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Uvod

Proteinkinasy jsou skupinou enzymu, které katalyzuji
pfenos fosfatu z ATP na nckteré aminokyseliny
v proteinech. Podle aminokyseliny je mozno kinasy rozdé-
lit na tyrosin nebo serin/threonin specifické proteinkinasy.
Fosforylace aminokyselin v proteinech ovliviiuje fadu
jejich funkei v buiice a na membranach, mimo jiné souvi-
sejicich napf. s kontrolou buné¢ného cyklu, jehoz prostied-
nictvim je tak mozno zastavit napf. rust nadorovych bu-

CHs

HsC
! PR
NT N

Imatinib N N
CHs | _
£ o
0 —
HsC. NH
I\
& o
F / H
o Sunitinib
N
H
x
CHs N N
e [\ |
SO
o ® K/N\/\OH

Dasatinib

Obr. 1. Proteinkinasové inhibitory
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nék. Jednotlivé typy nadorovych bunék vykazuji pfitom-
nost odliSnych proteinkinas a rovnéz rtizné inhibitory vy-
kazuji odliSny mechanismus u¢inku, nékteré pusobi jako
ATP-kompetivni inhibitory, které se vdZou na neaktivni
konformaci enzymu, jiné se vazi na aktivni konformaci
enzymu a vykazuji obvykle u¢inek dudlnich inhibitort,
napf. i na vice typa kinas. Vzhledem k tomu, Ze je vznik
a rozvoj nekterych typt rakovin podminén piitomnosti
urcitych molekuldrnich markert, naskytd se moZnost 1écit
nekteré typy rakovin u jednotlivych pacientii ,,na miru®
s pouZitim specifickych inhibitorli proteinkinas. Takovyto
cileny ptistup k 1é¢b¢, nejen s pouzitim inhibitort protein-
kinas, se nové oznacuje jako genomickd medicina'”. Vy-
hoda nespociva pouze v tom, ze je 1écba cilend a neztraci
se Cas zkouSenim rtiznych obecnych terapeutickych postu-
pu, ale proteinkinasové inhibitory vykazuji vyrazné nizsi
cytotoxicitu nez klasickd chemoterapeutika a vedou tak
nejen k prodlouzeni Zivota, ale zejména k zlepseni kvality
zivota v diisledku podstatné mensich vedlejSich u¢ink.

Potieba proteinkinasovych inhibitorti s riznou speci-
fitou a mechanismem G¢inku vedla k syntéze tisicti novych
molekul. Za n€kolik poslednich let bylo klinicky otestova-
no a nasledné schvaleno vice nez 10 riznych proteinkina-
sovych inhibitori a velky pocet je jich ve stadiu klinického
testovani. Struktura nékterych proteinkinasovych inhibito-
ria je uvedena na obr. 1. Jak je patrné, struktury, které
vznikly na zéklad€ optimalizace a testovani na recepto-
rech, zdaleka nejsou jednoduché a zabezpecit jejich do-
stupnost pro co nejveétsi pocet potiebnych pacientt vyza-
duje zna¢nou invenci pii vyvoji efektivnich syntetickych
postupti.
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Obr. 2. Piiprava sorafenibu podle US 7,235,576 (cit.®)

Priklad potfeby takového syntetického vyvoje lze
dokumentovat napt. na syntéze sorafenibu. Sorafenib tosy-
1at byl uveden na trh firmou Bayer pod obchodnim nazvem
Nexavar” pro 1é¢bu pokro¢ilého svétlobunééného renélni-
ho a hepatocelularniho karcinomu. Kromé toho je pouziti
sorafenibu tosylatu testovano i u jinych typtli rakovin, napf.
pii 16¢b& rakoviny plic*®. Sorafenib je inhibitorem rtsto-
vych faktorti, které stimuluji bunécnou proliferaci a diferen-
ciaci (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, PDGFRa a c-Kit).

Jedna ze syntéz je popsana v patentu US 7,235,576
(cit.®). Dechlor-analog sorafenibu se piipravuje reakci 4-
-(2-(N-methylkarbamoyl)-4-pyridyloxy)anilinu s 5-(trifluor-
methyl)-2-methoxyanilinem a 1,1’-karbonyldiimidazolem
(CDI) v dichlormethanu (obr. 2).

Chromatografické precisténi produktu vSak poskytuje
velmi nizké vytézky (pfiblizné 30 %). Kromé toho je po-
psano, Ze pfi reakci anilini s 1,1’-karbonyldiimidazolem
vznikaji jako necCistoty symetrické mocoviny, jako napf.
1,3-bis[4-(2-N-methylkarbamoyl)-4-pyridyloxy)fenyl]mo-
covina (obr. 3), bez moznosti je odstranit jinak, nez pravé
chromatograficky.

Alternativni syntéza baze sorafenibu je popsana
v patentech US 7,235,576 (cit.®) a W0O2006/034796 (cit.”)
z 4-(2-(N-methylkarbamoyl)-4-pyridyloxy)anilinu a 4-
-chlor-3-(trifluormethyl)fenyl isokyanatu (obr. 4).

Reaktivni isokyanatovy intermediat se pfipravuje
podle patentu US 2,745,874 (cit.®) z ptislusného derivatu
anilinu. Tento patent rovnéz popisuje reakci isokyanatu
s aniliny za vzniku difenylmocovin, napf. 1,3-bis(4-chlor-
-3-trifluorfenyl)mocoviny (obr. 5).

Syntéze popsané v obr. 2 a vzniku mocovin jako ne-
Cistot (obr. 3) se z pohledu moznosti vyvoje priumyslového
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Obr. 3. 1,3-bis[4-(2-N-methylkarbamoyl)-4-pyridyloxy)fenyl]
mocovina
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Obr. 5. 1,3-bis(4-chlor-3-trifluorfenyl)mocovina

procesu vénuje Bankson a spol.”. Popisuje, Ze pro zameze-
ni vzniku tézko odstranitelnych mocovin je klicové praco-
vat ve velmi malém objemu rozpoustédel (ne vice nez
v desetinasobku). OvSem ani tento ¢lanek neuvadi postup,
jak by bylo mozno mocoviny odstranit, uvadi pouze pfi-
klad ptipravy baze sorafenibu syntézou v jednom kroku
aktivaci 4-chlor-3-(trifluormethyl)anilinu 1,1’-karbonyldi-
imidazolem ve dvacetindsobku objemu dichlormethanu,
avsak bez uvedeni Cistoty vzniklého produktu.
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Experimentalni ¢ast

Byly vyvinuty dva postupy zalozené na aktivaci 4-
-chlor-3-(trifluormethyl)anilinu (CTFBA, I) 1,1°-karbonyl-
diimidazolem (CDI). V prvnim z téchto postupt je izolo-
van imidazolyl derivat (intermediat II, obr. 6) a pfi druhém
postupu je v jednom kroku syntetizovana baze sorafenibu.
Baze sorafenibu je poté krystalovana z alkoholti (napf.
methanolu, ethanolu, 2-propanolu, propanolu, butanolu
nebo 2-methylpropanolu), ketonl (napf. acetonu, 2-buta-
nonu, methyl isobutyl ketonu), ethert (THF, Me-THF)
nebo z esterti karboxylovych kyselin, napf. ethyl acetatu.
Tyto postupy vedou k bazi sorafenibu o vysoké Cistoté
(> 99,8 % HPLC) bez vzniku téZko odstranitelné 1,3-bis
[4-(2-N-methylkarbamoyl)-4-pyridyloxy)fenylJmocoviny.
Baze sorafenibu byla nasledné pfevedena na tosylat, ktery
je pouzivan pro vyrobu 1ékové formy.
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Obr. 4. Alternativni pfiprava sorafenibu podle US 7,235,576 (cit.%)
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Obr. 6. Nové vyvinuté postupy pripravy baze sorafenibu

Pfistroje a metody

Identifikace jednotlivych latek byla provadéna meto-
dami hmotnostni spektrometrie v +EST modu na piistroji
Finnigan LCQ a NMR spektroskopii na pfistroji Bruker
Avance II1 400 Hz (400,13 MHz pro 'H, 100,61 MHz pro
3¢, 376,50 MHz pro '’F, 40,54 MHz pro "N, DMSO-d;,
30 °C) s pouzitim experimentil 'H, “®c, "F, 'H-"C
gHSQC, 'H-"C gHMBC, a 'H-""N gHMBC. Vzhledem k
nestabilité¢ intermediatu II (obr. 6) v roztoku byla zaroven
méfena NMR spektra v pevném stavu (°C CP/MAS
NMR) na pfistroji Bruker Avance 500 WB/US NMR,
125 MHz (Karlsruhe, Germany) s rotaci pfi magickém
uhlu (MAS) a frekvenci o,/2n = 11 kHz. Veskeré experi-
menty poskytly konzistentni MS data a kompletni pfiraze-
ni signalil v souladu se strukturami.

Ptiprava intermediatu II

K roztoku CTFBA (I, 15 g) v 1,2-dichlorethanu
(150 g) byl ptidan 1,1’-karbonyldiimidazol (CDI, 12,4 g,
1,0 ekv). Reakce byla provadéna v atmosféfe N,. Reakéni
smés byla zahtata na 30 °C, pricemz doslo k rozpusténi
komponent a déle byl roztok mich4an 16 hodin pfi teploté
20-22 °C. Intermediat II (viz obr. 6) se vyloucil v pevném
stavu, byl odfiltrovan, promyt 1,2-dichlorethanem a susen
ve vakuu pfi teploté 20-22 °C pies noc. Intermediat II byl
izolovan ve formé bezbarvého prasku (20,8 g, 76 %).

Ptiprava baze sorafenibu (postup 1)

K roztoku intermediatu II (8,5 g) v 1,2-dichlorethanu
(60 g) zahtatému na 60 °C byl ptidan MCPA (111, 4,5 g,
0,6 ekv) a smés byla michana 15 min pti 60—65 °C, kdy se
vytvorila nerozpustna srazenina. Suspenze byla ponechédna
vychladnout na 20 °C a michana dalSich 16 hodin. Poté
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byla sraZenina odfiltrovana, promyta 1,2-dichlorethanem
a susena ve vakuu pti 50 °C pfes noc. Baze sorafenibu
byla izolovana ve formé bezbarvého prasku (8 g, 93 %,
Cistota 99,9 %).

Alternativni postup pfipravy sorafenibu baze
(postup 1)

K roztoku intermediatu II (12,5 g) v chlorbenzenu
(150 g) zahtatému na 70-75 °C byl pfiddn MCPA (11,
10 g, 0,95 ekv) a vznikla smés byla michana 15 min pii 70
az 75 °C, kdy vznikla nerozpustnd srazenina. Suspenze
byla ochlazena na 10 °C, srazenina byla odfiltrovéana, pro-
myta chlorbenzenem a vysuSena pii 60 °C ve vakuu pies
noc. Baze sorafenibu byla izolovana ve formé bezbarvého
prasku (18,5 g, 95 %, cistota 99,7 %).

Ptiprava baze sorafenibu (postup 2)

1,1’-Karbonyldiimidazol (8,7 g), triethylamin hyd-
rochlorid (0,5 g) a toluen (22,5 ml) byly michany pfi labo-
ratorni teplot€¢ 5—10 min v inertni atmosféfe N,. Do takto
vzniklé homogenni suspenze byl béhem 15 min za labora-
torni teploty pfidan roztok CTFBA (I, 7,5 g) v toluenu
(15 ml) a vznikla smés byla dale michana 2 hodiny pti 25 °C.
a poté ochlazena na 0 °C. Pevny podil byl oddélen filtraci,
promyt toluenem (2x20 ml), susen na filtru 30 min (98 %
HPLC) a takto byl piimo pouzit pro dalsi synteticky stu-
pen.

Takto pripraveny intermediat II byl v reaktoru smi-
chan s acetonem (37,5 ml) v inertni atmosféfe N, a do
reakéni smési bylo pfidana vody (0,2 ml). MCPA (III,
7,5 g) byl rozpustén v acetonu (30 ml) a prikapan béhem
15 min do reakéni smési. Poté byl roztok zahiat na 40 °C
a pii této teploté michan 1 hodinu. Dale byla pfidana voda
za ucelem vysrazeni produktu, suspenze byla ochlazena na
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0 °C a baze sorafenibu byla promyta vodou do dosazeni
neutralniho pH. Produkt krémové barvy byl suSen
16 hodin ve vakuu pfi teploté 50 °C (16 g; 90 %, Cistota
97 % HPLC). Baze sorafenibu byla rozpusténa v ethanolu
(300 ml) zahtatim k varu a rekrystalovana ochlazenim na
0 °C pricemz byla ziskana baze sorafenibu o Cistoté
> 99,8 % (HPLC).

Alternativni pfiprava baze sorafenibu (postup 2)

1,1’-Karbonyldiimidazol (8,7 g), imidazol hydrochlo-
rid (0,5 g) a aceton (22,5 ml) byly smichany pti 10 °C
a vznikld smés byla michdna 15 min v inertni atmosféfe
N,. Do takto vzniklé homogenni suspenze byl béhem
15 min pfikapan roztok CTFBA (I, 7,5 g) v acetonu pfi
teploté 10 °C a smés byla dale michana 1 hodinu. Poté
byla pfidana voda (0,2 ml). Roztok MCPA (III, 7,5 g)
v acetonu (30 ml) byl piikapan do reakcéni smési béhem
15 min. Roztok byl zahtat na 40 °C a pfi této teplot€ mi-
chéan 1 hodinu. Dale byla ptidana voda za ucelem vysraze-
ni produktu, suspenze byla ochlazena na 0 °C a baze sora-
fenibu byla promyta vodou do dosazeni neutralniho pH.
Baze sorafenibu byla suSena 16 hodin ve vakuu pfi teploté
50 °C a byl ziskan produkt krémové barvy (16 g; 90 %,
Cistota 97 % HPLC). Béze sorafenibu byla rozpusténa
v ethanolu (300 ml) zahfatim k varu a rekrystalovana
ochlazenim na 0 °C, pficemz byla ziskéna béze sorafenibu
o Cistoté > 99,8 % (HPLC).

Piiprava sorafenibu tosylatu

Baze sorafenibu (100 g, 0,215 mol) a methanol
(300 ml) byly smichany v 1litrovém reaktoru za laborator-
ni teploty a do suspenze byla pfikapana p-toluensulfonova
kyselina (53,2 g monohydratu, 0,28 mol) v methanolu
(200 ml). Z ptechodné vzniklého roztoku doslo ke krystali-
zaci produktu. Suspenze byla ochlazena na 0 °C a pone-
chéna pfi této teploté 1 hodinu. Pevny podil byl odfiltro-
van, a promyt methanolem (100 ml) a timto postupem byl
ziskén sorafenib tosylat methanol solvat. Solvat byl suSen
16 hodin za vakua pfi teploté¢ 80 °C za vzniku sorafenib
tosylatu anhydratu Formy III (130 g, 95 %, Cdistota
> 99,8 % HPLC).

Zavér

Popsané postupy umoziluji pfipravit bazi sorafenibu
o Cistoté > 99,8 % zplisobem, ktery je mozno pouzit pti
primyslové produkci. Vyhodou uvedenych postupt je
zejména zamezeni vzniku symetrickych mocovin, které
jsou z produktu obtizné odstranitelné.
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Two procedures have been developed for the synthe-
sis of sorafenib tosylate. The aim of the development was
to minimize production of symmetric ureas in the course
of synthesis, which create the major impurities of the pre-
ceeding processes and are difficult to remove. The major
achievements were the purity of sorafenib thus obtained
(> 99.8 %, HPLC) and possibility to scale up the syntheses.



