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Leki przeciwnadcisnieniowe
a skazenie rakotworczymi nitrozoaminami

The antihypertensive drugs and contamination with carcinogenic nitrosamines
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Streszczenie

Pod koniec czerwca 2018 roku w niektorych lekach z grupy antagonistow receptora AT, dla angiotensyny Il (sar-
tanéw) stosowanych w nadciSnieniu tetniczym wykryto niewielkie iloSci silnie rakotwoérczego zanieczyszczenia
N-nitrozodimetyloaming (NDMA) z grupy N-nitrozoamin. Do lipca 2019 roku zidentyfikowano tgcznie cztery N-nitrozo-
aminy stanowigce zanieczyszczenia sartanéw — NDMA, N-nitrozodietyloamine, N-nitrozodiizopropyloamine oraz kwas
N-nitrozo-N-metylo-4-aminomastowy, a takze siedmiu wytworcow trzech skazonych substancji czynnych (walsartanu,
losartanu, irbesartanu) pochodzacych z Chin, Indii oraz Meksyku. Zwiazki te przedostawaty sie do produktéw leczniczych
prawdopodobnie wskutek nieprzemyslanych modyfikacji syntezy. Liczbe osob, ktorym przepisano sam skazony walsar-
tan, w skali Swiatowej szacuje sie na okoto 20 milionow.

W pracy omoéwiono miejsce sartanow w leczeniu w kontekscie fizjologicznego znaczenia uktadu renina-angiotensyna-
-aldosteron oraz role ugrupowania tetrazolowego w mechanizmie ich dziatania receptorowego. Scharakteryzowano
synteze ugrupowania tetrazolowego oraz jej modyfikacje jako mozliwe przyczyny pojawienia sie zanieczyszczen nitro-
zoaminowych w sartanach. Pokrotce przedstawiono takze toksykologiczne wtasciwosci nitrozoamin. Fakt, ze zwigzki te
przedostawaty sie do lekow przez co najmniej 5 lat niewykryte i bez wiedzy organéw odpowiedzialnych za bezpieczen-
stwo lekow, obnazyt razace niedostosowanie do rzeczywistosci systemu majacego gwarantowaé bezpieczenstwo pro-
duktow leczniczych. Dlatego ,afera walsartanowa” wymusita zmiany niektérych regulaciji dotyczacych lekow, zwtaszcza
wymagania dotyczgce procedur analitycznych.

Stowa kluczowe: sartany, zanieczyszczenia substancji czynnych lekow, nitrozoaminy, chemizm pochodnych tetrazolu

Wstep

W lipcu 2018 roku opinie publiczng na catym Swiecie po-
ruszyt fakt wykrycia w niektorych lekach z grupy sartandw,
stosowanych w nadci$nieniu tetniczym, czyli antagonistach
receptora AT, dla angiotensyny Il (ARB, angiotensin Il
receptor AT, blockers), niewielkich ilosci potencjalnie sil-
nie rakotwérczych zanieczyszczeh substancjami z grupy
N-nitrozoamin. Zwigzki te przedostawaty sie do produktow

Folia Cardiologica 2019; 14, 6: 556-563

leczniczych przez co najmniej 5 lat bez wiedzy organéw
i instytucji odpowiedzialnych za bezpieczenstwo lekow,
a liczbe osbb, ktorym przepisano sam skazony walsartan,
w skali Swiatowej w styczniu 2019 roku szacowano na
okoto 20 milionéw [1]. U podstaw problemu pozostawata
nieprzemysSlana modyfikacja procesu syntezy tak zwanego
pierscienia tetrazolowego, elementu czasteczki wigkszosci
sartandw, ktory tworzy sie na jednym z ostatnich etapow
syntezy. W nastepstwie w kilkudziesieciu krajach wiele serii
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sartanéw wycofano z rynku, a w firmach wytwarzajgcych za-
réwno leki, jak i ich substancje czynne zarzadzono kontrole.
Skutki tych zdarzer trwaja do tej pory, zaréwno w formie analiz
stuzacych ocenie rzeczywistych rozmiaréw samego zjawiska
oraz liczby potencjalnie poszkodowanych os6b, jak i préb
ustalenia przyczyn zaistnienia wspomnianych faktéw [2-5].

W niniejszym artykule oméwiono prawdopodobne che-
miczne mechanizmy powstawania zanieczyszczef N-nitro-
zoaminami, ich aspekt toksykologiczny oraz analityczny,
atakze przedstawiono niezbedne dla rozumienia tta sprawy
podstawy farmakologiczne i fizjologiczne.

Wykryte N-nitrozoaminy,
zanieczyszczone substancje czynne
i ich wytworcy

W czerwcu 2018 roku do amerykariskiej Agencji ds. Zywnos-
ci i Lekéw (FDA, Food and Drug Administration) wptyneta
informacja, ze firma Prinston Pharmaceuticals Inc., dba
Solco Healthcare LLC. (Stany Zjednoczone) przerwata wy-
twarzanie lekow zawierajacych walsartan, poniewaz w sub-
stancji czynnej kupowanej od jednego z jej producentow
— Zhejiang Huahai Pharmaceutical Co., Ltd. (ZHP, Chiny)
— wykryto $ladowe ilosci N-nitrozodimetyloaminy (NDMA,
N-nitrosodimethylamine). 17 lipca 2018 roku Prinston
dobrowolnie wycofata wszystkie swoje preparaty walsartanu
z rynku [6, 7]. W tym samym miesigcu takze wtadze Unii
Europejskiej (UE) poinformowano, ze ZHP wykryt obecno$é
uprzednio niewykrywanego zanieczyszczenia technologicz-
nego NDMA w farmaceutycznej substancji czynnej (API,
active pharmaceutical ingredient) — walsartanie wytwa-
rzanym w fabryce w Chuannan (Chiny) [8]. Wykrycie NDMA
w walsartanie zapoczatkowato tak zwang afere walsartano-
wa i spowodowato, ze przeprowadzane w wielu panstwach
kontrole objety stopniowo nie tylko kolejne partie tego leku
(z ktérych ogromne iloSci — takze preparatow skojarzonych
— wycofano w kilkudziesieciu panstwach [3]), ale takze
obecne na rynku preparaty innych sartanéw oraz samych
dostawcow API, poniewaz odpowiednie wtadze uznaty za
konieczna doktadng kontrole wszystkich substancji powsta-
jacych w trakcie syntezy. W nastepstwie w do$¢ krotkim
czasie w kilku innych sartanach wykryto zwiazki z grupy
nitrozoamin — poza wymieniong NDMA takze N-nitrozo-
dietyloamine (NDEA, N-nitrosodiethylamine), N-nitrozo-
diizopropyloamine (NDIPA, N-nitrosodiisopropylamine)
oraz kwas N-nitrozo-N-metylo-4-aminomastowy (NMBA,
N-nitroso-N-methyl-4-aminobutyric acid). Fala wycofan
narosta, a lista wytwércéw skazonych APl rozszerzyta sie
do siedmiu pochodzacych z trzech panstw. Umiejscowienie
i Zrodta zanieczyszczen API przedstawiono w tabeli 1.

Znaczenie sartanéw w leczeniu domaga sie przed-
stawienia fizjologicznych i farmakologicznych podstaw ich
dziatania.

Fizjologiczne znaczenie uktadu
renina-angiotensyna-aldosteron
oraz oddziatywanie sartanow na ten ukfad

Jednym z wazniejszych uktadow ustroju kontrolujgcych
napiecie miesni gladkich naczyn oraz gospodarke wodno-
-elektrolitowg organizmu (a wiec m.in. ciSnienie tetnicze)
jest uktad hormonalno-enzymatyczny renina-angioten-
syna-aldosteron (RAAS, renin-angiotensin-aldosterone
system) aktywowany przez hormon nerkowy — renine.
Nasilona aktywno$é RAAS powoduje zwiekszenie napie-
cia miesni gtadkich naczyh tetniczych oraz zmniejszenie
wydalania jonu sodowego (Na*) i wody z moczem, z row-
noczesnym zwiekszeniem wydalania jonu potasowego
(K"); oba te zjawiska wywotuja podwyzszenie ciSnienia
tetniczego [9, 10].

Kluczowym elementem RAAS podwyzszajacym cis-
nienie tetnicze jest oktapeptyd angiotensyna Il (Ang Il),
ktéra wywiera to dziatanie gtéwnie poprzez stymulacje
swoistych receptoréw angiotensynowych typu 1 (w skro-
cie AT,R [angiotensin Il type 1 receptor]). Zrozumienie roli
Ang Il w regulacji czynno$ci uktadu sercowo-naczyniowego
(CVS, cardiovascular system) doprowadzito do poszuki-
wania syntetycznych zwigzkéw wigzacych sie silnie z AT,R
0 znaczacym stopniu podobiefistwa strukturalnego do
Ang ll, jednak pozbawionych dziatania agonistycznego.
Wobec niepowodzenia poczatkowych préb opracowania
lekow o strukturze peptydowej wysitki badaczy skupity
sie na zwigzkach zawierajacych kilka potgczonych w roz-
ny sposéb pierscieni, ktorych struktura w ptynach ustro-
jowych w wystarczajgcym stopniu odzwierciedlata uktad
przestrzenny aminokwasow Ang Il. W nastepstwie doszto
do wynalezienia losartanu (na rynku od 1994 r.), a po-
tem innych stosowanych klinicznie niepeptydowych anta-
gonistow AT,R (potocznie zwanych sartanami). Obecnie
znanych jest przynajmniej kilkanascie sartanéw, w tym
dostepne takze w Polsce/UE azilsartan, eprosartan, irbe-
sartan, kandesartan, losartan, olmesartan, telmisartan
i walsartan. Zwigzki te maja kilka zastosowan klinicznych
— wszystkie stosuje sie do obnizania ci$nienia tetniczego
w nadcisnieniu tetniczym (AH, artery hypertension), nato-
miast niektére z nich zostaty dopuszczone takze na przy-
ktad w leczeniu niewydolno$ci serca (HF, heart failure)/
/zaburzonej czynnoSci skurczowej lewej komory, leczeniu
wspotistniejgcej choroby nerek u chorych na AH i cukrzyce
typu 2, a takze zapobieganiu udarom mézgu u dorostych
z AH. Bedacy gtéwnym przedmiotem niniejszego artykutu
walsartan stosuje sie w Polsce w leczeniu samoistnego
AH, niektorych przypadkéw objawowej HF u dorostych oraz
bezobjawowe] niewydolnosci skurczowej lewej komory po
niedawno przebytym zawale serca. Obecnie istnieje zna-
czacy trend do rozszerzania listy wskazan do podawania
sartanéw takze poza choroby CVS [11].
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Tabela 1. Wykaz zanieczyszczonych sartanéw z uwzglednieniem producentéw lekéw zanieczyszczonych farmaceutyczng substancjg
czynna (API, active pharmaceutical ingredient) oraz czasu ujawniania kolejnych zanieczyszczen

Sartan (lub jego Zanieczysz- Nazwa i kraj wytworcy Instytucja raportujaca Data* raportowania zanieczysz-
prep. skojarzony) czenie skazonej API problem czenia, zrodta*** pisSm.
ZHP, Chiny US FDA Czerwiec 2018 [6, 7]
EMA za ZHP Czerwiec 2018 [8]
ZTP, Chiny EMA, EDQM** 10.08.2018 [a]-28.08.2018 [b]
Walsartan NDMA ZChP, Chiny EDQM** 28.08.2018 [b]
Hetero Labs, Indie EDQM** 28.08.2018 [b]
US FDA 20.12.2018 [c]
ZHP, Chiny EMA, US FDA 13.09.2018 [d, €]
Mylan, Indie EMA, EDQM** 19.11.2018 [f, g]
Walsartan NDEA US FDA 21.11.2018 [h]
Aurobindo, Indie EDQM** Przed 24.12.2018 [i]
US FDA 2.01.2019 [j]
Walsartan NDIPA Signa S.A., Meksyk TGA, EDQM** 18.12.2018 TGA [i, k]
Aurobindo, Indie EDQM** Przed 8.10.2018 [I]
Irbesartan NDEA EMA, US FDA 15.10.2018 [m]-30.10.2018 [n]
ZHP, Chiny EDQM**, FDA 18.01.2019 [o, p]
ZHP, Chiny US FDA 9.11.2018 [r]
Losartan NDEA EDQM** 18.01.2019 [0]
20l i) Hetero Labs, Indie EDQM**, Przed 17.10.2018 [I]
EMA, Przed 21.09.2018 [s]
US FDA 25.02.2019 [t]
Losartan K NMBA Hetero Labs, Indie EDQM**, FDA 4.02.2019 [u]-28.02.2019 [w]

*Pierwsze ujawnienie przez agencje lekowa danego zanieczyszczenia w ogdle albo pierwsze ujawnienie zanieczyszczenia od danego dostawcy API. Ze wzgledu na rozbieznosci danych z pismiennictwa
podane daty nalezy traktowaé jako przyblizone; **w przypadkach monitorowanych przez Europejska Dyrekcje Jakosci Lekow i Opieki Zdrowotnej (EDQM, European Directorate for the Quality of Medicines

& HealthCare) organizacja ta bezzwlocznie zawieszata producentom tzw. Swiadectwa zgodnosci (z wymogami Farmakopei Europejskiej [CEP, certificate of suitability]); do potowy maja 2019 r. zawieszono

w ten sposob 11 CEP; ***ze wzgledu na znaczna objeto$é pochodzacych z Internetu cytowar materiatow amerykanskiej Agencji ds. Zywnosci i Lekw (US FDA, Food and Drug Administration), Europejskiej
Agencji Lekw (EMA, European Medicines Agency), EDQM itp. agencji, te z nich, ktore wystepuja tylko w tabeli 1, wyodrebniono w osobny plik uzupetniajacy (dostepny on-line). Odestania do tych cytowan
piSmiennictwa w celu odréznienia oznaczono powyzej kolejnymi literami alfabetu w nawiasach kwadratowych w kolejnosci wystepowania w tabeli; Aurobindo — Aurobindo Pharma Limited (Indie); Hetero Labs
— Hetero Labs Limited (Indie); K* — jon potasowy; Mylan — Mylan Laboratories Ltd. (Indie); NDEA (N-nitrosodiethylamine) — N-nitrozodietyloamina; NDIPA (N-nitrosodiisopropylamine) — N-nitrozodiizopro-
pyloamina; NDMA (N-nitrosodimethylamine) — N-nitrozodimetyloamina; NMBA (N-nitroso-N-methyl-4-aminobutyric acid) — kwas N-nitrozo-N-metylo-4-aminomastowy; Signa S.A. — Signa S.A. de C.V. (Toluca,
Meksyk, cztonek Apotex Pharmachem Group); TGA (The Therapeutic Goods Administration) — Urzad ds. Artykutow Terapeutycznych (Australia); US (United States) — Stany Zjednoczone; ZChP — Zhejiang

Changming Pharmaceutical Co., Ltd. (Chiny); ZHP — Zhejiang Huahai Pharmaceutical Co., Ltd. (Chiny); ZTP — Zhejiang Tianyu Pharmaceutical Co., Ltd. (Chiny)

Elementy strukturalne sartanéw
a ich wigzanie z receptorem

W celu zapewnienia dziatania ARB na poziomie czgstecz-
kowym, tj. tgczenia sie z AT,R oraz jego blokowania, do
czasteczek wiekszosci wykorzystywanych w leczeniu sar-
tanéw wprowadzono kilka podstawowych grup funkcyjnych,
z ktorych najwazniejsze znaczenie majg trzy: stanowigce
0$ czasteczki ugrupowanie bifenylo-metylowe (z wymie-
nionej 6semki nie ma go jedynie eprosartan), pierscien
imidazolowy (brak go jedynie w czasteczce walsartanu)
oraz podstawione w pozycji 5 aromatyczne ugrupowanie
1H-tetrazolowe lub 2H-tetrazolowe [12]. Wymienione trzy
ugrupowania wigzg sie z réznymi domenami AT,R [13]. Klu-
czowe znaczenie wydaje sie mie¢ ugrupowanie tetrazolowe,

poniewaz jego obecnosé jest szczegdlnie istotna dla wy-
wierania przez sartany dziatania antagonistycznego wobec
receptora AT, [13]. Ugrupowanie tetrazolowe wystepuje
w pieciu (irbesartan, kandesartan, losartan, olmesartan,
walsartan) z oSmiu powszechnie dystrybuowanych na
Swiatowym rynku sartanéw [12].

Budowa ugrupowania tetrazolowego
i jego lokalizacja w strukturze sartanow

Omowione wyzej grupy funkcyjne zapewniajgce dziatanie
sartanéw na poziomie molekularnym zaznaczono na
rycinie 1 przedstawiajgcej budowe czgsteczki walsartanu
oraz na rycinie 2 przedstawiajacej wzo6r strukturalny
pierwszego chronologicznie sartanu, czyli losartanu.
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Rycina 1. Wz6r strukturalny walsartanu, czyli N-(1-oksopentylo)-N-
-[[2’-(2H-tetrazol-5-ylo)[1,1"-bifenylo]-4-ylo]metylo]-L-waliny (nazwa
wg International Union of Pure and Applied Chemistry [IUPAC]:
kwas (S)-3-metylo-2-(N-{[2"-(2H-1,2,3,4-tetrazol-5-ylo)bifenylo-4-
-ylolmetylo}pentanamido)butanowy). Grupy funkcyjne zapewnia-
jace dziatanie antagonisty receptora AT, dla angiotensyny Il (ARB,
angiotensin Il receptor AT, blocker) na poziomie czasteczkowym
umieszczono na kolorowych ttach; ugrupowanie bifenylo-metylowe
— na ciemnozdttym tle, podstawione w pozycji 5 aromatyczne
ugrupowanie 2H-tetrazolowe — na tle ciemnoliliowym. Podano
numeracje atoméw tylko najbardziej istotnych z punktu widzenia
zagadniefh omawianych w tekscie

Rycina 2. Wz6r strukturalny losartanu, czyli (2-butylo-4-chloro-1-
-{[2’-(2H-tetrazol-5-ylo)bifenylo-4-ylolmetylo}-1H-imidazol-5-ylo)me-
tanolu (nazwa wg International Union of Pure and Applied Chemis-
try [IUPAC]). Grupy funkcyjne zapewniajgce dziatanie antagonisty
receptora AT, dla angiotensyny Il (ARB, angiotensin Il receptor AT,
blocker) na poziomie czasteczkowym umieszczono na kolorowych
ttach; ugrupowanie bifenylo-metylowe — na ciemnozéttym tle, pier-
Scief imidazolowy — na jasnoniebieskim tle, podstawione w pozycji
5 aromatyczne ugrupowanie 2H-tetrazolowe — na tle ciemnoli-
liowym. Podano numeracje atoméw tylko najbardziej istotnych
z punktu widzenia zagadnien omawianych w tekscie

W czasteczce walsartanu piersciefi imidazolowy zostat
zastgpiony acylowang czagsteczka waliny.

Synteza ugrupowania tetrazolowego

Istnieje wiele drég syntezy sartanéw [14-16], za$ przyjeta
metoda rzutuje na mozliwosé powstania niebezpiecznych

produktéw ubocznych. Dla zrozumienia procesu powsta-
wania zanieczyszczefh N-nitrozoaminowych w sartanach
kluczowe znaczenie ma przedstawienie syntezy pierscienia
tetrazolowego, gdyz to ona stanowi etap, na ktérym moze
dojs¢ do generowania N-nitrozoamin. Przy syntezie pier-
Scienia tetrazolowego obecnego w czasteczkach sartanow
korzysta sie z 0gbInej zasady, zgodnie z ktorg nitryle (R-CN,
czyli organiczne pochodne cyjanowodoru [HCN]) przy wy-
korzystaniu réznych metod moga reagowaé z niektorymi
azydkami (pochodne azydku wodoru, inaczej azotowodoru,
HN;) organicznymi lub nieorganicznymi z wytworzeniem
pochodnych tetrazolu.

Jedna z najczeSciej stosowanych w syntezie sartanéw
(w tym walsartanu) reakcji syntezy pierscienia tetrazolowe-
g0 jest reakcja wykorzystujgca jeden z azydkéw organicz-
nych tj. azydo(n-tributylo)stannan albo azydek tri(n-butylo)
cyny (potocznie zwany azydkiem tributylocyny) [17]. Pole-
ga ona na przytaczeniu azydku tributylocyny (ryc. 3B) do
produktu przejSciowego syntezy walsartanu, czyli zwigzku
nitrylowego (ryc. 3A) z wytworzeniem zwigzku stannylote-
trazolowego (ryc. 3C) [18].

Po przeprowadzeniu powyzszej reakcji pozostaje juz
tylko hydroliza wytworzonego zwigzku stannylotetrazolo-
wego (ryc. 3C) i otrzymanie wtasciwej substancji leczniczej
— walsartanu.

Mozliwe przyczyny pojawienia sie
zanieczyszczen N-nitrozoaminowych
w sartanach

Oprdcz opisanej wyzej syntezy sartandw istniejg inne meto-
dy syntezy pierscienia tetrazolowego, w tym takze wykorzy-
stujgce wyzej opisane reakcje nitryli z organicznymi badz
nieorganicznymi azydkami [19, 20]. Wielo§¢ mozliwych
drég otrzymywania jednego produktu docelowego stwarza
z kolei mozliwosé licznych i nietrudnych do przeprowadzenia
z technologicznego punktu widzenia modyfikacji procesu
syntezy sartanéw, w tym walsartanu, nawet w obrebie
rozwigzania chronionego jednym patentem (patrz np. pa-
tenty Pat.CN104045602A [20], Pat.W02012001484A2
[21]). W opisach patentowych czesto zresztg dopuszcza
sie zamienne uzycie na przyktad niektérych reagentow
czy rozpuszczalnikéw. Jednak w przypadku gdy nie zosta-
ng przewidziane wszystkie potencjalne reakcje uboczne,
modyfikacje takie mogg takze prowadzi¢ do btedéw, co
wiasnie najprawdopodobniej doprowadzito do pojawienia
sie w sartanach zanieczyszczen N-nitrozoaminami.
Zakrojone na szerokg skale przeszukanie zawartoSci
wielu patentéw przeprowadzone przez niemieckich autorow
Buschmann i Holzgrabe [18] juz po wykryciu nitrozoamin
w walsartanie wskazuje z duzym prawdopodobienstwem,
Ze to wtasnie proces z wykorzystaniem azydku tributylocyny
poddat modyfikacji prowadzacej do tworzenia N-nitrozoamin
chinski producent substancji czynnej, wytwornia Zhejiang
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Rycina 3. Reakcja syntezy 5-podstawionego pierScienia tetrazolowego w przebiegu klasycznej syntezy walsartanu. Atomy azotu budujace
pierScien tetrazolowy zaznaczono kolorami; A. Zwigzek nitrylowy; B. Azydek tributylocyny; C. Zwiazek stannylotetrazolowy
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Rycina 4. Uproszczony schemat powstawania w przebiegu syntezy walsartanu pochodnej tetrazolu z odpowiedniego nitrylu i azydku wodoru
uwolnionego z azydku sodu. Atomy azotu budujace pierscien tetrazolowy oznaczono kolorami; A. Zwiazek nitrylowy; B. Azydek wodoru;
C. Pochodna 5-podstawionego tetrazolu (w tym wariancie ester metylowy walsartanu)

Huahai Pharmaceutical Co., Ltd. W modyfikacji tej (ryc. 4)
zamiast azydku tributylocyny (ryc. 3B) do reakcji z nitrylem
wprowadzono znacznie tanszy azydek sodowy (NaN;). Moz-
na to byto wywnioskowaé miedzy innymi na podstawie fak-
tu, ze w 2014 roku ZHP opublikowat patent oznaczony jako
CN104045602A (tytut w thumaczeniu: ,Ulepszona metoda
wytworzenia uktadu tetrazolowego walsartanu”), w ktérym
zgtoszono ulepszenie syntezy z jednoczesnym pominieciem
stosowania zwigzku cynoorganicznego [20, 22]; wskazuje
to takze na ekonomiczne tto zmiany. Dla uproszczenia na
schemacie tej reakcji podanym na rycinie 4 zamiast azydku
sodu umieszczono od razu azydek wodoru (HN3) uwolniony
z dodawanego do Srodowiska reakcyjnego azydku sodowego
w Srodowisku kwasnym. Po przeprowadzeniu powyzszej reak-
cji, tak jak w opisanym wcze$niej procesie, przeprowadza sie
hydrolize wytworzonej pochodnej tetrazolu (ryc. 4C) w celu
otrzymania wiasciwej substancji leczniczej — walsartanu.
Uzyty w opisanej modyfikacji syntezy azydek sodu
jest solg, dlatego stabo rozpuszcza sie w stosowanych
zwykle do reakcji syntezy uktadu tetrazolowego rozpusz-
czalnikach organicznych w rodzaju dimetyloformamidu

(DMF, dimethylformamide) [19]; prawdopodobnie takze
z tego wzgledu azydek sodu dodano do Srodowiska reak-
cyjnego w pewnym nadmiarze, co z kolei pociggneto za
sobg konieczno$¢ pdzniejszego usuniecia nieprzereago-
wanej jego czesci przez dodanie azotanu (l1l) sodowego
(NaNO,, inaczej azotynu sodu; wnioski te wyciggnieto
na podstawie jednego z patentéw [20, 22]), w ktérym
takze dodaje sie NaNO, w nadmiarze ze wzgledu na tok-
syczno$é azydku sodowego. Azotan (Ill) sodu jest dobrze
rozpuszczalng w wodzie sola, a jednoczeSnie znanym od
dziesiecioleci reagentem, przy ktoérego udziale mogg po-
wstawaé N-nitrozoaminy, szczegélnie w obecnosci amin
drugorzedowych [23].

Dalsza analiza danych wydaje sie wskazywaé, ze drugim
niezbednym czynnikiem przyczyniajgcym sie do powstania
N-nitrozoamin w walsartanie byto zastosowanie jako roz-
puszczalnika DMF, z ktdrego do Srodowiska reakcyjnego
dostawata sie amina drugorzedowa (gtéwnie dimetyloamina
[DMA, dimethylamine]) — albo obecna w nim jako zanie-
czyszczenie, albo/i jako produkt rozktadu spowodowanego
warunkami reakcji.
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W opisany sposob w Srodowisku reakcyjnym znalazty
sie jednoczeSnie dwie substancje doS¢ tatwo reagujace
ze sobg z wytworzeniem N-nitrozoamin. To wtasnie po-
zostata po reakcji zniszczenia azydku czesé azotanu (lll)
sodowego moze wchodzi¢ w reakcje wtérne/niepozadane,
w tym reakcje N-nitrozylacji zaminami organicznymi, pro-
wadzagc do powstania N-nitrozoamin [24, 25]. Na tej za-
sadzie NDMA powstaje w reakcji NaNO, z DMA [18], NDEA
— z jonéw azotanowych (Ill) i trietyloaminy ([TEA, triethyl-
amine] uzywana w niektérych syntezach sartanéw), zas
warunkiem powstania NDIPA — nitrozoaminy stwierdzonej
dotad w walsartanie firmy Signa S.A. de C.V. — jest reakcja
azotanéw (lll) z diizopropyloaming ([DIPA, diisopropylami-
ne], takze stosowana przy syntezach niektérych sartandw)
[8, 26]. Z kolei wykryty w wytwarzanej przez Hetero Labs
soli potasowej losartanu NMBA powstaje w reakcji jonéw
azotanowych (Ill) z wykorzystywang jako rozpuszczalnik
cykliczng aming trzeciorzedowg, N-metylo-2-pirolidonem
(NMP, N-methyl-2-pyrrolidone) [8].

Z powyzszego wynika, ze wprowadzenie przez niekto-
rych wytwércow substancji czynnej modyfikacji polegajacej
na zastosowaniu azydku sodowego w miejsce azydku tribu-
tylocyny — wraz z nieszczeSliwie dobranymi rozpuszczalni-
kami/reagentami — jest najprawdopodobniej podstawowym
czynnikiem odpowiedzialnym za powstawanie toksycznych
N-nitrozoamin.

Toksyczno$¢ nitrozoamin

N-nitrozoaminy wykazuja wtasciwosci mutagenne oraz
teratogenne/embriotoksyczne, a takze genotoksyczne.
Dodatkowo nalezg one do zwiazkéw o bardzo silnym
dziataniu rakotworczym, a takze mogg uszkadzaé watrobe
[23]. Od wykrycia w 1956 roku rakotworczych wtasciwosci
NDMA (powodowanie guzéw watroby) przez Barnes i Magee
przebadano ponad 300 nitrozoamin i okoto 90% z nich (rzedu
300) uznano za rakotworcze u wielu gatunkoéw zwierzat [27,
28]. N-nitrozoaminy wystepuja powszechnie w Srodowisku
cztowieka, na przyktad w wedlinach, wedzonym miesie,
dymie tytoniowym, w oczyszczonej wodzie pitnej, w gumie,
niektérych tworzywach sztucznych i innych [27, 29].

N-nitrozoaminy sg prekancerogenami, metabo-
lizowanymi w ustroju do wtasciwych kancerogenow (zwtasz-
cza kationdw karbeniowych), wykazujacych silne wtasciwos-
ci alkilujgce w stosunku do zasad purynowych i pirymidy-
nowych obecnych w biatkach oraz kwasach nukleinowych
(DNA, RNA) [24, 27]. Uzasadnia to dziatanie mutagenne
i rakotworcze wiekszosci N-nitrozoamin i ich szkodliwo$¢
przy bardzo niskich stezeniach, nawet rzedu jednego mi-
krograma (1 ug) na litr [24].

Pocieszajacy jest fakt, ze pordwnujac najnizsze stezenia
wymagane do wywotania raka przez NDMA w eksperymen-
tach na zwierzetach ze Srednia ekspozycja u ludzi, stwierdzo-
no, ze przecietne dzienne (pokarm, woda pitna) narazenie

u ludzi w Swiecie zachodnim jest wielokrotnie nizsze niz tak
zwany poziom NOEL (no observed effect level — stezenie,
przy ktérym juz nie zaobserwowano efektu, np. nowotwo-
rzenia) u zwierzat; zwraca sie jednak uwage na ograniczo-
na liczbe zwierzat w przywotywanych eksperymentach [27].

Mozna zatozy¢, ze mieszkaniec Europy Zachodniej
dziennie spozywa z pokarmem 0,2-0,3 ug tak zwanych lot-
nych nitrozoamin [27]. Jeszcze latem 2018 roku w niewiel-
kiej liczbie probek walsartanu wykryto NDMA w stezeniach
3,4 ppm ([parts per milion], czeSci na milion) do 120 ppm
(Srednia 66,5 ppm) [27]. Obliczono, ze gdy na przyktad
substancja czynna jest zanieczyszczona 120 ppm nitro-
zoaminy (= 120 pg/g), a dziennie przyjmuje sie przeciw-
nadci$nieniowy sartan w dawce 160 mg, to w jednej tab-
letce jest przyjmowane az 19 ug NDMA. W zestawieniu
z dobowa dawka przyjmowang w pokarmach oznacza to, ze
przyjecie tylko jednej tabletki zawierajgcej zanieczyszczony
walsartan powoduje, ze standardowa dawka N-nitrozoamin
zawartych zwykle w pokarmie zostaje wielokrotnie przekra-
czona [27]. W zestawieniu z tym fakt, ze N-nitrozoaminy sg
toksyczne juz w dawkach liczonych w ppm, spowodowat, ze
wiele procesow syntezy sartandw musi przejsé/przechodzi
surowg weryfikacje.

Aspekt analityczny

Istnieje wiele metod umozliwiajgcych wykrywanie bardzo
niewielkich stezerh N-nitrozoamin. Co wiecej, w zwigzku
z wykryciem tych zwigzkéw w sartanach podjeto wiele
nowych dziatan. Oficjalne Laboratoria Kontroli Srodkéw
Leczniczych (OMCL, Official Medicines Control Laboratory)
zrzeszone w Ogolnoeuropejskiej Sieci OMCL (GEON,
General European OMCL Network) szybko zorganizowaty
opracowanie roznych metod oznaczania $ladéw NDMAiNDEA
w walsartanie i innych sartanach. W projekcie uczestniczyto
irlandzkie Public Analyst’s Laboratory w Galway (PALG),
francuski OMCL w ANSM (Montpellier Agence National
de Sécurité de Medicament et de Produits de Sante) oraz
Biuro Dochodzen Chemicznych i Weterynaryjnych (CVUA,
Chemischen und Veterinaruntersuchungsamt) w Karlsruhe;
krotkie podsumowanie wdrozonych metod zawiera praca
Buschmann i Holzgrabe [26]. W odniesieniu do przysztosci
podstawowe znaczenie ma wszechstronna kontrola procesu
wytwarzania leku metodami analitycznymi uwzgledniajgca
wszystkie znane oraz mozliwe (w tym mogace wystapic tylko
teoretycznie) zanieczyszczenia podczas kazdego etapu
wytwarzania substancji czynnej [26].

Podsumowanie i wnioski

NieprzemysSlana modyfikacja procesu syntezy walsartanu
przez niektoérych producentéw substancji czynnych
rozpetata ,afere walsartanowg” zwigzang z wykryciem
Sladowych ilosci rakotwérczych N-nitrozoamin. Pociggneto
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to za soba kontrole w firmach wytwarzajacych zaréwno
leki, jak i substancje czynne. Z jednej strony sytuacja ta
doprowadzita do zwrdcenia uwagi na sposoby syntezy tych
zwigzkow oraz do wycofania zanieczyszczonych produktow
leczniczych, z drugiej wywotata strach przed stosowaniem
sartandw jako takich, takze tych zsyntetyzowanych
metodami, w przypadku ktérych nie dochodzi do ubocznego
tworzenia sie toksycznych N-nitrozoamin. Dostepne
obecnie na rynku sartany pozostajg pod Scistg kontrolg
organoéw odpowiedzialnych za bezpieczeristwo stosowania
tych lekéw, a wynikajaca z tego szczegdtowa analiza
toksykologiczna potencjalnych zanieczyszczen (zaréwno
juz stwierdzonych, jak i mozliwych teoretycznie) umozliwia
ustalenie zaktualizowanych wymagan w odniesieniu do
skfadu produktu. Przyktadem wyciggniecia wnioskow
tego rodzaju w nastepstwie ,afery walsartanowej” sg

Abstract

opublikowane 1 lipca 2019 roku (data obowigzywania:
1.01.2020 r.) nowe monografie sartanéw zawierajacych
pierscien tetrazolowy zamieszczone w 10. wydaniu
Farmakopei Europejskiej [30, 31]; zawierajg one miedzy
innymi okreSlone na okres przejSciowy dopuszczalne
zawartosci N-nitrozoamin. Po uptywie tego okresu (od
kwietnia 2021 r.) sartany te nie beda mogty zawieraé
oznaczalnych stezen NDMA ani NDEA, co odpowiada
zawartosci mniejszej niz 0,03 ppm (ug/g) [32]. Zwraca sie
takze uwage na konieczno$¢ poddania analizie procesow
wytwarzania niektorych lekéw innych niz sartany, przy
ktérych syntezie takze moga powstaé N-nitrozoaminy.

Konflikt interesow

Autorzy nie zgtaszajg konfliktu intereséw.

At the end of June 2018 small amounts of highly carcinogenic N-nitrosamine — N-nitrosodimethylamine (NDMA)
contaminations were found in some of the angiotensin Il receptor AT, antagonists (sartans) used to treat arterial hy-
pertension. By July 2019, four N-nitrosamine impurities had been identified in sartans: NDMA, N-nitrosodiethylamine,
N-nitrosodiisopropylamine and N-nitroso-N-methyl-4-aminobutyric acid. Seven manufacturers of three contaminated
active substances (valsartan, losartan and irbesartan) from China, India and Mexico had also been identified. These
compounds had infiltrated the active pharmaceutical ingredients probably as a consequence of ill-considered synthesis
modifications. The number of people who have been prescribed contaminated valsartan alone is estimated at around

20 million worldwide.

This paper discusses the role of sartans in medicine in the context of the physiological significance of the renin-
-angjotensin-aldosterone system as well as the role of tetrazole moiety in the mechanism of sartans receptor activity.
The synthesis of tetrazole moiety and its modifications have been characterized as possible causes of the appearance
of nitrosamine impurities in sartans. The toxicological properties of nitrosamines are also briefly outlined. The fact that
nitrosamines had been entering medicines for at least five years without the knowledge of the authorities responsible
for the safety of medicines has exposed a gross malfunctioning of the system intended to guarantee the safety of
medicinal products. The valsartan scandal has forced changes to some drug regulations, in particular the requirements

for analytical procedures.

Keywords: sartans, active pharmaceutical ingredient contamination, nitrosamines, tetrazoles chemistry
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