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—AMINO)—PROPOXI]-FENIL-—ECETSAV ESZTEREIL,
VALAMINT 4—[2-HIDROXI—-3—(IZOFPROPIL—
—AMINO)—PROPOXI]J-FENIL-ACETAMID
SZTEREOSPECIFIKUS ELOSALLITASARA

(57) KIVONAT

A taldlméany S-(-)-atenolol {4-[2-hidroxi-3-
-lizopropil—amino)-propoxi]-fenil—acetamid}
elodllitasi eljarasdra vonatkozik. Az eljaras
soran 4-(allil-oxi)-fenil-ecetsav-észterbdl
Pseudomonas oleovorans mikroorganizmussal
olyan, megfeleld 4-(2,3-epoxi~-propoxi)-fenil-
-ecetsav-észtert éllitanak eld, amely féleg S-

A kapott epoxi-propoxi-vegyilet a
nagyaranyu S-konfiguracio megtartasaval
altenololla alakithaté &t az epoxi propoxi-ve-
gyulet izopropil-aminnal valo reagaltatasaval
és az észtercsoport ammoniaval valé amidala-
saval. T

A leirgs terjedelme: 7 oldal, rajz nélkul
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Talalményunk sztereospecifikus atenolol {4-
-[2-hidroxi-3-(izopropil-amino)-propoxi]-fenil-
-acetamid} és gydgyaszatilag elfogadott séi,
pl. savaddicios soi, valamint 4-(2,3-epoxi-
-propoxi)-fenil-ecetsav-észterek és 4-{2~
~hidroxi-3-(izopropil-amino)-propoxi]-fenil-
-ecetsav-észterek elballitdsi eljardsara vonat-
kozik.

Szamos, biologiailag aktiv vegyuletet al-
litanak el szterecizomerelegy forméban. Ezek
az elegyek gyakran hasznalatosak kalonbozo
agrokémiai és gyogydszati terileteken. Alta-
léban csak egyetlen sztereoizomer igazéan ha-
tisos, és mivel az elegy tobbnyire két vagy
tobb sztereoizomerbdl &ll, az elegy hatasa ki-
sebb. A f6 ok, amiért a sztereoizomer elegye-
ket tovéabbra is alkalmazzadk az, hogy a szte-
reocizomerek szétvalasztadsi koltsége megha-
ladja az aktivitds lehetséges névekedésébdl
szarmazo  elonyoket. Azonban
gyogyszerészei szémara egyre nyilvanvalobba
valik, hogy a sztereoizomer elegyek alkalma-
zésa nemcsak gyoégyhatidssal nem rendelkezd,
szennyezd anyagok egyuttes alkalmazéasat je-
lenti, hanem ezeknek az anyagoknak egyéb,
nemkivénatos, biolégiai, pl. mérgezd hatasa is
van,

A kés6bbi példakban bemutatjuk az
egyetlen sztereoizomert tartalmazé hatoanyag
biologiai hatéasét.

A gyogyaszat tertletén alkalmazott leg-
tobb béta-adrenerg-blokkold sztereoizomerek
elegye; a biologiai hatds azonban egyetlen
sztereoizomernek tulajdonithatd. Ennek egyik
példaja a labetalol néven ismert, kombinélt
alfa-adrenerg- és béta-adrenerg-blokkold
hatdsti gyogyszer, amelyben a négy sztereo—
izomer parbol csak két izomer par bizonyult
hatéasosnak.

N. Toda és munkatérsai ismertetik a J.
Pharmacol. Exp. Ther. 207 (1978) 311 cikk-
ben, hogy a (-)-metoprolol (270-300)-szor
hatdsosabb a nyul sziv- és légcsbizom izo-
proterencllal (béta-adrenerg-receptor stimu-
laldszer) szembeni reakcidjanak gyengitésére.
A J. Pharm. and Exp. Ther. 250, 759-763
(1989) sz (S)-atenolol sztereoszelektiv koz-
ponti vérnyomascsokkentd hatédsardl szamol
be.

Az egyedi béta-blokkolé hatasu sztereo-
izomerek el6allitasa jelenleg é&ltalaban vegyi
ujraocldé eljarasokkal torténik vagy sztereo-
izomer elévegyiletekb8l meglehetdsen hosszu,
kémiai szintézissel. Ilyen eljarast ismertetnek
pl. a 4 408 063 szému amerikai egyesult &lla-
mokbeli szabadalmi leirdasban és L.M. Weins-
tok és munkatarsai: J. Org. Chem. 41, (1976)
3121 koézleményben. Ezek az eljarésok nem
teszik lehetdvé az atenolol S enantiomerjének
(optikailag aktiv sztereocizomer) gazdasagos
eldallitasat ipari méretekben.

A taldlmény célkitlizése az atenolol bizo-
nyos sztereoizomerje ipari méretll gyartasa-
nak gazdasagos megvalositésa.
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A mikroorganizmusoknak azt a képessé-
gét, hogy sztereospecifikus szempontbol ro-
vidlancu (2-4 szénatomos) alkéneket a megfe-
leld epoxi-alkénvegyuletekké alakitanak at
gaz-folyadék vagy folyadék-folyadék fazist
bioreaktorban, J. Tramper és munkatérsai is-
mertetik a 3rd European Congress of Bio-
technology, Miunchen, 10-14. September 1984
kiadvanyban. Az epoxi-alkdnok mikrobiolégiai
eloallitasanak mésik példédjat a 4 106 986 szé-
mU amerikai egyesult allamokbeli szabadalmi
leirdsban ismertetik, a leirt eljarésban 2-20
szénatomos egyenesldncti 1-alkén szénhidro-
gének 1,2-epoxi-alkan-vegyiletekké vald
konverziojat valositottak meg. A 0099 609
szaml eurdpai nyilvanosségra hozott szaba-
dalmi bejelentésben a propén és l-oktén
megfeleld epoxi—alkan-vegyuletekké vald kon-
verziojat ismertetik. Azonban a szubsztitualt
alkének, pl. a 4-allil-oxifenil-acetatok nem al-
lithatdk eld ezekkel az ismert, de csak egye-
nes vagy csak ritkén, elagazé lanci alkének
konverzidjahoz alkalmazhat6 eljarasokkal.

Az 0166 527 szamu eurdpai nyilvanos-
sagra hozott szabadalmi bejelentésben ep-
oxid-vegyuletek, elsésorban 2,3-epoxi-propil-
-éter-vegyuletek megfelelé  allil-éterekbél
mikroorganizmusok segitségével megvalositott
eléallitési eljarasat ismertetik. Ebben a le-
irasban azonban c¢sak nyolc fenil-allil-éter
elddllitésat mutatjdk be, és ezek kozul csak
harom alkalmas béta-adrenerg ‘blokkoloszer
kiindulési anyagaként.

Ezen tulmenden ezeknek az epoxi-ve-
gyuleteknek az optikai tisztasidga kicsi, az
epoxidtél és az alkalmazott mikroorganizmu-
soktdl fuggden T1-79% kozott valtozik. Emiatt
a Lkapott terméket két enantiomerre kell
szetvalasztani.

Talalmanyunk olyan sztereo-szelektiv
epoxidalé eljarésra vonatkozik, amelyben 4-
-(allil-oxi)-fenil-ecetsav-észtereket  sztereo—
szelektiv epoxidald hatasu mikroorganizmu-
sokkal féleg S konfiguraciéju 4-(2,3-epoxi-
—propoxi)-fenil-ecetsav-észterekké alakitunk
at.

A .foleg S konfiguracioju® kifejezésen
azt értjuk, hogy gyakorlatilag a keletkezett
epoxi-propoxi-vegyulet tébb, mint 50 t%-ban
S konfiguraciéju; a taldlmiényunk szerinti el-
jarassal készitett termék legalabb 70 t%, elo-
nydsen legalabb 80 t% és gyakorlatilag lega-
labb 90 t% S konfiguracioju terméket tartal-
maz.

A féleg S konfiguraciéju epoxi-propoxi-
-vegyiletet ezutan a szakterileten ismert el-
jarasok valamelyikével atenololla alakitjuk &t
ugy, hogy a propoxi oldallancban a kivéant S
konfigurécid megmaradjon. Bar elvileg barmi-
lyen 4-(allil-oxi)-fenil-ecetsav-észter felhasz-
nalhatd a talalmanyunk szerinti eljarésban, a
gyakorlati megfontolasok miatt ez az észter
kis szénatomszamu, legfeljebb 6 szénatomos,
altaldban legfeljebb 4 szénatomos alkilészter,
elényds a metil- vagy etil-észter. Az epoxi-
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-propoxi-fenil-ecetsav-észter ezutdn izopro-
pil-aminnal reagéltathatd, és igy a megfeleld
4-[2-hidroxi~3-(izopropil-amino)-propoxi]-fe-
nil-ecetsav-észtert kapjuk, amelyet ezutén
ammoniaval reagaltatva amidalunk, és igy az
S-konfiguraciéju atenololt kapjuk. Az igy
kapott atenololt azutdn, kivant esetben, at-
alakithatjuk gyogyaszatilag megfeleld sokkéa a
szakirodalomban ismert eljdrdsok szerint va-
lamilyen, megfeleld sav segitségével.

Az eljaras kivitelezése elonydsen ugy
torténik, hogy olyan, megfeleldé mikroorganiz~
must alkalmazunk, amely hatdsara az atenolol
lagalébb 70%-ban, elényésen legaldbb 80%-
~ban, még elonyosebben legalabb 90%-ban S
konfigurdcidju lesz.

A .sztereoszelektiv epoxidild hatdsi
mikroorganizmus" kifejezés baktériumokat,
éleszto- és egyéb gombakat jelent. Megfelelo-
en alkalmazhato baktériumok a Pseudomonas
oleovorans mikroorganizmusok.

Azok a mikroorganizmusok amelyek uj,
genetikus anyagok beépitésével nyerik szte-
reoszelektiv epoxidalo képességuket, ugy al-
lithatok eld, hogy olyan klénozott gént,
amely képes polipeptid, pl. enzim sztereosze-
lektiv epoxidéld hatast kodolasara, atteszunk
egy megfeleldé mikroorganizmusbodl egy masik-
ba, elsésorban Escherichia coliba. Egyéb tér-
zsekhez tartozd mikroorganizmusokat is al-
kalmazhatunk, ezek képviseldi, pl. a Pseudo-
monas, Mycobatérium, Streptomyces, Saccha-
romyces, Kluyveromyces, Bacillus, Nocardia,
Rhodococcus, Escherichia és a Corynebacteri-
um baktériumok. A Kklonozott gének kivélasz-
tdsa aszerint torténhet, hogy képesek legye-
nek a 4-(allil-oxi)-fenil-ecetsav-észterek
sztereo-epoxidélo atalakitasat végzd enzim
kodolésara.

A klonozott gének kivalasztédsa torténhet
egy, mar kivalasztott génnel vald kereszt-
~hibridizélassal is Ugy, hogy egy enzimet
sztereo-szelektiv epoxiddldé hatésura kodo-
lunk.

A  mikroorganizmusokat elénydsen pl.
valamilyen polimer gélen lekoétjuk. Ez tortén-
het €16 sejtekkel, elhalt sejtekkel és/vagy
nyugvé sejtekkel, vagy megfeleld, ezekbdl
szarmazo enzimekkel. Az enzimeket bizonyos
mértékig tisztithatjuk is, abban az esetben,
ha specifikus, nagyobb aktivitds szikséges.

Ennek megfelelden a .mikroorganizmusok
vagy az ebbdl szdrmazd anyagok' kifejezés
€16, elhalt vagy nyugvo mikroorganizmusokra
vagy extraktumaikra, adott esetben koncent-
rélt és/vagy tisztitott forméikra vonatkozik.
Példéul adott esetben mesterséges vagy ter-
mészetes kofaktorokkal kombinalt enzimek is
alkalmazhatok. A 4-allil-oxi-fenil-ecetsav-ész—
terek epoxidaléséra olyan sejtek is alkalmaz-
hatok, amelyeknek nincs fermentild hatasuk.
Azt tapasztaltuk, hogy megfeleld korulmények
kozott, €16 vagy elhalt sejtekbédl szarmazo
enzimek hatasara a kivant S-izomer képzo-
dik, A mikroorganizmusok vagy a beldluk
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szarmazd anyagok tobbszdér alkalmazhatok, és
altaldban legalabb két hétig hatasosak. A
mikroorganizmusok még koszubsztratum (pl.
glukdz) nélkial is aktivak maradhatnak. A 4-
~-{2,3~epoxi-propoxi)-fenil-ecetsav-észter S-
izomer dusitasa megfeleld puffer, valamint fi-
zioldgids sdoldatban megy végbe. Azt tapasz-
taltuk, hogy a provokalt sejtek tarolas utédn
is koézvetlenill képesek az S-izomerben dus
termék képezésére,

A 4-(allil-oxi)-fenil-ecetsav-észterek ep-
oxiddldasidra alkalmasak a Pseudomonas oleo-
vorans fajték (egy ehhez a fajtahoz tartozo
térzset az ATCC-nél letétbe helyeztek a
29 347 letéti szamon 1976. junius 21-én)
vagy ezek véltozatai vagy mutansai.

A taldlmanyunk szerinti ejaras gyakor-
lati alkalmazasanal olyan, az elézéekben emli-
tett 0,5-10 napig tenyészthetdé mikroorganiz-
must véalasztunk, amely képes 4-(allil-oxi)-fe-
nil-ecetsav-észterekbdl kiindulva 4-(2,3-ep-
oxi-propoxi)-fenil-ecetsav-észterek képzésére
ugy, hogy a kapott termékben az S-konfigu-
racioju vegyulet legalabb 70%, elénydsen le-
galabb 80%, még eldonydsebben legalabb 90%
legyen. Az alkalmazand6 sejteket szuszpen-
dalhatjuk folyékony tapkézegben, és a 4-(al-
lil-oxi)-fenil-ecetsav-észtert az igy készitett
sejtek hatasanak tessziik ki. A mésik megol-
das, hogy elpusztitott sejteket pl. lizélé ko-
zegben szuszpendéalunk, és a 4-(allil-oxi)-fe-
nil-ecetsav-észtert a sejtekbél szadrmazd
anyagok hatasénak tesszuk ki.

Az 0,5-10 napon keresztill tenyésztett
sejteket a folyékony tapkézegben vagy a li-
2410 koOzegben vald szuszpendélas elbtt elva-
laszthatjuk a tenyészetbdl. A 4-(allil-oxi)-fe-
nil-ecetsav-észter sztereoszelektiv epoxidala-
séra alkalmas mikroorganizmusok szaporodé-
sahoz alkalmazhatunk olyan, szokésosan al-
kalmazolt tenyészkozeget, amely valamilyen,
asszimildlhato szénforrast, pl. glukézt, glice-
rint, tejcukrot, szénhidrogéneket, igy he-
xant, stb. valamilyen nitrogénforrast, pl. am-
monium~szulfatot, ammonium-nitratot, ammoni-
um-kloridot és valamilyen szervetlen tapfor-
réast, pl. nyomnyi mennyiségi foszfatot, mag-
néziumot, kaliumot, cinket, vasat és egyéb
fémeket tartalmaz. Eldnydsen alkalmazhatd
olyan PSX koézeg, amely adott esetben egyéb
adalékanyagot is tartalmaz. Adott esetben
valamilyen indukéloszer, pl. dietoxi-metan is
adhato a tenyészkozeghez., A mikroorganiz-
musok szaporodasédhoz elénydsen (0-45 °C hé-
meérséklet és 3,5-9 pH szikséges. A mikroor-
ganizmusok szaporodésa elényésen 20-37 °C-
-on és 5-7 pH érték mellett torténik.

A mikroorganizmusok szaporodaséhoz le-
vegbztetés szukséges. Bérmely olyan, bevélt
eljards megfelel, amelyben a mikroorganizmu-
sok anyagcseréjéehez elegendd oxigen all ren-
delkezésre. A legmegfelelobb oxigénforréds a
levegd, A 4-allil-oxi-fenil-ecetsav-észter 4-
-{2,3-epoxi-propoxi)-fenil-ecetsav-észterré
torténd konverziojahoz a mikroorganizmuso-
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kat hozzdadhatjuk az el6zdekben ismertetett
tenyészkozegben, szaporodasi allapotban. A
mikroorganizmusokat kiegészithetjuk valami-
lyen koszubsztrdtummal is.

A 4-(allil-oxi)-fenil~ecetsav-észter 4-
-(2,3-epoxi-propil)-fenil-ecetsav-észterré vald
konverzibja kozben a mikroorganizmusok le-
hetnek szaporodési fazisban vagy a minimalis
tenyészkozeg alkalmazasdval lényegében nem
szaporodd fazisban. Minimélis tenyészkdzeg-
ként olyan, szokésos tenyészkozeget alkal-
mazhatunk, amely sziakség esetén valamilyen
asezimilalhatd szénforrést, pl. glukdzt, eta—
nolt, hexanhoz (Cs) hasonlé szénhidrogéne-
ket, valamilyen nitrogénforrést, pl. ammoni-
um-szulfdtot, ammoénium-nitratot és ammdni-
um-kloridot, valamint valamilyen szervetlen
tapanyagforrdst, pl. nyomnyi mennyiségi
foszfatot, magnéziumot, kaliumot, cinket, va-
sat és egyéb fémeket tartalmaz. A mikroorga-
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nizmusokat tarthatjuk nem szaporodé &llapot--

ban is, pl. az asszimilélhatd szénforrés vagy
a nitrogénforras kiiktatdséval. Elényodsen al-
kalmazhatd az adott esetben egy vagy tdbb
adalékanyaggal dusitott PSX kozeg. Az ilyen
fazisban 1évé mikroorganizmusok alkalmazdsa
esetén elénydsen 0-45 9C homérsékletet és
3,5-9 pH értéket tartunk. A mikroorganizmu-
sokat elénydsen 30-45 °C-on és 5-8 pH érté-
ken tartjuk. Az ilyen fézisu mikroorganizmu-
sok alkalmazdsa esetén olyan levegbztetés
szikséges, amely lehetdvé teszi az eldzbek-
ben ismertetett eljArdsnak megfelelden, hogy
elegendd oxigén alljon rendelkezésre mind a
mikroorganizmusok anyagcseréjéhez, mind a
4-(allil-oxi)~fenil-ecetsav-észter 4-(2,3-epoxi-
-propoxi)-fenil-ecetsav-észter vald konver—
zidjadhoz. '

Az eldzdekben ismertetett mikroorganiz-
musokkal eldallitott 4-(2,3-epoxi-propoxi)-fe-
nil-ecetsav-észter béarmely, jél bevalt eljé-
rassal kinyerhetd és tisztithato.

A taldlmAny szerinti eljaréssal elédllitott
R-(-)-4-(2,3-epoxi-propoxi)-fenil-ecetsav-ész~
ter, S-(+)-4-(2,3-epoxi-propoxi)-fenil-ecetsav-
-észter vagy ezek elegyei a megfeleld R-(+)-
-atenololla, S-(-)-atenclolld vagy ezek ele-
gyeivé alakithatok at az ezt kovetd, izopro-
pil-aminnal és ammoénidval megvaldsitott kémi-
ai reakciéban. Az S-(-)-atenolol eldéllitdsanak
egyik példajat ismertetik a 2 453 324 szami
nyilvénossagra hozott német szdvetségi koz-
tarsasagi szabadalmi bejelentésben. Ebben a2z
eljirasban az abszolut S-konfiguréacioju ve-
gyuletet a kémiai uton eldallitott abszolit S-
eldé izopropil-aminnal.

Az S- vagy R-4-[2-hidroxi-3-(izopropil-
-amino)-propoxil-fenil-ecetsav-metilészter S-
vagy R-atenololld vald kémiali konverzidja
ammonium-hidroxid oldattal vagy vizmentes
ammoniaval torténhet. Az amménium-hidroxid
oldat alkalmazésa az S-4-[2-hidroxi-3-(izo-
propil-amino)-propoxi}-fenil-ecetsav-metilész-
terbdl kiinduld S-atenolol eldallitasanél kis

25

30

35

40

45

50

55

65

termékhozamot eredményez, és az észter hid-
rolizise kovetkeztében nagy mennyiségd,
szabad sav keletkezik, azonban vizmentes
amménia alkalmazasdval a kivant termék jo
kihozatallal nyerhetd ki. A keletkezett ateno~
lol kivint esetben gydgyészatilag elfogadha-
to, pl. savaddicios sova alakithaté.

Ennek megfeleléen a taldlmany szerinti
eljarassal az (S)-atenolol terméket Ugy allit-
juk eld, hogy az {(8)-4-[2-hidroxi-3-(izopro-
pil—amino)—px‘opoxi]-fenil—ecet.sav-metilészt.ert.
ammoniaval reagaltatjuk, majd az atenololt
kinyerjuk és/vagy gyogyészatilag elfogadha—
té sova alakitjuk.

Gyobgyészati termékekhez elénydsen az
olyan elegyek alkalmazhatok, amelyek fbleg
S-(-)-atenololt tartalmaznak. Elénydsen azok
a vegyiletek alkalmazhatok, amelyek legalébb
80%, még eldbnydsebben azok, amelyek lega-
14bb 90% S-konfiguracidju vegyiletet tartal-
maznak. ' '

4-(Allil-oxi)-fenil-ecetsav-észter Pseudo-
monas oleovorans mikroorganizmusokkal meg-
valdsitott epoxidalasaval 25 mg/g/h termelé-
kenység érhetd el egy 3 oréds termelési cik-
lus alatt, és a termékkoncentrécié 1,3 g/l
Novelhetd a termelékenység, ha szubsztré-
tumként 4-allil-oxi-fenil-ecetsav-észter és
ko-szubsztrétumként glukoézt alkalmazunk, az
igy elérhetd termelékenység 94 mg/h/h érte-
kig, a termékkoncentrécié 4,1 értékig felme-
het egy 3 érde ciklus alatt. A kapott termék
a kisérleti hibahatdron belul enantiomeriku-
san tiszta.

Az optikai tisztaségot - ezt a kifejezést
a leirasunkban a késobbiekben alkalmazzuk -
az enantiomer tobblet szazalékos értékében
fejezziik ki a kdvetkezd képlettel:

S-R

S+ R
A  kovetkezd  példédkat taldlmanyunk
részletesebb ismertetésére mutatjuk be, anél-
kill, hogy az igénypontok terjedelmét korla-
toznank.

1. példa

4-(Allil-oxi)-fenil-ecetsav-metilészter &talaki-
tésa 4-(2,3-epoxi-propoxi)-fenil-ecetsav-metil-
észterré Pseudomonas oleovorans ATCC 29347
alkalmazdséval

ElStenyésztett Pseudomonas oleovorans
ATCC 29347 kulturaval oltottunk be olyan,
7,0 pH-ju PSX kozeget, amely 0,75% glicerint
és 0,05% dietoxi-metént tartalmazott. A PSX

kozeg oOsszetétele: 8,92 g/l koncentracidju
KH2PO4 oldat, 2,94 g/1 koncentracidju
NazHPO4 oldat, 1,0 g/1 Kkoncentraciéju
(NH4)2HPO4  oldat, 0,2 g/l koncentracidju
(NH4)2S04 oldat, 0,2 g/l koncentracioju KCl

oldat, 0,294 g/1 koncentracidju Nas-citrat ol-
dat, 0,005 g/l koncentraciéju CaS04.2H20 ol-
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dat, 0,2 g/l koncentraciéji MgSOs4.7H20 oldat
és 10 ml/1 koncentricidjs PS II nyomelem ol-
dat. {A PS II nyomelem oldat osszetétele:
0,25 g/1 koncentrécioju (NH4)2SO4FeS046H20

oldat, 0,05 g/l Kkoncentracioju ZnSOs¢7H20
oldat, 0,03 g/l koncentracidoju MnClz24H20
oldat, 0,015 g/l koncentracioju CuSO¢5H20
oldat, 0,015 g/1 koncentracidoju CoClz6H20
oldat, 0,005 g/l koncentréaciéju H3BOs oldat,
0,0055 g/l koncentréacidji NazMoOs.2H20 oldat,

0,01 g/1 koncentraciéju KJ oldat és HCl pH=3
beallitdshoz]. .

A 15 liter tenyészetet 30 °C-on 24 éran
&4t szaporitottuk. A sejteket kinyertuk, és
Ujraszuszpendéltuk 1,5 liter 0,5% glitkozt
tartalmazé PSX koézegben. Ebbdl 100-100 ml
mennyiséget inkubéltunk 2,5% mennyiségi 4-
-allil-oxi-fenil-ecetsav-metilészterrel 6 o4ran
4t. Ezekb6l 1 ml-es mintdkat extrahdéltunk
meghatérozott intervallumonként metilén-klo-
riddal, és gézkromatografids analizissel (glc)
meghataroztuk az S-(+)-4-(2,3-epoxi-prop-
oxi)-fenil-ecetsav-metilészter tartalmat,
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Gédzkromatogrédfids elemzés

Az elemzést Varian 3700 tipusu készu-
lékkel, (Varian Instrument Group, Walnut
Creek Division) 3%-os OV1-t tartalmazo, WHP
100-120 (50 cm x 2 mm) oszlopon (Chrompack,
Middelburg, Hollandia) végeztik.

Az analizis kérulményei: N2: 30 °C/perc;

langionizaciés detektor: 280 ©°C; injektor:
200 °C. Program: 120-190 °C; 10 °C/perc.
A 4-(allil-oxi)-fenil-ecetsav-metilészter reten-
ciés ideje 1,5 perc, a 4-(2,3-epoxi-propoxi)-
-fenil-ecetsav-metilészter retencids ideje 3,1
perc volt.

A kapott eredményeket az 1. tédblazatban
foglaltuk oéssze.

1. tablazat

4-(allil-oxi)-fenil-ecetsav-metilészter Atalaki-
tisa S-(+)-4-(2,3-epoxi-propoxi)-fenil-ecet-
sav-metilészterré Pseudomonas oleovorans
ATCC 29347 alkalmazéséaval

S-(+)-4-(2,3~epoxi-propoxi)-
-fenil-ecetsav-metilészter

Biomassza mg/g/h (g/1)
g/1 t = 1h = 3h t = 4h t = 6h
16,3 48 (0,8) 78 (3,8) 71 (4,6) 58 (5,6)
14,8 77 (1,1) 94 (4,1) 72 (4,2) 49 (4,3)
15,5 53 (0,8) 69 (3,2) 68 (4,2) 55 (5,1)
2. példa A nyers izolatumot 550 g szilikagélen 4:6
aranyli éter és hexédn eleggyel eludlva

4-(Allil-oxi)-fenil-ecetsav-metilészter &talaki-
tésa S~-(+)-4-(2,3~epoxi-propoxi)-fenil-ecet-
sav-metilészterré Pseudomonas oleovorans
ATCC 29347 alkalmazdséval, majd az igy ka-
pott vegyilet ezt kévets étalakitdsa S-(-)-4-
~[2-hidroxi-3-(izopropil-amino)~propoxi]-fenil-
-ecetsav-metilészterré

15 liter, é4svanyi so6t tartalmazd, pH=7
értéka, 0,75% glicerint és 0,05% dietoxi-me-
téant tartalmazé PSX koézeget oltottunk be
elészaporitott Pseudomonas oleovorans ATCC
29347 folyadék kultiraval, és inkubaltuk 24
érén &t 30 °C-on orbitalis rézoberendezés-
ben. A sejteket centrifugéléssal kinyertuk,
és 1,5 liter 7,5 pH-ju PSX kézegben ujra-
szuszpendéltuk. EbbSl 100-100 mol mennyisé-
get tettink 2,0 l-es razdlombikba, és inku-
baltuk 0,5% glukdzzal és 2,5% 4-(allil-oxi)-
-fenil-ecetsav-metilészterrel 6 orén at 37 oC-
-on. 6 dra utdan a sejteket 2,5 1 diklér-me-
tdnnal extrahaltuk, vizmentes natrium-szulfa-
ton széritottuk, és az olddszert elpérologtat-
tuk, és igy 42,7 g tomegl, 26% 4-(2,3-epoxi-
-propoxi)-fenil-ecetsav-metilésztert kaptunk.
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tisztitottuk, és igy 11,04 g S-(+)-4-(2,3-ep-
oxi-propoxi)-fenil-ecetsav-metilésztert kap-
tunk. [eL]p® = +8,27° (c=1,39, EtOH). A mé-
rést Optical Activity Ltd. AA 100 polariméter-
rel végeztuk. PMR spektiuma (CDCL3):
3=2,72/2,90 (2d, 2H, -CHACH2), 3,32 (m, 1H,
-CHACH2), 3,95/4,18 (2d, 2H, OCH2), 6,88/7,2
(2d, 4H, aromés), 3,57 (5, 2H, CHzCO), 3,68 (s,
3H, OCHa).

Eu (hfc)s PMR nem jelzi a jelek szétvalasat
é 2,72/2,90-nél, ami csak egy enantiomer je-
lenlétét jelzi. E.I. tomegspektrum m/z 222. A
PMR analizist Brucker WM késziulékkel végez-
tuk.

S-(~)-4-[2-Hidroxi-3-(izopropil-amino)-prop-
oxi]-fenil-ecetsav-metilészter szintézise

100 ml vizmentes metanolban oldott
6,0 g (27 modl) S-(+)-4-(2,3-epoxi-propoxi)-fe~
nil-ecetsav~-metilészterhez hozzéadtunk 37 ml
(405 mmol) izopropil-amint. A reakcidelegyet
ezutdn kevertuk 24 6rén &t 22 °C-on. A fe-
leslegben lévé reagenst és az oldoszert be-
parléssal eltédvolitottuk, és az olajos maradé-
kot feloldottuk 100 m) diklér-metanban. A
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kapott oldatot mostuk 2x75 ml 0,2 N sdsavval,
a savas fazisokat egyesitettik, és mostuk
2x50 ml diklér-meténnal, és 2N natrium-hidr-
oxid oldattal megligositottuk. A csapadékot
5x100 ml diklor-metdnnal extrahaltuk, és viz-
mentes nitrium-szulfdton szAritottuk, majd
az olddszert beparléssal eltavolitottuk, és igy
8,73 g félszilird terméket kaptunk. Ezt a
terméket etil-acetdt és hexAn elegybdl at-
kristalyositottuk, és igy 6,08 g tomegl, fe-
hér, kristdlyos, 87,5-89,5 ©°C olvadésponti
{nem pontositott) S-(-)-4-[2-hidroxi-3-(izo-
propil-amino)-propoxi]-fenil-ecetsav-metilész~-

tert kaptunk. [«]p? = -4,8 (c=1,01, EtOH).
PMR spektruma (CDCls): 6=1,08 ([d, 6H,
CH(CHa)z); 2,82 [m, 1H, CH(CHs3)2], 2,7/2,88

(m, 2H, CH2NH), 3,98 (m, 1H, CHOH), 3,94 (m,
2H, OCHz), 6,88/7,2 (2d, 4H, Ar), 3,55 (S, 2H,
CH2C0), 3,68 (S, 3H, OCHs). E.I. tomegepekt-
rum m/z 282 (m+l).

Az enantiomerek tisztaségénak meghatérozésa
4-[2-Hidroxi-3-(izopropil-amino)-propoxi]-fe-
nil-ecetsav~-metilészter 2-oxazolidon szdrma-
zékénak szintézise

[lasd: J. Hermansson, J. chromatography p.
379, 325 (1985) cikket.]

1,0 mg (%) vagy (-)-4-[2-hidroxi-3-(izo-
propil-amino)-propoxi]-fenil-ecetsav-metilész-
tert tettink 1 ml-es kémcsbdbe, és feloldot-
tunk 0,5 m! vizmentes dietil-éterben. Hozzé-
adtunk 0,05 ml 0,5 N natrium-hidroxid olda-
tot, és az elegyet kevertiitk szobahdmérsékle-
ten 1 percig. Majd 0,05 ml 120 mg/ml kon-
centracidju, toluolban oldott foszgént adtunk
hozzé, és az elegyet kevertik szobahomér-
sékleten még egy Oran at. A fazisokat hagy-
tuk szétvélni, az éteres féazist eltavolitottuk,
és a vizes fézist mostuk 3x0,5 ml vizmentes
dietil-éterrel. Az éteres fdzisokat egyesitet-
tuk, az oldészert beparléssal elparologtattuk
széraz nitrogén aimoszféraban. A kapott ma-
radékot 2 ml 5:95 arényu kloroform és hexan
elegyben feloldottuk, majd nagynyomésu fo-
lyadék kromatografidas vizsgalatnak vetettuk
ala.

Az  S-(-)-4-{2-hidroxi-3-(izopropil-ami~-
no)-propoxil-fenil-ecetsav-metilészter optikai
tisztasagat ugy hatdroztuk meg, hogy étala-
kitottuk oxazolidon szarmazékka, és ezt Gil-
son-rendszerli, nagynyomasu folyadék kro-
matograffal (spektrofotometrikus detektélas)
elemeztik Spherisorb S5 kirdlis kolonnéan
(UMIST toltet, szilikagélen kovalensen kotott
N-formil-L-izoleucin, 0,25 m x 4,5 mm, féazis
szétvalasztds), mozgd fazisként 0,75:15:84,25
terfogataranyu propén-2-ol, diklor-metédn és
hexéan elegyet hasznaltunk. A komponens de-
tektalasa 229 nm-nél tortént.

Az  S-(-)-4-[2-hidroxi-3-(izopropil-ami-
no)-propoxi}-fenil-ecetsav-metilészter elemzé-
si eredményei azt mutatjak, hogy a vegyulet
a kisérleti hibahataron belul tiszta volt (re-
tenciés ideje 12,6 perc, az R-izomer retencids
ideje 11,9 perc).
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S-(-)-4-[2-Hidroxi-3-(izopropil-amino)~prop-
oxi]-fenil-acetamid (atenolol) szintézise

500 mg (1,8 mmél) S-(-)-4-[2-hidroxi-3-
-(izopropil-amino)-propoxi}-fenil-ecetsav-me-
tilésztert feloldottunk 5 ml metanolban. Eh-
hez hozzaadtunk 1,0 ml 35%-os amménium-
~hidroxid oldatot, és hagytuk lejatszddni a
reakciot 22 °C-on 8 napig. A feleslegben lévd
reagenseket és az olddszert csokkentett nyo-
mason eltavolitottuk, majd a maradékot 10 ml
diklér-metanban oldottuk. Az oldatot mostuk
2x10 ml 1%-os natrium-hidrogén-karbonat ol-
dattal a sav eltavolitdsdra, a bézikus moso
folyadékokat egyesitettik, és mostuk 3x10 ml
diklér-metdnnal. A szerves féazisokat egyesi-
tettik, vizmentes nétrium-szulfadton széritot-
tuk, és az oldatot bepéaroltuk, igy 0,27 g
amidot és kiindulasi anyagot tartalmazd,
nyers terméket kaptunk. A nyers terméket
15 g semleges aluminium-oxidon tisztitottuk,
eludloszerként diklor-metén és metanol ele-
gyet hasznéltunk, A 4-[2-hidroxi-3-(izopro-
pil-amino)-propoxil-fenil-ecetsav-metilésztert
és az atenololt elvalasztottuk, és Lichorosorb
RP8 (0,25 m x 4,5 mm, Hichrom) télteten ana-
liz&ltuk, mozgd fazisként 3,7 pH-ju 2% ammo~
nium-acetétot tartalmazd metanolt hasznél-
tunk, az elemzést Gilson rendszeri nagynyo~
masu folyadék kromatografon (spektrofoto-
metrids detektdlas) végeztitk. A retenciés idd
6,5 perc illetve 3,2 perc volt, Azokat a frak-
cidkat, amelyek S-(-)-atenololt tartalmaztak
(a nagynyomasu folyadék kromatografias
vizsgélat szerint), egyesitettik, és az
oldészert elpérologtattuk, az igy kapott
maradékbdl etil-acetdt és hexdn elegybdl vald
Atkristdlyositds utdn 50 mg (0,19 mmol)
149,5-151 °C olvadaspontu (nem korrigalt) S-

(~)-atenolol terméket kaptunk. {[cC]p® = -
2,820  (c=0,332, etanol). PMR spektrum:
(cpcls) & = 1,08 [d, 6H, CH(CHa)z], 2,82 [m,

1H, CH(CHas)z2),
(m, 1H, CHOH), 3,98 (m, 2H, OCH2),
(2d, 4H, Ar), 3,52 (5, 2H2, CHzCO),
2H, CONH2). E.I. témegspektrum m/z
{m+1).

2,7/2,88 (m, 1H, CH2NH), 3,98
6,92/17,2
5,38 (5,
267

Az enantiomerek tisztaségénak meghatérozdsa
Atenolol diasztereomer szérmazek képzése
(R,R)-0,0~dibenzoil-borkésav-anhidriddel

2,5 ml (t) vagy (-)-atenololt tettunk
egy 1 ml-es kémcsbbe. 6 ml diklor-etdnban
61 mg triklor-ecetsavat tartalmazo oldatbél
0,3 ml-t adtunk az elegyhez, és kevertuk 5
percig szobahémérsékleten. Hozzédadtunk
7 mg dibenzoil-borkésav~anhidridet, és az
elegyet kevertik 50 °C-on 3 o6rén at. Kivet-
tunk 0,2 ml reakcidelegyet, az oldészert el-
parologtattuk, a maradékot a nagynyomésu
folyadék kromatografidas elemzés elott felol-
dottuk 1,0 ml metanolban.

Az elemzést Gilson rendszerl nagynyo-
mésu folyadék kromatografon spektrofotomet-
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rids detektéldssal végeztiitk Spherisorb RP
18/0,25 m x 4,9 mm) tolteten, mozgd fazisként
2% ammonium-acetitot tartalmazé, 3,7 pH-ju
metanolt (35/65 tf/tf) hasznaltunk. A vegyi-
leteket 254 nm-nél detektaltuk.

Az  (R,R)-0,0-dibenzoil-bork6sav-anhid-
riddel képzett szérmazék kromatografias
elemzése azt mutatta, hogy a vegyulet opti-
kai tisztaséga 100%-os volt. A racém atenolol-
vegytletet ugyanilyen moédon elemezve, a ve-
gyulet két egyenld részbdl &ll6, 4,4 illetve
6,7 perc retencios ideji, diasztereomerre va-

lik szét, az R- illetve S-enantiomereknek
megfelelden.
3. példa

S-(-)-4-[2-Hidroxi-3-(izopropil-amino)-propil-
-oxi]-fenil-acetamid (S-atenolol) szintézis

1,83 g S-{-)-4-[2-hidroxi-3-(izopropil-
-amino)-propoxi]-fenil-ecetsav-metilésztert és
8 m! 11 N vizmentes ammonidt tartalmazdé me-
tanolt kevertunk 6ssze ivegcsdben, lezartuk,
és magneses keverdvel kevertiuk, ekodzben
szdraz jég és aceton keverékben hutottuk.
Ezutdn az elegyet 50 °C-os olajfurddébe he-
lyeztik, és 3 napon &t kevertik.

A csbvet ezutdn szaraz jég és aceton
keverékben hutéttuk, kinyitottuk, és az illo
anyagokat elparologtattuk, igy 1,74 g sérga,
szilird anyagot kaptunk. Ezt 80 ml forré
etil-acetatbdl atkristdlyositottuk, és gy
1,38 g tomeg(, 150-151,5 °C olvadaspontu S-
-{-)-atenololt kaptunk; [&]p® = -5,2 (c=1;
etanol).

Az optikai tisztasdgot a 2. példaban is-
mertetett eljéréssal hatdroztuk meg, az
(R,R)=0,0-dibenzoil-bérkdsav-anhidriddel kép-
zett diasztereomer-szérmazék elemzése 100%
tisztasagot mutatott.

A racém atenololt ugyanilyen moédon
meghatérozva, a vegyllet két, egyenld rész-
b6l &ll6 diasztereomer pArra valik szét.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

4-(2,3-epoxi-propoxi)-fenil-
-ecetsav-észter, 4-{2-hidroxi-3-(izopropil-
-amino)-propoxil}-fenil-ecetsav-észter és 4-
-[2-hidroxi~3-(izopropil-amino)~-propoxij-fenil-
-acetamid (atenolol) és savaddicios s6i szte-
reospecifikus eldéllitdsara, azzal jellemezve,
hogy valamely 4-(allil-oxi)-fenil-ecetsav—ész-
tert Pseudomonas oleovorans mikroorganiz-
mussal sztereoszelektiven epoxidalunk, és a
kapott sztereospecifikus  (S)-4-(2,3-epoxi~-
-propoxi)-fenil-ecetsav-észtert  elkuldnitjuk
és/vagy izopropil-aminnal reagaltatjuk, majd
s kapott sztereospecifikus (S)-4-[2-hidroxi~
-3-(izopropil-amino)-propoxi}-fenil-ecetsav-
-észtert elkalonitjuk és/vagy ammodnidval
reagéltatjuk, majd kivéant esetben a kapott
sztereospecifikus (S)-4-{2-hidroxi-3-(izopro-
pil-amino)-propoxil-fenil-acetamidot savaddi-
ciés sdjava alakitjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljéréds, azzal
Jjellemezve, hogy Pseudomonas oleovorans
ATCC 29347 tdérzzsel vagy valamilyen mutédn-
séval vagy valtozatdval epoxidalunk.

3, Az 1, vagy 2. igénypont szerinti elja-
rs, azzal jellemezve, hogy 4-(allil-oxi)-fenil-
-ecetsav-metil- vagy -etil-észterbdl indulunk
ki.

1. Eljaras

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike sze-
rinti eljaras legaldbb 90 t%-ban (S)-konfigu-
récidoju 4~[2-hidroxi-3-(izopropil-amino)-prop-
oxi}-fenil-acetamid eldallitdsara, azzal jelle-
mezve, hogy a megfeleléd kiindulasi anyagokat
reagaltatjuk.

Kiadja az Orszégos Talalményi Hivatal, Budapest -
A kiadasért felel: dr. Szvoboda Gabriella osztilyvezetd
R 4966 - KJK
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