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(57) 1 Способ получения соединения, представ-
ленного формулой II

ОН

в которой А - углерод или азот и R1 представляет
а) Сі 5 алкил с линейной или разветвленной це-
пью, особенно н-пропил или изобутил,
б) Сз 5 алкенил, особенно аллил,
в) Сз 5 алкинил, особенно пропаргил,
г) водород или
д) Сі 4 алкокси-Сі &, алкил,
включающий стадии культивирования мик-
роорганизма Rhodotorula rubra ATCC 74283 или
Rhodotorula pilimmae ATCC 32762 в питательной
среде, содержащей ассимилируемые источники
азота и углерода и субстратное Соединение фор-
мулы III

в которой R
а) Сі 5 алкил с линейной или разветвленной це-
пью, особенно н-пропил или изобутил,
б) Сз 5 алкенил, особенно аллил,
в) Сз 5 алкинил, особенно пропаргил,
г) водород или
д) Сі 4 алкокси-Сі &, алкил,
в аэробных условиях до тех пор, пока не образу-
ется существенное количество Соединения II, и
выделения полученного соединения
2 Способ по п 1, отличающийся тем, что микро-
организмом является Rhodotorula rubra ATCC
74283, субстрат растворяют в от около 1% до
около 15% об/об этанола, метанола или ДМСО и
количество загруженного субстрата составляет от
около 1 до около 3 г/л
3 Способ по п 2, отличающийся тем, что суб-
страт растворен в от около 1% до около 3% об /об
ДМСО и количество загруженного субстрата со-
ставляет от около 1 до около 3 г/л
4 Способ по п 1, отличающийся тем, что темпе-
ратура от около 30 до около 50°С и рН от около
4,5 до около 8,0
5 Способ по п 1, отличающийся тем, что темпе-
ратура от около 30 до около 35°С и рН от около
5,5 до около 6,5
6 Способ получения соединения, представленно-
го формулой II

он

в которой А - углерод или азот и R1 представляет
а) Сі 5 алкил с линейной или разветвленной це-
пью, особенно н-пропил или изобутил,
б) Сз 5 алкенил, особенно аллил,
в) Сз 5 алкинил, особенно пропаргил,
г) водород или
д) Сі 4 алкокси-Сі &, алкил,
включающий стадии культивирования микроор-
ганизма Rhodotorula rubra ATCC 74283 в пита-
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тельной среде, содержащей ассимилируемые ис-
точники азота и углерода и субстратное Соеди-
нение III

где FT
а) Сі 5 алкил с линейной или разветвленной це-
пью, особенно н-пропил или изобутил,

б) Сз 5 алкенил, особенно аллил,
в) Сз 5 алкинил, особенно пропаргил,
г) водород или
д) Сі 4 алкокси-Сі &, алкил,
в аэробных условиях до тех пор, пока не обра-
зуется существенное количество Соединения II,
и выделения полученного соединения, отли-
чающийся тем, что субстрат растворяют в от
около 1% до около 15% об/об этанола, мета-
нола или ДМСО, и количество загруженного
субстрата составляет от около 1 до около 3 г/л,
температура от около 20 до около 50°С и рН от
около 4,5 до 8,0
7 Способ по п 6, отличающийся тем, что суб-
страт растворен в от около 1% до около 3% об /об
ДМСО и количество загруженного субстрата со-
ставляет от около 1 до около 3 г/л, температура
от около 30 до около 35°С и рН от около 5,5 до
около 6,5

Глаукома является глазным расстройством,
связанным с повышенным внутриглазным давле-
нием, которое является слишком высоким для
нормального функционирования и может привести
к необратимой потере зрения При отсутствии ле-
чения глаукома со временем может привести к
слепоте Глазная гипертензия, т е состояние по-
вышенного внутриглазного давления без повреж-
дения диска зрительного нерва или характерных
для глаукомы дефектов поля зрения, как сейчас
полагают многие современные офтальмологи, яв-
ляется ранней стадией глаукомы

Соединения структурной формулы

R 0> SO 2 NH 2

(і)

индивидуальные диастереомеры, индивидуаль-
ные энантиомеры или их смеси, или офтальмо-
логически приемлемая соль его, где

А - углерод или азот,
Z- NHR или -OR,
R - Сі є алкил с линейной или разветвленной

цепью, R1- а) Сі 5 алкил с линейной или разветв-
ленной цепью, особенно н-пропил или изобутил,

б) Сз 5 алкенил, особенно аллил,
в) Сз 5 алкинил, особенно пропаргил,
г) водород или
д) Сі 4 алкокси-Сі &, алкил, и
X--SO2 или -С(О)-,

известны из патентов США № 4797413 и 5157129
Соединения известны как ингибиторы карбонатде-
гидрогеназы местного действия (TCAI's), полезные
при лечении глазной гипертензии Синтез сое-

динений включает восстановление сульфокетона
до предшественника транс-гидроксисульфона для
указанных выше соединений Однако, способы
синтеза, описанные для их получения, дают диас-
тереомерные или рацемические продукты, ко-
торые должны быть разделены и выделены с со-
путствующей потерей по меньшей мере 50% про-
дукта, чтобы получить наиболее активный энан-
тиомер

Теперь с настоящим изобретением обеспе-
чен новый микробиологический способ биоконвер-
сии промежуточного соединения сульфокетона в
промежуточное соединение транс-гидроксисуль-
фона

Изобретение касается нового способа мик-
робной биоконверсии для синтеза транс-гидрокси-
сульфона, имеющего структурную формулу

он

в которой А и R1 - описаны выше Транс-гидрокси-
сульфон является предшественником конечного
продукта, ингибитора карбонатдегидрогеназы при-
веденной выше формулы I Конечный продукт об-
ладает местным действием при лечении глазной
гипертензии и глаукомы Способ включает фер-
ментацию субстрата сульфокетона в присутствии
микроорганизма Rhodotorula rubra, (ATCC 74283)
или Rhodotorula pihminae (ATCC 32762), предпоч-
тительно Rhodotorula rubra Биоконверсию осуще-
ствляют в аэробных условиях погружения в вод-
ную углеводную среду, содержащую питательный
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азот, при рН около 4,5-8,0, предпочтительно 6,0, в
течение времени, достаточного для получения
соединения структурной формулы II

Полученный аналог транс-гидроксисульфо-
на обнаруживает диастереомерный избыток бо-
лее, чем 95% Ключевая стадия в этом новом спо-
собе (т е регулирование диастереомерного из-
бытка гидроксисульфона) заключается в регуля-
ции остаточной концентрации сульфокетона в
реакционной среде биоконверсии

Таким образом, предметом настоящего изо-
бретения является микробиологический способ
синтеза промежуточного соединения транс-гид-
роксисульфона

Изобретение касается синтеза соединений
структурной формулы

Rhodotorula rubra в присутствии субстрата сое-
динения III, как показано

ОН

Транс-гидроксисульфон - II

в которой А - углерод или азот и R1 представляет
а) Сі 5 алкил с линейной или разветвленной

цепью, особенно н-пропил или изобутил,
б) Сз 5 алкенил, особенно аллил,
в) Сзбалкинил, особенно пропаргил,
г) водород или
д) Сі 4 алкокси-Сі &, алкил,

которое является предшественником соединений
формулы

SO2NH;

(I)

индивидуальных диастереомеров, индивидуаль-
ных энантиомеров или их смесей, или его офталь-
мологически приемлемой соли, где

А - углерод или азот,
Z- NHR или -OR,
R - Сі є алкил с линейной или разветвленной

цепью,
R1- а) Сі 5 алкил с линейной или разветвлен-

ной цепью, особенно н-пропил или изобутил,
б) Сз 5 алкенил, особенно аллил,
в) Сзбалкинил, особенно пропаргил,
г) водород или
д) Сі 4 алкокси-Сі &, алкил, и
X--SO2 или -С(О)-
Новый способ этого изобретения включает

ферментацию микроорганизм Rhodotorula rubra
или Rhodotorula pilimmae, предпочтительно

(III)
Сульфокетон - III

в которой R2-
а) Сі 5 алкил с линейной или разветвленной

цепью, особенно н-пропил или изобутил,
б) Сз 5 алкенил, особенно аллил,
в) Сзбалкинил, особенно пропаргил,
г) водород или
д) Сі 4 алкокси-Сі &, алкил,

в питательной среде в аэробных условиях до об-
разования существенного количества соединения
II и выделение полученного соединения обычным
способом Соединения структурной формулы I
пригодны для лечения глаукомы

Предпочтительное воплощение этого изоб-
ретения, в котором соединение представлено
формулой II

он

(II)

в которой А - углерод или азот и R1 представляет
а) Сі 5 алкил с линейной или разветвленной

цепью, особенно н-пропил или изобутил,
б) Сз 5 алкенил, особенно аллил,
в) Сзбалкинил, особенно пропаргил,
г) водород или
д) Сі 4 алкокси-Сі &, алкил,

которое является предшественником соединений,
представленных формулой I

SO2NH:

(I)
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индивидуальных диастереомеров, индивидуаль-
ных энантиомеров или их смесей, или его офталь-
мологически приемлемой соли, где

А - углерод или азот,
Z- NHR или -OR,
R - Сі єалкил с линейной или разветвленной

цепью,
R1- а) Сі бэлкил с линейной или разветвлен-

ной цепью, особенно н-пропил или изобутил,
б) Сз 5 алкенил, особенно аллил,
в) Сзбалкинил, особенно пропаргил,
г) водород или
д) Сі 4 алкокси-Сі &, алкил, и
X--SO2 или -С(О)-,

включает стадии культивирования микроорганиз-
ма Rhodotorula rubra, (ATCC 74283) в питательной
среде, содержащей ассимилируемые источники
азота и углерода и субстратное соединение III

(III)

где FT -
а) Сі 5 алкил с линейной или разветвленной

цепью, особенно н-пропил или изобутил,
б) Сз 5 алкенил, особенно аллил,
в) Сзбалкинил, особенно пропаргил,
г) водород или
д) Сі 4 алкокси-Сі &, алкил,

в аэробных условиях до тех пор, пока не образует-
ся существенное количество соединения II, и вы-
деления полученного соединения, при этом субст-
рат растворен приблизительно в 1-15% об /об
этанола, метанола или ДМСО, количество загру-
жаемого субстрата составляет около 1-3 г л,
температуру поддерживают 20-50°С и рН около
4,5-8,0

Субстратное соединение III может быть син-
тезировано следующим не лимитирующим изоб-
ретение способом

Метил-3^)-гидроксигексаноат
М етил -З- кето гексаноат (44,7 г, 310 ммоль)

разбавляют метанолом (75 мл) и 0,2н НСІ (2 мл)
Добавляют Et2NH2 + Ru2CI5-(BINAP)2 (200 мг) и
смесь нагревают при 60°С под давлением водоро-
да 7,0307 кг/см2 (100 фунт/дм ) в течение 2 ч До-
бавляют толуол (100 мл) и смесь концентрируют
до образования масла массой 75 г

Метил-3^)-толилсульфонилоксигексаноат
Сырой раствор метил-3^)-гидроксигекса-

ноата (310 ммоль) растворяют в пиридине (100
мл) и добавляют п-толилсульфонилхлорид (59 г,
3100 ммоль) Смесь перемешивают при 5°С 24 ч,
а затем при 15°С -16 ч Воду (15 мл) добавляют
медленно в течение 1 ч, чтобы погасить избыточ-
ный реагент Смесь выливают в 20% толуол/гек-

сан (600 мл) и промывают водой (3 х 250 мл) Ор-
ганический слой концентрируют, чтобы получить
83 г продукта в виде масла 95% чистоты

Метил-3(3)-(2-тиофентио)гексаноат
н-Бутиллитий (1,64 М, 97,6 мл, 160 ммоль)

добавляют к тиофену (15,1 г, 180 ммоль) в ТГФ
(100 мл) при -20°С После перемешивания в те-
чение 30 минут добавляют серу (5,23 г) по частям
После этого через 1 ч добавляют дезоксигени-
рованный формамид (100 мл) с последующим до-
бавлением метил-З^-толилсульфонилоксигекса-
ноата (40 г, 33,3 ммоль) Смесь перемешивают
при комнатной температуре 24 ч и затем разбав-
ляют этилацетатом (100 мл) и водой (50 мл) Слои
разделяют и проводят обратную экстракцию вод-
ной части этилацетатом (100 мл) Объединенные
органические вещества концентрируют с получе-
нием продукта в виде желтого масла массой 23,9
г Общий выход из м етил -З- кето гексаноата состав-
ляет 74%

5,6-Дигидро-6(3)-(пропил)-4Н-тиено[2,ЗЬ]ти-
опиран-4-он

Метил-3(3)-(2-тиофентио)гексаноат (125 г,
513 ммоль) нагревают при 100°С с уксусной кисло-
той (150 мл) и концентрированной НСІ (150 мл) в
течение 96 ч Смесь экстрагируют толуолом (2 х
300 мл) Объединенные органические слои про-
мывают и концентрируют до получения темно-ко-
ричневого масла, которое поглощают толуолом
(1200 мл) Смесь охлаждают до 0°С и добавляют
ангидрид трифторуксусной кислоты (126 г, 600
ммоль) Через 45 минут смесь промывают водой
(2 х 200 мл) и концентрируют до получения 151 г
масла, которое переносят на следующую стадию
без очистки

5,6-Дигидро-6(3)-(пропил)-4Н-тиено[2,ЗЬ]ти-
опиран-4-он-7,7-диоксид

5,6-Дигидро-6(3)-(пропил)-4Н-тиено[2,ЗЬ]ти-
опиран-4-он (4,25 г, 20 ммоль) растворяют в этил-
ацетате (80 мл) Добавляют вольфрамат натрия
(660 мг, 2 ммоль), 30%-ную перекись водорода
(8,2 мл, 80 ммоль) и 10 капель серной кислоты
Через 24 ч реакционную смесь разбавляют этила-
цетатом (100 мл) и промывают 10% раствором
Na2SO3 и насыщ раствором ІЧаНСОз Органичес-
кий слой концентрируют и растирают с этанолом с
получением 4,5 г продукта (95%)

Микроорганизмы
Биологически чистый образец Rhodotorula

pilimmae выделяют из личинки Drosophyla pihminae,
Гавайи, и он является общедоступным на осно-
вании Будапештского соглашения в постоянной
коллекции культур Американской коллекции ти-
повых культур, 12301 Parklawn Drive in Rockville,
Maryland, в которой он зарегистрирован под но-
мером АТСС 32762 Биологически чистый образец
Rhodotorula rubra является общедоступным в пос-
тоянной коллекции культур Американской коллек-
ции типовых культур, 12301 Parklawn Drive in Rock-
ville, Maryland, в которой он зарегистрирован под
номером АТСС 74283 Любые ограничения, отно-
сящиеся к публичному доступу к микроорганизму
должны быть безотзывно исключены после выдачи
патента Rhodotorula rubra ATCC 74283 выделен из
зараженных сквашенных сливок

Аналитическими способами, которые, в
основном, используются в настоящем изоб-
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ретении, но не ограничивают его, являются сле-
дующие

Аналитические способы
Измерения биомассы
Биомассу измеряют по оптической плотнос-

ти и по массе сухих клеток Измерения оптической
плотности проводят с использованием Hewlett
Packard 8451А комплекта спектрофотометра с
диодным блоком при 660 нм Массу сухих клеток
определяют с использованием миллипоровых
фильтров типа НА, размер пор 0,45 нм

Глюкоза
Глюкозу отслеживают жидкостным хро-

матографом, снабженным классическим компью-
тером Макинтош для регистрирования и накопле-
ния данных, детектором абсолютного показателя
преломления, автоинжектором А1-2 Dynamax,
аналитическим HP насосом, модулем давления и
Biorad Ammex HPX-87H ион-исключающей колон-
кой (300 х 78 мм), нагретой до 60°С Элюент сос-
тоит из 0,005 М серной кислоты при 0,7 мл/мин

Экстракция бульона
Цельный бульон экстрагируют путем добав-

ления равного объема этилацетата Смесь по-
мещают в шейкер на 5 мин, затем центрифуги-
руют при 2000 обор /мин в течение 10 минут с по-
мощью центрифуги Beckman TJ-6 Полученный су-
пернатант сушат и повторно суспендируют в ме-
таноле для тонкослойной хроматографии или
анализа ЖХВР

Тонкослойная хроматография
Для тонкослойной хроматографии исполь-

зуют пластины F254 из силикагеля 60 с предва-
рительным покрытием Kiesel Подвижная фаза
состоит из 94% метиленхлорида, 5% метанола и
1% гидроксида аммония Пробы наносят на плас-
тину и высушивают Один край пластины погру-
жают в подвижную фазу и позволяют растворите-
лю подниматься по пластине до тех пор, пока он
не достигнет примерно 25,4 мм от верха пласти-
ны

Жидкостная хроматография высокого разре-
шения

ЖХВР осуществляют с Raimn системой,
снабженной классическим компьютером Макинтош
для регистрирования и накопления данных, Dy-
namax детектором оптической плотности UV-M,
автоинжектором А1-2 Dynamax, двумя аналитиче-
скими HP насосами, модулем давления с Zorbax
Ammex RX-C8 колонкой (4,6 х 250 нм), которую
поддерживают при комнатной температуре В спо-
собе используют два элюента, метанол и воду
(0,1% об/об Н3РО4) при общей скорости потока
1,5 мл/мин и УФ детекции при 254 нм Способ вк-
лючает градиент от 30/70 метанол/подкисленная
вода (об/об ) до 70/30 (об/об ) в течение 15 ми-
нут Способ разделяет цис-гидроксисульфон,
транс-гидроксисульфон и сульфокетон за 9,5, 10 и
12,8 минуты, соответственно

Пример 1
Способы культивации
Продуцирование транс-гид роксисульфона

происходит, например, во время культивации с от-
цеживанием или во встряхиваемой колбе, клетки
Rhodotorula rubra ATCC 74283 инокулируют перво-
начально из Sabouraud декстрозных скошенных
агаров (Difco) или позднее из замороженных гли-

цериновых суспензий клеток (1 мл) в колбы Эр-
ленмейера емкостью 250 мл, содержащие 50 мл
Sabouraud декстрозного бульона Sabouruda дек-
строзный бульон коммерчески доступен и содер-
жит 10 г/л Difco неопептона и 20 г/л Bacto декстро-
зы Колбы инкубируют в течение 24 часов при
28°С при перемешивании со скоростью 220 оборо-
тов в минуту для того, чтобы получить достаточ-
ную биомассу для использования в качестве ино-
кулята Инокулят переносят (5%/25 мл) в 2-литро-
вую колбу Эрленмейера, содержащую 500 мл
Sabouraud декстрозного бульона Затем культуру
инкубируют при 28°С с перемешиванием при 180
обор /мин в течение 42 часов Клетки центрифуги-
руют, промывают MES буфером рН 6,0 и повторно
суспендируют в MES буфере рН 6,0 перед добав-
лением сульфокетона

Биореакторную культивацию проводят в
ферментере емкостью 23 литра, который иноку-
лируют 2-литровой колбой Sabouraud декстрозно-
го бульона, содержащего Rhodotorula rubra ATCC
74283, культивированный 42 часа, как описано вы-
ше Параметры ферментера следующие темпе-
ратура 28°С, перемешивание 200 обор/мин (ми-
нимальная отправная точка), аэрация 10 л/мин и
обратное давление 0,0422 кг/кв см Давление рас-
творенного кислорода поддерживают переме-
шиванием на уровне минимум 40% Когда ско-
рость поглощения кислорода (OUR) падает ниже 5
ммоль/л/ч, клетки собирают в стерильных усло-
виях

Параметры реакции
Оптимальные параметры биоконверсии та-

ковы, при которых буферы (0,5 М) на основе 3-[N-
морфолино]пропансульфоновой кислоты (MOPS)
и 2-[1\1-морфолино]этансульфоновой кислоты
(MES) используют примерно при 20-40°С в диа-
пазоне рН 4,5-8,0, в результате чего биоконверсия
происходит при скоростях около 0,011-0,150 г/г
CDW/ч Температурный диапазон - примерно 20-
50°С, предпочтительно 30-35°С Используемый
растворитель и его количество, используемое для
растворения субстрата сульфокетона, - это эта-
нол, метанол или ДМСО, предпочтительно ДМСО,
между 1-15%, предпочтительно 1-3%, соответст-
венно Количество загруженного субстрата - около
1-3 г/л, предпочтительно 1,5 г/л, чтобы достигнуть
извлечения транс-гидроксисульфона (66%), имею-
щего диастереомерный избыток 95%, а клетки
вызревают 16-60 часов, предпочтительно около
40-60 часов, что соответствует падению OUR ни-
же 5 ммоль/л/ч

Биоконверсия и выделение транс-гидрокси-
сульфона II (5,6-дигидро-4(3)-гидрокси-6(Э)-про-
пил-4Н-тиено-[2,3-Ь]тиопиран-7,7-диоксида)

Аликвотные пробы бульона (10 или 50 мл),
содержащие клетки Rhodotorula rubra центрифуги-
руют при 4000 обор /мин в течение 10 мин с помощ-
ью центрифуги Beckman TJ-6 и декантируют супер-
натант Лепешку повторно суспендируют в 0,5 М 2-
[|\1-морфолино]этансульфоновом кислотном бу-
фере (MES) при рН 6,0 и центрифугируют снова
Промытые клетки повторно суспендируют в 50 мл
MES буфера При необходимости клетки разбав-
ляют для облегчения анализа степени реакции био-
конверсии Сырой субстрат сульфокетон (56% чис-
тоты), эквивалентный 1 г/л чистого сульфокетона,
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растворенный в этаноле (3% об/об), добавляют в
колбы, содержащие промытые клетки Колбы инку-
бируют при 32,5°С в водяной бане, которую непре-
рывно встряхивают Бульон собирают экстракцией
хлороформом (1 1, об/об) или этилацетатом (1 1,
об/об), сушат и повторно суспендируют в метано-
ле Затем проводят анализы экстрактов тонкослой-
ной и жидкостной хроматографией высокого разре-
шения (ЖХВР) Времена удерживания ЖХВР для
транс-гидроксисульфона, цис-гидроксисульфона и
сульфокетона - 9,5, 10,0 и 12,8, соответственно 1Н
ЯРМ результаты для транс-гидроксисульфона (250
МГц, CDCI3) показаны ниже дельта 7,58(д, J=5,1
Гц, 1Н), 7,08 (д, J=5,1 Гц, 1Н), 4,94 (т, J=3,6 Гц, 1Н),
3,66 (м,1Н), 2,6-2,1 (м,ЗН), 1,7-1,5 (м, ЗН), 1,01 (т,
J=7,01,3H)

Клетки после биореакторной культивации
собирают, когда OUR падает ниже 5 ммол/л/ч,
центрифугируют и промывают 0,5 М MES бу-
фером рН 6,0 Клетки повторно суспендируют в
0,5 М MES буфере рН 6 и возвращают в фермен-
тер Параметры ферментера, установленные для
биоконверсии, следующие температура 32,5°С,
перемешивание 400 обор/мин и аэрация 6 л/мин
и обратное давление 0,0422 кг/кв см Сульфокетон
(1,5 г/л) растворяют в ДМСО и добавляют в фер-
ментер (3% об /об ) Пробы отбирают периодичес-
ки для контроля активности биоконверсии путем
ЖХВР Скорость биоконверсии 1,14 г/л/ч или 0,126
г/г CDW/ч и конечный выход 1,04 г/л-1 транс-гид-
роксисульфона, имеющего 96,4% диастереомер-
ный избыток, достигают при сборе клеток Бульон
экстрагируют этилацетатом (0,5 1, об/об), а фазу
растворителя концентрируют, используя роторный
испаритель

Пример 2
Биоконверсия транс-гидроксисульфона (5,6-

дигидро-4(3)-гидрокси-6(3)-метил-4Н-тиено-[2,3-Ь]
тиопиран 7,7-диоксид)

Клетки культуры АТСС 74283, сохраненные
на Sabouraud декстрозных скошенных агарах при
4°С, используют, чтобы инокулировать колбу Эр-
ленмейера емкостью 250 мл, содержащую 50 мл
Sabouraud декстрозного бульона После инкубиро-
вания в течение 20 часов при 28°С при встряхива-
нии кетосульфон, растворенный в этаноле (33,3
мг/мл), добавляют в колбы (1 мл на колбу) Куль-
туры возвращают в те же самые условия инку-
бирования дополнительно на 24 часа Остаточный
кетосульфон и продуцированный гидроксисуль-
фон экстрагируют из бульона одним объемом хло-
роформа Анализы ТСХ и ЖХВР показывают пол-
ное превращение сульфокетона в транс-гидрокси-
сульфон ЯРМ анализы подтверждают структуру
транс-гидроксисульфона дельта 7,6 (д, 1Н, Сг-Н),
7,1 (д, 1-Н, Сз-Н), 4,9 (м, 1Н, С4-Н), 3,8 (м, 1Н, С6-
Н), 3,5-3,0 (ушир с, 1Н, ОН), 2,6 (м,1Н, С5-Н), 2,4
(м, 1Н, С5-Н) , 1,5 (д, ЗН, Сб-СНз)

Пример 3
На этом примере способ получения сое-

динений формулы I [5,6-дигидро-6-(3)-пропил-
4(3)-1-этиламино-4Н-тиено[2,3-Ь]тиопиран-2-суль-
фонамид-7,7-диоксида] представлен следующим
образом

Стадия 1 Процедура
Транс-гидроксисульфон (7,32 г, 29,7 ммоль)

суспендируют в ацетонитриле (38 мл) в кругло-

донной колбе емкостью 100 мл, снабженной
магнитной мешалкой, термопарой и впуском
азота Раствор охлаждают до 0°С и добавляют
серную кислоту (5 мл, 88,7 ммоль) по частям
Реакционную смесь затем перемешивают при
комнатной температуре Смесь охлаждают до 0-
5°С Колбу на 500 мл загружают водой (34 мл) и
ацетонитрилом (43 мл), затем смесь охлаждают
до 0-5°С и хорошо перемешивают Затем осто-
рожно добавляют реакционную смесь так, чтобы
температура оставалась ниже 5°С Насыщенный
карбонат калия (30 мл) затем добавляют до ус-
тановления рН водного слоя между 7-8 или до
тех пор, пока не прекратится выделение диокси-
да углерода Органический слой концентрируют
в сырой маслянистый материал (14,1 г), по
пробному анализу 42,5 масс % Выход состав-
ляет 5,99 г (73%)

Стадия 2 Процедура
Круглую колбу емкостью 100 мл, снабжен-

ную магнитной мешалкой и термопарой, загру-
жают хлоросульфоновой кислотой (13,14 мл) и
кислоту охлаждают до 0-5°С Ацетамидосульфон
(6,57 г) добавляют порциями в течение 30 мин
так, чтобы внутренняя температура была ниже
15°С Темную реакционную смесь затем нагре-
вают до 33°С в течение 16 ч, а затем еще 5 ч до
50°С Когда ЖХВР показывает, что остается
<0,5% (против сульфоновой кислоты и сульфо-
нилхлорида) ацетамидосульфона, смесь охлаж-
дают до комнатной температуры Затем по кап-
лям добавляют тионилхлорид (13,14 мл) По
окончании добавления темную смесь нагревают
до 45°С После 16 ч остается <0,5% по площади
сульфокислоты Смесь охлаждают до 0-5°С Лит-
ровую колбу загружают водой (325 мл) и охлаж-
дают до 0°С Смесь для хлорирования затем до-
бавляют по каплям в течение 30 минут к хорошо
перемешиваемому охлаждаемому раствору, так
что внутренняя температура остается ниже 5°С
Смесь перемешивают 45 мин и затем фильтруют
Влажную лепешку промывают холодной водой
(10 мл) и сушат в потоке азота Концентрирован-
ный водный аммиак (24 мл) и ТГФ (43 мл) загру-
жают в колбу на 250 мл, снабженную магнитной
мешалкой и термопарой Смесь охлаждают при-
мерно до -10°С Неочищенный влажный твердый
сульфонилхлорид добавляют порциями в те-
чение 1 ч, поддерживая внутреннюю температуру
ниже 0°С После 2 ч остается менее, чем 1,8%
сульфонилхлорида Избыток аммиака нейтра-
лизуют водной хлористоводородной кислотой (п-
римерно 50 мл) Водный слой промывают ТГФ
дважды Слои ТГФ объединяют и концентрируют
Материал суспендируют снова в ТГФ и осторож-
но добавляют воду Образуются коричневые кри-
сталлы и остается желтый вод ный раствор
Смесь фильтруют и кристаллы сушат в вакууме
Выход ацетамидосульфонамида - 5,58 г (66%)

Стадия 3 Процедура
Ацетамидосульфонамид (4,21 г, 11,5 ммоль)

сушат перегонкой с ТГФ (2 х 100 мл порции) в кол-
бе на 250 мл Колбу снабжают магнитной мешал-
кой, термопарой и впуском азота Суспензию аце-
тамидосульфонамида в 22,5 мл ТГФ охлаждают
затем до 0-5°С Боран-ТГФ (51 мл, 51 ммоль) до-
бавляют по каплям в течение 45 минут, поддержи-
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вая внутреннюю температуру ниже 5°С После за-
вершения выделения водорода (20 минут) раст-
вор нагревают до 30-35°С После завершения ре-
акции (3 ч) смесь охлаждают до комнатной темпе-
ратуры Круглодонную колбу емкостью 250 мл,
снабженную магнитной мешалкой, термопарой и
впуском азота, загружают серной кислотой (60 мл)
и охлаждают до 0-5°С Реакционную смесь затем
осторожно дозируют в хорошо перемешиваемый
кислотный раствор, поддерживая внутреннюю
температуру ниже 20°С После добавления смесь

перемешивают при комнатной температуре до за-
вершения выделения водорода Колбу затем уста-
навливают для перегонки (1 атм) и смесь концент-
рируют, пока внутренняя температура не достиг-
нет >97°С После окончания перегонки смесь ох-
лаждают до 20°С Смесь затем нейтрализуют вод-
ным бикарбонатом калия и экстрагируют этила-
цетатом (100 мл) Органический слой концентри-
руют с получением 3,45 г 5,6-дигидро-6-(3)-про-
пил-4(3)-1-этиламино-4Н-тиено[2,3-Ь]тиопиран-2-
сульфонамид-7,7-диоксида
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