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Zplsob zahmuje styk racemického tetralonu vzorce I

s mikroorganizmem nebo enzymovym redukénim systémem
schopnym provést predmétnou redukci, obsahujicim enzym
odvozeny z uvedeného mikroorganizmu a kofaktor pro
uvedeny enzym, a poté inkubaci vysledné smési za podminek
dostate¢nych pro ziskani (4R)-tetralolu vzorce II a ponechani
v podstaté nezreagovaného (4S)-tetralonu vzorce V nebo
2chirdlniho tetralonu”. Chiralni tetralon mize byt pouzit pki
syntéze sertralinu. Predmétny zplisob pifpadné zahmuje
separaci (4S)-tetralonu vzorce V od (4R)-tetralolu vzorce I1.
(4R)-tetralol miiZe byt recyklovan k vytvofeni slouceniny
vzoree [ a predmétny zpiisob opakovan.



Stereoselektivni mikrobidlni redukce racemického tetralonu

Oblast techniky

PredloZeny vyndlez se tykd novych zplsobd ptipravy
(4S)-enantiomeru 4-(3,4-dichlorfenyl)-3,4~dihydro-1(2H)-naf-
talenonu (zde také oznafovaného jako "chirdlni tetralon" nebo
"(48)-tetralon" a zejména se tykd stereoselektivni mikrobidlni
redukce racemického 4(3,4-dichlorfenyl)=-3,4-dihydro-1(2H)~-
naftalenonu (zde také oznadovaného jako "racemicky tetralon"

na chirdlni tetralon.

Dosavadni stav techniky

Chiralni tetralon pfipraveny zptsoby predloZeného vy-
nalezu mGZe byt ddle reagovédn k pfipravd &istého cis-(18)(48)-
N-methyl-4-(3,4-dichlorfenyl)~1,2,3,4-tetrahydro-l-naftalen-
aminu, b&Zné oznafovaného jako sertralin. Sertralin je dobre
znédm jako uzitedny napt¥iklad jako antidepresant a anorekticky
prostredek a pfi 1éc¢eni chemickych zdvislosti, poruch spoje-
nych s Gzkosti, pfedlasné ejakulace, rakoviny a postmyokardi-

ndlniho infarktu.

V dosavadnim stavu techniky jsou zndmy metody pripravy
sertralinu jako jsou napfiklad ty, které jsou popsany v US
patentech ¢. 4 536 518, 4 777 288, 4 839 104, 4 855 500,

4 940 731, 4 962 128, 5 082 970, 5 130 338, 5 196 607,

> 248 699, 5 442 116, 5 463 126, 5 466 880, 5 597 826, a

5> 750 794 a v &lédnku W.M.Welcha, jr., a j.s ktery se objevil
v Journal of Medicinal Chemistry, sv. 27, &. 11, str. 1 508,
(1984).



Nékteré z vySe zmindnych patentd se tykaji syntézy
smési cis- a trans-~isomer@ racemického N-methyl-4-(3,4-dichlor-
fenyl)-1,2,3,4-tetrahydro-l-naftalenaminu. Jak je tam popséno,
cis- a trans-isomery, stejné jako jejjich (S) a (R) enantio-
mery mohou byt oddéleny zplGsoby zndmymi odbornikém v oboru

vCetn& nap¥iklad frakéni krystalizace nebo chromatografie.

Je také zndmo vybrat pro konednd pozZadovanou chirali-
tu drivéjsi postupy p¥i syntéze sertralinu. Napriklad vySe
zminény US patent &. 5 750 794 zvefejnuje zplsob pripravy chi-
rdlniho tetralonu reakci racemického tetralonu s asymetrickym
ketonovym redukénim prostiedkem, &im? se ziskaji cis- nebo
trans-alkoholy v zdvislosti na chiralité a symetrického pouzZi-
tého reagentu a pak se rozddli alkoholy a oxiduji se (1S,4S)
a/nebo (1R,4S) alkoholy na (4S)-tetralon.

Je také zndmo v dosavadnim stavu techniky, %e chirdlni
slouceniny mohou byt syntetizovény pomoci mikroorganizmd, jako
jsou houby, napriklad kvasinky. Nap¥iklad pouziti kvasinek
k redukci ketonu na chirdlni alkoholy je dobie znamo. AvSak
jak oceni odbornici v pfisludném oboru, chemické a optické
vyteézky, napfiklad prislu&né enantiomery a jejich mnoZstvi
z takovychto mikrobidlnich redukci obecnd kolisaji znacné v
zdvislosti napfiklad na prislusném zvoleném mikroorganizmu,

stejné jako na substituentech vychozi latky.

US patent C. 5 049 497 zvefejnuje zplsob rozloZeni
racemického derivdtu bicyklo|4,2,0|oktanu stykem tonoto deri-
vatu s Bakerovymi kvasinkami za podminek dostatecnych k poskyt-
nuti smési ketonu a alkoholu vysoké enantiomerni Cistoty. Jak
je tam popsédno, jenom jeden enantiomer prislusného racemického

ketonu se redukuje, aby poskytl alkohol.



US patent ¢. 5 580 764 zvefejnuje asymetricky redukd&-
ni zpdsob, ktery pouZivd intaktniho mikroorganizmu nebo pFi-
pravku z jeho rozruSenych bunék k pfevedeni cyklického keto-

nu na odpovidajici chirdlni alkohol.

US patent ¢. 5 618 707 zvefejnuje zplsob stereoselektiv-
ni redukce ketonovych substrdtd pridavkem td&chto substrit
do kultivaéniho bujénu bud Zigcsaccharomyces bailii, ATCC,
(Americké sbirka typovych kultur) ¢&. 38924 nebo Schizosaccharo-
myces octosporus ATCC C. 2479, inkubaci vysledné smé&si a izo-
laci hydroxyslou&eniny konvend&nimi prostredky jako je naptriklad
extrakce organickymi rozpousStédly, adsorpce na pryskyrice nebo
chromatografie, pro ndsledujici pouZiti jako meziproduktu

pri pfipravé prostfedku sniZujiciho sérovy cholesterol.

Izolovana hydroxysloucenina, kterd ije zde popsédna byla
analyzovéna chirdlni vysokovykonnostni Kapalinovou chromatogra-
fii (HPLC), HPLC s reversnimi fdzemi nebo obdma. Konzistentnd
S tim by odbornici v relevantnim oboru mé&li porozumét jak je
zde popsdno, mnoho z velkého pocltu mikroorganizmi, které byly
zkoumdny pro jejich schopnost redukovat ketonovou skupinu vy-
braného substrdtu, selhalo p#i redukci ketonové skupiny s pozZa-

dovanou specifitou nebo produktivitou.

Nyni bylo neolekdvané zjiSténo, Ze oblast mikroorganiz-
mi, véetné& hub, napfiklad kvasinek a aktinomycet, podstatné
stereoselektivné redukuje racaemicky tetralon. Specifictéji
predmétnd stereoselektivni mikrobidlni redukce selektivné re-
dukuje (4R)-tetralon z racemické smdsi, pridem? ponechdva
(4s)-tetralon v podstat@ nezreagovany. Navic neddouci (4R) -
tetralol vytvoreny predmétnym zpdsobem miZe byt oxidovin a
pak racemizovdn na racemicky tetralon a pfedmétny zplsob opa-

Kovan k dosaZeni dokonce vice (4S)-tetralonu.
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(4s)-Tetralon vytvofeny pfedmétnym zplsobem miZe byt pouzit

prfi syntéze serthlinu.

VSechny zde citované dokumenty, v&etné& predchdzejicih,

jsou zde zaclenény jejich odkazem v jejich celistvostech.

Podstata vyndlezu

PredloZeny vyndlez se tykd mikrobidlni redukce karbony~-
lovych skupin, kterd zahrnuje styk ketonové slouceniny, race-
mického tetralonu vzorce I s mikroorganizmem nebo enzymovym
redukénim systémem schopnym provést piedmdtnou redukci zahr-
nujicim enzym odvozeny z uvedeného mikrooganizmu a kofaktor
pro uvedeny enzym, a inkubaci vysledné smdsi za vhodnych pod-
minek takovych, Ze sloudenina majic{ hydroxyskupinu, specific-
Ky (4R)-tetralol vzorce II miZe byt vytvorena a akumulovana
v médiu a sloucenina majici poZadovanou stereochemii, (4S)-
tetralon vzorce V uvedeného déle, zlstdvd v podstaté nezreago-

vana.

(4s)-Tetralon vzorce V uvedeného déle, to je chirdlni
tetralon, pak mGZe byt izolovdn jakymkoli vhodnym zplsobemn,
napriklad chromatografii nebo krystalizaci. Navic (4R)-tetra-
lol vzorce II miZe byt separovan od sloudenin vzorcd III a%
V, oxidovan a racemizovdn na racemicky tetralon a predm&tn&
stereoselektivni mikrobidlni redukce méZe byt opakovdna, &im3

se ziskd jesSté vice pozadovaného chirdlniho ketonu.

V souhlase s tim predloZeny vyndlez vytva¥i zplsoby

provadéni ndsledujici stereospecifické mikrobidlni redukce:
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ktery zahrnuje styk sloueniny vzorce I s mikroorganizmem nebo
enzymovym redukénim systémem schopnym provést predmé&tnou re-
dukci, zahrnujicim enzym odvozeny z uvedeného mikroorganizmu

a kofaktor pro uvedeny enzym, a inkubaci vysledné smési za
podminek dostateénych k ziskdni vétSiho mnoZstvi sloudeniny
vzorce II nez slouceniny vzorce III, &¢imZ ze nechd vét$i mnoz-
stvi slouceniny vzorce V nezreagované nez nezreagované sloule-

niny vzorce IV.

Predmétnd stereospecifickd redukce miZe byt také pred-
stavena zpusobem
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ktery zahrnuje styk sloueniny vzorce I s mikroorgamizmem
nebo enzymovym redukénim systémem schopnym dosdhnout predmét~-
né redukce, obsahujicim enzym odvozeny z uvedeného mikroorga-
nizmu a kofaktor pro uvedeny enzym, a inkubaci vysledné smési
za podminek dostateénych k ziskdni (4R)-tetralolu vzorce II

a ponechdni v podstaté nezreagovaného (4S)-tetralonu vzorce V.

Stereoselektivni redukce ddle pfipadné zahrnuje se-
paraci (4S)-tetralonu vzorce V od (4R)-tetralolu vzorce II.
(4R)-Tetralol miZe pak byt oxidovan k vytvoreni (4R)-tetralo-
nu, ktery se pak nechd reagovat napfiklad s bazi, &imZ se vytvo-
i racemicky tetralon vzorce I a pfedmdtni sterecoselektivni
mikrobidlni redukce miZe byt opakovdna, aby se ziskalo jesteé
vice poZadovaného (4S)~tetralonu vzorce V, to je (4S)=-enantio-

meru racemického tetralonu vzorce I.

Predlozeny vyndlez vytvari zplsoby, které zahrnuji
stereoselektivni mikrobidlni redukci slouceniny vzorce I
na sloucCeninu vzorce II stykem slouceniny vzorce I s mikroorga-
nizmem nebo enzymovym redukinim systémem schopnym dosdhnout
pfedmétné redukce, zahrnuujicim enzym odvozeny z uvedeného
mikroorganizmu a kofaktor pro uvedeny enzym, a inkubaci vy-
sledné smési za podminek dostatednych k ziskani slouceniny
vzorce II, Cimz zlstdvd podstatné vice sloudeniny vzorce V
nezreagovano neZ slouleniny vzorce IV a podstatné vice slou-

Ceniny vzorce II se vytvofi oproti sloudeniné vzorce III.

Ve vyhodném provedeni se provede styk sloufeniny vzor-

ce II s enzymovym redukénim systémem.

V dalsim vyhodném provedeni styku slouceniny vzorce I
se provede tento styk s enzymovym redukénim systémem, kde je

enzym immobilizovan.



Ve zv143f vyhodném provedeni styku sloucCeniny vzor-
ce I je enzymovy redukéni systém odvozen z Hansenula polymorp-
ha ATCC ¢&. 26012.

V dalsim vyhodném provedeni mikroorganizmu je pripra-
vek z jeho rozruSenych bunék. V je$té dals$im vyhodném prove-
deni mikroorganizmu je jeho acetonovy praskovy enzymaticky

pripravek.

Ve zv1ast vyhodném provedeni predloZeného vyndlezu
se pouzije intaktni mikroorganizmus. Ve vyhodném provedeni,
kde je mikroorganizmem intaktni mikroorganizmus, se sloudeni-
na vzorce I uvede do styku s fermentaénim mediem, kultivadnim

bujdénem nebo rozpouitddlem obsahujicim mikroorganizmus.

V dalsim vyhodném provedeni, kde je mikroorganizmus
intaktnim mikroorganizmem, se sloudenina vzorce I uvede do
styku s promytym intaktnim mikroorganizmem. V je$té& dalSim
vyhodném provedeni, kde je mikroorganizmus intaktni, se slou-
Ccenina vzorce I uvede do styku s immobilizovanym intaktnim

mikroorganizmenm.

Ve zv1ast vyhodném provedeni predlozeného vynédlezu
je mikroorganizmus intaktni mikroorganizmu, ktery je vypésto-
van ve fermentaénim mediu a styk se uskutedni pridavkem slou-

Ceniny vzorce I do tohoto fermenta&niho media.

V dalSim zvl4$t vyhodném provedeni tohoto vyndlezu
je mikroorganizmus intaktni organizmus, ktery je vypéstovan
v ristovém mediu po dobu asi 48 hodin a styk se uskutecni v
tomtc rdstovém mediu pridavkem sloudeniny vzorce I do ného
a inkubace probihd asi po dobu 5 dnd.



V jeSté dalsSim vyhodném provedeni tohoto vyndlezu je
mikroorganizmem bud houba, nap¥iklad kvasinka nebo aktf%myce—
ta nebo jejich mutant, ktery je schopen provedeni stereoselek-

tivni redukce.

V jeSté dalsim vyhodném provedeni tohoto vyndlezu Jje
mikroorganizmem houba. V je3té& dal$im vyhodném provedeni, kde
mikroorganizmem je houba, je houbou Absidia coerulea ATCC &.
20137.

Ve zvld8t vyhodném provedeni tohoto vyndlezu je mikro-
organizmem kvasinka. Ve zvld3t vyhodném provedeni tohoto vynéd-
lezu, kde je mikroorganizmem kvasinka, je kvasinkou Illansenula
polymorpha ATCC &. 26012, také uloZend jako ATCC &. 74449.

Kde Hansenula polymorpha ATCC &. 26012, také uloZena
jako ATCC ¢. 74449, je pouZita jako mikroorganizmus, pfedmétnd
stereoselektivni mikrobidlni redukce ocenitelnd redukuje jen
jeden enantiomer slouceniny vzorce I, &imZ se ziskd odpovi-
dajici alkohol, to je sloudenina vzorce II, pridem? se ponechéa-
vd dalsi enantimer slouleniny vzorce I, to je slouSenina vzo-

rce V v podstaté nezreagovdana.

Jak bylo diskutovano diive, zplsoby predloZeného vynd-
lezu déle pfipadné zahrnuji separaci, napi¥iklad provedenou
pouzitim krystalizace nebo chromatografie, slouceniny vzorce
V od sloucenin vzorcd II aZ IV a pouziti takovéto separované
slouceniny vzorce V pri syntéze sertralinu za pouZiti jakych-
koli zna&mych zpdsobt.

Jak bylo také diskutovdno drive, je vyhodné oxidovat
izolovany (4R)-tetralol vzorce II na (4R)-tetralon vzorce IV.

Pak je ddle vyhodné racemizovat, vyhodndé reakci (4R)-tetra-



lonu s bazi, (4R)-tetralon vzorce IV na racemicky tetralon
vzorce I. Oxidace a racemizace recykluje nezddany (4R)-tetra-
lol pro dalsi kolo stereoselektivni mikrobidlni redukce podle

zpisobl predloZeného vyndlezu.

Recyklace nezddaného (4R)-tetralolu zvySuje mnoZstvi
pozadovaného (4S)-tetralonu a sniZuje mnoZstvi neZadaného
vypouSténého (4R)-tetralolu. Oxidace a racemizace oxidovaného
produktu se mizZe provddét pomoci jakékoli vhodné zndmé metody

k tomu urcené.

Detailni popis vyndlezu

Odbornici v oboru plné rozuméji vyrazim zde pouzitym
k popsédni predlozeného vyndlezu, nicméné& ndsledujici zde po-

uzité vyrazy jsou zde dile popsdny.

"Kofaktor" znamend jakykoli vhodny kofaktor zahrnujici
enzymovy redukéni systém jako je napiiklad NADH, NADPH, FADH,
FMNH a/nebo PQQ, nebo jakykoli vhodny kofaktor, ktery se vysky-

tuje s enzymem v mikroorganizmu.

"Enzymovy redukéni systém" znamend vhodny mikrobidlni
oxidoreduktasovy enzym a redukovanou formu kofaktoru pro oxi-
doreduktasovy enzym, kde tento kofaktor miZe byt bud odvozen
z vybraného mikroorganizmu nebo miZe byt z jakéhokoli vhodného
zdroje. Enzym zahrnujici enzymovy redukéni systém miZe byt
bud ve volné nebo immobilizované formd, napriklad v koloné&

nebo vazany do zrn.

"Mikrobidni redukce" znamend stereoselektivni redukci

pfedlozeného vyndlezu jak se provadi enzymovym reduk&nim sys-
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témem, pricéemZ mikrobidlni reduktasa zahrnuje enzymovy reduk-
&¢ni systém, intaktni mikroorganizmus nebo jakykoli jeho pri-

pravek a podobné.

"Mikroorganizmus" zahrnuje jakykoli intaktni mikroor-
ganizmus nebo pripravek z néj, vcéetné napriklad pripravku z
rozruSenych bunék mikroorganizmu, dehydratovany pripavek z
mikroorganizmu, napriklad acetonovy prdSkovy enzymaticky pri-
pravek, mikroorganizmus promyty volny z napfiklad fermentacni-
ho media, kultivaéniho bujonu a podobné&, mikroorganizmus immo-

bilizovany, napfiklad v koloné&, vdzany do zrn a podobné.
Zplsoby vytvorené predloZenym vyndlezem zahrnuji stereo-

selektivni mikrobidlni redukci slouéeniny vzorce I na slouce-

ninu vzorce II

) (1 (1 (V) V)

o) OH OH 0O O
O‘ ‘HEEObiélni
reduktasa 3 * * 2 *
iln Cl [;:LC| :!n Cl [;:LCI :lm Cl
Cl Cl Cl Cl Cl

‘ (4R), (4S) (4R) (4S5) (4R) © (4S)

stykem sloucdeniny vzorce I s mikroorganizmem nebo enzymovym
redukénim systémem schopnym uskutecnit predmétnou redukci,
zahrnujicim enzym odvozeny z uvedeného mikroorganizmu a ko-
faktor pro uvedeny enzym, a inkubaci vysledné smési za podminek

dostateénych pro ziskdni slouCeniny vzorce II, pricemZ pod-
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statné vice slouleniny vzorce V zUstdvd nezreagovano, nez
slouceniny vzorce IV a podstatné vice sloudeniny vzorce II
se vytvori oproti slouceniné vzorce III.
Jak Jje znamo odbornikim v oboru, slouéenina vzorce
I, racemicky tetralon, je smés (4S)-tetralonu a (4R)-tetralonu
jak Jje uvedeno nize:
O “O
‘ Cl @Cl
Cl Cl

(4S) tetralon (4R) tetralon:

Slouceniny, nebo specifidétéiji tetraloly,vzorce II jsou:

OH QH
Cl Cl
Ci " Cli

(trans) (1S, 4R) (cis) (1R, 4R)



Slouceniny, nebo specifidtéji, tetraloly vzorce III jsou:

OH OH

(D )
O Cl O Cl

Cl Cl
(cis) (18, 4S) (trans) (1R, 4S)

Slouceniny vzorcd II a III jsou zverejnény a ndrokovany

v

v drive zminéném US patentu &. 5 750 794.

Pozadovand slouenina vzorce V miZe byt izolovéna jak
je popsdno ddle, od nezddoucich sloulenin vzorce II, a jakych-
koli sloucéenin vzorcd III nebo IV, které mohou byt bud produ-
kovany nebo zlstat nezreagovdny v zdvislosti na, napriklad,

vybraném mikroorganizmu a podminkich inkubace.

SloucCeniny vzorce II mohou byt prevedeny na sloudeninu
vzorce I napriklad oxidaci a racemizaci a prob&hnout predmét-
nou stereoselektivni mikrobidlni redukci, &imZ se ziska jesté

dals$i mnoZstvi (4S)-tetralonu vzorce V.

Zpisob predlozeného vyndlezu se snadno provadi. Tak
je mikroorganizmus bud fermentovdn (intaktni mikroorganizmus)
nebo inkubovdn (pripravek z rozru$Senych bunék, dehydratovany
pfipravek nebo jakykoli vhodny pripravek z mikroorganizmu)

v pfitomnosti racemického tetralonu pfedstaveného vzorcem I,
k modifikaci racemického tetralonu -a zejména k redukci
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nezddaného (4R)-enantiomeru racemického ketonu na jeho odpo-
vidajici alkohol predstaveny vzorcem II, prifem? se nechdva
pozadovany (4S)-enantiomer pfedstaveny vzorcem V v podstaté
nezreagovany, ¢imz v jednom stupni se ziskd opticky obohaceny

(4S)-enantiomer.

(4S)~enantiomer miZe pak byt ddle reagovdn zplisoby
dobfe zndmymi odbornikim v odpovidajicim oboru, jak je popséan
napriklad v dfive uvedenych US patentech &. 4 536 518,
4 777 288, 4 839 104, 4 855 500, 4 940 731, 2 962 128, 5 082 870,
5 130 338, 5 196 607, 5 248 699, 5 442 116, 5 463 126, 5 466 360,
5 597 826 a 5 750 794 a ve vySe uvedendm &lénku V.ll.Welcha Jr.

a j. ke konelnénmu ziskdni sertralinu.

Aktivita, zplsoby pro testovdni aktivit,daviy,ddvkova-
ci formy, zplsoby poddvani a zikladni informace tykajici se
sertralinu jsou uvedeny napfiklad ve vySe uvedenych US paten-
tech ¢. 4 536 518, 4 777 288 a 4 839 104 a ve vySe zmin&ném

¢lanku i7.M.¥lelcha jr. a j.

Jakykoli vhodny mikroorganizmus miZe byt pouZit ve
zplsobu predloZendho vyndlezu. Jak je popsdno drive, pouzity
mikroorganizmus v predmétném zplisobu miZe byt intaktni, jaky-
koli jeho vhodny pfripravek, napfiklad jeho p¥ipravex z rozru-
Senych bunék, jeho dehydratovany piipravek a bud volny nebo
imobilizovany. Avsak kde se pouZije neintaktni mikroorganizmus
v predloZeném vyndlezu jako je napfiklad piipravek z rozrude-
nych bundk, napfiklad bund&ny extrakt, acetonovy praskovy enzy-
maticky pIZipravek nebo enzym z ndj odvozeny, odbornici v oboru
by mé&li v&deét, Ze je také zahrnut vhodny kofaktor pro tento
enzym.

Odbornici v oboru rozum&ji ze zde uvedendho popisu

a z jejich odpovidajicich znalosti jak pfipravit vhodny p¥i-



pravek z rozrusenych bundk jak je popsdno napriklad R.N.Pate-
lem a j. v ¢lanku "Oxidace sekunddrnich alkohold na methyl-
ketony kvasinkami", publikovaném v Applied and Environmental
Microbiology, 38(2):219-223 (1979).

Odbornici v oboru porozumé&ji z popisu zde uvedeného
a jejich odpovidajicich vlastnosti jak p¥ipravit vhodny aceto-
novy praskovy enzymaticky pfipravek jak je popsadno napiriklad
K. Nakamurou a j. v c¢lanku "Asymetrickd redukce ketonl aceto-
novym praskem Geotrichum candidum", publikovaném v Tetrahed-
ron Letters, 37(10):1629-1632 (1993).

Navic enzym (napf. oxidoreduktasa) jakéhokoli vhodnéhc
mikroorganizmu miZe byt také pouZit v pfedmétném zplsobu a
tento enzym miZe byt izolovdn z mikroorganizmu jakoukoli vhod-
nou metodou zndmou odbornikim v oboru a pokud jde o intaktni
mikroorganizmus, miZe byt pouZit v predm&tném zpdsobu v bud

volné nebo imobilizované formd.

Odbornikim v oboru bude zfejmé z popisu zde uvedendho
a jejich odpovidajicich znalosti jak izolovat a &istit enzym
vhodného mikroorganizmu jak je obecné popsano napiiklad v &lan-
cich od M.Wady a j. "CiSté&ni a charakterizace NADPH-zdvislé
karbonylreduktasy zahrnuté v stereoselektivni redukci ethyl-
4-chlor-3-oxobutanoatu, z Candida magnoliae", publikovaném
v Biosci.Biotechnol.Biochem., 62(2):280-285 (1938), P.Trosty
a j., "Cisténi a vlastnosti NAP(P)H: (chinonakceptorové)oxido-
reduktasy Iepnych buné&k", publikovaném v Eur.J.Biochem.,
234:452-458(1995), K.M.Madyasthy a T.L.Gururaji, "Cisténi a
nékteré z vlastnosti nové sekunddrni alkoholové dehydrogena-
sy z Alcaligenes Eutrophus”, publikovaném v Biochemical and
Biophysical Resear@ch Communications, 211(2):540-546 (1995),
O.Bortoliniho a j., "Kinetické Stépeni vic-diold pomoci Bacil-
lus stearothermophylus diacetylreduktasy", publikovaném v Tetra-
hedron:Asymmetry, 9:647-651 (1998), R.M.Patela a j. "Stereo-



specifickd mikrobidlni redukce 4,5-dihydro-4-(4-methoxyfenyl)-
6-(trifluormethyl-1H-1)benzazepin-2-onu", publikovaném v Enzy-
me Microb.Technol., 3:906-912 (1991) a R.N.Patela a j.,
"Stereoselektivni mikrobidlni/enzymatickd oxidace (exo,exo)-
7-oxabicyklo|2,2,1|heptan-2,3-dimethanolu na odpovidajici chi-
réalni laktol a lakton", publikovaném v Enzyme Microb.Technol.,
14:778-784 (1992) a v US patentech &. 5 523 223 a vySe zminé-
ném 5 580 764.

Vhodné mikroorganizmy zahrnuji Hansenula polymorpha
ATCC &. 26012, Hansenula polymorpha ATCC &. 74449, Absidia
coerulea ATCC ¢. 20137, Geotrichum candidum ATCC &. 34614,
Geotrichum candidum ATCC ¢. 62401, Mortierella isabellina
ATCC &. 42613, liortierella isabellina ATCC &. 38063, Mortieral-
la vinacea ATCC ¢. 09515, Penicillium notatum AWCC &. 36740,
Blastoschizomyces capitatus ATCC ¢. 28575, Monosporium oliva-
ceurn v. major ATCC ¢. 36300, Aureobasidium pullulans ATCC
¢. 16623, Debaryomyces polymorphus ATCC &. 20280, Saccharomy-
ces cerevisiae ATCC ¢. 15248, Candida schatavii ATCC &. 2440y,
Pichia fabianii ATCC &. 16755 a Streptomyces rimosus ss. rimo-
sus ATCC ¢. 10970, a jejich mutanty, kterdé jsou zndmy nebo
jinak ziskatelné odborniky v odpovidajicim oboru a jsou schop-
né, navzdory takovéto mutace, uskutednit stereoselektivni mikro-

bidlni redukci zde uvedenou.

Vyhodné intaktni mikroorganizmy budou ty, které podstat-—
né redukuji (4R)-tetralon, pf¥idemZ nechdvaji (4S)-tetralon
v podstaté nezreagovany, kde zreagovany zahrnuje redukci nebo
jakoukoli jinou vlastni aktivitu, ktrerd by mohla degradovat
nebo jinak negativné ovlivnit poZadovany (4S)-tetralon v

jakémkoli stadiu pfedmé&tného zplsobu.

Jak bude ocenéno odborniky v oboru, z uvedeného popisu

takovdto nezddand reakce (4S)-tetralonu miZe byt v podstatéd
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zabrdnéna nap¥iklad pouZitim enzymu odvozeného z vybraného

mikroorganizmu oproti intaktnimu mikroorganizmu.

Mikroorganizmy vhodné pro pouziti p¥i predmétné stero-
specifické mikrobidlni redukci mohou byt pripraveny jakymkoli

vhodnym zplsobem zndmym odbornikiém v odpovidajicim oboru.

Map¥iklad vhodnym zplUsobem pro pripravu mikroorganiz-
mu z komeréné dostupného puvodu je uveden ddle.
Zplsob vytvoreny ddle miZe byt pouZit pro jakykoli mikroorga-
nizmus vhodny pro pouZiti pri predloZeném zplsobu tohoto vyna-
lezu a odbornici v oboru by m2li ze zde uvedeného popisu vé-
dc
p:

(J<

t, jak modifikovat jakoukoli ¢&&st postupu, napiiklad metody

¢
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pravy mikroorganizmu, intaktniho nebo pfipraviu, napiikad
rozruSenych bundk nebo dehydratovaného, volného nebo imobili-
zovaného, zpisobu pripravy vhodného enzymu odvozeného z tako-
véhoto mikrcorganizmu, zplsobu kontaktu racemického tetralo-

nu s mikroorganizmem nebo enzymem obsahujicim enzymovy reduk-
ini systém z ndj odvozeny, komponenty rlstového media a podmin-
ky, napfiklad teplctu, pH a podobn&, nebo inkubaéni podminky,
aby se dosdhlo pofadovaného vysledku v kterémkoli pZislusném

postupu.

Odbornici v oboru budou védét z vopisu, ktery je zde
uveden a z jejich odpovidajicich znalosti, jak pfipravit vhodny
imobilizovany intaktni mikroorganizmus jak je popsdn naptiklad
A. Bauerem a j. v &¢ldnku "Polyvinylalkoholem imobilizované
celobundéné piipravky pro biotransformaci nitrild" publikova-
ném v Biotechnology Letters, 18(3): 343-348 (bfezen 1396).

Jakakoli vhodnd metoda styku sloucCeniny I s mikroorga-
nizmem nebo enzymovym redukdénim systémem miZe byt pouzita v

tomto vyndlezu. Sloulenina vzorce I miZe byt kontaktovéna
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s mikroorganizmem nebo enzymovym redukénim systémem v jakém-—

koli vhodném poragdlai.

Napfiklad slouenina vzorce I miZe byt priddna do media
jako je kultivaéni bujdén obsahujici mikroorganizmus volny ne-
bo imobilizovany nebo urditou jeho kombinaci, nebo medium mdZe
obsahovat slouceninu vzorce I a mikroorganizmus mlZe pak byt
pridadn do tohoto media, nebo sloudenina vzorce I a mikroorga-
nizmus mohou byt pfiddny spoledné do takovéhoto media, nebo
sloucenina vzorce I mGZe byt pfiddna do pfipravku z jeho roz-
rusenych bunék, neabo sloulenina vzorce I miZe byt pfiddna
do dehydratovaného pfipraviku mikroorganizmu, nebo bud sloudenina
vzorce I nebo mikroorganizmus nebo enzymovy reduklni systém
mohou byt pfiddny do vhodného rozpousStddla obsahujciho ty dru-
hé a podobné. Odbornikim v oboru bude jasné ze zde uvedendho
popisu jak modifikovat jakoukoli &dst predmétného zpésobu,

pokud je to treba.

Je zvlast vyhodné piedloZfendm vyndlezu, Ze mikroorga-
nizmus nebo enzymovy redukéni systém je odvozen z lansenula
polymorpha ATCC ¢. 26012. Lyofilizovany vzorek Hansenula poly-
morpha ATCC ¢. 25012 (pivodné pfispdnim od D.W.Levina) byl
uloZen s ATCC lokalizovanym jako 10801 v University Boulevard
Manassas, Virginia, 20110-2209, USA za podminek Budape&fské
smlouvy 26. cervna 1998. Této nové uloZené kultufe bylo dano

nové depozitni &¢islo ATCC &. 74449.

"udiZ je zvldst vyhodné v pfedlofeném vyndlezu, Ze
mikroorganizmem je Hansenula polymorpha ATCC &. 74449. V3echny
restrikce na dostupnost vefejnosti této kultury mikroorganiz-
mu takto ulozZené budou neodvolatelné odstranény po vydani pa-

tentu na prihlasku tohoto vyndlezu.



Kultury Hansenula polymorpha ATCC &. 26012 mohou byt
ziskdny z ATCC a pfiklad vhodného zpusobu pro jejich piipravu
z komerdéné nabytého vyrobku je uveden bezprostredné dale.
Kultura takto ziskand se pridd do vhodného ristového media
a inkubuje se za trepdni aZ nastane rust, kteréito dva stup-
né jsou ocenény odborniky v oboru. Xultura takto pfipravend
mizZze byt pouZita k inokulaci Sikmin s Castmi téchto Sikmin
zmrazenymi jako zdkladni zdsoby. Alternativné kapalné zdsobni
cultury mohou byt pripraveny pridanim glycerolu na asi 10 %
az asi 20 %, které jsou pak zmrazeny na asi -380 °c, vyhdné

v malych kryozkumavkach.

Jak v&di odbornici v oboru, jakykoli vybrany organiz-
mus a jak je zde vytvoreno dale v prikladech pro Absidia coe -
rulea ATCC ¢. 20137 a zejména vyhodny Hansenula polymorpha
ATCC ¢. 26012 nebo ATCC &. 74448, vhodna metoda pro pripravu
mikroorganizmu je ndsledujici: mikroorganizmus se inokuluije
ze zmrazené zdsobni kultury jak je popsdno vyse (asi 17%ni
glycerolovéd zasoba) do banky nebo sklendné zkumavky nebo s
kovovym uzdvérem, obsahujici rdstové medium (obsahujici ali-
kvot ze sterilnihc roztoku, ktery zahrnuje fween 30, glycerol
a destilovanou vodu), kterdzto kompozice je popsana dale detai-

néji.

Fermentace se provadi pri teplotdch v rozmezi asi
22 °c a%z asi 32 °C a vyhodnd p¥i asi 2¢ ©c za vhodného tiepani,
vyhodnd od asi 200 otdlek za minutu do asi 220 otdcek za minu-
tu a nejvyhodngji pri asi 210 ot&Zkach za minutu. Xde je to
Zadddno, pH rastového media miZe byt udrZovéno pouzitim vhod-
nych pufrd zaclenénych do fermentac¢niho media a/neabo periodic-

ky nastavovdno pridavkem bud bdze nebo kyseliny jak je treba.

Jakékoli vhodné trvé&ni rdstu mikroorganizmu, styk mikro-

organizmu se sloucCeninou vzorce I a inkubace slouceniny
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vzorce I s mikroorganizmem mohou byt pouZity v pfedloZeném
vyndlezu. Vhodny rist mikroorganizmi se miZe dosdhnout napti-
klad b&hem 24 hodin, v kteréZito dobé vhodny alikvot roztoku
racemického tetralonu ve vhodném rozpoustédle, vyhodné ethano-

lu, miZe byt pfidan do kultury.

Fermentace pak mlZe pokralovat napriklad od asi 2 do
asi 6 dnd a vyhodné naptiklad po dobu asi 5 dnd, v kteréito
dobd miZe byt fermentadni bujdn extrahovdn pomoci vhodné ex-
trakdni metody pii ni% vhodné rozpoustédlo, jako je napri-
klade ethylacctat, methylisobutylketon, methylethylketon, methy-
lenchlorid a podobn#, vyhodnd ethylacetat, odstrani organické
sloudeniny z fermenta&niho bujdnu. Po extrakci fermentacniho
bujénu a separaci organické a vodné fdze mohou byt slouceniny
obsahujici organicky zbytek urleny pomoci vhodné metody jako

je napf¥iklad chromatografie, vyhodnZ chirdlni HPLC.

Ve zplsobu tohoto vyndlezu miZe byt pouZito jakékoli
vhedné rastové medium a vhodné ruUstové medium bude obsahovat
zdroj nebo zdroje asimilovatelného uhliku, asilmilovatelného

dusiku a anorganické soli obsahujici esencidlni mineraly.

Obecn? mnoho cukr@ jako je napriklad glukosa, maltosa,

m

f

nnosa, sacharosa, Skrob, glycerin, prosné Zelé, melasy, sojo-

vz

ofi3ky a podobnd, miZe byt pouZito jako zdroje asimilovatel-
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ného uhliku.

zdroje asimilovatelndho dusiku zahrnuji napifiklad latky,
jako jsou kvasnice a kaseinové hydrolyzdty, primdrni kvasni-
ce, kvasnicové extrakty, mouka z bavlnikovych semen, tuhé lat-

ky ze sojovych ofiskl, pSeniéné klicky, masové extrakty, pep-

ton, kukufiény vyluh a amonné soli.



Vhodné nutriéni latky z anorganickych soli pro pouziti
v kultivacnim mediu tohoto vyndlezu zahrnuji napfiklad bézné
soli obsahujici sodik, zelezo, horcéik, draslik, kobalt, fosfo-

recnan a podobné.

Zejména ristovd media vhodnd pro pouziti v predloZeném

vyndlezu zahrnuji napriklad

(a) dextrosu (asi 20 g), kvasnicovy extrakt (asi 5 g), sojovou
mouku (asi 5 g), MaCl (asi 5 g), X,HPO, (asi 5 g) a destilova-
nou vodu (asi 1 1), pH se nastavi na asi 7,0 pomoci vodného
roztoku H2504,

(b) dextrin (asi 10 g), hovézi extrakt (asi 3 g), ardamin pH
(asi 5 g), 12 amin typ & (asi 5 g), MgSO4.7H2O (asi 0,5 g),
KH2PO4 (asi 0,37 g), CaCO3 (asi 0,5 g) a destilovanou vodu
(asi 1 litr), s2 nastavi na asi pHd 7,1 pomoci vodného rozto-
ku IICl, naceZ ndsleduje druhé stadium z glukosy (asi 10 g),
Hy-Case SF (asi 2 g), hovéziho extraktu (asi 1 g), vyluh z
Kukuricénych stvolld (asi 3 g), a destilované vody (asi 1 litr),

pll se nastavi na asi pH 7,0,

(¢c) glukosu (asi 10 g), kukufiény vyluh (asi ¢ g), Ki1,PO,
(3 g). CaCO3 (3,5 g), sojovy olej (surovy, asi 2,2 ml), kvas-
nicového extraktu (asi 2,5 g) a destilovanéd vody (asi 1 1),

pH se nastavi od asi 7,0 do asi 7,3 pomoci vodného roztoku HC1

(d) sladovy sirup (asi 20 g), sojovou mouku (asi 5 g), kasein
(asi 1 g), suSenéd kvasnice (asi 1 g), HaCl (asi 5 g) a destilo-

vanou vodu (asi 1 1),

(e) laktosu (asi 75 g), Pharmamedia (nahrazuje kvasnicovy ex-

trakt (asi 40 g), CaCO3 (asi 10 g), Na2804 (asi 4 g) a destilo-

vanou vodu (asi 1 1),



(f) IsP &. 2 (viz napriklad strana 460 Handbook of Microbial
Media od R.M.Atlase, vydanad L.C.Parksem, CRC Press, Inc.,
1993 (Handbook)),
(g) ISP &. 3 (viz str. 460 Handbook),
(h) ISP &. 4 (viz str. 461 Handbook),
(i) ISP &. 5 (viz str. 461-462 Handbook) a podobné.
7zv143t vyhodné ristové medium je 2krdt (a) uvedené vyse.
Odkaz na jednotlivé pufry, media, reagenty, styk nebo
podminky kultivace a podobn& neni urlen k omezeni, ale je tre-

ba ho &ist tak, e zahrnuje vSechny takovéto piislusné latky,

které odbornici v oboru znaji jako zajimavé nebo hodnotné v
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prislusSném kontextu, ve kterém se zde provadi diskuze. Maprt
je moZné substituovat jeden pufrovy systém nebo kultivacni
medium za jiné, takZe rozdilnd, ale zndmé zplsoby se pouziji
k dosazeni stejnych cild jako jsou ty, ke kterym se pouziva
navrhované metody materidlu nebo sloZeni. Wavic by mé&lo byt
zfejmé, e pfedlofeny vyndlez zahrnuje zvétieni predmétného

postupu pro komercni Gcely.

tudiz jak védi odbornici v oboru, rustové medium, podmin-
ky fermentace a/nebo mnoZstvi racemického tetralonu, mohou
byt méndny k fizeni vytéZku vyslednych sloucenin a jejich re-
lativnich rychlosti produkce.

Obecné pouzité technologie v pfedloZeném vyndlezu budou
zvoleny s ohledem na primyslovou Géinnost. Ristovd media,
podninky fermentace a relativni mnozstvi mikroorganizmu nebo

enzymového redukiniho systému a racemického tetralonu, které



jsou zde popsdny, jsou pouze ilustrativni ze Siroké palety
medii, fermentadnich podminek a mnostvi vychozich litek, kte-
ré mohou byt vhodn& vyuZity v pifedloZendm vyndlezu jak je zrej-
mé odbornikdm v oboru, a nejsou urceny k jakymkoli zpUsobem

X omezeni.

Jakékoli vhodné metody izolace a/nebo cisténi, kterych-
koli produktd pfedloZeného zplsobu mohou byt pouzity v predlo-
Zeném vyndlezu vietnd filtrace, extrakce, krystalizace, sloup-
cové chromatografie, tenkovrstvé chromatografie, preparativni
nizkotlaké kapalinové chromatografie nebo HPLC, nebo jakékoli

vhodné kombinace t&chto matod.

Ddle odbornikovi z oboru je z¥ejmé, Ze nezddany odpovi-
dajici alkohol z (4R)-tetralonu, sloudenina vzorce II, produ-
kovany zde uvedenymi postupy, mife byt recyklovan, naprikad
oxidovan a racemizovédn jak bylo diive diskutovdno, jakoukoli
zndmou vhodnou metodou na racemicky tetralon vzorce I a postupy
pfedloZeného vyndlezu mohou byt opakovany, aby vedly znovu
x pozadovanému (4S)-tetralonu vzorce V. Oxidace (4R)-tetralolu
na (4R)-keton mGZe byt provedena zpusoby znamymi odbornikim
v oboru.

Racemizacni reakce se miZe provadét jakymkoli vhodnym
zplisoben, ale obecné se provadi pri teploté oda si 0 °C do
asi 100 °c, vyhodné od asi 25 °c do asi 65 °c. (4R)-Tetralon
se neché& reagovat s bdzi p#i teplotd od asi 25 °C do asi 85°c,
vyhodné od asi 50 °c do asi 65 °c. Vhodné bdze pro racemizad-
ni reakci zahrnuji t-butoxid draselny, hydroxid sodny, methoxid

sodny a hydroxid draselny. Vyhodnd bdze je t-butoxid draselny.

Detailni pfiklady uvedené dile, ukazuji, Ze fada mikro-

organizml zahrnujici houby, nap¥iklad kvasinky a aktinomycety,



stereoselektivn® redukuje racemicky tetralon, ¢imZ se ziska
pozadovany (4S)-tetralon vzorce V, to je chirdlni tetralon,
ktery pak miZe byt separovdn z neZddoucich sloucenin a dale
reagovdn postupy dobfe zndmymi v dosavadnim stavu techniky

prn ziskdni sertralinu.

Priklady provedeni vyndlezu

pPredlofeny vyndlez je ilustrovdn ndsledujicimi pri-
xlady provedeni. P¥edchdzejici a ndsledujici popis predloZené-
ho vyndlezu a ruznd provedeni nejsou ur&eny k omezeni vyndlezu,
ale pouze jsou jeho ilustraci. Tudii je tfeba rozumlt, ze vy-

nidlez neni omezen na specifické detaily t@chto prikladi.

Priklad I

Redukce racemického tetralonu pomoci Hansenula polymorpha

ATCC ¢. 26012

A. Fermentace kvasinek iansenula polymorpha ATCC <. 26012

Jedna "kontrolni" kultura (Cl) a jedna "zkuSebni" kul-
tura (71) byly piipraveny ndsledovné: asi 2,5 nl sterilniho
ristového media (asi 40 g/l dextrosy, asi 10 g/l nutrisojové
mouky, asi 10 g/l kvasnicového extraktu, asi 10 g/l MNaCl a
asi 10 g/1 K HPO, /s 8 pH nastavenym na asi 7,0 pomoci HZSO4)
bylo pfiddno do kaZdé ze dvou 16 x 125 mm sklenénych zkumavex,
z nich? ka?dd méla kovovy uzdvér (Cl, T1l) naCeZ ndsledoval
pridavek asi 0,2 ml roztoku A (asi 25 g Tween 80, asi 100 g
glycerolu a asi 250 ml destilované vody, filtracné sterilizo-

vané) do kaZdé ze dvou kultur.



Asi 25 mikrolitrd asi 17%ni zmrazené glycerolové zaso-
by Hansenula polymorpha ATCC ¢. 26012 bylo inokulovano do Tl.
Tyto dv2 zkumavkové kultury byly inkubovdny pfi asi 29 © za
t¥epdni pfi asi 210 otddkd&ch za minutu. Po 24 hodindch asi
50 mikrolitrd zdsobniho roztoku (asi 5 mg/ml v asi 100%nim
ethanolu, fin&lni koncentrace asi 100 mikrogrami/ml) racemic-
kého tetralonu (sloucenina vzorce I obsahujici sloucCeniny vzor-

cG IV a V, v asi 5 mg/ml v ethanolu) bylo priddno do Cl a T1.

Po asi 5 dnech byl 1 ml nasyceného roztoku NaCl pridan
do kazdé ze dvou zkumavkovych kultur. Fermentaéni bujon z
kazdé zkumavkové kultury (asi 3,6 ml) byl extrahovian stejnym
objemem ethylacetatu (nezfedéndho): cthylacetat byl prdén,
zxumavkova kultura byla rozvirena a pak odstredéna pri asi
2000 otackéach za minutu (IEC Centrifuge, 300 Second Avenue,
Needham Heights, lMassachusets, 02194). Lthylacetatova vrstva
byla odstranéna a vodnd vrstva extrahovdna po druhé. Sloucend
organické extrakty byly vysudeny pod atmosférou dusiiu ve vodni

léazni pfi asi 50 ©c.

B. Konfigurace zbytkové&ho ketonu: slouceniny vzorci IV a V

Kazdy z extraktd pripravenych jak je vysSe popséano,
byl resuspendovédn v asi 1 ml ethanolu a asi 20 mikrolitrl kaz-
déno resuspendovaného extraxtu bylo analyzovdno injekci na
HPLC sloupec: Chiralcel OK ochrannd kolona (4,5 x 50 mm, Dia-
cel Chemical Industries, Ltd., 730, Springdale, Drive, PO
box 564, Exton, Pennsylvania 19341) pfipojend k Chiralcel OXK
kolond (4,6 x 250 mm, Diacel). Slouleniny obsaZené v kazdén
injektovaném resuspendovaném extraktu byly oddéleny isokratic-
Xy v asi 0,8 ml za minutu v mobilni fazi (ethanol:ethylacetat
85:15) a slouceniny zahrnujici extrakty byly detekovany pomo-
ci 996 PDA detektoru (Waters, 34 Maple Stree, Milford, Massa-

chusets, 01757) serizeného pri 254 nm.



Jak je zndzornéno Gdaji pro Cl a Tl v ndsledujici ta-
bulce I, chirdlni HPLC analyza ukazuje, Ze zaclenéné mikro-
organizmu, to je Hansenula polymorpha ATCC ¢. 26012 vede k
poméru 16:1 ((4S)-tetralon vzorce V nezreagovany oproti (4R)-
tetralon vzorce IV nezreagovany), coz dale ilustruje stereo-
specifitu predm@&tného mikrobidlniho redukcniho postupu.

D&dle uvedené vysledky jsou zaloZeny na zndmém mnozstvi kazdé-
ho p¥idandho enantiomeru (asi 50 mikrogrami/ml kazdé ze slou-
Zenin vzorcl IV a V). Jak je zmin&no vySe, vychozi racemicky

tetralon vzorce I md koncentraci asi 100 mikrogrami/ml.

Tabulka I

Xultura (4S)~-tetralon (4R)-tetralon 4AS:14R
(ng/ml) (pg/ml)
Cl 42,63 43,04 1
T1 37,92 2,37 16

vysledky z chirdlni analyzy ukazuji, Ze Hansenula poly-
morpha ATCC &. 26012 kultura (7T1) podstatné snizuje (4R)-te-
tralon, pridemZ ponechdvd v podstaté nezreagovany (4S)-tetra-
lon (asi 4,7 % (4R)-tetralonu zustdva oproti asi 76 % (48)-
tetralonu). (4S)-Tetralon byl urcen, Ze je pritomen v asi
882nim ee ("procentni mnoZstvi enantiomerniho prebytku") tou-
to chirdlni HPLC. Jak je také zndzornéno ddaji v tabulce I,
specificky pomdrem (4S):(4R), to je 16, podstatne vice (4S)-

tetralonu zustdvad nezreagovano oproti (4R)-tetralonu.

V souhlase s tim zadlenéni intaktniho mikrocorganizmu

to je Hansenula polymorpha ATCC &. 26012 vede ke stereospeci-



fické redukci podstatnéd vice vychoziho (4R)-tetralonu vzorce

IV neZ vychoziho (4S)-tetralonu vzorce V ((4S):(4R), a ziska

se vitSinou (4R)-tetralol vzorce II oproti (48)-tetralolu vzor-
ce III (Gdaje nejsou uvedeny)). VétSina (4R)-tetralolu, ktery
byl ziskan, byla (1S,4R)-tetralol a vétsSina malédho mnoZstvi
(48)-tetralolu, ktery byl ziskdn, byla (18,4S)-tetralol.

Priklad II

Redukce racemického tetralonu za pouZiti Absidia coerulea
ATCC ¢. 20137

A. Fermentace houby Absidia coerulea ATCC c¢. 20137

Jedna "kontrolni" kultura (C2) a jedna "zkuSebni kul-
tura" (72) byly pf¥ipraveny ndsledovné: asil 2,5 ml sterilniho
radstového media (asi 2 g/l dextrosy, asi 5 g/1 nutrisojové
mouky, asi 5 g/1 xvasnicového extraktu, asi 5 g/l laCl a asi
5q9/1 K PO, . S poH nastavenym na asi 7,0 pemoci H2804) byly
priddny do kaZdé ze dvou 16 x 125 mm silendnych zkumavek, pri=

enz kaZdd mdla kovovy uzdvér (C2,T2).

(@14

Asi 25 mikrolitrd asi 17%ni zmrazené glycerolové zasoby
Absidia coerulea ATCC &. 20137 bylo inokulovdno do T2. Tyto
dvé zkumavkové kultury byly inkubovdny pZi asi 29 °c za t¥epéni
pr¥i asi 210 ot&cCkdch za minutu. PO asi 48 hodindch asi 50
mikrolitr® (asi 5 mg/ml v ethanolu, findlni koncentrace asi
100 mikrog/ml) racemického tetralonu (jak Jje popséno v prikla-
du I, p¥i asi 5 mg/ml v asi 100%nim ethanolu bylo pfidéno
do C2 a T2.

Po asi 5 dnech byl pfiddn 1 ml nasyceného roztoku NaCl

do kazdé z téchto dvou zkumavkovych kultur.



Fermentadni bujdn kaZdé zkumavkové kultury (asi 3,6 ml) byl
extrahovan asi 3 ml ethylacetatu (nezfedé&ného): byl pridan
ethylacetat, zkumavkovd kultura byla rozvifena a pak odstfedé-
na pri asi 2000 otdc¢kach za minutu (IEC Centrifuge).
Ethylacetatovd vrstva byla odstranéna a vodnd vrstva byla ex-
trahovdna podruhé. Sloulené organické extrakty byly vysuSeny

” g d - 3 i . O
pod atmosférou dusiku ve vodni lazni pri asi 50 "C.

B. Konfigurace zbylého ketonu: slouceniny vzorce IV a V

Kazdy z extraktl, pripravenych jak je vysSe popsdno,
byl resuspendovdn v asi 1 ml ethanolu a asi 20 mikrolitru kai-
dého resuspendovandho extraktu bylo analyzovano vstfiknutim
na HPLC sloupec: Chiralcel OK ochrannd kolona (4,6 x 50 mm,
spojend s Chiralcel OK kolonou (4,56 x 250 mm). Slouceniny obsa-
Zzend v kazdém vstriknutém resuspendovaném =2xtraktu byly sepa-
rovany isokraticky pii asi 0,8 ml za minutu v mobilni fazi
(ecthanol:ethylacetat, 85:15) a tyto slouceniny obsahujici ex-
trakty byly detekovdny pomoci 986 PDA detektoru (Vlaters) seri-

zeného pri 254 nm.

Jak je zndzornéno HPLC uGdaji pro C2 a T2 uvedenymi
nize, zallenéni mikroorganizmu, to je Absidia coerulea ATCC
¢. 20137 vedlo ke stereospecifické redukci vice vychoziho
(4R)-tetralonu vzorce IV nez vychoziho (4S)-tetralonu vzorce
V.

Specifiltéji vysledky z chirdlni analyzy ukazuji, Ze
Absidia coerulea ATCC ¢. 20137 kultura sniZuje (4R)-tetralon
priemZz nechdvd v podstaté nezreagovany (4S)-tetralon (asi
13,6 % (4R)-tetralonu zUstdva oproti asi 40,5 % (4S)-tetralonu)
(4S)-tetralon byl urden, Ze je pritomen v asi 50%ni ee touto
chirdlni HPLC.

Jak je zndzornéno Gdaji pro C2 a T2 z tabulky II, ktera



nédsleduje, chirdlni HPLC analyza ukazuje, Ze zadlendni mikro-

organizmu, to je Absidia coerulea ATCC &. 20137 (12), vede

k poméru alespon dvojndsobnému pokud jde o (4S)-tetralon pone-
chany nezreagovany oproti nezreagovanému (4R)-tetralonu, pi¥i-

cemZ je ddle zrejma stereospecifita predmétndho mikrobidlniho

redukéniho postupu.

Dale uvedené vysledky jsou zaloZeny na zndmém mnoZstvi
kazdého pridaného enantiomeru (asi 50 mikrogrami/ml kazZdého
jak je popsdno zde v pifikladu I). Jak je vySe zminéno, vycho-

zi racemicky tetralon mdl koncentraci asi 100 mikrogramid/ml.

Tabulka II
kKultura (4S)-tetralon (4R)-tetralon 45:4R
(pg/ml) (pg/ml)
c2 39,53 39,47 1
72 20,24 6,81 3

Priklad III

Redukce racemického tetralonu za pouziti hub, kvasinek a aktino-
nycet

Jak je porozuméno odbornikim v odpovidajicim oboru,
mikroorganizmy uvedené v tabulce III, kterd byly pouzity v
pfedmétné redukci, Geotrichum candidum ATCC &. 62401, Mortie-
rella isabellina ATCC &. 38063, Mortierella vinacea ATCC
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¢. 09515, Penicillium notatum ATCC ¢&. 36740, Blastoschizomyces
capitatus ATCC ¢. 28575, lionosporium olivacaeum v.major ATCC
C. 36300, Aureobasidium pullulans ATCC &. 16623, Pichia fabia-
nii ATCC ¢&. 16755 a Streptomyces rimosus ss. rimosus ATCC

¢. 10970 byly pripraveny jak je popsdno v p¥ikladu II, Geotri-
chum candidum ATCC ¢&. 34614, lMortierella isabellina ATCC &.
420613, Debaryomyces polymorphus ATCC ¢. 20280 a Saccharomyces
cerevisiae ATCC ¢. 15248 byly pripraveny jak je popsdno v pri-
kladu ITI s vyjimkou toho, Ze extrakce byla opakovdna a Candida

schatavii ATCC 24409 byly pTfipraveny jak je uvedeno déle.

Candida schatavii ATCC &. 24409 byla pripravena a po-
uzZita podle tohoto vyndlezu ndsledovnd: asi 2,5 nl sterilniho
ristového media (asi 20 g/l dextrosy, asi 5 g/l nutrisojové
<y, asi 5 g/1 kvasnicového extraktu, asi 5 g/l 11aCl a asi

0 b
55 4) vlo

pZiddno do 15 x 125 mm skleadné zxumavky majici kovovy uzdvér,

5 g/1 X,1P0,, s pH nastavenym na asi 7,0 pomoci I

nactez ndsledoval pridavex asi 0,1 ml filtradnd sterilizovaného
roztoku asi 25 g Twesn 80, asi 100 g glycerolu a asi 250 ml

destilované vody do Xkultury.

Dile asi 25 mikrelitru asi 17%ni zmrazené glycerolovd
zdsoby Candida schatavii ATCC &. 24409 bylo inokulovano do
ultury. Xultura byla péstovana pFi asi 29 “C za tfepani pri

asi 210 ot&cCkdch za minutu. Po asi 48 hodindch asi 50 mikrolit-
ri zdsobniho roztoku (asi 5 mg/ml v asi 100%nim ethanolu, findlni
koncentrace asi 100 mikrogramG/ml) racemického tetralonu (slou-
Cenina vzorce I obsahujici sloudeniny vzorcd IV a V, v asi

5 mg/ml v asi 100%nim ethanolu) bylo piiddno do kultury.

Po dalSich 4 dnech byl fermentaZni bujoén kultury (asi
2,6 ml) extrahovan stejnym objemem ethylacetatu (nezredé&ného),
kultura byla rozvirena a pak odstfedéna pfi asi 2000 otddkach

za minutu (IEC Centrifuge).
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Extrakce byla opakovdna. Extrakty byly vysuSeny po dusikem

ve vodni ldzni pZi asi 50 °c. Extrakty pak byly resuspendovény
v asi 1 ml ethanolu a asi 5 mikrol resuspendované&ho extraktu
bylo analyzovana vstrikem na HPLDC sloupec: Chiralcel OD och-
rannd kolona (4,6 x 50 mm, Diacel Chemical Industries, Ltd.)
pripojenéd na Chiralcel OD kolonu (4,6 x 250 mm, Diacel).
Obsazen? slouceniny V injektovaném resuspendovaném extraktu
byly oddéleny isokraticky pri asi 0,9 ml za minutu v mobilni

S s

féZi (hexan:i&o ro anOl, UJ:S) a a‘lou’:enin Obsahu.iCi e
J
)

%

trakt byly dokdézany pomoci 996 PDA detektoru (ilaters) serize-

ném p¥i 210 nmn.

Jalk s= ukdzalo pri chiralni HPLC (provadéné jako v
prikladu I a II), dGdaje uvedend v tabulce III, kaZdy z uvede-
nych mikroorganizml v tabulce III sterecspecificky redukoval
vice (4R)-tetraleonu neiZ (48)-tetralonu a to vedlo obecné k
pom2ru alespon dvojnidsobnému, pokud jde o (4S)-tetralon pone-

chan¥y nezreagovany oproti nezreagovanému (4R)-tetralonu.



- 31 -

Tabulka III

Kultura . S—-tetra- 4R-tetra- 45:4R
ATCC ¢., typ organizmu lon ton
(g/ml) (ng/ml)

Geotrichum candidum=-1 18,23 7,85 2,32
34614, houba
Geotrichum candidum=-2 12,16 6,17 1,97
52401, houba
liortierclla isabellina-1l 3,33 1,36 2,45
22513, houba
Horticrella isabellina-2 2,74 0,95 2,88

8003, houba
lorticrella vinacea 6,01 1,45 4,14
08515, houba
Penicillium notatum 10,389 5,50 1,89
36740, houba
2lastoschizomyces capitatus 9,247 4,5 2,10
23575, houba
iionosporium olivaceum v.major 10,39 0,71 14,6
36300, houba
Aureobasidium pullulans 11,76 3,65 3,22
165623, houba
Debaryomyces polymorphus 7,18 3,67 1,96
20280, kvasinka
Saccharomyces cerevisiae 24,33 14,42 1,69
152486, kvasinka
Candida schatavii 7,18 1,03 6,97
24408, Xkvasinka
Pichia fabianii 17,89 8,97 1,99
16755, kvasinka
Streptomyces rimosus ss. 3,21 1,68 1,91

rimosus,
16755, aktinomyceta
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Je tieba poznamenat, Ze zatimco intaktni Monosporium
olivaceum v. major ATCC ¢. 36300 jak Je zndzornéno udaji
v tabulce III, redukoval podstatné vice (4R)-tetralonu opro-
ti (4S)-tetralonu a tak by mohl byt preferovanym organizmem
pro pouZiti v predmé&tném postupu, nicméné nezddouci degradace
jako (4R)-tetralonu, tak (4S)-tetralonud byla také zaznamend-
na pro tuto kulturu. NeZadouci degradace miZe byt vlivem na-
p¥iklad jinych enzyml a podobné obsaZenych v intaktnim mikro-
organizmu. TudiZ odbornici v oboru ze zde uvedend&ho popisu
vedi, Ze je vyhodné pouzit enzymu izolovanédho z iMonosporium
olivaceum v. major ATCC &. 36300 oproti intaktnimu Honospori-

um olivaceum v. major ATCC &. 36300.



PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob stereoselektivni mikrobidlni redukce sloudeniny

vzorce I na sloueniny vzorct II a III

) (I (i) (V) %

O
O‘ 1.11Lrob1a Ini
‘ iln redw¢3sa (;:L
Cl Cl CI CI |
Cl C

(4R), (4S) (4R) (4S) (4R) (4S)

vyznaceny tim, Ze se sloucenina vzorce I uvede do styku
s mikroorganizmem nebo enzymovym redukénim systémem schopnym
uskute?nit tuto redukci obsahujicim enzym odvozeny od uvedené-

ho mikroorganizmu a kofaktor pro tento enzym a

vyslednd smés se inkubuje za podminek dostatecnych pro ziskani
vétSiho mnoZstvi slouéeniny vzorce II neZ slouceniny vzorce
III, ¢imZ se ponechd vét3i mnoZstvi sloudeniny vzorce V nezrea-
gované ne# nezreagované sloueniny vzorce IV, pricemz uvedeny
mikroorganizmus se vybere ze skupiny zahrnujici Hansenula po-
lymorpha ATCC &. 26012, Hansenula polymorpha ATCC ¢. 74449,
Absidia coerulea AYCC &. 20137, Geotrichum candidum ATCC

&. 34614, Geotrichum candidum ATCC &. 62401, Mortierella isa-
bellina ATCC &. 42613, Mortierella isabellina ATCC ¢. 38063,

Mortierella vinacea ATCC &. 09515, Penicillium notatum ATCC



&. 36740, Blastoschizomyces capitatus ATCC ¢. 28575, Monospo-
rium olivaceum v. major ATCC &. 36300, Aureobasidium pullulans
ATCC &. 16623, Debaryomyces polymorphus ATCC ¢. 20280, Sac-
charomyces cerevisiae ATCC &. 15248, candida schatavii ATCC

&. 24409, Pichia fabianii ATCC &. 16755 a Streptomyces rimosus
ss. rimosus ATCC &. 10970, a jejich mutanty schopné provést
uvedenou redukci.

2. Zptisob podle ndroku 1 vyznaleny tim, Ze slouCenina

vzorce V se odddli od sloulenin vzorch II, III a IV.

3. Zpisob podle ndroku 2 vyznaleny tim, e uvedené oddd-

leni se provede pomoci chromatografiec.
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4. Zpasob podle ndroku 2 vyzaaleny tim,

provede pomoci krystalizace.

5. Zotsob podle né 2 vyznaZeny tim, £e sloucenina

roiku
vzorce II se odd®li od sloucdenin vzorcd III a IV.

. zplsob podle ndroku 5 vyznaleny tim, ze oddélend slou-

<y

&enina vzorce II se recykluje na slouceninu vzorce I oxidaci
této odilend sloudeniny vzorce II a racemizaci oxidované slou-

Ceniny na slouceninu vzorce I.

7. 7pGsob podle ndroku 6 vyznaleny tim, Ze uvedend race-

mizace zahrnuje reakci oxidované slouleniny s bazi.

8. Zzoisob podle ndroku 1 vyznaéeny tim, Ze sloucenina

vzorce I se pripravi jak je definovdno v ndroku 6.

- - ~

. Zpisob podle ndroku 1 vyznaceny tim, ze uvedeny styk

\\o}

se provede s uvedenym mikroorganizmem.
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10. Zplsob podle ndroku 1 vyznaleny tim, Ze uvedeny styk

se provede s enzymovym redukénim systémem.

11. ZpGsob podle ndroku 9 vyznaleny tim, Ze uvedeny mikro-

organizmus je intaktni mikroorganizmus.

12. Zpisob podle ndroku 9 vyznaleny tim, Ze uvedenym mikro-

organizmem je pfipravek z jeho rozruSenych bunék.

13. Zpisob podle ndroku 9 vyznaleny tim, Ze mikroorganiz-

mem je jeho dehydratovany pripravek.
4. Zpisob podle ndroku 1l vyznaleny tim, Ze uvedeny in-
taktni mikroorganizmus zahrnuje promyté bunky uvedeného in-

taktniho mikroorganizmu.

15. Zphsob podle ndroku 14 vyznaceny tim, Ze uvedené pro-

nytd bunky jsou imobilizovdny.

16. Zplsob podle ndroku 10 vyznaceny tim, zZe enzym uvede-

ného enzymového redukéniho systému je imobilizovén.

17. Zotsob podle ndroku 13 vyznaeny tim, Ze dehydratovany

pripravek je acetonovy praskovy enzymaticky piipravex.

13. Zpisob podle ndroku 9 vyznaceny tim, Ze uvedeny mikro-

organizmus je v kultivadnim bujdnu.

19. Zpisob podle ndroku 18 vyznaleny tim, Ze uvedeny styk

se provede priddnim sloudeniny vzorce I do kultivacniho bujonu.

20. Zpisob podle ndroku 10 vyznadeny tim, Ze enzymovy reduikéni

systém je v rozpoustédle.

21. Zpisob podle ndroku 20 vyznaleny tim, Ze uvedené



rozpoustédlo je vyhodné organické rozpoustédlo.

22. Zpisob podle ndroku 10 vyznaleny tim, Ze uvedeny styk

se provede priddnim sloudeniny vzorce I do tohoto rozpoustédla.

23. Zplisob podle ndroku 9 vyznaceny tim, Ze mikroorganizmemn
je Hansenula polymorpha ATCC &. 26012 nebo Hansenula polymor-

pha ATCC C. 74449 nebo jejich mutanty.

24. Zpisob podle ndroku 10 vyznaceny tim, Ze enzym zahrnu-
jici uvedeny enzymovy redukcni systém je odvozen z Hansenula
polymorpha ATCC &. 26012 nebo Hansenula polymorpha ATCC c.

74449, nebo jejich mutanti.

25. ZplUsob podle ndroku 18 vyznaceny tim, Ze mikroorganiz-
mem je Hansenula polymorpha ATCC ¢. 26012 nebo Hansenula poly-

morpha ATCC ¢. 74449 nebo jejich mutanty.

25. Zpusob podle ndroku 19 vyznaleny tim, Ze mikroorganiz-
mem je Hansenula polymorpha ATCC ¢. 26012 nebo Hansenula poly-

morpha ATCC ¢&. 74449, nebo jejich mutanty.

27. Zpisob podle néroku 9 vyznaceny tim, Ze mikroorganizmem

v

je Absidia coerulea AYTCC ¢. 20137 nebo jeho mutanty.

28. Zpuisob podle ndroku 10 vyznaceny tim, Ze enzym zahrnu-
jici enzymovy redukini systém je odvozen z Absidia coerulea
ATCC ¢C. 20137 nebo jzho mutantl.

29. Zplsob podle ndroku 10 vyznaceny tim, Ze enzym zahrnu-
jici uvedeny enzymovy redukéni systém je odvozen z Monosporium

olivaceum v. major ATCC ¢. 36300 nebo jeho mutanta.

30. Zplsob stereoselektivni mikrobidlni redukce slouceniny

vzorce I na sloucdeniny vzorcid II a III
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(4R), (4S) (4R) (4S) (4R) (4S)

vyznadeny tim, Ze zahrnuje styk slouceniny vzorce I s mikro-
organizmem a inkubaci vysledné sm3si za podminek dostatecnych

k ziskéni vice slouleniny vzorce II neZ slouceniny vzorce III,
&im> se nechd vice sloueniny vzorce V nezrecagované nez slouce-
niny vzorce IV, prilemz uvedeny mikroorganizmus se vybere ze
skupiny zahrnujici Hansenula polymorpha ATCC ¢. 26012, Hanse-
nula polymorpha ATCC &. 74449 a jejich mutanty schopné provést

uvedenou redukci.

31. zplsob podle ndroku 30 vyznaleny tim, Ze mikroorganiz-

mus je v kultivadnim bujdnu.

32. Zpusob podle ndroku 31 vyznadeny tim, Ze uvedeny styk

se provede priddnim slou&eniny vzorce I do kultivacniho bujdénu.

33. Zpisob stereoselektivni mikrobidlni redukce slouceniny

vzorce I na slouéeniny vzorci II a III
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vyznadeny tim, Ze se sloucenina vzorce I uvede do styku s enzy-
movym reduk&nim systémem schopnym provést uvedenou redukci,
zahrnujicim enzym odvozeny z mikroorganizmu a kofaktor pro
uvedeny enzym a vyslednd smé&s se inkubuje za podminek dosta-
tednych k dosazeni vét§iho vytéiku sloudeniny vzorce II nez
slou&eniny vzorce III, ¢imz se zanechd vice slouceniny vzorce

V nezreagovand neZ slouCeniny vzorce 1V, pric¢emZ uvedeny mikro-
organizmus se vybere ze skupiny zahrnujici llansenula polymorpha
ATCC &. 26012, Hansenula polymorpha ATCC C. 74449 a jejich

mutanty schopné provést uvedenou redukci.

34. Zpisob podle ndroku 33 vyznaceny tim, Ze enzymovy

reduké&ni systém je v rozpoustédle.

35. Zplsob podle ndroku 34 vyznaleny tim, Ze styk se pro-

vede priddnim slou&eniny vzorce I do tohoto rozpoustédla.

Zastupuije: JUDr. Ing. Milan Hofejs
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