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Patentkrav

1. Fremgangsmate for fremstilling av karbaminsyre aryl-2-tetrazolyl etyl-ester
av den kjemiske formel 1 omfattende:

& underkaste et arylketon, representert av den kjemiske formel 2, enantioselektiv
enzymatisk reduksjon for @ danne en alkoholforbindelse med (R)-konfigurasjon
representert av den kjemiske formel 3; og

karbamatere nevnte alkohol

[kjemisk formel 1]
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hvor

R; og R, uavhengig av hverandre er valgt fra en gruppe bestdende av hydrogen,
halogen, perfluoralkyl, et alkyl med 1 til 8 karbonatomer og en alkoksy med 1 til 8
karbonatomer;

en av A; og A, er CH hvor den andre er N; og

nevnte enantioselektive enzymatiske reduksjon utfgres i en reaksjonsblanding
omfattende nevnte forbindelse av kjemisk formel 2, en oksidoreduktase som har
minst 90% homologi med aminosyresekvensen av SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3 eller SEQ ID NO: 4, NADH eller NADPH som en kofaktor som blir
oksydert i Igpet av reaksjonsprosessen og kontinuerlig regenerert, et kosubstrat
omfattende en sekundaer alkohol representert av formelen R,R,CHOH hvor Ry
representerer karbon hvor x er et heltall fra 1-10 og R, representerer hydrogen

hvor y er et heltall lik to ganger verdien av x pluss to, samt en egnet buffer.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor oksidoreduktasen er kodet av
henholdsvis nukleinsyresekvensen SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7
eller SEQ ID NO: 8.

3. Fremgangsmate ifglge krav 2, hvor oksidoreduktasen kan bli isolert fra

Candida magnolia, Candida vaccini eller Oryctolagus cuniculus.

4, Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor oksidoreduktasen er til stede i
reaksjonsblandingen i en fullstendig renset form, en delvis renset form eller i de

mikrobielle cellene som uttrykte den.

5. Fremgangsmate ifslge krav 4, hvor oksidoreduktasen er til stede i de
mikrobielle cellene som uttrykte den, hvilke celler er i en nativ, permeabilisert eller

lysert tilstand.

6. Fremgangsmate ifslge krav 5, hvor de mikrobielle cellene er transformerte

Escherichia coli-celler.

7. Fremgangsmate ifslge krav 1, hvor regenereringen av den oksyderte

kofaktor stammer fra oksyderingen av nevnte kosubstrat.

8. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor nevnte kosubstrat er en sekundaer
alkohol valgt fra gruppen bestdende av 2-propanol, 2-butanol, 2-pentanol, 4-metyl-

2-pentanol, 2-heptanol og 2-oktanol.
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9. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor nevnte oksidoreduktase pavirker bdde

reduksjonen av arylketonet av kjemisk formel 2 og oksydasjonen av kosubstratet.

10.  Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor karbamateringstrinnet utfgres ved 8
reagere alkoholforbindelsen med (R)-konfigurasjon av kjemisk formel 3 med

uorganisk cyanat og en organisk syre.

11.  Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor karbamateringstrinnet utfgres ved a
hydrolysere et produkt som stammer fra reaksjonen mellom alkoholforbindelsen
med (R)-konfigurasjon av kjemisk formel 3 og en isocyanat-forbindelse valgt fra
gruppen bestdende av klorsulfonsyre-isocyanat, trikloracetyl-isocyanat og

trimetylsilyl-isocyanat.

12. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor karbamateringstrinnet utfgres ved a
introdusere ammoniakk i et produkt som stammer fra reaksjonen mellom
alkoholforbindelsen med (R)-konfigurasjon av kjemisk formel 3 og en karbonyl-
forbindelse omfattende 1,1'-karbodiimidazol, karbamoylhalid, disuccinylkarbonat,

fosgen, trifosgen eller klorformat.

13. Fremgangsmate ifslge krav 1, ytterligere omfattende et krystalliseringstrinn
etter minst et av enantioselektivt enzymatisk reduksjonstrinn og karbamaterings-

trinnet.

14, Fremgangsmate ifslge krav 13, hvor krystalliseringstrinnet omfatter:

3 tilsette til et reaksjonsprodukt et solubiliseringsmiddel valgt fra gruppen aceton,
acetonitril, tetrahydrofuran, etylacetat, diklormetan, kloroform, 1,4-dioksan, en
lavere alkohol med 1 til 4 karbonatomer og en blanding derav; og

tilsette et utfyllingsmiddel til dette valgt fra gruppen bestdende av vann, en lavere
alkohol med 1 til 4 karbonatomer, dietyleter, pentan, heksan, cykloheksan, heptan

0og en blanding derav.

15.  Fremgangsmate ifglge krav 1, ytterligere innbefattende trinnet & fremstille
arylketonet av kjemisk formel 2 som fremstilles ved substitusjonsreaksjon mellom
et arylketon av den fglgende kjemiske formel 4 med et tetrazol av den fglgende
kjemiske formel 5:

[kjemisk formel 4]



10

15

20

25

NO/EP2488505

R1
R2

[kjemisk formel 5]

hvor
R; og R, er som definert i krav 1 og

X er en utgdende gruppe valgt fra blant et halid og et sulfonat.

16. Fremgangsmate ifslge krav 15, ytterligere omfattende et katalyseringstrinn
omfattende:

3 tilsette et solubiliseringsmiddel valgt fra blant aceton, actonitril, tetrahydrofuran,
etylacetat, diklormetan, kloroform, 1,4-dioksan, en lavere alkohol med 1 til 4
karbonatomer og en blanding derav, til et produkt oppnadd ved substitusjons-
reaksjonen; og

tilsette et utfellingsmiddel valgt fra vann, en lavere alkohol med 1 til 4
karbonatomer, dietyleter, pentan, heksan, cykloheksan, heptaner og en blanding

derav.

17. Fremgangsmate for fremstilling av en alkoholforbindelse representert av den
fglgende kjemiske formel 3, via den enantioselektive enzymatiske reaksjon av et
arylketon representert av den fglgende kjemiske formel 2:

[kjemisk formel 2]

R1 A,
R2
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[kjemisk formel 3]

OH I!\l'/’A1
N
N\Ag/
R1
R2
hvor

R; og R, uavhengig er valgt fra gruppen bestaende av hydrogen, halogen,
perfluoralkyl, et alkyl med 1 til 8 karbonatomer, en tioalkoksy med 1 til 8
karbonatomer og en alkoksy med 1 til 8 karbonatomer;

en av A; og A, er CH hvor den andre er N; og

hvor nevnte reduksjon utfgres i en reaksjonsblanding omfattende nevnte
forbindelse av kjemisk formel 2, en oksidoreduktase som har minst 90% homologi
med aminosyresekvensene SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 eller SEQ
ID NO: 4, NADH, NADPH som en kofaktor som blir oksydert i Igpet av
reduksjonsprosessen og kontinuerlig regenerert, et kosubstrat omfattende en
sekundaer alkohol representert av formelen R,R,CHOH hvor R, representerer karbon
hvor x er et heltall fra 1-10 og R, representerer hydrogen hvor y er et heltall lik to

ganger verdien av x pluss to og en passende buffer.

18. Fremgangsmate ifglge krav 17, hvor oksidoreduktasen er kodet av
henholdsvis nukleinsyresekvensen SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7
eller SEQ ID NO: 8.

19. Fremgangsmate ifglge krav 17, hvor oksidoreduktasen kan bli vaere isolert

fra Candida magnolia, Candida vaccinii eller Oryctolagus cuniculus.



