Chemie 1éCiv

1 4 14 [ ]

Faze vyvoje

U inovativnich 1é¢iv zahajuje faze vyvoje poté, co jsou vybrany latky, u nichz bylo pfedbéznymi
testy zjiSténo, ze maji farmakodynamické a farmakokinetické parametry odpovidajici pozadav-
kiim. Vyvoj se ale provadi i u generik, ekvivalentli vytipovanych 1€Civ, jejichz patentova ochrana i
ochrana farmaceutickych dat skoncila nebo konc¢i. Hlavnim cilem vyvoje je reprodukovatelna,
radné zdokumentovana a schvalena vyroba ti¢cinného, bezpe¢ného a povoleného léciva.

Nové 1écivo musi byt povoleno pfislusnymi I€kovymi agenturami (FDA, EMA, 1ékové ufady jednotlivych statl), tyto
instituce schvaluji i jeho zptisob vyroby. U origindlnich 1é¢iv je vyvojova faze nejdelsi (8 i vice let), nejnakladnéjsi (nej-
méné 60% celkovych naklad) a nejrizikovéjsi. Vyvoj generickych ekvivalentll zavedenych 1é¢iv neni tak zdlouhavy a
nakladny, stale vSak zlstdvd velmi naro¢ny. Vzhledem k nutnosti piedkladat k zadosti o povoleni generického 1é¢iva

vysledky zkousek dlouhodobé stability trva vyvoj generického 1éCivého pfipravku ze substance od jiného vyrobce

v pruméru 1-3 roky, v pfipadé, ze je vyvijena i technologie vyroby 1é¢ivé latky, je to primérme 2-5 let. Od pracovnikil

Faze vyvoje zahrnuje:

o U originalnich lé¢iv finalni optimalizaci farmakodynamickych a farmakokinetickych parametrti
1é¢iva podle vysledkl preklinickych a klinickych zkousek
Vyvojova faze se v tomto pfipadé prolina s fazi navrhu. Miize zahrnovat pripravu profarmak, zejména pokud se
pri zkouskach in vivo ukaze, ze je tieba tesit otazky biologické dostupnosti. Dale se v ramci faze vyvoje mize fesit
vybér polymorfl — krystalovych modifikaci 1é¢ivé latky, které mohou ovliviiovat vlastnosti 1é¢ivych pripravka.

* Vyvoj lékové formy

* Vyvoj technologie vyroby lé€ivé latky i 1é€ivého ptipravku

* Optimalizaci a validaci vyrobnich postupti

* Navrh specifikace, vyvoj a validace metod analytického hodnoceni

* Preklinické a klinické zkousky
U originalnich 1é¢iv je preklinické i klinické zkouseni znaéné€ naro¢né a rozsahlé, u generik se omezuje na zkousky
stability a na prikaz bioekvivalence s originalnim nebo i jinym dfive povolenym pfipravkem. Slozit&jsi je situace
u napodobenin originalnich 1é¢iv na bazi biopolymerd, u nichZ je shoda chemického sloZzeni malo pravdépodobna a
proto je pozadovan vétsi rozsah klinického zkouseni nez u nizkomolekularnich generik

e Zpracovani predepsané dokumentace a zadosti o registraci

Polymorfie

Ma-1i 1éciva latka optimaln€ vyhovovat pro zamyslené terapeutické pouziti, je tfeba vénovat pozor-
nost 1 jeji krystalové formé. Schopnost latky vytvéret vice nez jednu krystalovou formu, tj. schopnost
molekul s uréitou strukturou zaujimat rizna prostorova usporadani a pritom vytvaret rizné krystalové
miiZky, se nazyva polymorfie. Za polymorfni modifikaci byva kromé rtiznych krystalovych forem po-
vazovana 1 amorfni forma latky.

Poznamka: V chemii 1é¢iv se dva blizké nazvy pouzivaji pro zcela odlisné pojmy. Kromé polymorfie jako fyzikalni
charakterizace pevnych forem latek, ktera je diskutovana v této pfednasce, to je polymorfismus gend, vyskyt mutova-
nych gend se zaménénymi nukleotidy, ktery miize byt pric¢inou nékterych onemocnéni, zejména rakoviny.

Riizné krystalové formy mohou mit nékteré rozdilné fyzikaln€ chemické a dalsi vlastnosti, které
mohou ovlivnit zplisob pfipravy léCivych latek, jejich zpracovani do 1éCivych ptipravki a biologic-
kou dostupnost. Polymorfie miize vyznamné ovlivnit i patentovou ochranu l1é€iv.

Situace je pfitom pomérné slozitd: Napi. u acetylsalicylové kyseliny, aspirinu, byly popsany 4 krystalové modifikace. Vapena-
ta stl atorvastatinu, 1é¢iva ovlivilujictho hladinu cholesterolu v krvi, mize tvofit 26 typt krystalti, k patentové ochrané bylo
pritom piihlaSeno dokonce 63 krystalovych forem vcetné riznych hydrat, nékdy ovSem duplicitné. U sulfathiazolu bylo
dokonce popsano 120 riznych krystalovych forem bezvodé latky nebo jejich solvatii. U 1éCiv s charakterem kyselin a bazi
situaci dale komplikuje existence riiznych soli, z nichz kazda mize tvofit rizné formy krystald s riznym mnozstvim krystalo-
vé vody nebo jiného rozpoustédla v krystalové miizce. Odhaduje se, Ze asi tietina az polovina 1é¢iv s molekulovou hmotnosti
do 600 g/mol miize vytvaret vice nez jeden typ krystald a pokud se berou v tivahu rtizné soli a solvaty, pak se odhady zvySuji
na 56-87%. Rozdilné krystalové formy netvoii jen lécivé latky, ale i fada pomocnych latek pouzivanych pii vyrobé 1écivych
ptipravkl: napf. hlavni slozka kakaového masla pouzivaného v ¢ipcich miize mit 4 formy, které se lisi bodem tani; mannitol,
slozka fady tablet, krystaluje ve 5 formach lisicich se stlacitelnosti.
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Pseudopolymorfie (solvatomorfie) je schopnost latek tvofit rtizné krystalické solvaty, z nichz
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stechiometrické nebo nestechiometrické sloZeni, nestechiometrickym solvatim se fika klathraty.

U stechiometrickych solvati jsou molekuly rozpoustédla integralni soucasti krystalové miizky a pfi jejich odstranéni susenim
dochazi ke zméné krystalové formy. Molekuly vody pevné zabudované do krystalové miizky hydrati nemohou interagovat
s funkénimi skupinami podléhajicimi hydrolyze. Stechiometrické hydraty se snadno hydrolyzovatelnymi skupinami proto
byvaji v pevném stavu docela stalé. U nestechiometrickych solvatti jsou molekuly rozpoustédla vazany v krystalové mtizce
volngji, takze pfi jejich odstranéni susenim se mrizka nezhrouti, ale mista po molekulach rozpoustédla zistanou volna.

Spolu s polymorfii ovliviiuje vlastnosti 1éCiv v pevném stavu i tvorba soli. Krystalova miizka soli je
tvofena ionty 1éCivé latky a piisluSnymi protiionty. Naboje disociovanych iontl a protiontii se vzajemné
kompenzuji, takze soli maji stechiometrické slozeni. Slabé kyseliny a baze nemusi s 1éCivymi latkami
vytvaret soli iontového charakteru, ale urcité adukty, které v pevném stavu maji rovnéz stechiometrické
slozeni. Misto silnych iontovych vazeb se pfitom v jejich krystalové miizce uplatiuji slabsi, ale stale
dostatecné pevné vodikové vazby a/nebo interakce dipol-dipdl. Nekteti autoti povazuji takové latky za
dalsi typ pseudopolymorfil, jini je nazyvaji kokrystaly. Obecné jsou kokrystaly definovéany jako krysta-
lické materialy obsahujici dvé nebo vice riznych neionizovanych molekul v jedné krystalové mfizce.

Kokrystaly odlisné od soli a solvath mtize vytvaiet az 60% latek. O tom, zda vznikne prava stl nebo forma kokrystalu, rozho-
duje rozdil v pK, obou slozek. Pii vétSich rozdilech vznika sil, pii mensich kokrystal. Podle smérnice FDA vydané v r. 2018
(viz https://www.fda.gov/downloads/drugs/guidances/ucm281764.pdf) je u soli tento rozdil vétsi nez 1, je-li mensi, pak jde o
kokrystaly, pfechod mezi solemi a kokrystaly je vSak plynuly. Kokrystaly mohou vytvaret i latky, které nemaji charakter
kyselin a bazi, ale jejichz molekuly mohou byt mezi sebou propojeny vodikovymi mustky. Klasickym piikladem takového
kokrystalu je chinhydron tvofeny molekulami chinonu a hydrochinonu v poméru 1:1. Aby situace byla jesté o néco kompli-
kovan¢;jsi, mohou kokrystaly tvorit rizné solvaty a samy vykazovat polymorfii, tj. vytvaret rizné krystalové miizky. Podmin-
kou vzniku kokrystalu je, Ze pevnost nekovalentnich vazeb mezi jeho komponentami je vétsi nez pevnost vzajemnych vazeb
mezi molekulami 1é¢iva v krystalové miizce. Moznosti vzniku kokrystalti z riznych slozek Ize do jisté miry predikovat
s vyuzitim vypocetni techniky. Podobné jako v pfipadé predikce G€innosti v zavislosti na struktufe je vSak tieba vysledek
vypocCtl potvrdit experimentalné.

v

Riizné krystalové miizky mohou vytvaret i tautomery latky.

Zatimco v roztoku existuje mezi tautomery rovnovaha, krystaly obsahuji vzdy bud’ jeden nebo druhy tautomer. Krystaly rtiz-
nych tautomert jsou tak vlastné tvofeny odliSnymi molekulami, které pochopitelné vytvaieji rizné krystalové mtizky. Nékdy
jsou rozdilné krystalové formy tautomerti ozna¢ovany jako parapolymorfy (para = fecky témér).

Vznik riznych polymorfnich forem miZe byt zapti¢inén rozdilnou konformaci latek. Rtizné konformery
(rotamery) maji odliSny geometricky tvar molekul a byvaji proto usporadany do riznych krystalovych
miiZek. Nékdy ale mohou vytvaret polymorfy 1 molekuly s rigidni konformaci, jejichz molekuly maji v
krystalovych mtizkach odliSnou vzajemnou orientaci nebo jsou rizné tésn¢ usporadany.

Polymorfy s odlisnou konformaci latky a polymorfy s odlisnym usporadanim molekul se stejnou konformaci v krystalové
miizce jsou krajni ptipady polymorfie, kterych ale neni mnoho. VétSina znamych polymorfa piedstavuje jakési hybridy mezi
obéma typy. Obecné ale plati, ze rozdily v geometrické stavbé molekul ovliviji jejich usporadani do krystalové mrizky a
naopak zptsob uspotfadani molekul v krystalové miizce mize ovliviiovat jejich konformaci.

Ruzné konformery a tedy i polymorfy maji odliSny obsah volné energie. Obecnou tendenci latek je
minimalizovani jejich volné energie. Za danych podminek je termodynamicky stabilni vZdy jen jedna
polymorfni forma s nejniz§im obsahem volné energie. Ostatni formy jsou méné stalé, metastabilni a
mohou proto pfechazet na formu s nizs$i volnou energii.

Pfeména metastabilnich polymorfii nemusi byt kriticka, pokud za danych podminek probihda pomalu. Metastabilni formou
krystalického uhliku je diamant. Jeho pfeména na termodynamicky stabilni grafit je vSak extrémné pomala. Jindy ale mutize
byt pfechod tak rychly, ze se nékterou metastabilni formu ani nepodafi za béznych podminek izolovat. Snadnost a tedy i rych-
lost vzajemnych piemén urcuji rozdily v obsahu volné energie polymorft.

Z hlediska snadnosti pfemény se rozliSuji enantiotropni polymorfy, které mohou prechazet na termo-
dynamicky vyhodnéjsi formu i v pevném stavu a polymorfy monotropni, z nichZ miiZze byt pfipravena
odli$né forma jen krystalizaci z roztoku nebo taveniny.
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K pteméné jednoho polymorfu na druhy mize dochézet, az teplota systému piekroci uréitou hodnotu, tzv. bod (teplotu) pre-
chodu (T). Pii této teploté maji oba polymorfy stejny obsah energie, pti teplotach nizSich ma jedna forma nizsi obsah volné
energie a je tedy stabilnéjsi, pfi teplotach nad Tije naopak stabilngjsi forma druha. U enantiotropnich polymorfu je T nizsi nez
bod tani. V monotropnim systému je obsah volné energie jednoho polymorfu az do bodu tani trvale niz$i nebo vyssi. Bod
prechodu je nad bodem tani (jde o virtualni bod ptechodu, protoze v systému piitom nejsou dvé pevné faze, ale pouze jedna
kapalna faze — tavenina).

Riizné polymorfni formy maji odlisSnou hustotu a tvrdost, bod tani nebo sublimace, zbarveni a dalsi
optické charakteristiky, odliSnou tepelnou a elektrickou vodivost, riznou rozpustnost a rychlost
rozpousténi, fyzikalni i chemickou stabilitu, hygroskopicitu, reaktivitu v pevné fazi a nékteré dalsi
vlastnosti. Nejvetsi rozdily jsou mezi krystalickymi a amorfnimi formami latek. Krystalické latky
maji atomy nebo molekuly usporadany v definované krystalové mtizce, zatimco amorfni forma je ne-
pravidelnym seskupenim molekul latky.

Pro své rozdilné vlastnosti mohou mit rizné polymorfni formy pevnych latek odlisné vyuziti. Klasickym piikladem
rozdilnych vlastnosti i riizného vyuziti jsou dvé polymorfni formy uhliku — diamant a grafit. Prvni forma je transparent-
ni a pro své optické vlastnosti se muze pouzivat k vyrob¢é $perkl, druhd neprithledna, svétlo absorbuje, takze muize
slouzit jako tuha pfi psani pisma. Diamant je nejtvrdsi znamy nerost a pouziva se proto jako brusivo, mékky grafit nao-
pak slouzi jako mazadlo. Diamant je nevodic, naopak grafit dobfe vede elektricky proud apod. U léCiv jsou sice rozdily

ve vlastnostech polymorfnich forem podstatné méné vyrazné, presto vSak mohou mit zna¢ny dopad na farmakodyna-
mické i farmakokinetické vlastnosti.

Pro farmakochemiky je dilezitd hlavné rozdilna rozpustnost riznych polymorfnich forem a s ni
souvisejici biologicka dostupnost, ktera ovliviiuje ucinnost nebo toxicitu léciva. Obecné plati, ze
nejstabilngjsi forma se rozpousti nejménc.

Bézné jsou rozdily v rozpustnosti polymorfnich forem 1é¢iv nanejvys dvojnasobné, existuji v§ak vyjimky. Znamy je
pripad palmitatu chloramfenikolu, jehoz metastabilni forma B ma osminasobné vyssi biologickou dostupnost nez stabil-
ni forma A. Je-1i metastabilni forma podana pacientovi, koncentrace chloramfenikolu v krevni plasmé mize presdhnout
horni limit terapeutického rozmezi a nad pfiznivym G¢inkem pievazi toxicita.

Obsah chloramfenikolu v krevni plasmé po peroralnim podani suspenze
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palmitate and mefanamic acid, J. Pharm. Sei. 58, 983-7, (1969)

Rozdilna rozpustnost riznych polymorfnich forem muze hrat dilezitou roli i u nékterych kapalnych 1ékovych forem.
Lécivo proti AIDS ritornavir (pfipravek Norvir) bylo uvedeno na trh ve formé téméf nasyceného roztoku v ethanolu,
jimz byly naplnény mekkeé Zelatinové tobolky. V dob¢ zahajeni prodeje byla zndma jen jedna polymorfni forma s dosta-
teCnou rozpustnosti. Asi po dvou letech od uvedeni na trh piestaly vSak mit nékteré tobolky potiebnou t¢innost. Ukaza-
lo se, ze pfi¢inou nebyl rozklad, ale Ze z roztoku vykrystaloval predtim neznamy polymorf ritornaviru, ktery je asi 5 x
méne rozpustny nez bézny polymorf. Tim se zhorsila biologicka dostupnost. Vyrobce musel piipravek stadhnout z trhu a
rychle vyvinout, otestovat a zaregistrovat novou lékovou formu, coz mu pfineslo zna¢né financni ztraty.

S urcitym rizikem je spojeno pouziti enantiotropnich polymorfnich forem 1é€ivych latek pii vyrobé pev-
nych I€kovych forem. Screening pevné faze se proto stal dilezitou soucasti vyvoje 1écivych piipravki
Méne staly polymorf se pfi lisovani do tablet nebo jiném zpracovani, pii némz dochazi k tepelnému a tlakovému nama-
hani, ale n¢kdy jiz dlouhodobém skladovani, mlize pfemeénit na stalejsi. Tato pfeména mize byt pficinou nezadoucich
zmeén vlastnosti 1€k, jako je rozpad tablet nebo sniZeni biologické dostupnosti. Je-li v§ak zaruceno, ze béhem vyroby
nebo skladovani 1écivého piipravku nebude k takovym zménam dochazet (vysoky Tr) mize byt pouziti nékterych me-
tastabilnich polymorfti vyhodné, protoze jsou rozpustnéjsi a také se nékdy 1épe zpracovavaji.
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Podobny vliv na zpracovatelnost 1é¢ivé latky, fyzikalni vlastnosti a biologickou dostupnost mtize mit i vybér kokrystalu.
Pii studiu ptipravy kokrystali s riznymi karboxylovymi kyselinami se pfi pouziti kyseliny glutarové zvysila rozpustnost
jednoho léciva 18x a biologicka dostupnost 3 x ve srovnani s kokrystaly ziskanymi s monokarboxylovymi kyselinami.

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

Je-li rozpustnost 1é¢iva dostatecné vysoka (tj. kdyz se nejvyssi podavana davka léciva zcela rozpusti v méné nez 250 ml
vodného prostiedi v rozmezi pH od 1,0 do 7,5), rozdily v rozpustnosti riznych polymorfti nebo kokrystald biologickou
dostupnost neovlivituji. Lé€ivo je pfitom prakticky po celou dobu setrvani v gastrointestinalnim traktu ve formé roztoku.
Jeho absorpce pak zavisi jen na objemu vodného roztoku léCiva v tenkém stfevu (ten v priméru ¢ini zminénych cca 250
ml) a schopnosti jeho molekul pronikat membranou bunék stievni sliznice, tj. na rozdélovacich a difuznich koeficientech.
Odlisna situace ale nastava, je-li 1é¢ivo rozpustné ve vodném prostiedi jen ¢asteéné. Rychlost rozpousténi pak ovliviiuje
pribéh absorpce a velikost maximalni absorbovatelné davky rychle klesd. Aby maximalni absorbovatelna davka dosahovala
hodnoty, ktera je potiebna k vyvolani pozadované terapeutické odezvy, musi mit 1éCivo uréitou minimalni rozpustnost a rovnéz i
rychlost rozpousténi musi mit urcitou minimalni hodnotu. Rychlost rozpousténi I€¢ivého piipravku zavisi nejen na velikosti
krystalkii u€inné latky, ale i na polymorfii. Nejrychleji se rozpousteji amorfni formy latky, které také maji i nejvySsi rozpustnost.
Kromé rozpustnosti jsou pii vyrobé pevnych Iékovych forem dilezité i rozdily v parametrech zpracova-
telnosti polymorfnich a pseudopolymorfnich forem lé€ivych latek do 1éCivych piipravka.

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

plati, ze pii vyrobé pevnych 1ékovych forem jsou $patné zpracovatelné latky, které vykrystalovaly ve formé jehli¢ek. Napt. poly-
morfni forma 1 spironolaktonu (na obrazku) se podstatné hiife zpracovava do tabletové formy nez forma 2:
b

forma1

e

forma 2

1 c a
l V. Agafonov, B. legendre, N. Rodier, of al

Polymorphism of spironolactone. f. Phari. Sci., B0,
B a 181-5 (1991)

Pro reprodukovatelnou piipravu lécivych pripravki je proto tfeba mit dostate¢né informace o pripravova-
nych a/nebo pouZivanych polymorfnich, pseudopolymorfnich nebo kokrystalovych formach Iécivych i
pomocnych latek a podminkach jejich piemén. Studium polymorfie se proto stalo diileZitou soucasti
vyvoje 1é¢iv a jeho vysledky jsou vyZadovény institucemi povolujicimi uvedenti 1é¢iva na trh.

Jesté donedavna mélo hledani nalézani riznych krystalovych forem spiSe nahodny charakter, systematicky pfistup se prosazuje
Studium polymorfie substance by mélo byt zahajeno v ¢asnych stadiich prace na projektu vyvoje Ié¢iva, protoze jeho vysledky
jsou dulezité jak pro vyvoj lé¢ivych piipravkd, tak i pro optimalizaci procesu vyroby ucinné latky.

Polymorfie a tvorba kokrystalii je dlleZit4 1 z patentopravniho hlediska.

Drtive nepopsané krystalové formy 1é¢iv jsou obecné povazovany za nové a inovativni. Mohou proto byt patentové
chranény. Patentovani rtiznych polymorfi nebo pseudopolymorfi 1é¢ivych latek forem, jakoz i rtznych typt soli,
kokrystald a zptisobti jejich ptipravy, vyuzivaji farmaceutické firmy k prodlouzeni patentové ochrany ptivodni molekuly
a potlaceni konkurence nebo naopak k ptekonani dosavadnich patentovych bariér. Jsou-li urcité polymorfni a pseudopo-
lymorfni 1écivé latky patentoveé chranéné, je pro vyrobce generik vstup na trh podminén vyhledanim a pouzivanim jiné
patentové volné krystalové formy. Nové formy pfitom mohou mit lepsi, ale casto mivaji horsi vlastnosti. Vétsina paten-
th chrani u¢inné latky a ,,jejich farmaceuticky pfijatelné soli, hydraty a solvaty*, fada novych patentti obecné chrani i
,ruzné polymorfy,“ latky. Spory pak jsou casto vedeny o to, zda urcita forma latky nebo jeji stl je skutecné nova nebo
zda jeji pfiprava predstavuje ,,vynalezeckou ¢innost“, tj. zda nebyla pfipravena ziejmym a ptedvidatelnym postupem.
Lepsi Sance na patentovou ochranu pfitom mohou mit kokrystaly, jejichz vznik, forma a vlastnosti (stabilita, rychlost
rozpousténi apod.) vyZaduje vét§i miru vynalezecké Cinnosti.
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Krystalové formy latek se ziskavaji pii chladnuti nasycenych roztokii, tavenin, par sublimujicich
latek, p¥i odparovani rozpousStédel z roztoki a pri sraZeni. Hledani stabilnich polymorfnich forem
latky byvéa Casto zahajovano studiem starnuti suspenzi.

Pritom se pfipravi suspenze (nesmi dojit k rozpusténi) latky v riznych rozpoustédlech nebo jejich smésich (napf. s vodou) a
nechaji se pii urcité teploté, popt. za dalSich vhodné zvolenych podminek po delsi dobu starnout (jeden mésic, popt. i déle).
Po dostatecné dlouhé dobé by piitom metastabilni forma latky méla pfejit na formu termodynamicky stabilngjsi. Zjisti-li se, Ze
pfitom vznikla nova krystalova forma, studium starnuti by se mélo opakovat se suspenzi této nové formy. Vznik stabilni for-
my lze urychlit aplikaci ultrazvuku, stifidanim zahfivani a ochlazovani (za predpokladu, Ze nedojde k Uplnému rozpusteni),
popi. ockovanim podobnou latkou.

Jiny zptisob hledani stabilnich polymorfnich forem nabizi studium ptisobeni tepla na latku.

Pfi zahfivani hydrati nebo obecné solvati mize dochazet k fAzovému prechodu a vznikne nesolvatovany resp. bezvody
polymorf, pfipadn¢ mtize byt krystalova mftizka latky rozrusena za vzniku amorfniho produktu. Zahtivat lze krystalické
solvaty v pevném stavu nebo i suspendované v rozpoustédle, v némz se rozpoustéji jen omezené. U klathrath molekuly
rozpoustédla opoustéji pti zahtivani krystalovou miizku bez jejiho naruseni. Pokud se latka pfi zahfivani nerozklada, ale
taje, muze se zahtat az vznikne tavenina a pak nechat chladnout rozdilnou rychlosti (rychle, stfedni rychlosti, pomalu).
U vzniklych pevnych produkti se zméfi jeho rentgenové spektrum a dalsi charakteristiky, aby se zjistilo, zda vznikla
krystalova forma odlisna od piivodniho polymorfu. Pfi rychlém zchlazeni vznikaji spiSe metastabilni formy, pfi dosta-
te¢né pomalém formy termodynamicky stalé. Pfi jiném metodickém postupu se latka zahfeje t€sné pod bod tani, necha
urcitou dobu pfi této teploté a pak se zjist'uje, zda doslo ke zméné jeji krystalové miizky. Nekdy se latka necha vypatit a
zchladi se jeji pary. U sublimatu se pak zjistuje, zda jeho forma se 1i$i od formy latky pfed sublimaci.

Nejdulezitéjsim zptisobem piipravy polymorfi pii vyrob¢ 1éCiv je krystalizace latky z roztoku.

Pti krystalizaci hraje klicovou roli vybér rozpoustédla, protoze rozpoustédlo mize favorizovat urcity polymorf pied
druhym. Zkousi se proto krystalizace z rozpoustédel s riznou polaritou i z jejich smési. Vedle krystalizace zalozené na
rozdilné rozpustnosti latky pfi riznych teplotach se studuje i sniZovani rozpustnosti (srazeni) pridavky ,,Spatnych® roz-
poustédel (antisolventl) nebo pridavky rozpustnych soli (,,vysoleni®). Pozornost se pritom vénuje parametrim procesu
krystalizace, jako je teplota, koncentrace roztoku, rychlost ochlazovani nebo odpafovani rozpoustédla, obsah vody, pH,
pritomnost iontd, vliv michéni, rychlost pfidavani antisolventu, doba stani roztoku, stupen piesyceni apod. Vysledek
ovliviiuje i Cistota latky nebo ptitomnost dalsich latek v roztoku. Nelze-li zpocatku pouzit ¢isty produkt, je v dalsi fazi
vyvoje nutné ovétit vliv neistot na krystalizaci, popf. ji opakovat s CistSi latkou. Vznik ur¢ité formy mize také byt
urCen piitomnosti zarode¢nych krystalkt. Pfi ochlazovani nebo srazeni vznikne pfesyceny roztok, v némz zarodecné
krystalky nékdy vznikaji spontann€. Jindy se vSak latka po dlouhou dobu sama nevylucuje. Krystalizaci pak 1ze inicio-
vat naockovanim, tj. pfidanim zarodecnych krystalkl. Krystalova forma ,,0éek* pfitom vétSinou urcuje krystalovou
formu produktu. K ptipravé stabilnich forem se mohou pouzit napt. krystalky ziskané starnutim suspenzi nebo pisobe-
nim tepla. Pro reprodukovatelnou ptipravu nékterych polymorfu je ucelné uchovavat jejich krystalky, bez naockovani
by mohla spontanné vykrystalovat forma jina. Nejsou-li vhodné krystalky k dispozici, 1ze k naockovani pouzit nahradni
pseudoocka®, které jsou strukturné kompatibilni s pozadovanou krystalovou formou, ale nejsou totozné. Jak jiz bylo
feceno, krystalova forma, ktera ma za danych podminek vyssi obsah volné energie, je termodynamicky méné stala a ma
snahu pfechazet na formu s nizsi energii. Proces krystalizace, ktery ,,jde proti termodynamice®, tj. poskytuje metastabil-
ni polymorfy, se jen obtizné definuje, je méné robustni a jeho vysledek zavisi na peclivém dodrzeni kritickych parametra.

Kokrystaly lze ptipravovat podobnym zptisobem jako polymorfni formy latky.

P1i vyhledavani vhodné formy lze vyuzit starnuti suspenzi smési latek v rozpoustédle, v némz se ani jedna ze slozek kokrystalu
zcela nerozpousti, dale pak spolecné taveni nebo mleti suchych nebo zvlhéenych slozek kokrystald, krystalizaci smési z roztoku
bud’ po zchladnuti nebo odpareni rozpoustédla, popf. po vysrazeni antisolventem. Ve vyrobnim méfitku Ize k piipravé kokrysta-
14 vyuzit 1 nastiik roztoku smesi slozek do rozprasovaci susarny, popi. extruzi zvlhéené smesi latek a vysuseni extrudatu.
Hydraty se pfipravuji bud’ krystalizaci z vodnych roztokli nebo roztokli obsahujicich definované
mnoZzstvi vody jako kosolventu, popf. i plisobenim vlhkosti na bezvodé latky. Analogicky se pfipra-
vuji 1jiné solvaty.

Vliv vlhkosti se studuje pomoci mikrovah v temperované komtrce s definovanou vlhkosti prostfedi. Piitom se zjist'uje,
zda latka vodu absorbuje nebo naopak uvolnuje. Pokud je voda absorbovana, je tfeba zjistit, zda dochazi ke stechiome-
trické nebo nestechiometrické hydrataci. Vznika-li hydrat, je tfeba védet, zda vznikd pfimo nebo pies meziprodukty
s niz§im obsahem vody. Pokud muze latka vytvaret hydratl (nebo obecné solvati) nékolik, mize byt systém velmi

slozity a jeho studium zna¢né nédro¢né, protoze k pfeménadm nékterych solvati mize dochdzet i béhem krystalizace.
Pfemény hydratt pti suseni nebo jiném tepelném zpracovani se studuji pomoci termogravimetrie.

Krystalizace neposkytuje jen urcité polymorty, ale je 1 jednim z nejucinnéjSich zplisobti ¢isténi latek.
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molekuly (napft. zbytky rozpoustédel). Amorfni formy proto mohou byt i chemicky méné stalé.

K vytvoteni termodynamicky stabilni polymorfni formy krystalu nebo kokrystalu musi mit moleku-
ly dostatek Casu.

Pfi rychlém ochlazeni nasyceného roztoku nebo taveniny nebo rychlém srazeni mize vznikat kromé krystalkd i amorfni
forma. Urcity podil amorfni formy mize dokonce vznikat i pii velmi jemném mleti (mikronizaci) krystalickych produk-
ti. Obvykle se vSak amorfni produkty pfipravuji bud’ rychlym odpafenim rozpoustédla, k némuz dojde pfi nastfiku
jemnych kapicek roztoku do piehiatého prostoru v rozprasovacich susarnach nebo zmrazenim vodnych roztokut latek a
odstranénim ledu mrazovou sublimaci (lyofilizaci). Existuji vSak i lyofiliza¢ni techniky, které umoziuji vznik produkti
s krystalickym charakterem. Lyofilizace je hlavni zptisob vyroby tzv. suchych injekei, které se pfevadi na roztok, ,.re-
konstituuji®, tésné pted aplikaci.

Aby bylo mozné polymorfii fadné studovat, musi soucasné¢ se screeningem polymorfl probihat vy-
voj metod zjiStovani polymorfnich forem latek a metod hodnoceni polymorfni ¢istoty produk-
ti. V piipadech, kdy rozdily v polymorfni nebo pseudopolymorfni formé mohou ovlivnit biologic-
kou dostupnost a stabilitu 1é¢ivého ptipravku, predepisuji kontrolu polymorfni Cistoty i 1ékopisy.
Polymorfni, pseudopolymorfni nebo kokrystalické formy latky lze rozpoznavat pod optickym nebo elektronovym mikro-
skopem podle tvaru krystalkt (jehlice, listky, ty¢inky, desticky apod.), v poli polariza¢niho mikroskopu vykazuji krystalky
latky charakteristicky dvojlom. Mikroskop s programovatelné vyhiivanym a chlazenym stolkem umoznuje vizualizovat
fazové prechody a pfemény polymorfl. I kdyz soucasna vypocetni technika umoziuje pomérn¢ dokonalou analyzu obrazu,
maji mikroskopicka pozorovani stale jen spise kvalitativni charakter, kvantifikace vysledkt je stale obtizna. Dilezité vy-
sledky poskytuje také méfeni bodi tani nebo stanoveni rozpustnosti latky. Tyto techniky jsou uzite¢né zejména pro 1écivé
latky, ale nejsou pouzitelné u lécivych pripravki obsahujicich riiznorodé smési, Casto vzajemné slisované do tablet, nebo
jinak upravené. V tomto piipadé je vSak dulezité zjistovani rychlosti uvoliiovani a rozpousténi 1é¢ivé latky, tzv. disoluce.
Jednoznacnou charakteristikou polymorfnich forem jsou rentgenova difrakéni spektra, ktera lze
vyuzivat jak ke kvalitativnimu, tak i kvantitativnimu posuzovani krystalové struktury latek.

Na riiznych krystalovych miizkach dochdzi k riznému ohybu rentgenovych paprskt, takze jednotlivé polymorfni formy
maji rentgenové difrakéni obrazce se zfeteln¢ odliSenou strukturou. Pfipravovat monokrystaly riznych polymorfa pro
rengenostrukturni méteni by bylo obtizné. Pro studium polymorfie se proto vyuzivaji ,,praskové diagramy*. Ty vznikaji
pfi ohybu rentgenovych paprskd na velkém souboru malych krystalkd rizn¢ orientovanych viici sméru paprskt zareni.
Na praskovych diagramech krystalickych latek 1ze pozorovat oddélené pasy, jejichz vzdalenosti (odpovidajici Ghlu
ohybu paprskd v daném systému) jsou pro kazdy polymorf charakteristické. Amorfni latky poskytuji diagramy, jejichz
pasy maji neostry difuzni charakter. Rentgenografické techniky a vyhodnocovaci software byly v poslednich letech
propracovany natolik, Zze diky moderni pfistrojové technice mize byt vyuziti praskovych diagramt ve farmaceutické
analytice stejné bézné, jako napt. HPLC.

Kromé rentgenografickych metod mohou byt k charakterizaci polymorfl a studiu jejich vzajemnych
pfemén pouzity 1 n€které jiné fyzikalné chemické metody.

Polymorfni, pseudopolymorfni a kokrystalové formy latek maji kromé odlisnych difraktogrami i rozdilna NMR, infra-
cervena nebo Ramanova spektra v pevné fazi.

Ke studiu vzniku i piipadnych ptemén jednotlivych polymorfii pfi krystalizaci nebo pfi zpracovani
substanci do 1é¢ivych piipravka a jejich skladovani slouZi zjistovani objemovych a entalpickych
zmén provazejicich fazové prechody pii zménach teploty pomoci termogravimetrie, diferencialni
skenovaci kalorimetrie nebo densitometrie.

Tyto metody poskytuji primérmné vysledky pro cely systém. Pokud v systému mohou soucasné probihat rizné zmeny, je
tteba kombinovat rtizné metody studia. Napf. jestlize pfi krystalizaci vznikaji soucasné riizné typy krystalil, je nutné
sledovat prubéh krystalizace také pomoci mikroskopu, popt. pomoci jinych fyzikalnich metod.

Pro navrh optimalnich metod krystalizace nebo jinych zptsobti vyroby zadané polymortni, pseudo-
polymorfni nebo kokrystalové formy substanci a jejich chovani pti vyrobé nebo skladovani 1écivych
piipravka je dilezita znalost termodynamiky polymorfniho systému. Stejné tak je dilezitd 1 zna-
lost rychlosti pfemén probihajicich v polymorfnim systému — tj. Kinetiky polymorfnich pfemén.

Z technologického hlediska jsou dilezité zejména pfemeény probihajici pii operacich provazenych vzriistem teploty,
napt. pfi mleti, suSeni, apod., ale také pti skladovani. Dobu a podminky konverze metastabilniho polymorfu na stéle;jsi
je pfitom tfeba zjisStovat experimentalné. I kdyz se znalosti dilezitych termodynamickych udajt rozsifuji, ptedpovédi
zmén krystalové formy nejsou zatim zcela spolehlivé.

Farm04 6/21



Chemie 1éCiv

Vyvoj procesu vyroby léCivych latek

Poté, co byla vybrana, laboratorn€ piipravena a otestovana nova léciva latka s dobrymi farmakolo-
gickymi vlastnostmi nebo bylo na zédklad¢ marketingového rozboru zvoleno 1é¢ivo, jehoz genericky
ekvivalent ma byt vyvijen, stava se dalSim tkolem vypracovani optimalniho postupu vyroby latky
v pozadovanych objemech a kvalité.

Vyvoj procesu vyroby je tikolem technologti. Je zahajovan optimalizaci postupu laboratorni syntézy, pak se vypracova-
ny laboratorni postup pievadi do vyrobniho méfitka (scaling up). Pfitom vétSinou nejde jen o pouhé zvétSeni velikosti
Sarzi. Vysledkem céasto byva technologicky proces, ktery se dosti vyrazné odliuje od ptivodniho laboratorniho postupu.
Pfi prvnich syntézach v laboratofi jde hlavné o rychlou pfipravu latky pro rizné preklinické zkousky, takze pouziti
$patn€ dostupnych a drahych surovin a reagentti nemusi byt na zdvadu. Pro vyrobu je vSak tfeba nalézt levnéjsi a sndze
dostupné alternativy. Pouziti rozpoustédel s bodem varu vy$$im nez je teplota pary z béznych rozvodu (121°C, 200
kPa), napt. dimethylformamidu, neni v laboratofi problémem, vyrobni technologii to vSak mize zna¢né¢ komplikovat,
vyzadat si nakladné upravy inzenyrskych siti a ndkup drazsiho vybaveni. Totéz plati pro postupy vyzadujici praci za
teplot nizsich nez je teplota solanky. Vaznou komplikaci vyrobniho procesu muze byt i prace s vysoce t€kavymi hofla-
vymi latkami jako diethylether, alkalickymi kovy, regulace silné exotermnich reakci apod. Rizna uskali postupu ptipra-
vy je tfeba eliminovat jiz pfi optimalizaci laboratorniho postupu. Soucasné je tfeba jiz pii optimalizaci laboratorniho
postupu studovat vliv riznych faktord na hlavni cilové parametry pfipravovaného produktu, tj. na vytézek a kvalitu.
Vyvojovy pracovnik si musi pfedem ujasnit strategii budouci vyroby. Musi dobie znat moZznosti
vyrobniho zafizeni, které bude mit k dispozici a postup vyroby jim pokud mozna ptizptsobit. Musi
zvazovat veskera rizika budouci vyroby. Vedle technickych problému pfitom musi pfi vypracovani
vyrobni technologie fesit i otdzky ekonomiky vyroby, analytické kontroly surovin a meziproduktu,
kontroly a regulace vyrobnich procestli, bezpecnosti prace a ochrany Zivotniho prostiedi. V pribéhu
vyvoje je tieba predpokladané vyrobni postupy pfedem fadné namodelovat.

Prevadéni laboratornich postupli do vyroby byva rozdéleno do nékolika fazi. Rozdéleni pfitom zavisi na velikosti pred-
pokladaného finalniho objemu vyroby. Prvni fazi je jiz zminéna optimalizace laboratorniho postupu. Pak se vypracova-
ny postup ptevede do ,,poloprovozniho méfitka (nékdy dokonce predtim jesté do métitka ,,Etvrtprovozniho®) a podle
ziskanych zkuSenosti se pak dolad’uje tak, aby pfi vyrobé v kone¢ném métitku nedochéazelo k nepiedvidanym problé-
mim. Pfedpoklada-li se velky objem vyroby latky, fesi se nékdy i kontinualizace celého vyrobniho procesu nebo ale-
spon nékterych jeho stupiii. Po povoleni prodeje 1éCiva (registraci) zahajuje pravidelna vyroba, nékdy az v tunovych
mnozstvich.

Mimotadnou pozornost je ve vSech fazich vyvoje tfeba vé€novat dosazeni pozadované kvality pro-
dukti pii kazdé vyrobni Sarzi.

Kdyby se to nepodatilo, bylo by tfeba proces zmenit. To je ¢asové i financné naro¢né. Zmeény postupu vyroby I€Civ je
pfedem tfeba oznamovat odbératelim i 1ékovym agenturam v jejich zemich a nechat si je od nich schvalovat. Bez
schvaleni nemtze byt 1éCivo vyrabéné zménénym postupem dodavano. Povoleni zmény neni u vSech Iékovych agentur

stejné pruzné a rychlé, takze se muze stat, Ze vyrobce bud’ ztrati nékteré trhy, nebo bude muset stejné 1é¢ivo vyrabét
dvéma riznymi postupy — starym a novym.

Vysledkem vyvoje postupu vyroby lé¢iva tedy musi byt technologicky proces, ktery je uéelny,
ucinny, levny, uskutecnitelny v realnych podminkach, dobie reprodukovatelny a robustni,
takzZe trvale poskytuje produkt poZadované kvality. Vyrobni proces je tieba validovat, tj. zajis-
tit, ze vSechny specifikace surovin i pouzivanych pomocnych latek a kritické procesni parame-
try, které ovliviiuji kvalitu findlniho produktu, jsou trvale zajiStény. Pfitom musi byt v prvé
fadg zjiSté€no, na ¢em zavisi kvalita findlniho produktu. U jakostnich kritérii pro suroviny, ¢inidla a
meziprodukty, jakoZ i u procesnich parametri musi byt dokumentované prokézano, zda a jak je
jejich dosazeni kritické pro ziskani kvalitniho produktu.

U procesnich parametrti musi byt urc¢eno kritické rozmezi, v némz se mohou pohybovat, aniz by to mélo dopad na kva-
litu produktu. Jestlize se ukaze, ze napf. kvalita produktu zavisi na teploté, pfi niz se reakce provadi, pak je tfeba v prvé
fadé¢ urcit, v jakém rozmezi se tato teplota muze pohybovat, aby byla zajisténa pozadovana kvalita finalniho vyrobku.
Podle pozadovaného rozmezi teplot se pak musi volit zafizeni a teplotni rezim pii vyrobg.

Syntéza l1éCiva je obvykle vicestupiiova.

Farm04 7/21



Chemie 1éCiv

Postup vedouci ke konecnému produktu muze byt linearni, kdy se postupuje krok za krokem od
vychozi latky ptes jednotlivé meziprodukty ke kone¢nému produktu (V. — Mj— Mz — ... P) nebo
konvergentni, kdy se dva nebo vice meziprodukta syntetizuji oddélené a pak se jejich reakei pii-
pravi 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 izolova-
telné a vycisténim zbaveny vychozich latek nebo vedlejsich produktl, které by mohly negativné ovlivnit Cistotu finalniho

produktu. Pti syntéze chiralnich latek je tieba usilovat o dosaZeni co nejvyssi stereospecificity a zamezeni pripadné race-
mizace. U finalnich produktti miZze byt cilem i reprodukovana piiprava latky s pozadovanou krystalovou strukturou.

Narocnost vyvoje procesu vyroby léCiva se v soucasné dobé podstatné zvysila.
turu, vyssi obsah heteroatomt a chirdlnich center
Soucasna farmaceuticka legislativa klade vysoké naroky na Fadné zdokumentovany priikaz
kvality, bezpe¢nosti a icinnosti 1é¢iva vyrobeného standardnim a validovanym postupem.

vewr

Vv s

duje, aby 1é¢iva méla Cistotu vyssi nez 99% a obsah jednotlivych necistot se pohyboval pod 0,1%.
Zvysuje se pocet sledovanych parametrii produktu (opticka Cistota, polymorfie atd.) i procesu
Vypracovani spolehlivych metod analytické kontroly kvality se stejné jako opatieni vedouci ke
zajisténi kvality produktu stavéa nedilnou soucasti vyvoje procesu.
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Pes zvySujici se naroky by mél byt vyvoj vyrobnich postupti a procesti (v¢etné pozadovanych zkousek) co nejrychlejsi.
Pro klinické zkousky je zapotiebi pfipravovat 1éCiva v dostateném mnozstvi v podstaté jiz fadné vyvinutym findlnim
procesem. Jakmile je produkt zaregistrovan na zaklade klinickych zkousek s ptipravkem ziskanym urcitym procesem, dalsi
zmény procesu, které by mohly ovlivnit kvalitu produktu (napt. moznost vzniku jinych necistot) vyzaduji provedeni no-
vych finan¢né a hlavné ¢asové narocnych zkousek stability a ,bioekvivalence s produktem vyrobenym pifedchozim
postupem. Bez nich nelze prokazat, ze se nesnizila jakost, i¢innost a bezpeénost produktu. Na vysledcich vyvoje vyrob-
nich procest zavisi nakladovost vyroby a véasnost uvedeni Ié¢iva na trh a tim i jeho obchodni uspéch. Odpovédny pristup
k vyvoji procesi proto zahrnuje peclivé planovani a integraci riznych aktivit, vyuzivani vypocetni techniky pfi navrhu a
hodnoceni experimentl, automatizaci, fizeni a monitoringu proménnych parametrti procesu, trvalé rozvijeni znalosti a
dovednosti v¢etné piipadného vyuzivani vSech moznosti vyhodné spoluprace s externimi pracovisti (,,outsourcing*).

Ma-li byt vypracovan efektivni a dobte reprodukovatelny vyrobni proces, je tireba znat, jak rizné
proménné faktory ovliviiuji Cistotu a stabilitu produktu, vytézky, jakoeZ i jeho farmaceuticky
vyznamné fyzikalni vlastnosti (polymorfie, velikost ¢astic) a v neposledni Fadé i jeho cenu.

Pii vyvoji technologie vyroby 1éCiva je tieba vedle hledani optimalnich procesnich parametrii také pfipravit dostatecna
mnozstvi latky pro vyvoj analytickych postupt, testovani akutni toxicity, vyvoj zpisobu podani 1é¢iva (peroralné,
parenteralng), preformulaéni zkousky 1é¢ivého ptipravku a predbézné zkousky stability.

Podle vysledkl zkousek se navrhuje specifikace produktu, tj. urci se, co se bude u produktu zkou-
Set a jak, jaké budou predepsané limity, identifikuji se neCistoty a urci standardy latek, které budou
zapotiebi pro analytickou kontrolu.

Specifikace je soucasti zadosti o povoleni klinickych zkouSek. Specifikované limity musi spliiovat vSechny budouci Sarze
1é¢iva. Mohou byt bez dopadti na povoleni vyroby od 1ékovych autorit zptfisnény, ov§em kdyby je bylo tfeba zmékcit nebo
zménit, muselo by se prokazat, ze produkt podle nové specifikace je bioekvivalentni s ptivodnimi produkty. Ur¢it hned
zpocatku piili§ mékké limity neni ovSem mozné, protoze specifikace musi splilovat ur¢ité obecné a zpravidla pomérné
znacn€ naro¢né pozadavky na jakost, napt. obsah jednotlivé nezndmé necistoty nema prekrocit 0,1%.

V dalsi etapé vyvoje je ale tieba 1éCivo pfipravit jiz v mnozstvi desitek kg pro pokra¢ovani toxiko-
logickych studii a vyvoj 1€kové formy, nekdy 1 pro fazi I klinického zkouSeni.

Pouzivany postup se pritom muze odliSovat od kone¢ného postupu jen v n€kterych parametrech. Vzdy je vSak tieba
dbat na kvalitu produktu udavanou obsahem ucinné latky, druhem necistot a jejich zastoupenim.

K ptipravé 1éciva pro klinické zkouSky faze II a III laboratorni vyroba jiZ nestaci, ale je tieba pouZit
¢tvrt- nebo poloprovozni zafizeni. S vyvojem kone¢ného vyrobniho procesu na poloprovoznim zatizeni
se soucasné vyrabi 1éciva latka v mnozstvi az stovek kg (podle indikace 1é¢iva) pro zkouseni na velkych
souborech pacientll. Proces vyroby by pfitom uz mél byt finalni, aby se jiz nemusel zasadn¢€ ménit.
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Prioritou vyvoje procesu je posledni stupen syntézy a zejména pak postupy €iSténi konecného
produktu, které zpravidla nejvice ovliviiuji kvalitu vyrobené 1éCive latky.

Standardnimi postupy purifikace je krystalizace, precipitace a extrakce. Destilace se pouziva jen vyjime¢né, protoze
1é¢ivy jsou vétSinou pevné latky, které se pii vysSich teplotach rozkladaji. Velmi u¢innou purifikaéni technikou je pre-
parativni kapalinova chromatografie, jeji provedeni je vSak relativné pracné a nakladné. V zavéreénych fazich vyvoje
vyrobniho procesu tfeba sledovat nejen obsah ucinné latky a necistot, ale i parametry, které organicti chemici nékdy
opomijeji. Je to napt. obsah anorganickych pfimési, jako je obsah tézkych kovi (pfedepisovan v tisicinach procenta)
nebo nekterych aniontd, které mohou byt pti HPLC, fotometrii apod. ,,neviditelné*, ale mohou snadno piekrocit piede-
psané limity nebo jejich piitomnost miize nezddoucim zpiisobem snizovat hodnotu obsahu ucinné latky. Pozornost je
tteba vénovat i krystalové formé (polymorfii) a velikosti ¢astic, na nichz miize zaviset rozpustnost a ¢asovy pribéh
uvolfiovani a rozpousténi 1€¢ivé latky z 1é¢ivych ptipravkt (prubeh disoluce), biologicka dostupnost a stabilita 1é¢iva.

Prvni stupné procesu vyroby 1éciva se nekdy optimalizuji, az kdyz uz byl vyvinut optimalizovany
postup provedeni finalniho stupné. K jednotlivym kroklim syntézy se vSak pfitom musi pfistupovat
jako k integralni soucasti celého procesu vyroby s cilem doséhnout co nejlepsiho celkového vysledku.

Jde napt. o to, aby suroviny neobsahovaly necistoty, které by mohly pfechdzet do finalniho produktu. Také je tieba
zvazit, ktery meziprodukt je tfeba izolovat a Cistit a kdy to neni tfeba. SniZeni poc¢tu provadénych operaci a manipulaci
s materialem snizuje riziko z&mén a kontaminaci, nékdy je dokonce mozné nékolik stupni syntézy provadét bez izolace
meziproduktli v jednom zafizeni (,,jednom hrnci* — one-pot synthesis). Tim se mohou vyznamné snizit vyrobni naklady,
nesmi vSak pfitom byt snizena kvalita konecného produktu. Nemalou pozornost je tfeba vénovat organizaci prace a toku
materidlu. Toky materialu se ve vyrobné nesmi kiizit, aby byla eliminovana moznost zamény surovin a ¢inidel. Déle je
tteba se zaméfit na odstranéni ,,0zkych hrdel, které nepfizniveé ovliviji efektivnost procesu, tj. objem vyroby za ¢aso-
vou jednotku a tim i cenu. U nékterych procest se zkousi mozZnost kontinualni vyroby.

Spolu s procesem vyroby jako takovym se vypracovavaji i postupy €isténi aparatur (véetné analy-
tickych postupt pro kontrolu ¢istoty vyrobniho zafizeni), postupy mezioperacni kontroly a také se
specifikuji kvalitativni parametry surovin, ¢inidel a meziprodukti.

V neposledni fadé se fesi i otazky bezpecnosti prace, ochrany zdravi pracovnikli a ochrany zivotniho prostfedi. Ovéruji se
moznosti recyklace odpadti, moznosti omezeni mnoZzstvi odpadi uréenych na likvidaci a snizovani emisi t¢kavych latek.

Jak bylo zminéno, pro trvalé dosahovani pozadované kvality, je tfeba, aby byly dodrzeny tzv. kri-
tické atributy kvality (CQA — Critical Quality Attributes), na nichZz zavisi jakost konecného pro-
duktu — lé€ivého pripravku ve vztahu k jeho lé¢ebnému ucinku. Kvalita 1é¢ivych ptipravki samo-
ziejmé zavisi na atributech kvality 0€inné 1écivé latky. Aby byly tyto atributy dosaZeny, musi byt
definovany a kontrolovany atributy kvality surovin a meziproduktii a dodrzovany kritické parame-
try procesu (CPP — Critical Process Parameters), napt. rozmezi teplot pfi urCité operaci. Zasady
pro vyvoj procestt vyroby i pro konecnou vyrobu léCivych latek s diirazem na jejich kvalitu jsou
pfedmétem smérnice Q11 vydané v listopadu 2012 Mezinarodni radou pro harmonizaci ICH.

ICH (= International Council for Harmonization), Mezinarodni rada pro harmonizaci, star$i (do fijna 2015) nazev Me-
zinarodni konference pro harmonizaci technickych pozadavkid na registrace humannich 1é¢iv, byla zalozena v r. 1990
s cilem dosahnout celosvétovy soulad pozadavkl 1ékovych autorit, ktery by zjednodusil export 1é¢iv. Jednani ICH se
zprvu soustied’ovala hlavné na sladéni Iékopisnych pozadavki v USA, Evropé a Japonsku, v poslednich letech ma vsak
ICH celosvétovy charakter. Jeji agenda se se nyni stale vice zamétuje na obecné problémy souvisejici s kvalitou 1é€iv.
Sveédci o tom vedle zminéné smérnice Q11 napf. i smérnice Q8 vénovana vyvoji ve farmaceutickém prumyslu, Q9
zabyvajici se fizenim jakostnich rizik a Q10 implementaci systému kvality ve farmaceutickém priimyslu. Tyto smérnice
doplnuji zasady tzv. Spravné vyrobni praxe. Maji usnadiiovat inovace, zajiStovat trvalé zlepSovani jakosti a posilovat
propojeni mezi vyvojem a vyrobou 1éCiv, a to jak 1éCivych latek, tak i Iécivych piipravku.

Pti vyvoji procesii vyroby bezpecnych a kvalitnich 1é¢iv jsou vyuzivany dva pfistupy.

Tradi¢ni ptistup spoc¢iva v nastaveni urcitych parametrt a jejich specifického rozmezi pro jednotlivé kroky procesu, pfi
jejichz splnéni se predpokladd opakované dosahovani reprodukovatelné kvality produktd. Kontrola vyroby spociva
v testovani podle pfedem definovanych kriterii. Pokro€ily pfistup vychézi z pochopeni toho, jak jednotlivé vstupni a
procesni parametry ovliviiuji kvalitu finalnich produktt a pfinasi do vyvoje procesu strategii ,,fizeni rizik®.

e
1

Soucasti pokrocilého pfistupu je vymezeni “prostoru navrhu“ (Design Space).
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Ten je smérnicemi ICH definovéan jako vicerozmérova kombinace a interakce vstupnich promén-
nych (napf. atributl surovin) a procesnich parametrd, kterd prokazatelné poskytuje zaruku kvali-
ty finalniho produktu. Prostor navrhu je zpracovan vyrobcem a schvalovan lékovymi autoritami.

Pro posuzovani vyroby 1é¢iva ze strany l¢kovych autorit je dilezité, Ze dokud se hodnoty vstupnich a procesnich parametrii
pohybuji uvnitt schvaleného ,,prostoru, pak nejde o zménu procesu, ktera by musela byt posuzovana a povolovana.

Jak jiz bylo zminéno, zdkladem koncepce zajisténi kvality raciondlnim navrhem vyrobniho po-
stupu oznacované zkratkou QbD odvozenou od anglického vyrazu Quality by Design, je identifi-
kace kritickych atributi kvality latek vystupujicich v procesu vyroby (suroviny, pomocné latky,
meziproduktu i findlni produkty) stejné jako kritickych parametrii procesu, tj. pochopeni vlivu
ruznych faktorii na kvalitu finalnich produktti zalozené na dikladném porozuméni procesu vyroby.

Kritické atributy kvality urcuji, jaké kvalitativni parametry musi lé¢iva latka nebo 1éCivy pfipravek mit, aby byla pouzi-
telna v terapii. Kritické parametry procesu jsou ty faktory, na nichz zalezi kvalita produktu. Jednim z dtlezitych prvka
QbD je vyuzivani procesni analytické techniky (PAT) pro kontinualni pribézné monitorovani procesnich parametri,
které ovliviiuji atributy kvality produktt. Koncepce QbD zajistuje, ze budou splnény pozadavky lékovych agentur,
aby vyroba léciva byla povolena, 1é¢ivo bylo zaregistrovano a mohlo byt prodavano (registrace 1é¢iv — viz Farm07).

Chemik zabyvajici se optimalizaci postupli vyroby latky se proto musi v prvni fadé dikladné se-
znamit s problémem, ktery ma fesit a definovat si cile své prace. Pfitom se zaméfuje spolu se samo-
ziejmym zajisténim pozadované kvality produktu na dosaZzeni co nejvyssiho vytézku pfi co nej-
nizSich nakladech, musi ovSem brat v uvahu i bezpe¢nost prace a ochranu Zivotniho prostredi a
nesmi opomijet ani problematiku ochrany duSevniho vlastnictvi, tj. patentopravni otazky.

Je napft. zbyteéné se zabyvat postupy, pii nichz se pouziji suroviny, ¢inidla a pomocné latky, jejichz souhrnna cena je jen o malo
niz§i nebo dokonce pievysuje cenu konkurenéniho vyrobku srovnatelné kvality. Stejné tak nema cenu optimalizovat postup
piinasejici zavazna bezpenostni rizika, ktera za danych podminek nelze eliminovat. Miize jimi byt napf. prace s alkalickymi
kovy, pokud je k dispozici jen zafizeni, kde neni vyloucen styk kovu s vodou, nebo prace s vysoce hotlavymi rozpoustédly, jestli-
ze dostupné zafizeni neni chranéné proti jiskfeni. Z environmentalniho hlediska jsou nevhodné procesy, pii nichz dochézi
k velkému znecisténi odpadnich vod nebo nezadoucim emisim t€kavych latek, zejména chlorovanych rozpoustédel, popt. ke
vzniku toxickych odpadd. Regenerace pouZivanych rozpoustédel je Gicelna, muize ale byt rizikova, pokud se pii ni nepodaii vycis-
tit rozpoustédlo od nezadoucich kontaminant, které by mohly znecistovat finalni produkt. Vefejnopravni organy nepovoluji
vyroby, pii nichz se pouzivaji zvlast’ nebezpecné latky nebo vznikaji odpady se znacnym negativnim vlivem na Zivotni prostiedi,
ale 1 jinak bézné vyroby, pfi nichz jsou piekracovany emisni limity nebo povolené maximalni hodnoty koncentraci latek
v odpadnich vodach. Rizikova miize byt i samotna vyroba lécivych latek, které v ur€itych koncentracich maji vzdy nezadouci
ucinek. Zvlastni pozornost je pfitom tieba vénovat ochran¢ zdravi pracovnikt pfi vyrobé vysoce ucinnych 1écivych latek (HPAPI
— Highly Potent Active Pharmaceutical Ingredients). Pro pouzivané i vyrabéné latky jsou predepisovany hodnoty povolené denni
expozice (PDE — Permitted Daily Exposure), které nesmi byt prekra¢ovany. Vyuziti nékterych publikovanych postupti mize také
byt zabranéno jejich patentovou ochranou. Naopak je vyhodné, kdyZz vyvoj vyrobniho procesu piinese novy ptvodni zptsob
vyroby, ktery patentovanim umozni ziskani konkurenéni vyhody.

Po stanoveni cili optimalizace je dalsim krokem identifikace procesnich faktori, které mohou ovliv-
nit cile vyvoje procesu, piedevs§im dosaZeni kritickych atributii kvality. Pro tyto faktory je pak tieba
urc¢it hodnoty, které ovlivni vysledek, tj. kritické parametry procesu i jejich ptipustné rozmezi.

Faktorti, které mohou mit pfimy vliv na vysledek procesu, tj. pfedevsim na kvalitu a vytézek produktu, je celd fada. Patfi
mezi n¢ vybér surovin, teplota a tlak, reakéni doba, druh rozpoustédla, koncentrace reaktant, pofadi a rychlost ptidavani
reaktant, rychlost ohfevu nebo chlazeni, rychlost michani, typ a mnozstvi katalyzatoru, pH, zptisob purifikace apod.

Dilezitym parametrem ovlivilujicim jakost findlnich vyrobk je kvalita vychozich i pomocnych latek.

Aby nebyl findlni produkt kontaminovan nec€istotami obsazenymi ve vychozich surovinach, rozpoustédlech, reagentech a dalSich
pomocnych latkach, je nezbytna analyticka kontrola jakosti pouzivanych latek a meziproduktll. ZvySenou pozornost je pritom
tieba vénovat piipadim, kdy se méni dodavatelé, protoze latky rlizné provenience mohou byt ptipravovany odliSnymi postupy,
takZe mohou mit jinou kvalitu. NecCistoty ze surovin, rozpoustédel a dalsich pomocnych latek mohou ,,piezivat™ i nékolikastup-
nové postupy spojené s purifikaci. Necistoty mohou samy podléhat rliznym chemickym premeénam. Kone¢ny produkt tak miize
byt kontaminovan neocekavanou piimési. Jako priklad zmituje literatura fluvastatin. Fluvastatin, jedno z 1é¢iv snizujicich hladinu
cholesterolu, obsahuje v molekule N-isopropylskupinu. Analyzou finalniho produktu bylo zjisténo, Ze je kontaminovan necisto-
tou s N-ethylskupinou, kterou se béznymi zptisoby ¢isténi nedafilo odstranit. Pii zjistovani piicin zneCisténi se ukazalo, ze N-
isopropylanilin, ktery byl pouzit jiz ve 2. stupni Sestistupiové syntézy, obsahoval malé mnozstvi ethylanilinu. Ten pak v dalSich
stupnich reagoval stejné jako isopropylanilin, takZe i dalsi meziprodukty byly kontaminovany. Cisty finalni produkt bylo mozné
ziskat jen pfi pouziti suroviny, ktera ethylanilin neobsahovala.
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Dalsim ukolem vyvojového pracovnika je potlacit vznik necistot v pribéhu vyroby. Necistoty pfitom
mohou vznikat jako produkt vedlejSich nebo netplné probihajicich reakci, ale i rozkladem. Za ten se
pritom nepovazuje pouze hydrolyza, fotolyza a podobné reakce, ale tieba i racemizace.

Cistota produktu a/nebo obsah negistot miize predstavovat diileZity parametr pii optimalizaci postupu vyroby. Pokud se nepodati
vznik necistot eliminovat a finalni produkt poZzadované kvality se neziskéd ani pfi nasledné purifikaci, je tieba postup vyroby
zménit. Rizikové jsou zejména procesy, pii nichz mohou vznikat kancerogenni necCistoty. V letech 2018 a 2019 byly z trhu fady
zemi (véetné CR) stahovany nékteré piipravky obsahujici kardiovaskulérni 16k valsartan, které byly vyrabéné ze substanci dodé-
vanych ¢inskymi nebo indickymi firmami, protoze byly kontaminovany silné¢ kancerogennim N-nitrosodimethylaminem
(NDMA) vznikajicim v pribéhu vyrobniho procesu. Valsartan obsahuje v molekule tetrazolovou skupinu Pivodni postup pii-
pravy zahrnujici reakcei s toxickym tributylcinazidem byl podle ¢inského patentu nahrazen reakci s azidem sodnym v piitomnosti
chloridu zine¢natého v prostredi dimethylformamidu. Reakce byla ukoncena piidavkem dusitanu sodného. Dimethylformamid se
za podminek reakce ziejmée rozlozil na dimethylamin, ktery byl nitrosovan. Koncentrace nitrosaminu navic dale nartstala pii
pouzitém postupu recyklace rozpoustédla. Podobna kontaminace N-nitrosodimethylaminem nebo i N-nitrosodiethylaminem byla
zjisténa i u dalSich blokatorti receptoru pro angiotensin s tetrazolovou skupinou: v indické substanci irbesartanu a ¢inském losar-
tanu. V prosinci 2019 bylo z podobnych diivodli z nékterych trhti stazeno oralni antidiabetikum metformin (v Evropé to podle
EMA na zéklad€ vysledki zkousek nebylo tieba).

Vznik necistot 1ze ovlivnit zménou podminek vyroby, jako je teplota, pH, prostredi, pfitomnost vody,
pristup svétla, ale tfeba i rychlosti nebo poradim piidavani reaktant, pouzitim nevhodného zafizeni apod.
Rada necistot mize vznikat rozkladem u¢inné latky aZ po jejim vyrobeni a vy<isténi.

K rozkladu 1é¢ivé latky Casto dochazi pii jejim suseni nebo pii zpracovani do 1é¢ivého pripravku. Ve druhém piipadé lze
nékdy rozklad potlacit zménou podminek vyroby piipravku, napt. nahrazenim mokré granulace za suchou, popf. zménou
sloZeni, snizenim teploty pii suseni granulatu, zménou osvétleni pii praci se svétlocitlivymi latkami apod. Na vzniku necis-
tot se dale miize podilet rozklad béhem doby skladovani 1é¢ivé latky a zejména pak 1écivého pripravku. Rozklad léciva je
pritom ovliviiovan podminkami skladovani — pfedevsim teplotou a relativni vlhkosti. Vliv téchto faktord se zjist'uje pfi
predepsanych zkouskach stability.

Urceni optimalni hodnoty vSech faktori ovliviujicich kvalitu i dal$i pozadované vysledky (vytézek
atd.) je obtizné a nakladné. Vyvoj procesu, pti némz by byly optimalizovany v§echny mozné fakto-
ry, by mohl stét vice, neZ by €inily pfinosy optimalizace. Je proto tfeba nejprve zjistit, které faktory
maji na vysledek nejvétsi vliv a na ty se pak soustfedit.

V ekonomice je znam Paretiiv princip, podle néhoz jedna pétina vyrobkl pfinasi Ctyti pétiny zisku. Tento princip lze
aplikovat i na tvahy o vyznamu jednotlivych faktorti: v prvém piiblizeni lze tvrdit, ze vysledky technologickych proce-
st jsou ze 4/5 ovliviiovany pouze jednou pétinou variabilnich faktorti.

Procesni faktory lze rozd¢lit na kvalitativni (suroviny, typ rozpoustédla, katalyzatoru, extrakéniho €ini-
dla atd.), kvantitativni, které se mohou v ur€itém rozmezi libovolné¢ ménit (napft. teplota, pH, doba re-
akce apod.), faktory ,,kategorické” povahy, které za danych podminek Ize bud’ aplikovat nebo vylou-
¢it (napf. michani — ano/ne, svétlo nebo tma apod.) a na faktory, které na dosaZeni cilovych parame-
trit maji nulovy nebo jen nepatrny vliv a které se pak pii optimalizacnich experimentech zanedbavaji.
Kategoricky faktor se pfi ur¢itém usporadani systému muze zménit na kvantitativni, jehoZz hodnota mize byt optimali-
zovana. Zatimco napf. v jednom typu zafizeni lze reakéni smés jen nemichat nebo michat za stale stejnych otacek,
v jiném zafizeni Ize otacky michadla plynule ménit. Takové zatizeni je ale drazsi, takze je tfeba peclivé zvazit, zda je
jeho potizeni Gcelné, tj. zda je zvySeni ceny zafizeni vyvazeno jeho pfinosem pro dany proces.

Z kvalitativnich faktoru stoji v popredi vedle atributl kvality vychozich latek predevsim vybér prosti‘e-
di, tj. volba rozpousteédel, v nichz se reakce provadi

Volba rozpoustédla ovlivituje vytézky i kvalitu produktu, pritbéh reakce, ndkladovost vyroby i environmentéalni dopady
procesu. Pfi vybéru rozpoustédla je tieba brat v uvahu pfedevsim jeho kompatibilitu s pfislusnou reakci. Napf. Friedel-
Craftsovy reakce nebo prace s Grignardovymi €inidly Ize provadét jen v urCitych typech rozpoustédel. Polarni rozpous-
tédla s vysokou dielektrickou konstantou dobte solvatuji ionty. Dochazi-li k nukleofilni substituci, pak na polarité roz-
poustédel zavisi, zda substitucni reakce probéhne Sx1 nebo Sny2 mechanismem. V polarnich rozpoustédlech je prefero-
vana Sn1 reakce, v nepolarnich Sx2. Pfi Sn2 reakcich chirdlnich latek dochazi k Waldenoveé zvratu, kdy z vychozi
chiralni latky vznika chiralni produkt s opacnou konfiguraci, substituce probihajici Sx1 mechanismem je vétSinou pro-
vazena racemizaci. Rozpoustédlo miize ovliviiovat selektivitu reakce i jinak. Napf. pii redukci tosylatu o-

bromundecylaloholu LiALH4 v etheru dochazi k odredukovani tosyloxyskupiny, v diethylenglykoldimethyletheru je
naopak redukéné odstépovan brom.
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Dilezity je i bod varu rozpoustédla. Varem pod zpétnym chladi¢em se nejspolehlivéji reguluje teplota reakéni smési.
Rozdily v bodu varu rozpoustédla a kapalného produktu ovliviuji zptisob izolace a Cistotu. Volba rozpoustédla zavisi
i na tom, jak se v ném rozpousti vychozi latky, hlavni i vedlejsi produkty reakce. Vychozi latka nemusi byt uplné
rozpusténa, staci, kdyz se rozpousti ¢astecné, protoze pii vzniku produktu je rozpusténa latka z reakéni smési odebirana
a tim je porusovana rovnovaha mezi rozpusténym a pevnym podilem a dalsi ¢ast latky maZze ptejit do roztoku. Vyluco-
vani nerozpustného produktu z roztoku reakénich komponent miize posouvat reakéni rovnovahu zadoucim smérem ve
prospéch produktu, jindy vS8ak mtize proces komplikovat, napt. jestlize vyluovany produkt obaluje ¢éstice heterogenniho kata-
lyzétoru a tim katalyzator deaktivuje, nebo kdyz se na vylucované srazenin€ produktu zachycuji necistoty. V tivahu je tteba brat i
bezpecnostni aspekty, napf. kancerogenitu a toxicitu rozpoustédel (benzen), body vzplanuti (diethylether), snadnost odstranéni
zbytk rozpoustédla z produktu s ohledem na povolené limity obsahu zbytkovych rozpoustédel v 1écivech a v neposledni fadg i
ochranu zivotniho prostfedi (je napt. tieba respektovat ptisné predpisy tykajici se exhalaci chlorovanych rozpoustédel nebo pii-
pustného mnozstvi latek kontaminujicich odpadni vody).

U faktorii kvantitativni povahy (,,procesnich proménnych*) je tieba zvazit, jaké mize byt rozmezi jejich
hodnot a jaké jsou moznosti dosazeni tohoto rozmezi a kontroly z hlediska vybaveni, nakladi apod.

S ristem teploty roste rychlost chemickych reakci. To ale plati jak pro studovanou hlavni reakci, tak i pro pfipadné
nezéadouci vedlejsi nebo rozkladné reakce a racemizaci, které zhorSuji kvalitu produktu.

Tlak pozitivné ovliviiuje rychlost takovych reakci, pti nichz pifi vzniku produktu klesa objem reakéni smési. Vedle
reakci s plynnymi reaktanty (hydrogenace, oxidace) jde i o reakce v kapalné fazi, napt. o esterifikace a zmydelnéni
estert, kvarternizace amint, nukleofilni substituce, Diels-Alderovu reakci, Claisentiiv pfesmyk apod. Pti takovych reak-
cich bez tcasti plynnych komponent se v§ak u¢inek vétSinou projevi az pii fadovych zménach tlaku. Zvyseni tlaku
samoziejmé také vede ke zvysSeni bodu varu kapalnych slozek a tedy i teploty reakéni smési. Snizeni tlaku mtize posou-
vat reakéni rovnovahu vydestilovanim tékavych produkti reakce.

Pribéh reakci samoziejmé ovliviiuje i koncentrace reaktant: Se vzriistem koncentrace se zvySuje reakéni rychlost, ovsem
nejen hlavnich, ale i vedlejsich reakei. U exotermnich reakci musi byt pii vysokych koncentracich reaktant zajistén dostateCny
odvod tepla. Pokud to neni mozné, mtize mit reakce nekontrolovany pribéh. Aby se tomu piedeslo, ptidavaji se reakéni kom-
ponenty do smési postupné. Rychlosti pridavani reaktant lze pritom fidit priib¢h exotermnich reakci a tim zajistit vyssi
Cistotu produktu. Vysledek reakce miize také byt ovlivnén poradim pridavani reakénich komponent. Na poméru mnoz-
stvi reaktant zavisi poloha reakéni rovnovahy a ekonomika procesu. Piebytek jedné komponenty (obvykle levnéjsi) zajisti
lepsi vytézek produktu a/nebo miize pozitivné (nékdy ale i negativn€) ovlivnit jeho jakost. Posun reakéni rovnovahy lze zajis-
tit i odstranovanim zadaného nebo vedlejsiho produktu reakce z reakéni smési — precipitaci, oddestilovanim nebo absorpci
(napf. odstranovanim vznikajici vody azeotropnim oddestilovanim nebo ptidavky susidel) apod.

Reakéni doba ovlivituje efektivnost a cenu procesu. Z technologického hlediska je zadouci, aby reakéni doba ¢inila nejvyse
20 hodin, jinak neimérné rostou rezijni naklady vyroby, jedna z dilezitych polozek kalkulace celkovych vyrobnich nakladi.
P1i optimalizaci procesu se proto obvykle zjistuje minimalni doba reakce potiebna k dosazeni co nejvyssiho vytézku a poza-
dované kvality produktu. To plati zejména pro rovnovazné reakce, protoze prodluzovat reakéni dobu po dosazeni reakcni
rovnovahy nema smysl. Vedle vytézku je vSak tfeba pii prodluzovani reakéni doby brat v uvahu i moznost vzniku necistot.
Nekdy je zapotiebi zastavit reakei i za cenu nizsiho vytézku jesté predtim, nez dojde k vyrazngjsimu rozkladu produktu.

Vliv riznych faktorli na vysledek reakce se zjiSt'uje pti faktorovych experimentech

Ptfi standardnim faktorovém experimentu se pro kazdy z kvantitativnich faktord, o nichz se pfedpoklada, ze ovlivni
vysledek, zvoli obvykle dvé hodnoty, dolni a horni. U kvalitativnich kategorickych faktorti se mohou volit rizné alter-
nativy. Pak se experimentalné ovéfi, jaky vliv na vysledek tyto faktory maji. Je-li vybranych faktord 5 a méné, mize se
provést aplny faktorovy experiment, ktery zahrnuje 2" dil¢ich pokust, pii nichz se pro kazdy z faktori pouZije zvole-
na horni a dolni hodnota. Pfi vybéru 4 faktort (napf. teplota, reakéni doba, polarita rozpoustédla, michani — ano/ne) je
téchto dil¢ich experimentti 16, u 5 faktorti 32. Se vzristem poctu vybranych faktori pocet dil¢ich experimentt v8ak
zna¢né nartista (2°= 64, 27 = 128). Faktorovy experiment se 2 hodnotami proménnych je sice vyuzivany pii screeningu
vlivu faktord na vysledek nejcastéji, neposkytuje vSak vzdy relevantni vysledky. Nemusi postihnout situaci, kdy zavis-
lost vysledku na urcitém faktoru prochazi minimem nebo maximem. Vhodnéjsi by proto bylo studium vlivu proménné-
ho faktoru s pouzitim vice hodnot proménnych (vicetroviiovy faktorovy experiment), pfitom by vSak pocet dil¢ich
experimentd narQstal a ¢inil napt. 32, 33, 3% atd. Pii jesté podrobné&jsim sledovani by napf. ke zjisténi vlivu 5 faktorti na 4
urovnich bylo zapottebi 4° = 1024 dil¢ich experimentii. Aby se poet experimentti sniZil, provadi se &asteény faktorovy
experiment s men$im poétem dilgich faktor na dvou trovnich. Casteény faktorovy experiment samoziejmé poskytne
méné informaci nez uplny. K tomu, aby byla minimalizovéana ztrata informaci, se vyuzivaji rizné statisticky podlozené
chemometrické triky, optimalizacni a vyhodnocovaci pocitacové programy. Ptitom napf. k zdkladnimu sledovani 2
urovni 6 faktorit misto 26 = 64 postagi 28 dil¢ich pokusii.

Pro faktory, které maji zdsadni vliv na vysledek, se pak déle hledaji optimalni hodnoty. To lze pro-
vadét tak, ze se postupné sleduje vliv vZdy jen jednoho faktoru na pribéh dané reakce.
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Tento postup, ktery se v anglicky psané literatufe oznacuje pfiznaénym akronymem COST (odvozenym z Change One
Separate factor at a Time, cost ale také znamena naklad, vydaj nebo cenu), je zdlouhavy, neefektivni a tedy i nakladny.
Kromé toho ani nemusi pfinaset spravné vysledky, protoze mezi jednotlivymi faktory ¢asto existuji vzajemné vztahy:
Zména jednoho faktoru mize piasobit proti zméné faktoru druhého (napf. s rdstem teploty klesa doba reakce), jindy
muze naopak dochazet k urcité synergii.

Z tohoto diivodu je pfi hledani optimalniho postupu ucelné sledovat vliv kombinace riznych faktori na
vysledek. Pritom se vyuzivaji rizné optimalizacni postupy, napt. sekvenéni simplexova optimalizace

Pti optimalizaci dvou faktord se provadi 3 dil¢i experimenty s tfemi riiznymi hodnotami faktort, 4 experimenty pro 3 faktory atd.
Zjisti se vysledky experiment(. Pak se provede dalsi experiment, pii némz se proménné voli tak, aby pfi grafickém znazornéni
byla jejich hodnota zrcadlovym obrazem hodnot proménnych pfi nejhor$im experimentu. To se pak opakuje nékolikrat, az se
doséhne nejlepsi hodnoty procesni proménné. Pokud by se hodnota proménnych méla ,,zrcadlenim* vratit na hodnotu odpovida-
jict hors§imu vysledku, pak se vychazi z predchoziho vysledku. Pii modifikované simplexové metodé se postupuje podobné, ale
v piipad¢, ze by ,,zrcadleni poskytlo horsi vysledek, se pramét zkrati.

Provedeni sekvencni simplexové optimalizace dvou faktori ilustruje nésledujici graf.
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Hledani nejlepsich podminek riiznych procesii usnadiiuje vypocetni technika s optimalizatnim software.
Podrobnosti 0 metodach planovani a vyhodnocovani experimentti Ize nalézt v riznych piiruckach a ucebnicich chemometrie,
statistiky nebo chemického inzenyrstvi, popt. na riznych vyukovych internetovych strankach (napt. v ptiruéce inzenyrské statis-
tiky na strankach amerického National Institute of Standards and Technology, Narodniho tUstavu pro normy a techniku,
http://www.itL.nist.gov/div898/handbook/pmd/sectionl/pmd134.htm)

Spravna vyrobni praxe

Spravna vyrobni praxe (SVP; Good Manufacturing Practice, GMP) ptfedstavuje zasady, které musi
dodrZzovat kazdy vyrobce léCivych latek a zejména pak 1écivych ptipravki (viz Farm 05). Smyslem
SVP je ochrana pacientil pred riziky, které by pro né pfedstavovala léciva s nevyhovujici kvalitou
nebo nevhodna pro predpoklddané pouziti. Jde o zasady, které se prakticky ve stejné podobé¢ uplatiuji
v celé Evropé i ve vyspélych mimoevropskych zemich. V CR vychazi zasady SVP ze zékona o 16¢i-
vech. Jejich (zatim) aktualni verzi uvadi verze 3 pokynt SUKL VYR-32, novelizovana vyhlagka Mi-
nisterstva zdravotnictvi a Ministerstva zeméd¢€lstvi (protoZe nejde jen o humanni, ale i o veterinarni
1éciva) €. 411/2004 Sb., kterd je Ceskou verzi pravidelné aktualizované Smérnice Evropské komise ¢.
2003/94/ES o spravné vyrobni praxi. Americkym piedpisem je Kodex federalnich predpisit CRF 21
(Code of Federal Regulation Title 21), &ast 820 Rizeni systému jakosti.

Zasady SVP byly nejprve formulovany a uplatiiovany ve Spojenych statech jako reakce FDA na tragické ptipady zapfic¢inéné
nekvalitou nekterych 1é¢iv. Cilem zasad je zajistit, aby 1éCiva byla kvalitni a bezpecna, tj. Ze je 1ze reprodukovatelné vyrabét
schvéalenym postupem za schvalenych podminek ve schvalenych prostordch a aby veskeré Cinnosti pfi vyrobé byly radné
dokumentovany. Zasady SVP se tykaji zejména vyroby léCivych pripravki, ve zna¢né mife se vSak uplatiiuji i pfi vyrobé
lécivych latek, zejména finalnich stupiili jejich vyroby. V neposledni fadé specifikuji nalezitosti, které jsou soucésti zadosti o
povoleni vyroby 1éCiv a o povoleni zmén pfi vyrobé nebo kontrole.
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Neékdy se hovori o zasadach soudobé SVP (current GMP, c-GMP), ¢imz se zdlraziiuje nutnost pravidelné
prezkoumavat podminky vyroby 1éCiv a aktualizovat je s ohledem na technicky pokrok a zvysujici se po-
zadavky na kvalitu a bezpecnost formulované v pravideln€ novelizovanych smémicich a pokynech.
Kontroly dodrZovani zasad SVP provadi pfi pravidelnych inspekeich u vyrobei povefene statni instituce. V CR to je Statni
ufad pro kontrolu 1é¢iv, SUKL. Pokud chce ¢esky vyrobce dodavat 1é¢iva na zahraniéni trhy, musi pocitat i s kontrolou cizich
statnich nebo nadnérodnich lékovych agentur, jako je FDA pro USA nebo EMA pro staty EU. Kazdy vyrobce musi zajistit,
ze veSkeré ¢innosti pfi vyrobe 1éCiv jsou provadény podle zasad SVP a v souladu s udaji ve schvalené zadosti o regis-
traci. Dojde-li pii vyrobé ke zménam proti udajim z registracni dokumentace, musi vyrobce podat zadost o zménu
registrace. Vyrobu zménénym postupem mize provadét az poté, co zména je schvalena.

Zakladnim ustanovenim zasad SVP je pozadavek na vytvofeni a udrzovani systému zabezpeceni
jakosti 1é¢iv zahrnujici aktivni ucast fadovych zaméstnancti i vedoucich pracovnikii vyrobce.

Zasady SVP proto velky diraz na personalni i technické zajisténi kvalitni vyroby. Jednotlivi pracovnici maji v systému SVP
presné vymezeny své povinnosti a pravomoci, vyrobce jim musi zajistit fadné vyskoleni i pribézné doskolovani. Jak jiz bylo
zdiraznéno v predchozi predndsce, mimotfadné velky diraz je kladen na fadné dokumentovani vSech krokl a operaci,
které mohou ovlivnit jakost 1é¢iva. Dokumentaéni systém musi byt vytvoren tak, aby umoznil sledovani historie vyroby
a zmén zavedenych béhem vyvoje. Zejména je dulezité, aby byly fadné zaznamenany vSechny odchylky a zjisténé za-
vady v procesu vyroby, ty pak byly prosetfeny a vysledek Setieni fadné zdokumentovan. Dilezitou soucasti dokumenta-
ce je potvrzovani vSech kroktli a opatieni pii vyrobé i kontrole 1é¢iv odrazejici osobni odpoveédnost vSech zii¢astnénych.
Vedle toho stanovi SVP poZadavky na hygienickou stranku vyroby vcetné technickych opatieni zajistu-
jicich, ze nedojde ke kontaminaci l1é¢ivych piipravki cizorodymi latkami nebo mikroorganismy.

Vyrobni prostory a zafizeni musi byt navrzeny a konstruovany tak, aby bylo minimalizovano riziko kiizové kontaminace a
zameny resp. 1 jinych chyb, aby bylo umoznéno jejich ucinné Cisténi a udrzba. Vyrobni prostory a zatizeni musi byt kvalifiko-
vany, tj. musi byt dokumentované ovéfeno, Ze jsou vhodné pro dany ucel.

Na SVP navazuje spravna laboratorni praxe (SLP), kterou pro oblast 1éCiv legislativné specifiku-
je vladni vyhlaska 86/2008 Sb., kterd zapracovava prislusné piedpisy EU a upravuje postupy pro
zjistovani jakosti a neklinické zkouseni bezpecnosti 1é¢iv pfi provadéni laboratornich zkousek. Pii-
nasi i predpisy tykajici se laboratornich prostor a zatizeni, persondlu a dokumentace.

Validace vyrobnich postupu

Validace pozadovana farmaceutickou legislativou (pokyn SUKL VYR-32, Doplnék 15) je posledni eta-
pou vyvoje procesu vyroby lécivych latek 1 1é€ivych piipravki. Validace procesu vyroby je dokumentova-
nym diikazem toho, Ze proces bude trvale poskytovat produkt vyhovujici pfedem urcené specifikaci.
Validace je v podstaté kontrolou reprodukovatelnosti a robustnosti vypracovaného vyrobniho postupu. Postup je valido-
vatelny, jestlize bézné provozni kolisani hodnot riznych faktorti nevybocuje z ,,prostoru navrhu®, design space, tj. ne-
snizuje jakost vyrobku. Pro kritické faktory je ureno rozmezi, které nesmi byt pirekro¢eno, ma-li byt dosazen pozado-
vany vysledek (napft. + 5°C u teploty, ¢asové rozmezi u doby reakce + 30 min apod.).

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

Ridici plan validace je souhrnny dokument zpracovavany pro vyrobu uréitého 1é¢iva. Vymezuje odpovédnosti jednotli-
vych pracovnikd, pfedmét a cil validace, zptsob provedeni a dokumentace vysledkii.

Validaéni protokol definuje cile a rozsah konkrétni validace, pouzité metodiky, typ a mnozstvi vzorkt k hodnoceni,
hodnocené parametry a kritéria ptijatelnosti pro kazdy z nich, zptisob hodnoceni a pouzité statistické metody pro vy-
hodnoceni vysledkd.

Validacni zpréva obsahuje ptehled a vyhodnoceni dat ziskanych béhem validace. Musi obsahovat informace, zda byla
splnéna kritéria ptijatelnosti, jaké byly zjiStény odchylky a pfinést ndvrh na jejich odstranéni.

Valida¢ni aktivity zacinaji specifikaci uZivatelskych pozadavki pro zafizeni, prostory, média ne-
bo systémy, kvalifikaci navrhu, kde se posuzuje, jak tato specifikace odpovida zdsadam SVP a
,kvalifikaci® vyrobniho zarizeni.

U nového vyrobniho zafizeni se nejprve provadi instala¢ni kvalifikace (Installation Qualification, IQ), kdy se posuzu-
je, zda zatizeni odpovida specifikaci a je funkeni.
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Nasleduje operaéni kvalifikace (Operational Qualification, OQ), kdy se prokazuje, Ze pii provozu zafizeni Ize dodrzet
predepsané parametry procesu, napi. Ze aparatura tésni, michadla se otaci specifikovanou rychlosti, méfici zafizeni je
kalibrovano, teplota regulovana v pfedepsaném rozmezi apod.

Finalnim krokem je procesni kvalifikace (Performance Qualification, PQ), kdy se pfi redlném nebo simulovaném pro-
cesu ovetuje, jak zafizeni vyhovuje pro pfislusné specifické pouziti. Ma ptitom zahrnout zkousky za podminek zahrnu-
jicich horni a dolni limity kritickych provoznich parametrti.

Po kvalifikaci zatizeni mize zacit validace procesu. Ta mize byt prospektivni, provadéna pred
zahajenim vyroby, soubézna, pii niz souc¢asné€ probihd vyroba prvnich Sarzi, popf. i retrospektivni,
kdy se vychazi z dokumentace o dosavadnich vyrobenych Sarzich.

Velikost Sarze ma byt pfi validaci pokud mozna stejna jako u vyrobnich Sarzi. Vyvoj procesu vyroby 1é¢iva by mél koncit pros-
pektivni validaci. Ta mtize byt u drahych 1é¢iv pomérné nakladna, protoze maji byt vyrobeny alespon tfi validacni Sarze. Resenim
pak je soub&zna validace, kdy se validacni Sarze vyuziji napt. k pfipravé produktu pro stabilitni zkousky nebo jiz dokonce
k vyrobe 1é¢ivého piipravku. Retrospektivni validace je piijatelna jen pro dobife definované procesy. Provadi se, jestlize se vzhle-
dem k rozsahu vyroby nevyrobi v jednom sledu statisticky vyznamny pocet Sarzi. Udaje pro retrospektivni validaci musi byt
fadné zdokumentovany a zdiivodnény, maji obsahovat hodnoceni trendil v kvalit¢ i zdznamy o vyrobé nevyhovujicich Sarzi.
Retrospektivni validace je sice pii mensim objemu vyroby vyhodna, je vSak spojena s rizikem preruseni vyroby a ekonomickych
ztrat v piipadé, kdy se ukaze, Ze proces nebyl dostate¢né zvladnut, neni tedy validni a musi byt pfepracovan.

Vyrobni proces Ize validovat, jen kdyz jsou stanovena kritéria pfijatelnosti (specifikace) kone¢ného
vyrobku i meziproduktti a pro jejich kontrolu jsou k dispozici ovéiené a rovnéz validované analy-
tické postupy. Na validaci vyrobnich procesti navazuje validace postupi €iSténi zatizeni. Postup
pfi provadéni validaci je vzdy tfeba pfizptsobit podminkam konkrétniho procesu. Vysledky nelze
pouze sumarizovat, ale musi byt spravné statisticky vyhodnoceny. Pfi validacich se nelze spokojit
s hodnocenim typu vyhovuje/nevyhovuje specifikaci, ale je tfeba zjistovat realné hodnoty parame-
tri. Ty se maji pohybovat uvnitf stanoveného rozmezi, nikoliv na jeho hranici.

Je-li napr. stanoveno, ze meziprodukt mize byt pouzit v dal$im stupni, jen kdyz obsahuje maximalné 0,5% urcité ptimési,
pak by tento limit byt nikdy piekrocen, primérné vysledky by pfitom ale mély byt lepsi. Na druhé strané by z vysledki
mélo byt zfejmé, ze i meziprodukt, ktery obsahuje pravé 0,5% necistoty, 1ze jesté bez problémil pouzit v dalsim stupni.
Robustnost procesu, tj. prikaz, ze pii dodrzeni pfedepsanych limit pro kritické parametry se reprodukovateln¢ dosahuje
pozadovany vysledek, se potvrzuje specialnimi ,,zatézovymi* zkouskami (challenge tests), pii nichz se ovéfuje vysledek
v piipadech, kdy procesni parametry jsou pravé na hranici piedepsanych limiti. Podobné se ma pfistupovat k pozadavkim
na validace postupt ocisty zafizeni. Kriteriem pfitom jsou povolené limitni hodnoty obsahu latky v oplachovych vodach a

stérech z ploch zafizeni. Zatizeni pouzivané univerzalné pro rtizné vyroby musi byt prokazatelné dokonale o€istitelné od
zbytkl pfedchoziho vyrobku. Pokud se toho nedosahuje, smi se na ur¢itém zafizeni vyrabét jen jediny produkt.

Prostory, zafizeni, systémy, procesy, kontrolni metody 1 postupy ¢isténi musi byt v pravidelnych inter-
valech opakované hodnoceny — revalidovany, aby se prokazalo, Zze béhem casu nedoslo k odchylkam
od validovaného stavu. Revalidace se musi provadet i pii zménach zafizeni nebo procesi

Vyvojova a vyrobni dokumentace

Zasady ,,spravné vyrobni praxe (SVP)%, ,spravné laboratorni praxe* i dalSich ,,spravnych praxi,
vymezuji mimo jiné i pozadavky na dokumentaci vysledkli vyzkumu, vyvoje a vyroby léciv. Po-
dobné vénuji velkou pozornost dokumentaci vSech krokli vyzkumu, vyvoje, vyroby a kontroly 1
normy CSN-ISO fady 9000 popisujici systém fizeni jakosti.

Systém dokumentace zahrnuje jednak obecné a spolecné instrukce, jako jsou specifikace surovin, meziproduktt a produkt,
vyrobni piedpisy, standardni operacni postupy pro praci se specifickym zatizenim nebo pro provadéni urcitych cinnosti apod.,
jednak specifické dokumenty pro kazdou Sarzi, experiment nebo zaiizeni, jako jsou zaznamy o vyrobé Sarze, laboratorni deni-
ky, deniky o provozu zafizeni a analytické atesty. Soucasti vyrobni dokumentace jsou dale doklady o validaci vyrobnich a
kontrolnich postupd, tj. oveteni jejich spravnosti a reprodukovatelnosti. Vyvojovou dokumentaci je Zprava o vyvoji vyrobku,
Zprava o pievedeni technologie, souhrnnym dokumentem je tzv. Drug Master File se zdkladnimi udaji o 1é¢ivé latce.
Dokumenty musi mit predepsanou strukturu a byt ,,v Fizeném stavu®, tj. musi byt ptedepsanym zptisobem
kontrolovany, posuzovany, schvalovany, revidovany, distribuovany a archivovany, popfi. vyfazovany.

Nove jsou stanoveny zasady pro elektronické zpracovani dokumentti a dat, vcetné jejich elektronického podepisovani a za-
bezpeceni pocitatovych systémil proti ztraté nebo neopravnénému pozmeénovani elektronickych dokumentt.
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Zakladnim prvkem specifické vyvojové dokumentace je zdznam v laboratornim deniku.

Laboratorni denik v pisemné nebo elektronické forme je vyznamnym dokumentem nejen z hlediska SVP, ale i z hlediska pravni-
ho, protoze se muze stat dilezitym dikazem v pfipadnych patentopravnich i jinych sporech. Laboratorni denik v pisemné
formé musi mit ocislované stranky a byt pevné svazany. Zaznamy musi byt jasné, dobie Citelné, neprepisované (opravy je tieba
provadét preskrtnutim pivodniho tidaje tak, aby bylo mozné ptivodni chybny zaznam pieéist), datované a dostate¢né podrobné.
Volné misto na netipln€ vyplnéné strance by mélo byt proskrtnuté. Zaznamy maji byt podepsany autorem i jeho nadiizenym jako
svédkem spravnosti zaznamu. Zapisovana maji byt fakta, nikoliv domnénky. Vysledky analyz je tfeba doplnit odkazem na analy-
tické atesty vychozich latek, produkti a meziprodukttl, aby bylo ptipadné mozné atesty vyhledat a zkontrolovat.

Analytické atesty maji obsahovat odkazy na piedepsané kontrolni postupy a parametry a na stranky laboratornich denikt pra-
covnikl analytické kontroly s naméfenymi vysledky a vypocty. Musi byt podepsany.

Podobné zésady plati i pro elektronickou formu laboratornich deniki. I v tomto pfipadé musi byt zejména zaruc¢eno dodatec-
né nepiepisovani zaznami a moznost identifikace jejich autorti elektronickym podpisem nebo jinym nezaménitelnym zptisobem.

Souhrnem informaci o vyvoji latky je Zprava o vyvoji vyrobku (Product Development Report). Speci-
fickym piipadem této zpravy je Zprava o prrevedeni technologie (Technology Transfer Report).

Na rozdil od jinych dokument nema zatim Zprava o vyveji vyrobku predepsanou jednotnou strukturu, méla by vsak shrno-
vat veskeré idaje dulezité pro dokumentaci vyvoje vyrobku, jako je charakterizace produktu, surovin a meziproduktd, popis
jednotlivych stupiii syntézy a historie vyvoje vyrobniho procesu, véetné informaci o ,,slepych ulickach* a zdivodnéni, pro¢
byly opustény, o zvétSovani objemu SarZze v prub¢hu vyvoje a o piipadnych zménach parametri proti laboratornimu métitku.
Analytické specifikace uvedené ve zpravé by mély byt doplnény o udaje o validacich analytickych metod. Na zéklad¢ zkuse-
nosti ziskanych pii vyvoji by mély byt definovany kritické kroky a pfijatelna rozmezi hodnot procesnich parametru.

Zprava o pirevedeni technologie je dokumentem, v némz jsou uvedeny informace nutné pro zavedeni do vyroby, tj. o vyrobnim
postupu a jeho kontrole. Slouzi zejména pro zavadéni licencnich vyrob podle zakoupeného know-how, ale uplatiuje se i pri
prevodu vyrobkt z vlastniho vyvoje do vyroby. Ma vyznam i jako podklad pro zpracovani planu validace vyrobniho procesu.

Zakladni dokument o 1é¢ivé latce (Cesky oficialni termin pro Drug Master File, zkratka DMF,
neboli Active Substance Master File, jak je tento dokument nazyvan ve smérnicich ICH, FDA resp.
EMA) poskytuje komplexni informaci o 1€¢ivé latce, postupu jeji vyroby a kvalité. Je jednou

vvvvvv

zadosti o registraci nebo o nékteré zmény registrace 1éCiva.

Latky, k nimz vyrobce nemtize dodat DMF v pozadovaném rozsahu, nemohou byt ve vyspélych zemich pfimo pouzity
k ptipravé lé¢ivého piipravku, ale nanejvys jen jako suroviny k piipadnému precisténi. TotéZ plati i v ptipadé, Ze je vyrobcem
dodan netiplny DMF a odbératel si sam nedoplni nékteré tidaje (napf. o stabilitach nebo kontrolnich metodach). Absence nebo
netplnost 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 agentury pro lé¢iva EMEA/CVMP/134/02.

DMF zacina obecnymi udaji (ndzev, struktura, zakladni vlastnosti) a pokracuje informacemi o vyrobci a vyrobnim postupu.
Ty se lisi podle toho, zda jde o tzv. otevienou ¢ast DMF (Applicant’s Part), ktera je vefejné pfistupnd vSem zajemciim o
zakoupeni u¢inné latky, nebo uzavienou ¢ast (Restricted Part), ktera je divérnym materialem uréenym pro registrujici lékovy
ufad. Oteviena ¢ast obsahuje pouze struéné schéma vyrobniho postupu, uzaviena podrobné informace: udaje o kontrole suro-
vin, meziproduktt, o kritickych krocich vyrobniho procesu, o vyvoji, validaci a zhodnoceni vyrobniho procesu. DMF dale
obsahuje charakterizaci vyrobku (potvrzeni struktury latky, informace o necistotach, specifikaci produktu a jeji zdivodnéni) a
popis kontroly (analytické postupy a jejich validace, analyza $arzi, referenéni standardy a materialy), udaje o baleni a stabilité
latky (vysledky stabilitnich zkousek a z nich vyvozené zavéry).

Vysledkem vyvoje postupu vyroby IéCivé latky je Vyrobni predpis (¢esky nékdy nazyvany ,,Technolo-
gicky reglement®, anglicky ndzev Master Formula nebo Master Recipe), formulat Zaznamu o vyrobé
Sarze (Batch Record) a rovnéz 1 jiz zminéna Specifikace vyrobku. Postupy prace s urcitym vyrobnim
nebo kontrolnim zafizeni i nebo pfi nékterych jinych ¢innostech souvisejicich s vyrobou 1é€iva jsou
predepsany v dokumentech nesoucich nazev Standardni operacni postup (SOP).

Vyrobni piedpis je komplexni dokument s pfedem urcenou strukturou, ktery shrnuje charakteristiky vyrabéného 1éciva,
pozadavky na vyrobni zafizeni a kontrolni a méfici pfistroje, jakost surovin a meziproduktii a zptisoby jejich kontroly, pfesny
popis vyrobniho postupu, véetné tdajii o postupu pii ptipadném piepracovani nevyhovujicich Sarzi, ¢isténi zafizeni pii a po
vyrobé&, baleni a skladovani meziproduktti a konecného vyrobku, kontrole vyroby, zneSkodiiovani nebo vyuziti odpadi, uvadi

normy spotieby surovin a pracovnich nebo technologickych (=doba obsazeni zatizeni) hodin a v neposledni fadé pfinasi in-
strukce pro bezpecnou préci se surovinami, meziprodukty i finalnim produktem a zatizenim.
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Ptilohou vyrobniho ptedpisu je formulai Zaznam o vyrobé Sarze, do n¢hoz pracovnici ve vyrobé dopliuji konkrétni udaje o
nasadach, reakénich dobach, vytéZzcich, naméfenych parametrech a piipadnych neshodach skuteéného pribéhu vyroby
s predpisem. Zaznamy musi byt pfesné datovany a podepsany pracovniky vyroby i jejich nadfizenymi, ktefi je kontroluji.
Specifikace vyrobku je jakousi vnitropodnikovou normou obsahujici zakladni fyzikaln¢ chemické charakteristiky latky,
kvalitativni parametry, jejich pfedepsané hodnoty a postupy pro jejich stanoveni.

Standardni operacni postupy jsou dokumenty s detailnim popisem postupu pfi obsluze urcitého zatizeni nebo pfi prova-
déni urcité ¢innosti (napt. odbéru vzorku apod.).

Vsechny dokumenty musi byt jasné, vécné tuplné a bez chyb. Dokumenty obecného razu musi byt pravidelné aktualizovany,
specifické dokumenty musi byt udrzovany a archivovany tak, aby bylo mozné vysledovat historii vyroby kazdé Sarze nejméné
do doby 1 roku po datu ukonceni pouzitelnosti (exspirace) vyrobku.

Dokumentacni povinnosti se staly neodmyslitelnou ¢innosti kazdého chemika zabyvajiciho se 1é€ivy.

Ne vsichni si to ale uvédomuji. Povinnosti fadné dokumentovat ¢innosti pti vyzkumu, vyvoji, zkouseni a zejména pii vyrobé
1é¢iv a jeji kontrole byvaji nékdy chapany jako nepfijemna byrokraticka zat¢z. Nékdy se stava, Zze dokumentace je zpracova-
vana dodate¢né, az pted blizicimi se inspekcemi 1ékovych agentur. Vyskytuji se v ni chyby, piikraslend data, polopravdy a
nékdy i podvody. To ale je nebezpetné. Zkuseni auditofi to vétsinou dovedou odhalit. Chyby a upravena data v dokumentaci
byvaji ¢astou piicinou ,,varovnych dopisi‘ prislusnych lékovych autorit a ulozenych napravnych opatieni.

Veskera zpracovana dokumentace je zevrubné posuzovéana pii registraénim fizeni, tj. pii povolovani
vyroby a prodeje lé¢iva. Vyrobni dokumentace je také pravidelné kontrolovana pfi pravidelnych audi-
tech ve vyrobnich provozech farmaceutickych firem inspektory 1ékovych agentur.

Je jimi Gesky Statni ustav kontroly 1é&iv, SUKL, Evropska agentura pro 1é¢iva, EMA (European Medicines Agency, diive
EMEA, European Medicines Evaluation Agency) nebo americky Utad pro potraviny a 16¢iva, FDA (Food and Drug Adminis-
agentur, nez zjisténi o zdvadach na vyrobnim zafizeni. Varovné dopisy FDA a EMA jsou vefejné dostupné, mnohdy mivaji
zna¢nou mezinarodni publicitu a firmy, kde doslo neshodam, pak ztraceji své zadkazniky. Agentury pfitom uréi termin, dokdy
musi vyrobce zjisténé mensi zavady odstranit. Zda se tak stalo, se zkontroluje pii dal$im auditu. Jsou-li zavady zjisténé pii
auditu zavazné nebo v ptipadé, Ze méné zavazné zavady nebyly do dalsiho auditu odstranény, mohou Iékové agentury vyrobu
zcela zakazat nebo zakazat dodavky Ié¢iva od nespolehlivého zahrani¢niho vyrobce do své zemé.

Preklinické (neklinické) zkousky novych 1é¢iv

Preklinickymi zkouskami se prokazuje ucinnost a ziskavaji se prvni informace o bezpecnosti vyvi-
jeného léciva. Zahmuji jak testy in vitro, ,,ve zkumavce®, tak i in vivo, tj. na pokusnych zvitatech.

Zkouskam in vitro i in vivo miZe predchazet pocitacové modelovani interakei zkoumanych latek s cilovou strukturou, testy
»in silico®. Pii nich se mize na zaklad¢ porovnani struktury latky a cilovych biomakromolekul hodnotit predpokladana
uéinnost, popt. i vyskyt neZzadoucich Gcinkt. Poéita¢ové modelovani, ale ani zkousky in vitro, nemohou nahradit biologic-
ké testovani in vivo, mohou vSak prispét k vEasnému vylouceni neperspektivnich latek.

Vysledek zkousek zavisi na volbé vhodnych parametrd, které umozni objektivni méfeni a vyhodnoceni po-
zadovanych vlastnosti nového 1é€iva. Nejcastéji se piitom sleduje koncentrace nebo intenzita projevil ,,bio-
markera“, které urcitym zptisobem souviseji s vyskytem a priibéhem onemocnéni.

Biomarkerem muize byt piimo cilova struktura, obvykle enzym. Pfitom se stanovuje jeho aktivita. Jinymi biomarkery
mize byt vyskyt a Cetnost antigent, protilatek nebo nékterych jinych bilkovin, popt. i geny, u nichz se zjist'uje frekven-
ce nezadoucich mutaci nebo pocet kopii. Biomarkerem mohou dale byt i koncentrace nékterych nizkomolekularnich
latek v télnich tekutindch, ale i urcité projevy bun€k v tkanovych kulturach (napt. rist nebo bunééné déleni), funkénost
tkani nebo dokonce i projevy celého organismu (napf. télesna teplota). Vhodné zvolené biomarkery se sleduji v prvnich
fazich vyvoje 1éciva a pak i pii klinickém zkousSeni. Mohou se uplatiovat i v diagnostice, pti vybéru pacienti pro na-
kladnou 1é¢bu a kontrole terapie.

ZkouSeni novych potencidlnich 1é¢iv na pokusnych zvitatech je zdlouhavé, pracné i nakladné (i
kdyz méné nékladné nez zkousky na Clovéku) a miize byt spojeno s utrpenim zvitete. Bylo by proto
vyhodné, kdyby mohly byt zkousky in vivo nahrazeny vhodnymi testy in vitro.

Nekteré zkousky in vivo 1ze nahradit zkoumanim ucinku 1é€iv na izolované organy, izolované buiiky v tkanovych kulturach nebo
studiem interakci potencialniho 1é¢iva s izolovanymi cilovymi bunénymi strukturami (enzymy, receptory, nukleové kyseliny
apod.). Napt. klasicky zptisob zkousky na pyrogenitu spocival ve vstiknuti davky 1éCiva do usniho boltce pokusnych kralikii a
nasledné zaznamenavani jejich t€lesné teploty. Pozdgji byl u vétSiny 1éCiv nahrazen stanovenim endotoxind ,,chemickymi‘ LAL-
testy (LAL = Limulus Amebocyte Lysate). Ty jsou zalozeny na koagulaci lyzati amebocyti (,.krvinek*) pacifického kraba ostro-
repa amerického (Limulus polyphemus), k niz dochazi v ptitomnosti bakterialnich endotoxind. Nyni se objevuji nové testy pyro-
genity, pro néz neni tieba odebirat , krev* ani témto krabtim.
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V 1. 2005 vydala Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj (OECD) smérnici tykajici se validace a mezinarodniho uzné-
vani novych a novelizovanych metod zkousek pro hodnoceni rizik, ktera navazuje na starsi smérnice tykajici se toxikologického
testovani latek (https://ntp.nichs.nih.gov/iccvam/suppdocs/feddocs/oecd/oecd-gd34.pdf), a ktera byla nasledovana a do-
pliovana fadou dalSich dokumenti ze série smérnic o testovani a hodnoceni latek, mezi néz patii mimo jiné v srpnu 2018

vydana  smérnice OECD ¢ 286  vénovand  spravnému  provadéni  riznych in vitro  metod
(http://www.oecd.org/officialdocuments/publicdisplaydocumentpdf/?cote=ENV/IM/MONO(2018)19&doclanguage=en).

Preklinické zkousky s izolovanymi cilovymi strukturami, ale i s tkanlovymi kulturami tvofenymi izolova-
nymi buiikami urcitého typu sice mohou piinést diilezité poznatky o pozadovanych i nezadoucich tcincich
zkousenych latek, jsou ale vzdy jen pouze uréitym modelem, nikoliv plnohodnotnou nahradou Zivého
organismu se vSemi jeho vnitfnimi vzajemnymi vztahy a interakcemi. Naprosta nahrada prace se zviraty
proto testovanim in vitro mozné neni. Radu poznatki diileZitych pro minimalizaci rizik pii budoucim kli-
nickém zkousSeni lze ziskat jediné a pouze in vivo.

Testy na zvitatech zaCaly byt vice prosazovany po 2. svétové valce v ramci tzv. Norimberskych zakoni. Byla to reakce na
praxi v nacistickych koncentracnich taborech, kde byly provadény zkousky na lidech. Od 90. let minulého stoleti se zacaly
objevovat snahy o omezovani zkousek na zvifatech. V Evropé se v poslednich letech provadélo pfi zkouseni bezpecnosti
1é¢iv, kosmetiky, potravinafskych aditiv, konzervaénich latek, pesticidii, detergentti a dalSich chemickych vyrobki asi 11
mil testl na zvitatech za rok. Jako cil pro nejblizsi 1éta vyhlasila Evropska komise snizeni tohoto poc¢tu o 2 miliony testu,
aniZ by pfitom byly snizeny poZzadavky na bezpecnost latek. Tam, kde jsou testy in vivo nezbytné, maji byt zkousky navr-
zeny tak, aby byl sniZzen pocet a utrpeni pokusnych zvifat. Velké primyslové svazy podepsaly deklaraci ,,3Rs“ (Review,
Reduce or Replace the use of animals), kterd shrnuje pozadavky na nahradu (Replacement) pokusti na zvitatech vSude tam, kde
je to mozné, napt. vyuzivanim testd s bunéénymi kulturami, dale na omezeni (Reduction) a zjemnéni (Refinement) zkousek in
vivo, tedy jejich provadéni v co nejmensim rozsahu a co mozna nejSetrnéji. Aktualnim opatfenim omezujicim testy in vivo byl
napt. zakaz zkouseni kosmetickych vyrobkti na zvitatech. EU od biezna 2013 dokonce zakazala dovoz kosmetiky, ktera byla na
zvitatech zkousSena. Evropské organy v r. 2007 ale piijaly opatfeni znamé pod zkratkou REACH (Registration, Evaluation, Aut-
horisation and Restriction of CHemical substances — Registrace, hodnoceni, autorizace a restrikce chemickych latek), ktery rozsi-
fuje pozadavky na biologické testovani vyrabénych chemikalii véetné testl na zvifatech, a to i ptes snahy o jejich omezovani a
nahradu.

Vedle snahy o omezovani testll na zvitatech byla pro nezbytné zkousky in vivo vypracovana pravi-
dla, které poskytuji zaruky, Ze pokusné zvifata nebudou zbyte¢né vystavovana utrpen.

Organizacim pro ochranu zvifat to n€kdy nestaci a dozaduji se, aby bylo testovani 1é¢iv na zvifatech Giplné zakazano. Aktivisté
se pritom nékdy nespokojuji s nenasilnymi protesty, ale nasilim pronikaji do zvéfincl toxikologickych Ustavl, vypoustéji
pokusna zvifata na svobodu (kde je ale ¢eka v pro né neznamych podminkach jen utrpeni a smrt) a dokonce fyzicky napadaji
personal testovacich zafizeni. V nékolika zemich (Argentina, Spanélsko, Novy Zéland) byla dokonce pfiznana uréita lidska
prava lidooptiim; v téchto, ale i nékterych dalSich zemich se nesmi k zadnému testovani 1é¢iv opice pouzivat. Na druhé strané
ale existuji pacientské organizace pozadujici zajisténi vetsi bezpecnosti novych 1€kl rozsitenim zkousek in vivo. Nove se
pozadavky na rozsieni a urychleni zkousek objevily napf. v souvislosti s obavanou infekci viru ebola. Nakaza se nevyhyba
ani gorilam a Simpanzim a striktni zakaz testovani 1é¢iv na téchto zvifatech miize znamenat, Ze nebude mozné vyvinout vak-
cinu, kterd by ucinné chranila lidi i lidoopy.

Avsak ani diikladné zkousky in vivo neptinaseji vzdy vysledky, které 1ze bez rizika vyuZit u ¢lovéka.

Ukazaly to napf. vysledky klinickych zkousek monoklonalni protilatky TGN1412 némecké firmy TeGenero v r. 2006, které
malem skoncily tragicky. Humanizovana protilatka TGN1412 se vaze na receptory CD28 na T-buiikach imunitniho systému a je
jejich silnym agonistou. Méla 1é¢it reumatoidni arthritidu a chronickou lymfocytickou leukemii, ale jeji podani vedlo k tomu, ze
imunitni systém zacal napadat vlastni organy. Vsichni dobrovolnici, kterym byla protilatka podana, vazné onemocnéli. U péti
prestaly fadné fungovat nekteré organy, u Sestého se projevily pfiznaky rakoviny. Davka (cca 0,1 mg/kg) pfitom byla 500x nizsi
neZ nejvyssi tolerovana davka u pokusnych zvitat, a to hlodaveti i opic. Nakonec se sice vSichni postizeni dobrovolnici zotavili,
rekonvalescence vsak byla zdlouhava. Pii zkoumani pficin se ukdzalo, ze aminokyselinové sekvence CD28 opic a ¢loveka nejsou
uplné stejné, ale je mezi nimi asi 4% rozdil. I tento maly rozdil stacil ke vzniku zdravotnich probléma. Humanizované protilatky
jsou plivodné zvifeci (zpravidla mysi) protilatky upravené tak, aby se co nejméné liSily od protilatek lidskych a nevyvolavaly
proto u cloveéka nezadouci odezvu. Tato ,.humanizace* byla ziejme piiinou neocekavaného nezddouciho ucinku u Cloveka.
Protilatka TGN1412 se pfi preklinickych zkouskach jevila bezpecna, protoze s receptory CD28 neinteragovala. Predtim probehla
uspesné tada klinickych zkousek jinych humanizovanych protilatek proti jinym receptoriim, pii nichZ podobna reakce organismu
nikdy pozorovana nebyla. Tyto protilatky byly po skonceni bezproblémovych klinickych zkousek schvaleny jako nova tcinna
léciva. Nikdo proto u TGN1412 nezadouci reakce neocekaval a jeji prvni podani ¢loveéku bylo povoleno.

Farm04 18/21


https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/feddocs/oecd/oecd-gd34.pdf
http://www.oecd.org/officialdocuments/publicdisplaydocumentpdf/?cote=ENV/JM/MONO(2018)19&doclanguage=en)

Chemie 1éCiv

Problémy s protilatkou TNG1412 vyvolaly diskuse o bezpecnosti klinickych zkouSek. Evropska agentura
pro 1é¢iva EMA i1 FDA v USA nasledné zpfisnily predpisy pro hodnoceni rizikovych 1éCiv, za néz jsou
nyni povazovany i ,,humanizované* protilatky.

Byla navrzena opatfeni sméfujici k zajisténi veétsi bezpecnosti klinickych zkousek. EMA predlozila k diskusi navrh 28 opatient,
napf. zmény schématu zvySovani davek (,,mikroddvkovani®), pouzivani hlodavci, jejichz genom byl pozménén vnese-
nim lidskych gend, rozsiteni zkousek na primatech, popt. nahrazeni dobrovolnikti nemocnymi pacienty apod. Nakonec ale byla
akceptovana jen ¢ast ptivodniho navrhu. Nové zacaly FDA a EMA také podporovat studium moznosti zhotoveni ,,organi na
Cipech* pro preklinické zkousky. Jde o mikrofluidicka zafizeni s trojrozmérnym tiskem pofizenymi strukturami lidskych bunek,
které napodobuji bunéénou strukturu a fyziologické funkce jedné nebo vice vzajemné se ovliviiujicich lidskych tkani, napt. pri-
béh dychani v plicich nebo metabolickych pfemén 1€Civ v jatrech.

Pti preklinickych testech in vivo se zjistuji farmakodynamické i farmakokinetické vlastnosti 1¢Civ.
Krom¢ dcinnosti je to 1 jejich toxicita. Testuji se u latek, které byly vybrany na zakladé uspésnych zkou-
Sek in vitro. Preklinické testovani miize zacinat se skupinou n¢kolika kandidatt na findlni 1é¢ivo, pro kli-
nické testovani se pak vyberou nejperspektivnéjsi z nich.

Rozsah a provedeni preklinickych zkousek 1é¢iva jsou uréeny piedpokladanym pouzitim (napt. pokud nelze vyloucit podava-
ni lé¢iva téhotnym Zenadm, musi se zjistovat jeho teratogenita a embryotoxicita) Pfedepsany jsou smérnicemi ICH (Guideline
M3/R2/ on non-clinical safety studies for the conduct of human clinical trials and marketing authorisation for pharmaceuti-
cals), které maji v CR odraz ve vyhlaskach ministerstva zdravotnictvi a zemédélstvi a predpisech registraénich organt).

Preklinické (,,neklinické*) zkousky by mély byt dostatecn€ rozsahlé a zevrubné, aby bylo minimalizovano
riziko, ze pfi podstatné nakladnéjsim klinickém zkouseni kandidat na nové 1écivo selze.

Ovsem ani naklady na preklinické zkousky in vivo, tj na zvitatech, nejsou nezanedbatelné. Ke zkouskam toxicity nelze pouzi-
vat pouze mysi nebo laboratorni potkany (nékdy se hovoii o pokusnych krysach, to v§ak neni spravné, protoze jde o hlodavce
rodu Rattus norwegicus = potkan, nikoliv Rattus rattus = krysa), ale maji se provadét na n€kolika druzich savcl, z cehoz
alespon jeden nesmi byt hlodavec. Zkousky musi byt provadény s ptesné specifikovanymi chovy zvifat a za presné definova-
nych podminek tykajicich se celého priibéhu zkouseni od vybéru zvifat pro zkousky, Setrného zachazeni, krmeni, davky a
zpusobu podani 1é¢iva, odbéru vzorki apod., aZ po hodnoceni véetné statistického zpracovani vysledka. Pfi jejich provadéni
musi byt v CR respektovany pozadavky tfeti ¢asti zakona o ochrané zvitat proti tyrani ,,Ochrana pokusnych zvitat* (n&koli-
krat novelizovany zékon ¢. 246/1992 Sb. v aktudlnim znéni), a rovnéz i zasady spravné laboratorni praxe (SLP,GLP) podle
vyhlasky ¢. 86/2008 Sb. Jejich nedodrzeni nebo chyby pfi preklinickém zkouseni mohou vést k problémim pii povolovani
klinickych zkousek. Aby se jim ptedeslo a zkousky se nemusely opakovat nebo doplilovat, je ucelné jejich rozsah a provedeni
predem konzultovat s registracnimi organy.

Pro vyvoj 1éCiva, které ma pozadovanou ucinnost, jsou dilezité predevsim vysledky toxikologickych
studii. Maji prokézat, Ze latka nebude predstavovat ptilisné riziko pro pacienta. Zjisti-li se toxické ve-
dlejsi ucinky az pii klinickém zkouseni nebo dokonce aZ po uvedeni 1éCiva na trh, pak to znamena nejen
velkou finan¢ni ztratu, ale také ohroZeni dobrovolnikl nebo pacientii pfihlasenych ke zkouSkdm. Toxic-

S

ké ucinky latek zavisi na podané davce. Zkousky toxicity proto slouzi také k navrzeni bezpeéné davky
léCiva, ktera miiZe byt pacientiim bez vétSiho rizika podavana.

Lécivo se pii toxikologickych studiich dava pokusnym zvitatim v dostate¢né vysokych davkach, aby se projevil toxicky
uéinek. Zkousky se provadéji na n€kolika druzich pokusnych zvifat, z nichz alesponi v jednom pfipadé nejde o hlodavce.
Lécivo se podava pokud mozna stejnym zpisobem, jakym ma byt podavano klinicky, tj. napf. intravenézné. Vedle toxicity
uéinné latky se musi prokazovat i toxicita pomocnych latek, jsou-li pouzity poprvé. Podléha-li Ié¢ivo vyznamnému rozkladu
béhem skladovani, musi byt hodnoceny i toxické u€inky rozkladnych produkta.

Toxikologické studie zahrnuji v prvé fad¢ zjistovani akutni toxicity.

Pii zkouskach akutni toxicity se zjist'uje ucinek lé¢iva podavaného v jedné, popt. nékolika davkach béhem 24 hodin. Zvitata se
pozoruji nejméné po dobu jednoho tydne, aby byl odhalen piipadny pozdni toxicky ucinek. Pii klasickych testech akutni toxicity
byla zjistovana stredni letalni davka, LDso, nebo stiedni letalni koncentrace LCso, tj. ddvka nebo koncentrace, ktera zptisobi thyn
50% pokusnych zvirat. ZkousSena latka se pfitom podavala ve zvysujicich se davkach skupindm po 10 zvitecich samcich a 10
samicich a zjistoval se thyn zvifat, k némuz doslo do tydne. Tento zpiisob znamenal pro mnoho zvifat utrpeni, hodnocena byla
pouze mortalita a vysledky nebyly vzdy preveditelné na Glovéka. Ugelnost testi se proto stala predmétem diskusi mezi farmako-
logy, toxikology i ochranci zvifat a legislativci. Ty vyustily v zaver, Ze pfi zjiStovani systémové toxicity, tj. toxickych vlivi latky
na cely organismus, nelze zatim zkousky in vivo nahradit. Klasicky zptsob zkousek se ale dnes pouziva jen vyjimecné tam, kde
je to védecky 1 eticky odiivodnitelné. Nahrazuje se alternativnimi zkouskami, zejména testem limitnim, pfi némz se pocet
pokusnych zvifat vyznamné snizuje a misto imrtnosti se hodnoti stav zvifete po podani lé¢iva.

Farm04 19/21



Chemie 1éCiv

Misto zvySujici davky se pritom jednorazové poda jedné skupin€ samcti a samic pokusnych zvitat limitni davka Ié¢iva,
obvykle 2 g/kg (latky s hodnotami LDs nad 2g/kg nejsou povazovany za nebezpeéné z toxikologického hlediska). Po
skonceni pozorovani se vysledky vyhodnoti. Ukaze-li se, Ze davka byla toxicka, provedou se dalsi zkousky se snizenou
davkou. Pokusna zvifata, ktera prezila, se usmrti a zjist'uje se, zda nedoslo k patologickym zménam na jejich organech.

Krom¢ akutni toxicity se zjiStuje subakutni a chronicka toxicita.

Pfi subakutnich toxikologickych studiich se zjistuji nezddouci ucinky latky pfi n¢kolikandsobném podani v davkach, o
nichz se pfedpoklada, Ze sice vyvolaji toxicky efekt, nikoliv vSak smrt zvifete. Zkouska trva 1-6 mésict. U zvifat se
pozoruji znamky toxického ucinku (poruchy pozornosti, koordinace pohybti, podrazdénost a agresivita, inava apod.),
kontroluje se jim moc¢ a krev. Po skonceni zkouSek se pokusna zvifata zabiji a hledaji se znamky poskozeni klic¢ovych
tkani a organt. Cilem studie je navrh bezpecné pocatecni davky pro klinické zkousky. Zkousky chronické toxicity se
provadéji u 1éciv, o nichz se predpoklada, Ze budou pouzivana po delsi dobu. Zkouska trva 6 mésicti u hlodavet a 9
mésich u jinych pokusnych zvitat. Oba typy studii se musi provadét nejméné na dvou druzich zvifat, z nichz alespon
jedno nesmi byt hlodavec.

Do kategorie toxikologickych studii dale patii zkousky mutagenity a genotoxicity, tj. schopnosti
vyvolavat mutace DNA a trvale naruSovat geneticky material, kancerogenity, schopnosti vyvolavat
nadorové bujeni, reprodukéni toxicity, pisobeni latky na reprodukéni organy, tvorbu vaji¢ek a
spermii, teratogenity a embryotoxicity, schopnosti vyvolavat poSkozeni plodu. Dale se studuji i
specifické toxické ucinky latky na hlavni télesné organy: vliv na kardiovaskularni systém, cen-
tralni nervovy systém, gastrointestinalni trakt, jatra, ledviny, mocové cesty apod.

Zkousky kancerogenity se musi provadét u vsech latek, které maji byt dlouhodob¢ podavany a také u latek, u nichz lze
na zadklad¢ chemické struktury predpokladat poskozovani DNA (obsahuji alkylujici skupiny, mohou vytvaret volné
radikaly apod.). Podle smérnice ICH S1 se maji zkousky kancerogenity provadét se na dvou druzich zvitat, mohou to
ale byt hlodavci (obvykle potkan a mys).

Dlouhodoba zkouska na potkanech trva nejméné 2 roky (ekvivalent primérné doby Zivota ¢lovéka). Davky jsou pod hranici
toxicity, aby zvifata pii zkouseni neuhynula. Po skonceni zkouseni se zvifata usmrti a zkouma se, zda se na jejich organech
neobjevily nadory. Kratkodobé zkousky se provadéji na transgennich mysich s vysokou citlivosti na kancerogenni latky,
nejlépe na kmenu TGM-p53 s vyfazenym tumorsupresorovym genem p353 nebo kmenu rasH2 s nadmérnou expresi protoon-
kogenu ras. Pro srovnani se miize podavat skupiné zvifat n€ktera z latek s prokazanym kancerogennim t¢inkem.

Mutagenita se vétSinou zjistuje in vitro tzv. Amesovym testem. Pfi ném se pouzivd mutovany kmen bakterii Sal-
monella typhimurium, ktery nedokdze syntetizovat aminokyselinu histidin. Nemtize proto rtst na bakteriologickych
pudach, které histidin neobsahuji. Prida-li se k bakteriim mutagenni latka, dochazi ¢asto ke zpétné mutaci genu pro
enzym podilejici se na biosyntéze histidinu a bakterie zacinaji rist. Mutagenni potencial se vyjadiuje jako pocet ,rever-
tantd* (pocet kolonii bakterii, které narostou za 48 hodin pfi 37°C na Petriho misce s zivnym agarem neobsahujicim
histidin) na 1 pg latky. Nékdy se ke zkousené latce jesté ptidavaji preparaty z jaternich bunek obsahujici metabolizujici
enzymy. Pfitom se zjisti, zda a jak jsou mutagenni hlavni metabolity latky. Alternativou je testovani mutagenity na
tkanovych kulturach sav€ich nebo i lidskych bunék (buniky z vajecnikt ¢inského kiecka, lymfocyty z periferni krve
¢loveka nebo jinych savet). Projevi-li se latka jako mutagenni, zjist'uje se jeji mutagenita i pfi testech in vivo. Ptitom se
sleduje, zda u pokusnych zvitat (nejcastéji mysi) dochazi k chromosomalnim aberacim (poskozeni chromosomi, tvorba
-mikrojader” v lymfocytech, bunkach kostni dfené€ a zarode¢nych buiikach).

Genotoxicita se zjiStuje rovnéZ in vitro spolu s mutagenitou zkoumanim chromosomalnich aberaci, k nimZz dochazi
v tkanovych kulturach vhodnych bunék, nejcastéji z vajecnikd ¢inskych kieckli. Nove byl vyvinut test TGx-DDI s pane-
lem gend, pomoci néhoz se zjist'uje poskozeni DNA

Zkousky reprodukéni toxicity, embryotoxicity a teratogenity se bez pokusnych zvifat neobejdou. Nejprve se na
samcich a samickach laboratornich potkanti zkouma, jestli latka negativné neovlivni vznik spermii a vaji¢ek. Pak po-
kracuji testy na biezich samickach dvou zvifecich druhl. Pfi nich se zjist'uje, zda latka nevyvolava deformace embrya
nebo jinak embryo neposkozuje, popt. nezptisobi dokonce thyn embrya. Nakonec se zkouma, zda latka podavana matce
neovliviluje prabeh biezosti, porod a rust narozenych mlad’at béhem doby kojeni.

Pti zkouskach organové toxicity se zjistuje, zda latka nezptisobi docasné nebo trvalé posSkozeni kardiovaskularniho
systému, centralniho i vegetativniho nervového systému, funkce ledvin, dychéni, krvetvorby a srazlivosti krve, gastroin-
testinalniho traktu apod. VétSina zkouSek organové toxicity se stdle musi provadeét na pokusnych zvitatech, nékteré
z nich se vsak dafi, alespon pii screeningu, nahrazovat testy in vitro.

Napf. zkouSkami inhibice draslikového kanalu hERG in vitro 1ze zjistit, zda 1é¢ivo mlze byt pfi¢inou vzniku srdecni
arytmie. Pfitom lze béhem 5-6 hodin otestovat 480 latek, zatimco pfedtim bylo v podstaté mozné odhalit arytmii az pfi
klinickém zkouSeni. U vybranych kandidatl na 1écivo je pak ale tfeba zkousky in vitro doplnit zkouskami in vivo a pfi
naslednych klinickych zkouskach se zaméfit i na zjistovani vlivu podaného 1é¢iva na srde¢ni rytmus. K testliim na jaterni
toxicitu lze vyuzit tkanovou kulturu jaternich bun¢k ziskanych metodami bunééného inzenyrstvi z pieprogramovanych
lidskych bunék vazivové tkane.
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nez diive. Rozsah zkouSeni in vivo piitom roste i pies snahu maximalné Setfit laboratorni zvifata. Di-
vodem je minimalizace rizika tragicky koncicich projevii nezadoucich toxickych vedlejsich ucinkt
nékterych 1é¢iv po jejich uvedeni na trh.

V minulosti byly zjistény velmi nebezpecné vedlejsi ucinky pro urcité skupiny pacientd u thalidomidu, terfenadinu,
benoxaprofenu, flekainidu a enkainidu, nedavno u cerivastatinu a rofecoxibu.

Vedle toxikologickych studii zamérenych na bezpecnost 1é¢iva se pii preklinickych zkouskach in vitro i
in vivo ziskavaji modelova farmakologicka data o vazb¢ IéCiva na cilové struktury, G¢innosti a specific-
nosti ucinku, absorpci, distribuci, metabolismu a exkreci hodnoceného 1éCiva.

Z testdl in vitro Ize napt. zminit zkousky absorpce v zaZivacim traktu pomoci tzv. Caco 2 testu. Ten je zalozen na simulaci stfevni
sliznice buikami nadoru stfev specialné kultivovanymi tak, ze vytvoii vrstvu podobajici se stievnimu epitelu. Zkoumani permea-
ce molekul 1é¢iva pres tuto vrstvu pak piinasi udaje, znichz lze usuzovat, jak probéhne absorpce peroralnich pfipravki.
K modelovani metabolismu a 1ékovych interakci mohou byt vyuzity preparaty cytochromu P450, ale i ,jatra na ¢ipu, pro testo-
vani nefrotoxicity jsou vyvijeny z kultur kmenovych bunék ,,miniledviny*, zkoumana je i moznost vypéstovani jinych miniatur-
nich organt, ,,organoid®, z tkanovych bunék atd. Testy in vivo ale stale jeste piinaseji komplexnéjsi farmakologické udaje. Pro
tyto testy je pfitom vzdy tieba vyvinout i metodiky chemické analyzy vhodné pro stanoveni koncentrace 1é¢iva a jeho metaboli-
ti v krvi a dalSich biologickych tekutinach.

Z vysledka preklinického zkouSeni by mél vyplynout zpresnény navrh indikace, ktera bude klinicky
ovéiovana, navrh zptasobu podani (napf. jednorazova injekce nebo infuze, tableta nebo tobolka apod.) a
konecné 1 navrh zakladni davky.

Kontrolni otazky pro zopakovani

Co je cilem faze vyvoje 1é¢iva? Co je obsahem faze vyvoje u ptivodnich a co u generickych 1é¢iv?
Co je polymorfie?

Pro¢ muze polymorfie ovlivnit vlastnosti 1é¢ivych ptipravkt?

Jak se 1isi polymorfni a pseudopolymorfni formy latky?

Co to jsou kokrystaly a ¢im se lisi od béznych soli?

Jaké mohou byt typy solvatd a ¢im jsou charakteristické?

Shritte hlavni zptisoby vyhledavani stabilnich polymorfnich forem latek.

Cim se li§i enantiotropmi a monotropni polymorfy?

Jak se polymorfni formy charakterizuji?

. Co ma byt vysledkem vyvoje procesu vyroby léciva?

. Co je prioritou vyvoje procesu vyroby lé¢iva a proc?

. Jaké mohou byt cile optimalizace procesu?

. Z ¢eho vychazi koncepce zajisténi kvality 1é¢iv racionalnim navrhem vyrobniho postupu (QbD)

. Co si predstavujete pod pojmem ,,prostor navrhu* (design space)?

. Na jakych faktorech muze zaviset kvalita produktu?

. Co je faktorovy experiment?

. Uved'te ptiklady kvalitativnich, kvantitativnich a ,,kategorickych* faktort ovliviiujicich vysledek procesu.
. Pro¢ nemusi vést sledovani vlivu postupné zmény jednotlivych faktort k nalezeni optimalniho procesu?
. Jaky je princip simplexové metody optimalizace?

. Jakym zplisobem mohou vznikat necistoty obsazené v 1é¢ivu?

. Jaké jsou zakladni dokumenty potiebné pro vyrobu 1é¢iva?

. Dokumentace tykajici se vyvoje a vyroby 1éciv musi byt v fizeném stavu. Co to znamena?

. Co je obsahem validace vyrobnich procesi?

. Jaké jsou typy validace?

. Co vSechno musi byt pfi vyrob¢ 1é¢iv validované?

. Co znamena pojem kvalifikace v souvislosti s procesem vyroby 1éCiva a co se musi ,,kvalifikovat*?
. Jak ma byt veden laboratorni denik a proc¢?

. Co obsahuje Zakladni dokument o 1éCivé latce (Drug Master File) a jaké jsou jeho typy?
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