Chemie 1éCiv

Pripadova studie:

Dilevalol hydrochlorid — prechod od racematu k enantiomeru

podle D. Walker: Dilevalol Hydrochloride: Development of a Commercial Process,
Process Chemistry in the Pharmaceutical Industry (ed. K.G. Gadamasetti), Marcel Dekker, Inc., New York -
Basel, 1999, str. 125

Vyrobci originalnich léciv obvykle nedavaji k dispozici dostatecné podrobné informace o tom,

Jjak u nich probihad vyvoj vyrobnich procesu, protoze by tim usnadnovali praci vyrobciim ge-
nerik, kteri jim mohou po uplynuti patentopravni ochrany konkurovat. Pokud informace po-
skytuji, jde obvykle o pripravky, které nebyly na trh uvedeny, byly z trhu stazeny nebo byl do-
savadni postup jejich vyroby nahrazen novym zlepsenym. Jednim z takovych pripadu je hyd-
rochlorid dilevalolu, ktery byl nakonec stazen z trhu. Postup jeho vyvoje je presto zajimavé
sledovat a zejména si pritom vsimat jakou pozornost vénovali vyvojovi pracovnici riiznym
technickym, ekonomickym a nékterym dalsim aspektiim vyroby.

1. Uvod
Labetalol hydrochlorid vyvinuty firmou Schering-Plough je 1€k pouZivany k 1écbé vysokého
krevniho tlaku a anginy pectoris. Pripravek rozsifuje cévy a je kompetitivnim antagonistou 3-

adrenergnich receptorti.
HNOC

o CHg
HO CH—CH;—NH—CH —(CHz)z@
* *
Labetalol: (RS) (RS)
Dilevalol: (R) (R)

Labetalol je racemat. Jeho molekula obsahuje dvé chiralni centra. S ohledem na mechanismus
ucinku bylo mozné predpokladat, ze néktery ze ¢ty moznych diastereomert bude mit vyssi u¢in-
nost, takze jej bude mozné podavat v mensich davkach. Tim by mél mit méné nezadoucich vedlej-
Sich G€inkl neZ racemat, ktery byl uveden na trh v 70. letech 20. stoleti.

Byly proto pfipraveny jednotlivé isomery a porovnana jejich uc¢innost ve srovnani s labetalolem, jehoz u¢innost byla

povazovana za 100%. Ze srovnani vyplynulo, ze nejvyssi pozadované ucinky a souCasné snizené nezadouci ucinky
ma (R,R) diastereomer, ktery byl pozdéji nazvan dilevalol:

Litka Utinnost ve srovnani s labetalolem
Blokada p1 receptorii | Vasodilatace | Blokada a receptori (nezadouci)*
Labetalol 100 % 100% 100%
(R,R) isomer 350% 700% <20%
(R,S) isomer < 6% - 0
(S,R) isomer <5% - 510%
(S,S) isomer 0 - 150%

*) V tabulce jsou uvedeny relativni hodnoty, skutecny tcinek na 1 a o receptory byl vyrazn€ odlisny.

Na zékladé téchto vysledkl zah4jila firma Schering-Plough vyvoj zptsobu ptipravy dilevalol hyd-
rochloridu.

Srovnéni u¢innosti i nezadoucich ucinki melo rovnéz ekonomické dusledky. Piechod od racematu k pouzivani ¢istého
diastereomeru mohl mit z ekonomického hlediska smysl, jen v ptipadé¢, ze:

VN na dilevalol = 3 x VN labetalolu + 25%,

kde VN = vyrobni naklady, tj. cena surovin, prace, rezijni naklady (zasobovaci, vyrobni a spravni rezie) a odpisy
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jinak by dilevalol nebyl prodejny. Aby se naklady na vyvoj vratily, zpfisnilo vedeni firmy Schering-Plough tento limit
tak, ze VN na vyrobu dilevalolu nesmi pfesahnout trojnasobek VN labetalolu minus 25%.

Poznamka: Nakladovy limit se vztahoval na vyrobu v objemu 50 t ro¢né (odhad marketingového oddéleni firmy pro
odbyt pfipravku v 3. roce od uvedeni na trh). V ¢asnych fazich vyvoje se dosazeni nakladového limitu nemusi jevit
jako realné, coz muze vést k pred¢asnému ukonceni slibnych projektii. Citlivé posuzovani, zda pokracovat v praci,
protoze nebyly vycerpany vSechny moznosti snizeni nakladt, nebo zda by dalsi vyvoj piedstavoval jen plytvani fi-
nan¢nimi i lidskymi zdroji vyzaduje velké zkuSenosti vedoucich pracovnikli. V piipadé dilevalolu byli vyvojovi pra-
covnici podporovani marketingem i pracovniky fidicimi portfolio firmy.

2. Prvni faze vyvoje

Na zacatku vyvoje byla zvazovana moznost ptipravy dilevalolu z labetalolu. Ukazalo se, je mozné
oddélit prostou krystalizaci oba racemické pary (R,R)/(S,S) a (R,S)/(S,R) a pak z paru (R,R)/(S,S)
odde¢lit (R,R) isomer krystalizaci soli s chiralni kyselinou. Vytézek dilevalolu piipravené¢ho timto
zpisobem vSak mohl ¢init nejvySe 25%. Pozadavek na nakladovost pfitom mohl tedy byt splnén,
jen pokud by se podatilo u¢inné zpracovat a recyklovat odpady z fyzikalni i optické rezoluce:

LABETALOL|—»| Krystalizace | » RS+SR

R,R+S,S
Chiralni
kyselina 1 v
Opticka - -
rezoluce | >SS
¢ 4

Kysele
katalyzovana
racemizace

Racemizace na s N
C atomu s (RS)S + )

aminoskupinou N . (RS)R 7 %

DILEVALOL
(R,R)

Prakticka zkouska ukazala, ze kysele katalyzovana racemizace na uhliku nesoucim hydroxylovou skupinu probiha bez
problémd, avsak racemizace na uhliku s navazanou aminoskupinou se jevila jako problematicka, zejména pokud by
byla provadéna ve vyrobnim métitku. Piiprava dilevalolu z labetalolu by proto nebyla t¢elna.

3. Vyvoj nového vyrobniho postupu —,,(R,R) proces*

Bez ohledu na problémy s racemizaci by byl labetalol jako vychozi latka drahy. Ekonomicky vy-
hodnéjsi proto mohl byt spiSe ptimy postup, pii némz by byly pouzity chirdlni komponenty.

Vyvoj tohoto postupu vychazel ze syntézy labetalolu:

H,NOC H,NOC
H,NOC
Bry HN(CH ,CgH5)2
HO COCHy —— | 10 COCH ,Br | ———————» >
propylenoxid HO COCH 2N(CH2CgHs)2
5-acetylsalicylamid neizoluje se
(5-ASA)
Pd:C/Pt:C/H , H,NOC
—_— OH CH3
CgHs(CH2),COCH 5 I I
HO CH-CH o-NH-CH-(CH 2),-

LABETALOL
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Rozbor syntézy ukazal, ze misto dibenzylaminu by mohl byt pouzit chiralni sekundarni amin ktery by mohl byt snad-
no pfipraven krystalizaci soli pfipravenych z racematu a chiralni kyseliny. Navazanim chiralniho aminu by vzniklo
v molekule chiralni centrum, jehoZ ptitomnost by méla indukovat chiralitu na druhém asymetrickém uhliku pfi reduk-
ci ketoskupiny.

Japonsti autofi studujici redukce ketoskupiny tetrahydridoboritanem sodnym ukazali, ze pokud je
v blizkosti karbonylové funkce chiralni centrum nesouci skupinu schopnou vytvéaiet s borem kom-
plexy (-OH, -SH, -NRR") je prib¢h redukce do znané¢ miry stereospecificky. Pokud by byl
v sousedstvi ketoskupiny navazan (R)-amin, opak by mél vzniknout produkt, v némz by ptevladal
(R,R) diastereomer.

Jako vhodny chiralni amin pfichdzel v ivahu (R)-2-benzylamino-4-fenylbutan. Upraveny postup syntézy, ktery zahr-
nul i chranéni fenolické skupiny benzoylaci je znazornén nasledujicim schématem:

CH
HaNOC H,NOC | 3

(R)-CgHsH2C-NH-CH-(CH 3),CgHs

Br2
5-ASA _> BzO COCH3 —_— BzO COCHQBF

propylenoxid

H,NOC

CHj H,NOC
| OH CHj
NaBH [ [ Pa/C
—» B0 COCH oN-CH-(CH 5),CgH ¢
z ZéH C(H 2kCets g 5,0 CH-CH 5-N-CH-(CH3)p-CgHs  ———3m
26115 chiralni redukce I H
>(R) CH,CgHs 2
H,NOC
OH CH3 ) ) .
1 1 chiralni kyselina 1. Baze
> BzO CH-CH »-NH-CH-(CH 5),-CgH; ——— sul dilevalolu ———» dilevalol.HCI

2. HCl

Pti studiu pribéhu redukce byla sice prokdzana indukce chirality, ale s ohledem na podminky re-
akce (vliv rozpoustédel a teploty) byl experimentalné dosazeny pomér (R,R) isomeru k (S,R) na-
nejvys 3:1. Cesta ke zlepSeni byla zprvu spatiovdna v podpofte stereospecifické indukce.

Bylo predpokladano, ze se stereospecifita redukce zvysi pfi pouziti sekundarniho aminu, ktery by obsahoval dvé chi-
ralni centra s (R) konfiguraci. Jako zvlast¢ vyhodnd se jevila ndhrada benzylskupiny za a-methylaminobenzyl-
skupinu. Diivodem bylo, Ze a-methylbenzylamin byl relativné levny a snadno dostupny, a to jak racemat, tak (R)
enantiomer. Kromé toho bylo znamo, ze benzylskupiny, které jsou v a-poloze alkylovany, lze hydrogenolyticky od-
$tépit snadnéji nez nesubstituované benzylskupiny. Vychozi (R,R) amin byl pfipraven nasledujicim zptisobem:

CHj CHs CHj

CeHsCHNH, + CH3CO(CH ),CeHg  ~SUKIMITAMINACe o o 4 CHANH-CHH{CH 5);-CeHs —— 3

(R) R (RS
CHs  CHy CHs CHy
kys. dibenzoylvinna | vodny NaOH [ |
——————® CgH5-CH-NH-CH-(CH ,),-CgH5.DBTA  ————  C3H5-CH-NH-CH-(CH ,),-C¢Hs
(DBTA) R ® GG
+ stopy (S)

Reakci bromketonu s takto pfipravenym sekundarnim aminem byl pfipraven aminoketon. Jeho
redukce borohydridem a hydrogenolytické odstépeni a-methylbenzylskupiny poskytla surovy di-
levalol, ktery byl izolovén jako acetat. Produkt obsahoval jen asi 10% (S,R) isomeru, Nasledovala
pfiprava soli s dibenzoylvinnou kyselinou (DBTA) a pfevedeni ziskaného krystalického produktu
na dilevalol hydrochlorid:
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CHs <|3H3 fHS

HaNOC | HoNOC

(R.R)- CgHs-HC NH-CH-(CHy)2CgHs (R}CH-CGH5
> —>
BzO COCH,Br BzO COCH2N\C

(R) TH-(CHy)2-CgHs

Ha
1.NaBH, HoNO! H H
2. Hp/PdC 't M DBTA
S E— H H-CH,-NH-CH-(CHy)2-CgHs  .CH3COOH ~ ——3m-
3.CH3COxH & (Crbz-Cofts ’ EtOH
>(R) (R)
1.Baze
—> dilevalo. DBTA ——— (ilevalol.HCI
2.Hcl

S cilem zjistit, zda a jak pouziti sekundarniho aminu s (R,R)-konfiguraci podpofilo stereospecificky prubéh redukcee,
bylo zjistovano zastoupeni jednotlivych stereoisomerii v reakénich produktech ziskanych pfi pouziti sekundarniho
aminu pfipraveného jak z racemického a-methylbenzylaminu, tak jeho (R)-enantiomeru:

Stereoisomerni sloZe- Stereoisomerni sloZeni Stereoisomerni sloZeni soli Vytézek DBTA soli

ni vychoziho sekun- dilevalol acetitu dilevalolu s DBTA vztaZené na nasadu

darniho aminu R,S) |(S,R) |(RR) |(SS) |RS) [(SR) |(RR) |(S,S) sekundarniho aminu
(RR):(R,S)=52:48 - 21,3 | 77,5 1,2 - 4,3 | 94,6 1,2 50,5%
(R,R)>98% 0,7 10,2 | 86,9 2,1 0,2 2,3 | 96,2 1,3 59,0%

Z vysledki vyplynulo, ze pouziti sekundarniho (R,R)-aminu se sice stereospecificky prubéh reakce zlepsuje. Soucasné
se v8ak ukazalo, Ze proces zfejmé nelze modifikovat tak, aby bez pouziti rezoluce pomoci kyseliny dibenzoylvinné
byla dosazena uspokojiva opticka Cistota produktu. Vytézky produktu sice byly vyssi, otazkou vsak bylo, zda zvySeni
vytézku dostate¢né kompenzuje vyssi naklady spojené s pfipravou (R,R)-aminu.

V dobé zahgjeni zkouSek dilevalolu nebyl lepsi postup k dispozici. Po n€kolika mensich zlepsenich
proto byl vyvinuty ,,(R,R)“ proces pouzit k piipravé dilevalolu v mnozstvi stovek kg pro preklinickeé,
toxikologické a klinické zkouseni. Sougasn& byl patentovan. Upravy procesu umoznily, aby limit ob-
sahu (R,R) isomeru byl stanoven na > 97% a obsah nezadoucich diastereomert (R,S + S,R + §,5) byl
max. 3%. Obsah ostatnich necistot byl dokonce niZ$i neZ v labetalolu.

4. ZjednoduSovani a zlepSovani ,,(R,R) procesu® - ,,(R) proces*

Z ekonomickych, technologickych i jinych diivodl nebyl vSak dosavadni ,,(R,R) proces* stale jesté
povazovan za zcela uspokojivy. Byly proto hledany moznosti jeho dalSiho zlepSeni. Z rozboru
nevyhod postupu vyplynuly nésledujici moznosti jeho zlepSeni:

Hlavni nevyhody Moznosti zlepSeni
1. Pfili§ mnoho reakénich kroka 1. Vynechat n&které kroky, neizolovat meziprodukty
= Je benzoylace fenolické skupiny nezbytna? " Vyzkouseni postupu s nechranénou OH skupinou
" (R R) sekundarni amin je novou latkou, na ® Nalezeni dodavatele aminu (sniZeni objemu investic)
trhu je nedostupny ®  Minimalnim zlep$enim je recyklace DBTA
* Redukce neni zcela stereospecificka, reso- = Pokud by byl pouzit primarni chiralni amin, bylo by moz-
luci s DBTA nelze vynechat né vynechat hydrogenolytické odstépeni benzylskupiny
" POSH}P zahrnuje dve re.dukce (NaBH4a ka- = Zvyseni koncentrace reaktant/regenerace rozpoustédel
talytickou hydrogenaci) 2. Snizeni nakladi

- . . ox .
Vysokd spotfeba rozpoustédel a Cinidel " Protoze nelze vynechat resoluci s DBTA, jsou snahy o

2. Vysoké vyrobni naklady zvyseni podilu asymetrické indukce zbytecné
u SpOtf'ebOVéVé se drahy chiralni a-methyl- ®  Minimalizace odpadﬁ
benzylamin (eliminovan jako ethylbenzen) ®  Zjednoduseni procesu s cilem snizit investi¢ni naklady
® Regenerace, recyklace a likvidace odpadii ®  Zjednoduseni procesu s cilem sniZzit pracnost vyroby

zvySuje naklady
"  Pfevedeni do vyrobniho méfitka vyzaduje
vysoké investi¢ni naklady — vysoké odpisy
® Vysoka pracnost
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Na zéklad¢ tohoto rozboru byl navrzen ,,zlepSeny* postup syntézy, ktery je schematicky znazornén
nize.

HoNOC \
HO COCH,Br
5-Br-ASA
r HoNOC CHs
+ | redukce
CHy > 1o COCHyNH-CH-(CH,),CgHs —_—
[ (R) (stereospecificka?)
NH,-CH-(CH,)»CgHs5
(R)-amin bezizolace?
nakup od externiho
dodavatele? J
HoNOC oH CH
| P rezoluce . 1.Baze )
3 HO CH-CHoNH-CH-(CHy)2CeHs dilevalo.DBTA ——— dilevalol.HCI
(R) DBTA 2.HCI
L B prvniizolovany
bezizolace? produkt?

Pti vyvoji zjednoduSeného procesu bylo tieba fesit tyto otazky:

= Které suroviny bude mozné nakoupit od externich firem a bude jejich cena piijatelna?

®  Pouziti primarniho aminu pfinasi riziko vzniku N,N-dialkylderivatu. Nevzniknou pfitom nové necistoty, které by
se jen obtizn¢ odstranovaly?

"  Bude mozné se kvili moznosti vzniku N,N-dialkylderivatu vyhnout izolaci prvniho meziproduktu nebo bude
nutna krystalizace aminoketonu, pfi niz se vedlejsi produkty odstrani?

"  Po redukci vznikne smés (S,R) a (R,R) diastereomertl. Bude mozné ji rozd¢lit pomoci DBTA nebo jiné chiralni
kyseliny?

"  Bude mozné recyklovat (S,R) produkt odpadajici po rezoluci

"  Bude mozné recyklovat DBTA po jejim uvolnéni ze soli dilevalolu a jejim a pfevedeni na hydrochlorid?

®"  Nebude dilevalol hydrochlorid pfipraveny zjednoduSenym postupem obsahovat nékteré nové necistoty, které by
mohly zapficinit, ze nebudou uznany vysledky probihajicich klinickych zkousek a znesnadnit tak registraci?

®" Bude mozné dokoncit vyvoj zjednoduSeného procesu, ktery by byl pfijatelny pro registracni autority, jesté
v dobé, ktera zbyva do dokonceni klinickych zkousek a podani zadosti o registraci?

Pokud jde o moznosti nakupu surovin, ukazalo se, ze 5-bromacetylsalicylamid neni na trhu chemikalii k dispozici,
vlastni vyroba vSak nepfedstavovala Zadny problém. Bezproblémovy byl nakup dibenzoylvinné kyseliny, italsky vy-
robce ji nabizel v tunovém mnozstvi. Racemicky 2-amino-4-fenylbutan bylo mozné koupit v tunovém mnozstvi za
piijatelnou cenu (10-12 $/kg), (R)-enantiomer vSak na trhu nebyl a bylo tieba vyvinout vlastni zptsob jeho piipravy.

P1i feseni piipravy (R)-2-amino-4-fenylbutanu byla vyzkousena rezoluce s pouZzitim riznych chiralnich kyselin. Nej-
1épe se pfitom osvédcil N-formyl-L-fenylalanin (FPA). Postup rezoluce s touto latkou byl patentovan a GspéSné pie-
veden do vyrobniho métitka:

CHs 1. FPA (0,53 ekv.)
| 2. kys. octova (0,52 ekv) surovy (R)-amin . FPA  rekrystalizace z H,O Cisty (R)-amin . FPA
NH-CH-(CH,)2CgHs > >
3. voda (27% konc. soli) [+ (S)-aminova frakce] (konc. 33%) vytézek 77% (> 97% R)
4. 0-5°C, 20 hod.
(RS) 5. 10°C, promyti vodou vyt. FPA soli 92% (cca 88% R)
toluen ?H3
vodny’ NaOH > NHy-CH-(CH,)2CgHs
odpareni toluenu
destilace (R)-2-amino-4-fenylbutan
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Pii prvnich experimentech byl misto toluenu pouzit k pfevedeni FPA soli aminu na volnou bazi pouzivan dichlor-
methan. V laboratornim méfitku to necinilo potize. Pfi pfevedeni do vyrobniho méfitka bylo tieba dobu odparovani
prodlouzit na 30 hodin, jinak by chladici syst¢ém nemohl zkondenzovat vSechny pary rozpoustédla a byla by ptekroce-
na povolena koncentrace rozpoustédla v ovzdusi. Protoze dichlormethan neni chemicky zcela nereaktivni, prodlouzeni
reakéni doby mélo za nasledek vznik nové necistoty:

CHa—QH{CH 2)2Cotls
N

CGHS-(HZC)Z-l-IiC =N \/N - ?H-(CH 2)2-CBH5
CH3 CH3

Pti vyrobé proto byl dichlormethan nahrazen toluenem. Amin se v toluenu dobfe rozpousti, toluenova a vodni faze
byly dobfe oddélitelné a zbytkové mnozstvi toluenu bylo stejné kontrolovano, protoze se toluen pouzival i v prvnim
reakénim kroku.

N-Formyl-L-fenylalanin byl pfipraven reakci mravencanu methylnatého s L-fenylalaninem. Chemicka stabilita latky
(pii teploté 25°C a pH v rozmezi 2-12 nedochdzi ani k hydrolyze ani racemizaci) umoznila jeji snadnou recyklaci:
FPA odpovidajici pozadované specifikaci byl ziskan ve vytézku cca 95% po okyseleni alkalické vodni faze po rozkla-
du soli a extrakci aminu, filtraci a promyti.

Matecné louhy po separaci soli (R)-aminu s FPA obsahujici pfevazné (S)-enantiomer byly podrobeny racemizaci. Ta
probéhla snadno a bez rozkladu pii zahfivani na 150°C v atmosféfe vodiku (10-15 bar) za ptfitomnosti Raneyova
niklu, tedy za podminek vyuzivanych pii reduktivni aminaci benzylacetonu na 2-amino-4-fenylbutan. Matecné louhy
proto bylo mozné ptidavat k hydrogenované smési, coz usnadnilo manipulaci a snizilo vyrobni naklady (véetné na-
kladt na likvidaci odpadit).

5. Pfevedenti ,,(R)“-procesu do vyrobniho méritka

Vyrobni divize fy Schering-Plough nejprve zahajila prizkum mezi potencidlnimi dodavateli
s cilem zjistit, zda by nékterd jind firma neméla dostatek vyrobnich kapacit a nemohla vyrobit di-
levalol hydrochlorid nebo néktery z poslednich meziproduktii v objemu kolem 50 t za rok za vy-
hodnou cenu. Souc¢asné provedlo oddéleni investi¢ni vystavby odhad investicnich nakladd potieb-
nych pro zajiSténi vlastni vyroby 50 t dilevalol hydrochloridu v zavodé fy Schering-Plough v
Irsku. Za predpokladu, ze vychozi latky bude mozné ziskat nakupem, ¢inil odhad 48-50 mil. §.
Jako alternativa byl zpracovan odhad investi¢nich nakladt pro piipad, ze by byla vyuzita uvolnéna
kapacita jednoho amerického zavodu firmy pro vyrobu dilevalol hydrochloridu ,,(R)*“ procesem
z nékterého z poslednich meziprodukta. Naklady by v tomto ptipadé byly vyrazné nizsi, odhad se
pohyboval mezi 5 a 6 mil. §. Zna¢ny rozdil v investi¢nich nakladech, které by se promitly do ceny
produktu (formou odpisit), byl vyraznym argumentem ve prospéch zjednoduseného ,,(R)“ procesu.

Jednim z kli¢ovych predpokladi vyuziti zjednoduseného procesu podle schematu v ptedchozi kapitole bylo vynechani
izolace jednoho nebo dvou meziproduktd v pevném stavu. Pokud by nebylo tfeba manipulovat s pevnym produktem
(separovat jej filtraci, promyvat, susit a homogenizovat), poklesl by pocet pracovnich hodin na Sarzi, snizily se rezijni
naklady a zvysila produktivita prace a kapacita vyroby. Nevyhodou by bylo vétsi riziko znecisténi konecného produk-
tu. Aby se tomu predeslo, bylo tieba v prvé fadé vénovat velkou pozornost kvalité vychozich latek a rozpoustédel. Pro
5-bromacetylsalicylamid byl stanoven limit obsahu ucinné latky min. 95%. Vedle hlavni necistoty (5-
acetylsalicylamid) smél produkt obsahovat nejvyse 0,3% necistoty obsahujici brom navazany na aromatickém jadie.
U (R)-2-amino-4-fenylbutanu byl pozadovan obsah (nevodnou titraci) 98-102%, obsah (R)-enantiomeru min. 98%,
zbytkové rozpoustédlo max. 0,5% a obsah piibuznych latek (GC) max. 1%. Vysoké kvalitativni pozadavky byly kla-
deny rovnéz na pouzivand rozpoustédla. Byly nalezeny podminky vyroby, pfi nichz byly maximalizovany vytézky a
soucasné minimalizovan rozklad intermediatt a ¢inidel jako je DBTA.

Prvnim stupném byla alkylace aminu bromketonem za vzniku ketoaminu

Aby pritom bylo minimalizovano riziko dialkylace, byl 5-bromacetylsalicylamid pfidavan k velkému ptebytku (R)-2-
amino-4-fenylbutanu. Nezreagovany (R)-2-amino-4-fenylbutan musel pfitom byt recyklovan, jinak by proces nebyl
ekonomicky. Recyklace byla provedena protiproudou extrakci toluenem obsahujicim n-butanol. Ze studia reakénich
podminek a vysledkti vyplynul optimalizovany postup alkylacniho kroku zndzornény nésledujicimi schématy:
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Reak¢ni schema:

1.2hod, 45°C
HoNOC CH, 2. toluens 10% | H2NOC, CHz
| n-BuOH |
HO COCH2Br + NH,-CH-(CHp)oCgHg ————— g HO COCHoNH-CH-(CH)2CgH5
3. vodny NaOH (R)
5-Br-ASA (R)-amin
1 ekv. 6-10 ekv. vodny roztok, wt. cca 90%

+
vodny NaOH vodna faze vodné AcOH, pH 6 roztok (R)-aminu v
(R)-aminacetat <

separace fazi toluenu/n-BuOH
+
regenerovany konc. kys. sirova
cistytoluen
Proudové schema

5-Br-ASA (R)-amin toluen F
toluen

+10% f
n-BuOH [~

organicka faze

separator |

Z ] [
}
vodna kys.
ioctovél
—]

Karrova T
extrakeni | T
kolona T
vodny NaOH o toluen
(regenerace)
kys. sirova J
— vodna kys sirova
_ (na neutralizaci)
) vodny NaOH
r¢
vodny (R)-amin acetat
dalsi krok ] .
(vodny roztok fenolatu na (R)-amin k regeneraci

redukci borohydridem)

odpadni vodny NaOH + NaOAc

(na neutralizaci)
I kdyz (R)-amin muze vytvafet s fenoly soli, nebyl prokazan vznik necistoty, kterd by vznikala reakci fenolatového
iontu s bromem bromacetylskupiny. Jedinym vedlejSim produktem proto byl N,N-disubstituovany (R)-amin, jehoz
mnozstvi nepfesahlo 2%. Prebytecny (R)-amin byl po reakci vyextrahovan z toluenového roztoku vodnou kyselinou
octovou v Karrové protiproudém extraktoru. Po alkalizaci vodného extraktu se uvolnil volny (R)-amin, ktery byl pou-
zit v dalsi nasad¢. Pii opakované regeneraci sice (R)-amin tmavnul, ale to nemélo vliv na kvalitativni parametry poza-
dované specifikaci ani na kvalitu vznikajiciho ketoaminu. Piesto byl regenerovany (R)-amin po kazdé desaté Sarzi
precistén destilaci. Nakladna regenerace odpadniho toluenu destilaci (vysoké naroky na energie a obsluznou dobu)
byla nahrazena promytim koncentrovanou kyselinou sirovou, oddélenim fazi a promytim vodou.

Pti vyvoji (R)-procesu bylo zjisténo, ze (R)-ketoamin miize byt pomé&rné snadno izolovan v ¢istém stavu. Vodny alka-
licky roztok (R)-ketoaminu byl pfitom zneutralizovan a ketoamin extrahovan do organického rozpoustédla. Po pfidani
HCI vykrystaloval ¢isty ketoamin hydrochlorid. Izolace vSak nebyla nezbytna a pti vyrobé nebyla provadéna.
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Dalsim stupném byla stereospecificka redukce:

Reak¢ni schema:

1.NaBH, (1,7 ekv) 1. zahusténi na 150 g/I
n-BuOH, pH 9-9,5 2. DBTA (1,1 ekv)
2 h, 20-30°C HaNOC, oH CH 55°C — 20°C o
vodny roztok 2. okys. na pH 4,5 > I P > dilevalol . DBTA
(R)-ketoaminu HO CH-CH,NH-CH-(CH,)2CgHs5
3. alkalizovat NaOH (R) +
na pH 8-9 vytézek témer 100 %
+ butanolové matec¢né louhy
vodny odpad

Proudové schema:

Na borohydrid

n-BuOH |
Chladic
sur.
dile-
valol
DBTA
Jimka DBTA REKRYSTALIZACE
(regen.
n-BuOH)

Procesni filtr

vodny roztok
ketoester fenolatu }”

OPTICKA
REZOLUCE

REDUKCE

L]
promyvani
rekrystalovana
) DBTA sul
Centrifuga u dilevalolu
n-BuOH +
(RR) + (SR)

dilevalol mat. louhy po rezoluci L]
na regeneraci DBTA a
racemizaci (SR)

vodné odpady
borat + sulfat

Pfi vyvoji vyrobniho procesu byly optimalizovany parametry jako je rozpoustédlo, teplota, mnozstvi NaBH4 mnozstvi
DBTA a podminky krystalizace produktu, proces byl monitorovan pomoci HPLC. Po redukci v podstaté vznikala
smés 1:1 (R,R) a (S,R) diastereomeru. Filtrace, promyti a suseni soli kyseliny dibenzoylvinné s dilevalolem byla pro-
vadéna v uzavieném systému procesniho filtru. Celkovy vytézek soli ¢inil 30-40% vztaZeno na 5-Br-ASA.

Okyseleni reakéni smési kyselinou sirovou na pH 4,5 bylo provadéno s cilem rozlozit boratové komplexy, jejichz
pfitomnost by komplikovala extrakci smési (R,R) a (S,R) diastereomert do n-butanolu. Zna¢na pozornost byla véno-
vana propracovani procesu rekrystalizace soli kyseliny dibenzoylvinné s dilevalolem. Cilem bylo nalezeni podminek,
pfi nichz by byla ziskana krystalicka sil s obsahem (R,R) isomeru vyS$im nez 97% a krystalizaci nekomplikoval vznik
polotuhych latek. S ohledem na Cistotu produktu byly optimalni vysledky ziskany v ptipad¢, ze stl byla rozpusténa pii
teploté 55°C a krystalizace probihala pii 45°C. Pfi ochlazeni na 0°C se vytézky krystalické soli pochopitelné zvysily,
produkt vSak nebyl dostateéné Cisty a obsahoval asi 5% (S,R)-diastereomeru. Pro rutinni sledovani prubehu redukce
byla vyuzita tenkovrstva chromatografie na silikagelu s mobilni fazi ethylacetat-isopropanol-voda-konc.¢pavek
50:30:16:4. Pro sledovani ucinnosti optické rezoluce a pfipadné i pfipadné racemizace byla vypracovana pomérné
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jednoducha GC metoda vyuzivajici vznik komplext s methylboronovou kyselinou, jejichZ retencni casy se u (R,R) a
(S,R) isomertd vyrazné lisily. Tato metoda sice (na rozdil od HPLC na chiralni fazi) neumoznila rozlieni part (R,R) a
(S,S) resp. (R,S) a (S,R), coz vSak pro dany ucel nebylo nutné.

Proces krystalizace nebyl dostate¢né robustni a pomérné Casto bylo tfeba piepracovavat produkt, u né¢hoz obsah (R,R)-
derivatu poklesl pod pozadovanych 97%. Pfepracovani se provadélo tak, ze se stl rozlozila v n-butanolu zpét na bazi
a vylouceni DBTA soli se opakovalo. Postupn¢ bylo stale vice ziejmé, Ze by bylo vhodnéjsi, a to jak z ekonomického
hlediska, tak i s ohledem na kvalitu produktu roztok soli ochladit na 0°C a surovou stl pak rekrystalovat. Tato uprava
postupu byla provedena, stala se vSak pfedmétem kritiky FDA (viz kap. 7).

Aby postup byl ekonomicky vyhodny, bylo tieba fesit nejen vlastni proces vyroby dilevalolu, ale i
nekteré souvisejici kroky, jako byla racemizace vedlejSiho produktu (S,R) a recyklace diben-
zoylvinné kyseliny, jinymi slovy fesit zpracovani butanolovych mate¢nych louht.

Recyklace DBTA byla relativné jednoducha — extrakce do vodného roztoku alkalii a okyseleni. Vétsi problém pred-
stavovala racemizace (S,R) produktu. Mateéné louhy obsahovaly vedle (S,R) stereoisomeru jesté urcité mnozstvi (R,R)
derivatu - pomér (S,R) a (R,R) v matecnych louzich obvykle byl cca 70 : 30. Smés byla zpocatku srazena ve forme soli
s kyselinou $tavelovou. Mate¢ny louh byl azeotropné vysusen ¢astecnym oddestilovanim n-butanolu, krystalky oxala-
tu odsaty a po promyti byla provedena racemizace zahiivanim se zfedénou kyselinou sirovou na 40-60°C. Po alkaliza-
ci na pH 8§,3-8,8 byl racemizovany hydroxyamin vyextrahovan do n-butanolu. Tento postup vSak byl pracny, bylo
tteba manipulovat s velkym mnozstvim oxalatu a vznikalo velké mnozstvi odpadl. Elegantni feseni bylo nalezeno
v racemizaci hydroxyaminu ve vlhkém butanolu (po vyextrahovani DBTA) pomoci silné kyselého katexu. Ze zkouse-
nych katexi se nejvice osvéd¢il Dowex XFS 43279 v H' cyklu. Racemizace byla provadéna $arzovité v 10 m* smalto-
vaném duplikatoru s filtrem na vypusti. Po nasazeni smési (S,R) a (R,R) diastereomerti a katexu byl n-butanol odsat a
katex s nasorbovanym hydroxyaminem promyt jednim objemem n-butanolu, vodou, 5% vodnou kyselinou sirovou a
vodou. Racemizace byla provedena vyhiivanim suspenze katexu na 90°C po dobu 2 hodin. Racemizovany hydroxy-
amin (smes (S,R) a (R,R) diastereomerd 1: 1) byl z katexu desorbovan smési vodného NaOH a n-butanolu. Pak bylo
pH upraveno na 8,5, aby karboxylova kyselina vznikla hydrolyzou (asi 7% amidu hydrolyzuje) zGstala ve vodné fazi a
racemizovany amin v butanolové fazi, ktera pak byla pfimo pouzita k optické rezoluci. Regenerace katexu byla pro-
vedena kyselinou sirovou. Postup racemizace byl zapatentovan.

Poslednim stupném zjednoduseného procesu bylo prevedeni dibenzoylvinanu dilevalolu na
hydrochlorid.

V prvé fazi prace byl jako rozpoustédlo pouzit octan ethylnaty. Ten jako ester mtize snadno hydrolyzovat, proto bylo
hledano lepsi rozpoustédlo. Nejlépe se pro své vyhodné vlastnosti pfitom osveédcil methylisobutylketon (MIBK), s bv.
117-118°C, nizkou toxicitou (LDso 2,08 g/kg — potkan, oraln¢) a malou rozpustnosti ve vode (1,91%). Po alkalizaci
presla dibenzoylvinna kyselina do vodné faze, z niz byla po okyseleni regenerovana DBTA vysoké kvality ve vybor-
ném vytézku. K organické fazi tvofené roztokem dilevalolu v MIBK byla pfidana kyselina solna, pficemz doslo
k vysrazeni hydrochloridu. Aby produkt dobfe krystaloval, bylo tfeba roztok okyselit na pH 0,5 (podstatné vétsi oky-
seleni nez u racematu — labetalolu, kde hydrochlorid nejlépe krystaluje pii pH 3,0). Srazeni bylo tfeba provadét pii
55°C (u labetalol. HCI pti 25°C), jinak se né¢kdy vylucoval polotuhy produkt. Pii praci s béznym nerezovym zafize-
nim pfi tak nizkém pH byl ziskavan produkt, ktery byl v dusledku pfitomnosti Zelezitych ionti zbarven zluté. Pro
pripravu nezbarveného dilevalol hydrochloridu proto bylo tieba pouzivat zatizeni z antikorozni slitiny hastelloy, plas-
tu nebo keramiky, posledni stopy zeleza byly vazany ve formé komplexu pfidanim malého mnozstvi kyseliny citrono-
vé. Podminky krystalizace byly optimalizovany s cilem ziskat krystalicky produkt, ktery byl dobfe filtrovatelny,
dobte se promyval a susil (zbytkovy MIBK < 0,05%) a mél sypnou hmotnost asi 0,3 g/ml. Peclivé analytické sledova-
ni procesu srazeni ukazalo, ze pfi 50-60°C nedochazi k racemizaci produktu.

Postup pii poslednim stupni vyroby je znazornén nasledujicimi schématy:

Reakéni schéma:

Vodny NaOH — pH 8,4-9,8
MIBK (3 objemy), rozmichani, oddél. fazi
Cisténa voda (2 objemy), malé mnozstvi kys. citronové

wn =

Dilevalol . DBTA v DILEVALOL HYDROCHLORID
konc. HCI — pH 0,5, 50-60°C

michani (krystalizace) pfi 45°C

ochlazeni pod 20°C

filtrace, promyti ¢iSténou vodou, suseni pfi < 75°C

No ok~
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Proudové schema:

dilevalol.DBTA CISTE PROSTORY
vodny NaOH
vodna kys. y konc. HCI
sirova L]
r

Centrifuga

Centrifuga
(Hastelloy)

vodny MIBK

vodné odpady {

na rege-
neraci

Konicka vakuova
suSarna (Hastelloy)

%XDJ

Produkt zjednoduseného (R) procesu byl velmi peclivé porovnavan s produktem ziskanym (R,R)
procesem, aby byla zaru€ena jejich vzéjemné bioekvivalence a kompatibilita vysledkii.

Analytické oddéleni se pfitom zamétilo predev§im na krystalovou strukturu, aby byla vyloucena pfitomnost odlisnych
polymorfnich forem a rovnéz na pfitomnost novych necistot (diakylovaného aminu z prvniho stupné). Porovnavany
byly stability obou substanci a dale i parametry finalni 1€kové formy pfipravené z obou produkti (pevnost tablet,
disolu¢ni profil). Jelikoz opticka rezoluce pomoci DBTA, krystalizace a izolace finalniho produktu byly stejné u obou
procest, nevznikly v téchto stupnich zadné nové necistoty ani nebyly zménény fyzikalni parametry ovliviiujici farma-
ceutické vlastnosti kone¢ného 1é¢ivého ptripravku.

6. Chemicko inZenyrské, bezpe€nostni a environmentalni aspekty

Pti vyvoji procesu vyroby labetalolu s organickymi 1 analytickymi chemiky izce spolupracovali 1
chemicti inZenyfi.

Jejich prace vyrazné€ prispéla ke zkraceni doby vyvoje vyrobniho procesu a ke zlevnéni vyroby a vedla k navrhim
vyrobniho zatizeni zndzornéného na proudovych schematech. Pfitom vétSinou Slo o pfizptisobeni bézného zafizeni,
které firma Schering-Plough jiz méla k dispozici ve svém vyrobnim zavodé. Noveé byl zakoupen pouze smaltovany
reaktor o objemu 2000 gallonii (8 m?) pro racemizaci, Karrtiv protiproudy extraktor a automatizovany ,,procesni filtr*.
Ten piredstavoval uzavieny systém, v némz byla provadéna krystalizace, filtrace, promyvani a suSeni produktu, a to
v ochranné atmosféte filtrovaného dusiku. Ta byla nezbytnd, protoze bezpecnostni testovani prokéazalo, Ze prach dile-
pusobiciho dilevalolu, bylo vyprazdiovani filtru. I kdyz vyrobni prostory byly dobie vzduchotechnicky oSetfeny,
pouzivali operatofi pii této operaci ochranny oblek s kuklou chranici o¢i, tista a dychaci cesty.

Paralelné s vyvojem procesu fesili chemicti inZenyii problematiku vyuziti odpadu.

Snahou byla minimalizace odpadl uréenych k likvidaci a maximalni recyklace rozpoustédel, pomocnych latek (diben-
zoylvinnd kyselina) a vedlejSich produktt (S,R-diastereomer). Uspésné feseni téchto problémi se odrazilo ve vyraz-
ném snizeni nadkladovosti procesu.
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7. Povoleni labetalol hydrochloridu ze strany FDA

Zjednoduseni a zlevnéni vyroby spocivajici v nahradé ,,(R,R)“-procesu za ,,(R)“-proces v dobé
mezi podanim zadosti o povoleni klinickych zkousek a podanim zadosti o registraci a povoleni
prodeje dilevalol hydrochloridu bylo riskantni, protoze americky Ufad pro potraviny a 1é&iva,
FDA, mohl zadost vratit a pozadovat opakovani fady preklinickych 1 klinickych zkousek.

Pracovnici nékterych utvart fy Schering-Plough proto méli zprvu namitky proti zjednoduSenému procesu. Problema-
ticky se jim jevil zejména profil necistot produktu, protoze standardnim (R,R)“ procesem byly pfipraveny preparaty
pouzité pii toxikologickych a farmakologickych studiich. Rovnéz pracovnici vyvoje 1ékovych forem pozadovali zaru-
ky, ze pfi zméné procesu nedojde ke zméndm polymorfie a velikosti ¢astic produktu, které by mohly mit negativni
vliv na tokové vlastnosti latky a disolucni profil tablet a mohly by zapfi€init, Ze tablety z nove pfipravované substance
nebudou plné bioekvivalentni s tabletami dfive pfipravenymi z produktu ,,(R,R)* procesu. Oddéleni registrace se oba-
valo, Ze zlepSeny postup nebude dopracovan tak rychle, aby mohl byt do planovaného terminu podani zadosti o regis-
traci (2 roky) zvalidovan.

Pti obran¢ zmény procesu vyroby substance bylo zdlraziiovano, ze zjednoduseny ,,(R)* proces je zaloZen na stejnych
chemickych reakcich jako ,,(R,R)“ proces. Dale bylo tieba dolozit, ze hydrogenolytické odstépeni benzylskupiny pfi
»(R,R) procesu nepfinasi navic zadny novy pozadavek na zafazeni Cisticitho kroku, kterym by byly odstranény pii-
padné necistoty produktu.

Zmeéna procesu byla nakonec odpovédnymi pracovniky akceptovana a dokumentaéné zvladnuta.
Registra¢ni odd¢leni pfitom dbalo na to, aby byl k dispozici dostatek analytickych i farmaceutic-
kych dat prokazujicich, ze produkty pripravené obéma procesy jsou shodné a pln¢ bioekvivalentni
a ze zmény vyrobniho procesu nemaji v zaddném pitipadé za nésledek zhorSeni jakosti a bezpecnos-
ti dilevalolu. FDA proto zmény, k nimz doslo mezi podanim zadosti o povoleni klinickych zkou-
Sek a zadosti o registraci a povoleni uvedeni ptipravku na trh akceptoval a nové zkousky nepoza-
doval.

Pti optimalizaci ,,(R)“ procesu, ktera byla provadéna v dob¢ probihajiciho registraéniho fizeni, byly provedeny nékteré
dal§i zmény. Tyto malé zmény FDA nakonec akceptovala, aniz by firmu Schering-Plough néjakym zplsobem po-
trestala nebo registraci oddalila. Je vSak otazkou, zda by v soucasnosti, po zpfisnéni pozadavkl na fizeni zmén, byly
podobné zmény v pribéhu registrace mozné.

Slo o tyto zmény:

1. Pouziti toluenu s n-butanolem jako média pro reakci 5-brom-ASA s (R)-aminem v prvnim reakénim stupni, ¢imz
byl minimalizovan rozsah manipulaci s pevnymi produkty

2. Nahrada kyseliny chlorovodikové za kyselinu sirovou pfi okyselovani na pH 4,5 po skoncené redukci, ¢imz bylo
snizeno riziko koroze zafizeni a kontaminace produktu ionty zeleza.

3. Zména teplot pii vyrobé DBTA soli. Nejprve byla pfi rozpousténi zvySena teplota z 50°C na 55-60°C a pii krys-
talizaci byl roztok ochlazen jen na 25-45°C misto na 0-5°C. To mélo sice za nasledek sniZzeni vytézku, ale pro-
dukt mél vyssi optickou Cistotu. Pfedepsana opticka Cistota vSak nebyla dosazena vzdy, fada Sarzi nevyhovéla a
musela byt pfepracovavana rekrystalizaci. Na zakladé technicko-ekonomického posouzeni vysledkt dospéli tech-
nologové k nazoru, Ze bude nejvhodnéjsi se vratit k dokonceni krystalizace soli pti 0-5°C a rekrystalovat kazdou
Sarzi. V tomto piipadé se zlepsila jak vytéznost, tak i kvalita produktu. FDA vSak mél k této zméné vyhrady, které
jsou zminény nize.

4. Pii prepracovani nevyhovujicich Sarzi DBTA soli dilevalolu bylo ptivodni pfevedeni soli na volnou bazi a opétné
vysrazeni DBTA nahrazeno rekrystalizaci soli z vlhkého n-butanolu. Po rekrystalizaci byl ziskan ¢istsi produkt
nez pii presrazeni.

5. Doladéni teplot pii precipitaci dilevalol hydrochloridu z MBIK — misto pfi 25°C byla kyselina chlorovodikova
pridavana k roztoku dilevalolu pfi 50-60°C.

V pribéhu registratniho fizeni bylo dokonceno zpracovani vyrobni dokumentace odpovidajici
pozadavkiim SVP, v¢etné dokladi o proskoleni operatort 1 vedoucich vyroby, zdznamu o vyrobé
Sarze, technologickych reglementd, postupti €iSténi vyrobnich prostor a zafizeni, analytickych po-
stupu, kvalifikac¢nich a valida¢nich protokoli, protokold o kalibraci méficich zatizeni a ¢idel, pla-
ni kontroly a Gdrzby zafizeni a konecné planu internich auditi a monitoringu.

Vysledkem prvni inspekce FDA, ktera predchazela povoleni dilevalol hydrochloridu, bylo, ze fa Schering-Plough

obdrzela firma vytykaci dopis FDA. Firma se domnivala, zZe bez problému obhdji zménu postupu, kdy byla krystaliza-
ce DBTA dokoncena ochlazenim na 0-5°C, aby se zvysil vytézek s tim, ze produkt bude vzdy rekrystalovan (zmeéna €.
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3). Rekrystalizace byla pro pfepracovani nevyhovujicich Sarzi popsana jiz v dosavadni dokumentaci, takze ji firma
Schering-Plough nepovaZovala za zménu postupu. FDA viak byl opaéného nazoru. Utad konstatoval, Ze zavedeni
rekrystalizace kazdé Sarze DBTA soli dilevalolu zménou postupu je. Podle FDA nema pocet nevyhovujicich Sarzi
ptekrocit 10%, po chlazeni na 0°C vS$ak vlastné¢ nevyhovéla zadna Sarze. Namitka FDA proto byla opravnéna. To, ze

vvvvv

povazovat za podruznou s ohledem na presné znéni registraéni dokumentace. Reeni problému pak bylo nalezeno
v sepsani dodatku k registracni dokumentaci, v némz byla zména podrobné zdGivodnéna a dosazeni vyssi jakosti bylo
dolozeno piehledem analytickych dat pfed a po zméné. Teprve poté FDA zménu postupu akceptoval.

8. Dalsi prace na vyvoji procesu vyroby

V dobé povolovani piipravku byly zahajeny nékteré dalsi aktivity s cilem jesté dale snizit nakla-
dovost vyroby. Tyto aktivity byly organizovany jak u externich dodavateli, tak pfimo ve firme
Schering-Plough.

V piipad¢ externich dodavatelt §lo o firmu Celgene, ktera se snazila zlep$it ekonomiku a snizit cenu (R)-aminu enzy-
matickou rezoluci. K rezoluci byly pouzity bakterie Bacillus megatherium, které obsahuji transaminasu prevadéjici
selektivné (S)-enantiomer na keton. Vysledky byly uspokojivé a postup dospél do stadia poloprovoznich zkousek. Pak
vsak byl dalsi vyvoj u externiho dodavatele zastaven, protoze se dilevalol ptestal vyrabét.

Hlavni nevyhodou i u zjednoduSeného postupu vyroby dilevalolu byla skute¢nost, Ze se nepodafii-
lo eliminovat klasickou optickou rezoluci. I kdyz regenerace dibenzoylvinné kyseliny a racemiza-
ce (S,R)-diastereomeru na smes (S,R) + (R,R) umoZznila dosaZeni vcelku ptiznivych nékladi, vyvo-
jovi pracovnici predpokladali, ze by bylo mnohem elegantné&jsi a nakladové vyhodnéjsi nahradit
optickou rezoluci stereospecifickou syntézou probihajici s vysokym optickym vytézkem.

Jednou z potencidlnich moznosti asymetrické syntézy byla reakce:

HNOG CH
2 o 3
HO +  NHpCH-(CHp)pCeHs ~ =========mmmmmmnees 3 Dilevalol
(R)-amin

Epoxid byl ptipraven ve vyborném vytézku, pro piipravu produktu s pozadovanou konfiguraci (ee > 98%) vsak bylo
tteba pouzivat drahé reagenty, ¢imz by byly znehodnoceny vyhody pfimé syntézy. Postup proto byl povazovan za
neperspektivni a dalsi prace na jeho vyvoji byly zastaveny.

Dalsi potencialni piima asymetricka syntéza vychazela z aldehydu. Enzymem oxynitrilasou katalyzovana adice kya-

novodiku méla poskytnout (R)-kyanohydrin, ktery by byl v dal§im stupni redukovan na amin, z toho pfipravena
Schiffova baze a ta redukovana na dilevalol.

HyNOC HoNOC HoNOC
OH OH
HCN | |
YO CHO ——» YO CH-CN =----- » YO CH-CHyNH,  =====-=--- »
oxynitrilasa
on R R
HoNOC

(|)H CHy
----- P YO CH-CHyN=C-(CHp)p-CgHs  ==--=----3= Dilevalol
(R)

Pfi modelovych experimentech narazili vyvojovi pracovnici na necekany problém s redukci kyanhydrinu. Pokud byla
hydroxylova skupina chranéna terc-butyldimethylsilylaci probihala redukce na amin dobie. Avsak v piipad€, ze OH
skupina zlstala volnd, byl produktem redukce derivat benzylalkoholu. Diivodem patrné bylo, ze kyanohydrin byl
v tomto piipad€ v rovnovaze s aldehydem, ktery pak byl redukovan. Vzhledem k nutnosti chranit hydroxylovou sku-
pinu piestala byt tato cesta zajimava a nebyla dale propracovavana.

Jako jedina schiidna alternativa se proto jevila moznost postupovat v prvnim stupni shodn€ s (R)-procesem, ale pak
provést redukei ketoskupiny stereospecificky tak, aby pfimo rezultoval (R,R)-diastereomer.

HNOC CHs o
| stereospecificka redukce
HO COCHoNH-CH-(CHy),CgHg ~ ====================-=- 3 Dilevalol

(R)
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Redukce vyuzivajici ItsunoGv postup (redukce chiralnimi komplexy boranu, napi. komplexu (R)-difenylvalinolu
s boranem) by nebyla ekonomicka, protoze komplexu by musel byt pouzit velky piebytek. Navic redukce zprvu dobie
neprobihala. Pozornost vyvojovych pracovnikil se proto soustfedila na moznost biotransformace.

Pro biotransformaci bylo vyzkouseno nékolik kment bakterii a plisni, o nichZ bylo znamo, Ze jsou schopné redukovat
ketoskupinu na chiralni alkohol. Prace s béznymi kmeny ze sbirek mikroorganisml nebyla uspésna, podatilo se vSak
izolovat pliseit Aspergillus niveus, ktera byla schopna ketoester redukovat. Jako zajimavost lze uvést, ze izolat byl
ziskan ze vzorku zeminy ze Ctyfmetrového vykopu. Pouziti izolované plisné€ a pak i nékterych podobnych kment
Aspergillus ke stereospecifické redukcei bylo zapatentovano.

Biologicka redukce byla provadéna inkubaci ketoesteru s kulturou plisn¢ pfi 26-35°C a neutralnim pH po dobu 80-
110 hodin, pak byl vznikly dilevalol sorbovan na iontoméni¢, desorbovan, extrahovan do methylisobutylketonu a
pridavkem kyseliny solné byl vysrazen dilevalol hydrochlorid. Celkovy vytézek ¢inil 68-70%. To bylo velmi ptiznivé,
na druhé strané se vsak pfi vyuziti mikrobialni redukce pon¢kud zménil profil necistot. S ohledem na pozadavky FDA
bylo nutné zaradit do izolacniho procesu ultrafiltraci, aby bylo zaruéeno ze, se do kone¢ného produktu nemohou do-
stat citrinin a n¢které alergenni proteiny.

V této fazi prace vsak byl dalsi vyvoj zastaven, protoze vedeni fy Schering-Plough rozhodlo o stazeni dilevalolu
z trhu.

9. StaZeni hydrochloridu dilevalolu z trhu

Dilevalol hydrochlorid byl klinicky zkouSen u cca 10 tis. pacientl a pfi klinickych zkouskéch ne-
byly zaznamenany v podstaté zadné vyrazné vedlejsi Ucinky, i kdyz pfitom byla mj. vénovéana
znacna pozornost hepatotoxicité pripravku. Na zéakladé vysledki klinickych zkousek byla v fadé
zemi podéna zadost o registraci a povoleni dilevalol hydrochloridu

Prvni zemé¢, které povolily uvedeni pfipravku na trh, byly Japonsko a Portugalsko. Tam byl dilevalol hydrochlorid
predepsan celkem 176 tis. pacientd. V pribéhu farmakovigilance, sledovani nezadoucich ucinkt, bylo béhem prvniho
roku zaznamenano 34 piipadd poskozeni jater pacienti projevujicich se Zloutenkou, tmavym zbarvenim mo¢i, nevol-

nosti a zvracenim a tnavou. Ve vétSiné pripadi bylo poskozeni jater reverzibilni a po vysazeni piipravku se funkce
jater normalizovala, u dvou pacientl v§ak doslo k uplnému selhani jater a smrti.

Dilevalol byl srovnavan s labetalolem, ktery obsahuje 25% dilevalolu a u né¢hoz byly k dispozici
nckolikaleté vysledky. U labetalolu bylo za 7 let zaznamenano celkem 80 jaternich ptihod, z toho
zadna s fatdlnimi dopady. Obé& latky tedy vykazovaly odliSnou hepatotoxicitu, pficemz vedlejsi
ucinek optického isomeru byl vyrazné vyssi neZ ucinek racematu. Na zaklad€ porovnani vedlej-
Sich uc¢inki obou ptipravkill rozhodlo vedeni fy Schering-Plough o staZeni dilevalol hydrochloridu
z japonského a portugalského trhu a stazeni Zadosti o registraci ptipravku v dalSich zemich s tim,
ze na trhu zlstane nadale jen labetalol.

U mnoha racemickych léciv, jejichz optické isomery jsou ucinnéjsi nez racemat, dochazi k nahra-
dé racemadtu za chirdlni produkt (,,racemic switch“). Pomineme-li patentopravni aspekty, pak
hlavnim duvodem této nahrady je vyssi ucinnost. Ta umoziuje sniZit davku léciva a tim omezit
vedlejsi ucinky. Dilevalol hydrochlorid predstavuje jediny znamy pripad, kdy cilené pripravovany
chiralni produkt vykazoval naopak vyssi toxicitu nez racemat. Vyssi nezadouci vedlejsi ucinky pro-
to vedly k tomu, ze byl z trhu stazen a prednost byla dana racemdtu.
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