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(57)Anotace:

Reseni se tyka pyridazinylového derivatu vzorce I a jeho
pouiti jako referen&ni sloudeniny pro stanoveni potencidlné
genotoxickych negistot ve vzorcich levosimendanu. Reseni se
dale tyka také analytické metody stanoveni potencidiné
genotoxickych netistot ve vzorcich levosimendanu, kde se
jako refere¢ni slouCenina pouZije slou€enina vzorce L.
Levosimendan je u¢inny pfi 1é¢bé srde€niho selhani.
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Referendéni sloucenina pro pouziti v analyze Sarzi

levosimendanu

Oblast techniky

Pfedkladany vynalez se tyka [[4-(2~azido-3-metyl-5-
oxotetrahydrofuran-2-yl) fenyllhydrazono]propandinitrilu (I) a
jeho pouziti jako referenéni slouceniny v analyze synteézy
Sarzi levosimendanu, zejména pro stanoveni potencionalné
genotoxickych neclistot ve vzorcich Sarzi levosimendanu.
Predkladany vynélez se také tykd analytického zpusobu
stanoveni potenciondlné genotoxickych necistot ve vzorcich
Sarzi levosimendanu, kde [[4-(2-azido-3-metyl-5-
oxotetrahydfofuran—Z—yl)fenyl]hydrazono]propandinitril (I) Jje

pouzit jako referenéni sloucenina.

Dosavadni stav techniky

Levosimendan, ktery Jje enantiomerem [[4-(1,4,5,6-tetrahydro-
4-metyl-6-oxo~-3-pyridazinyl) fenyl]hydrazono]propandinitrilu, a
zplsob jeho pifipravy jsou popsa&ny napf. Vv patentu EP 565546
Bl. Levosimendan Jje G¢&inny v 1é&bé srdeéniho selhdni a
vyznamné se vazZe v zavislosti na kalciu na troponin. Pouziti
levosimendanu v 1lé¢bé ischémie myokardu je popsano ve WO
93/21921. Hemodynamické uc¢inky levosimendanu u <&lovéka Jjsou

popsany v praci Sundberg, S. et al. Am. J. Cardiol., 1995; 75:

1061-1066. Levosimendan je reprezentovan vzorcem:

\\C . CH,
\C=N N o
- \
C/ 4 N—NH
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pacientlt se srde¢nim selhanim.

Levosimendan miZe byt pripraven vysoce <¢&isty a v témér
kvyntitativnich vyté&Zcich reakci (-)-6-(4-aminofenyl)-5-metyl-
4,5-dihydro-3-(2H) -pyridazinonu s dusitanem sodnym a
malononitrilem, jak je popsano v patentu EP 565546 Bl. Bylo
viak zjisté&no, Ze syntetizované vzorky levosimendanu vykazuji

ob&as v testu na mutagenitu bakterii (Ames test) potencialni

genotoxické vlastnosti.

Popis vynélezu

Nyni bylo =zji3té&no, Ze potencidlni genotoxické vlastnosti
vzorkll levosimendanu jsou zptisobeny nelistotou tvofenou azido

derivatem majicim vzorec (I)

Azido derivat je ufinny mutagen, ktery se miZe vytvorit béhem
syntézy levosimendanu v mnoZstvi, které Jje dostatelné pro
vytvo¥feni pozitivniho vysledku v testu mutageneze bakterii.
Tato sloucenina, nazyvana [[4-(2-azido-3-metyl-5-
oxotetrahydrofuran-2-yl) fenyl]hydrazono]lpropandinitril (I), IJje
proto uZiteénd jako referenéni slouCenina v rutinni analyze
syntézy Sarzi levosimendanu, obzvlasté pro stanoveni
potencidlné genotoxickych necistot v SarZiich levosimendanu.

Pritomnost sloueniny (I) v SarZi levosimendanu ukazuje, Ze je
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nezbytné provést dalsi rekrystalizaci pro ziskani

levosimendanu vhodného pro pouziti jako léku.

Strudny popis obrazkl

Obr. 1 je HPLC chromatogram standardy [[4—(2—azidd—3—metyl—5~
oxotetrahydrofuran—Z—yl)fenyl]hydrazono]propandinitrilu (0,04
ug/ml) .

Obr. 2 je HPLC chromatogram levosimendanu ve formé hrubého

materialu.

Detailni popis obrazkl

Predkladany: vynadlez poskytuje referencni slouceninu majici
vzorec (I) pro stanoveni potencidlné genotoxickych nelistot ve
vzorcich Sarze levosimendanu. P¥edkladany vynalez také
poskytuje referendni preparat pro stanoveni potencidlné
genotoxickych neCistot ve vzorcich Sarze levosimendanu
obsahujici slouceninu (T) volitelné spolu s analyticky
pfijatelnym nosi¢em a zejména Vv podstaté s nepfitomnymi

derivaty pyridazinylu.

Predkladany vynadlez také poskytuje pouziti slouCeniny (I) Jjako
referen&ni sloueniny pro stanoveni potencidlné& genotoxickych

nedistot ve vzorcich 3arZe levosimendanu.

Pfedkladany vynalez také poskytuje analyticky zplisob stanoveni
potencialné genotoxickych neCistot ve vzorcich SarzZe
levosimendanu charakterizované tim, ze sloucenina (1) je
pouzita jako referen&ni sloucenina a obzvlaste tim, Ze fecleny
vzorek levosimendanu je analyzovéan pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie (HPLC).

Dale predkladany vynalez poskytuje analyticky zpusob stanoveni

potencidlné genotoxickych nelistot ve vzorcich Sarze
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levosimendanu, kteryZto zpusob zahrnuje pfipravu referencniho
standardniho roztoku rozpudté&nim slouceniny (I) v roztoku,
pfipravu testovaného roztoku rozpudténim vzorku SarzZe
levosimendanu v roztoku, ziskadni HPLC chromatogramu freceného
standardniho roztoku, =ziska&ni HPLC chromatogramu feceného
referendniho testovaného roztoku a stanoveni koncentrace

slouceniny (I) ve vzorku.

Termin “analyticky pfijatelny nosi¢” zde znamena nosi¢, ktery
nezabrafiuje kvalitativni nebo kvantitativni analyze sloucCeniny
(I). Vyb&r vhodného analyticky pfijatelného nosic¢e Jje dobrfe
znadm osobam znalym oboru. Pfikladem analyticky pfijatelného

nosic¢e je dimetylsulfoxid.

Slou&enina (I) maZe byt pripravena reakci 6-(4-aminofenyl)-5-
metyl-4,5-dihydro-3-(2H)-pyridazinonu s dusitanem sodnym a
malononitrilem, kde dusitan sodny Jje pouzit v molarnim
nadbytku, a dale separaci slouceniny (I) z reakéni smési.

Postup je popsan detailné& v Pfikladu 1.

Produkt 3arZe levosimendanu Jje pfednostné analyzovan za
pouZiti vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC). Vhodné
zarizeni zahrnuje napfiklad C-8 HPLC kolonu s reverzni fazi
s UV detekci p¥i 360 nm. Mobilni fazi Jje napriklad smeés
fosfatového pufru, pH 2,1, a acetonitrilu. Vzorek
levosimendanu je rozpudtén ve vhodném rozpoustédle, jako Je
napfiklad smé&s dimetylsulfoxidu, metanolu a vody. Referencni
roztoky jsou pfipraveny rozpudténim slouCeniny (I) ve vhodném
rozpoudté&dle. Retenéni ¢asy levosimendanu a slouceniny (I)
nebo jejich diastereomerll Jjsou stanoveny podle pouzitych
chromatografickych podminek. MnoZstvi slouceniny (I) ve vzorku
levosimendanu je ur&eno srovnanim chromatogramd roztoku se
vzorkem a roztoku referen&niho. Postup 3je popsédn detailné

v Prikladu 2.
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MnoZstvi neZadouci nedistoty (I) v 3arZi levosimendanu mbZe
byt sniZeno pomoci metod znamych v oboru, Jjako Je naptiklad
rekrystalizace. Rekrystalizace levosimendanu mize byt
provedena z jakéhokoli vhodného rozpoustédla, kdy prednostnim

rozpouStédlem je aceton.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1. Priprava [[4-(2-azido-3-metyl-5-oxotetrahydrofuran-

2-yl) fenyl]lhydrazono]propandinitrilu (smési diastereomeru)

6- (4-aminofenyl)-4,5-dihydro-5-metyl-3-(2H) -pyridazinon (153
g, 0,75 molu) bylo rozpuSténo v kyseliné octové (750 ml). Do
roztoku byl pomalu pfidadn pfi teploté 10-20°C dusitan sodny
v pevné form& (210 g, 3,0 moly). Reakéni smés byla rychle
nalita do roztoku malononitrilu (150 g, 2,3 molu) o teplote
20°C a vody (1500 ml). Vyslednd smés byla promichavana pfi
teploté 20-25% po dobu 60 minut a poté zfiltrovéna a promyta
vodou. Vlhky pevny materidl byl postupné extrahovan
tetrahydrofuranem (300 ml) a etyl acetétem (1900 ml).
Zkombinované extrakty byly vysuSeny siranem sodnym a
rozpoustédla byla odpafena ve vakuu. Reziduum bylo rozmélnéno
v etylacetatu (200 ml), zfiltrovdno a filtrat byl pod vakuem
odpafen. Reziduum (8,0 g) bylo purifikovéano chromatograficky
na silika gelu =za pouZiti toluenu-etyl acetdtu 2:1 Jako
eluéniho &inidla. Po krystalizaci z toluenu byl vytéZek cisté
smé&si diastereomert 1,0 g. Hlavni slozka smési mbZe byt
obohacena vice&etnou krystalizaci =z toluenu, ale pro ucely
analytické je smd&s dostate&na. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, O)
hlavni diastereomer 1,06 (d, 3H, J = 6 Hz), 2,55 (dd, 1H, J =
16 Hz, 11 Hz), 2,67 (m, 1H), 2,78 (dd, 1H, J = 16 Hz, 8 Hz),
7,59 (d, 1H, J = 9 Hz, 7,62 (d, 1H, J = 9 Hz), 12,6 (3iroke s,
1H), vedlej3i diastereomer 0,60 (d, 3H, J = 7 Hz), 2,43 (dd,
1H, J = 18 Hz, 2 Hz), 2,78 (m, 1H), 3,14 (dd, 1H, j = 8 Hz, 18
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Hz), 7,54 (d4, 1H, § = 9 Hz), 7,61 (d, 1H, J = 9 Hz), 12,6

(3iroké s, 1H).

Priklad 2. PouZiti [[4—(2—azido—3—metyl—5—oxotetrahydrofuran—
2-yl) fenyllhydrazono]lpropandinitrilu (I) jako referencéni

slouceniny pro HPLC chromatografii

HPLC (vysokou&innad kapalinovad chromatografie) slouceniny (I)
v hrubém materialu levosimendanu byla zaloZena na
chromatografii na C-8 HPLC koloné& s reverzni fazi s UV detekcl
pfi 360 nm. Mobilni faze byla tvofena acetonitrilem a

fosfatovym pufrem, pH 2,1.

Cinidla:

1. Metanol, HPLC cistota

2. Dihydrogenfosfore¢nan sodny, NaH,POs x Hy0, Merck

3. Kyselina ortofosforec&néd, H3PO4, Merck

4. Fosfatovy pufr, pH 2,1:

Rozpustte 1,8 g dihydrogenfosforeénanu sodného (NaH;PO4) ve
vodé a pridejte 2,0 ml kyseliny fosforecné. Upravte pH, pokud
je nutné, pomoci 2M hydroxidu sodného nebo 1M kyseliny
fosfored&né. Naredte vodou do 1000,0 ml.

5. Dimetylsulfoxid, HPLC Cistota, BDH

6. Acetonitril, HPLC cCistota

7. Rozpoudté&dlo: Smichejte 200 ml metanolu s 800 ml vody

8. Referencni standard [[4-(2-azido-3-metyl-5-oxotetra

hydrofuran-2-yl) fenyllhydrazono]propandinitril

Standardni roztoky (referenéni preparédty slouceniny (I)):

Z&sobnli roztok: 10,00 mg [[4-(2-azido-3-metyl-5-oxotetra
hydrofuran-2-yl) fenyllhydrazono]propandinitrilu je rozpusténo
ve 100 ml volumetrické nadobé v 20 ml dimetylsulfoxidu a

naddoba je naplnéna do objemu metanolem.



ses e
e
L]
[ XXX ]
.
ceo e
sessoe
.
LA AN

Standardni roztok 1 (50 ug/ml): 5,00 ml z&sobniho roztoku je
rozpoudtédlem nafedéno do 10,0 ml.

Standardni roztok 2 (0,4 ug/ml = 40 ppm): 1,00 ml za&sobniho
roztoku je rozpoustédlem nafedéno do 250,0 ml.
Limitni roztok pro vypocet

(0,1 ug/ml = 10 ppm): 5,00 ml

standardniho roztoku 2 je rozpoustédlem naredéno do 20,0 ml.

Testovany roztok

100 mg testovaného vzorku je rozpuSténo v 10 ml volumetrické

nadobé v 8 ml dimetylsulfoxidu a nadoba Jje naplnéna

rozpoustédlem do objemu nadoby.

Chromatografické podminky:

Zarizeni Kapalinovy chromatograf
Detektor UV—VIS, detekéni vlnova délka 360 nm
Kolona Symetricka €8, 3,0 um, 7,5 cm x 4,6 mm

Teplota pece

Mobilni faze

ov
w

Okolni

A: fosfétovy pufr, pH 2,1
B: acetonitril

0 min 20%

5 min 30%

15 min 30%

30 min 90%
Prutok 0,8 ml/min
Injekéni objem 100 ul
Trvani analyzy 30 minut
Vymyvani 10 minut

Retenc¢ni cCasy:

levosimendan 13 minut

Sloucenina (I) vedlej$i diastereomer: okolo
24 minut
Slou&enina (I) hlavni diastereomer: okolo

25 minut
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Vhodnost systému
1. Replikatni néastfiky limitniho roztoku pro vypocCet musi byt

opakovatelné; 6 nast¥ikd, RSD = 10%.

Postup

Po splnéni kritérii vhodnosti systému nastfikneéte standardu a

vzorek.

Vypocet
Koncentrace hlavniho diastereomeru slouceniny (I) v ppm bude

vypoltena podle nasledujici rovnice:

Cst . Ry . 10 . 1000000

Rsy . W
Cst = koncentrace hlavniho diastereomeru slouceniny (1)
v standardnim roztoku [[4-(2-azido-3-metyl-5~-oxotetra

hydrofuran-2-yl) fenyllhydrazonolpropandinitrilu (mg/ml)

R.. = oblast vrcholu hlavniho diastereomeru slouceniny (I)
v chromatogramu testovaného roztoku.

Rst = oblast vrcholu hlavniho diastereomeru sloucCeniny (I)
v chromatogramu standardniho roztoku [[4-(2-azido-3-metyl-5-
oxotetrahydrofuran-2-yl) fenyllhydrazono]propandinitrilu

W vadha vzorku

10

faktor redéni vzorku (ml)

Koncentrace vedlejSiho diastereomeru slouceniny (I) v ppm bude

vypoltena podle nésledujici rovnice:

Cse . Ry . 10 . 1000000 . 1,023

Rse - W



Cs¢ = koncentrace vedlej$iho diastereomeru slouceniny (1)
v standardnim roztoku [[4-(2-azido-3-metyl-5-0oxotetra
hydrofuran-2-yl) fenyllhydrazono]propandinitrilu (mg/ml)

Ry = oblast vrcholu vedlej$iho diastereomeru slouceniny (I)
v chromatogramu testovaného roztoku.

Rst = oblast vrcholu vedlejSiho diastereomeru slouceniny (I)
v chromatogramu standardniho roztoku [[4-(2-azido-3-metyl-5-
oxotetrahydrofuran-2-yl) fenyl]hydrazono]propandinitrilu

W

vaha vzorku

10 = faktor fredéni vzorku (ml)

1,023 = korek&éni faktor pro vedlejsi diastereomer slouceniny
(I)

Ziskany chromatogram standardy [[4-(2-azido-3-metyl~5-
oxotetrahydrofuran-2-yl) fenyllhydrazonolpropandinitrilu (0,4
ug/ml) je uveden na Obr. 1. Reten¢ni ¢as pro hlavni

diastereomer slouleniny (I) je 25,180 minut a pro vedlejsi
diastereomer slouceniny (I) Jje 24,866 minut. Chromatogram

levosimendanu ve formé& hrubého materidlu je uveden na Obrazku

2.
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PATENTOVE NAROKY

1. Slouéenina charakterizovand strukturdlnim vzorcem I

O3]

jeji diastereomery

2. Referenc¢ni prepardt pro stanoveni potencidlné genotoxickych
nedistot ve vzorcich 3arZe levosimendanu o¢obsahujicich
slouc¢eninu, kterd je pfedmétem patentového néroku 1.

3. Preparit podle patentového naroku 2 v podstateé
s nepritomnymi pyridazinylovymi slouceninami.

4. Referenéni prepardt pro stanoveni potencidlné genotoxickych
neCistot ve vzorcich SarZe levosimendanu obsahujicich
slouceninu, kterd je pfedmétem patentového naroku 1, spolu
s analyticky pfijatelnym nosicem.

5. Preparét podle patentového naroku 4 v podstate
s nepfitomnymi pyridazinylovymi slouéeninami.

6. PouzZiti slouCeniny, kterd je predmétem patentového néaroku
1, Jjako referenéni slouceniny pro stanoveni potencialné
genotoxickych neistot ve vzorcich SarZe levosimendanu.

7. Analyticky zpGsob pro stanoveni potencialné genotoxickych

nelistot ve vzorcich SarzZe levosimendanu charakterizovany

tim, Ze sloufenina, kterd je pfedmétem patentového néaroku

1, je pouZita jako referenéni sloucenina.
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Zpusob podle patentového néroku 7 charakterizovany tim, Ze
vzorek SarZe levosimendanu je analyzovan pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Analyticky zplsob pro stanoveni potencialné genotoxickych
nedistot ve vzorcich 38arZe levosimendanu, kteryZto zpasob
zahrnuje pfipravu referenc¢niho standardniho roztoku
rozpudténim slouceniny, kterd Je pfedmétem patentového
naroku 1, v roztoku, ptipravu testovaného roztoku

- ~

rozpudténim vzorku SarZe levosimendanu v roztoku, =ziskéani
HPLC chromatogramu rfeceného referené¢niho standardniho
roztoku, =ziskdni HPLC chromatogramu feceného testovaného
roztoku a stanoveni koncentrace slouceniny, kterd Jje

pfedmétem patentového naroku 1, ve vzorku.
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