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1 2
Zpisob mikrobiologické vyroby 15«-hyd-
roxyprostacyklinovych meziproduktli obec-

ného vzorce I, vyznadujici se tim, Ze se na
keton obecného vzorce piisobi kmenem Can-

dida solani, ktery je uloZen v n&mecké sbir- i
ce mikroorganismi v Géttingenu pod €&is- X .
lem DSM 3 315 nebo kmenem Pichia farino- % :5

sa, ktery je uloZen tamtéZ pod &islem DSM
3 318, piitemZ se jako rozpoust&del substra-

tu pouZivd methanolu, ethanolu, glykolme- v A-—_CH—RZ
nomethyletheru, dimethylformamidu nebo z ]
dimethylsulfoxidu, nebo se substrat pouZivé OR OH
v emulgované form& a po ukongeni fermen- 1 {1
tace se vznikly 15«-hydroxyprostacyklinovy
derivéat izoluje.
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Vynélez se tfk& zplsobu mikrobiologické
viroby 15e«-hydroxyprostacyklinovych me-
ziproduktd. Vyndlez je vhodny zejména k

mikrobiologické redukci ddle uvedenych
prostacyklinovych meziproduktd 1 aZ 6.
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Mikrobiologickd redukce shora uvedenych
prostacyklinovych meziproduktii se prova-
di podle tohoto vynélezu pomoci nésledu-
jicich kmenl mikroorganismiéi: Candida so-
lani (NCYC 41) a Pichia farinosa (CBS 185].
Zejména pak se z t&chto kmenil osv&déil
kmen Candida solani.

Z EP 12 710 je zndm nésledujici stav tech-
niky: Zatimco chemické redukce 15-ketosku-
pin u prostaglandin® a prostaglandinov§ch
meziproduktd, napfiklad borohydridem sod-
nym ,vede pouze p¥es smési p¥islusnych 15x-
a 15p-hydroxysloudenin a v dsledku nésle-
dujiciho déleni jen za ztrat na vyt&Zcich k
Z8danym 15z-hydroxyprostaglandinim, je
z USA pat. spisu ¢ 3687 811 zndma Fada
mikroorganismii, které pirevddéji 15-keto-
skupinu v 1-hydroxy-15-oxoprostaglandinech
vZdy podle pFitomné konformace 11-hydro-
xyskupiny na odpovidajici trans-15-hydro-
xyskupinu, Diky zpdsobu podle némeckého
zvefejiiovaciho spisu €. 23 57 815 dispo-
nuje stav techniky mikrobiologickou meto-
dou, kterou se napiiklad pi¥evéddi 11-hydro-
Xy-15-oxoprostaglandin na smés 1le-, 15«-

- a 118-, 15g-dihydroxyprostaglandindi. Cis-

-uspoidddni 11g-, 15«-hydroxylovych sku-
pin odpovida stejné situaci v biologicky ak-
tivnich prostaglandinech.

Zpilisob popsany v n&meckém zvefejtiova-
cim spise €. 24 01 761 selhdvd pravé tak,
jako v3echny uvedené zpfsoby.

Kmeny Kloeckera, Saccharomyces a Han-
senula uvedené v EP 12 710 redukuji 17-ke-
toskupinu v prostacyklinovych mezipro-
duktech jenom d&dstetné a vytdZky prosta-
cyklinovych meziproduktd s 15x-hydroxy-
skupinou jsou velmi Zpatné.

Nyni bylo nalezeno, Ze vySe uvedené pros-
tacyklinové meziprdukty lze redukovat ve
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velmi dobrych vytéZcich enantioselektivné
na prislu§né 15¢-hydroxyslouéeniny, pouZi-
je-li se kmenlti Candida nebo Pichia.

Z  15x-hydroxyslou¢enin  pfFipravenych
zplisobem podle vynélezu lze za zachovani
centra asymetrie v poloze 15 pfipravit far-
makologicky nfinné prostacykliny. Napii-
klad =z (1S,28,5R}-7,7-ethylendioxy-3-ben-
zoyloxy-2-[ (1E),(4RS]-4-methyl-3-0x0-
okt-1-en-6-in-yl]}bicyklo{3.3.0]oktanu (1) se
dospéje vicestupiiovou syntézou k uf€inné
latce Iloprostu (popsaného v EP 11591):
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RGzné druhy uvedenych tiid mikroorga-
nism@ vykazuji pochopitelnd rozdily v
ufinnosti redukce podle vynédlezu. PouZiti
kmene Candida solani [NCYC 41), jakoZ
i Pichia farinosa (CBS 185) poskytuje dob-
ré vytéZky, pfitemZ redukce kmenem Can-
dida solani (NCYC 41) poskytuje obzvliasté
vysoké vytéZky.

Pfedmétem predloZeného vynélezu je
zpisob mikrobiologické vyroby 15«-hydro-
xyprostacyklinovfch meziprodukti obec-
ného vzorce I
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ve kterém ‘

X znamend atom kysliku nebo methyle-
novou skupinu,

A znamend trans-CH=CH— nebo —(C=C-
-skupinu,

B znamen4 atom kysliku, skupinu

~N .~
C
r
0. .0
neho
COOR,
CH
piidemzZ

R3 znamené alkylovou skupinu s 1 a%
4 atomy uhlikuy,

Ri znamend atom vodiku, tetrahydropy-
ranylovou skupinu, benzoylovou skupi-
nu, terc.butyldimethylsilylovou skupinu
nebo terc.butyldifenylsilylovou skupinu a

R2 znamen4 skupinu

kS
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CH;CzC-Cu
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nebo , i3 T
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ktery spotivé v tom, %e se na keton obec-
ného vzorce I
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ve kterém

A, B, X, R: a Rz maji shora uvedeny vyznam,
ktery je uloZen v N8mecké sbirce mikro-
organismii v Gottingenu pod &islem DSM
3 315, nebo kmene Pichia farinosa, ktery
je uloZen v Némecké sbirce mikroorganis-
mi v Gottingenu pod &islem DSM 3 316,
pfitemZ se jako rozpoustddel substritu
pouZivd methanolu, ethanolu, glykolmono-
methyletheru, dimethylformamidu nebo
dimethylsulfoxidu, nebo se substriat pouZi-
vé v emulgované form#8 a po ukon&eni fer-
mentace se vznikly 15«-hydroxyprostacy-
klinovy derivat izoluje.

Ci1-—Cs-allylové skupiny znadi methylo-
vou, ethylovou, propylovou, isopropylovou,
butylovou, isobutylovou, sek.butylovou a
terc.butylovou skupinu.

Zplisob je obzvladtd vyhodny, kdyZ Rive
sloudenindch obecného vzorce 1I  znadi
benzoylovou skupinu.

Podle toho, jaky je Zadany vyznam Ry,
lze chrénici supiny od$t&povat o soh& zné-
mymi zplisoby.

Nejdifive se pd8stuji za ohvykle pouZi-
vanych padminek pro uwvedené mikro-
organismy ve vhodném Zivném  prost¥edi
za vzdudnéni submerzni kultury. Potom se
ke Xkulturam piidd substrat (rozpustény
ve vhodném rozpou3tédle nebo s vyhodou
ve form& emulze) a provadi se fermenta-
ce, a7 se dosdhne maximélni pfemé&ny sub-
stratu.

Vhodnymi rozpoustédly substrédtu jsou
napfiklad methanol, ethanol, glykolmono-
methylether, dimethylformamid nebo di-
methylsulfoxid. Emulgaci substrédtu lze pro-
vést napiiklad tak, Ze se v mikronizované
form& nebo rozpu$tEny v rozpoustddle mi-
sitelném s vodou - (jako je methanol, etha-
nol, aceton, glykolmonomethylether, dime-
thylformamid, dimethylsulfoxid) a =za
silné turbulence vmichd do vody {s vyho-
dou zbavené vépniku), kterd obsahuje obh-
vykly emulgédtor. Vhodnymi emulgétory
jsou neionogenni emulgédtory, jako napii-
pfiklad ethylenoxidové adukty nebo es-
tery mastnych kyselin s polyglykoly. Vhod-
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nymi emulgédtory jsou napfiklad komeréni
smécedla Tegin™, Tagat® a Span®.

Casto umoZiiuje emulgace substratu jeho
vBtSi prosazeni a tim i zvySeni jeho Kkon-
centrace. Je ale pochopitelné rovnéZ moZ-
né pouZivat pii zplisobu podle vynédlezu i
jiné zplsoby zvySovdni prosazeni substra-
tu, jak je to znadmo odbornikovi zabyvaji-
cimu se fermentacemi.

Optimdlni koncentrace substratu, doba
priddvédni substratu a doba fermentace za-
visi na struktufe pouZitého substrdtu a dru-
hu pouZitého mikroorganismu. Tyto velii-
ny musi byt zjiSt&ny, jak je to obvykle pi¥i
mikrobiologickych premé&ndch nutné pro
jednotlivé pripady pFedb&Znymi pokusy,
jak je to odbornikovi b8Zné.

Kmeny Candida solani (NCYC 41) a Pi-
chia farimosa. {CBS 185) byly uloZeny v
N&mecké sbirce mikroorganismii pod ¢&is-
ly DSM 3315 a DSM 3316 dne 21. 5. 1985.

Nésledujici priklady provedeni slouZi k
vysvétleni zpfisobu podle vynélezu.

Priklad 1 ,

Dvoulitrovd Erlenmeyerova batika, ktera
obsahuje 500 ml Zivného prostfedi, sterili-
zovaného pii teploté 120°C.v autoklavy,
sestdvajiciho z 1,5 % monohydratu gluko-
zy, 0,5 U kvesnitného extraktu (Difco),
0,5 % kukufitného vyluhu a 0,5 % siranu
amonného, s hodnotou pH 6,3, se naotkuje
kulturou ze Sikmého agaru kmene Candi-
da solani (NCYC 41) a po dobu 2,5 dne se
tfepe pi¥i teplotd 30°C na rotalni tfepacce.

Pomoci 250 ml této okovaci kultury se
naotkuje 20litrovy okovaci tank, do Kkte-
rého se vnese 15 litrli Zivného prostredi,
sterilizovaného po dobu 30 minut pFi tep-
loté 121°C a pretlaku 15 Pa stejného slo-
Zeni jako ofkovaci kultura. Za pfiddni Si-
likonu SH jako prostfedku proti p&n&ni se
pii teplotd 25°C a pretlaku 9 Pa za vzdus-
ngni (15 litrf/min) a michéni (220 ot/min)
po dobu 36 hodin kultivuje.

Potom se odebere 0,9 litru této ockovaci
kultury za sterilnich podminek a naockuje
se ji 20litrovy hlavni fermentalni tank, kte-
ry obsahuje 10 litri sterilizovaného Zivné-
ho prostfedi stejného sloZeni jako o€kova-

a0

ci kultura. Po 6 hodindch rlistové fdze za
podminek jako p¥i ofkovaci kultufe se p¥i-
daji za dalSiho michani a provzdusiiovani
4 g (1S,28,3R,5R}-7,7-ethylendioxy-3-benzo-
yloxy-3-[ (1E),{4RS)-4-methyl-3-0x0-0Kt-

-1-en-6-inyl]bicyklo(3,3,0)oktanu rozpus-
téného ve 100 ml dimethylformamidu.

Po uplynuti doby vzdjemného styku 90
hodin je reakce ukon¢ena. Kultivaéni kapa-
lina se extrahuje trikrat methylisobutylke-
tonem, extrakty se spoji a odpaii se za
sniZeného tlaku k suchu. Olejovity odparek
se vyjme methanoclem, odfiltruje od siliko-
nového oleje a opét se odpafi k suchu. Zby-
ly olejovity surovy produkt se rozpusti v
methylenchloridu a déle se Cisti chromato-
grafovdnim na sloupci silikagelu za pouZi-
ti smési 5 litrd hexanu, 4 litrd hexanu + 1
litru acetonu jako elu¢niho &inidla. Takto
se ziskad 2,75 g Cistého (1S,25,3R,5R)-7,7-
-ethylendioxy-3-benzoyloxy-2-[ (1E),(3S,-
4RS)-3-hydroxy-4-methylokt-1-en-6-
-inylibicyklo[3,3,0]oktanu ve formé& bez-
barvého oleje.

Priklad 2

Postupuije se stejnym zplisobem jako v
pfikladu 1, avSak k poZadované redukci
ketonu se¢ pouZije kmene Pichia farinosa
(CBS 185].

P¥iklad 3

Za podminek uvedenych v prikladu 1 se
k #&dané redukci ketonu pouZije kmene Pi-
chia farinosa (CBS 185).

Pfiklad 4

Za podminek uvedenych v pfikladu 1 se
sloutenina 3 redukuje pomoci kmene Can-
dida solani [NCYC 41} na p¥isludnou 15x-
-hydroxysloueninu.

Pfiklad 5

Za podminek uvedenych v pfikladu 1 se
redukuje sloutenina 5 pomoci kmene Can-
dida solani [NCYC 41) na pfislu§nou 15¢-
-hydroxyslou€eninu.

PREDMET VYNALEZU

Zpusob mikrobiologické vyroby 15«-hydroxyprostacyklinovfch meziproduktii obec-

ného vzorce I
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kde
X znadéi atom kysliku nebo CH3z-skupinu,
A trans-CH=CH— nebo —C=C-skupinu,
B atom kysliku, zbytky

{ »

&
O~ -0
neho
COOR3
CH
kde )

R3 méa vyznam C1—C4- alkylove skupiny,

R1 znaéi atom vodiku, tetrahydropyrany-
lovou nebo terc.butyldifenylsilylovou sku-
pinu a

R2 znadi zbytky

CH

CH ~CzC-CH

n
(»

nebo
C Hy

Cl—lE—CEC-CaH5

vyznatujici se tim, Ze na keton obecného
vzorce II

B
QA c R
ORy O
thny

kde

A, B, X, R1 a R2 maji vySe uvedeny vy-
znam, piisobi kmenem Candida solani, kte-
ry je uloZen v Némecké sbirce mikroorga-
nism v Gottingenu pod &islem DSM 3 315
nebo kmenem Pichia farinosa, ktery je ulo-
Zen v Némecké shirce mikroorganismii v
Gottingenu pod &islem DSM 3 316, pFidemZ
se jako rozpoustédel substrdtu pouZivd me-
thanolu, ethanolu, glykomonomethylethe-
ru, dimethylformamidu nebo dimethyl-
sulfoxidu, nebo se substrat pouZivd v emul-
gované form& a po ukonceni fermentace se
vznikly  15e«-hydroxyprostacyklinovy deri-
vat izoluje.
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