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Souhrn

Prvni ¢ast této bakaldrské prace se zabyva literdrni resersi popisujici vlastnosti léku
na srazeni krve Dabigatran etexildtu a jeho farmakologicky aktivni formy Dabigatranu. Dale je
popsan mechanismus srazeni krve, vlastnosti léku, jeho farmakokinetické parametry a jeho
pfiprava.

Druha, experimentdlni C¢ast, popisuje slouéeniny vzniklé alkalickou a kyselou
hydrolyzou. Bylo zjisténo, Ze hlavni hydrolytické produkty vznikaji Stépenim esterové
a karbamatové vazby Dabigatran etexilatu. V mensi mire se uplatiuje i Stépeni amidické vazby.
Kinetickym pokusem bylo prokdzano, Ze uvedené hydrolytické procesy jsou velmi pomalé —
vyZaduji min. 24 hod. pfi laboratorni teploté — a svédci tak o vysoké stabilité Dabigatranu.

Klicova slova

Hemokoagulace, prolécivo, dabigatran, dabigatran etexilat



Summary

The first part of the bachelor work describes properties of the anticoagulant drug
Dabigatran etexilate and its pharmaceutically active form Dabigatran, mechanism of blood
clotting, pharmacokinetics parameter and preparation of this drug.

The second experimental part describes compounds produced by alkaline and basic
hydrolysis. It was found that major hydrolytic products are generating by fission esther and
carbamate bind of Dabigatran. The destruction of amidine bind is applied in a lesser extent. It
was proven by kinetic experiment that hydrolytic processes are very slow — they require at
least 24 hours at room temperature — and testify to the high stability of Dabigatran.

Key word
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1. Uvod

Dabigatran — |éCivo sniZujici sraZzeni krve

Na krvdceni nasledkem poranéni reaguje organismus uzavienim rany v cévach. Tento
proces ma nékolik fazi. Trombocyty (krevni desticky) se nahromadi jako zatka v misté
poskozeni stény cévy. Trombocyty uvolniu;ji latky, které aktivuji faktory krevniho srazeni. Tyto
faktory spolu svitaminem K v krvi plsobi na latku fibrinogen (protein rozpustny v plazmé)
a méni ho na nerozpustny protein fibrin. VIdkna fibrinu se zaplétaji do trombocytové zatky
a vytvareji krevni srazeninu. Po zahojeni rany je vznikla sraZzenina rozpusténa pomoci enzymu

plazminu (fibrinolyza).

Stémito procesy mohou byt spojeny nékteré poruchy jako je napfriklad
nekontrolovatelné vytvareni krevnich srazenin (trombdza), které mlze zabranit pfistupu krve
k Zivotné dllezitym organlm. Tromboembolické nemoci jsou povaZovany za hlavni pficinu
dmrtnosti na svété'?, a proto antitrombotické terapie hraji ddleZitou roli v prevenci a 1é¢bé

tromboembolickych poruch.?

Jednim z novych |éCiv, pouzivanych pfi antitrombotické terapii, je latka s generickym
nazvem Dabigatran. Dabigatran byl poprvé popsan vroce 1998 némeckymi védci v patentu
WO 9837075.% Jako prvni ho uvedla na trh spole¢nost Boehringer Ingelheim pod obchodnim
nazvem Pradaxa® v Evropé a Australii, Pradax® v USA. Prodava se ve formé tvrdych tobolek
s neprhlednou vrchni ¢asti svétle modré barvy a s neprlihlednou ¢asti krémové barvy, velikost
0, 1 nebo 2 podle gramaze (150 mg, 110 mg nebo 75 mg), plnéné Zlutymi peletami. Vrchni ¢ast
tobolky je potiSténa symbolem firmy Boehringer Ingelheim, spodni c¢ast ndapisem ,,R150%
,,R110“ nebo ,,R75“ opét podle gramaze. Tobolky, mimo ucinnou latku, obsahuji také radu
pomocnych latek jako je kyselina vinna, arabska klovatina, hypromelosa, dimetikon 350,
mastek a hyprolosa. Obal tobolky obsahuje keragenan, chlorid draselny, oxid titanidity,

indigokarmin, oranzovou zlut, hypromelosu a ¢i$ténou vodu.”
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2. Historie

Prvnimi ptipravky pouzivanymi ke sniZeni srazlivosti krve pfi lécbé kardiovaskularnich
a tromboembolickych chorob byly po vice nez 50 let hepariny a antagonisté vitaminu K, jako je

warfarin.*®1°

Jejich uZivani je spojeno s nékolika klinickymi nedostatky. Warfarin (Obr. 1) je
synteticky derivat kumarinu, ktery sniZuje riziko cévni mozkové prihody u pacientd
s nevalvuldrni fibrilaci sini o 68 %. Je sice velmi efektivni, ale jeho uzivani je
provazeno obtizemi, jako je nepredvidatelnd farmakokinetika®, zpozdény nastup ucinku,
individualni davkovani, interakce s jidlem a léky.® Uzivani warfarinu je spojovano s nadmérnou

krvacivosti.®®

Obr. 1 — Warfarin

Dalsim pouzivanym lécivem je nefrakciovany heparin, ktery se pouZiva k prevenci
alécbé trombdzy od roku 1930. Nizkomolekuldrni hepariny, derivaty nefrakciovaného
heparinu, byly zavedeny v Evropé vroce 1980."° Také uZivani heparinu (Obr. 2) souvisi
s krvacenim. ProtoZe je heparin peptidové povahy musi byt podavan parenteralné®?
v ambulantnich podminkach.® Parenteralni podavéni je hlavni prekdikou subakutni

a chronické 1é¢by tromboembolickych onemocnéni.?

COOH CH,0SO;H H
H A OH H OH H OH
H COOH
~ OH H OH H OH ~H |
0 o 0 0
H  OH H  NHSOZH H  OSOzH
| an

Obr. 2 — Heparin

Tato omezeni podnitila Usili ovyvoj novych antikoagulancii, které jsou ucinné,
bezpetné a pohodIné se uzivaji.° V poslednim desetileti se vyzkum zamé¥il na vyvoj novych

antikoagulancii, které by doplnily antagonisty vitaminu K.*!
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Nejdfive byl vyzkum zaméren na latky plsobici prostfednictvim cilené inhibice faktord
v koagulacni kaskadé, zejména aktivovaného faktoru X (Xa). DalSim zamérenim vyzkumu byly
Fizené inhibitory trombinu (DTIs), které byly dale zkoumény v profylaxi.** Jako prvni oralni

1,6,10

pfimy inhibitor trombinu byl vyvinut ximelagatran™ ", ktery mél srovnatelnou ucinnost

s warfarinem v profylaxi Zilntho tromboembolismu, stejné jako v prevenci cévni mozkové

ptihody pfi fibrilaci sini. Studie viak ukazaly, 7e je hepatotoxicky."®'%*?

Nejvice studovany
znovych ordlnich primych inhibitorll trombinu (DTIs) je dabigatran etexilat. Na rozdil

od ximelagatranu neni dlouhodobé uzivani spojeno s hepatotoxicitou.’
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3. Mechanismus srazeni krve

Pokud je cévni sténa neporusena, je nejdokonalejsi ochranou pred krvacenim.
Na poranéni reaguje reflexnim smrsténim neboli vazokonstrikci — zabrani tim dalSimu dniku
krve z poskozené ¢asti.”® Pri zastavé krvaceni (hemostaze), ke které dochazi pfi poranéni cévy,

se uplatfiuji tfi mechanismy:**

e Reakce cévy
e Destickova zatka

e Srazeni krve

Reakce cévy spociva ve stahu hladké svaloviny stény poranéné cévy, diky kterému se

miiZze omezit krvaceni az na nékolik minut, v zavislosti na typu poranéni a priméru cévy.*

Destickova zatka docasné uzavird predevsim drobnéjsi poranéné cévy. Destickova
zatka se tvofi tak, ze desticky pfilnou k poranénému mistu (adheze) a aktivuji se™?, to znamena,
Ze zacnou vysilat mnoistvi vzajemné se propojujicich vybézki a uvolhovat obsah granul.
Uvolriované latky podporuji pfilnuti dalSich desticek (agregace), které vyusti ve vznik

destickové zatky."

Srazeni krve (hemokoagulace) je proces, béhem kterého se tekutd krev méni
na nerozpustny gel (fibrin). Vyzaduje pfitomnost ¥ady srazecich faktord.™ Oznaduiji se fimskymi
&islicemi a jejich aktivované formy oznacujeme pridanim malého a.” Je jich celkem 13, 12
z nich se nachazi trvale v krevni plazmé v neaktivované formé. Faktory se tvofi prevainé
v jatrech, pro plnohodnotnou tvorbu nékterych z nich (I, VII, IX, X) je zapotrfebi vitamin K
(Obr. 3). Faktor Ill, tzv. tkanovy faktor, ¢astéji zvany tromboplastin, se uvolfiuje z membran

poskozenych tkariovych bunék a krvinek.

HyC” CHy

Obr. 3 —Vitamin K
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Podstatou srazeni krve je preména plazmatické bilkoviny fibrinogenu ve vlaknity fibrin,

ke které dochazi v kaskadé postupné se aktivujicich chemickych enzymatickych reakci,

nezbytnd je pfitomnost Ca**.**

U zdravého C¢lovéka zabranuje normalné probihajici hemostdza vzniku krvaceni
a krevnim ztratam. Pfitom je tfeba rozliSovat mezi primdrni asekundarni hemostazou.
Pod pojmem primarni hemostdza rozumime zadstavu mensich krvaceni vlivem vazokonstrikce
a ucpanim defektu cévni stény trombocyty. Sekunddrni hemostdza je charakterizovdna tvorbou

fibrinovych srazenin v d@sledku ¢innosti exogenniho a endogenniho koagulaéniho systému.*

’

Plazmatické faktory, které se podileji nasrazeni krve, mohou byt aktivovany
ve vnitfnim systému na negativné nabitych povrsich (fosfolipidy trombocytd), nebo v zevnim
systému za Ucasti tkanové trombokinazy. Obé cesty aktivuji koagulaéni faktor X na faktor Xa.
Nasledné vznikly trombin ptsobi na fibrinogen, ktery se pfeméni na fibrin.” Trombin je kli¢covy
enzym hemostatickych reakci a je jedinym koagulacnim enzymem, ktery Stépi fibrinogen

na fibrin.*®°

Trombin dale aktivuje faktor Xlll, jehoZ plsobeni je nutné k vytvoreni
nerozpustného a stabilniho fibrinu, vznikem kovalentnich vazeb mezi fibrinovymi vldkny, ¢imz

stabilizuje fibrinovou sit. **

Aktivaci kofaktor( VIl a V se koagulaéni kaskada zrychluje vice ne? 10° krat. Kontaktni
aktivaci na cizorodych povrsich, které puUsobi jako spoustééi endogenniho koagulacniho
systému, se intravaskuldrné aktivuje srazeni krve (napf. aktivace hemokoagulace
na ateroskleroticky zménénych sténach tepen). Exogenni koagulaéni systém se naproti tomu

aktivuje tkariovou trombokindzou uvolnénou pfi poranéni (napf. fezna rana, operace).™

Kvali zachovani rovnovahy organismu existuji systémy, které naopak maji za ukol
potlacovat vznik krevniho koagula. V pfipadé nerovnovahy se objevuje bud zvysena tendence
ke vzniku krevnich srazenin, nebo naopak k projeviim krvaceni. Trombdza spociva v tvorbé
srazeniny uvniti cévy, kterd neslouZi zastavé krvaceni pfi poranéni, ale chorobné zabranuje

prétoku krve postizenou cévou (tvorba srazeniny na nespravném misté).”

Proces zastavy krvaceni, ktery je nezbytny v misté poranéni cévy, mlze za chorobnych
podminek probéhnout, aniZz by byla céva poranéna, tj. vytvori se sraZenina na nespradvném
misté a ucpanim koronarni tepny vyvola infarkt nebo ucpanim mozkové tepny zachvat mrtvice.
Ve vendznim fecisti se mliZe tvorba sraZenin projevovat napf. jako Zilni trombdza v oblasti

panve a dolnich konéetin, odkud hrozi nebezpe¢i embolie plicnich tepen.™
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Koagulaéni proces Koagulaéni kaskada Antikoagulant

Iniciace

Propagace

; Antagonista vitaminu K
.| Warfarin

.| Faktor inhibitor Xa

Rivaroxaban
Apixaban
Edoxaban

Y
* """"""" Pfimy inhibitor trombinu

Dabigatran

Tvorba fibrinu

Fibrinogen

Obr. 4 — Srazeni krve®
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4. Dabigatran

4.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti
Genericky nazev: Dabigatran
Chemicky nazev: 2-[[(4-amidinofenyl)amino]methyl)]-1-methyl-1H-

benzimidazol-5-oyl]-2-pyridyl-3-aminopropanova kyselina

CAS nazev: N-[[2-[[[4-(Aminoiminomethyl)fenyl]amino]methyl]-1-methyl-
1H-benzimidazol-5-yl]karbonyl]-2-pyridinyl-B-alanin

CAS ¢islo: 211914-51-1

Sumarni vzorec: Cy5H,5N,05

Strukturni vzorec:

COOH CHs NH,
H N NH< >—<\
r— NH

N N N
. _N 0]

Molekulova hmotnost: 471,511 g/mol

Elementarni analyza: C63,68 %, H5,34%, N 20,79 %, 0 10,18 %

Barva, skupenstvi: Bilé krystaly

Bod tani: 276 —-277 °C

Rozpustnost: ve vodé 1,8 mg/ml*®

Log P: (systém voda - oktanol) 2,4
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Genericky nazev:

Chemicky nazev:

CAS nazev:

CAS dislo:

Sumarni vzorec:

Strukturni vzorec:

A

Molekulova hmotnost:

Elementarni analyza:

Barva, skupenstvi:

Bod tani:

4.2 Charakteristika

Dabigatran etexilat

ethyl-3-([2-[[(4-(N-n-hexyloxykarbonyl)karbamimidoyl)-
fenylamino]methyl]]-1-methyl-1H-benzimidazol-5-oyl]-2-

pyridyl)amino)propanonat

N-[[2-[[[4-[[(Hexyloxy)karbonyl]amino]iminomethyl]fenyl]

amino]methyl]-1-methyl-1H-benzimidazol-5-yllkarbonyl]-2-

pyridinyl-B-alanin ethyl ester

211915-06-9
C34H41N705
O
0~
COOEt

CH, NH
N NH-< >—’\\
»r— NH
N

(0]

627,743 g/mol

C 65,05 %, H6,58 %, N 15,62 %, 0 12,74 %

Bezbarvé krystaly

128 - 129 °c"

Dabigatran se vratné vaZze na aktivni enzymatickou stranu trombinu a je jeho pfimym,
specifickym inhibitorem (DTIs).® Inhibuje také volny trombin, trombin navadzany na fibrin

a agregaci krevnich desti¢ek navozenou trombinem.’
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Dabigatran je polarni molekula ve formé zwitter-iontu®, kterd se $patné absorbuje
ve stfevech a po ordlni absorpci nema zadnou biologickou dostupnost. Jeho lipofilita je zvySena
dvojitou esterovou funkci.? Dabigatran etexilat je prolécivo, které je podavano oralné, rychle se
vstiebava' a po absorpci je rychle premériovan katalyzovanou hydrolyzou v plazmé a jaterni

esterdzou na farmakologicky aktivni molekulu Dabigatran.e'9

Velkou vyhodou je predvidatelnd farmakokinetika, tudiz muazZe byt podavan
bez nutnosti laboratorniho monitorovani. Na rozdil od warfarinu a heparinu nema specifické
antidotum, coZz se mlze jevit jako zna¢na nevyhoda, zvlasté pokud je pouzivan ambulantnim

pacientem, u kterého je t&73i zajistit spravné davkovani.'**®

Bylo popsdno nékolik soli dabigatran etexilatu, vcetné methansulfonatu neboli
mesylatu (Obr. 5).° Mesylat, ktery je farmaceuticky akceptovatelnou soli, se nejéastéji
vyskytuje v krystalické formé oznaCované jako polymorf |, kterd je charakterizovdna bodem

tani 180 °C.%°

0
o
) i
N % NH H3C—S—OH
/| N Il
0
N O

Obr. 5 — Dabigatran mesylat

Polymorfismus je dulezita vlastnost nékterych molekul a molekularnich komplexa.
V zavislosti na krystalizacnich podminkach mlze molekula krystalovat v rlznych strukturach
neboli polymorfech. Polymorfy maji stejny molekuldrni vzorec, ale odlisné fyzikalni vlastnosti,
jako je napfiklad bod tani a Casto i farmakokinetické parametry. Rozdilné fyzikalni vlastnosti
raznych polymorfi jsou zplsobeny orientaci a mezimolekuldrnimi interakcemi sousednich

21
molekul.

4.3 Farmakokinetika

Dabigatran je eliminovan primarné moci (okolo 80 %), zbytek je konjugovan
avyludovan 7lu¢i’® Polocas rozpadu je po jednordzovém podani kolem 8 hodin

a po opakovaném podani 14 —17 hod, co? umozriuje podavani jednou denné.>*® Absolutni
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biologickd dostupnost po peroralnim podani je 6,5 %.°°'° Vazba na plazmatické bilkoviny je

nizka (35 %). Distribu¢ni objem je 60 — 70 |.”*?

Systém cytochromu P — 450, ktery je zdrojem mnoha Iékovych interakci, se neldcastni

metabolismu dabigatranu™®, proto je riziko interakci s léky malé.™

Dabigatran se lépe vstrebava v kyselém prostfedi. Byly vyvinuty nové kapsle, které
obsahuji malé kulicky, jejichz jadro je tvofeno kyselinou vinnou a potazeno dabigatran
etexilatem. Vyhodou této Upravy je, Zze si dabigatran etexildt pfinasi sebou své optimalni pH
na misto absorpce (tj. traviciho traktu).’® Proto zmény pH v zaludku nemaji vyznamny vliv

211,12

na jeho absorpci a to i v pfitomnosti inhibitor(i protonové pumpy. Jinak by doslo ke snizeni

absorpce 0 20 — 25 %.%

4.4 Davkovani

UZivani léku je oralné jednou denné. Doporucené davkovani je 220 mg denné (2 kapsle
110 mg).’ Tobolku je tieba spolknout celou a zapit trochou vody.™ P¥ipravek m@ize byt uzivan

s jidlem nebo bez jidla.>’

Pfi stfedné zavazném poskozeni ledvin (nebo pfi sou¢asném uzivani amiodaronu) maize
byt davka upravena na 150 mg denné (2 kapsle 75 mg). Po totalni vymeéné kolenniho kloubu se
podava po dobu 10 dni jako prevence Zilniho tromboembolismu. Po totalni vyméné kycelniho

kloubu po dobu 28 — 35 dni.

4.5 Indikace

V roce 2008 byl dabigatran etexilat schvdlen v EU, Velké Britanii, Australii a Kanadé
k primarni prevenci Zilnich tromboembolii (krevnich srazenin) u dospélych pacientl, ktefi

9,22

podstoupili elektivni ndhradu kycelniho nebo kolenniho kloubu. Vroce 2011 se zacal

pouzivat také jako prevence cévni mozkové prihody a systémové embolie u dospélych pacientl

, s . s 011,12
s non - valvularni fibrilaci sini.™

4.6 Kontraindikace

Kromé pripad( precitlivélosti na Gcinnou latku, nebo kteroukoli pomocnou latku
obsaZenou v pfipravku, je dabigatran kontraindikovan pfi poskozeni ledvin (clearance kreatinu

30 mL/L). Dale pf¥i predispozici ke krvaceni, organovych lézich s rizikem krvaceni, pfi poskozeni
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jater a pfi soubéiné |écbé silnymi inhibitory P - glykoproteinu (nap¥. guanidin). Neinteraguje

s potravinami.9

4.7 Lékové interakce

Dabigatran interaguje s nefrakciovanym heparinem, jeho derivaty, inhibitory
aktivovaného faktoru X (Xa) (napf. fondaparinux), jinymi inhibitory trombinu (napf. desirudin)

a antitrombotiky (napf. clopidogrel, ticlopidine, dextran).’

Dabigatran mUzZe interagovat sinhibitory P -glykoproteinu a s nékterymi léky,
zahrnujici srdec¢ni Iéky amiodaron a verapamil, antibiotikem clarithromycin a antimykotiky jako

je ketoconazol a itraconazol.’

4.8 Opatieni

Pfi pouzivani dabigatran etexilatu je nutné monitorovat krvaceni a u pacient( s rizikem
krvdceni provadét preventivni opatfeni. Nejsou k dispozici adekvatni udaje o podavani
pfipravku téhotnym Zendm. Studie u zvifat prokazaly reprodukéni toxicitu. Potencialni riziko
u ¢lovéka je neznamé. Pfipravek tedy nesmi byt podavan béhem téhotenstvi a u kojicich Zzen

nebo déti mladgich 18 - ti let.’

4.9 Klinické studie

Uc¢innost a bezpe¢nost dabigatranu byla studovana v nékolika studiich. Ve studiich
in vivo aex vivo u zvifat byla prokdzana antitrombotickd Gc¢innost a antikoagulaéni aktivita
dabigatranu po intravenéznim podani a dabigatran etexilatu po peroralnim podani v rdznych

zvitecich modelech trombdzy.® Byly provedeny tyto studie:
Prevence cévni mozkové pfihody u pacientd s fibrilaci sini

e PETRO Prevence embolickych a trombotickych pfihod u pacientll s perzistentni
fibrilaci sini (z angl The prevetion of embolic and thrombotic events in patiens with
persistent atrial fibrillation)

e RE-LY Randomizované hodnoceni dlouhodobé antikoagulacni 1é¢by (z ang.
Randomized evaluation of long-term anticoagulation therapy).

Prevence Zilni tromboembolie (VTE) po operacich s ndhradou velkych kloub

e BISTRO I Boehringer Ingelheim study in Thrombosis |
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e BISTRO Il Boehringer Ingelheim study in Thrombosis Il

e RE-MODEL primarni prevence VTE po TKR (Evropska unie, Jizni Afrika, Austrdlie)
e RE-NOVATE Primarni prevence VTE po THR

e RE-MOBILIZE primarni prevence VTE po TKR (Severni Amerika)

Prevence opakujici se VTE

e RE-COVER lé¢ba akutniho VTE®

Klinicky dlkaz ucinnosti dabigatran etexildtu pochazi ze studie RE-LY, ve které byly
srovnavany dvé davky dabigatran etexilatu (110 mg a 150 mg dvakrat denné) podavané
u pacient( s fibrilaci sini se stfednim az vysokym rizikem cévni mozkové prihody a systémové
embolie (ve srovnani s warfarinem). Studie RE-LY ukdzala, Ze dabigatran etexilat v davce
110 mg dvakrat denné neni horsi nez warfarin v prevenci cévni mozkové prihody a systémové
embolie u jedincl s fibrilaci sini. Vyskyt zdvainého krvaceni byl utéto davky srovnatelny
s warfarinem.>”*>*

Pacienti podstupujici vyznamnéjsi elektivni ortopedické operace (v jedné studii Slo
o nahradu kolenniho kloubu, ve druhé o ndhradu kloubu kycelniho) dostavali pripravek
Pradaxa v davce 75 mg nebo 110 mg béhem 1 - 4 hodin po operaci, poté v davce 150 mg nebo
220 mg jednou denné pfi zabezpedené hemostdze nebo enoxaparin 40 mg den pred operaci
a poté denné. Ve studii RE-MODEL (s nahradou kolenniho kloubu) trvala Iécba 6 — 10 dni,
ve studii RE-NOVATE (s ndhradou kycelniho kloubu) 28—35dni. Primarnim cilovym
parametrem v obou studiich byl souhrn Zilnich tromboembolii a mortality z jakékoliv pficiny.
Vysledky obou studii ukdzaly, Ze antitromboticky ucinek pfipravku Pradaxa v davce 220 mg
a 150 mg nebyl statisticky slabsi nez ucinek enoxaparinu, pokud jde o celkovy pocet Zilnich

tromboembolii a mortalitu ze viech pficin.>”*>*
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5. Priprava Dabigatranu a Dabigatran etexilatu

5.1 Pfiprava podle pavodniho patentu WO 9837075

Priprava Dabigatranu a Dabigatran etexilatu byla poprvé popsana v roce 1998. Postup

Ize znazornit nasledujicim schématem:

NH—CH3 NH
ICH v g,
HOOC 2. TEA/THF

NH—CH3 NH—CH3
Pd/C o
N NO,  DCHM/EtOH X NH;
N - N
X V\COOEt C( V\CoOEt
N
N = 4
NH—CH3 COOH
1.CDI, THF

2.AcOH
NH, >
N
AN ookt
N
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/CH3
N NH@CN HCI,EtOH
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o (NH,),CO,
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Schéma 1

V prvnim stupni vyroby reaguje chlorid 4-(methylamino)-3-nitrobenzoové kyseliny (1)

s ethyl-3-(pyridin-2-yl)aminopropanoatem (2) v tetrahydrofuranu za pouziti triethylaminu jako

Produktem reakce je ethyl-3-{[4-(methylamino)-3-nitrobenzoyl](pyridin-2-

yl)amino}propanoat (3).

Tato latka vznikd ve formé oleje s obsahem necistot 20 — 40 %. Aby mohla byt pouzZita

pro vyrobu aktivni farmaceutické substance API (z angl. Active Pharmaceutical Ingredient),

vyzaduje slozité Cistici operace, jako je napf. chromatografie.
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Dale se redukuje latka 3 na ethyl-3-{[3-amino-4-(methylamino)benzoyl](pyridin-2-
yl)amino}propanoat (4). Redukce nitroskupiny na amino se provadi katalytickou hydrogenaci
za pouziti palladia na aktivnim uhli za vysokého tlaku. Tento postup je vSak technologicky velmi
narocny a pfinasi bezpecnostni a ekologickd rizika. Pracuje se zavysokého tlaku, proto je
potfeba specidlniho zafizeni. Pouzité katalyzatory jsou toxické a jejich cena se negativné

promitne do ekonomiky celého procesu.

V dalSim kroku reaguje latka 4 s [(4-kyanfenyl)amino]octovou kyselinou (5) za vzniku
latky 6. Nitril rovnéz vyzaduje chromatografické Cisténi, coz Ize v priimyslovém méritku jen
velmi tézko realizovat. Tento zpUsob (isténi zatéZuje ekonomiku a ma inegativni vliv
na vytézek. Poté se provadi kysele katalyzovand adice amoniaku, jehoZ zdrojem je uhlicitan

amonny, na nitrilovou funkci.

Poslednim stupném je reakce vzniklého meziproduktu s hexylchloroformidtem

za vzniku Dabigatran etexilatu.

Provedeni podle WO 9837075 neumoZiuje pripravu dabigatran etexilatu o vysoké
Cistoté, kterd je nezbytnda ufarmaceutické substance, a ve vytézku akceptovatelném
v primyslovém méfitku. Vzhledem ktémto nedostatkim byla vyvinuta snaha o zlepseni

vyroby, a proto bylo popsano mnoho dalsich postupu.

5.2 Modifikovana pfiprava podle patentu W02009111997A1

Tento postup® popsany v roce 2008 se li$i od ptivodniho patentu pouze v nékterych
pouzitych cinidlech a zpuUsobu cisténi meziproduktl. Jeho aplikaci dochazi k podstatnému

zlepsSeni Cistoty a vytézka problematickych kroka.

Prvni rozdil spociva v prevedeni produktu acylace (3) na hydrochlorid. Tuto latku Ize
precistit jednoduchou krystalizaci, naptiklad ze smési ethanol, acetonitril, coz vede k produktu

vysoké Cistoty, ¢asto s obsahem necistot mensim nez 1 %.

Potfebny chlorovodik se pouzivda ve formé roztoku v organickém rozpoustédle.
Nejvhodnéjsi je diethylether, ale s vyhodou se pouZivaji rozpoustédla z frady etherd, ester(,

ketonl nebo alkoholG.

Pfi redukci nitroskupiny na aminoskupinu je levnéjsim cinidlem dithionicitan sodny
a reakce se provadi ve smési rozpoustédel ethanol + voda. Neni nutné pracovat za zvySeného

tlaku ani pfi vysoké teploté. Postup je tedy daleko jednodussi a ekonomictéjsi.
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Do dalSiho stupné vstupuje latka 3 ve formé hydrochloridu, coz ma pozitivni vliv
na pribéh reakce a na Cistotu produktu. Touto obménou postupu, kterd vede ke zkvalitnéni
meziproduktu, je mozno ziskat latku 4 s minimalnim obsahem necistot (5 % nebo i méné nez

1 %).

Ziskany nitril 6 se prevadi na sll s kyselinou stavelovou. Tato stl se precisti krystalizaci
z polarniho protického rozpoustédla, jako je napfiklad ethanol. Takto Ize nitril ziskat ve vytézku

80 —90 %, ktery je akceptovatelny pro priamyslovou vyrobu.

Vychozi [(4-kyanfenyl)amino]octova kyselina (5) se pfipravuje reakci 4-kyananilinu
s kyselinou chloroctovou za pfitomnosti baze. Tento reakéni krok probiha s pomérné nizkym
vytézkem okolo 50 %. Proto byl tento postup modifikovdn a provadi se s kyselinou
bromoctovou. Touto obménou je dosazeno vyrazné vyssiho vytézku okolo 85 - 90 %. Pficinou
je pravdépodobné vyssi schopnost bromidového aniontu odstupovat pfi nukleofilnich reakcich
v porovnani s chloridovym aniontem. Tato schopnost se pak projevi pfi reakci 4-kyananilinu,
ktery je slabym nukleofilem, s bromoctovou kyselinou na zvySeném vytézku reakce. Dale je
mozno pokracovat podle postupu popsaného v patentu WO 9837075. Cely postup zefektivni
vyrobu dabigatranu v priimyslovém méritku. Vyrazné se zvysi vytéznost procesu a zjednodusi

se Cistici operace.”

5.3 Priprava vyuzZivajici chranici oxaldiazolovou skupinu

Dal$i mozny postup byl popsan v roce 2006 a je na zakladé nésledujiciho schématu®

vychazejiciho z ethyl-3-{[3-amino-4-(methylamino)benzoyl](pyridin-2-yl)Jamino}propanoatu (4)

a {[4-(5-oxo-4,5-dihydro-1,2,4-oxadiazol-3-yl)fenyl]amino}octové kyseliny (10):

0
J
P\

NH—CH
3 Nx. NH
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N
C( v\COOEt
_~N
a4 10

Y

NH\\

COOH

25



Hs 1.H,,Pd/C

/
N EtOH,AcOH
| />—\ N—g 2.PTSA,EtOH
N N NH /J =
\ N \o
X V\COOH H
_~N 11
CH
/ 3
N

Schéma 2

Tato acylaéni a cyklizacni reakce mulze byt provadéna v pFitomnosti 1,1°-
karbonyldiimidazolu nebo polyfosforeéné kyseliny v tetrahydrofuranu. V dalSim kroku se
pouziva kyselina octova v ethanolu. Takto vznikld slouéenina se katalyticky hydrogenuje,
za pouziti palladia na aktivnim uhli, v etanolu jako rozpoustédle na latku 7 ve formé tosylatu.
Dale se postupuje stejné jako v predchozich ptikladech. Tento proces dava vysoké vytézky
a vysokou ¢istotu produktt bez nutnosti chromatografického &isténi. 2

Dalsi pfipravy dabigatranu jsou obmény plvodniho postupu uvedeného v patentu

19,25-27

WO 9837075, které pouZivaji podobné latky a obménuji rozpoustédla a podminky.
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6. Stabilita Dabigatranu v kyselém a bazickém prostredi

Molekula Dabigatranu obsahuje nékolik funkcnich skupin, které mohou podléhat

hydrolyze. Jedna se zejména o skupinu esterovou, amidovou, amidinovou a karbamatovou.

CH3

/
N
X N NH
N (o) NH
| A V\ﬁ/ “CHyCH3 /&
~N (o) o) (0]

H3C

Pro posouzeni stability dabigatranu bylo zvoleno nékolik prostredi:

1. 1 M roztok K,CO; stabilita vlci alkalické hydrolyze za mirnych
podminek

2. 1 M roztok NaOH stabilita vlci alkalické hydrolyze

3. 1 M roztok HCI stabilita vici kysele katalyzované hydrolyze
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7. Experimentalni cast

Dabigatran etexilat byl ziskan od spole¢nosti Zentiva k.s..

7.1 Rozklad Dabigatran etexilatu ve vodné-ethanolickém roztoku K,CO;

Do 100 ml kulaté bariky bylo ptredloZeno 0,3 g (4,78-10™ mol) dabigatran etexilatu
s 20 ml 1 M vodného roztoku K,CO; a 20 ml ethanolu a poté michano 16 hod. pfi laboratorni
teploté. Vznikly roztok se délil na dvé vrstvy, které byly rozdéleny na délicce. Horni vrstva byla
na vakuové odparce zahusténa odpafenim ethanolu. Poté byla prelita do malé kadinky
a zneutralizovana 36 % kyselinou chlorovodikovou na pH 6. Ztéto horni vrstvy se vysrazely
Zluté krystaly. Kadinka byla dana po dobu asi 1 hodiny do ledu. Poté byl zahustény roztok
s vysrazenymi krystaly kvantitativné preveden do krystalizacni misky a ponechan 6 dni
krystalovat (k odpareni rozpoustédla). Krystaly byly extrahovany 3 x 10 ml ethanolu. Poté byl
extrakt odparen navakuové odparce. Vniklé krystaly byly ddny do exsikdtoru k odpareni
veskerého rozpoustédla. Poté byly krystaly zvazeny. Bylo ziskdno 0,11 g produktu, ktery byl
analyzovan LC-MS.

Spodni vrstva byla zahusténa odparenim zbytk( ethanolu na vakuové odparce. Tento
zahustény roztok byl neutralizovdn 36 % kyselinou chlorovodikovou na pH 6. Vyloudilo se
50 mg krystalkd, které byly odfiltrovany a analyzovény ‘H NMR spektroskopii (Obr. 7). Filtrat
byl po odfiltrovani pevného podilu extrahovan 3 x 10 ml chloroformu a extrakt byl po vysuseni

odparen na vakuové odparce. Bylo ziskano 24 mg produktu. (Obr. 8)

7.2 Rozklad Dabigatran etexilatu ve vodné-ethanolickém roztoku NaOH

Do kulaté bariky bylo predloZeno 0,3 g (4,78-10™* mol) dabigatran etexilatu s 20 ml 1 M
vodného roztoku NaOH a 20 ml ethanolu a poté michano 24 hod. pfi laboratorni teploté. Ciry
roztok byl poté neutralizovdn 36 % kyselinou chlorovodikovou na pH 6, prelit do krystalizaéni
misky a ponechan volné odpafit. Smés organickych produktl a anorganickych soli byla
extrahovdna 3 x 10 ml ethanolu. Extrakt byl odparen na vakuové odparce a vzniklé krystaly

(0,10 g) byly analyzovany pomoci LC-MS.

Pokud byl rozklad provadén pouze ve vodném NaOH (postupné se rozpoustéjici
suspenze), byl kromé produktl pozorovanych u predchoziho pokusu isolovan i nezreagovany
Dabigatran (0,13 g) a dalsi produkt obsahujici pouze fragment dabigatranového skeletu

(Obr. 11).
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7.3 Rozklad Dabigatran etexilatu ve vodné-ethanolickém roztoku HCI

Do kulaté bariky bylo pfedloZeno 0,3 g (4,78-10~* mol) dabigatran etexilatu s 20 ml 1 M
vodného roztoku HCl a 20 ml ethanolu a poté michdano 24 hod. Roztok byl poté neutralizovan
hydroxidem sodnym na pH 6. Po neutralizaci se vyloucily krystalky, které byly odfiltrovany
na frité a vysuSeny v exsikdtoru. Bylo ziskdano 52 mg vychoziho Dabigatranu. Filtrat byl

na vakuové odparce zahustén. Vyloucilo se 74 mg produktu. Filtrat nebyl dale zpracovavan.

7.4 Méreni NMR spekter

NMR spektra byla méfena na spektrometru Bruker Avance Il 400 pfifrekvencich
400,13 MHz ('H) a 100,61 MHz (*C). Jako rozpoustédlo byl pouzit hexadeuterovany
dimethylsulfoxid (DMSO-dg). Chemické posuny 6, byly vztazeny ke stfedlm signalu multipletu
rozpoustédla 6, = 2,50 ppm.

7.5 Kineticka méfeni

Kinetické méreni bylo provedeno na pfistroji HP UV/VIS 8453 Diode Array v kyveté
tloustky 1 cm temperované na 25 °C. Do kyvety byly pipetovany 2 ml 1 M roztoku hydroxidu
sodného v50% vodném ethanolu a nechdny 3 minuty temperovat. Po temperaci bylo
do kyvety nastfiknuto takové mnoiZstvi ethanolického roztoku Dabigatranu, aby se hodnoty
absorbance nalézaly vrozmezi 0,2-0,8. Kvypoctu pozorované rychlostni konstanty bylo
pouzito programu KINETIKA. Pozorovana rychlostni konstanta byla vypoctena pfi vinové délce,
pfi které dochazelo k nejvétsi zméné absorbance — tj. v oblasti absorpéniho pasu produktu

(A = 325 nm).

7.6 Méreni HPLC-MS

Méreni HPLC-MS byla provedena na koloné Kinetex C18, 150 x 4,6 mm, 2,6 um mobilni
fazi acetonitril/vodny 0,1 M pufr (mravencan amonny) gradientovou eluci pfipH6,3
pti pritoku 600 pl-min™ a teploté 30 °C. Detekce byla provedena UV detektorem pfi 230 nm.
MS spektra byla zméfena na pfistroji LTQ Orbitrap s iontovym zdrojem. Byly snimany kladné

ionty (ESI).
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8. Vysledky a diskuse

Z dlvodu nizké rozpustnosti Dabigatran etexilatu ve vodé jsem pro studium jeho
stability vybrala 50 % vodny ethanol, kde je jiz jeho rozpustnost dostate¢na a pritom se stale

jednd o velmi polarni rozpoustédlo podobné samotné vodé.

8.1 Reakce s vodné-ethanolickym roztokem uhlicitanu draselného

Zpracovanim horni ethanolické vrstvy reakéni smési poreakci s1M vodné-
ethanolickym uhli¢itanem draselnym jsem ziskala smés produktl, které byly na pracovisti
Zentivy k.s. analyzovdny pomoci kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie

(Obr. 6).
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Obr. 6 — Chromatogram ziskany po hydrolyze ve vodné-ethanolickém roztoku K,CO3;

Touto metodou bylo potvrzeno, Ze dominantnim produktem rozkladu (72 % dle
kapalinové chromatografie) s relativni molekulovou hmotnosti M, =599 je produkt hydrolyzy
esterové skupiny 12. Minoritnimi slozkami jsou i produkt hydrolyzy a dekarboxylace
karbamatové skupiny 8 (M, = 471, 8% dle LC) a dalsi dvé nezndmé latky s M, =598 a 479,

jejichz strukturu se vsak pro jejich malé zastopeni nepodafilo urdit.

Spodni vodné-ethanolicka vrstva obsahovala dle 'H NMR spektroskopie jednak dalsi
50 mg podil kyseliny 12 (Obr. 7) ziskané po okyseleni vtémér cCistém stavu a dale hexyl-
karbamat (cca 66 % z extrahovanych 24 mg) a dalsi slou¢eninu obsahujici podobny spinovy
systém jako vychozi Dabigatran etexilat, avSak s ponékud odlisSnymi chemickymi posuny
jednotlivych protoni a bez dvou typickych Sirokych singletl, odpovidajicich amidinové skupiné.
Namisto nich je ve spektru pozorovan jeden Siroky singlet pfi9.6 ppm, ktery by mohl

odpovidat uskupeni —CONH- (Obr. 8).
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Obr. 8 — 'H NMR spektrum podilu extrahovaného z vodné vrstvy chloroformem. Sipkou jsou

oznaceny signaly pfislusejici hexyl-karbamatu.
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Hydrolyza esterové funkéni skupiny probiha nejspiSe mechanismem BAc2 — tj. atakem
rovnovazné pritomného hydroxidového iontu na karboxyldtovou skupinu s ndslednym
odstépenim ethanoldtového aniontu. Naproti tomu muiZe hydrolyza karbamatové funkéni
skupiny probihat bud analogickym mechanismem BAc2, anebo alternativnim mechanismem
E1lcB. ZIiteratury28 je zndmo, ze O-alkyl karbamdty podléhaji spiSe prvnimu zmifovanému
mechanismu. Po samotné hydrolyze ndsleduje samovolna dekarboxylace za vzniku produktu 8
Je znamo, Ze hydrolyza ester(i probihd mnohem rychleji, nez hydrolyza karbamatl, o ¢emz
svédci i relativni zastoupeni obou hlavnich produktl v surové reakéni smési. Pfitomnost hexyl-
karbamatu v reakéni smési ukazuje, Ze mistem ataku hydroxidového iontu mlze byt i uhlik

amidinové skupiny.

O OVCH

ggoss Jovie

~N 0 Sumarni vzorec: C,,H, NO, 9

M= 627,73

CH3

K,CO,
EtOH/H,0

/CH3 NH—/\/
N NH—<: :>—<\
/>—/ NH

N

|| CH3

—~N 0 Sumarni vzorec: C_,H,_N_O, 12

M = 599,68

K,CO,
EtOH/H,0

CH3 NH,
/
— N
AN N

Sumarni vzorec: C25H25N7O3

Schéma 3
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8.2 Reakce s vodné-ethanolickym a vodnym roztokem hydroxidu sodného

Vodné-ethanolicky roztok hydroxidu sodného byl vybran jako mnohem silnéjsi bazické
prostfedi. LC-MS analyzou produktl (Obr. 9) bylo zjisténo, Ze stejné jako v predchozim pripadé
vznika nejprve kyselina 12 (cca 40 %), ktera se dale rozklada na derivat 8 (25 %). Kromé nich je
vSak v reakéni smési zastoupena i sloucenina 13 s M, = 451 a sumarnim vzorcem Cy;H,9NsO,
(cca22 %), coz odpovidd produktu hydrolyzy amidické skupiny kyseliny 12 (Obr. 10).
Zbyvajicich 13 % tvofi dalsi neidentifikované minoritni produkty. Uplatnéni hydrolyzy malo

reaktivni amidické skupiny je v souladu s vy$si koncentraci hydroxidového iontu.

M = 599

6.22

Mr =451

ES
o
o
~

Obr. 9 — Chromatogram ziskany po hydrolyze ve vodné-ethanolickém roztoku NaOH

Ve vodném NaOH je reakce komplikovana heterogennim usporadanim a proto bylo
mozné i po 24 hod. kromé vyse uvedenych produktll isolovat nezreagovany dabigatran etexilat
(0,13 g) a daldi produkt rozkladu (40 mg), jeho? *H NMR (Obr. 11) spektrum odpovida strukture
na Obr. 12. M, =451,51816

HO

0
CH3 NH—/\/
N NH—<: :>—<\ 0
/>—/ NH
N

Sumarni vzorec: C24H29N504

CH3

M, =451,51816

Obr. 10 — Produkt hydrolyzy amidické skupiny kyseliny
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Obr. 11 — "H NMR spektrum podilu extrahovaného z vodné vrstvy toluenem. Majoritni signaly
odpovidaji slou¢eniné na Obr. 12, minoritni vychozimu Dabigatran etexilatu.

0

V4

NH—\
H,N N\ 0]
NH

Obr. 12 — Produkt rozkladu Dabigatran etexilatu

CH3

8.3 Reakce s kyselinou chlorovodikovou

Reakce v kyselém prostredi byla realizovana ve vodné-ethanolické HCI. Po 24 hod. bylo
isolovano 50 mg vychoziho Dabigatranu a 74 mg neznamého produktu jeho? *H NMR (Obr. 13)
spektrum neodpovida ani vychozimu Dabigatranu, ani dfive pozorovanym produktiim rozkladu
v bazickém prostredi. Spinovy systém tohoto produktu se lisSi od Dabigatranu chybéjici
ethoxyskupinou, co? by napovidalo, 7e opét vznika kyselina 12. Jeho 'H NMR spektrum se viak

neshoduje se spektrem této kyseliny (Obr. 7). Divodem mUzZe byt napftiklad to, Ze v pripadé
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kyselé hydrolyzy byla kyselina 12 isolovdana ve formé hydrochloridu, jehoZ spektrum se

od samotné kyseliny 12 muze lisit.
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Obr. 13 — Spektrum produktu hydrolyzy Dabigatran etexilatu ve vodné-ethanolické HCI.

8.4 Kineticka méreni

Z divodu komplikovaného chovani Dabigatranu pfi hydrolyze ve vodné-ethanolickém
roztoku NaOH bylo provedeno pouze orientaéni kinetické méreni (Obr. 14, 15). Bylo potvrzeno,
Ze rychlost degradace je velmi pomald —za podminek pseudoprvniho fadu (tj. pfivelkém
nadbytku NaOH) trvé reakce vice ne7 24 hod. (kpo,=3,78-107s™; T, =18330s). Ztohoto
divodu nebylo mozné provést systematictéjsi studii. Je vSak pravdépodobné, Ze uvedend
pozorovand rychlostni konstanta pfislusi spiSe Stépeni karbamatové vazby (tj. vzniku
sloueniny 8) neZvazby esterové. Ethylestery se totiz hydrolyzuji pomérné snadno.
Isosbesticky bod v Obr. 14 je dikazem, Ze za uvedenych podminek neprobiha nasledna reakce

produktu 8.
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Obr. 14 — Spektrdlni zaznam hydrolyzy Dabigatran etexilatu v 1 M vodné-ethanolickém NaOH.
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Obr. 15 — Kineticka kfivka hydrolyzy Dabigatranu v 1 M vodné-ethanolickém NaOH pti 320 nm.

8.5 Zaveér

Zavérem lze fici, Ze Dabigatran etexilat je vysoce hydrolyticky stabilni molekula,
k jejimuz rozkladu jsou potreba vysoké koncentrace silnych kyselin nebo bazi. To potvrzuje
i moznost jejiho perordlniho pouZziti. Nejsnadnéji podléha hydrolyze esterova vazba, nasleduje

hydrolyza karbamatového uskupeni a nejpomaleji probiha hydrolyza amidové skupiny.
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