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Warfarin — jeho syntéza a vlastnosti v dvadsatrocnej

retrospektive”

Warfarin - its synthesis and properties in a twenty-year retrospective”

Eva Milatova ¢ Viktor Milata

Doslo 5. aprila 2013 / Ptijato 24. aprila 2013

Sdhrn

Prehladny ¢lanok sa zaoberd niektorymi aspektami his-
torie warfarinu a jeho pouZitia spociatku ako rodenticidu
a neskor ako antikoagulancia. Su popisané jeho zdkladné
fyzikdlno-chemické vlastnosti a schematicky rozobrané
moZnosti pripravy selektivnou i neselektivnou syntézou
z derivatov kumarinu. Je uvedeny tabulkovy prehlad
syntéz a ich vysledkov s literirnymi odkazmi a zaver
¢lanku tvori zhodnotenie perspektiv tohto lieciva
s porovnanim s alternativhymi antikoagulanciami
a zhodnotené st ich vyhody, nevyhody a perspektivy.
Klicové slova: warfarin ¢ antikoagulancia ® kumariny ¢
prehlad syntéz

Summary

The review paper deals with some aspects of warfarin
history and its use, at the beginning as a rodenticide and
later as an anticoagulant. It describes its principal physi-
cal-chemical properties and it analyzes schematically the
possibilities of its preparation by both selective and non-
selective synthesis from coumarin derivatives. A survey
of syntheses and its results are tabulated, including the
literary references, and the paper is concluded with an
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evaluation of the prospects of this agent in comparison
with alternative anticoagulants and its advantages,
disadvantages and prospects.
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Uvod

Kardiovaskularne choroby patria k najcastej$im prici-
ndm umrti. V savislosti s tymto faktom tzko rezonuje
potreba ovplyvnenia fyzikalnych vlastnosti krvi a ciev,
kde k najdolezitejSim patri krvnd zraZanlivost. V dos-
ledku protrombotického stavu dochddza k vzniku trom-
bozy, ktord sa klinicky manifestuje cievnou mozgovou
prihodou, hlbokou Zilovou trombdzou alebo plicnou
emboliziciou. Etiopatogeneticky sa na vzniku protrom-
botického stavu moze podielat jedna z troch nasleduji-
cich pricin opisanych prvy krat Rudolfom Virchowom
v roku 1856": poskodenie endotelu, stiza krvi, resp.
zmeny v zloZeni krvi. Klinicky vyznam ovplyvnenia
hemokoagulécie antikoagulanciami spociva v zabrdneni
vzniku protrombotického stavu, a tym prevencii trombo-
embolizmu. Mechanizmus u¢inku spociva v inhibicii
syntézy koagulacnych faktorov, resp. v ich priamej alebo
nepriame;j inhibicii (prostrednictvom vézby na antitrom-
bin)®. Priame antikoagulancia zaradujeme do skupiny
tzv. novych antikoagulancii s viacerymi vyhodami opro-
ti klasickym antikoagulancidm vyplyvajtcich zo selekti-
vity ich d¢inku. Medzi najviacSie vyhody patri predvida-
telnost efektu, poddvanie vo fixnych divkach, nizke
mnozstvo liekovych a potravinovych interakcii, bez nut-
nosti laboratérneho monitoringu v porovnani
s klasickymi antikoagulanciami. Pre tieto vlastnosti st
postupne zavadzané do SirSej klinickej praxe?.

V Kklinickej praxi sa antikoagulancid vyuZivaja
v primarnej a sekunddrnej prevencii, resp. lieCbe trom-
boembolizmu?. Ku klasickym antikoagulanciam zaradu-
jeme kumarinovy derivat warfarin s dokdzanou acinnos-
tou v zmysle redukcie tromboembolickych prihod
potvrdenou vo viacerych klinickych Stidiach. Warfarin
posobi nepriamo prostrednictvom inhibicie tvorby koa-
gulacnych faktorov dependentnych od vitaminu
K v peceni. Vzhladom na tzke terapeutické okno
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a z toho vyplyvajice riziko neZiaducich ucinkov
v zmysle pre- alebo podddvkovania klinicky sa manife-
stujacich krvicanim, resp. trombdzou, je nutné efekt
antikoaguldcie prisne monitorovat. V laboratérnych pod-
mienkach sa sleduje medzindrodny normalizovany
pomer, ktory vyjadruje pomer medzi protrombinovym
C¢asom pacienta a kontroly; optimdlne v rozmedzi 2-3
v zavislosti od indika¢ného kritéria®.

Pri nastavovani na antikoaulacnt lie¢bu zohrivaja
vyznamnu ulohu okrem genetickych faktorov zodpoved-
nych a7z za 45-60 % interindividudlnej variability aj fak-
tory negenetické (50% variability), k akym patria vek,
pohlavie, BMI, aktudlny obsah vitaminu K v potrave,
compliance pacienta, celkovy stav katabolizmu
a anabolizmu a i. Genetické faktory zahfiiaju viac nez 30
génov s tisickami popisanych polymorfizmov, priCom
zasadny vplyv sa pripisuje len dvom z nich — génu
CYP2C9 zo systému cytochromu P 450 a génu pre vita-
min k-epoxid reduktdzy VKORCI podielajtcich sa na
metabolizacii warfarinu veducej k variabilite v odpovedi
na warfarin®.

Pacienti indikovani na lieCbu kumarinmi st pacienti
rizikovi z hladiska vyvoja trombdzy, najCastejSie st to
vSak pacienti s fibrildciou predsieni pre jej vysoki pre-
valenciu v populicii — 1-6 %%, pacienti s prekona-
nou hlbokou zilovou trombdzou, le’lcnou embolizaciou,
alebo po nahrade srdcovych chlopni.

Samotny warfarin (I) bol zavedeny do klinickej praxe
v roku 1955, aj ked jeho objav sa pripisuje Stahmannovi
akol. v roku 19477. Meno WARFARIN vzniklo z prvych
pismen Wisconsin Alumni Research Foundation. Kon-
covka —ARIN naznacuje, Ze sa jedna o zliceninu patria-
cu medzi kumariny. Je v§eobecne zname, Ze bol vyndj-
deny ako jed na potkany — rodenticid, ale vdaka r6znym
ndhodam sa zistilo, Ze jeho protizrdZanlivy efekt moZno
vyuzit v medicine pri farmakoterapii®. Dokonca aj ame-
ricky prezident Dwight D. Eisenhower bol jednym
z prvych pacientov lieCenych warfarinom (obr. 1). Dnes
je warfarin celosvetovo najrozsirenejSie pouzivané anti-
koagulacné liecivo. Byva predpisovany pacientom trpia-
cim Zilovymi trombdézami a fibrildciami predsieni. Aj
ked je toto lieCivo vyuZivané v medicine uZ viac ako 50
rokov, stéle st s nim spojené urcité komplikdcie. Tieto st
sposobené tym, Ze toto liecivo vykazuje §iroku interindi-
vidudlnu variabilitu v ddvke, ma uzke terapeutické roz-
medzie a vyskytuju sa rozne interakcie s inymi liekmi
alebo potravinami.

Heslo ,,warfarin“ diava v komer¢nych databidzach
(Web of Knowledge®, Sciencedirect®, Reaxys®, SciFin-
der®, Scopus® a i.) neprehladné mnoZstvo odpovedi na
roznych trovniach a preto tento ¢lanok si neberie za tlo-
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Obr. 1. Warfarin (I)

hu vycCerpavajico spracovat problematiku warfarinu, ale
sustredime sa na prehlad pripravy tohto rodenticidu —
antikoagulatora. Napr. v ScienceDirect je v nadpise
publikécii slovo warfarin pouZzité v 25 440krat. Tento
prehladny ¢lanok sa zaoberd novs§imi pristupmi k syntéze
warfarinu datovanymi najmé po roku 1990.

Vlastnosti warfarinu

Warfarin (I, CAS 81-81-2) derivat kumarinu (4-hydro-
xy-3-(3-oxo0-1-phenylbutyl)-2H-1-benzopyrin-2-6n)
alebo tiez 3-(o-acetonylbenzyl)-4-hydroxykumarin c¢i
1-(4’-hydroxy-3’-coumarinyl)- 1-fenyl-3-butanén alebo
3-a-fenyl-B-acetyletyl-4-hydroxykumarin. Molekulova
hmotnost pre sumarny vzorec C H, O, je 308.33
a vypocditand elementdlna analyza je C 74.01 %, H
5.23 %, O 20.76 %, je krystalicka zluCenina s teplotou
topenia 161 °C (etanol), rozpustnd v aceténe a dioxane,
¢iastone v metanole, etanole, izopropanole a niektorych
olejoch. Vyborne sa rozpusta v alkalickych roztokoch za
vzniku rozpustnych soli (napr. sodnd, CAS 129-06-6).
Prakticky je nerozpustny vo vode, benzéne, cyklohexa-
ne, Skellysolv-och A a B (pentan, hexdn). Kysly enolic-
ky hydroxyl dava soli, acetat (t.t. 11-118 °C), oxoforma
oxim (t.t. 182-183 °C) a dinitrofenylhydrazén (t.t.
215-215 °C). RTG §trukiirnu analyzu vykonal Bravic®.

Warfarin je antikoagulans kumarinového typu. Apli-
kuje sa obvykle ako racemat (avSak S(-)-enantiomér
(CAS 5543-57-7) je viac ucinny) pod viacerymi ndzva-
mi, napr. WARF compound 42™; Rodex™ (Hacco);
Sakarat X™ (Killgerm); Warfotox™ (Aimco), sodna sol
ako Coumadin™(BMS); Marevan™ (Goldshield); War-
filone™ (Merck & Co.) a mnohé dalSie. Ich prehlad
podava F. Dentali'®.

Enantiomérne rozliSenie a urcenie absoltitnej konfigu-
racie sa ako prvému podarilo Westovi'?; konformacie
v roztoku Studoval Valente'?. Stereo$pecifické HPLC
stanovenie v plazme opisali autori'®. B-Cyklodedextri-
ny® a ich 6-monoureido-6-monodeoxypermetylované
deriviaty v TEAP buferi boli taktieZ pouZité na analyzu
racemickej zmesi warfarinu'> podobne ako aj ich 6-O-
-(hydroxypropyltrimetylamoéniové étery'®. Uspesné bolo
aj pouZitie imobilizovanej celulazy (CBH I) ako stacio-
narnej fazy pre priame rozliSenie enantioméreov'?.

Stadia toxicity warfarinu opisali autori v lit.'s .
Vplyv warfarinu na metabolizmus K vitaminu podrobne
opisal Bell?”; rodenticidny mechanizmus pdsobenia
a rezistencia je Studovany autormi?. Ludsky metaboliz-
mus warfarinu je §tudovany Lewisom??. Antimetastatic-
ky efekt pri rakovine plic popisuje?* ©Y,
u adenokarcindmu potkanov Neulauer?. Komplexny
popis warfarinu vykonal Babhair?, zatial ¢o jeho farma-
koldgia a terapeutické posobenie je popisana v?9; farma-
kokinetika a efekt na genetické odchylky Studovali
v praci?”. Klinické porovnanie s aspirinom v sledovani
vyskytu infarktu myokardu vykonal Hurlen?®.
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Priprava warfarinu

Syntéza warfarinu je popisand v databaze SciFinder®
24 odkazmi, v databize Reaxys® 47 odkazmi. Z toho
v SciFinderi® je uvedenych 13 enantioselektivnych syn-
téz a 11 popisuje vyluCne pripravu racematu, ktory je
predavany a klinicky akceptovany. Racemického warfa-
rinu sa v databdze SciFinder® (CAS No. 81-81-2) tyka
6794 odkazov, sodnej soli (CAS No. 129-06-6) 725
odkazov, draselnej soli (CAS No. 2610-86-8) 54 odka-
zov, S-enantioméru (CAS No. 5543-57-7) 750 odkazov
a R-enantioméru (CAS No. 5543-58-8) 659 odkazov.
Boli pripravené tritiom?” ako aj izotopom "*C znaené
molekuly warfarinu®”.

Syntéza warfarinu (obr. 2A) nie je v podstate zloZita
a vychadza najCastejie zo 4-hydroxykumarinu B3Y, Tah-
ko dostupného napr. z kyseliny salicylovej a jej derivatov.
Regioselektivna Michaelova adicia na benzalacetén C (¢i
jeho syntetické ekvivalenty) alebo vedie k racemickému
warfarinu, pricom reakcia moZe byt uskuto¢nend jedno-
stuptiovo alebo viacstupiiovo (v tabulke 1 v stipci Reakc-
né podmienky odpoveda pocet riadkov poctu reakénych

COOR

O-R

—_
ST — —

Stuptiov). Stereoselektivitu tejto reakcie je mozné modifi-
kovat pridavkom organokatalyzatora, rozpistadla, Lewi-
sovej kyseliny, pricom sa pouZiva hlavne E-benzalaceton
(4-fenyl-but-3-én-2-6n). Alternativou je separdcia enan-
tiomérov cez chirdlne 1,3-dioxoldny pripravené reakciou
s diastereomérnymi 2,3-butandiolmi®? nésledne po mety-
lacii trimetylsilyldiazometdnom alebo enantioselektivna
hydrogenicia E-dehydrowarfarinu (4-hydroxy-3-(3-oxo-
-1-phenylbut-1enyl)-2H-1-benzopyran-2-6n).

Warfarin  je moZné pripravit aj otvorenim
metyl/etyl/poloacetidlu D vzniknutého atakom 4-hydro-
xyskupiny na karbonylovi skupinu acetylu®* ¥, vznika-
juceho pri kyslokatalyzovanej Michaelovej adicii alebo
z warfarinu cyklizaciou trialkylortoesterom® &i butané-
nom’®. Miesto benzalaceténu je mozné pouZit 2-meto-
xypropén, resp. chirdlny 2-mentyloxypropén®? alebo
4-fenyl-4-hydroxybutan-2-6n*” ¢i 4-fenyl-4-hydroxy-
propin®®.

Prehlad syntetickych pristupov v syntéze warfarinu
zobrazuje obrdzok 2 a podrobne rozoberd aj s odkazmi
na povodn literatiru tabulka 1.

CH=0
+ CH,-CO-CH,
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Obr. 2. Schéma syntézy warfarinu
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Perspektivy warfarinu a antikoagulacnej liecby

Napriek mnohym vSeobecne zndmym nevyhodiam
zohrdvaji kumarinové derivaty neustdle nezastupitelnt
tlohu v klinickej praxi pre dlhodoby efekt zniZenia vysky-
tu tromboembolizmu v primdrnej, ako aj sekundérnej pre-
vencii. Perspektivnu alternativu predstavuji nové antikoa-
gulancid charakterizované vysokou selektivitou ucinku.
Patria sem priame inhibitory faktora Xa — rivaroxaban
(Xarelto®) a I1a trombinu — dabigatran (Pradaxa®). Posky-
tujd mnohé z vyhod idedlneho antitrombotika: predvida-
telnost efektu, moZnost perordlnej aplikdcie vo fixnych
davkach, bez nutnosti monitoringu, bez pritomnosti lieko-
vych, ¢i potravinovych interakcii, ako aj bez rizika vyvo-
ja heparinom indukovanej trombocytopénie ako castej
komplikdcie pri podavani nizkomolekuldrnych heparinov.
Pre tieto vlastnosti sa javia perspektivnou alternativou
v prevencii a lieCbe tromboembolizmu, ¢o potvrdzuji aj
vysledky viacerych klinickych S$tadii. V sdcasnosti sa
pouZivaju predominantne v chirurgickych odboroch
v prevencii tromboembolizmu u pacientov po ndhrade
bedrového resp. kolenného kibu. Registréicia v krajinich
EU prebehla v roku 2008 na zaklade vysledkov $tidii RE-
NOVATE, RE-MODEL, RE-MOBILIZE a RECORDI-
461-62) 'V rokoch 2010-2011 boli na zdklade vysledkov $ti-
dii RELY a ROCKET AF schvilené v prevencii
tromboembolizmu a cievnych mozgovych prihod
u pacientov s nevalvularnou fibrildciou predsieni®® ¥,
Navyse, v rokoch 2011-2012 bol rivaroxaban schvéileny
Americkou FDA v lie¢be a sekundarnej prevencii hlbokej
zilovej trombdzy a plicnej embolie na zdklade vysledkov
Stadii EINSTEIN a EINSTEIN extension®.

K nevyhodam okrem vysSieho vyskytu slizni¢nych
krvacani a vy$Sej ceny najvicSou ostdva absencia anti-
dota. S tym suvisi nemoZnost zruSenia antikoagulacného
ucinku v urgentnych situdciach s rizikom vyvoja Zivot
ohrozujicej hemoragie. V tejto sdvislosti vedecky tim
Steva Stilesa vedie v Kalifornii 2.fazu klinického vysku-
mu zameranu na nové univerzalne antidétum inhibitorov
faktora Xa, ktory nesie nazov PRT4445 a predstavoval
by tazisko v managemente Zivot ohrozujicich krvacani
u pacientov antikoagulovanych inhibitormi faktora Xa,
resp. u pacientov podstupujicich urgentny chirurgicky
vykon. Ukoncenie $tudie sa predpoklada v roku 20139,

Stret zaujmov: Ziadny.

Tato publikacia bola vytvorend v rdmci projektu ,,Centrum pre prie-
myselny vyskum optimalneho sposobu syntézy vysoko ucinnych lie¢iv*
ITMS 26240220061 na zdklade podpory opera¢ného programu Vyskum
a vyvoj financovaného z Eurépskeho fondu regiondlneho rozvoja.
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