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CZ 302674 B6

Zpiisob pripravy hydroxyesteru

Oblast techniky

Vyndlez se tyka stereoselektivniho zpiisobu pfipravy hydroxyesteru.

Dosavadni stav techniky

Mikrobiélni redukce ethylesteru kyseliny 3,5-dioxo—6—(benzyloxy)hexanové k ziskéni kyseliny
3,5-dihydroxy-6—(benzyloxy)hexanové je popsin v patentovém dokumentu EP 0 569 998 a v
Enzyme and Microbial Technology, 1993, sv. 15, 1014 az 1021 (Patel a j.). Mikrobialni redukce
6-kyano-5-hydroxy-3—onhexanoati k ziskéni odpovidajicich alkyl-6-kyano—3,5-dihydroxy-
hexanoati je popsana v mezindrodni piihlaice WO 97/00 968.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je zplsob pi{pravy dihydroxyesteru obecného vzorce 5

0><
H‘3\/‘\/t(x)—cozﬂ

(5)

jehoZ podstata spo€iva v tom, Ze zahrnuje:

(a) pripravu sloudeniny vzorce 1,
(b) reakci slouceniny obecného vzorce 1 s 2,2-dimethoxypropanem za vzniku acetonidu; a
(c) odstranéni skupiny R'-(C=0})-;

kde

X znamena pfipadné substituovanou uhlovodikovou spojovaci skupinu,

~

znamend ptipadné substituovanou uhlovodikovou skupinu; a

R’ znamené piipadné substituovanou uhlovodikovou skupinu, vyhodn& piipadng substituova-
nou alkylovou skupinu;

pfi¢emZ zplsob pfipravy sloueniny obecnéhe vzorce 1

L
(X)—CO,R

(1)

R'-g'o

zahrnuje bud’

a) stereoselektivni redukci slouéeniny vzorce 2
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S
HO (X)—CO,R

(2)
za vzniku slouceniny obecného vzorce 3

OH OH

HO\M(X)—COZR

(3)
a

b) esteriftkaci slou€eniny obecného vzorce 3 v pfitomnosti slouceniny vzorce R”"~0O-COR’ a
enzymu lipazy nebo hydrolazy za vzniku sloudeniny obecného vzorce 1,

nebo

¢) esterifikaci slouceniny obecného vzorce 2 v pfitomnosti slouceniny vzorce R"”"-O—COR" a
enzymu lipazy nebo hydrolazy za vzniku slouceniny obecného vzorce 4

", '0 —
R—g (X)—CO,R
(4)

a

d) stereoselektivni redukci sloudeniny obecného vzorce 4 za vzniku sloudeniny obecného vzor-
cel,

kde X, R a R maji vy$e uvedené vyznamy a R"" znamend pfipadné substituovanou uhlovodiko-
vou skupinu.

Vyhodné X znamena skupinu vzorce —CHy—. Vyhodné R’° znamena vinylovou skupinu nebo
isopropenylovou skupinu. Vyhodné R’ znamena substituovanou nebo nesubstituovanou C; ¢
alkylovou skupinu. Vyhodné R” znamena methylovou skupinu. Vyhodné se slouéeniny obecného
vzorce 2 nebo 4 redukuji stykem s organizmem majicim vlastnosti mikroorganizmu zvoleného ze
skupiny zahmujici organismy rodu Beauveria, Pichia, Candida, Kluyveromyces nebo Torulaspo-
ra nebo enzymem extrahovanym z téchto organismil. Vyhodné se slouéeniny vzorce 2 nebo 4
redukuji stykem s organizmem zvolenym ze skupiny zahrnujici Pichia angusta, Pichia pastoris,
Candida guillermondii, Saccharomyces carlsbergensis, Pichia trehalophila, Kluyveromyces
drosophi-larum a Torulospora hansenii, nebo enzymem extrahovanym ztéchto organismi.
Vyhodné se pouziji celé buiiky. Vyhodné se slouceniny vzorce 2 nebo 4 redukuji pfi pH od 4 do
5. Vyhodné se slou€eniny vzorce 2 nebo 3 esterifikuji v pfitomnosti enzymu zvoleného ze skupi-
ny zahrnujici prasedi pankreatickou lipazu, lipazu z Candida cylindracea, lipazu z Pseudomonas
fluorescens, frakci B z Candida antarctica a lipazu z Humicola lanuginosa. Vyhodné je sloude-
ninou vzorce R”'—-O-COR’ vinylacetat. Vyhodné se R"—(C=0)- odstrani pisobenim bazického,
alkoholického rozioku.
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Uhlovodikové skupiny ve vyznamu symbolil X, R, R” nebo R”* mohou byt substituovany jednim
¢i vice substituenty a mohou byt per—substituovany, napfiklad perhalogenovany. Mezi pfikiady
substituentl pati atomy halogenii, zejména atomy fluoru a chloru, alkoxyskupiny, jako jsou
alkoxyskupiny obsahujici | aZ 4 uhlikové atomy, a oxoskupina.

Vyhodné znamena symbol X skupinu obecného vzorce {CH:),—, kde n nabyvé hodnot od 1 do 4,
a nejvyhodnéji znamena symbol X skupinu vzorce -CHy-.

Symbol R”" miZe znamenat alkylovou skupinu, jako jsou alkylové skupiny obsahujici 1 az
6 uhlikovych atomi, nebo alkylkarbonylovou skupinu, jako jsou alkylkarbonylové skupiny obsa-
hujici 1 aZ 6 uhlikovych atomi v alkylové &asti, napfiklad skupinu CH3(C=0)~ nebo CF3(C=0)-.
Nejvyhodnéji symbol R’* znamena vinylovou skupinu nebo isopropenylovou skupinu.

Symbol R vyhodn& piedstavuje alkylovou skupinu obsahujici 1 aZz 6 uhlikovych atomil, ktera
miiZe byt linearni &i rozvétvena a miZe byt substituovana jednim &i vice substituenty. Nejvyhod-
n&ji znamena symbol R terc.butylovou skupinu.

Symbol R” miize znamenat substituovanou alkylovou skupinu, Sasto alkylovou skupinu obsahuji-
ci 1 az 6 uhlikovych atomd, jako jsou skupiny CFi— nebo CF:CHy—, aviak vyhodné pfedstavuje
nesubstituovanou alkylovou skupinu -obsahujici 1 aZz 6 uhlikovych atomf a nejvyhodnéji
methylovou skupinu.

Pti stereoselektivni redukci sloudenin obecnych vzorct 2 nebo 4 se vyhodn& pouZivaji chemické
nebo mikrobialni reduk&ni metody, jako jsou hydrogenace, transferovd hydrogenace, redukce
pomoci hydridii kovii nebo dehydrogenaz. Mezi priklady vhodnych hydrogenaénich zpiisob,
které jsou napf. popsany v Helv. Chim. Acta 69, 803, 1986 (zde zahrnuto zminkou) patfi pouZiti
0,01 az 10 % (hmotn./hmotn.) katalyzitoru, jako jsou platina, palladium nebo rhodium, na hete-
rogennich nosi¢ich, jako jsou uhli, hlinik, silika, s pouZitim molekuldrniho vodiku pti tlaku mezi
100 a 1000 kPa, v rozpoustédle, jako jsou methanol, ethanol, terc.butanol, dimethylformamid,
terc.butylmethylether, toluen nebo hexan. Alternativné lze pouZit homogenni hydrogenaéni kata-
lyzatory, jako jsou katalyzatory popsané v EP 0 583 171 (zahmutém zde zminkou).

Mezi p¥iklady vhodnych chemickych transferovych hydrogenacnich zpisobii patfi zplisoby
popsané v Zassinovich, Mestroni a Gladiali, Chem. Rev. 1992, 92, 1051 (zde zahrnuto zminkou)
nebo v Fuji a kol., J. Am. Chem. Soc. 118, 2521, 1996 (zde zahrnuto zminkou). Pfi vyhodnych
chemickych transferovych hydrogenacénich zpisobech se pouZivaji chiralné vazané komplexy
pfechodnych kovil, jako jsou ruthenium nebo rhodium, zejména chirdini diaminem vazané
neutralni aromatické komplexy ruthenia. Vyhodné se pfi takovém chemickém pfenosu jako zdroj
vodiku pouZiva kyselina, zejména sif kyseliny mravendi, jako je triethylammonium—formiat.

Lze pouzit také Cinidia obsahujici hydridy kovi, jako jsou ¢inidla popsana v Tet. 1993, 1997, Tet.
Asymm. 1990, 1, 307, (zde zahrnuto zminkou), nebo v J. Am. Chem. Soc. 1998, 110, 3560 (zde
zahrnuto zminkou).

Mezi piiklady vhodnych zpiisobit mikrobidlni redukce patfi podrobeni slou¢eniny obecného vzor-
ce 2 nebo 4 pisobeni organismu vykazujiciho vlastnosti mikroorganismu zvoleného ze skupiny
zahmujici organismy rodu Beauveria, vyhodng druhu Beauveria bassiana, rodu Pichia, vyhodné
druhi Pichia angusta nebo Pichia pastoris, trehalophila, haplophila nebo membrane—faciens, rodu
Candida, vyhodné druh@i Candida humicola, solani, guillermondii, diddenssiae nebo friedrichii,
rodu Kluyveromyces, vyhodné druhu Kluyveromyces droshophilarum, nebo rodu Torulaspora,
vyhodné druhu Torulaspora hansenii. Redukce Ize dosahnout podrobenim slou¢enin obecnych
vzorch 2 nebo 4 pisobeni enzymi extrahovanych z vy$e uvedenych mikroorganismi. Nejvyhod-
n&ji se slouteniny obecnych vzorcd 2 nebo 4 podrobuji plisobeni mikroorganismu zvoleného ze
skupiny zahrnujici mikroorganismy druhi Pichia angusta, Pichia pastoris, Candida guillermondii,
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Saccharomyces carlsbergensis, Pichia trehalophila, Kluyveromyces drosophilarum a Torulospora
hansenii, nebo extraktu z vyse uvedenych organismi.

Piedklddany vynalez se vyhodné tyka pripravy slougeniny obecného vzorce 3 selektivni redukci
slouceniny obecného vzorce 2 pomoci celych bungk &i extraktii vySe uvedenych mikroorganismi,
vyhodné ze skupiny zahrnujici Pichia angusta, Pichia pastoris, Candida guillermondii, Saccharo-
myces carlsbergensis, Pichia trehalophila, Kluyveromyces drosophilarum a Torulospora hansenii.

Zpusob podle predkladaného vynalezu se nejvyhodnéji provadi pomoci celych bunék organism,
protoZe se tak 1ze vyhnout nutnosti separovat pozadovany enzym a poskytnou se kofaktory po
reakci.

Lze pouzit libovolného z vyie uvedenych druhil, aviak pfi mnoha provedenich se ukézalo, Ze
pouzitim enzymu nebo celych bunék mikroorganismu druhu Pichia angusta lze dosahnout vysoké
konverze a vysoké selektivity.

K. fizeni reakce se s enzymy obecné pouZiva kofaktor, obvykle NAD(P)H (nikotinamid-adenin—
dinukleotid &i nikotin—amid—adenin—dinukleotid—fosfat), a systém pro regeneraci tohoto kofak-
toru, napfiklad giukéza a glukézdehydrogenaza. Protoze jsou v celych buiikach piitomny vhodné
kofaktory a redukéni mechanismy, je vyhodné pouziti celych bunék v zivném prostiedi, které
vyhodné obsahuje vhodny zdroj uhliku, coZ miZe zahrnovat jeden &i vice z nasledujicich zdroji:
cukr, napt. maltézu, sacharézu nebo vyhodné glukézu, polyol, napk. glycerol nebo sorbitol, kyse-
linu citronovou nebo nizsi alkohol, napfiklad methanol nebo ethanol.

Pokud maji buiiky béhem reakce riist, mély by byt v Zivném prostiedi obsazeny zdroje dusiku
a fosforu a stopovych prvki. Témi zdroji mohou byt zdroje b&zné pouzivané pfi kultivaci orga-
nismd.

Zphsob lze provadét pfidanim slouceniny obecného vzorce 2 nebo 4 ke kultufe rostoucich orga-
nismil v prostiedi, jez je schopné podporovat riist, nebo k suspenzi Zivych bunék v prostiedi,
které vyhodné obsahuje zdroj uhliku, které viak postrada jednu &i vice Zivin nutnych pro rist.
Lze také pouzit mrtvé buiiky, a to za pfedpokladu, Ze jsou ptitomné potfebné enzymy a kofakto-
ry; pokud je to Zadouci, 1ze je k mrtvym buitkam piidat.

Pokud je to zddouct, Ize buiiky imobilizovat na nosidi, ktery je v kontaktu se sloudeninou obecné-
ho vzorce 2 nebo 4, vyhodné v pfitomnosti vhodného zdroje uhliku, jak je popsano vyse.

Hodnota pH se vhodné pohybuje mezi 3,5 az 9, napiiklad 4 az 9, vyhodn& &ini nejvyie 6,5
a nejvyhodnéji nejvyse 5,5. Velmi vhodné se pouzije pH v rozmezi 4 aZ 5. Zpisob lze vhodne
provadét pri teploté pohybujici se mezi 10 az 50 °C, vyhodné 20 aZ 40 °C a vyhodné&ji 25 aZ
35°C. Pokud se poutiji Zivé celé buiiky vyse uvedenych organismd, je vyhodné pracovat za
aerobnich podminek. P¥i vy3e uvedenych hodnotach pH a teploty se vhodné pouzije intenzita
provzdusnéni ekvivalentni k 0,01 az 1,0 objemovym jednotkdm vzduchu, méfeno pfi standardni
teploté a tlaku, na objemovou jednotku prostiedi za minutu, aviak bude cenéno, Ze jsou moiné
znaéné zmény. Pokud rist organismi probihd oddélené od zpisobu, Ize béhem ného pouZit
podobné hodnoty pH, teploty a provzdusnéni.

Purifikované enzymy lze izolovat znamymi zpusoby, vhodné odstied'ovanim suspenze rozpad-
lych bunék a separaci ¢irého roztoku od bunéénych zbytkd, separaci poZadovaného enzymu
z tohoto roztoku, napfikiad pomoci chromatografie s iontoménici, vhodné pomoci eluce ze sloup-
ce pouzitim kapaliny s rostouci iontovou silou, nebo/a pomoci selektivni precipitace pfidanim
materidlu iontové povahy, napfiklad siranu amonného. Pokud je Zidouci vy3&i Zistota, lze tyto
procedury opakovat.
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Mikrobialni redukce sloutenin obecného vzorce 2 nebo 4 je obzvlasté vyhodna, a proto tento
zptisob pfedstavuje druhé provedeni piedkladaného vynilezu.

Pti esterifikaci slou¢enin obecného vzorce 2 nebo 3 je vyhodné je transesterifikovat pomoci jiné-
ho esteru, ktery je pfitomny alespoii v normalni ekvivalenci, vzhledem k alkoholu, a je jim vhod-
n& vinylester (jako vedlej3i produkt se acetaldehyd nezidastiiuje zpétné reakce). Alternativng lze
pouzit anhydrid, jako je acetanhydrid nebo anhydrid kyseliny trifluoroctové, nebo ester, jako je
ethylacetat, nebo fluorovany ester, jako je trifluorethylacetat. S vyhodou se mistné specificka
esterifikadni reakce provadi v organickém rozpoustédle obsahujicim méné nez 1% (hmotn./-
hmotn.) vody, jako jsou acetonitril, ethylacetét, tetrahydrofuran, terc.butylmethylether, toluen,
butanon, pentanon &i hexanon, pii teploté Cinici vyhodné 20 aZ 75 °C, vyhodnéji 25 az 50 °C.
Estery jsou vyhodné estery nizSich alkanovych kyselin obsahujicich 2 az 8 uhlikovych atomii
nebo jejich substituované derivaty. Poptipadé lze pouZit inertni atmosféru, napfiklad Ize rozto-
kem probublavat proud dusiku.

Enzymy lze poskytovat jako takové nebo v podobe bungk je obsahujicich. Je vyhodné je imobili-
zovat, a tak usnadnit jejich separaci od produktu a, pokud je to Zddouci, jejich op&tovné pouZiti.

Mezi vyhodné enzymy patfi lipazy, jako jsou prasedi pankreatické lip4za, lipaza z Candida cylin-
dracea, lipdza z Pseudomonas fluorescens, frakce B z Candida antarctica, dostupna napi. pod
ochrannou znamkou Chirazyme L2, lipdza z Humicola lanuginosa, prodivana naptiklad pod
ochrannou znamkou Lipolase, nebo z Pseudomonas, prodavana napriklad pod ochrannou znam-
kou SAM 11, a vyhodnéji z Candida antarctica, dostupna napf. pod ochrannou znamkou Chirazy-
me.

Sloudeniny obecného vzorce 1, ve kterém znamena symbol R’ skupinu CH:, symboly R piedsta-
vuje popiipadé substituovanou uhlovodikovou skupinu, X znamena skupinu (CH,),— a n nabyva
hodnot od 1 do 4, predstavuje tfeti provedeni predkladaného vynalezu. Vyhodné pfedstavuje
symbol R terc.butylovou skupinu a nejvyhodnéji znamené symbol X skupinu —CHz—.

Slou&eniny obecného vzorce | jsou pouZitelné jako meziprodukty pro piipravu farmaceutickych
slougenin. Obvykle se ponechaji reagovat s chranici skupinou pro 1,3—dihydroxy skupiny, jako je
2,2-dimethoxypropan, za vzniku acetonidu, jak je popsano v Synthesis 1998, 1713. Skupinu R'-
(C=0)- lze poté selektivné odstranit pusobenim slabé bazického alkoholového roztoku, napf.
roztoku K,CO;, jak je popsano v US 5278 313, nebo lipazy, bud’ ve vodném roztoku, nebo
v organickém roztoku obsahujicim dostate¢né vody pro podporu hydrolyzy, za vzniku slou€eniny
obecného vzorce 5:

"‘O\i/?\(x)—-cozn

(5).
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Piiklady provedeni vynailezu

Piiklad 1
Ptiprava (3R.58) terc.butyl-3,5.6—trihydroxyhexanoatu

Za michani byla bafika s kulatym dnem o objemu 250 ml naplnéna 20 ml acetonitrilu, 0,405 g
(0,662 mmol) di-mu—chlorbis{(p—cymene)chlorruthenia (11)] a 0,492 g (1.34 mmol) (18.25)++)}-
N—4-toluensulfonyl)}1,2-difenylethylendiaminu.

Roztok byl deoxygenovan pomoci dusiku a nasiedné udrzovanim jeho proudu. Deoxygenovany
roztok 26 g (0,119 mol) opticky &istého (58} terc.butyl-3—keto—5.6—dihydroxyhexanodtu v 15 ml
acetonitrilu byl vloZen do reakéni nadoby a roztok byl michan pfi pokojové teploté po dobu
20 minut. Poté bylo po dobu 10 minut pfidavano 65 ml 5:2 (mol/mol) smési destilované kyseliny
mravenci a triethylaminu a reak&ni smés byla michana pfi pokojové teploté po dobu 43 hodin.
K tomuto rozioku bylo pomalu ptidano 80 ml dichlormethanu a 120 ml nasyceného hydrogen-
uhli¢itanu sodného. K vodné vrstvé bylo ptidano 70 g chloridu amonného a organicka vrstva byla
oddélena. Vodna vrstva byla tfikrat promyta 90 ml ethylacetatu, organické frakce byly smichany,
suieny pomoci siranu sodného a bylo odstranéno rozpoustédlo za vzniku 21,1 g surového oleje
obsahujiciho prevainé (3R.38)-terc.butyl-3,5,6—trihydroxyhexanodatu. Pomér diastereomerii byl
stanoven pomoci "C-NMR a &inil 5.2 : 1 (3R:58) : (3S:55). V dal3i reakci byl material pouzit
surovy, avak bylo mozno ho purifikovat pomoci sloupcové chromatografie.

Ptiprava (3R,58)terc.butyl-6—acetoxy—3,5—dihydroxyhexanoatu

Do baiiky s kulatym dnem o objemu 11 bylo za michani vlozeno 700 ml tetrahydrofuranu
a 70,7 £ (0,32 mol) (3R,5S)-terc.butyl-3,5,6-trihydroxyhexanodatu, 41 ml (.46 mol) vinylacetatu
a 6,3 g lipazy Chirazyme L2™. Po 3 hodinach michani pi pokojové teploté byla lipaza odstra-
néna prosetim a tékavé latky byly odstranény destilaci za vakua. MnoZstvi surového oleje &inilo
78,7 g a bylo stanoveno, Ze hlavni slozkou byl (3R,58)terc.butyl-6—-acetoxy—3,5—dihydroxy-
hexanoatu. Tento material byl pfimo pouzit v dal$im stupni.

Pfiprava |,l—dimethylethylesteru kyseliny (4R,65)-6-[(acetyloxy)methyl]-2.2—dimethyl-1,3—
dioxan—4—octové

Do baiiky s kulatym dnem o objemu 1 | bylo za michani vloZzeno 78,7 g (3R,58) terc.butyl-6—
acetoxy-3,5—dihydroxyhexanoatu, 800 ml 2,2—dimethoxypropanu a 5,7 g kyseliny p—toluen-
sulfonové. Po 35 minutach byla reakéni smés koncentrovana na polovinu jejiho objemu a bylo
pfidano 300 mi dichlormethanu a 300 ml 1M hydrogenuhligitanu sodného. Organicka vrstva byla
oddélena a vodna vrstva byla ttikrat promyta 150 ml ethylacetatu. Organické frakce byly smichi-
ny, suSeny pomoci siranu sodného a tékavé latky byly odstranény destilaci za vakua. Bylo ziska-
no 92 g surového oleje. Tento byl nejprve purifikovan prichodem kratkym sloupcem bleskové
siliky a eluovan hexanem a poté smési hexan:ethylacetit 85:15 (obj./obj.), a poté tfikrit krys-
talizaci materidlu z hexanu za vzniku 22,17 g 1,1-dimethylethylesteru kyseliny (4R,68)-6—
[(acetyloxy)methyl]-2,2—dimethyl-1,3—dioxan—4—octové, ktery byl stanoven chiralni GC ve vysi
99.9 %.

Ptiprava |,1-dimethylethylesteru kyseliny (4R,68)-6—«hydroxymethyl)-2,2-dimethyl-1,3—
dioxan—4—octové

Do bariky s kulatym dnem o objemu 500 ml bylo za michani vloZeno 22,17 g 1,1-dimethylethyl-
esteru  kyseliny (4R,6S)-6{(acetyloxy)methyl]-2,2—dimethyl-1,3-dioxan—4—octové, 250 ml
methanoln a 5,05 g drceného uhli€itanu draselného. Reakéni smés byla michana po dobu
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35 minut aZ do dokonéeni hydrolyzy, poté byi presetim odstranén uhliCitan draselny, reakéni
hmota byla koncentrovina a bylo ptidino 150 ml 5% (hmotn./hmotn.) solanky a 150 ml toluenu.
Organick4 vrstva byla oddélena a vodna vrstva byla promyta dvakrat 250 mi toluenu. Organické
vrstvy byly smichany, tfikrat promyty 15% (hmotn./hmotn.) solankou a rozpoustédlo bylo odstra-
néno pomoci vakuové destilace za vzniku 17,78 g &irého oleje, o ném bylo stanoveno, Ze jim je
z >99% 1,1-dimethylethylesteru kyseliny (4R,68)-6-(hydroxymethyl)-2,2-dimethyl-1,3—
dioxan—4—octové.

Priklad 2
Ptiprava (58) terc.butyl-6—acetoxy—5-hydroxy-3—ketohexanoatu

Za michani byla barika s kulatym dnem o objemu 250 ml naplnéna 2,32 g (0,0106 mol) (55)-
terc.butyl-5,6—dihydroxy—3—ketohexanoatu, 40 ml tetrahydrofuranu, 0,98 ml (0,0106 mol) vinyl-
acetatu a 0,22 g lipazy Chirazyme L2™. Po 20 minutach byla odstranéna lipaza presetim a tékavé
latky byly odstranény destilaci za vakua za vzniku 2,96 g surového oleje, ktery byl pomoci NMR
charakterizovan jako (5S)terc.butyl-6—acetoxy—5—hydroxy—3—ketohexanoat.

P¥iklad 3
P¥iprava (3R,5S) terc.butyl-3,5,6~trihydroxyhexanoatu

Pichia angusta NCYC R230 (uloZena dle ustanoveni Budapeit'ské dohody 18. kvétna 1995) byla
kultivovana v multifermentadnim systému Braun Biostat Q v nasledujicim prostfedi (na litr):
glukéza, 40 g; MgSQO,, 1,2 g; K280y, 0,21 g; KH,PO,, 0,69 g; H3PO, (koncentrovana), 1 ml; kva-
sinkovy extrakt (Oxoid), 2 g; FeSO,.7H;0, 0,05 g; odpéiiovadlo (EEA 142 Foammaster), roztok
stopovych prvkii, 1 ml (tento roztok obsahoval na litr): CuSO,.5H;0, 0,02 g; MnSO,4.4H,0,
0,1 g; ZnSO4.7H,0, 0,1 g; CaCO4, 1,8 g.

Kazdy ze &tyr fermenterti byl naplnén 250 ml média a byl sterilizovan pomoci autoklavovani.
Hodnota pH byla upravena na 4,5 pomoc{ 7M roztoku hydroxidu amonného, teplota byla nasta-
vena na 28 °C, tok vzduchu byl nastaven na 300 ml/minuta a rychlost michdni na 1200 otafek za
minutu. Fermentery byly nao¢kovany buitkami z agarovych desek (2% agar) obsahujicich stejné
médium, jako je médium popsané vyfe, kromé toho, 7e koncentrace glukézy inila 20 g/litr.
Po 22 hodinach ristu ve fermenterech byla nastartovana bioredukéni reakce pFidanim (58)—
terc.butyl-3—keto—5,6—dihydroxyhexanoatu; dva zfermenteri byly naplnény kaZdy 3,75 ml
a zbyvajici dva byly naplnény kazdy 5 ml.

V reakci bylo pokratovano po daldich 78 hodin a% do 100% konverze substritu. Béhem tohoto
obdobi byla kultivace zasobena 50% roztokem glukdzy pFi rychlosti 1 az 3 gramy glukézy/litr
kultury/hodina pro zachovani Zzivotaschopnosti bunék a pro poskytnuti zdroje redukéni sily.
Reakce byly ukon&eny odstranénim bunék odstfed’ovanim. K ziskanému supernatantu prostému
bungk byl pfidin chlorid sodny ke kone&né koncentraci ve vysi 20% hmotn./obj. a smés byla
extrahovéna tfikrat Gmé&rnym objemem acetonitrilu. Smichané acetonitrilové extrakty byly suseny
pomoci bezvodého siranu sodného a rozpoustédlo bylo odstran€no za snizencho tlaku na rotaéni
odpafovade (teplota vodni lazné 45 °C) za zisku viskézniho bledé Zlutého oleje. Identita produktu
z kazdé reakce byla potvrzena, jednalo se o (3R,5S)terc.butyl-3,5,6-trihydroxyhexanodt a nad-
bytek diastereomeru u kaZdého ze vzorka ukazuje tabulka uvedend nize.
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Nadbytek
diastereomeru (%)
99,6
99,6
99,4
99,6

Pokus

Bl ([N -

Priklad 4
Piiprava (3R,58) terc.butyl-3,5,6-trihydroxyhexanoatu

Pichia angusta NCYC R320 (uloZena dle ustanoveni Budapest'ské dohody 18. kvétna 1995) byla
kultivovana v multifermentaénim systému Braun Biostat Q v nasledujicim prostredi (na litr):
glukoza, 20 g; siran amonny, 10g; kvasinkovy extrakt (Oxoid), 2 g: MgSO,.7H,0, 1.2 g;
KH;PO,, 0,69 g; K280y, 0,21 g; FeSO,.7H,0, 0,05 g; HyPO, (koncentrovana), 1 ml; odpéiiovadlo
(EEA 142 Foammaster), 0,5 ml: roztok stopovych prvki, | ml (tento roztok obsahoval na litr);
Ca(CH\COy), 2,85 g; ZnS0,.7H,0, 0,1 g; MnS04.H,0, 0,075 g; CuS0,.5H,0, 0,02 g kyselina
sirova (koncentrovana), | ml).

Jeden fermenter byl naplnén 250 ml média a byl sterilizovan pomoci autoklavovani. Hodnota pH
byla upravena na 5.0 pomoci 2M roztoku hydroxidu sodného. Teplota byla nastavena na 28 °C,
tok vzduchu byl nastaven na 250 mi/minuta a rychlost michani na 1200 otadek za minutu. Fer-
menter byl naotkovan 2,5 ml suspenze bunék ve sterilni deionizované vodé piipravené buiikami
z agaroveé desky s Pichia angusta NCYC R320. Po 17 hodinach ristu byla nastartovana bio-
redukce pfidanim 6,36 g (5S)-terc.butyl-3—-keto—5,6-dihydroxyhexanoatu v podobé vodného
roztoku. Ve stejném Case bylo zapofato s dodavanim glukdzy do fermentoru pii rychlosti 2 g
glukdzy na litr za hodinu.

V reakci bylo pokradovano po daldich 78 hodin, kdy bylo dosaZeno 96% konverze substratu.
Vychozi material a produkt byl stanovovan pomoci HPLC (sloupec Hichrom S5 CN-250A,
teplota 35 °C, mobilni faze: vodny roztok kyseliny trifluoroctové (TFA) (0,1%):acetonitril 95:5,
rychlost toku | ml.min™, injekéni objem 5 ml, detektor indexu lomu).

Reakce byla ukonéena odstranénim bunék odstfed’ovanim pfi 4000 x g po 20 minut. Hodnota pH
ziskaného supernatantu prosté¢ho bunék byla upravena na 7,5 pomoci 2M NaOH. V supernatantu
prostém bunék byl rozpustén MgS04.1,6H,0 (15 % hmotn./obj. na zikladé bezvodého) a vysled-
ny roztok byl dvakrat extrahovin amérmym objemem 2—pentanonu. Faze rozpoustédla byly shro-
mazdény a rozpoustédlo bylo odstranéno za snizeného tlaku na rotagni odpafovadce pfi 45 °C za
vytézku oranzového viskozniho oleje. Tento byl opétovné rozpustén v 50 ml suchého, destilova-
ného 2-pentanonu a rozpouitédlo bylo opét odstranéno na rota¢ni odparovadce za zisku terc.-
butyl-3,5,6-trihydroxyhexanoatu (5,08 g, 80% izolovany vytézek). Byl stanoven nadbytek dia-
stereomeru, a to nasledovné; vzorek terc.butyl-3,5.6—trihydroxyhexanoatu (30 mg) byl derivati-
zovan alespon 10 minut pii pokojové teploté reakci v nadbytku anhydridu kyseliny trifluorocto-
vé, nadbytek anhydridu byl odstranén za proudu suchého dusiku a zbyly olej byl zifedén dichlor-
methanem (1 ml). Vzorek byl analyzovan pomoci sloupce Chiralcel Dex CB (25 metrii) pii tep-
loté¢ 140 °C (isotermicka). Diastereomery byly eluovany za 14,4 minut (3R,5S—diastereomer)
a 15,7 minut (3S,5S—diastereomer). Timto zpisobem byl zjistén nadbytek diastereomeru ve vzor-
ku, ktery &inil 99,7 %.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob ptipravy dihydroxyesteru obecného vzorce 5

I
HO (X)—COR

{3)
vyznadeny tim, Ze zahrnuje:

(a) pfipravu slouéeniny vzorce |;
(b) reakci sloudeniny obecného vzorce 1 s 2,2-dimethoxypropanem za vzniku acetonidu; a
{c) odstranéni skupiny R"-{C=0)~;

kde

X  znamena ptipadné substituovanou uhlovodikovou spojovaci skupinu,
R znamen4 piipadné substituovanou uhlovodikovou skupinu; a

R’ znamena piipadné substituovanou uhlovodikovou skupinu, vyhodné piipadné substituova-
nou alkylovou skupinu;

pii¢emz zpisob pFipravy slouéeniny obecného vzorce 1

X
(X)—CO,R

(1)

R’-—g'o

zahrnuje bud’

a) stereoselektivni redukci slouceniny vzorce 2

LA
HO (X)—CO,R

(2)

za vzniku slou¢eniny obecného vzorce 3

H QH
Ho\j\i(x)...co .R

(3)
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a

b) esterifikaci slou¢eniny obecného vzorce 3 v piitomnosti slouteniny vzorce R”"™—-O—COR’
a enzymu lipazy nebo hydrolazy za vzniku slougeniny obecného vzorce 1,

nebo

¢) esterifikaci slouc¢eniny obecného vzorce 2 v pfitomnosti slouceniny vzorce R’ -O-COR’
a enzymu lipdzy nebo hydrolazy za vzniku slouceniny obecného vzorce 4

K
{(X)—CO,R

(4)

. "o
"l

a

d) stereoselektivni redukci slouéeniny obecného vzorce 4 za vzniku slouéeniny obecného vzor-
ce l,

kde X, R a R" maji vy$e uvedené vyznamy a R'" znamena pfipadné substituovanou uhlovodiko-
vou skupinu.

2. Zpisobpodle naroku 1, vyznadéeny tim, Ze X znamena skupinu vzorce -CHj—.

3. Zpisob podle nékterého z predchéazejicich narokd, vyznadéeny tim, Ze R znamena
vinylovou skupinu nebo isopropenylovou skupinu.

4, Zpusob podle nékterého z predchazejicich narokl, vyznaéeny tim, Ze R" znamena
substituovanou nebo nesubstituovanou C, s—alkylovou skupinu.

5. Zpusob podle naroku4, vyznafeny tim, Ze R znamena methylovou skupinu.

6. Zpiisob podle nékterého z pfedchazejicich narokd, vyzmnaéeny tim, Ze se sloudeniny
obecného vzorce 2 nebo 4 redukuji stykem s organizmem majicim vlastnosti mikroorganizmu
zvoleného ze skupiny zahrnujici organismy rodu Beauveria, Pichia, Candida, Kluyveromyces
nebo Torulaspora nebo enzymem extrahovanym z téchto organismal.

7. Zpisob podle naroku 6, vyznaceny tim, Ze se sloudeniny vzorce 2 nebo 4 redukuji
stykem s organizmem zvolenym ze skupiny zahmujici Pichia angusta, Pichia pastoris, Candida
guillermondii, Saccharomyces carlsbergensis, Pichia trehalophila, Kluyveromyces drosophi—
larum a Torulospora hansenii, nebo enzymem extrahovanym z téchto organismu.

8. Zpiisob podle nékterého z narokii 6 nebo 7, vyznadeny tim, Ze se pouziji celé buii-
ky.

9. Zpisob podle néktereho z naroki 6, 7nebo 8, vyznadeny tim, Zesloudeniny vzorce
2 nebo 4 se redukuji pti pH od 4 do 5.

10. Zpisob podle nékterého z predchazejicich naroki, vyznaéeny tim, Ze se sloudeniny
vzorce 2 nebo 3 esterifikuji v pFitomnosti enzymu zvoleného ze skupiny zahrnujici prasedi pan-
kreatickou lipazu, lipdzu z Candida cylindracea, lipazu z Pseudomonas fluorescens, frakci B
z Candida antarctica a lipazu z Humicola lanuginosa.

-10-
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11. Zpisob podle nékterého z pfedchazejicich narokd, vyznadeny tim, Ze slouteninou
vzorce R""—=O—COR’ je vinylacetat.

12. Zplsob pfipravy podle nékterého z pfedchazejicich narokil, vyznadeny tim, Ze R'—
{C=0)- se odstrani piisobenim bazického, alkoholického roztoku.

Konec dokumentu
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