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Sammendrag

For a besvare problemstillingen gitt i denne oppgaven, er det brukt litteratursgk til a
finne ut hvordan enzymkatalyserte reaksjoner kan vare et godt hjelpemiddel for frem-
tidens produksjon av rasemiske legemidler. Det blir fgrst beskrevet dagens utfordrin-
ger med hgyt blodtrykk og (3-blokkere som er brukt for a behandle det. Deretter pre-
senteres rasemiske syntesemetoder av 3-blokkerene atenolol og metoprolol. Det blir
sa vist syntesemetoder ved bruk av enzymkatalysator som gir stor enantioselektiviet,
og det fokuseres pa hvordan dette kan vare nyttig for syntese av kirale legemidler.
Videre fokuseres det pa hvordan bruk enzymer som katalysator er hensiktsmessig fra
et miljgvennlig stasted. Ettersom rasemiske legemidler ofte gir bivirkninger, blir en-
zymkatalyse ogsa diskutert fra et perspektiv som tar hensyn til fordelene pasienten

opplever.
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1 Introduksjon

Levealderen blant jordas befolkning har gradvis gkt med arene, og denne trenden ser
ikke ut til a stoppe. Risikoen for hjerte- og karsykdommer gker med alderen, men
dgdsfall som fglge av hjerte- og karsykdommer har de siste arene sunket.!™ Slike
sykdommer kan forekomme av livsstil eller genetiske faktorer. I Norge er det 800 000
mennesker som medisineres for hgyt blodtrykk, som er en risikofaktor for a utvikle
hjerte- og karsykdommer.'?! Hgyt blodtrykk kan senkes ved endring i livsstil, men for

noen er bruk av medisinering og 3-blokkere et nyttig hjelpemiddel. !

Ettersom det er mange mennesker med hgyt blodtrykk og dette antallet med stor sann-
synlighet vil gke i fremtiden som en fglge av gkt levealder, er det viktig med gode
syntesemetoder av gode legemidler. To 3-blokkere som selges i Norge er atenolol og

metoprolol, og av disse er det metoprolol som brukes av flest personer. !

Legemidler har ofte bivirkninger, og (3-blokkere er ikke noe unntak her. De aller
fleste S-blokkere selges som rasemat. Den generelle trenden for S-blokkere er at S-
enantiomer er den aktive, mens R-enantiomer er den inaktive og den som ofte bringer
med seg bivirkninger. Metoprolol og atenolol har bivirkninger som kvalme, diaré og
lavere puls.B® A syntetisere 3-blokkere med kun aktiv enantiomer vil gi en bedre

opplevelse for pasient da det vil gi faerre bivirkninger.

I legemiddelindustrien produseres det store mengder avfall, og opp til 80% av dette
avfallet kommer fra lgsningsmidler. ! Avfall medfgrer risiko for miljg, men ogsa for
mennesker. A finne nye syntesemetoder som genererer sa lite avfall som mulig er vik-
tig. I tillegg vil det vere fordelaktiv a finne syntesemetoder hvor farlige Igsningsmidler

kan byttes ut med tryggere og mindre giftige alternativer.

A bruke miljgvennlige syntesemetoder som ogsa forbedrer pasientopplevelsen er vik-
tig. Nar det gjelder atenolol og metoprolol syntetiseres de i dag med lgsningsmidler
som kan ha negativ effekt pa miljg, og metodene gir et rasemisk produkt. Problem-
stillingen denne oppgaven tar for seg er derfor syntese av atenolol og metoprolol med

hensyn pa miljg og pasient.

Det fokuseres pa hvordan de enzymkatalyserte syntesemetodene kan forbedre dagens
legemiddelproduksjon. Det gjgres ved a fgrst ga inn pa syntesemetodene som brukes,
hvorfor det er viktig med miljgvennlige syntesemetoder, og deretter hvilke fordeler
det kan vaere med a syntetisere rene enantiomerer som virkestoff i legemidler. Enzym-

katalyserte synteser av atenolol og metoprolol blir sa vist, fgr diskusjonen tar for seg
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om et bytte til enzymkatalyserte reaksjoner kan vare hensiktsmessig. Oppgaven fo-
kuserer ikke pa hvordan bivirkningene oppstar eller hvordan stoffene spesifikt brytes

ned i kroppen. Det fokuseres heller ikke pa hvordan legemidlene bindes til reseptor.

2 Teori

2.1 Hgyt blodtrykk

I 2018 var det omtrent 10 000 nordmenn som dgde av hjerte- og karsykdom. Det er
den vanligste dgdsarsaken etter kreft i Norge, men de siste arene har dgdsfall som
folge av hjerte- og karsykdom sunket kraftig.!! Det er derfor flere som lever med
hjerte- og karsykdommer i dag enn fgr. Mye av denne endringen kan komme av at
det er et mer bevisst forhold til livsstil og helse i befolkningen, samt flere legemidler
og behandlinger tilgjengelig dersom hjerte- og karsykdom inntreffer. A leve med hgyt
blodtrykk gker risiko for hjerte- og karsykdom, og derfor vil det a senke blodtrykket i

befolkningen redusere antall forekomster av hjerte- og karsykdom. [#!

Hgyt blodtrykk, ogsa kalt hypertension, er betegnet som systolisk blodtrykk over 140
mmHg, eller diastolisk blodtrykk over 90 mmHg. Det er ikke i seg selv en sykdom,
men det kan fgre til flere lidelser og skader pa blodarer. A ha hgyt blodtrykk gker
risiko for sykdommer som demens, nyresvikt, hjertesvikt, hjerteinfarkt og hjerneslag.
Arsakene til hgyt blodtrykk er mange, og risikoen gker med alder. Arv, kosthold, livs-
stil og stress er faktorer som pavirker blodtrykket. Selv om endring i livsstil kan vere
med pé 4 senke blodtrykket, er det for noen ngdvendig med medisinering.'® Medi-
sinsk behandling av hgyt blodtrykk kan redusere risikoen for sykdommene som hgyt
blodtrykk medfgrer. ¥

12015 var det 1,13 milliarder mennesker pa verdensbasis med hgyt blodtrykk. Det er
en gkning pa 90% fra 1975. Denne gkningen kommer av at populasjonen eldes, og gkt
alder medfgrer ofte hgyere blodtrykk. I de vestlige landene derimot, minker antall per-
soner med hgyt blodtrykk."” Dette gjelder ogsé i Norge. Et forbedret kosthold med
tilgang pa grennsaker og frukt aret rundt og mindre salt kan vere medvirkende arsaker
til denne positive utviklingen. Eldre mennesker med hgyt blodtrykk blir gjerne medi-
sinert, noe som ogsa er med pa a senke andelen med hgyt blodtrykk. Det er i tillegg
ressurser og behandling tilgjengelig for de som oppdager tidlig at de har hgyt blod-
trykk."M T Norge i dag er det mer enn 800 000 mennesker som medisineres for hgyt
blodtrykk. En type legemiddel som brukes for & senke blodtrykket er 3-blokkere. %!
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I Norge er det mangelfull oversikt over bruk av legemidler for pasienter med hjerte-
og karsykdommer. I 2017 utga FHI en artikkel med navn Bruk av legemidler blant
pasienter utskrevet fra sykehus med hjerte- og karsykdom som tar for seg hva slags
legemidler pasienter som hadde ulike hjerte- og karsykdommer fikk utskrevet 90 da-
ger etter sykehusbesgk. Mange av pasientene hadde bi-diagnoser som hgyt blodtrykk
og diabetes. Av pasientene som fikk akutt hjerteinfarkt, fikk 79,9% av kvinnene og
76,9% av mennene i aldersgruppen 35-75 ér betablokkere etter sykehusbesgket. Blant
pasienter i aldersgruppen 75-85 ar fikk 77,7% av kvinnene og 77,8% av mennene [3-
blokkere etter hjerteinfarktet. Disse ble ofte gitt i kombinasjon med andre legemidler.
Bruk av legemidler etter hjerte- og karsykdom har veart og er viktig for overlevelse

etter sykdom og har hjulpet til med 4 redusere dgdeligheten. %!

2.2 Adrenerge reseptorer

Adrenerge reseptorer tilhgrer gruppen G-proteinkoblede reseptorer (GPCR) og binder
katekolaminer, som adrenalin og noradrenalin. Det er hittil funnet ni typer adrenerge
reseptorer i kroppen. Hver av de fglgende reseptorene har tre undergrupper hver; o5,
a, . Reseptorene er plassert i cellemembranen, bestar av syv transmembrane he-
likser og er bundet til en G-protein enhet. G-proteinet bestar av tre subenheter med
navn G, Gg og G,. fB1-adrenerg reseptor (3, AR) sitter hovedsakelig i membranen pa
celler i hjertemusklaturen og regulerer prosesser som omhandler hjertet. 3; AR bestar
av syv transmembrane a-helikser med karboksylterminalen pa innsiden av cellemem-

branen. 3

Nar adrenalin bindes til ;AR vil G, enheten lgsne fra G-proteinet og guanosindi-
fosfat (GDP) dissosierer fra G,. Guanosintrifosfat (GTP) fra cytosol bindes sa til
G,-enheten som stgter pa adenylsyklase og aktiverer denne. Adenylsyklase omdan-
ner adenintrifosfat (ATP) til syklisk adenylyl monofosfat (CAMP). En opphopning av
cAMP fgrer til aktivering av proteinkinase A (PKA) som videre skaper den cellulere

responsen til adrenalin. !4/

2.3 Agonister, antagonister og 5-blokkere

Agonister er molekyler som skaper den naturlige reaksjonen til den adrenerge resep-
toren, uansett om agonisten er produsert i kroppen eller syntetisk. Adrenalin er ago-
nisten for 5;AR som produseres i kroppen. Reseptorer har ulik sensitivitet ovenfor

agonistene, og syntetiske agonister kan gi en kraftigere reaksjon enn for eksempel

6



KJ2900
Bachelorprosjekt i kjemi
Emilie Lileng Ottesen 30. april 2021

adrenalin.">! Antagonister er molekyler som binder seg til reseptoren og derfor for-
hindrer agonister i a binde seg. De vil i tillegg forhindre den cellulere responsen en

agonist ville ha forarsaket. !

B-blokkere er legemidler som blokkerer S-adrenerge reseptorer. De er [S-antagonister
og forhindrer derfor den normale responsen dersom adrenalin hadde bundet seg til
[-reseptoren. Det finnes ulike S-blokkere hvor noen virker spesifikt pa [5;- eller B-
reseptor og noen har ikke spesifisitet ovenfor verken ;- eller 3,-reseptor. Ved a bruke

slike medisiner, vil det veere mulig a forhindre symptomer pa ulike lidelser.

[1-blokkere virker pa S;AR. De er altsa (3;-antagonister. 3;-blokkere brukes som
legemidler mot hgyt blodtrykk, hjerteinfarkt, hjertekrampe, hjerterytmeforstyrrelse
og hjertesvikt. For a lindre symptomene, senker legemidlene blodtrykket, stabilise-

rer hjerterytmen og reduserer hjertets arbeid. 17!

2.4 Atenolol og metoprolol

Atenolol og metoprolol er 3;-blokkere, og begge har en R-enantiomer og en S-enantiomer
hvor speilbildene ikke kan overlappe. Bade atenolol og metoprolol har ett krialt senter
som blir navngitt etter hvordan prioriterte grupper star. En rekkefglge som gar med

klokka, far R-konfigurasjon, mens rekkefglgen mot klokka gir S-konfigurasjon. !l

Slik som i de aller fleste rasemiske legemidler, er det kun den ene enantiomeren som
gir gnsket medisinsk effekt. For de fleste 3-blokkere er S-enantiomer den som har
best effekt som (3-blokker. Atenolol og metoprolol fglger denne trenden. Ofte vil R-
enantiomer kunne ha ugnskede bivirkninger som for eksempel lavere puls, diaré og
kvalme for (R)-atenolol.™® Evnen (S)-atenolol har som (3;-blokker er 50-500 gan-
ger bedre enn (R)-atenolol."™ Vanlige bivirkninger for (R)-metoprolol er blant annet
svimmelhet, trotthet, depresjon og diaré.*?! (S)-metoprolol er vist & ha 250 ganger
stgrre virkning som [3-blokker enn (R)-metprolol har, og & kun bruke (S)-metoprolol
har dobbelt s& god effekt som (RS)-metoprolol. !

2.5 Syntese av atenolol

Atenolol (se figur [2.T)) er en j3;-antagonist som brukes for medisinering av blant annet
hgyt blodtrykk. Atenolol selges rasemisk som Mylan®, og i 2019 var det omtrent
17 500 brukere av dette legemiddelet i Norge. 421!
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Figur 2.1: Strukturen til (S)-atenolol.

I artikkelen av Akisanya et al. er det beskrevet en syntesemetode for (RS)-atenolol
1 industrien. Metoden er vist skjematisk 1 skjema 1| og bruker utgangsstoffet 2-(4-
hydroksyfenyl)acetamide som reagerer med epiklorhydrin, og piperidin brukes som
katalysator. Lgsningen rgres i 6 timer ved 95-100°C. 1-(4-carmoylmetylfenoksy)-2,3-
epoksy-propan dannes, som videre blir krystallisert fgr det tilsettes isopropylamin.
Denne reaksjonen skjer 1 lgsningsmiddelet metanol og varmes til kokepunkt. Atenolol
destilleres da ut og krystalliseres til ferdig produkt, (RS)-2-(4-[2-Hydroxy-3-(propan-

2-ylamino)propoxy]phenyl)acetamide, markedsfgrt som atenolol. %!
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Skjema 1: Syntese av rasemisk atenolol beskrevet av Akisanya et al. 22!
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2.6 Syntese av metoprolol

Metoprolol (figur brukes ogsa som [3;-antagonist. I 2014 var det pa 14.plass pa
listen over de 15 mest brukte virkestoff i reseptbelagte legemidler.!**! Fem &r senere,
i 2019, er ikke metoprolol lenger & finne pa denne listen lenger.™™ Metoprolol selges
i Norge under flere ulike navn bade i tablettform, som injeksjonsveaske og som miks-
tur. 2* 12020 var det omtrent 288 000 personer som brukte legemiddelet metoprolol i
Norge.

oH
H
/\/Q/O\*/NY
H,CO

Figur 2.2: Strukturen til (S)-metoprolol

Syntese av (RS)-metoprolol er beskrevet av Aguliard og Lladé i patenten til metoprolol
og er vist i skjema [2] Syntesen begynner med utgangsstoffet 4-(2-metoksyetyl)fenol
som reagerer med epiklorhydrin 1 basisk lgsning over 21 timer ved 35°C. Resultatet av
denne reaksjonen reageres sa med isopropylamin ved 55°C i toluen. Dette gir (RS)-1-
(isopropyl-amino)-3-[p-(2-metoxyethyl)pheoxy]-2-propanol, og er markedsfgrt som

metoprolol. 2!
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Skjema 2: Syntese av rasemisk metoprolol som beskrevet i pantenten. [/

2.7 Syntese av kirale legemidler

I symmetriske omgivelser vil kirale molekyler oppfere seg likt, utenom evnen til a
dreie planpolarisert lys, men kroppen er ikke symmetrisk.“®! Alt biologisk liv er kiralt.
Kirale molekyler har minst ett asymmetrisk senter, og som oftest er dette karbon.
Proteiner, karbohydrater, nukleosider og hormoner er alle kirale molekyler, og finnes

i kun den ene enantiomeren i kroppen. Pa grunn av dette vil kirale legemidler kunne
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virke ulikt p& kroppen ut fra hvilken enantiomer som brukes. “”! Virkningene i kroppen
kan skape positiv, negativ eller ingen respons. Enantiomerer av samme forbindelse vil

ogsa brytes ned ulikt i kroppen. ¢!

Av enantiomerene er eutomeren den biologisk aktive, eller har hgyere farmakologisk
aktivitet. Enantiomeren som er mindre aktiv, ikke aktiv eller har negativ effekt kalles
distomeren, og den regnes ofte som en urenhet. Den tredimensjonale konfigurasjonen
til biologiske molekyler kan gi oss en forklaring pa hvorfor enantiomerene gir ulik
effekt nar de interagerer med biologiske reseptorer. > Ettersom kroppen, protiner og

enzymer er asymmetriske, vil eutomeren og distomeren binde seg ulikt i kroppen. <!

Av legemidler som selges er det omtrent 56% av dem som er kirale, og 88% av disse
selges som rasemat.!*”! Problemene ved salg av rasemiske legemidler blir ofte sett bort
fra da det er vanskelig 4 separere enantiomerene.*®! 3-blokkere er kirale legemidler
som har ett kiralt senter, og de har en eutomer og en distomer. Mange [3-blokkere
selges som rasemat og har ofte negative bivirkninger. Enantiomerene vil ofte fglge

ulike metabolske spor i1 kroppen, samt gi ulik respons.

A syntetisere legemidler uten isomere starttilstander leder til en 50/50 blanding av en-
antiomerene. For a forhindre dette kan startmaterialene som benyttes besta av kirale
reagenser og katalysatorer. Det er ogsa mulig a separere enantiomerene med ulike me-
toder, som for eksempel kromatografi. Enantiomerene som har stor forskjell i hvordan
de reagerer med kroppen er de som er viktigst a fa syntetisert som rene enantiomere.

Bruk av slike legemidler vil gi farre bivirkninger. 29!

2.8 Miljgvennlig syntese

Berekraft har blitt viktigere i syntese av ulike legemidler med arene. I boken Green
Chemistry: Theory and Practice fra 1998 av Anastas og Warner definerer de grgnn
kjemi som ”(...) bruken av en rekke prinsipper som reduserer eller eliminerer bruken
eller produksjon av farlige substanser i design, produksjon eller bruk av kjemiske
produkter”. Y Det er gitt 12 prinsipper for grgnnere kjemi. Tre av disse prinsippene
er at 1) det er bedre & forhindre avfall enn a handtere og behandle det etter bruk, 2)
energiforbruk burde optimaliseres med hensyn pa miljg og gkonomisk pavirkning og
burde minimeres, og 3) katalytiske reagenser burde vare sa selektive som mulig og er

bedre enn stgkiometriske reagenser. 2V

Mange syntesemetoder benytter sterke kjemikalier, hgye temperaturer og produserer

store mengder avfall og biprodukt som har innvirkning pa naturen. Fokus pa a senke
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disse faktorene i syntese av legemidler har derfor vert viktig de siste arene. Det er
estimert at legemiddelindustrien produserer 25-100 kg avfall per kg ferdig legemid-
del.t

Lgsningsmidler er vanskelige a unnga nar legemidler syntetiseres. Det er derfor viktig
a bruke sa miljgvennlige lgsningsmidler som mulig og unnga de som er giftige for
mennesker og natur. I mange biokatalytiske reaksjoner kan vann brukes som lgsnings-

middel, og det virker godt i mange varierte synteser. 311

Mengden avfall/biprodukt har gatt betraktelig ned for flere legemidler. Nar legemid-
delet sertralin (Zoloft®) fgrst ble produsert i storskala i 1986, ble det brukt fem Igs-
ningsmidler, deriblant heksan som er et nevrotoksin. Produksjonen brukte 979 liter
lgsningsmiddel per kilo ferdig legemiddel. Syntesen ble utviklet og forbedret, og 1gs-
ningsmidlene som brukes na er kun etanol og etylacetat. Mengden brukte lgsnings-
midler er redusert til 256 liter per kilo ferdig legemiddel. Sertralin er et kiralt legemid-
del med to kirale sentre, og a kun syntetisere den ngdvendige diastereomeren, eller

gjenbruke den inaktive, er derfor ogsa viktig for & optimalisere produksjon. !

2.9 Enzymkatalysert syntese

Et enzym er en biokatalysator som gker reaksjonshastigheten til kjemiske reaksjoner
uten selv a bli brukt opp. Dette gjgres ved a senke aktiveringsenergien som er ngdven-
dig for at reaksjonen skal g."* Enzymer trenger ikke hgye temperaturer og ekstreme
pH verdier. De virker ofte best ved 20-40°C og pH mellom 5 og 8. De er i tillegg
veldig effektive katalysatorer med reaksjonshastigheter pa 10%-10'° ganger sa raskt
som tilsvarende reaksjoner uten katalysator, og dette er mye hgyere enn hva kjemiske

katalysatorer kan f til. #%!

Ved syntese av flere ulike organiske molekyler har enzymkatalyse vist seg a vaere kon-
kurransedyktig, og 1 noen tilfeller vesentlig bedre, enn de klassiske syntesemetodene.
Det ble tidligere antatt at enzymer kun hadde et begrenset intervall med substrater de
kunne katalysere og at det var flere begrensende faktorer nar det gjalt reaksjoner. Etter
at flere enzymer har blitt oppdaget og mater a lage tilpassede enzymer pa har kommet

pa banen, har ulempene med enzymkatalyse blitt ferre og fzerre.!

Enzymer er proteiner med tredimensjonal struktur og et aktivt sete som binder kun se-
lekterte substrater. Dette gir enzymkatatlysatorene stor spesifisitet. Enzymer er laget
av L-aminosyrer som gjgr dem asymmetriske. Dette gir stor stereoselektivitet, og de

kan derfor enkelt syntetisere den enantiomere man gnsker. Asymmetriske reaksjoner
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gir ofte enantiomert overskudd pa >99%. Enantiomert overskudd vil si absoluttdiffe-

ransen mellom molfrasjonene til R-enantiomer og S-enantiomer. 234

2.10 Asymmetrisk syntese ved bruk av enzym

A syntetisere forbindelser med kun den gnskede enantiomeren kan gjennomfgres pa
ulike mater. Syntesen kan begynne med et allerede symmetrisk miljg slik at de syn-
tetiserte forbindelsene kun blir de gnskede enantiomerene. En rasemisk blanding kan
separeres ved a feste ulike grupper pa de ulike enantiomerene og dermed skille dem.
Det er ogsa mulig a lage rene enantiomere ved a konvertere den ugnskede enantiome-

ren til den gnskede ved asymmetrisk syntese. 4

Lipaser er enzymer som katalyserer reaksjonen hvor fett hydrolyseres. Lipaser som
produseres av gjersoppslekten Candida er mye brukt som biokatalysatorer. Gjarsop-
pen Candida antartica produserer to enzymer, lipase A og lipase B (CAL-A og CAL-
B). CAL-B er mye bruk som biokatalysator 1 ulike organiske reaksjoner, men CAL-A
har mange spesielle egenskaper selvom det ikke er vist like mye interesse for denne.

Syntese ved bruk av lipase gir et teoretisk utbytte pa 50%. 242!

I artikkelen av Dwivedee et. al.'?! er det syntetisert (S)-atenolol ved bruk av CAL-A.
Syntesen av forlgperne til atenolol skjer i en vanndig lgsning. Det ble gjort forsgk ved
ulike temperaturer og med ulike lipaser. Optimum for temperatur ved enzymkatalysen
ble funnet ved 30°C, og lipasen som ga best resultat var CAL-A. Syntesen av atenolol
er vist i skjema [3] og begynner med utgangsstoffet 2-(4-hydroksyfenyl)acetamid som
reagerer med epiklorhydrin 1 vann ved 4°C 1 48 timer. Produktet reagerer videre med
acetylklorid i vann og metanol og danner da (RS)-2-(4-(3-kloro-2-hydroksypropoksy)-
fenyl)acetamid ((RS)-1)."?!

(RS)-1 er en rasemisk blanding, og ved bruk av CAL-A, kan enantiomerene separeres.
(RS)-1 ble lgst i1 saltet [EMIM]BF,, acyldonoren var vinylacetat og dette ble blandet
med toluen og reagert med CAL-A. Denne reaksjonen ga produktene (S)-2 og (R)-2.

Videre ble (S)-2 reagert med isopropylamin i vann, og dette ga (S)-atenolol. !
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Skjema 3: Syntese av enantiomert ren atenolol ved bruk av enzymet CAL-A !

Syntese av ren (S)-metoprolol er vist i skjema 4] og ble gjort i masteroppgaven til
Bgckmann B9 hvor enzymet CAL-B ble brukt. Utgangsstoffet som ble brukt var 4-(2-
metoksyetyl)fenol. Dette ble reagert med epiklorhydrin 1 metanol og basen kalium-
hydroksid. Ringen fra epiklorohydrin apnes ved a reagere stoffet med Li,CuCly i te-
trahydrofuran (THF). Dette gir (RS)-1-klor-3-(4-(2-metoksyetyl)fenoksy)propan-2-ol
((RS)-3). (RS)-3 ble videre reagert med vinylbutanat i heksan med CAL-B enzymet.
Dette ga stoffene (S)-4 og (R)-4. (R)-4 ble videre reagert med isopropylamin i vann

som ga (S)-metoprolol. 15!

13



KJ2900
Bachelorprosjekt i kjemi
Emilie Lileng Ottesen 30. april 2021

Q

OH
OH 0
0. cl
+ c\\/A KOH, MeOH LiCUGIy, THF
\(] \
(*] ~.
o
OH

oH o
UJVCI A)‘\
[1/\042 + 0
—_— T
CAL-B, heksan /\)L
o

n\/g\/c\
\O/\/©/

(S)-4

OH
()\)\/C‘ O\/k/n
T e T
\[] \D

(R4
(S)-metoprolol

Skjema 4: Syntese av enantiomert ren metoprolol ved bruk av enzymet CAL-B 15!

3 Diskusjon

Det er mange positive aspekter ved enzymkatalytisk syntese av 2-(4-hydroksyfenyl)acetamid
til (S)-atenolol og 4-(2-metoksyetyl)fenol til (S)-metoprolol nar det kommer til miljg

og natur. Ved industriell produksjon av legemidler kreves det ofte mye varme, ek-
sempelvis for atenololsyntesen som trenger reaksjonstemperaturer opp mot 100°C.

Ved en enzymkatalyse vil temperaturer ned mot 30°C vare optimale. A minimalisere
energiforbruket i en reaksjon, er med pa a optimalisere syntesen og er ett av de tolv
prinsippene beskrevet av Anastas og Warner.®. En mer energieffektiv produksjon er

noe grgnn kjemi tilstreber.

Hgyt forbruk av Igsningsmidler er ogsa et miljgproblem innen industriell produksjon
av legemidler. Det er en stor kilde til avfall, og det er estimert at opp til 80% av
avfall fra legemiddelproduksjon kommer fra Igsningsmidler.”” Lgsningsmidler kan
vaere miljgskadelige for mennesker og dyr. Ettersom en sa stor andel av avfallet er
lgsningsmidler, er det viktig at kjemikaliene som brukes er miljgvennlige og at av-
fallshandteringen gjgres pa riktig mate. Toluen, som brukes i begge atenololsyntesene,
er mistenkt for & ha innvirkning p& reproduksjon hos mennesker og dyr."*l Dette kan
medfgre risiko for de som arbeider innen produksjon av legemidler. I syntese ved bruk
av enzymkatalyse kan vann ofte brukes som lgsningsmiddel. Vann er enkelt a fa tak i

og har ikke i seg selv negativ effekt pa miljget. Et skifte til syntesemetoder hvor store
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menger helse og miljgskadelige Igsningsmidler er byttet ut med vann, fgrer til grgn-
nere og tryggere produksjon. Det fgrste prinsippet innen grgnn kjemi er at a forhindre
avfall er bedre enn & handtere det senere. A bytte ut lgsningsmidler med vann vil vaere

en fordel da det blir mindre giftig avfall som ma handteres.

I dag selges fortsatt mange legemidler, og de aller fleste 5-blokkere, som rasemat.
p1-blokkere er et viktig hjelpemiddel for de som lider av hjerte- og karsykdommer.
Med disse legemidlene fglger det bivirkninger, og ofte er det (R)-enantiomeren som
forarsaker dem. De vanligste bivirkningene som forekommer for atenolol er kvalme,
diaré og lav puls. For metoprolol er de vanligste bivirkningene trgtthet, svimmelhet,
diaré og kvalme. Disse bivirkningene forekommer 1 1 av 10 tilfeller, og selvom de
ikke er svart alvorlige, vil de likevel medfgre en ungdvendig ulempe for pasienten.
A finne gode syntesemetoder av -blokkere som kun syntetiserer (S)-enantiomer vil
veare positivt for pasientsikkerheten da flere av bivirkningene er bevist a komme fra

(R)-enantiomer.

For noen f3-blokkere er det ikke bevist noen negativ effekt av distomeren, men det
vil likevel veere en fordel for pasienten a kun innta legemidler med eutomeren. Euto-
mer og distomer har ulike metabolske spor i kroppen, og selv om distomeren ikke
gir bivirkninger, ma den fortsatt skilles ut fra kroppen gjennom metabolske prosesser
som medfgrer ungdvendig stress pa kroppens organer som nyre og lever. Noen studier
konkluderer med at rent (S)-metoprolol ikke har nok positiv effekt til at det er verdt
& syntetisere rent da bivirkningene er sjeldne og ikke svert alvorlige.®! Selv om bi-
virkningene ikke er alvorlige, vil det fortsatt pafgre kroppen og pasienten ungdvendig

stress.

A legge om produksjonen av atenolol og metoprolol med de vanlige syntesemetode-
ne til enzymkatalytiske syntesemetoder, krever nye investeringer. Det koster penger a
implementere en ny produksjonsmetode, og nar den som allerede eksisterer gir inntje-
ning, vil det vere mer motstand mot a endre produksjonsmetode. Noe av kostnaden
her vil bli redusert da det vil bli behov for mindre lgsningsmidler og da ogsa mind-
re avfallshandtering. Enzymer brukes heller ikke opp i en reaksjon, og de kan derfor

brukes flere ganger. Derved brukes det mindre ressurser per mengde produkt.

Ved bruk av lipaser i enzymkatalyse er det kun 50% teoretisk utbytte av gnsket enanti-
omer. Dette er det mulig & gjgre noe med. Ved bruk av dynamisk kinetisk opplgsning,
er det mulig a snu stereosenteret til (R)-enantiomer om til (S)-enantiomer eller om-

vendt. Dette kalles epimerisering. Det er da mulig a fa 100% teoretisk utbytte i reak-
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sjonen.*8! Andre metoder for & gke teoretisk utbytte er ved Mitsunobu prosess. Denne
gar ut pa invertere stereosenteret til ugnsket enantiomer ved bruk av trifenylfosfin og
azodikarboksylat.*?! Det er ogsé mulig & gke utbytte ved & begynne syntesen med en
prokiral forbindelse, for a sa gjennomfgre en asymmetrisk syntese. I en asymmetrisk
syntese vil substrat, reagent eller katalysten vare ren enantiomer, og reagere med en
prokiral forbindelse. Dette gir syntese av gnsket enantiomer.®™ A velge katalytiske
reagenser som er selektive, vil ogsa vare bedre for en grgnnere kjemi da det gir bedre
utbytte.

For a forbedre syntese av legemidler er det viktig a se pa hvordan ulike lgsnings-
midler har innvirkning pa stereoselektiviteten. I artikkelen fra Dwivedee et al. for-
spgkte de atenololsyntesen med CAL-A med flere ulike lgsningsmidler, og toluen ga
best resultat nir det kom til stereoselektivitet.!'”! For 4 optimalisere syntese av kirale
legemidler, vil det a velge riktig lgsningsmiddel gi et bedre resultat. Ettersom tolu-
ene kan ha negativ effekt pa reproduksjonssystemet, er atenololsyntesen beskrevet av
Dwivedee et al. apen for forbedringer. Lund et al. gjennomfgrte syntese av (R)-4-(3-
kloro-2-hydroksypropoksy)fenyl)acetamid, en forlgper til atenolol, ved bruk av CAL-
B. Da ble acetonitril brukt som lgsningsmiddel i den lipasekatalyserte reaksjonen. !
Dwivedee et al. prgve ogsa med acetonitril som lgsningsmiddel for CAL-A katalysert
syntese av atenolol, men her ga dette ikke noe utslag. ™ Dette viser at Igsningsmiddel
har mye a si for syntesen, og det behgves mer forskning pa lgsningsmidler ved ulike

enzymkatalyserte reaksjoner.

Ikke alle rasemiske legemidler vil dra nytte av a bli solgt som rene enantiomere. Det
kan forekomme enantiomer-enantiomer interaksjoner. Dette er ikke bevist i mennes-
ker, men det er studert i flere dyreforsgk. Blant annet for en annen 3-blokker, propa-
nolol, ble det gjort forsgk pa rotter. Nar (S)-propanolol og (R)-propanolol ble gitt hver
for seg, ble (S)-propanolol skilt ut raskere enn (R)-propanolol. Nar (RS)-propanolol ble
gitt derimot, ble bade (S)-propanolol og (R)-propanolol skilt ut med omtrent samme
hastighet som (R)-propanolol alene. Utskillelsen av (S)-propanolol i rottene ble altsa
sakket ned grunnet nerver av (R)-propanolol.®! Slike interaksjoner mellom R- og
S-enantiomer kan vere med pa a forbedre legemidlene og ma derfor tas i betraktning

nar rasemiske legemidler skal syntetiseres.

Det er ikke kun (3-blokkere og legemidler som drar nytte av enzymkatalyse og syntese
av rene enantiomere. Enzymkatalyserte synteser kan brukes pa syntese av prokirale
forbindelser. Med tiden har enzymkatalyse blitt mer og mer avansert. Det kan lages

theozymer, som er teoretiske katalysatorer designet til a passe reaksjonen som @ns-
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kes. Theozymene kan s lages i et laboratorium, og de er da spesialtilpasset.#4 Dette
medfgrer at enzymkatalyse kan brukes pa et stort felt molekyler, og syntesene er heller

ikke begrenset til enzymene som finnes i naturen.

4 Konklusjon

Levealderen i dag blir bare hgyere og hgyere. Dette medfgrer at flere og flere mennes-
ker kommer til a leve med hgy blodtrykk i fremtiden, med pafglgende gkt medisinbe-
hov. For a forbedre pasientopplevelsen er det viktig med gode legemidler som gir sa
fa bivirkninger som mulig. j3;-blokkere er et godt hjelpemiddel for de som har hgyt
blodtrykk. Legemidlene hjelper til med a senke blodtrykket og avlaste hjertets totale
arbeid. Atenolol og metoprolol er to 3;-blokkere som selges i Norge, hvor metoprolol
er den som er mest brukt. Disse selges som rasemat og har bivirkninger hvor flere
av dem kommer som fglge av R-enantiomeren. Det er 1 tillegg S-enantiomeren som

virker best som [;-blokker.

Syntese av atenolol og metoprolol, som idag brukes i produksjon, gir rasemiske pro-
dukter med bivirkninger, og enantiomerene fglger ulike metabolske spor i kroppen.
Enzymbkatalyserte reaksjoner gir stor stereoselektivitet og vil syntetisere S-enantiomer
av legemidlene. Dette medfgrer at flere av bivirkningene unngas, og det gir en bed-
re pasientopplevelse og pasientsikkerhet. Disse positive endringene gjelder for mange

kirale legemidler, da fravar av distomeren ofte gir feerre bivirkninger.

Nar det gjelder miljgaspektet, brukes det mye Igsningsmidler i produksjon av legemid-
ler. En stor prosentandel av alt avfallet som produseres kommer fra lgsningsmidler.
De enzymkatalyserte syntesemetodene som danner atenolol og metoprolol produserer
ogsa mindre avfall enn andre syntesemetoder. Ved bruk av enzymkatalyse kan store
deler av lgsningsmidlene byttes ut med vann, noe som er positivt da vann er et miljg-
vennlig lgsningsmiddel. Selv om det medfgrer kostnader a legge om produksjonsme-
todene som allerede eksisterer til enzymkatalytiske, vil det vare besparelser. Det blir
lavere energibehov, samt at redusert bruk Igsningsmidler fgrer til mindre avfallspro-
duksjon og derved mindre behov for avfallshandtering. At enzymer kan gjenbrukes vil

ogsa gi mindre avfall, samt bedre ressursutnyttelse per kilo produkt som produseres.

Mange typer synteser kan dra nytte av enzymkatalyserte reaksjoner, deriblant syntese
av atenolol og metoprolol. Med fremtidige designerenzymer som kan katalysere gns-
kede reaksjoner, er det mange muligheter for fremtidens legemidler. Det er viktig at

pasientsikkerheten ivaretas og at bivirkninger reduseres. Ved et bytte over til enzym-
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katalyserte reaksjoner, vil legemiddelindustrien nerme seg de grgnne malene satt av
Anastasia og Warner, som blant annet omfatter mindre bruk av helse og miljgskadelige

lgsningsmidler, mer energieffektive prosesser og stgrre selektivitet hos katalysatorer.
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