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Nazev vynalezu:

Zpisob vyroby (1S,4R)- nebo (1R,45)-4-(2-
amino-6-chlor-9-H-purin-9-yl)-2-cyklopenten-1-
methanolu

Anotace:

ZpuUsob vyroby (1S,4R)- nebo (1R,4S)-4-(2-amino-6-chlor-9-
H-purin-9-yl)-2-cyklopenten-1-methanolu vzorcti I a II.

V prvnim stupni acyluje (+)-2-azabicyklo[2.2.1]-hept-5-en-3-
on vzorce III na derivat (+)-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en-3-
onu vzorce V. Ten se ve druhém stupni redukuje na derivat
cyklopentenu vzorce V, ten se ve tietim stupni
biotechnologicky pfeméni na (1R,4S)- nebo (1S,4R)-1-amino-
4-(hydroxymethyl)-2-cyklopenten vzorcti VI, VII. Ten se ve
¢tvrtém stupni prevede pomoci N-(2-amino-4,6-dichlor-
pyrimidin)-5-yl)formamidu vzorce VIII na (1S,4R)- nebo
(1R,48)-4-[(2-amino-6-chlor-5-formamido-4-pyrimidinyl)-
amino]-2-cyklo-penten-1-methanol vzorct [X, X a posledng
jmenovana sloudenina se v patém stupni cyklizuje na koneény
produkt vzorce I nebo II.
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Zpisob vyroby (1S,4R)- nebo (1R,4S)—4—(2-amino—6—chlor-9-H—purin-9-yl)-2—cyklo-
penten—1-methanolu
Oblast techniky

Vynalez se tykd nového zpisobu vyroby (1S,4R)-nebo (1R,4S)4—(2—amino—6—chlor-9-H-
purin-9—yl)-2—cyklopenten—1-methanolu vzorci I a II

Cl cl

- N N/ N
N | \> (1) /k\ [ \> (I1)
HN/I\\N ~N H,N-" N7 TN /
2 ':_“

<\> CH,OII CIL,OH

(1S,4R)—4—(2—amino—6—chlor—9-H-purin-9-yl)-2—cyklopenten—I-methanol-je dilezity mezi-
produkt pro vyrobu 2—aminopurinnukleosidi, jako napiiklad pro vyrobu (1S,4R)—4—[2—amino—6—
(cyklopropylamino)-9-H-purin—9—yl]-2—cyklopenten—1-methanolu (WO 95/21 161) nebo pro
vyrobu 1592U89 (J. Org. Chem., 1996, 61, 4192-4193; J. Org. Chem., 1996, 61, 7963-7966).

Dosavadni stav techniky

Zpusob vyroby (18,4R)—4—(2-amino—6—chlor—9—H—purin—9—y)-2—cyklopenten—1-methanolu
z (1S,4R)—4-amino—2—cyklopenten—1-methanolu je popsan ve WO 95/21 161. Nevyhodou toho-
to zpiisobu je to, Ze Ize edukt (1S,4R)—4—amino—2—cyklopenten—1-methanol ziskat vyhradné pfes
(£)-2—-azobicyklo[2.2.1]hept-5—-en-3-on substituovany drahou BOC—chranici skupinou (terc.—
butyloxykarbonylova chranici skupina) (J. Org. Chem. 1995, 60, 4602-4616).

Ukolem vynalezu bylo poskytnout jednoduchy, vyhodny a hospodarnéjsi zpisob vyroby
(1S,4R)- nebo (1R,4S)4—(2-amino—6—chlor—9-H-purin—9—yl)-2—cyklopenten—1-methanolu.

Podstata vynalezu

Tato tloha se vyiesila zptisobem podle vynalezu.

Prvni stupeti zpiisobu podle vynalezu se provadi tak, Ze se acyluje (+)-2—azobicyklo[2.2.1]hept—
5—en—3—on obecného vzorce 111

¢

za vzniku derivatu (+)-2-azobicyklo[2.2.1]hept—5—en—3—onu obecného vzorce IV

[

O

© (IIL),

kde R' znamena C,_s—alkyl, C,_4—alkoxy, aryl nebo aryloxy.
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C,—alkyl miiZze byt substituovany nebo nesubstituovany. Pod pojmem substituovany C, 4—alkyl
se v nasledujicim rozumi C,_4—alkyl substituovany atom halogenu. Jako atom halogenu lze pouZit
F, Cl, Br nebo J. Jako ptiklady pro C;4—alky jsou methyl, ethyl, propyl, butyl, izobutyl,
terc-butyl, izopropyl, chlormethyl, brommethyl, dichlormethyl, dibrommethyl. Vyhodné se jako
C_—alkyl pouzivéa methyl, ethyl, propyl, butyl, izobutyl nebo chlormethyl.

Jako C;s-alkoxy lze naptiklad pouzit methoxy, ethoxy, propoxy, butoxy, terc—butoxy nebo
izobutoxy. Vyhodné se jako C,_4—alkoxy pouziva terc—butoxy.

Jako aryl se mlize napiiklad pouzit fenyl nebo benzyl, vyhodné fenyl. Jako aryloxy se mize
naptiklad pouZit benzyloxy nebo fenoxy.

Edukt (+)-2—-azobicyklo[2.2.1]hept—5—en—3—on lze vyrobit podle EP-A—-0 508 352.

Acylaci lze uskuteénit halogenidem karboxylové kyseliny obecného vzorce X1

o
]

Rl - C - X (XI)I

nebo anhydridem karboxylové kyseliny obecného vzorce XII

o o)
I H
c c (XII) /
/ N/ N\
rl o r1

kde R' ma uvedeny vyznam a X znamena atom halogenu. Jako atom halogenu X se mohou pouZit
F, Cl, Br nebo J. Vyhodné¢ se pouziva Cl nebo F.

Ptiklady pro halogenidy karboxylovych kyselin jsou: acetylchlorid, chloracetylchlorid, chlorid
kyseliny maselné, chlorid kyseliny izomaselné, chlorid kyseliny fenyloctové, benzylester, kyseli-
ny chlormravenéi (Cbz—Cl), chlorid kyseliny propionové, benzoylchlorid, allylester kyseliny
chlormravenéi nebo terc—butyloxykarbonylfluorid. Pfiklady pro anhydridy karboxylovych kyse-
lin jsou: terc—butoxykarbonylanhydrid, anhydrid kyseliny maselné, anhydrid kyseliny octové
nebo anhydrid kyseliny propionové.

Acylaci lze provést bez rozpoustédla nebo s aprotickym rozpoustédlem. Ucelné se acylace
provadi v aprotickém rozpoustédle. Jako aprotické rozpoustédlo jsou vhodné naptiklad diizopro-
pylether, pyridin, acetonitril, dimethylformamid, triethylamin, tetrahydrofuran, toluen, methylen-
chlorid, N-methylpyrrolidon, poptipadé jejich smési.

Utelné se acylace provadi pii teplot& od —80 az 50 °C, vyhodn& od 0 do 25 °C.

Ve druhém stupni zptisobu podle vynalezu se redukuje derivat (+)-2—azobicyklo[2.2.1]hept—5—
en—3—onu obecného vzorce IV na derivat cyklopentenu obecného vzorce V

H :
HO/‘“‘Q" ™~ K (v,
0

kde R' ma uvedeny vyznam.
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Redukce se G&elné provadi borhydridem alkalického kovu nebo kovu alkalické zeminy, alumi-
niumhydridem alkalického kovu nebo kovu alkalické zeminy nebo vitridem (natrium-bis—(2—
methoxyethoxy)aluminiumhydrid). Jako aluminiumhydrid alkalického kovu lze pouzit natrium—

5 nebo kaliumaluminiumhydrid. Jako borhydrid alkalického kovu lze pouzit natrium— nebo kalium-
borhydrid. Jako borhydrid kovu alkalické zeminy pouzit kalciumborhydrid. Jako nitrid lze napfi-
klad pouzit nitrid hlinity.

Uteln& se redukce provadi v protickém rozpoustédle. Jako protické rozpoustédlo se mohou

10  pouzit nizké alifatické alkoholy jako je methanol, ethanol, propanol, izopropanol, butanol,
sek—butanol, terc—butanol, izo-butanol nebo voda, popfipadé smés jmenovanych alkohold a
vody.

Redukce se iceln€ provadi pfi teploté€ od —40 do 40 °C, vyhodné od 0 do 20 °C.

15
Tfeti stupeii zpisob podle vynalezu, pfeména derivatu cyklopentenu obecného vzorce V na
(1R,4S)- nebo (1S,4R)-1-amino—4—(hydroxymethyl)}-2—cyklopenten vzorci VI a VII

NH v NI
no/\Q’ P (v Ho” @ ? (vI1),

se provadi bud’ pomoci mikroorganismi, enzymu s N-acetylaminoalkoholhydrolasovou aktivitou

20 nebo pomoci acylas penicilinu G. Pfi této biotransformaci se preménuje acylovany derivat
(1S,4R) nebo (1R,4S)-aminoalkoholu, pfi¢emz vznikne (1R,4S)- nebo (1S,4R)-1-amino—4-
(hydroxymethyl)-2—cyklopenten (vzorce VI, VII).

Pro biotransformaci jsou vhodné vSechny mikroorganismy, které zuzitkuji derivat cyklopentenu
25 obecného vzorce V jako jediny zdroj dusiku, jako jediny zdroj uhliku nebo jako jediny zdroj
uhliku a dusiku. Mikroorganismy lze izolovat ze vzorkd pidy, kalu nebo odpadnich vody za
pomoci obvyklych mikrobiologickych technik. Izolace mikroorganismu se uskuteciuje tak, Ze se
péstuji obvyklym zplisobem v zivném médiu, které obsahuje derivat cyklopentenu obecného

vzorce V
N |
Ho/m@’* ~r A (v),
O

30
kde R' mé uvedeny vyznam,

— jako jediny zdroj uhliku a dusiku
— jako jediny zdroj dusiku s vhodnym zdrojem uhliku nebo

35—  jako jediny zdroj uhliku s vhodnym zdrojem dusiku.

Jako derivaty cyklopentenu obecného vzorce V jsou vhodné naptiklad: N-acetyl—, N—propionyl—,
N—izobutyryl, N-terc.butoxykarbonyl{N-BOC), N-butyryl nebo N-fenylacetyl-1-amino—4—
hydroxymethyl-2—cyklopenten.
40
Jako vhodny zdroj dusiku mohou mikroorganismy jako ristovy substrat vyuZzivat amonium,
nitraty, aminokyseliny nebo mocoviny. Jako vhodné zdroje uhliku mohou mikroorganismy
vyuZivat jako riistovy substrat napiiklad cukr, cukerné alkoholy, C,—Cs—karboxylové kyseliny
nebo aminokyseliny. Jako cukr se mohou pouZit hexézy jako glukdza nebo pentozy. Jako
45 cukerny alkohol lze napiiklad pouZit glycerin. Jako C,—C,—karboxylové kyseliny lze napiiklad
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pouzit kyselinu octovou nebo propionovou. Jako aminokyseliny lze napiiklad pouzit leucin,
alanin, asparagin.

Jako selekéni a ristové médium se mohou pouzit v oboru béZné uzivana média, jako napfiklad
5 médium uvedené v tabulce 1 nebo ,,pIné médium* (médium obsahujici extrakt kvasnic) jako
napiiklad ,,Nutrient Yeast Broth“ (NYB), vyhodné médium uvedené v tabulce 1.

Pii péstovani a selekci se ucelné indikuji u¢inné enzymy mikroorganismd. Jako eduktor enzymii
se mohou pouzit derivaty cyklopentenu obecného vzorce V.

Obvykle se uskuteciiuje péstovani a selekce pii teploté od 20 do 40 °C, vyhodné& do 30 do 38 °C a
hodnot¢€ pH mezi 5,5 a 8, vyhodné& mezi pH 6,8 a pH 7,8.

Ukelng se provadi biotransformace s mikroorganismy, které zuzitkuji (1R,4S)-izomery derivatu
15 cyklopentenu jako jediny zdroj uhliku, jako jediny zdroj uhliku a dusiku nebo jako jediny zdroj
dusiku.

Vyhodné se biotransformace provadi pomoci mikroorganismii rodu Alcaligenes/Bordetella,
Rhodococcus, Arthobacter, Alcaligenes, Agrobacterium/Rhizobium, Bacillus, Pseudomonas nebo

20 Gordona, zejména druhu Alcaligenes/Bordetella FB 188 (DSM 11172), Rhodococcus erythro-
polis CB 101 (DSM 10686), Artrobacter sp. HSZ5 (DSM 10328), Rhodococcus sp. FB 387
(DSM 11291), Alcaligenes xylosoxydans ssp. denitrificans HSZ17 (DSM 10329), Agrobacte-
rium/Rhizobium HSZ30, Bacillus simplex K2, Pseudomonas putioda K32 nebo Gordona sp. CB
100 (DSM 10687), jakoz i s jejich funkEné ekvivalentnimi variantami a mutanty. Mikroorganis-

25 my DSM 10686 a 10687 byly uloZeny 20.05.1996, mikroorganismy DSM 10328 a DSM 10329
byly ulozeny 06.11.1995, mikroorganismus DSM 11291 08.10.1996 a mikroorganismus DSM
11172 20.09.1996 u Némecké sbirky mikroorganismi a bunéénych kultur GmbH,
Mescheroderweg 1b, D38124 Braunschweig, podle Budapest'ské umluvy.

30 Pod vyrazem ,funkéné ekvivalentni varianty a mutanty* se rozumé&ji mikroorganismy, které maji
v podstaté stejné vlastnosti a funkce jako plivodni mikroorganismy. Takové varianty a mutanty
mohou vzniknout ndhodné, napiiklad UV-ozafenim.

Taxonomicky popis Alcaligenes/Bordetella FB 188 (DSM 11172)

35
bunééna forma ty€inky
$itka um 0,5-0,6
délka pm 1,0-2,5

40  pohyblivost +
mrskani peritrich
Gram-reakce -
lyze 3%nim KOH +
aminopeptidiza (Cerny) +

45 spory -
oxidaza +
katalaza +
ADH (alkoholdehydrogenaza) -

50 NO2 zNO; -
denitrifikace -
ureaza -
hydrolyza Zelatiny -
kyselina z (OF—test):

55 glukézy -
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fruktézy
arabinézy
adipatu
kapratu

5 citratu
malatu
mannitolu -

o+ +

Taxonomicky popis Rhodococcus erythropolis CB 101 (DSM 106 86)

1. Morfologie a barvy kolonii: kratké rozvétvené hyfy, které se ve staii rozpadaji na ty¢inky a
koky, kolonie jsou lesklé €aste¢né rozteklé, bézovy s rizovym tonem, RAL 1001.

2. Diagnostikovana aminokyselina peptidoglykanu: kyselina meso—diaminopimelinova.

3. Kyseliny mykolové: kyseliny mykolové mikroorganismu Rhodococcus; uréeni délky fetézce
kyseliny mykolové (C3,—Cy4) a srovnani udaje s daji zanesenymi do databanky DSM—kyselin
mykolovych ukézalo ve velmi vysokou podobnost se vzorky kmeni Rhodococcus erythropolis
(podobnost 0,588).

20
4. Vzorek mastnych kyselin: nerozvétvené, nenasycené a nenasycené mastné kyseliny plus
kyseliny tuberkulostearinova.

5. Pfi parcidlnim sekvencovani 16S rDNA kmenu byla zjisténa vysoka schopnost (100%) se
25 sekvencemi specifickych oblasti Rhodococcus erythropolis.

Vysledek identifikace je jednoznacny, nebot’ tfi na sob& nezavislé metody (kyseliny mykolové,
mastné kyseliny, 16S rDNA) prifadily kmen druhu Rhodococcus erythropolis.

30 Taxonomicky popis Gordona sp. CB 100 (DSM 10687)

1. Morfologie a barva kolonie: kratké rozvétvené hyfy, které se ve stafi rozpadaji na tyginky a
koky, kolonie jsou svétle oranzové, (RAL 2008).

35 2. Diagnostikovand aminokyselina peptidoglykanu: kyselina meso—diaminopimelinova.
3. Vzorek menachinonu: MK-9(H,) 100%.
4. Kyseliny mykolové: kyseliny mykolové mikroorganismu Gordona; ureni délky fetézce

40 kyseliny mykolové (Cso—Cgo) se uskuteénilo pomoci vysokoteplotni plynové chromatografie.
Tento vzorek odpovida vzorku, jaky se naléza u zastupct rodu Gordona.

5. Vzorek mastnych kyselin: nerozvétvené, nasycené a nenasycené mastné Kyseliny plus
kyselina tuberkulostearinova.

45
6. Pfi parcidlnim sekvencovani 16S rDNA kmenu byla zjisténa relativné nizkd shodnost
(98,8%) se sekvencemi specifickych oblasti Gordona rubropertincta.

Na zaklad® predlozenych vysledkii (menachinovy, kyseliny mykolové, mastné kyseliny, 16S

50 rDNA), lze izolat sice jednozna¢ng pfitadit rodu Gordona. Pfifazeni ke znamému druhu Gordona
neni mozné na zaklad¢ téchto vysledki. Je tedy tfeba predpokladat, Ze se u kmenu DSM 10687
Jjedna o novy dosud nepopsany druh rodu Gordona.

Taxonomicky popisu Alcaligenes cylosoxydans ssp. denitroficans HSZ 17 (DSM 10329)
55
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Vlastnosti kmene

buné¢na forma ty¢inky
sitka pm 0,5-0,6
5 délka um 1,5-3,0
pohyblivost +
mrskani peritrich

10 Gram-—reakce -
lyze 3%nim KOH
aminopeptidaza (Cerny)

+ +

spory
15 oxidaza
katalaza
rust anaerobné
ADH (alkoholdehydrogenaza)
N02 z NO3
20 denitrifikace
ureaza

+ + 1

+ + + 1

hydrolyza
Zelatina -
25 Tween 80 —

kyselina z (OF—test):
glukdzy aerobné -
xylézy 80 -
30
zuzitkovani substratu
glukézy
fruktozy
arabinozy
35 citratu
malatu
mannitolu -

+ 41

Taxonomicky popisu Arthobacter sp. HSZS (DSM 10328)
40
charakteristika: Gram—pozitivni nepravidelné ty¢inky s vyraznym
ristovym cyklem ty€inky—koky; striktné aerobni;
Zadna tvorba kyseliny nebo plynu z glukézy

45 pohyblivost -
spory -
katalaza +

meso—diaminopimelinova kyselina v bun&¢né sténé: ne
50  peptidoglykanovy typ: A3a, L-Lys-1-Ser-L-Thr-L-Ala

podobnost sekvence 16S rDNA: sekvencovani oblasti s nejvétsi variabilitou
prokazalo jako nejvyssi hodnoty 98,2 %
s Arthrobacter pascens, A. ramosus a A. oxydans
55
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Taxonomicky popisu Agrobacterim/Rhizobium HSZ30

bunééna forma pleomorfni ty€inky
Sitka pm 0,6-1,0
5 délka pm 1,5-3,0

Gram-reakce -
lyze 3 %nim KOH
aminopeptidaza

+ +

10 spory
oxidaza
katalaza
pohyblivost
rlist anaerobné

15 nitrit z nitratu -
denitrifikace
ureaza
hydrolyza Zelatiny -

b+ o+ o+

—+

20  kyselinaz:
L—arabindzy +
galaktozy -
melezitdzy -
fukdzy +

25 arabitolu -
mannitolu -
erythritolu -

alkalizace lakmusového mléka: +
30
ketolaktoza -

Parcialni sekvencovani 16S rDNA prokazalo srovnatelné velké ca 96 % podobnosti k zastupcim
rodii Agrobacterium a Rhizobium. Jednozna¢né pfifazeni k jednomu druhu popsanému v ramci
35  téchto rodi neni moZné.

Taxonomicky popis Bacillus simplex K2

bunééna forma tyCinky
40 §ifka pm 0,8-1,0
délka pum 3,0-5,0

spory -
elipsoidni -
45 kulaté -
sporangium -
katalaza +
anaerobni rust -

50 VP reakce k.W.
maximalni teplota
pozitivni rist pfi °C 40
negativni rist pii °C 45

55
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rust v
médiu pH 5,7 -
NaCl 2% +
5% -
5 7% -
10 % -
médiu s lysozymem +

kyselina z (ASS)
10 D-glukozy
L-arabinézy
D—xylézy -
D-mannitu
D—fruktozy +

+ +

—+

plyn z fruktozy -
lecithindza -

20 hydrolyza
Skrobu
zelatiny
kaseinu
Tween 80

25 eskulinu -

|+ +

+

zuzitkovani

citratu +

propionatu -
30

nitril z nitratu +

indol -
35 fenylalanindesaminaza -

arginindihydrolaza -

Analyza bun&&nych mastnych kyselin potvrdila pfifazeni k rodu Baccilus.
40  Parcialni sekvencovani 16S rDNA prokazala 100 % podobnost k Baccillus simplex.

Taxonomicky popis Pseudomonas putida K32

bunééna forma tyCinky

45 itka pm 0,8-0,9
délka pm 1,5-4,0
pohyblivost +
mrskani polarni>1

50 Gram-reakce -
lyze 3%nim KOH +
aminopeptidaza +
spory -

55 oxidaza +
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katalaza +

rdst anaerobné —

pigmenty

fluoreskujici +
pyocyanin -
ADH +

nitrit z nitratu -

denitrifikace -
ureaza -
hydrolyza Zelatiny -

zuzitkovani substratu
adipat
citrat
malat
D-mandalat
fenylacetat
D—tartrat
D—glukdza
trehaléza -
mannitol
benzoylformiat
propylenglykol
butylamin
benzylamin
tryptamin
acetamid
hippurat +

+ + + 4

+

+ o+

.+.

Profil bun&&nych mastnych kyselin je typicky pro Pseudomonas putida.
Parcilni sekvencovani 16S rDNA prokazala ca 98 % podobnost k Pseudomonas mendocina a
Psedomonas alcaligenes. Podobnost k Preusomonas putida byla 97,4 %.

Taxonomicky popis Rhodococcus sp. FB 387 (DSM 11291)

1. Morfologie a barva kolonii: kratké rozvétveni hyfy, které se ve stafi rozpadaji na ty€inky a
koky, kolonie jsou matné, svétle Cervenooranzové RAL 2008.

2. Diagnostikovana aminokyselina peptidoglykanu: kyselina meso—diaminopimelinova.

3. Kyseliny mykolové: kyseliny mykolové mikroorganismu Rhodococcus.

Uréeni délky fetézce kyseliny mykolové (C3—Cs) a srovnani Gdaji se zaznamy
DSMZ—databanky mykolovych kyselin prokazalo jen velmi malou podobnost ke vzorkiim kmenii
Rhodococcus ruber (podobnost, 0,019). Tento korelaéni faktor je pfilis maly na to, aby mohl byt
pouzit pro identifikaci druhu.

4. Vzorek mastnych kyselin: nerozvétvené, nasycené a nenasycené mastné kyseliny plus
kyselina tuberkulostearinova.
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Tento vzorek mastnych kyselin je diagnosticky pro viechny zastupce rodu Rhodococcus a jejich
blizké ptibuzné jako Mycobacterium, Nocardia a Gordona. Byl u¢inén pokus o diferenciaci druhu
pfi zohlednéni kvalitativnich a kvantitativnich rozdili ve vzorku mastnych kyselin. Pomoci
numerickych metod se vzorek mastnych kyselin. Pomoci numerickych metod se vzorek mastnych
kyselin z Rhodococcus sp. FB 387 srovnal se zaznamy databanky. Také pomoci této metody se
nemohl Rhodococcus sp. FB 387 z diivodu malé podobnosti (0,063) pfifadit k zadnému popsa-
nému druhu Rhodococcus.

5. P parcialnim sekvencovani 16S rDNA kmenu bylo piirazeno 96-818 s 97,9 % korelaci
Rhodococcus opacus. Tato shodnost sekvence je hodng pod 99,5 %, jak se poZzaduje pro
jednoznagné pfifazeni k druhu v tomto taxonu.

Na zéakladé ptedlozenych vysledki je mozné vychézet z toho, Ze se u kmene Rhodococcus sp.
FB 387 jedna o novy dosud nepopsany druh.

Biotransformace se miize provadét po obvyklém péstovani téchto mikroorganismi s burikami
v klidu (nerostouci butiky, které jiz nepotfebuji zidny zdroj uhliku a energie) nebo s rostoucimi
buitkami. Vyhodné se biotransformace provadi s butikami v klidu.

Enzymy s N-acetylaminoalkoholhydrolasovou aktivitou vhodné pro biotransformaci lze napfi-
klad izolovat v oboru b&znym zpiisobem otevienim popsanych bun€k mikroorganismil. K tomu
se mize napiklad pouZit metody s ultrazvukem nebo Frenschovu tlakovou metodu. Vyhodné se
tyto enzymy izoluji z mikroorganismi Rhodococcus erythropolis CB101 (DSM 10686).

Vhodné acylazy penicilinu G se ziskaji z mnoha mikroorganismd, napfiklad z bakterii nebo
aktinomycetenti, zv1aité z nasledujicich mikroorganismi: Escherichia coli ATCC 9637, Bacillus
megaterium, Streptomyces lavendulae ATCC 13664, Nocardia sp. ATCC 13635, Providencia
rettgeri ATCC 9918, Arthrobacter viscosus ATCC 15294, Rhodococcus fascians ATCC 12975,
Streptomyces phaeochromogenes ATCC 21289, Achromobacter ATCC 23584 a Micrococcus
roseus ATCC 416. Zejména se pouzivaji obchodné dostupné acylazy penicillinu G jako acylaza
EC 3.5.11 penicilinu G z E. coli (Boehring Mannheim) nebo z Bacillus megaterium. Ve vyhod-
ném provedenti se pouzivaji imobilizované acylazy penicilinu G.

Biotransformace se miize provadét v médiich znamych v oboru, jako napfiklad v nizkomoleku-
larnich fosfatovych, citratovych nebo Hepes—pufrech, ve vodé, v iplnych médiich jako napiiklad
,Nutrient Yeast Broth® (NYB) nebo v médiich popsanych v tabulce 1. Vyhodné se
biotransformace provadi v médiu uvedeném v tabulce 1 nebo nizkomolarnim fosfatovém pufru.

Ugelné se biotransformace provadi za jednorazového nebo kontinualniho pridavani derivatu
cyklopentenu (vzorec V) tak, Ze koncentrace nepfesahne 10 % hmotn., vyhodné 2 % hmotn.

Hodnota pH béhem biotransformace miize byt v rozmezi od 5 do 9, vyhodné od 6 do 8. Ugelné se
biotransformace provadi pfi teploté od 20 do 40 °C, vyhodné od 25 do 30 °C.

Ve &tvrtém stupni se derivat cyklopentenu (vzorec VI nebo VII) s N—(2—amino—4,6—dichlor-
pyrimidin)-5-yl)formamidem vzorce VIII

Cl
NHCHO

N7
NS
H,N/LN cl (VILI)
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prevede na (1S,4R)- nebo (1R,4S)-4—[(2-amino—6~chlor—5—formamido—4—pyrimidinyl)-
amino]-2—cyklopenten—1-methanol vzorce IX nebo X

Cl cl
N\, NHCHO NZ,—NHCHO
1IN~ SN N (1xy  HNT N7 TN (%),

”
”
(3

C)""Cl-!z(')H CH,0H

N—(2-amino—4,6—dichlorpyrimidin)-5—yl)formamid se miize vyrobit podle WO 95/21 161.

Ukelné se reakce ve &tvrtém stupni provadi v piitomnosti baze. Jako baze se mohou pouZit orga-
nické baze nebo anorganické baze. Jako organické béze se mohou pouZit trialkylaminy. Ptiklady
trialkylaminii jsou triethylamin, tributylamin, tribenzylamin, pyridin nebo N-methylpyrrolidin.
Jako anorganické baze se mohou pouzit napfiklad uhli¢itany alkalickych kovil nebo kovii alka-
lickych zemin, poptipadé hydrogenuhli¢itany alkalickych kovii nebo kovii alkalickych zemin
jako napriklad uhli¢itan draselny nebo hydrogenuhli¢itan sodny.

Ukelng se reakce ve &tvrtém stupni provadi v protickém rozpoustédle. Jako protické rozpoustédlo
Ize pouzit nizké alifatické alkoholy jako methanol, ethanol, propanol, izopropanol, butanol nebo
izobutanol.

Ukelné se reakce ve &tvrtém stupni provadi pfi teploté od 0 do 150 °C, vyhodné od 20 do 100 °C.

V patém stupni se (1S,4R)- nebo (1R,4S)-4-[(2—amino—6—chlor—5-formamido—4—pyrimidinyl)-
amino]-2—cyklopenten—1—methanol (vzorec IX, X) cyklizuje znAmym zpiisobem podle WO
95/21 161 na koneény produkt vzorce I nebo I1.

Obvykle se cyklizace provadi pfi rozpousténi v trialkylortho v formatech v pfitomnosti koncen-
trované vodné kyseliny. Jako trialkylorthoformaty se mohou napiiklad pouzit trimethyl- nebo
triethylorthoformat. Jako vodna kyselina se muZe napiiklad pouzit kyselina chlorovodikova,
kyselina sirova nebo kyselina methansulfonova.

Ptiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1
Vyroba (+)-2-acetyl-2-azabicyklo[2.2.1]hept—5—en—-3-onu

100 g (+)—2-azabicyklo[2.2.1]hept-5—en-3—onu se rozpustilo pod dusikem v acetonitrilu
(800 ml) a pyridinu (161,26 ml). Pfi 12 °C se pfikapalo 104,5 g acetylchloridu po dobu 2 hodin.
Smés se jesté michala 4,5 hodiny pfi teploté mistnosti. K smési se pfidalo 800 ml vody a aceto-
nitril se odpatil za vakua. Vodna faze se 3krat extrahovala 400 ml ethylacetatu. Spojené organic-
ké faze se jesté promyly 1IN HCI (400 ml), vodou (400 ml), nasycenym NaCl (400 ml), susily
s siranem hofe&natym a zcela odpafily. Ke zbytku se pfidal methylenchlorid a to se filtrovalo ptes
kiemiditanovy gel. Filtrat se zahustil a produkt se &istil destilaci. Ziskalo se 107,76 g produktu
jako &ira kapalina. Vytézek predstavoval 71 %.

Kp 9,33 Pa: 51 °C

-11-
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'H-NMR (CDCl): & [ppm] 2,25 (AB syst., 2H);
400 MHz 2,8 (s, 3H);
3,42 (m, 1H);
5 5,30 (m, 1H);
6,89 (m, 1H);
6,92 (m, 1H).

10  Ptiklad 2
Vyroba (+)-2-butyryl-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5—en—3—onu

103 g (+)-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5—en-3-onu se rozpustilo pod dusikem v acetonitrilu
(720 ml) a pyridinu (142 ml). P¥i 12 °C se ptikapalo 141,8 g chloridu kyseliny méaselné po dobu

15 1hodiny. Reakce se jesté michala 3 hodiny pfi teploté mistnosti. Ke smési se pfidalo 720 ml
vody a faze se oddglily. Acetonitril se odpafil za vakua a vodni faze se 3krat extrahovala ethyl-
acetatem (300 ml). Spojené organické faze se jesté promyly 1IN HCI (350 ml), nasycenym NaCl
(400 ml) a vodou (500 ml), susily se siranem hofetnatym a Giplné odpafily. Produkt se Cistil
destilaci. Ziskalo se 107,76 g produktu jako &ira kapalina. Vytézek piedstavoval 85 %.

20
Kp 6,66 Pa: 70 °C
'H-NMR (CDCl;): § [ppm] 0,98 (t, J = 8,5 Hz, 3H);
400 MHz 1,58-1,65 (2H);
25 2,23 (AB syst., 2H);
2,82-2,90 (2H);
3,42 (m, 1H);
5,30 (m, 1H);
6,62 (m, 1H);
30 6,92 (m, 1H).
Priklad 3
Vyroba (+)-2—fenylacetyl-2—azabicyklo[2.2.1]hept-5—en—3—onu
35

33,4 g (+)-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5-en—3—onu se rozpustilo pod dusikem v acetonitrilu
(240 ml) a pyridinu (48,3 ml). Pfi 12 °C se pfikapalo 68,6 g chloridu kyseliny fenyloctové po
dobu 30 minut. Smés se je$té michala 3,5 hodiny pfi teploté mistnosti. Ke smési se ptidalo
240 ml vody. Acetonitril se odpafil za vakua a vodni faze se 3krat extrahovala ethylacetatem
40 (150 ml). Spojené organické faze se jests promyly 1N HCI (150 ml), nasycenym NaCl (150 ml) a
vodou (150 ml), susily se siranem hofenatym a Gplné& odpafily. Surovy produkt se filtroval pfes
kiemiéitanovy gel (hexan:ethylacetat=1:1). Ziskalo se 78,34 g surového produktu jako Zluty olej.

45 Priklad 4
Vyroba (+)-2—propionyl—2—azabicyklo[2.2.1]hept-5—en-3—onu

47 g (+)-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5—en—3—onu se rozpustilo pod dusikem v acetonitrilu (325 ml)
a pyridinu (41 ml). P¥i 12 °C se ptikapalo 43,9 g chloridu kyseliny propionové po dobu 1 hodiny.

50  Reakce se je$t€ michala 5 hodin pfi teploté mistnosti. Ke smési se pfidalo 145 ml vody a
acetonitril se odpafil za vakua. Vodna faze se 3krat extrahovala 115 ml ethylacetatu. Spojené
organické faze se jesté promyly IN HCI (140 ml), nasycenymi roztoky NaHCO; (40 ml) a NaCl
(40 ml), susily se siranem sodnym a Gplné odpafily. Zbytek se &istil destilaci. Ziskalo se 55,8 g
titulni slou€eniny, ktera stanim ztuhla. Vytézek byl 81,6 %.
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Kp 280 Pa 75 az 80 °C
t.t..: 54 az 56 °C

'H-NMR (CDCL): & [ppm] 0,95 (t, 3H);

400 MHz 2,10 (quad., 1H);
2,28 (quad., 1H);
2,64 (m, 2H);
3,42 (s, 1H),
5,16 (m, 1H);
6,78 (m, 1H);
6,96 (m, 1H).

Priklad 5
Vyroba (+)-2—izobutyryl-2—azebicyklo[2.2.1]hept-5—-en—3—onu

45,1 g (+)-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5—en—3—onu se rozpustilo pod dusikem v acetonitrilu
(310 ml) a pyridinu (39 ml). Pi 10 °C se ptikapalo 54,1 g chloridu kyseliny izomdaselné po dobu
1 hodiny. Reakce se jesté michala 5 hodin pfi teploté mistnosti. Ke smési se ptidalo 140 ml vody
a acetonitril se odpafil za vakua. Vodna faze se 4krat extrahovala 120 ml ethylacetatu. Spojené
organické faze se jesté promyly 1H HCI (50 ml), nasycenymi roztoky NaHCO; (50 ml) a NaCl
(50 ml), susily se siranem sodnym a upln& odpaftily. Zbytek se vafil v n—hexanu (240 ml)
s aktivnim uhlim za zpétného toku. Po filtraci aktivniho uhli se filtrat ochladil pti 0 °C a titulni
slou¢enina filtrovala. Ziskalo se 54,5 g produktu. Vytézek byl 76 %.

tt.:4l az42°C

'H-NMR (CDCly): & [ppm] 0,92 (d, 3H);

400 MHz 1,06 (d, 3H);
2,10 (m, 1H);
2,28 (m, 1H);
3,40 (m, 2H);
5,16 (s, 1H);
6,78 (m, 1H);
7,92 (m, 1H).

Piiklad 6
Vyroba (+)-2—chloracetyl-2—azabicyklo[2.2.1]hept—5—en-3—onu

10,1 g (£)2-azabicyklo[2.2.1]hept—5—en—3—onu se rozpustilo pod dusikem a pfi 10 °C ve smési
dichlormethanu (10 ml), pyridinu (8,4 ml) a 0,22 g 4-N,N—dimethylaminopyridinu. Pfikapalo se
13,5 g chloracetylchloridu po dobu 1 hodiny. Teplota stoupla az na 44 °C. Smés se dale michala
2 hodiny pfi teploté mistnosti. Ke smési se pfidalo 100 ml vody. Po oddéleni fazi se vodna faze
extrahovala 100 ml dichlormethanu. Spojené organické faze se susSily se siranem sodnym a tplné
odparily. Zbytek se vafil ve 100 ml diizopropyletheru za zpétného toku v pfitomnosti 1 g aktivni-
ho uhli po dobu 10 minut. Po horké filtraci se filtrat ochladil na teplotu mistnosti, pevna latka se
filtrovala a susila. Ziskalo se 10,35 g titulni sloueniny. Vytézek byl 60 %.

t.t..: 86 az 88 °C

'H-NMR (CDCl;): & [ppm] 2,28 (d, 1H);
400 MHz 2,40 (d, 1H);
3,48 (s, 1H);
4,56 (d, 2H);
5,30 (s, 1H);
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6,70 (d, 1H);
6,94 (m, 1H).

Priklad 7
Vyroba (+)-N-acetyl-1-amino—4—(hydroxymethyl)-2—cyklopentenu

79,56 g (+)-2—-acetyl-2—azabicyklo[2.2.1]hept-5—en—3—onu se rozpustilo pod dusikem v etha-
nolu (450 ml) a ochladilo na —10 °C. Po ¢astech se po dobu 45 minut pfidavalo 19,8 g natrium-
borhydridu.

Reakce se jesté michala 3 hodiny pfi teploté 0 °C a pak se upravilo pH na 1,8 pomoci koncen-
trované kyseliny sirové. Ke smési se pak pridal ethylacetat (200 ml) a pevné latky se odfiltrovaly.
Pak se to Gpln& odpafilo. Ke zbytku se pfidala voda, promylo se methylenchioridem a odpafilo.
Surovy produkt se je$té &istil filtraci s kiemiitanovym gelem. Ziskalo se 51,83 g produktu jako
bila pevna latka. Vytézek byl 64 % vztazeno na vneseny 2—acetyl-2—azabicyklo[2.2.1]hept—5—
en—3-on.

'H-NMR (CDCl;): & [ppm] 1,18 (m, 1H);

400 MHz 1,78 (s, 3H);
2,29 (m, 1H);
2,66 (m, 1H);
3,35 (s, 2H);
4,58 (s, 1H);
4,72 (m, 1H);
5,61 (d, 1H);
5,85 (d, 1H);
7,83 (d, 1H).

Priklad 8
Vyroba (+)-N-butyryl-1-amino—4—(hydroxymethyl)-2—cyklopentenu

73,87 g (£)-2-butyryl-2—azabicyklo[2.2.1]hept—5—en—3—onu se rozpustilo pod dusikem v etha-
nolu (400 ml) a ochladilo na —10°C. Po castech se po dobu 45 minut ptidavalo 15,68 g
natriumborhydridu. Reakce se je$té michala 3 hodiny pti teploté 0 °C a pak se upravilo pH na 1,5
pomoci koncentrované kyseliny sirové. Ke smési se pfidal ethylacetat (200 ml) a pevné latky se
odfiltrovaly. Pak se to uplné odpatilo. Ke zbytku se pfidala voda, promyl se methylenchloridem,
odparil a susil za vysokého vakua. Ziskalo se 60,55 g produktu. Vytézek byl 80 % vztazeno na
vneseny (+)-2-butyryl-2—azabicyklo[2.2.+]hept—5—en—3—on.

tt.:71az72°C

'H-NMR (CDCL): & [ppm] 0,98 (t, J=8,5 Hz, 3H),
400 MHz 1,40-1,50 (1H);
1,58-1,68 (2H);
2,10-2,18 2H);
2,42-2,55 (1H);
3,62 (AB syst., 2H);
4,98 (m, 1H);
5,78-5,82 (2H);
6,38 (m, 1H).

Ptiklad 9
Vyroba (+)-N—fenylacetyl-1-amino—4—(hydroxymethyl)}-2—cyklopentenu
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77 g surového (+)-2—fenylacetyl-2—azabicyklo[2.2.+]hept—5—en—3—onu se rozpustilo pod dusi-
kem v ethanolu (450 ml) a ochladilo na —10 °C. Po ¢astech se po dobu 1 hodiny pfidavalo 13,2 g
natriumborhydridu. Reakce se jesté michala 3,5 hodin pfi teploté mistnosti a pak se upravilo pH
na 1,8 pomoci koncentrované kyseliny sirové. Tato smés se Cistila filtraci s kfemicitanovym
gelem (hexan:ethylacetat=2:8). Po piekrystalovani z ethylacetatu se ziskalo 15,89 g bilé pevné
latky. Vyt&zek byl 80 % vztaZeno na vneseny (+)-2—fenylacettyl-2—azabicyklo[2.2.1]hept-5—en-—
3—on.

"H-NMR (CDCL): & [ppm] 1,28-1,35 (1H);
400 MHz 1,40 (m, 1H);
2,38-2,45 (1H);
2,79 (m, 1H);
3,50 (AB syst., 2H);
3,52 (s, 3H);
4,98 (m, 1H);
5,75 (m, 2H);
5,98 (m, 1H);
7,20-7,38 (SH).

Ptiklad 10
Vyroba (+)-N-BOC-1-amino—4—(hydroxymethyl)-2—cyklopentenu (BOC=terc—-butoxykarbo-
nyl)

15 g surového hydrochloridu (x)-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopentenu (vyrobeného pod-
le J.Org. Chem. 1981, 46, 3268) se rozpustilo pod dusikem pti pokojové teploté ve smési 150 ml
vody a 150 ml dioxanu. Roztok se upravil IN NaOH na hodnotu pH 14, pak se pfidal roztok
terc.butyloxykarbonylfluoridu (BOC-F, 20 % piebytek) v diethyletheru a pfi teploté¢ mistnosti
jesté 3 hodiny dale michal (BOC-F pfipraveny podle Synthesis 1975, 599). Hodnota pH se
upravila koncentrovanou HCI na 2. Po destilaci organickych rozpoustédel se ke zbytku pfidalo
50 ml vody a smés se 3krat extrahovala 100 ml ethylacetatu. Spojené organické faze se Gplne
odpafrily. Zbytek se krystalizoval ve smési 110 ml diizopropyletheru a 80 ml n—hexanu. Ziskalo
se 11,95 g titulni slouCeniny. Vytézek predstavoval 56 %.

t.t.:68 az 70 °C

'H-NMR (CDCL): & [ppm] 1,18 (m, 1H);

400 MHz 1,38 (s, 9H);
2,26 (m, 1H);
2,65 (m, 1H);
3,33 (t, 2H);
4,45 (m, 1H);
4,55 (m, 1H);
5,62 (m, 1H),
5,79 (m, 1H);
6,73 (d, 1H).

Piiklad 11
Vyroba (+)-N-propionyl-1-amino—4—(hydroxymethyl)-2—cyklopentenu

16,6 g (+)-2—propionyl-2—azabicyklo[2.2.1]hept—5—en—3—onu se rozpustilo pod dusikem ve vodé
(140 ml) a 2-butanolu (66 ml) a ochladilo na —5 °C. Po &astech se po dobu 2 hodin pfidavaly 3 g
natriumborhydridu. Smés se jest michala 2,5 hodiny pfi teploté 10 °C a pak se upravil pH na 2,2
pomoci smési koncentrované kyseliny chlorovodikové a vody (1/1). Roztok se odpafil na 40 g a

-15-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 297894 B6

pH se upravilo na hodnotu 6,2 s 2N NaOH. Smés se extrahovala Skrat 50 ml dichlormethanu.
Spojené organické faze se GipIn& odpafily a zbytek se prekrystalizoval z toluenu (150 ml). Ziskalo
se 11,1 g titulni slouceniny. Vytézek byl 65 %.

t.t.: 67 az 68 °C.

'H-NMR (CDCl;): & [ppm] 0,96 (t, 3H);

400 MHz 1,16 (quint., 1H);
2,04 (quad., 2H);
2,26 (m, 1H);
2,66 (m, 1H);
3,34 (m, 2H);
4,58 (t, 1H);
4,72 (m, 1H);
5,61 (m, 1H);
5,84 (m, 1H);
7,72 (d, 1H).

Ptiklad 12
Vyroba (+)-N-izobutyryl-1-amino—4—(hydroxymethyl)-2—cyklopentenu

9 g (+)-2-izobutyryl-2-azebicyklo[2.2.1]hept—5—en—3—onu se rozpustilo pod dusikem ve vodé
(32 ml) a 2-butanolu (84 ml) a ochladilo na 0 °C. Po ¢astech se po dobu 3,5 hodiny piidavalo
1,37 g natriumborhydridu.Smés se dale michala 3 hodiny pfi teploté€ 20 °C, pak se upravilo pH na
2,5 pomoci smési koncentrované kyseliny chlorovodikové a vody (1/1) a pak se neutralizovalo
2N NaOH. Smés se odpatila na 40 g. Zbytek se extrahoval 3krat 80 ml dichlormethanu. Spojené
organické faze se uplné odpafily. Ziskana pevna latka krystalizovala v 25ml toluenu. Ziskalo se
6,8 g titulni slouCeniny. Vytézek byl 73,6 %.

t.t. 80 az 81 ;C

'H-NMR (CDCL;): & [ppm] 0,98 (d, 6H);

400 MHz 1,16 (quint., 1H);
2,30 (m, 2H);
2,68 (m, 1H);
3,32 (t, 2H);
4,58 (t, 1H);
4,70 (m, 1H);
5,61 (m, 1H);
5,82 (m, 1H);
7,68 (d, 1H).

Priklad 13
Vyroba (1R,4S)-1-amino—4—(hydroxymethyl)-2—cyklopentenu pomoci acylaz penicilinu G

Pro biotransformaci se pouzila acylaza EC 3.5.1.11 penicilinu G z E. coli (Bohring Mannheim)
165 U (jednotek)/g nebo acylaza EC 3.5.1.11 penicilinu G z Bacillus megaterium. K tomu se
inkubovalo 50 mM pufru fosfore¢nanu sodného (pH 5-9; 4 ml) s 1 % hmotn. neracemického
N-fenylacetyl-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopentenu a 400 mg odpovidajici acylazy
penicilinu G pti 37 °C.

Po ur¢itych ¢asovych intervalech se odebiraly vzorce a analyzovaly pomoci tenkovrstevné chro-

matografie (kfemicitanovy gel 60, butanol:voda:ledova kys. octova=3:1:1; detekce ninhydrinem),
plynové chromatografie (kapilarni sloupec, HP-5,5 % fenylmethylsiloxanu) nebo pomoci HPLC.
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Enzym odstépil s vysokou aktivitou fenacetylovou skupinu a uvolnil az 40 % odpovidajiciho
aminoalkoholu. Volny aminoalkohol se ziskal s ee-hodnotou 80 %.

Priklad 14
Vyroba (1R,4S)-1-amino—4—(hydroxymethyl)}-2—cyklopentenu pomoci mikroorganismi

14.1 Kal (20 %) z ¢isticky ARA ve Visp se inkuboval v A+N médiu (viz tabulka 1), které
obsazovalo 0,5 % hmotn. N—acetyl-, N—propionyl—, N-izobutyryl-, nebo N-butyryl-1—-amino—
4-hydroxymethyl-2—cyklopentenu, pti 37 °C za tfepani. Tvorba (1R,4S)-1-amino—4—(hydroxy-
methyl)-2—cyklopentenu se sledovala pomoci tenkovrstevné chromatografie.

1 % téchto obohacenych vzorkt se 1-3x preockovalo a jednotlivé naneslo na pevné média (Plate
Count Agar vmédiu ztabulky 1; 20g/l). Timto zpisobem se izolovaly mikroorganismy
Alcaligenes/Bodetella FB 188 (DSM 1172), Rhodococcus erythropolis CB 101 (DSM 10686),
Gordona sp. CB 100 (DSM 10687) a Rhodococcus sp. FB 387 (DSM 11291).

14.2 Takto izolované mikroorganismy se péstovaly v médiu (tabulka 1), které obsahovalo 0,5 %
N-acetyl-, N-propionyl—, N—izobutyryl-, nebo N-butyryl-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklo-
pentenu. Rostly 24 az 36 hodin az k optické hustoté (OD) od 2 do 3. Takto ziskané buiiky se
sebraly v pozdné€ exponencialni ristové fazi a promyly v 10 mM fosfatovém pufru.

Nasledujici biotransformace se provedla v 50 mM fosfatovém pufru (pH 4,5-9), ktery obsahoval
1 % hmotn. N-acetyl-, N—izobutyryl-, nebo N-butyryl-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklo-
penten. Tenkovrstevnou chromatografii se zjistilo, ze 50 % substratu bylo hydrolyzovana na
(IR, 4S)-1-amino—4—(hydroxymethyl)}-2—cyklopenten. HPLC analyzy udaly ee-hodnoty mezi
80 a 93 %.

Jestlize se jako substrat pouzil N-butyryl-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopenten, byla bio-
transformace 0,14 (g//h/OD) pro kmen DSM 10686, kdyZz se pé&stovalo na A+N médiu
0,03 (g//h/OD), kdyz se péstovalo na NYB (,,Nutrient Yaest Broth*) médiu, které obsahovalo
N-butyryl-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopenten.

JestliZze se provedla stejnd pfeména s kmenem DSM 10687 pii koncentraci substratu (N-butyryl—
1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopenten) 200 mM, byla biotransformace 0,161 (g/I/h/OD).

Tabulka ! médium A + N

MgCl, 0,4 g/l
CaCl, 0,014 g/1
FeCl; 0,8 mg/l
Na,SO, 0,1¢/1
KH,PO, 1 g/l
Na,HPO, 2,5¢g/1
NaCl 3g/1
roztok vitaminti 1 ml/l
roztok stopovych prvki I ml/1
pH 75

14.3. Rhodococcus erythropolis DSM 10686 se péstoval v 6 1 fermentoru v minimalnim médiu
(srovnej tabulku 2) s octanem amonnym (3 g/I) jako zdroj uhliku, poptipadé dusiku pti 30 °C do
bun&&né hustoty od 650>25. B¢hem buné¢ného ristu se kontinualng pridavala 50 % kyselina
octova jako dodateny zdroj uhliku. Pro indukovéani enzymové aktivity se pak piidalo 60 g
(+/-)-N-acetyl-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopentenu a inkubovalo n&kolik hodin.
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Nakonec se jesté jednou pfidalo 40 g (+)-N-acetyl-1—-amino—4—hydroxymethyl-2—cyklopentenu
a pak dalsich deset hodin inkubovalo. Priibéh biotransformace se sledoval on—line pomoci HPLC.
Pti dosazeni 40 % analytického vytéZzku, vztazeno na vneseny racemicky substrat, a ee-hodnoty
85 % se fermentace ukondila pfidanim kyseliny:

Tabulka 2
sloZeni média
Komponenty Koncentrace

extrakt kvasnic

pepton M66

KH,PO,

NazHPO4. 2H20

K,S0,

NH;—acetat

CaClz

MgCl,. 6 H,O

roztok stopovych prvki (viz dole)
PPG (polypropylenglykol)

Roztok stopovych prvki
KOH

EDTANa, . 2H,0
ZnSO4. 7H20

MHC12 . 4H20

H;BO;

COCl, . 6H,0O

CUC12 . 2H20

NiCl, . 6H,0

Na2M004 : 2H20

0,5 g/l
0,5 g/l
4,0 g/l
0,5 g/l
2,0 g/l
3,0 g/
0,2 g/l
1,0 g/
1,5 ml/t
0,1 g/l

15,1 g/l
100,0 g/I
9,0 g/l
4,0 g/l
2,7 g/l
1,8 g/l
1,5 g/l
0,18 g/l
0,27 g/l

14.4 Podobné¢ jako v piikladu 14.3 se péstovaly mikroorganismy Arthobacter sp. HSZ 5 (DSM
10328), Rhodococcus sp. FB 387 (DSM 11291), Alcaligenes xylosoxydans ssp. denitrificans
HSZ 17 (DSN 1329), Agrobacterium/Rhizobium HSZ 30, Bacillus simplex K2 a Pseudomonas
putioda K32 na octanu sodném v médiu (tabulka 1) se sloueninami a bez slou¢enin N-acetyl-,

N-propionyl-, N-izobutyryl nebo

N-butyryl-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopenten,

v dal8im zkracené oznacené jako aminoalkoholy.

Nasledujici vysledky se dosahly s exponencidlnim buiikami, které se péstovaly bez amino-

alkoholu (analyzovano HPLC):

Kmen Pomér v procentech Hodnota ee/pfeména [%]
[nMol/OD.h]

HSZ 5 (DSM 10328) 0,05 88,7/16

HSZ 17 (DSM 10329) 0,005 95/23

K32 0,05 54/1

CB101 (DSm 10686) 0,1 84/39

Kmeny K2 a K17 se péstovaly, sebraly a podrobily se 60-hodinové biotransformaci.
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Kmen Pomér v procentech Hodnota ee/ptfeména [%]
[nMol/OD.h]

K2 - 92/10

HSZ 30 - 93/3,5

Ze vsech nasad se sebraly exponencialni a stacionarni buriky a pouzily se po biotransformaci jako
buiiky v klidu. Na zakladé DC-analyzy se nepozoroval Zadny rozdil v pocatecnim poméru
u bunék indukovanych nebo neindukovanych aminoalkoholem.

Priklad 15
Cisténi N—acetylaminoalkoholhydrolézy z Rhodococcus erythropolis CB101 (DSm 10686)

Enzym byl ¢istén jak je dale uvedeno aZz byl pozorovan uZz jen jeden svazek proteint
v SDS-PAGE (Pharmacia Phast Gel, 10-15 % gradient) pti molekulové hmotnosti 50 kD.

Buiiky Rhodococcus erythropolis CB101 (DSM 10686) se promyly v 50 mM Tris—pufru (pH 6,2)
a koncentrovaly na optickou hustotu 190 pfi ODgsoum. Po pfidani fenylmethansulfonylfluoridu
(PMSF) na kone¢nou koncentraci | mM a DNAzy se buiiky podrobily Frenchovu lisu (tlakové
zafizeni), aby se ziskal surovy extrakt. Po odstfedéni se ziskalo 200 ml bezbunééného extraktu
s koncentraci proteinti 4,8 mg ml™.

960 mg bezbunécného extraktu se naneslo na iontoméni¢ovy chromatograficky sloupec Hil.oad
26/10 Q—Sepharose (Pharmacia), ktery byl ekvilibrovan 50 mM Tris—pufrem (pH 8,0), ktery
obsahoval 1 mM dithiothreitolu (DTT).

Po promyti sloupce stejnym pufrem byly proteiny eluovany linedrnim gradientem pufru
(1500 ml; gradient: 50 mM Tris—pufr (pH 8,0), obsahujici 1 mM DTT- 50mM Tris—Pufr
(pH 7,0), obsahujici 1 mM DTT a 1 M NaCl). Enzym se eluoval ze sloupce mezi 370 a 430 mM
NaCl a pii pH 7,6. Aktivni frakce se sbiraly a zahustily na 9 ml. Obsah proteini byl 41 mg.

Pro dalsi Cisténi se roztok proteini nanesl na gelové filtraéni chromatograficky sloupec HiLoad
26/60 Superdex 75 (Pharmacia), ktery byl ekvilibrovan 50 mM Tris—pufrem, ktery obsahoval
50 mM NaCl a 1 mM DTT. Aktivni frakce se spojily a mély spoledny obsah proteint 10,9 mg.

Tento proteinovy roztok se nanesl na sloupec Mono Q HR5/5 (Pharmacia), ktery byl ekvilibrovan
50 mM Tris—pufrem (pH 8,5) obsahujicim 1 mM DDT. Proteiny byly eluovany linedrnim
gradientem (40 ml) 50 mM Tris—pufr (pH 8,5), obsahujici | mM DTT — 50 mM Tris—pufr (pH
8.,5), obsahujici 1 mM DTt a 1 m NaCl. Enzym se eluoval mezi 390 mM NaCl a 440 mM NacCl.
Aktivni frakce obsahovaly 1,4 mg proteinu.

V poslednim ¢isticim kroku se pouzil stejny sloupec ekvilibrovany stejnym pufrem. Jako eluéni
gradient slouZil stejny pufr s 0-500 NaCl a pH 7,0-8,5. Timto zpiisobem se dalo izolovat 430 pg
¢istého enzymu.

N-koncova sekvence enzymu se urcila pfimo z ,,Protein-Blot*. Ziskala se sekvence 20 nasleduji-
cich aminokyselin: Thr-Glu—GIn—Asn—Leu—His—Trp-Leu—Ser—Ala-Thr—Glu-Met-Ala—Ala—Ser—
Val-Ala—Ser—Asn.

Tato sekvence neni homologni ke zndamym proteiniim.
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Priklad 16
Charakterizace enzymu

Charakterizace enzymu se provadéla jak scisténym enzymem, tak také s bezbuné&énym
extraktem, ktery byl odsolen pomoci sloupce Sephadex G-25 (PD-10, Pharmacia).

Koncentrace proteini v bezbun&&ném extraktu byla 7,3 mg ml" a koncentrace proteini v Cisté-
ném enzymu byla 135 ug ml”. PMSF se k bezbun&&nému extraktu neptidaval.

16.1 Uréeni K,

Ur€eni Ky, se provedlo v bezbunééném extraktu. Hodnota K, reakce byla pfi pH 7,0 a pfi teploté
30 °C 22,5 mM pro substrat N-acetyl-1-amino—4—hydroxymethyl-2—cykloepten.

16.2 pH optimum
pH optimum pro hydrolyzu N-acetyl-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopentenu (25 mM) se
urovalo s CiSténym enzymem a v bezbun&ném extraktu v rozsahu pH od 6,2 — 9,0 v nasle-

dujicich roztocich pufru.

Tris—pufr 100 mM pH 9,0; 8,5; 8,0; 7,5; 7,0
citrat—fosfatovy pufr 100 mM pH 7,0; 6,55; 6,2

Aktivita se méfila 24 hodin.
pH optimum reakce bylo mezi pH 7,0 a 7,5 pro produkci 1R,4S a 1S,4R enantiomeru.

U bezbuné&ného extraktu bylo pH optimum aktivity pfi pH 7,0. Selektivita byla viak lepsi mezi
pH6,0apH 7,0

Obr. 1 znézorfiuje aktivitu A-acetylaminoalkoholhydrolazy (bezbunéény extrakt) z Rhodococcus
eryhropolis CB 101 (DSm 10686) v zavislosti na hodnot& pH.

16.3 Teplotni optimum pro reakci uvedenou v prikladu 16.2 lezelo mezi 25 a 30 °C.

Obr. 2 znazorfiuje aktivitu A-acetylaminoalkoholhydrolazy (bezbun&ény extrakt) z Rhodococcus
erythropolis CB 101 (DSM 10686) v zavislosti na teploté.

16.4 Molekulové hmotnost byla uréena podle SDS-PAGE na 50 kD.

16.5 Jako substraty byly hydrolyzovany: N-acetyl-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopenten,
N-butyryl-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopenten, N-propionyl-1-amino—4—hydroxy-
methyl-2—cyklopenten, N-izobutyryl-1-amino—4—hydroxymethyl-2—cyklopenten, N—izobutyl-
1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopenten.

Ptiklad 17
Vyroba hydrochloridu (1R,4S)-1-amino—4—(hydroxymethyl)}-2—cyklopentenu

374,1 g roztoku (1R,4S)-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopentenu (obdobna vyroba jako
v pfikladu 14) se odpafilo na 123,7 g. Roztok obsahoval 60,2 mMol hokejsi slouéeniny (HPLC) a
pH se upravilo 30%nim NaOH z hodnoty 2 na 11,7, pak se extrahoval 3x 70 ml izobutanolu.
Spojené izobutanolové extrakty se plynnym HCI upravily na pH 1, zahustily na 65 g a filtrovaly
(odstranéni pevnych necistot). K filtratu se pii 20 °C a pfi dobrém michani prikapalo 60 ml
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acetonu. Kalnd smés se naoCkovala krystaly titulni slouceniny a michala 1 hod. p¥i 5 °C. Po
filtraci a suseni se ziskalo 5,2 g produktu. Vytézek byl 58 %.

t.t.: 125 az 127 °C.
ee—hodnota 98 % (cejchovany chiralni HPLC—sloupec)

'H-NMR (DMSO-d): & [ppm] 1,44 (m, 1H);

400 MHz 2,35 (m, 1H);
2,83 (m, 1H);
3,42 (m, 2H);
4,10 (s, 1H);
4,80 (s, 1H);
5,80 (d, 1H);
6,06 (d, 1H);
8,13 (s, 3H).

Piiklad 18
Vyroba (1R,4S)-N-BOC-1-amino—4—(hydroxymethyl)-2—cyklopentenu

pH 75 g roztoku (1R,4S)-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopentenu (obdobna vyroba jako
v piikladu 14; 44,6 mMol slou€enin) se upravilo 30%nim NaOH na hodnotu 8 a k roztoku se
pfidalo 6 g NaHCO;. Smés se zahfala na 52 °C. Za dobrého michéni se k tomu piidalo 60 ml
diizopropyletheru a pak béhem 2 hod. pfidaval roztok 11,12 g BOC-anhydridu v 18,2 ml diizo-
propyletheru. Smés se filtrovala pres Celite a faze se oddélily. Vodna faze se extrahovala 65 ml
diizopropyletheru. Spojené organické faze se promyly 45 ml vody, pak se odpafily na 37,5¢g a
zahtaly na 50 °C. K roztoku se ptikapalo 31 ml n-hexanu. Po pomalém ochlazeni na 0 °C
(2 hod.) se titulni sloucenina filtrovala, promyla 12 ml n—hexan/diizopropylether 1/1 a susila.
Ziskalo se 6,75 g produktu. Vytézek byl 71 %.

tt.: 70 az 71 °C
ee—hodnota 98 % (cejchovany chiralni HPLC—sloupec)

'H-NMR (DMSO—de): 5 [ppm] 1,18 (m, 1H),

400 MHz 1,27 (s, 9H),
2,28 (m, 1H),
2,63 (m, 1H);
3,33 (q, 2H);
4,43 (m, 1H);
4,56 (t, 1H);
5,62 (m, 1H);
5,78 (m, 1H);
6,72 (d, 1H).

Priklad 19
Vyroba hydrochloridu (1R,4S)-1-amino—4—(hydroxymethyl)-2-cyklopentenu

87.8 g (1R,4S)}-N-BOC-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopentenu se rozpustilo ve 270 ml
2N HCI a 1340 ml methanolu. Smé&s se pfi zpétném toku vafila 4,5 hodiny. Po destilaci
methanolu se zbytek rozpustil v 800 ml vody. Vodny roztok se 2x extrahovala 340 ml ethyl-
acetatu. Vodna faze se uplné€ odpafila (50 °C/6 kPa). Pevna latka se susila ve vakuu pii 50 °C,
suspendovala 150 ml diethyletheru, filtrovala a 2x promyla 50 ml diethyletheru. Po suSeni se
ziskala titulni sloucenina s 95 % vytézkem (58,4 g).
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Fyzikalni a spektroskopicka data produktu byla stejna jako v p¥ikladu 17.

Priklad 20
Vyroba (1R,48)-N-acetyl-1-amino—4—(hydroxymethyl)2—cyklopentenu

25g hydrochloridu  (1R,48)-1-amino—4—(hydroxymethyl)-2—cyklopentenu se rozpustilo
v 182 ml anhydridu kyseliny octové a pfi 0 °C se pridal roztok 18,25 g triethylaminu v 60 ml
anhydridu kyseliny octové. Smés se michala 3 hodiny pfi 80 °C, pak se ochladila na teplotu
mistnosti. Triethylaminhydrochlorid se odfiltroval a promyl 120 ml n—hexanu. Filtrat se odpafil.
Ke zbytku se ptidalo 300 ml toluenu a pfi teploté mistnosti v pfitomnosti 5,2 g aktivniho uhli a
13 g Celitu se 20 minut michalo. Po filtraci a promyti filtra¢niho kolage (3x 40 ml toluenu) se
rozpoustédlo aplné zahustilo. Ke zbytku se pfidalo 180 ml methanolu a 15,5 g K,CO; a michalo
se 10 hodin pfi pokojové teplot&. Suspenze se filtrovala a filtrat se odpafil. Zbytek se suspendoval
v 750 ml izopropylacetatu a vafilo se 1,5 hodiny pfi zp&tném toku v p¥itomnosti 0,5 g aktivniho
uhli. Po filtrovani aktivniho uhli (70 az 80 °C) se filtrat ptes noc chladil na 0 °C. Titulni slougeni-
na se filtrovala, promyla 80 ml studeného izopropylacetatu a susila za vakua. Ziskalo se 17,2 g
produktu. Vytézek byl 66 %.

t.t.: 77 az 80 °C
ee—hodnota 98 % (cejchovany chiralni HPLC—sloupec)

'H-NMR (DMSO—dy): & [ppm] 1,15 (m, 1H);

400 MHz 1,78 (s, 3H),
2,25 (m, 1H);
2,66 (m, 1H);,
3,35 (m, 2H);
4,58 (t, 1H);
4,70 (m, 1H);,
5,62 (m, 1H);
5,85 (m, 1H);
7,80 (d, 1H).

Priklad 21
Vyroba (1S,4R)}-N-acetyl-1-amino—4—(hydroxymethyl)-2—cyklopentenu

Z 25 g vychoziho hydrochloridu (1S,4R)~1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopentenu se zptiso-
bem podle ptikladu 18 vyrobil titulni enantiomer (vytézek 68 %). Fyzikalni a spektroskopicka
data produktu byla stejné jako v ptikladu 20.

Priklad 22
Vyroba (1R,4S)-1 —[(2—amino——6—chlor—5—formamidopyrimidin—4—y1)amino]—4—(hydroxy—
methyl)-2—cyklopentenu

2,07 g N~(2-amino—4,6—dichlorpyrimidin-5—yl)formamidu se zahtalo na 80 °C ve 40 ml izo-
butanolu (bila suspenze). Ke smési se ptidal roztok 1,97 g hydrochloridu (1R,4S)-1-amino—4—
hydroxymethyl-2-cyklopentenu, 3,8 triethylaminu a 15 ml izobutanolu. Smés se 13 hodin pri
80 °C déle michala. K girému roztoku se pti 20 °C ptidalo 10 m! 1N NaOH a odpafilo se az do
sucha. Zbytek se podrobil ,,flash“~chromatografii (sloupec kiemigitanového gelu 60, délka 8 cm,
prameér 6,5 cm, eluéni &inidlo ethylacett/methanol 95/5). Po odpareni elu¢niho ¢inidla a sueni
zbytku se ziskalo 2,1 g titulni sloueniny. Vytézek byl 74 %.

tt.: 174 az 176 °C
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ee-~hodnota 98 % (cejchovany chiralni HPLC-sloupec)

'H-NMR (DMSO-d): & [ppm] 1,37 (m, 1H);
400 MHz 2,35 (m, 1H);
2,73 (m, 1H);
3,38 (t, 2H);
4,68 (m, 1H);
5,08 (m, 1H);
5,70 (d, 1H);
5,85 (d, 1H),
6,40; 6,55; a 6,65 (s, d, a d, spolu 3H);
7,78 a 8,10 (d a s, spolu 1H);
8,852 8,95 (das, spolu 1H).

Piiklad 23
Vyroba (1 R,4S)—l—[(2—amino—6—chlor—5—formamidopyrimidin—4—yl)amino]—4—(hydr0xy-
methyl)-2—cyklopentenu

145,2 ml roztoku (1R,4S)-1-amino—4-hydroxymethyl-2—cyklopentenu (obdobna vyroba jako
v piikladu 14) se zahustilo na 25,5 ml a zfiltrovalo pies Celit. Filtradni kolag se promyl 7,5 ml
vody. Filtrat obsahoval 17,7 mMol hoftejsi slou¢eniny (HPLC) a koncentrovanou HCl se upravilo
pH z 6,6 a 1, pak se 3x extrahoval 20 ml izobutanolu. Organické faze se odstranila. pH vodné
faze se upravilo 30% NaOH na hodnotu 12 a vodna faze se 3x extrahovala 10 ml izobutanolu.
Spojené organické faze se zahustily na 15 ml a pridaly se 2,53 g triethylaminu. Ke smési se
pfidal, jako v pfikladu 24 roztok 2,07 g N~(2-amino—4,6—dichlorpyrimidin—5—yl)formamidu ve
40 ml ethanolu. Smés se michala 16 hodin pti 80 °C. Po zpracovani jako v pfikladu 22 se ziskalo
2,4 g titulni slouceniny. Vyt&zek byl 85 %.

Fyzikalni a spektroskopicka data produktu byla stejn jako v ptikladu 22.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby (1S,4R)- nebo (IR,48)-4~(2-amino—6—chlor—9—H—purin-9—yl)-2—cyklo-
penten—1-methanolu nebo jeho soli vzorci I, 1T

Cl Cl

s > (1) PN I > (11)
BN SN N HNT NT N ’

<\) CH,OII CILOH

vyznaéujici se tim, Zesev prvnim stupni acyluje (+)-2-azabicyklo[2.2.1]hept-5—en—
3—on vzorce 111
0 (111),

NH
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na derivat (+)-2-azabicyklo[2.2.1]hept—5—en—3—onu obecného vzorce IV

[
e

kde R' znamena Ci4—alkyl, C;_s-alkoxy, aryl nebo aryloxy, ten se ve druhém stupni redukuje a
derivat cyklopentenu obecného vzorce V

¥ |
oy,
0

kde R' ma vyse uvedeny vyznam, ten se ve tfetim stupni pfeméni bud’ pomoci mikroorganismu,
ktery je schopen zuzitkovat derivat cyklopentenu obecného vzorce V jako jediny zdroj dusiku,
Jjako jediny zdroj uhliku, nebo jako jediny zdroj uhliku a dusiku, pomoci enzymu s N-acetyl-
aminoalkoholhydrolasovou aktivitou nebo pomoci acylasy penicilinu G na (1R,4S)- nebo
(18,4R)~1-amino—4—(hydroxymethyl)-2—cyklopenten vzorcii VI, VII

NH o NI
110/\©’ ’ (VI), HO” @ i (VII)

ten se ve Ctvrtém stupni pievede pomoci N—(2-amino—4,6-dichlorpyrimidin)-5—yl)formamidu
vzorce VIII
Cl

v NHCHO
HZNA\N cl (VILD)

na (1S,4R)~ nebo (1R,4S)—4—[(2—amino—6—chlor—5—f0rmamid0—4—pyrimidinyl)—amino]—Z—
cyklopenten—I-methanol vzorci IX, X

CI Cl
NZ ' NHCHO NZ , NHCHO
/k\ ™~ *\
N NN (1x)  HNT N7 TNH (x),

,
2

Q""CHZOH CH,0H

a posledn€ jmenovana slougenina se v patém stupni cyklizuje znamym zplisobem na kone&ny
produkt vzorce I nebo 1.

2. Zpisob podle niroku 1, vyznaéujici se tim , Ze se acylace v prvnim stupni
provadi s halogenidem karboxylové kyseliny obecného vzorce XI
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0
l

Rl - ¢ -x (XI)

kde R' m4 vyse uvedeny vyznam a X znamena atom halogenu, nebo s anhydridem karboxylové
kyseliny obecného vzorce XII

0] o

K I

c C (XII)

/ N\ / \
r! 0 rl

kde R' ma vyse uvedeny vyznam.

3. Zplsob podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Zze se acylace v prvnim
stupni provadi v aprotickém rozpoustédle.

4. Zpisob podle alespoii jednoho zndrokdi 1 az 3, vyznadujici se tim, e se
redukce ve druhém stupni provadi borhydridem alkalického kovu nebo kovu alkalické zeminy,
aluminiumhydridem alkalického kovu nebo kovu alkalické zeminy nebo vitridem.

3. Zpisob podle alespoii jednoho znaroki 1 az 4, vyzma&ujici se tim, 7% se
redukce ve druhém stupni provadi v protickém rozpoustédle.

6. Zpisob podle alespoii jednoho z nérokd 1 az 5, vyznadujici se tim, e se pte-
ména ve tfetim stupni provadi pomoci mikroogranismii rodu Rhodococcus, Gordona, Arthro-
bacter, Alcaligenes, Agrobacterium/Rhizobium, Bacillus, Pseudomonas nebo Alcaligenes/-
Bordetella.

7. Zpusob podle alespoti jednoho znarokii 1 a2z 6, vyznaéujici se tim, Ze se pie-
meéna ve tfetim stupni provadi pomoci acylasy penicilinu G z mikroorganismu druhu Bacillus
megaterium nebo Escherichia coli.

8. Zpisob podle alespoti jednoho znéaroki 1 az 7, vyznaé ujici se tim, Ze se
biotransformace ve tfetim stupni provadi pii teploté od 20 do 40 °C a pti hodnoté pH od 5 do 9.

9. Zpisob podle alespoti jednoho z naroki 1 az 8, vyznadu jici se tim, Ze se pre-
ména ve ¢tvrtém stupni provadi v p¥itomnosti baze.

10. Zpiisob podie alespoii jednoho z nérokii 1 a2 9, vyzna & ujici se tim, Ze se pre-
ména ve Etvrtém stupni provadi v protickém rozpoustédle.

2 vykresy
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