnich proménnych®) je tieba zvazit, jaké mize byt rozmezi
jejich hodnot a jaké jsou moznosti dosazeni tohoto rozmezi z hlediska vybaveni, nakladt apod.

S rustem teploty roste rychlost chemickych reakci. To vSak plati i o nezadoucich vedlejsich nebo rozkladnych reakcich a
racemizaci, které zhorSuji kvalitu produktu. Podobny vliv miize mit koncentrace reaktant: Se vzristem koncentrace se zvy-
Suje reakéni rychlost nejen hlavnich, ale i vedlejsich reakci. U exotermnich reakci nemusi byt pii vysokych koncentracich
zajistén dostateny odvod tepla, jinak by reakce mohla mit i nekontrolovany pribéh. Rychlosti pridavani reaktant lze pri-
reak¢nich komponent. Na poméru mnozZstvi reaktant zavisi poloha reakéni rovnovahy. Prebytek jedné komponenty (ob-
vykle levnéjsi) zajisti lepsi vytéZek produktu a/nebo miize vyznamné pfispét ke zvyseni jeho jakosti. Posun reakéni rovnovahy
lze zajistit 1 odstranovanim zadaného nebo vedlejsiho produktu reakce z reakéni smési — vylu€ovanim v pevném stavu, od-
destilovanim nebo vychytdnim pomocnymi €inidly (napf. odstrafiovanim vznikajici vody azeotropnim oddestilovanim nebo
pridavky susidel). Tlak pozitivné ovliviluje rychlost takovych reakci, u nichz v prechodovém stavu klesé objem. Vedle reakei
s plynnymi reaktantami (hydrogenace, oxidace) jde napt. o esterifikace a zmydelnéni estert, kvarternizace aminti, nukleofilni
substituce, Diels-Alderovu reakci, Claisentiv piesmyk apod.; vyznamnéjsi efekt se vSak v téchto piipadech vétSinou projevi az
pfi fadovych zménach tlaku. Reakéni doba ovliviiuje efektivnost a cenu procesu. Z technologického hlediska je zadouci, aby
reakéni doba c¢inila nejvyse 20 hodin, jinak neimérné roste vyrobni rezie, jedna z dilezitych polozek kalkulace vyrobnich
nakladt. Pii optimalizaci procesu se proto obvykle zjist'uje minimalni doba reakce potfebna k dosazeni co nejvyssiho vytézku
a/nebo kvality produktu. To plati zejména pro rovnovazné reakce, protoze prodluzovat reakéni dobu po dosazeni rovnovahy
nema smysl. Vedle vytézku je vSak treba pri prodluzovani reakéni doby brat v tivahu i moznost vzniku necistot. Nékdy je
zapotiebi zastavit reakci i za cenu sniZeni vytézku jesté predtim, nez dojde k vyraznéjsimu rozkladu produktu.

Vliv riznych faktorti na vysledek reakce se zjistuje pii faktorovych experimentech

Pii standardnim (Gplném) faktorovém experimentu se pro kazdy z faktord, o nichz se predpoklada, ze ovlivni vysledek,
zvoli dvé hodnoty, dolni a horni. Pak se experimentalné ovéfi, jaky vliv na vysledek tyto faktory maji. Je-li vybranych faktorti
5 a méné, miize se provést Uplny faktorovy experiment, ktery zahrnuje 2" dil¢ich pokust, pfi nichz se pro kazdy z faktor
pouzije zvolend horni a dolni hodnota. Pfi vybéru 4 faktorti (napf. teplota, reakéni doba, polarita rozpoustédla, michani —
ano/ne) je téchto dil¢ich experimentt 16, u 5 faktori 32. Se vzristem poctu vybranych faktorti pocet dil¢ich experimentti v§ak
jiz netmémé nartista (2° = 64, 27 = 128). Kromé toho faktorovy experiment se 2 hodnotami proménnych je sice vhodny pro
screening vlivu faktorti na vysledek, neposkytuje vSak vzdy relevantni vysledky pro optimalizaci. Vhodnéjsi miize byt napf.
studium vlivu teploty s pouzitim 3 hodnot proménného faktoru (vicetiroviiovy faktorovy experiment), pak vSak pocet dil¢ich
experimentd jiz ¢ini 3% 3%, 3*atd., ke sledovéni 5 faktorti na 4 rovnich by bylo zapotiebi 1024 dil¢ich experimenti. Aby se
pocet experimenti snizil, provadi se ¢asteény faktorovy experiment s mensim poctem dilCich faktord. Céstecny faktorovy
experiment samoziejmé poskytne mén¢ informaci nez tiplny. K tomu, aby ztrata informaci byla minimalizovana se pouzivaji
rizné statisticky podloZzené chemometrické triky, optimalizacni a vyhodnocovaci pocitacové programy. K zakladnimu sledo-
vani 2 urovni 6 faktorti tak napf. postaci 28 dil¢ich pokust.

Faktory, které maji zasadni vliv na vysledek se pak dale optimalizuji. Pfi hledani hodnot vybranych
faktord, pti nichZ se dosahuje nejlepsi vysledek, 1ze provadet tak, ze se postupné sleduje vliv vZzdy jen
jednoho faktoru na priibéh dané reakce.

Tento postup, ktery se v anglicky psané literatuie oznacuje pfiznacnym akronymem COST (=Change One Separate factor at a
Time) je zdlouhavy, neefektivni a tedy i nakladny. Kromé toho ani nemusi pfinaset spravné vysledky.

Mezi jednotlivymi faktory Casto existuji vzdjemné vztahy: Zména jednoho faktoru miize plisobit proti
zmeén¢ faktoru druhého, jindy mlize naopak dochazet k urcité synergii. Z tohoto diivodu je pfi hledani
optimalniho postupu ucelné sledovat vliv kombinace rtiznych faktorti na vysledek.

Pritom se vyuzivaji rizné optimaliza¢ni postupy, napr. sekvenéni simplexova optimalizace ilustrovana nasledujicim grafem:

A E
hodnota
1. faktoru

5. experiment

3. experiment
1. experiment

hodnota
2. experiment 2. faktoru

Yy,
»
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Pfi optimalizaci dvou faktorti se provadi 3 dil¢i experimenty s tfemi riznymi hodnotami faktorti, 4 experimenty pro 3
faktory atd. Zjisti se vysledky experimentt. Pak se provede dalsi experiment, pfi némz se proménné voli tak, aby pfi
grafickém znazornéni byla jejich hodnota zrcadlovym obrazem hodnot proménnych pii nejhor§im experimentu. To se
pak opakuje nékolikrat, az se dosahne nejlepsi hodnoty procesni proménné. Pokud by se hodnota proménnych méla
»zrcadlenim® vratit na hodnotu odpovidajici hor§imu vysledku, pak se vychazi z 2. vysledku. Pfi modifikované sim-
plexové metodé se postupuje podobné, ale v ptipad€, ze by ,,zrcadleni® poskytlo horsi vysledek, se pramét zkrati.
V poslednich letech byla pro rychlé nalezeni a vyhodnoceni optimalnich podminek reakce pomoci pocitace vyvinuta
cela rada dalSich optimaliza¢nich postupt, véetné prislusného software. Podrobnosti o metodach planovani a vyhodno-
covani experimentl lze nalézt v riznych ucebnicich chemometrie nebo na specializovanych internetovych strankach
(napt. http://www.itl.nist.gov/div898/education/dex/optdesgn/optdesign.pdf).

Spravna vyrobni praxe

Spravna vyrobni praxe (SVP; Good Manufacturing Practice, GMP) pfedstavuje zasady, které musi
dodrzovat kazdy vyrobce i distributor 1é¢ivych latek a 1é¢ivych pripravkd. Smyslem SVP je ochrana
pacientdl pted riziky, které by pro né predstavovala 1é€iva s nevyhovujici kvalitou nebo nevhodna
pro piedpokladané pouziti. Jde o zasady, které se prakticky ve stejné podob¢ uplatiuji v celé Evro-
p& i v mimoevropskych zemich. V CR vychazi zasady SVP ze zakona o lé&ivech. Jejich (zatim)
aktudlni verzi uvadi vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi a Ministerstva zeméd¢€lstvi (protoze nejde
jen o humanni, ale i o veterinarni 1é€iva) €. 411/2004 Sb., kterd je ¢eskou verzi Smérnice Evropské
komise €. 2003/94/ES o spravné vyrobni praxi.

Zasady SVP byly nejprve formulovany a uplatiiovany ve Spojenych statech jako reakce FDA na nékteré tragické piipa-
dy zapfic¢inéné nekvalitou nekterych 1éCiv. Cilem zasad je zajistit, aby 1é¢iva byla kvalitni, reprodukovateln¢ vyrabéna
za schvalenych podminek ve schvalenych prostorach a aby veskeré ¢innosti provadeéné pii vyrobé byly fadn€¢ dokumen-
tovany. Zasady SVP se tykaji zejména vyroby lécivych pfipravkil, ve znaéné miie se vSak uplatiluji i pfi vyrob¢ 1€c¢i-
vych latek, zejména finalnich stupnd jejich vyroby. Nékdy se hovoii o soudobé SVP (current GMP, c-GMP), ¢imz se
zduraziiuje nutnost pravidelné prezkoumavat podminky vyroby 1éCiv a aktualizovat je s ohledem na technicky pokrok a
zvysujici se pozadavky na kvalitu a bezpecnost. Kontroly dodrzovani zasad SVP provadi pii pravidelnych inspekcich u
vyrobcll povéfené statni instituce. V CR to je Statni Gifad pro kontrolu 1é¢iv, SUKL. Pokud chce esky vyrobce dodavat
léCiva na zahrani¢ni trhy, musi vSak pocitat i s kontrolou cizich 1ékovych agentur, jako je napf. americka FDA.

Zakladnim ustanovenim zasad SVP je pozadavek na vytvofeni a udrzovani systému zabezpeceni
jakosti zahrnujici aktivni ucast fadovych zaméstnanct 1 vedoucich pracovnika vyrobce.

Zasady SVP proto kladou velky diraz na personalni zajisténi kvalitni vyroby. Jednotlivi pracovnici maji v systému SVP
pfesn¢ vymezeny své povinnosti a pravomoci, vyrobce jim musi zajistit fadné vyskoleni i prubézné doskolovani. Vedle
toho stanovi SVP pozadavky na hygienickou stranku vyroby vcetné technickych opatieni zajistujicich, Ze nedojde ke
kontaminaci produktl cizorodymi latkami nebo mikroorganismy. Vyrobni prostory a zafizeni musi byt navrzeny a kon-
struovany tak, aby bylo minimalizovano riziko chyb, umoznéno ucinné ¢isténi a udrzba. Vyrobni prostory a zafizeni
musi byt kvalifikovany, tj. musi byt dokumentovan¢€ ovéfeno, Ze jsou vhodné pro dany tcel. Vyrobni a kontrolni proce-
sy musi byt validovany, tj. musi byt dokumentovanymi vysledky prokazano, ze splituji pfedem stanovené parametry.
Ustanoveni SVP se dale tykaji nakupu, skladovéni a hodnoceni surovin, ,,propousténi surovin a meziproduktii do vy-
roby a oznaCovani a propousténi hotovych vyrobki pro distribuci, postupy feseni neshod se specifikaci, ¢innostmi pfi
reklamacich a stazeni vyrobkd z trhu, uréuji doby uchovavani vzorki, organizaci a ¢etnost vnitinich i externich inspekei
a kontrol (u vyrobet 1é¢ivych latek provadi SUKL pravidelnou kontrolu jednou za 3 roky). V neposledni fadé specifiku-
ji nalezitosti, které jsou soucasti zadosti o povoleni vyroby IéCiv a o povoleni zmén pii vyrobé nebo kontrole.

Zasady SVP kladou mimotadné velkou vahu na fadné dokumentovani vSech krokl a operaci, které
mohou ovlivnit jakost 1é¢iva.

Dokumentacni systém musi byt vytvoten tak, aby umoznil sledovani historie vyroby a zmén zavedenych béhem vyvoje.
Zejména je dilezité, aby byly fadn¢ zaznamenany vSechny odchylky a zjisténé zavady v procesu vyroby a aby byly
dokumentovan¢ dusledné prosetfeny. Dilezitou soucasti dokumentace je potvrzovani vSech krokl a opatfeni pii vyrobé
i kontrole 1é¢iv odrazejici osobni odpoveédnost vSech zucastnénych.
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Validace vyrobnich postupi

Zasady SVP vyzaduji, aby vypracovany optimalizovany postup vyroby lé¢iva byl validovan. Vedle
zpracovani pozadované vyrobni dokumentace (Drug Master File, technologicky piedpis, standardni
operacni postupy, zdznamy o vyrobé Sarze) je validace posledni etapou vyvoje procesu vyroby l¢é-
¢iva. FDA definuje validaci procesu vyroby jako dokumentovany ditkaz vysoké zaruky toho, Ze
proces bude trvale poskytovat produkt vyhovujici pfedem uréené specifikaci. Re¢eno jinymi slovy,
validace ma zarucit, ze prislusnym procesem lze spolehlivé a trvale vyrabét ucinné, bezpecné a kva-
litni 1é¢ivo.

Validace je v podstaté kontrolou reprodukovatelnosti a robustnosti postupu. Postup je validovatelny, jestlize b&ézné
kolisani hodnot rtiznych faktord negativné neovliviwuji jakost vyrobku. Pro kritické faktory se ptitom stanovi rozmezi,
které nesmi byt pvfekroc‘:eno, ma-li byt dosazen pozadovany vysledek (napt. = 5°C u teploty, ¢asové rozmezi pfidavani
reagentu apod.). Cim uzsi je toto rozmezi, tim kvalifikovangjsi a zodpovédnéjsi musi byt obsluha, popt. jsou-li vyrobni
aparaty opatfeny fidicimi a regula¢nimi systémy, tim presnéji a citlivéji musi tyto systémy pracovat (coZ se samoziejmé
promitne do jejich ceny).

Validace se provadi podle Fidiciho planu validace (Validation Master Plan) a valida¢niho proto-
kolu. Vysledky validace jsou shrnuty ve validacni zpravé.

Ridici plan validace je souhrnny dokument zpracovavany pro investiéni akce tykajici se vyroby 1é¢iv. Vymezuje zod-
povédnosti jednotlivych pracovnikl, pfedmét a cil validace, zptisob provedeni a dokumentace vysledkt. Valida¢ni
protokol definuje cile konkrétni validace, pouzité metodiky, typ a mnoZzstvi vzorkd k hodnoceni, hodnocené parametry
a kritéria ptijatelnosti pro kazdy z nich, zptisob hodnoceni a pouzité statistické metody pro vyhodnoceni vysledki. Va-
lidac¢ni zprava obsahuje pfehled a vyhodnoceni dat ziskanych béhem validace. Musi obsahovat informace, zda byla
splnéna kritéria pfijatelnosti, jaké byly zjistény odchylky a pfinést navrh na jejich odstranéni.

Validaéni aktivity zacinaji kvalifikaci zaFizeni.

U nového zafizeni se nejprve provadi instalacni kvalifikace, kdy se posuzuje, zda zafizeni odpovida specifikaci a je
spravné namontovano. Pak se provadi operac¢ni kvalifikace, kdy se prokazuje, Ze pii provozu zafizeni lze dodrzet pre-
depsané parametry procesu, napf. ze aparatura tésni, michadla se otaci specifikovanou rychlosti apod. Ptitom se proveé-
fuji i méfici, monitorovaci a zdznamové pristroje a ¢idla, véetné stavu jejich kalibrace. Po opera¢ni kvalifikaci nasleduje
findlni krok, procesni kvalifikace (Performance Qualification), kdy se pfi redlném nebo simulovaném procesu ovéiu-
je, jak zafizeni vyhovuje pro navrzené pouziti. Je-1i napf. pro proces nezbytné dodrzeni teploty v rozmezi + 3°C a sys-
tém kontroly teploty v pfislusném zafizeni umozinuje regulovat teplotu pouze v rozmezi + 10°C, pak zafizeni procesni
kvalifikaci neprojde.

Je-li zafizeni kvalifikovano, mize zacit validace procesu. Ta mize byt prospektivni, provadéna
pted zahajenim vyroby, soubézna, pfi niz z praktickych diivodl soucasné s validaci probiha vyroba
prvnich Sarzi a kone¢n¢ retrospektivni validace vychazejici z dokumentace o dosavadnich vyrobe-
nych Sarzich (10-30 Sarzi) u dobte definovanych procest.

Optimalizace procesti vyroby 1é¢iva by méla vyustit v prospektivni validaci. Pfi ni se vychazi z popisu vyroby s pre-
hledem kritickych krokl a parametrt, jejichz zména mize mit velky vliv na kvalitu produktu. Cilem validace procesu je
poskytnout diikaz, Ze v ptipad¢€, kdy se pfislusné kritické parametry pohybuji ve specifikovaném rozmezi, se vzdy ziska
produkt se specifikovanou jakosti. Velikost Sarze ma byt pfi validaci pokud mozna stejné jako u vyrobnich Sarzi.

Vyrobni proces lze validovat jen kdyZ jsou stanovena kriteria pfijatelnosti (specifikace) kone¢ného
vyrobku i meziproduktil a pro jejich kontrolu jsou k dispozici ovétené a rovnéZz validované analy-
tické postupy. Na validaci vyrobnich procesii navazuje validace postupi ¢isténi zatizeni.

P1i validacich se nelze spokojit s hodnocenim typu vyhovuje/nevyhovuje specifikaci, ale je tfeba zjistovat realni hodno-
ty parametri. Ty by se mély pohybovat uvnitf stanoveného rozmezi, nikoliv na jeho hranici. Je-li napf. stanoveno, Ze
meziprodukt mtize byt pouzit v dal§im stupni jen kdyZ obsahuje maximalné 0,5% urc¢ité ptimési, pak je tfeba povazovat
urceny limit za extrémni hodnotu, kterd nesmi byt nikdy piekrocena. Primérné vysledky by ale mély byt mnohem lepsi
nez povoluje specifikované rozmezi. Na druhé stran¢ by z vysledkd zkousek mélo byt zfejmé, ze meziprodukt, ktery
obsahuje necistotu v mnozstvi, které je na hranici limitu, 1ze bez problémi pouzit pro dalsi stupeii. Pokud to ziejmé
neni, méla by byt robustnost procesu potvrzena specialnimi zat€ézovymi zkouSkami (challenge tests). Podobné je tieba
pfistupovat k pozadavkiim na Cistotu zafizeni pfi Cisticich operacich. Kriteriem pfitom jsou povolené limitni hodnoty
obsahu latky v oplachovych vodach a stérech z ploch zafizeni. Zafizeni pouzivané univerzalné musi byt prokazatelné
ocistitelné od zbytkt predchoziho vyrobku, v opaéném piipad€ se na ném smi vyrabét jen jediny produkt.
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Postup pii provadéni validaci je vzdy tfeba ptizptisobit podminkam konkrétniho procesu. Vysledky
nelze pouze sumarizovat, ale musi byt spravné statisticky vyhodnoceny.

P1i vyrobé substanci 1éCiv muze nékdy pozadavek na statistickou piijatelnost souboru vysledkii predstavovat problém ekono-
mického razu. Validnim postupem by mélo byt pfipraveno jiz 1é¢ivo pouzité pro zkousky stability. Takové zkousky v§ak musi
predchazet pravidelné vyrobé (u 1éCivych latek je to nejméné pil roku, vétSinou je tieba pocitat s delsim intervalem, protoze
pripravené SarZe substance se obvykle pouziji i k ptipravé validacnich Sarzi 1é¢ivého pfipravku a i u téch je tieba provést
zkousky stability.). Protoze by mély byt vyrobeny minimalné tii valida¢ni Sarze, mtize byt u drahych 1é¢iv prospektivni vali-
dace velmi nakladna. Urcitym feSenim je soubézna validace, kdy validacni Sarze slouzi k pfipravé produktu pro stabilitni
zkousky. Presto se miize stat, Ze se vyroba neuskutecni ve statisticky pfijatelném poctu Sarzi. Takové piipady se mohou fesit
retrospektivni validaci. Ta je sice ekonomicky vyhodnéjsi nez prospektivni validace, je vSak spojena s rizikem mozného pie-
ruSeni vyroby a jesté vétsich ekonomickych ztrat v pripadé, kdy se ukaze, ze proces neni dostate¢né robustni a reprodukova-
telny. Je proto ucelné se na retrospektivni validaci nespoléhat a pouzivat ji jen k potvrzeni vysledkti prospektivni nebo sou-
bézné validace provadéné s minimalnim poétem valida¢nich $arzi.

Prostory, zafizeni, systémy, procesy, kontrolni metody i postupy €isténi musi byt v pravidelnych inter-
valech opakované hodnoceny — revalidovany, aby se prokazalo, Ze béhem casu nedoslo k odchylkam
od validovaného stavu. Revalidace se musi provadét i pii zménach zatizeni nebo procest

Dokumentace

Zasady SVP a podobné i normy CSN-ISO fady 9000 popisujici systém fizeni jakosti vénuji dokumenta-
ci vSech krokl vyzkumu, vyvoje, vyroby, kontroly a distribuce 1é¢iv velkou pozornost.

Systém dokumentace zahrnuje jednak obecné a spolecné instrukee, jako jsou specifikace surovin, meziprodukt a produktt,
vyrobni ptedpisy, standardni operacni postupy pro praci se specifickym zatizenim nebo pro provadéni uréitych ¢innosti apod.,
jednak specifické dokumenty pro kazdou $arzi, experiment nebo zafizeni, jako jsou zaznamy o vyrobé Sarze, laboratorni deni-
ky, deniky o provozu zafizeni a analytické atesty. Soucasti vyrobni dokumentace jsou dale validacni zpravy pro jednotlivé
vyrobni a kontrolni postupy. Dilezitymi souc¢astmi dokumentace je i zprava o vyvoji vyrobku, zprava o pievedeni technologie
a zakladni tidaje o 1é¢ivé latce, tzv. Drug Master File. Vytvotené dokumenty musi mit pfedepsanou strukturu a byt ,,v fizeném
stavu®, tj. musi predepsanym zptisobem kontrolovany, posuzovany, schvalovany, revidovany, distribuovany, a archivovany.
Nove jsou stanoveny zasady pro elektronické zpracovani dokumenti a dat, véetné jejich elektronického podepisovani a za-
bezpeceni pocitacovych systémil proti ztraté nebo neopravnénému pozmeénovani elektronickych dokumentti. Dokumentacni
povinnosti, ,,papirovani®, se staly neodmyslitelnou ¢innosti kazdého chemika a zékladnim ptedpokladem splnéni pozadavkt
SVP. Dokumenty musi byt jasné, vécné uplné a bez chyb. Dokumenty obecného rdzu musi byt pravidelné aktualizovany,
specifické dokumenty musi byt udrzovany a archivovany tak, aby napft. bylo mozné vysledovat historii vyroby kazdé Sarze
nejméné do doby 1 roku po datu ukonceni pouzitelnosti (exspirace) vyrobku.

Zakladnim prvkem specifické vyvojové dokumentace je zaznam v laboratornim deniku a analyticky
atest.

Laboratorni denik je vyznamnym dokumentem nejen z hlediska SVP, ale i z hlediska pravniho, protoze se mize stat dulezi-
tym diikazem v ptipadnych patentopravnich sporech. Musi mit o¢islované stranky a byt pevné svazany. Zaznamy musi byt
jasné, dobie Citelné, nepiepisované (opravy je tieba provadét preskrtnutim plivodniho udaje tak, aby bylo mozné chybny
zaznam precist), datované a dostate¢né podrobné. Volné misto na netplné vyplnéné strance by mélo byt proskrtnuté. Zazna-
my maji byt podepsany autorem i jeho nadfizenym jako svédkem spravnosti zaznamu. Zapisovana maji byt fakta, nikoliv
domnénky. Prepsané vysledky analyz je tfeba doplnit odkazem na jednotlivé analytické atesty, aby bylo mozné atesty vyhle-
dat a zkontrolovat. Atesty maji obsahovat odkazy na ptedepsané kontrolni postupy a na stranky laboratornich denikt pracov-
nikd analytické kontroly s naméfenymi vysledky a vypocty.

Souhrnem informaci o vyvoji latky je zprava o vyveji vyrobku (Product Development Report). Speci-
fickym piipadem této zpravy je zprava o prevedeni technologie (Technology Transfer Report). Kom-
plexni informace o 1éCivé latce, postupu jeji vyroby a kvalit€¢ poskytuje tzv. Drug Master File, zkratka
DMF (Cesky ekvivalent anglického terminu zdkladni dokument o 1éCivé latce se pouziva jen
v oficidlnich materialech SUKL)

Na rozdil od jinych dokumenti zatim nema zatim zprava o vyvoji vyrobku stanovenou jednotnou strukturu. Nicmén¢ by
meéla zahrnovat charakterizaci produktu, surovin a meziproduktti, popis jednotlivych stupiti syntézy a historii vyvoje vyrobni-
ho procesu, véetné informaci o,,slepych ulickach* a zdivodnéni, pro¢ byly opustény, dale pak o zvétSovani objemu Sarze
v prubéhu vyvoje, veetné piipadnych zmén parametrti proti laboratornimu meéfitku. Na zakladé zkuSenosti ziskanych pfi vyvo-
Jji by v ni mély byt definovany kritické kroky a pfijatelna rozmezi hodnot procesnich parametrti, uvedena analyticka specifika-
ce vcetné Udaji o provedenych validacich analytickych metod a shrnuty veskeré dalsi udaje dulezité pro vyvoj vyrobku.
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Zprava o pirevedeni technologie je dokumentem, v némz jsou uvedeny informace nutné pro zavedeni do vyroby, tj. o vyrob-
nim postupu a jeho kontrole. Slouzi zejména pro zavadéni licen¢nich vyrob podle zakoupeného know-how, ale uplatiuje se i
pii pfevodu vyrobkl z vlastniho vyvoje do vyroby. Ma vyznam jako podklad pro zpracovani planu validace vyrobniho proce-
su. DMF je zakladni informaci o 1é¢ivé latce a zpUsobu jeji vyroby. Je dilezitou soucasti zadosti o registraci nebo zménu
registrace 1é¢iva. Latky, k nimz vyrobce nemize dodat DMF, nemohou byt ve vyspélych zemich piimo pouzity k pfiprave
lécivého pripravku, ale jen jako suroviny k piipadnému piecisténi (nebo k pouziti v poslednim stupni syntézy). Totéz plati i
v pfipade, Ze je vyrobcem dodéan netiplny DMF a odbératel si sam nékteré nedoplni udaje (napf. o stabilitach nebo kontrolnich
metodach). Absence nebo neuplnost DMF se samoziejmé promita do nizsi ceny substance.

Obsah DMF je uréen pokynem SUKL REG-79, ktery je ¢eskym ekvivalentem Guideline on Active
Substance Master File, pokynu Evropské registracni agentury EMEA/CVMP/134/02.

DMF zacina obecnymi udaji (ndzev, struktura, zékladni vlastnosti) a pokracuje informacemi o vyrobcei a vyrobnim postupu.
Ty se 1isi podle toho, zda jde o tzv. otevienou ¢ast DMF (Applicant’s Part), kterd je vefejn€ pfistupnd vSem zajemciim o za-
koupeni t¢inné latky, nebo uzavienou cast (Restricted Part), kterd je davérnym materidlem urenym pro registracni autoritu.
Otevfena ¢ast obsahuje pouze struéné schema postupu, uzaviena podrobné informace: udaje o kontrole surovin, meziprodukti
o kritickych krocich vyrobniho procesu, o vyvoji, validaci a zhodnoceni vyrobniho procesu. DMF dale obsahuje charakteriza-
ci vyrobku (potvrzeni struktury latky, informace o necistotach, specifikace a jeji zdiivodnéni) a popis jeho kontroly (analytické
postupy a jejich validace, analyza SarZi, referen¢ni standardy a materialy), Gidaje o baleni a stabilité (vysledky stabilitnich
zkousek a z nich vyvozené zavéry).

Vysledkem vyvoje postupu vyroby lécivé latky je vyrobni predpis (,technologicky reglement*,
Master Formula, Master Recipe), véetné zdznamu o vyrobé S$arZe a rovnéz i jiz zminéna specifi-
kace vyrobku. Postupy pro praci s vyrobnim nebo kontrolnim zafizeni i pti n€kterych Cinnostech
souvisejicich s vyrobou lé€iva jsou popisovany v dokumentech nazvanych standardni operaéni
postup (SOP). Vsechny tyto dokumenty maji pfedepsanou strukturu a jsou piredepsanym zpiso-
bem ,,Fizeny“, tj. vytvafeny, posuzovany, schvalovany, revidovany, archivovany popft. vyfazovany.
Vyrobni predpis je komplexni dokument s pfedem urcenou strukturou, ktery shrnuje charakteristiky vyrabéného 1éciva,
pozadavky na vyrobni zafizeni a kontrolni a méfici piistroje, jakost surovin a meziproduktli a zplsoby jejich kontroly,
presny popis vyrobniho postupu, v€etné tdajii o postupu pfi pfipadném piepracovani nevyhovujicich Sarzi, ¢isténi zatizeni
pfi a po vyrobé, baleni a skladovani meziproduktii a konecné¢ho vyrobku, kontrole vyroby, zneskodnovani nebo vyuziti
odpadt, uvadi normy spotfeby surovin a pracovnich nebo technologickych (=doba obsazeni zafizeni) hodin a v neposledni
fadé pfinasi instrukce pro bezpecnou praci se surovinami, meziprodukty i finalnim produktem a zafizenim. Pfilohou vy-
robniho piedpisu je formulaf zaznamu o vyrobé SarZe, do néhoz pracovnici ve vyrobé dopliuji konkrétni udaje o nésa-
déach, reakénich dobach, vytézcich, nameétenych parametrech a pfipadnych neshodach skutecného pribéhu vyroby
s predpisem. Zaznamy musi byt pfesné datovany a podepsany pracovniky i jejich nadfizenymi provadéjicimi kontrolu.
Specifikace vyrobku je jakousi vnitropodnikovou normou obsahujici zékladni fyzikalné chemické charakteristiky latky,
kvalitativni parametry, jejich pfedepsané hodnoty a postupy pro jejich stanoveni. Standardni operacni postupy jsou
dokumenty s detailnim popisem postupu pii obsluze urcitého zafizeni nebo pii provadéni urcité ¢innosti (napt. odbéru
vzorku apod.).
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