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(54) Zpasob déleni optickych izomert racemického S-benzylpenicilaminu

Predmétem vyndlezu je zplisob déleni
optickych izomerd DL-S-benzylpenicilaminu,
které se poufivajl v lékarstvi.

Jednd se o engymatické d&leni, které
pozistévé v tom, %e DL-N-fenylacetyl-S-
~benzylpenicilamin se inhibuje s penici-
linemidohydrolasou (E.C. 3.5.1.11) a vznik-
14 sm¥s L-S-benzylpenicilaminu a D-N-fe-
nylacetyl-S~benzylpenicilaminu se dagld
s vyhodou pomoci m&nidd iontd.

Novost piedm&tu vyndlezu spolivd .
ve zjidténi, %e penicilinamidohydrolasa
(E.C. 3.5.1.11) specificky od¥tépuje fe-

nyloctovou kyselinu

pouze z I-formy

racemického N-fenylecetyl-S-benzylpenicil-
aminu, pridem# vzniklou sm&s L-S-benzyl-
penicilaminu a D-N-fenylacetyl-S-benzyl-
penicilaminu lze snadno rozdélit.
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Predmétem vyndlezu Je zpiisob d&leni optickych izomerd racemického S-benzylpenicila=
minu (beta, beta-dimethyl-S-benzyleysteinu).

Penicilamin, souddst antibiotika penicilinu, mé zajfmavé biologické vlastnosti (P. C.
Jocelyn: Biochemistry of the SH-Group. Acedemic Press, London 1972). Podstatnym zplisobem
mgni farmakologické vlastnosti analogd neurohypofysdrnich hormond, pokud je zaveden do je-
Jich molekuly misto cysteinového zbytku (viz nap¥. Schultz H., du Vigneaud V.: J. Med.
Chem. 9, 647 /1966/). Krom& toho je poufivédn v léka¥stvi (Lodeman E,: Naturwissenschaften
66, 462 /1979/).

Pro v8echny vy%e vyjmenované udely je nutno pou¥ivat pouie jednoho z optickych anti-
podd této aminokyseliny. D-Penicilamin se ziskdvd, byt i zna¥n& neekonomicky, hydrolysou
penicilinu. Syntheticky pripraveny penicilamin je racemicky: d¥lenf na optické antipody
se v&t3inou provadf krystalisaci jeho derivdtl s alkeloidy, nap¥. brucinem (Leach B.E.,
Hunter J.H.: Biochem. Preparat. 3, 111 /1953/); Werner L. H. , Wettstein A,, Miescher A,:
Helv. Chim. Acta 30, 432 (1947); The Chemistry of Penicillin. Princeton Univ. Press, Prin-
ceton 1949). Silné sterickd zébrana, zpGsobend p¥itomnosti dvou methylovyeh skupin na bes
te-uhlfku penicilaminu, je z¥Fejm@ p#i&inou, pro¥ vyhodné a v jinych p¥ipadech b&%n& pouziva-
né enzymatické metody pro ¥t¥p&ni racemdtd alfa-sminokyselin v&t3inou selhaly.

Byl sice popsdn Usp&&ny pokus o rozd&leni optickych izomerd amidd S~-benzylpenicila-
minu amidasou z vepfovych ledvin (Marshall R., Winitz M., Birnbeum S. M., Greenstein
J. P: J. Amer, Chem. Soc. 79, 4538 /1957/), ovdem tento enzym pat¥{ k zna¥nd vzdcnym a
t&Zce ziskatelnym enzymim. VEechny ostatni dosud zndmé pokusy o enzymetické d&leni optic-
kych antipodd derivAtd peniciliaminu byly nedspd¥né, af ji% bylo pou¥ito papainu (Fox S. W.
Winitz M.: Arch. Biochem. Biophys. 35, 419 (1952); Fox S. W. Pettinga C. W., Hslverson J.
S., Wex H.: Arch. Bilochem. Biophys. 25, 21 /1950/), ficinu (Fox S.W., Winitz M.: Arch.
Biochem., Biophys. 35, 419 /1952/), acylasy I,ev. oxidasy L-aminokyselin a oxidasy D-amino-
kyselin (Marshall R., Winitz M., Birnbaum S.M., Greenstein J. P.: J. Amer. Chem. Soc. 19,
4538 /1957/).

Zjistili Jsme, Ze u DL-N-fenylacetyl-S-benzylpenicilaminu lze selektivn¥ od3tépit fe-
nylacetylovou skupinu pouze z L-formy inkubaci s penicilinamidohydrolasou (E. C. 3.5.1.11).
Tento enzym, produkovany ndkterymi mikroorganismy (nap¥. E. coli), od¥t&puje fenylacetylovou
skupinu z bengylpenicilinu za vzniku 6-aminopenicilanové kyseliny (prehled viz: Vandamme
E. J., Voets J. P.: Adv. Appl. Microbiol. 17, 311 §1974]). Bylo té% popsédno odZt&peni
fenylacetylového zbytku z nékterych aminokyselin (Iucente G., Romeo A., Rossi D.: Experien-
tia 21, 317 /1965/).

Novost predm&tu vyndlezu spodivéd ve zjistdni, Ze penicilinamidohydrolasa (E. C.
3.5.1.11) specificky od&t¥puje fenyloctovou kyselinu pouze z L-formy racemického N-fenyl-
acetyl-S-benzylpenicilaminu, pridemZ vzniklou sm¥s L-S-benzylpenicileminu a D-N-fenylace-
tyl-S-benzylpenicileaminu lze snadno rozd&lit, napi. pomoci m&nile kationtd nebo na zdkladd
rozdilnych rozpustnosti.

Pokud bylo pro inkubaci s penicilinamidohydrolasou pouZito jako substrdtu bud DL-N-
-benzoyl-S-benzylpenicilaminu nebo DL-N-chloracetyl-S~benzylpenicilaminu, nedoflo k %&4dné-

mu od3t&peni amino-chrédnfci skupiny. ’

Zplsob d&leni racemického S-benzylpenicilinu se ddle objastiuje v pPfkladech provedeni:
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P¥{klad 1

200 mg DL-N-fenylacetyl-S-benzylpenicileminu (The Chemistry of Penicilin. Princeton
Univ. Press, Princeton 1949, str. 472) bylo suspendovdno ve vod& (3 ml), pH bylo upraveno
na hodnotu 7,5%0,5 M—NaHCO3 a k roztoku.byl p¥iddn enzym penicilinemidohydrolasa (15 mg
bylo rozpust&no v 1,5 ml 0,2M natriumfosf4tového pufru o pH 7,5 roztok byl odcentrifugo-
védn a bylo pouZito ¥istého sepernatantu). Enzym byl ponechdn pisobit celkem 24 hod. pfi tep-
lot& 25 C, ptifem# pH roztoku bylo udrZovdno na hodnot& 7,5. Reakce byla zastavena okyse-
lenim sm¥si IM-HC1l na hodnotu 1,9, vzniklé srafenina byla odcentrifugovédna a supernatant byl
adsorbovén na sloupci sulfondtového mdni¥e kationtd. Sloupec byl vymyt vodou a produkt byl
izolovén vymyt{im 10% vodnym roztokem pyrldlnu a odpafenim, Bylo ziskdno 30,5 mg (45,6%)
L-S-benzylpenicilaminu o b, t. 190 a¥ 192 °c. [alfsﬂD +93°% (¢ 0,2, 1M-HC1).

P¥{klad 2

20 g DL—N—fenylacetyl-S benzylpenicileminu bylo rozpudténo v 0,2M natriumfosfédtového
pufru o pH 7,6 (700 ml) roztok byl zbeddn vodou (800 ml) a byl k ndmu pridén enzym (500 mg
penicilin-esmidohydrolasy bylo rozpuit&no v 20 ml 0,05M natriumofosfdtovém pufru o pH 7,2,
roztok byl odcentrifugovén a byl pou¥it &isty supernatant). Sm&s byla inkubovéna 23 hod p#i
40 C, priZem¥ jej{ pH bylo udrfovéno na hodnot¥ 6,85. Potom byla reakéni sm&s odcentrifu-
govéna, supernatant byl okyselen 1M-HC1 na pH 1,9 a ochlazen na 0O °c. Vyloudené krystaly
byly odfiltrovény a promyty vodou; bylo ziskdno 10,5 g létky.

C4st (2 g) byla suspendovéna v 6M-HC1 (100 ml), byl p¥idén 1-butenol (20 ml) a sm¥s by-
la refluxovéna 2 hod. Roztok byl odpa¥en, odparek byl rozpudtén ve vod¥& (50 ml, pH roz-
toku 2) a vodny roztok byl vytifepdn octanem ethylnatym. Vodny podfl byl nenesen na sloupec
sulfondtového m&ni¥e kationtd, sloupec byl promyt vodou a produkt byl vymyt 10% vodnym
roztokem pyridinu. Odpafenim pyPldanVéhO roztoku bylo ziskdno 0,35 g (26,1%) D-S-benzylpe-
nicilaminu o b.t. 185 a% 189 °C. [alfQ]D -81, 8° (e 0 y2, IM-HCl). Krystalizaci z vody byl
odstranén zbytek DL-formy a odpafenim vodnych matedngych louhd byla ziskdéna l4tka o [alfa]D
-85, 1° (c 0,2, 1M-HCl). P?i chromatografii na tenké vrstvd silikagelu (detekce ninhydrinem)
byl produkt &isty ve v3ech rozpoudtddlovych systémech: RF 0,55 (2-butanol ~ 98% kyselina
mravendf - voda; 75:13,5:11,5), 0,18 (2-butenol-25% smoniak-voda; 85:7,5:7,5), 0,49
(1-butenol-kyselina octovd-voda:, 4:1:1) & 0,63 (i-butanol - kyselina octovd - pyridin -

- vodag 15:3:10:6). .

Produkt byl &isty i pP¥i vysokotleké kapalinové chromatogrefii (kolona 15x0,6 cm s ndpl-
ni Separon Si C-18, mobilni fdze: fosfétovy pufr 4,4 - metanol (7:3), tlak 20 kPa, detekce
UV absorpce p¥i 230 nm) a p*i papirové elektroforese ve dvou riznych pufrech (1M kyselina
octovéd a pyridin-acetdtovy pufr pH 5,7).

Matedné louhy (po dofiltrovéni 10,5 g krystalického podflu) byly naneseny na sloupec
sulfondtového ménide kationtd, sloupec byl vymyt vodou a prodﬁkt byl izolovén vymytim
sloupce 10% vodnym pyrldlnem a odpafenim eluétd Bylo ziskéno 4,8 g (72%) L-S-benzylpeni-
cilaminu o b.t. 192 a¥ 194 °C. [alfa]D +93,3% (¢ 0,2, 1M-HC1). Pro CyH 7NO,S (239,3) vy-
podteno: 60,22 % C, 7,16 % H, 5,85 % N; nalezeno 60,65 % C, 7,28 % H, 5,86 % N, Chromato-
graficky (tenkovrstvd i vysokotlskd chromatografie) i elektroforeticky byl produkt gisty

a m&l stejné parametry, Jjako bylo popséno vy3e u D-formy.

Literaturs uddvs ndsledujicf ddaje: [alfa] +90 (1N-NaOH) a b,t. 197 a% 198 °C (The

Chemistry of Penicillin, str. 472):[alfa]D +91,3° (IN-HC1) (Marshall R., Winitz M., Birn-
baum S. M., Greenstein J. P.: J. Amer. Chem. Soc. 19, 4538 /1957/); b. t. 184 a3 185 °¢
a [alfé]D +97% (¢ 1, IN-HC1) (Werner L. H., Wettstein A., Miescher K.,: Helv. Chim. Acta

30, 432 /1947/).
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PREDMET VYINALEZU

1. Zptsob d¥leni optickfch isomery racemického S-benzylpenicilaminu vyznafeny t¥m,
%e se DL-N-fenylacetyl-S-benzylpenicilamin inkubuje s penicilinemidohydrolasou (E. C.
3.5.1.11) & vznikld sm&s L-S-benzylpenicilaminu a D-N-fenylacetyl-S-benzylpenicilaminu
se d&1f, s vyhodou pomoci m&nide iontd. .

2. Zplsob d&leni podle bodu 1 vyznafeny tim, %e se inkubace provddi ve vodném

.

roztoku p#i pH 6,0 a% 8,0.

Severografia. n. p.. zéivod 7. Most
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