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Zpusob vyroby laktamu s vysokou enantiomerni ¢istotou

Oblast techniky

Pfedkladany vynalez se tyka zplUsobu vyroby enantiomerne
obohacenych N-derivatizovanych (1R ,4S)-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-

en-3-ond.

Dosavadni stav techniky

Abacavir, 2-aminopurinovy nukieosidovy analog nasledujici

struktury vzorce (1)

A

NH

N4;\F’N>
A

-
HN~ N

[::>”%HhOH M

znamy z EP 0434 450 m& vysokou udinnost proti viru lidske
imunodeficience (HIV) a viru hepatitidy B (HBV).

Existuje potieba syntetizovat velkd mnoZstvi abacaviru pro
klinické pokusy. V budoucnosti, jakmile by byl abacavir schvalen
narodnimi ufady pro kontrolu léciv, budou také zapotiebi velka
mnozstvi abacaviru pro farmaceutické prostfedky pro lédeni infekci
HIV.

Ddlezity krok pfi vyrobé abacaviru je vyroba enantiomerné
distého substituovaného cyklopentenového kruhu. Dosavadni znameé

metody vychazeji z laktamu vzorce ()

PV 4995 - 4 ¢



10

15

20

25

an

EP-A-0424064 popisuje zplsob, kdy mizZe racemicky laktam (I1)
vyrobeny reakci cyklopentadienu s tosylkyanidem reagovat
s laktamazami, které poskytnou jediny cis enantiomer nebo smés cis
enantiomer(, ktera je obohacena vzhledem k jednomu z enantiomerd,

nebo slouéeninu s otevienym kruhem (1i1)

HOOC \O/NHZ
- (110

spolu s nezreagovanym laktamem, ktery je enantiomerne.
obohaceny vzhledem k jednomu nebo druhému enantiomeru.
Autofi vynalezu nyni vyvinuli zpGsob vyroby v podstaté

enantiomerné Cistych meziproduktd vzorce (1V)

0O
N NP

45 IR
-:/ (Iv)

kde P je aktivaéni a ochranna skupina, z jejich racematd,

piicemz tento zplsob poskytuje vysoké vytéZky pfi nizkych nakladech.
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Podstata vynalezu

Autofi vynalezu zjistili, ze derivace laktamového dusikoveho
atomu ve slouéeniné vzorce (II) skupinou P (jako ve vzorci (V) nize)
aktivuje laktamovou vazbu pro hydrolyzu. Autofi pfekvapivé zjistili, Ze
pro vyrobu sloucenin vzorce (IV) mohou byt pouzity enzymy, které jsou
dostupné&jsi neZ enzymy popisované v EP-A-0424064, a u kterych se
zda, 7e za normaélnich podminek nevykazuji zadnou aktivitu vG&i

laktamu vzorce (I1) popsanému v EP-A-0424064.

Podle jednoho provedeni pfedkiadaného vynalezu se proto
poskytuje zplsob enantiomerniho dé&leni racemické smési N-

chranéného (&) 2-azabicyklo{2.2.1]hept-5-en-3-onu (V)

N\ NP

kde P je aktivacni a ochranna skupina,

pro ziskani v podstaté enantiomerné ¢istého N-chranéného
(1R,4S)-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu (IV) pusobenim enzymu

ze skupiny acylaz na smés.

Podle dal§iho provedeni pfedkladaného vynalezu se poskytuje
zptsob vyroby v podstaté enantiomerné Cistého N-chranéného
(1R,48)-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu  (IV) vySe, kde P Je
aktivaéni a ochranna skupina, pfi kterém se na racemickou smés N-
chranéného (+)-2-azabicykio[2.2.1]hept-5-en-3-onu (V) vyse, kde P je

aktivaéni nebo ochranna skupina, pdsobi enzymem ze skupiny acylaz,
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a nezreagovany enantiomer vzorce (IV) se z reakéni smési izoluje
béZnymi zplsoby.

Vyhodné je, jestlize aktivacni/ochranna skupina je acylova nebo
substituovana oxykarbonylova skupina. Mezi vyhodné acylové skupiny
patfi formylova nebo niz§i alkanoylova (ktery ma napfiklad v alkylové
¢asti 1 az 4 atomy uhliku), zviasté acetylova skupina. Vyhodnymi
substituovanymi oxykarbonylovymi skupinami budou skupiny vzorce
ROC(0O)-, kde R muze byt alkylova nebo aralkylova skupina. Vyhodna
alkylova skupina je terc-butyl. Moznou aralkylovou skupinou je benzyl.

Protoze autofi ¢asto zjistovali, ze ve vodném prostfedi muze
dochéazet v podstatné mife k od$tépovani ochrannych skupin z téchto
acylovou skupinou chranénych sloucenin, je vyhodné, jestlize se
reakce provadi ve smési organického rozpoustédla a vody. Vyhodne je
pouzivat organicka rozpoustédla misitelna s vodou, jako jsou cyklické
ethery, napfiklad tetrahydrofuran nebo 1,4-dioxan. Pro minimalizaci
odstépovani ochranné skupiny je vyhodné pouzivat méné nez 70 %
objemovych vody, vyhodnéji pfiblizné 50 % objemovych nebo meéné.
Jako nejvhodnéjsi se ukazala smés tetrahydrofuranu a vody v poméru

pfiblizné 50 : 50 objemovych.

Pfi pouziti vySe popsanym zpusobem miiZze reakce obecné
probihat v jedné fazi. Neni v§ak zadny davod, pro¢ by nemélo byt také
Uspésné pouziti organického rozpoustédla, jako napfikiad

aromatickych uhlovodikd, pro vytvofeni dvojfazového systému.

Po ukoncéeni reakce mize byt nezreagovany a v podstaté
enantiomerné cCisty N-chranény (1R,4S)-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-
3-on vzorce (V) izolovan z reakcéni smési b&znymi zplsoby, jako je

napfiklad extrakce rozpoustédly.

Byl nalezen velky pocet acylazovych enzymu, které
enantioselektivné hydrolyzuji laktamovou vazbu takovym zplsobem,
ze zlstane poZadovany izomer. Autofi vynélezu nalezli enzymy

odvozené od Bacillus sp. zvlas§té proto, aby ukazali spravny profil
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acinnosti. Napfiklad Subtilisin carlsberg (ALTUS) poskytuje N-
chranény (1R,4S)-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-on [(IV), P = ferc
butyloxykarbonyl] z racemické smési (V) v enantiomernim pfebytku
73 %. Mezi dalS$i enzymy patfi protedza Bacillus sp., Neutrase,
Novozyme 243, Alcalase a Savinase, které jsou dostupné od firmy
ALTUS a NOVO. Mohou byt také pouzity enzymy z jinych zdroju, které
zpUsobuji enantioselektivni hydrolyzu, jako je esteraza prasecich
ledvin (ALTUS), vepiova pankreaticka lipaza (Biocatalysts), Flavorpro-
192  (peptidaza, Biocatalysts),  Flavorpro-373  (glutaminaza,
Biocatalysts), Promod-TP (endopeptidaza, Biocatalysts), lipaza-CE
(Humicola lanuginosa, Amano), proteaza-M (Aspergillus sp., Amano),
prozyme-6 (Aspergillus sp., Amano), lipaza PEG (teleci slinna Zlaza,

Amano) a acylaza Aspergillus sp. (Sigma).

S vyhodou se pouzije komeréné dostupny acyldzovy enzym
Savinase (NOVO), protoze bylo zjisténo, Ze pravé tento enzym ma
rychlosti biologické piemeény N-chranéného (1S,4R)-2-
azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu vhodné pro pouZiti v primyslovém
méfitku. Savinase je proteolyticky enzym pfipravovany submerzni
fermentaci alkalofiintho druhu Bacillus. Jde o endoproteazu
serinového typu. V testech provadénych autory vynalezu tento enzym
pfi normainim pouziti nemél schopnost hydrolyzovat racemickou smés

neacylovaného laktamu vzorce (I1).

Biologicka pfeména N-chranéneho (1S,4R)-2-
azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu se bude vhodné provadét v rozmezi
pH 6 az 11, s vyhodou 7 az 9. Bude se s vyhodou pouzivat teploty
v rozmezi 20 az 50 °C. Nejvyhodné|si je provadét tento zpuisob pfi pH
piiblizné 8 a teploté pfiblizné 30 °C. Hmotnostni pomér pripravku
Savinase:substrat v rozmezi od 1:1 do 10:1, napfiklad od 2:1 do 5:1
poskytuje &istou, rychlou reakci. Optimaini pomér pro dany enzym je

mozno snadno uréit jednoduchym experimentem.
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Vychozi slouCeniny vzorce (V), ve kterych P je ferc
butoxykarbonyl, mohou byt pfipraveny z odpovidajiciho racemickeho
laktamu vzorce (lI) zpusoby analogickymi se zplsoby popsanymi
v Taylor a dalsi, Tet. Asymmetry, 4, str. 1117 (1993). Slouceniny
vzorce (V), ve kterych P znamena formyl nebo nizsi alkanoy!l, mohou
byt pfipraveny z odpovidajiciho nechranéného racemickeho laktamu
vzorce (llI) zpasoby popsanymi v T. W. Greene, ,Protective Groups in
Organic Synthesis”, Wiley, New York, 1981, str. 218 - 287 a J. F. W,
McOmie, ,Protective Groups in Organic Chemistry”, Plenam Press,

New York, 1973, str. 43 - 49, nebo analogickymi zpUsoby.

Slou¢enina vzorce (IV) mlzZe byt snadno prevedena na
odpovidajici N-chranénou aminokyselinu hydrolyzou. N-chranéna
aminokyselina muze byt snadno pfevedena na odpovidajici

aminoalkohol vzorce (V1)

HOCH, NHP
(VI)

Cinidly schopnymi pfevadét karboxylové kyseliny na alkoholy,
napfiklad lithiumaluminiumhydridem nebo boranem. Alternativné je
mozno slouCeninu vzorce (IV) pfimo prevést na odpovidajici
aminoalkohol s otevfenym kruhem (V!) pouzitim borohydridu sodného

zpusoby popsanymiv Tet. Asymm., 4, str. 1117 (1993).

Nasledujici pfiklady jsou zamysleny jako ilustraéni a nemaji

nijak omezovat rozsah vynalezu.
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Pfiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Na schopnost enantioselektivné hydrolyzovat laktamovou vazbu
(x) terc butyl-3-oxo—2-azabicyklo[2.2‘1]hept-5-en—2—karboxylétu (v), P
= terc butyloxykarbonyl] bylo systematicky testovano nékolik
hydrolytickych enzym(. Reakce byly provadény pfi pokojové teploté
v magneticky michanych sklené&nych nadobéach (pracovni objem 4 mi)
s obsahem racemické slouceniny s koncentraci 1 mg/ml v 50 %
tetrahydrofuranu:50 % fosfatovém pufru (objemovy pomér) (50 mM
pH 7) pfi pokojové teploté. Véechny enzymy byly pfidavany pro
dosazeni koneéné koncentrace 25 mg/ml. To pfedstavuje hmotnostni
pomér enzymu Ku substratu 25:1, ktery by mel pro uéely pruzkumu
detekovat jakoukoliv pfipadnou hydrolytickou aktivitu. Bariky bez
pfidaného enzymu slouzily jako kontroly. Vzorky byly periodicky

odstrafiovany a fed&ény vodou v pomeéru 1:2 pfed analyzou HPLC.

Podminky HPLC
Kolona: Spherisorb C6 (15 x 0,46 cm)

|zokraticky systém pfi pokojové teploté s pratokem 1 ml/min

Mobilni faze: 30 % (objem/objem) acetonitrilu s obsahem 0,1 %
(objem/objem) kyseliny mravendi.
VInova délka detekce 200 nm.

Bylo ukazéno, ze chemicka hydrolyza (&) terc butyl-3-ox0-2-
azabicyklo[2.2.1]hept—5-en-2-karboxylétu byla za téchto reakénich
podminek sanedbatelna. Zdalo se, ze nékolik enzymd hydrolyzuje
racemickou slouceninu enantioselektivné za ziskani (-) (1R,48) terc
butyl-3-oxo-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-2-karboxy|étu, jak bylo
prokazano negativnim znaménkem otageni chiralniho analyzatoru
(HPLC detektor optické otacivosti). Pro daldi vyzkumy byl pouzit
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enzym Savinase. Reakeni smés s obsahem pfiblizné 50 % vychoziho
materialu byla analyzovana chiralni HPLC a zbyly laktam mé&l podle

mé&feni enantiomerni piebytek 96,3 %.

Navic mé&l zbyly substrat spravnou absolutni konfiguraci pro

syntézu abacaviru.

Chiraini HPLC

Kolona: Chiracel OD-H (25 x 0,46 cm)

|zokraticky systém pfi 5 °C a pritoku 0,5 mi/min

Mobilni faze: smés 2 % (objem/objem) izopropylalkohol/heptan
Vinova délka detekce: 205 nm

Srovnavaci pfiklad 1

Roztok s obsahem  racemického laktamu  (¥) 2-
azabicyk|0[2.2.1]hept-5—en—3-onu (I1) s koncentraci 1 mg/ml (pracovni
objem 4 ml) byl vystaven plsobeni enzymu Savinase (firmy NOVO)
(25 mg/ml) ve smési 50 % tetrahydrofuran:50 % fosfatovy pufr (50 mM,
pH 7). Barka bez pfidaného enzymu slouzila jako kontrola. Periodicky
byly odebirany vzorky a fedény v poméru 1:2 vodou pfed analyzou
HPLC.

Kolona: Spherisorb C6 (15 x 0,46 cm)

|zokraticky systém pfi pokojové teploté s pratokem 1 ml/min
Mobilni faze: 4 % (objem/objem) acetonitrilu s obsahem 0,1 %
(objem/objem) kyseliny mravenci.

Vinova délka detekce 200 nm.
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Po &tyfech dnech inkubace pfi pokojové teploté nenastala zadna

reakce.

Priklad 2

Enzym Savinase (30 g, NOVO) byl pfidan k roztoku (500 mi)
obsahujicimu 10 g racemického (x) terc butyl-3-oxo-2-
azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-2-karboxylétu [(V), P = terc
butyloxykarbonyl] v poméru 50:50 (objem/objem) tetrahydro-
furan/50 mM fosfat pfi pH 8,0 a teploté 30 °C. Reakce byla

monitorovana chiraini HPLC aZ 2 dny.

Po ukondéeni reakce (pfiblizné 51 % konverze, enantiomerni
piebytek (-) (1R,4S) terc buty|-3-oxo-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-2-
karboxylatu > 99,8 %) byl enzym odfiltrovan a pH vyéefeného roztoku
bylo zvy$eno roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného na 9. Roztok byl
extrahovan tfikrat 200 ml cyklohexanu. Spojena organicka faze byla
zpétné& extrahovana 100 ml roztoku hydrogenuhliCitanu sodného
a potom promyta 100 ml roztoku soli. Odpafeni a suseni poskytlo
volné sypkou bilou latku (4,2 g, 84 % teoretického izolovaného
vyt&zku). Tato latka byla identifikovana pomoci NMR jako (-) (1R,4S)
terc butyl-3-oxo-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-2-karboxy|ét;
enantiomerni pfebytek byl zjistén chiralni HPLC > 99,8 %.

Chiraini HPLC

Kolona: Chiracel OD-H (25 x 0,46 cm)

Izokraticky systém, 0,5 mi/min

Mobilni faze: 2 % (objem/objem) izopropylalkohol/heptan
Vinova délka detekce 205 nm

Teplota 5 °C
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Pfiklad 3

Roztok vyse uvedeného (-) (1R,4S) terc butyl-3-0x0-2-
azabicyklo[2.2.1]hept-5—en-2-karboxylétu (3,6 g) v tetrahydrofuranu
(10 ml) byl pfidan k suspenzi borohydridu sodného (1,27 @)
v methanolu (10 ml) a smés byla michana pfi pfiblizné 20 °C po dobu
pfiblizné 18 hod. Bylo pfidano dal$i mnoZstvi tetrahydrofuranu (10 ml)
a borohydridu sodného (1,27 g) a michani pokragovalo jesté pfiblizné
daléi 2 hodiny. Opatrné byla pfidana 2 M kyselina chlorovodikova
(30 mi) a potom toluen (20 ml). Tyto dvé vrstvy byly oddéleny a vodna
vrstva byla dale extrahovana toluenem (2 x 25 ml). Spojené organické
extrakty byly promyty roztokem soli (20 ml), su$eny nad siranem
sodnym a odpafeny za ziskani terc butylesteru kyseliny (1R,4S) (4-
hydroxymethyl)-cyklopent-2-en-1-yl karbamove (3,23 9) S
enantiomernim pfebytkem zjisténym chiralni HPLC 99,2 % jako
bledézluté gumy, kterd byla spektroskopicky a chromatograficky

identicka s autentickym vzorkem slouceniny.

Chiralni HPLC

Kolona: Chiracel OD-H (25 x 0,46 cm)

Pratok: 1,0 mi/min

Mobilni faze: 3 % (objem/objem) izopropylalkohol/heptan
Vinova délka detekce 205 nm

Teplota 35 °C

Priklad 4

Savinase byla testovana na schopnost enantioselektivné
hydrolyzovat  laktamovou vazbu racemického  cis-2-acetyl-2-
azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu. Reakce byla provadena
v magneticky michané sklenéné nadobce (pracovni objem 4 ml)

obsahujici 1 mg/ml substratu ve smési 50 % tetrahydrofuran:50 %
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fosfatovy pufr (objem/objem) (50 mM, pH 7) pfi pokojové teplote.
Reakce byla nastartovana pfidanim enzymu Savinase az do dosaZeni
kone&né koncentrace 25 mg/ml. Nadobka bez pfidaného enzymu byla
pouzita jako kontrola. Periodicky byly odebirany vzorky a pred

analyzou HPLC fedény vodou v poméru 1:2.

Kolona: Spherisorb C6 (15 x 0,46 cm)

Izokraticky systém pfi teploté 20 °C s pritokem 1 mi/min
Mobilni faze: 5 % (objem/objem) acetonitrilu s obsahem 0,1 %
(objem/objem) kyseliny mravenci.

Vinova délka detekce 210 nm.

Chiralni HPLC

Kolona: Chiralpak AD (25 x 0,46 cm)
|zokraticky systém pfi 20 °C s pratokem 1 ml/min
Mobilni faze: smés ethanol/heptan 2 % objem/objem

Vinova délka detekce 215 nm

Bylo ukazano, Ze bez pfitomnosti enzymu byla chemicka
hydrolyza substratu za podminek reakce zanedbatelna. Dochézelo
véak k vyznamné neenzymové hydrolyze substratu, pokud byl
2 reakéni smési vynechan tetrahydrofuran. Enzym Savinase
hydrolyzoval racemicky cis-2-acetyl-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-on
enantioselektivné za ziskani (-) (1R,48) 2-acetyl-2-
azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu, jak bylo prokazano negativnim
znaménkem otagivosti zjisténym chirainim analyzatorem a chiralni
analyzou HPLC. Reak&ni smés obsahujici pfiblizné 50 % vychozi latky
byla analyzovana po dvou dnech chiraini HPLC a ukazalo se, ze

zbytkovy laktam ma ve srovnani s autentickym vzorkem enantiomerni



pfebytek vice nez 99,8 % se spravnou absolutni konfiguraci pro

syntézu abacaviru.

Zastupuje:
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PV 1599- 934
PATENTOVE NAROKY

Zplsob vyroby v podstaté enantiomerné &istého N-chranéného

(1R,48S) 2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu vzorce (1V)

)
N NP

Iv)

kde P je aktivaéni a ochranna skupina, vyznacujici

se tim, Ze senaracemickousmés N-chranéného (£) 2-

azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu vzorce (V)
o)

N NP

V)

kde P je aktivaéni a ochranna skupina

pGsobi acyldzovym enzymem a nezreagovany enantiomer

vzorce (1V) se izoluje z reakéni smési b&2nymi zpUsoby.

Zplisob enantiomerniho déleni racemické smési N-chranéného

(+) 2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu vzaorce (V)

O
N NP

(V)
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kde P je aktivacni a ochranna skupina,

za ziskani v podstate enantiomerné cistého N-chranéného
(1R,4S)-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-onu vzorce (V)

pusobenim acylazového enzymu na smes.

ZpUsob podle naroku 1 nebo 2, vyznadujici se
tim, Ze skupina P je acylova nebo oxykarbonylova

skupina.

Zpusob podle nékterého z naroki 1az 3, vyzna gujici

se tim, ze skupina P je formylova nebo alkanoylova

skupina obsahujici 1 az 4 atomy uhliku.

ZpUsob podle nékterého z narok 1az3, vyzna gujici
se tim, Ze skupina P je alkyloxykarbonylova ‘nebo

aralkyloxykarbonylova skupina.

ZpGsob podle naroku 5, vyznadujici sé tim,
7 e skupina P je ferc butyloxykarbonylova nebo

benzyloxykarbonylova skupina.

Zptsob  podle néktereho z piedchazejicich narokd,
vyznadujici se tim, e acylazovy enzym je

odvozeny z Bacillus sp.

Zptsob podle naroku 7, vyznacujici se tim,

7 e acylazovym enzymem je enzym Savinase.
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Zplsob  podle nékterého z pfedchazejicich  narokd,
vyznacujici se tim, > e reakce se provadi ve

smési organického rozpoustédla a vody.

Zplsob podle naroku 9, vyznadéujici se tim,
3 e organickym rozpoustédlem je organické rozpoustédlo
misitelné s vodou a pouzije se méné nez 70 % objemovych

vody.

Zplsob podle naroku 10, vyznadéujici se tim,
7 e jako rozpoustédlo misitelné s vodou se pouZije

tetrahydrofuran nebo 1,4-dioxan.

ZpGsob  podle  nékterého z predchazejicich  narokd,
vyznadcujici se tim, 3> e reakce se provadi

v rozmezi pH 6 az 11 a pfi teploté 20 az 50 °C.

Zplsob podle naroku 12, vyznadujici se tim,
5 e reakce se provadi pfi pH pfiblizné 8 a teploté pfiblizné
30 °C.

ZplUsob  podle nékterého z pfedchazejicich  narokd,
vyznadujici se tim, 7 e nezreagovany N-
chranény (1R,4S) 2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-on vzorce

(IV) se izoluje extrakci rozpoustediem.

Zastupuje:
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