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ABSTRAKT

Piedkladana bakalaiskd prace je zaméfena na novy synteticky pristup k molekule 1é¢iva
Bendamustinu. Klicovou reakci nové syntézy Bendamustinu je Buchwald-Hartwigova reakce,
kterou se do molekuly Iékové substance zavadi diethylaminoethanolova skupina bez pouziti
ethylenoxidu ¢i 2-halogen ethanolu.

ABSTRACT

This Bachelor thesis is focused on the new synthetic approach to Bendamustin drug molecule.
Buchwald-Hartwig reaction is the key reaction of the new proces which introduces
diethanolamino group into drug substance without treatment with oxirane
or 2-halogen ethanol.
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1 CILPRACE

Cilem prace je navrhnout novou syntetickou cestu Bendamustinu, ktera by v budoucnu
odstranila nevyhody jeho dosavadnich syntetickych cest.

Zhodnotit uskutecnitelnost navrzené cesty konfrontaci s literdrnimi udaji o podobnych
reakcich a na zaklad¢ literarnich udajt stanovit kritické stupné navrzené syntézy. Laboratorné
pfipravit intermediaty pro laboratorni odzkouseni kritického stupné syntézy Bendamustinu.



2 UVOD

Chronicka lymfaticka leukémie (CLL) je nejcastéji vyskytujicim se typem leukémie v zemich
tietiho svéta. Riziko vyskytu onemocnéni CLL je jeden piipad na 216 0sob. Dosud pouzivana
chemoterapeutika vSak Casto nedokazou tuto chorobu vylécit, a tak se k 1é¢bé CLL posledni
dobou Vv rostouci mife pouziva Bendamustin, ktery byl nedavno schvalen téZ pro pouziti pfi
1é¢eni Non-Hodgkinova lymfomu.

Bendamustin byl objeven v 60. letech minulého stoleti v byvalé NDR, kde byl zaveden do
klinické praxe, a jeho aplikace byla po dlouhou dobu omezena jen na NDR a Bulharsko [1].
Teprve mnohem pozdé&ji se jeho pouziti rozsitilo na zapadni Némecko, byl zaregistrovan téz
FDA a v minulém desetileti doznalo pouziti Bendamustinu znovupfijeti. Treanda je obchodni
nazev, pod kterym byl Bendamustin prodavan se v roce 2014 octla na 86 misté¢ v seznamu
nejprodavangjsich 1é¢iv v USA s obratem 691 miliontt USD/rok [1].

Pies rostouci farmaceuticky a komeréni vyznam se Bendamustin stile vyrabi podle
syntetického postupu z 60. let minulého stoleti. Nedavna snaha firmy Cephalon o vylepSeni
syntézy vSak neuspéla, predevsim kvili problémim s kvalitou 1ékové substance.

Je obecné znadmo, ze prvni syntéza 1é¢iva popsand v literatufe nebyva cestou
nejefektivnéjsi, proto se dnes spatiuje veliky potencidl v moznostech vylepSeni jeho syntézy.
To vSe diky ohromnému rozvoji metod syntetické organické chemie, ke kterému doslo
béhem padesati let od zvefejnéni prvé syntézy Bendamustinu. Pfedev§im nové katalytické
procesy publikované v poslednich 10-20 dekadach davaji Sanci pro vyvinuti lepsi,
ekonomicky efektivnéjsi cesty pfipravy této molekuly.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Struéna historie leukemickych onemocnéni

Jako prvni leukémii nezavisle na sob& objevili Francouz Alfred Donné, Skoti John Hughes
Bennet a David Craigie a Némec Rudolf Virchow [4]. Tito 1ékafi nemoc zaznamenali jiz pied
rokem 1850. V poslednich letech 19. stoleti byl objeven vyznam kostni dfené pro krvetvorbu.
Diky zdokonaleni mikroskopu bylo mozno rozeznat jednotlivé typy bilych krvinek.
Tak zaCala novd éra hematologie (védy o krvetvorbé a jejich chorobach). Na pielomu
19. a 20. stoleti byl objeven lymfocyt, bunika, z niz vznika chronickd lymfocytarni
leukémie [4]. Prvni 1éky, které byly G¢inné v 1é¢bé leukémii, pomineme-li arzenik pouzivany
od 2. poloviny 19. stoleti, se objevily po roce 1950. Se svétovymi valkami doSlo
k nahodnému zjisténi cytostatickych uc¢inki bojového, zpuchytujiciho plynu yperitu
(mustard gas). Pfi vySetfovani havarie lodi, vezouci tuto latku za 2. svétové valky, bylo
zjisténo, ze yperit téZce poSkozuje kostni dfen [5]. Transplantace kostni diené se zacaly
provadét v 60. letech 20. stoleti, vétSiho rozmachu se ale dockaly aZ po roce 1980. V posledni
dobé¢ se do terapie leukemii dostavaji i Iléky, které nemaji charakter cytostatik
(latky zastavujici bunécny rust).

3.2 Typy Leukémie

Leukémie je oznaCenim pro skupinu chorob, které by se daly popsat jako ,rakovina
krve“. Termin vychazi z feckého slova leukos (bily) a haima (krev). Nadorovy proces v tomto
piipadé postihuje bilé krvinky (leukocyty). Ty se v naSem téle béhem celého Zivota tvoii
Vv kostni dfeni a n¢kterych dalSich tkanich. Za urcitych okolnosti se stane, Ze dojde k mutaci
nckteré nezralé bilé krvinky, a ta se zacne nekontrolovateln¢ dé¢lit. Neni-li imunitnim
systémem vcas rozpoznana a zlikvidovana, za¢nou se jeji dcefiné buniky (klony) rozSifovat
krvi po celém téle.

Pficina mutace mnohdy neni znama. Nékdy hraje roli genetika, nékdy infekce uréitymi
viry, nékdy jde o diasledek vystaveni se urCitym chemikéliim. Leukémie se relativné Casto
vyskytuji u déti s Downovym syndromem.

Podle rychlosti nastupu choroby délime leukémie na akutni (rychly nastup a prubéeh)
a chronické (pomalejsi nastup a pribeh). Podle typu bilé krvinky, ze které choroba vychazi,
rozlisujeme myeloidni a lymfatické leukémie. Ctyfmi  zakladnimi typy jsou jejich
kombinace [5].

e Akutni myeloidni leukémie (AML)
e Akutni lymfaticka leukémie (ALL)
e Chronicka myeloidni leukémie (CML)
e Chronicka lymfaticka leukémie (CLL)


http://www.stefajir.cz/index.php?q=downuv-syndrom
http://www.stefajir.cz/index.php?q=akutni-myeloidni-leukemie
http://www.stefajir.cz/index.php?q=akutni-lymfaticka-leukemie
http://www.stefajir.cz/index.php?q=chronicka-myeloidni-leukemie
http://www.stefajir.cz/index.php?q=chronicka-lymfaticka-leukemie

3.2.1 Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL)

Chronickda lymfocytarni leukémie je jednou z nejcCastéjSich lymfoidnich malignit
a charakterizuje ji velmi heterogenni klinicky pribéh. U nékterych pacientd onemocnéni
rychle progreduje, zatimco jini pfezivaji desitky let bez nutnosti 1é€by. Vychdzi z nadorové
zménéného lymfocytu typu B, ktery za normalnich okolnosti produkuje obranné protilatky.
V postizené¢  buiice  vznikne  chromozomalni  porucha ¢i  genetickd  mutace,
kterd mé za nasledek zménu vlastnosti buiiky. Builka ztrati své schopnosti imunitni burky,
zaCne se nekontrolovatelné mnozit a piestane reagovat na regulacni mechanizmy naseho
organizmu. Klony této buiiky se postupné rozsiii po téle. Piesny divod mutace a nasledné
pfemény bunky na nddorovou neni u CLL zndmy. Nemoc miize postupovat rizné rychle.
Nékteré¢ formy mohou bez 1é€by usmrtit pacienta do nckolika let, jiné formy relativné
bezptiznakové trvaji i desitky let a umozni nemocnému relativng kvalitni Zivot. Jako u vétSiny
leukémii, i u CLL je zdkladem 1é¢by chemoterapie. Pouzivaji se riizna cytostatika a jejich
kombinace [4].

3.2.2 Lécbha

Chemoterapie je jednou ze zékladnich moznosti 1ééby tohoto nadorového onemocnéni.
Pii této 1écbé jsou podavéana cytostatika, coz jsou léky vzniklé jako produkty chemické
syntézy. Tyto léky zastavuji bunécny riist a jsou podavany ve formé tablet, infuzi nebo
12 nitrozilnich injekci. Za i¢elem zni¢eni nddorové bunky se cytostatika dostavaji do vSech
tkani lidského téla krevnim ob&hem. Cytostatika pouZivana pii chemoterapii nelze zacilit
pouze na nadorové bunky, proto pfechodné poskozuji i zdravé bunky tkani. Z tohoto
poskozeni zdravé tkané plynou i neZadouci ucinky chemoterapie. Principem chemoterapie
je tedy zniCeni populace nddorovych bunék v téle pacienta za cenu co nejmensiho poSkozeni
zdravych tkani.

Vzhledem k typu a davce pouzitého cytostatika se 1i8i nezddouci Uc¢inky chemoterapie.
Abychom zvysili G¢inek cytostatik a zaroven snizili intenzitu nezadoucich projevia jejich
1écby, pouzivame ve vétSiné pripad kombinaci nékolika cytostatik. Tehdy hovoiime
o kombinované cytostatické 1écbé. Chemoterapie byva poddvana ve vétSing piipadd
v urcitych casovych intervalech, kterym fikdme cykly (obdobi mezi dvéma podanimi
chemoterapie). Toto obdobi umoziuje vylouCeni cytostatik z pacientova téla a regeneraci
organizmu tak, aby byl schopen podstoupit dalsi 1écbu. Podle typu a davky uzitych cytostatik
v kombinované 1écbé je chemoterapie poddvana ambulantné (méné agresivni cytostatické
1é¢ebné rezimy) nebo béhem hospitalizace [4].
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Mozné ucinky chemoterapie:
e zabranéni rozsifeni nadoru
e zpomaleni nadorového ristu
e zmirnéni obtizi zptisobenych nadorem
e znic¢eni nadoru
e vyléceni nemocného

Mechanizmus ucinku cytostatik:
e Inhibice syntézy nukleovych kyselin
e Poskozeni struktury nukleovych kyselin
e Alterace mikrotubularniho proteinu
e Inhibice proteosyntézy
¢ Kombinované tc¢inky
¢ Poskozeni bunééné membrany

Rozdeéleni cytostatik podle kategorii:

e Antimetabolity

e Alkylacni latky

e Protinadorové antibiotika

e Ostatni: inhibitory cyklin-dependentni kinazy
inhibitory onkogenni kindzy BCR-ABL
selektivni modulatory estrogennich receptorii
inhibitory mitozy
inhibitory topoizomerazy |

¢ Dimerni indolové alkaloidy

3.2.3 Alkylacni cytostatika

Mezi alkylacni cytostatika patii mnoho chemicky riiznorodych latek, jedna vlastnost je vSak
pro vSechny spolec¢na. Ve své struktufe obsahuji aktivni alkylové skupiny s relativnim
deficitem elektronu (tzv. elektrofilni skupiny). Dojde k ataku negativn€ nabité (nukleofilni)
Casti molekuly touto elektrofilni skupinou. K aktivaci alkyla¢nich 1¢kti dochdzi nckdy
pouhym rozstépenim molekuly ve vodném roztoku a z tohoto diivodu se Casto cytostatika
dodévaji ve formé prasku a vodou se natedi az t&$n¢ pied aplikaci. Alkylacni latky se vazi jak
na nukleofilni skupiny nukleovych kyselin, tak na proteiny a mensi molekuly. Mohou pusobit
v kterékoli fazi cyklického bunééného cyklu (v M fazi-mitdze, G1 fazi-pti tvorbé bunécnych
komponent pro syntézu DNA, S fazi-pfi replikaci genomi DNA, G2 fazi-pfi tvorbé
bunéénych komponent pro mitézu i v klidové fazi buiiky GO0), maji tedy nespecificky ucinek.
Alkyla¢ni cytostatika mohou zptisobovat dlouhodobé nékdy az trvalé poskozeni krvetvorby a
neplodnost [5].
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3.3 Molekula Bendamustinu

Cl

o) o)
N\
N N
haee
N
\
CHa

H

Obrazek 1: Molekula Bendamustinu

Bendamustin (I) je molekula s kombinovanymi vlastnostmi bifunkéni alkylacni c¢asti
molekuly s 2-chlorethylaminovymi skupinami a benzimidazolovou ¢asti odpovidajici
anti-purinovym vlastnostem. Tato kombinace odpovida jedine¢nym protinadorovym
vlastnostem. Bendamustin (I) se zacal pouzivat jako protinadorovy Iék na pocatku
Sedesatych let 20. stoleti ve Vychodnim Némecku. Jako prvni se ujala syntézy firma
Ribosepharm. Védci Ozegowski a Krebs popsali prvni syntézu, podle které se
Bendamustin (1) ptipravuje i v soucasnosti [1].
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3.3.1 Pivodni syntéza

o) o)
I I Q o 0
2 AN \ \ \
o @) NH,CH, Of §o Na,S O;N NH,
CH
Cl NH/ 3 NH/CH3
I [l \Vi
9] 0
OQ ’I\I NH o I
O\O Of 4 0¢N N\
’ (@] OH H2$O4
" “Eon \
t
CHj CHg o]
(@]
VI >
V
HO
HoN N w
H,/Ni A O HO N \
N A
> \ S N
CHy o} \
e) CH (@]
a VI > v g

Schéma 1. Pivodni syntéza Bendamustinu z roku 1963 [1]

V prvnim kroku (Schéma 1) dochazi k nukleofilni aromatické substituci dinitrohalogenu (1)
za dusik reakci s methylaminem, nasleduje selektivni redukce nitroskupiny (I11) sulfidem
sodnym na aminoskupinu (V). Néasleduje acylace anhydridem kyseliny glutarové za vzniku
amidu (V). Prostiedi kyseliny sirové umoznuje cyklizaci a vytvoteni imidazolového kruhu
spolu s esterifikaci karboxylové skupiny (VI). Poté nasleduje katalytickd redukce druhé
nitroskupiny na aminoskupinu (VI1) vodikem na Raneyové¢ niklu. Dal§im reak¢énim krokem
je adice dvou molekul oxiranu za vzniku derivatu diethanolaminu (V1I1I), jehoz hydroxylové
skupiny jsou thionylchloridem nahrazeny chlorem a obdrzeny ester (IX). Finalnim krokem
je kysele katalyzovana hydrolyza poskytujici Bendamustin (1).
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3.3.2 Syntéza patentovana firmou Cephalon
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Schéma 2 Syntéza Bendamustinu podle cesty Cephalonu [6]

Pvodni syntéza z roku 1963 se sklada z mnoho reakénich krokd i pies fakt, ze molekula
Bendamusinu nepatii mezi slozité organické struktury. Nevyhoda ptivodni syntetické cesty
spociva v jeji nutnosti provedeni nékolika stupnové syntézy (8 syntetickych kroki) a v pouziti
oxiranu, ktery je nebezpecny. Dalsi nevyhodou je také nutnost pouziti hydrogenaéni aparatury
(autoklavu), ktery nemusi byt vzdy soucasti zakladniho vybaveni vyrobni linky [1].

Inovaci ptivodniho postupu je syntéza patentovana firmou Cephalon [6]. Tato firma popsala
novy zpusob piipravy Bendamustinu (Schéma 2) zalozeny na reduktivni alkylaci
aromatického aminu (XIV) chloracetaldehydem, pfipravenym in situ redukci kyseliny
chloroctové boranem. Timto zplsobem se sice vylou¢i pouziti oxiranu a zaroven se zkrati
pocet syntetickych stupnd na 6, avSak zminéna reduktivni alkylace probiha nespecificky
a vysledkem je, ze takto ziskany produkt je tfeba Cistit, aby spliioval narocné kvalitativni
pozadavky kladené na substance pro vyrobu 1é¢iv. Cisténi surového Bendamustinu
predstavuje manipulaci s karcinogennim Bendamustinm, ktery obsahuje reaktivni yperitové
skupiny, coz komplikuje a prodrazuje purifikaci Bendamustinu. Navic pouzity boran
je rovnéz toxickym, hoflavym, vybusnym a drahym reagentem. RovnéZz manipulace
s dimethylsulfatem komplikuje technické provedeni syntézy, nebot’ toxicita dimethylsulfatu
je srovnatelna s jiz zminénym oxiranem.

Nové€ navrzeny postup zachovava piipravu Bendamustinu substituci hydroxylovych skupin
intermediatu VIII chlorem, jak je uvedena v piivodnim patentu, nebot’ tato reakce probiha
jednoznacéné, je technologicky dobfe zvladnuta a poskytuje produkt dostatecné Cistoty.
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Intermediat VIII se ptipravi postupem, ze kterého jsou vyloucena nebezpecna Cinidla a proces
piipravy je zjednodusSen. Zpisob pfipravy intermediatu VIII je zaloZzen na zavedeni
diethylaminové skupiny na benzenové jadro Buchwald-Hartwigovou reakci. Navrh nové
syntézy Bendamustinu znazoriuje Schéma 3.

Nov¢é navrzena cesta vychazi z 1,4-dibromnitrobenzenu (XVI), komeréné dostupné
chemikalie, ktery reakci s methylaminem poskytne 4-bromo-N-methyl-2-nitroanilin (XV11).
Z tohoto intermediatu je mozné piipravit zadouci intermediat VIII dvéma alternativami.

Podle prvni alternativy je XVII acylovan anhydridem kyseliny glutarové na odpovidajici
amid XX, ktery je novou, dosud nepopsanou slouceninou. Nukleofilni aromatickou substituci
bromu N,N-diethanolaminem , Buchwald-Hartwigovou reakci za katalazy médi, se piipravi
kli¢ovy intermediat ptipravy Bendamustinu XXI. Nitroskupinu v tomto intermediatu je pak
mozno katalyticky hydrogenovat na aminoskupinu XXV a naslednd cyklizace poskytne
derivat benzimidazolu XXII. Jeho esterifikaci pak ziskame pozadovany ester,
intermediat VIII, ktery je prekursorem Bendamustinu.

Podle druhé alternativy je nitroskupina v intermediatu XVII katalyticky hydrogenovéana
vodikem na palladiu na intermediat X VIII, ktery pak reaguje s anhydridem kyseliny glutarové
na amid XIX. Zahtfivanim v kyselém prostiedi amid XIX cyklizuje na benzimidazolovy
derivat XXIII, jehoz karboxylova skupina je esterifikovana ethanolem v kyselém prostfedi na
ester XXIV. Nukleofilni aromatickou substituci bromu v XXIV N,N-diethanolaminem,
Buchwald-Hartwigovou reakci za katalyzy médi, se ptipravi prekursor Bendamustinu VIII.

Navrhované alternativy maji 7-8 syntetickych stupnd, nékteré je mozno sloudit a provést
zaroven v jedné reak¢ni barce.

Kritickym krokem nové navrhované syntézy je Buchwald-Hartwigova reakce, kterou se
piipravi arylaminy. Zvladnuti této reakce je klicové pro uspéch nové syntézy Bendamustinu
a bylo by rovnéz pifinosem pro rozsifeni moznosti pouZziti této reakce na ptipravu jinych
arylaminti. Lékové substance Casto obsahuji ve svém skeletu arylaminy. V roce 2001 bylo
komeréné¢ vyrdbéno vice neZ 25 antidepresiv a 15 antipsychotik s arylaminovym
uskupenim [8].
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Schéma 3: Navrhovana syntéza prekuzoru Bendamustinu
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3.4 Buchwald-Hartwigova amina¢ni reakce

Po mnoho let se arylaminy piipravovaly pomoci klasickych metod, jako jsou naptiklad nitrace
nasledované redukei, alkylaci, poptipadé reduktivni alkylaci, anebo Ulmanovou reakci za
pritomnosti médi pii vysokych teplotich. Arylaminy se pfipravovaly i nukleofilni substituci
arylhalogenidi aminy, avSak tento jednoduchy zplsob piipravy byl mozny jen
u arylhalogenidi, ve kterych je halogen aktivovan siln¢ elektronakceptorni skupinou
(nitro, kyano) nachazejici se v orto- ¢i para- poloze k halogenu.

Klasické zpusoby ptipravy sekundéarnich a terciarnich amini metodou alkylaci amint ¢asto
vykazuji neselektivni prubeh, a tim padem poskytuji smésné produkty s nizkym vytézkem.
Nukleofilni substituce reaktivnich arylhalogenidii je spiS specialitou nez obecnou metodou.
Rostouci pocet komercné zajimavych arylamind vytvafel pozadavek na vyvoj novych,
jednoduchych zptisobti jejich ptipravy [7].

V roce 1995 byla publikovana Buchwald-Hartwigova aminacni reakce [8]. Jedna se
o nukleofilni substituci arylhalogenidii s primarnimi nebo sekundarnimi aminy. Vyhodou této
reakce je jeji univerzalnost i ve vyuziti pfipravy arylamind z arylhalogenidi vykazujicich
velmi malou reaktivitu [8].

Pti Buchwald-Hartwigové aminacni reakci se vytvaii kovalentni vazba mezi atomem uhliku
v arylovaném halogenu a atomem dusiku v primarnim nebo sekunddrnim aminu
v pritomnosti homogenniho katalytického systému a baze. Ve srovnani s klasickymi
metodami nam Buchwald-Hartwigova aminace umoziiuje pracovat pii nizsi reakéni teploté,
obvykle mezi 80 a 100 °C, pticemz zpravidla poskytuje vyssi selektivitu reakce. Z téchto
diivodu se tato reakce stala velmi zajimavou pro syntetické aplikace, a tak od roku 1995 se
Buchwald-Hartwigova reakce intenzivné studuje.

Publikované prace v dané problematice se zabyvaly studiem katalytického procesu, vlivu
ligandli, baze, rozpoustédla 1 pouZitych substrati na pribéh a selektivitu nukleofilni
substituce. Zaroven se objevila i fada praktickych piikladi pouziti Buchwald-Hartwigovy
reakce pii syntéze 1ékovych substanci i v jinych vicestupiiovych syntézach [9].

Rostouci vyznam Buchwald-Hartwigovy reakce vedl ke komeréni vyrobé ligandi
a katalyzatori, které je dnes mozné obstarat u dodavatelli napf. Sigma-Aldrich, Evonik,
BASEF catalysts a dalsi [10].

Buchwald-Hartwigova reakce je obecn¢ katalyzovana palladiem, vyskytuji se vSak ptipady,
kdy je mozné reakci katalyzovat médi, poptipad¢ rhodiem.

V soucasnosti je Buchwald-Hartwigova reakce velmi popularni a informace o ni jsou velmi
rozsahlé, a proto je tato bakalafska prace zaméfena pouze na moznost piipravy terciarnich
aromatickych amint reakci arylhalogenidli se sekundarnimi aminy. Jedna se o reakci, ktera
umozni nadhradu halogenu vazaného k aromatickému uhliku sekundédrnim aminem.
Arylhalogenidy bez vétSich problému reaguji s primarnimi aminy. Reakce se sekundarnimi
aminy je kvuli sterickym faktorim ztiZena a pfiklady na reakci arylhalogenidid se
sekundarnimi acyklickymi aminy se v dostupné literatufe vyskytuji pomérné ztidka.

17



3.5 Katalyza palladiem, rhodiem

Reakce arylhalogenidd s aminy katalyzovana palladiem se provadi zahfatim arylbromidu ¢i
aryljodidu s aminem za ptitomnosti paladiového katalyzatoru s vhodnym ligandem a vhodné
baze. Samotna Buchwald-Hartwigova reakce je ve skuteCnosti fetéz reakci propojenych
v katalytickém cyklu (Obrdzek 2) [12].

ArNHR ©’ X
[Pd(dppf]° (

Oxidativni addice
Reduktivni addice

Ph,P Ar Ph,P Ar
< Spar” " Npar/
/N /N
Ph,P NHR Ph,P X
HOtBu Ph.P Ar NaOtBu
2
‘\ \ y ”/
VRN
H,NR Ph,P OtBu NaX

Obrazek 2: Katalyticky cyklus Buchwald-Hartwigovy reakce katalyzované palladiem

V prvnim stupni katalytického procesu dochazi k oxidativni adici arylhalogenidu na
palladiovy katalyzator. Ve druhém stupni, uc¢inkem silné baze (napi terc-butoxidu sodného)
dochazi k nukleofilni substituci halogenu na palladiu. Nasledné dochazi k opé&tovné
nukleofilni substituci terc-butoxy-skupiny aminoskupinou na palladiu. Nakonec se béhem
reduktivni eliminace uvolni arylamin a zaroven Sse regeneruje Kkatalyzator pro pouziti
V nasledujicim cyklu.

Pribéh katalytického cyklu tak ovliviiuje celd fada faktord, jako jsou:
- Charakter pouzité baze
- Charakter odstupujici skupiny
- Typ pouzitého ligandu
- Rozpoustédlo a reakéni teplota
- Charakter reagujicich komponent, arylhalogenidu ¢i aminu a pfitomnost dalSich
funk¢énich skupin v reagujicich komponentach.

Jako baze se obvykle pouziva Cs2CO3z, K3POs, NazPOs, terc- butoxid sodny ¢i draselny
a jiné alkoxidy bez B-protont. V pfipad¢ pouziti methoxidu sodného (isopropoxidu sodného)
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dochazi také k hydrogenolyze arylhalogenidu. V ptitomnosti 0.5 %mol Pd> (dba)z + 1,5 %
mol BINAP a za pfitomnosti methoxidu sodného miZzeme obdrzet amin s uspokojivou
konverzi, v pfipadé reakce 2-bromo-1,4-dimethylbenzenu s N-methyl benzylaminem
s vytézkem okolo 70 %. Pokud se pouziji sekundarni alifatické aminy, dojde
k hydrogenolyze arylhalogenidu, nikoliv k jeho nukleofilni substituci [12][13].

Vedle BINAP Ize pouzit také DPPF, ktery s PdCl pii katalyze reakce 4-brombenzofenonu
S N-methylanilinem poskytne produkt nukleofilni aromatické substituce S vytézkem 87 %
(THF, 100°C, 3 hodiny). Dal$im ligandem pouzitym pii katalyze palladiem je
tzv. Phos. K substituci arylhalogenidu byl pouzit také katalyzator palladacycle. Popsany jsou
reakce arylchloridii s derivaty anilinu, reakce se sekundarnimi alifatickymi aminy se
V literatufe nevyskytuje [14].

Popsana je i kombinace palladiového katalyzatoru Pd[P(tert-Bu)s]z> s katalyzatorem
fazového  pfenosu  (cetyltrimethylammonium  bromidem),  ktera  pii  reakci
p-methylchlorbenzenu s dibutylaminem (KOH, voda, 90°C, 20 h) poskytne terciarni amin
svytézkem 90 %. Katalyza fazového prenosu se pouziva také u katalyzatoru palladia
S PB-diketiminophosphanem, ktery je schopen katalyzovat reakci stericky stinénych amint
(2,6-dimethylanilinu) se stericky branénymi arylchloridy.

Zadanou nukleofilni substituci arylhalogenidu aminem mize komplikovat fada funk&nich
skupin pfipojenych k arylhalogenidu ¢i aminu [15].

V literatuie je popsano také, ze n&které primarni a sekundarni aminy i aminoskupiny ¢i
hydroxylové skupiny védzané k aromatickému jadru arylhalogenidu mohou reakci
zkomplikovat. Podobné obtiznd miize byt substituce nékterych heterocyklickych halogenidii.
Specifické funkéni skupiny mohou nezddoucim zplsobem reagovat s pfitomnou bazi. Pokud
se jako baze pouziji Cs2CO3z, K3PO4, mize dojit k reakci substratu s esterovou, nitrilovou
1 ketoskupinou. Substraty obsahujici hydroxy-, amido a fenolickou skupinu se mohou véazat na
palladiovy katalyzator a blokovat jeho Uc€innost. Proto byvaji hydroxyskupiny chranény
triisopropylsilanem, terc-butyldimethylsilanem [16].

Nukleofilni substituci substratli s hydroxyskupinou je mozné uskutecnit bez ochrany
hydroxyskupiny, pokud se reakce provede s LINTMS + Pdy(dba)s. Takovym zpisobem je
mozné ziskat produkt substituce s uspokojivym vytézkem, i kdyZz arylhalogenid obsahuje
alkoholickou, fenolickou a amidovou funkéni skupinu. Obvykle se pouziji vice nez
2 ekvivalenty LINTMS, pticemz prvni ekvivalent se vaze na hydroxylovou skupinu a druhy je
bazi pii samotné reakci. Pritom dochazi k silylaci hydroxyskupin, pficemz vazba Si-O je
pevnéjsi nez vazba Si-N. Lithiovany alkoxid deprotonovaného substratu brani komplexaci
s palladiem [17].

Buchwald-Hartwigova reakce se vétSinou provadi v organickych rozpoustédlech (THF),
1ze ji vSak uskutecnit i ve vodném prostedi bez ptitomnosti jinych rozpoustédel, ve vysokych
vytézcich [10][12].

Byla rovnéz popsana katalyza rhodiem ve formé Rh(COD)BF4. V tomto pfipadé reakce
toleruje ptitomnost fady funkénich skupin [18].
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3.6 Katalyza médi

V poslednich letech nastal v literatuie enormni pokrok ve vyuziti cross-kaplingovych reakci
arylhalogenidl s aminy katalyzovanych médi za mirnych reakcnich podminek. Tento pokrok
do znacné miry zéavisi na pouziti ligandd, jako jsou napiiklad aminokyseliny,
dioly, amino alkoholy, f -diketony, f5-keto estery, 2 -pyridinylové f -ketony,
8-hydroxychinolin-N-oxidy [12].

Reakéni mechanismus neni tak detailné popsan jako v piipadé katalyzy palladiem.
Predpoklada se, ze reakéni cyklus (Obrdazek 3) probiha bud’ podle modré cesty, ve které
oxidativni adice arylhalogenidu probéhne ptfed nukleofilni substituci nukleofilem (NuH), po
které nasleduje uvolnéni arylaminu a regenerace katalyzatoru nebo podle ¢ervené cesty dojde
nejprve kreakci s nukleofilem nasledované oxidativni adici arylhalogenidu. Da se
predpokladat, ze Cervena je pravdépodobné&jsi ve vétsiné Buchwald-Hartwigovych reakci
katalyzovanych médi [12].

ArX NuH / baze

\/{ [CulArX \i/ AN

/
[Cu]ArNu
A2 /< T e

NuH / baze ArX

cu —» [Cu]

Obrazek 3: Dva mozné zpiisoby arylace nukleofilit katalyzované médi.

Prabéh katalytického cyklu ovlivituje celd fada faktort jako je:
- Forma, ve které je méd’ pouZita
- Charakter pouzité baze
- Typ pouzitého ligandu
- Rozpoustédlo a reakéni teplota
- Charakter reagujicich komponent, arylhalogenidu ¢i aminu a pfitomnost dalSich
funkénich skupin v reagujicich komponentach.

Nejcasteji je reakce katalyzovand pomoci Cul, CuCl, Cu20, Cu(OAc).-CuBr/Cu/ Cu20
Vv pfitomnosti anorganickych bazi, KsPOs, KCOs , Cs;COs a reakce se provadi
v rozpoustédlech jako DMF, DMSO, voda, alkoholy a v inertni atmosféfe. Problémem
katalyzy médi byva rozpustnost katalyzatoru. Proto se n€kdy pouziva pivaloylové soli médi.
Rozpustnost katalyzatoru neuréuje automaticky jeho aktivitu. Katalyzator mtze degradovat
pouzitim silnych bazi, a proto se doporucuje dat piednost KsPOs pied KOH. V piipadg, ze se
alkyluje amid, pak pKa baze ma byt nizsi nez pKa amidu, pokud se baze nepridava postupné
béhem reakce. Pridavek vody nékdy usnadni substituci [20][21].

Lze piedpokladat reakci CEpavku 1 primarnich amint s arylbromidy v pfitomnosti
0,5 ekv. DMF, 0,5 ekv. Cu a v nepfitomnosti ligandu. Reakce se sekundarnimi aminy za
téchto podminek neprobihaji. Jako aminy se pouzivaji casto a,p -aminokyseliny
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S hydrofobnimi substituenty, rozpustné v DMSO, DME a DMF. Pokud jsou substituenty
hydrofilni, Ize je solubilisovat jako tetraalkylamoniové soli v dipolarnim aprotickém prostiedi
N,N-dimethylacetamid-acetonitrilem [21].
reakce sekundarnich aminu s aryljodidy. Substituce sekundarniho aminu hydroxyskupinami
muize substituci aryljodidem urychlit. Buchwald zjistil, ze hydroxyskupina v poloze 2 k aminu
urychluje arylaci aminoalkoholi v syst¢ému DMSO-voda (2:1). Pfitom sledoval vliv bazi
i ruznych rozpoustédel. Za optimalni ligand povazoval [ -ketoester. Reakce aryljodidu
S primarnimi aminoalkoholy v pfitomnosti Cul a KOH probiha s uspokojivym vytézkem pfi
laboratorni teplote, podobné probiha s diaminy. Pokud se pro alkylaci pouzije arylbromid, je
potieba reakéni teplotu zvysit na 90 °C, ethanolamin reaguje s vytézkem 99 % (s CuCl, bez
ligandu a rozpoustédla). Pokud ma molekula primarni a sekundarni aminoskupinu, pak
primarni reaguje rychleji [22].

Isobutyrylcyklohexanon se zda byt nejefektivéj$im ligandem meédi 2z fady
B -ketonovych ligandt. S isobutyrylcyklohexanonem bylo mozné provést arylaci cyklického
sekunddrniho aminu (piperidinu) s vytézkem 90 % po 16 hodinach reakce. Pokud je
V substratu pfitomna soucasné aromaticka a alifaticka aminoskupina, pak ta alifatické reaguje
preferencné. 1,10-fenantrolin s tris-O-(trifenylfosfinem) + CuBr v chloroformu umozni
alkylaci difenylaminu brombenzenem za vzniku trifenylaminu. Reakce probihaji v toluenu pfti
110 °C po dobu 6-36 hod., s vytézky 50-88 %. Pro arylaci difenylaminu byl rovnéz pouzit
katalyzator Cu (PPhs)Br. Arylace jodbenzenem probiha dobie ve srovnani s arylbromidem,
kde probiha velmi obtizné [23].
3.6.1 Prehled ligandu pouzitych p¥i arylaci amini Cu katalyzatory

e Organické fosfany

e N-aromaticé heterocykly

e trans-1,2-Diaminocyklohexan

e N,N-Dimethyl-trans-diaminocyklohexan
e N,N-dimethyldiaminoethan

e Ethylenglykol + dioly

e Trioly

e Racemické binoly

e N,N-dimethylsalicylamid

e [-diketony

e [-ketoestery

e Aminokyseliny

e Iminy

e Aminofosfany

e Diazofosfany

e 1,10-fenantrolin

e Fenylhydrazon 2-hydroxybenzaldehydu
e (5,6,7,8-tetrahydrochinolin-8-yl)ethanon
e DMPAO: 2-(2,6-dimethylformylamino)-2-oxooctova kyselina
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I presto, ze mechanismus arylace neni zcela objasnén, ukazuje se, Ze ligandy obsahujici
bidentatvé chlatujici centrum jsou velmi schopné koordinace s Cu® za tvorby péti a
Sesticlennych cykla. Jako dalsi ligandy byly téz vyzkouseny
trans-1,2-diaminocyklohexan a jeho derivaty. Zvlast' jeho N,N’-dimethylované derivaty se
prokdzaly jako mnohem U¢inn€j§i nez ty nesubstituované. Kromé¢ téchto
N,N-bindentatovych ligandd se pouzivaji N,O-bindentatové ligandy, jako ticba téz
N,N-dimethylaminoethanol, ktery se zaroven pouziva i jako rozpoustédlo. Primarni
aminoalkoholy poskytuji sek. arylaminy s vysokym vytézkem. Sekundarni aminy reaguji
s aryljodidy [21].

K chelataci médi se pouzivaji téz O,0- bindentatové ligandy jako tieba ethylenglykol.
Tento katalyticky systém byl rovnéz pouzit u alkylace 2-aminoalkoholil aryljodidy, popsany
jsou i reakce sarylbromidy pifi 100 °C po dobu 22 hodin. Je popsan rovné€z kapling
2-aminoalkoholti s bromthiofeny. Ostatni derivaty ethylenglykolu jsou vesmés horsi [23].

Podobn¢ N,O-bindentatové ligandy jako fenylhydrazon 2-hydroxybenzaldehydu a
1-(5,6,7,8-tetrahydrochinolin-8-yl)ethanon umoznuji alkylaci amint arylbromidy pii vyssi
teplot¢.

Za jeden z nejvyhodné&jSich ligandd pro arylaci sekundarnich acyklickych amint se
povazuje 2-(2,6-dimethylfenylamino)-2-oxooctova kyselina (DMPAOQ), jejiz piiprava je
uvedena na Schéma 4, ktera je schopna zajistit arylaci 3-(methylamino)propan-1-olu v n-
butanolu pii teplot¢ 60-110 °C. Pouzije-li se jako ligand i rozpoustédlo N,N-
dimethylaminoethanol, reaguji za katalyzy Cu/Cul 2- a 3-bromthiofeny se sekundarnimi
aminy [25][19].

CH,
OJ OH
(@ Jmm O—

—QO —O

NH, HN CH,4 HN CHjy
HaC CH, CICOCOOCHZSH3 NaOH
B} H,;C H,;C

XXVI XXVII XXVIII

Schéma 4. Reakcni schéma pripravy 2-(2,6-dimethylfenylamino)-2-oxooctové kyseliny
Buchwald-Hartwigova reakce za katalyzy médi je velmi citliva na sterické naroky aminu,

a proto obecné sekundarni aminy dévaji horsi vysledky, pficemz sekundarni cyklické aminy
tieba piperidin, které maji mensi sterické naroky, reaguji snadnéji.
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3.7 Analytické metody

V prubéhu experimentu byla vyuzita fada analytickych metod. Z divodu rychlosti a citlivosti
analyzy byly vyuzity zejména chromatografické metody. Dale byla vyuzita NMR
spektroskopie pro identifikaci molekuly.

3.7.1 Chromatografie

Mezi nejrozsifenéjsi separa¢ni metody patfi chromatografie, umoznujici G¢innou separaci
latek nutnou pro spolehlivou identifikaci a kvantifikaci slozek neznamého vzorku. Latky se
déli na zaklad¢ jejich razné afinité¢ k fazi: stacionarni (zakotvené) a mobilni (pohyblivé).
Rizné latky se 1isi v hodnotéach rozdélovacich koeficientli, adsorp¢nich vlastnostech, ve svych
rozmérech ¢i ve svych nabojich, coz lze vSe vyuzit v chromatografii K jejich rozdélovani na
vhodném chromatografickém zatizeni. Mobilni fazi byvé kapalina ¢i plyn a stacionarni fazi
pak muze byt pevna latka (papir, SiO2, Al203) ale i kapalna faze zakotvena na pevném nosici.
Z hlediska provedeni usporadani chromatografického zatizeni délime chromatografii na
plosnou a sloupcovou, z hlediska urcujiciho mechanismu déleni latky mezi stacionarni
a mobilni fazi pak chromatografii adsorp¢ni, rozdélovaci, iontové vyménnou a dalsi [26].

3.7.2 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie patii mezi plosné chromatografie a je velmi rychla a G¢inna
metoda vyuZivand v mnoha oborech, zejména biochemie. V organické syntéze se pouziva
k vyhodnoceni pribéhu reakce. Vzorek se ve velmi malém mnozstvi (ul) nanasi na zacatek
vrstvy (start) spolecné se standardy pro porovnani. Po zaschnuti nanesenych vzorki se vrstva
vlozi do vyvijeci komory s vhodnou smési rozpoustédel (mobilni faze) tak, aby startovni linie
byla nad hladinou, a komora se uzavie. Po dosazeni konce (cile) se tenka vrstva vyjme
z vyvijeci komory. Identifikace vzorku je mozna béhem nékolika desitek sekund [27].

V soucasnosti jiz existuje modifikovand forma HPTLC. Modifikace spocivd zejména
v automatickém nanéSeni ptesnych a stejnych objemi vzorkil pfistrojem a tim eliminaci
chyby pifi davkovani. Pritok mobilni faze je zajiSt€én pumpou. Vysledkem je ptesnéjsi
a reprodukovatelna analyza.

3.7.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie pouziva jako mobilni faze latky kapalné.
Stacionarni fazi pak mize byt bud’ tuha latka, nebo kapalina ukotvena na tuhém nosici.
Stacionarni faze je ukotvena v chromatografické koloné ve formé sorbentu. Timto sorbentem
protékd mobilni faze. Mezi nejCastéjSi uspofadani kapalinové chromatografie patii prave
HPLC. Pfi tomto uspofddani je mobilni faze pfivadéna do systému pomoci Cerpadla za
vysokého tlaku.

Diky fazovému rozhrani je umoZnéna distribuce latek mezi staciondrni a mobilni fazi. Pti
déleni latek pak dochazi k opakovanému ustaleni rovnovahy délenych latek mezi mobilni
a stacionarni fazi.
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Separace a eluce jednotlivych slozek smési je ovlivnéna jak povahou stacionarni faze, tak
povahou mobilni faze. Pti pouziti izokratické eluce mobilni faze hovoiime o konstantnim
slozeni mobilni faze, a naopak pii gradientové eluci mobilni faze se jeji sloZzeni béhem eluce
programoveé méni ve prospéch silnéjsi elucni slozky. Izokratickéd eluce je vhodna pro déleni
latek s podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Naopak, gradientova eluce se uplatiiuje
pti déleni latek s vyrazné odliSnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.

Separované zony analyti vychazejici z kolony jsou zaznamendany pii prichodu detektorem
a signal je preveden do podoby chromatografického zdznamu, ktery je nazyvan chromatogram
(¢asova zavislost intenzity veliiny, kterd je sledovéna detektorem). Charakteristickymi
kiivkami chromatografického zdznamu jsou elucni kiivky (piky), které maji gausovsky
tvar [28][29].

3.7.4 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Nuklearni magnetickd rezonance je analytickd metoda zalozena na interakci magneticky
aktivnich jader umisténych v silném magnetickém poli s elektromagnetickym zarenim
Vv oblasti radiovych vin. Vlivem chemického okoli a vzajemnych interakci sledovanych jader
dochazi k charakteristickym posuniim a $tépenim jejich signala ve spektru. Vyslednd spektra
je potom mozné interpretovat ve smyslu struktury sledované molekuly nebo jejich ¢asti [30].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast se zabyva ptipravou 4-bromo-N-methyl-2-nitroanilinu (XV1I) nezbytného
pro piipravu 4-bromo-N*-methylbenzen-1,2-diaminu (XVII1), jakozto vychoziho intermediatu
pro piipravu  molekuly = Bendamustin. Dalsi ¢ast je  vénovana  piipravé
[(2,6-dimethylfenyl)amino](oxo)acetatu  (XXVII) a zné pozadovaného ligandu
[(2,6-dimethylfenyl)amino](oxo)octové kyseliny (XXVIII) nezbytného pro uskutecnéni
Buchwald-Hartwigovy reakce.

4.1 Chemikalie

Penta: Dichlormethan, Ethanol, Ethaylacetat, Hydroxid sodny, Kyselina chlorovodikova,
Kyselina octova, Siran sodny- bezvody, Tetrahydrofuran, Uhli¢itan sodny

Sigma-Aldrich: 2,6-Dimethylanilin,  2,5- dibromnitrobenzen, Ethyl-chlorooxoacetat,
Chlorid zelezity- bezvody, Methylamin hydrochlorid, Methylamin-30% vodny roztok,
Pt/C katalyzator, Triethylamin

4.2 Seznam pouzitych pristroju a analytickych technik:

HPLC-ULTIMATE 3000, DAD detektor, Stacionarni faze Cig kolona (reverzni faze), Mobilni
faze ACN:H20 80:20 izokraticky, pritok 0,5 ml/min, teplota kolony 30 °C

Kolonova chromatografie-Silikagel 60 (220-440 mesh)

TLC-Desti¢ky Supelco, detektor UV lampa 254 nm

NMR-Bruker Shield 300 MHz, chemicky posun je uvadén v ppm, vztahujici se na signal
Me4Si 0,00 ppm), pro rezidudlni signdl rozpoustédla bylo pouzité referencni rozpoustédlo
CDClz ¢ 7,26 ppm
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4.3 Nukleofilni aromaticka substituce

Nukleofilni substituce patii mezi bézné syntetické reakce a je mnohostranné vyuzivana v
organické chemii. Reakce 2,5-dibromnitrobenzenu (XVI) s metylaminem probiha za
podminek  nukleofilni aromatick¢ substituce, adicné-eliminaénim mechanismem.
Meziprodukty  téchto  reakci jsou stabilni  soli nazvané  Meisenheimerovy
(Jacksonovy-Meisenheimerovy) komplexy. Nejvetsi energeticky podil na tomto mechanismu
ma tvorba meziproduktu, kdy je soucasné vazan jak nukleofil, tak substituent, kterym je velmi
Casto halogen [31].

4.3.1 Priprava 4-bromo-N-methyl-2-nitroanilinu (XVII)

CH
Br (|)| HN 3
Il
N H N
Xo | N o
+ H—N—H ———  »
. | NaOH
Cl
CHj
Br Br
XVI methylamin hydrochlorid XVII

6,5 g (23,11 mmol) XVI bylo navazeno do suché tiihrdlé banky s magnetickym michadlem,
teplomérem a zpétnym chladicem. Poté bylo pfidano 6 ml destilované vody, po rozpusténi
celé smési byly pfidany 3 g (10,68 mmol) methylaminu hydrochloridu a 4 ml ethanolu.
Po rozpusténi byla celd smés ochlazena na 10°C v ledové lazni (drceny led +voda) a do smési
se nasledné ptidalo 3,8 g (95 mmol) hydroxidu sodného rozpusténého ve 4 ml destilované
vody. Teplota reak¢éni smési se béhem davkovani roztoku NaOH (3 min.) udrzovala v rozmezi
5-10 °C. Nasledn¢ se reakéni smés zfiltrovala na aparatuie pro filtraci za sniZzeného tlaku.
Vysledny produkt se susil na vzduchu pfi teploté 23 °C, 18 h

Vytézek: 2.9 g (117 %), krystalické latky, oranzové barvy, bod tani 81-83°C, teplota
odpovida ¢isté vychozi latce (XV1) [33].
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4.3.2 Priprava 4-bromo-N-methyl-2-nitroanilinu (XVII)

Br /CH3
HN

NO, NO,

+ CHNH, —  »

Br
Br

XVI XVII

85 ml 30% vodného methylaminu bylo pfedlozeno do 160 ml tlakové nadoby. Nasledné bylo
ptidano 35 g (124,6 mmol) XVI a 25 ml ethanolu. Tlakov4 nadoba byla pevné uzaviena a
reakéni smés se michala pii 100°C po dobu 24 h. Po tomto case byla tlakova nadoba
ochlazena a reakéni smés byla pfenesena do ¢isté 500 ml kddinky. Ke smési bylo pfidano
200 ml destilované vody, smés byla michand po dobu 30 min. Vznikly precipitat byl
odfiltrovan a promyt vodou. Produkt byl susen pii 23°C, 24 h.
Vytézek: 17,2 g (59,75 %) krystalické latky tmavé Cervené barvy, jejiz bod tani se pohybuje

v rozmezi od 102,2 °C do 104,2 °C [32].
TLC analyza: eluent: EtOH: heptan (100:5)

Rf produktu: 0,87

eluent: toluen: EtOH (100:2)

Rf vychozi latky: 0,50

Rf produktu: 0,25
'H NMR (CDCls, 300 MHz), § (ppm): 8,32 (s, 1H), 8,01 (s, 1H), 7,53 (d, J = 9,2, 1H),
6,76 (d, J = 9,2, 1H), 3,01 (m, 3H)
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4.4  Selektivni redukce nitroskupiny

Vysledkem uplné redukce nitroskupiny je aminoskupina. Redukce nitroskupiny se provadi
bud’ v kyselém prostiedi pisobenim Zeleza, cinu a zinku v prostiedi kyseliny chlorovodikové,
nebo v zasaditém prostfedi plisobenim zinku a hydroxidu sodného, ale také katalytickou
redukci nitrobenzenu plynnym vodikem na palladiovém ¢i platinovém katalyzatoru [31].

4.4.1 Priprava 4-bromo-N!-methylbenzen-1,2-diaminu (XV111)

CH CH
N HNT 2
NO, NH;
Fe
CH4COOH
Br Br
XVII XVIII

20 ml etanolu bylo odméteno do 250 ml tfihrdlé banky s chladicem, dale bylo ptidano
2,5 ml 99,8% kyseliny octové. Nasledné byly ke smési pfidany 3 g (12,98 mmol) XVII a
reakéni smés byla michdna a zahfivina k bodu varu. Po néjaké dobé bylo pfidano
529 (3,2mmol) bezvodého chloridu Zelezit¢tho. Smés byla refluxovana asi
12 hodin. Po tomto ¢ase se reakéni smés ochladila na teplotu 23 °C a ptidalo se 50 ml etanolu
a smé&s byla zfiltrovana, vysuSena, promyta ethanolem a analyzovana na TLC.
Vytézek: 2,5 g (95,8 %) Cerného lepkavého materialu.
TLC analyza: eluent: dichlormethan
Rf produktu: 0,28
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4.4.2

Priprava 4-bromo-N!-methylbenzen-1,2-diaminu (XVII1)

CH CH
Nl HNT 8
NO NH
2 |_|2 2
—_—
Br Br
XVII XVII

1,0 g (4,61 mmol) XVII bylo navazeno do 100 ml banky, nasledné bylo pfidano 5 ml etanolu
a 10 % mol 10 % Pt/C katalyzatoru. Reak¢ni smés byla michdna za pfistupu vodiku pii
atmosférickém tlaku a za laboratorni teploty. Po 8 hodinach bylo do reakéni smési ptidano
dalsich 5% mol 10 % Pt/C katalyzatoru a smés byla opét michana v atmosféte vodiku po
dobu 8 hodin. V dalsim kroku byla reakéni smés zfiltrovana a rozpoustédlo bylo odstranéno
pomoci vakuové rotacni odparky.

Vytézek: 0,79 g (85,3 %) Cerného lepkavého materidlu XVIII.
TLC analyza: eluent: dichlormethan: EtOH (5:1)

Rf produktu: 0.79

IH NMR (CDCls, 300 MHz), 5 (ppm): 6,93 (d, J = 84, 1H), 6,83 (m, 1H),
6,56 (d, J = 8,4, 1H), 2,85 (m, 3H)
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4.5 Priprava ligandu DMPAO

Za jeden z nejvyhodnéjsich ligandt pro arylaci sekundarnich acyklickych amind se povazuje
2-(2,6-dimethylfenylamino)-2-oxooctova kyselina (DMPAO) [12][19].

45.1 Priprava ethyl [(2,6-dimethylphenyl)amino](oxo)acetatu (XXVII)

CH,
o/
O—

NH —0

2 HN CH,
HsC CH,
CICOCOOCH,CH,
XXVI XXVII

12,4 ml 2,6-Dimethylanilinu bylo rozpusténo ve 200 ml dichlormetanu a k roztoku bylo
pfiddno 14,5 ml triethylaminu. Nasledné se kroztoku po dobu 45 min ptikapavan
roztok 11 ml ethyl chlorooxoacetatu ve 200 ml dichlormethanu. Reakéni teplota se béhem
ptidavku pohybovala v rozmezi 30-35 °C. Vznikly Zluty roztok byl michan po dobu 45 minut
pfi laboratorni teploté a nasledné byl vytfepan roztokem 4 ml 36 % HCI rozpusténé v 50 ml
vody. Organicka faze byla vytfepana roztokem 2,0 g (18,87 mmol) uhli¢itanu sodného
rozpusténého v 50 ml vody, smés byla promyta pfidanim 50 ml vody. V dalS§im kroku byla
organicka faze vysuSena bezvodym siranem sodnym, susSici ¢inidlo bylo odfiltrovano a filtrat
odpafen na zluty olej. Ten byl smisen s 19 ml diethyletheru a michan na lazni led-voda po
dobu 30 minut. Vyloucené krystalky byly odfiltrovany, promyty diethyletherem a vysuSeny
na vzduchu. Bylo ziskano 18,9 g produktu o bodu tani 74,5-76,0 °C.

Meziprodukt XXVII byl pfipraven s vytézkem 81,7 %
'H NMR (CDCls, 300 MHz), § (ppm): 8,38 (s, 1H), 7,18-7,08 (m, 3H), 4,47-4,40 (m, 2H),
2,25 (s, 6H), 1,45 (t, J = 7,2, 3H)
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45.2 Priprava Kkyseliny [(2,6-dimethylphenyl)amino](oxo)octové (XXVII11)

CHj
o—/ OH
0— 0=
—O0 —0O
HN CHs  Naoh HN CHj
— >
HsC HaC
XXVII XXVIII

5,0 g (22,6 mmol) XVII bylo rozpusténo ve 12 ml tetrahydrofuranu na nazloutly roztok.
K tomuto roztoku byl pfidan roztok 0,9 g (22,5 mmol) hydroxidu sodné¢ho rozpusténého
v 11 ml vody. Teplota vzrostla na 32 °C, roztok se odbarvil a po n€kolika minutach se zacaly
vylucovat bilé krystaly. Smés byla michana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Bilé krystaly
byly odfiltrovany a obdrzelo se 3,8 g krystalii, které byly ponechany k dal§imu zpracovani.
Filtrat byl dvakrat extrahovan 20 ml ethylacetaitu. Vodna faze byla okyselena a tfikrat
extrahovana 20 ml ethylacetatu. Spojené ethylacetatové extrakty byly suSeny bezvodym
siranem sodnym, suSici Cinidlo bylo odfiltrovano a filtrat byl odpafen na rota¢ni vakuové
odparce a poskytl 1,77 g bilych krystali s bodem tani 170,0-171,8 °C.

3,8 g krystalil bylo smiseno s 10 ml destilované vody, 10 ml ethylacetatu a 10 ml 1 M HCL.
Smés byla michana, dokud se pevna faze nerozpustila. Faze byly odd¢leny a vodna faze byla
dvakrat extrahovana 20 ml ethylacetatu. Spojené ethylacetatové extrakty byly suSeny
bezvodym siranem sodnym, susici ¢inidlo bylo odfiltrovano a filtrat byl odpafen na rota¢ni
vakuové odparce a poskytl 1,6 g bilych krystalii s bodem tani 173,6-177,8 °C.

Kyselina [(2,6-dimethylfenyl)amino](oxo)octova (XXVIII) byla pfipravena s celkovym
vytézkem 77 %.

'H NMR (CDCls, 300 MHz), § (ppm): 8,55 (s, 1H), 7,21-7,11 (m, 3H), 2,24 (s, 6H)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

I pies vSechny inovace a objevy v oblasti organické syntézy se vyroba Bendamustinu stale
opirda o puvodni syntézu zroku 1963. Tato technologie je procedurdlné naroc¢nd, sestava
z 8 syntetickych stupiitt a zahrnuje reakci s oxiranem Vv autoklavu. Oxiran je nebezpe€na,
vysoce jedovatd, karcinogenni, hoflava a vybusna latka. Autoklav potfebny k syntéze nemusi
byt vzdy soucdasti souboru na vyrobu finalniho produktu v rezimu spravné vyrobni praxe.

Proto byla vypracovana reSerSe zaméfend na hledani novych vyhodnéjsich alternativ
piipravy cilového 1éCiva. V ramci navrzené syntetické alternativy byly odzkousené syntetické
kroky vedouci k pfipravé intermediatu, ktery za podminek Buchwald-Hartwigove reakce
poskytne klicovy synthon k ptipravé Bendamustinu.

Byla uskute¢néna syntéza 4-bromo-N-methyl-2-nitroanilinu (XVII), ktera vychazi
z 1,4-dibromnitrobenzenu  (XVI) reakci s methylamin hydrochloridem. Vyhodnéjsi
alternativou piipravy (XVII) je reakce 1,4-dibromnitrobenzenu s methylaminem v provadéna
v autoklavu pii 100 °C po dobu 24 hodin. Cileny produkt (XVII) byl pfipraven s vytézkem
témer 60 %.

V nasledujicim syntetickém kroku je mozné 4-Bromo-N-methyl-2-nitroanilin (XVII)
v autoklavu hydrogenovat na 4-bromo-N-methyl-2-aminoanilin (XVIIIl) za katalyzy Pt/C
v ethanolu pfi laboratorni teploté. Platinovy katalyzator byl zvolen pro to, aby se potlacila
hydrogenolyza bromu. Byl ziskdn olejovity meziprodukt produkt. Redukce nitroskupiny
zelezem v kyselin€ octové ¢i chloridem cinatym probihd pomalu a obdrZzeny amin je znecistén
meziprodukty redukce a izolace aminu z reak¢ni smési je komplikovana. Katalyticky proces
je nejucinngjsi.

Byla rovnéz pfipravena 2-(2,6-dimethylfenylamino)-2-oxooctova kyselina (XXVIII) reakci
2,6-dimethylfenylanilinu s ethyl oxalylchloridem (XXVII) a ziskany meziprodukt byl
hydrolyzovan na zadanou kyselinu (XXVIII). Bod tani DMPAO (XXVIII) odpovida udajim
uvedenym V literatute [12][25].
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6 ZAVER

Chronicka lymfaticka leukémie je nadorovym onemocnénim, které postihuje prevazné
pacienty ve vyssim véku. Muzi jsou timto onemocnénim postizeni dvakrat ¢astéji nez Zeny.
Zvlastnost chronické lymfatické leukémie je, Ze na rozdil od jinych druhi leukémie u ni nelze
najit zevniho Cinitele, ktery ji mize zptisobit. Projevem poruchy funkce imunitniho systému
jsou casto dlouhodobé pretrvavajici a stale se opakujici infekéni onemocnéni, kterd pacienta
suzuji 1 pres dobfe vedenou protiinfekéni 1écbu. Zakladem 1écby je chemoterapie, i kdyz v
soucasnosti se do 1é¢by chronické lymfatické leukémie dostavaji i jiné 1éky, které nemaji
charakter cytostatik.

V poslednich letech se pti chemoterapii leukémie ve zvySené mitfe pouziva Bendamustin,
1€k znamy od roku 1963. Tato skutecnost vede k Usili o vylepSeni plivodni technologie vyroby
Bendamustinu takovym zpisobem, aby byly odstranény nékteré nevyhody dosud popsanych
syntetickych postupti. Pfedevsim, aby se z vyroby vyloucily nebezpec¢né reagenty, jako je
oxiran ¢i dimethylsulfoxid a ve findlnich krocich synthézy odpadla potifeba autoklavu.
Navrhovany postup, zalozeny na Buchwald-Hartwigové reakci, umoziuje jednoduchym
zpusobem zavést diethylaminoethanolovou skupinu bez pouziti oxiranu ¢i 2-bromethanolu.

V experimentalni ¢asti byl pfipraven a identifikovéan intermediat XVII, ktery byl dale pouzit
pro syntézu intermediatu XVIII, jehoz piiprava prob¢hla podle predem predpokladanych
Buchwald-Hartwigovou reakci katalyzovanou Cul.

V budoucnu se bude pokracovat v syntéze a optimalizaci jednotlivych intermediatt
pfipravy Bendamustinu s ohledem na moZzné vyuZziti syntetické procedury v praxi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

zkratka
ALL
AML
BINAP
CLL
CML
COD
DME
DMF
DMPAO
DMSO
DNA
DPPF
FDA
HPLC
HPTLC
LINTMS
NMR
THF
TLC

vyznam

Akutni lymfaticka leukémie

Akutni myeloidni leukémie
2,2'-bis(difenylfosfino)-1,1'-binaftyl)
Chronické lymfatické leukémie
Chronick4 myeloidni leukémie
1,5-Cyklooktadien

Dimethyl ether

N,N-dimethylformamid
[(2,6-dimethylfenyl)amino](oxo)octova kyselina
Dimethyl sulfoxid, (CH3)2.SO
Deoxyribonukleova kyselina
1,1’-Bis(diphenylphosphino)ferrocene
Food and Drug Administration
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie
Lithium bis(trimethylsilyl)amid
Nuklearni magneticka rezonance

(CH>)40, tetrahydrofuran

Tenkovrstva chromatografie
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9 PRILOHY

9.1 Pouzité analytické pristroje

Obrazek 4: HPLC ULTIMATE 3000
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Obrazek 5: NMR Bruker Shield 300 MHz
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9.2 Seznam slouéenin

Popis Struktura
1) Br 0]
Kéd: XV N
Nazev: 1,4-dibromo-2-nitrobenzene ~o
Molekulovy vzorec = CsHzBr.NO>
Molekulova hmotnost = 280,90 g/mol
Br
2)
Kod: XVII O
Nazev: 4-bromo-N-methyl-2-nitroanilin M\
Molekulovy vzorec = C7H7BrN20O> ~o0
Molekulova hmotnost = 231,04 g/mol
3) 3
Kod: XVIII
Nazev: 4-bromo-N!-methylbenzene-1,2-diamin NH,
Molekulovy vzorec = C7H9BrN>
Molekulova hmotnost = 201,06 g/mol
4)
Kod: XXVI CH,
Nazev: 2,6-dimethylanilin
Molekulovy vzorec = CgHi11N
Molekulova hmotnost = 121,18 g/mol
CHj3
5) oJ
Kod: XXVII o
Nazev: ethyl [(2,6 dimethylfenyl)amino](oxo)acetat o

Molekulovy vzorec = C12H1sNO3
Molekulova hmotnost = 221,25 g/mol

3

Py
)

6)
Kod: XXVIIT

Nazev: [(2,6-dimethylfenyl)amino](oxo)octova kyselina

Molekulovy vzorec = C10H11NO3
Molekulova hmotnost = 193,2 g/mol

o_g_o
=)

3
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9.3 Naméiena NMR spektra
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Obrdazek 6: NMR sprektrum XVII
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Obrdazek 7: NMR sprektrum XVIII
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Obrdazek 8: NMR sprektrum XXVII
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Obrazek 9: NMR sprektrum XXVIII
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