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ABSTRAKT

Mgr. Jan Franek 2011: Optimalizace vyroby vyéraivé substance

Diplomova prace zpracovava optimalizaci vyroloygblimodu pomoci hydrogenaceii P
optimalizaci vyroby dochazi kredukci benzylické dhgxyskupiny a nitroskupiny
nitrofingotriolu. ProtoZze dochazi kredukci dvouizmych skupin bylo nutné rozlit
hydrogenaci na dvfaze. Rvodnim zamirem bylo optimalizovat vyrobu pouze v autoklavu,
ale nutnost pouZiti kyselého katalytického predi v prvni fazi vedlo k rozdeni vyroby na
redukci v reaktoru a naslednou katalyzovanou hyenagi, jiz za neutrdlnich podminek,
v autoklavu. Cesta ffpravy &inné latky pomoci autoklavu nebylaiive podrobsji
prozkoumana. Vyhodnoceni optimalizace je ¢esti vysledk. Ve vysledcich jsou také
zahrnuty vyrobni Sarze na pilotni jednotce. Protozdedky postupu pilotni jednotky nebyly
uniformni, v optimalizaci bylo nutné pokiavat i po ukogdeni vyroby na pilotni jednotce.
Nasledny postup upraveny dle poslednich pokys predan do provozniho procesu.

ABSTRACT

Mgr. Jan Franek 2011: The optimization the potidi of selected medicinal substances

The diploma thesis dealt with optimization obguction of fingolimod by hydrogenation.
During the optimization of production, there wasluetion of benzylic hydroxygroup and
nitrogroup of nitrofingotriol. Reduction of two dérent groups caused dividing process of
hydrogenation into two phases. The original intamtivas to optimize production only in the
autoclave, but the need of using acidic catalytroadium in first phase led to dividing the
production into reduction in the reactor and foliogy catalyzed hydrogenation, already in
neutral conditions, in the autoclave. The way @paration of active substance by using an
autoclave had not been explored in detail beforaluation of optimization is a part of
results. There are also production charges on pilant included in results. Because the
results of procedure of the pilot unit were notfomn, it was necessary to continue in
optimization even after finishing the productionpitot plant. Following procedure modified
according to the latest experiments was passdtetoferating process.
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1. UVOD

RoztrouSena sklerdza je autoimunitni onenintentralniho nervového systémii, lteré
dochazi k demyelinizaci myelinovych pochev a timnkezeni nebo ztr&schopnosti fenosu
nervového vzruchu. Jejifigina neni znama a dosud nebyl nalezen |ék, kteryybgchopen
zcela zastavit postup choroby. Odhaduje se, Zeowstnou sklerdzu trpi na&y asi 2 500
000 lidi, vCeské republice 10 000 - 13 000 nemocnyidh

Lé&ba roztrouSené sklerézy neni jednotna. Konzervativé&ba vyuziva nap
kortikosteroidy, glatiramer acetat a dalSi, zatiralternativni [éba pouziva modernidé&va a
noveé postupy kby. Mezi moderni [&va roztrousené sklerézy gatladribin, teriflunomide,
dimethyl fumaréat, laquinimod a prévfingolimod [2], jehoZz vyrobu diplomova préace
popisuje. Do budoucna skyta velky potencial vyuaitinoklonarnich latek, antigen specificka
léciva, kombin&ni I&ba nebo I&ba pomoci kmenovych bek.

Fingolimod byl uveden na trh nagddku roku 2011 ve forthhydrochloridu jako satést
léciva Gilenya. Podava se ve fokmablet, perorakh jednou den& Protoze funguje na
principu inhibice uvatovani T-lymfocyti z uzlin, je jednim z nezadoucicktinka l|€ki
imunodeficience. DalSimi pak jsou poruchy jater bradyarytmie. | pes tyto zavazneé
nezadouci ¢inky vykazuje Iéba velmi uspokojivé vyslekdy.



2. CIL PRACE

Cilem optimalizace bylo zefektigni vyroby fingolimodu, tedy jeho vyroby v népgi
moznécistott a za nejvyssSiho wiku. Zarové bylo nutné dodrzet postup, ktery nebyl nijak
patento¥ chrargn.

Samotna vyroba fingolimodu je vicestopa. Prochazi igs rekolik mezistugii az do
findlni podoby hydrochloridu fingolimodu (FGD.hcRtery vznika z fingolimodu (FGDJ3].
Praw optimalizace vyrobniho stupringolimod za vyuZziti hydrogenace byla cilem préce

K efektivni vyrok fingolimodu vedly tyto kroky:

- experimenty vedouci k vzniku fingolimoditgs fizné mezistupha vykér nejlepsi cesty
vzniku &inné latky

- testovani zpisobu hydrogenace za pouzitznych kyselin
- volba vhodnych zdézeni pro hydrogenaci
- rozdkleni hydrogenace do dvou fazi a dvotizeni, reaktoru a autoklavu

- optimalizace vybraného #pobu vyroby fingolimodu, redukci nitrofingodiolu za
piitomnosti 28% chlorovodiku syceného v isopropanolu

- vyroba Sarzi fingolimodu na pilotni jednotce actopna optimalizace na zaklad
vysledki vyroby

- zkoumani vlivu diznych parameirr zatizeni ( teplota, tlak, pH....) vedouci k maximatiza
vytéZku a minimalizaci n&stot



3. TEORETICKA CAST

3.1 RoztrouSena skler6za

RoztrouSena skler6zadlerosis multiple) je autoimunitni onemoemi, i kterém imunitni
systém¢lovéka napada centralni nervovou soust Dochazi kdemyelinizaci myelinov
pochvy nervovych bufk. Zakladni beikou nervové soustavy jeeuron(Obr. 1)[4]. Jeho
nervova vlakna (axony)jsou obalena myelinem, tukovou subst produkovanou
oligodendrocyty ktera vlakna vyzivuje a chré. DalSi tinkce myelinu spfiva v urychlen
pirenosu vzruchu a @&mezeni penosu vzruchu nginé nez definované misto. Proto
myelinova pochva bezpodmitré nutna ke spravnému fungovani centrinervoveé soustavy.
Poskozenim nebo ztratou myelinové poctmiZze dojit kzdniku axonu. To zname, Ze
dochazi ke zhorSeni nebo Uplnému zastaviemigsu nervoveho vzruc [5,6].

Onemoc#ni probiha vestiidavych obdolch ozn&ovanych jako relaps. &en tohoto
obdobi dochazi ke istlani atat (zatatek zagtu) a remisi (navrat givodnimu fungovan
[7]. Praibéh nemoci je progresiv, u jednotlivych gipadi znané odliSny. Symptomy jsou
zmeéna citlivosti, svalové iece, pohybové obtize, zrakové problémy,oblémy sieci,
chronické bolesti.[8]. Podle ptibchu roztrousené sklerdzy jdélime na benigni, kter
provazi malé mnozstvi atalk minimalnimi nasledkya maligni, provazejickkke zachvaty .
rychlé zhorSeni invalidity.

_~ Schwannova burka

Depolarizovana oblast
(Ranviertv zarez)

Myelinova
pochva

Axon

Obr. 1 Neuron, pienos vzrucht.

Ackoliv jsou matogenni projevyroztrousené sklerézy odliSné podigou onemocéni,
typické jsou vzdyléze a zatty. Léze jsou jizvy (sklerozy, plakytedy mista, kde doSlo |
ztra€ nebo zteteni myelinové pochvy. losahuji velikosti od jednoho milimu az po
nekolik centimetfi (Obr. 2) Tim mize dojit az k feruSeni axoi a ztra€ vedeni signalu.
Na paatku nemocioligodendrocyty produkuji myelin obnow pochev, remyelinizacvSak
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neni schopna udrzet tempo s demyelinizadisapené roztrouSenou skler6zou a dochazi
k obklopeni axonu |ézemi s naslednou ztratou sigirgil

Zarét je u RS zpisoben T-lymfocyty. Ty prostupujites hematoencefalitickou bariéru,
ktera za normalnich podminek brani vstupu lymfdaad nervové soustavy. OvSem sgnst
infekce snizuje integritu membrany a umoje vstup lymfocyi. Ty za patologickych
okolnosti povazuji myelinovou pochvu za cizorodawepadaiji ji. To vyvolava dalSi z&hvy
proces a stimulaci dalSich T-lymfoéyt cytokinini a protilatek, coz demyelinizaci jen
urychluje. Mozna je i aktivace makrofag B-lymfocyti [10,11].

Etiologie onemoaini neni jasna. iftdpoklada se, zetdody jsou komplexni, s podilem
genetickych, infeénich a imunologickych faktér[12].

3.2 Moderni I&iva roztrouSené sklerozy

V dnesdni dobneni I€ba roztroudené sklerozy jednotn&irhost I&by neni stoprocentni a
dlouhodoba pravidelna aplikace stejnéh@vieé ¢asto snizuje efekt &#dy. Nova I€iva casto
nesphuji ocekavani pro své nezadouci vedlej8inly jako je toxicita a Unava zdBy [13].
V poslednich letech dochazi k velkym pokiiokve vyzkumu nemoci a jejidge.

11



3.2.1 Sowasna l&ba roztrousené sklerdzy

Samotnou kbu roztrouSené sklerézy rozliSujeme podle gotaéni patogenetickychepi
na I&€bu ovlivijici imunitni systém a &u potl&ujici symptomy[14]. Prvni typ I€by se
jese celi podle zgisobu ovliviegni imunitniho systému na imunomodind ktera néni obsah
imunitni odpo¥di, a imunosupresivni, ktera omezuje nebo zaljeacinnosti imunitniho
systémy15].

Lé&ba akutnich atakspaiva v jednordzovém podani vysokych davek kortikasda. Fri
nedostaténé odezv s gretrvavanim klinickych symptoindéle nez 3 tydny Ize podat davku
cyklofosfamidu.

Fi dlouhodobé |&¢ se uzivaji preparaty DMD (Disease Modifying Drugs)njekéni
aplikace interferonu beta a glatiramer acetdtl6]. K dalSim prepardm pati
imunoglobuliny. Klasickd imunosuprese gp@ v podavani azathioprinu, eventuélre uzit
methotrexat, cyklosporin A nebo jina cytostatikai IBcbé sekundarni chronické progrese,
ktera je obtiza terapeuticky ovlivnitelna, Izeékdy dosahnout stabilizace imunosupresivni
lécbou a vzachk je mozné stav ovlivnit opakovanym podavanim sérientravenoznich
steroidh.

3.2.2 Nova léiva

Vyzkum I&€iv na roztrouSenou skler6zu se ubird mnohargnCilem vyzkumu je nalézt
léCivo s regener@aim a neuroprotekim potencialem. Nova dé&a prochazi jednotlivymi
fazemi vyzkumu (Hloha 1)[17]. ZkouSi se antigen specifick&ila, kombin&ni I&ba nebo
lé¢ba pomoci kmenovych bk

Mnoho se &kava od monoklonarnich latek, coz jsou imunogliolyul ziskané
z klonalni populace jedné plazmatické nky, majici definované vlastnosti a vazici se
specificky na st substrat[18]. Skupina monoklonalnich protilatek uziva mysi,noéiicke
nebo humanizované protilatky protiznym molekulam a slozkam imunitniho systému. U
nehumanizovanych prepai&ecasto vyskytuje problém s tvorbou protilatéknz dochazi k
selhani efektu. Velkou nevyhodou jsou vedle@hky |écby. Jedinou monoklonalni latkou
k 1é¢b¢ roztrousené sklerdzy, ktera je uvedena na trlajalimumab. Mezi latky prochazejici
Il. a lll. fazi klinickych studii pat alemtuzumab, daclimzumab, anti CD20-Rituxinja8.
Tyto latky podle dosavadnich vyslgd&kryvaji do budoucna velky potencjaD, 21, 22].

A P

mozné uvedeni &va na trh, pal pét tabletovych preparét cladribin, teriflunomide,
dimethyl fumarat, laquinimod a fingolimd@3]. Tato I&€iva vykazujici minimala obdobnou
G¢innost jako starSi téva a jsou v sotasné dob ve vyvoji nebo ve schvalovaci fazi Gstav
kontroly I&iv (cladribin, fingolimod) (Tab. 1). Nové generadéciv nejsou pouze
imunosupresivni, ale jsou vestdi mie imunomodul&ni. Jejich podavani je oralni, coz
usnadiuje davkovani a aplikaci.

12



Tab. 1 Porovnani novych peroralnich preparah na I&bu roztrouSené sklerézy (ARR - ré@ni
a¢innost v mnozstvi reminentnich relapé, MRI - méfeni funkéni aktivity mozku pomoci
magnetické resonance)

BG-12
Cladribin | Teriflunomide | dimethyl |Laquinimod | _ 1Y 720
; Fingolimod
fumarat
1 x deng, pulz
Davkovani 1 x deng 5 dni po sols, | 1 x deni 3 x deng 1 x deng
2-4x ra&ne
inhibice
Mechanismus| cytostatikum, | antimetabolit,| imuno- imuno- | uvoliovani T-
acinku imunosupresor imunosupresor modulace | modulace | lymfocyta z
uzlin

32% snizen
33% snizeni ARR,
ARR, redukce| redukce

! 33% snizenl 60% snizeni
Efekt 55% snizeni ARR, ARR, redukcs

ARR 0 redukce MRl MRl 0 67-
MRI 0 61% MR3I3?)/030 0 60% 70%
i primoinfekce,
jaterni selhani kumulaci anemie, g:i?riirg
Vedlejsi leukopenie, J infekce poskozeni vznik sniZen}
acinky cefalea, infekce terato er;ita ledvin, tromboz, licnich
g zrudnuti | teratogenita] f IOk vozni
kuze, palen unket, kozni
' malignity

3.2.2.1 Cladribin

Cladribin pati mezi schvalena cytostatika4]. Fi lecbé roztrouSené sklerézy se vyuziva
jako antimetabolit. ¥ uzivani cladribimu dochazi ke tvarb rezistence i
adenosideaminaze. Rezistence vede ke kumulaci dborykleotidi a tim k inhibici syntézy
DNA a RNA. Dochazi tak k apoptoze ktknlymfocyti s minimalni toxicitou uci ostatnim
tkdnim[25]. Rani (Cinnost v mnozstvi reminentnich reldap&RR proti placebu byla kolem
55%. (Einnost byla potvrzena i nadfeni funkni aktivity mozku MRI[26]. Nejastj$im
vedlejSim dinkem je lymfopenie (sniZzeny pet lymfocyti v krvi), dana vlivem &inku léku,
bolesti hlavy a nazofaryngitidy (z&y nosohltanu). Lék je teratogenni, ma negativiimky
na embryd?27].
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3.2.2.2 Teriflunomide

Také teriflunomide p#&t mezi cytostatika. Funguje jako inhibitor dihydrotat
dehydrogenazy (enzym pro syntézu pirimidifi28]. Blokaci tvorby pirimidinu tak dochézi
k inhibici syntézy DNA a RNA a klesa produkce imgtabulini. Efekt Iéku byl prokazan ve
studiich II. faze 61% redukci MRI a 33% ARR. Praieni vysledk ARR pokra&uji studie
alopecie (vypadavani vlas nauzea (nevolnost), elevace jaternich erzymZavazgjsi je
vyskyt polyneuropatie (postizeni perifernich nigrv pankreatitidy (zaft slinivky) a
projevujici se teratogenniciaek [29]. VIiv na plodnost a teratogennicinek vyrazi
ovliviiuje skupinu moznych pacienf30].

3.2.2.3 Dimethyl fumaréat (BG-12)

Syntetickym imunomodulatorem je dimethyl fumaf&G-12) pouzivan v dermatologii od
roku 1994[31]. Ovliviiuje T-lymfocyty a podporuje produkci protizfilivych cytokynini.
Dokaze aktivovat buignou obranu proti toxiim a stresu. Dikyétnto vlastnostem se uvazuje
0 neuroprotektivnim efektu a moznostech vyuditilgibé roztrouSené sklerézy. Ve studiich
Il. klinické faze byl prokazan 32% pokles ARR oprplacebu a snizeni pt a velikosti
loZisek o 30-33% ®ienych pomoci MRI. Potize se vyskytovaly hlawn paivodre tekuté
formy pripravku. Tabletové formy jsou pokryty acidorezistém stevnim Kidovym
papirem, ktery brani kontaktu se sliznici &ué ji tak nepoSkozuje. Ifes toto opdeni jsou
v8ak nevhodné pro pacienty s Zakmieni viedy. DalSi nevhodnou skupinou jsou kardiaéi. P
kumulaci I€iva mize dojit k poSkozeni ledvin. Typick&ipnaky jsou pak zrudnutiuke,
paleni a poceni, bolesti hlavy a 2aJ32].

3.2.2.4 Laquinimod

Laquinimod ma imunomoduléni vlastnosti. Neovliiuje Zivotnost ani proliferaci, ale
zvySuje sekreci cytokinu (signalni protein) IL 4lla10 a sniZuje produkci IL 17. Timto
srovnava porry s protizagtlivymi a prozastlivymi cytokiny. Ve studiich Il. faze byl
prokazan 33% pokles ARR a 60% redukce MRI. lzefgtudii probiha. VedlejStimky jsou
anemie (chudokrevnost), nespavost a moznost vzandmboz. Latka je teratogenni. Mezi
negastjsi vedlejSi dinky paki pak nazofaryngitida, bolesti zad a hld2g].

3.2.2.5 Fingolimod (FTY 720)

Fingolimod (FTY 720) (Obr. 3) je strukturalni anglanyriocinu, latky odvozené od
askomycetysaria sinclaria[34]. Chemicky nazev je
2-amino-2-[2-(4-octylphenyl)ethyl]-propan-1,3-dioRrincip ®&inku fingolimodu FTY 720
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spaiiva ve zpomaleni uvibvani lymfocyti z lymfatickych uzlin a tim snizeni o
agresivnich butk. Autoagresivni lymfocyty pronikaji hematoencetkbu bariérou do
nervového systému adiimyelinové pochvy axan PoruSeni pochvy pak &gobuje snizeni
az ztratu schopnostignosu vzruchu.

OH

NH, HCI
OH

H,C
Obr. 3 Fingolimod hydrochlorid [35]

Lymfocyty jsou regulovany pomoci sfingosin 1ffds (S1P), ktery reguluje normalni tok
pomoci aktivace a diferenciace kv lymfatickych uzlinach. S1P jsou oviisvany gti G-
proteiny a pomoci svych recepio(S1P1, S1P2, S1P3, S1P4 a S1PRopi na mnoha
mistech vdle. Kromg lymfocyti se vyskytuji v centraini nervové soustaendotermalnich
bunkach, na pevodnim systému srdce, cévach a hladké svalobnmonchi. U pacienta
s roztrouSenou skler6zou dochazi ke vzniku autsagrieh lymfocyti, které napadaji
myelinové pochvy nervového systému #adpokladu, Ze se jedna o infek86].

Fingolimod FTY720 je po poziti fosforylovan poaiasfingosin kindzy37] na biologicky
aktivni FTY 720-fosfat[38], ktery je analogicky sfingosin 1-fosfatu S1P. Abktrany
fingolimod obsazuje 4 z 5 sfingosin 1-fosfatovyeloaptoét S1P1, S1P3, S1P4 a S1B39],
pomoci kterych vyvoldva odliSnou odga v cilovych buikach. Tim omezuje vstup
lymfocyta pres hematoencefalickou bariéru a brani v centrdémizavé soustay k jejich
recyrkulaci, ktera by vedla kz&a [40]. Diky atlumeni zagtu miZze dochazet
k nasledné strukturalni obnbparenchymu nervové soustavy.

Fingolimod a jeho imunosupresivni efekt objejponsky vyzkumny tym univerzity
v Kjotu. Po chemické uprévbyl patentovan spoteostmi Yoshitomi a Novartid4l].
Pavodre mél byt jako I&ivo uzivané po transplantaci ledvin. Ill. faze ktkych studii ale
ukazala, Ze jeho vlastnosti nejsou lepSi né&Zo@ni posttransplantai |&cba [42]. Zajem o
toto I&ivo vzrostl po roce 2002, kdy bylo publikovano welknnoZstvi studii o furtkosti
fingolimodu @i autoimunitnich onemoeénich[43].

NowjSi udaje ukazaly dinnost fingolimodu u demyelinizai polyneuropatie[44].
Soulezné probihajici Il. faze klinickych studii pak nazila Uc¢innost I€iva proti relabujici
reminentni roztrouSené skler6ze RRRIS, 46]. Ve Il. klinické fazi TRANSFORMS, byla
prokazana redukce MRI aktivity o 83% proti placeBRR ve studii pokleslo o 61% oproti
komparatoru IFN - [beta] 1a (Tab. 2).
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Tab. 2 Studie TRANSFORMS

(Trial Assessing Injectale Interferon versus FTY 720
Fingolimod Oral in RRMS) Il. faze klinické studie, méreni po 12 n&sicich §7]

Fingolimod | Fingolimod | IFN - [beta]
[1,25 mg] [0,50 mq] 1a [0,03 mg]
M &Feni po 12 nésicich jednou denrg | jednou denrg | jednou tydné
ARR 0,2 0,16 0,33
Pokles relapsi oproti placebu 80% 83% 69%
Pokles relapsi oproti komparatoru 39% 52% 100%
MRI sniZeni aktivity chroby 30% 31% 45%

Pozitivni vysledky II. klinické TRANSFORMS faze udmli spuseni Ill. klinické faze
FREEDOMS [48]. Vysledky studie prokazalyébem jednoho roku na 1033 pacientech
vyznamneé rozdily &inné latky oproti placebu (Tab. 3). Recidiva refajyla snizena az o
74% u denni davky 1,25 mg fingolimodu. Velké prdogmacient pak Zistalo bez relagspo
celé r@&ni obdobi. U MRI doslo k obdobnému poklesu vznigzil Z dosavadnich vysledlie
zajimavy 30% pokles mozkové aktivity z{igy jiz ve Il. klinické fazi TRANSFORMS, ktery
byl owéten lll. klinickou fazi. Ve fazi FREEDOMS byla mimjmé zji&'ovana dinnost latky
pii podavani 5mg davky. Vyssi davkovani spiSe zvy®owmazadouci &inky nez samotny
Gcinek 1éku. Proto byl vyzkum této skupinygousen a byla nasazena pouze velikost 1,25 mg.
V dalSich fazich, které v seéasnosti probihaji, je zfigvano, zda se jedna ¢igek zpisobeny
poklesem zastlivé aktivity, nebo se jedna o interakci meziilém a sfingosin-1-fosfatem na
nervovych bikach, jak naznauji vyzkumy na zwiatech[49].

Tab. 3 Studie FREEDOMS (Fingolimod Research Evaluiatg Effect of Daily Oral Therapy in
MS) Ill. faze klinické studie, méieni po 24 nésicich @8]

Fingolimod Fingolimod
[1,25 mg] [0,50 mg] | Placebo
Mé&feni po 24 nésicich jednou denrg | jednou denng
ARR 0,16 0,18 0,40
Pokles relapsi oproti placebu 74% 70% 45%
MRI sniZeni aktivity chroby 70% 67% 0%
Lék byva obvykle snaSen deb NefastjSi nezadouci vedlejSi cinky jsou:

nazofaryngitida, bolesti hlavy, Unava,tighka, lymphopenie zjsobena potkenim vytoku
lymfocyta z lymtatickych uzlin, pijem, zvraceni, bolesti zad a zvySeni hladiny jdtérn
enzymi [50]. Mezi zavazyjSi problémy pai rozvoj bradykardie (zpomaleni stahé
frekvence) az atrioventikularni blokady, které jgne Ehem prvniho podani monitorovat.
Dale existuje po vysazeniclgy reverzibilni riziko makularnihno edému. DalSi aané
problémy souviseji s umistnim sfingosin-1-fosfat receptorv jinych neZz sledovanych
tkanich. MiZze dojit k hypertrofii bronchialniho svalstva, viaastrikci cév, primoinfekci a
vyskytu melanom, ktery je potenciakavyssi u jakéhokoliv imunomodwaiho I&iva [51].
UzZivani Bhem ghotenstvi nize vést k poSkozeni plodu, proto se dopoj ukorgeni
davkovani 3 mssice fied planovanim gravidity.
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lll. Kklinicka faze FREEDOMS tak prokazalaciée «&inky fingolimodu i lécbeé
roztrouSené skler6zy a umoznila jeho schvaleni 2A. 201(052]. V lednu roku 2011 byl
fingolimod schvaleny EMA pod nadzvem Gilenya a bgpdriten ke schvaleni v EU53].
Nyni je patentovanod&kolik zpisohi vyroby fingolimodu. Tato diplomova prace se zabyva
jednim z nich za pouZiti hydrogendé&d].

Diky klinickym fazim vyzkumu se objevily dalSiainosti vyuziti fingolimodu a toip
lécbe leukémig[55] a I&be chronickych virovych infekdis6].

3.3 Hydrogenace

Jedna z moznosti fipravy fingolimodu je hydrogenace. P&wva byla pouzita i
optimalizaci stupé vyroby, kterym se diplomova prace zabyva.

s

Hydrogenace je jednou z nejpouZzigdich reduknich metod v organické chemii. Je
zaloZena natsobeni elementarniho vodiku se gkninou[57]. Jedna se o exotermni reakci,
pii které se uvaluje reakni teplo vzniklé zanikem dvojnych vazeb. Rychlogitogenace je
relativie pomala. Je tomu proto, Ze k aktivaci molekul sesinmierusit intramolekularni
vazby. K geruSeni vazeb v homogenni fazi je nutna vysokagemeProto se vyuzZivaji
katalyzatory, které tuto aktigai energii snizuji58]. Podle typu katalyzatoru a pro dosaZeni
vysoké konverze se hydrogenace provédditznych teplotach a tlacich.

Podle toho v jakeé fazi se katalyzatéeivreaktantu vyskytuje, roztlujeme hydrogenace na
heterogenni a homogeniib9]. Primyslow se pevazre realizuji reakce heterogefin
katalyzované, stefnjako @i vyrobé fingolimodu. Jako katalyzatory sefipheterogenni
hydrogenaci pouzivajtitskupiny latel{ 60].

3.3.1 Rozdleni katalyzatora
Kovy, kde jejich hydrogerii aktivita roste v pi@di Fe < Cu < Co = Ni < Pt < Pd.

Oxidy kovi - ZnO, CpOs, M0O;, WO; - jejich aktivita je mnohem niZSi nez u katalyzéato
kovovych a pijatelnych rychlosti se dociluje teprveéi wysokych teplotach. #® kterych by
kovové katalyzatory ztracely svoiji aktivitu.

Sulfidy — WS, MoS;, NiS - jejichZz hydrogenimi aktivita je mnohem nizsi nez u kovovych
katalyzatod.

VetSina hydrogenmich katalyzatar je schopna po chemisorpci molekul vodiku
katalyzatory disociovat afipravit velmi reaktivni atomy vodiku. #myslové katalyzatory se
pouZzivaji ¥tSinou ve formd, kdy aktivni sloZka je nanesena na inertnim &igail ,Os, aktivni
uhli, k'emelina, zeolity). Nejpouzivéjsim typem kovového katalyzétoru je pro homogenni
kapalnou fazi Raney-nikl. Pro praci v kapalné féeipouzivaji katalyzatory praskove, pro
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plynnou fazi pak katalyzatory ve fogrgranuli nebo tablet. Samotné pouZziti jednotlivych
katalyzatod je striktrg individualni.

Aktivovat vodik mohou v podstavSechny pechodné kovy, nejvhodjsi jsou ale kovy 8.
az 10. skupiny periodické soustavy adinTy naplni své ne ptnobsazené orbitaly elektrony
od adsorbovanych molekul. Vzacné kovy obvykle phata palladium v metalické nebo
oxidované form, které jsou vysoce aktivni, nepabuji vysoké teploty a tlak. ProtoZe jsou
drahé, jsowasto neseny na nésiAromaty a alifatické ketony nejsou palladiemukdvany,
zatimco platinou ano. Podstatny rozdil mezi paflada platinou je v selektivit Parcialni a
selektivni hydrogenace se spiSe uskiuig na palladiu. Platina jeffiS reaktivni atasto vede
k hydrogenanimu S¢peni.

V pipack vyroby fingolimodu jsme pouZzivali pré&prvni typ katalyzatoru s palladiem na
noski s aktivnim uhlim (viz kapitola 4.4).

Tuto nevyhodu nema rhenium. To je schopfidgplotach pod 100°C za normalniho tlaku
redukovat aromatické kruhy a proto se pouziva kdwyenaci derivdi pyridinu, chinolinu,
pyrolu a furanu. Aldehydy a ketony se hydrogen@iratheniu. Také aromatické aminy a
alkoholy se mohou ipvést na odpovidajici cyklohexanderivaty, bez wzniledlejSich
produkii, za katalyzy rutheniem r@dnosti ruthenia je také necitelnostivslouceninam siry,
ktera ostatni katalyzatory pasivuje.

Podoby jako platina, také nikl m& své Siroké pouziti. Sftevnani s platinou ale musime
pouzit podstath vysSi teploty a tlak. Nikl je vhodny pro hydrogenacetylenu, alkel
aromat, nitroslowenin, nitriti a karbonylovych slatenin. Kobalt ma nizsi hydrogetrd
aktivitu nez nikl. Kobalt je nejvhodjsi pro hydrogenaci nitiil, protoZe na rozdil od niklu se
tvoii podstats mére vedlejSich produkt Zelezo pouzivametpsyntéze amoniaku. &&’ se
pouziva havé k hydrogenaci aromatickych nitoskanin na aromatické aminy. Diky své
nepatrné hydrogesiai aktivit mizeme kontrolovat velmi silnou exotermni reakci ArNO
—ArNH, takZze nedojde k vybuchu. Také nizkotlaka syntézthamelu pouziva katalyzator
na bazi nidi.

Vedle vySe uvedenych metalickych katalyzétaxistuji také oxidéni hydrogenéni
katalyzatory (chromit rdi, zinku). Hydrogenace definované dvojné vazbyfitomnosti
sloweniny siry se provadi na oxidech Ni, Co, Mo, Al.tdyxidy ziskavaji svoji plnou
hydrogenani schopnost teprve po nisii.

3.3.2 Hydrogenani techniky

Fi pouziti techniky je poZzadovana maximalni konveeemaximalni selektivita. Tyto
podminky jsou ovlivany vedle katalyzatoru teplotou, tlakem, parcialniakem vodiku,
rozpoustdlem a transportnimi jevy. ProtoZe se jedna obvgk#&int exotermni reakce, musi
byt umozZrna snadna tepelna vyma. Proto se takéasto pracuje za nizkého parcialniho
tlaku vodiku, & uz ve fazi plynné nebo kapalné. Vysokého tlakonggné pouzit ve speci&n
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upraveném zZdzeni jako je autoklav. Transportni jevy se oflii povrchem katalyzatoru.
V principu Ize provést hydrogenaci v kapalné nelyomé fazi.

Hydrogenace v plynné fazi je malo uskuitevana z dvodi potreby velkého mnozstvi
energie na zplyni organickych substanci. Kr@moho tyto substancgasto nejsou stabilni a
rozkladaji se.

Hydrogenace v kapalné fazi se pouzivaji pro toalyni vyroby meziprodukt Do
michaného vsadkového reaktoru sedbozi rozpousgdlo, potom katalyzator (< 0,1 mm)
v mnozstvi 1 - 5% na vahu hydrogenovaného substratisledé se vnese substrat. Vodik se
zavadi pod michadlo tryskami. Teplo se odvadi pomgoenikia. Po skoteni reakce se
produkt zbavi katalyzatoru néklad pomoci dekantace a filtrace. Kontinualntisagby jsou
pro velkotonazni vyroby. Uskutguji se bu’ v suspenzi nebo na pevném lozi, kde je
katalyzator umistin ve forng tabletek, krouzk, pies které je kapalina a vodik kontinu&ln
pietl&en. Obvykle se jedna o kaskadupritokovych michanych reaktif61].

3.4 Analytické metody vyuZzité i optimalizaci lé¢iva

Fi vyrob¢ ve farmaceutickém pmyslu pati kapalinova chromatografie - HPLC mezi
bézne pouzivané metody. Také&ipptimalizaci vyroby l€iva fingolimodu byla tato metoda
pouzita. Touto metodou probihala kontrolrdiemi zji§ujici sloZeni sledovanych vzdrk

3.4.1 Vysokowinna kapalinova chromatografie - HPLC

Kapalinova chromatografie je jednou z chromadéigkych separgich metod, kterd je
zaloZzena na separaci sloZzek podle interakce séomséani a mobilni fazi. Je to metoda
umoziujici kvalitativni a kvantitativni analyzy vzorkulsou vyuzity izné mechanismy
separace, jako jsou adsorpce, kbadani na zaklatl rizné rozpustnosti, iontové vymes,
molekulow sitovém efektu nebo specifické interakce v afinithromatografii. V pipac
kolonové chromatografie je Klkni latek pouzita chromatografickd kolona tj. skle,
ocelova nebo plastova trubifg2].

Diky postupnému rozvoji byly vyvinuty nové vysoefektivni chromatografické materialy,
které umoznily provatt chromatografii za zvySeného a vysokého tlaku. iNylv se typ
chromatografie, ktery se ozhge jako HPLC (high performance liquid chromatodrayp
tedy vysokodinna nebo téz vysokotlakd kapalinova chromatograttPLC ovSem
neznamenala ve vyvoji chromatografie pouze zvy$efobnnosti metody, ale vznikl typ
chromatografie na kvalitatienvySSi Urovni nez chromatografie nizkotlakditd™ principy
separace ustavaji stejné jako u chromatografie nizkotlakékaypalinové chromatografii ma
zna&ny vyznam také chromatografie na obracenych faz{Bteversed-Phase Liquid
Chromatochraphy- RPLC), ktera vyjailije, Ze mobilni faze je polafsi (nag. acetonitril
nebo methanol a voda) a stacionarni faze jeénpatarni (alkylyvazané na silikagel). V
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pocatcich chromatografie bylo toto usadani op&né, mobilni faze nepolarni, stacionarni
faze polarni. Byl to tzv. systém s normalnimi faze@nes je tento systém pouzivan v
omezené nié [63]. Reterkni ¢asy analyi jsou ovlivreny rozpustnosti vizré polarnich
fazich[64].

3.4.2 Jednotlivé prvky a sodasti kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf se skladéasti, které zajidiji transport mobilni faze, davkovani
vzorku, separaci latek, detekci, registraci signaluwyhodnocovani chromatografického
zaznamy65]. Je mozné doplinit ¥zeni dalSimi prvky nap termostatové kolonové ke,
ochranné filtry a pedkolony, odplsiovaie a slozky umaiujici probublavani heliem atd. Déale
je pak mozné viceelové systémy tzr¢ prestavovat, aby co nejvhog]n spliovaly
poZzadovany &el. Lze kombinovatizné typy detektdr, kolon ¢erpadel a dalSichifglavnych
zaizeni (Obr. 4).

Vysokotlaké
éerpadlo

Zasobnik Ridici
mobilni pocita¢
taze

Davkovaci ventil

s vvménitelnou smyckoun
HPLC kolona
Detektor

Obr. 4 Schéma kapalinového chromatografu

3.4.2.1Cerpadla mobilni faze

Cerpadla pat mezi nejkritétejdi zaizeni kapalinové chromatografiettv zajisteni
kontinualniho a bezpulzniho toku mobilni faze celggstémen|66]. Z divodu pouzivani
agresivnich mobilnich fazi (pufry, slabé kyselingésady, organicka rozposdia) je nutne,
aby byla konstruovana z matetidbdolnych wi¢i korozi. Plynulé davkovani mobilni faze
probiha pi tlaku 30-50 MPa v rozmezich {oku 0,1-10 ml/min fi praci s analytickymi
kolonami u mikrokolon 0,005 ml/min a pro preparafichromatografii jsou [iitoky 50-100
ml/min. DalSi podminky, které muserpadla splovat, jsou kolisani fitoku s odchylkou

20



mensSi nez 0,5-1% a nejmensi mozny wmibbjemcerpadla kvli rychlé vymené mobilni
faze. Vzhledem kétmto pozadavikm se v sotiasné dob pouZivajicerpadla s konstantnim
praitokem vyuzivajici mechanického pohonu pistu v kimndkde zdrojem hnaci sily jsou
elektromotory. Podle objemu pistni komory Ize téeypadla dlit na velkoobjemova a
pistova.

Plyn z mobilni faze je odstravan v ultrazvukové lazni, nebo pomoci dokonalgsih
kontinualniho odplijovani pomoci probublavani vyso¢stym héliem pimo v zasobnicich
mobilni faze. V posledni déljsou dostupné i odpipvace z porézniho plastického materialu
umistréené v evakuovaném prostoru.

3.4.2.2 Z@izeni pro davkovani vzark

Davkovani vzorku iize byt provedeno pomochiznych davkovacich systémnegastji
jsou pouzivany davkovaci kohoutytcestny nebo Sesticestny) nebo autosampler. Zakhdni
pozadavky jsou vysok&gsnost, spravnost a reprodukovatelnostrikdist

3.4.2.3 Chromatografické kolony a jejich napln

Chromatografické kolony jsou zhotovenyepazié zrovnych trubic s hladkym
vnitinim povrchem. Odolavaji tldkn az do 60 MPa. Moderni analytické a preparativni
kolony mohou byt ve forghvlozZek z plastickych hmot, ptnych tiznymi ndplemi. Roznéry
kolon zavisi na €elu pouZziti a na velikostiastic napls.

Jako naplé se v dnesSni dab pouZivaji poréznicastéky o velikosti zrna 3-10 um
sférického nebo nepravidelného tvaru. Nebo nepodnéaplré pro iontovou chromatografii.
V systémech s obracenymi fazemi se pouziva oktidslkkggel a oktylsilikagel. B vysSSim
pH nez 8,5 dochazi dast&énému rozpoushi silikagelu, coz sniZuje Zivotnost kolon. Proto
pro praci pi vysSim pH byly navrzeny napinna bazi organickych gel V systémech
s normalnimi fazemi je n&stji pozivanym polarnim absorbentem silikagel. Date pak
pouziva oxid hlinity.

3.4.2.4 Detektory

P detekci separovanych latek se vyuzivaji jejickat® nebo specifické vlastnosti, které je
umozni selektivé stanovit. Detektory ve spojeni s HPLC bglynmit vysokou citlivost,
vysokou selektivitu, nizky Sum zakladni linie, rimh odezvu, Siroky linearni rozsah, nizky
mrtvy objem, moZznost pouziti gradientu &lynby poskytovat informace o strukiidanych

analyt.
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Fotometrické detektory pracuji na bazi UV/VIS oblasti. #Zeme je rozélit na:

a) Detektory pracujici s jednou vinovou délkou (Z53m), které pouzivaji jako zdroje
nizkotlakou rttiovou vybojku opaenou interferegnim filtrem. U kratSich vinovych délek se
pak pouziva zinkova nebo kadmiova vybojka. Uddani je dvoupaprskové se srovnavaci a
mérnou celou. Mii se rozdil absorbance.

b) Druhym typem jsou obdoBrpracujici detektory, u kterych je mozné nastavalabvou
délku pomoci vyranitelnych interfereénich filtra.

c) Polychromatickym zdrojem #ni, monochromatorem agpocnymi mikrokivetami jsou
vybaveny dalSi detektory. Tyto detektory unigjz volit libovolnou vinovou délku od 190 do
600 nm.

d) Spektrofotometrické detektory s rychlym zaznamespektra bez #erusSeni
chromatografické separace jsodt8nou zaloZeny na s®asném nsieni signalu velkého
poctu miniaturnich ploSnych fotodiod. Spektrofotomeksi detektor ve spojeni s HPLC, Hat
k nejpouzivagSim postugm v analyze l&v. Je relativié jednoduchy, spolehlivy a Ize jim
detekovat velky peet latek, kompatibilé s gradientovou eluci. Zakladnim pozadavkem je
nizka absorbance mobilni fazé pouzité vinové délce nastavené na detektoru. Kiate
pracuje v ultrafialové a viditelné oblasti.ulZe mit pevnou vinovou délku (254 nm). U
slozigjSich detektal je mozné nastaveni vinové délky pomoci monochroraat
NejdokonalejSi detektor e prongiit absorgni spektrum v ufené oblasti vinovych délek
pomoci diodového poléjode Array Detector DAD). Jeho deteadni limit je az 10°g - ml-,
citlivost a selektivita je protzné latky fizna a pi zvolené vinové délce zavisi na velikosti

molarniho absormiho koeficienty67].

Princip metodylurimetrickych a fosforimetrickych detektot je zaloZzen na tom, Ze latky
s ukitymi funkénimi skupinami (luminofory) v cele detektoru absagrbbudici ultrafialové
z&eni a jeho pohicena energie s&sti vyzd&i ve forme luminiscegniho zd&eni o nizsi
energii (vySSi vinové délce) nez mérardi excit&ni. Intenzita emitovaného &ni je pak
métena fotonasobem.

Treti nefastji pouzivané detektory, které slouzi k detekcik&ehopnych elektrochemické
detekce, jsoelektrochemické detektory Ampérometrické (polarografické) detektorygitin
proud vyvolany pichodem redukovatelné (oxidovatelné) latky utpkovou celou
s elektrodami. Polarografické detektory pracujirggovou kapkovou elektrodou. Déle se
pouZzivaji tuhé elektrody jako uhlikova, platinovanadéna. Coulometrické detektory di
naboj potebny k oxidaci nebo redukci celkového mnozstviygtk jejim praitoku mérnou
celou.

Refraktometrické detektory méii odezvu amirnou rozdilu indexu lorin eluatu v ndrné
cele a srovnavaci kapaliny (mobilni faze) v refénércele. Detektory jsou velice zavislé na
teplo€ a jako nespecifické detektory jsou mdmitlivé.
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Vodivostni detektory méfi elektrickou vodivost eluatu v{okové cele mezi dima
elektrodami (platinovymi), na&i je vkladano stdavé napti, aby nedochazelo k polarizaci.
Tyto detektory jsou vhodné pro detekci iontovydieka

Reakéni detektory vyuZivaji vhodné reakce analyzovanych latek samiak cinidlem.
V pratocném mikroreaktoru probih& kontinuélmeakce, ktera musi byt dost&te rychla.
Reaknimi produkty jsou derivaty do jejichz molekul jsaavedeny funéni skupiny, které
absorbuji z&eni v UV oblasti (fluoreskuji). Jsou schopny rethékoxidatnich reakci nebo
davaji latkam iontovy charakter. Vystup z mikroreamld je pak pipojen Kk rekteréemu
z uvedenych detektor
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4. EXPERIMENTALN| CAST
4.1 Histroje, zafizeni, software
4.1.1 Vyroba fingolimodu - vyvojovacast
+ Vahy Acculab ATILON; Sartorius group,dhecko
+ Sklereny duplikovany reaktor o objemu 3L, HWS Labortedéhiiainz, Néemecko
< Autoklav o objemu 5L/ 90 bar; VSK Pardubi€&R
% Filtr ¢o¢kovy nerezovy 0,5L; Sartorius GmbHgiecko
% Sklergny duplikovany reaktor o objemu 5L; HWS Laborteéhiiainz, NSmecko
% Sklereny filtr s deskou DZ 170N; HWS Labortechnik Maitgmecko
% Vakuova sudarna JP Selecta Heated vacuum desi¢vaimro-Temp”, Spagisko

« B¢Zné laboratorni vybaveni chemickeé laborato

4.1.2 Vyroba fingolimodu - vyrobniéast
< Vahy — Precia Molen | 100-S, | 200-B; Precia CR

% Sklereny duplikovany reaktor 25L detré sestavy: chladi jimka, membranoveé
gerpadlo, CIP systém; SkloChem SpoR

< Autoklav nerezovy o objemu 20L/50 bar, MU odvzdirfinVPS Chlumec s.r.oGR
% Filtr ¢ockovy duplikovany, nerez, 10L; VSK Pardubi€&R
+« Pojistny mobilni filtr, housing; Sartorius GmbHg¢ikecko

+« Finalni sklegny duplikovany reaktor 25Ldetr¢ sestavy: chladij jimka, membranové
gerpadlo, CIP systém; SkloChem SpoR

% Michana jimka 10L; s filtrem na kapaliny (Pall),|@Rhem SpolCR
% Filtr mobilni 30L; VSK Pardubice;R

< Odsavaci jimka 50L; SkloChem SpoR
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4.1.3 Analyticka ¢ast - Kapalinova chromatografie
% Kapalinovy chromatograf, Shimadzu HPLC, ProminelocCe20A

o Cerpadlo LC - 20 AD Prominence: dvoupistové, zdvihobjem cca 1Qul,
rozsah tlaku 10 - 400 bar, materiél v kontaktu $ind fazi Hastalloy, teflon,
PEEK, Kalrez, KelF

o Detektor SPD - 20A Prominence: deuteriova lampazsahu 190 - 700 nm,
vstup a vystup z cely: SUS316 kapilara 0.8mm/ @25 ID

o Vakuovy degasser DGU-2QAnapajeni 24 V

o Kolonovy termostat CTO-20AC Prominence: rozsah depl laboratorni
teplota minus 16C az 85°C

o Autosampler SIL-20A Prominence: velikost rféat 0.1 - 100ul (standardy),
mozno do 200Ql, presnost nastaveni po Qul. do 2000ul po 1l

R/
°e

Filtry Cronus syringe filters, PTFE, 13 mm, 0,45 pm

X4

Filtry LUT Syringe filters LUT, PTFE, 13mm, 0,22um

L)

7
L X4

Bézné laboratorni vybaveni analytické labotato

7
L X4

Kolona Phenomenex Gemini, NX 3u C18 110A, 150 X46n, 3 um

4.1.4 Analyticka ¢ast - ostatni
< Mikroskop Helago B-600; HELAGO-CZ s.r.6R
< Analyzéator vihkosti HG53; Mettler Toledo, Spsko

< pH metr InoLab WTW series; NamekoR

4.1.5 Software pro zpracovani a prezentaci dat
+« Microsofte Office Word 2007, Microsoft Corporation, USA
+ Microsofte Office Excel 2007, Microsoft Corporation, USA
+ Adobe» Photoshop CS2 9.0, Adobe, USA

«» LC solution, Shimadzu USA
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% DeltaV, Emersorit'R

% Software Optikam Vision (OPTIKAM PRO 3, OPTIKAM PR%)

4.2 Pouzité chemikalie a standardy

4.2.1 Rozpoustdla

7
L X4

Ethylacetat; CHEM Logistic s.r.o Pardubi€&

7
L X4

Metanol; Brenntag CR;R

7
L X4

Metanol Chromasolv, obsah 99,9% pro HPLC; Sigmariéid Némecko

7
L X4

Toluen; Brenntag CR;R

4.2.2 Chemikalie a jiné materialy
% 2-propanol; INCHEMA s.r.0., Prah@R
< Acetonitril; PENTA, ChrudimCeskéa Republika
+ Hydrogen uhkitan sodny; Sigma-Aldrich
% Chlorid sodny; INCHEMA s.r.0., Prahé&R
% Chlorovodik v 2-propanolu 28%; Propést Synthon BlanskdR

« Katalyzator 10% Pd/C Type 39 Paste (56% H20)113B8K&jch, AlfaAesar, Evonik,
Degussa, Johnson Matthey

< Kyselina dusing; Synthesia, a.s. Pardubi€®
% Kyselina chlorista; Sigma-Aldrich

% Kyselina chlorovodikova; Sigma-Aldrich

% Kyselina maleinov4; Sigma-Aldrich

+ Kyselina mravedi; Sigma-Aldrich

+ Kyselina paratoluensulfonova; Sigma-Aldrich

% Kyselina sirova; Synthesia, a.s. Pardubiie,
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7
L X4

Kyselina trihydrogenfosfotma; Synthesia, a.s. Pardubié®

R/
L X4

M/1104 Nitrofingotriol; Propugno Synthon Blanska;R

% Methoxid sodny v methanolu; Sigma-Aldrich

R/
L X4

Uhli¢itan sodny; Sigma-Aldrich

4.2.3 Technické plyny
% Dusik 4,6; Linde technoplyn a.€R

% Vodik 6,0; Linde technoplyn a.£R

4.2.4 Pouzié standardy

% Primary reference material — Fingolimod hydroctderiM.Wt. 343,93; Reeval date
11-2015 Synthon

4.3 Analytické metody (metodika HPLC)
4.3.1 Z&'izeni a metody néreni HPLC

Analyza standaftdfingolimodu a vzork fingolimodu byla provedena pomoci vysokoiné
kapalinové chromatografie (HPLC) (Obr. 5). Analymda provadna na kolot Phenomenex
Gemini, NX 3u C18 110A, 150 x 4,60 mm, 3 um pomapalinového chromatografu.

27



Obr. 5 Kapalinovy chromatograf Shimadzu HPLC, Prominence LC 20A

4.3.2 Podminky a parametry néfeni HPLC
% mobilni faze: methanol
¢ pred kolona: SecurityGuard Cartridge C18, 4x3.0 mhe(®menex)
% nastik: 10 ul
¢ pratok MF: 100ul/min
+ teplota kolony: 30 °C
% vinova délka: 265 nm
% délka analyzy: 25 min

% izokraticky: methanol
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4.3.3 Postup ndireni HPLC

Béhem probihajici hydrogenace byly odebirany kontreiorky, které umoznily sledovat
pribéh konverze vychozich latek na produkhbm hydrogenace. Vzorky byly vyhodnoceny
na zaklad predem nastknutého standardu (Obr. 6). Dle reteith ¢asi byly ozn&eny a
integrovany sledované véiiny. Podle rozlohy jednotlivych pikbyl v procentech stanoven
interni obsah sledovanych weti. Pomoci vyhodnoceni pak bytezena délka hydrogenace.
Podrobné pibehy konverze vetné grafi jsou uvedeny ve vysledcich kazdého pokusu.

mV

1007 DetA Chi
75+
25 5 s g 3 € 85
] 3 =3 % > = =g
25 ~ o= e s & ?r
] ' N .7 ~ S f
' V1L -
o B — N S ‘\#ﬂ A€ T 5 S -%; -I I'—Lﬁg'*u"‘" )
0 é 1|0 1|5 2|0 25
min
1 Det A Ch1/265nm
PeakTable
Detector A Chl 265nm
Peak# Name Ret. Time Area Area %
1| M/1107 7.108 334664 16.223
2 8.611 18863 0914
3|FGD 9.674 492048 23.853
4| M#1105-1 10.319 79318 3.845
5| M#1105-1I 11.255 371588 18.013
6 13.803 8743 0.424
7IM/1104 15.480 236754 11.477
8 16.761 2182 0.106
9 17.023 3830 0.186
10 17.479 2504 0.121
11| M/1105 20.010 170313 8.256
12| M/1106-1 21.125 139907 6.782
13| M/1106-11 21.508 202129 9.799
Totall 2062841 100.000

Obr. 6 Standard pro méreni fingolimodu metodou HPLC

29




4.4 Navrh postupi pro vyrobu fingolimodu na pilotni jednotce

Vyzkum generického fingolimodu, kteryétrbyt vyvinut a vyroben na pilotni jednotce, byl
provadn na vyzkumném pracovisti R&D. Princip syntézy fiimodu byl zaloZzen na
hydrogenaci nitrofingotriolu (M/1104) vodikem Yvifwmnosti katalyzatoru palladia, kyseliny
a rozpoustdla (Obr. 7). Hydrogenace ata probihat i optimalizaci ve vyvoji v5L a ve
vyrobe ve 20 L autoklavu (Obr. 8, 9).

OH
OH/ No OH
2 NH,
OH  pg/ic OH
—_—
HC Hy  HsC
"EGD"

"M/1104"

Obr. 7 ZjednoduSené schéma syntézy FGD.

Obr. 8 Autoklav o objemu 5L, ve kterém probihala opimalizace finfolimodu
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Obr. 9 Autoklav o objemu 20L, ve kterém probihala yroba fingolimodu

Po gedani technologie k vyvoji bylo ¢gno rékolik parameti a podminek fipravy. Ty
byly definovany vyBrem jedné zert moznych tyfi cest (Obr. 10).
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Typ A
OH

NO,
OH
"M/1104" ———> HaC = GD"

"M/1105"
Typ B
OH
OH
M/1104" ———> e D
H3C
"M/1107"
Typ C
OH
NO,
. . x OH
M/1104" T ——> "M/1105" ———"FGD"
HaC
"M/1106"
J OH
NH,
N OH

H3C

"M#1105"
Obr. 10 ZjednoduSené reakni mechanismy vytypovanych cest aienych ve vyzkumu

Kazda cesta pakdia dale upesréné podminky pro fibéh reakce (Tab. 4). Wpsréno bylo
pouZzité rozpougtlo a kyselina.

Tab. 4 Podrobrg sledované cesty vyzkumem

Mezistup@é | Rozpousidlo Kyselina
PTSA

kyselina chlorovodikova

Typ A M/1105 methanol

kyselina mraveti

kyselina octova
TypB| M/1107 methanol | kyselina maleinova

kyselina chlorovodikova

kyselina trihydrogenfosfotma

M/1106
Typ C toluen PTSA

M#1105 kyselina sirova
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Dale byl vyvojem vybran pro své vlastnosti acdstalyzator 10% Pd/C Type 39 Paste
(56% HO) 113076 Johnson Matthg@8]. MnozZstvi katalyzatoru bylo &eno jako 0,05 az
0,08 molarni na mnoZzstvi na jeden mol nitrofingwtriM/1104.

Dle €chto podklad dodanych vyzkumem byl vytv¥en postup pro vyvoj a optimalizaci
vyroby.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Vyroba generického ¢éva figolimod byla vicestufiova. Vychozi latkou pro vyrobu
vysledného produktu - aktivni latky hydrochloricidolimodu (FGD. hcl) byl nitrofingotriol
(M/1104). Z nitrofingotriolu byl v prvnim stupnifjpraven fingolimod (FGD). Po nasledné
rekrystalizaci fingolimodu (FGD) vznikl produkt hsathlorid fingolimodu (FGD. hcl). Prév
piiprava fingolimodu (FGD) z nitrofingotriolu (M/1194e stupgm vyroby, ktery byl cilem
optimalizace vyroby a kterému sémuje diplomova prace (Obr. 11).

OH

NH,
OH

H3C

Obr. 11 Fingolimod [69].

Fingolimod (FGD) byl fipravovan hydrogenaci benzylické hydroxyskupinyiteoekupiny
nitrofingotriolu (M/1104). Hydrogenace byla prov#éé @i kyselé katalyze zatfiomnosti
raznych kyselin: kyseliny p-toluensulfonove, kyselimaleinove, kyseliny du&né, kyseliny
chloristé a zaiftomnosti syceného chlorovodiku v isopropanolu.

Béhem vyvoje metody vyroby byly sledovanyzné podminky a nastaveni, které by byly
pro vysledny vyZzek acistotu nejvhodgjSi. Mezi tyto podminky péta: teplota, tlak, otéky,
pH, mnoZstvi katalyzatoru, vliv rozpowdta acistota zaizeni.

Za &elem snadné manipulace a nizkych ztra€zka bylo usilovano provést hydrogenaci
v jednom z#&zeni, a to v autoklavu. Pro nemoznost provedelui bySem nutné hydrogenaci
rozctlit na dw faze, gicemz jedna probihala v reaktoru a druha v autoklavu.

5.1 Optimalizace vyroby fingolimodu

Cilem optimalizace byla vyroba fingolimodu v pdbvané c¢isto > 98,00% a
v maximalnim mozném w§Eku. Ri piedavani technologie k optimalizaci vyroby bylo
vyzkouSeno &kolik postup piipravy fingolimodu (Kapitola 4.4 Navrh postupro vyrobu
fingolimodu na pilotni jednotce). Jako nejvhémn pak byla vyzkumem R&D uvedena
kysela katalyza zaftftomnosti mineralnich kyselin. Zcela nejlepSich legki pak bylo
dosazeno zarfiomnosti kyseliny sirové a trinydrogenfosfemé. Tyto postupy byly bohuzel
neuskuténitelné, kwili moznosti vzniku genotoxickych tistot, jejichz hodnoty zrgSteni
jsou u I€iv nepipustné. U ostatnich testovanych kyselin byibph reakce pomalejsi a byl
zde i niz8i stupe konverze. Samotny systém byl pak citlivy na aktivipouzitého
katalyzatoru.
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Vzhledem ktomu, Ze dochazelc hydrogenaci dvou furinich skupin (benzylické hydro»
skupiny a nitroskupiny), byl postup hydrogenaceisi{si. Dle tizr¢ definovanych podmine
bylo mozné ziskatizné meziproduly (Obr. 10).Jako nejvyhod§si byla vyzkumem wena
cesta typu A, ktera byla nasledive vyvoji vyzkouSena (viZkapitola «4). Z vysledk
optimalizace ( viz kapitola.®.1) vyplyva, Ze vyroba touto cestou neni efektiroto byly
testovany dalSi metody postupu zwZziti raiznych kyselin, podminek a jiny prabéhi reakci
nez cestou typu A. Ty jsou podrabpopsany nasledujicich kapitolach.

Obr. 12 Krystaly fingolimodu
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Obr. 13 Jehlicovité krystaly fingolimodu mikroskopicky zvétSeny 192 x 133

5.1.1 Hydrogenace v autoklavu zaiitomnosti p-toluensulfonové kyseliny a cesty typu A

Pokus byl fipravovan dle technologie vyzkumu pomoci cesty typu kyselém prosedi
kyseliny p-toluensulfonovéips meziprodukt nitrofingodiol (M/1105) na fingolichdFGD)
(Obr. 14). Pouziti kyseliny chlorovodikové, ktergledbve vyzkumu také zkouSena v rdmci
cesty typu A, nebylo podle technologie mozné aalikiejim korozivnim vlastnostem a
moznosti poskozeni autoklavu. Pouziti jinéhtizeni nebylo kuli vysokému tlaku mozné.

OH OH OH
H ( no, NO, NH,
OH p/C/H, OH pyic/H, OH
—_— —
CgH17 MeOH  CqHyy MeOH  cgH,,
M/1104 PTSA M/1105 PTSA FGD

Obr. 14 Schéma hydrogenace pomoci cesty typu A ¥ipmnosti PTSA

Optimalizace byla zkouSena v autoklavu o objemu &tery se svoji konstrukci a
vlastnostmi co nejvice podoba 20L autoklavu pouddwau i vyrobé. Z pokusi
provedenych ve vyzkumu R&D bylo znamo, Z&ismty nejvice vznikaji  hydrogenaci
v autoklavu. Proto bylo zatrem optimalizovat podminky fib¢hu reakce. Kuli hydrogenaci
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za vysokého tlaku vodiku a vysokému riziku vzniladistot se jednalo o fazi kritickou. Proto
byl na optimalizaci v autoklavu kladen velkgrez.

Fi redukci s p-toluensulfonovou kyselinou bylo nasaz 140 g M/1104, 68,9 g PTSA,
20 g katalyzatoru Pd/C (to je 0,05 molarni mnozg&atialyzatoru uci M/1104) a 3000 ml
MeOH. Podminky nastaveni autoklavu byly: p= 4008,KP= 70 °C, otéky = 650 rpm. Za
téchto podminek byla spusta reakce.

Piibéh reakce byl monitorovan diky odebirani vZot¢hem hydrogenace. Ty pak byly
vyhodnoceny pomoci HPLC a zaneseny do tabulky taud.. Rychla konverze M/1104 na
meziprodukt M/1105 umoznila sledovat pomoci HPLQiz® konverzi M/1105 na produkt
FGD.

Tab. 5 Vysledky rychlosti konverze hydrogenace M/105 na produkt FGD

Cas [h] 0,75 1,33 1,65 2,37 2,78 3,88 4,58
FGD [%] 37,3 60,4 68,7 752/ 819 893 91,8
M/1105 [%)] 60,7/ 379 294 217 16,0 8,7 6,5
Hydrogenace pri okyseleni PTSA
100
80 -

—, 70

§ 60

T 50

8 40 -

o ——FGD [%)]
20 ——M/1105 [%)]
o \\.

O T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Cas [N]

Graf 1 Znazornéni mnozstvi M/1105 a FGD v péibéhu hydrogenace

Hydrogenace byla uk¢ana po necelychéti hodinach, kdy mnozstvi M/1105 pokleslo pod
hranici 7%, kter& bylatvodnim zanirem.

Po ukorieni hydrogenace byla provedena filtrace teaksntsi na filtru s Kemelinou.
Ziskany roztok byl zahu&t do sucha. Dale bylo 123,74 g (FGD+PTSA) rozZnst 939 ml
demi vody (pH 5). Sis byla ofitata na 60 °C a michana. Poté bym@no 136 g nasyceného
roztoku uhl€itanu sodného na pH 7. Nasledovdlyektrakce pomoci 3 x 600 ml ethylacetatu,
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kdy spodni vodna faze byla @pvn¢ extrahovana. Po ukoeni extrakci byly orcnické faze
smichany a vypiranytikrat nasycenym roztokem hydrogendhinu sodného. Dale b
roztok vysousen pomocigsyceného roztoku sanky a to ve dvou pranich. Organicfaze
po prani se soli bylaahustna oddestilovanim na 2/3 mnoZstvi. Nasledovalatéligsce,
izolace a suSeni produktu.

Po adjustaci suchého krystalu, byl stanoverask fingolimodu na71,8%. Tento vyZek
by byl pripustny, kdyby odpovidal iipdepsané&istotre, ktera pro vystup FGD byl
>08,00%. Nas vzorek ovSem po &@eni na siranovy popel obsahoval na 9,34%ist&.
Celkovacistota byla jerB2,42%. Zasoleni bylo mozné odstranit promytim wodmasledno
rekrystalizaci za ztraty ¥ FGD [70]. Potakto zvolenénxisteni se nAm poddo cistotre
dosahnout jen 92,1%stoty. Celkovy vyg¢Zek pokusipo precisteni byl 56,2% a pohyboval ¢
na samotné hr&nvytéZnosti.

DalSim problémem pak byla analytickést. Kwili pouziti PTSA a moznosti vznik
sulfoestei, které vykazuji podolinjako zmiované kyseliny genotoxicitu, bylo nutné zav
dodateéné méreni pomoci LC/MS a ateni pomoci NML Tyto metody nifeni by dokazaly,
Ze se sulfoestery produktu nevyskytuji. Vyvoj a validace &eni byvSak byly caso¢ a
finanéné narané a mohly by ohrozicely projekt[71]. Pro tyto divody a vySe uveder
problémy se hydrogenaceautoklavu za fitomnosti |-toluensulfonové kyseliny cesty typu
A nevybrala koptimalizaci vyroby

Z uvedenych @lvodia byly pak uskuténény dalSi pokusy. # nich kyseliny, u kteryct
vznikaji genotoxické nigstoty, nebyly jiz dal pouzivany.

5.1.2 Redukce v autoklavu za fitomnosti kyseliny maleinové

Podle vysledk vyzkumu byl vybran postup pomoci cesty typu B malukce kyselinou
maleinovou (Obr. 15)J cesty B byl meziprodukterfingolimol (M/1107)

OH OH OH

OH
M [ o, NH, NH,
OH pyiciH, OH pycim, OH
—_— —_—
CyHy; MeOH c.H MeOH  C.H,,

Kys. maleinovd™ "7
M/1104 M/1107 FGD

Obr. 15 Schéma lydrogenace pomoci cesty typu B : pritomnosti kyseliny maleinovi

Pavodni nasada byla shodna az na kyselinu jaktedgslého postupu. Kyseliny maleinc
bylo u druhého pokusu pouzito 128 g. Podminky @stawveni autoklavu byly: p= 4C kPa,
T= 100°C, ot&ky = 1200 rpm. Ribéh reakc byl monitorovan pomoci HPL((Tab. 6).
Z daivodu malé regrese bylo po jedné hadihydrogenace fidano 2(g palladium/C.
Mnozstvi katalyzatoru tak bylo navySeno na dvojbagoKonverze M/1107 na FGD by
urychlena, ale ani toto mnoZzstvi neédta k apiné lydrogenaci M/1107 na FGD. Proto
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katalyzator po vysledcich patého édb navySen na trojnasobné mnozstvig. S timto
mnozstvim katalyzatoru pak byla hydrogenace tikoa po tér& osmi a il hodindch. Ob
doplreni katalyzatoru jsou znatel i ve vysledcich (Grafu 2).

Tab. 6 Vysledky rychlosti konverze hydrogenace M/1107 na®GD u cesty typu B

Cas [h] 0,55 1,02 153 247/ 587 663 7,23 8,35
FGD [%] 18,8 29,8] 45,8 66,1] 853 91,7 91,9 947
M/1107 [%] 784 67,70 50,7 30,8 10,6 8,7 3,5 0,7

Hydrogenace za pritomnosti kyseliny maleinové

E o
LN B —

50

—

40 '/\)% ——FGD [%]

> ) \'\ ——M/1107 [%]
v m

O T N > 4

0 2 4 6 8

Cas [N]

Obsah [%]

Graf 2 Znézornéni rychlosti konverze M/1107 na FGD oznafenim zmeény rychlosti viivem
piidani katalyzatoru

Po ukoreni hydrogenace byla provedeseparace katalyzatoru na filtr kiemelinou.
Filtrat byl zahu&n na 1/3 objem. Ke sn&si bylo gidano 150 g NZCO; a 1164 g DEMI
vody (pH 7,5) a michanoripteplo& 40°C. Vznikla bil4 suspenze, ktera byla nejprvenpoi
ethylacetatu rozpudta a pi teplo€ 6C °C extrahovana pomocix3600 ml ethylacetatu jako
predesSlého pokusu. Dale byla&rmvypirana pomociydrogenuhkitanu sodného a vysouse
solankou. Nasledovalo zah&st, krystalizace, izolace a suSeni stejako \ predchozim
pokusu

Vytézek reakce byl 71,4% @stott suchého krystalu 97,71%. Negativni strankou pol
byly pro vyrobu extrémni podmiy a nutnost trojnadsobného navyseni katalyzatorn.
celkow prodraZzovatlany postup a to tak, Ze cena za katalyzator by fiilizné rovna cen
vyrobeného produktu. Ziskané vysledky tak vec nutnosti provedeni dalSich pokuve
kterych byl za obdobrch podminek vyzkouSen jako rozpaigho toluen a ethylacetat

39



drobrg ménény podminky. Vysledkyéchto pokué byly nevyhovujici. Dochazelo du
k nedoreagovani sfai a to ani po &kolikahodinovém pibéhu, nebo k vysokym ztratam
vytéZKu.

Po vysledcich nespljicich pozadavky byla navrzena cesta nova vycfédzegesty
typu A. U této cesty byla hydrogenace réleda na dv faze.

Fi novych postupech, uvedenych v dalSich kapitoldogthy pouzity zcela jiné mineralni
kyseliny nez u pedeSlych pokus Pro zavedeni novych kyselin bylo nutné provéstew
jejich pasobeni n&asti aparatury. Jako vyhovuijici se jevila kysetinaicna a chlorista.

5.1.3 Hydrogenace M/1104 zaitomnosti kyseliny dusi&né

Béhem postupu byla benzylickd hydroxyskupina za latmoni teploty a mirnéhoigtlaku
vodiku pomoci mineralnich kyselin dehydratovana.lnéomisto pak bylo redukovano
vodikem za vzniku ffislusného mezistugnv/1105. Tato faze pak byla ozmena jako prvni
faze hydrogenace. Jako druha faze hydrogenaceobyldena faze, hem které dochazelo
k redukci nitroskupiny. Ta probihala katalytickyngutralnim prosedi za vySSiho tlaku
vodiku p= 4000 kPa a T= 35 °C¢lilem druhé faze pak z M/1105 vznikal produkt FGD.

F¥i tomto postupu byly pomoci HPLC pryndetekovany intermediarni nitrosoderivaty
M#1105-1 a M#1105-11, které vznikaly z M/1105 (Obr. 16). Pringpemeny fingolimodu byl
vytvoren na zaklaglliterarnich Gdaj [72]. Domrenka, Ze se jednalo pré&w nitrosoderivaty,
které nasledh pirechazely v produkt FGD, potvrzovalaimni HPLC uskuténéné po filtraci
katalyzatoru.
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Obr. 16 Predpokladanéschéma piibéhu reakce pgres intermediarni nitrosoderivaty M#1105-1 a

M#1105-11 vzniklé z M/1105.

Nowvé navrZzeny postup byl vyzkousSe kyselinou dusinou. Do autoklavu bylo nasaze
140 g M/1104, 300nl MeOH, 2(g palladium/Ca 17g 69% kyseliny dusié. Prvni faze
hydrogenace byla nastavena podi@dozeného postupu na p = 'kPa, T = 25°C,
otatky = 900 rpm.Béhem redukce dochéazelc postupnému zvySovani pk1 na pH 3,5,
které brzdilo cely prbe¢h reakce. Proto probihalo po kazdém odebrani vzoklggeleni na pt
1 az 2.Do ukorteni hydrogenac tak bylo gidano dalSich 1§ kyseliny. Rychlost 1. faze
hydrogenace byla velmi mala. Ukmmna bylana zéklad vyslediki HPLC az po 13 hodinach
(Tab. 7, (Graf 3). Ukoreni reakce nazkavalo i zvySovani mnozstvi FGD, ktery vznil

z M/1105.

Tab. 7 Vysledky 1. faze hydrogenace znardiujici rychlost konverze M/1104 na M/1105

S postupnou tvorbou FGD

Cas [h] 0,50| 1,00 200 325 4,33 533 658 13
FGD [%] 00 08 19 34 41 56 75 166
M/1105 [%] 28,2| 444 572 679 743 785 802 774
M/1104 [%] 71,8 536 389 255 183 128 89 25
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1. faze - Hydrogenace v kyselém prostredi HNO,
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Graf 3 Pribéh konverze M/1104 na M/1105 za pozvolného vzniku H® v kyselém prostedi
kyseliny dusiéné

Po ukogeni 1. faze byla sé&s zneutralizovana methoxidem sodnym a byly nastanené
parametry: p= 3500 kPa, T= 40 °C adta= 1100 rpm. Po natlakovani a wghi autoklavu
bylo pokr&ovano ve 2. fazi hydrogenace. | tato faze byksbginé monitorovana pomoci
HPLC. Vysledky odebiranych vzarkisou uvedeny v tabulce 8 a v grafu 4. Z vyslegi
mozné sledovat intermediarni nitrosoderivaty#I05-1 a M#1105-11, které vznikaji
z M/1105 za postupného vzniku FGD. Dale se pakwipgenezndmd rgstota v retetinim
case 16. az 17. minuty adstota M/1107.

Tab. 8 Priabéh 2. faze hydrogenace

Cas [n] 1,000 2,58 3,83 4,73 5,25 592
FGD [%] 30,00 64,7 78,9 86,1 87,6 891
M/1105 [%] 26,71 13 02 01 01 00
M#1105-1 [%] 14 08/ 25 25 27 30
M#1105-11 [%] 353 23,7 104 54/ 36 20
Netistota RT 16-17 [%]| 1,7] 20 1,7/ 1.2 11| 13
M/1107 [%] o5 11| 15 17 1,71 1,8
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2. faze - Neutralni hydrogenace
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Graf 4 Priabéh 2. faze hydrogenace, konverze M/1105 na#1105-1 a M#1105-Il a vznik FGD

Po ukokeni hydrogenace byl odfiltrovan katalyzator ésmahusina a rozpusha
v ethylacetatu. Nasledrbyla nastavena krystalizace. Po krystalizaci lbgpkt izolovan a
susen.

Cistota produktu byla 99,30%Cistota vzorku ukézala, Ze krystalizace z ethyldoeta
vycistila krystal FGD od n#stot M/1107 a né&stoty v retednim ¢ase 16. az 17. minuty pod
detekovatelnou hodnotu. Hmotnostni &gk tohoto pokusu byl 55%. Nizka ¥¥host byla
zpisobena vynechanim zahrdit roztoku ped krystalizaci. ProtoZze ethylacetat fingolimod
slak rozpousti, #stalo rozpu&no v maténych louzich 11% produktu. Ten byl izolovaretzp
po zahu&ini a rekrystalizaci louh

Pokus poukazal na moznosti dalSi optimalizaediny problém tohoto pokusu byla 1. faze
hydrogenace, jeji rychlost a nutnost okyselovandtdbylo od pouziti kyseliny dusié i
vyrob¢ upuséno.
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5.1.4 Hydrogenace M/1104 zaigtomnosti kyseliny chloristé

Problematicka 1. faze hydrogenace poku kyselinou dusinou vedla owieni reakce
skyselinou chloristou. Nasada byla obdobna jako kupo :kyselinou dusinou (viz.
kapitola 5.1.3). Doslo kenzn¢ kyseliny, které bylo naseno 8,133 a gidanimkatalyzatoru
na 30 g oproti fedeSlym20 g. Behem 1. fdze hydrogenace bylo nutnéilkypoklesu pH
pridat 1 g kyseliny chloristé.

Dehydrogenace bernimké hydroyyskupiny pomoci kyseliny chloristé probihala rych
nez u okyseleni kyselinou dasol, jak bylo patrné z vysledkHPLC (Tab. €). Podob# jako
u predchoziho pokusu bylo ale nutné ¢gi o pil hodinach od z&tku hydrogenace sim
okyselit na pH1. Toto okyseleni je pak Wti v grafu (Graf 5), kde doSlo ke zrychle
konverze. Fingolimod byha chromatogramu znatelny po celou dobu hydrogeraegehc
velikost byla pod detekovatelnou hodnotou 0,05%. \AZawru 1. faze je vznik FGI
markantni. Hydrogenace byla ukema po osmi hodinac

Tab. 9 Obsah sngsi v prabéhu 1. faze hydrogenace zaijitomnosti kyseliny chloristé

Cas [h] 09z 2,17, 3,33 437 567 6,67/ 8,00
FGD [%] ND ND ND ND ND ND| 194
M/1105 [%] 55,2 75,2] 79,8 80,0 86,5 88, 639
M/1104 [%] 41,4 21,4 15,77 15,3 8,7 4,8 2,8

1. faze - Hydrogenace v kyselém prostredi HCIO,
e 7N
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Graf 5 Pribéh konverze M/1104 kyselém progedi kyseliny chloristé
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Po neutralizaci sisi methoxidem sodnym byly nastaveny podminky 2e flagdrogenac
nitro skupiny: p = 3508Pa, T = 4/ °C a oté&ek = 1100 rpmB¢hem 2. faze hydrogenace b
mozné sledovat nitrosoderivi M#1105-1 a M#1105-11, ve kterépo hodirg pretel veskery
meziprodukt M/1105Nitrosoderivatypak postupé prechazely \produk FGD (Tab. 10),
(Graf 6).

Tab. 10Priabéh 2. faze hydrogenace za neutralniho prostdi.

Cas [h] 0,000 1,08/ 2,30/ 3,50, 7,00
FGD [%] 245 50,2 739 86,2 91,2
M/1105 [%] 292 03 02 02 02
M#1105-1 [%] 13,3 87 00/ 00 00
M#1105-11 [%] 239/ 326/ 19,1 7.4 02
Netistota RT 1617 [%] 36/ 26/ 12/ 12/ 02
M/1107 [%] 01/ 00/ 00 00 35

2. faze - Neutralni hydrogenace
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Graf 6 Pribéh 2. faze hydrogenace po neutralizaci kyseliny chiigté s narastem neistoty
M/1107 po doreagovani intermediai
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Po sedmi hodinach byla hydrogenace ukoa. Katalyzator byl odfiltrovan, s
zahustna na 1/3 objemu a krystalovana. Produkt byl pepasovan na filtru a susen.

VytéZzek produktu byl 57% distote krystalu 95,98%. NeptSi ne&istotou byla M/1107 o
obsahu 1,34%, vznikla na konci hydrogenace.abtdM/1107 na konci hydrogenace ved|
k zawru ukortovat hydrogenaci Kili horSimu vyisteni drive, jakmile je konverze M/1105,
M#1105-1 a M#1105-II pod 2% obsahu.

Stejny pokus byl pro @veni gedeSlého pokusu nasazen za stejnych podminek ree stej
nasad. Vysledky dopadly podokinako v prvnim pipack. Prvni faze trvala 6, druha pak 6,5
hodiny. VytZek byl 58,3% aistott 96,23%. Naistu M/1107 se pod#o piedejit rychlejSim
ukorgenim.

Ani tento zfisob vyroby za pouZiti kyseliny chloristé nebyl @mlpro nizké vyky,
velkou spatebu katalyzatoru &asovou narénost obou fazi hydrogenace.

Protoze vSechnytedeslé pokusy, které byly prowdy v jednom z#zeni - autoklavu,
nesphovaly pozadované cile efektivni vyroby, byl pro ledsjici fadu pokus zvolen novy
zpasob vyroby. Hydrogenace podle fazi byla eda do dvou Zdzenich. Prvni faze,ip
kyselé katalyze za mirnéhdegplaku, byla hydrogenovana ve skieem reaktoru a 2. faze,
byla provedena za neutralnich katalytickych podipi& vysokém tlaku v autoklavu. Toto
rozckleni pak umoznilo v prvni fazi pouzit i kyselinyieké misobi korozivi na autoklav.

5.1.5 Redukce M/1104 zaifitomnosti 28% chlorovodiku syceného v isopropanolu

Aby byl usnadén pribéh dehydrogenace benzylické hydroxyskupiny, bylodr pouzit
kyselinu v nevodném prasdi. Jako nejdostupisi se jevil chlorovodik syceny
v isopropanolu, ktery se pouziva v dalSim stupaimgslednouifpravu FGD.hcl.

Laboratorni vysledky ve vyzkumu vedly k réfhi fazi hydrogenace do 5L souboru a
autoklavu. Prvni faze byla nasazena do reaktorus®lboru o navézce: 140 g M/1104,
3000 ml MeOH, 10 g katalyzatoru Pd/C a 15g 28% M@PA. Parametry nastaveni byly:
p=110kPa, T = 30 °C, atéy = 220 rpm. Rib¢h 1. fdze hydrogenace byl monitorovan
HPLC. Po nasazeni nového typu pokusu s pditouwmasadou katalyzatoru bylo z vyslédk
odebranych po { hodire patrné, Ze reakce tém nelkEzi. Proto bylo nutné ddjplat
katalyzator na standardni mnoZzstvi 20 g. S timtozstvim katalyzatoru pak reakce dhla
béhem étyt hodin (Tab. 11), (Graf 7). Vysledky konverze M/410a M/1105 byly nejvyzSi
z doposud provedenych pokius
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Tab. 11 Pnabéh konverze za Fitomnosti 28% chlorovodiku syceného v isopropanolu

Cas [h] 0,50/ 2,00 3,25/ 4,00
FGD [%] 08 08/ 10 21
M/1105 [%] 14,2 70,6 97,1 97,2
M/1104 [%] 825 279 13 02

1. faze - Hydrogenace za pritomnosti 28%
chlorovodiku syceného v isopropanolu
100 5 o
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Graf 7 Pribéh 1. faze hydrogenace zaijfitomnosti 28% chlorovodiku syceného v isopropanolu

Nasledovala neutralizace v reaktoru getlgceni suspenze do autoklavu. Druha faze
hydrogenace byla nastavena na p = 3500 kPa, T°€ 40otéky = 1000 rpom. Hydrogenace
byla monitorovana pomoci HPLC.

Vysledky konverze druhé faze hydrogenaceélymstejné jako vysledky prvni faze
pozadovanou kvalitu. VeSkara M/1105 byla redukovaaaFGD bez vzniku restot nebo
velkych ztrat (Tab. 12), (Graf 8).

Tab. 12 Vysledky 2. faze hydrogenace

Cas [n] 0,000 0,90 2,00 3,25 4,00
FGD [%] 2,1] 53,00 839 954 974
M/1105 [%] 96,2 13 09 06 01
M#1105-1 [%] 04 14| 24/ 02 01
M#1105-11 [%] 02 394 62 13 06
Netistota RT 16-17 [%] 00/ 34 50 12 11
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2. faze - Neutralni hydrogenace
100
1 o
gx 1\ -
50 1\ /7
e 1\ /
0 1\ /
65 |\ /
o\ /
= S ——FGD [%]
g 45 \/ =—M/1105 [%)]
O 4 4V)\ M#1105-1 [%]
35 A7\ —o—M#1105-11 [%)]
< JX \ —o—Nexistota RT 16-17 [%]
Nl /A \
/A \
/AR \
5 L\., &._*
0 2 4
Cas [h]

Graf 8 Priubéh 2. faze hydrogenace po neutralizaci 28% chlorovékiu syceného v isopropanolu

Po ukokieni hydrogenace byla $s pefiltrovana, zahu8ha a krystalovana. Produkt byl
nasledd separovan na filtru a suSen. ¥k produktu byl 75,2% e¢istott 96,56%. Dobré
vysledky v rychlosti acistot konverze v prvni i druhé fazi a vysoky #¥€k a cistota
adjustovaného produktu vedly k vygofingolimodu préa¥ touto cestou, tedy redukci M/1104
za pitomnosti 28% chlorovodiku syceného v isopropanddu.tento postup byl dale
optimalizovan.
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5.1.6 Optimalizace redukce M/1104 za iftomnosti 28% chlorovodiku syceného
Vv isopropanolu

Bylo provedeno de¥ optimaliza&nich poku§, které jsou jednotl& popsany nize a shrnuty
v tabulce 14. Optimalizace 1 probihala¢imnim vysledk predeSlého pokusu za stejnych
podminek (Tab. 14 - optimalizace 1). Pouze vlivgrat§é manipulace doSlo ke zpomaleni 2.
faze reakce. Qstené vysledky vSak tity tento pokus za vychozi bod pro naslednou
optimalizaci. Hlavnimi problémyeSenymi B optimalizaci v naslednych pokusech bylo
pouziti velkého mnoZstvi katalyzatoru a nutno&teni na poZzadovanou mez98%.

Vliv katalyzatoru na mibéh reakce byl o&fen v pokusu optimalizace 2, kdy po stejné
nadsad nebyl katalyzator aktivovan. DalSi podminky paklybyastaveny shodn Mala
rychlost reakce pak dokazala nutnost aktivace ¥ad#bru ged zahajenim reakce. DalSi
pokusy se snizenim nasady katalyzatou byly proweggrokusu optimalizace 4,6 a 7. Tyto
pokusy nazngly, Ze mnozstvi nasazeného katalyzatoru pak ouje rychlost pitbéhu
reakce. Proto bylo ve vysledném postupu pouzivdmiondlni mnozstvi 0,05 az 0,08 molarni
mnoZstvi na 1 mol M/1104.

Problematikacistoty finalniho produktu FGD byl&eSena pomoci rekrystalizace FGD
v riznych rozpoustllech. Rekrystalizace byly provedeny s FGBisiott 95,98%, za pouZiti
rozpoustdel: methanol, ethylacetat, 8m ethylacetdt a metanol vpom 1:1, snis
ethylacetat a voda v pamu 5:1 (Tab. 13).

Tab. 13 Vysledky rekrystalizace FGD distoté 95,98%

Cistota rekrystalovaného FGD
Methanol 96,45
Ethylacetat 99,48
Ethylacetat methanol v ponéru 1:1 98,23
Ethylacetét voda v ponéru 5:1 97,82

Tyto vysledky pak vedly k pokiéisn optimalizace 3, 4 a 5, ve kterych byl methanol
nahrazen ethylacetatem nebo jeh@simProtoZze FGD je v ethylacetatu ruzpustné ez
v methanolu, doSlo dnem separace katalyzatoru k vyznamnym ztratam. Tytéaty se
poddilo castén¢ zmenSit pomoci vylivaného filtru. | tak ale pouziti ethylacetatu jako
rozpoustdla reakni smesi nebylo vhodné. Ve vyr@bby doSlo k ochlazeni stsi ve
spojovacim potrubi mezi #iaenimy a vypadnuti krystal Trasy neni moznéiedeltat a
zabranit tak ztratam.

Protoze za®ma rozpoustdla nebyla z technickychigodi mozna. Muselo dojit ke zmneé
postupu - optimalizace 6. Po odseparovani katadlygabyla smis zahudina do husté
michatelné kaSe, ktera byla fedna 250 g ethylacetatu, ty byly spak se zbytky
methanolu zahu&by do sucha. Tak bylo provedeno fedvakrat. Po oddestilovani vesSkereho
methanolu bylo pdano 750 g ethylacetatu a &nbyla za varu rozpuSta. Nasledé byla
smes krystalovana a dal standaédmpracovana. Diky krystalizaci z ethylacetatu pafob
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zjisténo, Ze krystal neni nutné susit ve vakuové suSale stai jej radre prosat pomoci
vakua a dusiku. Tento postup bykten @i optimalizaci 8 a 9.

U pokusu optimalizace 7 byl zkouSen vliv pH. @, jak jiZ bylo zji&no, v prvni fazi
hydrogenace zasadni dopad n&bph reakce. Pro robustnost postupu byl zkouSen Hiwe
druhé fazi. U pedchozich pokusbylo pH @i vstupu do druhé faze vzdy v rozmezi 6 az 7,5.
Proto bylo vyzkouSeno bazické pH o hodnafl,5. Bazické pH Zisobilo Uplné zastaveni
reakce, kterou nebylo mozné zpustit ani naslednfysalenim na neutralni nebo nmirn
kyselé pH. Proto byla neutralizacaazena mezi kritické operace.

Proto byl vybran optimalizovany postup 6, ktdyyl dvakrat vyzkouSen ip nastaveni
stejnych podminek - optimalizace 8 a 9.

Tab. 14 Vysledky deviti pokusi optimalizace redukce M/1104 za fitomnosti 28% chlorovodiku
syceného v isopropanolu

Mnozstvi DoEa DoEa Witesek| Cistot
“ . reakce| reakce | Vytézek| Cistota .
Pokus Rozpoustdlo katal%/z]atoru 1. faze| 2. faze| [%] [%] Poznamky
° (h] | [n]
vliv Spatného
proplachnuti
Optimalizace 1 MeOH 20 3 21 74,98| 97,06autoklavu
bez aktivace
Optimalizace 2 MeOH 20 18,5 10,5 44,25  98,44katalyzatoru
ztraty @i
separaci
Optimalizace 3 EtAc 20 3 1,5 33,89| 99,44katalyzatoru
ztraty [
separaci
Optimalizace 4| MeOH:EtAc 1:1 10 1,5 6,5 56,14  99,Gkatalyzatoru
vyhtivany
Optimalizace 5| MeOH:EtAc 1:9 20 3,5 4 72,35  99,18iltr
novy zpisob
Optimalizace 6 MeOH 7,5 5,5 16 82,66  99,7{1zahusni
vysoké pH ve
Optimalizace 7 MeOH 15 1,75 2. fazy
novy zpisob
Optimalizace 8 MeOH 20 2,5 4 80,25| 99,62zahuskni
novy zpisob
Optimalizace 9 MeOH 20 3 4 84,78| 99,53zahusni

Z tabulky vyplyva, Ze vysledky pokiu®ptimalizace 8 a 9 pak byly do&tgici k provedeni
vyrobnich Sarzi na pilotni jednotce.
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5.1.6.1 Redukce M/1104 zatpmnosti 28% chlorovodiku syceného v isopropamalpouziti
postupu optimalizace 9

Po milhodinovych ¢asovych intervalech byly odebirany vzorky ésim ze kterych byl
stanoven obsah vychozi latky, meziproduktu a vysdad fingolimodu. Konverze prébla
béhem dvou a @ hodiny, kdy doSlo k femeré vychozi latky v meziprodukt. Tim byla
uspokojiv provedena prvni faze hydrogenace (Tab. 15), (Braf

Tab. 15 Vysledky pokusu optimalizace 9 - prvni fa&@ hydrogenace

Cas [h] 0,50/ 1,000 1,50 2,00 2,50
FGD [%] 05/ 05 07 12 14
M/1105 [%] 21,3 77,2 97,1 97,6 982
M/1104 [%] 77,4 21,8 17/ 07/ 02

Optimalizace 9 prvni faze hydrogenace
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Graf 9 SloZeni reakni smési v priabéhu pokusu - optimalizace 9 prvni faze hydrogenace
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Po neutralizaci reg&ki snésy byla spug&ha druha faze hydrogenace. Ta byla wWema po
¢tyfech hodinach za vzniku 98,1% fingolimodu (Tab. @jaf 10).

Tab. 16 Vysledky pokusu - optimalizace 9 druhé fazeydrogenace

Cas [h] 0,000 1,000 2,000 350 4,00
FGD [%] 21 523 831 955 981
M/1105 [%] 96,0 29 21 07 02
M#1105-| [%] 04 16/ 11 02 01
M#1105-11 [%] 01/ 401 82 11 04
Netistota RT 16-17 [%] 00 28 32 11 08
Optimalizace 9 druha faze hydrogenace
100
95* /
ZE \ ~
a0 1\ y
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Graf 10 SloZeni reakni smési v priabéhu pokusu - optimalizace 9 druhé faze hydrogenace

Bechem vyvoje byl dale optimalizovan vliv @k, teploty a tlaku. Pokud hodnoty nebyly
extrémni, tak nesty na pfibéh reakce vyrazny vliv. Proto bylo pro vyrobu ustegmo toto
nastaveni pro 1. fazi: tlak 110 kPa teplota 25 &87@ a otédky 220 rpm; pro 2. fazi
tlak 3400 - 3800 kPa, teplota 30 az 40 °C &lotd.000 rpm.
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5.2 Vyroba Sarzi fingolimodu na pilotni jednotce

Podle optimalizovaného postupu byly vyisoy zaznamy o vyr@bSarze. Tyto zdznamy
pak slouzily jako navod pro vyrobwtp Sarzi na pilotni jednotce (Tab. 17). Vyroba giul
bez zavaznych problémVsSechny Sarze vyheély velikosti vy&zku i svojicistotou. Vyskytly
se v ni pouze odchylky v délce trvani prvni a dridtz& hydrogenace.

Pribéh hydrogenace 1. a 2. faze byl monitorovan HPLCpibelepsanych meziopérdch
kontrol IPC. Ri vyrobé pilotnich Sarzi se vyskytly komplikace tgmbené rychlosti gb&hu
konverze. Odchylka se vyskytla v prvni fazi hydnogee uctvrté Sarze. Ve druhé fazi
hydrogenace se pak vyskytly odchylky wetit actvrté Sarzi. Mvody vzniku odchylek bylo
mozné pouze iedpokladat. Zpomaleni {gschu konverze bylo pattnzpisobeno vznikem
inhibitora katalyzatoru v zigzeni disledkem nedostateého vyisteni. To potvrzuje vysledek
paté Sarze, fied kterou bylo zdzeni dikladns vygisteno. Cistota a vygzek produktu byl
monitorovan pi vystupni kontrole produktu IPMS.

Tab. 17 Vysledky vyrobnich Sarzi na pilotni jednote

Sarze 1 2 3 4 5

Doba reakce 1. faze [h] 2,0 2,0 2,0 4,5 2,0
Doba reakce 2. faze [h] 4,0 4,5 9,0 8,0 4,0
Vytézek [%] 82,43 | 76,35 77,18 78,01 80,65
Cistota [%] 99,39 | 99,12| 99,82 99,43 99,96

|

5.3 Optimalizace na zaklad vysledki vyroby

Kvili tfem odchylkdm rychlosti konverze v Sarzi 3 a 4 bystpp vracen k dopémi. Na
zaklad téchto odchylek byl naslednotestovan vliv n&stot a mnozstvi katalyzatoru na
rychlost konverze vt pokusech (Tab. 18). Ty byly nasazovany dle stdinparamefr a
podminek jako pilotni Sarze. Metoty, &koliv byly produktem z pedchozich pokus
pusobily jako inhibitor katalyzatoru a zpomalovalgnthydrogenaci. U mnozstvi katalyzatoru
bylo prokazano, Ze jeho mnozZstvi owiliyje rychlost reakce. ZvySeni katalyzatoru bylo
ekonomicky nefipustné a jeho snizenim byl vyr&zprodlouzertas hydrogenace. Proto bylo
urceno jako optimalnifvodni stanovené 0,05 az 0,08 molarni mnozstvi.
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Tab. 18 Vysledky vlivu néistot a mnoZstvi katalyzatoru na rychlost reakce

MnozZstvi

Pokus katalvzatoru Doba reakcel Doba reakce| VytéZzek| Cistota Poznamk
gislo 3[’9] 1.faze[h] | 2.faze[h] | [h] [%)] y
1 20 2,25 3,5 75,42 98,3% standardni postup
vliv znegisténi
2 20 4 5 81,42 98,25 zaizeni

rozcleni katalyzatoru,
neutralizace po
3 10+10 2 2,5 78,37| 98,91separaci katalyzatoru

rozckleni katalyzatoru,
neutralizace po

4 10+10 2 2,5 82,26| 99,25separaci katalyzatoru
50% nasada
5 10 2 11 80,34 | 99,51 katalyzatoru

Prvni z gti pokudi byl srovnavaci s pilotnimi Sarzemi. Po vyhovujcieysledcich byl
ovéren vliv neistot, které astaly v zdizeni po pedchozi Sarzi. Doba reakce pak prokazala
jasny negativni vliv n@stot zvla$ v prvni fazi. Tyto vysledky vedly k nutnosti &igteéni
aparatury mezi jednotlivymi Sarzemi.

Ve tetim pokusu byl vyzkouSen vliv neutralizace na\aktikatalyzatoru a vliv mnozstvi
katalyzatoru v prvni fazi reakce. Pro hydrogenata pouZita polowini ndsada katalyzéatoru.
Z vysledki je patrné, Ze tato sniZzend nasada katalyzatorponedila pfibéh 1. faze
hydrogenace. Po ukdeni prvni faze hydrogenace a po odseparovani katalgu na filtru
byla sngs zneutralizovana methoxidem sodnym. Separovarahizattor byl naslednpridan
spole&né s novym katalyzatorem ke 81 a pokus pokkmval standardnim Zgobem za
obsahu pIného mnozstvi katalyzatoru 20 g. Suspbyzenasleda pretlatena do autoklavu,
kde byla dale zpracovana dle standardniho postugsledky owiené ¢tvrtym pokusem
vedly k zavru, Ze ptibéh neutralizace na aktivitu katalyzatoru nema vvmalo rychlejsi
prabéh reakce 2. faze hydrogenace byligpben pidanim nového katalyzatoru.

Paty pokus byl nasazen pouze s pdélovn mnozstvim katalyzatoru (10 g Pd/C). Toto
mnozstvi optovré potvrdilo rychly pfibeh 1. fdze hydrogenace. Druha faze trvalasnimh
dlouho mnozZzstvi katalyzatoru.

Tato dodaténa optimalizace pak prokazala vlivdmdot na aktivitu katalyzatoru a takeé
prokazala vliv mnozstvi katalyzatoru na rychlostiighu druhé faze. Tyto poznatky byly
zahrnuty do z&recné zpravy vyvojového stupriingolimod.
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5.4 Zvoleny zpisob vyroby fingolimodu

Optimalizace vyrobniho stupnfingolimod byla zkouSena za kyselé katalyi paznych
kyselin. Jako nejvhodijsi bylo vybrano prosédi isopropanolu syceného chlorovodikem.
V prvnich pokusech bylo zkoumano, jaké predi a podminky jsou pro vyrobuclea
nejvhodrjsi.

Pro Spatné vysledky pokuprobihajicich v autoklavu bylo nutné refitireakci na d¢ faze
ve dvou fiznych zdizenich. Prvni faze, ve které probihala kyselalitatéd hydrogenace
benzylické hydroxyskupiny, proto probihala ve skledm reaktoru a katalytické hydrogenace
nitroskupiny, kter4 probihala za neutralnich azbsliyselych podminek, probihala
v autoklavu. Vysledky pokusu s 28% chlorovodikemcesym v isopropanolu splnily
pozadavky n&istotu a vy&zek. Tento postup byl naslefidale optimalizovan.

Béhem optimalizace provedendi pdeviti pokusech zmimym vyhovujicim postupem
s 28% sycenym chlorovodikem v isopropanolu byl Bewvuvliv rozpougdla, pH, otéky,
teplota, tlak vodiku a mnoZstvi katalyzatoruhydrogenaci (viz kapitoly 5.4.1 az 5.4.6).

Zawrem lze naznat dalSi mozné postupy zefekijici vyrobu I€ivé latky. Nebyla ovtena
moznost regenerace katalyzatoru a jeho opakovateyngiti. Dale nebylo podrolgj
vyhodnoceno vyuzZiti mataych louhi, ve kterych se ztraceld@iplizné 5% vyrakgné latky.

5.4.1 Rozpoustdla zvolena pro vyrobu fingolimodu

Reakce byla nasazena do methanolu, ve kteréndhgyobbe faze hydrogenace. Po ukemi
hydrogenace a separaci katalyzatoru na filtru bgtees zahudina a pevedena do
ethylacetatu. Ten vykazoval nejlepSi vysledistoty krystalu, a proto zé&nbyla provedena
krystalizace.

5.4.2 Zvolené pH pro vyrobu fingolimodu

Pro hydrogenaci, v jejiz prvni fazi probihaldukce v kyselém pro&di, bylo nutné zjitit,
jaky vliv na pfibéh reakce ma pH. Aby reakce probihala v prvni faylp nutné z dvodu
principu reakce udrzovat kyselé pH 1 - 2. NM@mnosti mineralni kyseliny v bezvodém
prostedi a za fitomnosti mirného ietlaku vodiku, dochazelo k dehydrataci benzylické
hydroxyskupiny a nasledné hydrogenaci bez vznikojrdyvazby. Ve druhé fazi, probihajici
v autoklavu, bylo nutné pH zvysitiiPoptimalizaci byl vyzkouSen vliv pH iipdruhé fazi.
KyselejSi prosedi by mohlo ohrozit Z&eni, proto bylo zkouSeno pH bazické (viz kapitola
5.1.6 - optimalizace 7). Bylo stanoveno pH 6 - 7pB, kterém byl péb¢h druhé faze
standardni.
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5.4.3 Ot&ky zvolené pro vyrobu fingolimodu

BEhem optimalizace byl zkouSen také vliv @h. V prvni fazi hydrogenace v reaktoru
byly ot&ky optimalizovany tak, aby s¥a byla dobe michana a dochézelo ke snadnému
kontaktu aktivovaného katalyzatoru s nitrofingdtim (M/1104). Otéky byly nastaveny na
220 rpm @i pouZiti vrtulového typu michadla. Ve druhé fagdihogenace v autoklavu byly
ota’ky nastaveny podle moznostitizzeni na 1000 rpm.

5.4.4 Teplota zvolena pro vyrobu fingolimodu

V prvni i druhé fazi byla hydrogenace sdabxotermni. V prvni fazi hydrogenace byla
teplota udrzovana v rozmezi 25 - 35 °C, kdy naadkpouZziti katalyzatoru byla tato teplota
optimalni. U hydrogenace ve druhé fazi pak byldatep30 - 40 °C. U teploty kolem 40°C
byla rychlost hydrogenace mé&mwétsi. VyssSi teplota nez 40 °C ale inhibovala katalge,
ktery ke konci hydrogenace vyrazrsnizil svoji aktivitu a nedochazelo k doreagovani
veSkerého nitrofinodiolu (M/1105) na fingolimodiili vysoka teplota spate¢ s vysokym
tlakem by pak umoznily nedriou hydrogenaci aromatickéhu kruhu.

5.4.5 Tlak zvoleny pro vyrobu fingolimodu

V prvni fazi byl v reaktoru udrzovan pouze mipigtlak o vySce tlaku 110 kPa. VySSi tlak
z hlediska pouziti Z&Zeni nebyl mozny. U druhé faze hydrogenace byllgpagsledki
optimalizace a moznostiiZaeni tlak nastaven na 3400 - 3800 kPa. Velihezté bylo dobré
proplachnuti zézeni inertnim plynem a nasledné dobré getia vodiku tak, aby néztal
polst& t¢ZzSiho inertniho plynu nad hladinou a znefmal tak vstup vodiku do systému.
SnadrjSi vstup vodiku do s&si byl umozin diky velkym otdkam michadla a davkovani
vodiku pod hladinu s#si. U autoklavu byl snadsi vstup umozén pouzitim dutého

michadla s rozvodem vodiku pod hladinu pomoci kyse

5.4.6 Mnozstvi katalyzatoru zvolené pro vyrobu finglimodu

Béhem optimalizace byl mimoredeslé parametry zkouman vliv mnozstvi katalyzatau
rychlost pfibéhu reakce. Mnozstvi katalyzatoru bylo zkouSeno 1@ @z 0,08 molarnim
mnozstvi Wiéi nitrofingotriolu (M/1104). ProtoZze mnoZstvi kataétoru pro svou vysokou
cenu vyrazt ovliviovalo vyslednou cenu d@&a, byla snaha o jeho maximalni snizeni.
Béhem optimalizace se vSak ukazalo, Zze 0,05 molamdzstvi (i pokusech 20 g) je
minimalni.
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6. ZAVER

V diplomové praci jsou popsany a shrnouty veggiokusy vedouci k optimalizaci vyroby
léciva fingolimodu. Prace se zabyva nejprve samotnymnamem vyroby fingolimodu.
Vysvétluje pribéh nemoci roztrousené sklerozy, jeji dneSibiléa vyvoj modernich &v.
Podrobr se pak w¥nuje fingolimodu a jeho dinku v klinickych fazich. Protoze jefip
optimalizaci vyroby fingolimodu vyuZita katalyticklydrogenace, jsou v praci podreépn
rozebrany katalyzatory a jejich vyuziti. Hlavni wddu néieni obsahu fingolimodué¢hem
optimalizace byla kapalinova chromatografie, kjera této praci také podrobjnpopsana.

V experimentalntasti prace je pak uvedena metodik&ieni HPLC. Dale je v tétoasti
popsan navrh postappro vyrobu fingolimodu, ktery byl vytwen na oddeni vyzkumu
R&D.

Pomoci tohoto navrhu byl v kapitole ,Vysledkgiakuze* shrnut a objagn postup vhodny
pro vyrobu na pilotni jednotce. Ten byl réh podle zfgsobu hydrogenace do dvou fazi. Po
nasazeni definovaného mnozstvi vychozi latky nitgaftriolu (M/1104) do reaktoru a
piidani methanolu s katalyzatorem bylo nutné katabrzaaktivovat. Po té byla sta
okyselena pomoci 28 % chlorovodiku v isopropanoldadie proplachnuty reaktor byl
natlaten na tlak 110 kPa. Byly nastaveny podminky o t&®6 - 35 °C a otékach 220 rpm.
Tim byla zahajena prvni faze hydrogenace. Po kanveychozi latky v meziprodukt
nitrofingodiol (M/1105) byla srs zneutralizovana aigtlaena do autoklavu, kde byly
podminky teploty 30 - 40 °C a @&ky 1000 rpm. Proplachnutim a natlakovanim takto
nachystaného autoklavu byla spgngt druha faze hydrogenace. Po konverzi meziprodusktu
fingolimod byla hydrogenace ukéena. Katalyzator byl separovan na filtru aésnbyla
jimana docistého reaktoru. V tomto reaktoru pak probihalouzdimi methanolu a ievod
smesi do ethylacetatu, ze kterého byl produkt krygtatén. Po izolaci byl produkt promyt a
suSen prosavanim na filtru. Po adjustaci byl sualggtal dale zpracovan. Pro Uplnost je cela
prace dopléna tabulkami a obrazky. Vysledkytihu reakci jsou zndza¥ny také ve form
gratfi.

Vysledny postupi@dany pro vyrobu l@va je pak shrnut v z&vecné kapitole, ve které jsou
také zmigny dalSi moznosti zefektigni vyroby.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

ARR Rani innost v mnoZstvi reminentnich reléps

DEMI Demineralizovana voda

EMA European Medicines Agency, Evropska agentuoddgivé piipravky
FDA Food and Drugs Administration, Sprava potreawviléiv

FGD Fingolimod

FGD.hcl Fingolimod hydrochlorid

HPLC High-pressure liquid chromatogramy, Vysokadldapalinova chromatografie
IPC In - Process Control, Meziopéna kontrola

IPMS Incoming Process Material Specification, Vystukontrola produktu

LC/MS Liquid chromatogramy - mass spektrometry, &amva chromatografie -

hmotnostni spektrometrie

M/1104 Nitrofingotriolu

M/1105 Nitrofingodiol

M/1106 Nitrofingolene

M/1107 Fingolimol

MeOH Methanol

MF Mobilni faze

MRI Méieni funkéni aktivity mozku pomoci magnetické resonance
NMR Nuklearni magneticka resonance

Pd/C/H Katalyzator paladia na uhliku, z&tomnosti vodiku
PTSA Kyselina p-toluensulfonova

RS Roztrousena skleréza
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9. PRILOHY

Priloha 1 Klinické faze vyzkumu téva

|. faze predstavuje studie/klinicka hodnoceni s prvnim pagal&ivého ipravku lidskym
subjekfim, nefastji zdravym dobrovolnikm. V t&chto klinickych hodnocenich se Zjige,
jak je nova latka lidskym organismem tolerovanédpagdré jaky je jeji osud v organismu.
Zatind se podavanim nizkych davek, které se postugmySuji a hledd se maximalni
tolerovatelnd davka., Pouzité davky seéujir extrapolaci z pokusu na 2efi. Vyzkum na
zdravych dobrovolnicich se neprovadi, je-li podatky zdravémulovéku vysoce nevhodné
(nap. u cytostatik). Pé&ty zatazovanych subjektjsou nizké (desitky zdravych dobrovolijik

Il. faze -latka se poprvé podava v dané indikaci malémudtyovybranych, pesré
definovanych nemocnych (desitky az stovky).¢fyi se Il€ebné dinky na lidsky
organismus, hleda se vhodna davka a zdéireeeshromaduji i dalSi udaje, napo chovani v
organismu a snasenlivosti.

Potvrdi-li se v této fazi dobr&imnost a pijateln¢ nizky vyskyt nezadoucicktiinku, prechazi
se dolll. faze. To jsou jiz studie s velkym souborem fazovanych osob (stovky aZ tisice
pacientl), které maji na velkém ptu pacienk prokazat Ginnost I€ivého gipravku. Tedy
upiesni, zda novy Iék je u zvoleného onentménurtené skupiny pacietita @i zvoleném
zpasobu podavani dinny. Studie zarove poskytnou dalsi informace o be#Zpesti
hodnocenéhoifpravku.

Projde-li novy lék usgsré vSemi fazemi klinickych hodnoceni, lze vSechny legky
testovani pedlozit k registraci Iéku statni autoritouskteré Iéky registruje ¥R Statni Ustav
pro kontrolu Iéiv, SUKL, nekteré jsou registrovany Evropskou lékovou agentuEMEA).

Po zaregistrovani je mozné pouZivéippavek vCeské republice ip poskytovani zdravotni
p&e.

Uvedenim do zdravotni pé v3ak sledovani novéhai¢a nekori.

Ve |V. fazi se shromakuji informace o vyskytu nezadoucichktinkia, o &incich g
dlouhodobém podavani, nové informace o moznychraktéch s jinymi léky, o podavani
specialnim skupinam osob jako jsou hagidi lidé, ctti, gravidni Zeny, dialyzovani pacienti
apod. V dlouhodobych studiich se hagleduje, jak l&vo ovliviiuje mortalitu pacierit, tj.
zda jeho podavani prodluzuje jejich Zivot a zlep$eho kvalitu i naopak).
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