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1. UvOD

Eltrombopag je lijek koji pripada skupini trombopoetin receptor agonista. Koristi se za
lijeCenje kronicne imunoloske trombocitopenije (ITP), bolesti u kojoj smanjeni broj
trombocita u krvi moze predispozirati krvarenje. Koristi se i za povecanje broja trombocita
kod pacijenata koji boluju od hepatitisa C te za lijeCenje aplasticne anemije. Eltrombopag

djeluje kao hormon rasta stanica trombocita u koStanoj srzi (Kuter i sur. 2009).

Tijekom procesa proizvodnje lijeka eltrompobaga potrebno je razviti proces za sintezu i
izolaciju intermedijera C hidriranjem spoja 5'-kloro-2'-hidroksi-3'-nitro-[1,1'-bifenil]-
3-karboksilne kiseline (BPCA-4). U ovom radu istrazena je ucinkovitost dva razlicita
katalizatora (natrijev ditionit i Raney nikal) i odabran je katalizator kojim se dobiva visoki
prinos i odgovaraju¢a kromatografska Cisto¢a. Natrijev ditionit se koristi za redukciju mnogih
skupina poput nitro, nitrozo spojeva, ketona i mnogih drugih (Khurana i sur., 1996, Hughes
1996), dok se Raney nikal koristi za selektivnu redukciju nitro spojeva, O- i N- benzil nitro
spojeva, za pretvorbu nitro olefina u karbonilne derivate i za sintezu halo-amina iz halo-nitro

spojeva (Monti i sur., 1983).

Nakon hidriranja, uzorak intermedijera C izolira se kristalizacijom, a zatim mu se odredi

kromatografska ¢isto¢a pomocu tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC).

Stoga je cilj ovog rada bio priprava i karakterizacija 3'-amino-5'—kloro-2'-hidroksi-
[1,1'-bifenil]-3-karboksilne kiseline, koja ¢e se Kkoristiti kao standard za tekuéinsku
kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC), pri odredivanju kromatografske ¢istoce
intermedijera tijekom sinteze eltrombopaga. Ovaj spoj predstavlja jedno od glavnih

onecis¢enja koja se javljaju prilikom sinteze ovog lijeka.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SINTETSKI PUT ELTROMBOPAG OLAMINA

Trombopoetin receptor agonist, eltrombopag olamin, odobren je 2008. godine u SAD-u pod
nazivom Promacta, a 2010. godine u EU pod nazivom Revonade, za kratkotrajnu i dugotrajnu
oralnu upotrebu kod odraslih pacijenata prethodno lijeCenih od kronicne idiopatske
trombocitopeni¢ne purpure. Lijek je registriran u oralnom obliku bis-monoetanolamin
(Olamin) soli. Aktivna molekula je mala i ima smanjeni potencijal izazivanja reakcije
imunoloskog sustava u usporedbi sa alternativnim terapijama baziranim na proteinima. Put

sinteze prikazan je na Shemi 1 (Liu i sur., 2011, Corman i sur. 2010).

Sinteza pocinje nitriranjem 2-bromofenola (1) s natrijevim nitratom i sumpornom kiselinom u
vodi na 10 °C, ¢ime se dobije 2-bromo-6-nitrofenol (2) s iskoriStenjem od 25 %. Spoj 2 se
metilira metil jodidom uz kalijev karbonat u refluksiraju¢em acetonu. Produkt reakcije je
2-bromo-6-nitroanisol (3) s iskoristenjem od 76 %. Suzuki reakcija spoja (1) s
3-karboksifenil bornom kiselinom sa Pd(PPh3); i 2 M natrijevim karbonatom nastaje
2'-metoksi-3'-nitrobifenil-3-karboksilna kiselina (4) s iskoriStenjem od 47% u obliku
zuto-smedeg praha. Demetiliranje u refluksirajucoj octenoj kiselini s 48%-tnim HBr-om (aq.)
rezultiralo je 2'-hidroksi-3'-nitrobifenil-3-karboksilnom kiselinom (5) u prinosu od 79%.
Nitro skupina spoja (5) reducira se katalitickim hidriranjem, pri tlaku od 50 psi na sobnoj
temperaturi uz Pd/C u smjesi etanola i 3 M vodene otopine NaOH. Produkt reakcije je
3'-amino-2'-hidroksibifenil-3-karboksilna  kiselina (6) u kvantitativnom iskoristenju.
Meduprodukt (9) 1-(3,4 -dimetilfenil)-3-metil-2,5-dihidro-(1H)-pirazol-5-on, dobije se
kondenzacijom (3,4-dimetilfenil)hidrazina (7) s natrijevim acetatom (8) u refluksu octene
kiseline u 76%-tnom prinosu. Dodatkom natrijeva nitrita spoju 6 u 1 M HCl-a pri 5 °C, slijedi
kondenzacija s 1-(3,4-dimetilfenil)-3-metil-2,5-dihidro-(1H)-pirazol-5-on-om (9), pri pH=7-8.
Dodavanjem natrijevog bikarbonata i etanola u reakcijsku smjesu dobiva se eltrombopag u
32%-tnom prinosu. U konacnici, eltrombopag se tretira sa hidroksil-etil aminom kako bi se

dobio eltrombopag olamin (10) (Liu i sur., 2011, Delorme i sur., 2002).



NO, NO,

OH NaNOj, H,S0,, H,0 OH  CHgl, K,CO3 OMe  pd(PPh3),, NayCO3 (2 M)
Br 10 °C, 25% Br aceton,T., 76% Br 3-karboksifenil borna kiselina,
dioksan, Tl,47%
(1) 2 (3)
NO. NO, NH;
? OH X OH
OMe | Xy |
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* )J\/”\ . — (o]
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(6) (9) (Eltrombopag olamin)
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Shema 1. Sintetski put eltrombopag olamina (Liu i sur., 2011).



2.2. SINTETSKI PUT BPCA

Kljuéni meduprodukt u sintezi eltrombopaga (EBP) je 3'-amino-2'-hidroksi-[1,1-bifenil]-
3-karboksilna kiselina (BPCA). Kemijska struktura prikazana je na Slici 1 (Avdagic i sur.,
2013).

Slika 1. Kemijska struktura BPCA (Avdagic i sur., 2013).

Sinteza BPCA odvija se u tri faze, kako je prikazano na Shemi 2. U prvoj fazi odvija se
Suzuki reakcija 2-bromo-4-klorofenola (BPCA-1) i 3-boronobenzojeve kiseline (BPCA-2), a
produkt je 5'-kloro-2'-hidroksi-[1,1'-bifenil]-3-karboksilna kiselina (BPCA-3). U fazi 2
BPCA-3 se nitrira u 5'-kloro-2'-hidroksi-3'nitro-[1,1'-bifenil]-3-karboksilnu  kiselinu
(BPCA-4). U posljednjoj fazi BPCA-4 se dehalohidrira u 3'-amino-2'-hidroksi-[1,1'-bifenil]-
3-karbokisilnu kiselinu (BPCA) (Avdagic i sur., 2013).



Cl COOH
0 = O
| N
l[ + O | |
P Pd(OAC)2 A COOH
Br s Z “B(OH), Na2CO3 N

aceton/voda OH W .=z
BPCA-1 BPCA-2 —
NaNO3
Faza 2. H2504
AcOH
Ci
"]
N COOH Faza3 N
H,N . - |
| -— Z - COOH
OH Z B O;N
H2, Pd/C. E63N, |
MeOH OH Z
BPCA
" BPCAA4

Shema 2. Sinteza 3'-amino-2'-hidroksi-[1,1'-bifenil]-3-karbokisilne kiseline (BPCA)
(Avdagic i sur., 2013).



2.3. ONECISCENJA U SINTEZI 3'-AMINO-2'-HIDROKSI-[1,1'-BIFENIL]-3-
KARBOKSILNE KISELINE (BPCA)

2.3.1. Oneciscenja iz polaznih sirovina

2.3.1.1. 4-klorofenol

4-klorofenol je oneciséenje koje se javlja u polaznoj sirovini BPCA-1, struktura je prikazana
na Slici 2 (Avdagic i sur., 2013).

Cl

OH

Slika 2. Kemijska struktura 4-klorofenola (Avdagic i sur., 2013).

2.3.1.2. 2,6-dibromofenol

2,6-dibromofenol je onecis¢enje koje se javlja u polaznoj sirovini BPCA-1, struktura je

prikazana na Slici 3 (Avdagic i sur., 2013).

Br Br
OH

Slika 3. Kemijska struktura 2,6-dibromofenola (Avdagic i sur., 2013).



2.3.2. Procesna oneciS¢enja prve faze sinteze

2.3.2.1. [1,1'-bifenil]-3,3'-dikarboksilna kiselina (Imp-A)

Onecis¢enje A nastaje u sintezi BPCA-3 kao rezultat homokopulacijske reakcije BPCA-2
katalizirane paladijem (Avdagic i sur., 2013). Reakcija je prikazana na Shemi 3.

(HO)78\©/COOH

BPCA-2

Pd?* HOOC COOH
l
Imp-A

[ 1, 1 '- bifenil]-3,3'-dikarboksilna kiselina

Shema 3. Shematski prikaz homokopulacijske reakcije BPCA-2 katalizirane paladijem
(Avdagic i sur., 2013).

2.3.3. Procesna onecis¢enja druge faze

2.3.3.1. 5'-kloro-2'-hidroksi-[1,1'-bifenil]-3-karboksilna kiselina (BPCA-3)

BPCA-3 je polazni materijal druge faze, struktura je prikazana na Slici 4
(Avdagic i sur., 2013).

Cl

O COOH
5

Slici 4. Kemijska struktura BPCA-3 (Avdagic i sur., 2013).



2.3.4. Procesna oneciS¢enja trece faze

2.3.4.1. 2'-hidroksi-[1,1'-bifenil]-3-karboksilna kiselina (Imp-B)

Onecis¢enje B nastaje hidriranjem BPCA-3, reakcija je prikazana na Shemi 4 (Avdagic i sur.,
2013).

Cl

O COOH —» 0 COOH
OH O Or

BPCA-3 Imp-B
2'-hidroksi-[ 1. 1 '- bifenil]-3-karboksilna kiselina

Shema 4. Onecis¢enje B nastaje hidriranjem BPCA-3 (Avdagic i sur., 2013).

2.3.4.2. 3'-amino-5'-kloro-2'-hidroksi-[1,1'-bifenil]-3—karboksilna kiselina (ImpC)

Onecisc¢enje C je intermedijer u trecoj fazi, a nastaje redukcijom nitro skupine spoja BPCA-4

u amino skupinu. Reakcija je prikazana na Shemi 5 (Avdagic i sur., 2013).

cl Cl
O Pd/C, H, ks
H S
ON COoO H,N ( N
OH OH A
BPCA-4 Imp-C

3'-amino - 5" —kloro-2"'-hidro-[ 1, 1" - bifenil]
- 3 — karboksilna kiselina

Shema 5. Nastajanje intermedijera C redukcijom nitro skupine spoja BPCA-4 u amino
skupinu
(Avdagic i sur., 2013).



2.3.4.3. 3,3'-(2-amino-3-o0kso-3H-fenoksazin-4,6-diil)-dibenzojeva kiselina (Imp-D)

Onecis¢enje D nastaje oksidativnom dehidrogenacijom Kataliziranom paladijem, kako je
prikazano na Shemi 6 (Avdagic i sur., 2013). Ovo oneciS¢enje ne nastaje u inertnoj atmosferi

( Hz, N2 ili vakuum), niti bez prisustva katalizatora.

1 COOH
& Y
HNT N

" COOH —————————»
OH \Ej A, ~COOH
} O I ,/
BPCA
Imp-D

3.3'-(2-amino-3-okso-311-fenoksazin-4.6-
diil)-dibenzojeva kiselina

Shema 6. Oksidativna dehidrogenacija BPCA katalizirana paladijem (Avdagic i sur., 2013).

2.3.4.4.5' 5"-diamino-4",6'-dihidroksi-[1,1":3",1":3",1""-kvaterfenil]-3,3"'-dikarboksilna
kiselina (Imp-E)

Onecisc¢enje E (BPCA-dimer) nastaje u reakciji BPCA i intermedijera katalizirano paladijem,
kako je prikazano na Shemi 7 (Avdagic i sur., 2013).

R

C
=
=
s 70 :
COOH + HyN =
H,N .
¢ \©/\/k
COOH
BPCA

5'.5"-diamino-4".6'-dihidroksi- [ 1. 1:3'.1":3".1""-
kvaterfenil]-3.3"'-dikarboksilna kiselina

Shema 7. Onecis¢enje E nastaje u reakciji BPCA i intermedijera C, katalizirano paladijem
(Avdagic i sur., 2013).



2.3.4.5. Metil-3'-amino-2'-hidroksi-[1,1'-bifenil]-3-karboksilat (Imp-F)

Oneciscenje F je metilni ester BPCA koji nastaje hidriranjem u metanolu, u kiselim uvjetima i

pri visokoj temperaturi (50 °C), kako je prikazano na Shemi 8 (Avdagic i sur., 2013).

MeOH
s O COOH ————— N COOCH:
5 6H O Kiseli medij OH

1ili 50°C
BPCA

Metil-3'-amino-2'-hidroksi-[1.1'-bifenil]- 3 -karboksilat

Shema 8. Onecis¢enje F nastaje hidriranjem u metanolu, u kiselim uvjetima i pri visokoj
temperaturi (50 °C), (Avdagic i sur., 2013).
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2.4. SINTEZA INTERMEDIJERA C

BPCA se sintetizira hidriranjem BPCA-4 uz paladij katalizator. Reakcija se odvija u dva
stupnja, prvi i brzi stupanj je redukcija nitro u amino skupinu i formiranje intermedijera C
(Imp-C). U drugom, sporijem stupanju dolazi do uklanjanja skupine klora sa intermedijera C
u BPCA. To je prikazano na Shemi 9 (Avdagic i sur., 2013). U ovom radu, cilj je provesti
samo prvu reakciju redukcije nitro skupine sa Raney nikal i natrijevim ditionitom kao
katalizatorom. Reakcija se provodi provodi u svrhu sinteze intermedijera C Sto vece

kromatografske Cistoce, u §to ve¢em prinosu.

Cl cl

Hz |G
COOH COCH
ON —= N O COOH | —= N
Pd/C
CH OH OH

BEPCA=4 Imp=-C BPCA

Shema 9. Nastajanje intermedijera C u sintezi BPCA iz BPCA-4 (Avdagic i sur., 2013).
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2.5. KATALIZATORI KORISTENI U SINTEZI INTERMEDIJERA C

2.5.1. Natrijev ditionit (NazS,04)

U potrazi za odgovaraju¢im katalizatorom, koji bi bio pouzdan, jeftin, netoksi¢an, neutralan,
ne-nukleofilan i specifican za redukciju nitro-spojeva u prisutnosti dugih funkcionalnih grupa,
provedeno je istrazivanje sa natrijevim ditionitom, molekulske formule Na;S,04. To je
svestran reagens za redukciju mnogih skupina poput nitro, nitrozo spojeva, ketona i mnogih
drugih (Khurana i sur., 1996, Park i sur., 1993).

Najveca uéinkovitost natrijeva ditionita je na temperaturama nizim od 50 °C, zbog raspada na
vis§im temperaturama i U vodi zbog netopivosti u organskim otapalima (Scheuerman i sur.,
2000).

2.5.2. Raney nikal

Brza i selektivna redukcija nitro skupina od velike je vaznosti u pripravi amino derivata u
organskoj sintezi, posebice u prisutnosti drugih skupina koje se mogu reducirati (Ehernkaufer
i sur., 1984, Lyle i sur., 1974). Razvijen je velik broj reagensa za redukciju aromatskih nitro
spojeva, medutim, malo paznje je posveceno redukciji alifatskih nitro spojeva, koji se obi¢no
reduciraju pri visokom tlaku (Larock , 1989, Akita i sur., 1977, Borah i sur., 1994). Mnoge od
tih metoda imaju znatne nedostatke, a najveci je problem prisutnost drugih skupina u molekuli
koje se mogu reducirati. Povrh toga, primje¢ena je loSa selektivnost redukcije aromatskih
nitro spojeva koji imaju karbonilnu ili halogensku skupinu. Stoga su ispitane razli¢ite metode
kako bi se poboljsala redukcija, uz ocuvanje karbonilne, halogenske ili druge osjetljive
funkcionalne skupine (Gowda i sur., 2002, Romas i sur., 1984).

Klasi¢ne metode redukcije imaju mnoge nedostatke: (I) zahtijevaju vrlo kiseli/luznati medjij,
(1) zahtijevaju visoko difuzivni i zapaljivi vodik i skupu visokotlaénu opremu, (III) prinosi su
relativno mali, a mogucénost primjene u laboratorijskom mijerilu je vrlo slaba, (IVV) homogeno
kataliti¢ko hidriranje zahtijeva skupe katalizatore, (V) obrada i izolacija produkta je slozena,
(V1) heterogeno kataliticko hidriranje zahtijeva skupe kemikalije ili metale poput paladija,
platine i drugih koji zahtijevaju posebno rukovanje zbog zapaljivosti u prisutnosti zraka
(Gowda i sur., 2002).
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Raney nikal rutinski se koristi kao Kkatalizator u Kkatalitickim  hidriranjima
(Rylander, 1985, House, 1997), posebice u heterogenim katalitickim hidriranjima
(Yuste i sur., 1982). Koristi se za selektivnu redukciju nitro spojeva, O- i N- benzil nitro
spojeva, za pretvorbu nitro olefina u karbonilne derivate i za sintezu halo-amina iz halo-nitro
spojeva (Monti i sur., 1983, Osuka i sur., 1983). U svakom od slu¢aja donori vodika je
hidrazin hidrat, amonijev formijat, mravlja kiselina i cikloheksan. Gowda i suradnici razvili su
metodu za brzu i jednostavnu redukciju alifatskih i aromatskih nitro spojeva te nitrila u
odgovaraju¢e amino derivate koriste¢i Raney nikal i hidrazinij monoformijat, pri sobnoj
temperaturi, kako je prikazano na Shemi 10. Ova metoda selektivno reducira nitro i nitril

spojeve u odgovarajuc¢e amine (Gowda i sur., 2002).

Raney Ni/N.Hs HCOOH
R-NO, » R-NH,
MeOH, r.t.

Raney Ni/N-H4; HCOOH
R-CN » R-CH,NH;
MeOH, r.t.

Shema 10: R=alkil i aril ostatak supstituiran sa -OH, OR, -CO,H, -CO;R, -CONH,,
-NHCOCHj3; alifatski i aromatski nitro spojevi i nitrili mogu se reducirati u odgovarajuce
amino derivate koriste¢i Raney nikal i hidrazinij monoformijat kao katalizator (Gowda i sur.,
2002).

Alifatski 1 aromatski nitro spojevi selektivno se mogu reducirati u pripadajuc¢e amino derivate
s velikim prinosom uz Raney nikal katalizator u mravljoj kiselini kao otapalo, pri sobnoj
temperaturi. Ovakav sustav je prikladan za ocuvanje sljede¢ih skupina: halogeni,
-OH, -OCHjs, -CHO, -COCHgs, -COC¢Hs, -COOH, -COOQOEt, -CONHj, -CN, -CH=CH-COOH
i -NHCOCHs3;. Reakcija se moze odvijati u mravljoj kiselini (HCOOH), ali i amonijevom
formijatu (HCOONHy,), uz gotovo isti prinos (Gowda i sur., 1999). Rezultati ovog istrazivanja

prikazana su u Tablici 1 (Gowda i sur., 2002).
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Tablica 1. Rezultati istrazivanja, kojeg su proveli Gowda i suradnici (2002), prikazuju

selektivnu redukciju alifatskih i aromatskih nitro spojeva u pripadaju¢e amino derivate uz

veliki prinos.

Reakcijsko vrijeme (minute)
Br. Nitro spoj Produkt Prinos

HCOOH HCOONH,
01 |Nitrometan 5 10 Metilamin HCI 45%
02 |Nitroetan 10 15 Etilamin HCI 50%
03 | 1-nitropropan 10 15 n-propilamin HCI 55%
04 | 1-nitrobutan 8 10 n-butilamin HCI 60%
05 | 2-nitroetil etanoat 8 10 2-aminoetil etanoat 65%
06 |1-nitrometil butanoat 10 10 1-aminometil butanoat 80%
07 | Nitrobenzen 20 30 Anilin 90%
08 | o,m,p-nitrofenol 10-15 15-20 0,m,p-aminofenol 85-90%
09 |2,4-ninitrofenol 15 20 2,4-diaminofenol 90%
10 |o,m,p-nitrotoluen 15-20 20-25 0,m,p-aminotoluen 89-91%
11 |1,4-dinitrobenzen 10 15 2,4-diaminotoluen 90%
12 |o,m-dinitrobenzen 10-15 15-20 o,m-fenilenediamin 86-90%
13 |1,2-nitronaftalen 5-10 10-15 1,2-naftilamin 88-90%
14 | o,p-nitroanisol 8-10 5-10 0,p-aminoanisol 89-90%
15 |o,m,p-nitroanilin 5-10 5-10 0,m,p-fenilenediamin 91-92%
16 |o,p-nitrobenzaldehid 10-15 10-20 0,p-aminobenzaldehid 89-90%
17 | o,p-nitroacetofenon 10-15 10-20 0,p-aminoacetofenon 90-92%
18 |p-nitrobenzofenon 20 25 p-aminobenzofenon 90%
19 |p-nitrobenzamid 20 20 p-aminobenzamid 90%
20 | p-nitrofenilacetat 10 15 p-aminofeniacetat 91%
21 | o,m,p-nitrobenzojeva kiselina 15-20 20-25 0,m,p-aminobenzojeva kiselina | 90-92%
22 | o,m,p-nitroklorobenzen 15-20 20-25 0,m,p-kloroanilin 90-92%
23 | o,m,p-nitrobromobenzen 15-20 20-25 0,m,p-bromoanilin 91-92%
24 | m-nitroiodobenzen 10 10 m-jodoanilin 89%
25 | p-nitrocinamiéna kiselina 10 15 p-aminocinamicna kiselina 90%
26 | p-nitrobenzonitril 20 25 p-aminobenzonitril 92%
27 | p-Nitrofenilacetonitril 20 25 p-aminofenilacetonitril 91%
28 | p-nitrofenetilalkohol 20 25 p-aminofenetilalkohol 90%
29 |3,5-dinitrosalicilna kiselina 15 20 3,5-diaminosalicilna kiselina 89%
30 |p-nitroacetanilid 10 15 p-aminoacetanilid 90%
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Glavne prednosti ove metode su: (1) selektivna redukcija nitro skupine u prisutnosti drugih
skupina, (I1) velika dostupnost i laka operativnost, (I11) brza redukcija, (1V) veliki prinosi,
(V) izbjegavanje jako kiselih medija, (VI) nepotrebna aparatura za visoki tlak,
(VII) niska cijena. Prema tome ova metoda se moze koristiti u procesima koji zahtijevaju

brzu, blagu i selektivnu redukciju (Gowda i sur., 1999).

Kada se hidriranje Zeli provesti u laboratorijskim uvjetima u staklenoj aparaturi i pri sobnoj
temperaturi, obi¢no se koristi platina ili paladij katalizator. Medutim, razvojem metode za
sintezu Raney nikal katalizatora moguce je provesti hidriranje na viSim temperaturama i pri
visim tlakovima, uz istu ili bolju efikasnost od platine ili paladij katalizatora. To ne znaci da
bilo kojem od ta tri katalizatora nedostaje karakteristika koja ga €ini posebno korisnim. Tako
na primjer inaktivnost paladija prema benzenskim prstenima, nitrilima i aldehidima ¢ini ovaj
katalizator posebno korisnim u selektivnim hidriranjima (Homera, 1948). Aktivnost Raney
nikla pod blagim uvjetima prepoznata je u istrazivanjima provedenim sa stirenom, acetonom,

mesitil oksidom te acetoacetat esterom, pri niskom tlaku i sobnoj temperaturi (Homera, 1948).

Provedena su istrazivanja o uc¢inkovitosti Raney nikla sa i bez platinskog promotora, posebice
za hidriranje nitro spojeva. Medutim, pokazalo se da dostupni Raney nikal katalizator nije
pokazao veliku ucinkovitost pri sobnoj temperaturi, osim pri hidriranju alkenskih veza.
Posebno pripremljeni W-6 Raney nikal katalizator pokazao je dobru uéinkovitost i pri blagim
uvjetima. Unato¢ tome, pokazalo se da je obi¢ni Raney nikal katalizator ucinkovitiji pri
visokim tlakovima i temperaturama. Dodatak male koli¢ine trietilamina u reakcijsku smjesu
pokazalo je da se znacajno povecava ulinkovitost hidriranja sa obi¢nim Raney nikal

katalizatorom (Homera, 1948).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Kemikalije koriStene u ovom radu prikazane su u Tablici 2.

Tablica 2. Popis kemikalija koriStenih u istrazivanju.

KONTROLNI

KEMIKALIJE BROJ PROIZVODPAC
5'-kloro-2'-hidroksi-3'-nitro-[1,1'-bifenil]-3- R&D NBP- Royal Pharma, India
karboksilna kiselina (BPCA-4) 21/04/12-13 ’

Trietilamin 6838045 Pliva
10%-tna HCI 45021213 Pliva
10%-tna NaOH 36391113 Pliva
. Merck Millipore,
Deionizirana voda - .
Pliva
Vodik 52846900 Messer
Dusik UN1066 Messer
Raney nikal vlazni katalizator DMO00609 BASF Actimel M
Natrijev ditionit 6844085 Pliva
Acticarbon S 6832030 Pliva
Acetonitril Ultra gradient HPLC Grade 1601308004 J.T. Baker
0.1% fosforna kiselina za HPLC CIBFJ157V J.T. Baker
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3.2. OPREMA | APARATURA

U ovom radu, uz laboratorijsko posude, koriStena je oprema i aparatura prikazana u Tablici 3.

Tablica 3. Oprema i aparatura koristena u istrazivanju.

UREDAJ PROIZVODAC
Biichiglasuster reaktor s pripadaju¢om Biichi AG,
kontrolnom jedinicom (V=1,11) Switzerland
Inlabo Cryo termostat Inlabo
Acquity UPLC class Quaternary Solvent Waters
Manager
Ultrazvu¢na kupka Sonorex Bandelin
Vakuum sus$nica Kambi¢

Uredaj za filtraciju vode Millipore Elix SDS
200 Tank+Pump

Merck Millipore

Prijenosni pH-metar

Mettler Toledo

Magnetska mijesalica IKARCT
Tehnicka vaga Sartorius
Elektromotor Eurostar 40 digital IKA
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33. METODE PRIPRAVE | IZOLACIJE INTERMEDIJERA C-
REPREZENTATIVNE SARZE

3.3.1. Hidriranje BPCA-4 Raney nikal katalizatorom

U hidrogenator Biichi (Slika 5) volumena 1,1 L (opremljenim mehanickom mijeSalicom,
plastem za grijanje i hladenje, dovodom i odvodom vodika i dusika, kontrolom tlaka,
temperature i1 protoka, plinova) Sarzirani su BPCA-4 (40,0 g, KB. NBP-21/04/12-13), RaNi
katalizator (8,0 g vlaznog katalizatora, BASF Actimel M, KB. DMO00609), trietilamin
(20,0 mL, KB. 6838045) i deionizirana voda (300,0 mL) te homogenizirani pri 400 okretaja
po minuti uz odrzavanje temperature <25 °C. MijeSanje je zatim iskljuceno, a reaktor
inertiziran tri puta sa duSikom, a zatim je atmosfera u reaktoru izmijenjena vodikom tri puta.
Mijesanje je ponovno podeseno na 400 okretaja po minuti. U reaktor je Sarziran vodik do
tlaka od 10 bara i zabiljeZena je potro$nja. U slucaju porasta temperature u reaktoru iznad
25 °C, dotok vodika potrebno je zaustaviti dok se ne postigne zeljena niza temperatura. Nakon
potrosnje vodika uspori, termostat je namjesten na 20 °C (13-25 °C, max. 33 °C) , a mijeSanje
na 800 okretaja po minuti. Reakcija redukcije nitro skupine trajala je do 2 sata pri

nepromijenjenim procesnim parametrima (T,p).

Nakon 2-4 h provodenja reakcije, mijeSanje je smanjeno na 400 okretaja po minuti i
iskljuena je mijesalica. Reaktor je postepeno odzraen i tri puta inertiziran duSikom.
Reakcijska smjesa je zatim ispustena u Erlenmeyerovu tikvicu volumena 500 mL. Reaktor je

ispran deioniziranom vodom (40,0 mL), a pranje je pripojeno reakcijskoj smjesi.

Reakcijska smjesa je profiltrirana preko Biichner lijevka (90 mm, plava vrpca, preslojen sa 2
g aktivnog ugljena KB. 6832030) pod inertnom atmosferom. RaNi katalizator je ispran
deioniziranom vodom ( 10 mL ), a pranje je pripojeno filtratu. Filtrat je prebacen u trogrlu
tikvicu (500 mL) propuhanom duSikom, opremljenu mijeSalicom, dovodom duSika 1
pH-metrom. Uzet je uzorak mati¢nice ELTC-1607/9-R i dan na HPLC analizu. Kristalizacija
je provodena uz inertnu atmosferu i pri 250 okretaja po minuti, a temperatura je odrzavana
pomocu vodene kupelji na 30 °C (27-33 °C). Zatim je 10 %-tna HCI (KB. 45021213) sporo
dokapavana do postizanja pH = 5,5 uz mijesanje pri 250 okretaja po minuti. Nakon postizanja
zeljenog pH = 5,5 suspenzija je mijesana minimalno 30 minuta pri istoj temperaturi
(vrijeme mijesanja nije to¢no ograni¢eno). Po potrebi je dokapano jos 10 %-tne HCI u svrhu

korekcije pH do vrijednosti 5,5 te je smjesa zatim ohladena ledenom kupelji na temperaturu
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22 °C (20-25 °C) i mijesana minimalno 30 minuta pri istoj temperaturi (vrijeme mijeSanja nije

to¢no ogranic¢eno).

Suspenzija je zatim filtrirana preko Biichnerovog lijevka (90 mm, crna vrpca) pod inertnom
atmosferom. Uzet je uzorak mati¢nice ELTC-1607/9-M te poslan na HPLC analizu. Kristali
su oprani s tri puta po 50,0 mL deionizirane vode, a zatim prebaceni u tariranu Petrijevu
zdjelicu i suSeni u vakuum susnici pri 50 °C kroz 4 sata dok udio vode nije iznosio < 2,0 %.

Uzet je uzorak suhog kristala ELTC-1607/9. Teoretski prinos iznosio je 359 g.

e -—
J/ X
<

Vg

Slika 5. Hidrogenator Biichi volumena 1,1 L (opremljen mehanickom mijesalicom, plastem za
grijanje i hladenje, dovodom i odvodom vodika i dusika te kontrolom tlaka, temperature i

protoka plinova) spojen na pripadaju¢u kontrolnu jedinicu (vlastita fotografija, 2016).

Blok shema sinteze intermedijera C prikazana je na Shemi 11.
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BPCA-4, 40g

RaNi katalizator, 40 g Sarziranje
DIV, 300 mL (reaktor 1L)
TEA, 20 mL T
Hidriranje ]
(10 bara, 4-5 h) Pranje reaktora vodom

v

[ Filtracija pod N, ]4—[ Pranje katalizatora vodom

v

[ 10%-tna HCI } :{ pHdo5,5,30 °C ]

v

[ Hladenje, 20-25 °C

y

——/

[ Filtracija pod N, Pranje kristala vodom
4 ¢ N\
Susenje,
50 °C, 4h
. ¢ J
e N
Suhi uzorak kristala
(HPLC)
\ ¢ J
TEA, 20 mL ] ( Sarziranje
DIV. 500 mL J =L (TT) Prekristalizacja
[ 10%-tna HCI ] :{ pH do 5,5, 30 °C

v

[ Hladenje, 20-25 °C

v

——/

[ Filtracija pod N, Pranje kristala vodom
( ¢ )
Susenje,
50 °C, 4h
. J
( # \
Suhi uzorak kristala
(HPLC)

Shema 11. Blok shemazginteze intermedijera C



3.3.2. Bazno-kisela prekristalizacija uzorka ELTC-1607/9 na poviSenoj temperaturi

U trogrlu tikvicu (1 L) propuhanu dusikom te opremljenu mijeSalicom, dovodom dusika i
pH-metrom, dodani su: uzorak ELTC-1607/9 (34,29/34,20 g), deionizirana voda (500 mL) i
trietilamin (20,57/38,80 mL) te je sadrzaj zagrijan na 30-33 °C i mije$an pri 250 okretaja po

minuti do potpunog otapanja uzorka®.

U trogrlu tikvicu (1 L) propuhanom duSikom, opremljenu mijeSalicom, dovodom dusika i
pH-metrom sporo je dokapavana 10 %-tna HClI (KB. 45021213) do postizanja
pH = 5,5 uz mijesanje pri 250 okretaja po minuti. Nakon postizanja zeljenog pH = 5,5
suspenzija  je  mijeSsana  minimalno 30  minuta  pri istoj  temperaturi
(vrijeme mije$anja nije to¢no ograni¢eno). Po potrebi je dokapano jos 10 %-tne HCI u svrhu
korekcije pH do vrijednosti 5,5 te je smjesa zatim ohladena ledenom kupelji na temperaturu
22 °C (20-25 °C) i mijesana minimalno 30 minuta pri istoj temperaturi (vrijeme mijesanja nije

to¢no ogranic¢eno).

Suspenzija je zatim filtrirana preko Biichnerovog lijevka (90 mm, crna vrpca) pod inertnom
atmosferom. Uzet je uzorak mati¢nice ELTC-1608/10-M te poslan na HPLC analizu. Kristali
su oprani s tri puta po 50,0 mL deionizirane vode, a zatim prebaceni u tariranu Petrijevu
zdjelicu i suSeni u vakuum susnici pri 50 °C kroz 4 sata dok udio vode nije iznosio < 2,0 %.
Uzet je uzorak suhog kristala ELTC-1608 i ELTC-1610.

Uzorci ELTC-1608 i ELTC-1610 spojeni su u uzorak ELTC-1611 i zatim prekristalizirani

kako bi se dobio homogen uzorak standarda.

' Suspenzija se moze filtrirati preko Biichnerovog lijevka (90 mm, crna vrpca) pod inertnom
atmosferom. Kristalizacija se moze nastaviti i u istoj trogrloj tikvici ukoliko je doslo do

potpunog otapanja uzorka.
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3.3.3. Prekristalizacija uzorka ELTC-1611 u vodi na sobnoj temperaturi

U trogrlu tikvicu (1 000 mL) propuhanu dusikom, opremljenu mijeSalicom, dovodom dusika i
pH-metrom, dodan je uzorak ELTC-1611 (62,01 g) i deionizirana voda (800 mL) te je sadrzaj
mijesan pri 25 °C i 300 okretaja po minuti. Nakon toga je suspenzija filtrirana preko
Biichnerovog lijevka (100 mm, crna vrpca) pod inertnom atmosferom. Kristali su isprani sa tri
puta po 100,0 mL deionizirane vode. Uzet je uzorak mati¢nice ELTC-1612-M. Kristali su
prebaceni u tariranu Petrijevu zdjelicu te suseni u vakuum susnici na 50 °C kroz 4 sata do

postizanja udjela vode u uzorku < 2,0 %. Uzet je uzorak suhog kristala ELTC-1612.
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34. METODE PRIPRAVE | IZOLACIJE INTERMEDIJERA  C-
NEREPREZENTATIVNE SARZE

3.4.1. Sinteza intermedijera C natrijevim ditionitom (Na,S,04) — ELTC-1601

U trogrlu tikvicu (1000 mL) propuhanom dusikom, opremljenu mijesalicom, dovodom dusika
I pH-metrom, Sarzirani su BPCA-4 (20,0 g, KB. NBP-21/04/12-13) i deionizirana voda
(350 mL) i homegenizirani pri 250 okretaja po minuti uz odrzavanje temperature vodene
kupelji u rasponu 30-35 °C. U smjesu je dodan trietilamin (18,0 mL, KB. 6838045).
Dobivena suspenzija je homogenizirana pri 250 okretaja po minuti kroz 15 minuta. Natrijev
ditionit (KB. 6844085) je dodavan u obrocima (ukupno dodano 22,2 mL) kao katalizator
(teoretski treba 17,8 g 100%-tnog anhidrida), a reakcijska smjesa je mijeSana pola sata.

Nakon 3 h reakcije, u istoj je tikvici potaknuta Kristalizacija sporim dokapavanjem
10 %-tne HCI (KB. 45021213) do postizanja pH=5,5 uz mijeSanje pri 250 okretaja po minuti.
Nakon postizanja zeljenog pH=5,5, suspenzija je mijeSana minimalno 30 minuta pri istoj
temperaturi (vrijeme mijeSanja nije tofno ograni¢eno). Po potrebi je dokapano jos$
10 %-tne HCI u svrhu korekcije pH do vrijednosti 5,5 te je smjesa zatim ohladena ledenom
kupelji na temperaturu 22 °C (20-25 °C) i mijeSana minimalno 30 minuta pri istoj temperaturi

(vrijeme mijesanja nije to¢no ograniceno).

Suspenzija je zatim filtrirana preko Biichnerovog lijevka (90 mm, crna vrpca) pod inerthom
atmosferom. Uzet je uzorak mati¢nice ELTC-1601-M te poslan na HPLC analizu. Kristali su
oprani s dva puta po 50,0 mL deionizirane vode, a zatim prebaceni u tariranu Petrijevu
zdjelicu i suSeni u vakuum susnici pri 50 °C kroz 4 sata dok udio vode nije iznosio < 2,0 %.
Uzet je uzorak suhog kristala ELTC-1601.
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3.4.2. Hidriranje BPCA-4 sa Raney nikal katalizatorom - ELTC-1603

U hidrogenator Biichi (Slika 5) volumena 1,1 L (opremljenim mehanickom mijeSalicom,
plastem za grijanje i hladenje, dovodom i odvodom vodika i du$ika, kontrolom tlaka,
temperature i protoka plinova) Sarzirani su BPCA-4 (40,0 g, KB. NBP-21/04/12-13), RaNi
katalizator (8,0 g vlaznog katalizatora, BASF Actimel M, KB. DMO00609), trietilamin
(20,0 mL, KB. 6838045) i deionizirana voda (300,0 mL) te homogenizirani pri 400 okretaja
po minuti uz odrzavanje temperature <25 °C. MijeSanje je zatim iskljuceno, a reaktor
inertiziran tri puta sa duSikom, a zatim je atmosfera u reaktoru izmijenjena vodikom tri puta.
Mijesanje je ponovno podeseno na 400 okretaja po minuti. U reaktor je Sarziran vodik do
tlaka od 10 bara i zabiljeZzena je potro$nja. U slucaju porasta temperature u reaktoru iznad
25 °C, dotok vodika potrebno je zaustaviti dok se ne postigne Zeljena niza temperatura. Nakon
potros$nje vodika uspori, termostat je namjesten na 20 °C (13-25 °C, max. 33 °C) , a mijeSanje
na 800 okretaja po minuti. Reakcija redukcije nitro skupine trajala je do 2 sata pri

nepromijenjenim procesnim parametrima (T,p).

Nakon 4 h provodenja reakcije, mijeSanje je smanjeno na 400 okretaja po minuti i iskljucena
je mijesalica. Reaktor je postepeno odzracen i tri puta inertiziran dusikom. Reakcijska smjesa
je zatim ispustena u Erlenmeyerovu tikvicu volumena 500 mL. Reaktor je ispran

deioniziranom vodom (40,0 mL), a pranje je pripojeno reakcijskoj smjesi.

Reakcijska smjesa je profiltrirana preko Biichner lijevka (90 mm, plava vrpca, preslojen sa
2 g aktivnog ugljena KB. 6832030) pod inertnom atmosferom. RaNi katalizator je ispran
deioniziranom vodom ( 10 mL ), a pranje je pripojeno filtratu. Filtrat je prebacen u trogrlu
tikvicu (500 mL) propuhanom duSikom, opremljenu mijesalicom, dovodom dusika i
pH-metrom. Uzet je uzorak mati¢nice ELTC-1603-R i dan na HPLC analizu. Kristalizacija je
provodena uz inertnu atmosferu i pri 250 okretaja po minuti, a temperatura je odrzavana
pomocu vodene kupelji na 30 °C (27-33 °C). Zatim je 10 %-tna HCI (KB. 45021213) sporo
dokapavana do postizanja pH = 5,5 uz mijesanje pri 250 okretaja po minuti. Nakon postizanja
zeljenog pH = 5,5 suspenzija je mijesana minimalno 30 minuta pri istoj temperaturi
(vrijeme mijes$anja nije to¢no ograni¢eno). Po potrebi je dokapano jos 10 %-tne HCI u svrhu
korekcije pH do vrijednosti 5,5 te je smjesa zatim ohladena ledenom kupelji na temperaturu
22 °C (20-25 °C) 1 mijesana minimalno 30 minuta pri istoj temperaturi (vrijeme mijeSanja nije

to¢no ogranic¢eno).
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Suspenzija je zatim filtrirana preko Biichnerovog lijevka (90 mm, crna vrpca) pod inertnom
atmosferom. Uzet je uzorak mati¢nice ELTC-1603-M te poslan na HPLC analizu. Kristali su
oprani s tri puta po 50,0 mL deionizirane vode, a zatim prebaceni u tariranu Petrijevu zdjelicu
i suSeni u vakuum susnici pri 50 °C kroz 4 sata dok udio vode nije iznosio < 2,0 %. Uzet je

uzorak suhog kristala ELTC-1603. Teoretski prinos iznosio je 359 g@.

3.4.3. Kiselo-bazna prekristalizacija uzorka ELTC-1603 u uzorak ELTC-1604

U trogrlu tikvicu (1 L) propuhanu dusikom te opremljenu mijeSalicom, dovodom dusika i
pH-metrom, zagrijanu na 20-25 °C, dodani su: uzorak ELTC-1603 (33,0 g), deionizirana
voda (300 mL) i te 10 %-tna HCI (50,0 mL, KB. 45021213). Sadrzaj tikvice je mijeSan pri

250 okretaja po minuti do potpunog otapanja uzorka®.

U trogrlu tikvicu (1 L) propuhanom duSikom, opremljenu mijeSalicom, dovodom duSika 1
pH-metrom sporo je dokapavana 10 %-tna NaOH (KB. 36391113) do postizanja
pH = 5,5 uz mijesanje pri 250 okretaja po minuti. Nakon postizanja zeljenog pH = 5,5
suspenzija  je  mijeSsana  minimalno 30  minuta  pri istoj  temperaturi
(vrijeme mijeSanja nije to¢no ograniceno). Po potrebi je dokapano jos 10 %-tne NaOH u
svrhu korekcije pH do vrijednosti 5,5 te je smjesa zatim ohladena ledenom kupelji na
temperaturu 22 °C (20-25 °C) i mijesana minimalno 30 minuta pri istoj temperaturi (vrijeme

mijesanja nije to¢no ogranic¢eno).

Suspenzija je zatim filtrirana preko Biichnerovog lijevka (90 mm, crna vrpca) pod inertnom
atmosferom. Uzet je uzorak mati¢nice ELTC-1604-M te poslan na HPLC analizu. Kristali su
oprani s tri puta po 50,0 mL deionizirane vode, a zatim prebaceni u tariranu Petrijevu zdjelicu
i suSeni u vakuum susnici pri 50 °C kroz 4 sata dok udio vode nije iznosio < 2,0 %. Uzet je
uzorak suhog kristala ELTC-1604.

? Suspenzija se moze filtrirati preko Biichnerovog lijevka (90 mm, crna vrpca) pod inertnom
atmosferom. Kristalizacija se moze nastaviti i u istoj trogrloj tikvici ukoliko je doslo do

potpunog otapanja uzorka.
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3.4.4. Kiselo-bazna prekristalizacija uzorka ELTC-1604 u uzorak ELTC-1605

Metoda je sli¢na prethodno opisanom postupku za kiselo-baznu prekristalizacija uzorka
ELTC-1603 u uzorak ELTC-1604. Razlikuje se po tome §to je otapanje manje koli¢ine uzorka
(10 g uzorka ELTC-1604) provodeno na povisenoj temperaturi od 45-50 °C. Kristali dobiveni
na taj nacin prebaceni su u tariranu Petrijevu zdjelicu i suSeni u vakuum sus$nici na 50 °C kroz

4 sata dok dok udio vode nije iznosio < 2,0 %. Uzet je uzorak suhog kristala ELTC-1605.

3.4.5. Bazno-kisela prekristalizacija uzorka ELTC-1604 u uzorak ELTC-1606

U trogrlu tikvicu (1 L) propuhanu dusikom te opremljenu mijesalicom, dovodom dusika i
pH-metrom, dodani su: uzorak ELTC-1604 (10 g), deionizirana voda (300 mL) i trietilamin
(6,0 mL) te je sadrzaj zagrijan na 30-35 °C i mije$an pri 250 okretaja po minuti do potpunog

otapanja uzorka®.

U trogrlu tikvicu (1 L) propuhanom duSikom, opremljenu mijesalicom, dovodom dusika i
pH-metrom sporo je dokapavana 10 %-tna HCI (KB. 45021213) do postizanja
pH = 5,5 uz mijeSanje pri 250 okretaja po minuti. Nakon postizanja Zeljenog pH = 5,5
suspenzija  je  mijeSsana  minimalno 30  minuta  pri istoj  temperaturi
(vrijeme mije$anja nije to¢no ograni¢eno). Po potrebi je dokapano jos 10 %-tne HCI u svrhu
korekcije pH do vrijednosti 5,5 te je smjesa zatim ohladena ledenom kupelji na temperaturu
22 °C (20-25 °C) i mijesana minimalno 30 minuta pri istoj temperaturi (vrijeme mijesanja nije
toéno ograni¢eno).Suspenzija je zatim filtrirana preko Biichnerovog lijevka (90 mm, crna
vrpca) pod inertnom atmosferom. Uzet je uzorak mati¢nice ELTC-1606-M te poslan na HPLC
analizu. Kiristali su oprani s tri puta po 50,0 mL deionizirane vode, a zatim prebaceni u
tariranu Petrijevu zdjelicu i suseni u vakuum susnici pri 50 °C kroz 4 sata dok udio vode nije
iznosio < 2,0 %. Uzet je uzorak suhog kristala ELTC-1606.

* Suspenzija se moze filtrirati preko Biichnerovog lijevka (90 mm, crna vrpca) pod inertnom
atmosferom. Kristalizacija se moze nastaviti i u istoj trogrloj tikvici ukoliko je doslo do

potpunog otapanja uzorka.
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3.5. ANALITICKE METODE

3.5.1. Odredivanje koncentracije intermedijera C pomocu tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC)

Koncentracija intermedijera C odredivana je pomocu tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti proizvodaca UPLC Waters H Class. Uredaj se sastoji od crpke, otplinjaca,
injektora, uredaja za grijanje kolone, analiticke kolone (Waters XBridge C18 150 x 4.6 mm,
3.5 um, p.n. 186003034), detektora indeksa loma, modula za kontrolu sustava i racunalnog
programa za kromatografiju. Kao mobilna faza koriStena je otopina acetonitrila u vodi
(acetonitril:H,0O = 80:20). Volumen analiziranog uzorka iznosio je 1,0 uL, a protok mobilne
faze 1,0 mL min™. Razdvajanje komponenata u uzorku odvijalo se pri temperaturi od 30 °C,

detekcija pri 224 nm. Analiza je trajala 2 sata, a retencijsko vrijeme iznosilo je dvije minute.

Uzorci kristala intermedijera C pripremljeni su tako da je odvagano 20 mg uzorka u odmjernu
tikvicu od 20 mL (kako bi se dobila koncentracija uzorka od 1,0 mg mL™), koja je zatim
nadopunjena do pola diluentom i stavljena u ultrazvu¢nu kupku na 15 minuta. Nakon
otapanja, odmjerna tikvica je napunjena diluentom do oznake. 1,5 mL dobivene otopine
prebaceno je u vijal i analizirano je. Uzorci mati¢nica pripremljeni su tako da je koncentracija
uzorka pomocéu diluenta podesena na 1,0 mL min™. Tako pripremljen uzorak analiziran je u

vijalu.

Dobiveni kromatogrami analizirani pomocu racunalnog programa Empower 2, prilozeni su u

Prilogu 3.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. REPREZENTATIVNE SARZE

Istrazen je uc¢inak Raney nikal katalizatora u sintezi intermedijera C iz BPCA-4. Svrha ovog
poglavlja je sazeti reprezentativne laboratorijske Sarze. Svaka Sarza je sadrzavala 40,0 g
BPCA-4. Dobiveni uzorci intermedijera C ELTC-1607 i ELTC-1609 su prekristalizirani,
a zatim objedinjeni u jedan uzorak ELTC-1611, radi homogenizacije uzorka.
U svrhu procis¢avanja, uzorak ELTC-1611 je prekristaliziran u uzorak ELTC-1612.

Svi eksperimenti su opisani u poglavlju 3.3., a tijek eksperimenta je prikazan na Shemi 12.

(Tt TTTTEm T S (S
1 BPCA-4 :_>: ImpC sirovi —p) ImpC prekristalizirani :_>: ImpC kona¢ni
e ___ 1 e _____ ; N e e e e e el ) o _____ J

[ BPCA-4 H ELTC-1607 H ELTC-1608
ELTC-1611 ]
[ BPCA-4 H ELTC-1609 H ELTC-1610
\ 4

[ ELTC-1612 ]

Shema 12. Prikaz tijeka reprezentativnih $arzi.
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4.1.1. Sinteza reprezentativnih laboratorijskih $arzi (ELTC-1607 i ELTC-1609)

Procesni parametri sinteze pokusa ELTC-1607 i ELTC-1609 sinteze intermedijera C
prikazani su u Tablici 4 i Tablici 5.

Tablica 4. Procesni parametri sinteze uzorka ELTC-1607.

Procesni parametar

Vrijeme (h) | Tlak (bar) T (°C) V((LH)Z) Broj okretaja min™

0 0 20,7 0 400
0,1 6,5 19,52 0 400
0,18 6,2 19,36 0 500
0,32 59 21,22 1,6 800
0,38 10 21,23 6,4 800
0,65 10 22,33 9,6 800
1,23 10 26,23 13,4 800
19 10 25,36 13,6 800
2,93 10,1 25,37 13,6 800
4,1 10 25,35 13,6 800
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Tablica 5. Procesni parametri sinteze uzorka ELTC-16009.

Procesni parametar

Vrijeme (h) | Tlak (bar) T (°C) V((LH)Z) Broj okretaja min™
0 0 24,15 0 0
0,03 0 21,91 0 400
0,06 54 20,68 0 450
0,25 5 20,67 1 500
0,38 10,1 21,14 7,8 600
0,43 10 21,32 8,5 800
0,52 10 21,83 9,7 800
1,05 10 26,45 13,9 800
1,33 10 25,54 14,5 800
2,05 10 25,39 14,5 800

Iz Tablice 4 i 5 vidljivo je da maksimalna temperatura u reaktoru pri sintezi intermedijera C,
uzorka ELTC-1607 iznosi 26,23 °C. Ukupna potrosnja vodika je iznosila 13,6 L. Maksimalna
temperatura u reaktoru pri sintezi intermedijera C, uzorka ELTC-1609 iznosi 26,45 °C.
Ukupna potrosnja vodika iznosila je 14,5 L. Maksimalni tlak vodika u oba slu¢aja bio je

10 bara. Broj okretaja mijesalice u oba slucaja bio je podesen na 800 okretaja u minuti.
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Na Slikama 6 i 7 je graficki prikaz procesnih parametara (T/ °C, V(H_)/ L, broj okretaja u
minuti i tlak/ bar) sinteze uzorka ELTC-1607 i ELTC-1609 u ovisnosti o vremenu (t/h).

30
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Slika 6. Graficki prikaz procesnih parametara (T/ °C, V(H2)/ L i p/ bar) sinteze uzorka ELTC-
1607 u ovisnosti o vremenu (t/h).
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Slika 7. Graficki prikaz procesnih parametara (T/ °C, V(Hy)/ L i p/ bar) sinteze uzorka ELTC-

1609 u ovisnosti 0 vremenu (t/h).
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Rezultati kromatografske Cistoe uzoraka reprezentativnih Sarzi prikazani su u Tablici 6. Kromatografska Cistoca analizirana je po Plivinoj
metodi MPC016667/1.

Tablica 6. Kromatografska Cisto¢a reprezentativnih laboratorijskih Sarzi.

Uzorak Masa uzorka (g) Kromatografska ¢istoc¢a (%)
BPCA-4 Imp-C Prinos ImpC BPCA-4 BPCA ImpE ImpF ImpA ImpD ImpB Bifenil Nepoznata Suma
(%) onedis¢enja | onediséenja

ELTC-1607 40,00 34,74 96,76 96,76 0,08 0,69 - - 1,07 - - 0,82 0,58 3,24
ELTC-1607-M - - - 69,75 - 5,81 - - 19,37 - - 1,66 3,42 30,26
ELTC-1608 34,29 30,78 89,76 97,00 0,08 0,62 - - 0,84 - 0,02 0,89 0,54 2,99
ELTC-1608-M - - - 69,62 - 6,98 - - 18,20 - - 1,56 3,65 30,39
ELTC-1609 40,00 34,23 95,34 96,88 0,12 0,43 - - 1,12 - 0,02 0,80 0,65 3,14
ELTC-1609-M - - - 73,47 - 2,99 - - 18,86 - - 1,61 3,07 26,53
ELTC-1610 34,20 34,20 100,00 | 96,13 - 0,02 0,41 - 1,58 0,07 0,07 0,24 1,47 2,39
ELTC-1610-M - - - 70,46 - - 3,59 - 19,81 0,81 1,18 - 4,15 29,54
ELTC-1611 64,62 62,93 97,38 96,24 - 0,03 0,46 - 1,33 0,06 0,05 0,37 1,48 3,78
ELTC-1611-M - - - 73,28 - - 4,63 - 14,77 1,20 1,96 - 4,17 26,73
ELTC-1612 62,01 60,03 96,81 96,90 - - - - 0,84 0,1 0,08 - 1,48 3,78
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Laboratorijska Sarza ELTC-1607 sadrzavala je 96,76 % intermedijera C, s prinosom od
96,76%. Nakon prekristalizacije iste Sarze, u uzorku ELTC-1608 dobiveno je 97,00 %
intermedijera C, s prinosom od 89,76%. Prekristalizacijom na ovaj nacin uzorak intermedijera

C procistio se za 0,24 %.

U oba uzorka zaostala je mala koli¢ina reaktanta BPCA-4 (0,08 %), a prisutna je i mala
koli¢ina BPCA (0,62-0,69 %), Sto znaci da je reakcija vodena predugo. Hidriranje BPCA-4 za
uzorak ELTC-1607, trajalo je 4,1 h, kako je prikazano u Tablici 4.

U uzorku ELTC-1607 pristuno je 1,07 % onecis¢enja A, koje se smanjilo prekristalizacijom
za 0,23 %. Onecis¢enje A nastaje u sintezi BPCA-3, kao rezultat homokopulacijske reakcije
BPCA-2 katalizirane paladijem (Avdagic i sur., 2013). Reakcija je prikazana na Shemi 3. Ovo
onecisc¢enje je vjerojatno doslo iz ishodisne sirovine 5'-kloro-2'-hidroksi-3'nitro-[1,1'-bifenil]-
3-karboksilne kiseline (BPCA-4).

U uzorku ELTC-1608 detektirana je mala koli¢ina one¢iséenja B, koje nastaje hidriranjem
BPCA-3, reakcija je prikazana na Shemi 4 (Avdagic i sur., 2013). Ovo onecis¢enje takoder je
doslo iz ishodisne sirovine 5'-kloro-2'-hidroksi-3'nitro-[1,1'-bifenil]-3-karboksilne kiseline
(BPCA-4).

Onecisc¢enja D, E i F nisu prisutna u uzorku ELTC-1607 i ELTC-1608.

Iz Tablice 6 je vidljivo da laboratorijska Sarza ELTC-1609 sadrzava 96,88 % intermedijera C,
s prinosom od 95,34 %. Nakon prekristalizacije iste $arze, u uzorku ELTC-1610 dobiveno je
96,13 % intermedijera C, s prinosom od 100 %. Prekristalizacijom na ovaj nadin Cistoca

uzorka intermedijera C smanjila se za 0,75%.

U uzorku ELTC-1609 zaostala je mala koli¢ina reaktanta BPCA-4 (0,12 %), a prisutna je i
mala koli¢ina BPCA (0,02-0,43 %). Hidriranje BPCA-4 za uzorak ELTC-1609, trajalo je
2,05 h. Skraceno vrijeme reakcije rezultiralo je znatno manjom koli¢inom BPCA, iako je joS$

uvijek zaostala manja koli¢ina BPCA-4, kako je prikazano u Tablici 5.

U uzorku ELTC-1609 i ELTC-1610 detektirana je mala koli¢ina onecis¢enja B, 0,02-0,07 %,
koje nastaje hidriranjem BPCA-3, reakcija je prikazana na Shemi 4 (Avdagic i sur., 2013).
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U uzorku ELTC-1610 detektirana je mala koli¢ina oneéis¢enja D, 0,07 % i mala koli¢ina
one¢is¢enja E, 0,41 %. Ovo onecis¢enje (BPCA-dimer) nastaje u reakciji BPCA i
intermedijera C, katalizirano sa paladijem, kako je prikazano na (Avdagic i sur., 2013).
Onecis¢enje D  nastaje  homokopulacijskom  reakcijom  BPCA, oksidativhom
dehidrohgenacijom kataliziranom paladijem, kako je prikazano na Shemi 6 (Avdagic i sur.,
2013). Ovo onecis¢enje ne nastaje u inertnoj atmosferi (N3 ili vakuum), niti bez prisustva
katalizatora, §to ukazuje da je to oneciSc¢enje doslo iz sirovine 5'-kloro-2'-hidroksi-3'nitro-[1,1'
-bifenil]-3-karboksilne kiseline (BPCA-4).

Uzorci ELTC-1608 i ELTC-1610 objedinjeni su u jedan, prekristalizirani uzorak ELTC-1611,
s prinosom od 97,38 % i udjelom intermedijera C od 96,24 %.

U uzorku ELTC-1611 nije bilo prisutno BPCA-4, dok je bila prisutna mala koli¢ina BPCA od
0,03 % koja dolazi iz uzoraka ELTC-1608 i ELTC-1610. Prekristalizacijom se udio BPCA
smanjio za 0,29 %. Prisutna je neznatno veca koli¢ina oneéis¢enja E (0,46 %), koja se
prenijela iz uzorka ELTC-1610. Prekristalizacijom se uzorak neznatno procistio od

oneciS¢enja A, B 1 D kao §to je vidljivo u Tablici 6.

U ovim eksperimentima pokazalo se da je Raney nikal u¢inkovit i selektivan katalizator za
sintezu intermedijera C iz BPCA-4. Molekula BPCA-4 uspjesno se hidrirala pri visokom
tlaku od 10 bara uz oCuvanje halogenske skupine, rezultiraju¢i velikim prinosima. Trietilamin
se takoder pokazao kao prikladno otapalo za ovu vrstu reakcije pri sobnoj temperaturi, jer
znafajno povecava ucinkovitost hidriranja sa Raney nikal katalizatorom kako su u svom

istrazivanju pokazali Homera i sur. (1948).

Obrada i izolacija produkta je jednostavha i brza. Bazno kisela prekristalizacija pri
temperaturi od 3033 ° opisana u poglavlju 3.3.2. pokazala se kao najuc¢inkovitijom metodom

za izolaciju intermedijera C.

Uz brojne prednosti ovog postupka priprave intermedijera C, prisutni su i neki nedostaci. Ona
zahtijeva luZnati medij, upotrebu vodika pri visokom tlaku 1 skupu visokotlaénu opremu.
Raney nikal katalizator zahtijeva posebno rukovanje zbog zapaljivosti u prisutnosti zraka. Za
primjenu u laboratorijskom i industrijskom mijerilu potrebna je adekvatna oprema i posebna

pozornost prilikom provedbe pokusa.
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4.2. NEREPREZENTATIVNE SARZE

Svrha ovog poglavlja je saZeti nereprezentativne laboratorijske Sarze. Uzorak ELTC-1601
dobiven je sintezom BPCA-4 (20,0 g) sa natrij hidrosulfitom (Na,S,0O4). Eksperiment je
detaljno opisan u poglavlju 3.4.1.

Ostali pokusi ( ELTC-1602 i ELTC-1603) provedeni su hidriranjem 40,0 g BPCA-4, na nacin
kako je opisano u poglavlju 3.3. i 3.4.2. Uzorak ELTC-1604 je prekristalizirani oblik uzorka
ELTC-1603, dok su uzorci ELTC-1605 i ELTC-1606 prekristalizirani oblici uzorka ELTC-
1604. Tijek eksperimenta je prikazan na Shemi 13.

———— —— i ——— —— —— e ———

- o —— e = e

ELTC-1601 ]

[ BPCA-4 H ELTC-1602 ]
H ELTC-1603 H ELTC-1604

ELTC-1605 ]

[ BPCA-4

ELTC-1606 ]

Shema 13. Prikaz tijeka nereprezentativnih $arzi.
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Rezultati kromatografske Cisto¢e uzoraka nereprezentativnih Sarzi prikazani su u Tablici 7. Kromatografska Cisto¢a analizirana je po Plivinoj
metodi MPC016667/1.

Tablica 7. Kromatografska Cisto¢a nereprezentativnih laboratorijskih Sarzi.

Uzorak Masa uzorka (g) Kromatografska ¢istoéa (%)
BPCA-4 Imp-C Prinos ImpC BPCA-4 BPCA ImpE ImpF ImpA ImpD ImpB  Bifenil  Nepoznata Suma
(%) onecis¢enja | oneciséenja

ELTC-1601 20,00 4,80 26,74 59,99 32,80 - 0,25 0,06 0,83 - 0,07 2,34 3,66 39,21
ELTC-1602 40,00 29,88 83,23 94,50 0,63 - - 0,04 1,77 - 0,06 1,38 3,48 6,86
ELTC-1603 40,00 34,25 96,85 96,51 0,51 0,10 - 0,06 1,23 0,03 - 0,79 0,78 3,50
ELTC-1604 33,09 30,77 92,98 96,09 0,02 - 0,03 - 0,32 0,09 - 0,02 3,44 3,92
ELTC-1605 10,00 8,86 88,60 96,61 0,58 0,09 - - 0,97 0,03 0,02 0,82 0,89 3,40
ELTC-1606 10,00 9,85 98,50 96,95 0,53 0,09 - - 0,72 0,08 0,03 0,75 1,00 3,17

38




Laboratorijska Sarza ELTC-1601 sadrzavala je 59,99 % intermedijera C, s prinosom od
26,74 %. U uzorku je zaostala znacajna koli¢ina BPCA-4, §to upucuje na nedovrsSenu reakciju.
Takoder, prisutna su onecis¢enja E, F, A 1 B koja su se u reprezentativnim Sarzama

pojavljivala u puno manjim postocima.

Istrazivanje sa natrijevim hidrosulfitom nije pokazalo zadovoljavajuce rezultate, iako je on
svestran reagens za redukciju nitro i nitrozo spojeva, ketona i mnogih drugih spojeva
(Khurana i sur., 1996). Unato¢ tome S$to je jeftin, netoksi¢an, neutralan, ne-nukleofilan i
specifican za redukciju nitro-spojeva u prisutnosti dugih funkcionalnih grupa, zbog
nezadovojavaju¢eg prinosa i premale kromatografske Cisto¢e intermedijera C, daljnje

istrazivanje sa tim katalizatorom nije nastavljeno.

Uzorak intermedijera C ELTC-1602 s prinosom od 83,23 %, sintetiziran na isti na¢in kako je
opisano u poglavlju 3.3., nezadovoljavajuce je kromatografske Cistoce od 94,50 %. Zato je
proveden jo$ jedan pokus hidriranja BPCA-4, kako je opisano u poglavlju 3.4.2. a dobiven je
uzorak ELTC-1603, koji je prekristaliziran u uzorak ELTC-1604. Razlika u ovom pokusu je
Sto se uzorak prvo otopio u vodi i 10%-tnoj HCI, a zatim se uzorak talozio sa 10%-tnom
NaOH. Uzet je dio uzorka (10 g) ELTC-1604 i pretalozen u uzorak ELTC-1605 na naéin kako
je opisano u poglavlju 3.4.4., s prinosom od 96,61 % i zadovoljavaju¢om kromatografskom
Cisto¢om od 96,61 %. Drugi dio uzorka ELTC-1604 pretalozen je na nacin opisan u poglavlju
3.4.5., dobiven je uzorak ELTC-1606 s prinosom od 96,95 % i kromatografske Cistoce
96,95 %.

lako su prinosi i kromatografska Cistoéa zadovoljavajuci, prisutna je znacajna koli¢ina
nereagiranog BPCA-4 te ostalih oneciSéenja, kao §to je vidljivo u Tablici 7. Zato su
napravljena dodatna istrazivanja u kojima je koriSten Raney nikal katalizator i tako su po
postupku opisanom u poglavlju 3.3. dobiveni reprezentativni uzorci ELTC-1607 -
ELTC-1612.
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5. ZAKLJUCCI:

Na osnovu ovog istrazivanja moze se zakljuciti:

1. Sinteza intermedijera C primjenom natrijevog ditionita (Na,S,0,4) kao katalizatora
pokazala se kao neucinkovita metoda zbog nezadovoljavajuce kromatografske Cistoce
produkta (59,99 %) i malog prinosa (26,74 %).

2. Raney nikal se pokazao ucinkovitijim katalizatorom za sintezu intermedijera C koje se
javlja prilikom sinteze eltrombopaga pa su sva naredna istrazivanja provedena s ovim
katalizatorom.

3. Pri optimalnim uvjetima hidriranja kroz 2 do 4h, pri 800 okretaja po minuti i
temperaturnom rasponu od 13 do 25 °C (max. 33 °C), dobivaju se uzorci
intermedijera C zadovoljavajuce kromatografske Cistoce i visokog prinosa.

4. Hidriranjem BPCA-4 uz Raney nikal katalizator dobiven je uzorak intermedijera C
ELTC-1607 kromatografske Cistoce 96,76 % i uzorak ELTC-1609 kromatografske
¢istoce 96,88 %.

5. Kromatografska ¢isto¢a kona¢nog produkta intermedijera C ELTC-1612 iznosila je
96,90 %.

6. Uzorak ELTC-1612 moze posluziti kao standard za tekucinsku kromatografiju visoke
djelotvornosti (HPLC) pri odredivanju kromatografske cistoce tijekom industrijske

sinteze lijeka eltrombopaga.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Popis mjernih jedinica.

Naziv Znak Veli¢ina
litra L volumen
mililitar mL volumen
mikrolitar pL volumen
gram g masa
miligram mg masa
stupanj Celzijus °C temperatura
sat h vrijeme
minuta min vrijeme
milimetar mm duljina
nanometar nm duljina
postotak % udio
bar bar tlak
funta po kvadratnom palcu psi tlak

Broj okretaja po minuti

Broj okretaja min™

broj okretaja




Prilog 2. Popis kratica.

Znak Znacenje
ITP imunoloska trombocitopenija
HPLC tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
UPLC tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti
NMR nuklearna magnetska rezonanca
BPCA 3'-amino-2'-hidroksi-[1,1'-bifenil]-3-karbokisilna kiselina
BPCA-1 2-bromo-4-klorofenola
BPCA-2 3-boronobenzojeva kiselina
BPCA-3 5'-kloro-2'-hidroksi-[1,1'-bifenil]-3-karboksilna kiselina
BPCA-4 5'-kloro-2'-hidroksi-3'nitro-[1,1'-bifenil]-3-karboksilna kiselina
Imp-A [1,1'-bifenil]-3,3'-dikarboksilna kiselina
Imp-B 2'-hidroksi-[1,1'-bifenil]-3-karboksilna kiselina
Imp-C 3'-amino-5—kloro-2'-hidroksi-[1,1'-bifenil]-3—karboksilna kiselina
Imp-D 3,3'-(2-amino-3-okso-3H-fenoksazin-4,6-diil)-dibenzojeva kiselina
Imp-E 5',5"-diamino-4",6'-dihidroksi-[1,1":3',1":3",1""-kvaterfenil]-3,3"-
dikarboksilna kiselina
Imp-F Metil-3'-amino-2'-hidroksi-[1,1'-bifenil]-3-karboksilat
RaNi Raney nikal
KB kontrolni broj
NaOH natrijev hidroksid
HCI klorovodi¢na kiselina
M mol
HBr bromovodi¢na kiselina
Pd/C Paladij na ugljiku
NaNO3 natrijevim nitratom
H,O voda
H,SO, sumporna kiselina
CHasl metil jodid
K,CO3 kalijev karbonat
Pd(PPh3), tetrakis(trifenilfospfin)paladij
Na,COs natrijev karbonat




CH3CO,H / AcOH

octena kiselina

H2 vodik
EtOH etanol
MeOH metanol
NaOAc natrijev acetat
NaNO, natrijev nitrit
NaHCO; natrijev bikarbonat
NH,CH,CH,0OH hidrosil-etil amin
Pd(OAC), paladij acetat
Et3N trietil amin
NaNO3 Natrijev nitrat
AU jedinica apsorbancije (eng. apsorbtion unit)
SAD Sjedinjene Americ¢ke DrZzave
EU Europska unija




Prilog 3. Kromatogrami produkta intermedijera C.
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