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Reseni se tyka zplisobu stereoselektivni enzymatické redukce
1-halo-2-0x0-3-(chranénych)amino-4-substituovanych butanid
s pouZitim urgitych druh@t Rhodococcus a Brevibacterium.
Produkty, tj. 1-halo-2-hydroxy-3- (chranéné)amino-4-
substituované butany jsou pouZitelné jako meziprodukty

v syntéze slou€enin, které jsou inhibitory ACE, reninu a HIB
protedz, jsou ziskany ve vysokém vytézku a zejména o velmi
vysoké diastereomerni Cistoté. Zplisob je vyhodné vysoce
selektivni pro 18, 2S enentiomer produktu.



Stereoselektivni redukce substituovanych oxo-butant

vzdjemné odkazy na souvisejici p¥ihlasky

Tato prihléska narokuje vyhody podle U.S. prozatimni
prihlasky &. 60/277 531, podané 21.3.2001, a prihlasky c.
60/225 695, podané 16.8.2000.

Oblast techniky

pPredkladany vynadlez se tyk& nového zplsobu pripravy
(1S,2S)-1lhalo-2-hydroxy-3- (chranénych)amino-4-
substituovanych butanl stereoselektivni redukci
odpovidajicich oxo sloucenin. Substituované butany,
produkované zpusobem podle vynalezu, Jjsou prekursory
hydroxyethylaminovych isosternich podjednotek, pfitomnych
v mnoha molekuléch, které jséu terapeuticky vhodné jako
inhibitory enzymt konvertujicich angiotensin (angiotensin

converting enzyme, ACV), reninu a HIV-proteazy.

Dosavadni stav techniky

Bing-nan Zhou et al., J.Am.Chem.Soc., 105, 5926-5928,

1983 popisuje chemomikrobiologickou syntézu L-karnitinu,
ktery hraje vyznamnou ulohu v lidském metabolismu a
transportu mastnych kyselin s dlouhym feté&zcem. Konkrétné,
tatb prace uvadi redukci pomoci pekafskych kvasinek , ti.
Saccharomyces cerevisiae, ethyl K-chloracetooctanu na
ethyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutanoat.

| Kazutoshi Ushio et al., Tetrahedron Letters, Vol.Z27,
No.23, 2657-2660, 1986 popisuje redukci beta-keto estert
pomoci kvasinek rostoucich na methanolu. Tato prace uvadi,

e predm&tnd reakce zpusobuje dramaticky enantiomerni posun
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k prebytku D-izomeru ve.vysledném produktu. Tento fenomén
byl ziskan, jestliieygyié reaiéembfovédéﬁé S bouii£1$W"
kvasinek rostoucich na methanolu, diky enzymim
charakteristickym pro kvasinky pé&stované v takovych
médiich.

Markus Christen et al., J.Chem;Soc., Chem.Commun.,
264-266, 1988, uvadi syntézu Ctyrf stereoizomer& methyl-6~
(p-chlorfenylthio)-3,4-dihydrohexanoatu, ve které bylo
nejdilezit&jsi zavedeni chirality uskuteénéno vhodnou
redukci kvasinkami. Predpoklada se, Ze alkoliv redukce
beta-keto ester kvasinkami byla intenzivné studovéné,
zUstava nadale obtiZnym pfedpovédét budto absolutni
konfiguraci produktu (produkt), nebo zejména
pravdépodobnost ziskani enantiomerniho nadbytku.

Antonio Trincone et al., Biotechnology and
Bioengineering, Vol. 35, 559—564, 1990 popisuje
asymetrickou redukci ketonu Buﬁkami, které se nedéli,
Sulfolobus solfataricus. Uvadi se, Ze reduké&ni schopnost
nedélicich se buné&k tohoto organismu silné zéavisi na'fézi
buné&&ného rustu. » ,

Ramesh Patel et al., En;yme.Microb. Technol., VOl.iB,
906-912, 1991 popisuje stereospecifickou mikrobidlni,
redukci 4,5—dihydro—4—(4—methoxyfenyl)—6—(trifluormethyl—
1H-1) -benzazepin-2-onu. Konkrétné& se uvadi, Ze klicovy
meziprodukt (3R—cis)—1,3,4,5—tetrahydro—3—hydroxy—4—(4—
methoxyfenyl)—G—(trifluormethyl)—2H—1—benzazepine—2—on byl
pfipraven stereoselektivni mikrobialni redukci
odpovidajiciho ketonu. Pfedpoklada se, ze vybérem
specifickych podminek je moZné ziskat jeden izomer ze cty?t

zndmych moznosti.

Ramesh Patel et al., Enzyme Microb. Techncl., Vol. 15,.

1014-1021, 1993, popisuje stereoelektivni redukci dirketo

sloudeniny, methyl esteru kyseliny 3,5-dioxo-6~
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(benzyloxy)hexanové na jediny enantiomer vysledné dihydroxy

slouceniny.

Ramesh Patel et al., Enzyme Microb. Technol., Vol.14,
731-738, 1992 popisuje postup tepelného oSetfeni Geotrichum
candidum ke széeniKoptické ¢istoty hydroxy produktu,
ziskaného redukci odpovidajicich beta-keto estert.

Kometani et al., Journal of Fermentation and
Bioengineering, Vol. 80, No. 2, 208-210, 1995, popisuje
kvasinkami zprostfedkovanou bioredukci s pouzitim ethanolu
jako zdroje energie. Byl sledovan vztah mezi rychlosti
spotteby ethanolu a rychlosti_redukce prochirdlniho ketonu
pekafskymi kvasinkami se z&vérem, Ze ethanol by mohl byt
pouZitelny k produkci chirdlnich alkoholu z prochirdlnich
ketonll ve velkém mé&ritku.

Ramesh Patel et al., U.S.Patent &. 5 391 495, vydany
21.2.1995, popisuje stereoseiektivni redukci urcé&itych
sulfonamidovych sloudenin obsahujicich ketoskupiny pro
tvorbu odpovidajicich sloucenin obsahujicich hydroxylovou
skupinu s pouZitim mikroorganismd nebo enzymi schopnych
katalyzovat redukci. Jmenovanymi enzymy jsou oxido- |
reduktédza nebo dehydrogendza a mikroorganismy jsou
pfednostné vybrany z druhQ Hansenula, Rhodococcus a

Nocardia.

Podstata vyndlezu

Predkladdany vynélez je zaméfen na novy
stereoselektivni zpusob pfipravy (1S,2S)-1-halo-2-hydroxy-
3- (chran&nych) amino-4-subtituovanych butand redukci
odpovidajicich sloucenin obsahujicich ketoskupinu urcitymi
druhy Rhodococcus a Brevibacterium. Produkty jsou ziskany

ve vysokém vyté&Zku a o vynikajici diastereomerni Cistoté.



Podrobny popis vynalezu

Zpusob podle predkladaného vynalezu poskytuje vyhodnou
syntézu (1S,2S)-1-halo-2-hydroxy-3-(chranénych)amino-4-

R

R,HN H Hal

8 HI

(1),

kde Hal je halogen, vyhodné,chlor, R je vybran ze skupiny
sestdvajici z alkylu, substituovaného alkylu, arylu a ’
substituovaného arylu a R; je chranici skupina aminofunkce.
Substituované butany vzorce I jsou uZitecéné jako
meziprodukty v syntéze molekul, které jsou inhibitory ACE,
reninu a HIV proteaz. Aktivita takovych molekul proti HIV
protedzam je ¢ini hodnotnymi v oSetfeni retroviradlnich
infekci, jako je AIDS. Takové sloucCeniny a jejich pouZiti
jsou naptiklad popséany v U.S. Patentu &. 5 849 911, jehoz
popis je zde uveden jako odkaz. Zvlasté vyznamnou AIDS
slou¢eninou popsanou v U.S.Patentu ¢&. 5 849 911 je dimethyl
ester [3S-(3R",8R",9R",,12R")]~3,12-bis(1,1-dimethylethyl)-8-
hydroxy-4,11-dioxo-9- (fenylmethyl) -6 [4- (2~
pyridyl)feny&]methyl}—2,3,6,10,13*pentaazatetradekandiové
kyseliny. Tato sloucenina miZe byt pfimo syntetiiovéna z
(lS,ZS)—1—halb—2—hydroxy—3-(chrénénYch)amino—4n
sustituovanych butanu znézornénYch vzorcem 1. Skutecnost,
e zplhsob podle predkladaného vynadlezu produkuje velmi
vysoky vyté&Zek trans (1S,2S) enantiomeru substituovanych
butand vzorce I, ¢ini vynalez vyznamnym pro konecnou

G&innost syntézy terapeutické vyse popsané slouceniny.
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Nasledné jsou uvedeny definiée pouzivanych termint.
Vyraz ,alkyl“ znémené pfipédﬁé ;ﬁbstituQQah§ bfimy.;égéﬂ
rézvétveny nasyceny uhlovodikovy fetézec majici od 1 do 7
uhlikovych atomi, pfednostné 1 aZz 4 uhlikové atomy. Vyraz
,niz8i alkyl" znamend pfipadné& substituované alkylové
skupiny majici 1 aZ 4 uhlikové atomy.

VYraz_&sﬁbstituovany alkyl™ znamend alkylovou skupinu

substituovanou napfiklad jednim nebo ¢tyfmi substituenty,

jako je halogen a skupiny trifluormethyl, trifluorméthoxy,

hydroxy, alkoxy, cykloalkoxy, heterocyklyloxy, oxo,
alkanoyl, aryl, aryloxy, aralkyl, alkanoyloxy, amino,
alkylamino, alkylamino,Aarylamino, aralkylamino,
cykloalkylamino, heterocykloémino a distubstituovand amino
skupina. Zde uvedené definice pro alkyl a substituovany
alkyl jsou rovnéZ platné profalkylové podily alkoxy skupin.

Vyraz ,aryl™ znamend mo@pcyklické nebo bicyklické
aromatické uhlovodikové skupiny majici od 6 do 12 atomi
uhliku vbkruhu, jako je napriklad fenylova, naftylova,
bifenylova a difenylovad skupina, z nichZ kazda miZe byt
substituovana. | '

Vyraz ,substituovany aryl™ znamena arylovou skupinu
substituovanou napfiklad jed@im nebo ¢tyfmi substituenty,
jako je alkyl, substituovany ‘alkyl, halogen a skupiny
trifluormethyl, trifluorﬁeth@xy,Ahydroxy, alkoxy,
cykloalkoxy, heterocyklyioxyf alkanoyl, alkanoyloxy, amino,
alkylamino, dialkylamino, ar%lkylamind, cykloalkylaminé,
heterocyklylthio, ureido, nitro, kyano, karboxy,
karboxyalkyl, karbamyl, alkoxykarbonyl, alkylthio,
arylthio, alkylsulfohyl, sulfonamido, afyloxy a podobné.

Vyraz ,halogen™ nebo ”HélA znamena chlor, brom, fluor
a jod, ptednostné& chlor. |

Vyraz ,chranici skupina aminofunkce™ znamena v oboru

znamou skupinu sloucenin, které mohou byt pEipojeny



k aminoskupiné& tak, aby bylo zabran&no zahrnuti

aminoskupiny do reakcé probihajici kdekoliv v molekule
slou¢eniny, k niZ je pfipojena. Preferovanou skupinou je
t—butoxykarbonyl’(BOC),'nicméné-v oboru znamé funkéni
chrédnici skupiny, obecné alkoxykarbonylové Skupihy, jako je
benzyloxykarbonyl, mohou byt rovné€Z pouZity.

Vychozimi sloucCeninami pro predmétny zplsob piipravy
(1S,28)-1-halo-2~hydroxy-3-(chranénych)amino-4-
substituovanych- butanli zndzornénych vzorcem I jsou
odpovidajici sloueniny obsahujiéi>keto—skupinu znézornéné

vzorcem II

R

R;HN Hal
0 - (II),

kde Hal, R a R; jsou definovany vySe. Slouceniny znazornéné
vzorcem II mohou byt pfiprav?ny‘technikémi popsanymi

v literatufe a b&Zné znamymi:odbornikim v oboru. Vyhodny
zplsob pro prfipravu sloucenin vzorce II je popséan

v soubéziné projednévéné patentové prihla3ce Docket GY55,
jejié‘popis je zde' zahrnut jako odkaz. Podle této metody je

aryl ester znazornény vzorcem

'
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ve kterém R a R; byly definovany vyde, R, je vodik nebo
nitroskupina a miZe byt substituovén v ortho nebo para
pozici na fenylovém kruhu, reaguje se sirnym ylidem, tj.

~slougeninou obsahujici funkci zndzornénou vzorcem

"kde R a R; byly definovany vyse, R3; a Ry jsou vybrény ze
skupiny sestévajici é alkyluy, éubstituovaného alkylu a
arylu. Keto-ylidovd sloucenina znazornéna vzorcem vySe je
pak pfemé&néna na keto-skupinu obsahujici slouleniny
zndzornéné vzorcem II reakci:se zdrojem'chloru, pfednostné
s bazickym zdrojem chloru, neﬁv?hodnéji chloridem lithnym a
organickou kyselinou, napf.,kyselinou methansulfonovou.

 (1S,25) -1-halo-2-hydroxy~-3-(chranéné)amino-4-
substituované butany znézornéné. v20rcem.I jsou sznémnYmi~
meziprodukty syntézy molekul; které jsou inhibitory ACE,
reninu a HIV proteéz. Aktivita takovych molekul proti HIV
protedzam je ¢ini hodnotnymi v oSetfeni retroviralnich

infekci, jako je AIDS. Konkrétné&, na (1S,2S)-1l-halo-2-




hydroxy-3- (chrané&né)amino-4-substituované butany vzorce I
se pusobi vhodnou bazi k jejich preméné na odpovidajici

epoxidy znazornéné vzorcem uvedenym nizZe

Rl HN ~a,,uulll”” 0

Epoxidové slouéeniny vy3e uvedeného vzorce jsou
meziprodukty, které mohou byt pfeménény na vyznamnou AIDS -
sloudeninu dimethyl ester [3S-(3R",8R",9R",,12R")]-3,12-
bis(1,1-dimethylethyl)-8-hydroxy-4,11-dioxo-9-
(fenylmethyl)—6{[4—(2—pyridyl)fenylhnethyi>—2,3"6,10,13~
pentaazatetradekandioVé kyseliny, .popsanou v U.S.Patentu ¢.
5 849 911, ktery je zde uveden jako odkaz.

Stereoselektivni redukce (1S)-1-halo-2-oxo-3-
(chrdnénych)amino-4-substituovanych butand vzorce II
uvedeného vySe pro tvorbu (1S,2S)-1-halo-2-hydroxy-3-
(chrénén?ch)amino—4~substitroahYch butand zndzornénych
- vzorcem I je podle predkladaného vynélezu provédéno.reakci
s oxidoreduktazovym. enzymem schopnym katalyzovat
enzymatickou reakci ketonﬁ.vzorce IT. Buiky mikroorganismi
mohou byt ve formé& intaktnich vlhkych nebo sudenych bunék,
jako jsou bunky lyofilizované, sprejové susené nebovtepelné
suSené, nebo mohou byt ve form& upraveného bunééného
materidlu, jako rozruSené bufiky, nebo bﬁnééné extrakty.
Zatimco je zném velky pocet mikréorganismﬁ, které poskytuji
nékteré z forem oxidoreduktéz, bylo podle predklédaného.

- vynélezu nalezeno, Ze pouzé vybrané druhy Rhodococcus a
Brevibacterium katalyzuji redukci slouceniny vzorce II za
tvorby poZadovanych (1S,28)—1—halo—2—hydroxy—3~'

(chrénénych)amino—4—substituovan§ch butani ve vysokém



kvantitativnim a enanciomernim vytézZzku. Témtito druhy jsou
Rhodococcus éfytéf&béiis“Achﬂéésﬁ,-Rggégéoéeﬁs T
erythropolis DSM 6971 a Rhodococcus sp. ATCC 21227,
Rhodococcus erythropolis ATCC 27854 a Brevibacterium sp.
ATCC 19653. Zde pouzity termin ATCC znamena pfirﬁstkdvé
¢islo uloZeni konkrétniho mikroorganismu v American Type
Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville,
Maryland 20852. Vyraz DSM znamend German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Germany.

Metoda enzymatické redukce podle predkladaného
vyndlezu miZe byt provaddéna nasledné po fermentaci
zlastné&ného mikroorganismu, tj. jako dvbustupﬁové
seStévajici z fermentace a redukce, nebo jako soubéina, tj.
jako jednostupriovd nebo in situ fermentace a redukce. Ve
druhém pripadé miZe byt mikréorganismus péstovén ve vhodném
médiu, zejména obsahujicim zdroj dusiku a uhliku, dokud
neni dosaZeno postacujiciho ristu, a pak Jje pfidéna
slouc¢enina vybrand ze sloudenin vzorce II. Enzymaticka
redukce pak pokracuje, dokud neni dosaZeno skutecné
kompletni premény slouéeniny{vZorce II.

Ve dvoustupnovém postupq_je mikroorganismus nejprve
péstovan ve vhodném médiu popsaném vySe, dokud nevykazuje
pfedem stanovenou hladinu eniymatické aktivity, v tomto
bod& jsou buiiky sklizeny bé&zZnou separac¢ni technikou a jsou
pfipraveny suspenze mikrobiélnich bunék obsahujici vhodna
pufraéni ¢inidla apod. Vhodné.pufraéni éinidla-zahrnuji
fosfétoﬁé pufry, zejména draéelny fosfatovy pufr, tris-
HCl, octan sodny apod. RovnéZ voda miZe byt pouZita pro
pripravu suspenze mikrobiélnich bun&k. Sloucenina vzorce II
je pak pridéna a enzymatickéSredukce pokracuje, dokud neni
dosaZeno kompletni pfemény. v jiném provedeni zahrnuje
vhodné rlUstové médium, jak'bilo dfive uvedeno, zdroje

uhliku a dusiku a stopové prvky. RovnéZ mohou byt pridany

et
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1nduktory Jak je odbornlkum v oboru znamo, vyraz 1nduktor
znamena ]akoukollv sloucenlnu 1n1c1ujlc1 nebo zvysujlcl -
poZadovanou enzymatickou, tj. oxidoreduktézovou, aktivitu
~uvnitt¥ bunky pro produkci pozadovaného produktu. (1S)-1-
halo-2-oxo-3-(chrdnéné)amino-4-substituované butany vzorce
'II mohou byt povazZovany za induktor, zejména, jsou-li
pridadny v malych mnoZstvich bé&hem rﬁstﬁ mikroorganismui.
Vhodné zdroje uhliku pro médium zahrnuji cukry, jako
je maltdza, laktdza, glukdza, fruktdza, glycerol, sorbitol,
sachardza, Skrob, mannitol, propylenglykol apod., organické
kyseliny a jejich soli, jako je octan sodny, citronan
sodny, apod., aminokyseliny -a jejich soli, jako je
glutamat sodny apod., alkoholy, jako je ethanol, propanol
apod. Vhodné zdroje dusiku mohou zahrnovat N-Z amin A,
kukufi&ny vyluh, séjovou mouku, hovézi extrakty, kvasnicné
extrakty, melasu, pekarské kvasnice, trypton, nutrisoy,
pepton, yeastamin, dusicnan sodny, siran amonny apod.
Vhodné stopové prvky mohou zahrnovat fosfaty a soli
s hofcikem, manganem, vépnikém, kobaltem, niklem, Zelezem,
sodikem a draslikem. Vhodnéd pouZitd média podle vynalezu
mohou zahrnovat mnoZstvi sloZek vybranych z jakékoliv
té&chto kategorii. Reprezentativni vyhodnd média zahrnuji
bez omezeni vodnéd média obsahujici v hmotnostnichv

procentech nasledujici sloZky:

Slozka : Hmotnostni procenta
c.1 sladovy extrakt 1%
pH 7,0 kvasnic¢ny extrakt 1%
pepton 1%
glukdza 2 %
¢.2 sladovy extrakt 1%

pH 7,0 kvasnicény extrakt ' 13



pepton : 0,3 %
éiakéza . R , . i
- C.3 sladovy extrakt 13
pH 7,0 kvasni¢ny extrakt 13
pepton ‘ 0,3 %
-~ glukdza 2 %

¢
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sladovy extrakt
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pH 7,0 kvasnic¢ny extrakt
pepton
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sukcindt sodny

Hodnota pH uvedend vysSe plati pro média po
sterilizaci. Pred sterilizaci je pH pfednostné upravovano
na od pf¥ibliZné& 6 do 8, vyhodné pfibliZné na hodnotu pH
6,5. Pak jsou média sterilizovéna, napfiklad zahfivanim pfi
teploté& pf¥ibliZn& 121 °C po dobu 30 minut. Po sterilizaci
je pH médii upraveno na pH 6,5 aZz 7,5, vyhodné pfiblizZné
7,0. B&hem mikrobidlniho ristu a procesu redukce je bH
udrZovadno mezi p¥ibliZné 4,0 aZz 9,0, vyhodné mezi pf¥iblizZné
pH 6,0 a 8,0. Pro upravu pH mohou byt s vyhodou pouZity
vhodné zé&sady nebo kyselé soli z v?ée'uvedenYCh slozek.

Teplota reakéni smési je mirou tepelné energie
dostupné pro proces.redukce, a proto by mé&la byt vhodné
teplota procesu udrZovana k zajisténi dostupnosti jejiho
dostatku aZ k ukoneni reakce. Vhodné teplotni rozmezi
zpusobu podle Qynélezu je rozmezi od p¥ibliZné 15 °C do
pfibliZné 60 °C, vyhodn& od pribliZn& 25 .°C do pfibliZné& 40
°C. Neni znémo, Ze by tlak byl‘kritiCKYm pro provedeni
zpusobu podle vynalezu a béziné je udrzovan priblizZné

atmosfericky tlak.



Zpusob podle predkladaneho vynalezu je prednostne
provaden za aerobnlch ébdmlnek Pro predmetny zpuség jsou
michani a aerace reak&ni smési rovnéZ prospésné proto, Ze
ovliviAujil dostupnost kysliku pro biotransformaci. Zplisob je ‘
vyhodné provéadén napriklad v trepanych lahvovych kulturéch
nebo fermentanich tancich b&hem riistu mikroorganismi
v jednostupniovém nebo dvoustupiiovém procesu popsaném vyse.
Je preferovano michénif% rozsahu priblizné 50 aZz 1 000
ot4dCek za minutu, nejvyhodnéji pak p¥iblizZné 50 az 500
otécek za minutu. Vyhodné provedeni aerace je cd pribliZné
0,1 do 10 objeml vzduchu na objem média za minutu,

s nejvyhodnéjsim provedenim pribliZné 5 objemd na objem
média za minutu.

Kompletni konverze slouCeniny vzorce II miZe poZadovat
napriklad od pf¥ibliZzné 4 do 48 hodin, bé&zZné od priblizZné 4
do 24 hodin, méfeno od doby pfidani sloucCeniny vzorce II
k médiu. Je upfrednostnovano, aby média byla na bazi vody,
ackoliv i organické kapaliny nebo misitelné &i nemisitelné,
tj. dvojfazové smési organickd faze/vodnd faze, mohou byt
stejné dobfe pouZity. |

Zptisob stereoselektivni enzymatické redukce podle
predklddaného vynalezu mazZe byt provddén s pouZitim
kofaktoru, jako je nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) ,
zejména tehdy, jestliZe je pouzit izolovany enzym. NADH
miZe byt napfiklad nasledné regenerovan a opé€tovné pouZit.
MiZe byt pouZit dal3i enzym, ktery regeneruje NADH in situ,
jako je formiat dehydrogenaza nebo glukéza dehydrogenédza.
Vhodné donory vodiku zahrnuji, molekuld&rni vodik} formiat
(tj. formiat alkalického kovu hebo ammonium formiat),
glukdéza, fosfornan nebo elektrochemicka redukce
v pritomnosti viologenu, napf. methyl viologenu. Rdvnéé je
moiné.regenefovat NADH bez pouziti dalSich enzymu

s pouzitim naptriklad ethanolu nebo formiatu.



DalSLm vyhodnym provedenlm je prldanl slouceniny
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vzorce II do reakcnlho média v mnozstv1 od prlbllzne 0,2 %
do pfibliéné 5 $ hmotnostnich, vztaZeno na celkovou
hmotnost vychozi slouceniny a média. Inokulum
mikroorganismu je vzhledem k mnoZstvi vychoziho materialu

dostadujici k poskytnuti enzymatické redukce slouleniny

ow

vzorce II v &asech vySe uvedenych, obecné& od pribliZné 5
hmotnostnich do p¥ibliZn& 30 % hmotnostnich koncentrace
buné&k. PouZiti preferovanych reakénich parametrd popsanych
vySe s danymi mikroorganismy poskytuje reakéni vytéiek

z

vy$8i nez 70 %, optimdlné& aZ 99 %, a o neocCekavané

diastereomerni Cistoté vyééi”nei 93 %, optimdlnd az 99 %
poZadovaného enantiomeru slouceniny vzorce I. Produkt
reduk&niho zptsobu podle pfedkléddaného vynalezu, tj.
sloudeniny vzorce I, mohou byt ziskény jakoukoliv vhodnou
metodou izolace a/nebo purifikace, tj. metodami, jako je
extrakce, destilace, krystalizace, sloupcova chromatografie
a podobné.v

Je pochopitelné, Ze dal$i provedeni nebo modifikace
v provedeni vynadlezu jsou zfejmé a mohou byt snadno
proveditelné odbornikem v oboru bez odchyleni se od rozsahﬁ
a ducha vy3e popsaného vynadlezu. Proto neni zamysleno, aby
rozsah zde pripojenych naroklt byl limitutovan exaktnim.
popisem uvedenYm vy$e, naroky jsou spise konstruovany ték,
aby obsahovaiy vSechny znaky patentovatelné novosti
pfedklédaného vyndlezu, vletné& vSech znakd a provedeni,
které odbornik v prisludném oboru povazuje za ekvivalentni
vyndlezu. Vyndlez je dale popséan odkazy na nasledujici

experimenté&lni provedeni.
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_Priklady provedeni

Priklad 1

Stereoselektivni enzymatickd redukce:PouZiti céchh bunék-

jednostupiovy zpusob

Buniky Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 (1 ml) byly
inokulovany do 100 nl Média i, jak bylo popséno vyse,
v 500ml lahvich a inkubovéany p¥i 28 °C a 200 RPM (otackach
za minutu) na tfepacce po dobu 22 hodin. Bylo upraveno pH
50 bun&&né Zivné pidy na hodnotu 7,0 pomoci. 1M draselného
fosfatového pufru. K buné&énému médiu byla pfidana glukdza
v mnoZstvi 25 mg/ml a 50 mg (1S)-[N-(l-benzyl-2-oxo-3-
chlor)propyl]t-butyl esteru kyseliny karbamové jako
substratu. Biotransformace (redukce) byly provadény p¥i
28.°C a 200 RPM na tFfepa&ce. V pfedem stanovenych Casech
byly reakce ve sm&si zastaveny dvéma objemy t-butyl-methyl
etheru a toluenu v pom&ru 60:40, a oddé&lend organickéd faze
byla filtrovana pfes 0,2 mikronovy'filtr a shromdzZzdéna. Dva
ml organické faze byly odpafeny k ususeni pod proudem
dusiku a zbytek byl rozpuétéﬁ v acetonitrilu, filtrovén a
analyzovan pomoci HPLC na t-butyl ester (1S,2S)-[N-(1-
benzyl—2—hydroxy—3—chlor)propyl] kyseliny karbamové
(produkt) . Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 1.
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Tabulka 1
Mikroorganismms | Reakéni doba Substrat Produkt Diastereomerni
{hodiny) (my fm1) (mg/fml). tistota
(%) ;
Rhodococcuy | 21 0,45 0,48 >98
erythropolis
93 0,05 0,95 >98
ATCC 4277 } "
Priklad 2

Substrat a produkt byly shodné jako v Pfikiadu 1.
Bunky Rhodococcus erythropolis‘ATCC 4277 a Rhodococcus
erythropolis DSM 6971 (1 ml) byl jednotlivé inokulovany do
100ml podild Média 1, jak bylo uvedeno vySe, do 500ml lahvi
a inkubovany pfi 25 °C pri 280 RPM na ttepalce po dobu 48 !
hodin. Jedno sto ml kaidé kultury bylo inokulovéno do 15 ml
Média 1 ve fermentoru. Rast ve fermentoru probihal pfi
25°C, aeraci 15 LPM (litrd za minutu) a michéni 500 RPM po
dobu 36 hodin. Buifiky byly z fermentoru sklizeny a pouzity
pro enzymatickou konverzi (biotransformaci) t-butyl esteru
(1S)—{N—(1—benzyl~2—oxo—3—chlor)propyl] kyéeliny karbamové
(éubstrét) na t-butyl ester (1S,2S)-[N-(l-benzyl-2-hydroxy-
3—chlor)propyl]kyéeliny karbamové (produkt). Bunécné
suspenze byly pfipraveny suspendovénim punék, 200 grém& ve
100 ml draselného foéfétového pufru, pH 7,0. Ke'kaidé

suspenzi bylo p¥idano 25 mg/ml glukézy a predem byla
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stanovena koncentrace substratu. Biotransformace substratu

i et i . B

na produkt byla provadéna pri 28 °C>%gwégépéééévbfi*l60
RPM. V pfedem stanovenych ¢asech byly reakce ve smé€si
zastaveny a ziskany produkt byl analyzovan, jai je popséano

u Pfikladu 1. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 2.

Tabulka 2
Llikroorganismus Reakéni Pouzity | Substrat Produkt Diastereo- -
doba substrat Merni. _
{hodiny) (mgfm}} (mgfml) {mg/ml) °i§§°ta
Rhodocaccus | 20 o |0 0,86 >08
erythropolis | ‘ - T
32 3 0,02 49 >08 |
ATCC 4277 D A !
49 10 0,05 9,65 >98
Rhodococcus | 20 1 0~ 0,95 >98
erythropolis o
v : >
DSM 6971 24 5 0 4,33 ’ 98
46 16 0 9,2 >08

Vysledky v Tabulce 1 a 2 demonstruji, Zze pozadovany
produkt je ziskan zptsobem podle vyndlezu ve vysokém

vyté&Zku a o velmi vysoké diastereomerni Cistoteé.




Priklad 3
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Pouziti rGznych mikrobidlnich kmenti pro biotransformaci:

celé bunky

Pro biotransformaci byla pouZita Yada mikroorganismi

zplisobem podle Prikladu 1. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce

3.

-
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Tabulka 3
Mikroorganismus .Kultura D Substrat [Vytézek |Diastereamerni
vstup (%) |distota
myy /ml (%)

Agrobacterium tumifaciens ATCC 33970 l 25,4 75,8
Brevibacterium sp. ATCC 19653 | 2 100 93,9
Hanserula anomala ATCC 8170 i 31,8 76,2
Hansenula anomala ATCC 58044 i 33,1 >08
Hansenuia polymorpha TATCC 34438 | ] 376 | 19,2
Hanyenula polymorpha ATCC 26072 1 6,1 >98
Hanserala saturnts ATCC 16762 | 1 35,1 | >98
Pseudomonas cepacia ATCC 29351 | 5,2 -

| Pseudomanas species 1 ATCC202027 |1 5,1 -
Rhodococeuy erythropolis ATCC 4277 2 74,2 >3 !
Rhodococcus erythropolis ATCC 27854 2 77,7 >98
Rhodococcus e;yrkmpoﬁs ATCC 25544 2 61,1 | >98
Thodococcus crviRropolis DM 6971 2 100 08
Rhodococcus erythropolis DSM 6977 2 728 08
Rhodococcus maris ATCC 35013 2 16,6 >08
Rhodococcus rhoducoccus ATCC 14347 |2 66,2 61,9
Rhodococcus rhodococcus A'ICC 21197 2 14,0 -
Rhadococcus species ATCC 15592 2 91,2 >08
Rhodocuccus species ATCC 29673 2 32,5 >98
Rhodococcus species ATCC 21227 2 100 >98
RAodococcus species ATCC21146 2 42,7 5%
Rhiodococcus species ATCC 19071 |2 14,3 - ]
Rhodococcus species ATCC 21226 2 56,6 >98
Trichoderma viridae ATCC 20536 1 122 >98

Vysledky v Tabulce 3 pro_kaz'ujj-, 7e podle vynalezu

mikroorganismy jasné zpGisobuji produkci produktu

v pfijatelnych vyté&Zcich, tj. vice nez 70%, a o ptijatelné

diastereomerni Cistoté&, tj.

vice neZ 90%.
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Priklad 4

PouZiti bunécného extraktu a kofaktoru

Substrat a produkt pro tento pgstup byl shodny jako
v predchozich pfikladech. Buﬁky Rhodococcus erythropolis
ATCC 4277 rostly na Médiu 1, jak bylo popséno vy3e. Bufiky
(150 grami) byly suspendovény ve 100 ml draselného
fosfatového pufru, pH 7,0. Suspenze bunék byly
dezintegrovany pfi 4 °C s pouZitim mikroflﬁidizéru pri
tlaku 13 000 psi. Dezintegrovana buné&cné& suspenze byla
centrifugovéna pfi 12 000 RPM po dobu 30 minut. Cisty
supernatant (,bunéény extrak;“) byl pouZit pro
biotransformaci substratu najprodukt.

Podily (10 ml)bﬁnéénYch;extraktﬁ byly doplnény 10 mg
substratu, glukdza déhydrogeﬁézou (35 jednotek), 0,7 mM
NAD+ (nikotinamid adenin dinﬁkleotid) a 200 mg glukdzy.
Reakce byla provadéna v pH séatu pf¥i pH 6,0, michani 150
RPM a teploté& 30 °C. Vzorky by1y periodicky odebirany
z reakéniho média a analyzovany. Produkt byl ziskan ve
vytéZku 95 % a o diastefeomerni ¢istoté vy33i neZ 98 %.

V tomto pfikladu byl NADH kofaktor regenerovan s pouzitim
glukédza dehydrogenazy, NAD+ a glukdézy, jak je uvedeno nize.

Kmen Rhodococcus

Substrat 4 - Produkt
NAD : NADH
Glukébza ‘\\\Nh__=Jﬂ/jf . Kyselina
» glukonova

Glukéza-dehydrdgenéza
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Patentové néroky ™

l.Stereoselektivni zptsob pfipravy (1S,2S)-1-halo-2-

hydroxy-3-(chrédnénych)amino-4-substituovanych butand vzorce '

R

R;HN i Hal

(I) ¢

kde Hal je halogen, R je vybran ze skupiny sestdvajici
z alkylu, substituovaného alkylu, arylu a substituovaného
arylu a R; je chrénici skupiga aminofunkce, zahrnujici

uvedeni do kontaktu (1S)—l—halo—2~oxo—3—(chrénéného)amino—

4-substituovanéhb butanu vzorce II

R .

(11), o

|
i

kde Hal, R a R; maji vYée uvédeny vyznam, s mikroorganiémem
schopnym katalyzovat stereosélektivni redukci slouceniny
vzorce II, ve kterém'uvedeny‘mikroorganismus je.vybrén ze
skupiny éestévajici z Rhodocéccus erythrqpolisiATCC 42717,
Rhodococcus erythropolis DSM:6971 a Rhodococcus sp. ATCC
21227, Rhodococéus erythropolis ATCC 27854 a Brevibacterium
sp. ATCC 19653 za tékonch podminek, Ze se uskutedni

redukce a ziskd se uvedend sloudenina vzorce I.
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2. Zpusob podle naroku 1 kde

je t-butoxykarbonyl.

3. Zpusob podle naroku 1, kde
Rhodococcus erythropolis ATCC

4. Zpusob podle n&roku 1, kde

_ e &2 e .
¢ fee. o 8 ae6 -
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Hal je chlor, R je fenyl a R

feleny mikroorganismus

4277.

fedeny mikroorganismus

Rhodococcus erythropolis DSM 6971.

5. Zpusob podle nadroku 1, kde
Rhodococcus sp. ATCC 21227.

6. Zptsob podle naroku 1, kde
Rhodococcus erythropolis ATCC

7. Zpusob podle néroku 1, kdé

~. -

rece ny mlkroorganlsmus

feCeny mikroorganismus

277854.

feceny mlkroorganlsmus

Brevibacterium sp. ATCC 19653.

8. Zpusob podle naroku 1 provadény jako jednostupfiova

fermentace.

9. Zptsob podle naroku 1 provadény jako dvoustupniova

fermentace.

e T VIV B »+ P
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10.ZpGsob podle naroku 1 provadény v pritomnosti induktoru.

11. Zpusob podle naroku 10,_ye kterém induktorem je

slou&enina vzorce I, ktera je

mikroorganismu.

pridana bé&hem rustu

12. Zptusob podle naroku 1, kde sloudenina vzorce I je

ziskana v alespofi 70% vytéZku a o alespon 93%

diastereomerni Cistoté.
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ziskdna v alespon 95% vytézku a o alespoii 99%

diastereomerni &istoté.

14.Zphsob pfipravy epoxy slouleniny vzorce , ;

R . L'

kde R je vybrdn ze skupiny sestavajici z alkylu,
substituovaného alkylu, arylu a substituovaného arylu a R |
jeﬂchrénici skupina aminofunyce,.zahrnujici reakci aryl

esteru znazorn&ného vzorcem ! k

R

R,HN : '
Ry

N ¢ . ;

kde R a R; maji vy$e uvedeny vyznam a R, je vodik nebo

skupina nitro, a maze byt - substituovédn v ortho nebo para ' i

pozici na fenylovém kruhu sirnou ylidovou slouceninou . ,

XY

-y

obsahujici funkci znazornénou vzorcem

kde Rz a R; jsou vybrdny ze skupiny sestavajici z alkylu,
substituovaného alkylu a arylu , za vzniku intermedidrni

keto ylidové slouleniny zndzornéné vzorcem
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kde R, R;, Rz a Ry maji vyznam uvedeny vySse, plisobeni na
fe&enou sloudeninu vzorce III zdrojem chloru a organickou
kyselinou za vzniku l-substituované-2-amino-3-oxo-4-chlor

butanové sloudeniny zndzornéné vzorcem

R

RyHN ' cl

o]

14
kde R a R; maji vyznam uvedeny vySe, redukci recené
slouceniny za vzniku l-chlor-2-hydroxy-3-amino-4-

substituované butanové slouleniny znazornéné vzorcem

R

Cl

kde R a R; maji vyznam definovany vy3e, a reakci Felené
hydroxy slouCeniny s bazi za‘vzniku_feéené epoxy
sloudeniny, se zlep3enim, kdg redukce fe&eného l-chlor-2-
oxo—3—amino—4—substituovanéh%.butahu je provadéna podle
naroku 1 sAVYtéinosti l—chloi—Z—hydroxy—Bfamino—4—

°

substituované butanové slougeniny alespoii 70 % a o alespon

93% diastereomerni Cistoté.

15. zpusob podle narcku 14, kde slouCenina vzorce I je

ziskana v alespon 95% vyté&Zku a o alesponn 99%

diastereomerni Cistoté.’
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