PRIHL ASKA VYN ALE ZU (21) &islo dokumentu:

zveiejnéna podle 8 31 zdkona ¢. 527/1990 Sb. 1 723 -98

(22) P#hlaseno: 21. 11. 968

(32) Datum podaénf prioritnf pFihladky: 04.12.95
CESKA (31) Cislo prioritnf ptihlasky: 95/566979
REPUBLIKA (33) Zemé priority: US

(19) (13) Druh dokumentu: A3

(51) Int. c1.6:
CO07D 253/08656

(40) Datum zvefejnéni ptihlsky vyndlezu: 168, 09. 98
(Véstnik ¢, 9/98)

(86) pCT &islo: PCT/US98/18761
(87) PCT tislo zvetejnént: WO 97/20828

Al

PROMYSLOVEHO
VLASTNICTVI”

(7 1) PrihlaSovatel:
SANOFI, Paris Cedex, FR:
(72) pivodee: -
Philion Richard, Pottstawn, PA, US:
4 (74) ZAstupce:
M Koreéek Ivan JUDr., Na basté sv, Jifi 9,
Praha 6, 16041;

(54) Nazev pHhlasky vynalezu;
Zpiisob ptipravy 3-amino-1,2,4-benzotri-
azindioxidu :

(57) Anotace:

ZpGsob vyroby 3-amino-1,2,4-benzotriazin
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Zptisob piipravy 3-amino-1.2 4-benzotriazindioxidu

Oblast techniky ) :
Tento  Vyndlez se tyki  zpisobu pripravy  3-amino-1,2,4-
benzotriazindioxidu (nadéle je nékdy oznadovan Jako tirapazamin) o
vysoké Cistoté pro systematické podavani pii lédeni rakovinnych nador(
u savcll,

Dosavadni stav techniky
Tirapazamin je znamou sloueninou, kterd je uvad&na v ramei patentu

==~ USA €. 3;868,371 jako-mikrobidini latka"a"v pateiti USA §3.957.779"

jsou tirapazamin.a sloueniny na jeho bézi popisovany jako prostfedky
pouZivan¢ na podporu ristu pii péstovani jatctnich zvifat Jako jsou
- dobytek, prasata a dribez. Tirapazamin je také slibnym Iékem pfi 1é8eni
rakovinnym nadorlim u saved, jak bylo popséano ve WO 91/04028, jehoz
popis je zde zahrnuty prostiednictvim odkazd. Pii systematickém uZivin{
tirapazaminu je diilezité, aby sloucenina byla vysoce isténd tak, aby
dosdhla své Zidouci protirakovinné aktivity bez jakychkoliv vedlejsich
ucinkd, které vznikaji diky neéistotdm, které mohou zlstat ve slouéening
z vyroby.

Zplsob ptipravy tirapazaminu je popsan v Angew. Chem. 84, 1061
(1972) a v patentu USA ¢. 3,868,371, a to nasledujicim zpUsobem,
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Podrobnosti tohoto procesu jsou reprodukovany dile.

e
L d
[ E N J

Do suspenze 13.6 ¢ (0,] mol) benzofuroxanu ve smési 40 ml

wiiy

methanolu a 40 ml vody je pridano po Castech pfi 20°C 17,2 g (0,2 mol)
kyanamidu sodného. V priibihu pridavéni teplota stoupa na 50°C - 60°C
a roztok plijimdé modrofialovou barvu. Daliich 40 minut je roztok
michin pii teploté piiblizné 60°C a sraZenina, ktera sc oddéluje, je
pomoci filtrace poté odstranéna 7 matedného lovhu, ktery je zachycen a

......

e o e dile zpracovin: StaZeninaje rozpudtinave Vods, roztok jefiltrovan “a

[4

fHltrat je acidifikovan kyselinou octovou, nages se oddli 12,5 g 3-amino-

[,2,4-benzotriazin-1 4-di-n-oxidu (71% teoretické hodnoty) ve formé
Cervenavezlatych krystalfl, ktcré tajf, za rozkladu, pfi teploté 220°C. P
acidifikaci mateéného lovhu kyselinou octovou se ziska dalicl
3-amino-1,2 4-benzotriazing
rekrystalizaci z dimethylformamidu tento materidl taje, za rozkl
teplote 220°C. Celkovy vytézek predstavuje §9% teoretické hodnoty.

(18%  teoretické  hodnoty)

Nyni jsem objevit zdokonaleny zpiisob vyroby 3-amino-1,2.4-

benzotriazin 1.4 -dioxidu.

1

Podstata vynalezu

Zpiisob  pripravy
zahrnuje tyto nasledujici kroky:

a) rozpudténi benzofurazan-1 oxidu v dimethylsulfoxidu, a to

v molarnim poméru 1 ku 3;

3-amino-1,2 4-benzotriazin

1, d-dioxidu

a

13,2 g

po
adu, pfi

b) rozpusténi kyanamidu sodného ve vods v molarnim poméru 3

ku?2 v reakcnf bance:

" ¢) piidani roztoku benzofurazan-1 oxidu do roztoku kyanamidu-

' - sodn€ho pii teploté pliblizné od 55°C do 65°C, preferovang pii teploté
: piiblizné 60°C, abychom ziskali sodnou siil 3-amino-1,2 4-benzotriazin

I,4-dioxidu ve formé srazeniny,
d} zachyceni sraZeniny pomoci filtrace:

¥

e) suspendovani filtrdtu ve vodé v objemu pfiblizné 1 ku 6:
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.. reakéni bariky a smichéni s.p¥iblizng péti.objemy vody; a
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f) ptidani methansulfonové kyseliny v ekvivalentnim mno#stvi.
asi 3,5 mol do suspendovaného filtratu a ziskani roztokuy; -

g) filtrace roztoku, abychom z ngho odstranily  kyselé
nerozpustné neistoty; ‘ |

h) vloZeni piefiltrovaného roztoku do tlumiciho roztoku, ktery
obsahuje nadbytek octanu sodného;

1) umoZnéni krystalizace, pii které se za¢nou tvofit krystalické
Castice, z nichZ vice nez 90 % mé velikost &4stic mendi nes 190 nm;

J) filtrace a propirani krystalickych &astic vodou:

k) vloZen{ promytych krystalickych &astic zp&t do uvedené

) filtrace krystalickych ¢astic a jejich proplachovani acetonem,
abychom ziskali vygistény 3-amino-1,2,4-benzotriazin 1,4-dioxid.

VyCiStény produkt miZe byt vysousen pfi teploté pfiblizng 50°C
az 60°C a homogenizovéan prosivanim skrz sito z nerezavéjici oceli &.'10,
aby byl poté pfipraven pro wiivani ve form& pevnych perorlaich
farmaceutickych pripravka, jako jsou mékké Zelatinové kapsle.

Preferovana forma vynalezu pfedstavuje  zplsob piipravy
3-amino-1,2,4-benzotriazin 1,4-dioxidu zahrnujici nasledujici kroky:

a) pfidani roztoku benzofurazan-1 oxidu v dimethylsulfoﬁ-:idu

-v moldrnim poméru 1 ku 3 do vodného roztoku kyanamidu a hydroxidu

sodného, ktery ma molarni pomér 3 ku 6, pii teploté ptibliZné od 55°C
do 65°C, abychem ziskali sodnou st 3-amino-1,2,4-benzotriazin 1,4-
dioxidu ve formé &4stetné suspenze/roztoku;

b} zfedéni &astené suspenze/roztoku vodou v objemovém
poméru piiblizné 1 ku 6 a ziskdn{ roztoku, ktery obsahuje zasadité
nerozpustné neéistoty; : '

¢) filtrace roztoku, abychom odstranili tyto zasadité nerozpustné
nedistoty;

d) neutralizace roztoku mirnym nadbytkem ledové kyseliny
octove a ziskdni nedisténé krystalické smési;
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€) ochlazenf krystalické smési a zachyceni pevnych &asti pomoci
filtrace ve form& vlhkého kolage; '

f) pfidéni, za stdlého michani, smési acetonu a kyseliny octové
v poméru ptiblizng 88:12; - .

g) zachyceni krystalickych &4sti pomoci filtrace a jejich

proplachovani smési acetonu a kyseliny octové v poméru pfibligng

88:12, ndsleduje proplachovani vodou; E
h) pfidani ptibliZzng péti objemn vody ke krystalickym &asticim a
ziskani suspenze; '

1) acidifikace suspenze pomoci kyseliny methansulfonové
- - ~v-ekvivalentnim poméru 3,5 mol; = -+ e v e e

J) zachyceni suspendovanych  krystalickych- &4stic pomoci
filtrace, jejich vioZeni do dobre promichaného zfedéného roztoku octanu.
sodného a umoinéni mikrokrystalizace, kdy se wvytvoi ¢dstice
0 pramérné velikosti men3f ne 190 nm: a

k) zachyceni mikrokrystalickych Castic pomoci filtrace a Jejich

proplachovdni vodou, poté proplachovan{ acetonem, abychom  ziskali

vyistény 3-amino-1,2,4-benzotriazin 1,4-dioxid.

VytiStény produkt mbze byt vysousen piibliZné pfi teplots 50°C |

az 60°C a homogenizovan prosivanim skiz sito z nerezavéjici oceli &. 10, *

aby byl poté pripraven pro uXivin{ ve formg pevnych peroralnich
farmaceutickych pripravkd, jako Jsou mekké Zelatinové kapsle. Pokud se
objevi agregace, je nutno pousit v procesu podle tohoto vyndlezu tipravu

drcenim, aby byla zajisténa homogenita mikrokrystalickych &dstic pted

jejich vloZenim do mékkych Zelatinovych kapsli. Drceni by mglo
probihat na nizkoenergetickém drticim zarizeni, aby se piedeslo velkym
nérazim a problémiim s teplotou. : ‘

Podrobny popis vynalezu

Tirapazamin je siln& G¢innym cytotoxickym ¢&inidlem, u kterého
se ukdzala zvySena toxicita a selektivita vici hypoxickym buiikdm, které
existujf v rakovinnych nddorech. Jeho wginnost byla sledovana jak
u parenterdlnich pipravk, tak u peroralnich pripravkil v tuhé formé,
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Jednim. zcili tohoto vynilezu je poskytnout tirapazamin s takovou
velikosti &dstic, kterd je vhodna pro perordlni pevné pfipravky bez
nutnosti sniZit velikost ¢astic ndsledn po syntéze tirapazaminu.

Abychom ziskali vysoce &isty tirapazamin, ktery by bylo mozno
pouZit v téchto farmaceutickych piipraveich, byly provadény rozsahlé
studie toho, jak zlepsit zpisob piipravy a vysledny produkt, které byly
zvefejnény v Angew. Chem. 84, 1061 (1972) a vpatentu USA
¢. 3,868,371, jak je popsdno dale. :

"""'Pi"f"k]adY'DI‘OVCan]"Vynélezu o e

Heterogennf reakéni podminky

Priklad 1

Proces popsany prostiednictvim  odkazi byl  opakovan
s modifikacemi tak, jak je popsdno u piikladii 1 - 4.

Heterogenni reakce jednoho molu benzofurazan-1 oxidu se tfem;
moly kyanamidu sodného v 50% vodném roztoku methanolu je
bezprostiedné exotermicka. Podle uvedenych odkazil je preferovanym
pofadim suspendovat benzofurazan-1 oxid a dva moly kyanamidu
sodného ve vodném methanolu. Po nekolika minutéch byl do reakéni
smési pfiddn daldi mol kyanamidu sodného. Kratce poté se prechodna
sodna sil srazila ve formé Gernofialové méslové pevné hmoty. Mokra
hmota se obtizné prenasela z b&Zné reakéni bariky a filtrace byla pomal4
a obtiZnd. Neti%téna sraZenina byla rozpusténa ve vodé a filtrovéna tak,
aby byly odstranény zisadité nerozpustné nelistoty.  Filtrat byl
acidifikovan kyselinou octovou a produkt byl izolovén jako oranZové
zabarvend pevna latka: produkt byl rozputén pitbliZné v 10 objemech -
kyseliny octové pii 80°C, ale krystalizoval a? poté, kdy byl
zkoncentrovan, nebo alternativné roz¥edén rozpoudtédlem s mensi
polaritou. '

Piiklad 2

Zde byl pouzity stejny zptisob jako u piikladu 1, s vyjimkou toho,
Ze prechodnd &ernofialovd maslovd tuha hmota byla rozpuiténa a

Yy




acidifikovéna bez filtrace. Vytszck byl vysoky, ale prostiednictvim TLC
byla zjidténa nedistota, kterou &lo velmi obtiZzné odstranit pomoci
chromatografie. Neistota byla izolovana bleskovou chromatografii a
identifikovana jako fenazin 1,5-di-n-oxid, Tato sloudenina je
nejhojnéjsim vedlej$im produktem pii reakci a vznikd pfi samovolné
kondenzaci benzofurazan-1 oxidu.

Priklad 3

Bylo postupovéno podle zptisobu u piikladu 1, s vyjimkou toho,

‘Ze2* moly “benzofurazan-1~oxida Teagovaly “§ 6 moly "kyanamidu
sodného; a byl ziskén neéistény produkt. Po priddni dvou roztoki nastala
silnd exotermickd reakee doprovizens uvolndnim plynu. VytéZek po
zpracovan{ byl sniZen na 22%. )

Piiklad 4

Bylo postupovéno podle zptisoby u piikladu 1, s vyjimkou toho,
Ze 1,2 mol benzofurazan-1 .oxidu reagovalo s 3,6 moly kyanamidu-
sodn¢ho a byl ziskan neci§tény - produkt. Po zachyceni byl srazeny
necidtény produkt suspendovin ve vodg a byl pFiddvan 35% hydroxid
sodny, dokud se nevytvoiil roztok. Roztok by prefiltrovan a acidifikovén.
kyselinou octovou a byl ziskan krystalicky produkt. Bylo zjisténo, e
produkt obsahuje nedistotu, mono-n-oxid fenazinu. Produkt také
obsahoval vlocky, které bylo moZno odstranit pouze filtraci z kyseliny
octove pit teploté 85°C. Jako vazny nedostatek se ukdzala manipulace
s horkym roztokem cytotoxického &inidla. :

&

Il

Aby bylo moZno eliminovat nedostatky a nezadouct rysy- procesu
provadéného podle odkazii a takto ziskaného findlniho produktu, byly
provadény zdvainé studie zabyvajici  se  vybérem nejlepiich
experimentdlnich podminek g reagenéniho Cinidla pro vyuZiti ve
" "zdokonaleném proces pfipravy. '

I I
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Homogenni reakéni podminky

1. Rozgou§téd.]o

Charakteristiky rozpustnosti reagencnich &inidel omezovaly

vyber rozpou§tddla pro provadéni pokusd za homogennich reakCnich
podminek. Benzofurazan-1 oxid je dobie rozpustny v nepoldrnich

rozpoustédlech jako jsou toluen nebo cthylacetdt. Mnohem hiie je

rozpustny v isopropanolu nebo methanolu. Nicméng je dobie rozpustny

v polarnich aprotickych rozpoustédlech, jako je dimethylformamid,

benzofurazanu-1 oxidu se rychle endotermicky rozpousti ve trech
objemech DMSO za pokojové teploty.

Kyanamid sodny neni rozpustny v organickych rozpoustédlech,
ale exotermicky se rozpousti ve vodg. Tii moly Ize rozpustit ve dvou
objemech vody a ziskdme kyanamid sodny, ktery je v rovnovize
s hydroxidem sodnym.

Silné leptavé reakéni prostiedi bylo limitujicim faktorem p#
volb€ rozpoudtédla pro benzofurazan-l oxid. Prednost  dostal
dimethylsulfoxid pied dimethylformamidem diky své prokazané stabilite
v silné zisadeé.

2. ReZim pridavani

BéZné pFidavani bylo definovano Jjako piidavani roztoku
benzofurazan-1 oxidu v DMSO do roztoku nadbyte€ného kyanamidu
sodného ve vodg. PFi jednom pokusu, kdy byl vodny roztok kyanamidu
sodn¢ho piidavan do roztoku benzofurazan-1 oxidu v methanolu, byl
zjitén nizky vytdzek produktu a jako hlavni vedlejsi produkt 2 této
reakce byl identifikovdn fenazin mono-n-oxide. 7a podminek, kdy je
pritomen nadbytek benzofurazan-1 oxidu, jako pii opatném piidavani, je
upfednostiiovana tvorba vedlej$ich produktf na bizi fenazinu.

3. Stechiometrie

Podle literatury (Angew. Chem. Int.Ed., Sv. 11 (1972) 1009 a na
zdklade naScho vyzkumu, kdy jsme pouzivali heterogenni  reaké&ni

-- n-methylpyrrolidinon - nebo dimethylsulfoxid " (DMSO). " Jeéden ‘mol”

e
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podminky, vyZaduje pfiprava tirapazaminu 3 ckvivalenty kyanamidu
sodného na kazdy ekvivalent benzofurazan-1 oxidu. PH Jjednom pokusu
reagoval jeden moldrni ekvivalent s 2 moldrnimi ekvivalenty za
homogennich podminek a byl ziskin 26% vytezek vychoziho
benzofurazan-1 oxidu. Tepelna stabilita vodnych roztokd kyanamiduy
sodného je dobfe znama, ale je také zndmo, Ze pii zvySenych teplotich
dochdzi k hydrolyze na kyanatan a k uvolnéni amonia, Je také znamo, ze
kyanamid polymerizuje na dimerové druhy a na ve vodg nerozpustny
trimer, melamin.

benzofurazan-1 oxidu v DMSO a ve vod¢. Tvorba produkty byla .

srovnatelnd s kyanamidem sodnym, ale pouze pfi pouZiti tfech molg
+ kyanamidu a Sesti molg hydroxidu sodného.

4. Teplota

P¥i standardnich reakénich podminkach je roztok benzofurazan-1
oxidu v DMSO pfi- pokojové teplote piddvan do roztoky kyanamidu

sodného ve vodg. Vytezek produktu byl optimalni, pokud byla teplota

- roztoku kyanamidu sodného b&hem pridavéni
60°C. Za této teploty probéhl
viditelnd exotermickd reake
udrZovéna pii 34°C - 40°C mél vjchozi benzofuraz

%. Podrobnosti tohoto pokusu a daliich
reprodukovatelnost pti optimalnf

udrZzovdna mezi 55°C -
a reakee rychle a nebyla pozorovéna 34dng
¢. Piijednom pokusu, kdy teplota byla
an-1 oxid vytézek 40
pokusdi, které prokazaly
reakéni teplotg jsou uvedeny v Tabulce

TABULKA 1
Kod | Moly A | Moly B* | Reakeni Nedistény | Politek
. teplota vytéZiek | vynosu
1736-051] 1. 3 34-40 38% 40%
1736-049 I 3 60-95 48%
1736-054 0,1 0,2 38-60 31% 29%
1736-052 1 3 35-60 65%
1736-057 1 3 58-62 65%
1736-061 | 3 50-58 56%

A* = benzofurazan-1 oxid.
B* = kyanamid sodny

we == = Probéhlo-nékolik  Komivesrniah feakei s pouziti kyanamidu a




5. Pomér rozpoustédla

VetSina pokusti probéhla pii poméru DMSO/voda piiblizné 1 ku

I. Pti jednom pokusu, kde byl pouZity pomér DMSO/voda 1 ku 2, byl

zaznamendn mirné vy3$i vytéZek vychoziho benzofurazan-1 oxidu a

" vytézek tirapazaminu byl podle toho odpovidajicim zplisobem niz3i.

Vétsina reakci probihala na zaklads poméru objemu benzofurazan-1
oxidu k vaze 7 ku 1. :

+ 7 "Kdyz byl DMSO nahrazén tozpoustedly Tako sou isopropanol

nebo THF, reakce dala prevazné vychozi materidl, dokonce i po
prodlouZeném zahiivani.

6. Krystalizace

VyCiSténi.nedisténého tirapazaminu bylo dosaZeno rozpou§ténim
neciSténého tirapazaminu v 9 objemech kyseliny octové pri teploté 80°C
- 90°C. Smés byla poté filtrovéna, aby se odstranily ‘nerozpustné
necistoty. a filtrét byl koncentrovén za podminek ¢asteéného vakua na
jednu polovinu piivodniho objemu pii teploté 60°C. To, #¢ nedoslo ke
krystalizaci z kyseliny octové nebo kyselych roztokii, neustile vedlo
k problémtim.s vlotkami. Identifikace vlogek nebyla provedena. Filtrace
vlotkovitych roztokl dala pouze skvrnmu na filtradnim papirku a
" mnoZzstvi pevnych ldtek nedostateéné k tomu, aby mohly byt
charakterizovany pomoci béZnych spektroskopickych metod.

"~ Aby bylo moZno se vyhnout destilaci, lze pfipravit
koncentrovangjsi roztoky pii teploté 106°C z 6 objemi kyscliny octové,
Ackoliv je to proveditelné, bylo to povazovino za potencialni riziko.

Byly pfipraveny. suspenze obsahujici 9 g tirapazaminu v 50 ml
vody a tfi kyseliny (methansulfonova, sirova a chlorovodikova) byly
vybrény, aby provétily jejich piislusnou rozpustnost. Roztok kyseliny
methansulfonové  se ukézal jako nejslibnéj§i a po neutralizaci

hydroxidem sodnym byla izolovéna volnd zasada. Krystaly ztohoto

procesu byly provéfeny z hlediska velikosti &4stic a nesplnily danou
specifikaci, kdy plati, 7e 90 % < 190 nm.
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Exotermické reakee z neutralizace hydroxidem sodnym zabranila
rychlému pridavani, které je povazovano za nezbytné pro vytvoteni
krystal(i s pozadovanou velikosti ¢éstic. Tento problém byl feden
prudkym ochlazenim kyselého roztoku ve studeném tlumicim roztoku
octanu sodného, ktery zmimil exotermickou reakci a umoZnil velmi
rychlé plidavani. Krystaly ziskané timto zplsobem splnily danou
specifikaci pro velikost stic. Vytézky a prvotni provéteni pomoci TLC
a HPCL poskytly profil negistot velmj podobny jako byl ten ziskany
z kyseliny octové. Mnohem dileZit€jsi bylo, Ze nebyla ZjiStén Zadna
- stopa po viockach.z reztokd kyseliny octové, které byly ponechany stat
pics celou noc.

PHt pouZiti homogennich reakénich parametrli ziskanych ze studi
byl tirapazamin pfipraven tak, jak je popséno v piikladu 5.

Piiklad 5

Probehlo sedm reakel s mnoZstvim benzofurazan-1 oxidu
pohybujicim se v rozmezi od jednoho, dvou a tH mold a s
odpovidajicim mnoZstvim i, Sesti a deviti moll kyanamidu sodného,
Jak je vidét v Tabulee 2.

Roztok benzofurazan-1 oxidy v dimethylsulfoxidu v molarnim
‘poméru | ku 3 byl pfidavin do vodného roztoku kyanamidu sodného
majici moldrni pomér 3 ku 2 pri teploté pfiblizng 60°C, ktery byl
umistén v reakéni nadobs. Doba piidavéni se lidila od 8 do 34 minut a
sodnd siil produktu sc srazila nékolik minut poté, co bylo dokonéeno
piidavini. SraZenina byla odstranéna filtraci a byla suspendovana ve
vodé v objemovém poméru priblizné 1 ku 6. Suspenze obsahuje zasadity
nerozpustny material a proto je filtrovana, aby tento nerozpustny
material byl odstranén. Do suspenze bylo pfiddno asi 3,5 mol
ekvivalentd kyseliny methansulfonové, pii pokojové teploté. Teplota
vzrostla na pfiblizng 45°C a teply roztok byl prefiltrovan, .aby se
odstranily kyselé nerozpustné nedistoty. Filtrdt .byl poté vloZen do
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tlumiciho roztoku, ktery obsahoval nadbytek octanu sodného. Objevila
se rychld krystalizace, kdy 90% krystalt mélo velikost &stic mengi nes
190 nm. Krystalické Castice byly prefiltrovény a dobie promyty vodou.
Krystalické &astice, ve formé vlhkého kol4de, byly vloZeny zpét do
reakéni nddoby a smichany s piiblizng péti objemy vody. Po promyti
byly pevné litky prefiltrovany a proplachnuty acetonem. Vysledkem byl
. vyCiStény tirapazamin. Vy&istény material byl vysouSen t¥i dny pfi
teploté piblizng 50°C az 60°C. Such4 pevna latka byla homogenizovana
tak, Ze byla prosivina pies nerezavéjici ocelové sito &. 10.

VytéZek a vysledky zkoudek jsou uvedeny v Tabulee 2. e L
TABULKA 2
Kéd Moly | Moly | Ne¢i§tény | Vytéiek.| ETI | LOD | Zkoutka
Ax* B+ vynos '
1736-077 | 1 | 3. ] 1239 69% 10,181 26 | 92,7%
1736-078 | 2 0 241 ¢ 68% | 015 ] 32 | 945%
1736-080 | 2 6 224 ¢ 03% 0,14 | 54 98.5%
1736-082 | 2 6 247 ¢ 69% 10,92 55 93.1%
1736-084 | 2 6 246 ¢ 69% 10,79 ] 82 1 918%
1736-086 | 3 9 318 ¢ 60% 082 | 23 92,4%
1736-088* [ 1 3 116g 65% | 0911 0,7 | 962%

A* = benzofurazan-1 oxid.
B* = kyanamid sodny

Proces byl usp&sné opakovan v méfitku 4 a 15 moly, kdy byla
takto ziskana kilovd mnoZstvi tirapazaminu v &isté formé. Proces spifiuje
kritéria bezpecnosti a reprodukovatelnosti. Takto vyrobeny produkt
v krystalické formé ma velikost &dstic v fadu nanometrt, coz je nezbytné
pro tuhé perordlni prostiedky pouZivané pii léteni rakovinnych nadord.

Proces podle tohoto vyndlezu ve své preferované formé je
uveden v popisu piikladi 6 a 7.
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Priklad 6

Do vodného roztoku, ktery obsahuje pfiblizngé 6 molli hydroxidu
sodného byly pii teploté 20°C - 30°C pridavany priblizng tfi moly
kyanamidu. Smés byla asi hodinu michdna pfi pokojové teploté a poté
zahfatA na 60°C. Roztok obsahujici jeden mol benzofurazan-1 oxidu
(vypodteno na bazi suché hmotnosti) v dimethylsulfoxidu byl pfiddvéan
do zasadité smési kyanamidu po dobu 10 - 20 minut. Na konci pfidavani
se vyvinula exotermicka reakcee, kterd byla chlazenim udrzena pod 75°C.

...Smés_byla. rozfedéna _ deionizovanou vodou, .a.. nerozpustné. vedleji. . . .

produkty byly odstranény filtraci pfi teplot€ pfiblizn€ 45°C.
Kombinovany filtrat a smaceci latky byly acidifikovany ledovou

- kyselinon octovou. Krystalickd smés byla ochlazena.a pevné litky byly:

zachyceny filtraci. Kola¢ byl proplachovén deionizovanou vodou a vihké .

tuhé Iatky byly pfeneseny do Cisté reakéni nadoby.

VIhké pevné litky byly ziedény smési acetonu a kyseliny octové
v piiblizném poméru 88:12. Smés byla michana pii pokojové teploté po
dobu asi 30 minut. Pevné latky byly zachyceny filtraci. KolaE byl také

proplachovin roztokem acetonu. a kyseliny octové (v.poméru 83:12) a.

poté deionizovanou vodou. VIhky kola¢ byl pfenesen do Cisté reakni
nadoby.

Koneéné vydidténi

"Vihké tuhé latky byly zfedény deionizovanou vodou a sué.penze‘_
byla acidifikovana zfedgnou kyselinou methansulfonovou. Smés byla

oSetiena dfevénym uhlim a nékolik minut michana pfi teploté piibliZng
45°C. Smés byla pfefiltrovina tepld a oSetfeni dfevénym uhlim se
opakovalo podruhé. Po filtraci byl teply filtrat naplnén do dobre
" promichaného studeného roztoku zfedéného acetitu sodného. Pevné
latky byly zachyceny filtraci. Kola¢ byl proplachovén deionizovanou
vodou a poté acetonem. Krystalibl_(é pevné latky byly vakuoveé vysuseny
pii teploté pfiblizné 55°C a vysledkem byl Cisty produkt.

12
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Celkovy vytezek byl asi 40 - SO % teoretické hodnoty.

Priklad 7

Tento piiklad popisuje zplsob vyroby velké divky mnoZstvi
1,2,4-benzotriazin-3-amino 1,4-dioxidu.

50 galonovy reaktor (K-7) byl vy€idtén dusikem a naplnén 17,9 1
deionizované vody a 11,9 kg (297 mol) zrn hydroxidu sodného. Pro

dokud nevznik! &isty roztok a poté byla ochlazena na 15°C - 25°C.
Roztok byl naplnén 6,3 kg (150 mol) kyanamidu a michan | hodinu pfi

teploté 20°C - 30°C. Mezitim byl jiny kotel (K-5) naplnén 7,4 kg

vlhkého benzofurazan-1 oxidu (7,0 kg vypoditdno na suché bazi) (50
mol) a 25,5 kg dimethylsulfoxidu. Smés byla michana pfi zahtivani na
teplotu 20°C - 30°C po dobu 50 minut. -

Roztok kyanamidu.(K-7) byl zahfivan na 60°C. Benzofurazan-1
oxid (K-5) byl prevadén skrz ptimy filtr s vyménnou viozkou do roztoku
kyanamidu po dobu pfibliZné 20 minut. Reakéni smés byla pi
ochlazovini michana po dobu dalSich 20 minut a teplota nepfesdhla
71°C. Do reakce byla postupné pfidavana deionizovana voda (50 1).
Smés byla ochlazena na teplotu 44°C a nerozpustné vedlej$i produkty
byly odstranény skrz pfimy filtr s vyménnou vloZkou, ktery vypousté!
filtrat do 50 galonového reaktoru (K-8). Filtrat byl acidifikovan pfidanim
19,9 kg (332 mol) kyseliny octové. Smés byla ochlazena na 22°C a
michani pokraCovalo | hodinu. Pevné latky byly zachyceny filtraci.
Reaktor (K-8) byl proplachovan 17,3 | deionizované vody a aplikovan na
filtrovy kolag. Vlhky kola¢ byl prenesen do S0 galonového reaktoru
(K-8).

Byl pfipraven roztok obsahujici 34,9 kg acetonu a 6,0 kg kyseliny
octové a pridan k ne¢isténym pevnym latkam v K-8. Smés byla michéna
pfi teploté 25°C po dobu 3 hodin a pevné latky byly zachyceny filtraci.
Kolag byl proplachovan roztokem obsahujicim [0,4 kg acetonu a 1,8 kg
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kyseliny octové. Reaktor (K-8) byl naplnén 15,0 | deionizované vody a
byl pouZity k promyti koldte. Nevygistény vihky kolag byl pouZity pro
finalniho ¢isténi,

50 galonovy reaktor (K-8) byl naplnén 11,6 kg (141;5 mol)
bezvodého octanu sodného a 61,5 | deionizované vody. Smés byla
michdna a Cisty roztok byl ochlazen na 10 - 20°C,

Mezitim byl 30 galonovy reaktor (K-11) vygistén dusikem a.

naplnén 35,9 1 deionizované vody a 7,7 kg netidténého vihkého

tirapazaminu. Suspenze byla michana _po dobu 20 minut a 10,0 kg (102
ol kyseliny methansilfonové bylo pridavano po dobu nékolika minut.

Teplota byla upravena na 40°C - 45°C a do tmavého roztoku bylo
priddno 0,2 kg aktivniho dievéného uhli a 0,2 kg viotek solka. Smés
kolovala skrz piimy filtr a byly odstranény pevné latky. OSetfeni
aktivnim dfevénym uhlim a vlotkami solka bylo opakovano podruhé.
Filtrat  koloval skrz ledtici filtr a rychle byl naplnén do studeného
roztoku octanu sodného (K-8). Smés byla michana a ochlazovéna asi 1,5
hodiny a pevné - litky - byly zachyceny filtraci pti teploté  10°C.
Deionizovand voda (34 kg) naplnénd do reaktoru (K-8) byla pouzita

k promyti filtratniho kolage. Kola¢ byl naposledy proplachnuty 17,9 ke

acetonu a vakuové vysousen pfi 55°C-60°C po dobu 43 hodin. Viha
Cistého produktu byla 3,41 Kg (37,2% vyt&Zku teoretické hodnoty).

Po popisu vynalezu s odkazem na jeho preferované formy je

~ jasné, Je t&m, ktef{ maji zkudenosti v oboru, budou zfejmé modifikace

v ramci vynalezu.
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JUDr. Ivan KORECEK

Advokatni a patentovd kancelaf

160 00 Praha 6. Na hasté sv. Jifi 9

P.O. BOX 275, 160 41 Praha 6
Ceska republika

PATENTOVE NAROKY

1. Zphsob ptipravy 3-amino-1,2,4-benzotriazin 1,4-dioxidu zahrnujici
nasledujici kroky:

a) piidani roztoku benzofurazan-1 oxidu v dimethylsulfoxidu

v molérnim poméru 1 ku 3 do roztoku kyanamidu sodného ve vode

v moldrnim poméru 3 ku 2, ktery se nachdzi v reak&ni nidobe pfi teploté

piiblizng od 55°C do 65°C a ziskéni sodné soli 3-amin0-l,2,4-

* benzotriazin 1,4-dioxidu jako sraZeniny;

..—..b). odstran&ni sraZeniny.a jeji_suspendavani v nadbytecne vode;

c) piidani asi 3,5 mol ekvivalentu kyseliny methansulfonové do

suspenze a ziskdni roztoku;

dy filtrace roztoku. a odstranéni kyselych nerozpustnych nedistot

z tohoto roztoku;

e) vloZeni prefiltrovancho roztoku do tlumiciho roztoku, ktery

obsahuje nadbytek octanu sodného a umo#néni krystalizace;
f) filtrace a propirani krystalickych ¢astic vodou;

g) vloZeni promytych krystalickych &astic zpét do uvedené

reakéni nddoby a zamichani s piiblizné péti objemy vody; a

h) filtrace krystalickych astic a jejich proplachovani acetonem a

ziskan{ vy¢idténého 3-amino-1,2,4-benzotriazin 1,4-dioxidu.

2. Zptisob podle patentového naroku 1, ktery déle zahrnuje: vysuSeni a
homogenizaci vy&idténého 3-amino-1,2,4-benzotriazin 1 4-dioxidu.

3. Zptisob podle patentového naroku 1, kdy je uvedeny benzofurazan-1
oxid pfidavan do uvedeného roztoku kyanamidu sodného pii teploté
priblizné 60°C.

4. Zpisob podle patentového naroku 1, kde v kroku (b) je filtrat
suspcndovan ve vodé v objemovém poméru | ku 6.

5. 3-amino-1,2,4-benzotriazin 1,4-dioxid ve formé krystalickych Castic,
které maji velikost mendi nez 190 nm, vyrobeny na zékladé zptisobu
podle patentového néroku 1.

it
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6. prlsob piipravy 3-amino-1,2,4-benzotriazin 1,4-dioxidu zahrnujici
nasledujici kroky:

‘ a) piidani roztoku benzofurazan-1 oxidu v dimethylsulfoxidu
v molérnim poméru 1 ku 3 do vodného roztoku kyanamidu a hydroxidu
sodného. ktery ma molarni pomér 3 ku 6, pii teploté pfiblizn€ od 55°C
do 65°C a ziskdni sodné soli 3-amino-1,2,4-benzotriazin 1,4-dioxidu ve
formé &astecné suspenze /roztoku;

b) ztedéni &astetné suspenze/roztoku - vodou v objemovém

nerozpustné necistoty; »
¢) filtrace roztoku kvili odstranéni zésaditych nerozpustnych
necistot; o

d) neutralizace roztoku mirnym nadbytkem ledové kyseliny
octové a ziskani necigténé krystalické smési; '

¢) ochlazeni krystalické smési a zachyceni pevnych &astic
pomoci filtrace ve formé vlhkého kolace;

f) pfidani, za stilého. michdni, sm&si acetonu a kyseliny octové
v poméru piiblizné 88:12; :

p) zachyceni krystalickych &astic pomoci filtrace a jejich
proplachovani smési acetonu a kyseliny octové v poméru piiblizng 88:12
s naslednym proplachovinim vodou,

h) piidani piiblizng péti objemi vody ke krystalickym &asticim a
ziskani suspenze;

i) acidifikace suspenze pomoci kyseliny methansulfonové
v ekvivalentnim poméru 3,5 mol,

j) zachyceni suspendovanych krystalickych gastic  pomoci
filtrace, jejich vloZeni do dobfe promichancho ziedéného roztoku octanu
sodného a umoznéni mikrokrystalizace, kdy se vytvoii Castice o
priimémé velikosti mensi nez 190 nm; a '

-poméru piiblizng- 1 -ku--6 a ziskdni roztoku, -ktery obsahuje. zésadité ...

L1]
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k) zachyceni mikrokrystalickych ¢&stic pémoci filtrace a jejich
proplachovdni vodou, poté¢ proplachovani acetonem a ziskéni
vycist&ného 3-amino-1,2,4-benzotriazin 1,4-dioxidu.

7. Zplsob podle patentového néroku 6, ktery dale obsahuje vysuSeni a
homogenizaci vycisténého 3-amino-1,2,4-benzotriazin 1,4-dioxidu.

8. Zpiisob podle patentového niroku 6, kde uvedeny benzofurazan-1
oxid je pfidavan k uvedenému roztoku kyanamidu pfi teploté pfibliZné
60°C. ' »

 m o et ——— - P smem———— N e e ey

9. 3-amino-1,2,4-benzotriazin 1,4-dioxid ve formé mikrokrystalickych

Castic, ktery je vyrobeny zplisobem podle patentového naroku 6.
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