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Menetelmd 2-aryylipropionihappojen valmistamiseksi
Forfarande for framstdllning av 2-arylpropionsyror

Tadmd keksintd koskee stereospesifistd menetelmdd 2-aryyli-
propionihappojen, edullisesti farmaseuttisesti aktiivisen
vhdisteen, josta ainakin 70 paino-% on S-konfiguraatiossa,

valmistamiseksi.

Monia biologisesti aktiivisia yhdisteitd syntetisoidaan ste-
reoisomeerien seoksena. Nditd seoksia kdytetddn yleensd sel-
laisinaan maanviljelyksen ja farmasian sovellutuksissa. Ta-
vallisesti toivottu biologinen aktiivisuus on pddasiassa
vain yhdelld stereoisomeerilla niin, ettd kahden tai useam-
man stereoisomeerin seoksen ollessa kyseessd seosten teho on
alentunut. Suurin syy, miksi stereoisomeerien seoksia kdyte-
tddn, on se, ettd stereoisomeerien erotuskustannukset ylit-
tdvdt sen potentiaalisen edun, joka mahdollisesti saavute-
taan aktiivisuuden lisdyksend. Kuitenkin on ilmeistd, ettid
nykyiset farmakologit tulevat lisd&dntyvdssd mddrin tietoi-
siksi muista haittavaikutuksista annostettaessa seoksia,
joissa on ainoastaan epdpuhtautena pidettdvd yksi tai useam-
pi stereoisomeeri, joilla ei ehkd ole toivottua terapeuttis-
ta vaikutusta mutta joilla voi olla muita, ei-toivottuja fy-

siologisia vaikutuksia, mm. myrkyllisyys.

Erityisesti on tunnettua, ettd naprokseenin ja ibuprofeenin
in vitro anti-~inflammatorinen aktiivisuus on S-enantiomee-
rilla (optisesti aktiivinen stereoisomeeri), joka on jopa
150 kertaa niin aktiivinen kuin sen antipodi [S. Adams et
al., J. Pharm. Pharmac., 28 (1976) 256 ja A. J. Hutt ja J.
Caldwell, Clinical Pharmacokinetics 9 (1984) 371].

Ibuprofeenin inaktiivisen R-enantiomeerin selektiivinen val-
mistus kdyttdm&dlld 1-isobutyyli-4-(1’/-metyylioktyyli)-bent-
seenin mikrobista hapetusta, joka yhdiste on aromaattinen
hiilivety, jolla on sopiva ei-funktionaalinen alifaattinen
sivuketju, tunnetaan julkaisusta T. Sugai ja K. Mori (Agric.
Bicl. Chem., 48 (1984) 2501).



Sen tdhden yhd tarvitaan suuresti menetelmdd, jolla teolli-
sessa mittakaavassa voidaan saada taloudellisesti huomatta-
via saantoja valmistettaessa nditd S-enantiomeereija. T&midn

keksinnén kohteena on tdllainen menetelmi.

Tuloksena laajasta tutkimuksesta ja kokeilusta on nyt yllat-

tden loydetty stereoselektiivinen menetelmd 2-aryylipropio-

nihappojen valmistamiseksi, erityisesti farmaseuttisesti ak-

tiivisen yhdisteen valmistamiseksi, josta ainakin 70 paino-%

on S-konfiguraatiossa, ja jonka kaava I on

CH3

Ry - CH< (1)
COOH

tai sen farmaseuttisesti hyvdksytt&dvdn suolan tai esterin
valmistamiseksi, jossa kaavassa R, tarkoittaa mahdollisesti
substituoitua aryyliryhmdid, kuten fenyyli- tai naftyyliryh-
mid, jossa menetelmdssd kaavan (II) mukainen yhdiste

CHj
/
R, - CH (I1I)

“N\R,

jossa R, tarkoittaa samaa Kuin edelld ja R, on 3-11 hiilia-
tomia sisdltdvd lineaarinen alkyyliryhmd, saatetaan mikro-
organismin, joka on hiiva tai sieni, tai siitd perdisin ole-
vien uutteiden vaikutuksen alaiseksi, joilla on kyky stereo-
selektiivisesti hapettaa kaavan (II) mukainen yhdiste kaavan
(I) mukaiseksi yhdisteeksi, joka on pddasiallisesti S-kon-
figuraatiossa, ja kaavan (I) mukainen yhdiste muutetaan ha-
luttaessa sen farmaseuttisesti hyvaksyttdvdksi suolaksi tai

esteriksi.

Ilmauksella "pddasiallisesti S-konfiguraatiossa" tarkoite-
taan, ettd enemmdn kuin 50 % saatavan yhdisteen (I) painosta
on S-konfiguraatiossa ja kdytidnndssd keksintdmme mukaisesti

kdytetddn mikro-organismia tai siitd perdisin olevia uuttei-



ta, jotka kykenevidt stereoselektiivisesti hapettamaan yhdis-
teen (II) yhdisteeksi (I), josta on ainakin 70 paino-%,
edullisesti ainakin 80 paino-% ja erityisesti ainakin 90

paino-% S-konfiguraatiossa.

Kaavan (I) mukaisen yhdisteen farmaseuttisesti hyvaksyttava
suola tai esteri on edullisesti alkalimetallisuola tai maa-
alkalimetallisuola. R, on alkyyliryhmd, joka sisdlt&d aina-
kin 3 hiiliatomia, ja se on mahdollisesti substituoitu esi-
merkiksi pentaanilla, heptaanilla tai nonaanilla. Mieluimmin
kaavan (I) mukainen yhdiste on naprokseeni, ibuprofeeni,
suprofeeni, fenoprofeeni, ketoprofeeni, benoksaprofeeni,
karprofeeni, sikloprofeeni, pirprofeeni, lisiprofeeni, flur-
biprofeeni, fluprofeeni, klidanaakki, tetriprofeeni, heksa-
profeeni, indoprofeeni, meksoprofeeni, pranoprofeeni, R 803,

protitsiinihappo, tiaprofeenihappo tai brofetsiili.

Tdmdn keksinnén edullisen suoritusmuodon mukaisesti valmis-
tetaan naprokseenia tai ibuprofeenia péddasiallisesti S-
konfiguraatiossa ja R, on 3-11 hiiliatomia sisdltdvd lineaa-

rinen alkyyli.

Kaavan (II) mukainen yhdiste voidaan saada k&dyttden tunnet-
tuja menetelmid tai menetelm8i, jonka alan ammattimies voi
helposti kehitt&d8. Esimerkiksi 2~ (6-metoksi-2-naftyyli)-
alkaanit syntetisoidaan ldhtemdlld 2-bromi-é6-metoksi-nafta-
leenista. Viimeksi mainittu yhdiste saatetaan reagoimaan
2-alkanonin kanssa, jolloin saadaan 2-hydroksi-(6-metoksi-2-
naftyyli)alkaani. Sen jdlkeen tuote muutetaan 2~(6-metoksi-
2-naftyyli)alkeeni-2:ksi ja hydrataan, jolloin saadaan
2-(6-metoksi-2-naftyyli)alkaani.

Sen lisdksi, ettd tdmdn keksinnédn mukaisella menetelmilli
saadaan kaavan (I) mukaisia yhdisteitd, jotka ovat rikastu-
neet S-isomeerin suhteen, tdmdn menetelmin tuotteena on myds

kaavan (II) mukainen yhdiste, joka on rikastunut R-isomeerin



suhteen. Jilkimmdinen jd3 jdljelle, kun S-isomeeri muunne-

taan mikro-organismin tai siitd perdisin olevien uutteiden

avulla.

Toisin kuin 2-aryylipropaanin hapettuessa, jolloin on mah-
dollista, ettd stereoselektiivinen hapettuminen tapahtuu
100%:isesti S-2-aryylipropionihapoksi, kaavan (II) mukaisen
yhdisteen konversio tapahtuu korkeintaan 50%:isesti, kun
ldhdetddn kaavan (II) mukaisen yhdisteen raseemisesta seok-

sesta.

Keksinnon mukaisessa menetelmdssd kdytetyt mikro-organismit
pystyvdt, sen lisdksi, ettd ne hapettavat kaavan (II) mukai-
sen yhdisteen stereoselektiivisesti, my®s hapettamaan aino-

astaan yhden hiiliaseman ryhmidssd R,.

Termilld "mikro-organismit, Jjotka kykenevdt stereoselektii-
viseen hapetukseen" tarkoitetaan esimerkiksi sienid, hiivan
kaltaisia sienid, hiivoja ja bakteereita ja niitd ovat mm.
mikro-organismit, jotka kuuluvat sukuihin Exophiala,
Rhinocladiella ja Graphium.

Suvun Exophiala sienet on kuvattu kirjassa The Genera of
Fungi Sporulating in Pure Culture (J. A. von Arx, 1981,

J. Cramer), suvun Rhinocladiella hiivasienet on kuvattu
julkaisussa The Black Yeasts and Allied Hyphomycetes, 1977
(G. 8. de Hoog ja E. J. Hermanides-Nijhof, CBS, Baarn,

Hollanti), ja suvun Graphium sienet on kuvattu CBS:n
(Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baar, Hollanti)
julkaisussa List of Cultures, Fungi and Yeasts, 2. painos,

1990.

Mikro~organismeja, jotka kykenevidt hapettamaan kaavan (II)
mukaiset yhdisteet kaavan (I) mukaisiksi yhdisteiksi, ovat
Exophiala jeanselmei (tdmidn lajin kanta on tallennettu
esimerkkind CBS:&3dn talletusnumerolla 537.76), Exophiala



mansonii (td@médn lajin kanta on tallennettu esimerkkini
CBS:ddn talletusnumerolla 101.67), Exophiala jeanselmei var.
heteromorpha (t&mdn lajin kanta on tallennettu esimerkkind

CBS:ddn talletusnumerolla 232.33), Rhinocladiella spinifera

(tdmdn lajin kanta on tallennettu esimerkkind CBS:34n talle-
tusnumerolla 269.28), Exophiala dermatitis (t&@m&n lajin kan-
ta on tallennettu esimerkkind CBS:d3dn talletusnumerolla
207.35) ja Exophiala alcalophila (td@midn lajin kanta on tal-
lennettu esimerkkinid CBS:38n talletusnumerolla 520.82).

Keksinnén mukaisessa suoritusmuodossa mikro-organismit,
joilla on kyky stereoselektiivisesti hapettaa kaavan (II)
mukainen yhdiste kaavan (I) mukaiseksi yhdisteeksi, voidaan
valita luonnollisesta ldhteestd saattamalla luonnollinen
lahde kosketukseen 2-(R;)alkaanin kanssa (R, tarkoittaa sa-
maa kuin edelld) hiilildhteend sopivassa kasvualustassa. So-
pivasti kdytetddn 2~ (6-metoksi-2-naftyyli)alkaania valitta-
essa mikro-organismeja, joilla on kyky valmistaa naproksee-
nia, alkaanin ollessa mieluimmin pentaani, heptaani tai no-
naani. Sopiva kasvualusta on esimerkiksi PS III-suolakasvu-
alusta, joka on rikastettu vitamiiniliuoksella ja/tai

0,01%:1isella hiivauutteella.

Lukuisia luonnollisista ldhteistd, erityisesti maandytteista
eristettyjd mikro-organismeja valittiin edelld esitetyn seu-
lontamenetelmdn mukaisesti, ja kun niille suoritettiin jat-
kotestit, jotka esitetddn jdljempdnd, saatiin selville nii-
den kyky hapettaa stereoselektiivisesti kaavan (II) mukainen
yhdiste kaavan (I) mukaiseksi yhdisteeksi.

Erddat keksinndssd kidytettdvat mikro-organismit voidaan
eristdd maandytteistd, kdyttden 2,5 g/l 2-(6-metoksi-2-naf-
tyyli)heptaania hiilildhteend PS III-suolakasvualustassa,
joka oli rikastettu vitamiiniliuoksella ja/tai 0,01%:isella

hiivauutteella.



PS IlT-suolakasvualusta sisdltdd:

KH,PO, (2,1 g/1), (NH,),HPO, (1,0 g/1l), (NH4),SO, (0,9 g/1),
KCl (0,2 g/l), CasO,. 2 H,0 (0,005 g/l), MgS80,. 7 H,0

(0,2 g/l), (NH,),S0,.FeSO,. 6 H,0 (2,5 mg/l), ZnSO,. 7 H,0
(0,5 mg/1), MnCl,. 4 H,O0 (0,3 mg/l), CuSO,. 5 H,0 (0,15
mg/1l), CoCl,. 6 H,0 (0,15 mg/1), H3BO3 (0,05 mg/l), NajMoO,.
2 H,0 (0,055 mg/l), KI (0,1 mg/l).

pH sdddettiin arvoon 6,8. Kasvualustaa steriloitiin 20 mi-

nuuttia 120 °C:ssa.

Vitamiiniliuoskoostumus sisdltda:

biotiinia (0,002 mg/l), kalsiumpantotenaattia (0,4 mg/l),
inositolia (2,0 mg/l), nikotiinihappoa (0,4 mg/l), tiamiini-
HCl:84 (0,4 mg/l), pyridoksiini~HCl:d4 (0,4 mg/l), p-amino-
bentsoehappoa (0,2 mg/l), riboflaviinia (0,2 mg/l), fooli-
happoa (0,01 mg/1l).

pH sdddettiin arvoon 7,0 ja kasvatusalusta steriloitiin

kdyttden membraanisuodatusta.

Hiljattain 18ydetyt mikro-organismit puhdistettiin agarilla
jéhmetetylld kasvualustalla.

Esimerkkejd tdllaisista viljelmistd on talletettu CBS:din.
Mikro-organismeihin, jotka hapettavat kaavan (II) mukaisen
yhdisteen kaavan (I) mukaiseksi yhdisteeksi, ja jotka eris-
tettiin ja valittiin edelld mainitulla menetelmdlld, kuulu-
vat Graphium fructicola (t&mdn lajin kanta on tallennettu
esimerkkind CBS:&ddn talletusnumerolla 256.86, 15.5.1986),
Exophiala mansonii (t&m&n lajin kanta on tallennettu esi-
merkkind CBS:ddn talletusnumerolla 257.86, 15.5.1986), Exo-
phiala mansonii (t&dmdn lajin kanta on tallennettu esimerk-
kind CBS:8dn talletusnumerolla 259.86, 15.5.1986), Exophiala
Jjeanselmei var. jeanselmei (t&midn lajin kanta on tallennettu
esimerkkind CBS:ddn talletusnumerolla 258.86, 15.5.1986) ja

ndiden muunnokset tai mutantit.



Mddritelmdn piiriin kuuluvat my®ds mikro-organismit, jotka
ovat saaneet kyvyn stereoselektiiviseen hapetukseen siten,
ettd niihin on liitetty vierasta geneettistd materiaalia.
Tdmd voidaan suorittaa siirtdmdlld kloonattu geeni, joka
koodittaa polypeptidid, esim. entsyymid, joka saa aikaan

stereoselektiivisen hapettumisen, sopivasta mikro-organis-

mista toiseen mikro-organismiin, erityisesti Escherichia co-
liin. Muut tdllaiset mikro-organismit voivat kuulua sukuihin
Pseudomonas, Mycobacterium, Streptomyces, Saccharomyces,

Kluyveromyces, Bacillus, Nocardia, Rhodococcus, Escherichia

ja Corynebacterium. Kloonatut geenit voidaan selektoida
si111d perusteella, ettd ne kykenevidt hapettamaan kaavan (II)

mukaisen yhdisteen stereoselektiivisesti.

Vaihtoehtoisesti ne voidaan selektoida silld perusteella,
ettd ne ristiinhybridisoituvat jo selektoidun geenin kanssa,

joka koodaa stereoselektiivisen epoksidaation aikaansaavaa

entsyymid.

Mikro-organismit voidaan edullisesti immobilisoida esimer-
kiksi polymeerigeeliin. Tdm# voidaan tehdd el&villi soluil-
la, tapetuilla soluilla ja/tai lepotilassa olevilla soluil-
la, tai sopivilla niistd perdisin olevilla entsyymeilli,

jotka voidaan puhdistaa tiettyyn rajaan saakka, mikdli tar-

vitaan suurempaa spesifistd aktiivisuutta.

Siten ilmaisulla "mikro-organismit tai niistd perdisin ole-
vat uutteet" tarkoitetaan mikro-organismeja, tapettuja,
eldvid tai lepotilassa olevia, ja niiden uutteita, kuten
entsyymejd tai metaboliitteja, mahdollisesti konsentroituina
tai puhdistettuina. Voidaan kdyttdi esimerkiksi entsyymeji
mahdollisesti yhdessd esim. keinotekoisten tai luonnollisten
kofaktoreiden kanssa. Kaavan (II) mukaisen yhdisteen hapet-
tamiseen ei mielellddn kdytetd fermentatiivisesti aktiivisia
soluja. On havaittu, ettd eldvisti tai tapetuista soluista
perdisin olevat entsyymit voivat tuottaa S-isomeerii sopi-



vissa olosuhteissa. Mikro-organismeja tai niistd perdisin
olevia aineita voidaan kdyttdd useita kertoja. Mikro-
organismit voivat pysyd aktiivisina my6s ilman kosubstraat-
tia (esim. glukoosia). Kaavan (I) mukaisen yhdisteen R-
isomeerin rikastuminen voi tapahtua sopivissa puskureissa

samoin kuin fysiologisissa suoloissa.

Tédmédn keksinndén erddn edullisen suoritusmuodon mukaisesti
mikro-organismia, jolla on kyky muuttaa kaavan (II) mukainen
yhdiste kaavan (I) mukaiseksi yhdisteeksi, siten ettd siitd
on ainakin 70 paino% S-konfiguraatiossa, voidaan viljelld
noin 0,5 - 10 pdivdd. Tamdn jdlkeen solut voidaan suspendoi-
da nestemdiseen ravintoalustaan, mieluimmin minimaali-neste-
ravintoalustaan ja kaavan (II) mukainen yhdiste saatetaan
kosketukseen solujen kanssa. Vaihtoehtoisesti solut voidaan
tappaa, esimerkiksi sunpendoida lyysoivaan alustaan ja
4-allyylioksifenyyliasetaatti saatetaan kosketukseen soluis-
ta perdisin olevien aineiden kanssa. Kun edelld mainittu
kasvatus on kestdnyt 1-10 pdivdsd, solut voidaan eristdi
viljelyalustasta ennen kuin ne suspendoidaan minimaali-

neste-ravintoalustaan tai lyysoivaan alustaan.

Kaavan (II) mukaisen yhdisteen selektiiviseen hapetukseen
kdytettdvien mikro-organismien kasvattamiseen voidaan
kdyttdd tavallisia viljelyalustoja, jotka sisdltédvit assimi-
loituvan hiilildhteen (esimerkiksi glukoosia, laktaattia,
sakkaroosia, jne.), typpildhteen (esimerkiksi ammoniumsul-
faattia, ammoniumnitraattia, ammoniumkloridia, jne.) yhdessi
orgaanisen ravintoldhteen (esimerkiksi hiivauutteen, mallas-
uutteen, peptonin, lihauutteen, jne.) kanssa ja epdorgaani-
sen ravintoldhteen (esimerkiksi fosfaatin, magnesiumin, ka-
liumin, sinkin, raudan ja muiden metallien, joita on lisni
hivenainemddrid) kanssa. Edullinen kasvatusalusta on Czapek-
Dox-, BHI- tai YEPD-kasvatusalusta, joka mahdollisesti on
rikastettu yhdelld tai useammalla aineella.



Liampdtila pidetddn mikro-organismien kasvatuksen aikana nor-
maalisti vd1illd 0-45 °C ja pH v&dlilld 3,5-8. Mieluimmin
mikro-organismit kasvatetaan lampétilassa, joka on 20-37 °C

ja pH on mieluimmin 4-7.

Aerobiset olosuhteet, jotka tarvitaan mikro-organismien kas-
vun aikana, voidaan aikaansaada minkd tahansa hyvin tunnetun
menetelmdn mukaisesti edellyttden, ettd lisdttdvdn hapen
mddrd on riittdva tyydyttdmddn mikro-organismien metaboliset
vaatimukset. Tédmd tapahtuu kaikkein kdytdnndllisimmin syot-
tdmdlld happea, mieluimmin ilman muodossa. Kaavan (II) mu-
kaisen yhdisteen muuttuessa kaavan (I) mukaiseksi yhdisteek-
si, mikro-organismit voivat olla kasvuvaiheessa kdytettdessid
edelld mainittua, tavanomaista kasvatusalustaa. Mikro-orga-

nismeille voidaan lisdtid kosubstraatti.

Kaavan (II) mukaisen yhdisteen muuttuessa kaavan (I) mukai-
seksi yhdisteeksi mikro-organismit voidaan pitdd kasvavassa
tilassa tail olennaisesti kasvamattomassa tilassa (non-grow-
ing stage) kdyttdmdlld minimaali-kasvualustaa. Minimaali-
kasvualustana voidaan kdyttdd tavallista kasvualustaa, joka
sisdltdd tarvittaessa assimiloituvan hiilildhteen (esim.
glukoosia, laktaattia, sakkaroosia, jne.) tarvittaessa typ-
pildhteen (esimerkiksi ammoniumsulfaattia, ammoniumnitraat-
tia, ammoniumkloridia, jne.) tarvittaessa yhdessd orgaanisen
ravintoldhteen muodostavan aineen (esimerkiksi hiivauutteen,
suolauutteen, peptonin, lihauutteen jne.) ja tarvittaessa
epdorgaanisen ravintoldhteen muodostavan aineen (esimerkiksi
fosfaatin, magnesiumin, kaliumin, sinkin, raudan ja muiden
metallien, joita on ldsnd hivenainemid&rid) kanssa. Mikro-
organismit voidaan pitdi kasvamattomassa tilassa esimerkiksi
poistamalla assimiloituva hiilildhde tai typpildhde. T&ssé
tilassa lampdtila pidetddn vdlilld 0-45 °C ja pH vdlilli
3,5-8. Mieluimmin mikro-organismit pidet&din lémpdtilassa,
joka on 20-37 °C ja pH vdlilla 4-7. Aerobiset olosuhteet,

jotka tarvitaan tdmédn tilan aikana, voidaan aikaansaada
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edelld esitetyilld menetelmilld edellyttden, ettd hapen li-
sdys on riittdvi paitsi mikro-organismien metabolisen tar-
peen tyydyttidmiseksi my®ds kaavan (II) mukaisen yhdisteen
muuttamiseksi kaavan (I) mukaiseksi yhdisteeksi. Kaavan (I)
mukainen yhdiste, jota edelld mainitut mikro-organismit
tuottavat, voidaan ottaa talteen ja puhdistaa mink&d tahansa
tdllaisille yhdisteille tunnettujen menetelmien mukaisesti.
Edullisesti muutettava substraatti (kaavan II mukainen yh-
diste) lisitdin kasvavaan tai kasvatettuun viljelmddn ja in-

kuboidaan vield 5 tuntia - 10 pdivé&i.

Seuraavat esimerkit kuvaavat keksintdd, kuitenkaan keksinnén

piirid rajoittamatta.

Esimerkki I
2-(6-metoksi-2-naftyyli)-heptaanin konversio S-2-(6-metoksi-

2-naftyyli)propaanihapoksi (S-naprokseeni) kdyttden sienid

Sienet pidettiin agarmaljoilla tai pakastettuna 50%:isessa
glyserolissa. Kokeita varten ne joko ympdttiin suoraan m&&-
ritysalustaan tai esikasvatettiin YEPD-alustassa 30 °C:ssa.
Kun esikasvatus suoritettiin, organismeja kasvatettiin kun-
nes saavutettiin tdydellinen kasvu, jonka jdlkeen 2-10 %
viljelmdistd ympdttiin tuoreeseen middritysalustaan.

YEPD-alusta sisdlt&d&d: Bactopeptonia 20 g/1, hiivauutetta 10
g/1 ja glukoosia 20 g/l. pH sdddettiin arvoon 7,0. Alustaa
steriloitiin 30 minuuttia 110 °C:ssa.

Kutakin mddritystd varten kdytettiin 100 ml 500 ml:n pullos-
sa pidettyd YEPD-alustaa. Kaikki m#d@ritykset tehtiin ainakin
kahtena rinnakkaisena. Koko ajan kdytettiin hiivan kaltai-
sille sienille tarkoitettuja ravistelupulloja (baffle
flasks). Rihmamaiset sienet kasvatettiin tavallisissa pul-
loissa ja siirrettiin ravistelupulloihin samalla kun 2-(6-
metoksi-2-naftyyli)-heptaani lisdttiin.
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Organismien annettiin kasvaa 48 tuntia. Sen jdlkeen viljel-
miin lisdttiin 40 /ul 2-(6-metoksi-2~naftyyli)-heptaania.
Viljelmid inkuboitiin edelleen 1 tai 3 pdivd&d 30 °C:ssa ja
uutettiin sitten 40 ml:1la dikloorimetaania, kun oli hapo-
tettu pH 2,0:aan H3PO,:11d ja lisdtty pieni md&rd ammonium-

sulfaattia.

Uutteet analysoitiin HPLC:114, kdyttden piihappogeeli-
chrompack-kolonnia (CP-Sper-S8i), eluoitiin etyyliasetaatti/
iso-oktaanilla (1:7), hapotettiin 3,5 ml:lla/litra muura-

haishappoa.

Uutteet, jotka sisdlsivdt saman retentioajan omaavia yhdis-
teitd kuin naprokseeni, kdytettiin johdannaista valmistetta-
essa. Ldsndoleva naprokseeni muutettiin naftaleeni-metyyli-

amiinijohdannaiseksi sen enantiomeerisen puhtauden mddrittd-

miseksi.

Johdannaisen valmistaminen ja enantiomeerien erottaminen

8-12 ml:n dikloorimetaaniuute haihdutettiin vakiossa typpi-
virrassa 60 °C:ssa. Kuivattu ndyte otettiin 2 ml:aan dikloo-
rimetaania ja sen annettiin reagoida 10 minuuttia 60 °C:ssa
200 /ul:n kanssa liuosta, jossa oli 2-bromi-l-metyylipyri-
diinijodidia liuotettuna dimetyyliformamidiin (50 mg/ml) ja
200 ,ul:n kanssa liuosta, jossa oli l-naftaleeni-metyyli-

amiinia liuotettuna CH,Cl,:een (100 mg/ml).

Reaktioseos kuivattiin typen alla 60 °C:ssa. Jddnnds liuo-
tettiin sitten ensin 2 ml:aan iso-oktaani/CH,Cl,:a (2:1
til/til) ja uutettiin, kun oli lis&tty 2 ml 1 N HCl. Orgaa-
ninen kerros analysoitiin sitten HPLC:113 k&dyttden kiraalis-
ta DNBPG-kolonnia, eluoitiin iso-oktaani/kloroformi/metano-
lilla (90/7/3 til/til).

Tulokset on esitetty taulukossa I.
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Taulukko T

Mikro-organismi Aika substraatin Muodostunut %S %R
lisddamisestd naprokseeni*
(pdivid) (mg/1)

Exophiala mansonii 1 4,5 74 26
(CBS 257.86)

3 5,7 78 22
Exophiala mansonii 3 9,5 73 27
(CBS 259.86)
Exophiala jeanselmei 1 8,4%% 83kk 17%*
var. jeanselmei
(CBS 258.86)

3 18 99 1
Graphium fructicola 3 6,8 86 14
(CBS 256.86)
Exophiala jeanselmei 1 10 20 10
(CBS 537.76)

3 16 98 2
Exophiala mansonii 1 11 86 14
(CBS 101.67)

3 17 82 18
Exophiala jeanselmei 3 2,0 20 10
var. heteromorpha
(CBS 232.33)
Rhinocladiella 3 0,8 100 -

spinifera
(CBS 269.28)
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* Arvo on johdannaisen valmistamisen j&dlkeen havaittu nap-
rokseenin mdard. Kukin arvo tarkoittaa kahden saadun arvon
keskiarvoa. Ainoastaan kahdella tdhdelld ** merkityt arvot

ovat tuloksia yhdestd kokeesta.

Esimerkki IT
2=-(6-metoksi-2-naftyyli)-pentaanin konversio S-2-(6-metoksi-

2-naftyvli)propaanihapoksi (S-naprokseeni) kidvttden sienii.

Kaikki kokeet suoritettiin kuten on esitetty esimerkissd I,
mutta viljelmiin lis&ttiin 2-(6-metoksi-2-naftyyli)-heptaa-
nin sijasta nyt 40 /ul 2-(6-metoksi-2-naftyyli) -pentaania.

Tulokset on esitetty taulukossa II.
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Taulukko ITI

Mikro-organismi Aika substraatin  Muodostunut %5 %R
lisdamisestd naprokseeni*
(paivid) (mg/1)
Exophiala mansonii 3 11 75 25
(CBS 257.86)
Exophiala jeanselmei 3 4,1 100 -
var. jeanselmei
(CBS 258.86)
Graphium fructicola 3 6,2 35 15
(CBS 256.86)
Exophiala dermatides 3 6,1 71 29
(CBS 207.35)
Exophiala jeanselmei 3 21 98 2
(CBS 537.76)
Exophiala alcalophila 3 3,1 79 21
(CBS 520.82)
Rhinocladiella 3 0,6 100 -
spinifera

(CBS 269.28)

* Arvo on johdannaisen valmistamisen jdlkeen havaittu nap-

rokseenin mddrd. Kukin arvo tarkoittaa kahden saadun arvon

keskiarvoa.

Esimerkki III

2-(6-metoksi-2-naftyyli)-nonaanin konversio S-2-(6-metoksi-

kdyttden sienii.
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Kaikki kokeet suoritettiin kuten esimerkissd I on esitetty,
mutta viljelmiin lisdttiin 2-(6-metoksi-2-naftyyli)-heptaa-

nin sijasta nyt 40 /ul 2-(6-metoksi-2-naftyyli)-nonaania.

Tulokset on esitetty taulukossa III.



Taulukko IITI

Mikro-organismi Aika substraatin Muodostunut %S %R
lisddmisestd naprokseeni*
(pdiviad) (mg/1)
Exophiala mansonii 27,6 80 20
(CBS 257.86)
Exophiala mansonii 22,5 70 30
(CBS 259.86)
Exophiala jeanselmei 10,8 100 -
var. Jjeanselmei
(CBS 258.86)
Graphium fructicola 9,3 73 27
(CBS 256.86)
Exophiala jeanselmei 25%% 93%% Tk%k
(CBS 537.76)
Exophiala alcalophila 2,1%% 86%% 14%%
(CBS 520.82)
Exophiala mansonii 2,5 81 19
(CBS 101.67)
Rhinocladiella 1,0 100 -—
spinifera

(CBS 269.28)

* Arvo on johdannaisen valmistamisen jdlkeen havaittu nap-
rokseenin mddrd. Kukin arvo tarkoittaa kahden saadun arvon
keskiarvoa. Ainoastaan kahdella tdhdelld ** merkityt arvot

ovat tuloksia yhdestd kokeesta.
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Esimerkki IV
Exophiala jeanselmei var. Jjeanselmei-sienen (CBS 258.86)
avulla muodostetun S-2-(6-metoksi-2-naftyyli)-propaanihapon

(S-naprokseeni) eristidminen ja identifiointi

500 ml YEPD-kasvualustassa kasvatettua Exophiala jeanselnei
var. jeanselmei-viljelm#d (CBS 258.86), jossa 2-(6-metoksi-
2-naftyyli)-heptaani oli muutettu naprokseeniksi, kuten

esimerkissd I on esitetty, kdytettiin muodostuneen naprok-
seenin eristdmiseen ja identifiointiin. Viljelyliemi hapo-
tettiin ja uutettiin useita kertoja CH,Cl,:1lla. Kun CH,Cl,
oli haihdutettu, jdi 0,16 g:n jddnnds. Jddnnds liuotettiin
10 ml:aan dietyylieetterid ja uutettiin 3 x 5 ml:lla 1M
NaHCO5:a. Vesifaasi hapotettiin ja uutettiin uudelleen 3 x 5
ml:lla dimetyylieetterid. Kun orgaaninen kerros oli pesty
30%:isella NaCl:1lla, uute kuivattiin Na,S50,:n pddlld ja kun
dietyylieetteri oli haihdutettu, jdljelle jdi 20 mg:n raaka-
jddnnds. Jddnnds analysoitiin pmr:113 ja naprokseenille, jo-
ka oli yksi l1ldsndolevista yhdisteistd, havaittiin seuraavat

karakteristiset signaalit:

61,59 ppm (dupletti, 3H, kytkent&vakio 7 H,)
03,91 ppm (singletti, 3H oCH,:sta)

07,12 ppm (multipletti, 2H naftyylistd)
07,42 ppm (kaksoisdupletti, 1H naftyylistd)
87,70 ppm (multipletti, 3H naftyylistd)
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Patenttivaatimukset

1. Stereospesifinen menetelmd@ kaavan I mukaisen yhdisteen

CH,

R, - CH (1)

/
T coon
josta yhdisteestd ainakin 70 paino-% on S~konfiguraatiossa,
tai sen farmaseuttisesti hyvédksyttdvdn suolan tai esterin
valmistamiseksi, jossa kaavassa R, tarkoittaa mahdollisesti
substituoitua aryyliryhmédd, kuten fenyyli- tai naftyyliryh-
maa, tunnettu siitd, ettd kaavan (II) mukainen

vhdiste

////Cﬂs

R, - CH (IT)

\Rz

jossa R, tarkoittaa samaa kuin edelld ja R, on 3-11 hii-
liatomia sisdltdvd lineaarinen alkyyliryhmd, saatetaan
mikro-organismin, 3joka on hiiva tai sieni, tai siitd
perdisin olevien uutteiden vaikutuksen alaiseksi, joilla on
kyky stereoselektiivisesti hapettaa kaavan (II) mukainen
yhdiste kaavan (I) mukaiseksi yhdisteeksi, josta on ainakin
70 paino-% S-konfiguraatiossa, Jja kaavan (I) mukainen
yhdiste muutetaan haluttaessa sen farmaseuttisesti hyvik-

syttdvdksi suolaksi tai esteriksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunne t =
t u siitd, ettd kaavan (I) mukainen yvhdiste on naproksee-~

ni.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd mainittu mikro-organismi tai siiti
perdisin olevat uutteet kykenevdt muuntamaan kaavan (II)
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mukaisen yhdisteen kaavan (I) mukaiseksi yhdisteeksi, josta

ainakin 90 paino-% on S-konfiguraatiossa.

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1-3 mukainen menetelnd,
tunnettu siitd, ettd mainittu mikro-organismi tai
siitd perdisin olevat uutteet on eristetty ja selektoitu
luonnollisista l&hteistd kdyttden 2-(R,)-alkaania hiilil&h-

teend sopivassa kasvualustassa.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siitd, ettd R, tarkoittaa 6-metoksi-2-naftyyliryhmda

ja alkaani on pentaani, heptaani tai nonaani.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un ne t -
t u siitd, ettd mainittu mikro-organismi kuuluu Graphium-

sukuun.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet -
t u siitd, ettd mainittu mikro-organismi kuuluu Exophiala-

sukuun.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t -

t u siitd, ettd mainittu mikro-organismi kuuluu Rhinocla-

diella-sukuun.
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Patentkrav

1. Ett stereospecifikt forfarande for framstidllning av en

forening med formeln I

CH,

R, - CH (I)

-
\\COOH
av vilken fdrening 8tminstone 70 vikt-% dr i S—-konfigurati-
on, eller ett farmaceutiskt godtagbart salt eller ester
dirav, i vilken formel R, betecknar en eventuellt substi-
tuerad arylgrupp, sdsom en fenyl- eller naftylgrupp,
kdnnetecknat dirav, att en férening med formeln
(II)
CH,
R, - CH (II)

i vilken R, betecknar detsamma som ovan och R, &r en linear
alkylgrupp med 3-~11 kolatomer, bringas under inverkan av en
mikroorganism, som dr jdst eller svamp, ellerzéktrakt har-
stammande didrur, som férmdr stereoselektivt oxidera en
forening med formeln (II) till en forening med formeln (I)
med &tminstone 70 vikt-% i S-konfiguration, och, om sd
onskas, en fdrening med formeln (I) omvandlas till ett
farmaceutiskt godtagbart salt eller ester dirav.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k @ nneteck -
n a t dirav, att foreningen med formeln (I) &r naproxen.

3. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k @d nn e -
t ecknat dirav, att den ndmnda mikroorganismen eller
extraktet hdrstammande ddrur férmdr omvandla en férening
med formeln (II) till en f6rening med formeln (I) med
atminstone 90 vikt-% i S-konfiguration.
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4. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-3, k & n -
netecknat didrav, att den ndmnda nmikroorganismen
eller extraktet hdrstammande darur har isolerats och
selekterats fré&n naturkdllor genom att anvdnda en 2-(R;)-

alkan sasom Kolkdlla i ett ldmpligt vdxtmedium.

5. Fdrfarande enligt patentkravet 4, k dnneteck -
n at d&rav, att R, betecknar en 6-metoxi-2-naftylgrupp

och alkanen dr pentan, heptan eller nonan.

6. Forfarande enligt patentkravet 1, k d@&nneteck -
n at ,  ddrav, att den ndmnda mikroorganismen tillhor

£
sléktep Graphiunm.

7. Forfarande enligt patentkravet 1, k @&nneteck -

nat d3drav, att den ndmnda mikroorganismen tillhor

slékte$‘Exophiala.

8. FOrfarande enligt patentkravet 1, kdnneteck-
nat dirav, att den ndmnda mikroorganismen tillhdér

slékte; Rhinocladiella.
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